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ABSTRAKT

Tato prace je zaméfena na zkoumani systému fosfolipid-hyaluronan. Nejdfive byla
nalezena vhodnd metoda pro pfipravu zasobniho roztoku fosfolipidu/lipidu a vhodna
fluorescenc¢ni sonda. Jako metoda pfipravy zasobniho roztoku byla vybrana sonifikace a jako
fluorescen¢ni sonda pyren. Ze skupiny fosfolipidi byl pouzit lecitin. Pro srovnani byl vedle
fosfolipidu pouzit 1 lipid fosfatovou skupinu postradajici (DPTAP), popfipadé smes lipidu
a fosfolipidu (DPPC a DPTAP). Kromé hyaluronanu byly pro srovnani pouzity 1 jiné
polyelektrolyty (polystyrensulfonat sodny a alginat sodny). Méfeni probihala jak ve vodé, tak
v roztoku fosfatového pufru. Veskera méfeni probéhla pomoci fluorescencni spektroskopie
a dynamického rozptylu svétla.

ABSTRACT

This thesis is focused on investigation of phospholipid-hyaluronan system. First,
appropriate method for preparation of bulk solution of phospholipid/lipid and suitable
fluorescence probe were chosen. Sonification was selected as a method for preparation of
bulk solution and pyrene was chosen as a fluorescence probe. From the group of
phospholipids lecithin was selected. Next to phospholipid, lipid with no phosphate group
(DPTAP) was utilized for comparison, alternatively a mixture of lipid (DPTAP) and
phospholipid (DPPC). Instead of hyaluronan another polyelectrolytes (sodium polystyrene
sulfonate, sodium alginate) were used too. Measurements were performed in water
environment and in phosphate buffer saline (PBS). All investigation was accomplished by
fluorescence spectroscopy and dynamic light scattering.
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hyaluronan, polystyrensulfonat, alginat, lipid, fosfolipid, fluorescence, fluorescen¢ni sondy,
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1 UVOD

Idealni kosmeticky pfipravek pro kazdodenni pouziti by mél pokozku dobte hydratovat,
nedrazdit a také vyzivovat. Pokud chceme tyto podminky splnit, musime pfipravit kosmeticky
ptipravek z latek télu vlastnich, které budou snadno penetrovat pres svrchni vrstvy pokozky.
Je znamo, ze zcela hydrofilni ¢i zcela hydrofobni latky pokozkou prostupovat nemohou.

Spojenim vynikajicich hydratanich vlastnosti kyseliny hyaluronové a fosfolipidovych
liposomii by mohl vzniknout pfipravek tyto vlastnosti majici. Lipidy jsou soucasti
nejsvrchngjsi vrstvy pokozky (stratum corneum — vrstva rohova), 1 vrstev dalSich (stratum
granulosum — vrstva zrnita, stratum spinosum — vrstva ostnita), proto jsou schopny pronikat
do vnitinich vrstev pokozky. Kyselina hyaluronova 1 fosfolipidy jsou zcela biokompatibilni,
lidskému télu vlastni, samy o sob& by tedy nemély zpuasobit zadné podrazdéni pokozky.
Navic, dojde-li k vytvoreni stabilnich liposomt, mohou byt schopné nést hydrofobni latky,
jejichz aplikace v Cisté hydrofilnim systému by nebyla mozna.

Tato prace je zaméfena na studium systému lipid-hyaluronan z hlediska agrega¢niho
chovani a stability v pufru a ve vodé. Bylo provedeno srovnani interakci v systémech
obsahujicich 1 jiny polyelektrolyt, kromé hyaluronanu sodného byly studovany i agregace
lipida v pfitomnosti polystyrensulfonatu sodného a nékteré i v pritomnosti alginatu sodného.

Z fosfolipidli byl vybran lecitin, jenz tvoti bunénou membranu témet vSech bunek. Nese
jak kladny tak zaporny naboj. Lecitin je smési fosfolipidi s raznymi délkami alkylovych
fetézcl, jez mohou byt nasycené i nenasycené. Dale byl pouzit DPTAP (1,2-dipalmitoyl-3-
trimetylamonium-propan), jenz na rozdil od lecitinu neobsahuje fosfatidovou skupinu, tedy
nese pouze kladny naboj, a na zakladé reSerse byla pfipravena i ekvimolarni smés DPTAP
aDPPC (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin), tedy smés kationaktivniho lipidu
a zwiterionického fosfolipidu.

U vSech lipidd byla pomoci fluorescencni spektroskopie studovana agregace jich
samotnych, dale ve smési s hyaluronanem a polystyrensulfonatem, a to ve vode i v pufru.
Agregacni chovani ve smési s alginatem bylo prostudovano pouze v piipadé lecitinu
a DPTAP ve vodé. Pii vybranych charakteristickych koncentracich lipidu byla také vzdy
meéfena s vyuzitim metody dynamického rozptylu svétla (DLS) i velikost agregati
a prostiednictvim zeta potencialu i jejich stabilita v roztoku.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Lipidy

Lipidy jsou heterogenni skupina sloucenin, ktera ma pfimo nebo nepfimo vztah k mastnym

kyselinam. Jejich spolecnou vlastnosti je relativni rozpustnost ve vodé a dobra rozpustnost
v nepolarnich rozpoustédlech jako éter, chloroform a benzen.

2.1.1 Rozdéleni lipida

Nasledujici rozdéleni lipida je odvozeno z Bloorovy klasifikace [1]:

1.

Jednoduché lipidy — estery mastnych kyselin s riznymi alkoholy.

a) Tuky: Estery mastnych kyselin s glycerolem. Tekuté tuky se nazyvaji oleje.

b) Vosky: Estery mastnych kyselin s vys§imi jednosytnymi alkoholy.

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

a) Fosfolipidy: Lipidy, které obsahuji kromé mastné kyseliny a alkoholu 1 zbytek kyseliny
fosforetné. Casto obsahuji i dusikaté baze a dal3i substituenty. Dé&li 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.

c¢) Ostatni slozené lipidy: Sulfolipidy a aminolipidy. Mohou sem byt zafazeny 1 lipo-
proteiny.

. Prekursory a odvozené lipidy: Patfi sem mastné kyseliny, steroidy, alkoholy vcetné

glycerolu a steroli, mastné alkoholy a ketolatky, uhlovodiky, v tucich rozpustné vitaminy
a hormony.

2.1.2 Kationické lipidy

Nejvyznamnéjsim znakem kationickych lipidd, které se v ptirodé moc nevyskytuji, je jejich

kladny naboj pfi neutralnim pH. To umoziuje silné Coulombovy interakce s mnoha hlavné
negativné nabitymi komponenty bunék. Kationické lipidy ukotvené v membrané mohou byt
diky interakcim dalekého dosahu povazovany za molekularni senzory pro spojovani
biomolekul. Kationické lipidy diky svému naboji tvoii ve vodé samovolné velmi malé utvary
(mensi nez 50 nm) [2].

2.1.3 Fosfolipidy

VSichni pfirozené se vyskytujici zastupci fosfolipidi jsou odvozeni od sn-glycero-3-fosfatu,

tudiz maji zakladni strukturu uvedenou na Obr. 1.

P Z
X)J\O/Y\O/ \
O

N\ O
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Y

Obr. 1 sn-glycero-3-fosfdt [3]



Pokud jsou X a Y mastné kyseliny, mluvime o diacyl-glycerofosfolipidech. Pokud jen
jeden z nich predstavuje mastnou kyselinu a druhy atom vodiku, hovofime o mono-acyl-
glycerofosfolipidech neboli lyso-fosfolipidech. Acylové zbytky X a Y se mohou od sebe
znaéné liSit (délka fetézce, saturace) v zavislosti na pavodu (zdroji surového materialu).
Mimo to jsou X a Y v pfirodnich produktech stejné chemické povahy [3]. Na Obr. 2 jsou
uvedeny typy fosfolipidua dle substituentu Z.

Z= ?H3
III+_ CH, Fosfatidylcholin, PC
CH,
/\/NH;r Fosfatidyletanolamin, PE
H OH
H
w Fosfatidylinositol, PI
H OH
H H
\H Fosfatidova kyselina, PA

Obr. 2 Nomenklatura diacyl-sn-glycero-3-fosfolipidit podle substituentu Z [3]

Do skupiny fosfolipidi zarazujeme fosfatidovou kyselinu a fosfatidylglycerol, fosfatidyl-
cholin, fosfatidyletanolamin, fosfatidylinositol, fosfatidylserin, lysofosfolipidy, plasmalogeny
a sfingomyeliny (rozdéleni je uvedeno na Obr. 2). VSechny patii mezi fosfoacylglyceroly,
s vyjimkou sfingomyelind, které glycerol neobsahuji. Fosfoacylglyceroly mizeme povazovat
za derivaty kyseliny fosfatidové, ve které je kyselina fosforecna esterifikovana s —OH
skupinou vhodného alkoholu [3].

Fosfatidova kyselina je dilezitym mezistupném pii syntéze triacylglycerolii a fosfogly-
cerolt, ale ve tkanich se ve vétsi mife nevyskytuje [1].

2.1.4 Lecitin

Lecitin byl objeven vroce 1846 francouzskym chemikem M. Gobleym. Z vaje¢ného
zloutku izoloval oranzové zbarvenou latku, kterou nazval lecitin, podle feckého jména pro
vajecny zloutek | lekithos* (,,Aéx180¢). Pozd€ji izoloval stejnou latku z mozku, krve,
mocového méchyte a jinych organickych materialti. Dulezitym znakem téchto materialt byl
obsah fosforu organicky vazaného k lipidovym strukturam.

Trvalo tfadu let, nez bylo zjisténo, Ze se nejedna o jednotnou chemickou strukturu, ale
o skupinu chemicky podobnych, ale rozdilnych slozek, které jsou dnes klasifikovany jako
fosfolipidy a fosfatidy. Také bylo zjisténo, ze tato tiida latek se vyskytuje ve vSech
organickych tkanich a pletivech, at’ uz u rostlin, zvifat nebo ve tkanich lidského ptvodu.
Nejvyssi koncentrace lecitinu, kromé vajecného zloutku, byla zjiS§téna u oleje ze seminek soji,
slunecnice a jinych [3].



Lecitin formuje lipidovou hmotu biologickych membran a hraje klicovou roli v bunécném
metabolismu. Jako biokompatibilni tenzid je Siroce vyuzivan v kazdodennim zivoté
zahrnujicich lidskou a zivocisnou potravu, medicinu a kosmetiku [4].

2.1.4.1 Vyskyt lecitinu

Lecitiny obsahuji aminoalkohol cholin. Jsou to nejvice zastoupené fosfolipidy bunécné
membrany a predstavuji velkou cast télovych zasob cholinu. Cholin je dulezity pro pienos
nervového vzruchu a také jako zasoba labilnich metylovych skupin. Dipalmitoyllecitin je
povrchové velmi Gcinné agens, které zabranuje adherenci vnitfnich povrchil plic zptisobené
povrchovym napétim. Jeho nedostatek v plicich u nezralych déti zptsobuje dechové selhani
(respiratory distress syndrom, RDS) [1].

2.1.4.2 Rozpustnost lecitinu

Rozpustnost riznych slozek lecitinu v organickych rozpoustédlech je urCena primarné
polarni skupinou a zavisi na sloZzeni mastnych kyselin. Naptiklad rozpustnost
fosfatidylcholinu v etanolu klesa srostouci délkou acylového fetézce. V acetonu jsou
fosfolipidy veétSinou nerozpustné, ale ty sfetézcem kratSim nez deset uhliki se v ném
rozpoustéji. Fosfatidylcholin je rozpustny v etanolu a v hexanu, v acetonu nikoliv [5].

2.1.4.3 Izolace lecitinu

Lecitin je zvajecného zloutku extrahovan b&hem vicekrokového procesu. V pocatecni
extrakci je k 30 g Cerstvého vajecného zloutku ve 200ml centrifugacni barice pridano 100 ml
95% etanolu a smés je michana, dokud nedojde k uplnému rozptyleni. Poté je smes
centrifugovana a supernatant obsahujici vodu, polarni a neutralni lipidy je pfemistén do délici
nalevky. Z precipitatu jsou neutralni lipidy dvakrat extrahovany 50 ml hexanu. Extrakty
v hexanu jsou poté premistény do stejné delici nalevky. Proteinovy precipitat je dvakrat
extrahovan 50 ml 95% etanolu, aby byly odstranény zbytky polarnich lipida. Tento etanolovy
extrakt je smichdn s prvnim etanolovym a hexanovym v délici nalevce. Obsah délici nalevky
je poté dukladné ale mirné promichan a nechan ustalit, aby doslo k fazové separaci. Etanolova
faze je odstranéna a hexanova je smichana s 50 ml 90% etanolu a ponechana, aby doslo
k fazové separaci. Hexan je odstranén na rotaéni odparce zanechavaje za sebou neutralni
lipidy, které jsou stanoveny gravimetricky. FEtanolova faze je smichana s predchozi
etanolovou fazi a rozpoustédlo je odpateno. Zbylé polarni lipidy jsou rozpustény v hexanu, je
pridan aceton asmés je centrifugovana vledové vodni lazni. Supernatant je premistén
arozpoustédlo je odpafeno pomoci vakuové odparky. Tato frakce by nemeéla obsahovat
neutralni lipidy ani cholesterol. Precipitat je precistény fosfatidylcholin [6].

2.2 Liposomy

Liposomy byly objeveny v roce 1961 A. D. Banghamem [7]. OvSem prvni publikace byla
vydana az vroce 1964, kde Bangham a Horne pfedstavili snimky multilamelarnich
fosfolipidovych vezikul z elektronového mikroskopu [8].

Liposomy jsou sférické struktury tvorené zakfivenymi lipidovymi dvojvrstvami, jez do
svého vnitiniho prostoru uzaviraji ¢ast okolniho rozpoustédla. Velikost liposomu se pohybuje
od 20 nm do né€kolika mikrometri a mohou byt slozeny z jedné nebo n€kolika soustiednych
membran, kazdé s tloustkou okolo 4 nm. Liposomy maji diky amfifilni povaze lipidi unikatni
schopnosti, proCez jsou vhodné pro distribuci 1é¢iv. Na Obr. 3 je schematicky znazornéna
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struktura liposomu [9]. Lipidové dvojvrstvy jsou primarni bariéry vSech permeabilnich
bunécnych membran [10].

Obr. 3 Schematické znazornéni liposomu [9]

2.2.1 Agregace amfifilnich molekul

Divodem, pro¢ amfifily spontanné agreguji a tvoii razné mikrostruktury, je jejich
upfednostiiovani dvojiho druhu rozpoustédel. VSechny amfifily jsou slozeny z Casti, ktera je
rozpustna v nepolarnim rozpoustédle a Casti rozpustné v rozpoustédle polarnim. To znamena,
ze kdyz je rozpoustédlo velmi nepolarni nebo velmi polarni (jako voda), je podporovano
samoshlukovani amfifili. U vétSiny amfifilt je hydrofobni Cast tvorena uhlikovymi fetézci,
zatimco hydrofobni Cast je tvofena tzv. polarni hlavou.

Ve vodném roztoku se amfifily rozpoustéji na monomery, ale nad urcitou koncentraci
spontann¢ agreguji, aby se minimalizovaly nevyhodné hydrofobni interakce. Toto shlukovani
je vétsinou doprovazeno narustem entropie systému. Vzrustajici entropie vychazi z interakci
vody a uhliku, které vytlacuji molekuly vody do usporadanych struktur okolo hydrofobnich
¢asti amfifild v monomerni formé [9].

Ve vodném roztoku se lipidy seskupuji ve dvojvrstvy, aby doslo ke snizeni nepfiznivych
interakci mezi uhlovodikovymi fetézci mastnych kyselin a rozpoustédlem a bylo dosazeno
stavu s niz§i energii a vysSi stabilitou. Tento jev muze byt kvantitativné popsan pomoci
kritické micelarni koncentrace (CMC). CMC je definovana jako koncentrace lipidu ve vodeé,
nad kterou molekuly formuji micely nebo dvojvrstvy rad€ji, nez aby zistaly v roztoku ve
formé monomerd. CMC dipalmitoylfosfatidylcholinu a podobnych amfifild se pohybuje
viadu 107°M ve vodé. Tyto velmi nizké hodnoty indikuji, Zze molekuly naprosto
upfednostiiuji hydrofobni prostredi, které je uvnitf micely ¢i dvojvrstvy [11]. Pfi vyssich
koncentracich lipidd dochazi ke zmén€ charakteru agregati v roztoku, tuto koncentraci
nazyvame kriticka agregacni koncentrace (CAC).
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2.2.2 Packing parametr

Tvar molekuly KuZel Komoly kuiel Vilec Klin

p= v

ﬂﬂjt
Vznikla Kulovita Yalcovita Yezikula nebo Planarni Inverzni
struktura micela micela flexibilni dvojvrstva dvojvrsiva micela

Obr. 4 Tvar molekuly amfifilu a vznikajici struktura dle hodnoty Packing parametru [12]

Pojem molekularni ,,packing parametr je Siroce uplatiiovan v literatufe k vysvétleni, ¢i
dokonce predpovézeni molekulového samoseskupeni v roztoku amfifila. Tanford [13]
a Israelachvili [14] byli prikopniky pfi definovani tohoto geometrického parametru, ktery je
spojen s vlastnosti molekuly lipidu podle nésledujici rovnice:

%4

P = v (1)
kde V je objem hydrofobni casti, v pfipadé molekuly se dvéma fetézci je Vrovno 2v a v je
objem, ktery zaujima jeden alkylovy fetézec, [ je maximalni délka hydrofobniho ocasu
obsahujiciho n atomd, a a je plocha polami hlavy lipidu. Vzorec mtze byt aplikovan nejen na
Cisty lipid, ale i na smés lipidu, kde je bran v tivahu i pomér lipid ve smési.

Bylo uvedeno, ze hodnota P mensi nez jedna tfetina odpovida sférické micele, vét§i nez
jedna tretina a zaroven mensi nez jedna polovina globularni micele, vac¢ku pii hodnoté P mezi
polovinou a jednou a pifi hodnoté blizici se jedné rovinné dvojvrstvé [15]. Tvary molekul
amfifila a vyslednych struktur jsou uvedeny na Obr. 4.

2.2.3 Lipidové dvojvrstvy a lamelarni faze

Typicky dvojvrstvu tvorici lipid je sloZzen ze dvou uhlikovych fetézct spojenymi s polarni
skupinou, ktera maze byt nabita (pozitivn€ i negativné), zwiterionicka nebo neutralni. Tvar
molekuly vétSiny lipidd se blizi valcovitému a podle konceptu ,,packing” parametru preferuji
lipidy agregaci ve dvojvrstvy. Pfi vyS§i koncentraci lipidu tvoii tyto molekuly vétSinou
lamelarni fazi, kde se dvourozmeérné rovinné lipidové vrstvy stfidaji s vrstvami vody [9].

2.2.4 Priprava liposomu

Razné typy liposomi (MLV — multilamellar large vesicles, SUV — small unilamellar
vesicles, LUV — large unilamellar vesicles, FRV - freeze-drying rehydration vesicles) mohou
byt pfipraveny odliSnymi metodami, coz je znazornéno na Obr. 5.
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Amfifilni Lipidy

a

rozpuéténi v organickée fazi rozpusténi v roztoku
detergentu

suchy lipidovy film koloidni roztok

/ vyprazdnéni detergentu
hydratace — disperze MLV

sublimacm
/ 1 h suéeni

puceni fragmentace v
l iz 1 rehydratace
LUV sSUV LUV FRV

Obr.5 Obecnd kiasifikace ruznych metod pripravy liposomii, SUV — small unilamellar
vesicles (malé unilameldarni vezikuly), LUV — large unilamellar vesicles (rozsdahlé
unilameldrni vezikuly), MLV — multilamellar large vesicles (rozsdhlé multilameldrni
vezikuly), FRV — freeze-drying rehydration vesicles (sublimacni rehydratované
vezikuly) [16]

2.2.4.1 Ru¢né trepané vezikuly

Chceme-li pfipravit liposomy jakéhokoli druhu, molekuly lipidu musi byt zavedeny do
vodného prostiedi.

Kdyz je suchy lipidovy film hydratovan, lamely se zvétSuji a rostou do myelina (tenké
lipidové trubicky), ale obecné plati, ze se neoddéluji od zbytku filmu. Jen mechanické
rozruSeni pomoci tfeseni, vifeni, pipetovani, nebo vortexovani zpusobi rozruseni lipidovych
trubiCek a uzavieni exponovanych hydrofobnich okraja, ¢ehoz vysledkem je utvofeni lipo-
somu. Aby se pfipravily liposomy mensi a méné€ lamelarni, musi byt do systému disipovana
energie.

V puvodnim postupu je tenky lipidovy film uloZen na sténach banky s kulatym dnem
a protfepan s nadbytkem vodné faze.

Postup pftipravy — lipid je rozpustén ve vhodném mnozstvi chloroformu (pfi rozpousténi
nabitych lipidd se pfidava metanol pro usnadnéni ¢i umoznéni rozpousténi). Poté je
rozpoustédlo odstranéno pomoci rotacni odparky pfi teploté vyssi, nez je teplota fazového
ptechodu lipidu. Nasleduje hydratace suchého lipidu predehfatou vodnou fazi a agitace
suspenze protiepavanim, promichavanim ¢i vortexovanim. Takto pfipravené liposomy jsou
prevazné velké MLV (mlécna suspenze). Distribuce velikosti v této populaci vezikul je okolo
nékolika mikrometrt.

Poznamky — nabité lipidy obecné tvofi mensi a méné lamelarni liposomy. Pokud neni
ptidavek metanolu nutny, méli bychom se mu vyvarovat, protoze metanol tvofi vodikové
vazby s polarnimi skupinami a pak je t€zsi jej odstranit [16].

13



2.2.4.2 Sonifikované vezikuly

Sonifikace riznych vodnych disperzi fosfolipidi je historicky prvni zpracovani amfifilnich
lipida. Diky lokalnimu zahfati a vysoké vstupni energii nemusel byt vzorek zahfivan nad
teplotu fazového prechodu.

Jsou dveé rozdilné techniky: bud’ je $picka sonifikatoru ponotena do disperze liposomt nebo
je vzorek ve zkumavce umistén do sonifikatoru.

Sonifikace s ponofenim do roztoku je pravdépodobné nejcastéji pouzivana metoda pro
ptipravu SUV v malém mnozstvi. Tato metoda je jednou s nejvyssi dodanou energii do
lipidové disperze a mize byt aplikovana na MLV.

Postup — vlozeni disperze MLV do kuzelovité zkumavky, kterd je umisténa ve vodni lazni
oteplot¢ 0°C. Poté je do vzorku umistén sonifikator a za piistupu dusiku je spustén.
Sonifikace probiha do té doby, dokud se roztok nezméni z mlécného na opalescentni [16].

2.2.4.3 Sublimacéni rehydratované vezikuly

FRV jsou formovany z pfedem vytvorenych vezikul. Muze byt dosaZzeno velmi vysoké
efektivity enkapsulace. SuSeni piivadi lipidové dvojvrstvy a material, ktery ma byt
enkapsulovan, do blizkého kontaktu.

Postup — je smichano 1 ml koncentrovanych sonifikovanych liposomt a 1 ml radioaktivné
znacencho transferinu a smés je ponorena do chladici lazn€ (suchy led v metanolu). Poté je
barika se vzorkem pfipojena k lyofilizéru, je aplikovano vakuum a voda je kompletné
sublimovana. Okamzité po ukonceni lyofilizace je lipidova vrstva rehydratovana roztokem
pufru (v malych davkach — po 100 ul). Nasleduje extruze pres polykarbonatovou membranu.
Neenkapsulovany transferin je odstranén kolonovou filtraci [16].

2.2.4.4 Odpareni z obracené faze

Touto metodou jsou pfipraveny liposomy s rozsahlym vnitinim vodnym prostorem. Tato
metoda historicky poskytuje prulom v technologii liposomu, protoze jako prvni umoziuje
pfipravu liposomu vyznacujicich se vysokym pomérem vodna faze/lipidy a umoziujicich
zachytit vysoké procento pfitomné vodné faze.

Postup ptipravy je zalozen na formovani obracenych micel — malé kapénky vody, které jsou
v pritomnosti organického rozpoustédla stabilizovany fosfolipidovou vrstvou [16].

2.2.4.5 Vyprazdnéni detergentu

Pro odstranéni materialu o nizké molekulové hmotnosti z liposomové disperse, ktery
unikne enkapsulaci, stejné€ jako pro dokonalé a pomalé odstranéni detergentu ze smésnych
micel detergent-lipid, které vedou ke tvorbé velice homogennich liposomd, je pouZzivana
dialyza [16].

2.2.5 Liposomy v kosmetice

Liposomy jsou bézné pouzivany v dermalnich aplikacich jako ochranny systém pro aktivni
latky a také diky jejich hydrataénim ucinkim. Do téchto vezikul mohou byt inkorporovany
jak hydrofilni, tak lipofilni aktivni latky. Mohou také penetrovat do ktize, nést aktivni latku na
cilové misto a tam tyto molekuly uvolnit. Liposomy slouzici jako dermalni nosice by mely byt
malé velikosti, unilamelarni a mit flexibilni membranu.
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U ftady aktivnich latek (napt. progesteronu ¢i hydrokortizonu) byl pozorovan narast
rychlosti propustnosti kiize, kdyz byly aplikovany v liposomalni formeé [17].

Prvni kosmeticky ptipravek (Capture) obsahujici liposomy byl uveden na trh v roce 1987
firmou Dior. Od té doby vstoupila na trh fada riznych liposomalnich vyrobkt zahrnujici
spreje, gely, krémy, emulze, pletové krémy ¢i Sampony [17].

Liposomy jsou obvykle pfidavany do geld i emulzi. Pokud jsou v emulzich, dochazi
k reakcim mezi liposomem a emulgatorem emulze, ktery ma pfirozené také amfifilni
charakter. Dochazi tak k rozruseni struktury liposomu a mizeme predpokladat, Ze obvykle
nabizené pfipravky po zhruba 1 roce neobsahuji uz zadné liposomy. V gelech jsou sice
liposomy stabilngjsi, ale gely jako takové mohou pokozku spiSe vysuSovat. K odbouravani
liposomt dochazi pii oxidaci kyslikem, hydrolyzou anebo dochazi k seskupovani liposoma do
vétsich utvara [18].

2.3 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova je uhlovodik, konkrétné mukopolysacharid, pfirozené se vyskytujici
ve vSech zivych organismech. Jeden fetézec muze zahrnovat nekolik tisic cukernych jednotek.
Pokud neni vazan k jinym molekulam, mize vazat vodu, ¢imz vznika tuhy viskozni systém
podobajici se zelé. Unikatni viskoelastické vlastnosti HyA spole¢né s jeho biokompatibilitou
vedly k jeho vyuziti v fade¢ klinickych aplikaci [19].

Volna kyselina je velmi hygroskopicka, ale ne snadno rozpustna ve vodeé. Jeji sil je ve vode
rozpustna velmi, tvofi vysoce viskdzni roztoky [20].

2.3.1 Historie

Izolace hyaluronanu byla poprvé popsana Karlem Meyerem a Johnem Palmerem v roce
1934. Z ocniho sklivce dobytku ziskali polysacharidovou kyselinu o vysoké molekulové
hmotnosti (s relativni molekulovou hmotnosti okolo 400). Jako jeji slozka byla rozpoznana
uronova kyselina a cukr s aminovou skupinou. Slozenim slov , hyaloid“ (skelny) a ,,uronova
kyselina“ navrhli nazev hyaluronové kyselina [20].

2.3.2 Chemicka struktura

Kyselina hyaluronovéa je linearni polysacharid slozeny z opakujicich se disacharidovych
jednotek. Tento disacharid se sklada z N-acetyl-d-glukosaminu a D-glukoronové kyseliny
spojené 3-1,4 glykosidickou vazkou. Disacharidy jsou propojeny vazbou B-1,3, ¢imz vznika
hyaluronovy fetézec (Obr. 6) [21].

y COOH
e 'C'

HO &
H

CH3

Obr. 6 Struktura kyseliny hyaluronové [22]
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Ob¢ cukerné jednotky jsou prostoroveé podobné glukose, ktera v beta konfiguraci umoziiuje
vSem objemnym skupinam (hydroxyly, karboxylaty ¢i anomerni uhliky na pfilehlych
cukernych jednotkach) zaujmout stericky vyhodnéjsi ekvatorialni pozice, zatimco vSechny
malé vodikové atomy obsazuji méné vyhodné axialni pozice (na Obr. 6 jsou znazornény
cerveng). Proto je tato disacharidova struktura energeticky velmi stabilni [19].

V kyseliné hyaluronové jsou piitomny velké shluky sousedicich CH skupin, které tvori
tzv. ,,patches” s velmi hydrofobnim charakterem, jenz se opakuje v pravidelnych intervalech
stfidaveé na obou stranach molekuly (jejich znazornéni je uvedeno na Obr. 7). Vyznam téchto
,hydrophobic patches”, v rozpéti nékolika cukernych jednotek, hraje roli predevSim pfi
interakcich s membranami a hydrofobnimi proteiny [23].

Obr.7 Model oligosacharidu hyaluronanu. Vodikové vazby mezi acetamidovou skupinou
a glukoronovou kyselinou jsou oznaceny Sipkami. Atomy vodikii oznacené krizem
Jsou soucasti ,, hydrophobic patch* sestavajici se z 8 CH skupin. Hydroxymetylova
skupina miize byt snadno pootocena, aby se skupina CH; mohla zucastnit
., hydrophobic patch“ [23] [24]

Na jednu disacharidovou skupinu pfipada jedna karboxylova skupina, a proto je kyselina
hyaluronova polyelektrolytem se zapornym ndabojem pii neutrdlnim pH. Je zde témér
dokonalé opakovani bez jakychkoliv odchylek v této jednoduché disacharidové struktuie
s moznou vyjimkou obCasné deacetylace glukosaminovych zbytka [25].

2.3.3 Struktura v roztoku

Sekundarni struktura je charakterizovana intramolekularnimi vodikovymi vazbami, které
lze ve vodném roztoku stézi odlisit od vodikovych vazeb mezi molekulami vody. Tercialni
struktura hyaluronanu je velmi citliva na jeho prostredi. Relativni tuhost glykosidické vazby
a intramolekularni vodikové vazby budou spiSe omezovat volnou otacivost a tim
i konformacni variabilitu. To vSak vlivem molekularniho prostfedi vede k velké variabilité
tercialni struktury [26].

Axialni vodikové atomy tvofi nepolarni, relativn€ hydrofobni Cast, zatimco postranni
skupiny v ekvatorialni poloze vytvati polarni hydrofilni ¢ast, ¢imz vznika struktura krouticiho
se pasu. Roztoky hyaluronanu maji velmi neobvyklé reologické vlastnosti, jsou mimoradné
lubrikaéni a velmi hydrofilni. Polymerni fetézec hyaluronanu pfijima v roztoku formu
tzv. ,random coil®, jez je znazornéna na Obr. 8. I pii nizkych koncentracich hyaluronanu
dochazi k proplétani téchto fetézcu [19].
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Obr. 8 Struktura hyaluronanu v roztoku [22]

2.3.4 Vyskyt a funkce

Hyaluronan se vyskytuje uvnitf a na povrchu bunék ale pfedevs§im v extracelularni hmoté
mezi buiikami. Hyaluronan je v nizké koncentraci vSudypfitomny, hyaluronan o vysoké
koncentraci se vyskytuje pfi embryogenezi [25]. Je pfitomen ve sklivci a oéni komorové vode,
také v synovialni tekutiné, kde jeho vysokomolekularni forma poskytuje lubrikaci kloubu
aslouzi jako tlumi¢ narazid, sniZuje tfeni pohybujicich se kosti a zmensSuje opotiebovani
kloubu, vkuzi, v niz muze imobilizovat vodu ve tkani a tim zménit kozni objem
a stlacitelnost pokozky, a pupecni Snufe. Jeho role je v SirSim slova smyslu evidentné spise
lubrikacni nez strukturni [27].

U lidi a jinych obratlovci se nejvetsi mnozstvi hyaluronanu vyskytuje v extracelularni
hmoté mekkych pojivovych tkani [28]. Kromé obratlovci se hyaluronan nachazi také
u bakterii (napf. u kmene streptokokull), ale neni pfitomen v houbach, rostlinach ani hmyzu.
Zdaleka nejvyssi obsah hyaluronanu najdeme v kohoutich hiebincich [29].

2.3.5 Metabolismus

Pro syntézu kyseliny hyaluronové je klicovy enzym HA-syntaza (HAS). Lidska HAS ma 3
podtypy: HAS1, HAS2 a HAS3, coz umoziiuje enzymatickou syntézu HyA o rizné
molekulové hmotnosti a funkci [30].

K metabolismu  hyaluronanu  dochazi  prostfednictvim  enzymatické  hydrolyzy
hyaluronidazou, ktera se vyskytuje v riznych tkanich savcut [31].
2.3.6 1zolace

Kyselina hyaluronova muze byt izolovana znékolika zdroji, napf. z bakterialnich,
kohoutich hiebinka ¢i pupecni $nury. V zavislosti na svém pavodu se kyselina hyaluronova
muze lisit v koncentraci (Tab. 1) [29], molekulové hmotnosti (Tab. 2) i pfitomnost necistot
[32].
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Tab. 1. Koncentrace hyaluronanu v jednotlivych zdrojich [29]

Zdroj Hyaluronanu

Koncentrace [pg/ml]

Kohouti hfebinky 7500
Lidska pupecni Siira 4100
Lidska synovialni tekutina 1400-3600
Hovézi nosni chrupavka 1200
Sklivec lidského oka 140-340
Lidska kize (dermis) 200-500
Lidska pokoZzka (epidermis) 100
Mozek kralika 65
Srdeéni svalstvo kralika 27
Lidska hrudni lymfa 0,2-50
Lidska mo¢ 0,1-0,3
Lidska krev 0,01-0,1

Tab. 2. Molekulova hmotnost hyaluronanu v jednotlivych zdrojich [32]

Zdroj Hyaluronanu

Molekulova hmotnost [x 10° Da]

Kohouti hfebinky 1,4
Lidska pupecni $itra 1,3+0,1
Bakterialni 1,4-1,6

Hovézi sklivec 0,4

2.3.7 Vyuziti

Hyaluronan je diky svym mukoadhezivnim vlastnostem zkouman jako mozny nastroj pro
cilenou distribuci 1éCiv. Byl vyuzit jako cileny nosi¢ 1€kt na parenteralnich (napf. nitrozilni ¢i
podkozni podani) i neparenteralnich (podani napf. sty ¢i inhalaci) trasach. Neparenteralni
aplikace zahrnuji o¢ni a nosni nosi¢ové systémy, naopak parenteralni systémy jsou dilezité
napf. v piipadée trvalého uvoliiovani proteinovych 1éCiv prostiednictvim subkutannich injekci.
Afinita hyaluronanu k receptorim CD44, ktery je nadmérn€ exprimovan v raznych
nadorovych burikach, ¢ini hyaluronan dalezitym prostiedkem pro cilenou aplikaci 1€¢iv proti
rakoviné [33].

Hyaluronan mize byt vyuzit jako , scaffold pro regeneraci chrupavkové tkané. Protoze ve
tkani chrupavky nejsou pfitomny cévy, je jeji spontanni regenerace velmi obtizna, ale pfi
pouziti ,,scaffoldu” hyaluronanu naptiklad ve smési s kolagenem muze byt tkan chrupavky
efektivné regenerovana [34].

V kosmetickych vyrobcich je zna¢né vyuzivan diky schopnosti penetrovat kizi, unikatnim
hydratacnim a viskoelastickym vlastnostem a vynikajici biokompatibilité. V dusledku toho
jsou kosmetické vyrobky obsahujici hyaluronan oznacovany jako pfipravky proti pfiznakiim
starnuti, jako jsou vrasky. Mezi typické kosmetické pfipravky obsahujici hyaluronan patfi
séra, hydratacni krémy, Sampony, kondicionéry a koupelové oleje, nicméné hyaluronan muze
byt podan také peroralné ve formé tobolek. Bylo dokéazano, ze po aplikaci kosmetickych
vyrobkl obsahujicich hyaluronan je kiize hydratovana a zjemnéna, také dochazi k obnoveni
elasticity a tim je dosazeno podstatného zjemnéni vrasek. Kosmetické pifipravky na bazi
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kyseliny hyaluronové mohou byt rovnéz schopny chranit pokozku proti UV zafeni diky
pohlcovani volnych radikalt [35].

2.4 Polystyrensulfonat sodny

Polystyrensulfonat sodny je zaporné nabity polymer, jenz byva pouzivan jako model
flexibilniho polyaniontu [36]. Je to typ polymeru zalozeny na polystyrenu, konkrétné sodné
soli polystyrensulfonové kyseliny, jeho struktura je uvedena na Obr. 9. Tento polyaniont je
dobfe rozpustny ve vodé a nerozpustny v nizSich alkoholech. V pevném stavu ma podobu
bilého, nebo témér bilého prasku.

0=S.
Ne)
Na*'d
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Obr. 9 Struktura polystyrensulfonatu sodného

2.4.1 Priprava

Muze byt pfipraven polymerizaci ¢i kopolymerizaci styrensulfonatu sodného nebo
sulfonaci polystyrenu. Tvrdé podminky pouzité pti této piipraveé vedou k celé radé€ vedlejSich
reakci [37].

2.4.2 Vyuziti

Polystyrensulfonat sodny se pouziva k 1é¢be vysoké hladiny drasliku v krvi, nazyvané také
hyperkalemie. Lécivo dostupné na lékarsky predpis se nazyva Kionex [38]. Lék ma krémovou
az svétle hnédou barvu a je drceny najemno. Praskova forma katexu polystyrensulfonatu
sodného ma in vitro vymeénnou kapacitu pfiblizn€ 3,1 mM (in vivo pfiblizné 1 mM) drasliku
na gram. Obsah sodiku je pfiblizné 100 mg (4,1 mM) v gramu léku. Lék mulze byt podan
oralné ¢i ve forme klystyru [39].

2.5 Alginat sodny

Poprvé byla popsana existence alginatu v roce 1881 britskym chemikem E. C.C.
Stanfordem v hnédych fasach jako sacharidu v téchto fasach nejhojnéjSim, tvoficim az 40 %
suché hmoty. Mikrobialni alginat byl objeven o vice nez 80 let pozdéji Linkerem a Jonesem
(1964) [40].

2.5.1 Struktura a vlastnosti

Alginat je polysacharid nalezici do skupiny linearnich (nevétvenych), neopakujicich se
kopolymert, je slozeny z proménlivého mnozstvi B-D-manurové kyseliny a jejiho C5-
epimeru a-L-glukoronové kyseliny (jejich sodnych soli) spojenych B-1,4 glykosidickou
vazbou. Struktura kyseliny alginové je uvedena na Obr. 10 [41]. Pomér jednotek manurové
a glukoronové kyseliny v alginatu napt. z rodu Macrocystis pyrifera je okolo 1,6, kdezto
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u Laminaria hyperborea okolo 0,45. Alginaty mohou byt pfipraveny v §irokém rozsahu
pramérnych molekulovych hmotnosti (50-100 000 jednotek) [42].
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Obr. 10 Struktura kyseliny alginové

Ve vodé se alginat pomalu rozpousti za vzniku viskoézniho roztoku, v etanolu a éteru je
nerozpustny [43].

2.5.2 Zdroje alginatu

Tradicné je komercné dostupny alginat vyroben z hnédych motskych fas péstovanych pro
tyto ucely, ale takto pfipraveny alginat ma diky zménam zivotniho prostfedi heterogenni
slozeni ikvalitu. Dva bakterialni rody, Pseudomonas a Azotobacter, jsou také schopny
produkovat alginat jako exopolysacharid. Tyto bakterie mohou poskytovat material k vyrobé
alginatu s definovanym monomernim slozenim a pfipadné mohou prostiednictvim genetic-
kého a proteinového inzenyrstvi umoznit pfipravu bakteridlniho alginatu ,,na miru* [44].

2.5.3 Vyuziti

Alginat je biomaterial vhodny napiiklad pro pouziti jako tkarfovy ,scaffold” nebo pro
distribuci 1éciv. Primyslové a lékarské aplikace alginatu jsou spojeny s jeho stabilizacnimi,
viskéznimi a zelirovacimi vlastnostmi a jeho moznosti zadrzovat vodu [45]. Pouzivaji se jako
stabilizatory, zahustovadla, zelirovaci latky ¢i emulgatory [43].

2.6 Fluorescencni spektroskopie

Fluorescen¢ni spektroskopie je metoda momentalné intenzivné vyuzivana napft.
v biotechnologii, lékarské diagnostice, sekvencovani DNA ¢i forenzni a genetické analyze.
Fluorescencni detekce je vysoce citliva [46].

2.6.1 Jablonskiho diagram

Jabtonskiho diagram (Obr. 11) slouzi pro znazornéni energetickych prechodi, jako je
absorpce fotonu, fluorescence, mezisystémovy prechod, fosforescence ¢i zpozdéna
fluorescence. Zakladni singletovy stav je oznacen jako Sy, excitované singletové stavy S;, S,
atripletové stavy 7, T,, ... Ke kazdému ztéchto elektronovych stavli jsou pridruzeny
vibra¢ni hladiny.

Protoze vétSina molekul je pii pokojové teploté na nejnizsi (0) vibracni energetické hladiné
stavu Sy, dochazi k absorpci fotonu pravé molekulami v tomto stavu, ¢imz se molekuly

dostavaji do jedné z vibracni hladiny stavu S; nebo S,. K nasledné deexcitaci dochazi jednim
z nasledujicich procesu:

e Vnitrni konverze — nezarivy isoenergeticky prechod mezi dvéma elektronovymi stavy
se stejnou spinovou multiplicitou.
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e Vibracni relaxace — energie excitovaného stavu je prevedena na vibra¢ni energii, ktera
je nasledné disipovana ve formé tepla.

¢ Fluorescence — emise fotonu doprovazejici pfechod S;— Sy, je oznaCovana jako proces
spontanni. Pfechod 0-0 je obvykle pro absorpci a fluorescenci stejny. Nicméné
fluorescen¢ni spektrum je lokalizovano u vysSich vlnovych délek (nizsi energie) nez
spektrum absorpCni, ato diky ztrat€ energie pfi vibracni relaxaci. Podle Stokesova
pravidla je vinova délka fluorescen¢ni emise vzdy vyssi nez vinova délka absorpce. Ve
vétsiné pripadt vsSak dochazi k ¢astenému piekryvu absorpcniho a emisniho spektra,
protoze zlomek svétla je emitovan v kratSich vinovych délkach nez absorbované svétlo
(protoze cast molekul je za normalnich podminek ve vysSich vibracnich stavech nez 0).

e Mezisystémovy prechod — nezafivy isoenergeticky prechod ze singletového stavu S; do
stavu tripletového 77, ktery je zakazany, protoze je spojen se zménou multiplicity.

e Fosforescence — tento piechod z excitovaného tripletového stavu do stavu zakladniho
T,—Sy, je zakazany, proto pievlada za normélnich podminek nezativa deexcitace [47].
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Obr. 11 Jablonskiho diagram

2.6.2 Fluorescence

Ke fluorescenci obvykle dochazi zaromatickych molekul. Jednou =z typicky
fluorescencnich latek (fluoroforti) je chinin, ktery je pfitomen v toniku. Jestlize pozorujeme
sklenici toniku, ktera je vystavena slune¢nimu zareni, je mozné sledovat slabou modrou zafi
na povrchu. V kazdodennim zivoté se vyskytuje mnoho dalSich fluorofori. Zelena nebo
Cervenooranzova zafe pozorovatelna v nemrznoucich smeésich je zplisobena pfitomnosti
stopového mnozstvi fluoresceinu nebo rodaminu. Vicejaderné aromatické uhlovodiky jako
antracen Ci perylen jsou také fluorescentni a emise z takovychto druht latek se vyuziva pfi
monitorovani ropného znecisténi zivotniho prostredi.
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Fluorescencni spektralni data jsou obvykle prezentovana jako emisni spektra [46]. Emisni
spektrum je zavislost intenzity fluorescence na vinové délce (nebo energii, vlnoctu, ¢i
frekvenci) pii konstantni vlnové délce budiciho zafeni, zatimco excitacni spektrum je
zavislost intenzity fluorescence na vinové délce pii konstantni vinové délce emitovaného
zareni [48].

2.6.3 Fluorescen¢ni zakony
Fluorescence se tidi nasledujicimi pravidly a zakony:

e Vinova délka luminiscencni emise pii fotoluminiscenci je vetsi nebo rovna vinové délce
excitacniho svétla — Stokesuv zakon.

e Kashovo pravidlo fika, ze pred emisi fluorescencniho kvanta dochédzi obvykle
k relaxaci vibrani energie a vnitini konverzi, takze ke fluorescencnimu prechodu
dochazi z nejnizsi vibracni hladiny prvniho excitovaného stavu S;.

e Podle Vavilova zikona je kvantovy vytézek a doba trvani excitovaného stavu slozitych
molekul v roztoku nezavisly na vinové délce budiciho zafeni. Z toho vyplyva obecna
vlastnost fluorescence — emisni spektra jsou nezavisla na vinové délce excitace [48].

2.6.4 Instrumentace

Kazdy fluorimetr obsahuje tii zakladni Casti: zdroj svétla (xenonova nebo rtutova vybojka),
celu pro vzorek a detektor. Navic, pro analytické vyuziti, musi byt volitelna vinova délka
dopadajiciho zafeni a detektor signalu musi byt schopen presné manipulace. V jednoduchych
fluorimetrech je vlnova délka excitaéniho i emisniho zafeni vybrana pomoci filtri, které
umozni méfeni pii pevné danych vinovych délkach. Jednoduché fluorescencni spektrometry
maji prostfedky pro analyzu spektralni distribuce svétla emitovaného vzorkem, fluorescencni
emisni spektrum muze byt ziskdno za pouziti plynulého interferenc¢niho filtru nebo
monochromatoru. Ve slozitéjSich pfistrojich je provedena selekce excitacniho svétla i analyza
emise vzorku pomoci monochromatoru. Takové pfistroje jsou schopny meéfit rozdily intenzit
emisniho zafeni pii zméné excitacni vinové délky, tedy fluorescencni excitacni spektra.

Spektrofluorimetr byva propojen s pocitaCem s vhodnym softwarem pro vyhodnoceni
excitacnich a emisnich spekter. Uspotfadani spektrofluorimetru byva pravouhlé, jak je
znazornéno na Obr. 12 [49].

Kyveta se vzorkem
N
Excitatni Emisni monochromator
monochromator
Zdroy
Xe vybojka
AN

Fluorescenéni spektrum €—— Detektor

Obr. 12 Schéma spektrofluorimetru
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2.6.5 Fluorescencni sondy

2.6.5.1 Pyren

Pyren je znam jako sonda pro studium hydrofobnich oblasti, mimoto je velmi uzitecna jeho
citlivost na polaritu.

V aromatickych molekulach s vysokym stupném symetrie (benzen, trifenylen, naftalen,
pyren) muze byt prvni singletova absorpce (So—S;) zakazana =z hlediska symetrie
a odpovidajici oscilace je slaba. Intenzity riznych zakazanych vibracnich past jsou vysoce
citlivé na polaritu rozpoustédla (Hamuav efekt). V polarnim prostiedi nartsta intenzita
prechodu 0-0 na ukor ostatnich. Relativni zmeény intenzit vibracnich pfechodi ve
fluorescen¢nim spektru pyrenu maji ptivod v rozsahu vibracnich prekryvi slabé povolenych
prvnich excitovanych stavi a silné povolenych druhych excitovanych stava. Hlavni roli hraji
interakce dipdl — indukovany dipol mezi rozpoustédlem a pyrenem. Zmény ve fluorescenénim
spektru pyrenu v rozpoustédlech o rtizné polarit€ naznacuji, ze zmény polarity prostredi
mohou byt ureny méfenim pomeéru intenzit fluorescence prvniho (pfechod 0-0) a tfetiho
(ptfechod 0-2) vibra¢niho pasu (Obr. 13) — je ziskan emisni polaritni index (EmPI) [47].
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Obr. 13 Emisni spektrum pyrenu

V excitaénim spektru pyrenu nalezneme obdobné podé€lenim intenzit fluorescence pfti
492 nm s excitaci pii 333 nm a 338 nm excitacni polaritni index (ExPI).

Pyren muze tvorit komplexy sam se sebou. Pfi nizkych koncentracich je emise pyrenu
vysoce strukturovana. Pfi vysSich koncentracich prechazi dosud neviditelna emise pyrenu
z UV oblasti do oblasti viditelné, pti vinové délce 470 nm (Obr. 13), a to diky tvorbé
excimeru. Excimer je zkratka pro dimer v excitovaném stavu [46].
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Pyren se pouziva ke zkoumani miry pronikdni vody do micel a k pfesnému urceni
kritickych micelarnich koncentraci. Méfenim EmPI v lipidovych veziklech jsou ziskany
informace o teploté fazového prechodu a efektu ptridavku cholesterolu [47].

2.6.5.2 DiA

DiA (4-(4-dihexadecylaminostyryl)-N-metylpyridinium jodid) patii do skupiny fluorescen-
¢nich sond s amfifilnim charakterem pouzivanych pro vyzkum bunéénych membran. Tyto
sondy jsou pouzivané ke znaCeni bune€k, organel, liposoma, vira, lipoproteind v celé fadé
dlouhotrvajicich sledovani — bunécné transplantaci, migraci, adhezi ¢i fuzi.

DiA je diky rychlé difuzi vhodna sonda ke znaceni bunék. Muze byt excitovana mezi 400
a 500 nm a maximum emise ve veziklech DOPC ma okolo 590 nm [50].

2.6.5.3 Perylen

Patfi do skupiny polycyklickych aromatickych uhlovodiki. Je slozeny ze dvou
naftalenovych jednotek spojenych dvéma jednoduchymi vazbami [51]. Pouziva se jako
fluorescencni sonda pro studium lipidi v cytochemii membran. Vyskytuje se predev§im mezi
produkty nedokonalého spalovani (napf. v cigaretovém koufi ¢i vyfukovych plynech motort)
[52]. Absorpéni maximum absorpce se nachazi pii vinové délce 336 nm a maximum emise
okolo 440 nm [53].

2.7 Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla (DLS), nékdy oznacovan jako kvazielasticky rozptyl svétla
(QELS), je neinvazivni, dobfe zavedena technika pro méfeni velikosti a distribuce velikosti
molekul a Castic zpravidla v submikronovych rozmérech, u nejnovéjsich technologii nizsich
nez 1 nm.

Mezi hlavni aplikace dynamického rozptylu svétla patii charakterizace Castic, emulzi nebo
molekul, které jsou rozptylené nebo rozpusténé v kapalin€ [54]. DLS méfi Brownuv pohyb
a vztahuje jej kvelikosti Castic. Brownuv pohyb je nahodily pohyb c¢astic v dusledku
bombardovani okolnimi molekulami rozpoustédla. Se zvySujici se velikosti castic dochazi ke
zpomalovani Brownova pohybu [55].

2.7.1 Velikost

Velikost castic je vypocitana z translacniho difuzniho koeficientu za pouziti Einstein-
Stokesova vztahu:

kT
3mnD’

d(H) = )

d(H) je hydrodynamicky primér, D je translacni difuzni koeficient, k je Boltzmannova
konstanta, T je teplota a 1 je viskozita.

Pramér, ktery je naméfen metodou DLS, je hodnota, ktera se vztahuje k tomu, jak Castice
difunduje uvniti tekutiny, proto je oznacovan jako hydrodynamicky prumér. Praimeér ¢astic
ziskany timto méfenim je primér koule, ktera ma stejny translacni difuzni koeficient jako
dana Castice [55].
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2.7.1.1 Instrumentace — méreni velikosti

Typicky systém DLS se sklada ze Sesti hlavnich komponent, schéma pfistroje je zobrazeno
na Obr. 14. Predevsim se pouziva laser pro zajisténi zdroje svétla pro osvétleni ¢astic vzorku
uvniti cely. VétSina laserovych paprski prochazi pifimo skrz vzorek, ale nékteré jsou
rozptylené Casticemi ve vzorku. Detektor se pouziva pro meéfeni intenzity rozptyleného svétla.
Castice rozptyluji svétlo ve viech smérech, proto je (teoreticky) mozné umistit detektor do
libovolné polohy a stale bude detekovat rozptyl.

Intenzita rozptyleného svétla musi byt uvnitt ur€itého rozsahu, aby ji detektor mohl uspesné
zm¢éfit. Pro snizeni intenzity laseru se pouziva ,zeslabovac“ (attenuator), tim se snizi
iintenzita rozptylu. Zetasizer béhem posloupnosti méfeni automaticky stanovi piislusnou
polohu zeslabovace.

Signdl intenzity rozptylu pro detektor projde na desku digitalniho zpracovani signalu,
nazvanou korelator. Ten srovnéava intenzitu rozptylu v po sobé jdoucich ¢asovych intervalech,
aby odvodil rychlost, se kterou se méni intenzita. Tato informace korelatoru pak prejde do
pocitaCe, kde specialni software Zetasizeru bude analyzovat data a odvodi informace
o velikosti [56].

Laser

Obr. 14 Schéma zarizeni pro mérenti velikosti [57]

Velikost castic je ziskana z korelacni funkce za pouziti né€kolika algoritmid. Mohou byt
pouzity dva pfistupy. V jednom znich je korelacni funkce fitovana monoexponencialni
funkci, tim je ziskana stfedni velikost a je odhadnuta Sitka distribuce (index polydisperzity).
Tento pristup se nazyva kumulativni analyza. Druhou moznosti je fitovat korelacni funkci
vicenasobnou exponencialni funkci, ¢imz je ziskana distribuce velikosti ¢astic.

Distribuce velikosti Castic je zavislost relativni intenzity rozptyleného svétla ¢asticemi na
velikosti Castic, proto je nazyvana intenzitni distribuci velikosti. Za pouziti optickych
parametrd muze byt vypocitana distribuce velikosti objemova ¢i pocetni.
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Ptistroj detekuje intenzitu rozptyleného svétla pod uhlem 173 °, coz je znamo jako detekce
zpétného rozptylu. Navic optika neni v kontaktu se vzorkem, proto se fika, ze je detek¢ni
optika neinvazivni. Pouziti neinvazivni zpétné detekce ma nekolik vyhod:

e Paprsek nemusi putovat celym vzorkem, coz redukuje mnohonasobny rozptyl, pii
kterém je svétlo rozptylené na jedné Castici dale rozptyleno ¢astici jinou. Navic, kdyz
svétlo prochazi kratsi optickou drahou, je mozné méfit vzorky o vyssi koncentraci.

e Necistoty, napt. prachové castice v rozpoustédle, jsou obvykle vétsi ve srovnani
s velikostmi Castic ve vzorku. Vétsi Castice rozptyluji predev§im ve sméru piimém,
proto je pi1 pouziti zpétného rozptylu vliv necistot znacné redukovan [55].

2.7.2 Zeta potencial a elektricka dvojvrstva

Zeta potencial je funkci povrchového naboje, ktery vznika v piipad€, ze je jakykoliv
material umistén v kapaliné. Je velmi dobrym indexem rozsahu elektrostatickych odpudivych
interakci mezi ¢asticemi. Zeta potencial se bézné pouziva k predpovézeni a kontrole disperzni
stability [58]. Aby systém zastal v disperznim stavu, je obvykle nutné udrzovat zeta potencial
nad 25 mV (pozitivni nebo negativni). Obecné feceno, ¢im bude vyS$si absolutni hodnota zeta
potencialu, tim vice stabilni systém bude [59].

Utvoreni sitového naboje na povrchu Castice ovliviiuje distribuci iontd v okoli mezifazové
oblasti, coz vede ke zvySeni koncentrace opacnych iontd (iontt s opaénym nabojem nez ma
Castice) v tésné blizkosti povrchu. Proto elektricka dvojvrstva existuje kolem kazdé Castice.

Existuji dvé ¢asti vrstvy kapaliny obklopujici ¢astici: oblast vnitfni, zvana Sternova, ve
které jsou ionty vazané silné, a vné€jsi (diftizni) oblast, ve které jsou ionty vazané méné pevne,
jak je znazornéno na Obr. 15. Uvnitt difuzni vrstvy je teoretickd hranice, uvniti které tvorti
ionty a Castice stabilni subjekty. Kdyz se ¢astice pohybuje (napt. diky gravitaci), ionty uvnitt
této hranice se pohybuji s Castici, ale vSechny ionty za touto hranici s ¢astici neputuji. Tuto
hranici nazyvame povrch hydrodynamického smyku nebo rovina skluzu. Potencial, ktery
existuje na této hranici je znam jako potencial zeta [57].
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Obr. 15 Cdstice s elektrickou dvojvrstvou [57]
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Pokud je odpor mezi Casticemi dostatecné velky, aby se od sebe odrazily, budou Castice
udrzovany ve stavu disperze. Pokud odpudiva sila nebude dost silna, budou se castice
shlukovat a mohou zistat trvale jako dublety. Poté mohou pfijit dalSi Castice a byt také
zachyceny v rostoucim agregatu. Suspenze je pak nestabilni [59].

2.7.2.1 Instrumentace — zeta potencial

Systém pro méfeni potencialu zeta zahrnuje Sest hlavnich komponent, jez jsou znazornény
na Obr. 16. Jako svételny zdroj pro osvétleni Castic ve vzorku se pouziva laser. Pro méfeni
potencialu zeta je tento zdroj svétla rozdéleny, aby poskytoval dopadajici a referencni
paprsek. Referencni paprsek je také ,,modulovany®, aby se zajistil nezbytny dopplertv efekt.
Laserovy paprsek prochazi sttedem kyvety se vzorkem, a detekuje se rozptyl v thlu 17 °.

Kdyz je na kyvetu aplikovano elektrické pole, vSechny Castice pohybujici se v méfeném
objemu zpusobi, ze detekovana intenzita svétla kolisa s frekvenci tumérnou rychlosti Castic.
Detektor odesle tuto informaci na digitalni procesor signalu. Tato informace pak prejde do
pocitaCe, kde software Zetasizer Nano vytvoii frekvencni spektrum, ze kterého se vypocita
elektroforeticka pohyblivost, a tudiz i potencial zeta.

Intenzita rozptyleného svétla v kyveté musi byt uvnitt specifického rozsahu, aby ji detektor
uspesné zmeril. Je-li detekovano pfili§ mnoho svétla, stane se detektor pretizeny. Aby se tomu
predeslo, pouzivd se pro snizeni intenzity laseru (a tim 1 snizeni intenzity rozptylu)
zeslabovac. Pro korekci jakychkoliv rozdili mezi tloustkou stény kyvety a lomem svétla
dispergovadla je v draze rozptylovaného paprsku nainstalovana kompenzacni optika, aby
udrzovala sefizeni rozptylovaného paprsku [56].

Slutuici ontil

Obr. 16 Schéma zarizeni pro méreni zeta potenciclu [57]
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Zamérem vyzkumu Forseye a kol. bylo na modelu poskozené lidské chrupavky urcit
schopnost HyA, DPPC a smési HyA a DPPC snizit poc¢atecni tfeni, protoze k nejvyssimu tfeni
dochéazi na zacatku pohybu nasledujicim po dlouhodobém zatizeni. Navic byl za pouziti
fluorescencné zna¢ené HyA zkouman rozsah pronikéni HyA do tkané chrupavky.

Bylo zjisténo, ze aplikace HyA a DPPC na poskozenou lidskou chrupavku ma za nasledek
zlepseni lubrikace mezi povrchy chrupavky. Uginnost HyA nebyla zavisla na jeji koncentraci,
nicméné€ na lubrika¢ni schopnostt DPPC koncentrace vliv méla. Dale kombinace DPPC
a HyA zvySuje schopnost lubrikovat.

Fluorescencné znaCena HyA zformovala obal pfes povrch chrupavky a v pribéhu casu jeji
cast pronikala do vrstev chrupavky a specificky se zaméfila na chondrocyty v povrchovych
a stfednich zonach. Tato penetrace dosahovala az 300 um pod povrch chrupavky. Zptsob
cileni a role, kterou HyA ma, neni znama, ackoli je zde navrh o pfimé interakci s chondrocyty
ptes receptor CD44 pro podporu syntézy novych molekul HyA [60].

Crescenzi a kol. studoval interakce vysokomolekularniho hyaluronanu (HyA)
s dipalmitoylfosfatidylcholinem (DPPC) ve fosfatovém pufru. Smés HyA a DPPC je
zjednoduseny model synovialni tekutiny, ktery umoziuje analyzovat obé slozky zvlast a tim
pochopit funkci kazdé z nich.

Systém studovali z makroskopického (reologie) a mikroskopického (pomoci elektronové
mikroskopie) méfitka. Zjistili, ze kazda ze slozek je stabilni az pét dni. Naopak pfi smichani
komponent a inkubaci 72 hodin bylo ve struktufe pozorovano dramatické pfeskupovani obou
komponent. Pti inkubaci DPPC od 6 do 72 hodin mély vezikuly tendenci agregovat a slu¢ovat
se ve vetsi, déravé a prekryvajici se membrany propojené nebo uzamcené v zakrutech HyA.
V pfipadé blanku, tedy systému HyA neobsahujici, jsou vezikuly ipo né&kolika dnech
inkubace neporusené, coz dokazuje, ze inkubace sama o sob€ nezpusobuje vznik novych
struktur. Dale bylo z vysledki reologickych méfeni zjisténo, ze ptitomnost liposomi u HyA
zpusobuje nahly pokles viskozity, a to v rozsahu jednoho fadu u vzorku obsahujiciho 1 %
DPPC. Tento vysledek je mozné vysvétlit tim, ze membrany DPPC se vazi na hyaluronan,
pfiCemz vazby se ucastni tzv. ,hydrophobic patches* podél fetézce, coz zpusobuje kolaps
retézce HyA, ktery je v natazeném stavu zodpovédny za vysokou viskozitu [61].

Quemeneur a spol. se kromé jiného zaméfili i na interakce liposoma s hyaluronanem
a alkylovanym hyaluronanem. Elektrostatickym spojenim polyelektrolyti a lipidovych
dvojvrstev vznikne material se specifickymi vlastnostmi a zvySenou stabilitou pouzitelny
v riznych zafizenich jako chemickych senzorech ¢i nosi¢ich 1éc¢iv. Hyaluronan byl vybran
diky své vynikajici biokompatibilité.

Interakce liposomi s makromolekulami je dalezita pro simulaci interakci intercelularnich,
polymer-burika a liposom-burika.

Vliv hustoty naboje hyaluronanu na adsorpci membran LUV byl studovan pfi dvou riznych
hodnotach pH (3,5 a 6). Pfi pH 6 je hyaluronan vysoce negativné nabity (90 % karboxylovych
skupin je ionizovanych, zatimco pfi pH 3,5 je hustota naboje hyaluronanu nizka (25 %
karboxylovych skupin je ionizovanych).
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Zjistili, ze pii jakémkoli pocatecnim pH (3,5 nebo 6) a sitovém naboji liposomu muze
negativné nabity polyelektrolyt (nemodifikovany nebo alkylovany hyaluronan) adsorbovat
a tim vznikaji negativné nabité slozené vezikuly [62].

Mulligan, Jakubek a Johnston pfipravili lipidové dvojvrstvy na polymerni podlozce.
Takovéto vrstvy jsou pouzivany jako modely pro pochopeni funkce bunécnych membran
a jako platforma pro vyzkum membranovych proteint.

Multivrstva polyelektrolytu je utvorena stiidavou adsorpci pozitivné a negativné nabitého
polyelektrolytu. Zde byla biokompatibilni polymerni podlozka pfipravena z chitosanu
a hyaluronanu (hyaluronan tvofil vrchni vrstvu) metodou vrstva na vrstvu na kifemenném
substratu.

Dvojvrstva lipidu byla na polymerni podlozku nanesena tak, ze vezikuly DOPC byly ve
vodé inkubovany na tuto podlozku pfi pH 6,5, popt. 4. Pro studium kvality utvorenych
lipidovych dvojvrstev byla vyuzita fluorescenéni mikroskopie, AFM (atomic force
microscopy) a FRAP (fluorecsence recovery after photobleaching). Bylo zjiSténo, ze inkubace
vezikul DOPC pii pH 6,5 poskytuje diky velkému poctu defektti dvojvrstvu adsorbovanou na
povrchu s velkym podilem nehybnych lipida. Dale zjistili, ze pro formovani povrchu
z vezikul DOPC musi mit polymerni povrch optimalni hustotu naboje. Pfi pH 4 byly ziskany
dvojvrstvy pohyblivych lipidad. Formovani téchto dvojvrstev ze zwiterionickych lipida je
v rozporu s jejich pfedchozi studii, podle nich je pro formovani pohyblivych dvojvrstev nutné
pouzit smes nabitého a zwiterinického lipidu [63].

Gzyl-Malcher a spol. studovali interakce jednoduchych vrstev tvorenych dvéma druhy
lipida, zwiterionu DPPC a pozitivné nabitého DPTAP, s fytohormony IAA a selenanovymi
ionty ve vodné subfazi. Za timto ucelem byly naméfeny izotermy povrchového napéti
v zavislosti na primérném obsahu (plose) molekuly. Utvareni domén bylo studovano za
pouziti Brewsterovy uhlové mikroskopie (BAM). Metoda GIXD (metoda plochého dopadu
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jednoduchych vrstev.

Smés DPTAP a DPPC byla pouzita pro napodobeni membranovych domén s rozdilnymi
elektrickymi naboji.

Vysledky méfeni izoterem zavislosti povrchového napéti na primémém povrchu molekuly
a rozptylu RTG zareni ukazuji vyrazny zhustujici efekt u jednoduchych vrstev slozenych
z binarni smési DPPC/DPTAP nez z pouhého DPPC ¢i DPTAP. Tento efekt mize souviset
s reorientaci dipolu P"—N" polarnich hlav DPPC z paralelni (u membrany jen z DPPC) na vice
vertikalni orientaci s ohledem na fazové rozhrani pii pfidani pozitivné nabitého DPTAP.
Mensi polarni hlavy DPTAP mohou byt vsunuty mezi negativni fosfatové skupiny DPPC, coz
zpusobuje (usnadiuje) reorientaci. Na druhou stranu, molekuly DPPC mohou odstinit
odpudivé interakce mezi pozitivné nabitymi hlavami DPTAP. Selenanové ionty pfispivaji
neutralizaci povrchového naboje v subfazi ke zhusténi jednoduchych vrstev [64].

Junglas a kol. studovali pomoci deuteriové NMR a mikrokalorimetrie uspofadani molekul
a lateralni difuze v tekutych kationickych dvojvrstvach tvofenych deuterovanymi fetézci
DPTAP v pfitomnosti soli. V porovnani s zwiterionickym deuterovanym DPPC, profil
parametri molekulového usporadani palmitovych fetézci DPTAP vykazuji vyssi usporadani
molekul smérem k rozhrani dvojvrstvy, ackoli byly ziskané podobné hodnoty v blizkosti
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sttedu dvojvrstvy. Koeficient lateralni difuze je v ptfipadé DPTAP nepatrn€ niz8i nez u DPPC
(pii 60 °C). Vzrustajici iontova sila zpusobuje dalsi pokles difizniho koeficientu. Vysledky
naznaCuji, ze dvojvrstvy DPTAP se navzdory kladnému naboji vyznacuji tésnym
usporadanim molekul a tim dochazi ke snizeni lateralni difuzivity.

Dvojvrstvy DPTAP jsou o mnoho vice uspofadany nez dvojvrstvy DPPC. Oblast blizko
polarni hlavy vykazuje o mnoho vyssi hodnoty parametru uspotradani, coz indikuje snizeni
pohyblivosti tohoto segmentu fetézce. V blizkosti centra dvojvrstvy (uvnitt) vykazuji DPPC
i DPTAP stejné hodnoty parametru usporadani. Pokles uspofadani s naristem pozice na
fetézci je strméjsi u kationického lipidu (DPTAP). To mize naznaCovat, ze pozitivné nabita
hlava DPTAP mé zna¢ny vliv na molekulové uspotradani dvojvrstvy. Nicméné pridavek soli
(0,15 M) neovlivnil profil parametru usporadani. To vede k zavéru, ze ne naboj, ale sterické
divody wvyplyvajici ze struktury polarni hlavy mohou mit za nasledek prudky pokles
molekulového usporadani. Ve skutecnosti hlava DPTAP zapliiuje prostor vyrazné¢ méné nez
fosfocholinova skupina DPPC, coz vede k tésn€j§imu usporadani a muze objasnit rozdil
v profilech parametru usporadani [2].

Troutier a kolektiv studovali absorpci lipidi na kulovitych polymerech. Jako polymer
vybrali negativné nabité polystyrenové Castice, z lipida byl vybran zwiterionicky DPPC
a kationicky DPTAP. Podle teoretického vypoctu , packing” parametru se bez ohledu na
pomér DPPC/DPTAP tyto dva lipidy ve vode seskupuji a tvoti vezikuly. Vyzkum fazového
prechodu téchto DPPC/DPTAP vezikul odhalil zvlastni termotropické chovani, obzvlasté pii
ekvimolarnim slozeni, kde dochéazelo k silnym interakcim mezi DPPC a DPTAP.

Byly ziskany DSC termogramy ruznych suspenzi vezikul DPPC/DPTAP ve vodé (jsou
znazornény na Obr. 17). Jak bylo ofekéavano pro Cisty lipid (DPPC), zavislost tepelného toku
na teploté vykazuje uzky entalpicky prechod. Teplota tepelného prechodu byla nalezena prti
41 °C, coz souhlasi s hodnotou v literatute (41,5 °C ve vod¢). Na druhou stranu, pik pro Cisty
DPTAP byl Siroky, jedno vysvétleni mize byt, ze se DPTAP i pfes vysokou koncentraci
(30 mM) seskupuje nejen do multilamelarnich struktur, ale 1 do jednolamelarnich, coz by
komplikovalo detekci teploty fazového prechodu. Skute¢n€, uzké piky byly ziskany pro
multilamelarni  vezikuly, zatimco jednolamelarni vezikuly poskytuji prechody Sirsi.
V dusledku elektrostatického odpuzovani kationickych polarnich hlav ve vodé muze byt
prekryvani dvojvrstev DPTAP komplikovanéjsi. To mulze souviset se samovolnym
formovanim malych vezikul DPTAP. Pfidavek 10 nebo 25 molarnich procent DPTAP
k DPPC vedl k $ir§im pikim posunutym k vys$im teplotam. Nejvyssi teplota byla ziskana pfi
poméru DPPC/DPTAP 50/50 a v tomto pripadé byl pik zvlast tzky. Navic je pozoruhodné, ze
tento pik odpovida poméru DPPC/DPTAP 50/50 uvnitt lipidovych struktur, zatimco
nepfipravena ekvimolarni smés suspenzi Cistych lipidi nevede k uzkému piku pii 54,2 °C.
Tato smés predstavuje spiSe prekryv pika Cistych lipida (tedy bez interakci mezi obéma
suspenzemi lipidir). S narastem podilu DPTAP ve struktufe jsou piky opét Sirsi a lokalizované
pfi nizSich teplotach nez v ptipadé€ ekvimolarni smési (ale vyssi nez u Cistého DPTAP).

Kfivky DSC zobrazuji dva znatelné znaky: (i) teplota tepelného prechodu smési
DPPC/DPTAP je vzdy vyS$si nez u Cistych slozek a (ii) ostrost fazového prechodu ekvimolarni
smési je stejna jako u Cistého lipidu. Takové chovani odrazi specifické jevy v molekulovém
usporadani, souvisejici interakce mezi lipidy dle poméru DPPC/DPTAP. Navic vyska teploty
pfechodu pro smés naznacuje, ze energie potiebna k prechodu z gelového stavu (kde jsou
acylové fetézce molekuly lipidu uzké a pevné usporadany, a interaguji) do stavu fluidniho
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(kde jsou acylové rfetézce neorganizované) je vyssi nez ta pro Cisté slozky. Kdyz jsou
uhlovodikové fetézce obou lipidd identické jako vtomto pripadé (C 16:0), zavisi
termotropické chovani smési jen na interakcich mezi polarnimi hlavami: (i) zwiterionova
skupina obsahujici fosfat a kvartérni amoniovou skupinu a (ii) kvartérni amoniova skupina
DPTAP. Tudiz wvyklad (ilustrovany na Obr. 17) a wvysvétleni tohoto zvlastniho
termotropického chovani smési s ohledem na ¢isty DPPC a DPTAP je zalozeno na organizaci
lipidovych hlav. V pfipadé shlukovani DPPC jsou dipdly P-N zhruba paralelni k roviné
dvojvrstvy, coz optimalizuje interakce mezi obéma nabitymi skupinami. Poté pfi vzrustajicim
podilu kationického lipidu jsou cholinové dipoly pozitivnimi naboji podvrstvy postupné
vytlaovany do vodného prostiedi, jak bylo uvedeno pro smés DPPC/kationicky amfifil. Tato
reorientace upfednostiiuje elektrostatické pfitahovani kationickych amoniovych skupin
DPTAP a prilehlych anionickych fosfatovych skupin DPPC. Nejvyhodnéjsi konfigurace
nastane pii stechiometrickém slozeni 1:1 (s dokonalym stfidanim DPPC/DPTAP, protoze
molekuly DPTAP uptednostiiyji interakce s DPPC nez samy se sebou), coz vysvétluje ostrost
fazového prechodu této smési podobajici se Cistému lipidu. Navic toto silné elektrostatické
pritahovani mezi obéma lipidy pfinasi t€snéjsi usporadani a tedy kompaktnéjsi organizaci
DPTAP a DPPC ve vrstvach [15].
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Obr. 17 DSC termogramy jednotlivych lipidit a jejich smési [15]. Endothermic heat flow —
endotermni tepelny tok, extemporaneous mixture — predem nepripravencd smeés

Oba dusledky této reorientace lipidl (elektrostaticka pritahovani a kompaktnost) objasfiuji
vysokou energii nutnou k dosazeni fazového prechodu tohoto systému. A konecné, postupné
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snizovani mnozstvi zwiterionického lipidu v kationickém slozeni zvySuje Coulumbické
odpuzovani mezi sousednimi kationickymi hlavami. Proto se nabité¢ amfifily navzijem vice
a vice odpuzuji a v disledku toho se zvysuje plocha, jiz kazda polarni hlava zaujima [15].

Liu a O'Brien pripravili zesiténé supramolekularni sestavy lipidd a demonstrovali jejich
robustnost na odolnosti vici lyofilizaci a nasledném rozptyleni ve vodé. Zesiténé lipidové
struktury byly pfipraveny polymerizaci dvoufunk¢nich lipida. Vzniklé liposomy porovnavali
s puvodnimi pomoci kvazielastického rozptylu svétla a transmisni elektronové mikroskopie
(nékteré termogramy jsou znazornény na Obr. 18). Namérili velikosti liposomt vzdy okolo
120 nm — pted lyofilizaci, po ni, 1 po pfidavku Tritonu X-100.

SouCasny vyvo] v porozumeéni sitové polymerizace lipidovych dvojvrstev pfinasi
zajimavou moznost, ze zesiténé liposomy mohou byt povazovany za nanometrové kulovité
objekty. V tomto pripadé by mélo byt mozné pfipravit zesiténé polymerni liposomy ve vodeé,
poté odstranit podpirnou vodu aniz by doslo k naruseni polymerniho plasté. Tento Clanek
dokazuje, ze zesiténé liposomy nejsou po Uplném vysuSeni rozruSeny a mohou byt znovu
rozptyleny ve vodé bez patrné zmény v mikrostruktufe. Tyto prazdné polymerni nano-
struktury odvozené z liposomu byly diky pevnosti a flexibilité¢ nazvany ,, nanoballoons® [65].

Obr. 18 Transmisni elektronové mikrografy liposomii pripravenych z heterobifunkcnich
lipidit, Acryl/DenPC (a) pred polymerizaci, (b) po polymerizaci a pridavku
TX-100, (c) po polymerizaci, suchém suSeni a rehydrataci [65]

Regelin a kol. studovali biofyzikalni parametry a transfekcni vlastnosti DOTAP a jeho
analogu s ruznymi uhlikovymi fetézci, nesoucimi jeden kladny naboj. Byla urCena stabilita,
velikost a fluidita liposomt a lipoplexti. Analogy DOTAP (v¢etné DPTAP) byly pouzity bud
samotné nebo v kombinaci s pomocnym lipidem, DOPE ¢i cholesterolem. Pfidavek DOPE ¢i
cholesterolu zlepSuje stabilitu liposomu.

Pro méfeni stability byly ureny velikosti liposomu pfi teploté piipravy, poté byla teplota
postupné snizena (po 5 °C) a co 15 minut byla sledovana distribuce velikosti. Nestabilita
liposomalni disperze byla definovana jako rychly nartst velikosti béhem 15 minut spolecné
s vizualni detekci makroskopickych agregatu.

Liposomy slozené z rozdilnych lipidii se obecné vyznacuji stfednim primérem mensim nez
100 nm. Velikosti liposoml slozenych jen ze samotného lipidu se pohybovaly v rozmezi 23
az 50 nm. V pfitomnosti DOPE (jako pomocného lipidu) byly velikosti liposomti 20—160 nm
a cholesterolu 53-95 nm. Nebyla pozorovana zavislost mezi délkami uhlikovych fetézctu
a velikostmi liposomu.

Anizotropické chovani fluidity membrany bylo sledovano v pfipadé DPTAP v rozsahu
teplot 20-60 °C a v jeho piipadé byl pozorovan zfetelny fazovy piechod, v ramci malého
rozsahu teplot doslo k vyraznému snizeni anizotropie, a to okolo 40 °C.
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Zadny z analogi DOTAP netvoii za pokojové teploty stabilni liposomy, kromé néj
samotného. Tato nestabilita muze byt pfipisovana efektu teploty fazového piechodu
kationickych lipida, ktera ovliviiuje teplotni chovani liposomalni dvojvrstvy. U DOTAP je
teplota fazového piechodu nizsi nez 5 °C, pravdépodobné diky nenasycenosti jeho uhlikovych
fetézcl, zatimco u jeho analogl s nasycenymi fetézci stoupa teplota fazového prechodu se
vzrustajici délkou fetézce.

Ostatni lipidy formujici liposomy, jako lecitin, pii teplotach nizsich, nez je teplota fazového
prechodu, nevykazuji tuto nestabilitu. Jediny rozdil mezi obéma skupinami lipidd je ve
struktufe polarnich hlav, amfifilni neutralni fosfocholin oproti kationické trimetylamoniové
skupiné. Protoze s poklesem velikosti polarni hlavy je upfednostiiovan prechod do prevracené
hexagonalni faze, mize byt stabilita liposomu vysvétlovana jako upfednostiovani lamelarni
faze pred hexagonalni. To je patrné v piipadé liposomu tvofenych lecitinem, kde nenalezneme
prechod do hexagonalni faze pfi teplotach nizsich nez 85 °C. U analog DOTAP by mohl byt
prechod do hexagonalni faze zodpovédny za nestabilitu liposomd. Naznacuji, ze to mize byt
puvodné zpusobeno formaci uzkych iontovych pari mezi kationickymi polarnimi hlavami
a slabymi protianiotny pii a pod teplotou fazového prechodu. Poté muzou byt redukovany
elektrostatické repulze mezi kationickymi polarnimi skupinami, coz zpusobuje pokles
efektivni velikosti polarni hlavy a pfechod do hexagonalni faze (znazornéno na Obr. 19) [66].

protiamonty (metylsulfatové, slaby charakter) netvoii
tésné uspofadani s kationickymi polarnimi skupinami
©)
kationicka trimetylamoniova /2
© e

skupina (slaby charakter) elektrostatické repulze

(zvviuji efektivii velikost
kationickée poldrni hlavy)

lamelirni struktura

slabé protianionty (metvlsulfitoveé) tvofi iésné
uspofddani se slabymi kationickymi hlavani
lipid (trimetylamoniovymi), coZ vede ke
snizeni efektivai velikosti polarni hlavy

hexagonalni struktura

Obr. 19 Model popisujici interakce mezi analogy DOTAP a lipidovou dvojvrstvou [66]

Po pridavku DOPE doslo ke snizeni teploty, za které jsou liposomy stabilni, ov§em teprve
s ptidavkem cholesterolu doslo ke snizeni této teploty az na pokojovou u vsech studovanych
lipidd. Zda se, ze cholesterol ma pozitivni G¢inky na stabilitu dvojvrstvy. To muze byt
pfipsano interakcim mezi rigidnimi molekulami cholesterolu a hydrofobni ¢asti flexibilngjsiho
kationického lipidu, coz zabrariuje krystalizaci lipidové membrany, ktera tak zlstava
flexibilni [66].
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4 MATERIALY A METODY

4.1 Pouzité chemikalie

Polyanionty kyselina hyaluronova, 106 kDa, CPN spol. s.r.o., Sarze: 160607-9-D7,
Mnonomer: 402,31 g mol ™!, dale HyA

OH OH
0]
OH NH
N

n

polystyrensulfonat sodny, 70 kDa, CAS: 25704-18-1, Aldrich, Sarze:
0001446357, Mmonomer: 206,19 g mol ™!, dale PSSNa

O=S.
Na*-0 ©
— —n

alginat sodny, CAS: 9005-38-3, Carl Roth, Sarze: 351172083,
Mmonomer: 198,107 g 11101_1

O Na*

Lipidy lecitin, L-a-fosfatidylcholin, hydrogenated (Egg, Chicken), CAS:
97281-44-2, Avanti Polar Lipids, > 99 %, Sarze: EPC-599; zastoupeni
jednotlivych mastnych kyselin je zndzornéno nize — oznaCeni
fosfolipidi X:Y, kde X je pocet uhlikt v fetézci a Y je poCet dvojnych
vazeb v tomto fetézci, Cislo za tseCkou znaci procentudlni zastoupeni

jednotlivych fosfolipidu
o 0
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Fluorescen¢ni sondy:

Rozpoustédla:

Ostatni

DPTAP, 1,2-dipalmitoyl-3-trimetylamonium-propan (chloridova sil),
CAS: 139984-36-4, Avanti Polar Lipids, Sarze: 160TAP-28
0]

/\/\/\/\/\/\/\)I\ +,
\/\/\/\/\/\/\/\’(

cr
0]

DPPC, 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin, CAS: 63-89-8,
Sigma-Aldrich, > 99 %, Sarze: 078K5203

éo
o
@]
\
o=
/
So
+
A

pyren, CAS: 129-00-0, Fluka, puriss. p. a. for fluorescence, Sarze:
430166/1

DiA, 4-(4-dihexadecylaminostyryl)-N-metylpyridinium jodid, CAS:
114041-00-8, Sigma, Sarze: D4167

(?H2)1SCH3
CH=CH @ N(CH,),5CH,
e
| -
e
N,
CH,

perylen, CAS: 198-55-1, Fluka, puriss for fluorescence, ¢. Sarze:
384079/1

supercista voda (upravena systémem PURELAB flex)

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

dihydrogenfosforecnan draselny, KH,PO,, CAS: 777-8-77-0, Lach-
Ner, > 99 %, Sarze: PP/2009/00261

hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat, Na,HPO4 12H,0, CAS:
10039-32-4, Lach-Ner, > 98 %, Sarze: PP/2009/06156

chlorid sodny, NaCl, CAS: 7647-14-5, Lach-Ner, > 99,5 %, Sarze:
PP/2009/06278
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4.2 Metody

4.2.1 Priprava zasobnich roztoku lipidu

4.2.1.1 Metoda TLE (Thin Layer Evaporation)

Zasobni roztoky byly pfipraveny rozpusténim piislusného mnozstvi lecitinu a cholesterolu
ve 40 ml chloroformu a 10 ml metanolu, naslednym odpafenim rozpoustédla pomoci rotacni
vakuové odparky pti 40 °C a rozpusténim vzniklého lipidového filmu v 50 ml fosfatového
pufru za postupného zahiivani na teplotu 40 °C a sonifikovani. Cast tohoto zasobniho roztoku
byla navic extrudovana pres 100nm membranu.

4.2.1.2 Sonifikace

Do vialky bylo navazeno pozadované mnozstvi lecitinu, toto mnozstvi bylo rozpusténo
v 0,3 ml chloroformu. Po odpareni chloroformu bylo do vialky pipetovano takové mnozstvi
vody & puftu, aby vysledna koncentrace lecitinu v zasobnim roztoku byla 1 g dm™. Poté byl
roztok sonifikovan pii 45 °C dokud nebyl Ciry, tedy 30-60 minut.

Stejnym zpusobem byl pfipraven zasobni roztok DPTAP, pouze stim rozdilem, ze
sonifikace probihala, dokud nebyl roztok opalescentni.

Zasobni roztok DPPC a DPTAP byl pfipraven navazenim obou latek v poméru jejich
molekulovych hmotnosti. Smésna navazka byla rozpusténa v 0,3 ml chloroformu. Po odpareni
chloroformu bylo k odparku pipetovano 10 ml vody ¢i pufru, a roztok byl sonifikovan pti
45 °C dokud nebyl ¢iry. Poté byl roztok doplnén v odmémé barice na celkovy objem 25 ml,
vysledna koncentrace obou lipidl v zasobnim roztoku byla 0,5 mM.

4.2.1.3 Lyofilizace

Byly namichany dva rtizné roztoky lecitinu — jeden obsahujici pyren a jeden bez pyrenu,
které byly nakonec lyofilizovany, a to tak, ze byly pfipraveny sonifikované zasobni roztoky
lecitinu jak je popsano vyse. Do jedné ze dvou lyofilizacnich bané€k bylo pipetovano takové
mnozstvi zasobniho roztoku pyrenu v acetonu, aby ve vysledném roztoku po lyozilizaci
arozpuiténi lyofilizatu byla koncentrace pyrenu 10> M (pfi predpokladu, Ze veskeré
mnozstvi pyrenu bude pii lyofilizaci ve vzorku zachovano). Po odpafeni acetonu bylo do
obou nadob (jedné s odparkem pyrenu a druhé bez) pipetovano 20 ml roztoku sonifikovanych
lecitinovych liposomt ve vod€ a vzorky byly promichany 12 hodin na laboratorni tfepacce
a zamrazeny. Poté byly lyofilizacni bariky pfipojeny k lyofilizéru, kde byly zasobni roztoky
48 hodin lyofilizovany. Nakonec byly lyofilizaty rozpustény ve 20 ml fosfatového pufru.

4.2.2 Priprava zasobnich roztoku polyelektrolyta a pufru

Zasobni roztoky polyelektrolyti byly pfipraveny navazenim piislusného mnozstvi dané
latky a jeho rozmichanim v malém mnozstvi vody ¢i pufru na magnetické michacce. Po
uplném rozpusténi polyelektrolyti byly roztoky doplnény vodou ¢i pufrem na pozadovany
objem v odmérnych barikach. Navazky jednotlivych polyelektrolytd byly v poméru moleku-
lovych hmotnosti jejich monomerd, aby pfi pipetovani stejného mnozstvi zasobniho roztoku
polyelektrolytu do vzorki byla koncentrace naboje vzdy stejna. V Tab. 3 jsou uvedeny
molekulové hmotnosti monomert polyelektrolyta a jejich vysledné koncentrace ve vzorcich.
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Tab. 3. Molekulové hm. monomert polyelektrolyti a jejich koncentrace ve vzorcich

Polyelektrolyt Mol. hm. monomeru [g mol™] | Koncentrace v roztoku [g dm ]
Hyaluronan sodny 402,31 1,00
Polystyrensulfonat sodny 206,19 0,51
Alginat sodny 198,11 0,49

Zasobni roztok pufru byl pfipraven navazenim pozadovaného mnozstvi chloridu sodného,
dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu disodného a dihydrogenfosforecnanu draselného
a rozpusténim téchto latek v 1 dm® vody. Po promichani bylo pfemé&feno pH pufru.

4.2.3 Priprava vzorku

Pro studium vlivu pfipravy zasobniho roztoku (ZR) lecitinu na jeho agregacni chovani
pomoci sond perylenu a DiA byly pfipraveny 3 shodné koncentracni fady obsahujicich DiA
a roztok pfipraveny metodou TLE, u ostatnich ZR bylo méfeni opakovano pouze jednou.

Pro dalsi fluorescencni meéfeni byly pfipraveny vzdy tfi shodné koncentracni fady
obsahujici 15-25 vzorka se vzristajici koncentraci lipidu. Do vialek bylo pipetovano takové
mnozstvi zasobniho roztoku fluorescencni sondy v acetonu, aby vysledna koncentrace
fluorescenéni sondy ve vzorcich byla fadové 10°M (krom& vzorkd pfipravenych
z lyofilizovaného zéasobniho roztoku lecitinu jiz pyren obsahujiciho). Po odpafeni acetonu
bylo do vialek pipetovano prislusné mnozstvi daného zasobniho roztoku lipidu, dale 1 ml
zasobniho roztoku polyelektrolytu (kromé méfeni agrega¢niho chovani samotnych lipidd)
a nakonec byl objem vzorku doplnén vodou ¢i pufrem na celkovy objem 4 ml. Vzorky byly
ponechany michat na tfepacce pfi laboratorni teploté po dobu 18—24 hodin.

Vzorky pro méfeni zeta potencidlu a velikosti na pfistroji Zetasizer byly pfipraveny stejnym
zpusobem jako vzorky pro méfeni fluorescence, tedy s obsahem pyrenu, a to proto, aby byly
vzorky stejné jako pii meéfeni fluorescence. V pfistroji Zetasizer Nano je instalovan laser
o vlnové délce 633 nm, k excitaci pyrenu ve vzorcich by tedy dochazet nemélo.

4.2.4 Méreni a zpracovani vysledku

Excitacni a emisni fluorescencni spektra pyrenu byly proméfeny pomoci pfiistroje
Fluorolog. Excita¢ni sken byl méfen v rozsahu 330-340 nm s emisni vinovou délkou 392 nm,
emisni v rozsahu 360-540 nm s excitacni vlnovou délkou 335 nm. Z emisniho skenu byla
zaznamenavana intenzita fluorescence prvniho (373 nm) a tfetiho (383 nm) vibra¢niho pasu
a intenzita pasu excimeru (pii 470 nm), podélenim intenzit fluorescence prvniho a tietiho pasu
byl ziska4n emisni polaritni index (EmPI) a podélenim intenzit fluorescence pasu excimeru
amonomeru (prvni vibracni pas) byly ziskany hodnoty Ex:Mo. Z excitaéniho skenu byl
ziskan excitacni polaritni index (ExPI) podé€lenim intenzit fluorescence pii 333 nm a 338 nm.

Do grafu byly vyneseny zavislosti EmPI a ExPI na koncentraci lipidu v logaritmickém
méfitku. Ziskana zavislost meéla charakter S-kfivky, byla proloZzena v programu Origin
Boltzmannovou zavislosti (Obr. 20 a). Hodnota bodu x, odpovida hodnoté kritické agregacni
koncentrace (CAC). Rovnice Boltzmannovy zavislosti ma tvar

A-A
EmPI,ExPl = ——=%, 3
1—e Ax
kde A;/A; je ,y“-ova souradnice prvniho/druhého zlomu, x je nezavisle proménna, x, je
hodnota nezavisle proménné v inflexnim bodu a Ax je gradient.
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Obr. 20 Zndzornéni a) Boltzmannovy zavislosti, b) zavislosti intenzity fluorescence (totdlniho
integrdlu) na koncentraci lipidu

Z Boltzmannovy zavislosti byly odecteny pfiblizné koncentrace prvniho a druhého zlomu
a pro meéfeni velikosti agregatil v roztoku a zeta potenciali pomoci DLS byly pfipraveny
vzorky s koncentraci pfed prvnim zlomem, pfi prvnim zlomu, s CAC, pfi druhém zlomu
a popiipadé i jeden vzorek s koncentraci vyssi, nez je koncentrace lipidu pii druhém zlomu.
Vzorky jsou dale oznaceny dle Tab. 4.

Tab. 4. Oznaceni jednotlivych vzorka dle jejich koncentraci pro métreni na DLS

Oznaceni Koncentrace
1 niz§i nez pii prvnim zlomu Boltzmannovy zavislosti
2 pii prvnim zlomu Boltzmannovy zavislosti
3 CAC (inflexni bod Boltzmannovy zavislosti)
4 pii druhém zlomu Boltzmannovy zavislosti
5 vy$$i nez pii druhém zlomu Boltzmannovy zavislosti

Vzorky byly proméfeny na pfistroji Zatesizer Nano firmy Malvern Instruments. Méfeni
velikosti probihalo celkem tiikrat, kazdé zahrovalo 20 skend, pro urCeni zeta potencialu
probéhlo u kazdého vzorku pét méfeni kazdy s 10—-100 skeny.

Fluorescenéni spektra DiA byla métfena v rozsahu 500-750 nm s excita¢ni vinovou délkou
nastavenou na 460 nm a byla sledovana intenzita fluorescence v maximu (pfiblizné pfi
580 nm). V prtipadé perylenu byla ziskana spektra v rozsahu 430-550 nm s excitacni vinovou
délkou pii 410 nm, byl zaznamenan totalni integral emisniho skenu.

Zavislosti intenzity fluorescence DiA ¢i totalniho integralu emisniho skenu perylenu na
koncentraci lipidu (jejim logaritmu) byly zpracovany tak, ze konstantni oblast dat pfi nizkych
koncentracich byla zprimérovana, rostouci ¢ast byla prolozena linearni spojnici trendu, jak je
uvedeno na Obr. 20 b), pomoci ziskané rovnice regrese a hodnoty intenzity fluorescence
(totalniho integralu) pti nizkych koncentracich lipidu byla vypoc¢tena hodnota CAC.

4.2.5 Statistika

Pro méfeni fluorescencnich spekter byly namichany vzdy tfi stejné koncentraCni rady
vzorkl, naméfena data byla zprimérovana a byla vypoctena smérodatna odchylka téchto tfi
meéfteni, jez byla do grafu vynesena v podobé chybovych usecek. U méfeni velikosti a zeta
potencialu byla odchylka méteni urena softwarem firmy Malvern pii zpracovani spekter.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vliv zpusobu pripravy na agregacni chovani lecitinu

Pro nalezeni vhodného zptsobu pfipravy lipidovych lipisomt byly vyzkouseny tfi metody,
vysledky jsou popsany v této kapitole. Také byly vyzkouSeny tfi rizné fluorescencni sondy,
aby byla pro dal§i méfeni vybrana ta nejvhodnéjsi. Odezva béznych fluorescencnich sond jako
perylenu a pyrenu byla porovnana s odezvou sondy DiA, jez se bézné pouziva pii vyzkumu
membran.

Nejprve byly pfipraveny dva zasobni roztoky lecitinu, prvni metodou TLE, postup je
uveden v kapitole 4.2.1.1, tento roztok byl extrudovan pfes 100nm membranu, a druhy
sonifikaci. Z kazdého zasobniho roztoku byly nachystany dva druhy koncentraCnich fad
vzorkll — prvni obsahujici fluorescencni sondu DiA, druha perylen. Na Obr. 21 je uvedeno
srovnani jednotlivych méfeni a v Tab. 5 nalezneme hodnoty CAC vSech téchto systému
ziskané prolozenim naméfenych zavislosti dvéma pitimkami, parametry téchto pfimek jsou
uvedeny v Priloze 1.

1E+07 6E+08
9E+06 A
—e-DIATLE (I,,) L 5E+08
8E+06 1  —m—DiA sonifikace (I, )
TE06 —A—Perylen TLE (Tot. integral)
- + —&— Perylen sonifikace (Tot. integral) L 4E+08 =
£ 6E+06 &
< N
=
5 5E+06 - 3B+08 =
?3 =
=, 4E+06 :g
2 L 2E+08 T
= 3E+06
2E+06
+ - 1E+08
1E+06
0E+00 . . 0E+00
0,1 1 10 100 1000

cLpc [mg dm™3]

Obr. 21 Intenzita fluorescence DiA v maximu emisniho skenu pri pripravé ZR lecitinu
metodou TLE (e), sonifikaci (m); totdlni integral emisniho skenu perylenu pri
pripravé ZR lecitinu metodou TLE (A ), sonifikaci (¢); vSe v zdvislosti na koncentraci
lecitinu

Dale byly piipraveny dalsi dva druhy zasobnich roztoku lecitinu lyofilizaci, jak je uvedeno
v kapitole 4.2.1.3, a jeden zasobni roztok sonifikaci (kapitola 4.2.1.2). Z téchto ZR byly
ptipraveny vzdy tfi koncentracni fady, jako sonda byl vyuzit pyren. Ziskané zavislosti ExPI
na koncentraci lecitinu jsou uvedeny na Obr. 22 a ziskané hodnoty CAC jednotlivych systému
jsou vypsany v Tab. 5.
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V piipadé vzorkl lyofilizovanych s pyrenem byla emisni spektra pyrenu deformovana
a emisni polaritni indexy nebyly zaznamenany.

Porovnanim prubeht zavislosti a naméfenych hodnot CAC zjistime, ze chovani systému je
témer nezavislé na zpusobu piipravy zasobniho roztoku lecitinu i na volbé sondy. Je zajimaveé,
ze 1 pii pripravé liposomi metodou TLE a naslednou extruzi pres 100nm membranu byly
zaznamenany hodnoty CAC porovnatelné s ostatnimi. Na membrané, pies kterou byla extruze
provedena, doslo tedy pravdépodobné k zachyceni minimalniho mnozstvi ¢astic.

Porovname-li hodnoty CAC ziskané pfi méfeni s DiA a perylenem zjistime, ze s DiA byly
zaznamenany hodnoty nizsi, avsak stale velmi dobfe srovnatelné s ostatnimi.

Tab. 5. Nameétené hodnoty CAC systému obsahujicich lecitin pfi riznych metodach pfipravy
zasobniho roztoku lecitinu a pfi vyuziti raznych fluorescen¢nich sond

Sonda Metoda CAC [mg dm™]
DiA TLE 100 nm 6,99
Perylen TLE 100 nm 9,38
DiA Sonifikace 7,44
Perylen Sonifikace 10,88
Pyren Sonifikace 9,21 £2.728
Pyren Lyofilizace 11,71 £ 1,83
Pyren Lyo. s pyrenem 30,05
3,0

< Sonifikace
—fit Sonifikace

O Lyofilizace
—fit Lyofilizace

A Lyofilizace v pfitomnosti pyrenu
—fit Lyofilizace v pfitomnosti pyrenu

ExPI

1,5 -

1,0 -

0,5 T e ———rr
0,1 1 10 100 1000

¢ ecrmiy [mg dm™]

Obr. 22 FExcitacni polaritni indexy pyrenu v zavislosti na koncentraci lecitinu pri ruznych
metodach pripravy zdasobniho roztoku lecitinu

Pouze v jednom ptipadé se hodnota CAC systému odchylila od ostatnich hodnot, a to pfi
pouziti zasobniho roztoku pfipraveného lyofilizaci, kdy byl pyren pfitomen jiz v zdsobnim
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roztoku. Tato pfiprava je tudiz jako jedind nevhodnd pro dalsi analyzy, protoze
pravdépodobné dochazi ke vzniku pevné vazby mezi pyrenem a piitomnymi Casticemi.

V Tab. 6 jsou vypsany hodnoty zeta potenciald lyofilizovanych vzorkd pfi
charakteristickych koncentracich odectenych z Boltzmannovy zavislosti. Jsou zde porovnany
hodnoty zeta potencialt lyofilizovanych vzorkt a vzorka ptipravenych sonifikaci. Vidime, ze
se stabilita vzorka pfi té€chto zptsobech piipravy ZR vyrazné€ neméni.

Tab. 6. Nameétené hodnoty zeta potenciali vzorkd pripravenych ze ZR lecitind pfipravenych
rozdilnymi metodami, v pufru

Oznaceni Lecitin Lecitin Lecitin Lyo.
koncentrace | Sonifikace Lyofilizace S pyrenem
1 15,0 +2.0 20,9+ 1,6 52+09
2 6.6+1.9 8.8+ 1.4 55+08
3 9.4+1.2 10.3+0.8 122+3.6
4 71+14 4.6+0,7 8405
5 6.7+0.7 50£09 42+0.1

Na zakladé téchto vysledkl bylo rozhodnuto, ze dalsi méfeni probéhnou za pouziti pyrenu
jako fluorescencni sondy, protoZze mezi jednotlivymi meéfenimi s riznymi sondami nebyl
vyznamny rozdil a také protoze zpracovani takto naméfenych dat je nejpresné;si
a nejspolehlive)si.

Jako metoda pfipravy byla zvolena ta nejjednodussi, tedy sonifikace, protoze stejné jako
uvybéru sondy, 1 zde vypadd odezva nezavisla na volbé metody pfipravy ZR lecitinu.
Absolutni hodnota zeta potencialu ZR piipraveného metodou TLE se sice pohybovala okolo
30 mV, ale toto nevelké zvySeni stability bylo pravdépodobné zpusobené piitomnosti
cholesterolu v membrané. Pro studium dalSich systému s pfidavkem polyelektrolyti neni ale
zadouci mit v systému dalsi latku, proto jelikoz pfi pouziti ZR lecitinu ptipraveného metodou
TLE nedoslo ke zméné i jinych parametrii, nebude v dalSich méfenich tento systém vyuzit.
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5.2 Agregace DPTAP ve vodé a v pufru, v pritomnosti polyelektrolytu

Na Obr. 23 jsou vykresleny zavislostt EmPI na koncentraci DPTAP pro samotny DPTAP,
pro smés DPTAP s HyA, DPTAP s PSSNa a DPTAP s alginatem, vse ve vod¢é. Na Obr. 24
jsou zavislosti EmPI na koncentraci DPTAP pro stejné systémy (kromé DPTAP s alginatem)
v pufru. V Tab. 7 jsou vypsany kritické agregacni koncentrace (CAC) vSech systému ziskané
prolozenim zavislosti Boltzmannovou kiivkou. Na Obr. 25 je uvedeno grafické srovnani
ziskanych hodnot CAC.

V ptipadé DPTAP ve smési s PSSNa nebyly do analyzy zahrnuty dva vzorky s nejvyssimi
koncentracemi DPTAP, protoze se odchyluji od trendu, a to proto, ze ve vzorku vznikla
srazenina. V piipadé systému DPTAP s algindtem se objevila srazenina i1 ve vzorcich

s koncentraci DPTAP nizsi, a to od koncentrace 15 mg dm>.

Zaroven s piidavkem PSSNa k DPTAP (i k jakémukoliv z dalSich studovanych lipida) ve
vode 1 v pufru dochézi k vyraznému snizeni hodnot EmPI 1 ExPI (nejvyssi hodnoty EmPI
i ExPI zde zhruba odpovidaji nejniz§im hodnotam téchto parametri v systému bez
polyelektrolytu nebo s HyA — Tab. 25 v Ptiloze 2), proto jsou hodnoty EmPI (popt. ExPI) pro
smés lipidu s PSSNa vzdy na vedlejsi ose. Divodem snizeni EmPI a ExPI mize byt struktura
PSSNa v roztoku, kde mohou vznikat domény s nizsi polaritou diky vysoké koncentraci
benzenovych skupin blizko u sebe. Proto byly proméfeny EmPI a ExPI roztoku PSSNa ve
vode. V pfipadé EmPI byla ziskana hodnota (1,017 +0,010), coz odpovida nejnizs$im
namefenym hodnotdm EmPI pii méfeni s lipidem, a ExPI (0,951 + 0,001), coz jsou hodnoty
ExPI z druhé ¢asti Boltzmannovy zévislosti (minimalni hodnoty ExPI).

1,9 1,40
1,8 € A
e 1,35
L7 1 L 130
1,6 -
- 1,25
— 151 © DPTAP —
R R
£ ——fit DPTAP - 1,20 g
= 14 - =
’ O DPTAP+HyA
13 { ——fit DPTAP+HyA - LD
A DPTAP+alginat
1,2 - 1,10
»“ 1 ——fit DPTAP+alginat
11 O DPTAP+PSSNa - 1,05
——fit DPTAP+PSSNa °
1,0 —— —— ——————+ 1,00
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cpprap [Mg dm™]

Obr. 23 Emisni polaritni index pyrenu v zavislosti na koncentraci DPTAP pro systém bez
polyeletrolytu, s HyA, s PSSNa a s algindtem, ve vodé
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Obr. 24 Emisni polaritni index pyrenu v zavislosti na koncentraci DPTAP pro systém bez
polyeletrolytu, s HyA a s PSSNa, v pufru

Tab. 7. Hodnoty CAC DPTAP samotného, s HyA, s PSSNa a s alginatem ve vodé a v pufru

Lipid/prostiedi DPTAP/voda [mg dm’] DPTAP/pufr [mg dm ]
Parametr bez HyA PSSNa | alginat bez HyA PSSNa
polyel. polyel.
EmPI 54,48 9,34 14,31 12,81 290,64 | 231,38 10,38
ExPI 40,25 6,89 18,43 9,10 22246 | 180,37 20,39
Priameér 47,37 8,12 16,37 10,96 256,55 | 205,87 15,39
Odchylka 10,06 1,74 2,91 2,62 48,21 36,07 7,08
350
300 A —8-DPTAP/voda
& 250 —©—DPTAP/pufr
£
oo 200 -
E
@] 150 T
<
© 100 A
0 1 - — T 1
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Obr. 25 Hodnoty CAC pro jednotlivé systémy obsahujici DPTAP
43



S ptidavkem HyA 1 alginatu k DPTAP ve vodé€ dochazi ke snizeni hodnoty CAC zhruba na
pétinu a s pifidavkem PSSNa zhruba na dvé pétiny pavodni hodnoty CAC DPTAP bez
polyelektrolytu. V pufru bylo vyraznégjsi snizeni CAC pozorovano po piidani PSSNa, kdy
hodnota CAC klesla na hodnotu CAC DPTAP s PSSNa ve vodé¢, tedy na hodnotu zhruba 17x
niz§i oproti DPTAP v pufru bez polyelektrolytu.

Také byly promeéfeny hydrodynamické primeéry Castic a zeta potencialy vybranych vzorku
s charakteristickymi koncentracemi lipida (vybér koncentraci je popsan v kapitole 4.2.4).
V pfipadé¢ smési DPTAP s HyA, s PSSNa i s alginatem ve vod€ iv pufru byla vétSinou
ziskana data, ktera program pro zpracovani kolerogramli vyhodnotil jako nedostatecné pro
kumulativni analyzu, a to z divodu polydisperzity systému nebo kvuli pfitomnosti velkych
castic (v Tab. 8 a Tab. 9 jsou tyto vzorky oznacCeny podbarvenim).

I kdyz jsou hodnoty CAC systémi DPTAP s PSSNa ve vodé a v pufru témeér shodné,
velikosti agregata se lisi. Zatimco u DPTAP s PSSNa ve vodé byly naméfeny velikosti pfi
CAC okolo 100 nm, v pufru byly zaznamenany pti CAC agregaty predevsim s velikosti okolo
250 nm, ale i okolo 30 nm. Takto malé utvary byly v piipadé DPTAP zaznamenany pouze
v pritomnosti HyA v pufru, kde dokonce i pfi analyze intenzitni distribuce velikosti ¢astic
ptevazovaly. Pufr v systému pravdépodobné odstifiuje repulze mezi souhlasné nabitymi
polarnimi hlavami, coz ma za nasledek pravé zmenseni velikosti agregatl. Vznik vétSich
i menSich agregatt DPTAP s PSSNa v pufru vedle agregatt DPTAP s PSSNa ve vodé
o stfedni velikosti pomémé dobfe vysvétluje, pro¢ si mohou byt hodnoty CAC systému
DPTAP ve vodé a v pufru téméf rovny.

Ptitomnost polyelektrolytu vyraznéji ovliviiuje agregaci DPTAP v pufru nez ve vodé, a to
jak z hlediska zmény CAC systému, tak i zmény primeéru castic.

Zajimavé je, ze velikosti ¢astic v systémech DPTAP s HyA a DPTAP s PSSNa v pufru jsou
velmi podobné (liSi se pouze v procentudlnim zastoupeni vétSich a menSich castic), ale
hodnoty CAC v téchto systémech se li§i fadoveé. Porovname-li velikosti v téchto systémech se
samotnymi ¢asticemi DPTAP v pufru, vidime, ze doslo k vyraznému snizeni velikosti ¢astic
s piidavkem polyelektrolytu. Vysvétlenim muze byt, ze pfidani polyelektrolytu ma za
nasledek naruseni struktury vzniklych utvari DPTAP vedoucich ke vzniku utvard mensich,
s nimiz je interakce s polyelektrolytem preferovana. Vysvétlenim vyrazné vyssi hodnoty CAC
DPTAP s HyA oproti DPTAP s PSSNa ve vodé muze byt vznik vétSich agregati pii CAC
systému v piipadé HyA o praméru dosahujicim az 560 nm, kdezto v pfitomnosti PSSNa maji
vEtsi Castice prumér maximalné 300 nm.

Ve vodé naopak nedoslo s pfidavkem PSSNa k vyraznéj§im zménam ve velikostech, ale po
pfidani HyA 1 alginatu byl zaznamenan narast velikosti prevladajicich Castic, pouze
v neékterych piipadech vznikaly i Castice srovnatelné malé s Casticemi v roztoku DPTAP ve
vodé. Ovsem samotné agregaty DPTAP ve vodé jsou velmi malé, takze nartst velikosti muze
byt zpisoben jak interakci utvara DPTAP s polyelektrolytem tak i tim, Zze v roztoku k novym
interakcim nedochazi a jako vétsi ¢astice jsou detekovany fetézce polyelektrolytu.

Hodnota CAC samotného DPTAP v pufru je zhruba 5x vyssi nez CAC DPTAP ve vode¢.
Pravdépodobné pufrové prostiedi zpusobuje odstinéni repulzi mezi jednotlivymi kladnymi
polarnimi skupinami DPTAP atim dochazi ke vzniku tésnéjSiho usporadani. Co se tyce
naméfenych priméra c¢astic, u DPTAP ve vodé jsou pruméry témér nezavislé na jeho
koncentraci, pohybuji se v rozmezi 90—160 nm, zatimco u DPTAP v pufru jsou praméry nizsi
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nez 400 nm pouze pii velmi nizké koncentraci DPTAP a poté pii koncentraci druhého zlomu
v Boltzmannové zavislosti, pii CAC byly naméfeny prumeéry dokonce pies 1000 nm (mohlo
se ovSem jednat pouze o necistoty). I tim mize byt vysvétlen narist CAC DPTAP v pufru,
kde pravdépodobné vznikaji agregaty jiného typu.

Tab. 8. Rozsah pramért Castic v jednotlivych systémech DPTAP ve vodé

Voda DPTAP DPTAP + HyA DPTAP + PSSNa DPTAP + Alginat
Oznacdeni Pik 1 Pik 1 Pik 2 Pik 1 Pik 2 Pik 1 Pik 2
koncentrace [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm]
1 90-160 | 540-750 | 125-155 75-125 | 695-895 | 685-1210| 185265
2 90-180 | 490-860 = 90-200 — 485-835 | 90-110
3 95-165 520-830 80-110 85-135 — 380—-870 45-65
4 95-165 | 700-1110 |4650-5230| 100-160 — 405-675 =
5 105-175 | 225-325 — 120-190 — 380-700 50-60

Tab. 9. Rozsah pramért Castic v jednotlivych systémech DPTAP v pufru

Pufr DPTAP DPTAP + HyA DPTAP + PSSNa
Oznaceni Pik 1 Pik 2 Pik 1 Pik 2 Pik 1 Pik 2
koncentrace [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm]
1 260—430 - 25-35 385-535 | 95-145 385-575
2 425-665 | 105-145 25-35 325-625 | 150-270 15-25
3 1015-1255 — 20-40 460-560 | 235-305 25-35
4 155-385 - 20-25 305-335 | 295-375 25-30
5 - - - - 275-405 -

V Tab. 10 jsou vypsany absolutni hodnoty zeta potenciali systému DPTAP, DPTAP ve
smési s hyaluronanem, polystyrensulfonatem ¢i alginatem ve vodé a v Tab. 11 absolutni
hodnoty zeta potencialti pro analogické systémy v pufru. Za hranici stability je povazovana
absolutni hodnota zeta potencidlu 25-30 mV, vzorky s absolutni hodnotou zeta potencialu
vy$si mohou byt pokladany za stabilni. Vidime, Ze tuto podminku stability spliluji vSechny
vzorky obsahujici DPTAP ve vod¢, pficemz ve smési DPTAP s PSSNa a alginatem jsou
hodnoty zeta potenciali obecné zhruba o 20 mV vyssi nez v pripadé€ Cistého DPTAP ¢i ve
smési s HyA, smési s PSSNa ¢i alginatem jsou tedy vyrazné stabilnéj§i. Naopak v pufru byly
stabilni systémy zaznamenany pouze u smési DPTAP s PSSNa, a to pouze pfi vysSich
koncentracich DPTAP. V pufru jsou tedy systémy obsahujici DPTAP nestabilni, s postupem
Casu bude pravdépodobné dochéazet ke shlukovani castic.

Tab. 10. Absolutni hodnoty zeta potencial [mV] pro systémy obsahujici DPTAP ve vodé

Oznaceni DPTAP DPTAP + DPTAP + DPT{&P +
koncentrace HyA PSSNa Alginat

1 370£28 | 370£24 | 343+30 | 50026

2 40,5+2.9 38415 623+17 | 654+13

3 429+14 | 499+£21 | 689+12 | 603+26

4 443+£27 | 429+19 62,0+09 | 67,5+08

5 478419 | 447+11 | 556+06 | 680172
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Tab. 11. Absolutni hodnoty zeta potencial [mV] pro systémy obsahujici DPTAP v pufru

Oznaceni DPTAP + DPTAP +
koncentrace DPTAP HyA PSSNa

1 123+1.7 13,6 £0.,5 114+1.6

2 11,9+2.0 11.8+0,6 | 27.5+1.35

3 153+3.7 | 149+17 | 404+28

4 23,624 235+22 453+ 14

5 — — 462 +33

Protoze v pufru byly naméfeny vyrazné niz§i hodnoty zeta potencial vSech systému nez ve
vod€, byly proméfeny zeta potencialy vSech zasobnich roztokti polyelektrolyti nafedénych
vodou ¢i pufrem tak, aby koncentrace polyelektrolytu ve vzorku byla stejna jako pti ostatnich
meétenich. Namétené hodnoty jsou uvedeny v Tab. 12.

Vidime, Ze zeta potencial Cisté vody i pufru je nizky, avSak ve vodé zpusobuje piidavek
polyelektrolytu zvysSeni zeta potencialti nad 25 mV, tedy tyto roztoky jsou stabilni. Naopak

v pufru zpusobuje rozpusténi polyelektrolytu pouze malou zménu v hodnoté zeta potencialu
a roztok zustava nestabilni.

Tab. 12.Hodnoty zeta potenciala zasobnich roztokt polyelektrolytt, pufru a vody

Prostiedi Voda Pufr
ZR Voda | HyA | PSSNa | Alginat | Pufr HyA | PSSNa
VA Y -15,6 | 28,4 | 38,1 | —64,6 | —10,9 | —15,5 | —13,6
odchylka 4,6 1,5 4,1 2,7 8,7 3,1 4,1
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5.3 Agregace lecitinu ve vodé a v pufru, v pritomnosti polyelektrolytu
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Obr. 26 Emisni polaritni index pyrenu v zavislosti na koncentraci lecitinu pro systém bez
polyeletrolytu, s HyA, s PSSNa a s algindtem, ve vodé
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Obr. 27 Emisni polaritni index pyrenu v zavislosti na koncentraci lecitinu pro systém bez
polyeletrolytu, s HyA a s PSSNa, v pufru
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Na Obr. 26 a Obr. 27 jsou zndzornény zavislosti EmPI na koncentraci lecitinu ve vodé
avpufru, vzdy pro samotny fosfolipid, a pro jeho smés s hyaluronanem ¢i
polystyrensulfonatem, ve vode 1 s alginatem. Jiz z téchto zéavislosti je patrné, ze nedochazi
k velkym zménam CAC, pfesné hodnoty jsou vypsany v Tab. 13 nize a jejich grafické
znazornéni je na Obr. 28. Vidime, ze dochazi pouze k mirnému zvyseni CAC po pridani
PSSNa k lecitinu, a to ve vodé 1 v pufru.

Tab. 13.Hodnoty CAC lecitinu samotného, s HyA, s PSSNa a s alginatem ve vodé a v pufru

Lipid/prostiedi Lecitin/voda [mg dm™] Lecitin/pufr [m dm™]
Parametr bez HyA PSSNa | Alginat bez HyA PSSNa
polyel. polyel.
EmPI 7,88 9,01 11,86 11,42 10,81 10,14 14,17
ExPI 4,80 6,40 22,10 8,84 7,60 7,07 18,09
Primér 6,34 7,70 16,98 10,13 9,21 8,60 16,13
Odchylka 2,18 1,84 7,24 1,82 2,27 2,17 2,77
25
—B8- Lecitin/voda
20 - —©— Lecitin/pufr
E
£ 15 A1
50
E
O 10 T
<
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Obr. 28 Hodnoty CAC pro jednotlivé systémy obsahujict lecitin

Patrny rozdil mezi méfenim ve vodé a v pufru byl zaznamenan pouze v ptipadé lecitinu bez
ptidaného polyelektrolytu, kdy byla naméfena hodnota CAC o néco nizsi ve vodé€ nez v pufru
(avSak chybové useCky se prekryvaji). Zaroven byly naméfené mens$i velikosti agregata
lecitinu ve vodé€ nez v pufru (Tab. 14 a Tab. 15), praiméry agregati ve vodé nejsou mensi
fadove, jednd se o rozdil v rozmezi 50—100 nm, coz odpovida mirné€ niz§i hodnoté¢ CAC
lecitinu ve vodé, kde pravdépodobné jsou mensi agregaty tvoreny i men§im poctem castic.
Nebyl zde tedy zaznamenan vliv pufru na agregaci lecitinu samotného ani v pfitomnosti
polyelektrolytu.
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Tab. 14.Rozsah pramért Castic [nm] v jednotlivych systémech lecitinu ve vodé

Voda Lecitin Lecitin + HyA Lecitin + PSSNa | Lecitin + Alginat
Oznadeni Pik 1 Pik 2 Pik 1 Pik 2 Pik 1 Pik 2 Pik 1 Pik 2
koncentrace [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm]
1 240-280 | 40-50 | 760-980 |[130-170| 420-550 | 70-90 | 800—950 -
2 365-410 - 800-1070 |175-205| 540-790 | 50-60 | 670-790 -
3 435-540 | 60-75 | 550-800 |130—190| 360—450 - 680-560 | 35-45
4 670-1110 | 120-170 | 1650-2060 | 230—-280 | 400-500 | 75-90 | 175-325| 15-20
5 800-1420 |170-225|3140-4280|260-340| 70-125 - 95-145 -
Tab. 15.Rozsah pramért Castic [nm] v jednotlivych systémech lecitinu v pufru
Pufr Lecitin Lecitin + HyA Lecitin + PSSNa
Oznacdeni Pik 1 Pik 2 Pik 1 Pik 2 Pik 1 Pik 2
koncentrace [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm]
1 680—-830 - 550-780 | 20-40 | 460-590 15-20
2 480-560 - 330-420 | 25-35 | 380-510 20-25
3 475—630 | 110-150| 550-760 | 95-125 | 410-470 40-55
4 1260-1520 | 135-155| 320-360 - 80-240 | 1390-2300
5 1500-2340 | 155-210| 260—280 - 420-680 70-90

Vliv pufru byl zaznamenan pouze na velikost agregati lecitinu a polyelektrolytu, kde
zejména pii nizs§ich koncentracich lecitinu (do CAC) vznikaji ¢astice velmi malé, v ptipadé
smesi lecitinu a HyA v pufru do 30 nm, u smési lecitinu a PSSNa okolo v rozmezi 15-55 nm,
coz jsou velikosti niz$i, nez velikosti ¢astic tvorenych stejnymi latkami ve vodé Bereme-li
v ivahu, ze nedoslo ke zméné CAC, mohlo v dusledku ptidani pufru dojit ke smrsténi
vzniklych utvard, pravdépodobné odstranéni moznych repulzi mezi zwiterionovymi polarnimi
hlavami vedlo k preusporadani t€chto polarnich hlav z horizontalniho uspofadani, kde naboje
jsou stfidavé usporadany na povrhu dvojvrstvy, do usporadani vertikalniho. Navrh, jak by
mohlo toto pfeusporadani vypadat, je uveden na Obr. 29.

a) b) —P_PPP_

_ PP Lo EREREA
GENPNP P e NN N

Obr. 29 Uspordddni ndbojii lecitinu na povrchu dvojvrstvy, a) horizontalni, b) vertikalni

P11 vyssich koncentracich lecitinu pak dochazelo k vysrazeni vzorku, coz je pravdépodobné
divod pritomnosti vétSich Castic. Nejveétsi srazeniny ve vzorcich byly pred méfenim na Zeta
Sizeru zachyceny na Sum membrané.

Porovname-li v tomto pfipadé efekt pridavku polyelektrolytu na rozmér agregatti ve vodé
av pufru pozorujeme zde podobny trend jako v predchozim piipadé smési DPTAP -
v systému ve vodé dochazi ptidavkem HyA ke zvétSeni agregati a s pridavkem PSSNa
dochazi jen k malym zménam v prameérech ¢astic a po smichani lecitinu s alginatem ve vodé
vznikaji vedle Castic vétsich (okolo 500 nm) i vyrazn€ mensi (s primérem piiblizn€ 50 nm),
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v pufru ptidavek HyA 1 PSSNa k lecitinu zptisobuji obecné zmenseni agregatii obsazenych

v systémech (t€ch vétsich i mensich) a to téméf beze zmény v hodnotach CAC systémi.

V Tab. 16 a Tab. 17 jsou vypsany absolutni hodnoty zeta potenciali smési obsahujicich
lecitin ve vodé a v pufru. Vidime, ze s pfidavkem jakéhokoliv polyelektrolytu k lecitinu ve
vode vzrostla hodnota zeta potencialu nad hranici stability systému (25 mV), pfiCemz nejvétsi
narust byl pozorovan po ptidavku alginatu k lecitinu ve vode.

Naopak v pufru nema pridavek polyelektrolytu zadny pozitivni vliv na stabilitu systému,
hodnoty zeta potencialu dosahuji maximalné 15 mV, vSechny tyto vzorky jsou tedy nestabilni

a pravdépodobné bude dochazet ke shlukovani Castic a tvorbeé vétsich agregati.

Tab. 16. Absolutni hodnoty zeta potencialti pro systémy obsahujici lecitin ve vodé

Oznaceni Lecitin Lecitin + Lecitin + Leci‘tin +
koncentrace HyA PSSNa Alginat

1 2.1+07 363+57 | 43.0+57 | 60.7+1.8

2 48+1,1 258+15 | 446+19 | 602+2.0

3 235+£29 | 334+£20 | 47,7+24 | 482432

4 17,7+£2.0 37,1+2.7 394+£26 61,5+23

5 46722 | 381+19 | 449+27 | 583428

Tab. 17. Absolutni hodnoty

zeta potencialt pro systémy obsahujici lecitin v pufru

Oznaceni Lecitin Lecitin + Lecitin +
koncentrace HyA PSSNa
1 15,0+ 2.0 79+ 1.7 8.9+ 3.0

2 6.6+ 19 103+4.6 6.5+0,5

3 94+12 10,2+ 0.6 74+10

4 71+ 14 99+ 17 12,0+ 0.9

5 6.7+0.7 65+19 141+12
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5.4 Agregace smési DPPC a DPTAP ve vodé a v pufru, vpritomnosti
polyelektrolytu
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Obr. 30 Excitacni polaritni index pyrenu v zavislosti na koncentraci smési DPPC a DPTAP
pro systém bez polyeletrolytu, s HyA a s PSSNa, ve vodeé
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Obr. 31 Excitacni polaritni index pyrenu v zavislosti na koncentraci smési DPPC a DPTAP
pro systém bez polyeletrolytu, s HyA a s PSSNa, v pufru
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Na Obr. 30 jsou uvedeny zavislosti EmPI na koncentraci ekvimolarni smési DPPC
a DPTAP pro samotnou smés lipidu, také ve smési s hyaluronanem a polystyrensulfonatem ve
vodé a na Obr. 31 jsou znazornény zavislosti ExPI na koncentraci ekvimolarni smési DPPC
a DPTAP pro analogické smési v pufru. Namérené hodnoty CAC jsou uvedeny v Tab. 18.

Tab. 18.Hodnoty CAC samotné smési DPTAP a DPPC, s HyA a s PSSNa ve vodé a v pufru

Lipid/prostiedi| DPTAP + DPPC/voda [mM] | DPTAP + DPPC/pufr [mM] *
Parametr bez HyA PSSNa bez HyA PSSNa
polyel. polyel.
EmPI 0,0573 0,1115 0,0540 0,6599 1,3052 -
ExPI 0,0343 0,0940 0,0368 0,5658 1,4042 0,2463
Pramér 0,0458 0,1027 0,0454 0,6128 1,3547 0,2463
Odchylka 0,0163 0,0124 0,0122 0,0665 0,0700 0,0000

* Data ziskana extrapolaci

V pufru doslo k posunu CAC vsech systému k vys$sim koncentracim tak, ze nebyl s rostouci
koncentraci smési lipidi naméfen cely pokles emisnich/excitacnich polaritnich indext (nebo
konstantni ¢ast za druhym zlomem), navic pfi nejvysSich méfenych koncentracich byly
vzorky jiz hodné zakalené a nékteré vysrazené, proto nebyly zavislosti doméfeny ani
dodatecné. Data byla proto extrapolovana, a to tak, ze byla vzata minima polaritnich indext
ve vode (napiiklad pro analyzu DPPC + DPTAP + PSSNa v pufru byly pouzity hodnoty
DPPC + DPTAP + PSSNa ve vodé — v pfipadé smési s lecitinem se hodnoty polaritnich
indexti pii druhém zlomu (A;) analogickych systémua v pufru a ve vod€ témeér shodovaly)
a tyto hodnoty byly pfifazeny koncentracim smési DPPC a DPTAP o dva fady vyssim nez
byly posledni métfené koncentrace. Poté byla data klasicky prolozena Boltzmannovou
zavislosti pomoci programu Origin.

Porovnanim prabéhta zavislosti Ex:Mo (pomér intenzity fluorescence pasu excimeru
a monomeru emisniho spektra pyrenu) na koncentraci ekvimolarni smési DPPC a DPTAP ve
vodé a v pufru (Obr. 32 a Obr. 33) vidime, ze v pufru byl po naristu Ex:Mo zaznamenan
ijeho pokles pouze u jediné smési, a to u smési DPPC, DPTAP a PSSNa, na rozdil od smési
ve vode, kde byl pokles Ex:Mo zaznamenan u vSech smési (pouze u smési obsahujici PSSNa
ve vodé€ jsou hodnoty pii vysSich koncentracich smési lipidu spiSe konstantni). Tento rozdil
odpovida zvySeni CAC systémua v pufru o fad oproti smeésem ve vodé a zaroven nejnizsi
hodnoté CAC v pufru u smési DPPC, DPTAP a PSSNa (protoze jediné u této smeési v pufru
byl zaznamenan pokles Ex:Mo v rozsahu méfenych koncentraci).

U zavislosti ExPI na koncentraci smési DPPC a DPTAP v ptitomnosti PSSNa v pufru (Obr.
31) mizeme pozorovat dvojitou Boltzmannovou zavislost, kde prvni S-kfivka je patrna pii
nizkych koncentracich smési DPPC a DPTAP, avsak v jednotlivych fadach se tento trend
neprojevil, pouze po zpriumérovani vSech tii méfeni. Nicméné€ pro jistotu bylo toto méfeni
opakovano, pouze pii nizkych koncentracich smési DPPC a DPTAP (do koncentrace smési
0,02 mM), avtomto méfeni nebyl -charakteristicky prubéh S-kiivky pfi nizkych
koncentracich smési zaznamenan. Pivodni prubéh s dvojitou Boltzmannovou zavislosti nebyl
tedy potvrzen.
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Obr. 32 Pomeér intenzity fluorescence excimeru a monomeru pyrenu (Ex:Mo) v zdvislosti na
koncentraci smési DPPC a DPTAP pro systém bez polyeletrolytu, s HyA a s PSSNa,

ve vodé
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Obr. 33 Pomeér intenzity fluorescence excimeru a monomeru pyrenu (Ex:Mo) v zdvislosti na
koncentraci smési DPPC a DPTAP pro systém bez polyeletrolytu, s HyA a s PSSNa,

v pufru
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V piipadé smési DPPC s DPTAP a PSSNa v pufru nebyl viilbec zaznamenan pokles EmPI
s rostouci koncentraci smeési DPPC a DPTAP, dochézelo spise ke kolisani hodnot v rozmezi
1,12—1,20, pficemz v ptipadé lecitinu i DPTAP ve smési s PSSNa v pufru dochazi k poklesu
hodnot EmPI v rozsahu 1,02—-1,26. Nicmén¢ pokles ExPI nalezen byl. Proto jsou zde uvedeny
zavislosti ExPI na koncentraci smési lipidu.

Na Obr. 34 jsou znazornény nameérené hodnoty CAC smési DPPC a DPTAP i v pfitomnosti
polyelektrolyti ve vodé i v pufru. Hodnoty CAC jsou téz vypsany v Tab. 18.

Vidime, ze s pfidavkem HyA nastava posun CAC k vyssim koncentracim smési DPPC
a DPTAP ve vod¢ i1 v pufru, a v pufru dochazi k posunu CAC k o fad vyssim koncentracim
smési DPPC a DPTAP oproti méfeni ve vodé u vSech tii studovanych systému.

Je mozné, ze vlivem pfidavku pufru dochéazi k odstranéni odpudivych interakci mezi
souhlasné nabitymi molekulami a tedy neni nutné, aby vznikaly uUtvary s pravidelné se
stfidajicimi molekulami DPPC a DPTAP. To mize byt pfi¢inou fadové zmény v hodnotach
CAC systému ve vod¢ a v pufru.

1.6
1.4 —a— DPPC+DPTAP/voda

—&— DPPC+DPTAP/pufr

1.2
1,0
0.8
0.6 -
0.4 -
0,2 ;-; ®
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0,06
0.04 - } E

0,02 +
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Ay
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Da 0 G | T I T I
bez polyel. HyA PSSNa

Obr. 34 Hodnoty CAC pro jednotlivé systémy obsahujici ekvimoldrni smés DPPC a DPTAP

Porovname-li velikosti agregatti smé€si DPPC a DPTAP bez elektrolytu ve vodé a v pufru
(Tab. 19 a Tab. 20) zjistime, ze v pufru jsou agregaty pii kazdé koncentraci vétsi, coz se
shoduje 1 se zvySenim CAC v pufru, jinymi slovy, zvySeni CAC smési DPPC a DPTAP
v pufru je pravdépodobné zpusobeno tim, Zze v pufru vznikaji agregaty vyrazné veétSich
rozméru.
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Tab. 19.Rozsah praméru castic v jednotlivych systémech obsahujicich DPPC a DPTAP

ve vodé
Voda DPPC + DPTAP DPPC -Il:I ]y):TAP + DPPCP-g ;)I\II’;I‘AP +
Koncentrace | Pik 1 [nm] | Pik 2 [nm] Pik 1 [nm] Pik 1 [nm] | Pik 2 [nm]
1 100-190 - 350-520 380-470 10-15
2 105-165 | 960-1340 445-690 130-210 -
3 65-120 — 420-680 150-230 —
4 50-80 - 270-410 110-190 -
5 50-85 - 250-350 120-200 -

Ptidanim HyA ke smési DPPC a DPTAP ve vodé doslo ke zvySeni velikosti ¢astic, coz také
odpovida zvySeni CAC systému. Naopak po pfidavku PSSNa doslo pouze k mirnému
zvétSeni prameérta a hodnoty CAC téchto dvou systému jsou si téméf rovny.

V pufru dochézi pfi smichani smési lipidi DPPC a DPTAP s polyelektrolytem obecné ke
snizeni prameru Castic, pficemz je vyraznéjsi u smesi obsahujici hyaluronan. V obou systé-
mech v pufru obsahujicich elektrolyt navic vznikaji vedle agregati vétSich, s primérem ve
stovkach nanometrd, i agregaty mensi o prumeérech v desitkach nanometrti. Zaroven ve smeési
obsahujici HyA doslo stejné jako ve vodé k narastu hodnoty CAC systému, kdezto u smési
s PSSNa byla zaznamenana hodnota CAC nizsi vzhledem ke smési bez polyelektrolytu.

U smési v pufru obsahujici HyA byla naméfena vyssi hodnota CAC nez po piidavku
PSSNa coz odpovida i mirné vyssim hodnotam namétfenym primeért ¢astic pii CAC systému.

Tab. 20.Rozsah praméru castic v jednotlivych systémech obsahujicich DPPC a DPTAP

v pufru
Pufr DPPC + DPPC + DPTAP + DPPC + DPTAP +
DPTAP HyA PSSNa
Koncentrace | Pik 1 [nm] | Pik 1 [nm] | Pik 2 [nm] | Pik 1 [nm] | Pik 2 [nm]

1 320-340 | 360-400 20-25 410-480 10-15
2 270-290 | 210-240 20-25 430-550 15-20
3 3920-4600| 600-720 20-30 340-470 60-70
4 - - - 185-380 -

Obecné, se zvysujici se koncentraci smési DPPC a DPTAP nedochazi v zadném ze systému
k vyrazné zmeén¢ primért Castic, pouze u smési lipidi v pufru (DPPC + DPTAP) vznikaji pfi
CAC agregaty o prumeéru v fadu mikrometrd, pfi této koncentraci smési mize tedy dochazet
ke shlukovani Castic, ovSem tomu nenapovidd vysokd hodnota zeta potencialu (37,0 + 3,8
v Tab. 22), pravdépodobné byly v roztoku pfitomny necistoty.

Tab. 21. Absolutni hodnoty zeta potencialti pro systémy obsahujici DPPC a DPTAP ve vodé

Oznaceni DPPC + DPPC + DPPC + DPTAP
koncentrace DPTAP DPTAP + HyA + PSSNa
1 7.5+ 14 428+272 492+ 1.4
2 17,1 £1.3 33,5+0.8 70,5+1.0
3 426 +1.0 37.2+0,9 70,6 £ 1.9
4 53,7+1.7 20,7 £ 0.4 68.2+1.0
5 53,9+£2.0 13.8+0.4 61,0=0.9
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Tab. 22. Absolutni hodnoty zeta potencialti pro systémy obsahujici DPPC a DPTAP v pufru

Oznaceni DPPC + DPPC + DPPC + DPTAP
koncentrace DPTAP DPTAP + HyA + PSSNa
1 14,1+£22 11,3+£0.7 11,1£0,7
2 16,4+1.8 16,6 £0.5 34,1+2.1
3 37,0+3.8 13.5+0.6 37,5+£0.6
4 - - 52,0£0.8

V Tab. 21 a Tab. 22 jsou vypsany naméfené hodnoty zeta potencialt vzorkd obsahujicich
smés lipidi bez nebo v pfitomnosti polyelektrolytu ve vodé a v pufru. U smeési DPPC
a DPTAP ve vodé i v pufru dochazi se vzrustajici koncentraci smési lipida k narastu hodnot
zeta potencialu, tento systém je tedy nestabilni pii nizkych koncentracich a relativné stabilni
pii vyssich koncentracich smési lipidi. Vysvétlenim muze byt, Ze se zvySujici se koncentraci
roste pravdépodobnost vzniku smésnych Castic, v nichz se pravidelné vedle sebe stfidaji
molekuly kationaktivniho DPTAP a zwiterionu DPPC.

U smési DPPC s DPTAP a HyA ve vodé je tomu naopak, se vzrustem koncentrace smési
lipidd nastava pokles hodnot zeta potencialu. Je tedy mozné, ze vznikajici agregaty jsou
stabilni pouze pfi nizkych koncentracich smeési lipidl, protoze pravé pii téchto nizSich
koncentracich smésné agregaty DPPC a DPTAP interaguji s hyaluronanem. Tim muze byt
vysvétlen 1 posun CAC kvyS$S§im koncentracim v tomto systému, tedy zZe pii nizkych
koncentracich vznikaji agregaty stabilni a ty jsou naruSeny az vyS$$im piidavkem lipida, coz
vede ke snizeni zeta potencialu a tedy 1 stability systému. Dokonce doslo v tomto systému
i k mirnému snizeni velikosti Castic v roztoku (Tab. 19), coz také naznacuje, ze v systému
doslo okolo CAC k pfeusporadani.

V ptipadé smesi DPPC, DPTAP a PSSNa ve vod¢ je vznikly systém vysoce stabilni a se
zménou koncentrace lipidd nedochazi k vyraznym zménam zeta potencialu, predevs§im
nedochazi k prechodu v systému mezi stavem stabilnim a nestabilnim.

V pufru vznika po smichani smési lipida s HyA nezavisle na koncentraci systém nestabilni,
zatimco po pridani PSSNa se vzristajici koncentraci smési lipidi roste i hodnota zeta
potencialu podobné jako u systému v pufru bez ptfidaného polyelektrolytu.
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5.5 Shrnuti namérenych prumérua ¢astic a zeta potencialu jednotlivych systému

Aby byl systém lipid-polyelektrolyt stabilni a pouzitelny v kosmetickych ¢i
farmaceutickych pftipravcich, musi byt praimér ¢astic ur€itych rozmért, priblizné do 200 nm,
a absolutni hodnota zeta potencialu musi byt vyssi nez 25 mV.

V Tab. 23 je uvedeno shrnuti splnéni ¢i nesplnéni vySe uvedenych podminek. Byly
sledovany vzorky s CAC systému nebo s koncentraci lipidu pfi druhém zlomu. V piipadé
velikosti bylo zjistovano, zda hydrodynamicky pramér Castic d (H) je do 200 nm, respektive
zda se v systému vyskytuji Castice s primérem mensim nez 200 nm (bez nutnosti aby
v systému pievazovaly). V pripadé zeta potencialu (£) bylo sledovano, zda je jeho absolutni
hodnota vyssi nez 25 mV. Byla-li podminka splnéna, je prislu§né pole oznaceno symbolem
v, nebyla-li splnéna, je oznaceno ,, X “. V pfipadé nejstabilnéjSich systému (pii piekroceni
hodnoty zeta potencialu 60 mV) je ptislusné pole oznaceno ,, v/ v “.

Déle jsou v Tab. 23 oranzovym podbarvenim oznaceny systémy, u kterych doslo
pridavkem polyelektrolytu k poklesu hodnoty CAC systému oproti samotného lipidu,
fosfolipidu ¢i jejich smési, a modie jsou oznaCeny systémy, kde doslo ke vzriastu hodnoty
CAC s pridavkem polyelektrolytu oproti Cisté lipidové smési.

Tab. 23.Shrnuti naméfenych priméra Castic, zeta potenciald a zmény CAC v jednotlivych
systémech; znaménka ,,v/ “/,, X oznacuji systémy spliujici/nespliiujici podminky
pro hodnoty praimért ¢astic ¢i zeta potencialu. Oranzové/modré podbarveni oznacuje
systémy, v nichz doslo ke zvySeni/snizeni CAC systému oproti Cistému lipidu

Prostiedi Voda Pufr

- o DPPC + .. DPPC +
Lipid DPTAP Lecitin DPTAP DPTAP Lecitin DPTAP

Polyelektrolyt |(d(H)| ¢ |d(H) dH)| ¢ |d(H) d(H) d(H)

HyA X v v v v

4 ¢ ¢

bez polyel. v v v X v v v X v X X
v X X
v v X

N> | Ny

PSSNa x4 v |V |/ v v

NANAN
NANAN

Alginat v/ v - — — - — — _ _
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6 ZAVER
Cilem prace bylo navrhnout a provést experimenty agregace fosfolipidi v pfitomnosti

hyaluronanu. Nejprve byla provedena reSerSe na téma interakce hyaluronan-fosfolipid a na
téma agregace v ekvimolarni smési DPPC a DPTAP.

Poté byly pfipraveny zasobni roztoky lecitinu riznymi metodami — TLE, sonifikaci
alyofilizaci (bez a v pfitomnosti pyrenu). Dale byly pfipraveny koncentracni fady vzorku
s riznymi fluorescen¢nimi sondami, pyrenen, perylenem a DiA, pii pouziti riznych zasobnich
roztoku lecitinu. Na zakladé naméfenych vysledki byly pro dalsi postup vybrany sonifikace
jako metoda piipravy zasobniho roztoku lipidu/fosfolipidu a pyren jako fluorescencni sonda.

Pomoci fluorescencni spektroskopie byly dale studovany systémy lipid, lipid-HyA a lipid-
PSSNa, kde jako lipid byl pouzit lecitin, DPTAP a ekvimolarni smés DPPC a DPTAP, ve
vodé a v pufru. V piipadé DPTAP a lecitinu byly navic studovany i smési s alginatem, pouze
ve vodé. Byly ziskany zavislosti EmPI/ExPI na koncentraci lipidu a pomoci programu Origin
byly ziskany CAC systému. Na zakladeé prubéhu téchto zavislosti jednotlivych systému byly
vybrany vzorky s charakteristickymi koncentracemi lipidu a u té€chto vzorkti byly pomoci
DLS prométeny 1 velikosti a zeta potencialy.

V piipadé DPTAP ve vodé doslo po pridani jakéhokoli polyelektrolytu (HyA, PSSNa nebo
alginatu) ke snizeni CAC na tfetinu az pétinu hodnoty CAC samotného DPTAP. V pufru byla
nametena hodnota CAC samotného DPTAP Skrat vyssi nez ve vodé pii pouze malé zméné
v prumérech agregati (nebereme-li v vahu rozméry castic pii CAC DPTAP v pufru pres
1 000 nm, jez mohly byt zpusobeny pfitomnosti necistot). V pufru jsou tedy molekuly
DPTAP pravdépodobné v té€snéjsim usporadani nebo dochazi ke zméné charakteru agregatti
(mohou napftiklad vznikat multilamelarni Gtvary). Po pfidavku HyA k DPTAP v pufru doslo
k mirnému snizeni CAC systému, ovSem v systému obsahujicim PSSNa v pufru byl
zaznamenan fadovy pokles CAC, a to téméf presné na hodnotu CAC smési DPTAP a PSSNa
ve vode.

Co se velikosti agregati tyCe, obecné dochazi po ptidavku elektrolytu k DPTAP ve vodé
i v pufru k mirnému zvySeni prumeéra Castic, popfipadeé k soucasnému vzniku castic vétsich
(v fadu stovek nanometrti) i mensich (v fadu desitek nanometrti) oproti Cistému DPTAP.

U lecitinu dochazi pouze k velmi malym zménam v hodnotach CAC, zaroveni jsou tyto
hodnoty témér stejné ve vod€ i v pufru. Pouze v pritomnosti PSSNa ve vodé 1 pufru byl
zaznamenan maly narust CAC, piiblizné na dvojnasobek pavodni hodnoty, ovSem vezmeme-
li v potaz chybovou usecku smési lecitinu a PSSNa ve vod¢, téméf k zadné zméneé v CAC
nemuselo dojit. Zaroveri i zmény v naméfenych prameérech Castic jsou velmi malé, vétSinou
vznikaji zaroven agregaty o priméru okolo 500 nm a agregaty mensi s primérem okolo
100 nm.

Ekvimolarni smés DPPC a DPTAP vykazuje zcela odli§né chovani. V pufru jsou namétené
hodnoty CAC o tad vyssi nez ve vodé (v pufru nebyly naméfeny celé Boltzmannovy
zavislosti a data byla extrapolovana), a zaroveni dochazi ve vodé i pufru ke znatelnému
zvySeni CAC pouze po piidavku HyA. Porovnanim praméra castic jednotlivych analogickych
smési lecitinu a polyelektrolytu ve vod¢ a v pufru zjistime, ze v pufru vznikaji agregaty vetsi,
nikoli vSak tadové, jejich priméry se lisi pouze ve stovkach nanometrti, a vedle nich
i agregaty malé, s pramérem do 100 nm. Radové zvyseni hodnot CAC musi mit tedy divod
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jiny. Pravdépodobné jsou ptitomnosti pufru odstranény odpudivé interakce mezi jednotlivymi
molekulami DPTAP a tudiz vznikaji 1 agregaty, kde nedochazi k pravidelnému stifidani DPPC
a DPTAP.

U smési DPPC, DPTAP a HyA ve vodé dochazi se vzristajici koncentraci smési lipida
k poklesu absolutni hodnoty zeta potencialu a po CAC systému také ke zmenseni agregatt,
v tomto systému nastava pravdépodobné zména usporadani pti prekroceni CAC.

Nakonec byly zhodnoceny naméfené hodnoty zeta potenciald a pruméri agregata
z hlediska aplikace smési v kosmetickych nebo farmaceutickych ptipravcich. Bylo sledovano,
zda se v systému (pfi CAC nebo koncentraci pfi druhém zlomu Boltzmannovy zavislosti)
vyskytuji Castice s primérem do 200 nm a zda jsou absolutni hodnoty zeta potenciald vyssi
nez 25 mV.

Bylo zjisténo, ze obé tyto podminky spliuji téméf vSechny studované smési ve vodeé kromé
lecitinu bez pfidaného polyelektrolytu a smési DPPC, DPTAP a hyaluronanu, a skoro zadna
smés v pufru, vyjimkou jsou DPTAP s PSSNa a smés DPPC, DPTAP a PSSNa. V pufru
nebyla vétSinou splnéna podminka stability, tedy absolutni hodnota zeta potencialu byla nizsi
nez 25 mV. Na zaklad¢€ méfeni zeta potencialil zasobnich roztokt polyelektrolyti se mizeme
domnivat, Ze nizké absolutni hodnoty zeta potencial smési v pufru jsou zptusobeny tim, ze
samotné roztoky polyelektrolytl v pufru maji velmi nizkou stabilitu (naméfené hodnoty zeta
potenciall).

Pro pouziti v kosmetickych ¢i farmaceutickych pfipravcich by meély byt vlastnosti
studovanych systémi optimalizovany. Napiiklad by méla byt sjednocena velikost castic,
napfiklad pouzitim extrudéru.

Zavérem lze konstatovat, ze zadané cile prace byly splnény. Prace poskytla informace
o interakci hyaluronanu s fosfolipidem, tyto interakce byly porovnany jednak zaménou
fosfolipidu za kationaktivni DPTAP ¢i smés DPTAP s fosfolipidem DPPC, tak i zaménou
polyelektrolytu, kde byl vyuzit vedle hyaluronanu i polystyrensulfonat sodny a alginat sodny.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

CMC
CAC
M
mM
nm

P
SUV
LUV
MLV
FRV
uv
HAS
DNA

EmPI
ExPI
DiA
DOPC
DLS
QELS
d (H)
mV
HyA
DPPC
AFM
FRAP

BAM
GIXD
NMR
DSC
DOPE
PSSNa
TLE

kriticka micelarni koncentrace

kriticka agregacni koncentrace

mol dm™

mmol dm ™

nanometr

,,packing parametr*

small unilamellar vesicles (malé unilamelarni vezikuly)
large unilamellar vesicles (rozsahlé unilamelarni vezikuly)
multilamellar large vesicles (rozsahlé multilamelarni vezikuly)
freeze-drying rehydration vesicles (sublimacni rehydratované vezikuly)
ultrafialové

syntaza kyseliny hyaluronové

deoxyribonukleova kyselina

zékladni stav molekuly

excitovany singletovy stav molekuly

excitovany tripletovy stav molekuly

emisni polaritni index

excitacni polaritni index
4-(4-dipentadecylaminostyryl)-N-metylpyridinium jodid
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin

dynamic light scattering (dynamicky rozptyl svétla)

quasi elastic light scattering (kvazi elasticky rozptyl svétla)
hydrodynamicky primeér

milivolt

hyaluronan

1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfatidylcholin

atomic force microscopy (mikroskopie atomovych sil)

fluorescence recovery after photobleaching (obnoveni fluorescence po fotovybéleni)
DPTAP dipalmitoyl trimetylamonium propan
DOTAP N-[1-(2,3-dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimetylamonium metylsulfat

Brewster angle microscopy (Brewsterova uhlova mikroskopie)
grazing incidence diffraction (metoda plochého dopadu RTG zatent)
nuclear magnetic resonance (nuklearni magneticka resonance)
differential scanning calorimetry (diferencni skenovaci kalorimetrie)
1,2-di-[cis-9-octadecenoyl]-sn-glycero-3-fosfoetanolamin
polystyrensulfonat sodny

thin layer evaporation

64



9 SEZNAM PRIiLOH

Piiloha 1: Ukézka prolozeni zavislosti dvéma pfimkami a parametry pfimek, jimiz byly
zavislosti prolozeny prolozeni

Piiloha 2: Parametry Boltzmannovych zavislosti
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10 PRILOHY

10.1 Priloha 1
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Obr. 35 Ukadzka proloZeni zavislosti intenzity fluorescence DiA na logaritmu koncentrace
lecitinu dvéma primkami

Tab. 24.Parametry piimek, jimiz byly prolozeny zavislosti intenzity fluorescence DiA (¢i

totalni integraly emisnich skent perylenu) na logaritmu koncentrace lecitinu

Sonda Metoda Konvs’t antni Vzristajici ¢ast R’ Prisetik CAC_3
dast (x) [mg dm™]
DiA | TLE 100 nm | y=2,902 - 10° |y=4,993 - 10°x - 3,925 - 10°| 0,9931| 0,844 6,99
Perylen | TLE 100 nm | y=5.161-10° |y =3,702 - 10°x - 3,548 - 10°|0,9991 | 0,972 9,38
DiA Sonifikace | y=6,484 - 10* y=9,352"- 10°x - 8,086 - 10°]0,9982| 0,872 7,44
Perylen| Sonifikace | y=1,965"10° |y =3,156-10%x - 3,252 - 10*|0,9975| 1,037 10,88
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10.2 Priloha 2
Tab. 25. Parametry fitd pyrenovych dat

Lipid/prostredi DPTAP/voda [g dm3] DPTAP/pufr [g dm™]
PI Pa‘;fi‘t‘:l‘etr pol;ﬁzktr. HyA | PSSNa | Alginat polyl:;zktr. HyA | PSSNa
X 54,48 9,34 14,31 1281 | 29064 | 231,38 | 1038
— Ax 1,48 1,77 1,80 1,75 1,41 1,60 2,98
E A, | 177£0,02]1.79003| 135001 [1.75+0.01|1.76 0,01 | 177+ 0,01 | 1.23 = 0,01
A, |1.07£0,03|121=001|1.12=0.01[1.21+0.01|1.09% 0,04 |1.03%0,03|1.03 = 0,02
R’ 0,9780 0,9851 0,9876 0,9953 0,9916 0,9957 0,9754
Xo 40,25 6,89 18,43 9,10 222,46 180,37 20,39
— Ax 1,71 1,87 2,38 1,90 1,48 1,55 2,24
| A |27520.08|2.65+0.06| 1.20+0,01|3.51%0,09 | 2,68 + 0,01 | 2.60 +0,02| 1.09 % 0,01
A, |0.61£0.10]0.65=002]0.55=0.01]083+0.12|0.590.05|0.58%0,07|0.65 = 0,01
R 09724 | 09957 | 09983 | 09974 | 09979 | 09946 | 09946
Lipid/prostiedi Lecitin/voda [mg dm-3] Lecitin/pufr [mg dm™]
PI Pa‘;,?t‘:l‘etr pol;ﬁzk .| HyA | PSSNa | Alginit polyl:;zk | HYA | PSSNa
%o 7,88 9,01 11,86 11,42 10,81 10,14 14,17
— Ax 2,11 2,00 3,42 1,94 1,70 1,88 2,16
E A, | 175£0,01|1.7720,01| 128 =0.01[1.76+0.01|1.77+0.01 | 1.78 £ 0,01 | 1.26 = 0,01
A, |1.07£0,01]1.07£0,05]0.97=0.02[1,06+0.01|1.100.01 | 1.08 % 0,01|1.02 = 0,01
R’ 0,9985 0,9985 0,9848 0,9985 0,9976 0,9969 0,9914
Xo 4,80 6,40 22,10 8,84 7,60 7,07 18,09
- Ax 2,22 2,02 2,23 2,02 1,69 1,93 2,19
| A |2.68+0.01[2.53+001]121+0,01|3.64%0,03 | 2,62+ 0,02 | 2.48+0,01| 1,09 +0,01
A, |054£0,01]0.54=001]0.70=0.01[0.73+0.04|0.56+0.020.55%0,01|0.70 = 0,01
R 09997 | 09994 | 09946 | 009979 | 09982 | 09997 | 09955
Lipid/prostiedi DPTAP + DPPC/voda [ImM] DPTAP + DPPC/pufr [mM] *
PL e | polyeleitr,| MYA | PSSNa | = | M| HYA | PSSNa
Xo 0,06 0,11 0,05 - 0,66 1,31 -
— Ax 2,19 1,64 1,86 - 2,66 1,73 -
E A, |1.79£0,01|1.77=0,01 | 1,35=0.01 - 1,78 £0,01 | 1,78 + 0,01 _
A, 1094002|1.19+002|1.06+003]| - 1,10+ 0,02 | 1,19 % 0,01 -
R’ 0,9971 0,9927 0,9831 — 0,9905 0,9926 —
Xo 0,0343 0,0940 0,0368 - 0,5658 1,4042 0,2463
— Ax 2,19 1,79 2,06 - 2,35 1,73 2,28
Z | A |27420,03|2.61+002] L18+0,01 ~ 12.54£0.01]2.57+0.01|1.03 0,01
A, |054£0,03]0.61= 004078 =001 ~ 10.56+0.02]0.65+0.03|0.78 0,01
R’ 0,9981 0,9971 0,9911 — 0,9990 0,9968 0,9915
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