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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva studiem enkapsula¢ni G¢innosti antibiotika doxycyklinu
V lipozomalnich systémech s odlisnym slozenim komponent. Pojednava i o Kinetice
uvoliovani enkapsulovaného 1éCiva z téchto nosicovych systémi.. Lipozomalni systémy
prolécbu lokalnich plicnich onemocnéni byly vybrany na zdkladé vhodnych
fyzikalné-chemickych vlastnosti. Jako mikroorganismus, ktery modeluje lokalni plicni
onemocnéni, plicni pneumonii, byla vybrana bakterie Staphylococcus aureus. Doxycyklin byl
zvolen jako antibiotikum ideédlni pro 1écbu stafylokokové infekce. Cilem bylo optimalizovat
slozeni lipozomi tak, aby mély lipozomalni systémy aplikacni potencial pro inhalacni
podavani 1é¢iv. Byly pfipraveny dva vhodné lipozomalni systémy skladajici se z piidavka
cholesterolu a kyseliny fosfatidové. Podafilo se nam urcit koncentraci lé¢iva pro enkapsulaci,
ktera méla dostatecnou antimikrobidlni €innost pro 1écbu lokalniho plicniho onemocnéni.
Ke stanoveni vedlejsich ucinkl zvolenych lipozomalnich systému byly vyuzity cytotoxické
testy. Dale byly jednotlivé lipozomalni systémy charakterizované z hlediska velikosti, zeta
potencialu a kinetické stability, coz jsou dalsi dilezité vlastnosti ovliviijici jejich budouci
aplika¢ni potencial.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with the study of the encapsulation efficiency of the antibiotic
doxycycline encapsulated in the individual liposomal systems depending on different
composition of the components. We also discussed the kinetics of the encapsulated drug
releasing from the carrier systems. The liposomal systems for the treatment of local lung
diseases were selected due to their suitable physicochemical properties. The bacterium called
Staphylococcus aureus was chosen as amodel of the local lung disease, pulmonary
pneumonia. Doxycycline was chosen as the antibiotic ideal for the treatment
of staphylococcal infection. The aim of the diploma thesis was to optimize the composition of
liposomes which would have application potential for the inhalation administration of drugs.
Two suitable liposomal systems have been prepared consisting of the addition of various
components as cholesterol and phosphatidic acid. We have succeeded in determination of
the drug concentration for the encapsulation which had sufficient antimicrobial efficacy
to treat the local lung disease. The cytotoxic tests were used to determine the side effects of
selected liposomal systems. Furthermore, the individual liposomal systems were characterized
interms of size, zeta potential and Kinetic stability which are other important properties
effecting their future application potential.

KLICOVA SLOVA

Lipozomy, enkapsula¢ni u¢innost, doxycyklin, kinetika uvolfiovani 1é¢iva, Staphylococcus
aureus, velikost lipozomil, zeta potencidl, antimikrobialni ucinek, cytotoxicky ucinek,
inhala¢ni podédvani, plicni pneumonie
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Liposomes, encapsulation efficiency, doxycycline, Kkinetics of the drug releasing,
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efficacy, inhalation administration, pulmonary pneumonia



JANOUSKOVA, Vendula. Liposomdlni formy léciv pro lécbu plicnich onemocnéni
zpuisobenych vybranymi druhy bakterii [online]. Brno, 2023 [cit. 2023-05-06]. Dostupné
z: https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/148069. Diplomova prace. Vysoké uceni
technické v Brné, Fakulta chemicka, Ustav fyzikalni a spotfebni chemie. Vedouci prace Filip
Mravec.

PROHLASENI

Prohlasuji, ze jsem diplomovou praci vypracovala samostatné a ze vSechny pouzité
literarni zdroje jsem spravné a uplné citovala. Diplomova prace je zhlediska obsahu
majetkem Fakulty chemické VUT v Brn¢ a muze byt pouzita ke komer¢nim ucelim jen se
souhlasem vedouciho diplomové prace a dékana FCH VUT.

podpis studenta

Podékovani:

Timto bych rdda podékovala vedoucimu mé diplomové prace doc. Ing. Filipovi
Mravcovi, Ph.D. za jeho trpélivost a drahocenné rady. Ddle bych chtela podékovat
konzultantce Ing. Jané Szabové, Ph.D. za jeji cas, radu, ochotu, pomoc a prdtelstvi.
Podekovani téz patri prof. RNDr. Marové, CSc. za ochotu pri nasi spolupraci, podporu,
trpélivost a za vSechny drahocenné rady. Ing. Hoové, Ph.D a Ing. Dzurické bych chtéla
podékovat za pomoc pri antimikrobidlnich a cytotoxickych testech. V| neposledni radé patii
mé podékovani mym prateliim za jejich optimismus a duvéru. Nejvice bych vsak chtéla
podekovat svoji rodiné za jejich lasku, pochopeni a podporu pri celém mem studiu.


https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/148069

Obsah

1
2

UVOD ..ttt bbb bbbttt bbbt 7
TEORETICKA CAST ...t sssssse st ssss s ssssssssseees 8
2.1 LEPOZOMY ..ttt bbb bbbt 8
2.1.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti a slozeni lipozoma ............ccevvivieiiiieniinnns 9
2.1.2 Rozd€leni HPOZOMIU ......ccuviiiiiiiiiiiie et 10
2.1.3 Metody pripravy lIPOZOmIL ........cccveiiiiiiiiieiiiieniiie e 11
2.1.4 Charakterizace HPOZOMU ........ccvvrviiiiiiiiieiieie e 12
2.1.5 Aplikace lipozomil v 16b€ onemocneni...........ccevvveriniiiiiiiiicie e 14
2.1.6 Enkapsulace 1€€iv do ipOZomuU .........cccovviiiiiiiiiiiciicec e 16
2.1.7 Interakce lipozomul s BUNKAMI......ccvvvviiiiiiiiiiieiiiie e 16
2.1.8 ToXiCita lIPOZOMIU.....uvviiiiieiiiie ittt 17
2.2 Inhalacni podaAvani I€CIV......uiiiiiiiiii i 18
2.2.1 Respiracni ONEMOCTIEN......eeiveeririeeriieiesiee st 19
2.3 BAKIEIIE oo s 21
2.3.1  StaphylOCOCCUS QUIBUS.........cueiiieiieieieie sttt 22
2.4 ANLIDIOIKA. ... 23
2.4.1 DOXYCYKIIN oot 24
2.5  UV-VIS spektrofotOmELIie .........ccci i 25
2.5.1 INSEIUMENTACE........ceiiiiiiii i 25
SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY ....cccoovvvimirimiiirinnennssnserennns 27
3.1 Lipozomalni 1é¢ba infekci vyvolanych bakterii Staphylococcus aureus .............. 27
3.2 NosiCové systémy antibiotika doxXyCyklinU.........ccceviiiiiiiiiiiiiiin 29
3.3 Lipozomalni lécba plicnich infekci ..., 31
EXPERIMENTALNI CAST ....ccooooooiiiiiiiiieiseissssssssssss s 33
4.1  PouZit€ ChemiKAlIe .......ccooiiiiiiiiiiiiic e 33
4.2  Pouzité mikroorganismy a bunééné Kultury ..........cccccevieeiiiiiiiiiiiiseeeceen 34
4.3  Ptiprava koncentracnich fad doxycyklinu v PBS...........cccooiiiiiiiiic 34
4.4 PTIprava lIPOZOMU .......ccooiiiiiiiiiiieiiii s 35
45 CNLITUGACE ..ot st ra e be e are s 35
A6 DIALYZA...eiieiiiiieie e 35
4.7 Charakterizace lIPOZOMU .......cccviriiiiiieiiieiee e 36
4.8  Stanoveni antimikrobidlniho UCINKU .........cceviiiiiiiiiieiie e 37
4.8.1 Difuzni agarova Metoda..........cccveiiiiiiieiiiieseee e 37
4.9  Stanoveni CYLOTOXICILY ...viivueriiieiieiiiii ettt 37
491 MTTEESE oot 38
VYSLEDKY A DISKUZE .......ccoooooiiviiiimiriiesissssnssessssssssss st sssssssssssssssssons 39



5.1  Kalibra¢ni kiivka doxycyklinu v PBS..........cocoiiiiiii 39

5.2 Optimalizace sloZeni lipozomi v PBS ...........cccooiiiiiiee, 39
5.2.1 Vhodné molarni zastoupeni cholesterolu v lipozomech..............cccceeee. 40
5.3  Optimalizace koncentrace doxycyklinu pro enkapsulaci do lipozomd.................. 42
5.4  Fyzikélné-chemicka charakterizace lipoZomil ...........cceevvvieiiieeiiiie e 42
5.4.2 Lipozomy z DPPC s piidavkem 30 mol. % PA......c.ccoovviiiniiiiiienn, 43

5.4.3 Lipozomy z DPPC s piidavkem 30 mol. % PA
a 10 mol. % ChoIeSterolU ..........cooiviiiiiiic e 44

5.4.4 Lipozomy z DPPC s piidavkem 30 mol. % PA
a 30 mol. % CholeSterolu ... 45
5.5  Enkapsulacni UCINNOst HPOZOMIT......cciviiiiiiiiiiiiiiiie i 46
5.6  Kinetika uvolnovani doxycyklinu z lipozomil ...........ccceviiiiiiiiieiiiiniic e 47
5.7  Antimikrobialni GCinek HPOZOMI ......ccvviiiiiiiiiieiiii e 49
5.8  Cytotoxicky U€inek HPOZOMU ......ccovviiiiiiiiiiicic e 51
ZAVER .....ooooitiiitiiiee st 55
SEZNAM POUZITYCH ZDROJU ......cooooviiiiiiininneinseies s 58
SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU .........ccooconuivvimrinnniinnnrinnenes 67
8.1 SEZNAM ZKIALEK......ceiiiiiiie e 67
8.2  Seznam SYMDOIU........ccviiiiiiiiiic s 68

PRILOHEY ..o e et e et e e e et e et e e s e e e et es e e s et e e e e es e eer e 69



1 UVOD

V soucasné medicin¢ se do popiedi stale Castéji dostava inhalacni podani 1éciv z diitvodu
vyhnuti se , first-pass® efektu po prichodu jatry, ve kterych dochazi k ¢astecné metabolizaci
1é¢iva jesté pied vstupem do krve. Velkou vyhodu usnadnujici transport 1é¢iva z plic do krve
je jejich velka absorpéni plocha, tenkd membréna a zvyseny prutok krve. Téz se vyrazné
uptednostiiuje pouziti lipozomalni formy 1é¢iv, a to nejen kvili ochrané lidského organismu
pied toxicitou samotného léCiva, ale také kvili fizenému ¢i cilenému uvoliovani pouze
V misté potfebného ucinku.

Cilem této diplomové prace je stanoveni enkapsula¢ni u€innosti antibiotika doxycyklinu
V zavislosti na rozdilném slozeni komponent fosfolipidové dvojvrstvy lipozomalnich systému
a studium Kinetiky uvoliovani enkapsulovaného doxycyklinu z jejich nosi¢ové struktury.
Lipozomalni systémy vhodné pro inhala¢ni podavani 1é¢iv byly vybrany na zaklad¢ jejich
fyzikalné-chemickych vlastnosti. Ke splnéni hlavniho cile byly stanoveny cile dil¢i,
antimikrobidlni a cytotoxicky Uc€inek zvolenych lipozomalnich systému. Potencidlni
terapeuticky ucinek téchto lipozomalnich systému byl studovan na bakterii Staphylococcus
aureus, ktera byla zvolena jako modelovy mikroorganismus indukujici lokalni plicni
onemocnéni, konkrétné plicni pneumonii. Dipalmitoylfosfatidylcholin (DPPC) byl zvolen
jako zékladni komponenta vSech pfipravovanych lipozomalnich systémi diky tomu, ze je
nejhojnéji zastoupenym fosfolipidem vyskytujicim se v surfaktantu plicnich alveol. K této
zakladni komponenté byla pfidana kyselina fosfatidova a cholesterol pro zajisténi stability
lipozomalniho systému V prostedi fyziologického pH a také kvuli snizeni mozného uniku
enkapsulovaného 1éciva z jejich nosicové struktury.

V poslednim kroku diplomové prace byly ty nejvhodnéjsi lipozomalni systémy testovany
na lidskych keratinocytech za ucelem zjisténi, zda nami optimalizované lipozomalni formy
1é¢iv pro inhala¢ni podavani a 1é€bu lokalnich plicnich onemocnéni nevyvolavaji negativni
toxické u€inky na zdravé lidské tkané.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Lipozomy

Lipozomy jsou uméle vytvoiené vezikularni systémy skladajici se z jedné nebo vice
fosfolipidovych dvojvrstev obklopujicich vnitini vodny stied [1]. Poprvé byly popsany
britskym hematologem Alec Douglas Banghamem a jeho kolegy z univerzity Cambridge jiz
Vv roce 1964 pfi testovani nového elektronového mikroskopu. Pér let poté se zacaly intenzivné
zkoumat predevsim jako systémy pro cilenou distribuci 1é¢iv [2].

Lipozomy patii mezi prvni nanoé€astice, které byly pouzity v medicin¢€ a schvaleny FDA
(Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv) a EMA (Evropskou agenturou pro 1é&iva) [3].
V dnes$ni dobé& jsou lipozomy cenény diky svym biologickym 1 fyzikdlné-chemickym
vakciny a cytostatika). Za jejich Gspéchem stoji nejen jejich vysoka biokompatibilita, nebot’ je
jejich  struktura znaéné¢ podobnd struktufe bunééné membrany, ale také snadna
biodegradabilita v Zivém organismu [4].

Zéakladni stavebni slozkou fosfolipidové dvojvrstvy lipozoma jsou amfifilni molekuly
fosfolipidu, které maji tendenci se ve vodé a vodném prostiedi samovolné orientovat [5].
Hydrofilni ¢asti molekul fosfolipidi tvofené polarnimi hlavickami jsou sméfovany
do vnitiniho vodného stiedu a do extravezikularniho prostfedi. Naopak hydrofobni casti
ve form¢ uhlikatych fetézcu jsou orientovany smérem k sob&. Strukturu lipozomu popisuje
obr. 1. Diky své struktufe maji lipozomy schopnost inkorporovat Sirokou $kalu molekul
srozliSnymi fyzikalné-chemickymi parametry. Mohou slouzit jako mnesi¢e hydrofilnich
i hydrofobnich 1é¢iv, pfestoze je jejich umisténi ve fosfolipidové dvojvrstvé odlisné. Diky
jejich rozdilnému umisténi v nosi¢ovych systémech se lisi princip inkorporace 1é¢iva i jeho
uvolnovani [6, 7].

vmtini struktura
lipozomu

) vodné jidro lipozomun

fosfolipidova
dvojvrstva lipozomu

@ bydrofilni hlavitka fosfolipidu
hydrofobai fetézce fosfolipidu

vnéjsi struktura
lipozomu

Obr. 1: Struktura lipozomu [8]



2.1.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti a sloZeni lipozomu

Fyzikalné-chemické vlastnosti lipozomt jsou ovlivnény predevsim slozenim lipozomalni
membrany urCujici vysledny povrchovy naboj, stérické uspotfddani molekul, velikost
lipozomt i fluiditu lipozomalni dvojvrstvy. Fluidita je charakterizovana teplotou
mezifazového prechodu (Tm), ktera je definovana jako teplota, pii které fosfolipidy
samovoln¢ konvertuji z usporadané gelové faze do faze neusporadaného tekutého krystalu
(viz obr. 2). V usporadané fazi jsou uhlovodikové fetézce v tésné blizkosti, naopak ve fazi
neuspoiradané jsou fetézce pohyblivé a nahodné orientované. Pii dosazeni teploty
mezifazového jsou obé zminéné faze v rovnovaze. Teplota mezifazového prechodu je dana
délkou a nasycenosti uhlovodikového fetézce fosfolipidi. Obecné plati, ze ¢im vyssi je délka
I stupenn nasyceni fetézce, tim vyS§i je i teplota mezifazového prechodu. Teplota
mezifazového piechodu fosfolipida je dulezitym kritériem pro piipravu lipozomi. Je nutné
dobfe zvazit jejich vybér tak, aby lipozomy nebyly stabilni natolik, ze dojde
k nedostate¢nému uniku 1é¢iva v cilovém misté G¢inku, ale také aby nebyly fosfolipidy citlivé
k denaturaci pii zvySenych teplotach pti piipravé lipozomu [9, 10].

wspofadans gelova fize

DPPC 1 (7” \—{

Ll L

) |

N~ NS

neuspoladand fize tekutébo krystaln

hydrofobni molekula inkorporovana do
struktury lipozomu

Obr. 2: Teplota mezifizového piechodu [11]

Mezi nejcastéji se vyskytujici fosfolipidy patii fosfatidylcholin, jehoz zakladni kostru
tvori glycerol, na n&jz jsou esterové navazany dvé molekuly mastnych kyselin a jedna
molekula kyseliny fosforecné. Kyselina fosfore¢na je déle esterifikovana pomoci amonné soli
tvotené uhlovodikovymi zbytky. K této skupiné byva ptifazovan dipalmitoylfosfatidylcholin
(DPPC), ktery je nejcastéji vyskytujicim se fosfolipidem v surfaktantu plicnich alveol. Jeho
funkci je snizeni povrchového napéti na rozhrani vzduch — kapalina a zabranéni alveoldrnimu
kolapsu béhem dychani. Hodnota teploty mezifdzového piechodu DPPC je stanovena
na 4l °C. Mezi dal$i a neméné znamé fosfolipidy se tadi také sfingomyelin, fosfatidylserin,
fosfatidylethanolamin nebo fosfatidylglycerol [9, 12].



Fluiditu lipozomalni membrany Ize snadno ovlivnit inkorporaci lipidickych molekul.
Piikladem takové molekuly je cholesterol skladajici se z tetracyklického planarniho skeletu,
ktery ma ve své struktufe zabudovanou hydroxylovou skupina, kterd je zésadni pro to,
aby takhle jinak hydrofobni molekula ziskala amfifilni charakter. Cholesterol je bé&zné
piidavanou komponentou pii pfipravé lipozomli zdivodu stabilizace fosfolipidové
dvojvrstvy. Cholesterol v usporadané gelové fazi zptsobuje horsi uspotadavani fosfolipidd,
diky ¢emuz maji fosfolipidy nizsi teplotu Tm. Naopak u neusporaddané faze tekutého krystalu
cholesterol drzi fosfolipidy 1€pe pohromad¢, tim zvySuje stabilitu lipozomii a zamezuje uniku
inkorporovanych 1é¢iv [10, 13].

Hnaci silou spontanni agregace amfifilnich molekul fosfolipida je hydrofobni efekt, kdy
se nepolarni  ¢asti molekuly snazi minimalizovat kontakt svodou, ¢imz vytvareji
termodynamicky stabilnéjsi a energeticky vyhodnéjsi struktury. Agregace je doprovazena
zvySovanim entropie systému diky uvolnéni molekul vody zuspofddanych struktur
solvatujicich hydrofobni uhlovodikové fetézce fosfolipidi [14]. K predikci struktury molekul
amfifild je uplathovan Kriticky sbalovaci parametr (CPP) zalozeny na geometrické tivaze.
Jedna se o bezrozmérnou veli¢inu piedpovidajici pouze tvar struktury. CPP je definovan jako
pomér mezi objemem, ktery zaujima hydrofobni fetézec molekuly, a plochou polérni hlavy
nasobenou maximalni délkou hydrofobniho fetézce. Struktury fosfolipidové dvojvrstvy
se formuji v rozmezi hodnot 0,5-1. Lipozomy vznikaji pii hodnoté parametru CPP bliziciho
se k 0,5. Pti hodnoté rovné jedné se vytvaii planarni fosfolipidova dvojvrstva [15].

2.1.2 Rozdéleni lipozomi

Lipozomy, které formuji pouze jednu fosfolipidovou dvojvrstvu se nazyvaji unilamelarni.
Malé unilamelarni lipozomy (SUV) zaujimaji velikost pfiblizné¢ 50 nm, coz jim usnadiiuje
unik z krevniho fecisté¢ pres endotel kapilar do okolnich tkani. Diky vysokému napéti
zpusobeného vyraznym zakiivenim membrany vykazuji znacnou nestabilitu. Tento nedostatek
je vyteSen tvorbou velkych unilamelarnich lipozomi (LUV), jejichz primér dosahuje
100 nm. Jako multilamelarni lipozomy (MLV) jsou oznacovany lipozomy vzniklé z vice
fosfolipidovych dvojvrstev. Pii jejich pfipravé muze dojit k formovani multivezikularnich
lipozomi (MVV), které maji vjednom lipozomu enkapsulovano nékolik lipozoml
mensich [16] .

Mezi lipozomy ,,prvni generace® slozené pouze ze samotnych fosfolipidi patii konvencni
lipozomy, které skrze modifikaci farmakokinetiky a biodistribuce 1é¢iva snizuji jejich toxicitu
in vivo a chrani okolni tkané pfed nezadouci kumulaci 1é¢iva, coz vyrazné zvySuje
terapeuticky ucinek 1é¢iva v cilovém misté. V zavislosti na vybéru fosfolipidi mohou byt
lipozomy kladné nebo zaporné nabité [17]. Lipozomy nesouci na svém povrchu jakykoliv
naboj jsou vSak rozpoznavany imunitnim systémem jako cizorodé latky. Z tohoto diivodu jsou
objektem pro vazbu specifickych sérovych proteinii zvanych opsoniny, které maji za nasledek
rychlou clearance vyvolanou aktivaci fagocytujictho systému slozeného 2z monocytl
a makrofagli, které jsou soucdsti vrozené imunity hrajici klicovou roli pfi fagocytdze
patogent. To lze vyfesit potazenim lipozoml polyethylenglykolem (PEG), ktery vyrazné
hydratuje povrch lipozomt, ¢imZ maskuje jejich povrchovy naboj a chrani tak lipozomy pied
interakci s opsoniny a naslednym vychytavanim makrofagy. Proces potazeni lipozomi
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polyethylenglykolem se nazyva PEGylace majici za nasledek vznik stealth lipozomu
oznaCovanych jako druhd generace lipozomalnich nosicl, které dale zlepsSuji selektivni
lokalizaci lipozomt v patologickych mistech [18].

Obrovsky potencial pro selektivni a kontrolované uvoliiovani 1é¢iva v cilovych buiikach
predstavuji tzv. cilené lipozomy, které vznikly modifikaci povrchu lipozomt pomoci
specifickych ligandd (napt. protilatek, enzyml nebo afinitnich receptorti). Na zakladé
specifické reakce mezi ligandem a cilovou builkkou se postupné uvoliuje transportovana
aktivni latka [19].

Mezi dnes ve vyzkumu nejpouzivanéjsi lipozomy patii multifunkéni lipozomy, které jsou
ucinnou kombinaci vSech vySe zminénym lipozomi. Kromé¢ toho maji ve struktuie
zabudovanou chemickou latku, kterd navozuje zmény ve fosfolipidové dvojvrstvé lipozomu
pusobenim vngjsiho stimulu, a to fyzikalniho, chemického nebo enzymatického [17, 20].
VSechny typy popisovanych lipozomu piehledné zobrazuje obr. 3.

m Konvencni lipozom El Stealth lipozom
Anionicky fosfolipid Polyethylenglykol (PEG)

Kationicky fosfolipid \ § 5 § /
\

Hydrofobni 1é¢ivo \ \‘n‘”\'\\‘\:\‘-‘\!\\]H“\ig%g{‘f/((’//‘/f/ /)
N\ 7)) W7

‘ ‘ ™\\ Polysacharidy
)‘ "\ Malé molekuly
\ \ Peptidy

, Proteiny

Ligandy Protilatky

’E Multifunk¢ni lipozom ‘El Targeted lipozom

Obr. 3: Typy lipozomii [21]

2.1.3 Metody pripravy lipozomu

Existuje Siroka Skala metod pro pfipravu lipozomalnich systému. Pfi pfipravé lipozomt je
nutné dbat na spravny vybér metody, jelikoz typ zvolené metody vyznamné ovliviiuje nejen
velikost, lamelaritu a stabilitu lipozomu, ale také jejich enkapsula¢ni ucinnost v zavislosti
na hydrofilni nebo hydrofobni povaze 1éciva [22].

Jednou z nejstarSich, nejpouzivanéjSich a zaroven nejjednodus$ich metod pouzivanych
pro piipravu lipozoml je metoda rehydratace fosfolipidového filmu, téZ nazyvana jako
Banghamova metoda [15]. Pro vznik lipozomalniho roztoku je nutné pfesné navazené
mnozstvi fosfolipidi rozpustit v organickém rozpoustédle. Obvykle se rozpousténi provadi
za pouziti chloroformu nebo smési chloroformu a methanolu, které je potieba dikladné
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odstranit. Pro malé objemy organického rozpoustédla postac¢i vyuzit proud suchého dusiku
nebo argonu v digestofi. Pro vétsi objemy je vSak vyhodnéjs$i pouziti vakuové rotacni
odparky. Odpafenim organického rozpoustédla vznikne na sténach banky tenky fosfolipidovy
film, pro jehoz rehydrataci se jako vhodné hydrata¢ni médium voli deionizovana voda nebo
fyziologicky pufr. Rehydratacni proces fosfolipidového filmu trva piiblizné dvé hodiny a je
zadouci, aby probihal pfi teplotach vysSich nez je teplota mezifazového prechodu zvolenych
fosfolipidi. Béhem nasledovného michani dochdzi vlivem bobtnani vicevrstvého
fosfolipidového filmu k tvorbé lipozomd [23].

Prolipozomy jsou utvary volné¢ se pohybujici v prostiedi, které jsou schopny ve Styku
s vhodnou biologickou tekutinou vytvaret lipozomy S extrémné vysokou enkapsulac¢ni
ucinnosti v porovnani s jinymi metodami. Této metoda je nazyvana metoda
prolipozom-lipozom [24]. Neméné dulezitou metodou je reverzné fazova evaporizace,
ktera je vyznamna z hlediska formace lipozomi s vétSim objemem vodného stfedu schopného
zvysit enkapsulaéni U€innost 1é¢iv hydrofilni povahy. Princip metody spocivé ve zhrouceni
gelové faze tvorené obracenymi micelami fosfolipidii z diivodu postupného odstranovani
organického rozpousteédla. Ke tvorbé lipozomil vede ptebytek fosfolipidd, ktery vytvaii kolem
zbylych obracenych micel celistvou fosfolipidovou dvojvrstvu. Metodami zvanymi jako
etherova a ethanolova injekce se roztok fosfolipidi v pfislusném organické rozpoustédle
pomoci tenké injekéni jehly vstiikuje do vodné faze, které podporuje spontinni vznik
lipozomi. U vSech vySe zminénych metod piipravy se tvofi lipozomy multilamelarni, které je
nutné pro vznik lipozomt o pozadované velikosti podrobit sekundarnim upravam [3].

Mezi Siroce uplatiiované sekundarni Upravy lipozomu patii sonifikace a extruze.
Sonifikace krozru$eni MLV lipozoml pouziva zvukovou energii. Pii sonifikaci pomoci
sondy, ktera je pfimo ponofena do lipozomalniho roztoku, dochazi k uvolnéni velkého
mnozstvi energie najednou, coz mize byt nezadouci nejen z dtivodu degradace fosfolipida
i samotného 1é¢iva, ale mize vést také ke kontaminaci vzorku kovem ze sondy. Proto se jako
vlivem pribézného uvoliiovani mensiho mnozstvi energie [25]. V soucasné dob¢ je vSak vice
uplatiiovana extruze, pii které se pod vysokym tlakem protlaci lipozomalni roztok pies
polykarbonatovy filtr o presné¢ definované velikosti port. Vyhodou oproti sonifikaci je
produkce homogennich lipozomu s primérem blizkym pravé velikosti téchto poru [26].

2.1.4 Charakterizace lipozomi

Lipozomy mohou byt slozeny zriznych komponent v rozdilnych pomérech, mohou
enkapsulovat Sirokou Skalu materiali odlisné povahy a také mohou byt pfipraveny riznymi
metodami optimalizovanymi pro jejich aplika¢ni potencidl. Z tohoto diivodu je nutné
lipozomy pied pouzitim nejdiive dostatecné charakterizovat z hlediska biologického,
chemického 1 fyzikalniho. Kazdé¢ z téchto skupin odpovidaji konkrétni stanovované parametry
1 metody, kterymi je mozné ziskat co nejvétsi mnozstvi informaci o pfipravenych lipozomech.
Mezi zakladni biologické parametry spada sterilita a toxicita. Chemicka charakterizace
spo¢iva ve stanoveni koncentrace stavebnich latek lipozomi 1 samotného léiva
enkapsulovaného v jejich vodném stfedu. Z fyzikalniho hlediska je zadouci znat nejen
velikost a distribuci velikosti lipozomii zastoupenych ve vzorku, hodnotu povrchového
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potencialu blizce souvisejiciho se stabilitou lipozomt a prodlouZzenou cirkulaci v Krvi
(blize popsano v kapitole 2.1.2), ale také kinetiku uvoliiovani lé¢iva z lipozomu [27, 28].

Ke stanoveni velikosti v submikronové oblasti je hojn¢ vyuzivana nedestruktivni technika
nazvana jako dynamicky rozptyl svétla (viz obr. 4). Princip této techniky spociva
V neustalém nahodném pohybu castic — Brownové pohybu, jehoZ rychlost je ovlivnéna
velikosti castic. Mensi Castice se pohybuji rychleji nez castice velké [29]. Pokud tedy
na ¢astice posvitime koherentnim paprskem laseru, dochazi k rozptylu svétla o povrch ¢astic.
Toto rozptylené zareni se muiize interferencné zeslabovat nebo naopak zesilovat v zavislosti
na ménici se vzdalenosti mezi Castici a detektorem. Vysledkem méteni je fluktuace intenzity
rozptyleného zafeni kolem primérné hodnoty. Cim rychleji se ¢astice pohybuji, tim rychleji
se intenzita rozptyleného zafeni meéni. Z fluktuace intenzity se ziska korelacni funkce
udavajici jak mezi sebou jednotlivé ¢astice v pribéhu méfeni koreluji. U mensich castic klesa
korela¢ni kiivka diive z toho divodu, ze malym casticim trva krat$i dobu, nez zméni svou
pozici. Ze znalosti korela¢niho difuzniho koeficientu odvozeného z korela¢ni kiivky je mozné
prostiednictvim Stokes-Einsteinovy rovnice vypocitat hodnotu velikosti ¢astic zastoupenych
ve vzorku podle nasledujiciho vzorce:

)= k,-T

d(H)=—fo T
3-7r-u-D

(2.1)

kde d(H) je hydrodynamicky prumér ¢&astic, D je translaéni difuzni koeficient, kp je
Boltzmannova konstanta, T je teplota a u je viskozita disperzniho prostiedi [30].

am ) o

laser

L]
méieny ihel rozptylu svétla
90°/173°
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rozptyleného svétla
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Obr. 4: Méreni dynamického rozptylu svétla velkych a malych castic [31]
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Index polydisperzity, také znamy jako PDI, je dilezity parametr, ktery popisuje rozpéti
distribuce ¢astic v pozorovaném vzorku, charakterizuje tedy rozsah jeho velikosti.
Tento index je bezrozmérny a Vv adekvatnim piipadé by méla byt hodnota PDI mensi nez 0,3.
Tato hodnota poukazuje na to, Ze jsou ¢astice v roztoku monodisperzni. Hodnota vétsi nez 0,3
naznacuje, ze vzorek ma SirSi distribuci, odkazuji spiSe na polydisperzitu a moznou agregaci
¢i aglomeraci ¢astic [32, 33].

Elektroforeticky rozptyl svétla je technika pouzivana k charakterizaci stability a urceni
naboje ¢astic koloidniho systému na zakladé stanoveni zeta potencialu na roviné skluzu
nachazejici se na povrchu elektrické dvojvrstvy [34]. Umistime-li nabitou koloidni ¢astici
do vodného prostedi, opa¢né nabité ionty kolem ni vytvofi pevné vazanou vrstvu zvanou
jako vrstva Sternova. Kolem této vrstvy vznika volnéjsi vrstva difuzni, ktera je tvofena
nahromadénim iont nesoucich tentokrat také stejny néboj jako koloidni ¢astice. Po aplikaci
vnéjsiho elektrického pole se pii pohybu Castic k opacné nabité elektrod¢ vytvari rozhrani
mezi pohybem ¢astice a rozpoustédla. Toto rozhrani se nazyva rovinou skluzu elektrické
dvojvrstvy. Zeta potencial je definovan jako potencialovy rozdil mezi zminénou rovinou
skluzu a objemem rozpoustédla pii pohybu v elektrickém poli [35]. Pfi samotném méfeni je
paprsek laseru rozdélen na dvé ¢asti, kde jedna jeho €ast je fokusovana na vzorek a druhd
slouzi jako reference. Pii pohybu nabitych ¢astic dochdzi ke kolisani intenzity rozptyleného
zateni laseru s frekvenci umérnou rychlosti pohybu ¢astice. Vysledkem méfeni je frekvencni
spektrum umoziujici vypocet elektrokinetického neboli zeta potencialu podle rovnice:

3-u-n
g_Z-E-F’ 22)
kde & je zeta potencial, u je elektrokineticky potencial, 7 je viskozita disperzniho prostiedi,
¢ je permitivita disperzniho prostfedi a F je funkce souvisejici s polaritou rozpoustédla [36].

Pomoci zeta potencialu jsme schopni usuzovat, zda je koloidni disperze stabilni nebo
nikoliv. Rozhodujicim je to, zda budou mezi ¢asticemi v roztoku pievazovat sily pritazlivé
(van der Waalsovy) nebo odpudivé (elektrostatické). Pokud se zeta potencial ¢astic nachazi
v rozmezi hodnot = 30 mV, jedna se nestabilni disperzi pravé z toho divodu, Ze Castice
nemaji dostate¢ny povrchovy naboj k tomu, aby zabranily agregaci do vétsich Gtvari. Naopak
Vv piipadé Ze zeta potencial Castic bude dosahovat vysoké kladné nebo zaporné hodnoty,
mizeme disperzi oznacit za stabilni, jelikoz jsou koloidni ¢astice v roztoku zcela
dispergovany [37].

2.1.5 Aplikace lipozomii v 1é¢bé onemocnéni

Lipozomy maji v mediciné a farmacii diagnostické a terapeutické ucely spojené
s inkorporaci 1é¢iva do jejich struktury, jejichz cilem je zlepSeni terapeutické ucinnosti,
snizeni toxicity léCiva pro okolni tkané€, zvySeni doby cirkulace v krvi a uvolnéni 1éciva
v misté ucinku. VétSina antibiotik a antivirotik jsou volné dostupné v konvenéni 1ékové
formé¢, ale uvazuje se o jejich pfevedeni na lipozomalni formu vzhledem k niz§i toxicite.
V poslednich letech roste z4jem o lipozomalni formu cytostatik, které vykazuji nizsi toxicitu
piiblizné 0 50 % Vv porovnani s konvenéni lékovou formou [3]. Komeréné dostupné jsou
jiz n¢které typy lipozomalnich vakcin, jiné aktualné prochazi klinickymi zkouskami [38, 39].
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Vyskyt onemocnéni spojeny s mikrobidlni infekci nadale exponencialné roste spolu
s mortalitou. Ocekava se, ze infekce mikroorganismy rezistentnimi na antibiotika se do roku
2050 stanou nejbéznéjsi pricinou Umrti. Prevazna vétSina infekci u lidi je zpisobena
mikrobialnim biofilmem, ktery sim o sobé poskytuje bakteriim rezistenci k IéCivim
v dasledku snizené moznosti penetrace 1é¢iv. Pokud se pfece jen 1éCivu podaii proniknout
do bakterialni bunky, hrozi, ze bude 1éCivo enzymaticky degradovano nebo mize byt opét
vylou¢eno diky nadmérné aktivité refluxnich cCerpadel na povrchu jejich membrany.
Lipozomy jsou schopny vSechny zminéné ptekazky piekonat, proto se uvazuje o tom, ze by
se antibiotika i antivirotika pfevedla do formy lipozomalni, a to z divodu jejich vyrazné nizsi
toxicity na zdravé bunky lidského organismu [40].

Hlavnim omezujicim prvkem pii chemoterapeutické 1€cbé rakoviny je jeji nespecificky
ucinek — pusobi na bunky bez rozdilu, zda jsou zdravé nebo nemocné [41] . Pasivni transport
cytostatik je zalozen na vyuziti efektu zvySené propustnosti a retence (EPR efektu)
V nddorové tkani. Principem tohoto jevu je rychly a nerovnomérny riist krevniho fecisté,
coz vede ke vzniku endotelidlni tkdn¢ s defektnimi buikami zodpovédnymi za vznik volnych
a netésnych spoji s pory, pomoci nichz si nddor kumuluje velké mnozstvi latek potiebnych
pro jeho rust o koncentraci vyrazné vétsi, nez je koncentrace v krevni plazmé. Pies pory
mohou pasivné prochazet makromolekuly s vy$s$i molekulovou hmotnosti a velikosti mensi
nez 200 nm — léc¢iva na bdzi nanocCastic a lipozomil, které by na zdklad¢ tcéchto
charakteristickych vlastnosti nddoru mohly cilit velké mnozstvi enkapsulovaného cytostatika
pouze do nadoru, ¢imz by se chemoterapie mohla vyhnout ohrozeni okolich zdravych bun¢k
pacienta [42, 43].

Kazdoro¢né jsou zachranény miliony lidskych Zivotd diky imunizaci pomoci vakein.
Tradi¢ni vakciny tvofené oslabenymi nebo mrtvymi patogeny se potykaly s vysokym rizikem
vzniku alergickych a autoimunitnich nezadoucich reakci. Lipozomy se proto staly
vyznamnymi jako nesic¢e adjuvans — latek schopnych zvysit nebo jinak modulovat humoralni
¢i bunéénou imunitni odpovéd. Vyhodou téchto nosici je nejen jejich multifunkénost
z hlediska inkorporace S$iroké $kaly antigenii vyvolavajicich pozadovany typ imunitni
odpovédi, ale hlavné jejich biokompatibilita a cileni. Proto v poslednich letech vzrost zajem
0 vyvoj lipozomalnich vakein K prevenci a 1é¢bé infekénich i onkologickych onemocnéni.
Mezi komer¢né schvalené patii lipozomalni vakciny na chiipku, hepatitidu A a maldrii.
Klinickymi zkouskami aktualné prochazi lipozomalni vakcina na tuberkulozu a HIV [39].

Princip genové terapie spociva v korekci genové aktivity tim, ze se zavede novy gen
do buiky. Vnitini bunéfny mechanismus pouzije tento fragment nukleové kyseliny
k produkci specifického proteinu, ktery napravuje urcity patologicky jev. Pfipadné za pomoci
casti nukleové kyseliny dojde k utlumeni aktivity nevhodného genu. Prevazna vétSina
soucasného vyzkumu genové terapie se zameétuje na choroby s letalnim pribéh jako je terapie
zhoubnych nadord, kterd zaujima ptredni postaveni. Vyznamnym faktorem je skutecnost, Ze je
mnohem jednodus$i buniku zniCit nez ji opravit, a ze ke zniCeni nddorové bunky staci
kratkodoba exprese destruujiciho genu. Problém, ktery v soucasnosti nejvice limituje tuto
metodu je nedostatecnd ucinnost transportu zédporn¢ nabitého fragmentu nukleové kyseliny
pies fosfolipidovou dvojvrstvu a jeji zaclenéni do jadra, coz samoziejmé vytesila inkorporace
¢asti nukleovych kyselin do lipozomti [44].
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2.1.6 Enkapsulace 1é¢iv do lipozomi

Proces enkapsulace zahrnuje zachyceni a uzavieni 1é¢iva do lipozomd podle miry jeho
rozpustnosti v polarnich ¢i nepolarnich rozpoustédlech. Lécivo byva zaclenéno do vodného
jadra lipozomu nebo piimo do jeho fosfolipidové dvojvrstvy. Diivodem enkapsulace 1é¢iva je
pievazné ochrana pacienta pied toxicitou samotného l1é¢iva (vyhnuti se negativnim ucinkiim
na organismus), dosazeni fizeného nebo cileného wuvolnovani 1éCiva a imobilizace
biologického materialu. V nekterych ptipadech se enkapsulace vyuziva za ucelem ochrany
1é¢iva pred rychlou degradaci v organismu nebo kviili maskovani urcitych vlastnosti jako je
barva, chut’, zapach nebo naboj [45].

Enkapsulace 1é¢iva je nejCastéji charakterizovdna pomoci enkapsulaéni ucinnosti
vyjadiujici pomér mezi redlnym a teoretickym obsahem 1é¢iva v lipozomech. Hodnota je
udavana v procentech. Jinak feceno, jedna se o podil 1éCiva skutecné enkapsulovaného uvnitt
lipozomu a celkového mnozstvi 1éCiva, které bylo ptidano k disperzi na zacatku piipravy [46].

Pro enkapsulaci hydrofobnich latek jsou vhodné multilameldrni lipozomy z divodu
vysokého obsahu fosfolipidové dvojvrstvy, naopak k enkapsulaci latek hydrofilnich jsou
vhodnéjsi velké unilameldrni lipozomy kviili jejich objemnému vodnému stiedu. Inkorporaci
cholesterolu snizujiciho propustnost membrany lze zvysit enkapsulacni u¢innost hydrofobnich
latek. Vzrhst enkapsulacni G€innosti hydrofilnich latek miZe byt ovlivnén pfidanim iontu,
inkorporaci glykolipidd ¢i zménou pH vodné faze. Prebytecné 1éCivo, které nebylo
do lipozomu enkapsulovano, byva odstranéno dialyzou nebo gelovou chromatografii [47].

2.1.7 Interakce lipozomi s buiikami

Lipozomy jsou schopny interagovat s bunikami ¢tyfmi riznymi zptsoby, ve vEtSing piipadt
se uskutectiuje vice zpusobll najednou. Témetr vSechny typy lipozomd primarné interaguji
S buitkami absorpei na povrch bunééné membrany, coz je velmi rychly proces. Lipozom
tak mize ztstat absorbovany del§i dobu, béhem ¢ehoz mize dochazet k vyméné lipidi mezi
lipozomy a bunécnou membranou nebo piimo k fazi lipozomi s buiikou. Fuzi se rozumi
miseni lipidi lipozomil s lipidy bunééné membrany, diky ¢emuZ se enkapsulované 1écivo
dobfe uvoliluje do cytoplazmy buiiky. V pfipadé multilamelarnich lipozoml podléhd fuzi
vnéjsi fosfolipidova membréana a do cytoplazmy se dostavaji vnéjsi lipozomy, které stejnym
mechanismem mohou interagovat s intracelularnimi membranovymi organelami. Tudiz je
mozné lipozomy specificky cilit nejen na buiiky samotné, ale také na jednotlivé bunécné
kompartmenty. Po absorpci lipozomu na bunéfnou membranu mize dochazet k jeho
endocytéze za vzniku endozomu. Endozomy flzuji slysozomy a vznikaji sekundarni
lysozomy, vnichz lysozomalni enzymy v pfitomnosti kyselého pH rozrusi lipozomy
a zpusobi uvolnéni aktivni latky do lysozomu. Odtud je 1é¢ivo odstranéno exocytézou
nebo pronika difuzi do cytoplazmy [48].

Pro tizené uvolnéni 1é¢iva z lipozomli mohou byt pouzity dva typy spoustécl. Prvnim
typem jsou spoustéce lokalni jako vyskyt enzymu ¢i zména pH v cilovém misté. Druhym
typem jsou metody dalkové fizené jako teplo, svétlo nebo ultrazvuk. Hypertermie (zahfivani
nadoru) byla prvnim objevenym spoustéem, u kterého se ukazalo, Ze poskytuje minimalné
ctytikrat ¢inngj$i transport a uvolnéni 1éciva. Dodnes hypotermie zlstdva nejspolehlivejsi
metodou. Velkd pozornost je vénovana také lipozomim citlivym na pH. Zacaly se vyuzivat
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kvili okyseleni postizené oblasti velkym mnozstvim patologickych procesti v buiice
(napi. nadory a zanéty). Piestoze je tato zména Casto nepatrna, okolo 0,4-0,8 jednotek, byly
lipozomy navrzeny tak, aby reagovaly i na tento minimalni rozdil. Dalsi Casto vyuzivanou
metodou je sonoporace vyvolana pisobenim ultrazvuku. Jedna se o docasnou permeabilizaci

bunéné membrany a rozklad lipozomi, diky cemuz je buiika 1épe schopna pfijmout uvolnéné
1é¢ivo [49].

2.1.8 Toxicita lipozomi

Pfitomnost nanocastic vcetné¢ lipozomi je v komeréné dostupnych produktech stéle
Vv biomediciné. Vzhledem k tomu, Ze jsou lipozomy navrhované k interakci s bunikami zivého
organismu, je dulezité, aby nezplisobovali vedlejsi Gcinky. Pii posuzovani téchto vlastnosti je
nevyhnutelné vzit v potaz velikost, povrch, tvar, naboj, moznost aglomerace, agregace
a samoziejme koncentraci. V neposledni fad¢ je pottebné vzit v ivahu abiotické faktory jako
napiiklad pfitomnost iontové sily a hodnotu pH. Nanocéstice obecné se od Castic bézné
velikosti odliSuji velkym specifickym povrchem a vysokou reaktivitou, coz mlze pfispivat
ke zvyseni jejich toxicity. Dulezité je, zda lipozomy, at’ uz v ¢isté nebo enkapsulované formg,
podléhaji biodegradaci v bunééném prostiedi a zda jsou tyto degradacni produkty pro buiiku
toxické. Existuje velké mnozstvi studii zabyvajicich se cytotoxicitou lipozoml na bunécéné
linie, avSak problém nastava v pouziti rozdilnych koncentraci lipozomt, kultivaci v odliSnych
podminkach a sledovani terapeutického ucinku v jinych ¢asovych intervalech. Z toho diivodu
neni mozné porovnat dva odlisné vyzkumy, jelikozZ je t€zké urcit fyziologickou relevantnost
vysledkt [50]. K pochopeni toho, jak budou lipozomalni systémy v organismu reagovat,
se V prvni fad¢ vyuzivaji bunééné kultury. V porovnani s pokusy na zvitatech je testovani na
buiikdch méné eticky problematické, 1épe kontrolovatelné a levnéjsi. NejjednodussSim
cytotoxickym testem je vizualni pozorovani morfologickych zmén v mikroskopu.
Rozsifengjsi ve vyzkumech je vyuziti kolorimetrickych metod. Cytotoxicita muze byt
stanovena spektrofotometricky urenim mnoZzstvi barviva builkami akumulovaného nebo
mikroskopicky pocitanim mrtvych bunék [50, 51].

2.1.8.1 MTT test

Principem MTT testu je hodnoceni viability bun€k na zéklad€ stanoveni mitochondridlni
aktivity pomoci tetrazolinovych soli. Pro test se vyuZiva slabé Zluty roztok
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazolium bromidu zvany zkracené jako MTT. Zivé
metabolizujici bunky jsou schopny redukovat MTT na fialové zbarveny formazan, jehoz
koncentraci lze urcit spektrofotometricky s maximem absorbance pfiblizn¢ kolem 570 nm.
Samotny mechanismus redukce MTT v bunkéch stale neni fadné vysvétlen, pravdépodobné je
zalozen na reakci s NADH nebo jinymi redukénimi molekulami, které se podili na pienosu
elektroni Vv dychacim fetézci mitochondrii. Tetrazolinové soli ve své struktuie obsahuji
tetrazoliovy kruh §tépitelny praveé témito mitochondrialnimi dehydrogenazami. Formazan
se akumuluje jako nerozpustnd srazenina v builkdch, na jejich povrchu i1 v médiu.
Pro spektrofotometrické stanoveni je nutné srazeninu rozpustit pfidavkem dimethylsulfoxidu
(DMSO) nebo dodecylsiranu sodného (SDS). Velikost absorbance je zavisla na fadé faktort
jako davka MTT, ¢as inkubace, pH, metabolicka aktivita bunék i jejich pocet [51].
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2.2 Inhalaéni podavani léciv

Inhala¢ni podani lé¢iv se stalo efektivnim z mnoha divodd. Je nejen vhodnou volbou
pro 1écbu lokélnich plicnich onemocnéni, ale zaroven se stalo vyhodnym pro systémové
pouziti, napfiklad pti 1écbé rakoviny. Vyhodou plic je jejich rozsahla absorpéni plocha
(70-140 m?), tenka absorpéni membrana (0,1-0,2 um) a zvySeny priitok krve (5 I/min)
zajistujici distribuci 1éCiv po celém téle. DalsSim dulezitym faktorem je snizend enzymaticka
aktivita a vyhnuti se metabolismu prvnimu priichodu jatry zodpovédného za castecnou
degradaci léCiva. Mezi pozitiva se dé zatadit téz snizeni vedlejSich G€inkl a vyssi davka 1éciv
v misté uéinku [52].

Struktura dychacich cest je jedine¢né prizptisobena jejich priméarni funkei — transportu
plynii. Dychaci cesty se kategorizuji na bronchialni a alveolarni ¢ast (viz obr. 5). Bronchialni
Cast zaCina tracheou, ktera se déli na dvé pradusnice tvoiici sit’ pradusek a prudusinek [53].
Slizni¢ni epitel ptipojeny k tenké bazalni membrané obsahuje jak fasinkové a sekre¢ni bunky,
které poskytuji kliCovou slozku pro vrozenou imunitu dychacich cest, tak bazalni bunky
uplatiiujici se béhem poranéni sliznice. Mezi tracheou a alveolami se dychaci cesty
tiiadvacetkrat déli. V alveolach se vstiebava nejvétsi podil piijatého vzduchu. Divodem je
zjednodusSeni bunécného uspotadani, velka absorpéni plocha, ale i snizena rychlost proudéni
vzduchu dand jejich malym primérem. V lidskych plicich se nachézi ptiblizn¢ 300 miliond
alveolu [54].

Bronchialni ¢ast Alveolarni ¢ast

Plicni surfaktant
\ =——————— Mukaus (hlen) A AEE I

—-— Slizni¢ni epitel

Rasinkové a sekreéni buiiky plic

b /

Dychaci svaly

e

Krevni kapilara

Obr. 5: Struktura dychacich cest [54]

Mukus neboli hlen je viskoelasticky, adhezivni gel, ktery pokryva vétSinu epitelialnich
povrchi. V plicich snizuje povrchové napéti pii dychéni, ale také chrani epitel tim, Ze uc¢inné
zachycuje patogeny a necistoty a rychle je odstranuje ztéla kaSlem. Plicni hlen je zcela
regenerovan kazdych 20-25 minut [55]. Prestoze je zivotné dulezity, predstavuje podstatnou
prekazku pro dodavani 1éCiv v podobé lipozomu aplikovanych inhalaéni cestou. Mukus je
schopen s ¢asticemi vytvaret adhezivni interakce prostfednictvim elektrostatickych interakci,
van der Walsovych sil, hydrofobnich interakci, vodikovych miistkti nebo prostym zapletenim
do zesitovanych fetézcl [56]. Bariérové vlastnosti jsou zakofenény v jeho husté siti tvofené
mucinovymi vldkny. Mucin je glykoprotein zodpovédny za vznik gelovité struktury
na zéklad¢ sitovani jeho postrannich fetézcii pomoci disulfidickych mustk. Povrch mukusu
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podavani 1é¢iv je velikost vdechovanych ¢astic. Idealni je velikost ¢astic v rozmezi 0,5-5 um.
U castic veétSich nez 5 um dochazi kusazovani hlenu a naslednému velmi rychlému
odstranéni vykaslavanim. Naopak u ¢astic mensich nez 0,5 um nemusi dochazet k usazovani
uvniti dychacich cest viibec a mohou byt zpétné vydechnuty [52].

Pii 1écb¢ lokalnich plicnich onemocnéni jako je astma ¢i chronicka plicni obstrukéni
nemoc se vyuziva celd fada rznych typt inhalaénich zarizeni. Prvni skupinu tvofi inhala¢ni
zafizeni pouzivajici ke své Cinnosti stlaeny plyn. Sem patii aerosolové davkovace
s inhalacnimi nastavci a dechem aktivované aerosolové davkovace. Druhou skupinu tvofi
inhalatory pro praskovou formu Iéku a tieti skupinu pfedstavuji nebulizatory produkujici
vlhky aerosol [53].

2.2.1 Respira¢ni onemocnéni

Respira¢ni onemocnéni zatézuji svétovou populaci nejen svym vysokym vyskytem,
ale hlavn¢ vysokou mirou trvalého postizeni a uUmrtnosti. Kvalifikovany odhad hovofii
0 miliardé nemocnych a deseti milionech mrtvych ro¢né. RozliSujeme dvé skupiny
onemocnéni — akutni infekéni stavy a chronicka respira¢ni onemocnéni. Zatimco infekcni
nemoci jsou soucasnym 1 budoucim problémem piedev§im rozvojovych zemi, lze ocekavat,
7ze vyskyt chronickych plicnich onemocnéni bude exponencidln¢ stoupat na celém svéte
v dtsledku naristu rizikovych faktora jako je industrializace, kouteni a HIV [54].

Podle toho, kterd cast dychacich cest je akutnim infekénim stavem postizena, rozliSujeme
tracheiditu, bronchitidu, bronchiolitidu a nejzavazngjsi formu — pneumonii. Obvykle vznikaji
v disledku virové nebo bakteridlni infekce a odeznivaji béhem nékolika tydn. Akutni
bronchitida se muze vyskytovat v souvislosti S jinymi onemocnénimi jako Cerny kasel
nebo u vrozenych metabolickych poruch jako cysticka fibroza [58]. Riziko vzniku akutni
I chronické bronchitidy vyrazné zvySuje koufeni. Opakovani bronchitidy mohou pfertst
v chronickou bronchitidu charakteristickou neustalym produktivnich kaslem. Pokud se véas
odstrani pticinné faktory, bronchitida na zédkladé vhodné terapie odezni. Komplikaci je vSak
propuknuti plicniho emfyzému nebo chronické obstrukéni plicni nemoci [59].

VétSina chronickych onemocnéni plic je spojena s pfetrvavajicim zénétem vyvolanym
podrazdénim ¢i poSkozenim plicniho epitelu. Mezi spoustéce byvaji zafazovany faktory jako
Casto opakované a Spatné lécené infekce, alergeny, tabdkovy kouf, télesnd nadvédha
¢i potraviny nebo znecCisténé ovzdusi. Chronicka obstrukéni nemoc plic (CHOPN) je
pomalu postupujici onemocnéni plic, které je mozné 1€cCit, bohuzel neni mozné zcela zvratit
vsechna poskozeni a dosahnout Gplného uzdraveni. Pii vzniku i béhem jejiho priibéhu vznika
chronicka bronchitida a/nebo plicni emfyzém, kterym se rozumi trvalé poskozeni ¢i tplny
zanik prepazek uvnitt plicnich sklipkli, coz vede k neZadoucimu hromadéni vzduchu
Vv plicich. Charakteristické pro CHOPN je neustdlé zuzovani dychacich cest a pietrvavajici
kasel. Diky tomu je ztizeno dychani, snizen piijem kysliku a zvySen obsah oxidu uhli¢itého
v krvi. V disledku nedostate¢ného piisunu kysliku je oslaben cely kardiovaskularni systém,
ktery neni schopen plného vykonu. Plicni emfyzém miize byt podminén genetickou poruchou
nebo muze vznikat u lidi s cystickou fibrézou plic [60, 61]. Cysticka fibroza je zavazné
a nevylécitelné dédicné onemocnéni postihujici zejména dychaci a travici systém. Projevuje
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se predevsim opakovanymi infekce dychacich cest vedoucich k jejich fatdlnimu poskozeni.
Nemocni trpi dalsimi zavaznymi komplikacemi jako cukrovka, cirhdza jater, osteopordza
aneplodnost. V sou¢asné dobé Zije v Ceské republice piibliznd 700 pacientt doZivajicich
se prumérného véku 25 let [62].

Dal$im neméné zavaznych chronickym onemocnénim plic je astma postihujici v Cesku
cca 12 % détské populace, kterd si ho ve vétSin€ piipadi prenasi do dospélosti. Jedna
se 0 slozity zanétlivy proces, ktery je ovliviiovan fadou rGznych mechanismi a ktery
nenavratné poSkozuje plicni tkan. Chronicky zanét je spojen s pruduskovou hyperaktivitou,
kterd vyvolava opakované zuzeni dychacich cest, dusnosti a dechu s piskoty. Tyto projevy
jsou vysledkem tii procesi — otoku stiedni vrstvy prudusky, zvySenou produkci hlenu
a stahem hladké svaloviny po uvolnéni latek, které jsou nositeli zanétu (napi. histamin).
Béhem astmatického zachvatu dochazi k uplatnéni vSech zminénych procest najednou [63].

Zdrava alveola D
\_-
\@ Bronchiola

obsahujici \;,)i i

bakterie a krev

Obr. 6: Pneumonie [64]
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onemocnénimi plic je zapal plic nazyvany odborné jako pneumonie (viz obr. 6).
V celosvétovém mefitku jsou pneumonie tieti nejcastéjSi priCinou smrti. Pneumonie
se prendsi kapénkovou infekci a obvykle zacinaji infekci hornich dychacich cest, odkud
se postupné §ifi do broncht a alveol [65]. Pribéh a zavaznost tohoto onemocnéni jsou urceny
piredev§im konkrétnim typem mikroba, vékem pacienta, Zivotnim stylem, fyzickym stavem
a ptitomnosti dalSich onemocnéni. Infekéni pneumonie l1ékati rozd€luji na tii zakladni typy —
komunitni, nozokomidlni a vznikajici u imunosuprimovanych osob. Komunitni pneumonie
je onemocnéni, které vzniklo ndkazou v béZzném prostredi clov€ka, kdy moznymi pachateli
mohou byt bézné se v tomto prostiedi vyskytujici bakterie a viry. Nozokomialni pneumonie
jsou zanéty plic ziskané v nemocnici. Nemocni¢ni prostiedi je osidleno specifickymi kmeny
bakterii, které¢ se pfizpusobily tamnim podminkdam, nebot’ si vytvofily rezistenci vici
dezinfekcim a antibiotikiim. Likvidace téchto organismi je velmi ndrocné a pres dodrzovani
vSech hygienickych zasad se je nedafi z nemocni¢niho prostfedi odstranit. Statistiky uvadéji,
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Ze &etnost takovych nakaz v Ceské republice nepfesahuje 8 piipadi z 1000 hospitalizovanych.
Tretim typem jsou pneumonie vznikajici u imunosuprimovanych osob, coZ jsou osoby
se snizenou schopnosti imunitni obrany zpiisobené zdvaznymi onemocnénim (napt. rakovina,
AIDS, CHOPN, cysticka fibréza) nebo invazivnimi lécebnymi postupy (napf. operace
nebo transplantace organt). V takovym piipadech dochazi k umrti pacientt [66].

2.3 Bakterie

Bakterie jsou jednobunécéné prokaryotické organismy, které se vyskytuji nejen vsude
kolem nas — ve vodé¢, vzduchu, v piidé, ale také uvniti zivych organismti. Neni zndm celkovy
pocet vSech druhti bakterii, jelikoz diky selekci neustale vznikaji druhy nové a jiné zanikaji.
Bakterie jsou navic velmi adaptivni k prostiedi, ve kterém ziji. Podle vztahu ke kysliku,
rozliSujeme bakterie na aerobni ¢i anaerobni. Aerobni bakterie Ziji v prostfedi s pfitomnosti
kysliku, ktery je nedilnou soucasti jejich metabolické drahy. Anaerobni bakterie nejsou
schopny Zit v prostfedi s kyslikem, coz je divodem produkce toxinti nebezpecnych pro lidsky
organismus V piipad¢ jejich kontaktu s poranénymi prokrvenymi tkanémi [67]. Lidské télo je
v prub¢hu zivota osidlovano bakteriemi, které v optimalnich podminkach tvoii mikrofloru
lidského téla, kterda nema patogenni vliv na ¢lovéka. Hlavni vyznam té€lni mikroflory spociva
v obrané lidského organismu ptfed mikroorganismy patogennimi, které napadaji lidské télo
z vnéjsiho prosttedi. Mimo to jsou schopny produkovat vitaminy dalezité pro metabolismus
lidského téla [68].

Jako patogenita je oznacovana schopnost nékterych druhti bakterii za uréitych podminek
vyvolavat onemocnéni. Charakteristickymi znaky téchto organismu je pfenosnost z jednoho
hostitele na druhého, infek¢nost neboli schopnost piekonat ochranné mechanismy hostitele
a virulence oznacujici schopnost patogenu poskodit hostitele. Bakterie mohou onemocnéni
vyvolat dvéma zpisoby — invazivitou nebo toxicitou. Invazivitou se rozumi pronikani
bakterie do tkan¢, kde se pomnoZenim poskozuje struktura a funkce tkané. Toxicita je
definovana jako poSkozeni hostitelského organismu toxiny, které bakterialni bunika produkuje.
Mezi takové bakteridlni onemocnéni dnesni doby patii tuberkuldza, angina, tetanus, borelioza,
salmoneldza nebo cholera [69].

Povrch bakterialni buiikky je pokryt bunéénou sténou, pod kterou se nachazi
cytoplazmatickd membrana uzavirajici cytoplazmu, v niZ se pfirozené vyskytuji specifické
organely jako neohrani¢ené jadro, plazmidy, ribozomy, inkluze a mezozomy. Bun&¢na sténa
je permeabilni elastickd ochranna bariéra mezi buiikou a okolnim prostiedim udélujici burice
jeji charakteristicky tvar [70]. Podle struktury bunééné stény se bakterialni buiiky rozdéluji
na grampozitivni a gramnegativni. Grampozitivni bakterie maji Sirokou bunéfnou sténu
tvofenou z mnoha linearnich vrstev peptidoglykanu. U gramnegativnich bakterii je tato
vrstva tenkd a na jeji vnéjsi strané se nachazi dvojmembranovy utvar tvoreny molekulami
lipopolysacharidii, ¢asto oznaCovanych jako endotoxiny z diivodu jejich vysoké toxicity
pro lidsky organismus [69]. Bakterialni buiiky nabyvaji rozliSnych tvari a velikosti. Podle
tvaru je muzeme rozdélit na koky (kulovité), bacily (tyCinkovité), spirily (vlaknité)
aspirochety (spiralovité). Bakterie ve formé koka se mize vyskytovat samostatné
nebo sdruzené, tudiz muze tvorit diplokoky (dvojice), streptokoky (tetizkovité utvary)
nebo stafylokoky (hroznovité utvary) [71].
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2.3.1 Staphylococcus aureus

Stafylokoky jsou grampozitivni fakultativné anaerobni bakterie kulovitého tvaru,
které jsou schopny zptisobit fadu infekénich onemocnéni v riznych tkanich lidského téla.
Onemocnéni souvisejici se stafylokoky mohou byt jak mirné nevyzadujici zadnou 1é¢bu,
tak i zavazné a potencialné smrtelné. V pribéhu let si stafylokoky ziskaly rezistenci K Siroké
Skale bézné vyuzivanych antibiotik, proto se fadi mezi obavané lidské patogeny [72].

Rod Staphylococcus zahrnuje nejméné 40 druhti, z nichz je vétSina nepatogenni a tvori
soucast piirozené mikroflory kuze a sliznic ¢lovéka 1 zvifat. Mezi biochemicky
nejvyznamnéjsi druh patii Staphylococcus aureus neboli zlaty stafylokok, ktery tvoii vyrazny
Zluty pigment (viz obr. 7). Ke vzniku infekci predisponuji poranéni (popaleniny a pooperacni
rany), urazy, virové infekce, metabolické poruchy, maligni onemocnéni nebo
imunodeficity [73]. U jedinci s oslabenym imunitnim systémem muize Staphylococcus aureus
vyvolat onemocnéni trojiho druhu. Nejcastéji jsou to hnisavé infekce, méné Casto priznaky
otravy pomoci endotoxind. Typickym znakem infekce je vznik abscesii, coz je zanétlivé
lozisko, v némz se vytvoftila dutina vyplnéna hnisem. Z téchto zanétlivych 1ézi mohu bakterie
pronikat do krevniho feCiSté a zplsobovat tak zavaznéj$i onemocnéni jako pneumonii,
osteomyelitidu, endokarditidu, meningitidu a dokonce i sepsi celého organismu [74]. Zvlast
nebezpecné jsou infekce ziskané v nemocnici, které jsou zptisobeny kmeny multirezistentnimi
k antibiotikim a dezinfekcim. Ty na novorozeneckych oddé€lenich, jednotce intenzivni péce
a na oddélenich imunosuprimovanych pacientii vyvolavaji lokalni epidemie. Zdrojem téchto
infekci je oSetfujici personal, lizkoviny, vybaveni ¢i jini pacienti [72].

Obr. 7: Elektronovy snimek bakterie Staphylococcus aureus [75]

Patogenita bakterie Staphylococcus aureus je spojena s tvorbou Siroké Skaly enzymi
atoxinl. Jednim znich je plasmakoaguldza, kterd spolu s plasmatickym faktorem
protrombinem vytvaii stafylotrombin. Tento aktivni komplex katalyzuje pfeménu fibrinogenu
na nerozpustny fibrinogen, coz méd za nasledek vznik ohrani¢enych zénétl a sniZenou

rozpoznatelnost imunitnim systémem. Opacny ucinek ma stafylokiniza, ktera katalyzuje
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pieménu plasminogenu na plasmin rozpoustejici fibrin. Pomoci tohoto mechanismu se muze
Staphylococcus aureus ifit do okoli zanétu. Sifeni napomaha hyaluronidaza, ktera dokaze
stépit kyselinu hyaluronovou pfitomnou v mezibunéénych materialech a pojivovych tkanich.
V dnes$ni dob¢é dokaze vétSina kmenu tvofit penicilinazu snizujici G¢inek beta-laktamovych
antibiotik. Mezi nejb€znéjsi toxiny se fadi hemolyziny a leukolyziny, které zptasobuji nekrozu
krevnich bunék. DalSimi nebezpe¢nymi toxiny je syndrom toxického Soku, enterotoxiny
a exfoliatiny [72, 73].

Lékem prvni volby pii infekcich zpisobenych kmeny Staphylococcus aureus jsou
penicilinova antibiotika rezistentni vuci penicilinaze (methicilin ¢i kloxacilin). Velkym
problémem je vyskyt multirezistentnich kment, mezi néz spada methicilin-rezistentni
Staphylococcus aureus zvany jako MRSA. Dlouhou dobu byly tyto kmeny zalezitosti pouze
nemocnic, ale vdnesni dobé se vyskytuji i vkomunité. Jsou rezistentni ke vSem
beta-laktamovym  antibiotikim  vCetn¢  makrolidi, aminoglykosidd, tetracyklind,
fluorochinolonli, chloramfenikolu 1 rifampicinu. Antibiotikem posledni zachrany je
vancomycin, avsak jiz byly zaznamenany kmeny odolné i proti tomuto antibiotiku zvané jako
VRSA [73].

2.4 Antibiotika

Antibiotika jsou latky produkované bakteriemi nebo mikroskopickymi houbami, které
svymi ucinky usmrcuji né€které mikroorganismy nebo potlacuji jejich riist a mnozeni [76].
Podle rozdilného pisobeni rozdélujeme antibiotika na baktericidni a bakteriostatické.
Baktericidni latky bakteridlni builku pfimo usmrcuji v kritkém casovém intervalu.
Z uveden¢ho diivodu se tomuto typu antibiotika dava ptednost pfi zédvaznych klinickych
stavech a pii snizené obranyschopnosti nemocného. Mezi baktericidni antibiotika se fadi
hlavn¢ beta-laktamy, aminoglykosidy a glykopeptidy. Naproti tomu u¢inek bakteriostatickych
latek spociva pouze v zastaveni ristu a mnozeni. S dalSim potlaCenim infekce se poté 1épe
vypotada naSe vlastni obranyschopnost. Stézejni je bakteriostatickou latku uzivat pravidelné
do konce lécby, jinak hrozi opétovné pomnoZeni bakterii. Mezi takova antibiotika spadaji
tetracykliny, makrolidy a linkosamidy [74].

Antibakterialni latka uzivana jako 1é¢ivo musi spliiovat dilezitou podminku. Dévka,
kterou piisobi proti bakteriim nesmi zaroven poskozovat na§ makroorganismus. Musi tedy byt
selektivné toxickd pro patogenni mikroorganismy. Pomér mezi davkou, kterda je toxicka
pro nés jako pro hostitele bakterie, a davkou zptlisobujici smrt bakteridlni buiiky se nazyva
chemoterapeuticky index. Cim je hodnota indexu vys§i, tim je antibiotikum pro 1é¢bu dané
infekce vyhodnéjsi, protoze je méné jedovaté pro lidsky organismus [74].

Existuje nékolik mechanismt, kterymi antibakteridlni latky zasahuji do Zivotniho cyklu.
Chemicka povaha antibiotik je riiznoroda, a proto je jejich piisobeni v butice velmi rozmanité.
Mechanismus ucinku se li§i podle odliSného tvaru a velikosti molekuly antibiotika. Pokud
maji antibiotika shodnou strukturu i1 velikost je jejich zptsob uc¢inku identicky. Nejcastéji
specificky zasahuji do syntézy makromolekul bunky, kdy se antibiotikum navaze na cilovou
strukturu a touto vazbou posSkodi a zabrani bunice v jeji funkci. Antibiotika mohou inhibovat
syntézu bunécné stény a proteosyntézy nebo posSkodit syntézu cytoplazmatické membrany
nebo nukleovych kyselin [77].
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2.4.1 Doxycyklin

Doxycyklin je fazen mezi antibiotika zvané jako tetracykliny objevené vroce 1943
Benjamin Minge Duggarem, ktery si vSiml bakterie produkujici dosud neznamou latku
vyrazné zluté barvy, kterd mé¢la antimikrobialni G€¢inky proti streptokokim a stafylokoktm.
Skupinu tetracyklinu tvofi jak pfirodni latky produkované bakteriemi Streptomyces, ale také
jejich syntetické derivaty odvozené od hydronaftacenového jadra obsahujiciho Ctyfi
Sesticlenné kondenzované kruhy. Vyuziti tetracyklini v dne$ni dob& vyznamné klesa.
Diivodem je stile se zvySujici rezistence nékterych bézné vyskytujicich se bakterii.
Tetracykliny jsou i nyni bézn¢ vyuzivany pii infekcich dychacich cest a maji vysoké uplatnéni
u pacientt s alergii na penicilin [78]. Struktura doxycyklinu je uvedena na obr. 8.

Doxycyklin pfedstavuje Sirokospektralni antibiotikum druhé generace, které pilisobi
pievazné bakteriostaticky inhibici syntézy bilkovin. Tetracykliny obecné pronikaji
pres bunécnou sténu bakterii prostou difuzi a ptes cytoplazmatickou membranu se dostavaji
do cytoplazmy bakterii aktivnim transportem. V cytoplazmé bakterii se vaze na malou
ribozomalni podjednotku 30S v mist¢ vazby aminoacyl-tRNA na komplex tvofeny
ribozomem a translatovanou mRNA. Tato vazba brani pfistupu novych aminokyselin do nové
syntetizované¢ho peptidového fetézce, ¢imz je doCasné naruSena proteosyntéza vedouci
k zastaveni rastu bakterii [78].
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Obr. 8: Struktura doxycyklinu [79]

Doxycyklin se vstiebava piedevs§im v tenkém stievé a vyznacuje Se vysokou mirou
absorpce (95-100 %). K vyraznému snizeni pfispiva potrava obsahujici dvojmocné ionty,
mlécné vyrobky, ptitomnost polyvalentnich kationti a alkalické pH [80, 81]. Tetracykliny
obecné tvofi s vapnikem nerozpustné chelaty, které se ukladaji v kostech a zubech, ¢imz
dochazi k jejich poskozeni [82]. Snadno pfestupuji do tkani a télnich tekutin s vyjimkou
mozkomisniho moku. Lze je tudiz detekovat v tkdni plic, ledvin, jater, kosti, pohlavnich
organd a ve vyznamném mnozstvi v matetském mléce. Proto je pfisné zakazano doxycyklin
pouzivat v t&hotenstvi [83, 84]. Utinné plazmatické koncentrace je dosazeno 30 minut
po podani. Pacienti obvykle uzivaji 200 mg doxycyklinu prvni den lécby a po 100 mg
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(ve 24 hodinovych intervalech) kazdy nasledujici den, ¢imZz se =zajistuje rovnovazna
plazmaticka koncentrace po celou dobu 1é¢by. U ¢lovéka je doxycyklin metabolizovan pouze
Zmalé casti a je vyluCovan piedev§im v mikrobiologicky aktivni formé ve stfevech
(transintestinalni sekreci a ve Zlu€i), z mensi ¢asti ledvinami. Za 24 hodin se eliminuje
piiblizné 41 % doxycyklinu [85].

2.5 UV-VIS spektrofotometrie

UV-VIS spektrofotometrie je optickd metoda zalozena na interakci elektromagnetického
zateni s hmotou [86]. Tato metoda se fadi mezi spektralni optické metody, jejichz podstatou
je méieni energetické zmény, ktera nastane pii pruchody elektromagnetického zatreni latkou.
UV-VIS spektrofotometrie patfi také mezi metody absorpéni, jejichz princip spociva
v absorpci ultrafialového a  viditelného zafeni zfedénymi roztoky  molekul.
Ve spektrofotometrii se nejcastéji vyuziva méfeni absorbance, coz je zaporny dekadicky
logaritmus transmitance T dany pomérem dopadajiciho zafivého toku lo a zafivého toku |
proslého na vzorek podle rovnice [87]:

A= —logT = log= (2.3)

UV-VIS spektrofotometrie nachazi uplatnéni jak v kvalitativni, tak kvantitativni analyze
organickych 1 anorganickych latek, pomoci niz jsme schopni jednodusSe, rychle a levné zjistit
koncentraci sloucenin metodou kalibraéni kiivky. Metoda je velmi Siroce vyuZzivana
Vv Iékafstvi, biochemii, klinickém testovani 1é¢iv, potravinaistvi ¢i ekologii [86, 87].

Kazdy atom ¢i molekula uréit¢tho prvku ma presné¢ danou elektronovou konfiguraci.
Za normalnich podminek se atomy ¢i molekuly prvkia vyskytuji v zakladnim energetickém
arotacni energie [88]. Absorpci uréittho mnozstvi elektromagnetického zafeni dojde
ke zméné elektronového stavu daného atomu ¢i molekuly, coz mize vést k pirechodu
do vyssiho energetického stavu, kterému se fika stav excitovany. Elektrony piechazi
ze zékladni energetické hladiny do vyS$$i excitované hladiny, pficemz dochazi k absorpci
pouze urCitého mnoZstvi zafeni o konkrétni vinové délce, a tedy 1 konkrétni energii.
Je absorbovana vzdy jen ta Cast elektromagnetického zateni, kterd svou energii odpovida
pfechodu elektronu ze zékladni hladiny do hladiny excitované. Diky tomu jsou molekulova
absorp¢ni spektra ve své podstaté i spektra elektronova. Vysledné spektrum je pasové, coz je
dano vysokou energii ultrafialového a viditelného zafeni schopného excitovat jak stavy
elektronové, tak 1 stavy vibrani a rotacni. Jeden pas ve spektru odpovidd jednomu typu
prechodu elektronti do excitovaného stavu. Absorp¢ni pas je charakterizovan absorpcénim
maximem, coz je vinové délka, pfi které dochazi k maximalni absorpci zafeni. Tato energie je
totozna s rozdilem energetickych hladin, mezi kterymi elektron prochazi. Poloha pasu urcuje
energii orbitalti, mezi nimiz dochazi k pfechodu elektront pfi excitaci [87].

2.5.1 Instrumentace

Zdrojové elektromagnetické zareni je v UV-VIS spektrofotometrii obvykle generovéano
vybojkou, a to halogenovou, vodikovou, deuteriovou ¢i xenonovou, pficemz kazda z nich je
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schopna generovat elektromagnetické zareni o jiné vinové délce. Rozsah vinovych délek,
ve kterych metoda pracuje, se nachazi vrozmezi 200-800 nm [89]. Optickym dilem
spektrofotometru je monochromator, ktery rozklada dopadajici polychromatické zafeni
na monochromatické paprsky, ze kterych se dale vybira pozadovana vlnova délka pomoci
Stérbin. Monochromator se sklada ze vstupni Stérbiny, disperzniho prvku a vystupni Stérbiny.
Disperznim prvkem muize byt hranol, filtr nebo miizka. Vybrana vlnova délka poté prochazi
vzorkem umisténym ve sklenéné ¢i kiremenné kyveté. Posledni ¢asti je detektor, ktery slouzi
k méfeni intenzity zafeni, které proSlo vzorkem. Principem je pfeména energie svételného
zateni, které dopadd na detektor, na signal elektricky, ktery je zpracovdn pocitacem.
Jako detektory mohou byt vyuzity fotonasobice, diodova pole nebo CCD detektory [87].
Instrumentace UV-VIS spektrofotometrie je zobrazena na obr. 9.

i Absorpéni
Zrcadlo i ' / Fotodetektor spektrum
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[ |
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Obr. 9: UV-VIS spektrofotometrie [90]
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Lipozomalni lé¢ba infekci vyvolanych bakterii Staphylococcus aureus

GOLDMAN O. a spol. se zabyvali studiem antimikrobialniho u¢inku lipozomalni i volné
formy 1é¢iva mupirocinu na infekci vyvolanou methicilin-rezistentni bakterii Staphylococcus
aureus. Lipozomy byly vytvoifeny z hydrogenovaného sdjového lecitinu s pfidavkem
cholesterolu a  1,2-distearoyl-sn-glycero-fosfoethanolamin-N-[amino(polyethylenglykolu)]
(DSPE-PEG) vpoméru 3:1:1. Kjejich pfipravé byla vyuzita metoda rehydratace
fosfolipidového filmu a nasledna extruze pies polykarbonatovy filtr. Enkapsulacni uc¢innost
lipozomalni formy mupirocinu cinila 5-5,7 mg/ml. Minimélni inhibi¢ni a baktericidni
koncentrace lipozomalni a volné formy mupirocinu na riaznych bakterialnich kmenech
Staphylococcus aureus byla stanovena pomoci bujonové diluéni metody. Uéinek lipozomalni
formy lé¢iva byl zkoumdn také na infikovanych mysich samickach rozdélenych do tii skupin.
Tyto skupiny byly lé€eny samotnym 1é¢ivem, lipozomdlni formou lé¢iva nebo samotnymi
volnymi lipozomy. Po osmi dnech 1écby byly myS$i usmrceny a koncentrace 1é¢iva ve tkdnich
I samotnych bakterialnich bunikach byla detekovana pomoci HPLC metody. Bylo prokazano,
7ze inhibi¢ni 1 baktericidni Uc¢inek volné 1 lipozomalni formy IéCiva je stejny, avSak
lipozomalni forma chrani lé¢ivo pied inaktivaci v krevni plazmé, a proto vede K jeho
prodlouzenému uvoliovani. Vysledky téz naznacuji, ze lipozomy umoziuji akumulaci 1é¢iva
pouze Vv postizenych orgénech a umoziuji 1é¢ivu 1épe pronikat do bakteridlnich bunék. Testy
provadéné na makrofazich infikovanych mys$i pomoci fluorescenéné znacenych lipozomi
podporuji toto tvrzeni. Vyskyt lipozomdlni formy mupirocinu byl omezen piedevsim
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bakterii nez u makrofagt 1éCenych pouze volnou formou 1é¢iva [91].

HUANG C.-M. a spol. zkoumali vliv lipozomalni a volné formy kyseliny olejové na kozni
infekci  zptisobenou methicilin-resistentni  bakterii  Staphylococcus aureus. Metodou
rehydratace fosfolipidového filmu byly vytvoteny lipozomy skladajici se z vaje¢ného
fosfatidylcholinu, cholesterolu a kyseliny olejové v poméru 5:1:4. Na pozadovanou velikost
byly lipozomy upraveny sonifikaci a extruzi. Enkapsula¢ni G¢innost lipozomalni formy
kyseliny olejové byla rovna 14,7 %. Ke studiu fize lipozomu s cytoplazmatickou membranou
bakterii byly vyuzity lipozomy znacené fluorescenéni sondou Rhodamin B. In vitro
antimikrobialni aktivita lipozomalni a volné formy léciva byla stanovena pomoci agarové
diluéni metody. In vivo antimikrobidlni testy byly provedeny na povrchu infikované kuze
mysi, do které byly injekéné vpraveny lipozomy s enkapsulovanou kyselinou olejovou nebo
volné lipozomy bez pfitomnosti lé¢iva. Po 48 hodinach byly odebrany vzorky kiZe,
zhomogenizovany, suspendovany a takto zfedéné vzorky byly naneseny na agarovou plotnu
a kultivovany pfes noc. Testy cytotoxicity samotného 1éCiva, lipozomalni formy IéCiva
a volnych lipozomli byly posouzeny na zdravé kizi mys$i. Po 24 hodinach byly odebrany
vzorky kiize, které byly nasledné fluorescenéné barveny a pozorovany pod mikroskopem.
Vysledky naznacuji, Ze lipozomy velmi ochotné fuzuji s povrchem bakterii. Potvrdilo se, Ze
lipozomalni forma kyseliny olejové je az dvanactkrat G¢innéj$i neZ volnd forma. To je
ptisuzovano praveé schopnosti rychlé fuze lipozomu s bakteriemi, ¢imz se do nich uvolni
obrovské mnozstvi 1é¢iva najednou. Histologicka i antimikrobialni analyza infikované kize
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mysi prokazala az 500x vyssi antimikrobialni G¢inek lipozomalni formy kyseliny olejové.
Barvené bunky zdravé mysi kize po aplikaci samotného 1é€iva, lipozomalni formy 1éc¢iva
a volnych lipozomi ani v jednom ptipad¢ neprokazali zvySenou miru apoptickych buné¢k [92].

PUMERANTZ, A. a spol. se zabyvali antimikrobialnim ucinkem lipozomalni formy
vankomycinu na methicilin-resistentni bakterii Staphylococcus aureus, jejiz ¢astou piic¢inou je
rozvoj plicni pneumonie. Metodou rehydratace fosfolipidového filmu byly pfipraveny
konvenéni lipozomy skladajici se z 1,2-distearoylfosfatidylcholinu (DSPC) a cholesterolu
v poméru 3:1. K enkapsulaci byl vyuzit vankomycin o koncentraci 50 mg/ml. Enkapsula¢ni
ucinnost byla stanovena pomoci metody HPLC na 9 %. Ke studiu antimikrobialniho ucinku
byly pouzity lidské leukemické makrofagy, které byly infikovany methicilin-resistentni
bakterii Staphylococcus aureus. Makrofagy byly inkubovany s bakteriemi a poté kultivovany
Vv pfitomnosti volného antibiotika, jeho lipozomalni formy ¢i prazdnych lipozomii. Po 1, 3
a 24 hodinach inkubace byly makrofagy zlyzovéany a jejich vzorky byly umistény na agar
zaGcelem kultivace pies noc. Detekce koncentrace vankomycinu uvniti bakterii byla
prokézana lyzi infikovanych makrofagli a naslednou analyzou pomoci metody HPLC.
Vysledky poukazuji na to, Ze minimalni inhibi¢ni koncentrace volného antibiotika
Vv porovnani s jeho lipozomalni formou je natolik vysoka, Ze u pacientl zpisobuje neptiznivé
ucinky jako naptiklad nefrotoxicitu. Lécba lipozomalnim vankomycinem vedla k vyraznému
pravdépodobné i kvuli zvySené schopnosti penetrace vankomycinu do cytoplasmy bakterii
vyvolané snadnou fuzi lipozomu s jejich cytoplazmatickou membranou [93].

LI, Y. a spol. se zabyvali studiem antimikrobialniho vlivu lipozomalni formy antibiotika
daptomycinu a lipozomalni formy klarithromycinu na Zzivotaschopnost biofilmu tvofeného
methicilin-resistentni bakterii Staphylococcus aureus. Pomoci rotacni vakuové odparky byly
ptipraveny lipozomy slozené z lecitinu, cholesterolu a DSPE-PEG v poméru 15:10:1. Pomér
mnozstvi daptomycinu ku mnozstvi fosfolipidi ¢inilo 1:320, pomér klarithromycinu
ku mnozstvi fosfolipidi naopak ¢inil 10:1. Byly pfipraveny lipozomy enkapsulované jak
obéma lécivy, tak lipozomy obsahujici pouze jedno enkapsulované antibiotikum.
Enkapsula¢ni G¢innost stanovend metodou HPLC u daptomycinu odpovidala hodnoté 92 %,
u klarithromycinu 94 %. Minimalni inhibi¢ni a baktericidni koncentrace lipozomalni i volné
formy antibiotik na bakterii Staphylococcus aureus byla stanovena pomoci bujonové dilu¢ni
metody. Biofilm byl oSetfen lipozomalnimi formulacemi a po 24 hodinach kultivace byly
pozorovany morfologické zmény biofilmu pomoci elektronové mikroskopie. In vivo
farmakodynamicka studie byla provedena na mysich, které byly randomizovany do skupin
neoSetfenych ¢i oSetfenych vSemi druhy uvedenych lipozomalnich systéml nebo samotnymi
1écivy. Mysi byly po tydnu pozorovani usmrceny a jejich vzorky krve a organli byly
homogenizovany, suspenzovany a kultivovany na plotnach ptes noc pii 37 °C. Histologické
vzorky tkané byly fluorescencné znaceny a pozorovany pod svételnym mikroskopem. In vitro
I in vivo testy uvadéji totozné vysledky, a ze koenkapsulace antibiotik do lipozomu je
antimikrobialné uc¢innéjsi nez lipozomy obsahujici enkapsulované pouze jedno antibiotikum,
pfesto vSechny lipozomalni systémy vykazovaly vys$§i ucinnost nez samotné volné
antibiotikum [94].
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3.2 Nosicové systémy antibiotika doxycyklinu

FRANKLIN R. K. a spol. zkoumali antimikrobialni uc¢innost lipozomalni i volné
injektovatelné formy doxycyklinu na bakterii Mycobacterium smegmatis, ktera v piipadé
imunosupresivnich osob mtize vyvolat infekce ran. Lipozomy byly pfipraveny metodou
vyuzivajici gradientu kyseliny sirové. Byly vytvofeny dva typy lipozomalnich systému
skladajicich se z DPPC/sfingomyelinu a cholesterolu v poméru 2:1. Enkapsula¢ni G¢innost
lipozoma ¢inila 98 % a 44 %. Farmakokinetika uvoliovani z lipozomt byla zkoumana
pomocim tandemové metody HPLC/MS na odebranych jaternich a krevnich vzorcich krys,
které byly oSetfeny bud cistym antibiotikem nebo obéma lipozomalnimi formulacemi.
Cytotoxicita volné i lipozomalni formy doxycyklinu byla ovéfena na vzorcich kize
odebranych v misté vpichu, které byly podrobeny histologické analyze, nebo na krevnich
makrofazich krys. Antimikrobidlni aktivita byla zkoumana na krevnich makrofazich, které
byly infikovany bakterii Mycobacterium smegmatis a ponechany kultivovat s pfidavkem
Cistého antibiotika nebo dvéma lipozomalnimi systémy. Po 24 a 48 hodinach byla t¢innost
detekovana pomoci pocitani bakterii pod mikroskopem nebo fluorescenénim barvenim
infikovanych makrofagi. Vysledky uvadéji, ze mira uvolilovani 1é¢iva u obou lipozomalnich
systémd je velmi podobna (cca 20 %) a byl potvrzen také jejich delsi vyskyt v krevnim fecisti.
Volné forma antibiotika doxycyklinu byla ozna€ena za cytotoxickou, navic zadna z pouzitych
koncentraci nebyla schopna dosdhnout minimalni inhibi¢ni koncentrace. Oba typy lipozomi
s enkapsulovanym doxycyklinem nevykazovaly toxicitu pro normalni zdravé bunky, zaroven
vSak vyvolaly vyraznou antimikrobidlni inhibici jiz ve velmi nizkych koncentracich
enkapsulovaného 1é¢iva a to prevazné po 48 hodinach experimentu [95].

MATSEMAKERS W.-J. a spol. zkoumali vliv biodegradabilni polymerni lipidové
matrice s enkapsulovanym doxycyklinem proti bakteriim rezistentnim na doxycyklin jako
methicilin-citlivy kmen Staphylococcus aureus a methicilin-rezistentni kmen Staphylococcus
aureus vyvolavajicich osteomyelitidu spojenou s kostnimi implantaty. Lipidova matrice byla
ptipravena z kopolymeru polylaktidu a polyglykolidu, DPPC, DSPC, cholesterolu
a doxycyklin hydrochloridu. In vivo studie pomoci metody HPLC odhadovaly, ze 25 %
enkapsulovaného doxycyklinu se uvolnilo prvni den, kazdy nasleduji jiz pouze 3 %
doxycyklinu. Bakterie obou kment byly inkubovany v pfitomnosti prazdnych matric nebo
téch, které obsahovaly inkorporovany doxycyklin. Pocet Zivotaschopnych bakterii byl
stanoven po 20 hodinach inkubace, kdy se bunécnéd suspenze ziedila a nanesla na agarové
plotny. Vyzkum in vivo byl provadén na mysich a kralicich s implantaty, jejichz povrch byl
potazen lipidovou matrici. Okamzité po implantaci byl do tohoto mista injekéné vpraven
pouze roztok PBS nebo roztok doxycyklinu. Den po implantaci byli mysi i kralici usmrceni
avzorky kuze, podkozni tkané¢ a suspenze ziskané z povrchu implantatu byly
homogenizovany a vysety na agarové plotny pro kultivaci. U kraliki bylo v krevni plazmé
méfeno mnozstvi doxycyklinu v riznych casovych intervalech metodou HPLC. Po jejich
usmrceni bylo hodnoceno mnoZzstvi antibiotika vyskytujictho se na povrchu implantétu.
Vysledky potvrzuji, Ze matrice spojend s inkorporaci doxycyklinu ajeho postupnym
uvoliovanim vede k vyrazné antimikrobialni u¢innosti poskytujici tak Gplnou ochranu proti
vzniku osteomyelitidy v kostech u obou rezistentnich kmenti. Okolni tkan na histologickych
fezech navic vykazovala normalni fyziologii [96].
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MISRA R. a spol. se zabyvali rozdilem mezi antimikrobidlnim 0¢inkem volného
antibiotika doxycyklinu a jeho enkapsulovanou formou na patogenni kmen bakterie
Escherichia coli. Doxycyklin byl metodou dvojité emulze enkapsulovan do nanocastic
piipravenych z kopolymeru polylaktidu a polykaprolactonu v poméru 80:20. Enkapsulaéni
ucinnost téchto nanocastic byla stanovena metodou HPLC a jejich hodnota se pohybovala
kolem 47 %. Stejnym zplsobem byla méfena i kinetika uvoliiovani doxycyklinu v Case.
Minimélni inhibiéni a baktericidni koncentrace volného antibiotika 1 nanocastic
s enkapsulovanym doxycyklinem byla stanovena na zdklad¢ bujonové dilucni metody
na bakterialnich koloniich Escherichia coli. Potvrdilo se, Ze nanocastice poskytuji
prodlouzené a postupné uvoliovani 1éCiva, ¢imz se zvySuje terapeuticka ucinnost léCiva.
K uvolnéni 90 % lé¢iva doslo az po 15 dnech experimentu. Minimalni inhibiéni i baktericidni
koncentrace enkapsulovaného doxycyklinu v nanocasticich byla o néco niz8i, coz opét
potvrzuje lepsi terapeutickou ucinnost nanocastic. Piesto vysledky poukazuji, Ze pouziti stejné
koncentrace volné a enkapsulované¢ formy ma pfiblizné stejnou antimikrobialni G€innost,
avSak v pripad¢ volné formy se terapeuticky ucinek brzy vytrati, coz vede k op€tovnému
nartstu bakterialni populace Escherichia coli. Nanoc¢astice vydrzeli stabilni pfiblizné 10 dni,
zatimco volny doxycyklin ztratil aktivitu jiZz po dvou dnech [97].

PEDRINI F. a spol. zkoumali antimikrobialni chovani doxycyklinu enkapsulovaného do
mikrosfér tvofenych kopolymerem polylaktidu a polyglykolidu na bakteridlni populaci
Staphylococcus aureus. Mikrosféry byly vytvoifeny metodou emulzni evaporizace v poméru
80:20. Enkapsula¢ni G¢innost mikrosfér byla méfena UV-VIS spektrofotometricky a jeji
hodnota byla stanovena na 83 %. Studium Kkinetiky uvolfiovani doxycyklinu z mikrosfér bylo
méteno téz spektrofotometricky a prokazalo, Zze se bé&hem péti dni uvolni 30-40 %
enkapsulovaného doxycyklinu. Testy cytotoxicity byly provadény na mezenchymalnich
kmenovych bunkach, které byly kultivovany v pfitomnost mikrosfér s enkapsulovanym
doxycyklinem, popiipadé bez ngj. Zivotaschopnost mezenchymalnich kmenovych bunék byla
vyhodnocena pomoci MTT testu. Mikrobiologické testy volné i1 enkapsulované formy
doxycyklinu byly provedeny pomoci agarového difuzniho testu na bakterii Staphylococcus
aureus, ktery byl vyhodnocen na =zakladé méfeni inhibi¢nich zon. Zjistilo se,
7e enkapsulovana forma doxycyklinu vyrazné napomdha preziti mezenchymalnich
kmenovych bunék pii stejné¢ vysoké davce doxycyklinu jako v ptipadé pouziti pouze
samotného 1éCiva. Navic se prokdzal zvySeny antimikrobialni ucinek doxycyklinu
enkapsulovaného do mikrosfér diky jeho postupnému uvoliiovani, coz mnohonasobn¢ zvysilo
terapeuticky ucinek a zamezilo opétovnému nartstu bakterialni populace [98].

COVER N. a spol. studovali antibakterialni aktivitu chitosanovych nanocastic
obsahujicich enkapsulovany doxycyklin na zivotaschopnost bakterialniho kmene Escherichia
coli. Chitosanové nanocastice s pritomnosti ¢i bez pritomnosti doxycyklinu byly pfipraveny
gelaci. Enkapsula¢ni ucinnost nanocastic byla stanovena spektrofotometricky na hodnotu
rovnou 53 %. Kinetika uvoliiovani doxycyklinu z nanocéstic byla uréena v riznych casovych
intervalech spektrofotometricky. Minimalni inhibi¢ni a baktericidni koncentrace volnych
chitosanovych nanocastic, chitosanovych ¢astic s enkapsulovanym  doxycyklinem
a samotného 1é¢iva byly stanoveny na zakladé bujonové diluéni metody. Cytotoxické testy
byly provedeny na lidskych epitelidlni bunkach vaje¢niku, které byly kultivovany spolu
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S prazdnymi nanocasticemi, enkapsulovanymi chitosanovymi nanocasticemi nebo samotnym
doxycyklinem. Test cytotoxicity byl vyhodnocen mikroskopicky pozorovanim morfologie
bun¢k nebo testem WST-1, kdy byla zivotaschopnost bun¢k urena spektrofotometricky
na zakladé mnozstvi pfeménéného formazanu v bunééné kultufe. Piestoze byla pro volny
a enkapsulovany doxycyklin pozorovana podobnd hodnota minimalniho inhibi¢niho
I baktericidniho ¢inku, chitosanové nanocastice prokazali pomalé a postupné uvoliovani
1é¢iva, ¢imz se zvysila pravdépodobnost tplné eliminace patogenu bez mozného opétovného
nartstu bakteridlni populace. Vysledky bunécné cytotoxicity ukazaly, ze oSetfeni bunck
vajeéniku samotnym antibiotikem vede k jejich vyrazné tmrtnosti, naopak chitosanové
Castice s enkapsulovanym doxycyklinem ani po péti dnech neindukovali zadnou toxicitu [99].

HOSSEINI S. M. a spol. se zabyvali syntézou lipidovych nanocastic s enkapsulovanym
doxycyklinem a jeho antibakterialnim vlivem na infekci fagocytd zvanou jako Bruceloza
zpusobenou nejcastéji bakterialnim kmenem Brucella melitensis. K piipravé lipidovych
nanocastic byl vyuzit palmovy olej, lecitin a poloxamer v poméru 100:10:1. Metodou dvojité
emulze byly pfipraveny nanocastice s pfitomnosti nebo bez pfitomnosti doxycyklinu.
Enkapsula¢ni u¢innost lipidovych nanocastic zjisténa metodu HPLC se pohybovala kolem
95 %. Stejnou metodou byla zkoumana kinetika uvolfiovani doxycyklinu z lipidovych
nanocastic v riznych ¢asovych intervalech, coz potvrdilo jeho postupné a pomalé uvoliiovani
spojené s lepSimi terapeutickymi U¢inky. Minimdlni inhibiéni koncentrace volné
i enkapsulované formy doxycyklinu byla zkoumana méfenim inhibi¢nich zén, které vznikly
na agaru po kultivaci téchto forem 1éCiva s bakterii Brucella melitensis. In vitro test
cytotoxicity volné a enkapsulované formy doxycyklinu byla studovana na fagocytech, jejichz
zivotaschopnost byla métena MTT testem. In vitro studium antimikrobialniho vlivu volného
a enkapsulovaného doxycyklinu na infekci probihalo na bakterii infikovanych fagocytech,
které byly po kultivaci zlyzovany a vzorky byly vysety na agar ke zjiSt€ni miry
zivotaschopnosti bakteridlnich bunék. In vivo antimikrobialni studium infekce naopak
probihalo na bakterii infikovanych krysach, které byly rozdéleny do ¢tyf skupin. Prvni z nich
byla nelécend, zbylé tfi byly léCeny volnym antibiotikem, antibiotikem enkapsulovanym
do lipidové nanocastice nebo volnymi nanocasticemi. Po dvou dnech byly krasy usmrceny
a extrahované vzorky jater a ledvin byly vysety na agar. Vysledky prokazaly, ze doxycyklin
enkapsulovany do nanocastic vykazuje vyssi antimikrobidlni u¢inek spojeny pravé s jeho
postupnym uvolilovanim z nanocastic. MTT test prokazal snizenou toxicitu enkapsulované
formy doxycyklinu v porovnani s jeho volnou formou. Studie antimikrobialniho vlivu in vitro
potvrzuji zvySenou terapeutickou G¢innost nanocastic diky jejich schopnosti vyrazné ovlivnit
zivotaschopnost bakterii nachazejicich se uvniti fagocyti. Stejné tak studie antimikrobidlniho
vlivu in vivo na krysach potvrdila lepsi terapeuticky ucinek souvisejici s potlatenim
opétovného rustu infekce zptisobené bakterialni populaci Brucella melitensis [100, 101].

3.3 Lipozomalni lécba plicnich infekei

L1 M. a spol. se zabyvali inhala¢nim podanim lipozomalni formy andrografolidu pro 1é¢bu
plicni pneumonie zptisobené bakterii Staphylococcus aureus. Lipozomy tvoiené sdjovym
lecitinem a cholesterolem v poméru 6:1 byly pfipraveny ethanolovou injekci a do podoby
suchého prasku byly pfevedeny lyofilizaci. Enkapsula¢ni Gi€innost lipozomti méfena metodou
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HPLC byla stanovena na 95 %. Metodou HPLC bylo potvrzeno postupné a pomalé
uvoliiovani aktivni latky z vodného stiedu lipozomii. Antimikrobialni aktivita samotného
léCiva a jeho lipozomalni formy byla detekovana na bakterii Staphylococcus aureus pomoci
bujonové dilucni metody. Plice krys byly infikovany vstiikem bakteridlni suspenze diky
dlouhé plastové trubici. Krysy byly rozdéleny do ¢ty skupin. Prvni byla oSetfena pouze
fyziologickym roztokem, druhd samotnym andrografolidem, tieti jeho lipozomalni formou
a posledni samotnym penicilinem slouzicim jako pozitivni kontrola. Po tiech dnech 1é¢by
byly krysy usmrceny a jejich homogenizované vzorky plic byly naneseny na agar. MySim
byla odebrana i krev pro posouzeni vlivu volné a lipozomalni formy bioaktivni latky na
zanétlivé reakce zkoumané imunohistochemicky a imunofluorescencné. Lipozomalni forma
andrografolidu vykazovala desetkrat silnéjSi antimikrobidlni ucinek proti bakterii
Staphylococcus aureus Vv piipadé in vivo i in vitro testi nez jeho volna forma. Enkapsulovany
andrografolid rychle avyrazné snizil mnozstvi prozanétlivych cytokind diky tomu, Ze
lipozomy jsou schopny Iépe interagovat s bunéénymi membranami. Postupné uvoliiovani
z lipozomu eliminovalo opétovny narist kolonii a vznik infekce [102].

PATIL J. S. a spol. zkoumali antibakterialni vliv lipozomalni formy rifampicinu
na tuberkulézu zptsobenou bakterii Mycobacterium tuberculosis. Metodou rehydratace
fosfolipidového filmu pomoci vakuové odparky byly pfipraveny lipozomy skladajici
se ze s6jového lecitinu a cholesterolu v poméru 60:40. Ptipravené lipozomy byly
lyofilizovany do podoby suchého prasku. Enkapsulaéni tuc¢innost byla stanovena
spektrofotometricky a jeji hodnota odpovidala 79 %. Spektrofotometricky bylo téz potvrzeno
postupné uvolnovani rifampicinu z vodného stfedu lyofilizovanych lipozomu. In vitro test
antimikrobialni aktivity byl proveden na kultufe Mycobacterium tuberculosis, ktera byla
kultivovana po dobu ¢tyf tydnu s lyofilizovanymi lipozomy a volnym rifampicinem. In vivo
testy byly provedeny na infikovanych krysach, které byly randomizovany do ¢tyf skupin.
Prvni dv& skupiny byly inhala¢né oSetfeny volnym a lipozomalnim rifampicinem. Druhym
dvéma skupinam byl volny a enkapsulovany rifampicin podan oralné. V nékolika Casovych
intervalech byla krysam z ocasni Zily odebrana krev, 1é¢ivo bylo extrahovano a jeho mnoZstvi
bylo ur¢eno chromatograficky. Studie in vitro prokazala, ze lipozomalni forma rifampicinu
vykazuje lepsi antituberkularni aktivitu a navic vykazovala maximalni Gi€innost jiz pti malych
koncentracich enkapsulovaného rifampicinu. Studie in vivo provedena na krysach potvrdila
prodlouzenou cirkulaci lipozomd v Kkrvi pfi inhalaéni i oralni administraci. V piipadé
inhala¢niho podani se v8ak ve stejnych ¢asech v Krvi objevovalo vyssi mnozstvi antibiotika,
coz je pravdépodobné zpusobeno vyhnutim se ,first-pass* efektu pifi prichodu jatry,
ve kterych dochazi k ¢aste¢né metabolizaci 1é¢iva [103].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Lipidy

1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfatidylcholin (PC 16:0) - DPPC
Anti Polar Lipids, Inc.

CAS: 63-89-8

Cislo sarze: 160PC-319

Mr: 734,05

1,2-dilauroyl-sn-glycero-3-fosfat (sodna sil PC 12:0)
Anti Polar Lipids, Inc.

CAS: 108321-06-8

Cislo 3arze: 840635P-200MG-A-024

Mr: 558,661

Cholesterol

Sigma Aldrich

CAS: 57-88-5

Cislo sarze: 26732-25G-F
Mr: 386,65

1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfoethanolamin-N-
[methoxy(polyethylenglykol)-5000] (amonna sil — PEGsooo-PE)
Anti Polar Lipids, Inc.

CAS: 474922-84-4

Cislo $arze: 880200P-200MG-A-059

Mr: 5744,965

Pufry

Fosfatovy pufr (PBS) —pH 7,4
PacReac AppliChem

CAS: 86-35-3

Cislo $arze: 271504-01

Antibiotikum

Doxycyklin hydrochlorid
Sigma Aldrich

CAS: 6358-69-6

Cislo $arze: BCBG0703V
Mr: 524,38

Rozpoustédla

Chloroform

Penta s.r.o.

CAS: 67-66-3

Cislo $arze: 2107210716
Mr: 119,38

Methanol

Sigma Aldrich

CAS: 67-56-1

Cislo $arze: 154903-2L
Mr: 32,04
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Rozpoustédla Deionizovana voda (ELGA)

LB Broth (Lennox)

Sigma Aldrich

CAS: 63-12-5

Cislo Sarze: 189903-26

Média a agary Agar Powder

HiMedia

CAS: 9002-188-0

Cislo 3arze: 0000454043

DMEM médium (Sigma Aldrich)

MTT (Duchefa Biochemie)
Trypsin (Versene EDTA)
Ostatni Fetalni bovinni sérum (HyClone)

Dodecylsiran sodny (Serva)
Dimethylsulfoxid (Sigma Aldrich)

4.2 Pouzité mikroorganismy a bunécné kultury

V této diplomové praci byl pro stanoveni antimikrobidlniho Uc¢inku jednotlivych
lipozomalnich forem doxycyklinu ur¢enych pro 1é¢bu lokalnich plicnich onemocnéni zvolen
grampozitivni bakterialni kmen Staphylococcus aureus CCM 885. Zminéna bakterialni
kultura byla ziskana z Ceské sbirky mikroorganismii Masarykovy univerzity v Brné.

Ke stanoveni cytotoxicity vybranych lipozomalnich forem 1é¢iv byly vyuzita bunééna linie
humannich keratinocytti zvana HaCaT (Human Keratinocytes Cell Line, permanent cell line)
pochazejicich ze sbirky bunéénych kultur Cell Lines Service z Eppelheim v Némecku.

4.3 Priprava koncentracnich iad doxycyklinu v PBS

Ke stanoveni enkapsulaéni G¢innosti antibiotika doxycyklinu a urceni kinetiky jeho
uvolnovani z jednotlivych lipozomalnich systémi byla sestrojena koncentracni fada v rozmezi
0,1-0,01 mg/ml doxycyklinu v PBS. Zasobni roztok PBS o hodnot¢ pH 7,4 wvznikl
rozpusténim PBS tablety ve 200 ml deionizované vody. Nejdiive byl pfipraven roztok
doxycyklinu o koncentraci 0,1 mg/ml. Jeho piesnym fedénim diky PBS vznikly jednotlivé
roztoky koncentra¢ni fady tohoto 1é¢iva. Toto rozmezi koncentraci doxycyklinu bylo zvoleno
kvali nizké enkapsulaéni ucinnosti hydrofilnich latek [47] a postupnému uvoliovani
enkapsulovaného doxycyklinu (viz kapitola 5.6).

Ke stanoveni optimalni koncentrace doxycyklinu pro enkapsulaci do vybranych
lipozomalnich systéml byla proméfena absorpéni spektra doxycyklinu v PBS Vv rozmezi
koncentraci odpovidajicich hodnotam 50-0,1 mg/ml. Redénim nejkoncentrovanéjiho roztoku
doxycyklinu byly piipraveny jednotlivé roztoky koncentracni fady tohoto 1éCiva. Toto
rozmezi koncentraci bylo zvoleno kvili zjisténi koncentrace, kterou by byl UV-VIS
spektrofotometr po enkapsulaci a postupném uvolfiovani doxycyklinu schopen detekovat.
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4.4 Ptiprava lipozomii

Nejprve byl piipraven zasobni roztok DPPC v chloroformu o koncentraci 20 mM.
Do such¢ a cisté vialky bylo navazeno presné mnozstvi DPPC, které bylo zalito ptislusSnym
objemem chloroformu. Tento zasobni roztok byl vyuzit pfi pfipraveé vSech typt lipozomalnich
systému, které se skladaly ze samotného DPPC, ale také z ptidavkd 30 mol. % kyseliny
fosfatidové, kombinaci ptidavku kyseliny fosfatidové s 10 mol. nebo 30 mol. % cholesterolu.
Zminéné molarni zastoupeni ptidavkl a jejich kombinaci bylo zvoleno na zaklad¢é diplomové
prace Ing. Jany Szabové, Ph.D [104].

Pro pfipravu jednotlivych lipozomalnich systémi o rtizném slozeni byly do suchych
a ¢istych vialek navazeny konkrétni piidavky komponent tak, aby jejich vysledna koncentrace
ve vzorku odpovidala zminénym moldrnim procentim z celkového mnozstvi fosfolipida.
Piesné navazky komponent byly rozpu$tény v zasobnim roztoku DPPC v chloroformu.
V ptipadé ptitomnosti kyseliny fosfatidové v pfipravovaném vzorku byl pro jeji uplné
rozpusténi priddn methanol. Pomér chloroformu ku methanolu ve vzorku je roven 5:1. Volné
odpatovani organickych rozpoustédel probihalo v digestofi. Na sténach vialky vznikl tenky
fosfolipidovy film, ktery byl nasledné rehydratovan deionizovanou vodou, PBS nebo
ptipravenym roztokem doxycyklinu v PBS 0 riznych koncentracich (2, 5 a 10 mg/ml).
Vysledna koncentrace DPPC ve vzorku ¢inila 1 mM. Takto vznikly roztok byl promichan na
vortexu a sonifikovan. Energie sonifikace ¢inila 3 kJ, pokud byl vSak ve vzorku pfitomen
cholesterol, byla energie navysena na 5 kJ. Sonifikace byla provedena pomoci ultrazvukové
sondy pti amplitudé 30 % [105].

Dalsim krokem byla pfiprava ,stealth lipozoma“ z DPPC a 6 mol. % polyethylenglykolu
vazaného na fosfatidylethanolamin (PEGsoo0-PE). Navazka PEGsee-PE byla rozpusténa
Vv takovém mnoZzstvi zadsobniho roztoku DPPC, aby vysledni koncentrace polyethylenglykolu
odpovidala zminénym molarnim procentim z celkového mnozstvi fosfolipidt. PEGsoeo-PE je
schopen ve vodném prostiedi samovolné tvofit micely. Tomu zabranime ptfidavkem niz$iho
mnozstvi energie béhem delsi doby sonifikace (po dobu 20 minut) ve vodni lazni pii teploté
40-45 °C [105, 106].

4.5 Centrifugace

Pro odstranéni neenkapsulovaného podilu doxycyklinu z jednotlivych lipozomalnich
roztokl s odlisnym sloZenim komponent byla pouZita centrifugace. Centrifuga¢ni zkumavka
(cut off: 30 kDa) byla naplnéna ptipravenym roztokem lipozomti, uzaviena vickem a vlozena
do centrifugy tak, aby nebyly membrany po stranach centrifuga¢ni zkumavky umistény
smérem K ose otaceni. Lipozomalni roztoky byly centrifugovany pii 4 000 ot/min po dobu
15 min [105]. Nasledn¢ byly zméteny objemy koncentratu a permeatu, které byly dale vyuzity
nebo podstoupily kvantitativni analyzu pomoci UV-VIS spektrofotometrie (viz kapitola 4.7).

4.6 Dialyza

Ke stanoveni kinetiky uvoliiovani doxycyklinu z jednotlivych lipozomalnich systému byla
vyuzita dialyza pfi teploté 37 °C (teplota lidského téla). Dialyzatory (cut off: 50 kDa) byly
naplnény roztoky koncentrati vzniklych po centrifugaci lipozomi, uzavieny vickem
a vlozeny do plastové nadoby naplnéné PBS. Kinetika uvoliiovani doxycyklinu byla métena
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V ¢asovém rozmezi 1-6 hodin od ptipravy lipozomalnich systému. Pravidelné po hodinach
od piipravy byly z dialyzator odebirany vzorky lipozomu, které byly nasledné vhodné
nafedény tak, aby nebyl v roztoku patrny sebemensi zakal. Takto nafedéné vzorky byly
podrobeny UV-VIS spektrofotometrii (viz kapitola 4.7) za tGelem uréeni mnoZstvi
uvolnéného doxycyklinu z lipozomd.

4.7 Charakterizace lipozomu

Pro charakterizaci a potvrzeni vzniku lipozomdlnich systéml s enkapsulovanym
doxycyklinem bylo vyuzito méfeni distribuce velikosti ¢astic a zeta potencialu na piistroji
ZetaSizer Nano (Malvern Instruments). Ke stanoveni enkapsulacni ucinnosti jednotlivych
lipozomalnich systémid a ke studiu kinetiky uvolnovani doxycyklinu byl pouzit
UV-VIS spektrofotometr (Hitachi U-3900H).

M¢teni distribuce velikosti ¢astic zastoupenych v lipozomalnim roztoku probihalo
ve sklenénych kyvetach pii teploté 25 °C. Kalibrace vzorku probihala 60 sekund. Kazdy
vzorek byl prométen tfikrat a z téchto hodnot byl vytvotfen primér. Vysledkem méfeni byla
zavislost intenzity rozptyleného svétla na velikosti ¢astic.

Zeta potencial na povrchu lipozomii byl méfen ve sklenénych kyvetach pti teploté 25 °C
zapomoci dip cell elektrody. Kalibrace vzorku probihala 60 sekund. Kazdy vzorek byl
prométen pétkrat. Vysledna hodnota zeta potencidlu odpovidala priiméru téchto peti méteni.

Meéteni na UV-VIS spektrofotometru probihalo v kiemennych kyvetach pfi laboratorni
teplot¢ 25°C. Byla meéfena absorpcni spektra vSech roztokdi v rozmezi vinovych
délek 200-600 nm. Nejdiive byla proméfena absorpéni spektra jednotlivych roztokl
koncentracni fady doxycyklinu piipravenych v PBS. Absorbance byla odecitana pfi vinové
délce rovné 350 nm [107]. Z téchto hodnot byla sestrojena kalibra¢ni kiivka zavislosti
absorbance na koncentraci roztokd doxycyklinu. Vysledkem méfeni byla linearni regresni
pfimka a kni pfisluSejici regresni rovnice vznikla proloZzenim vSech namétenych dat
(viz kapitola 5.1). Absorp¢ni spektra jednotlivych lipozomalnich systémt byla méfena jak
po odstranéni neenkapsulovaného podilu doxycyklinu pomoci centrifugace, tak pravidelné
po hodinach od pfipravy v prubéhu Sestihodinového dialyza¢niho procesu pii 37 °C.
Po centrifugaci byla na spektrofotometru métena absorpcni spektra permeatt, ve kterych byl
ptitomen pouze doxycyklin rozpustény v PBS. Béhem dialyzy byla naopak métena absorpéni
spektra lipozomd, tedy koncentrati vzniklych pii centrifugaci. Jako reference pii méfeni
absorpcnich spekter lipozomt byly vyuzity lipozomy o totozném slozeni komponent
bez enkapsulovaného doxycyklinu. Ze znalosti regresni rovnice byla stanovena koncentrace
doxycyklinu uzavieného v lipozomech v riznych casovych bodech z hodnoty absorbance
odectené pii vlnové délce rovné 350 nm. Hodnota enkapsulaéni G€innosti byla vypocitana
jako pomér koncentrace doxycyklinu enkapsulovaného v lipozomech a celkové koncentrace
doxycyklinu pouzitého pifi rehydrataci fosfolipidové dvojvrstvy. Rovnice vypoctu
enkapsulaéni u¢innosti lipozomi ma tvar:

Ce
EE (%) = 100, (2.4)

R
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kde EE =zna¢i enkapsula¢ni ucinnost, Cg je vyjadiuje koncentraci enkapsulovaného
doxycyklinu a Cr je koncentrace doxycyklinu, kterym byl pii piipravé lipozomalniho systému
rehydratovan fosfolipidovy film [46].

4.8 Stanoveni antimikrobialniho u¢inku

Pro kultivaci bakterialniho kmene Staphylococcus aureus CM 885 bylo pripraveno tekuté
LB médium, jehoZ koncentrace ¢inila 15 g/l. Do 100 ml sterilniho média byl napipetovanim
pieockovan 1 ml bakterialni kultury. Po zaoCkovani byly mikroorganismy kultivovany
v inkuba¢nim boxu s tfepanim pii teploté¢ 37 °C, ktera probihala 24 hodin. Veskera
manipulace s mikrobialni kulturou probihala za piesné definovanych a piisné kontrolovanych
hygienickych podminek.

4.8.1 Difuzni agarova metoda

Navazka Agar Powder (20 g/I) a LB Broth (15 g/l) byla rozpusténa v deionizované vode.
Takto pfipravend smés byla sterilizovana Vv tlakovém hrnci pfi teplot¢ 120 °C po dobu
35 minut a nasledné byla rozlita na sterilni plastové Petriho misky. Po ztuhnuti a vychladnuti
byla kazda agarova plotynka naockovana 100 ul tekutého LB média s bakterialni kulturou
Staphylococcus aureus (koncentrace 108 bundk/ml). Po vsaknuti bakterialni suspenze
do agaru bylo do agarovych plotynek pomoci obracené pipetové $picky vyhloubeno Sest
jamek, do nichz bylo napipetovano 50 pl testovaného vzorku. Prvni dvé jamky slouzily jako
negativni a pozitivni kontrola, do nichz bylo napipetovano PBS a 100 % dimethylsulfoxid.
Nejdiive byly na zbyvajicich jamkach provéteny jednotlivé koncentrace antibiotika
doxycyklinu v rozmezi 5-0,008 mg/ml. Teprve nasledné byly testovany dva lipozomalni
systémy slozené z DPPC a ptidavku 30 mol. % kyseliny fosfatidové a lipozomy z DPPC,
30 mol. % kyseliny fosfatidové a 10 mol. % cholesterolu. Zaroven byly testovany lipozomalni
systémy jak s enkapsulovanym antibiotikem, tak i bez pfitomnosti antibiotika jako jejich
kontrola. Agarové plotny byly umistény do inkuba¢niho boxu s tfepanim a kultivovany
pfiteplot¢ 37°C po dobu 24 h. Nasledujici den byly zméfeny inhibi¢ni zony vsech
testovanych vzorkd. Mefeni antimikrobidlni aktivity vSech testovanych vzorkd bylo
provedeno V triplikatech za i€elem stanoveni priméru inhibi¢ni zon.

4.9 Stanoveni cytotoxicity

Humanni keratinocyty linie HaCaT byly kultivovany v komerénim médiu DMEM,
do kterého bylo ptidano 10 % fetalniho bovinniho séra (FBS) a 1 % antibiotika. Pti kultivaci
bylo vyuzito médium a fosfatovy pufr uchované v chladu, proto je nutné tyto roztoky
pted pouZitim vytemperovat na teplotu 37 °C, aby nedoslo k tepelnému Soku bunék. Samotna
kultivace bun¢€k byla provadéna v inkubatoru nastaveném na teplotu 37 °C, s relativni vlhkosti
90 % a obsahem CO: 5 %. Veskera manipulace s bunécnymi liniemi probihala za piesné
definovanych hygienickych podminek. Bunky byly denné pozorovany pod mikroskopem
spolu s celym obsahem kultiva¢ni lahvicky.

Pii dosaZzeni konfluence nad 80 % nebo v pfipadé zmény barvy média (z Cervené
na oranzovozlutou) bylo pfistoupeno k pasdzovani bunék. Nejprve bylo z kultivacnich
lahvicek vylito médium a bunky byly tiikrat promyty v PBS. Poté byl pfidan trypsin z divodu
uvolnéni pfisedlych bunék ode dna kultivacni lahvicky. Ta byla vlozena do inkubatoru, kde
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byla ponechana 10 minut pii teploté¢ 37 °C. K uvolnénym bunikam bylo ptidano 5 ml PBS
a cely obsah kultiva¢ni lahvicky byl pfeveden do centrifugacni zkumavky. Po stoCeni bun¢k
byl vznikly pelet na dnu zkumavky rozsuspendovan v 5 ml ¢erstvého DMEM média. Médium
s bunkami bylo rozd€leno do dvou novych kultivacnich lahvicek, které byla doplnény
na pozadovany objem a Opét patiicné zkontrolovany pod mikroskopem.

491 MTT test

Cytotoxicita byla méfena prostiednictvim stanoveni aktivity —mitochondrialni
sukcinatdehydrogenazy. Prvotni postup byl shodny s pasazovanim buné¢k, kdy byl obsah
kultivacni lahvicky obsahujici uvolnéné keratinocyty pieveden do centrifugani zkumavky
a vznikly pelet byl rozsuspendovan v 5ml cerstvého média DMEM. Nésledné byla
mikroskopicky stanovena koncentrace bunék, kdy byl v poméru 1:1 smichan vzorek suspenze
bun¢k strypanovou modii. Vytvoiena suspenze byla pifevedena pod kryci sklicko
na Biirkerové komuirce. Bunééna kultura byla nafedéna na koncentraci 2-5-10° bunék/ml
a rozpipetovana na 96-jamkovou mikrotitraéni desticku. Do kazdé jamky bylo napipetovano
100 pl bunééné suspenze. Takto pfipravené desticky byly kultivovany v inkubatoru
po dobu 24 hodin.

Naésledujici den bylo médium z kazd¢ jamky odstranéno a nahrazeno stejnym objemem
cerstv¢ho DMEM média. Do jednotlivych jamek bylo pfiddno 100 pl pfipravenych
lipozomalnich systémt, které byly v ramci koncentra¢ni fady postupné fedény v poméru 1:1.
Jako kontrola slouzilo kultivaéni médium, PBS a 40% ethanol. Testovany byly dva
lipozomalni systémy — lipozomy z DPPC s ptidavkem 30 mol. % kyseliny fosfatidové
a lipozomy z DPPC s ptidavkem 30 mol. % kyseliny fosfatidové a 10 mol. % cholesterolu
(viz kapitola 5.8). Byly vyuzity jak lipozomy s enkapsulovanych 1é¢ivem, tak lipozomy
prazdné bez doxycyklinu. Prazdné lipozomalni systémy byly vhodné nafedény tak, aby
koncentrace lipozoml byla stejnd jako v jednotlivych roztocich koncentraéni fady
lipozomalni formy doxycyklinu. Na cytotoxicitu bylo otestovdno i samotné antibiotikum.
Takto piipraveni desticky byly opét kultivovany v inkubatoru po dobu 24 hodin.

Tteti den bylo z jamek odpipetovano médium spolu se vzorky a do jednotlivych jamek
bylo pfidano sterilni barvivo MTT v PBS o koncentraci 2,5 mg/ml. Po tfech hodinach
inkubace byly vzniklé formazanové krystalky rozpustény ptidavkem 10% dodecylsiranu
sodného v PBS. Za 24 hodin byl cytotoxicky test spektrofotometricky vyhodnocen pomoci
méteni absorbance pii vinové délce rovné 540 nm. Nakonec byla metabolickd aktivita
keratinocyt inkubovanych s lipozomalnimi systémy porovnana s mitochondrialni aktivitou
keratinocyti inkubovanych pouze v Cistém kultivaénim médiu. Pii poklesu absorbance
pod 50 % hodnoty absorbance bunééné kontroly byl dany vzorek vyhodnocen jako
cytotoxicky.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Kalibra¢ni kfivka doxycyklinu v PBS

Ke stanoveni enkapsula¢ni ucinnosti jednotlivych lipozomalnich systémi a ke studiu
kinetiky uvolnovani doxycyklinu z jejich lipozomalni struktury byla sestrojena kalibra¢ni
ktivka zavislosti absorbance pti 350 nm na koncentraci doxycyklinu v jednotlivych roztocich
koncentra¢ni fady. Kazdy roztok v rozmezi 0,08—-0,01 mg/ml byl prométen tfikrat, z cehoz byl
vytvoren pramér, ktery byl véetné¢ smérodatnych odchylek vynesen do grafické zavislosti.
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Obr. 10: Kalibracni kifivka zavislosti absorbance p7i 350 nm na koncentraci jednotlivych roztokii doxycyklinu

Z obr. 10 je patrné, ze kalibraéni kiivka v oblasti méfenych koncentraci vykazuje linearni
charakter, proto byla sestrojena linearni regresni pfimka, jejiz pfesna hodnota byla rovna:

y = 16,698 x (2.5)

5.2 Optimalizace sloZeni lipozomi v PBS

Nejdiive bylo nutné optimalizovat slozeni lipozomu tak, aby byly z hlediska jejich
fyzikalné-chemickych vlastnosti vhodné pro inhala¢ni podavéni 1éc¢iv a lécbu lokélnich
plicnich onemocnéni. Cilem bylo stanovit stabilitu vSech pfipravovanych lipozomalnich
systému ve fyziologickém pH, aby mohl byt vybran lipozomalni systém s takovym sloZenim
komponent, ktery by zajistil v pozadovaném casovém rozmezi dostate¢nou stabilitu, nez
dojde k jeho reorganizaci a vyssi mife uvoliiovani enkapsulovaného lé¢iva. Vybér vhodného
lipozomalniho systému probihal nazakladé méfeni kinetické stability prazdnych
lipozomalnich systémi v pribéhu esti hodin od jejich piipravy. Casové rozmezi experimentu
bylo zvoleno z divodu opakovaného terapeutického podavani 1é¢iv. Stabilita jednotlivych
lipozomalnich systémi byla posuzovana na zakladé nameéfenych indexd polydisperzity
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zjisténych pii méfeni distribuce velikosti lipozomu zastoupenych v roztoku PBS. Grafického
znazornéni zavislosti indexu polydisperzity jednotlivych lipozomélnich systémii na case,
ktery uplynul od jejich pfipravy, si mizete vSimnout na nasledujicim obr. 11.
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Obr. 11: Indexy polydisperzity vSech pripravenych prazdnych lipozomdlnich systémii

Jak jiz bylo zminéno V kapitole 2.1.4, hodnota indexu polydisperzity poukazujici
na monodisperzni systémy by méla mit hodnotu mens$i nez 0,3. To je v nasem piipade
zéadouct, jelikoZ potiebujeme, aby byly naSe lipozomalni systémy za fyziologickych podminek
stabilni. Naopak hodnoty indexu polydisperzity nad 0,3 odkazuji na moznou agregaci
lipozomt z diivodu jejich nestability. V pfipadé lipozomi sloZzenych ze samotného DPPC
a lipozomt z DPPC s ptidavkem 6 mol. % polyethylenglykolu doslo v pribéhu prvni hodiny
experimentu k vyraznym zménam polydisperzity, coz vypovida o vysoké mife reorganizace
jejich struktury. Z tohoto divodu byly jako systémy vhodné pro inhalaéni podavani 1é¢iv
a lécbu lokalnich plicnich onemocnéni vybrany dva lipozomalni systémy, jejichz hodnota
polydisperzity se ménila pozvolnéji a byla rovna nebo nizsi nez 0,3. Témito systémy byly
lipozomy tvotené z DPPC s ptidavkem 30 mol. % kyseliny fosfatidové a lipozomy skladajici
se z DPPC a piidavku 30 mol. % kyseliny fosfatidové a 30 mol. % cholesterolu. Proto byly
nasledujici experimenty provadény pouze na téchto vybranych lipozomalnich systémech.

5.2.1 Vhodné molarni zastoupeni cholesterolu v lipozomech

Domnivame se, ze inkorporace léCiva do lipozomalnich systémli mulZe ovlivnit jejich
stabilitu, proto jsme se rozhodli zamé&fit také na stanoveni kinetické stability lipozomalnich
systéml s enkapsulovanym lécivem. V piipad€ lipozomdlniho systému sloZzené¢ho z DPPC
s ptidavkem 30 mol. % kyseliny fosfatidové a 30 mol. % cholesterolu v prostfedi PBS se nam
podatilo piipravit lipozomy, které byly po celou dobu jejich studia charakteristické velmi
uzkou distribuci velikosti. Soucasn¢ se u téchto lipozomalnich systému vyskytoval pouze
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maly podil lipozomt, které nabyvaly vétSich velikosti ¢i v prub&éhu experimentu agregovaly
(viz obr. 20 v ptiloze). Zastoupeni téchto lipozomu s vétsi velikosti se v ¢ase nijak vyrazné
nezménilo. Z tohoto divodu, jsme si dovolili usuzovat, ze relativné¢ vysoka koncentrace
cholesterolu inkorporovaného ve fosfolipidové dvojvrstvé snizila jeji fluiditu, coz vedlo
k vyssi stabilité¢ ¢astic. PriliS vysoka stabilita lipozomalniho systému neni zcela Zadoucim
jevem kvuli zpomaleni uvolnovani 1éCiva a snizeni terapeutického uc¢inku samotného 1é¢iva.
Rozhodli jsme se snizit zastoupeni cholesterolu ve fosfolipidové dvojvrstvé, a to nejen kvili
pozadovanému zvySeni rychlosti uvoliovani léCiva, ale také proto, Ze vysoké zastoupeni
cholesterolu v lipozomech by mohlo byt pfi terapeutickém pouziti pro lidsky organismus
potencialné toxické [108]. Z téchto dtivodu jsme piipravili lipozomy s piidavkem 30 mol. %
kyseliny fosfatidové a 10 mol. % cholesterolu, které byly pii piipravé rehydratovany
ptipravenym roztokem doxycyklinu. Jak je patrné z grafického znazornéni uvedeného na obr.
12, index polydisperzity lipozomu s niz$i koncentraci cholesterolu se v priabéhu ¢asového
intervalu postupné zvysuje.
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Obr. 12: Indexy polydisperzity lipozomdlnich systémii v pritomnosti léc¢iva S riiznym mnoZstvim
inkorporovaného cholesterolu

Tento efekt by mohl poukazovat na skuteCnost, Ze snizené mnozstvi inkorporovaného
cholesterolu negativné ovlivnilo stabilitu lipozomalniho systému. Toto mnozstvi nebylo
schopno vtak vysoké mife snizit fluiditu fosfolipidové dvojvrstvy lipozomid jako
v predchozim piipadé a zvysit tak jejich stabilitu. Timto krokem by mohlo byt zajiSténo
zvySené uvoliovani doxycyklinu. | pfes jejich mirnou agregaci jsou lipozomy z DPPC
s ptidavkem 30 mol. % kyseliny fosfatidové a 10 mol. % cholesterolu v daném casovém
intervalu stile dostate¢né stabilni pro jejich lokalni terapeutické vyuziti. Proto
do nasledujicich experimenti za i¢elem stanoveni enkapsula¢ni G¢innosti lipozomt a kinetiky
uvolnovani doxycyklinu bude zahrnut i tento zminény lipozomalni systém. Distribuce
velikosti ¢astic zastoupenych v obou roztocich je uvedena na obr. 20 a obr. 21 v piiloze.
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5.3 Optimalizace koncentrace doxycyklinu pro enkapsulaci do lipozomii

Ke stanoveni optimdlni koncentrace doxycyklinu pro enkapsulaci do lipozomalnich
systétmli bylo proméfeno absorpéni spektrum doxycyklinu pfi riznych koncentracich.
K optimalizaci byly vyuzity lipozomalni systémy, které vykazovaly nejvyssi miru Kinetické
stability. Nejvyssi méfitelna koncentrace doxycyklinu odpovidala koncentraci 1 mg/ml
(vizobr. 22 v priloze). Na zakladé literarni reSerSe a detekce pomoci UV-VIS
spektrofotometrie byly ke studiu optimalni koncentrace doxycyklinu pro enkapsulaci
do lipozomu zvoleny koncentrace odpovidajici 2, 5 a 10 mg/ml.

Na zaklad¢ meéfeni kinetické stability vybranych lipozomalnich systémt v prabéhu Sesti
hodin od jejich pfipravy, béhem niz byly lipozomy rehydratovany tfemi vybranymi
koncentracemi doxycyklinu a jejichZ neenkapsulovany podil zatim nebyl z roztokt odstranén,
byla jako idedlni koncentrace doxycyklinu pro enkapsulaci do lipozomalnich systémii zvolena
koncentrace odpovidajici 2 mg/ml. Divodem je to, ze v prostfedi s vysSimi koncentracemi
doxycyklinu jsou lipozomy natolik nestabilni, ze dochézi k jejich vyrazné agregaci okamzité
po ptipravé. Tato skutecnost je pro prodlouzené uvoliiovani a opakované lokalni plicni pouziti
nezadoucim jevem. Grafické znazornéni indexu polydisperzity tfi vybranych lipozomalnich
systémuil pii méfeni kinetické stability po enkapsulaci doxycyklinu o koncentraci 2 mg/ml
naleznete na nasledujicim obr. 13. Distribuce velikosti lipozomii o stejném slozeni komponent
rehydratovanych vysSimi koncentracemi doxycyklinu (5 a 10 mg/ml) jsou znazornény
v ptiloze na obr. 23 az obr. 26.
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Obr. 13: Indexy polydisperzity vybranych lipozomdlnich systémii S enkapsulovanym doxycyklinem
0 koncentraci 2 mg/ml

5.4 Fyzikalné-chemicka charakterizace lipozomu

Pro posouzeni vlivu PBS a enkapsulovaného 1é¢iva na chovani lipozomt o rizném sloZeni
komponent fosfolipidové dvojvrstvy byly jednotlivé lipozomalni systémy rehydratovany
deionizovanou vodou, ¢istym PBS nebo roztokem doxycyklinu o koncentraci 2 mg/ml v PBS.
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5.4.2 Lipozomy z DPPC s piidavkem 30 mol. % PA

Po rehydrataci fosfolipidového filmu s ptidavkem 30 mol. % kyseliny fosfatidové
deionizovanou vodou vznikly lipozomy o stfedni velikosti odpovidajici (87 + 4) nm a zeta
potencialu o hodnoté (—38,3 + 2,5) mV. Narust zeta potencidlu do zapornych hodnot oproti
lipozomim tvofenym pouze samotnym DPPC ve vod¢ — stiedni velikost (93 + 5) nm a zeta
potencial (28,2 +2,8) mV — souvisi se zapornym nabojem kyseliny fosfatidové, ktera
se asymetricky inkorporovala na vnitini a vnéjsi fosfolipidovou dvojvrstvu. Asymetrické
rozdéleni je zplisobeno tvarem molekuly kyseliny fosfatidové, ktera se ochotnéji inkorporuje
na vnitini dvojvrstvu lipozomi vzhledem k jejimu vétSimu zakiiveni [105]. Pii rehydrataci
roztokem PBS se vytvorily lipozomy se stfedni velikosti odpovidajici (89 +3) nm a zeta
potencialu o hodnoté (27,8 + 2,2) mV. V obou prostiedich vznikly systémy, které se v ramci
odchylek nelisily velikostng¢, vyrazné se vSak liSily vramci jejich zeta potencialu.
Piedpokladame, ze navysSeni hodnoty zeta potencialu blize k nulové hodnoté je zptisobeno
zménou iontové sily V lipozomalnim roztoku Vv disledku ptitomnosti PBS. Mirny pokles
velikosti je patrny mezi lipozomy tvofenymi samotnym DPPC a lipozomy s piidavkem
kyseliny fosfatidové v obou prostifedich. Stfedni velikost lipozomid z DPPC vytvofenych
rehydrataci roztokem PBS ¢&inila (100 = 4) nm a zeta potencidl odpovidal hodnoté
(-1,1£0,5) mV. Pokles velikosti mize byt vysvétlen zvySenym elektrostatickym
odpuzovanim mezi jednotlivymi souhlasné nabitymi povrchy lipozomi s inkorporovanou
kyselinou fosfatidovou. Grafické znazornéni zmén stfedni velikosti a zeta potencialu
lipozomu v jednotlivych krocich kinetického experimentu je uvedeno na obr. 14. Distribuce
velikosti ¢astic zastoupenych v lipozomalnim roztoku je uvedena na obr. 27 v ptiloze.
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Obr. 14: Zména stiedni velikosti a zeta potencidlu lipozomii z DPPC s pridavkem 30 mol. % PA

43



Po rehydrataci roztokem doxycyklinu o koncentraci 2 mg/ml se vytvotily lipozomy se
stiedni velikosti odpovidajici (114 +4) nm se zeta potencialem o hodnoté (20,8 + 1,5) mV.
Je nutné zminit, Ze vV nasem experimentu byl vyuzit doxycyklin ve form¢ hydrochloridu, jehoz
disociace zvysila iontovou silu lipozomalniho roztoku. Lécivo pravdépodobné ovlivnilo
samotny agregacni proces lipozomi, ktery vedl k naristu stfedné velikosti lipozomu
v roztoku. Ze struktury doxycyklinu uvedené na obr. 8 vyplyva, ze doxycyklin mize soucasné
vykazovat, jak hydrofilni, tak ¢aste¢n¢ hydrofobni charakter, ktery mize byt jednim z divoda
nartstu stfedni velikosti lipozomi [106]. Poté co byl odstranén neenkapsulovany podil
doxycyklinu pomoci centrifugace se stiedni velikost lipozomu zvysila na (130 + 2) nm a zeta
potencial se posunul k zapornéjsim hodnotam na (-22,8 + 1,2) mV. Po Sesti hodinach dialyzy
se stiedni velikost lipozomalnich ¢astic mirné snizila na hodnotu (125 + 1) nm. V tomto
ptipad¢ byla hodnota zeta potencialu zménéna na (—24,6 + 0,8) mV. Zmény stiedni velikosti
lipozomd jsou zpusobeny samotnym centrifugatnim a dialyzaénim procesem. V jejich
prubéhu pravdépodobné doslo ke zménam iontové sily v lipozomalnim roztoku, které mohly
souviset se zménami zeta potencialu na povrchu lipozomd.

5.4.3 Lipozomy z DPPC s piidavkem 30 mol. % PA a 10 mol. % cholesterolu

Piidavek 10 mol. % cholesterolu a 30 mol. % kyseliny fosfatidové po rehydrataci
fosfolipidového filmu deionizovanou vodou zformoval lipozomy se stiedni velikosti ¢astic
rovné (78 £1)nm s hodnotou zeta potencialu (46,4 + 2,00 mV. Pi#i pouziti PBS
jako rehydrata¢niho ¢inidla se nam podafilo pfipravit lipozomy o hodnoté stiedni velikosti,
ktera ¢inila (80 £+ 1) nm, azeta potencialu rovnému (29,5 = 1,5) mV. V tomto piipadé
vznikly systémy s rozdilnymi zapornymi hodnotami zeta potencialu, jejichz stfedni velikosti
se od sebe v ramci odchylek nelisily. Usuzuje, Ze za zménou zeta potencialu stdla zména
iontové sily lipozomalni roztoku v disledku pouziti PBS k rehydrataci fosfolipidového filmu.
Zmény Si mizeme vSimnout v porovnani s lipozomy tvofenymi pouze piidavkem kyseliny
fosfatidové. Za narast hodnot zeta potencialu smérem k zaporné&jsim hodnotam je zodpoveédny
ptidavek cholesterolu, ktery je schopny obnazovat zaporné nabité Casti (fosfatové skupiny)
fosfolipidovych hlavicek DPPC sousedicich s inkorporovanym cholesterolem. Ke zmenSeni
lipozoml muze piispivat zvySené elektrostatické odpuzovanim mezi souhlasné nabitymi
povrchy lipozomu ¢i jiny agregaéni mechanismus lipozomalnich ¢astic [106].

Rehydratace fosfolipidového filmu roztokem doxycyklinu o koncentraci 2 mg/ml vedlo
ke tvorbé lipozomu o stfedni velikosti odpovidajici hodnoté (109 + 3) nm a zeta potencialu
rovnému hodnoté (-24,9 + 0,7) mV. Ke zvyseni stfedni velikosti lipozoml pravdépodobné
vedl jiny agregani mechanismus vyvolany piitomnosti doxycyklinu, ktery je schopen se diky
svému castecn€ hydrofobnimu charakteru inkorporovat do fosfolipidové dvojvrstvy.
Disociace doxycyklinu hydrochloridu zvySuje iontovou silu V lipozomélnim roztoku, ktera
se mohla podilet na zméné zeta potencidlu mezi lipozoméalnim prostfedim a povrchem
lipozomi [106]. Po centrifugaci pouzité k odstranéni neenkapsulovaného podilu doxycyklinu
z roztoku lipozomu se stiedni velikost ¢astic zvySila na hodnotu rovnou (123 + 5) nm a zeta
potencial ¢inil (26,8 £ 1,0) mV. Po dialyze se stiedni velikost lipozomalnich ¢astic snizila
na (115 + 1) nm. V tomto piipadé byla hodnota zeta potencialu zménéna na (-28,3 = 0,5) mV.
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Zmény stiedni velikosti lipozomii po centrifugaci a po dialyze jsou zptisobeny samotnymi
procesy centrifugace a dialyzy. Béhem nich miZe dochazet i ke zméné iontové sily
lipozomalniho roztoku, ktery ma vliv na zeta potencial nachazejici se na povrchu lipozomd.
Grafické znazornéni zmén stiedni velikosti a zeta potencialu lipozomt v jednotlivych krocich
kinetického experimentu je uvedeno na obr. 15. Distribuce velikosti ¢astic zastoupenych
Vv lipozomalnim roztoku je znadzornéna na obr. 28 v ptiloze.
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Obr. 15: Zména stredni velikosti a zeta potencialu lipozomii z DPPC s pridavkem 30 mol. % PA
a 10 mol. % cholesterolu

5.4.4 Lipozomy z DPPC s piidavkem 30 mol. % PA a 30 mol. % cholesterolu

Po ptidavku 30 mol. % cholesterolu a 30 mol. % kyseliny fosfatidové se nam rehydrataci
fosfolipidového filmu za pouZiti deionizované vody podafilo pfipravit lipozomy se stfedni
velikosti ¢astic o hodnoté (91 = 2) nm a hodnotou zeta potencialu rovnou (—60,5 = 7,1) mV.
Stfedni velikost ¢astic vzniklych rehydrataci fosfolipidového filmu ¢istym roztokem PBS
Cinila (94 = 2) nm a zeta potencial byl roven (-32,1 = 0,8) mV. Hodnoty zeta potencialii
se pohybuji ve stabilnich zdpornych hodnotéch, které jsou zptsobeny piitomnosti vysokého
mnozstvi cholesterolu a kyseliny fosfatidové. Pfredpoklddame, Ze zména zeta potencialu pfi
formulaci lipozomu v odlisSnych prostfedich nalezi zméné iontové sily. Velikostné se mezi
sebou lipozomy v ramci odchylky nelisily. Cholesterol ma tendenci obnazovat zaporn€ nabité
fosfatové skupiny zakladni komponenty DPPC. Cim vy$§i je mnoZstvi cholesterolu, tim vy3si
mira obnazeni néalezi témto fosfatovym skupinam na DPPC, proto je zeta potencial lipozomu
S vys$§im molarnim mnozstvi cholesterolu zapornéjsi nez u predeslych lipozomadlnich systémtl.
Vysoké molarni zastoupeni cholesterolu ve fosfolipidové dvojvrstvé je pravdépodobné
zodpovédné za narlst stfedni velikosti téchto lipozomil v porovnani s lipozomy tvofenymi
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pouze piidavkem kyseliny fosfatidové. V uvahu ptipada také jiny agregacni mechanismus
lipozomi vyvolany pfitomnosti obou komponent [105, 106].

Rehydratace lipozomt roztokem doxycyklinu vede ke vzniku Castic o stfedni velikosti
rovné (116 + 2,7) nm s hodnotou zeta potencialu rovnou (—27,5 + 2,4) mV. Léc¢ivo ovlivnilo
agregacni mechanismus lipozomalnich castic, ktery vedl k nartstu stfedni velikosti lipozomi
v roztoku. Zjeho struktury je patrny castecny hydrofobni charakter doxycyklinu, jehoz
inkorporace do fosfolipidové dvojvrstvy muze byt divodem vyssi stiedni velikosti lipozom.
Jeho disociace ovlivnila 1 iontovou silu roztoku, s ¢imz muze souviset zména zeta potencialu.
Po odstranéni neenkapsulovaného podilu doxycyklinu pomoci centrifugace byly v roztoku
pozorovany lipozomy se stfedni velikosti odpovidajici hodnoté (166 + 8) nm, jejichz zeta
potencial Cinil (-27,3 = 1,5) mV. Po dialyze se stfedni velikost lipozomalnich Castic snizila
na (129 + 1) nm. V tomto piipadé byla hodnota zeta potencialu zménéna na (28,4 = 0,5) mV.
Stiedni velikosti lipozomil jsou ovlivnény samotnym centrifuga¢nim a dialyza¢nim procesem.
Zmény hodnot zeta potencialu souviseji s iontovou silou PBS, popiipad¢ s jejimi zména
v prub¢hu centrifugace ¢i dialyzy. Grafické znazornéni zmén stfedni velikosti a zeta
potencialu lipozomt v jednotlivych krocich kinetického experimentu je uvedeno na obr. 16.
Distribuce velikosti ¢astic zastoupenych v lipozomalnim roztoku je uvedena na obr. 29
v piiloze.
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Obr. 16: Zmeéna stiedni velikosti a zeta potencidlu lipozomii z DPPC s pridavkem 30 mol. % PA
a 30 mol. % cholesterolu

5.5 Enkapsulaéni u¢innost lipozomui

Po odstranéni neenkapsulované¢ho podilu doxycyklinu ze tii vybranych lipozomalnich
systétmli byla stanovena jejich enkapsulacni uCinnost meéfenim absorpénich spekter
doxycyklinu na UV-VIS spektrofotometru (viz kapitola 4.7). Absorp¢éni spektra doxycyklinu
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byla stanovena méfenim permeatu vzniklého po centrifugaci vSech jednotlivych
lipozomalnich roztokti. Méteni kazdého vzorku probéhlo tfikrat v rozmezi vinovych délek
200-600 nm. Jako referen¢ni vzorek slouzil ¢isty roztok PBS v deionizované vodé.
Absorbance byla z absorpénich spekter ode¢tena pii 350 nm [107]. Z téchto hodnot byl
stanoven primér, z néhoz byla na zakladé znalosti kalibra¢ni kiivky uvedené v kapitole 5.1
zjisténa koncentrace doxycyklinu enkapsulovaného uvnitt lipozomti slozenych z odlisnych
komponent. Enkapsula¢ni ucinnost lipozomalnich systému byla stanovena po 1 hodiné
od jejich ptipravy z duvodu casové naro¢nosti dil¢ich kroki, které méfeni piedchazely.
Hodnota enkapsula¢ni uc¢innosti lipozomi byla spocitana podle vzorce uvedeného v kapitole
4.7. Vysledky piehledné uvadi nasledujici tab. 1.

Tab. 1. Enkapsulacni ucinnost jednotlivych lipozomdlnich systémii

LIPOZOMALNIi SYSTEM EE (%)

DPPC + 30 mol. % PA 48,2 +27
DPPC + 30 mol. % PA + 10 mol. % cholesterolu 20,8+1,3
DPPC + 30 mol. % PA + 30 mol. % cholesterolu 239+1,6

Jak si mtizeme vSimnout, nejvyssi enkapsula¢ni G¢innost byla namétfena u lipozomalniho
systému skladajiciho se z DPPC a ptidavku 30 mol. % kyseliny fosfatidové. Struktura
doxycyklinu vypovida o jeho hydrofilnim i ¢aste¢né¢ hydrofobnim charakteru. Inkorporace
doxycyklinu do fosfolipidové dvojvrstvy méla za nasledek vysokou enkapsula¢ni G¢innost
V porovnani s Cisté hydrofilnimi 1éCivy. Kombinace zakladni komponenty s piidavkem
kyseliny fosfatidové a cholesterolu vedla v porovnani s témito lipozomy ke snizeni
enkapsula¢ni ucinnosti. Tato skuteCnost je spojena s pfitomnosti cholesterolu, jehoz
inkorporace do fosfolipidové dvojvrstvy lipozoml omezila prostor pro inkorporaci samotného
antibiotika [106]. Mlzeme si v§imnout, ze molarni zastoupeni cholesterolu ma mirny vliv
na enkapsulaéni u¢innost lipozomi. Cholesterol ma tendenci ztuzit lipozomalni membranu
tim, Ze vyplni prostor mezi nedokonale sbalenymi fosfolipidy, drzi je pohromé a brani jejich
pohybu, ¢imZ zabrafiuje iniku enkapsulovaného 1é¢iva [10]. Cim vyssi je tedy mnoZstvi
inkorporovaného cholesterolu, tim lepsi ochrana je cholesterolem poskytnuta pfed unikem
doxycyklinu enkapsulovaného uvnitf vodného stfedu lipozomt ihned po jeho enkapsulaci.

5.6 Kinetika uvolfiovani doxycyklinu z lipozomu

Kinetika uvolniovani doxycyklinu z jednotlivych lipozomalnich systémi byla studovana na
zaklad¢ dialyza¢niho experimentu V ¢asovém rozmezi 1-6 hodin od jejich piipravy
(viz kapitola 4.6). Dialyza probihala v prostiedi PBS pti teploté lidského téla — 37 °C.
Do dialyzatoru byl umistén koncentrat vznikly po centrifugaci lipozomalnich systému a z n¢j
byl pravideln€ po hodinach odebiran vzorek, ktery byl podroben sniméni absorpcnich spekter
pomoci UV-VIS spektrofotometru v rozmezi hodnot vinovych délek 200-600 nm. Absorpcni
spektra doxycyklinu byla prométfena tiikrdt u kazdého lipozomdlniho systému.
Jako referen¢ni vzorek slouzily lipozomy o stejném slozeni bez piitomnosti doxycyklinu.
Absorbance byla z absorpéniho spektra odectena pii 350 nm [107] a z téchto hodnot byl
vytvoren pramér. Na zakladé znalosti kalibracni kiivky uvedené v kapitole 5.1 byla zjisténa
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zbyla koncentrace doxycyklinu enkapsulovaného uvnitt lipozomt slozenych z odliSnych
komponent. Mnozstvi zbylého enkapsulovaného doxycyklinu bylo ureno zpoméru
koncentrace doxycyklinu enkapsulovaného v lipozomech po uréeném case dialyzy
a koncentrace doxycyklinu, kterou byl rehydratovan fosfolipidovy film béhem jejich piipravy.
Procentuélni zastoupeni doxycyklinu, ktery ztistal enkapsulovany uvniti lipozomu o odlisSném
slozeni komponent, je uvedeno v tab. 2. Grafické znazornéni kinetiky uvoliovani
doxycyklinu =z jednotlivych lipozomalnich systému je uvedeno na obr. 17 spolu
S exponencialnimi regresnimi piimkami, ze kterych je mozné urcit zistatek doxycyklinu
uvnitf lipozomt Vv jakémkoliv ¢asovém bodé dialyza¢niho experimentu.

Tab. 2: Zustatek doxycyklinu v jednotlivych lipozomdlnich systémech

ENKAPSULACNI UCINNOST (%)
CAS (h) LIPOZOMALNI SYSTEM Z DPPC
+ 30 mol. % PA + 30 mol. % PA
17 S0k el + 10 mol. % chol + 30 mol. % chol
1 482 +27 20,8 +2,6 239+2.4
2 28,2 +2,0 15,6+ 1,2 183+1,8
3 18,5+2,4 11,4 +1,1 13,0+1,9
4 13,1 +1,7 7,5+0,6 8,5+22
5 7,9+2.0 44+02 54+14
6 43+0,8 24+15 32+1,1

Nejenze lipozomalni systém z DPPC s ptidavkem 30 mol. % kyseliny fosfatidové vykazuje
nejvyss$i enkapsulacéni GcCinnost, ale také vykazuje nejvyssi miru uvoliiovani doxycyklinu
v pritbéhu kinetického experimentu. Béhem prvni hodiny dialyzy se uvolnilo cca 42 %
pivodné enkapsulovaného léciva, coZ znaci, Ze tento lipozomalni systém nijak nebrani
uvolinovani 1é¢iva. S klesajicim mnozstvim enkapsulovaného 1é¢iva klesa i rychlost jeho
uvolfiovani, ptesto se vSak béhem Sesti hodin experimentu uvolni vétSina enkapsulovaného
doxycyklinu (piiblizng 91 %). Unik 1é¢iva zlipozomi je zptsoben jejich postupnou
reorganizaci v zdvislosti na ménicim se indexu polydisperzity. Tohoto trendu si miizeme
v§imnout V grafickém zndzornéni na obr. 13. Ptidavek cholesterolu k témto lipozomalnim
systémum zpusobuje ztuzeni fosfolipidové dvojvrstvy diky jeho schopnosti vyplnit prostor
mezi nedokonale sbalenymi fosfolipidy, drzet je blize pohromad¢ a branit jejich vzajemnému
pohybu [10]. Proto je béhem dialyzy pro doxycyklin t€z$i projit pies ztuzenou fosfolipidovou
dvojvrstvu v lipozomalni membrané. Diky pfitomnosti cholesterolu nebyla mira inkorporace
doxycyklinu do fosfolipidové dvojvrstvy lipozomti az tak vyrazna. Z téchto zminénych
divodl je uvoliovani doxycyklinu z lipozomalnich systémi s pfidavkem cholesterolu
V porovnani s pfechozim typem lipozomi mnohem pomalejsi a pozvolng&jsi. Nehledé na to, ze
lipozomy s ptidavkem 30 mol. % cholesterolu maji mirné vyssi enkapsulac¢ni ucinnost, rozdil
v Kinetice uvolnovani doxycyklinu v jednotlivych casovych bodech dialyzy se zda byt
minimalni, témét totozny. B&hem prvni hodiny dialyzy se z lipozomdlniho systému
s ptidavkem 10 mol. % cholesterolu uvolni piiblizné 25 % puvodné enkapsulovaného
¢i inkorporovaného doxycyklinu, u lipozomi s pfidavkem 30 mol. % cholesterolu je hodnota
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velmi podobna, ¢ini cca 23,5 %. V obou piipadech se po ukonéeni kinetického experimentu
uvolnilo piiblizné 87 % pavodné enkapsulované¢ho doxycyklinu. Rychlost uvoliovani klesa
mnohem pozvolnéji, nez je tomu u prechozich lipozomi. Lipozomy s ptidavkem kyseliny
fosfatidové i cholesterolu prokazaly schopnost pomalého a postupného uvoliovani 1é¢iva, coz
blizce souvisi s jejich potencialnim terapeutickym tuc¢inkem. Jelikoz zvySené molarni mnozstvi
inkorporovaného cholesterolu nijak vyrazn€ neovlivituje kinetiku uvoliovani léciva
z lipozomu, nebudou lipozomy svysSi koncentraci cholesterolu z davodu jejich
pravdépodobného toxického ucinku na lidsky organismus zahrnuty do antimikrobidlnich
ani do cytotoxickych testti [108].
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Obr. 17: Kinetika uvoliiovani doxycyklinu z lipozomii

5.7 Antimikrobialni uc¢inek lipozomu

Antimikrobidlni aktivita byla stanovena pomoci difuzni agarové metody na bakteridlnim
kmeni Staphylococcus aureus CCM 885. Testovany byly vzorky volné formy antibiotika
doxycyklinu, z néhoz byla pfipravena koncentra¢ni fada, dva vybrané lipozomalni systémy
s enkapsulovanym antibiotikem a dva typy lipozomi s totoZznym sloZeni komponent
bez ptitomnosti doxycyklinu. Jako kontrola bylo pouzito PBS a 100% DMSO. Kolem jamky
se sterilnim PBS se nevytvofila Zaddn4 inhibi¢ni zona, v ptipadé 100% DMSO byla viditelna
pouze minimalni inhibi¢ni zona o velikosti (0,5 = 0,1) mm. Nejdfive bylo na antimikrobialni
aktivitu testovano samotné antibiotikum doxycyklin v rozmezi koncentraci 0,008-5 mg/ml.
VSechny ziskané primérné hodnoty inhibi¢nich zon vyskytujicich se kolem jednotlivych
jamek s testovanymi vzorky jsou prehledn€ uvedeny v nasledujici tab. 3.

49



Minimélni inhibi¢ni koncentrace doxycyklinu schopna usmrtit 90 % bakteridlni populace
se v zavislosti na piitomnosti bakterialniho kmene Staphylococcus aureus pohybuje
Vv koncentracich okolo 8-32 pug/ml [109]. Proto byla antimikrobialni aktivita jednotlivych
koncentraci antibiotika doxycyklinu porovndna s primérnou hodnotou téchto minimalnich
inhibi¢nich koncentraci doxycyklinu, kterd je rovna 16 pg/ml. Jak si tedy mizeme vSimnout,
se zvySujici koncentraci antibiotika vyrazné roste i jeho antimikrobidlni aktivita, jelikoz
se zvysuje velikost inhibi¢nich zon nachazejicich v okoli jamek.

Tab. 3: Antimikrobidlni aktivita volné formy doxycyklinu

KONCENTRACE DOX VELIKOST INHIBICNi
(mg/ml) ZONY (mm)

5 16,6 + 0,6

2 15,3+0,7

1 14,0+0,3
0,5 13,8+ 0,4
0,25 13,3+0/4
0,125 12,7+0,5
0,063 11,9+0,8
0,032 11,0+ 0,6
0,016 95+0,8
0,008 7,2+0,3

Nasledné byly soucasné testovany dva typy lipozomalnich systému s enkapsulovanym
doxycyklinem i dva typy lipozomalnich systéml Stotoznym slozenim komponent
bez ptidavku doxycyklinu. Vysledné hodnoty primeérd inhibi¢nich zon jsou uvedeny v tab. 4.

Tab. 4: Antimikrobidlni aktivita jednotlivych lipozomalnich systémi

., , KONCENTRACE DOX | VELIKOST INHIBICNi
LIPOZOMALNI SYSTEM (mg/ml) ZONY (mm)
DPPC + 30 mol. % PA 1 15,1+0,2
DPPC + 30 mol. % PA 0 0
DPPC + 30 mol. % PA + 10 mol. % cholesterolu 0,5 16,8 +0,3
DPPC + 30 mol. % PA + 10 mol. % cholesterolu 0 0

Prazdné formy lipozoml nevykazovaly Zadny antimikrobidlni G¢inek, jelikoZ kolem jejich
jamek po difuzi lipozomalniho roztoku do agaru nevznikla zadna viditelna inhibi¢ni zo6na.
V piipad¢ lipozomalniho systému z DPPC s piidavkem 30 mol. % kyseliny fosfatidové,
jejichz enkapsulaéni ucinnost ¢inila pfiblizné 50 % (tedy 1 mg/ml doxycyklinu), se po 1 dni
inkubace objevila inhibi¢ni zona s polomérem (15,1 + 0,2) mm. V ptedchozi tab. 3 mizeme
vSimnout, Ze oproti samotnému antibiotiku o stejné koncentraci doslo k naristu poloméru
inhibi¢ni zény 0 1,1 mm, coz poukazuje na zvySenou antimikrobialni aktivitu lipozomalni
formy doxycyklinu proti bakterialnimu kmeni Staphylococcus aureus CCM 885. Toto tvrzeni
nam podporuje i druhy lipozomalni systém skladajici se z DPPC s pfidavkem 30 mol. %
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kyseliny fosfatidové a 10 mol. % cholesterolu, jejichz enkapsulac¢ni u¢innost se pohybovala
okolo 25% (0,5 mg/ml doxycyklinu). Nartst inhibi¢ni zoény je vtomto piipadé oproti
samotnému doxycyklinu o stejné koncentraci jesté vyraznéjsi a jeho rozdil ¢ini cca 3 mm.
Diivodem zvySené aktivity lipozomalnich forem antibiotika doxycyklinu je moZnost
pozvolného a postupného uvoliiovani léciva z lipozomil, jak jiz bylo experimentalné
potvrzeno v predchozi kapitole 5.6. Lepsi terapeuticky ucinek lipozomélniho systému z DPPC
s pfidavkem 30 mol. % kyseliny fosfatidové a 10 mol. % cholesterolu proti bakterialnimu
kmeni Staphylococcus aureus je vyvolan piitomnosti cholesterolu, ktery je schopen ztuzit
fosfolipidovou dvojvrstvu lipozomi alépe tak regulovat uvolnovani lé¢iva. Vyhoda
postupného uvolnovani 1éCiva z lipozoma tkvi také vtom, ze del$i piisobeni antibiotika
na bakterialni buniky zamezi jejich moznému opétovnému pomnozeni. Pokud se zvoli
dostatetné vysoka koncentrace antibiotika, bude i v lipozomalni formé¢ mozné predejit
ptipadném rozvoji rezistence. Lipozomy jsou navic schopny v uréité mife flzovat
S cytoplazmatickou membranou bakterii a pfendSet tak lé¢ivo pifimo do jejich
cytoplazmy [93]. Grafické znazornéni velikosti inhibi¢nich zon volné a dvou lipozomalnich
forem doxycyklinu se stejnou koncentraci enkapsulovaného Ié¢iva je uvedeno na obr. 18.
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u Lipozomalni formy
DOXYCYKLINU

Velikost inhibi¢ni zony (mm)

PA (1 mg/ml DOX) PA + 10 % chol (0,5 mg/ml DOX)

Volna a lipozomalni forma doxycyklinu
Obr. 18: Inhibicni zény volné a lipozomdlni formy doxycyklinu se stejnou koncentraci léciva

7y rwe

5.8 Cytotoxicky u¢inek lipozomi

Cytotoxicita pfipravenych lipozomt byla stanovena za ucelem posouzeni bezpe¢nosti
vici buitkach lidského organismu. Testovana byla pomoci standardntho MTT testu
na zdravych lidskych keratinocytech zvanych HaCaT. Testovany byly vzorky volné formy
antibiotika doxycyklinu, dva vybrané lipozomalni systémy s enkapsulovanym antibiotikem
a dva typy lipozomt s totoznym slozeni komponent bez ptitomnosti doxycyklinu. Prazdné
lipozomalni systémy byly vhodné nafedény tak, aby koncentrace lipozomu byla stejna jako
v roztoku lipozomalni formy doxycyklinu. VSechny vzorky byly v ramci koncentra¢ni fady
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postupné fedény v poméru 1:1. Jako negativni kontrola bylo pouzito cerstvé kultivaéni
médium (,,cell control) a PBS (,,vehicle control®), jako pozitivni kontrola 40% ethanol
(,,kill control”). Po 1 dni kultivace testovanych vzorkti s MTT byla spektrofotometricky
zméfena absorbance kultivaéniho média pii vinové délce odpovidajici hodnoté 540 nm.
Absorbance keratinocytti inkubovanych s volnou a lipozomalnimi formou doxycyklinu véetné
prazdnych lipozomu byla porovnana s absorbanci keratinocytti inkubovanych pouze v ¢istém
kultivaénim médiu. Pfi poklesu absorbance pod 50 % absorbance bunééné kontroly s Cistym
kultivacni médiem byl dany vzorek vyhodnocen jako cytotoxicky. Vysledky cytotoxického
testu shrnuje nasledujici tab. 5.

Tab. 5: Vysledky cytotoxického testu volné i lipozomdlni formy doxycyklinu

ZIVOTASCHOPNOST KERATINOCYTU (-)
LIPOZOMALNI SYSTEM Z DPPC
Koncentrace
DOX (mg/ml) Voln4 forma S enkapsulovanym DOX Prazdné bez DOX
DOX 0 0
+30. mol % PA :fg;‘;}'.'wfcml +30. mol % PA | ¥ f’oog‘;}'.'o/fciﬁl
0,5 243+ 1,4 303+0,8 - 75,6 +0,6 -
0,25 42,0+0,7 52,5+0,6 54,8+ 0,4 95,1+0,3 98,9 + 0,4
0,125 495+ 1,4 61,3+0,3 64,3 + 0,4 100 100
0,063 56,3+0,6 65,2+0,6 70,1+0,9 100 100
0,032 742+ 13 752 +0,6 76,4 +1,3 100 100
0,016 77,0 +0,3 86,1 +0,9 80,2 +0,7 100 100
0,008 89,9+1,6 76,5+ 0,7 91,2 +2,4 80,6 + 0,9 89+£0,9

Vzorek negativni kontroly (,,vehicle control“) s PBS zachoval 100% zivotaschopnost
keratinocytt, zatimco Zivotaschopnost keratinocyti inkubovanych se 40% ethanolem
(pozitivni kontrola) klesla na hodnotu (14,3 + 0,7) %. S klesajici koncentraci volné formy
antibiotika doxycyklinu v roztoku PBS postupné klesa i jeho toxicita. Neenkapsulovany
doxycyklin je pro keratinocyty toxicky v rozmezi koncentraci 0,125-0,5 mg/ml. Z tab. 5 je
dale patrné, ze ani jeden typ prazdnych lipozomalnich systémt nevykazuje toxicitu, jelikoz
pomér absorbanci vzhledem k negativni bunééné kontrole v kazdém ptipadé€ prekracuje 50 %.
Zivotaschopnost bun&k v piitomnosti prazdnych lipozomt neklesla pod 75 %. S klesajici
koncentraci lipozomt vzrista zivotaschopnost lidskych koznich bunék. Jedinou vyjimku tvori
vysoce ziedéné roztoky prazdnych lipozomt, které z diivodu snizené stability mohly na bunky
pusobit nepfiznivé (viz koncentrace 0,008 mg/ml), avSak ani v tom piipadé nevykazovaly
cytotoxicitu. Ze srovnani zivotaschopnosti keratinocytl oSetfenych stejnymi koncentracemi
volné a lipozomalni formy doxycyklinu je patrné, ze lipozomalni forma 1é¢iva vyrazné
prispivd k ochran¢ zdravych koznich bunék pfed cytotoxicitou samotného lé¢iva. Lze
se domnivat, Ze tato skuteCnost opct souvisi s pozvolnym a postupnym uvoliovani
doxycyklinu z lipozomi. K pieziti keratinocytd béhem kultivace s testovanymi vzorky je
nutnd pfitomnost kultivaéniho média, proto jiz pfi prvotnim oSetfeni testovanymi vzorky
vychéazime z fedéni 1:1

Enkapsula¢ni u¢innost lipozomalnich systémi slozenych z DPPC a 30 mol. % kyseliny
fosfatidové Cini priblizné 50 %, v lipozomech je tedy enkapsulovana koncentrace doxycyklinu
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odpovidajici cca 1 mg/ml. Tato enkapsulacni u€innost byla fedéna v poméru 1:1 s kultivaénim
médiem, proto pocatecni koncentrace v cytotoxickém testu ¢inila 0,5 mg/ml. Z grafického
znazornéni vysledkt cytotoxického testovani uvedeného na obr. 19 vyplyva, ze tato
koncentrace enkapsulované¢ho doxycyklinu je pro keratinocyty stale toxicka. AvSak pii dalSim
nafedéni doxycyklinu na koncentraci 0,25 mg/ml jiz lipozomalni systém pievySuje hranici
zivotaschopnosti koznich bunék, viabilita ¢ini cca 53 %. Dalsi fedéni 1é¢iva spolu s lipozomy
s pfidavkem kyseliny fosfatidové dale zvySuje Zivotaschopnost keratinocytl. Enkapsulacni
ucinnost lipozomalnich systémli z DPPC s pifidavkem 30 mol. % kyseliny fosfatidové
a 10 mol. % cholesterolu byla v porovnani s pfedchozim typem lipozomt polovi¢ni, Cinila
ptiblizné 25 %. V lipozomech tedy zlstalo enkapsulovano mnozstvi doxycyklinu odpovidajici
koncentraci cca 0,5mg/ml. Za tcéelem preziti keratinocytd b&hem kultivace a ziskani
relevantnich vysledkd byla tato koncentrace doxycyklinu enkapsulovana v lipozomech opét
nafedéna stejnym objemem kultivacniho média na koncentraci 0,25 mg/ml. Jak si mizeme
vS§imnout, prvotni koncentrace doxycyklinu nepiisobi na kozni buiky toxicky, tudiz by
pro terapeutické podani pravdépodobné nebylo potfeba dané vzorky dale tedit. S dalSim
fedénim lipozomalni formy doxycyklinu se déle zvysuje Zivotaschopnost koznich bunék.

100
90 I
X 80 &
o I
1;; 70 I ® Volna forma DOX
(=]
£ ]
‘5 60 m DPPC + 30 mol. % PA
2 (+DOX)
= 50
§ = DPPC + 30 mol. % PA
§- 40
2 30 DPPC + 30 mol. % PA +
g 10 mol. % chol (+DOX)
>
~N 20 m DPPC + 30 mol. % PA +
10 mol. % chol
10
0
0,5 0,125 0,063 0,032 0,016 0,008

Koncentrace doxycyklinu (mg/ml)

Obr. 19: Zivotaschopnost keratinocytii osetienych volnou a lipozomdalni formou doxycyklinu

Z porovnani hodnot zivotaschopnosti dvou typl lipozomalnich forem 1éCiv s totoznou
koncentraci enkapsulovaného doxycyklinu je patrné, ze vysSSi mira Zivotaschopnosti
keratinocytli je spojena s lipozomalnim systémem z DPPC s piidavkem kyseliny fosfatidové
a cholesterolu. Opét se zde projevuje pomalejsi uvolnovani doxycyklinu z lipozomi vlivem
piitomnosti cholesterolu, ktery ma tendenci stabilizovat fosfolipidovou dvojvrstvu a Iépe tak
zamezit uniku enkapsulovaného 1éciva. Zda se, ze lipozomy tvorené pouze piidavkem
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kyseliny fosfatidové s koncentraci doxycyklinu 0,016 mg/ml vykazuji pii této koncentraci
maximalni zivotaschopnost bunék, avSak s dal§im fedénim viabilita bunék klesla. Tato velmi
nizka koncentrace lipozomti pravdépodobné z divodu snizené stability lipozomalniho
systému vedla K reorganizaci jejich struktury, coz mélo negativni vliv na burky, a to
pravdépodobné i z divodu rychlého uvolnéni veskerého enkapsulovaného 1é¢iva. Proto byly
vliv nizké koncentrace lipozomu potvrzuji i lipozomy prazdné. Naopak lipozomalni systémy,
Vv jejichz struktuie byl inkorporovan také cholesterol, vykazuji i pfi takto nizké koncentraci
lipozomu Vv porovnani s volnou formou doxycyklinu o stejné koncentraci 1é¢iva toxicitu nizsi,
a to vcelém koncentracnim rozmezi. Divodem je vyssi stabilita tohoto lipozomalniho
systému vyvolana prave inkorporovanym cholesterolem.
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6 ZAVER

Diplomova prace byla zamétena na studium lipozomdlnich systémi funkcionalizovanym
cilenym lé¢ivem vhodnych pro inhala¢ni aplikaci. Hlavni ndplni diplomové prace bylo urceni
enkapsulaéni uc¢innosti doxycyklinu v zavislosti na odlisném slozeni komponent fosfolipidové
dvojvrstvy vybranych lipozomadlnich systéma a studium kinetiky uvolnovani doxycyklinu
z jejich struktury. V ramci potencialni aplikace zkonstruovanych lipozomu byl dale hodnocen
antimikrobialni a  cytotoxicky  u¢inek  vyvijenych  lipozomalnich  systému.
Jako mikroorganismus, ktery modeloval lokalni plicni onemocnéni, plicni pneumonii, byla
na zaklad¢ literarni reSerSe vybrana bakterie Staphylococcus aureus ajako antibiotikum
doporu¢ené pro 1écbu této  stafylokokové infekce byl zvolen  doxycyklin.
Z tyzikalné-chemickych charakteristik piipravenych lipozomalnich systémti se podafilo
optimalizovat sloZeni lipozomu tak, aby byly vhodné pro inhala¢ni podavani 1é¢iv a 1écbu
lokdlnich plicnich onemocnéni. Na zaklad¢ ptedchozich experimentalnich studii byla jako
zakladni komponenta lipozomt zvolena slou¢eniny DPPC, jelikoZ je nejhojnéji zastoupenym
fosfolipidem nachazejicim se Vv surfaktantu plicnich alveol. K této zédkladni komponenté byl
pfidan cholesterol a zaporné nabitd kyselina fosfatidovd za ucelem zajiSténi stability
lipozomélniho systému a zamezeni uniku inkorporovaného ¢i enkapsulovaného 1éciva. Dale
se podafilo vytvofit standardni operacni postup pro enkapsulaci antibiotika do nosi¢ovych
systémi a zvolit vhodnou koncentraci léCiva pro enkapsulaci, kterd méla dostatecnou
antimikrobialni u¢innost pro 1é¢bu plicni infekce vyvolané bakterii Staphylococcus aureus.
Fyziologické pH nachézejici se uvnitt plic simuloval fosfatovy pufr.

Prvni optimalizovany lipozomalni systém vhodny pro inhala¢ni podavéni 1é¢iv byl slozen
ze zékladni komponenty DPPC a piidavku 30 mol. % kyseliny fosfatidové. Enkapsula¢ni
ucinnost lipozomu Cinila (48,2 + 2,7) % z pivodniho mnozstvi doxycyklinu o koncentraci
2 mg/ml, kterym byl pii ptipravé rehydratovan fosfolipidovy film. Tato relativné¢ vysoka
hodnota enkapsulaéni u€innosti odpovida tomu, Ze doxycyklin mé& schopnost enkapsulovat
se jak do vodného stiedu lipozomu, tak do fosfolipidové dvojvrstvy. Uvolnovani doxycyklinu
ze struktury bylo postupné, avSak béhem prvni hodiny dialyzy se uvolnilo pfiblizné 42 %
pivodné enkapsulovaného doxycyklinu. Mira uvoliovani klesala spolu s klesajicim
mnozstvim enkapsulovaného doxycyklinu. Po Sesti hodinach dialyzy zistalo uvnitt lipozomt
enkapsulovano (4,3 + 0,8) %, coZ odpovida reZzimu spiSe kratkodobé aplikace.

Kombinace 10 mol. % cholesterolu a 30 mol. % kyseliny fosfatidové vedla k poklesu
enkapsulaéni u¢innosti oproti pfedchozimu lipozomalnimu systému. Enkapsulacni Uc¢innost
¢inila (20,8 £ 1,3) % z mnozstvi doxycyklinu, ktery byl pouzit pii pfipravé lipozomu. Tato
skute¢nost je spojena s piitomnosti cholesterolu, jehoZz inkorporace do fosfolipidové
dvojvrstvy lipozomt omezila prostor pro inkorporaci samotného antibiotika. Kinetické
experimenty potvrdily velmi pomalé a postupné uvolnovani doxycyklinu z jejich lipozomalni
struktury. V lipozomalnim systému s ptidavkem cholesterolu po Sesti hodinach dialyzy
zustalo enkapsulovano (2,4 + 1,5) % doxycyklinu z pivodné enkapsulovaného mnozstvi.
Inkorporovany cholesterol ma tendenci stabilizovat fosfolipidovou membranu tim,
ze vypliiuje prostor mezi nedokonale sbalenymi fosfolipidy, drZi je 1épe pohromadé¢ a brani
jejich pohybu. Diky tomu je schopen 1épe zabranit uvoliiovani enkapsulovaného doxycyklinu.
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Posledni optimalizovany lipozomalni systémem pro 1é¢bu lokalnich plicnich onemocnéni
byl slozen z DPPC a ptidavku 30 mol. % kyseliny fosfatidové a 30 mol. % cholesterolu.
U téchto lipozomalnich systému oproti lipozomlim s pfidavkem niz§iho mnozstvi cholesterolu
dochazi k mirnému navySeni enkapsula¢ni ucinnosti na (23,9 + 1,6) % z mnoZstvi
doxycyklinu, kterym byl rehydratovan fosfolipidovy film. NavySeni enkapsula¢ni ucinnosti
pravdépodobné souvisi s vy$$im mnozstvim cholesterolu, jehoz inkorporace zvysi stabilitu
lipozomalniho systému a Iépe tak zabrani uniku enkapsulovaného 1éciva. Po Sesti hodinach
dialyzy zustalo v lipozomech enkapsulovano (3,2 =+ 1,1)% doxycyklinu z ptvodné
enkapsulovaného mnozstvi. Mira uvoliovani doxycyklinu se mezi lipozomy s riznym
molarnim mnozstvim cholesterolu nijak vyznamné nelisila, proto byly lipozomy s ptidavkem
30 mol. % cholesterolu z divodu potencialni toxicity pro lidsky organismus vylouceny
Z antimikrobidlnich a cytotoxickych testu.

Antimikrobidlni testy obou typi lipozomdlnich systémil s enkapsulovanym lécivem
prokazaly vyrazn¢ vy$$i miru inhibi¢ni G¢innosti vici bakterialnimu kmeni Staphylococcus
aureus oproti volné form¢ antibiotika, kterda méla stejnou koncentraci. Velikost inhibi¢ni zony
po vystaveni bakteridlni populace lipozomalnimu systému slozenému z DPPC a ptidavku
30 % kyseliny fosfatidové s enkapsulovanym doxycyklinem (koncentrace 1 mg/ml) Cinila
(15,1 £ 0,2) mm. Velikost inhibi¢ni zoény volného antibiotika s koncentraci odpovidajici
1 mg/ml nabyvala hodnoty (14,0 + 0,6) mm. MiZeme zde pozorovat nartist o 1,1 mm.
V ptipadé lipozomdlniho systému tvoieného z DPPC s ptidavkem 30 % kyseliny fosfatidové
a 10 mol. % cholesterolu, které maji uvniti jejich struktury enkapsulovany doxycyklin
o koncentraci 0,5 mg/ml, velikost inhibi¢ni zény ¢inila (16,8 + 0,3) mm. Zoéna ¢istého
antibiotika byla mensi o cca 3 mm, ¢inila tedy (13,8 £ 0,4) mm. Divodem zvySené
antimikrobialni aktivity lipozomalnich forem doxycyklinu je moznost jejich pozvolného
a postupného uvoliovani 1é¢iva. Vyhoda lipozomalni formy doxycyklinu dale tkvi v tom, Ze
jsou lipozomy schopny v ur¢ité mife flazovat s cytoplazmatickou membranou bakterii
a prenaset tak 1é¢ivo piimo do jejich cytoplazmy.

Z cytotoxickych testll vyplyva, Ze obé pfipravené lipozomalni formy lé¢iva jsou schopny
ochranit Zivotaschopnost zdravych lidskych keratinocytd pfed toxicitou samotného
antibiotika. Vyvinuté lipozomalni systémy se vyznacuji vysokymi enkapsulacnimi a¢innostmi
doxycyklinu, jehoz uvolnéni je i1 ptes jejich lipozomalni formulaci pro buiky toxické.
Koncentrace doxycyklinu, pii které nejsou lipozomalni systémy vyhodnoceny jako
cytotoxické, byla stanovena na 0,25 mg/ml. Volna forma doxycyklinu byla stanovena jako
netoxicka pti koncentraci 0,063 mg/ml.

Na zéaklad¢é vSech uvedenych vysledki lze konstatovat, ze se podatilo ptipravit pfimo dvé
lipozomalni formy lé¢iva doxycyklinu s odliSnym sloZzenim komponent, které by byly
Z hlediska fyzikalné-chemickych vlastnosti, enkapsulacni uc€innosti, kinetiky uvoliiovani
1é¢iva a jejich antimikrobidlniho G¢inku vhodné pro inhalaéni podavani 1é€iv 1 1é€bu lokéalnich
plicnich onemocnéni. Jako nejvhodné&jsi byl vyhodnocen lipozomalni systém tvoieny z DPPC
s ptidavkem 30 % kyseliny fosfatidové a 10 mol. % cholesterolu. Divodem je mnohem
pomalejsi a postupnéjsi uvoliovani doxycyklinu z lipozomalni struktury, coz velmi blizce
souvisi s potencialné lepSim terapeutickym ucinkem spojenym s vysSi mirou antimikrobialni
aktivity, pfestoZe je jejich enkapsulacni G€innost polovi¢ni oproti lipozomim tvofenym pouze
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piidavkem kyseliny fosfatidové. Kombinace kyseliny fosfatidové a cholesterolu také Iépe
chrani zivotaschopnost keratinocytl, a to pii stejné koncentraci enkapsulovaného 1éCiva,
coz se opét poji s pomalejSim a pozvolnéj$im uvolnovani doxycyklinu z lipozomi. Z hlediska
fyzikalné-chemickych vlastnosti maji vyvinuté lipozomalni systémy vhodnou velikost
i kinetickou stabilitu v oblasti fyziologického pH, coz je dalsi pozitivem potvrzujicim jejich
aplika¢ni potencial.

Vystupem diplomové prace je navrh vhodného nosi¢ového systému pro antibiotikum
doxycyklin uréené pro 1é¢bu lokalniho plicniho onemocnéni, plicni pneumonie, nicméné
V praci nebyl fesen transport ¢astic piimo do plic. Samotny transport a¢ uz diky nebulizatorim
nebo inhalatorim, by mohl ovlivnit slozeni navrzeného lipozomalniho systému. Pravé do
oblasti cileného transportu lipozomalnich ¢astic do plic by mohl na tuto diplomovou praci
navazovat dalsi vyzkum.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam zkratek

DPPC
DOX
pH

CPP
Tm
SUvV
LUV
MLV
MVV
PDI
FDA
EMA
EPR
HIV
CHOPN
PA
PEGs00-PE
PE
AIDS
30S
tRNA
MRNA
MTT
NADH
EE
CCD
HPLC
DSPE-PEG
DSPC
HSPC
PC

PBS
MRSA
VRSA
UV-VIS
HaCaT
DMEM
FBS
CO;

1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin
doxycyklin (hydrochlorid)

vodikovy exponent

kriticky sbalovaci parametr

teplota mezifazového piechodu

mald unilamelarni vezikula

velkd unilamelarni vezikula

velkd multilamelérni vezikula

multivezikularni vezikula

index polydisperzity

Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv

Evropska agentura pro 1é¢iva

zvysSena propustnost a retence

virus lidské imunitni nedostatecnosti
chronicka obstruk¢ni nemoc plic

kyselina fosfatidova

polyethyleglykol o Mr 5000 navdzany na PE
fosfatidylethanolamin

syndrom ziskaného selhani imunity
sedimentacni koeficient 30

transferova ribonukleova kyselina
messengerova ribonukleova kyselina
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazolium bromid
nikotinamidadenindinukleotid

enkapsulaéni ucinnost

multikanalovy fotodetektor

vysokou¢inna kapalna chromatografie
1,2-distearoyl-sn-glycero-fosfoethanolamin-N-[amino(polyethylenglykol)]
1,2-distearoylfosfatidylcholin

hydrolyzovany sojovy fosfatidylcholin (lecitin)
fosfatidylcholin

fosfatovy pufr

methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
vancomycin-rezistentni Staphylococcus aureus
oblast ultrafialového a viditelného svétla
human keratinocytes cell line (lidské keratinocyty)
Dulbecco’s modified eagle medium

fetalni bovinni sérum

oxid uhliity

67



8.2 Seznam symboli

d(H)

S — A>T ® 5T 4x0

moo
m x m

68

hydrodynamicky pramér castic

transla¢ni difuzni koeficient
Boltzmannova konstanta

termodynamicka teplota

viskozita disperzniho prostiedi
elektrokineticky potencial

permitivita prostredi

zeta potencial

funkce souvisejici s polaritou rozpoustédla
absorbance

transmitance

dopadajici zativy tok

prosly zafivy tok

koncentrace HPTS po enkapsulaci
koncentrace HPTS pii rehydrataci fosfolipidového filmu
enkapsula¢ni ucinnost
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Obr. 20: Distribuce velikosti lipozomit (DPPC + 30 mol. % PA + 30 mol. % cholesterolu) s enkapsulovanym
doxycyklinem o koncentraci 2 mg/ml v case
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Obr. 21: Distribuce velikosti lipozomii (DPPC + 30 mol. % PA + 10 mol. % cholesterolu) s enkapsulovanym

doxycyklinem o koncentraci 2 mg/ml v case
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Obr. 23: Distribuce velikosti lipozomii (DPPC + 30 mol. % PA) s enkapsulovanym doxycyklinem o koncentraci
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Obr. 22: Absorpéni spektra doxycyklinu pri riznych koncentracich
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Obr. 24: Distribuce velikosti lipozomii (DPPC + 30 mol. % PA) s enkapsulovanym doxycyklinem o koncentraci
10 mg/ml v case
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Obr. 25: Distribuce velikosti lipozomii (DPPC + 30 mol. % PA + 30 mol. % cholesterolu) s enkapsulovanym
doxycyklinem o koncentraci 5 mg/ml v case
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Obr. 26: Distribuce velikosti lipozomii (DPPC + 30 mol. % PA + 30 mol. % cholesterolu) s enkapsulovanym

Intenzita rozptyleného svétla (-)
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Obr. 27: Distribuce velikosti lipozomii z DPPC s pridavkem 30 mol. % PA
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Obr. 28: Distribuce velikosti lipozomii z DPPC s pridavkem 30 mol. % PA a 10 mol. % cholesterolu
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Obr. 29: Distribuce velikosti lipozomit z DPPC s piidavkem 30 mol. % PA a 30 mol. % cholesterolu
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