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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva studiem inkorporace nizko a vysokomolekularnich latek
do liposomalnich systémut. Cilem prace bylo stanovit enkapsula¢ni ucinnost (EE) vybranych
latek a vliv jednotlivych komponent liposomalniho systému na EE. Liposomy byly pfipraveny
z dipalmitoylfosfatidylcholinu, stabilizovany byly pifidavkem cholesterolu a ptfidavkem
kyseliny fosfatidové =ziskaly zaporny naboj. Stealth vlastnosti ziskaly navazanim
polyethylenglykolu a ptidavkem trimethylchitosanu byl umoznén vstup liposomt do krevniho
feCisté paracelularni cestou. K inkorporaci do liposoml byl pouzit vitamin C a enzym
bromelain. Ke zjisténi enkapsulacni a¢innosti liposomu pfipravenych kombinaci jednotlivych
slozek byla pouzita metoda UV-VIS spektrofotometrie. Bylo zjisténo, ze vitamin C a enzym
1ze inkorporovat do liposomd, kdy enzym vykazuje vyssi EE. Dale bylo zjisténo, Ze nejvetsi
vliv na EE ma kyselina fosfatidova a trimethylchitosan, ktery zvySuje EE vitaminu C a naopak
snizuje EE enzymu.

ABSTRACT

This master’s thesis deals with the study of the incorporation of low and high molecular weight
substances into liposomal systems. The aim of the work was to determine the encapsulation
efficiency (EE) of the active substance and the influence of individual components of the
liposomal system on EE. Liposomes were prepared from dipalmitoylphosphatidylcholine. They
were stabilized by cholesteroland and phosphatidic acid was added to give a negative charge.
Stealth properties gain the binding of polyethylene glycol and other trimethyl chitosan we
enabled the entry of liposomes into the bloodstream by the paracellular pathway. Vitamin C
and the enzyme bromelain were used for incorporation into liposomes. UV-VIS
spectrophotometry was used to determine the encapsulation efficiency of liposomes prepared
by combining the individual components. It has been suggested that vitamin C and the enzyme
can be incorporated into liposomes, but an enzyme with a higher EE. Furthermore, phosphatidic
acid and trimethyl chitosan have been found to affect EE, which increases the EE of vitamin C
and decreases the EE of the enzyme.

KLICOVA SLOVA

Enkapsula¢ni ucinnost, liposomy, trimethylchitosan, vitamin C, bromelain, UV-VIS
spektrofotometrie

KEYWORDS

Encapsulation efficiency, liposomes, trimethyl chitosan, vitamin C, bromelain, UV-VIS
spectrophotometry
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1 UVOD

Léciva s proteinovou ¢i peptidovou povahou nabyvaji v posledni dobé€ na dilezitosti pii 1é¢be
riznych onemocnénich (napf. diabetes mellitus, trombodza). Jejich neinvazivni administrace
muize byt problémova vzhledem ke ztratam funkCnosti téchto 1éCiv, protoze proteinova
a peptidova 16&iva jsou sami o sob& nestabilni a maji kratkodoby G&inek. Resenim by mohlo
byt zaclenéni l1é¢iva do vhodného nosice — liposomu. Enkapsulaci téchto 1é¢iv do vhodnych
komplext, které jsou schopné tyto latky ochranit, se zabyva ¢im dal tim vice vyzkumd.
Liposomy jsou malé vezikuly, které se skladaji z fosfolipidi a jsou schopné nést jak hydrofilni,
tak 1 hydrofobni molekuly. Dnes se pomémé hojné vyuzivaji stealth liposomy, které maji na
svém povrchu hydrofilni polymer, ktery zabraiuje spusténi nezddouci imunitni reakce, a tim
se prodluzuje doba, kterou liposomy stravi v krevnim ob&hu. Pro neinvazivni administraci je
nutné k liposomum piidat latku, ktera to umozni. Trimethylchitosan (TMC) patii mezi latky,
které jsou schopny umoznit jak inhalacni podavani 1é¢iv, tak 1 podavani peroralni. TMC je
derivatem chitosanu a mezi jeho velké vyhody patii schopnost rozpustit se ve fyziologickém
pH. Do krevniho feciste se 1éCivo muze dostat paracelularni cestou pres tzv. tésné spoje, které
trimethylchitosan, diky svému kladnému naboji, otevira.

Ing. Jana Szabova se ve své diplomové praci [1] zabyvala moznym komplexnim
liposomalnim systémem pro distribuci 1é¢iv pro inhalaéni podani, ktery byl pfipraven
kombinaci stealth liposomu s trimethylchitosanem. Stealth liposom byl sloZzen z neutralniho
fosfolipidu fosfatidylcholinu, cholesterolu, zaporného fosfolipidu (kyselina fosfatidova)
a polyethylenglykolu navéazaného na fosfatidylethanolaminu. Ing. Jané Szabové se ve své
diplomové praci podafilo dokazat, ze i ptes vrstvu polyethylenglykolu je kyselina fosfatidova
schopna pomoci elektrostatickych interakci vytvofit s trimethylchitosanem pouzitelny nosicovy
systém.

Z tohoto diivodu jsme se rozhodli v praci pokracovat a cilem této prace je tedy zjistit, zda lze
inkorporovat nizkomolekularni latku (vitamin C) a vysokomolekularni latku, kterou
predstavuje protein (enzym bromelain) do komplexniho liposomélniho systému, ktery navrhla
Ing. Jana Szabova a jaky vliv maji jednotlivé slozky systému na enkapsulacni ti¢innost.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Liposomy

V 60. letech 20. stoleti bylo zji§téno, ze diky hydrataci suchého lipidového filmu vznikaji
uzaviené sférické vezikuly (liposomy), které se podobaji miniaturnim bunéénym organelam
s lipidovymi dvojvrstvami. Tento objev a nasledny vyzkum liposomti umoznil najit potencialni
vyuziti liposomi jako biodegradovatelnych a biokompatibilnich nosict 1é¢iv. Liposomy byly
navrzeny jako nosi¢e léCiv pro zvySeni ucinnosti nebo snizeni toxicity (nebo obojiho)
pavodniho 1é¢iva [2].

Obr. 1: Struktura liposomu [3].

Liposomy (obr. 1) jsou malé vezikuly kulovitého tvaru, které se skladaji z biologicky
odbouratelnych ptirodnich nebo syntetickych fosfolipidii. Fosfolipidy jsou amfifilni molekuly,
které se vyznacuji tim, ze maji hydrofilni hlavou a dva hydrofobni acylové fetézce [4]. Polarni
hlavy se orientuji smérem k vodnému prostiedi a hydrofobni fetézce tvoii vnitini oblast
membrany a tvoii tak dvojvrstvu. Tato struktura jim pomaha zapouzdiit ve vodé rozpustné
slozky v hydrofilni ¢asti a v tucich rozpustné slozky v lipidové ¢asti. Tato vlastnost se pouziva
ke zméné farmakokinetického profilu 1éCiv, bylin a vitamintl i enzymu. Velikost liposomu se
pohybuje v rozmezi od nanometri az do nékolika mikrometri. Velikost liposomi hraje
dulezitou roli pii urCovani doby cirkulace liposomu a jak velikost, tak pocet dvojvrstev
ovlivilyji zapouzdreni 1éCiva uvnitt liposomu [5]. Na zakladé své velikosti a po¢tu dvojvrstev
jsou liposomy rozdéleny na multilamelarni vezikuly (MLV) a unilamelarni vezikuly [6].
Unilamelarni vezikuly se dale klasifikuji jako velké unilamelarni vezikuly (LUV) a malé
unilamelarni vezikuly (SUV) [7]. Multilamelarni vezikuly jsou sestaveny z nékolika
soustfednych fosfolipidovych dvojvrstev oddélenych vodnou fazi a unilameléarni jsou slozeny
pouze z jedné fosfolipidové dvojvrstvy obklopujici jedno vodné prostredi (viz obr. 2) [8].
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Obr. 2: Znazornéni struktury MLV a unilameldrnich vezikul [5].

MLV vezikuly patii mezi nejvétsi a jejich velikost dosahuje hodnot 1-5 um. Velikost SUV
vezikul se pohybuje v rozmezi od 20 nm az po 100 nm, zatimco LUV vezikuly dosahuji
rozméra 100-250 nm [9].

Vlastnosti liposomt se vyrazné li§i podle slozeni lipida, povrchového naboje, velikosti
a zpusobu pripravy. Vybér komponent dvojvrstvy dale urcuje ,,tuhost™ nebo ,,tekutost™ a naboj
vezikuly. Nenasycené druhy fosfatidylcholinti z pfirodnich zdroji (vajeCny nebo sojovy
fosfatidylcholin) poskytuji mnohem propustnéjsi a méné stabilni dvojvrstvy, zatimco nasycené
fosfolipidy s dlouhymi acylovymi fetézci (napt. dipalmitoylfosfatidylcholin) tvoii tuhou, spise
nepropustnou dvojvrstvou strukturu [6].

Vzhledem k jejich velikosti, hydrofobnimu a hydrofilnimu charakteru, degradovatelnosti,
biokompatibilité¢ a nizké toxicité se liposomy hojn€ pouzivaji jako nosi¢e mnoha molekul
v kosmetickém a farmaceutickém primyslu. Liposomy enkapsulované hydrofobni i hydrofilni
latky chrani pred degradaci a zaroveni umoziuji jejich uvolfiovani na konkrétnich mistech, ¢imz
zjednodusuji specifické dodavani 1éCiv napt. do nadorovych tkani (pomoci EPR efektu) [6].

2.1.1 Priprava liposomu

Liposomy mohou byt pfipraveny pomoci Siroké skaly metod, které zahrnuji kombinace lipidu
s vodnymi roztoky, kdy tyto metody pfiprav urCitym zptsobem ovliviuji vlastnosti liposomu
(velikost, lamelarita a Uc¢innost zapouzdieni) [4]. Nejbe€zné€ji pouzivanymi metodami pro
pfipravu liposoma jsou rehydratace fosfolipidového filmu a nahrazeni organickych
rozpoustédel vodnym roztokem (odpafovani v reverzni fazi a injekce organického
rozpoustédla). Rehydratace fosfolipidového filmu nasledovana michanim, také znama jako
Banghamova metoda, spociva v rozpusténi lipidi ve vhodném organickém rozpoustédle, jako
je chloroform nebo methanol (¢i jejich kombinace). Po tomto procesu je nasledné odstranéno
rozpoustédlo za snizeného tlaku, rotacnim odpafovanim, dokud neni vytvoren tenky film. Poté
je tenky film hydratovan vodnym roztokem nad teplotou fazového prechodu, coz vede k tvorbé
MLV liposomu [10].

Po rehydrataci fosfolipidového filmu nasleduje redukce velikosti vezikul. Divodem
pfipravy malych unilamelarnich liposomtl je, ze vétsina liposomalnich 1é¢ivych pripravka jsou
mensi Castice, které vyzaduji vyrazné zmenSeni velikosti z nékolika mikrond na pramér 50—
200 nm. Nejcastéji je vyuzivana ultrazvukova technika, obvykle pouzivajici sonifikatory typu
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lazné nebo sondy, které narusuji MLV. Dalsi metody, které se pouzivaji pro zmenSeni velikosti
castic jsou homogenizacni techniky, které spoléhaji na srazky castic vysokou rychlosti a metody
nizkotlaké extruze liposomu, které prostfednictvim fady filtri s definovanymi prameéry pora
také snizuji velikosti castic [11].

2.1.2 Stealth liposomy

Klasické liposomy jsou z krevniho ob&hu odstranény velmi rychle imunitnim systémem
a nestaCi se vstebat z krevniho fecisté do tkani. Proto bylo zapotiebi prodlouzit cirkulacni
obdobi liposomil. To umoznil vyvoj dlouhodobé cirkulujicich liposomi (stealth liposomy), kdy
se do liposomové kompozice zaclenil synteticky polymer polyethylenglykol (PEG). Ukazalo
se, ze pritomnost PEG na povrchu liposoméalniho nosice prodluzuje dobu, kterou liposomy
stravi v krevnim obé&hu a zaroven snizuje fagocytozu makrofagy [12].

PEG je linearni polymer s mnoha uziteCnymi vlastnostmi, jako je biokompatibilita,
rozpustnost ve vodném a organickém prostredi, nizka toxicita a dobra kinetika vyluCovani.
Polyethylenglykol mulze byt zaclenén na liposomalni povrch rlznymi zplsoby,
ale v soucasnosti nejrozsirenéj§i metodou je ukotveni polymeru v liposomalni membrané pres
zesitény lipid (fosfatidylethanolamin) [13].

O H
H \/ﬂ\o/
n

Obr. 3: Struktura polyethylenglykolu [14].

Inertni charakter PEG je zaloZen na jeho molekularni konformaci ve vodném roztoku, kde
PEG vystavuje nabité hydrofilni skupiny a vykazuje velmi vysokou povrchovou hydrataci
(sterické branéni). PEG je schopny zabranit proteinim a dalSim biomolekulam pfiblizit se
k povrchu, ktery PEG obklopuje. Funkénost PEG jako povrchového ochrance je proto
interpretovana jako biokompatibilita [15]. Biokompatibilita je nejCastéji pouzivany termin pro
popis vhodnych biologickych pozadavki na biomaterialy pouzivané ve zdravotnictvi. Tento
termin zahrnuje biofunkcnost, biologickou inertnost, bioaktivitu a biologickou stabilitu.
Biokompatibilni latka je takova, kterou okolni tkar a lidské t€lo pfijima bez nezddouci imunitni
odpovédi, alergickych reakci, zanétlivych nebo chronickych problémd, a navic biokompatibilni
latky nejsou karcinogenni [16]. Pojem ,,biokompatibilni povrchy* se pouziva k definovani
povrchi, které lidské télo piijme bez vzniku jakychkoli nezadoucich reakci a jednou z moznosti
vyroby takovych povrchi je vytvoreni permanentni chemické vazby mezi povrchem materialu
(substratem) a PEG. PEG lze pouzit, pravé diky biokompatibilité, pro ,,maskovani“ 1éCiv,
implantatt, umélych zdravotnickych prostfedku, 1ékarskych nastroju atd. [15].
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2.2 Chitosan a N, N, N-trimethylchitosan
2.2.1 Chitosan a duvody modifikace

Chitosan je netoxicky, semikrystalicky, biologicky rozlozitelny a biokompatibilni linearni
polysacharid tvofeny pfevazné z jednotek glukosaminu a N-acetylglukosaminu, ktery je
obsazen v chitosanu v mensim mnozstvi. Obsah glukosaminu a N-acetylglukosaminu urcuje
stupeti deacetylace chitosanu. Cisty chitosan (sloZen pouze z glukosaminu) neni v pfirodé jako
takovy pfitomen, a proto jej nelze pfimo extrahovat z pfirodnich zdroji, nejcastéji se chitosan
nachazi v kombinaci s chitinem, coz je druhy nejrozsifenéj§i polysacharid v pfirodé po
celuloze [17].

CH,OH CH,OH CH,OH
OH
@ O 0
0O, o\
OH\
H NH» OH NH»> OH NH»

- =1

Obr. 4: Struktura chitosanu [1].

Chitosan se obvykle ziskava deacetylaci N-acetylglukosaminovych jednotek chitinu [17].
Deacetylace chitinu se provadi chemickou hydrolyzou za alkalickych podminek nebo
enzymatickou hydrolyzou v pfitomnosti konkrétnich enzymu jako je napt. N-deacetylasa [18].
V piirodé je chitin pfitomen v zivych formach a konkrétn€ji v hmyzu a korySich, kde
predstavuje hlavni slozku jejich exoskeletu. Chitin je také pfitomen v bunécné sténé neékterych
hub. Chitosan ma pozoruhodné biologické vlastnosti, diky kterym je vhodny pro pouziti
ve farmaceutickych a biomedicinskych oborech (nové systémy pro dodavani 1éCiv, tkanovém
inzenyrstvi). Chitosan ma dobré mukoadhezivni vlastnosti diky svému pozitivnimu naboji,
ktery zvySuje adhezi na sliznici a tim i dobu kontaktu pifi pronikani l1éku. Diky svym
hemostatickym vlastnostem je chitosan dobrou moznosti pro obvazy ran. Antibakterialni
vlastnost chitosanu navic omezuje riziko infekce [15].

Chitosan je polykation, jehoz hustota naboje zavisi na stupni deacetylace a pH. Chitosanové
fetézce jsou schopny interagovat elektrostatickymi interakcemi s negativné nabitymi
molekulami. Chitosan neni rozpustny ve fyziologickém pH (7,4), je rozpustny pouze v kyselych
roztocich o pH nizs§im nez 6,5, coz je hlavni nevyhoda formulaci 1éCiv [15]. Jako ucinné feseni
ke zlepSeni jeho rozpustnosti a antibakterialni aktivity ve vodném prostiedi byly navrzeny ¢etné
modifikace chitosanu, jako je karboxymethylace, kvarternizace a alkylace. Typicky
kvarternizace je asi nejslibn€j§i modifikaci diky své multifunkénosti spolu s pfiznivou
rozpustnosti ve vSech hodnotach pH [19].
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2.2.2 Syntéza N, N, N-trimethylchitosanu

N, N, N-trimethylchitosan (TMC), nejjednodussi forma kvartenizovaného chitosanu, byla
obecné syntetizovana chitosanovou reakci s prebytkem methyljodidu za silnych alkalickych
podminek, za pouziti N-methyl-2-pyrrolidonu (NMP) jako rozpoustédla a jodidu sodného jako
katalyzatoru. Dale byl syntetizovan kombinaci chitosanu s formaldehydem za vzniku Schiffovy
baze, nasledovanou reakci s redukénim ¢inidlem a poté s methylhalogenidem. Téméf vSechny
reakce se vSak provadéji za silnych zéasaditych podminek s vysokou teplotou, coz vede
k nezadouci O-methylaci. Tento druh vedlej§i reakce je téméf nekontrolovatelny a snizi
rozpustnost TMC ve vodném médiu [19].

Prvni Gispé$na syntéza ve vode rozpustného TMC s vysokym stupném kvaternizace a nizkou
dimethylaci byla dosazena Sievalem a spol. roku 1998 za pouziti dvoustupiiové redukcni
methylacni reakce [20].

2.2.3 Vlastnosti N, N, N-trimethylchitosanu

TMC, ktery je derivatem kationtového polymeru obohaceného o pozitivni naboj, vykazuje
dobré mukoadhezivni vlastnosti, lep§i pronikani a dodavani léCiva. Dale ma TMC také
antimikrobialni vlastnosti. V neposledni fade je TMC Ucinny pii zvySovani transportu malych
hydrofilnich sloucenin, velkych molekul a peptidovych 1é¢iv pres bunééné monovrstvy [21].
Epitelialni buiiky (stfevni, respiracni a rohovkové) maji kolem sebe mukozni povrch pres ktery
se peptidova a proteinova léciva s nizkou lipofilni rozpustnosti obtizné dostavaji. Paracelularni
transport téchto 1éCiv 1ze vyznamné ulehcit pravé pouzitim TMC, ktery reverzibilné otevira
tésné spoje, které jsou umisténé mezi epitelidlnimi buiikami. ZlepSena propustnost bez
poskozeni membrany epitelialnich bunek byla prokazana experimenty in vitro i in vivo [22; 23].
Dulezitou roli v propustnosti hraje pozitivni naboj molekularni struktury a rozsah N-alkylace.
TMC s vysokou pozitivni hustotou naboje vykazoval transport s vyssi efektivitou [24].

2.3 Zpusoby podavani

Farmaceutické slouceniny (1é¢iva) se podavaji za ucelem dosazeni terapeutického ucinku u lidi
nebo zvirat. Podavani 1é¢iva miize byt stabilni, fizené nebo cilené. Jsou znamy rizné aplikacni
systémy a mnoho 1éka se podava prostrednictvim rozmanitych konvencnich 1ékovych forem
pro dodavani 1€k, jako jsou roztoky, krémy, smeési, pasty, masti, prasky, Cipky, suspenze,
injekce, pilulky, tobolky a tablety s okamzitym uvolfiiovanim. Nové systémy s mnohem lepSim
terapeutickym potencidlem zahrnuji systémy s fizenym uvolfiovanim, rychle se dispergujici
davkové formy, liposomy, systémy maskujici chut, transdermalni naplasti, aerosoly a mistné
specifické dodaci systémy [25].

Léky se do téla zavadéji raiznymi zptusoby. Volba vhodné cesty zavisi na farmakokinetickych
a farmakodynamickych vlastnostech 1é¢iva, 1ékové forme, ve které je 1éCivo dostupné, a také
na v€ku a podminkach pacienta. Proto mohou byt léky uzivany napt. oraln€, sublingvalné,
intravenozne, intramuskularné, rektalné, transdermalné, inhala¢né atd. Kazda z té€chto cest ma
své specifické vyhody a nevyhody, které jsou popsany v tab. 1 [26].
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Tab. 1: vyhody a nevyhody riiznych zpiisobii pro podcavdni lécCiv [26].

Zpusoby podavani Vyhody Nevyhody
Vyhneme se First— pass efektu
Sublingvalné Rychla absorpce Maly limit davky nepfijemné pro
(podavani pod jazyk) Stabilita 1éCiva nekteré pacienty
Lze podavat lokalné
MO w b !t 7w 14 k/ d 4 k
Snadné a bezbolestné Hze ynilzllizcrl;lzn:u(sgz:t)a Ve,
Ruzné 1ékové fi tablety, kapsl
Orilné uzné Iekove formy (tablety, kapsle, First pass efekt

(podavani tsty)

Inhala¢né
(podavani pres plice)

Rektalné
(podavani do
konec¢niku)

Intravenozné
(podavani do zil)

Intramuskularné
(podavani do svall)

Subkutanné
(podavani pod kizi)

Transdermalné
(podavani pres
dermalni vrstvu kize)

rychlé/pomalé uvoliiovani)
Mozna vysoka davka
Velky povrch pro absorpci

Vyhneme se first pass efektu
Velky absorp¢ni povrch

Vyhneme se first pass efektu
Uzite¢né pro déti
Lécivo se uvoliiuje v pomalém,
ustaleném stavu

Ptimy vstup do krevniho feciste
Obchazi travici systém
Neposkozuje plice ani sliznice
Rychly nastup acinku

Je mozny trvaly efekt

Muze byt podavan samostatné
Pomalé, ale uplné vstiebavani

Vyhneme se first pass efektu
Trvalé a kontrolované podavani pomoci
transdermalniho systému
Snizeni vedlejsich ucinka spojenych se
systémovou toxicitou
Dobra piijatelnost a shoda s pacientem
Pohodlné a bezbolestné (neinvazivni)

Lécivo muze interagovat
S potravinami
Nevhodny pro pacienty v bezvédomi
Problémy s regulaci pfesného
mnozstvi davky
Potize s podavanim léku pomoci
inhalatoru

Neptedvidatelna absorpce, pacienti ji
Spatné€ pfijimaji

Zvysené riziko infekce a pfedavkovani
Riziko poskozeni perifernich zil nebo
tepen
Omezeno na vysoce rozpustné 1éky
Strach pacientu
Je nutny vySkoleny personal
Neptredvidatelna nebo neuplna
absorpce
Je zapotiebi vyskoleny personal

Bolestivé
Poskozeni tkani drazdivymi 1éky

Timto zpusobem Ize dodat omezeny
vybér molekul z divodu molekulové
hmotnosti
Absorpce nemocnou kuzi se méni
Podrazdéni a senzibilizace ktize
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2.3.1 Inhalaéni podavani

Plice jsou atraktivnim cilem pro dodéavani 1é¢iv diky neinvazivnimu podavani, vyhybani se
vlivu metabolismu (tzv. first-pass efektu) a pifimému dodavani na misto pisobeni pro 1é¢bu
respiraénich onemocnéni [27]. Dalsi vyhodou neinvazivniho dodavani biologickych latek je
velka absorpéni plocha plic (asi 100 m?), snadno propustna membrana a nizka extracelularni
a intracelularni enzymaticka aktivita (v porovnani s GIT) [28].

Mezi 1éky, které jsou zkoumany pro lokalni nebo systémové dodavani do plic patfi malé
molekuly, proteinova/peptidova 1éCiva a geny. V piipadé malych molekul bylo mnoho studii
zaméfeno na mistni aplikaci pii 1écbé chronickych respiracnich onemocnéni, jako je astma
a chronicka obstrukéni plicni nemoc (COPD). Plicni dodavani proteinovych/peptidovych 1é¢iv
nabizi velky potencial jak pro lokalni cileni pfi 1é€b&é onemocnéni dychacich cest, tak pro
systémové cileni pii 1é¢be diabetes mellitus nebo trombozy. Dodavani genu do plic je zaméteno
hlavné na lokalni dodavani biologicky aktivni latky do mista onemocnéni, véetné rakoviny plic,
genetickych poruch ovliviyjicich dychaci cesty (cysticka fibroza, deficit alfa-1-antitrypsinu),
obstruk¢nich plicnich onemocnéni a oCkovani [27].

I ptfes rozsahlé zasobeni krvi a velkou plochu nosni dutiny je permeabilita sliznice
u polarnich molekul, v€etné 1€kt s nizkou molekulovou hmotnosti a zejména peptidi a proteinti
s velkou molekulovou hmotnosti, obvykle nizka. Inhala¢ni podani je ucinné, ale ma nizsi
biologickou dostupnost nez napt. intramuskularni nebo subkutanni injekce a je to zplisobeno
omezenou propustnosti slizni¢nich bariér. V tomto ohledu mize byt absorpce zvysena pouzitim
vhodnych nosica 1€¢iv. Aby nosi¢ovy systém uspeésné dodaval 1éCivo do systémového krevniho
ob&hu, musi ho prenaset pies vrstvu mukusu, musi chranit molekulu peptidového léciva béhem
celého procesu absorpce a zaroven musi byt navrzen tak, aby vyuzival nékteré z riznych
existujicich epitelovych transportnich mechanismu (otevieni t€snych spoji mezi epitelialnimi
burikami). Zaclenéni TMC do nosi¢ového systému je vhodnym prostiedkem, jak zvysit
absorpci proteinového 1éCiva, protoze otevira tésné spoje a zlepSuje paracelularni diftzi
molekul 1é¢iva [29].

Zaclenéni liposomu do plicnich systémt pro dodavani 1é¢iv poskytuje atraktivni prostiedek
pro trvalé neinvazivni dodavani 1é¢iv a usnadnéni 1é€eni chronickych onemocnéni. Plicni 1é¢ivo
enkapsulované do liposomli miize zvysit retencni Cas 1éCiva v plicich, a co je dalezitéjsi, snizeni
extrapulmonalnich vedlejSich ucinkt. Béznymi zafizenimi, ktera se Casto pouzivaji prfi
podavani 1é¢iva v plicich jsou inhalatory s odméfenymi davkami (MDI) a nebulizatory [28].
Dalsi zpusob, jak podavat 1éCiva do plic je pomoci cileného dodavani diky inhalatorim suchého
prasku (DPI) [30].

Formulace liposomalniho proteinu pro plicni podani ve formé aerosolu nesmi nepfiznive
pusobit na plice (vyvolavat kaSel nebo brochokonstrikci). Protein musi byt v liposomalnim
systému dostate¢né stabilizovan, aby nedoslo ke ztrat€ jeho ucinku pfi procesu tvorby aerosolu.
Liposomalni systémy obsahujici proteiny a peptidy je Casto slozitéjsi piipravit nez liposomy
s malymi molekulami, protoze dulezitou roli hraje konformace proteinti a potencial pro cesty
chemické degradace. Pii navrhovani uc¢inné formulace liposomalnich 1é€iv pro inhalacéni terapii
je tfeba vzit v ivahu problém s inikem spojenym s procesem rozpraSovani, stabilitou vezikul
a kinetikou uvoliovani v plicnim prostfedi a zménou farmakokinetiky zapouzdienych
1éciv [28].
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2.3.2 Peroralni podavani

Oralni cesta predstavuje jednu z nejatraktivnéjSich a nejpohodInéjsich cest pro podavani
terapeutickych sloucenin. Peroralni podavani 1€kt je bezbolestné, dochazi k odstranéni
negativnich psychickych stavii (strach, stres) spojené s injekcemi a také k eliminaci moznosti
infekci zptsobenych opakovanym pouzitim jehel. Navic je vyroba oralnich pfipravkd méné
nakladna, protoze se nemusi vyrabét za sterilnich podminek [31].

Proteiny se obvykle nedodavaji oraln€, protoze jsou St€peny na aminokyseliny riznymi
enzymy lokalizovanymi v gastrointestindlnim traktu (GI). Tyto aminokyseliny jsou pak
absorbovany epitelem GI, ale nemaji biologickou aktivitu ptvodniho proteinu nebo
polypeptidu. Proto, navzdory skuteCnosti, ze stale roste pocet proteinovych a polypeptidovych
1éCiv, je dodavka téchto 1éCiv stale zajisténa injekéné. V poslednich nékolika desetiletich se
proto velka Cast vyzkumu zaméfila na pokusy vyvinout neinvazivni zpusoby podavani
proteinovych 1€Civ, pfiCemz oralni cesta je jednoznacné nejpohodlnéjsi a nejzadanéjsi [32].

Nejvetsi bariéry pii oralnim podani proteint lezi v gastrointestinalnim traktu. Fyzickou
bariéru pro absorpci tvoti epitelova vrstva, ktera lezi na povrchu GI traktu. Je tvofena jedinou
vrstvou sloupcovych epitelialnich bunék. Buiiky jsou pevné spojeny k sobé& t€snymi spoji nebo
zonovym okluzem, ¢imz inhibuji prichod mezi burikami (paracelularni transport). Epitel se
ohyba, aby vytvofil klky a mikroklky na apikalnim povrchu epitelialnich bunek. Tyto struktury
zvySuji absorpéni oblast stfevniho traktu pfiblizn€ o dva tady. Zaroven vSak brani absorpci
proteinu, protoze mikroklky také obsahuji travici enzymy. Kromé té€chto bariér lezi na vrcholu
epitelialni vrstvy glykalyx, vrstva sulfatovanych mukopolysacharida a vrstva hlenu sestavajici
z glykoproteint, enzym, elektrolyt a vody [32].

Kromé fyzické bariéry poskytované stfevnim epitelem cCeli proteiny dalSi, mozna vétsi
bariéfe ve formé travicich enzymu. Traveni proteint proteazami zacina v Zaludku a pokracuje
mnoha rdznymi enzymy lokalizovanymi ve zbytku gastrointestinalniho traktu. Pepsiny se
nachazeji v zaludku a trypsin, chymotrypsin a karboxypeptidazy z pankreatu se nachéazeji
v tenkém stieve [32]. Tyto pankreatické enzymy jsou odpoveédné pouze za asi 20% enzymatické
degradace pozitych proteint [33]. Zbytek degradace probiha na membrané hranicici s mikrovili
(riznymi peptidasami) nebo uvniti enterocytt stievniho traktu. Pfitomnost pouze jednoho nebo
dvou téchto enzymu by mohla vést k tplné denaturaci nebo destrukci proteinového l1éCiva [32].

Posledni hlavni prekazkou ve vyvoji a€innych systémui pro peroralni podani proteinovych
1éCiv je zpusob vyroby téchto systému. Na rozdil od 1éCiv s nizkou molekulovou hmotnosti maji
proteiny komplexni vnitini strukturu, kterd poméha definovat jejich biologickou aktivitu.
Jakékoli naruSeni v primarni (aminokyselinova sekvence), sekundarni (dvourozmérna
struktura), terciarni (trojrozmérna struktura) nebo kvartérni struktura (kombinace peptidovych
podjednotek) muze vést k deaktivaci proteinu. Tato naruseni mohou byt zpusobena
i sebemensimi  zménami v prosttedi (nebo dokonce mikroprostiedi) proteinu.
Nejpravdépodobnéjsi proménné, které mohou ovlivnit strukturu a stabilitu proteinu, souvisi
s teplotou, pH, rozpoustédlem, dalsimi rozpusténymi latkami a stavy krystalinity proteinu [32].

Resenim t&chto problémd, pii podavani peptidovych a proteinovych 1é¢iv, je pouZiti oralné
podavanych liposomt, a zejména pouziti liposomu potazenych polymerem s mukoadhezivnimi
vlastnostmi. Liposomalni nosi¢e jsou slibnou formou pro oralni podavani peptidovych
a proteinovych 1€k, protoze jsou schopné chranit 1éky pfed nepfiznivym gastrointestinalnim
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prostiedim a zajistit kontrolované uvolfiovani 1éku. Dulezitou roli hraje, v systémech pro
dodavani proteinovych 1éCiv, potazeni liposomt polymerem s mukoadhezivnimi vlastnostmi.
Takové vylepSeni prodlouzi dobu pobytu liposomalnich nosicta a zvysi kontakt mezi nosici
a vrstvami hlenu tak, aby se zvySila penetrace a snizila degradace 1é¢iv. Jako vhodny polymer
pro potahovani se nabizi TMC, ktery ucfinné zvySuje penetraci hydrofilnich
a vysokomolekularnich molekul napfic intestinalnim epitelem, a to 1 v neutralnim prostiedi,
za pouziti mechanismu jako jsou otevirani tésnych spoju a rozsifeni paracelularni drahy [34].

2.4 Prirodni organické latky

Prirodni organické latky, jsou biologické molekuly, nazyvané téz jako biomolekuly a jsou velmi
dulezité pro fungovani zivych organismua. Biomolekuly maji Sirokou Skalu velikosti, struktur a
samoziejmé také funkci. Tyto molekuly provadéji nebo spoustéji dulezité biochemické reakce
v zivych organismech jako je napfiklad regulace spravného rustu a vyvoje lidského téla. Podili
se na mnoha procesech, jako je ukladani energie (sacharidy), katalyzovani biochemickych
reakci (hormony, enzymy), ukladani a prenos genetickych kodi (RNA / DNA) nebo zména
biologickych a neurologickych aktivit (neurotransmitery, hormony). Z hlediska molekulové
hmotnosti je rozdélujeme do dvou skupin, a to na vysokomolekularni latky (bilkoviny,
nukleové kyseliny, lipidy, enzymy, polysacharidy) a na nizkomolekularni latky
(monosacharidy, nukleotidy, vitaminy, aminokyseliny, hormony) [35].

24.1 Enzymy

Enzymy jsou vysokomolekularni organické latky, které pusobi jako katalyzatory v zivych
organismech a reguluji rychlost chemickych reakci, které v zivych organismech probihaji.
Enzymy z reakce vystupuji, aniz by zménily svou strukturu [36].

Biologickeé procesy, ke kterym dochazi ve vSech zivych organismech, jsou chemické reakce
a vétsina z nich je regulovana enzymy. Bez enzymt by mnoho z téchto reakci neprobé&hlo pfi
tfyziologickych podminkach. Enzymy katalyzuji v§echny aspekty bunécného metabolismu, coz
zahrnuje napfiklad traveni jidla (velké molekuly zivin (bilkoviny, tuky atd.) jsou rozstépeny na
mensi molekuly) nebo tvorbu bunécnych makromolekul z mensich prekurzort [36].

Enzymy jsou ucinnéjsi nez vétSina anorganickych katalyzatord, a navic vykazuji veétsi
specificitu ucinku a katalyzuji pouze specifickou chemickou reakci. Nékteré enzymy ptisobi na
razné latky, ale obecné se jedna o slouceniny s podobnymi strukturalnimi charakteristikami
a katalyzovana reakce je vzdy stejného typu. Latky, které jsou modifikovany enzymy,
se nazyvaji substraty [37].

SlozZeni

Prakticky vSechny enzymy jsou proteiny nebo konjugované proteiny, ackoli byly
identifikovany i1 nékteré katalyticky aktivni RNA molekuly [38]. Molekula proteinového
enzymu se sklada z jednoho nebo vice fetézcti aminokyselin nazyvanych polypeptidové fetézce
[36]. Nékteré enzymy maji strukturu slozenych bilkovin a nazyvaji se holoenzymy. Obsahuji
neproteinovou slozku nazyvanou kofaktor a bilkovinou slozku — apoenzym [37]. Kofaktor je
pfimym ucastnikem katalytického d€je a muze jim byt bud’ koenzym (organicka molekula
neproteinové povahy) nebo anorganicky kovovy ion. Kofaktor mtze byt k enzymu pevné nebo
volné vazan. Pokud je tésné spojen, je kofaktor oznacovan jako prosteticka skupina [39].
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APOENZYM KOFAKTOR

HOLOENZYM (bilkovinna (nebilkovinna
cast) cast)

Obr. 5: Struktura sloZzeného enzymu [37].

Aminokyselinova sekvence urCuje charakteristické vzory skladani struktury proteinu, coz je
zasadni pro enzymatickou specificitu. Pokud je enzym podroben zménam (kolisani teploty nebo
pH) muze proteinova struktura ztratit svou integritu a svou enzymatickou schopnost. Tento jev
se nazyva denaturace [36].

Nejdalezit€jsi ¢asti molekuly enzymu je aktivni misto (centrum). Aktivni misto je vytvoreno
aminokyselinovymi zbytky, které maji schopnost vazat reaktivni casti molekuly substratu [39].

Substraty navazané v aktivnim misté jsou v ném pfemeénovany pomoci katalytickych skupin na
produkty [40].

Funkce

Enzymy, stejné jako katalyzatory pouzivané v chemii, urychluji reakce, aniz by pfi tom
ovliviiovaly slozeni rovnovazné smesi, nebot' zvySuji rychlost reakce obéma sméry. Smeér
prubéhu reakce neni ovlivnén katalyzatorem, ale je dan energetickymi a koncentracnimi
pomeéry v reagujicim systému (obr. 6) [40].

Katalytické pisobeni enzymu
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Obr. 6: Zavislost energie na priitbéhu chemické reakce [41].
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Enzymy jsou oproti syntetickym katalyzatoram ucinnéjsi. Pracuji vétSinou za mirnych
podminek (teplota 20—40 °C, tlak 0,1 MPa, pH kolem 7). Jejich G¢inek 1ze snadno regulovat,
a to dokonce na nékolika urovnich. Vyhodou enzymu pii jejich pramyslovych aplikacich je
i jejich netoxicita, na rozdil od umélych katalyzatora, které jsou vétsinou toxicke (Pt, Pd) [40].

Enzymy se dale vyznacuji znacnou specifitou. Prvnim piikladem je substratova specifita.
Popisuje nam, ze kazdy enzym obvykle katalyzuje pouze urcitou reakci urcitého substratu
(vychozi latky). Druhym pfikladem je specifita ucinku, kdy urcity enzym katalyzuje pouze
jednu z mnoha moznych pfemén substratu a tfetim prikladem je stereospecifita. Stereospecifita
je schopnost enzymu rozpoznat v racemické smési jeden z enantiomert a pouze ten piemeénit.
Stereospecifita je dusledkem toho, ze enzym (a tedy i jeho aktivni centrum) je vybudovano
z chiradlnich monomernich jednotek, a je proto chiralni jako celek [42].

Bromelain

Bromelain se fadi do skupiny proteolytickych enzymu a ziskava se ze stonkl a nezralych ploda
ananasu. Konkrétné z Ananasu comosus z Celedi broméliovitych. Ziskava se ve formé surového
vodného extraktu, ktery tvori slozitou smés riznych thiol-endopeptidaz a dalSich, dosud ne
zcela charakterizovanych slozek, jako jsou fosfatazy, glukosidazy, peroxidazy, celulazy,
glykoproteiny a sacharidy [43].

Obr. 7: Ananas comosus [44].

Pouziva se jako 1éCivo pro oralni systémovou lécbu zanétlivych, malignich onemocnéni
a nabizi Siroké spektrum terapeutickych ucinnosti. Bromelain prokazuje in vitro a in vivo
protiedematické, protizanétlivé, antitrombotické a fibrinolytické ucinky. Moduluje funkce
adheznich molekul na krvi a endotelialnich burikach, také reguluje a aktivuje riizné imunitni
buriky a jejich produkci cytokind (cytokiny jsou malé proteiny uvolfiované bunikami, které maji
specificky ucinek na interakce a komunikaci mezi buiikami [45]) [43].

2.4.2 Vitaminy

Vitaminy jsou nizkomolekularni organické molekuly, které jsou nezbytné pro spravné
fungovani, rust a vyvoj celého organismu nebo jeho jednotlivych organa. Jsou to latky, které si
télo nedokaze vyrobit samo, a proto je nutné je pfijimat ve formée dopliku stravy nebo ptimo
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v potravé. Clovék muiZe piijimat nékteré vitaminy ve form& provitamind (neudinna forma
vitamina), které si je sam organismus schopny pfemeénit na potfebné latky. Vitaminy
rozdélujeme na dvé skupiny —na vitaminy rozpustné v tucich (lipofilni) a na vitaminy rozpustné
ve vodé (hydrofilni) (viz tab. 2) [46].

Tab. 2: Rozdéleni vitaminii [47].

PREHLED VITAMINU
Lipofilni Hydrofilni
A — retinol B — komplex (B1, B2, B3, Bs, Bs, B12)
D — kalciferol Kyselina listova — Bg
E — tokoferol H — biotin
K — fylochinon C — kyselina L-askorbova

Hypovitaminoza je onemocnéni, ke kterému dochazi z divodu snizeného pfijmu a obsahu
vitaminu v téle. Projevuje se Sirokou Skalou poruch jednotlivych funkci organizmu az po velmi
vazné onemocnéni vyvolané naprostym nedostatkem daného vitaminu, které oznacujeme jako
avitaminoza. Naopak onemocnéni zplisobené nadmérnym piijmem anebo hromadénim daného
vitaminu v organizmu a jeho toxickym pisobenim se nazyva hypervitamindza [47].

Vitamin C

Vitamin C, také znamy jako kyselina L-askorbova (obr. 8), je ve vodé rozpustny vitamin, ktery
si télo nedokéze uskladnit, s vyjimkou zanedbatelného mnozstvi a musi se dopliovat denné.
Kyselina askorbova se nachazi hlavné v citrusovych plodech, jako je pomeranc, kiwi, citron,
guava a grapefruit. Bohatymi pfirodnimi zdroji vitaminu C je i zelenina, jako je brokolice,

kvétak, rizickova kapusta a paprika. Mezi dalsi ovoce bohaté na vitamin C patii papaja, meloun
a jahody [46].

HO OH

o
O™ ™~ "OH

o

Obr. 8: Strukturni vzorec kyseliny askorbové [46].

Kyselina askorbova pomaha produkovat kolagen, bilkovinu potiebnou k vyvoji a udrzeni
zdravych zubt, kosti, dasni, chrupavek, plotének, kloubnich obloZeni, kiize a cév [46]. Vitamin
C ma také zasadni roli pfi hojeni té€chto pojivovych tkani. Divodem je to, Ze vitamin C je
kofaktorem prolylhydroxylazy a lysylhydroxylazy a tyto enzymy katalyzuji hydroxylaci
prolinovych a lysinovych zbytkl prokolagenu a podporuji spravné skladani stabilni kolagenové
konformace trojité Sroubovice [48]. Déle je také vitamin C silny antioxidant, ktery chrani buriky
pted poskozenim volnymi radikaly produkovanymi cigaretovym koufem, znecisténim ovzdusi,
nadmérnym slune¢nim zarenim a normalnim metabolismem. Pfedpoklada se, ze volné radikaly
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hraji roli pfi rychlém starnuti a pfi nemocech, jako je rakovina a srde¢ni choroby. Nemoc, ktera
vznika v dusledku nedostatku vitaminu C, se nazyva kurd€je a vede k anémii, Ginavé, depresim
a porucham pojivové tkané, jako je vnitini krvaceni, petechie, zhorSené hojeni ran a zanét
dasni [46]. Pfedavkovani vitaminem C je extrémné vzacné. DoporuCena denni davka pro
dospélého Cloveka je 60-100 mg vitaminu C. Nejefektivnejsi davka pro udrzeni maximalni
zasoby vitaminu C v organizmu je 100 mg denné, pii podavani vyssSich davek je lep§i zvolit
1ékové formy s postupnym uvolfiovanim. Pfi dennim pifijmu vysSim nez 1 g se vyznamné
zvySuje riziko tvorby oxalatovych kament [47].

Je znamo, Ze vitamin C pomaha metabolizovat bilkoviny a jeho antioxida¢ni aktivita maze
mit Sanci snizit riziko nékterych druha rakoviny [46]. Prikladem, jak vitamin C napomaha snizit
riziko rakoviny, mize byt prevence tvorby karcinogennich nitrosamintl v zaludku. Dusi¢nany
ze stravy jsou v zaludku pfeménovany bakteriemi na dusitany, které mohou reagovat s dietnimi
aminy za vzniku nitrosamind. Kyselina askorbova reaguje s dusitany a pfeméfiuje je na oxid
dusny. Timto zptisobem je zabranéno tvorbé mutagennich nitrosamind, které mohou poskodit
geneticky material [49].

2.5 UV-VIS spektrofotometrie

UV-VIS spektrofotometrie je opticka metoda, ktera se fadi mezi fyzikalné-chemické analytické
metody a je zaloZena na interakci elektromagnetického zateni s hmotou [50]. Konkrétné se tato
metoda fadi mezi spektralni optické metody jejichz podstatou je méfeni energetické zmeény,
ktera nastava pii priachodu zafeni latkou. Dale UV-VIS spektrofotometrie patii mezi absorpcni
metody, protoze vyuzivaji a sleduji absorpci (pohlcovani) elektromagnetického zafeni latkami
v oblasti ultrafialového a viditelného spektra [51].

Principem UV-VIS spektrofotometrie je absorpce ultrafialového a viditelného zafeni
ziedénymi roztoky molekul. Rozsah vinovych délek, pii kterém metoda pracuje, je v rozmezi
200-800 nm. Princip metody je zalozen na skutecCnosti, ze se atomy a molekuly mohou
nachazet v riznych energetickych stavech. Atom nebo molekula urcitého prvku ma danou
elektronovou konfiguraci, kterd je pro n¢j typickd. Absorpci elektromagnetického zateni
molekulou dojde ke zméné elektronového stavu dané molekuly — dojde k elektronovym
prechodiim. Za normalnich podminek maji atomy a molekuly nejniz§i energii, a proto se
nachazeji v zakladnim stavu [51]. Energie zakladniho elektronového stavu je definovana
souctem zakladni elektronové energie, vibracni energie a energie rotacni [52]. Absorpci
ur¢itého mnozstvi energie (kvanta zafeni) mize dochazet k prechodim atomt nebo molekuly
do excitovaného stavu, tj. do vysSsiho energetického stavu. Nejvétsi rozdil energii je mezi
zakladni a excitovanou hladinou (107 kJ/mol). Elektrony piechazeji do vyssi excitaéni hladiny,
pfi¢emz dochazi k absorpci ur€itého mnozstvi zafeni o konkrétni energii, a tedy i o konkrétni
vlnové délce. Je absorbovana vzdy jen ta Cast elektromagnetického zafeni, ktera svou energii
odpovida pfechodu elektronu ze zékladni hladiny do hladiny excitované. Diky tomu jsou
molekulova absorpéni spektra ve své podstaté i spektra elektronova. Elektronové absorpni
spektrum je zavislost absorbance na vinové délce. Vysledné spektrum je zaroven i pasoveé,
protoze se piechody zpravidla prekryvaji. Je to dano vysokou energii fotoni UV a VIS zafeni,
pomoci které jsou schopné excitovat jak elektronové stavy, tak i stavy vibracni a rotacni. Jeden
pas ve spektru odpovida jednomu typu piechodu elektront v molekule do excitovaného stavu.
Pas popisujeme pomoci vinové délky maxima pasu. Vlnova délka maxima pasu souvisi
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s energii absorbovaného zafeni a to tak, ze je totozna s rozdilem energii hladin, mezi kterymi
elektron prechazi. Polohu pasu urCuji energie orbitalli, mezi nimiz dochazi k prechodu
elektrona pfi excitaci [51].

Ve spektrofotometrii se nejcastéji vyuziva meéfeni absorbance. Absorbance A je zaporny
dekadicky logaritmus transmitance 7 a je dan pomérem dopadajiciho zafivého toku I
k pros§lému 7 [51]:

A= —logT:logITO. (1)

Zavislost absorbance na koncentraci a tloustce kyvety je popsana matematicko-fyzikalni
rovnici vychazejici Bouguer-Lambert-Beerova zakona:

A= ¢e-c-l, )

kde A je absorbance, ¢ je molarni absorpéni koeficient [dm® - mol™! - cm™'] a [ je tloustka
absorbujici vrstvy. Tento zakon plati pouze pro velmi zfedéné roztoky do koncentrace zhruba
1072 mol/l (viz obr. 9) [53].

Al

L

oblast platnost Lambert- c [MM]
Besrovazikona

Obr. 9: Zavislost absorbance na koncentraci [51].

UV/VIS spektrofotometrie nachazi své vyuziti v kvantitativni 1 v kvalitativni analyze a lze
pomoci ni analyzovat latky anorganické i organické. Metoda je vyuzivana predevSim
v lékafstvi, v biochemii, v klinickém testovani 1€¢iv, v potravinafstvi pifi kontrole jakosti €i
v ekologii pifi kontrole latek pfitomnych v Zzivotnim prostiedi. Vyhodou spektrofotometrie
oproti jinym analytickym metodam je jednoduchost, rychlost, dostatecna citlivost méfeni
a nizka finan¢ni nakladnost [50]. Vice je tato metoda vyuzivana pro kvantitativni analyzu, kdy
meéfime absorbanci, pomoci které jsme schopni zjistit koncentraci sloucenin. VétSinou
pouzivame metodu kalibracni kfivky [51].

2.5.1 Instrumentace

Kazdy spektrofotometr by se mél skladat ze zdroje zafeni, monochromatoru, absorbujiciho
prostredi (kyveta se vzorkem) a detektoru zareni. Zdroj zafeni emituje elektromagnetické zareni
obvykle v rozmezi od 200 do 800 nm. Jako zdroj pro viditelnou oblast svétla se pouzivaji
wolframova a halogenova zarovka a pro ultrafialovou oblast deuteriova a vodikova lampa [53].
Optickym dilem spektrofotometru je monochromator, ktery rozklada dopadajici

21



polychromatické zareni na jednotlivé monochromatické paprsky, ze kterych se dal vybira
pozadovana vlnova délka pomoci §térbin. Sklada se ze vstupni §térbiny, disperzniho prvku
a vystupni Sté€rbiny a disperznim prvkem muze byt hranol, filtr nebo mfizka. Nejcastéji
vyuzivané usporadani monochrométoru je Czerny-Turner (obr. 10).

konkavni zrcadlo

vstupni Stérbina

difrakcéni miizka

vystupni stérbina
konkavni zrcadlo

Obr. 10: Usporadani Czerny-Turner [53].

Vybrana vlnova délka dale prochazi vzorkem, ktery je umistén v kyveté. Sklenéna kyveta se
pouziva pro viditelnou oblast svétla a kfemenna se pouziva pro ultrafialovou oblast [51].
Posledni soucasti spektrofotometru je detektor. Ten by mél mit v idealnim pfipade€ vysokou
citlivost pro méfené zareni (vysoky pomér signal ku Sumu) konstantni odezvu pro Siroky obor
vlnovych délek, dobrou rychlost odezvy a minimalni pozadi signalu [53]. Slouzi k méfeni
intenzity zafeni, které vzorkem proSlo. Principem je pfeména energie svételného zafeni
dopadajiciho na detektor na elektricky signal. Detektory mohou byt fotonasobice, polovodicové
fotoelektrické ¢lanky, diodova pole a detektory CCD [51].

/_'
— Detektor
""'""\"---n»

Zdroj zafeni ) Kyveta se vzorkem Zpracovani signdlu v PC
Monochromator

Obr. 11: Schéma spektrofotometru [54].

2.6 Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla (Dynamic light scattering — DLS), obCas nazyvany také jako
kvazielasticky rozptyl svétla, je velmi jednoduchd a neinvazivni technika proveditelna
v béznych laboratornich podminkach. Metoda se pouziva pro stanoveni velikosti ¢astic, a prave
velikost Castic je dilezitym faktorem pro definovani rdznych nanocastic, proteint, micel,
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liposomu, pigmentt atd. Dale jsme diky této metodé schopni urcit distribuci Castic, a pokud
meéfeni probiha v elektrickém poli, tak miizeme zméfit i zeta potencial [55].

Principem techniky je méfeni fluktuace intenzity rozptyleného svétla z laserového zdroje
okolo jeji primérné hodnoty. Tyto zmény souvisi s interferenénim zeslabovanim a zesilovanim
svétla, které se rozptyluje na stale se nahodné pohybujicich Casticich (podléhaji Brownovu
pohybu) ve vzorku v prubéhu ¢asu. Mezi vyhody této metody patii, jak jiz bylo zminéno, rychly
a jednoduchy prubéh méfeni, dale je pozadovano jen velmi malé mnozstvi vzorku a pfistroj je
komer¢né dostupny. Nejvétsi vyhodou této metody je moznost analyzovat ¢astice s rozmery
v rozmezi od nékolika nanometrti az do 1 um [56].

2.6.1 Méreni velikosti ¢astic

Pii méfeni velikosti ¢astic se analyzuji fluktuace intenzity rozptyleného zateni, které vznikaji
diky tomu, ze v disperznim systému se ¢astice neustale nahodné pohybuji — Browntv pohyb.
Pohyb castic je zavisly na aspektech jako je velikost Castic, teplota a viskozita rozpoustédla.
Kdyz je sledovan pohyb castic v Casovém rozmezi, lze ziskat informace o wvelikosti
makromolekul, protoze velké Castice difunduji pomalu, ve srovnani s malymi ¢asticemi (jako
jsou molekuly rozpoustédla), které se pohybuji rychleji (viz obr. 12). Pfi méfeni posvitime
laserem na Castice a dochazi k narazu na makromolekuly pfitomné v roztoku, dopadajici svétlo
se rozptyluje do vSech sméra a intenzita rozptylu je zaznamenana detektorem. Rozptylené
svétlo bude podléhat bud’ destruktivni interferenci a vzajemné se vyrusi, nebo konstruktivnich
interferenci a dojde k vytvofeni detekovatelného signalu. Signal je analyzovan
autokorelatorem, ktery koreluje kolisani intenzity rozptyleného svétla s ohledem na cas, aby
urcil, jak rychle kolisd intenzita, coz souvisi s difuznim chovanim makromolekul. Dojde
k vytvoreni korelacni kfivky a z ni jsme schopni stanovit hydrodynamicky pramér du, diky
znalosti teploty pii méfeni T a viskozity rozpoustédla 7o pomoci Stokes-Einsteinovy rovnice:

kgT
6mn,D’

(3)

H:

kde ks je Boltzmanova konstanta a D je difuzni koeficient [57]. Hydrodynamicky primeér
Castice odpovida praméru koule, ktera by méla za stejnych podminek difuzni koeficient stejny,
jako byl naméfen pro analyzovanou ¢astici [55].

Laser “ “
Malé &st V Velké castice

Wi 7\

Obr. 12: Rozdily fluktuace intenzity rozptyleného zaveni v zavislosti na velikosti castic [58].

Intenzita
Intenzita
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2.6.2 Instrumentace pristroje pro méreni velikosti ¢astic

Pfistroj pro meéfeni dynamického rozptylu svétla se sklada ze zdroje zafeni, detektoru,
zeslabovac intenzity signalu, korelator a PC. Jako zdroj zafeni se pouziva laser, ktery poskytuje
stabilni paprsek monochromatického svétla. NejCastéji je vyuzivan laser o vinové délce
633 nm, anebo také zeleny laser o vinové délce 532 nm. Zareni prochazi vzorkem, ktery je
umistén v kyveté a vzorek by mél byt Cisty, pruhledny a homogenni. Svétlo, které Castice
rozptyli, pokracuje do detektoru. Detektor je umistén pod uhlem 173° coz umoziuje detekci
zpétného rozptylu a vylucuje prebytek rozptyleného svétla. To pomaha odhalit rozptylené
svételné signaly nizké intenzity pochézejici z menSich Castic. V nekterych starSich verzich je
uhel, ve kterém je umistén detektor, stale 90 °. Nejcastéji pouzivanym detektorem je fotodioda
[55]. Pokud by detektor detekoval pfili§ mnoho svétla, mohlo by dojit k jeho poskozeni, a proto
se ke snizeni intenzity laseru pouziva zeslabovaC (atenuator). Dalsi soucasti je korelator,
ve kterém dochazi ke srovnavani intenzity rozptylu svétla po sob¢€ jdoucich méfeni. Informace
0 zmén¢ intenzity pokracuje do pocitace, kde se v softwaru analyzuji data a odvodi se velikost
castic [59].

2.6.3 Meéreni Zeta-potencialu

Zeta potencial (ZP), oznaCovany také jako elektrokineticky potencial, je dulezita vlastnost nano
a mikrocastic rozptylenych v kapalinach, protoze zasadné ovliviluje chovani téchto systémi.
Povrch vétsiny Castic je nabity, protoze atomum, které jsou na povrchu ¢astic chybi ¢ast iontd
s opacnym nabojem. Pokud je takova Castice dispergovana v kapaling, dojde ke vzniku
elektrické dvojvrstvy a naboj na povrchu Castice piitahne ionty s opaCnym nabojem
z roztoku [60]. Vnitini vrstva se sklada prevazné z ionti s opaCnym nabojem nez Castice
(Sternova vrstva). Vnéjsi vrstva se nazyva také diflizni vrstva, jsou zde ptitomny 1 stejné nabité
molekuly jako je dispergovana Castice. Difuzni vrstva je vazana k ¢astici slabéji nez Sternova
vrstva a jeji slozeni je dynamické a méni se v zavislosti na riiznych faktorech, napt. pH, iontové
sile, koncentraci atd. Kdyz se na takovou disperzi aplikuje elektrické pole, nabité Castice se
zacnou pohybovat smérem k opacné nabité elektrode (elektroforéza). V této difuzni vrstvé
existuje hypoteticka rovina, ktera pfi elektroforéze funguje jako rozhrani mezi pohybujicimi
se ¢asticemi a vrstvou rozpoustédla kolem ni [55]. Kdyz se Castice pohybuje, ionty uvnitt
se pohybuji s ni, ale vSechny ionty za rovinou s ¢astici neputuji. Toto rozhrani se nazyva povrch
hydrodynamického smyku, nebo rovina skluzu. Potencial, ktery existuje na této roving, je
znamy jako potencial zeta [61].

Zeta potencial je veliCina, ktera urCuje miru interakce Castic, a tudiz i jejich vlastnosti jako
je napriklad stabilita systému. Pti hodnot€ vys$i nebo nizsi, nez je rozmezi —30 mV az +30 mV,
se Castice vzajemné siln€ odpuzuji, nevytvareji shluky a jejich systém je proto stabilni. Pokud
stanovime hodnotu zeta—potencialu mezi —30 mV a +30 mV, tak se systém stava nestabilni.
Nestabilita se projevuje Sirokym rozdélenim velikosti ¢astic, které se shlukuji do agregati rizné
velikosti [60].

2.6.4 Instrumentace pristroje pro méreni zeta-potencialu
Meéfeni zeta-potencialu se provadi pomoci pristroje, ktery je vybaven zdrojem zafeni,

rozdélovacem paprskl, kyvetou se vzorkem, detektorem, korelatorem a PC (obr. 13). Zdrojem
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je vétSinou laser o vinové délce 633 nm. Zateni se rozdéluje na dvé slozky — prvni ¢ast prochéazi
kyvetou se vzorkem a druha ¢ast slouzi jako reference. Pti vlozeni elektrického napéti se nabité
Gastice budou pohybovat médiem rychlosti, ktera je uméma jejich potencialu zeta. Castice
s vys§i velikosti zeta se budou pohybovat rychlou rychlosti, zatimco Castice s nizkym
potencialem zeta se budou pohybovat pomaleji. Rozptyl zafeni na pohybujicich se Casticich je
zaznamenan detektorem. Detektor nepfimo méfi rychlost castic pomoci Dopplerova
frekvenc¢niho posunu rozptyleného svétla (intenzita zafeni kolisa s frekvenci imérnou rychlosti
castice). Tento frekvencni posun software v PC prevede na hodnotu elektroforetické mobility,
pomoci které pak vypocita zeta-potencial [62].
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Obr. 13: Schéma zarizeni pro méveni zeta-potencialu [55].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 TMC a jeho vyuziti v systémech pro dodavani léCiv

Thanou M. a spol. se zabyvali ve své studii polymerem N,N,N - trimethylchitosanem (TMC)
s riznym stupném kvartenizace (20, 40 a 60 %) v koncentraci 1,0 % (hm./obj.). TMC je
schopny zvySovat absorpci makromolekul paracelularni cestou pres slizni¢ni epitel diky
otevirani tésnych spoju. Pfedmétem zkoumani v této studii byla bezpecnost TMC s riznym
stupném kvartenizace zvySujicich absorpci, konkrétné byly provedeny studie cytotoxicity
a ciliotoxicity (schopnost latek, napt. tabakového koute, zhorSovat ¢innost fasinek respiracni
sliznice). Pro studium moznych uc¢inku téchto polymerti na poskozeni membrany byly vybrany
intestinalni monovrstvy Caco-2 bunék. Vizualizace paracelularniho transportu byla provedena
pomoci konfokalni laserové skenovaci mikroskopie diky jadernému barveni membranovée
nepropustnou fluorescen¢ni sondou (Texas ¢erveny dextran (MW 10 000)) béhem transportu
paracelularniho markeru. Pro studium vlivu polymerti na frekvenci ciliarniho rytmu (CBF)
invitro byla pouzita tkan pridusnice s fasinkami. TMC aplikovany na buriky Caco-2
nezpusoboval detekovatelné poSkozeni bunétné membrany, zatimco ucinek v ramci in vitro
CBF testu byl shledan jako mezni. Dale bylo zjisténo, ze TMC60 a TMC40 zvySuji
paracelularni transport texaského erveného dextranu v monovrstvach bunek Caco-2, zatimco
TMC20 je neucinny. Zavérem lze fici, ze TMC s vysokym stupném kvartenizace mizou byt
ucinnou a bezpecnou latkou zvySujici absorpci pii dodavani peptida a proteint [63].

Obr. 14: Snimky svislych rezii pFes monovrstvy bunék Caco-2 7 konfokdini laserové skenovacti
mikroskopie. A: Buniky pouze s fluorescencnimi markery Texas red dextran 10 000 B: Buriky s
dodatecné pridanym 1,0% (hm./obj.) TMC60, kde Ize vidét paracelularni pritomnost texaského
cerveného dextranu 10 000 Da [63].

Huanlei Chen a spol. se ve své praci zabyvali inkorporaci kurkuminu do liposomu
potazenych N-trimethylchitosanem (TMC). Kurkumin (CUR) je hydrofobni polyfenolova
sloucenina, ktera se prirozené vyskytuje a nasledné izoluje z oddenkt kurkumy. Ma tadu
biologickych a farmakologickych vlastnosti. Jeho tuc¢inky mohou byt protinadorové,
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antioxidacni, antiartritické, antibakterialni, hypocholesterolemické a protizanétlivé. Kromé
toho se také uvadi, Ze kurkumin je ucinnou latkou pasobici proti Alzheimerové chorobé a viru
lidské imunodeficience. Kurkumin méa obrovsky potencial jako ucinna terapeuticka latka
s tolerovatelnymi vedlej§imi GCinky, ale jeho aplikaci brani Spatna absorpce kvuli nizké
rozpustnosti ve vodé (11 ng/ml v Cistém vodném pufru; pH 5), rychly metabolismus a eliminace
kurkuminu. VSe vede k relativné nizké biologické dostupnosti pfi peroralnim podavani, coz
omezovalo pouziti CUR v klinickém prostfedi. Cilem této studie bylo studovat a vyhodnotit
vlastnosti uvoliiovani in vitro a in vivo sledovat farmakokinetiku a biologickou dostupnost
liposomt potazenych TMC s inkorporovanym kurkuminem u potkand. Studie uvolfiovani
in vitro ukézala, ze liposomy potazené TMC s kurkuminem vykazuji vlastnosti prodlouzeného
uvolfiovani ve srovnani s roztokem CUR v propylenglykolu. Ve farmakokinetickych studiich
in vivo vykazovaly liposomy potazené TMC s kurkuminem vyznamné zvySenou absorpci
a biologickou dostupnost ve srovnani s nepotahovanymi liposomy s CUR a suspenzi CUR.
Zaveérem lze fici, ze liposomy potazené TMC jsou slibnym systémem pro peroralni dodavani
1éCiv, které jsou ve vodé malo rozpustné podobné jako kurkumin [64].

Obr. 15: Liposomy s inkorporovanym kurkuminem (4) a liposomy potazené TMC s kurkuminem (B)
na snimcich z TEM [64].

Cao Jinna a spol. studovali multivezikularni liposomy, potazené a nepotazené
trimethylchitosanem, z hlediska jejich pouziti pro podavani léCiva peroralni cestou.
Multivezikulari liposomy (MVL) jsou vhodnymi systémy pro zapouzdieni ve vodé
rozpustnych 1é€iv a naslednému doruceni téchto 1é¢iv do mista ucinku, diky svému vysokému
vodnému objemu. V této studii bylo do multivezikularnich liposomi inkorporovano modelové
1écivo oxymatrin (OM), pfirodni chinolizidinovy alkaloid klinicky pouzivany k 1écbé
hepatitidy B. Pfi peroralnim podavani OM je vSak jeho biologicka dostupnost nizka, a proto se
pokusili vyvinout MVL systém pro oralni podavani OM, s jeho zlepSenou absorpci diky TMC.
Vysledkem studie je nasyntetizovany TMC, ktery byl charakterizovan infraervenou
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spektroskopii odhalujici pfitomnost trimethylovych skupin a protonovou nuklearni
magnetickou rezonancni spektroskopii, kterd umoziiuje navic i vypocet stupné substitucni
kvarternizace (70,2 %). Déle se jim podafilo pfipravit povrchové modifikované MVL
a nepotazené MVL (obr. 16) a charakterizovat je in vitro z hlediska jejich tvaru, velikosti, zeta
potencialu, ucinnosti zachyceni, ucinnosti potahovani, stability MVL v polymerni suspenzi
a stability v simulovanych zalude¢nich a stfevnich tekutinach [65].

In vitro studie potvrdily, ze MVL potazené TMC mohou zvysit stabilitu MVL v kyselém
roztoku ve srovnani s nepotazenymi MVL. In vivo byla zkoumana farmakokinetika
po peroralnim podani roztoku OM, nepotahovanych MVL a MVL potazenych TMC. U MVL
potazenych TMC byla stanovena pfiblizné 3,26krat a 1,96krat vyssi ti€inna koncentrace 1éCiva
nez u OM roztoku a nepotazenych MVL. Vzhledem k vyznamnému zvySeni uc¢inné
koncentrace 1éCiva, 1ze povazovat MVL potazené TMC za uc¢inné nosice 1éCiv pro peroralni
podavani [65]

Obr. 16: Mikroskopické snimky nepotazenych MVL (A) a MVL potazenych TMC (B) pri

400ndasobném zvétseni porizenych svételnym mikroskopem [65].

Asma Farhadian a spol. se ve své praci zabyvali inkorporaci antigenu proti
hepatitidé B (HBsAg) do polymernich nanocastic. Nanocastice s inkorporovanym HBsAg byly
vyrobeny iontovou gelaci pozitivné nabitého kvartenizovaného TMC (50,9 %) s negativné
nabitym polymerem hydroxypropylmethylcelulozoftalatem (HPMCP) citlivym na pH,
konkrétn€ byl roztok HPMCP (1 mg/ml) pfidan k roztoku TMC (1 mg/ml), ktery obsahoval
razné koncentrace HBsAg (100, 300 500, 700 a 1000 pg/ml). V této praci byla studovana
velikost ¢astic a jejich morfologie, zeta potencial, ti€innost inkorporace, chovani nanocastic pfi
uvolfiovani in vitro av neposledni fadé také aktivita zavedeného antigenu. Velikost
optimalizovanych nanocastic TMC/HPMCP s inkorporovanym antigenem byla 158 nm.
Optimalni kapacity nanocastic (76,75 %) a ucinnosti inkorporace (86,29 %) bylo dosazeno pri
koncentraci antigenu 300 ug/ml. Diky snimkim ze SEM, bylo odhaleno, Zze nanocastice maji
sféricky tvar 1 hladky a témét homogenni povrch. Vysledky studii uvolfiovani in vitro ukazaly,
ze nanocastice slozené z HPMCP a TMC byly stabilni a chranily inkorporovany antigen
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v kyselém pH (prostiedi zaludku) a rychle se rozpustily a uvolnily antigen v simulovaném
sttevnim prostiedi (zasadité pH). Antigen vykazoval dobrou aktivitu pfed i po inkorporaci,
a proto by bylo mozné nanoc¢astice TMC/HPMCP pouzit k peroralnimu podani HBsAg [66].

Obr. 17: Snimky ze SEM nanocdstic TMC/HPMCP s inkorporovanym HBsAg (A) a snimky ze SEM
prazdnych nanocastic IMC/HPMCP (B) [66].

Ramesh Subbiah a spol. studovali ve své praci ptipravu N, N, N-trimethylchitosanovych
nanocastic (TMC NP) s inkorporovanym antigenem viru hepatitidy B (HBsAg) a jejich
pouziti jako systému pro kontrolované podavani 1€k v hornich dychacich cestach. K syntéze
TMC NP byla pouzita metoda iontové gelace, ktera je povazovana za jednu z nejlepSich
metod pro pfipravu nanocastic obsahujicich antigeny. Velikost a povrchové vlastnosti
nanocastic byli upraveny pomoci koncentrace TMC (0,25 % hm. a 0,5 % hm.). Velikost
nanocastic s 0,25 % hm. TMC byla stanovena na 66 + 13 nm, a 76 + 9 nm s 0,5 % hm. TMC.
Do nanocéstic byl inkorporovan antigen (380 a 760 ug/ml) a bylo zjisténo, ze velikost
castic naplnénych NP zavisi na koncentraci antigenu. Celkova velikost TMC NP byla
43 4+ 33 nm (380 pg/ml) a 259 + 47 nm (760 pg/ml). Vysledky prace ukazuji moznost zaclenit
velké mnozstvi HBsAg do NP piipravenych pomoci TMC diky vysoké ucinnosti inkorporace
HBsAg (90-93 %) a velmi dobré optimalni kapacité nanocastic (96-97 %). Dale
byla provedena in vitro analyza uvoliiovani 1éCiva a prokazala, ze HBsAg byl stabilni
v uvolniovacim médiu 0,1 M PBS pH 7,4 po dobu 42 dni a naznacuji, Ze 92 % naneseného
HBsAg bylo do té doby uvolnéno. Imunologicka studie in vivo byla provedena na mysich
BALB starych 6 az 8 tydnu a ukazuje, ze GCinnost adjuvans pro HBsAg je vysoce stabilni.
Dalsim dalezitym faktorem pro intranasalni podani TMC NP je prodlouzena doba nanocastic
v nosu, trvalé terapeutické uvoliiovani s vyznamnym uvolfiovanim v pocatecnich 24 hodinach.
Data uvedena v této studii dokazuji, ze TMC NP mohou byt Siroce pouzivany pro intranasalni
dodavani terapeutik pro prevenci a lé¢bu onemocnéni, jako je alergicka ryma, astma a chronicka
obstruk¢ni plicni nemoc, nebo pro vakcinaci proti hepatitidé B [67].
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Obr. 18: Schématicky diagram studie predstavuje syntézu TMC NP, inkorporaci HBsAg a
intranasdalni dodavani TMC NP obsahujicich HBsAg [67].

3.2 Inkorporace nizko a vysokomolekularnich latek do liposomi pro ihalaé¢ni
a gastrointestinalni podani

Kazunori Iwanaga a spol. ve své praci zkoumali a¢innost povrchového potahovani liposomu
nékterymi materialy pro oralni podavani peptidovych 1é¢iv, kvili nestabilité liposomt v GIT
traktu (jsou snadno degradovany zluCovymi solemi, protoze interaguji s liposomy jako
povrchové aktivnimi latkami). V této studii byl inzulin jako modelova latka inkorporovan, pro
povrchovou upravu liposomu byl pouzit mucin a polyethylenglykol. Liposomy byly pfipraveny
smichanim a rozpusténim DPPC, cholesterolu a povrchovych potahovych materialt
(cetylmucin) v chloroformu. Odpafenim tékavého rozpoustédla na rotacni odparce vznikl
lipidovy film, ktery se dale susil ve vakuu po dobu 8 hodin, aby se uplné odstranilo
rozpoustédlo. Poté byl lipidovy film hydratovan fosfatovym pufrem (PBS, pH 7,4) obsahujicim
inzulin. Po tfech cyklech zmrazovani a rozmrazovani byla liposomalni suspenze zfedéna PBS
k upravé koncentrace lipidi. Neinkorporovany inzulin byl odstranén centrifugaci pii 15 000
otackach po dobu deseti minut. Tento postup nebyl proveden v pripadé experimentu oralniho
podavani in vivo, aby byla zachovéana presnost davky inzulinu. Uginnost zachyceni inzulinu
byla 20—40 % pro vSechny liposomy. In vitro uvoliiovani inzulinu jako modelového peptidu, z
liposomu v roztoku zluCovych soli bylo vyrazné snizeno potazenim povrchu ¢asti mucinového
fetézce (Mucin-Lip) nebo polyethylenglykolem (PEG-Lip). Zapouzdieni inzulinu do Mucin-
Lip a PEG-Lip zcela potlacilo degradaci inzulinu ve stfevni tekutin€, zatimco nepotazené
liposomy ji potlacily pouze Castecné. PEG-Lip a Mucin-Lip dale zptsobovaly po podani
postupné snizovani hladiny glukozy, tzn. ze, hypoglykemicky tc¢inek PEG-Lip trval mnohem
déle nez u nepotazenych liposomu. Tyto vysledky prokazaly, Zze povrchové potahovani
liposomit PEG nebo mucinem zvysilo jejich stabilitu v GI traktu, odolnost vuci traveni
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zlu¢ovymi solemi, a proto by mélo byt povrchové potahovani liposomu potencialnim nastrojem
pro peroralni podavani peptidovych 1é¢iv [68].

Tym Briscoe P. a spol. se zabyval dodavanim superoxiddismutazy (SOD) do plicniho
epitelu prostiednictvim liposomu citlivych na pH. Respiracni nedostate¢nost pii 1é¢bé kyslikem
nebo vystaveni riznym plicnim toxinim muze zpusobit poskozeni plic v dasledku zvysené
produkce kyslikovych radikald. Enzymy, jako je superoxiddismutaza (SOD), mohou tento
patologicky proces utlumit, ale intracelularnimu dodéani a antioxidacnimu ucinku SOD brani
jeho neschopnost prochazet bunéénymi membranami. Jednim z pfistupti pro usnadnéni
intracelularniho dodavani makromolekul je zachyceni SOD do liposomti. Dodani SOD
do plicnich bun€k bylo provedeno pomoci liposomu citlivych na pH, vyrobenych z 1,2-
dioleoyl-sn-glycero-3-fosfoethanolaminu (DOPE) a 1-oleoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-sukcinatu
(DOSG), ptidané ke kultivovanym butikam plicniho distalniho epitelu (FRLE) potkana. Buiiky
FRLE, ziskané z plodd v 19. den t€hotenstvi, exprimovaly vysokoafinitni receptor pro
povrchove aktivni protein A (SP-A). Tento receptor byl pouzit pro zacileni liposomi na buriky
po zaclenéni SP-A béhem tvorby liposomové membrany. Pripravené liposomy mély velikost
180 = 77 nm a jejich enkapsulacni ucinnost byla 10 £ 4 %. Tyto liposomy byly stabilni pii 4 °C
po dobu 1 tydne. Po inkubaci liposomu citlivych na pH obsahujicich enkapsulovany SOD
s kultivovanymi burikami FRLE byla aktivita SOD spojend s burikami zvySena 5,lkrat.
Zaclenéni SP-A do liposomu zvysilo dodani liposomalniho SOD do bunék Sestinasobné. Tato
data naznacuji, ze k absorpci SP-A pH-senzitivnich SOD liposomu plicnimi butikami dochazi
Castecné prostiednictvim procesu zprostfedkovaného receptorem, ktery slouzi ke zvySeni
bunécné antioxidacni obrany [69].

Zhipan Wu a spol. studovali pfipravu nanoliposomi s inkorporovanym enzymem
lysozymem. Tento enzym zpusobuje hydrolyzu bunééné stény bakterii, coz zvySuje jeji
propustnost a zpusobuje lyzu bunék. Hlavnim téelem této studie bylo optimalizovat piipravu
nanoliposomi s inkorporovanym lysozymem a stanovit jejich stabilitu v simulované
gastrointestinalni tekutiné (SGF), simulované intestinalni tekutiné (SIF), stabilitu pfi urcitém
pH, teplot¢ a dobé puasobeni ultrazvuku. Liposomy byly piipraveny z fosfatidylcholinu
a cholesterolu pomoci metody odpafovani s reverzni fazi, protoze diky této metodé, byli
schopni zapouzdiit velké makromolekuly a ucinnost zapouzdieni byla vysoka. Pfedmétem
studie bylo stanovit optimalni podminky pro pfipravu liposomtu jako je vliv poméru
fosfatidylcholinu k cholesterolu, koncentrace lysozymu, doba magnetického michani a doba
trvani ultrazvuku. Optimalni podminky pro piipravu byly nasledujici: pomér fosfatidylcholinu
k cholesterolu stanovili na 3,86, koncentraci lysozymu na 1,96 mg/ml, dobu magnetického
michéani na 40,61 min a dobu trvani ultrazvuku na 14,15 min. Pfi optimalnich podminkéach
pfipravy nanoliposomu bylo zjisténo, ze ucinnost zapouzdreni je 75,36 % + 3,20 % a velikost
castic 245,6 nm + 5,2 nm. Dale nanoliposomy s inkorporovanym lysozymem vykazovaly
pfijatelnou stabilitu pfi urCitém pH, teplot€ a dobé pusobeni ultrazvuku. Kromé toho byla
meéfena i stabilita nanoliposomti v SGF a SIF. Nanoliposomy lysozymu prokazaly urcitou
stabilitu v SGF a SIF pfi teploté 37 © C po dobu 4 hodin. Vysledky naznacuji, ze pfipravené
a optimalizované nanoliposomy s inkorporovanym lysozymem byly stabilni a mohou byt
vhodné pro budouci vyzkum v oblasti dodavani 1é¢iv do organismu [70].
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Maciej Lukawski a spol. se zabyvali ve své studii inkorporaci vitaminu C do liposomu.
Bylo prokazano, ze je prospésné zvysovat davku vitaminu C v prabéhu onkologickych terapii,
beéhem lécby koznich onemocnéni, pfi snizovani UCinkd cévni mozkové piihody nebo pfi
eliminaci urditych poruch traviciho systému. Uginné peroralni podavani vitaminu C vyZzaduje
snizeni rychlosti jeho degradace ve stfevé a usnadnéni jeho absorpce. Vitamin C se obvykle
podava oralné v krystalické formé nebo jako roztok, diky ¢emuz je citlivy na degradaci
v gastrointestinalnim traktu, zejména v ptitomnosti kovovych iontti. Degradaci vitaminu C lze
ucinné snizit jeho spojenim s liposomy. Liposomalni formulace vitaminu C byla pfipravena
s pouzitim farmakologicky pfijatelného glycerinu jako rozpoustédla pro lipidy. Dalsi
jedine¢nou vlastnosti formulace byl vysoky obsah lipidu (vice nez 20 % hm.), protoze vede
k vysoké ucinnosti zapouzdieni. Liposomy byly formulovany smichanim dvou rozpoustédel:
lipida obsahuyjicich glycerin (1:1) a vodného roztoku obsahujiciho kyselinu askorbovou
(20 % hm./hm). Liposomy byly vytvofeny spontanné po smichani. Nasledné byla u liposomu
meétena velikost a polydisperzita. Obsah vitaminu C v liposomech byl stanoven pomoci HPLC
vybavené detektorem UV-VIS. Vysledkem studie je Casové stabilni liposomalni formulace
s ohledem na chemické slozeni a fyzikalné-chemické vlastnosti. Pfi hodnoceni ucCinnosti
formulace se ukazalo, ze pokud je urcita koncentrace kyseliny askorbové v zazivacim traktu
udrzovana po dostate¢né dlouhou dobu, bude dosazena a zachovana vysoka urover absorpce.
Dal§im dulezitym aspektem liposomové formulace je moznost dodavat vysoké davky
vitaminu C po delsi dobu, protoze lipidova tobolka zmirfiuje podrazdéni gastrointestinalniho
traktu, typicky doprovazejici velké peroralni davky kyseliny askorbové. Nasledné byla
biologickd dostupnost formulace prokdzana v Iékarském experimentu na zdravych
dobrovolnicich, kde liposomalni vitamin C pfekonava tradi¢ni formu s ohledem na maximalni
koncentraci i polocas v séru. Dal§im dulezitym rysem predkladané formulace je to, Ze proces
tvorby liposomt nevyzaduje toxicka organicka rozpoustédla, protoze byl misto nich pouzit
farmakologicky pfijatelny glycerin. Tato prace ukazala, ze zapouzdieni vitaminu C do novych
typu liposomt zpusobuje zvySeni biologické dostupnosti vitaminu C na fyziologické trovni
a udrzuje jeho ucinnost na bunécné trovni [71].

Obr. 19: Snimky liposomii ziskané pomoci kryo-TEM mikroskopie s nizkym (levy obrdzek) a
vysokym (pravy obrazek) rozliSenim [71].

Tym Farhang B. a spol. se zabyval ve své studii charakterizaci nanoliposomu pfipravenych
z mlécnych fosfolipidi pomoci mikrofluidizace a hodnocenim jejich enkapsulacni ucinnosti
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pomoci kyseliny askorbové jako modelové biomolekuly. Ackoli se liposomy obecné ziskavaji
z fosfolipidi ze séje nebo vajec, v poslednich letech vzrista zajem o zdravotni piinosy
a funkéni vlastnosti fosfolipidii z membranovych derivatd mlécnych tuki (MFGM). Mlécné
fosfolipidy lze extrahovat z tady vedlejSich produktt, jako je napf. podmasli. Priprava
nanoliposomu s enkapsulovanou kyselinou askorbovou spocivala v dispergaci ve vodném
pufru. Disperze slozena zimidazolu (20 mM), chloridu sodného (50 mM), azidu sodného
(0,02 %) jako bakterostatického cCinidla a kyseliny askorbové (1 % hm./hm.) byla dikladné
promichana pii 7 000 otackach za minutu po dobu 10 minut. Fosfolipidova disperze byla poté
pétkrat protlacena pomoci mikrofluidizéru. Liposomy pfipravené mikrofluidizaci z mlécnych
fosfolipida byly unilamelarni a mély prameér asi 100 nm. Bezprostfedné po ptipravé liposomt
bylo méfeno mnozstvi zapouzdiené kyseliny askorbové (enkapsulacni ucinnost), které bylo
stanoveno na 26 %. Dalsi vysledky ukazaly, ze disperze je méné stabilni pfi skladovani pti pH
3 ve srovnani s pH 7. Po 7 tydnech skladovani pii 4 °C a pH 3 a pH 7 si liposomy zachovaly
67 % puvodné zapouzdiené kyseliny askorbové, zatimco pouze 30 % vitaminu C zustalo
inkorporovano pii skladovani pii 25°C. Predkladand prace prokazala, ze pomoci
mikrofluidizace je mozné ziskat malé unilamelarni liposomy z mlécnych fosfolipidd, stabilni
pfi neutralnim pH a chranici kyselinu askorbovou po dobu nejméné 7 tydnut [72].

Obr. 20: Snimek nanoliposomii obsahujicich kys. askorbovou porizeny pomoci KRYO-TEM [72].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Kyselina L-askorbova

Sigma Aldrich
¢. Sarze: BCCD2467
CAS: 50-81-7

Dipalmitoylfosfatidylcholin

Avanti Polar Lipids, Inc.
¢. Sarze: 160PC-319
CAS: 63-89-8

Cholesterol

Sigma Aldrich
¢. Sarze: BCBK3087V
CAS: 57-88-5

Kyselina fosfatidova

Avanti Polar Lipids, Inc.
¢. Sarze: 840635P-200MG-A-024
CAS: 108321-06-8

Polyethylenglykol

Avanti Polar Lipids, Inc.
¢. Sarze: 880200P-200MG-B-059
CAS: 474922-84-4

Isopropylalkohol

Lach-Ner, s.r.o.
¢. Sarze: PP/2014/07814
CAS: 67-63-0

Chloroform

PENTA
¢. Sarze: 2107210716
CAS: 602-006-00-4

Methanol

Sigma Aldrich
¢. Sarze: SZBDO067SV
CAS: 67-56-1

Bromelain

Sigma Aldrich
¢. Sarze: BCBW0568
CAS: 37189-34-7

Vinan sodno-draselny tetrahydrat

Lach-Ner, s.r.o.
¢. Sarze: PP/2020/05263
CAS: 6100-16-9

Uhlicitan sodny

Lachema, a.s.
¢. Sarze: 30686 0701
CAS: 497-19-8
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Hydroxid sodny PENTA

¢. Sarze: 1905160514
CAS: 011-002-00-6
Siran méd’naty pentahydrat Lach-Ner, s.r.o.

C. Sarze: PP/2014/10476
CAS: 7758-99-8
Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo VWR Chemicals

¢. Sarze: 20F264006
CAS: 31360.264
Hovézi sérovy albumin Sigma Aldrich

¢. Sarze: SLBQ6589V
CAS: 9048-46-8
Trimethylchitosan (stfedni molekulova | Sigma Aldrich
hmotnost, stupeti kvartenizace: | ¢. Sarze: MKCMO0761
40 - 60 %) CAS: 52349-26-5

Deionizovana voda Milipore, Purelab: ELGA

4.2 Priprava vezikul

Pro enkapsulaci nizko (vitamin C) a vysokomolekulovych (bromelain) latek byly pouzity
liposomy s riznym sloZenim. Slozeni liposomu bylo inspirovano diplomovou praci Ing. Jany
Szabové [1]. Hlavni slozkou liposomi je dipalmitoylfosfatidylcholin (DPPC), jehoz zasobni
roztok v chloroformu byl pfipraven tak, aby ve finalnim liposomalnim systému byla jeho
koncentrace 1 mM. K dipalmitoayfostatidylcholinu byl postupné pfidavan cholesterol pro
stabilizaci vezikul, kyselina fosfatidova (PA) zajiStujici zaporny naboj a polyethylenglykol
(PEGs000—PE) zajistujici ,,stealth® vlastnosti liposomu. Tyto latky byly pfidavany v takovém
mnozstvi, aby ve vysledném objemu 3 ml tvofily u cholesterolu 30 mol. %, u PA 30 mol. %,
au PEGspo0—PE 6 mol. % z celkového mnozstvi fosfolipidi. Piiprava vzorkl se skladala
z navazeni potfebného mnozstvi jednotlivych komponent samostatné nebo jejich kombinace
do Cistych a suchych vialek. Poté bylo navazené mnozstvi latek zalito 300 ul zasobniho roztoku
DPPC v chloroformu. Ke vzorkiim, které obsahovaly kyselinu fosfatidovou bylo pfidano jesté
50 pl methanolu z divodu jeji lepsi rozpustnosti. Chloroform byl volné€ odpafen a na dné vialek
vznikl fosfolipidovy film, ktery byl rehydratovan zasobnim roztokem vitaminu C o koncentraci
1-10"2 mol, roztokem enzymu o koncentraci 1 mg/ml a deonizovanou vodou (blank). Poté byly
vzorky promichany na vortexu a podrobeny sonifikaci. Sonifikace u vzork, které obsahovaly
DPPC, cholesterol a kyselinu fosfatidovou nebo jejich kombinaci, byla provedena pomoci
ultrazvukové sondy (model HD 3 200, Bandelin Electronic GmbH & Co. KG) pii amplitudé
30 % a pridanim 3 kJ a 5 kJ (DPPC s cholesterolem)). U vzorkd, které obsahovaly PEGsoo—PE
byla sonifikace provedena v ultrazvukové vodni lazni (model DT 31 H, Bandelin Electronic
GmbH & Co. KG) pii teplote 65 °C po dobu 15 min (obr. 21). Divodem bylo to, Ze u sonifikace
sondou nedochazelo k vmezeteni PEGso00—PE do liposomi, ale ktvofeni micel. Takto
ptipravené vzorky byly nasledné prométfeny na DLS a ELS.
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Obr. 21: Viiv sonifikace ve vodni ldzni na vzorky stealth liposomii. A: vzorky pred sonifikaci,

B: vzorky po sonifikaci.

4.3 Priprava vezikul s TMC

Trimethylchitosan byl zkombinovan se stealth liposomy, které byly pfipraveny
z dipalmitoylfosfatidylcholinu, cholesterolu, kyseliny fosfatidové a polyethylenglykolu,
stejnym postupem, ktery je uveden v odstavci 4.2. U takto pfipravenych stealth liposomu byla
zmeétena jejich velikostni distribuce a zeta potencial. Poté byl pfipraven zasobni roztok
trimethylchitosanu o koncentraci 0,1 %, navazenim piesného mnozstvi TMC do ¢isté a suché
vialky a zalitim odpovidajicim mnozstvim deionizované vody. Piipraveny zasobni roztok TMC
byl michan na magnetické michacce do uplného rozpusténi TMC.

Ptiprava komplexu spocivala v pfikapavani 2 ml roztoku trimethylchitosanu k 1 ml roztoku
stealth liposomi, ktery byl neustale michan (250 rpm) ve vodni lazni s ledem. Takto pfipravena
smés byla ponechana ve vodni lazni s ledem a michana 60 min. Po uplynuti 1 hodiny byly
pfipravené vzorky komplexu prométeny na DLS a ELS pro stanoveni distribuce velikosti a zeta
potencialu.

4.4 Stanoveni enkapsulacni uinnosti

Enkapsulacni ucinnost (EE) byla stanovena pomoci metody UV-VIS spektrofotometrie, kdy
byly nejprve piipravené liposomy s vitaminem C i1 enzymem po zméfeni na DLS podrobeny
dialyze v dialyza¢nim stfevé (cut-off 50 000 Da), pii které byl odstranén neenkapsulovany
vitamin C a enzym bromelain. Po dialyze byly liposomy rozruseny izopropylalkoholem, aby
doslo k uvolnéni enkapsulovanych latek, a proméreny na UV-VIS spektrofotometru. Bez
pouziti isopropylalkoholu rusil méfeni na UV-VIS lehky zakal Castic.

4.4.1 Stanoveni enkapsulacni ucinnosti vitaminu C

Pro stanoveni EE vitaminu C bylo nejprve nutné si pfipravit koncentracni fadu, pomoci které
mohla byt nasledné vypocitana EE vitaminu C. Koncentracni fada byla pfipravena ze zasobniho
roztoku vitaminu C o koncentraci 1-10° M, kdy bylo vypogitané mnozstvi kyseliny askorbové
navazeno do suché a Cisté odmérmné baiky o objemu 100 ml. Odmérna barika byla nasledné
doplnéna na pozadovany objem roztokem isoprolylalkoholu (IPA) ku vodé€ v objemovém
pomeéru 1:1. Dale byl roztok vitaminu C v pfesném mnozstvi napipetovan do suchych a ¢istych
vialek dle koncentraéni fady 1-10° — 2,5-10° M. Zbyly objem vialky byl doplnén na 5 ml
pomoci roztoku IPA:H,O vpoméru 1:1. Nakonec byly vsSechny vialky zavickovany,
promichany na vortexu a promeéteny na UV-VIS spektrofotometru Hitachi U-3900H, 2J2-0032,
kdy spektrum bylo snimano v rozmezi vinovych délek od 200 do 400 nm. Maximum absorbce
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u vzorkl s enkapsulovanym vitaminem C bylo pii vinové délce 265 nm (inspirovano ¢lankem
[73]) pti které byla odeCtena absorbance a z ni byla sestavena kalibra¢ni kfivka a nasledné i
vypocitana EE jednotlivych vzorku.

4.4.2 Stanoveni enkapsulaé¢ni u¢innosti enzymu

Utinnost enkapsulace enzymu byla stanovena pomoci Hartree-Lowryho metody stanoveni
koncentrace bilkovin. Hartree-Lowryho metoda je spektrofotometrické stanoveni, které je
stanovitelné ve viditelné oblasti a principem je reakce proteint s chemickou latkou a nasledné
vytvoreni chromofort. Pro tuto metodu jsou potieba 3 riizna ¢inidla, z nichz prvni dvé €inidla
se pouzivaji pro biuretovu reakci. Tfetim je Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo, které je pfipraveno
z polykyselin fosfomolybdenové a fosfowolframové. Polykyseliny jsou redukovany pomoci
tyrosinovych a tryptofanovych zbytki v proteinech a vznika modré zbarveni, které je
detekovano pfi 650 nm [74].

Pii stanoveni Hartree-Lowryho metodou bylo pfidano k 1 ml liposoml rozrusenych
izopropylalkoholem a obsahujicich bilkovinu 0,9 ml ¢inidla A. Roztok byl inkubovan ve vodni
lazni pii 50 °C po dobu 10 min. Po uplynulé 1htté byl roztok ochlazen na laboratorni teplotu
a bylo pfidano 0,1 ml ¢inidla B. Roztok byl inkubovan pfi laboratorni teploté po dobu 10 min.
Jako posledni krok byly k roztoku pfidany 3 ml zifedéného Folin-Ciocalteuova ¢inidla a smés
byla inkubovana ve vodni lazni pti 50 °C po dobu 10 min. Po ochlazeni na laboratorni teplotu
byla u vzork zméfena absorbance pii 650 nm [75].

Cinidlo A je slozeno z 0,2 g vinanu sodno-draselného - 4 H>0, 10 g Na;COs, 50 ml 1 M
NaOH a destilované vody, diky které doplnime objem na 100 ml.

Cinidlo B je sloZeno z 2 g vinanu sodno-draselného - 4 H>0, 1 g CuSO4- 5 H20, 10 ml 1 M
NaOH a destilované vody pro doplnéni na 100 ml.

Cinidlo C je zfedéné Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo destilovanou vodou v poméru 1:15 [74].

Priprava koncentracni fady BSA

Koncentra¢ni fada proteinu byla pfipravena pro stanoveni enkapsulacni ucinnosti enzymu
bromelainu navazenim pfesného mnozstvi hovéziho sérového albuminu (inspirovano ¢lankem
[76]) do cistych a suchych vialek dle koncentracni fady 0,025 mg/ml — 0,375 mg/ml. Zbyly
objem vialky byl doplnén na 4 ml deionizovanou vodou. Nasledné byl odebran 1 ml roztoku
enzymu kazdé koncentrace a smichan s 1 ml isopropylalkoholu, aby bylo mozné stanovit
enkapsulacni Uc¢innost enzymu v liposomech, které se nejprve museli rozrusit. Poté uz byla
ptiprava kalibracni fady stejnym postupem jako v kapitole 4.4.2 a néasledovalo proméfeni na
UV-VIS spektrofotometru, kdy spektrum bylo snimano v rozmezi vinovych délek od 300 do
800 nm.

tn)m PR s 0"5 H Dim i :"9*5+ Blgng i
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Obr. 22: Koncentracni Fada vzorkii s albuminem.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Enkapsulacni Gcinnost

V této pract byla stanovena enkapsulacni ucinnost vysokomolekularnich (bromelain)
a nizkomolekularnich (vitamin C) latek inkorporovanych do liposomil s riznym slozenim
(DPPC, kyselina fosfatidova, cholesterol, polyethylenglykol a TMC). Enkapsulacni a¢innost
(EE) byla u liposom slozenych z riznych kombinaci jednotlivych slozek stanovena postupem
popsanym v kapitole 4.4. Pro vypocet EE bylo nejprve nutné si pfipravit kalibracni kfivku nizko
a vysokomolekularnich latek a zni ziskat rovnici regrese, pomoci které¢ byla nasledné
vypocitana ucinnost enkapsulace jak vitaminu C, tak 1 enzymu. Na nasledujicim grafu (obr. 23)
je na ukédzku znazornéna kalibracni kfivka vitaminu C s rovnici linearni regrese. Kalibracni
kiivka pro stanoveni bromelainu je uvedena v piilohach (viz. Ptilohy).
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Obr. 23: Kalibracni kiivka vitaminu C.

5.1.1 Stanoveni enkapsulacni uc¢innosti liposomu pripravenych z DPPC

Enkapsulacni ucinnost nizko a vysokomolekularnich latek byla nejprve sledovana u Castic,
které byly pfipravené pouze z dipalmitoylfosfatidylcholinu o koncentraci 1 mM.
U pfipravenych vezikul byla také zmérena velikost ¢astic a zeta potencial pomoci DLS a ELS.
Stiedni velikost Castic ptfipravenych pouze z DPPC byla stanovena na (102 + 1) nm a jeji zeta
potencial na (25,2 +0,9) mV. Zeta potencial nachazejici se v kladnych hodnotach mizeme
vysvétlit tim, ze vzniklé liposomy maji na svém povrchu pouze kladny naboj (cholinova
skupina DPPC), kdy se pravdépodobné neprojevuje zaporny naboj fosfatu, ktery je umistén
vice uvnitf Castice.

Jako nizkomolekularni latku vhodnou k inkorporaci do liposomi jsme zvolili roztok
vitaminu C o koncentraci 1-10*M (inspirovano ¢lankem [77]). U &astic s inkorporovanym
vitaminem C byla stfedni velikost liposomu stanovena na (92 + 7) nm a zeta potencial na
27,9+ 1,5) mV, coz se vyznamné nelisi od samotnych liposomli a proto muizeme fici,
ze piidavek vitaminu C nema vliv na velikost ¢astice ¢i na jejich formulaci.

Pti méfeni absorpéniho spektra vitaminu C jsme narazili na problém — nebyla vidét absorpce
vitaminu C s typickym maximem u 265 nm (maximum absorbce 265 nm je inspirovano
clankem [73]). Po zjisténi, ze v této oblasti mohou absorbovat i jiné latky jako napt. fosfatova
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skupina (DPPC) jsme jako blank pouzivali prazdné liposomy (pro odfiltrovani nezadoucich
absorbci ze spektra) oproti ptivodni vodé. Koncentraci 1-10* M vitaminu C pro enkapsulaci se
ukazala jako nedostacujici, protoze naméfena absorbance vitaminu C uvolnéného z liposomu
proti blanku na spektrofotometru byla velmi nizka, proto jsme se rozhodli koncentraci roztoku
vitaminu C zvysit na 1-102 M. Na obr. 24 1ze vidét rozdil pted optimalizaci metody (pouziti
deionizované vody jako blank a nizké koncentrace vitaminu C) apo optimalizaci. Tato
optimalizace byla dale vyuzita i v dalSich experimentech pfipravy vezikul.

0,12
0,10 ——DPPC + Vit. C pted optimalizaci
0,08 - DPPC + vit. C po optimalizaci

Absorbance [-]

220 240 260 230 300 320 340 360 380 400
A [nm]

Obr. 24: Graf zavislosti absorbance vzorku DPPC s inkorporovanym vitaminem C na vinové délce.

Jako vysokomolekularni latku vhodnou k inkorporaci do liposoml jsme zvolili roztok
enzymu bromelainu o koncentraci 1 mg/ml (inspirovano c¢lankem [76]). U liposomu
s inkorporovanym bromelainem se nam podafilo pfipravit Castice o velikosti (144 + 10) nm se
zeta potencialem (24,2 + 1,7) mV. Mlizeme si vSimnout, Ze v porovnani s prazdnymi liposomy,
doslo ke zvétSeni Castic o vice nez 30 nm (obr. 25). Divodem muze byt navazani enzymu
na povrch liposomtl a/nebo ovlivnéni samotné formulace liposoma diky pfitomnosti

bromelainu ([78]). Vzhledem k zadné vyrazné zméné zeta potencialu je spi§ pravdépodobna
druhé varianta.

10 r
= st ——DPPC
5 B
s I N\ DPPC + Vit. C
’g 6 _ DPPC + bromelain
=
=]
S 4 F
=3
5
-
g *f
S [
%0--_—. PR S S T S | N N .\*”-_‘4__./_.\_._---|
10 100 1000 10 000

velikost [nm]

Obr. 25: Srovnani distribuce velikosti castic u pripravenych liposomii z DPPC.
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Utinnost enkapsulace vitaminu C byla stanovena spektrofotometricky postupem popsanym
v kapitole 4.4.1. Enkapsulacni ucinnost enzymu byla zjistovana pomoci Hartree-Lowryho
metody stanoveni koncentrace bilkovin popsané v kapitole 4.4.2. Jako blank byl zvolen prazdny
lipozomalni systém pro ob& méfeni. V tab. 3 jsou uvedeny enkapsulacni u€innosti vitaminu C
a bromelainu inkorporovanych do castic slozenych pouze z dipalmitoylfosfatidylcholinu.
Z tab. 3 je patrné, ze EE vitaminu C je velmi nizka. Je to z divodu toho, ze vitamin C je
hydrofilni latka a ty nemaji tendenci jit z okolniho vodného prostiedi do hydrofilniho
(vodného) jadra oproti latkdm hydrofobnim, kdy jediné hydrofobni prostredi se nachazi
ve fosfolipidové dvojvrstve. Dale z ni lze vycist, ze 1épe se do liposomu enkapsuloval enzym
bromelain s u¢innosti vice nez 50 % ve srovnani s vitaminem C. Je to dano vlivem vazani
enzymu nejen do hydrofilniho jadra, ale pravdépodobné i na povrch liposomi, coz dokazuje
i méfeni DLS. Dal$im divodem, pro¢ je EE tak vysoka muze byt obsah hydrofobnich Casti
enzymu a je tedy mozné, ze se ¢astecne enkapsuloval i do hydrofobni dvojvrstvy.

Tab. 3: Enkapsulacni uicinnost cdstic z DPPC.

Enkapsulaéni ucinnost [%o]
Vitamin C 0,31+ 0,02
Bromelain 52,79+ 2,42

5.1.2 Vliv cholesterolu na enkapsula¢ni u¢innost

Pro zvyseni stability ¢astic diky zvySeni tuhosti membrany byl dipalmitoylfosfatidylcholin
zkombinovan s cholesterolem v takovém mnozstvi, aby ve vysledném objemu tvoftil 30 mol. %.
Po ptfidavku cholesterolu se nam podafilo pfipravit Castice o velikosti (227 = 1) nm a zeta
potencialu (5,0 +2,1) mV. U systému, do kterého byl pfidan cholesterol se zeta potencial
pohyboval v kladnych hodnotach v nestabilni oblasti. V porovnani s vezikulami pfipravenymi
pouze z dipalmitoylfosfatidylcholinu doslo ke zvétSeni Castic a snizeni ZP z divodu zvySeni
prumérné plochy hlavni skupiny fosfolipidu a vystaveni zaporného naboje fosfatu a tim doslo
ke zmeéne¢ orientace hlavni skupiny a molekul vody. Mizete tedy fici, ze diky snizeni ZP (mensi
elektrostaticky naboj mezi liposomy) dochazelo ke spojovani Castic a diky tomu vznikaly vétsi
struktury a zvétSila se stfedni velikost [79]. Tento jev muzeme potvrdit i vznikem zakalu
v roztoku Castic z DPPC a cholesterolu, ktery je vidét na obr. 26.

Obr. 26: Vizualni viiv pridani cholesterolu. A: Liposomy pFipravené pouze z DPPC. B: Liposomy

s pridavkem cholesterolu.
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Stredni velikost u ¢astic s inkorporovanym vitaminem C byla stanovena na (185 + 1) nm
a zeta potencial na (7,3 £ 0,2) mV a u vezikul s inkorporovanym bromelainem byla stfedni
velikost stanovena na (323 £+ 77) nm a zeta potencial (9,2 + 0,1) mV (obr. 27). Opét si mizeme
vS§imnout, ze velikost liposomu s inkorporovanym enzymem je mnohem vétsi, a to z davodu
navazani enzymu i na povrch liposomi (mirna zména zeta potenicalu) a/nebo ovlivnéni
agregacniho procesu liposomt jeho pfitomnosti.

8 -
[ e DPPC + chol
= DPPC + chol + vit. C
S
? 6 DPPC + chol + bromelain
3 I
>O L
) i
=
\g 4 -
2 L
& I
o L
N
e i
g27
s |
g | N
10 100 1 000 10 000

velikost [nm]
Obr. 27: Srovnani distribuce velikosti castic u pripravenych liposomii z DPPC a cholesterolu.

Enkapsulacni G¢innost vitaminu C a bromelainu se po ptidavku cholesterolu do liposomt
z DPPC vzhledem k odchylkdm meéfeni nezménila oproti Gc¢innosti enkapsulace u vezikul
pfipravenych pouze z DPPC. Stejné jako u liposomu z DPPC se lépe inkorporoval enzym
bromelain v porovnani s vitaminem C (tab. 4).

Tab. 4: Enkapsulacni ucinnost cdstic z DPPC a cholesterolu.

Enkapsula¢ni ucinnost [%]
Vitamin C 0,26 + 0,03
Bromelain 40,68 + 0,19

5.1.3 Vliv cholesterolu a PA na enkapsulacni u¢innost

Pro dosazeni zaporného naboje, ktery je dualezity pro navazani trimethylchitosanu, byla do
systému piidana kyselina fosfatidova v takovém mnozstvi, aby ve vysledném objemu liposomt
tvotila 30 mol. %. Castice piipravené z DPPC, cholesterolu a kyseliny fosfatidové méli stiedni
velikost (115 + 1) nm a zeta potencial byl stanoven na (-52,2 + 1,3) mV. Diky pfidavku PA se
zuzila distribuce velikosti Castic a doslo k elektrostatické stabilizaci systému — zeta potencial
klesl do zapornych hodnot z divodu zaporného naboje PA. Stejné jako u liposomu
pfipravenych pouze z DPPC se 1 u téchto vezikul stfedni velikost ¢astic s inkorporovanym
vitaminem C, ktera byla stanovena na (110 + 1) nm, vyrazné nelisila od prazdnych liposomu.
U vezikul s inkorporovanym bromelainem byla stfedni velikost castic stanovena na
(188 + 13) nm. Zeta potencial u liposomu s inkorporovanym vitaminem C byl totozny jako pro
prazdné vezikuly (—52,5 £ 2,7) mV. Liposomy s bromelainem mély zeta potencial vyrazné nizsi
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oproti prazdnym liposomiim a to (16,5 £ 2,7) mV. Na obr. 28 si miizeme v§imnout, ze opet
u liposomélniho systému s bromelainem doslo ke zvySeni stfedni velikosti Castic oproti
samotnym liposomum a liposomim s inkorporovanym vitaminem C. Tento nartst je opét
pravdépodobné z divodu navazani enzymu na povrch liposomt a/nebo ovlivnéni formulace
liposomu pfitomnym enzymem. Diky vyraznému snizeni zeta potencialu u liposomui
s enzymem je i vice pravdépodobna vazba enzymu na povrch.
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Obr. 28: Srovnani distribuce velikosti castic u pripravenych liposomii z DPPC, cholesterolu a PA.

U castic piipravenych z DPPC, cholesterolu a PA s inkorporovanym bromelainem byl vidét
vliv dialyzy, pfi které doslo k odstranéni neenkapsulovaného enzymu. Na obr. 29 mizeme
vidét, ze doslo ke snizeni velikosti Castic na (161 £ 5) nm a tzn., Ze mohla byt odstranéna cast
enzymu navazaného na povrch liposomu.
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Obr. 29: Srovnani distribuce velikosti castic pred a po dialyze.

U vezikul sinkorporovanym vitaminem C doSlo ke snizeni enkapsulani ucinnosti
v porovnani s liposomy pfipravenymi pouze z DPPC, naopak castice s enkapsulovanym
enzymem méli EE vyssi nez u liposomt z DPPC. V ovlivnéni EE u tohoto systému bude
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s nejvyssi pravdépodobnosti hrat roli zaporny naboj kyseliny fosfatidové. Z tab. 5 1ze vy¢ist, ze
se opét 1épe inkorporoval enzym bromelain oproti nizkomolekularni latce.

Tab. 5: Enkapsulacni uicinnost cdstic z DPPC a cholesterolu a PA.

Enkapsulacni u¢innost [%]
Vitamin C 0,25+ 0,01
Bromelain 54,83 + 0,58

5.1.4 Vliv komponent stealth liposomu na enkapsula¢ni ucinnost
Pro pfipravu stealth liposomi bylo nutné ptidat do systému z DPPC, cholesterolu a kyseliny
fosfatidové 6 mol. % PEGsp0—PE. Pfidanim polyethylenglykolu do vezikularniho systému by
se méla prodlouzit doba, kterou liposomy stravi v krevnim ob&hu [12]. Podafilo se nam
ptipravit vezikuly s PEGso00—PE o stfedni velikosti castic (110 + 2) nm a jejich zeta potencial
byl stanoven na (—16,1 £ 2,6) mV. Stanovena hodnota zeta potencialu u prazdnych liposomu
se pohybovala v zaporné oblasti stability okolo hodnoty —15 mV, coz znaci uspé&snou piipravu
stealth liposomu [80]. Pridanim PEGso0—PE se podafilo pfipravit Castice s elektrostatickou
a stérickou stabilizaci.

Stiedni velikost liposomu s inkorporovanym vitaminem C byla stanovena na (90 + 4) nm
a velikost vezikul s inkorporovanym enzymem bromelainem byla ur€ena na (102 + 22) nm.
Muzeme fict, ze se zde neprojevuje vliv enzymu na velikost pfipravenych castic v porovnani
s liposomy z DPPC, cholesterolu a PA. To muaze byt vysvétleno pritomnosti PEGso00—PE, ktery
jako hydrofilni polymer znemoziiuje vazbu raznych ¢astic na svij povrch. Z Obr. 30 je patrné,
ze rozdil ve velikosti Castic s enkapsulovanym vitaminem C a enzymem neni tak markantni
jako u ptfedchozich pfipravenych ¢astic. Po inkorporaci vitaminu C je zeta potencial v ramci
odchylek méfeni shodny s prazdnymi liposomy (—13,9 + 1,4) mV. U ¢astic s inkorporovanym
enzymem doSlo ke snizeni hodnoty zeta potencialu (-25,4 + 3,0) mV, je mozné, ze enzym
nepodporuje zcela spravnou formulaci liposomu, kdy jejich | stealth” vlastnosti mohou byt
méné efektivni nez u prazdnych liposom ¢i liposom s enkapsulovanym vitaminem C.
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Obr. 30: Srovnani distribuce velikosti castic u pripravenych stealth liposomil.
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Jak bylo vySe zminéno, hydrofilni PEGsoo—PE brani navazani vétsiho mnozstvi enzymu
na povrch liposomt. Tuto skute¢nost si miazeme potvrdit i z obr. 31, kde je znazornéna stiedni
velikost Castic pred a po dialyze, pfi které se odstranila vysokomolekularni latka. Stfedni
velikost ¢astic s enkapsulovanym enzymem pied dialyzou byla stanovena na (102 + 22) nm, po
dialyze byla stfedni velikost Castic urena na (103 + 5) nm. Muzeme fici, ze velikost castic pied
a po dialyze se vyznamné nelisi.
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Obr. 31: Srovnani distribuce velikosti stealth liposomii pred a po dialyze.

Enkapsulacni a¢innosti vitaminu C i enzymu bromelainu jsou uvedeny v tab. 6 a lze z ni
vycist, ze se opét lépe inkorporoval enzym. V porovnani s Casticemi bez PEGsoo—PE je
enkapsulacni Gi¢innost u stealth liposomu zatim nejvyssi. Lze fici, ze na EE mohl mit vliv trochu
jiny postup ptipravy, kdy castice s PEGsoo0—PE byly pfipravovany v ultrazvukové vodni lazni,
zatimco pro pripravu ¢astic bez polyethylenglykolu jsme pouzivali ultrazvukovou sondu.

Tab. 6: Enkapsulacni ucinnost stealth liposomii.

Enkapsulaéni ucinnost [%o]
Vitamin C 0,35+ 0,01
Bromelain 60,68 £+ 6,93

5.1.5 Vliv TMC na enkapsula¢ni acinnost

Jako posledni byl do systému piidan trimethylchitosan o koncentraci 0,1 %, ktery by mél zajistit
vstup stealth liposomt do krevniho fecisté paracelularni cestou pomoci otevieni té€snych spoj,
které jsou umistény mezi epitelidlnimi buiikami [21]. Pfi pfipravé jsme zkombinovali roztok
stealth liposomu s roztokem TMC (konkrétni postup je popsan v kapitole 4.3). Podafilo se nam
pfipravit komplex s TMC a inkorporovanym vitaminem C a enzymem bromelainem, protoze
jak muzeme z obr. 32 vidét je zde znacny posun distribuci Castic, a to znaci navazani TMC
na stealth liposom. Prazdny komplex mél stfedni velikost (172+ 1) nm a zeta potencial
(43,3 £ 1,1) mV. U komplexu s inkorporovanym vitaminem C byla stanovena stfedni velikost
Castic na (147 £ 6) nm as inkorporovanym enzymem bromelainem na (161 +20) nm. Po
navazani TMC na stealth liposomy doslo ke zvySeni stifedni velikosti Castic o vice nez 55 nm.
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Navazani trimethychitosanu na stealth liposom mizeme potvrdit i z hodnot zeta potencialu,
ktery se zménil ze zapornych hodnot na kladné (tab. 7).

Mensi velikost liposomalniho komplexu s enkapsulovanym vitaminem C by mohla byt
vysvétlena diky zapornému néaboji vitaminu, ktery se mohl navazat na TMC a snizit jeho naboj
pro vazbu se stealth liposomy. Toto tvrzeni je potvrzeno i snizenim zeta potencialu komplexu
svitaminem C a zvySenim EE vitaminu. Pfitomnost bromelainu neovlivnila fyzikalng-
chemické vlastnosti liposomalniho komplexu.
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Obr. 32: Posun distribuce velikosti stealth liposomil po pridavku TMC.

Dialyza nemeéla vliv na odstranéni trimethylchitosanu ze systému, protoze z nasledujiciho
obr. 33 je na ukazku patrné, ze velikost ¢astic s inkorporovanym enzymem se po provedeni
dialyzy vyznamné nezmeénila, pokud bereme v potaz odchylky méfeni.
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Obr. 33: Posun distribuce velikosti castic s bromelainem po pridavku TMC pred a po dialyze.

Enkapsulacni tc¢innost se po piidavku trimethylchitosanu vyrazné zmeénila jak u Castic
s inkorporovanym vitaminem C, tak i sinkorporovanym enzymem. Z tab. 7lze vycist,
ze ucinnost enkapsulace vitaminu C se zvySila oproti vezikulam bez TMC. Jak jiz bylo zminéno
vyse, muze to byt zpisobeno navazanim vitaminu C na kladny trimethylchitosan. Je tedy
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mozné, ze vitamin C se nachazi jak uvnitf liposomu, tak i na povrchu TMC, a proto je
enkapsulacni ucinnost vyssi nez uz ostatnich liposomt. Opaény trend nastal pii enkapsulaci
enzymu, kdy se u¢innost vyznamné snizila. Toto snizeni by mohlo byt vysvétleno vmezetenim
TMC do liposomalni dvojvrstvy, coz mohlo usnadnit prichod enzymu pres fosfolipidovou
dvojvrstvu a jeho oddialyzovani. Z tab. 7 je dale patrné, Ze do komplexu se Iépe enkapsuloval
enzym bromelain jako u vSech ostatnich pfipravenych castic.

Tab. 7: EE a zeta potencial stealth liposomii s pridavkem TMC.

Enkapsulacni ucinnost [%] Zeta potencial [mV]
Vitamin C 1,61 +0,59 35,1+2,7
Bromelain 31,56 + 6,54 419+14
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6 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo studium inkorporace nizko a vysokomolekularnich latek
do liposomalnich systémda, které byly pfipraveny z riznych kombinaci jednotlivych slozek
(DPPC, cholesterol, kyselina fosfatidova, polyethylenglykol a TMC) a zvoleni vhodnych latek
pro inkorporaci s potencialnim vyuzitim ve farmacii. Jako vhodna nizkomolekularni latka byl
na zakladé€ literarni reSerSe zvolen vitamin C a jako zastupce vysokomolekularnich latek byl
vybran enzym bromelain. Nedilnou soucasti prace bylo stanoveni enkapsulac¢ni ucinnosti
zvolenych latek pomoci metody UV-VIS spektrofotometrie, kdy EE vitaminu C byla
vypocitana z absorbance odectené pri 265 nm a uc¢innost enkapsulace enzymu byla stanovena
pomoci Hartree-Lowryho metody, stanoveni koncentrace bilkovin. DalSim dalezitym bodem
prace byla charakterizace liposomi pomoci DLS a ELS a experimentalni ovéfeni vlivu
jednotlivych slozek systému na enkapsulacni ti¢innost.

Na zakladé vysledk méfeni enkapsulacni Géinnosti bylo zjisténo, ze lépe se do liposomu
enkapsuloval enzym bromelain (52,79 + 2,42) % v porovnani s vitaminem C (0,31 + 0,02) %.
Vys8i enkapsulacni ucinnost bromelainu byla zapfi¢inéna zptusobem vazani enzymu, kdy
dochazelo k vazbé nejen do hydrofilniho jadra, ale pravdépodobné i na povrch liposomu, coz
dokazuje i méfeni DLS. Dal§im divodem, pro¢ je EE bromelainu tak vysoka, maze byt obsah
hydrofobnich Casti enzymu. Je tedy mozné, ze se Castecné enkapsuloval i do hydrofobni
dvojvrstvy. Vitamin C je hydrofilni latka a ty nemaji tendenci snadno prechazet
z okolniho vodného prostiedi do hydrofilniho (vodného) jadra oproti latkdm hydrofobnim, kdy
se jediné hydrofobni prostiedi nachazi ve fosfolipidové dvojvrstvé, a také z tohoto davodu
dosahuje enkapsulacni ti¢innost vitaminu C nizkych hodnot.

U liposomi slozenych z dipalmitoylfosfatidylcholinu se podafilo pfipravit Castice
o velikosti (102 + 1) nm a kladném zeta potencialu (25,2 + 0,9) mV, ktery je urCen kladnym
nabojem cholinové skupiny DPPC na povrchu liposomu. Po inkorporaci vitaminu C méli
Castice obdobnou velikost a zeta potencial jako prazdné liposomy, a proto muzeme fici,
ze piidavek vitaminu C nema vliv na velikost ¢astice ¢i na jejich formulaci. Po inkorporaci
bromelainu doslo ke zvétSeni Castice, ale zeta potencial se vyrazné nezmeénil. Dle téchto
ziskanych vysledki mtizeme usuzovat, ze piitomnost bromelainu ovlivnila samotnou formulaci
liposomd.

Enkapsulacni ucinnost vitaminu C (0,26 + 0,03) % a enzymu bromelainu (40,68 + 0,19) %
se vzhledem k naméfenym odchylkam po pfidavku cholesterolu nezménila oproti liposomtim
slozenych pouze z DPPC. Piidavek cholesterolu mel vliv hlavné na velikost ¢astic (doslo
k jejich zvétSeni) a zeta potencial, ktery se po pfidavku snizil na kladné hodnoty v nestabilni
oblasti v porovnani s ¢asticemi z DPPC. To mélo za nésledek snizeni elektrostatického naboje
mezi liposomy a diky tomu dochézelo ke spojovani Castic, vznikaly vétsi struktury a zvétsila
se stfedni velikost Castic.

Pridavkem kyseliny fosfatidové dosSlo ke snizeni enkapsula¢ni ucinnosti vezikul
s inkorporovanym vitaminem C (0,25 = 0,01) % a ke zvySeni EE u liposomi s enkapsulovanym
bromelainem (54,83 + 0,58) %, kdy vliv na EE mél pravdépodobné zaporny naboj PA.
Pfidanim kyseliny fosfatidové do systému jsme docilili zGzené distribuce velikosti ¢astic
a doslo k elektrostatické stabilizaci systému, protoze zeta potencial klesl do zapornych hodnot,
coz je dano ptidavkem zaporné nabité PA. Po inkorporaci vitaminu C nedo§lo k vyrazné zméné
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velikosti ¢astic nebo zeta potencialu, zatimco u enzymu se zvétSila velikosti ¢astic a vyznamné
se snizil zeta potencial. Divodem bylo pravdépodobné navazani enzymu na povrch liposomu.

Abychom docilili ,,stealth” vlastnosti liposom, pfidali jsme do systému polyethylenglykol.
U liposomu s pridavkem PEGso0—PE byla zaznamenana nejvyssi enkapsulacni ucinnost
enzymu, ktera byla stanovena na (60,68 + 6,93) %, kdy vliv na EE mohl mit postup pfipravy —
pouziti ultrazvukové vodni lazn€. Podafilo se nam pfipravit liposomy o velikosti Castic
(110+2) nm a jejich zeta potencial byl stanoven na (—16,1 £2,6) mV, coz znaci Castice
s elektrostatickou a stérickou stabilizaci. Po inkorporaci vitaminu C a bromelainu nedoslo
k vyraznému zvétSeni velikosti liposomu, tzn. Ze se neprojevuje vliv enzymu na velikost
pfipravenych castic jako uliposomii z DPPC, cholesterolu a PA. Pravdépodobné je to
zpusobeno pritomnosti PEGso00—PE, ktery jako hydrofilni polymer znemoziiuje vazbu na sviij
povrch. Jinak je tomu pfi stanoveni zeta potencialu, kdy u Castic s inkorporovanym enzymem
doslo ke snizeni hodnoty zeta potencialu, a proto jejich ,stealth” vlastnosti mohou byt méné
efektivni v porovnani s prazdnymi liposomy ¢i liposomy s enkapsulovanym vitaminem C.

Pridavkem trimethylchitosanu doslo ke zvySeni EE vitaminu C na hodnotu (1,61 £ 0,59) %,
z divodu navazani vitaminu na kladny TMC. Inkorporace bromelainu neméla vliv na vlastnosti
liposomalniho komplexu a jeho ucCinnost enkapsulace (31,56 + 6,54) % byla nizs§i oproti
liposomim bez TMC, protoze mohlo dochazet k prichodu enzymu pies fosfolipidovou
dvojvrstvu a jeho oddialyzovani vlivem vmezefenim TMC do liposomalni dvojvrstvy.
Vytvoreni komplexu s TMC o velikosti ¢astic (172 + 1) nm a zeta potencialu (43,3 £ 1,1) mV
jsme si potvrdili znaénym posunem distribuci Castic a také zménou zeta potencialu ze
zapornych hodnot na kladné. Po inkorporaci vitaminu C doslo ke snizeni velikosti ¢astic i zeta
potencialu. Divodem muiZe byt zaporny naboj vitaminu, ktery se mohl navazat na TMC a snizit
jeho naboj pro vazbu se stealth liposomy.

Uspésné bylo dosazeno cilti prace. Byly pfipraveny liposomy s riznym sloZenim
jednotlivych komponent, jez obsahovaly vybrané nizko a vysokomolekularni latky.
Enkapsulace téchto latek (vitamin C abromelain) do liposoma je mozna a jevi se jako
pouzitelna metoda pro zajisténi ochrany latek pred okolnim prostfedim a jejich stability.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam pouzitych zkratek

MLV multilamelarni vezikuly

LUV velké unilamelarni vezikuly

SUV malé unilamelarni vezikuly

EPR efekt efekt zvySené permeability a retence

PEG polyethylenglykol

T™MC N, N, N-Trimethylchitosan

NMP N-methyl-2-pyrrolidon

COPD chronicka obstrukéni plicni nemoc

MDI inhalatory s odméfenymi davkami

DPI inhalatory suchého prasku

GI gastrointestinalni trakt

RNA ribonukleova kyselina

DNA deoxyribonukleova kyselina

PCR polymerazova fetézova reakce

uv ultrafialova oblast

VIS viditelni oblast

CCD zafizeni s vazanymi naboji (Charge-Coupled Device)
DLS dynamicky rozptyl svétla

7P zeta potencial

MW molekulova hmotnost

CBF frekvence ciliarniho rytmu

CUR kurkumin

OM oxymatrin

HBsAg antigen proti hepatitidé B

HPMCP hydroxypropylmethylcelul 6zoftalat

SEM Skenovaci elektronova mikroskopie

TMC NP N, N, N-trimethylchitosanové nanocastice
PBS fosfatovy pufr

DPPC dipalmitoylfosfatidylcholin

Mucin-Lip liposomy potazené mucinem

PEG-Lip liposomy potazené polyethylenglykolem
SOD superoxiddismutaza

DOPE 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfoethanolamin
DOSG 1-oleoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-sukcinat
FRLE buriky plicniho distalniho epitelu

SP-A povrchové aktivni protein A

SGF simulovana gastrointestinalni tekutina
SIF simulovand intestinalni tekutina

HPLC Vysoko ucinnd kapalinova chromatografie
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TEM Transmisni elektronova mikroskopie

MFGM fosfolipidy z membranovych derivati mlécnych tukt
PA kyselina fosfatidova

EE enkapsulacni u¢innost

IPA isopropylalkohol

8.2 Seznam pouzitych symboli

A absorbance

T transmitance

Iy dopadajici zafivy tok

1 prosly zarivy tok

c koncentrace

3 molarni absorp¢ni koeficient
[ délka optické drahy

du hydrodynamicky primér
T teplota

"o viskozita rozpoustédla
ks Boltzmanova konstanta
D difiizni koeficient

57



9 PRILOHY

0,8
0,7

L
=

0,5

04 y = 3,6753x

03 R2=10,9882

Absorbance [-]

0,2
0,1

0 } 1 1
0 0,02 0,04 006 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16 0,18 0,2

¢ [mol-dm™]

Obr. 34: Kalibracni k¥ivka enzymu bromelainu.
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Obr. 35: Posun distribuce velikosti castic s vitaminem C po pridavku TMC.
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Obr. 36: Posun distribuce velikosti castic s bromelainem po pridavku TMC.
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Obr. 37: Posun distribuce velikosti castic s vitaminem C po pridaviku TMC pred a po dialyze.
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