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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zaméfena na pripravu pevnych liposomalnich systému pro inhalacni
podavani. Liposomalni systémy byly piipraveny metodou rehydratace fosfolipidového filmu
z dipalmitoylfosfatidylcholinu. Pro rehydrataci filmu byl pouzity roztok sacharézy, ktera
slouzila jako protektant pfi sprejovém suseni. Dalsi vzorky liposomi obsahovaly navic pro lepsi
stabilizaci cholesterol, kyselinu fosfatidovou nebo polyethylenglykol. Pfipravené roztoky
liposomi byly zkoumany metodami skenovaci elektronové mikroskopie, dynamickym
rozptylem svétla a elektroforetickym rozptylem svétla. VysuSené prasky byly podrobeny
meéfeni pomoci metod infracervené spektroskopie, termogravimetrické analyzy, rastrovaci
transmisni elektronové mikroskopie a zjiSténi aerodynamické velikosti Castic. Vysledky
dokazuji spé€snou piipravu vSech typt liposomalnich systému jejich vysuSeni do formy prasku
a naslednou rekonstrukci po rehydrataci vodou i pufrem. Na zakladé ziskanych vlastnosti
se jako nejhodnéjsi jevily liposomy s polyethylenglykolem.

ABSTRACT

This thesis deals with the preparation of solid liposomal systems for inhalation delivery.
Liposomal systems were prepared by rehydration of a phospholipid film from
dipalmitoylphosphatidylcholine. A sucrose solution used for film rehydration served as
a protectant during spray drying. Additional liposome samples contained cholesterol,
phosphatidic acid, or polyethylene glycol for better stabilization. The prepared liposome
solutions were examined using scanning transmission electron microscopy, dynamic light
scattering, and electrophoretic light scattering methods. Dried powders were measured using
infrared spectroscopy, thermogravimetric analysis, scanning electron microscopy,
and determination of particle aerodynamic size. The results demonstrate the successful
preparation of all liposomal systems, their drying into powder form, and subsequent
reconstruction after rehydration with water or buffer. Based on the observed properties,
liposomes with polyethylene glycol appeared to be the most suitable.

KLICOVA SLOVA
Liposom, sprejové suSeni, dipalmitoylfosfatidylcholin (DPPC), cholesterol, kyselina
fosfatidova (PA), polyethylenglykol (PEG), sachar6za, rehydratace

KEYWORDS
Liposome, spray drying, dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), cholesterol, phosphatidic
acid (PA), polyethylene glycol (PEG), sucrose, rehydration
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1 UVOD

Inhalacni podéavani 1é¢iv je v dnesni dobé€ bézné, vyuziva se predevsim na plicni onemocnéni
jako je rakovina plic, astma, bronchitida nebo pneumonie. Nastoupeni ucinku je rychlé,
ale pisobeni kratkodobé. Resenim by mohla byt varianta inhalace susenych liposomd, které by
zajistily dlouhodobé pusobeni 1é¢iv a byla by to idealni moznost davkovani 1€k na rtizna
onemocnéni, prave kvili rychlému nastupu Gcinky, nizsi davce a toxicité pro organismus oproti
peroralné podavanym léCivim. Konkrétné by se mohlo jednat napiiklad o inzulin (l1ék
na cukrovku), upustilo by tim od neptijemného klasického injekcniho podavani.

Cilem prace je pfipravit liposomalni systémy vhodné ke sprejovému suseni, vznik prasku,
nasledna rehydratace (pro obnoveni struktury liposmt) vodou a pufrem o stejném pH jako
je na plicni sliznici.

Soucasné jsou piipravené vzorky charakterizovany mnozstvim metod. Mezi tyto metody
se fadi dynamicky rozptyl svétla, elektroforeticky rozptyl svétla, rastrovaci transmisni
elektronova mikroskopie, skenovaci elektronovd mikroskopie, termogravimetrickd analyza,
infracervena spektroskopie a méteni aerodynamické velikosti €astic. Pomoci vyuziti téchto
metod jsou ziskany informace o liposomech v roztoku 1 o vysuSeném prasku. Dojde k ovéteni
vzniku liposoma v roztoku pied susenim i jejich rekonstrukce po rehydrataci, soucasné se zjisti
jejich velikost a naboj. U vysuSeného prasku se zjistuje jeho slozeni, aerodynamicka velikost
castic, zbytkova vlhkost a zobrazuje se detail jeho povrchu.

Liposomy byly pfipraveny z fosfolipidu dipalmitoylfosfatidylcholinu (DPPC) rehydrataci
fosfolipidového filmu roztokem sachar6zy pro ochranu struktury pfi sprejovém suseni. Lepsi
stabilizace liposomu byla zajiSténa cholesterolem, ten ovlivni tekutost tekutost membrany,
kyselinou fosfatidovou (PA) kvuli inter-vezikularni stabilizaci a polyethylenglykolem (PEG),
ktery liposom obali, zajisti neutralni naboj a brani agregaci.



2 TEORETICKA CAST

Teoretické Casti této diplomové prace je vénovana problematice, ktera je nutna pro spravné
porozumeéni Casti praktické. Zacatek teoretické Casti popisuje piredevsim fosfolipidy (viz 2.7),
nasleduje z nich tvorba liposoma (viz 2.2) a vysvétleni vSech metod, které byly vyuzity
pro charakterizaci pfipravenych ¢astic (viz 2.4 az 2.11).

2.1 Fosfolipidy

Hlavni slozkou liposomové membrany jsou fosfolipidy, které se fadi mezi slozené lipidy.
Jsou to molekuly obsahujici hydrofilni 1 hydrofobni ¢ast, ¢imz ziskavaji amfifilni charakter.
Fosfolipidy maji kladny, zaporny nebo neutralni naboj. Ve vodném prostfedi mohou samovolné
agregovat a vytvaret naptiklad micely, membranové dvojvrstvy nebo liposomy [1, 2].

Amfifilni molekuly zacinaji agregovat ve vodném prostiedi vlivem hydrofobnich interakci
pii dosazeni tzv. kritické micelarni koncentrace (CMC), ta zavisi na teploté, vlastnostech
hydrofilni skupiny nebo délce uhlovodikového fetézce [3, 4]. Tvar vzniklych agregatt je urCen
velikosti kritického sbalovaciho parametru, jehoz velikost zavisi na plose hydrofilni skupiny,

délce hydrofobniho fetézce a objemu, vypocita se podle vzorce
v

P. = R 2.1)
kde P. je kriticky sbalovaci parametr, v a /. jsou objem a a; je maximalni prodlouzena délka

a diskovité utvary, vezikuly, dvojvrstvy nebo obracené micely [5].
Fosfolipidy lze rozdélit na dvé skupiny: estery glycerolu (fosfoacylglyceroly, schéma

zobrazeno na obr. 1) a estery sfingosinu (sfingomyeliny) [1, 2].

Funkéni skupina
, I
Hydrofilni hlava — Fosfat
Glycerol
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Obr. 1: Schéma fosfoacylglycerolu (upraveno dle [2])



Patet struktury fosfoacylglycerolu tvoti glycerol, na némz jsou esterovymi vazbami vazany
dva uhlovodikové zbytky mastnych kyselin a kyselina fosforecna. Uhlovodikové fetézce jsou
tvofeny acyly mastnych kyselin, pfipojenymi ke kyslikiim v glycerolu. Na kyseliné fosforecné
je soucasné navazana funkéni skupina. Podle této funkéni skupiny vznikaji napfiiklad
fosfatidylcholin, fosfatidylglycerol, fosfatidylinositol, fosfatidylserin apod. Glycerol, kyselina
fosfore¢na a funkcni skupina spole¢né tvoti hydrofilni hlavy, druhou ¢asti fosfolipidu jsou
zbytky mastnych kyselin, které predstavuji hydrofobni ¢ast. [1, 2].

2.1.1 Kyselina fosfatidova

Kyselina fosfatidova (PA) je nejmensi a nejjednodussi fosfolipid. Jedna se o prekurzor
dalsich slozitéjsich fosfolipidd. Stejné jako ostatni fosfolipidy se i PA vyskytuje
v membranovych dvojvrstvach a pfispiva tak k fyzikdlnim vlastnostem membrany. Pfi
fyziologickém pH ma zaporny néaboj, je to silny aniont, pfispiva tak k zdpornému néaboji celé
membrany [6]. PA ma vici uhlovodikovému fetézci malou vysoce nabitou hlavni skupinu, viz
obr. 2. Malé hlavni skupina lépe zapada do vnitini vrstvy, kde je konvexni (negativni zakfiveni)
membrany, z toho divodu muze byt jeji distribuce v liposomu nesymetricka [7].

Diky svému zapornému naboji muaze slouzit jako pilif pro navazani kladnych latek. PA je
zivotn¢ dilezity bunécny lipid, jehoz hladina je v burikach udrzovana na nizkych hodnotach
vlivem plsobeni fosfohydrolaz, ty preménuji PA na diacylglycerol, ktery slozi jako vychozi
latka pro tvorbu raznych lipidi. Soucasné je PA soucasti nékolika bunécnych funkci u rostlin,
zvifat a mikroorganismu (rast a diferenciace buné€k, regulace bunécného cyklu, apoptoza,
tvorba stresovych hormont) [6].

Obr. 2: Struktura PA véetné 3D zobrazeni [8]

2.1.2 Dipalmitoylfosfatidylcholin
Dipalmitoylfosfatidylcholin (DPPC) neboli lecitin je fosfolipid skladajici se z palmitové
kyseliny, ktera je pfipojena k hlavni skupiné fosfatidycholinu, coz je mozno vidét na obr. 3. [9]

Obr. 3: Struktura DPPC véetné 3D zobrazeni [9]



DPPC je latka télu vlastni, kromé jiného se jedna o hlavni slozku plicniho surfaktantu
v alveolech, kde piisobi jako povrchové aktivni latka, pro snizeni povrchového napéni vodni
vrstvy. Ma tak vyznam pii vyméné plynt v plicich. DPPC ma stejné jako ostatni fosfolipidy
hydrofilni 1 hydrofobni ¢ast, diky tomu se hromadi na fazovém rozhrani kapalina plyn.
Na nasledujicim obr. 4 je mozné vidét alveolarni oblast a samotny zvétSeny alveol s plicnim
surfaktantem, ktery je tvofen pneumocyty typu I, coz jsou plicni buiky [10, 11].

Alveolarni oblast
Alveol

plicni surfaktant
plicni buiiky
(pneumocyty typu I)

makrofigy

200 pm

. plicni buiiky
Krevni kapiliry. (pneumocyty typu IT

€< krevni Kapildra

v

(/
\

Obr. 4: Detail alveoldrni oblasti a alveol [12]

Krome plicnich alveol, se DPPC vyuziva pro vyzkumné ucely jako je pfiprava liposomu
a dvojvrstev pii problematice dodavani 1€civ do organismu. Dal§i vyuziti se najde ve farmacii
u pripravy l1éka k 1écbé syndromu respira¢ni tisné€ (napt. Curosurf®), kterou trpi nejCastéji
predCasné narozené déti, kterym se jeSt€é nevyvinuly dostatené plice s plicnim
surfaktantem [10].

2.1.3 Fosfolipidové membrany

Fosfolipidy jsou amfifilni latky (viz 2.7) a vlivem hydrofobniho efektu se organizuji
do vétsich struktur jako na obr. 5. Hydrofobni molekuly nevytvateji s polarnimi molekulami
vody vazby, naopak se snaz§i o vétsi usporadani vody ve svém okoli. Nazornym piikladem
muize byt vznik olejového oka na hladiné vody. Molekuly se uspotadaji, tim snizi entropii, ale
souCasn¢ pfi agregaci je potfeba mensi mnozstvi molekul vody pro organizaci kolem
jednotlivych mastnych ok a celkova entropie se zvysi [2].

da

il

! ! ! = fosfolipidovd dvojirstva

Obr. 5: Fosfolipidova dvojvrstva (upraveno dle [2])

voda
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Sily, které fidi usporadani fosfolipidi do dvojvrstvy, ptidavaji dvojvrstve i samozacelovaci
schopnost. Pokud se v membrané vytvori trhlina, vznikne volné rozhrani s vodou, které
je energeticky nevyhodné, tak se fosfolipidy samovolné preusporadaji, aby trhlinu opravily.
Kdyby doslo k velkému poskozeni, mize dojit k uplnému rozpadu dvojvrstvy. Volnému
rozhrani lze zabranit tim, ze planarni dvojna vrstva, jejiz hrany jsou v kontaktu s vodou,
se uzavie a vytvoii uzavieny utvar (viz obr. 6), ktery je energeticky vyhodny na rozdil

od planarni dvojné vrstvy [2]. j
%l =3

Fosfolipidy ve dvojvrstvé se mohou pohybovat, ztoho divodu se membrany povazuji
za dvojrozmérné tekutiny. Malo Casty pohyb je preklapéni neboli flip-flop, prechod zjedné
poloviny dvojné vrstvy do druhé. Takovy pohyb je energeticky pomérné naro¢ny a predpoklada
se piitomnost enzymu tzv. flipazy. Cast&jsi je tepelny pohyb, ktery zpGsobuje otadeni
jednotlivych fosfolipidi kolem podélné osy nebo vymeéna mist se sousednimi molekulami
takzvana lateralni difuze. Pti niz§ich teplotach je membrana tuzsi a u vyssich teplot se tekutost
zvysuje [2].

Vliv na tekutost dvojnych vrstev ma délka uhlovodikové fetézce a nasyceni. Nenasycené
uhlovodikové fetézce obsahuji jednu nebo vice dvojnych vazeb, které tvoii nepravidelnost
v fetézci (viz obr. 1) brani tésnému priléhani fetézct k sob€, a v disledku toho je membrana
tekut&jSi. Delsi uhlovodikové fetézce k sobé oproti kratSim té€snéji priléhaji a membrana
je viskozngjsi. Cim je membrana tuzsi, tim vy$§ je teplota fazového prechodu. Jedna
se o teplotu, kdy membrana prechazi z pevné usporadané faze do kapalné neusporadané [7, 13].

Na viskozitu membrany muize mit vliv pfidavek cholesterolu. Cholesterol se fadi mezi

Obr. 6: Tvorba uzavieného oddilu z planarni dvojvrstvy (upraveno dle [2])

steroly. Jeho struktura je zobrazena na obr. 7, zahrnuje tetracyklicky kondenzovany kruhovy
skelet s jednou hydroxylovou skupinou na tfetim uhliku, dvojnou vazbu mezi patym a Sestym
uhlikem a isooktylovy uhlovodikovy postranni fetézec na sedmnactém uhliku.

Obr. 7: Zobrazeni cholesterolu vcetné 3D struktury [14, 15]
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Molekula je kromé flexibilniho postranniho fetézce planarni a rigidni. Cholesterol se diky
hydroxylové skupiné fadi mezi amfifilni latky, bez ni by byl hydrofobni. Hydroxylova skupina
je dualezita nejen kvili dodavani amfifilniho charakteru, ale také zprostiedkovava vodikové
vazby cholesterolu s vodou nebo piipadné s lipidovymi slozkami bunécné membrany.
Orientace cholesterolu ve fosfolipidové dvojvrstvé je podobna jako u samotnych fosfolipida,
polarni hydroxylova skupina smeétuje k vodné fazi a zbytek je paralelni s uhlovodikovymi
fetézci fosfolipida [14].

Cholesterol reguluje tuhost a tekutost membran, diky nému se membrany stavaji tésnéjSimi,
zamezuje tak uniku enkapsulovanych latek a zaruci plynulejsi fazovy piechod pii nizsich
teplotach [7]. Pfitomnost cholesterolu v membranach obsahujicich nenasycené uhlovodikové
zbytky zajistuje vyplnéni mezer mezi fosfolipidy (viz obr. 8), které byly zpusobeny praveé
dvojnymi vazbami. Naopak u nasycenych fosfolipidi muze pritomnost cholesterolu narusit
pravidelnou strukturu fosfolipidové dvojvrstvy [2, 13].

iy

Obr. 8: Zaclenéni cholesterolu mezi fosfolipidy (upraveno dle [2])

2.2 Liposomy

Struktura liposomu (viz obr. 9) byla poprvé publikovana v poloviné 60. let britskym védcem
Alecem Banghamem a jeho kolegy. Od té doby byly liposomy Siroce zkoumany jako transportni
vezikuly pro 1éCiva, proteiny, nukleové kyseliny a zobrazovaci ¢inidla. Zpasoby podavani
zahrnuji nitrozilni infuze, injekce, lokalni infiltrace nebo oralni inhalace [16].

s

- 4
Obr. 9: Liposom (upraveno dle [13])
Lipidy tvofici liposomy mohou byt pfirodni nebo syntetické. Liposomy jsou biokompatibilni

a biologicky odbouratelné, coz je ¢ini vhodnymi pro biomedicinsky vyzkum. Mohou dorucit
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latky pfimo do mista ucinku prostfednictvim pasivniho nebo aktivniho cileni, ¢imz se snizi
systémové vedlej$i ucinky a maximalizuji se terapeutické pfinosy [16, 17].

Liposomy mohou byt nosi¢i jak hydrofilnich, tak hydrofobnich latek diky jejich vodnému
jadru a fosfolipidové dvojvrstvé. Liposomy poskytuji vynikajici ochranu enkapsulovanych
latek ptfed fyziologickou degradaci, umoziiuji prodlouzeni doby uvoliiovani léku a zaroven
prodluzuji polocas rozpadu 1éku [16]. Terapeuticka oblast se nejCastéji zamétuje na 1écbu
rakoviny, infekce, anestezie, vakcin nebo onemocnéni plic. Nejcast€jsi Iékové formy liposomu
jsou suspenze a prasky [16].

Vlastnosti liposomu se lisi podle lipida, ze kterych jsou slozeny, povrchového naboje,
velikosti a zpusobu pfipravy. Slozeni dvojvrstvy ovliviiuje také tuhost a tekutost
membrany [18].

Liposomy mohou mit riznou velikost a vice vrstev, podle vrstev je lze rozdélit do dvou
skupin. Jedna skupina jsou multilamelarni vezikuly (MLV) a druha unilamelarni vezikuly.

U multilamelarnich liposomt (MLV) maji vezikuly cibulovou struktury, tedy vice vrstev.
Jednotlivé fosfolipidové vrstvy jsou od sebe oddeleny vodnou fazi, viz obr. 10. Jejich velikost
muze dosahovat az 5 um [13, 18].

Obr. 10: Multilamelarni liposom (upraveno dle [13])

Na obr. 11 jsou zobrazeny dvé skupiny unilamelarnich vezikul: velké unilamelarni vezikuly
(LUV) a malé unilameléarni vezikuly (SUV). Takové liposomy maji pouze jednu fosfolipidovou
membranu. Velikost malych unilamelarnich liposomt (SUV) se pohybuje v rozmezi 20-
100 nm, u velkych (LUV) 100-250 nm [13, 18].

<0y,

LUV £8 £Ssuv

D S

Obr. 11: Velky a maly unilamelarni liposom (upraveno dle [13])
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2.2.1 Priprava liposomu

Vlastnosti vyrobenych liposomi piimo souviseji se zpusobem jejich piipravy. Metod
pfipravy liposomu existuje velké mnozstvi, nize je ne€kolik popsano konkrétnéji. Pfi vybéru
metody je potieba vzit vuvahu nékolik parametra: fyzikalné-chemické vlastnosti
enkapsulovaného materialu, povahu média pro dispergaci liposomi, ucinnou koncentraci
zapouzdifeného média ajeho koncentraci, systémové dodavani liposomi do organismu,
velikosti, polydisperzitu nebo reprodukovatelnost. KliCovym parametrem pii urCovani
cirkula¢niho polocasu liposomu je pravé zminéna velikost. S velikosti souvisi také mnozstvi
enkapsulovaného 1éCiva a pocet dvojvrstev pripraveného liposomu [17].

Proliposomova metoda se fadi mezi jedny z nejjednodussich, spo€iva v rozpusténi lipidu
ve vode a ethanolu pti vyssi teploté az vznikne pasta. Do pasty se za stalého michani pfikapava
voda nebo pufr a vznikla suspenze se po dobu jedné hodiny hydratuje. Touto metodou vznikaji
MLYV. Nevyhodou metody je jeji Spatna reprodukovatelnost [19].

Dal§i moznosti, jak pfipravit liposomy, je injekéni metoda. Lipidy jsou rozpusténé
v ethanolu nebo etheru a za stalého michani se vstrikuje tato smés do vody, nasleduje odstranéni
rozpoustédla rotaénim odpafovanim nebo centrifugaci. Metoda je jednoduchd a vhodna
pro piipravu vétstho mnozstvi liposomu, jejich velikost zavisi na koncentraci lipida
v rozpoustédle a rychlosti vstfikovani [19].

Emulgaéni metoda je podobné injekénim metodam, rozdil je v tom, ze do organické faze
se pfidava malé mnozstvi vody a vytvoii se emulze vody v organické fazi. Lipidy vytvofi
monovrstvu kolem kapicek vody, organické rozpoustédlo se odpaii a v pribéhu vypafovani
se tvori liposomy. Hlavni vyhodou emulgacni metody je, ze poskytuje vyssi enkapsulacni
ucinnost ve srovnani s injekénimi metodami [19].

Metoda vyuzivana pro pripravu liposomu v této praci se nazyva odpafovani rozpoustédla
neboli hydratace lipidového filmu. Metoda je jednoducha a sklada se ze tii zakladnich kroku.
Prvnim krokem je rozpousténi lipidi v organickém rozpoustédle napf. methanol, chloroform
nebo jejich smés pro zajisténi rozpusténi vSech komponent. Druhym krokem je odstranéni
rozpoustédla a to odpafovanim. Odpafovani mize probihat bud’to samovolné nebo na rotacni
odparce za snizeného tlaku. Po odpafeni vznikne tenky film lipidG. Poslednim krokem je
hydratace. Vzniklé liposomy maji velikost kolem 200-1000 nm, fadi se tak k MLV. Nasledovat
mohou sekundarni upravy, ke kterym se fadi sonifikace nebo extruze pro redukci velikosti
liposomu [13].

Sonifikace je metoda pro zmenseni MLV a LUV na SUV. Existuji dva typy sonifikace a to
bud’ pomoci sondy nebo vodni lazné. V ptipadé vyuziti sondy, je Spicka sonifikatoru ponofena
pfimo do disperze liposomu a vstupuje tak do ni velké mnozstvi energie, narusuji se vn¢jsi
vrstvy a vznikaji mensi vezikuly. Nevyhodou je zahtéti na vysokou teplotu a moznost znecisténi
vzorku ponotfenou sondou. Sonifikace ve vodni 1azni je Setrnéj$i, protoze do vzorku nevstupuje
ptilis velka energie a nedochazi k tak k velkému zahtivani, nevyhodou muze byt delsi doba
provedeni [13, 18].

Druhou metodou pro zmensSeni velikosti liposomu je zminéna extruze. Liposomy se protlaci
extruzni sestavou, kterd obsahuje polykarbondtovou membranu s péry o urcité velikosti, tak
aby doslo ke zmenseni velikosti liposomu [13, 18].
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2.2.2 Typy liposomu

2.2.2.1 Konvencéni liposomy

Prvni generaci liposomu, které byly vyvinuty, jsou konvenc¢ni liposomy. Skladaji
se z lipidové dvojvrstvy, ta muze byt slozena z kationtovych, aniontovych nebo neutralnich
fosfolipidii a cholesterolu. Konvencni liposomy mély velky potencial z divodu snizeni toxicity
1éCiv a zlepSeni jejich dodavani do nemocnych tkanich ve srovnani s volnym lécivem.
Nevyhodou systému je jeho rychla clearance, coz je mnozstvi plazmy, které se o€isti od urcité
latky za jednotku Casu [20, 21]. Clearance je zpusobena tzv. opsonizaci. Opsonizace znamena
oznacCeni Castic protilatkami neboli opsoniny. Oznacené ¢astice jsou tak urCeny k fagocytoze
[21, 22].

2.2.2.2 Liposomy s prodlouienou dobou cirkulace

Liposomy s prodlouzenou dobou cirkulace neboli stealth liposomy se fadi k tzv. liposomim
druhé generace. Pro celkové zlepSeni stability liposomt a prodlouzeni jejich doby cirkulace
v krvi byly zavedeny stéricky stabilizované liposomy nejcastéji pomoci polyethylenglykolu
(PEQG), ktery je zobrazen na obr. 12 [21, 23].

(OCH,CH3)1130CH;3

Obr. 12: PEG vcetné jeho 3D struktury [24]

Polyethylenglykol je hydrofilni, inertni a netoxicky polymer slozeny z dvouuhlikatych
jednotek, mezi kterymi jsou etherové vazby. Nejcastéji se vyuziva ve farmacii, kosmetice
a potravinarstvi. Konkrétné se vyuziva pii hojeni ran, pii kolonoskopii (Cisténi stfev), jako
emulgator nebo byva soucasti zubnich past. Vyznamny udaj je molekulova hmotnost, podle
které ma pak PEG rtizné vyuziti a ma vliv také na jeho degradaci. [25].

Povrchové modifikace liposomii pomoci PEG lze dosahnout nékolika zptisoby: fyzikalni
adsorpci polymeru na povrch vezikul, zaClenénim PEG do systému v prubéhu pfipravy
liposomil nebo kovalentnim pfipojenim reaktivnich skupin na povrch predem pfipravenych
liposomu [23].

Navazani PEG na liposomy prokazalo nékolik biologickych a technologickych vyhod. Mezi
nejvyznamnéjsi vlastnosti PEGylovanych liposomt patii jiz zminéna delsi cirkulace v krevnim
obéhu a tim zlepSena distribuce enkapsulovanych latek v potfebnych tkanich. Dal§imi
dilezitymi vyhodami jsou zabranéni agregace vezikul, ¢imz se zlepSuje stabilita a snizeni
rychlosti clearance [23]. Snizeni clearance dochazi v disledku toho, ze PEG je velmi hydrofilni,
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imobilizuje na svém povrchu molekuly vody, tim je omezen pfistup a vazba opsonind na povrch
liposomu. Vytvaii stérickou vrstvu a elekrostatickou stabilizaci [7, 23]. PEGylované liposomy
jsou poté , neviditelné“ pro makrofagy a celkové imunitni systém [23]. Kromé& zminéného
zabirani prostoru unikaji PEGylované liposomy clearanci, protoze maji neutralni naboj, stejné
tak maji snizenou clearanci i aniontové liposomy [26].

2.2.2.3 C(ilené liposomy

Néazev vychazi zanglického pojmenovani (ligand-targered), jsou to liposomy
funkcionalizované pomoci ligandi. Mechanismus téchto liposoml je podobny jako aktivni
cileni. Aktivni cileni je definovano jako modifikace nanocastic cilovymi skupinami, to jim
umoziiuje rozpoznat a navazat se na cilové buiky prostfednictvim interakce ligand-receptor
[27, 28].

Takové liposomy nabizeji obrovsky potencial pro specifické dodavani I1éka do uréenych typta
bunék nebo tkani, které produkuji urcité receptory, tim se zamezuje nechténé interakci s jinymi
tkanémi a tim mozné toxicité. Mezi ligandy, které jsou roubovany na povrch liposomu, se radi
napft. protilatky, peptidy, proteiny nebo sacharidy [27, 28].

2.2.2.4 Liposomy reagujici na stimuly

Nazev liposomu je prelozen z anglického stimuli-triggered liposomy. Jak uz z nazvu plyne,
jedna se o liposomy, které jsou navrzeny tak, aby zabranily uvolfiovani 1é¢iva v krevnim fecisti
i tkanich a uvolnovaly svijj obsah jen tehdy, kdyZ jsou vystaveny spoustécimu stimulu [27].

Podnéty, které zpasobi uvolnéni enkapsulovanych 1éCiv se d€li na vnéjsi a vnitini spoustéce.
Mezi vnitini spoustéce se fadi pH, teplota nebo hladina ur€itych enzymi a mezi vngjsi patfi
teplota, magnetické pole, ultrazvuk i svétlo [28].

Vnéjsi spousténi je oproti vnitinimu vyhodnéjsi a to predev§im kvili lepSi moznosti
kontrolovat, kdy pfimo k 1écbé dochazi a dobu léceni. Nejidealnéjsi systém je takovy, kdy
na liposomy je navazany ligand, diky kterému je umoznéno liposomu rozpoznat cilovou tkan
a nasleduji vnéjsi nebo vnitini spoustéci stimuly pro uvolnéni enkapsulovaného lé€iva v tomto
miste [27].

2.2.2.5 Lipoplexy

Lipoplexy jsou kationtové liposomy, maji kladny naboj a mohou tak tvofit komplexy
se zapornymi nukleovymi kyselinami jako je DNA a RNA. Lipoplexy vstupuji do bunék
prostfednictvim endocytézy nebo flzi bunéfnou membranou. Jejich ukolem je chranit
nukleovou kyselinu pfed enzymatickou hydrolyzou a imunitnim systémem. Uvniti buiiky by
meélo dojit k uvolnéni nukleové kyseliny v jejim pivodnim stavu a mize zacit genova exprese
[29, 30].

Tvorba lipoplexi ma tii faze. V prvni fazi je hnaci silou tvorby lipoplexti s nukleovymi
kyselinami uvolfiovani malych protiionti (kationty z povrchu nukleové kyseliny/proteinti
a aniontd z povrchu kationtovych liposomt). K uvoliovani protiiontd dochazi ve chvili, kdy
se nukleové kyseliny rychle vazou na opacné nabity povrch lipidové soustavy. Druhd faze
spociva v agregaci lipoplext a zavisi na mnozstvi zaporného naboje. V posledni fazi dochazi
k tzv. nastaveni pohyblivosti. Pohyblivost zavisi na typu lipidu a pfi vazné nukleové kyseliny
se snizuje [29, 30].
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2.3 Inhalaéni podavani léCiv

Pocatky terapeutickych inhalaci sahaji az do starovéku, velkou pozornost si ziskaly
v poslednich padesati letech. Dychaci cesty jsou organ, ktery je neustale vystavovan necistotdm
okoli. Jedna se o komplexni systém s ochrannymi mechanismy. Pokud nefunguji ochranné
mechanismy dostate¢né nebo jsou pretizeny, dochazi ke vzniku respiracnich onemocnéni [31].

Plice dospélého cloveka vazi zhruba 1 kg. Aby bylo dosazeno dostatecné vysoké
koncentrace oralné nebo nitroziln€ podaného 1é¢iva, musi byt systémova davka velka a muze
zpusobovat vedlejsi ucinky. Velké molekuly jako tfeba proteiny se napf. po peroralnim nebo
intravendznim podani Casto nemusi do plic ani dostat, protoze neprojdou skrz endotelialni
a epitelialni bariéru. Neni tedy jina moznost, jak je do plic dostat, nez inhala¢né [31].

Inhalacni podéavani 1é¢iv ma své vyhody i nevyhody. Plice jsou velmi dobfe prokrveny organ
s velkou plochou — inhala¢ni podani 1é¢iv ma tak rychly nastup ucinku. Potfebna davka léciva
je podstatné mensi nez pii systémovém podani a tim se snizuje moznost nezadoucich G¢inkda.
V soucasné dobé se inhalaéné podavaji predevsim léky na astma, bronchitidu, pneumonii,
rakovinu plic apod. [31]. V budoucnu by se inhalaén€¢ mohly podavat i 1éCiva na jiné nemoci
a to predevs§im z divodu rychlého nastupu uéinku, mensi davky a soucasné by mohly nahradit
nepiijemné aplikace (napf. intravenozni aplikace inzulinu pfi cukrovce) [32].

Plice jsou vétveny systém zakonceny alveoly (plicnimi sklipky — viz kapitola 2.1.2).
Komplikaci mtze byt velikost inhalovanych castic (prasek/kapicky). Pokud jsou Castice piilis
velké, usadi v orofaryngu (mandle, konec jazyka, patro, stény hltanu), zatimco pokud jsou moc
malé, mohou byt vydechnuty z plic zpét ven nebo vychytavany makrofagy. Idealné by jejich
aerodynamicka velikost méla byt 0,5 az 5 um [32].

Nevyhodou u inhala¢niho podani muze byt kratka doba ucinku léciva, kdy je 1écivo
odstrafiovano z dychacich cest pfirozenymi elimina¢nimi mechanismy. Je tak nutné Castéjsi
davkovani. Dalsi nevyhodou muze byt komplikovanost plic, jak uz bylo feCeno, maji
rozvétveny tvar a vypadaji rizné u raznych jedinct, protoze mohou byt modifikovany
v disledku onemocnéni. Podle aktualni situace jedince se meéni v plicich viskozita hlenu
a imunologicka bariéra predstavovana makrofagy, coz muze davkovani také komplikovat
[31, 33].

Mezi hlavni inhalaéni systémy, které se bézné vyuzivaji, se fadi (viz obr. 12) tlakové
davkované inhalatory (kapalna forma, koordinace stlaCeni a vdechu), nebulizatory (tvori
z kapaliny aerosol) a inhalatory suchého prasku (bez koordinace vdechnuti a stlaeni, vétsi
stabilita 1é¢iva v suchém stavu) [31, 33].

Tt

Obr. 13: Zleva tlakové davkovany inhaldtor, inhalator suchého prasku, nebulizdator [34]
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Tlakové davkované inhalatory obsahuji 1éCivo rozpusténé nebo dispergované
ve zkapalnénych hnacich latkach. Aktivace (stladeni) pfistroje se soucCasnym vdechnutim
uvolni presnou davku, pro spravné podani je nutnd piesna koordinace stlaceni a vdechnuti.
Po vdechnuti se hnaci latky rychle odpati a v plicich zistava pouze 1é¢ivo. Nebulizatory mohou
generovat velké objemy aerosolu k vdechnuti, bez nutnosti suSeni Castic nebo vyuzivani
hnaciho plynu. Nevyhodou nebulizatort je jejich velikost, nejsou to kapesni zafizeni, ktera
muze mit pacient stale u sebe. Inhalatory suchého prasku jsou ovladany dechem, ¢imz odpada
problém jako je u tlakové davkovanych inhalatori, kde je nutné spojeni vdechnuti
a davkovani [32].

2.3.1 Liposomy pro inhala¢ni poddavani

Liposomy, které byly podrobné popsany v kapitole 2.2, maji jedinecné vlastnosti a ty z nich
délaji idealni kandidaty pro nosice 1éCiv pii riaznych onemocnénich, jako jsou rakovina plic,
astma, cysticka fibréza nebo tieba cukrovka. Jak uz bylo zminéno, plice nabizi jedine¢nou
moznost cileni diky velkému povrchu plic. Jiz dfive byla studovana bezpecnost inhalace
liposomu a bylo potvrzeno, Ze nevyvolavaji zadné vedlejsi nebo skodlivé reakce [32].

Je vSeobecné znamo, ze latky enkapsulované v liposomech se mohou postupné uvoliovat.
Uvolinovani je ovlivnéno strukturou liposomu a vlastnostmi enkapsulované latky. Inhalace 1é¢iv
enkapsulovanych v liposomech tak nabizi moznost delS§iho pusobeni vlivem postupného
uvolniovani, coz fesi nevyhodu kratké doby ucinnosti zminénou v kapitole 2.3. Soucasné je
vyhodou slozeni liposoml. Liposomy jsou slozeny z fosfolipidl a plicni surfaktant obsahuje
praveé 80-90 % fosfolipidu. Nejvétsi zastoupeni ma DPPC, je tak idealni pro pfipravu liposomu
[32, 35].

Pro inhalaci liposomu se jevi jako nejvhodnéjsi inhalator suchého prasku a to hned
z n€ékolika davodi. Inhalator suchého prasku je malé zafizeni, tudiz je snadno pfenosny, neni
potteba vyuzivat hnaci plyn, davkovani je jednoduché, finan¢ni naklady jsou nizké a obecné
stabilita formulace je vyS$si v suchém stavu [33].

U inhalace liposomt pomoci tlakové davkovanych liposoma hrozi, ze liposomy budou
v aerosolu tvorfit vétsi Castice, nez jsou pro inhalaci vhodné a u nebulizatoru je problém
se stabilitou liposoma u samotného procesu nebulizace, kde mize dojit k rozpadu liposomi
a uvolnéni enkapsulované latky [32].

Pro vyuzivani inhalatorti suchého prasku je potieba liposomy ususit. Nejcastéji vyuzivané
metody suSeni jsou lyofilizace a sprejové suSeni. V piipad€ suseni liposomu se nabizi jako
vhodnéj§i varianta sprejové suseni, protoze suseni lyofilizaci je mnohem drazsi, je potieba vétsi
energie a samotny proces muze naruSit strukturu liposomid. Ve fazi mrazeni mohou vznikat
ledové krystaly a vyvolavat tak unik enkapsulovanych latek. Sprejové suSeni je rychlejsi,
levnéjsi a lze dosdhnout ptipravy castic s pozadovanymi aerodynamickymi vlastnostmi
[32, 35].

2.4 Sprejové suSeni

Sprejové suSeni je metoda, kdy dochazi k pfeméné roztoku nebo suspenze na prasek

pusobenim horkého vzduchu. Historie sprejového suseni saha az do roku 1860, ale prvni

oficialni patent pro jednoduché susici zatfizeni byl vydan az roku 1872 ve Spojenych statech.
S postupem casu se metoda stavala ¢im dal tim vic bezpecna a vylepSena. Ve 20. letech
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20. stoleti se metoda zacala aktivné vyuzivat pro potravinaiské ucely pii vyrobé suSeného
mléka, coz je az dodnes jedna z nejrozsitenéjSich aplikaci. Velky rozmach metody probéhl
pii 2. svétové valce, protoze se susenim snizoval objem a hmotnost pfepravovanych potravin
(pfedevSim mlécné vyrobky). V povalecném obdobi se metoda zacala vyuzivat
ve farmaceutickém, chemickém, keramickém a polymernim pramyslu [36].

V soucasné dobé se metoda sprejového suseni vyuziva v mnoha oblastech. NejCastéji pii
vyrobé 1éciv, napojt, pfichuti, barviv, mlécnych vyrobkid nebo pracich prostfedkt. Konkrétné
v medicinskych aplikacich se sprejové suSeni vyuziva predev§im na vyrobu mikroc¢astic
urCenych pro enkapsulaci a systémy dodavani 1éCiv, které pak mohou byt podavany oralné,
pulmonalng, oftalmologicky, parenteralné nebo vaginalné [37].

24.1 Princip metody sprejového suSeni

Samotny mechanismus suSeni rozprasovanim je zalozen na eliminaci vlhkosti pomoci
vyhtivané atmosféry. Proces ma ti hlavni faze: atomizace, preména kapek na pevné Castice
a sbér ¢astic. U pripravy vzorkd pro suseni je nutné myslet na slozeni, a pokud je potieba, tak
pridat protektant (nejCasté€ji sacharidy jako sachardza, laktdza, trehaldza), které dokazi zabranit
degradaci vzorku nebo zhrouceni struktury vlivem horkého plynu [36, 38].

Vzorek je v prvni fazi pomoci pumpy nasavan do susarny, kde dochazi k atomizaci. Existuji
razné atomizéry napf. rotacni (vyuziva odstfedivou silu) hydraulicky tlakovy (roztok je veden
pod tlakem potrubim se snizujicim se prumérem), pneumaticky tryskovy (vétSinou
dvoukapalinovy, kde je do trysky pfivadén roztok i plyn).

Roztok je rozpraSen na malé kapicky atomizérem a teplym nosnym plynem (vzduch, inertni
plyn) veden do vyhraté susSici komory. Tvorbou malych kapicek dojde ke vzniku vétsi
povrchové plochy, ¢imz se optimalizuje prenos tepla a hmoty mezi susicim plynem a Casticemi
kapaliny. Vznikaji tak idealni podminky pro proces odpatovani [36, 38].

Druh4 zminéna faze je pfemeéna kapek na Castice, coz je kliCova faze a tvoti ji dvé Casti.
Pti prvni dochézi ke kontaktu kapky a vzduchu, tim dojde k rychlému odpatfeni vlhkosti
z povrchu kapky. V druhé Casti se vypatfuje kapalina 1 zjadra kapky a vznikaji tak zcela
vysu$ené Castice. V druhé fazi je velmi dilezity zvoleny spravny tvar a velikost susici komory
vzhledem k atomizéru a predpokladané velikosti Castic. Je potieba, aby doslo k vysuSeni
kapicek diive, nez se dostanou ke sténam komory, kde by se mohly usazovat [36, 38].

Opét existuje vice druha susicich komor a to souproudé (susici plyn a roztok se pohybuji
stejnym smérem), protiproudé (suseny roztok je vstiikovan v opacném smeéru nez susici plyn)
a smiSené prutokové komory (roztok je vstiikovan v horni Casti komory, v protiproudu
ke sméru susiciho plynu) [36, 38].

Posledni faze zahrnuje separacni postup, pii kterém se suSené Castice oddéli od susiciho
plynu. Nejcastéji jsou vyuzivany cyklony, kde je separaéni mechanismus zalozen na odstredivé
sile. Susici vzduch je spolecné s ¢asticemi pfivadén do horni Casti kuzelové cyklony. Vzduch
v cyklong vytvoii vngj§i vyr u stén cyklony. Castice jsou vlivem odstiedivé sily tladeny
doprostted, kde vznika vnitini vir v opacném smeéru, a cCastice se usazuji ve sbérné nadobé,
zatimco plyn je vypuzovan z cyklony horni stranou. I pifes proudéni vzduchu a vzniku
odstredivé sily se v prubéhu suseni ¢astice mohou usazovat na vnitini stén¢ cyklony Schéma
celého procesu je zobrazeno na obr. 14. Déle se pro sbér ¢astic mohou vyuzivat napt. tkaninové

19



filtry nebo elektrostatické odlucovace. Vysusené Castice mohou mit riiznou velikost, tvar nebo
mohou byt i duté, vSe zalezi na slozeni vzorku a parametrech suseni [36, 38].

odchod plyou

*

—

il

S—

AVAVA

sbér éastic
Obr. 14: Cyklona pro sbér usuSenych castic (upraveno dle [36])

2.4.2 Parametry suSeni

Konec¢né vlastnosti vysusenych castic jsou ovlivnény nastavenim zafizeni i vlastnostmi
susené latky a podle téchto parametri mohou byt ovlivnény fyzikalni vlastnosti vysledného
suchého produktu. Optimalizace parametri pro dosazeni idealniho produktu je Casto béh
na dlouhou trat, vétSinou se jedna o roky prace [36, 38].

Mezi parametry, které se nastavuji na zafizeni pfed samotnym suSenim, se fadi vstupni
teplota suSiciho plynu, prutok suSiciho plynu, rychlost dodavky proudu do atomizéru
a atomizacni tlak. Vstupni teplota susiciho plynu ma vliv na rychlost odpafovani, ale musi byt
zvolena tak, aby nedoslo vlivem vysoké teploty k degradaci samotného vzorku, musi se volit
podle slozeni suseného materialu. Pritok susiciho plynu je objem plynu, ktery je ptivadén
do susici komory za jednotku ¢asu. Prutok by mél byt dostatecné nizky na to, aby zajistil iplné
odpareni vlhkosti z Castic, ale zaroven dostate¢né vysoky na ucinnou separaci cyklonou.
Rychlost pumpovani vzorku do atomizéru mize mit vliv na velikost vzniklych kapicek, veétsi
rychlost dodani zptiisobuje vétsi kapicky, mensi rychlost naopak mensi kapicky. Vliv na velikost
kapicek ma i atomizacni tlak, vétsi zptisobi mensi kapic¢ky a naopak [36, 38].

Viskozita vzorku, povrchové napéti, vystupni teplota, doba setrvani v suSici komofte
a fyzikalni vlastnosti suchého produktu jsou vlastnosti, které maji vliv na proces suseni nebo
mohou byt ovlivnény suSenim, ale nedaji se pfimo nastavit. Viskozita vzorku je podstatna
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predevsim pro nasavani do atomizéru a nasledné pro samotny atomizér. Pokud by byl vzorek
k suSeni pfili§ viskozni, mohlo by dochazet k ucpavani hadi¢ky (nasavani vzorku) nebo
atomizéru. Povrchové napéti souvisi s atomizaci. K atomizaci dochazi v disledku naruseni
povrchového napéti vzorku, to znamena, ze vétsi povrchové napéti brani atomizaci, v takovém
ptipadé je nutné napéti pred suSenim snizit naptiklad emulgaci nebo homogenizaci. Vystupni
teplota je vysledek vSech vymén tepla a hmoty uvnitf susici komory, zavisi na vstupni teploté
a pratoku susiciho plynu. Setrvani v susici komofte je opét zavislé na nastaveni a to predevsim
prutoku susiciho plynu. Prasek, ktery je produktem suSeni, mize mit vlivem nastaveni rizné
vlastnosti (velikost, zbytkova vlhkost, stabilitu,...). Dosazeni pozadovanych vlastnosti u prasku
muze byt, jak uz bylo zminéno, vzhledem k proménnym velmi naro¢né [36, 38].

2.5 Dynamicky rozptyl svétla

Metoda méfeni dynamického rozptylu svétla (DLS) se jinak nazyva fotonova korelacni
spektroskopie a vyuziva se k méfeni velikosti ¢astic podle toho, jak rozptyluji svétlo z laseru.
DLS je siroce vyuzivana analyticka metoda pouzivana v ruznych oblastech pfirodnich véd,
materialech i v procesech primyslové kontroly kvality [39].

Pfi dopadu laserového paprsku na koloidni ¢astice dochazi k rozptylu elektromagnetickych
vin do vSech sméri. Laserové svétlo, které je rozptyleno cCasticemi, je zaznamenavano
a kvantifikovano detektorem pro pocitani fotoni umisténym pod specifickym uhlem. Pocet
fotoni dopadajici na detektor v Case kolisa, to je zplusobeno neustalym neusporadanym
pohybem ¢&astic, ktery se nazyva Browntiv pohyb. Castice se podle své velikosti pohybuji
riznymi rychlostmi, malé Castice rychleji nez velké a rozptylené svétlo pak fluktuuje. Soucasné
je vysledné rozptyleného svétla dano 1 konstruktivnimi a destruktivnimi interferencemi.

Intenzitu rozptyleného svétla porovnava po kratkych casovych intervalech korelétor,
pozoruje rozklad korelace. Korelace s Casem klesa, u malych c¢astic klesa rychlejsi nez
u velkych, protoze velké Castice se pohybuji pomalu, tudiz se jejich pozice méni pomaleji
a pokles korelace je pomalejsi. Pomoci autokorelacni funkce jsou ziskany korela¢ni konstanty.
Nasleduje vyhodnoceni podle urcitého algoritmu a je zjisténa difizni konstanta. Na rychlost
pohybu castic v roztoku ma vliv teplota a viskozita, proto je potfeba tyto dvé veliiny zadat
do nastaveni méteni, aby nedoslo ke zkresleni vysledku. Ze zname difuzni konstanty, viskozity
ateploty lze pomoci Stokes-Einsteinové rovnici urcit hydrodynamicky polomér ¢astic.
Hydrodynamicky polomér ¢astic je polomér hypotetické koule, ktera by se pohybovala stejnou
rychlosti jako ¢astice v roztoku, vyuziva se vzorec

D= KT (2.2)
6rnr,
kde D je translacni difuzni konstanta, ks je Boltzmanova konstanta, T je teplota, # je viskozita
rozpoustédla a r, je zminény hydrodynamicky polomér [39].

Existuje nékolik pfistroju pro méfeni rozptylu svétla, ale princip je vSude stejny. Zakladem
je laser, vzorek v kyveté a detektor svétla. K dalSim Castem se fadi tlumic¢ pred vzorkem,
zaostifovaci ¢ocka a korelator [40]. Instrumentace je zobrazena na obr. 15.

Jako zdroj svétla se vyuzivaji lasery o riznych vinovych délkach. Nejcastéjsi lasery jsou
neonové a diodové o vlinovych délkach napt. 633, 532 nebo 638 nm. Na vzorky se bézné
vyuzivaji sklenéné kyvety, vzorek by mél byt Cisty, homogenni a pruhledny bez srazenin.
U nékterych pristroju je detektor umistén pod thlem 90°, ale Castéjsi je thel 173°, protoze
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umoziuje detekci zpétného rozptylu a vylucuje nadmérné rozptylené svétlo v pfimém smeéru.
Dulezitou Casti je i operacni softwarové rozhrani, které umozni uzivateli vkladat data jak pro
razna rozpoustédla (napf. viskozitu), materialy (napf. absorpce) tak i nastaveni teploty,
opakovani méteni apod. [40].

korelator

tlumié

vzorek

detektor

e Y,

zaostfovaci
v Cotka

90°

Obr. 15: Instrumentace méreni dynamického rozptylu svétla [40]

2.6 Elektroforeticky rozptyl svétla

Elektroforeticky rozptyl svétla (ELS) je metoda, kterou se zjist'uje zeta potencial (ZP) neboli
elektrokineticky potencial. NejCasteji se vyuziva k zji§téni stability ¢astic v koloidnim roztoku.
Zeta potencial vznikd na roviné skluzu koloidni Castice v rozpoustédle za piitomnosti
elektrického pole. Kromé potencialu na roviné€ skluzu vznikaji na definovanych mistech kolem
Castice dalsi potencialy (povrchovy potencial neboli Nerstiv potencial a Sterniv potencial).
Na obr. 16 je zobrazena nabita Castice s elektrickou dvojvrstvou [41].

povrchovy naboj
-
Sternova vrstva

rovina skluzu

povrchovy potencial

\: Sterntv potencial
E) zeta potencial

~g
e

* - vzdalenost od povrchu Castice
Obr. 16: Elektricka dvojvrstva kolem nabité Castice v elektrickém poli [41]

22



Nabita Castice na svij povrch pfitahuje ionty/molekuly s opacnym nabojem, neZ ma ona
sama, tato prvni vrstva se nazyva Sternova. Se vzdalenosti od povrchu ¢astice klesa pfitazliva
sila Castice (elektrostatickd sila) a v okoli Sternovy vrstvy se vyskytuji ionty se stejnym
nabojem i opanym vzhledem k naboji Castice. Této vrstvé se fika difuzni a spole¢né
se Sternovou vrstvou vytvari zminénou elektrickou dvojvrstvu. Slozeni diftzni vrstvy
je dynamické a méni se podle pH, iontové sily, teploty nebo koncentrace. Uvnitt difizni vrstvy
se vyskytuje hypoteticka rovina nazyvana rovina skluzu, ktera funguje jako rozhrani pro urcent,
které ionty se budou pohybovat s Castici nebo budou volné v rozpoustédle [40, 41].

Vysledna hodnota zeta potencialu vypovida o stabilité Castic. Pokud je naboj dostatené
nizky (pod -30 mV) nebo vysoky (nad 30 mV), ¢astice se odpuzuji a nedochazi k aglomeraci.
V ptipadé, Ze je hodnota zeta potencialu mezi -30 mV a 30 mV, tak jsou nestabilni. Na ZP ma
vliv nékolik faktoru [41].

Nejvétsi vliv na hodnotu zeta potencialu méa pH roztoku viz obr. 17. Pii nulové hodnoté zeta
potencialu se ¢astice chova elektricky neutralné (nema zadny naboj), fika se tomu izoelektricky
bod. Castice ztraceji svou stabilitu, kdyZ jsou pH hodnoty blizké izoelektrickému bodu. Mimo
tuto oblast jsou hodnoty zeta potencialu povazovany typicky za stabilni (tzn. pfi vysSim
a niz8§im pH) [41].
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20 1 izoelektricky

/ bod
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Obr. 17: Zndzornéni viivu hodnoty pH na stabilitu castic [41]

Iontové sila a koncentrace maji také vliv na ZP, s rostouci iontovou silou ZP klesa a naopak.
U koncentrace je prubéh opacny a slozitéjsi, ale obecné se da fict, ze s vyssi koncentraci se ZP
také zvysuje [40].

Meéfeni zeta potencialu metodou elektroforetického rozptylu svétla probiha podobné jako
meétfeni DLS, vyuzivaji se stejné pfistroje, ale je nutné vytvofit elektrické pole, k tomu
se vyuzivaji ponorné Clanky s elektrodami. Instrumentace je zobrazena na obr. 18. Nabité
Castice se pak pohybuji k elektrodé s opacnym nabojem (elektroforéza). Tedy naptiklad
zaporné nabita Castice se tak bude i s okolnimi ionty pohybovat ke kladné elektrodé. Princip
meéfeni je potom takovy, ze laserovy paprsek je rozdélen na dva, jeden prochazi vzorkem, druhy
je referencni. Pohyblivé Castice beéhem elektroforézy rozptyluji dopadajici laserovy paprsek
arozptylené svétlo ma jinou frekvenci nez pavodni laser, software nasledné vyhodnoti
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frekvencni posun (tzv. Dopplerav posun) a pomoci matematickych vypocti je ziskana hodnota
zeta potencialu [40].

rozdélovad

o optika
paprskl C

kompenzaéni

optika
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korelator

Obr. 18: Instrumentace méreni elektroforetického rozptylu svétla [40]

2.7 Termogravimetricka analyza

Termogravimetrickd analyza (TGA) je technika vyuzivana v termické analyze, kde
se zaznamenava zmeéna hmotnosti latky jako funkce teploty nebo Casu. NejCastéji se pomoci
této analyzy méfi napf. tepelna stabilita material, obsah plniva v polymerech nebo obsah
vlhkosti [42].

Termogravimetrické metody se déli na tfi typy. Prvni je staticka (izotermicka)
termogravimetrie, kde se zaznamenava hmotnost vzorku jako funkce Casu pii konstantni
teploté¢. Druhym typem je kvazistatickd termogravimetrie, vzorek se zahtiva, dokud nedojde
do chvile, kdy bude jeho hmotnost 1 pfes zvySujici se teplotu konstantni. Poslednim typem je
dynamicka termogravimetrie, zde dochazi k zahfivani vzorku pfedem definovanou rychlosti,
veétsinou linearné [42].

Princip metody zacina zahfivanim vzorku se znamou pocateCni hmotnosti a v riznych
Casovych intervalech se zaznamenava zmeéna hmotnosti s rostouci teplotou. Vysledkem je graf
(viz obr. 19) zavislosti hmotnosti na teploté metodou termogravimetrie (TG) nebo metodou
diferen¢ni termické analyzy (DTA). TG je zaznam zmény rychlosti jako funkce teploty nebo
Casu, druha moznost je kiivku derivovat (DTA) a je ziskdna zavislost derivace
termogravimetrické kiivky na ¢ase nebo teploté. Metoda TG se Castéji vyuziva na méfeni zmén
hmotnosti materialti a metoda DTA na stanoveni napf. teploty tani [42].

TG
- DTA
s S
<. =
= =
| ] I | l | | |
250 500 750 1000 230 500 750 1000
Teplota [°C] Teplota [*C]

Obr. 19: Ukdzka vystupu z termogravimetrického méveni (upraveno dle [42])
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Na obr. 20 je zobrazeno schéma meéficiho pristroje. Mezi zakladni ¢asti patfi pec s prostorem
pro vzorek, v peci je zvolena potfebna atmosféra (napf. vzduch nebo inertni plyn) a dalsi
nedilnou soucasti je méfici zafizeni napojené na pocita¢ se softwarem pro vyhodnoceni
pottebnych dat [42, 43].

odvod plynu (pfipadné
produktd rozkladu)

I napojeni na program v PC

e \
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potitat
teplotni senzor
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Obr. 20: Instrumentace TGA mévent (upraveno dle [42, 43])

2.8 Aerodynamicka velikost ¢astic

Aerodynamicka velikost ¢astic neboli stfedni hmotnostni aerodynamicky praimér (MMAD)
se lisi od geometrické velikosti ¢astic tim, ze zahrnuje vliv proudéni vzduchu na chovani
Castice. Jde tak o velikost, ktera je velmi dilezita u Castic pro plicni inhalaci. Aerodynamicka
velikost je takova velikost, kterou by méla hypoteticka koule s hustotou 1 g/cm® a stejnym
aerodynamickym chovanim jako zkoumana cCastice. Z toho plyne, ze Castice se stejnou
velikosti, ale riznou hustotou, budou mit odli§né hodnoty aerodynamické velikosti. Castice
s niz8i hustotou budou mit vétsi aerodynamickou velikost oproti Casticim s hustotou vétsi [44].

Prasek je nasavan do trubice, kde vznika podtlak, ktery umozni nasavani dal§iho prasku
a soucasn¢ zde pusobi smykové sily, které zapfiCini rozdé€leni prasku na jednotlivé Castice
(deaglomerace). Castice jsou unaseny proudem vzduchu tryskou, na konci jsou dva laserové
paprsky, coz je mozno vidét na obr. 21.

proud vzduchu v plasti

proud vzduchu se vzorkem

eliptickeé zrcadlo

fotodetektor I

lasery

odchozi vzduch

Obr. 21: Zndzornéni méveni aerodynamické velikosti castic [44]
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Castice pii prichodu lasery vytvareji dva pulsy rozptyleného svétla — Gasové zpozdéni
vzniklé prichodem skrz dva paprsky souvisi s rychlosti Castic a vtom piipadé€ i s jejich
aerodynamickym pramérem. Rozptylené svétlo je pomoci eliptického zrcadla shromazd’ovano
na fotodetektor a nasledné vyhodnoceno v pocitaci [44].

2.9 Skenovaci elektronova mikroskopie

Skenovaci neboli rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM) se od b&zné mikroskopie 1isi
tim, Zze misto fotonu ze svételného paprsku se vyuziva paprsek elektront a sklenéné ¢ocky jsou
nahrazeny elektromagnetickymi. Na obr. 22 je zobrazeno elektromagnetické vinéni elektrond,
které ma kratsi vinovou délku nez svétlo, z toho divodu poskytuje elektronovy mikroskop vetsi
rozliSeni (muZze byt az v fadech nanometrtr) [45—47].

pozorovana ¢astice

—
100 nm 400 nm
800 nm

Obr. 22: Ruzné vinové délky elektromagnetického vinéni

V komore, kde dochazi k interakci elektrona se vzorkem, je nutné, aby bylo vakuum, které
zabrani srazkam elektronti s molekulami vzduchu. Elektrony vychazeji vlivem velkého napéti
z kovového hrotu (elektronové de€lo), prochéazeji anodou, elektromagnetickou cockou,
skenovaci civkou, dalsi elektromagnetickou coCkou a dopadaji na vzorek, kde probiha
skenovani jeho povrchu (viz obr. 23) [45-47].

VAKUUM

ELEKTRON
DELO

e e ANODA
ELMAG.

B B | cCocka
SKENOVACI

& | Ciky
ELMAG.

B B cocka

’ DETEKTOR

) VZOREK

Obr. 23: Cesta paprsku ze zdroje ke vzorku u SEM [45]
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Pti kontaktu vysokoenergetickych elektronil a vzorku se vytvaii nékolik moznych signald,
které mohou byt detekovany — sekundarni elektrony, zpétné odrazené elektrony, rentgenové
zafeni, katodoluminiscence nebo Augerovy elektrony. VsSechny tyto signaly se fadi
k nepruznému rozptylu, kdy dopadajici elektrony pfenesou svou energii na vzorek a tim dojde
ke vzniku zminénych signalt [45-47].

Sekundarni elektrony pochazeji z mista dopadu svazku elektront, jedna se o hloubku
maximalné kolem desitek nanometri. Detekci sekundarnich elektront mizeme zjistit, jak
vypada struktura povrchu vzorku, a poskytuji topografické informace. Detekce sekundéarnich
elektrona probiha pod urcitym thlem od vzorku, coz umoziiuje, aby zobrazena mista byla bud’
tmavsi nebo svétlejsi, vznika tak trojrozmérny efekt [45, 47].

Zpétne€ odrazené elektrony pochazeji z vétsi hloubky (az stovky nanometri) nez sekundarni
elektrony a poskytuji informace topografické, materialové 1 krystalografické. Pti zobrazovani
vzorku pomoci zpétné odrazenych elektront zavisi i na jejich prvkovém slozeni, prvky s vétsim
atomovym Cislem jsou znazornény svétleji nez s nizsim [45, 47].

Rentgenové zafeni vznika pii dopadu elektront na povrch vzorku. Detekci rentgenovych

paprski Ize zjistit informace o elementarnim slozeni vzorku. Podle pouzitého detektoru
se analyzuji jednotlivé prvky, jimz odpovida rentgenové zafeni o urcité vinové délce, nebo celé
vyzatrené spektrum [45, 47].
Katoluminiscence je emise viditelného svétla po interakci se vzorkem, umoziuje tak tvorbu
barevného obrazu vzorku. Augerovy elektrony se vyuzivaji k prvkové analyze, vznikaji tak, ze
elektron ve vnéj$i slupce ziska energii a opusti atom, ¢imz dojde k emisi, ktera je detekovana.
Energii, kterou ziskal, vznikla pfechodem jiného elektronu do niz§i energetické hladiny
[45, 47].

Aby bylo mozné detekovat néktery z vySe zminénych signald, je nutné, aby vzorky byly
vodivé. V piipadé nevodivého vzorku by vzorek pulsobil jako elektronova past, akumulaci
elektronti by se nabijel a vytvarel by bilé plochy, které by rusily vzhled vysledného obrazu
vzorku. Nevodivé vzorky se ztoho divodu potahuji nejCastéji tenkou vrstvou zlata (kolem
10 nm) a to nasledn€ zabrani akumulaci elektront. Rozdil pfi zobrazeni nevodivého a vodivého
vzorku je zobrazen na obr. 24 [48].

nevodivy vzorek vodivy vzorek

Obr. 24: Rozdil zobrazeni nevodivého a vodivého vzorku [48]

27



2.10 Rastrovaci transmisni elektronova mikroskopie

Rastrovaci transmisni elektronova mikroskopie (STEM) kombinuje princip transmisni
elektronové mikroskopie (TEM) a rastrovaci (skenovaci) elektronové mikroskopie (SEM) [49].

Princip SEM je popsan v kapitole 2.9. TEM se od SEM lisi predevsim tim, ze zde dochazi
k pruznému rozptylu. Elektrony neztraci svou energii, nedochazi k interakci se vzorkem, pouze
jim projdou a jsou detekovany. Zjistuje se tak informace o vnitini struktufe vzorku. Dal§im
rozdilem je, ze u SEM svazek elektronti prochazi postupné€ misto po mistu cely vzorek, zatimco
u TEM prochazi celym vzorkem najednou. Diky TEM muzeme dokonce vidét jednotlivé atomy
vzorku [49].

U STEM je stejné jako i TEM pod vzorkem umistén detektor elektrond, avSak nedochazi
tady k prichodu elektronti celym vzorkem najednou, ale obraz je ziskavan skenovanim svazku
elektroni misto po misté, jako u SEM. Zaroveni mohou byt vyuZivany i detektory napf.
pro sekundarni elektrony, odrazené elektrony nebo rentgenové zareni. Grafické zobrazeni
vSech tii metod pro porovnani je na obr. 25 [46].

Elektrony vyuzivané pro zobrazovani vzorku jsou pomalejsi nez u SEM a TEM (nizsi
urychlovaci napéti). STEM je tedy k vzorku Setrnéjsi a idealni pro biologické vzorky. Vzorky
musi byt velmi tenké (desitky az stovky nanometril) a musi mit nizkou hustotu, v pfipadé
tlustého nebo hodné hustého vzorku by doslo k velkému rozptylu elektronti a naruseni obrazu.
Pro uchyceni vzorkt se nejcasteji vyuzivaji uhlikové mftizky a to z nékolika divoda. Mrizka
se pouziva na kalibraci velikosti a rozliseni, vrstva uhliku na mfizce brani propadnuti vzorku
skrz, souCasné diky mfizce vznika dostatecné velky kontrast pro zobrazeni vzorku. Elektrony
s miizkou nikterak neinteraguji a mohou projit, tudiz nedochazi k rozptylu, zachova se tak
kvalita obrazu (vysoké rozliSeni i kontrast). V pfipadé biologickych vzorku je nékdy potieba
barveni tézkymi kovy, protoze vzorky jsou slozeny z lehkych prvku (kyslik, dusik, vodik), které
neinteraguji s elektrony, elektrony projdou bez rozptylu a nevznikne tak zadny obraz [46].

paprsek prochazejici fokusovany
celym vzorkem paprsek

fokusovany
paprsek

skenovani misto
po misté

detektor

SEM TEM STEM

Obr. 25: Porovnani SEM, TEM a STEM [46]

2.11 Infracervena spektroskopie

Infradervend spektroskopie (IC) je analyticka metoda, ktera se vyuziva k uréeni vazeb
a funkcnich skupin ve strukturach chemickych sloucenin. Metoda je zalozena na zkoumani
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interakce infraCerveného zareni s hmotou. Pti kontaktu infracerveného zareni se vzorkem dojde
k absorpci elektromagnetického zareni a zméné dipolového momentu molekuly béhem zmén
rotaénich a vibraénich stavi molekuly. IC Ize vyuzit pro vzorky viech skupenstvi a vystupem
je infracervené spektrum, coz je zavislost optickych vlastnosti (absorbance/transmitance)
na vinocCtu. V infraderveném spektru jsou vyobrazeny absorpcni pasy podle absorpcnich
frekvenci molekuly, tzv. otisky palce (fingerprint), které jsou charakteristické pro urcité
funkéni skupiny [50].

V infraCervené spektroskopii existuje nékolik metod méfeni, v ramci této diplomové prace
je zasadni ATR-FTIR. FTIR spektroskopie je infracervend spektrometrie s Fourierovou
transformaci, coz je algoritmus pro transformaci dat ziskanych ze spektralni analyzy a vyneseni
zavislosti absorbance (mnozstvi pohlceného svétla vzorkem) na vinoctu. ATR je doplikova
metoda zeslabené Uplné reflektance vyuzivajici krystal s vysokym indexem lomu (Casto
kiemikovy krystal). Jak je mozno vidét na obr. 26, infracervené svétlo je sméfovano na zrcadlo,
diky nému narazi na krystal, kde dochazi k vnitfnimu odrazu. Nésledné svétlo pokracuje
na vzorek a s nim interaguje. Ze vzorku se paprsek vrati zpét do krystalu, tim projde na druhou
stranu, kde je zrcadlo, které jej nasméfuje na detektor. Naméfené informace zpracovava
software, vyuzije zminénou Fourierovu transformaci k ziskani vysledného spektra [50, 51].

vzorek
& krystal
B e T
t“‘—.f‘
R
infracervené svétlo 5 infracervené svétlo
sméfuyici na krystal sméfujici na detektor
zrcadla

Obr. 26: Cesta paprsku u ATR-FTIR [51]
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Yu-li Lo a spol. se zamé&fili na zkouméani sprejové susenych liposomalnich ¢astic slozenych
z fosfolipidu, disacharidd jako protektantd a enkapsulovanou superoxid dismutazou SOD).
Liposomy byly pfipravovany z riznych fosfolipidli, konkrétné dipalmitoylfosfatidylcholinu
(DPPC), dimyristoylfosfatidylcholinu  (DMPC), distearoylfosfatidylcholinu  (DSPC)
a dipalmitoylfosfatidylglycerolu (DPPG). Jako protektanty byly vyuzity sacharéza, trehaloza
a laktéza. Do liposomt byla enkapsulovana superoxidmutaza, znama jako antioxidacni enzym,
ktery chrani télo pred Skodlivymi ucinky volnych superoxidovych radikaltd. U smési
SOD\fosfolipid\sacharid byla métfena velikost ¢astic pomoci DLS a zeta potencial. Nasledovalo
suSeni. Po suSeni byla zji§tovana aktivita SOD, morfologie prasku pomoci rastrovaci
elektronové mikroskopie, chemicka analyza pomoci elektronové spektroskopie, ur€eni obsahu
zbytkové vlhkosti pomoci Karla Fischera, vyuziti diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC)
pro zjisténi teploty denaturace SOD ve formé prasku SOD\DPPC\sachar6za, analyza
infraCervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci (FT-IR) a meéfeni aerodynamické
velikosti ¢astic vyuzitim Andersenova kaskadového impaktoru. Jako nejvhodnéjsi systém byla
vyhodnocena formulace SOD\DPPC\sacharoza, kde se zachovala nejvétsi aktivita SOD. SEM
ukazalo vrasCity a rozinkovy vzhled (viz obr. 27) vysuseného prasku. Velikost liposomt byla
kolem 150 nm a zeta potencial 0,5 mV. Aerodynamicka velikost ¢astic byla 2,4 um a zbytkova
vlhkost 2,4 %. Analyza elektronovou spektroskopii naznacila nepfitomnost SOD v povrchové
oblasti prasku, coz ukazuje, ze SOD bylo dobte obklopeno DPPC a sachar6zou, FT-IR dokazuje
ptitomnost SOD 1 po usuSeni a teplota denaturace SOD ve formé prasku byla stanovena
na 106 °C [33].

Obr. 27: SEM zobrazeni usuSenych liposomit SOD\DPPC\sacharoza [33]

Chougule a spol. ptipravovali sprejové suSené liposomy pro ihnalac¢ni podavani 1éCiva
Dapson (DS) na pneumonii. Samotné liposomy byly slozeny z dipalmitoylfosfatidylcholinu
(DPPC) a cholesterolu. Jako protektanty byly vyuzity laktéza, sachar6za nebo hydrolyzovana
zelatina. Do smési pripravené k suseni (liposomy a protektant) byl pfidan antiadherent (leucin)
pro zabranéni spojovani ¢astic, cimz mohly vzniknout aerodynamicky vhodné ¢astice. Zmeéifena
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velikost liposomi se pohybovala kolem 140 nm se zeta potencialem 0,8 mV. Enkapsulacni
ucinnost byla 95 %. Zjistované hodnoty u samotného prasku se mirné liSily podle slozeni
systému. Velikost ¢astic byla okolo 9 um, pomoci Andersenova kaskddového impaktoru byla
urcena aerodynamicka velikost prasku na 2,5 um. Metodou Karla Fischera se zjistila zbytkova
vlhkost, ktera nebyla totozna pro vSechny systémy. Nejnizsi byla u prasku, kde byla laktoza
jako protektant (2,3 %), u ostatnich systému se hodnota pohybovala okolo 5 %. V ramci této
studie bylo pozorovano vice vlastnosti pfipravenych systému. Na obr. 28 je mozné vidét vzhled
prasku pomoci SEM. Pozitivni vysledek byl zjistén u frakce jemnych cCastic, které byly
dopraveny se 75 % ucinnosti do hlubokych plic a uvolfiovani 1é¢iva probihalo po dobu az
16 hodin oproti obyc¢ejnym lécivim, kde se jedna o dobu 3 hodin [52].

4

Obr. 28: Ukdzka prdasku zobrazena metodou SEM [52]

Van den Hoven a spol. zpracovali studii vénujici se ptiprave liposomt z DPPC, cholesterolu
a potazené PEG. Do liposomu byl enkapsulovan jako modelové 1é¢ivo fosforecnan disodny
prednisolop (PLP). Metody suSeni byly sprejové suSeni a lyofilizace. K liposomium byly
ptidany razné protektanty a to bud hydroxypropyl-p-cyklodextrin (HPpCD), trehal6za nebo
sacharoza. U vysuSenych praska byl testovan obsah zbytkové vlhkosti (Karl Fischer), teplota
skelného prechodu (diferencidlni skenovaci kalorimetrie) a amorfni charakter (rentgenova
difrakce). Liposomy pied suseni i po rehydrataci a rekonstrukci byly charakterizovany pomoci
dynamického rozptylu svétla pro zjisténi velikosti, HPLC pro urceni koncentrace PLP a lipidu.
Po rekonstrukci byly liposomy pozorovany metodou TEM. Liposomy byly pfipraveny jak
naplnéné, tak prazdné, ovSem jejich vlastnosti pfed usuSenim byly témét stejné — velikost
se pohybovala okolo 100 nm, koncentrace PLP u naplnénych liposomi mezi 0,8-1,8 mg/ml
a koncentrace lipida 12,1-15,7 mg/ml. Po vysuseni liposomu lyofilizaci a sprejovym susenim
byly pozorovatelné zmény. Obsah zbytkové vlhkosti u lyofilizovanych castic se pohybovala
okolo 1 %, u sprejove susenych okolo 4 %. Ve vzorcich obsahujicich HPpCD byl velky rozdil
v teploté skelného prechodu. Po lyofilizaci 1 sprejovém suseni byla teplota skelného prechodu
u vzorka se sachardézou mirn€ vyssi u lyofilizovanych systému. U trehaldzy byly vysledky
stejné, vliv na tuto teplotu muze mit obsah zbytkové vlhkosti. Rozdily ovSem nebyly pfilis
velké, zatimco u vzorki s HPpCD to bylo vice nez 100 °C. Difrakcni rentgenova analyza
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ukazala, ze vSechny suSené liposomalni formulace jsou amorfni. Koncentrace PLP po suSeni
a rekonstrukci byla u vzorki s HPpCD stejna, ale u liposomu obsahujici sacharozu a trehalozu
doslo k poklesu, jak u sprejového suseni i u lyofilizace. Po rehydrataci a rekonstrukci liposomu
byla také zjisténa piitomnost liposomu, u sprejové suSenych liposomu se sachar6zou
a trehalozou doslo po rekonstrukci ke zvétseni liposomu a agregaci, ale u systému s HPpCD
a suSenych mrazem vznikly liposomy témét shodné s témi pred susenim (viz obr. 29) [53].

Sacharoza Trehaloza HPpCD

’

Lvofilizované

-

€ susené

Sprejov:

Obr. 29: Porovnani liposomii suSenych lyofilizaci nebo sprejovym suSenim s riiznymi protektanty

[53]

Wessmana a spol. zkoumali metodami Cryo-TEM a dynamickym rozptylem svétla
morfologické zmény u sprejove susenych nebo lyofilizovanych liposomt a dvouvrstvych diskd.
Duraz byl kladen predevSim na identifikaci strukturnich zmeén, které predstavuji riziko
pfipravenych systému jako nosi¢u 1€¢iv. Liposomy byly slozeny z 1,2-distearoyl- sn-glycero-
3-fosfocholinu (DSPC), cholesterolu a nékteré jsou pokryté 1,2-distearoyl- sn-glycero-3-
fosfoethanolamin-N-[methoxy(polyethylenglykol)-5000] (DSPE-PEG). Dvouvrstvé disky
obsahovaly DSPC, cholesterol a DSPE-PEG. Protektantem byla laktoza, ktera byla bud’ pfimo
soucasti pripravy liposomi nebo byla nasledné pfidana az do vodného roztoku liposomd.
Velikost vSech liposomt pied susenim se pohybovala mezi 79 a 95 nm. Pivodni liposomy pied
suSenim bez PEG prtipravené jak ve vodé i laktéze obsahovaly velké mnozstvi unilamelarnich
liposomu, ale vyskytovali se zde i multilamelarni liposomy. Liposomy s PEG byly z velké ¢asti
pouze unilamelarni.

U liposomu bez PEG pripravenych v laktdéze doslo po procesu lyofilizace a nasledné
rehydrataci ke snizeni velikosti liposomu, ale soucasné ve vzorku vzniklo malé mnoZzstvi
vétSich Utvard okolo 800 nm (vicelamelarni liposomy). Vicelamelarni liposomy vznikaly
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nejspi$ v disledku osmotické nerovnovahy. Liposomy bez PEG sprejové susené a piipravené
v laktdze se po rehydrataci zmenSily, vykazovaly zvysSeny podil vicelamelarnich liposomu.
Porovnani liposomt zobrazenych pomoci Cryo-SEM je na obr. 30.

pred suSenim po Iyofilizaci po sprejovém suseni
Obr. 30: Liposomy bez PEG zobrazené metodou Cryo-TEM [54]

Vzorky s PEG pfipravené v laktdéze se po lyofilizaci a rehydrataci, mirné zvétsily, opét
vznikly 1 vétsi Castice ale tentokrat hlavné zapouzdiené liposomy. PEGylované liposomy
pfipravené v laktoze se po sprejovém suseni také zvetSily a vznikl 1 podil vétsich Castic, které
tvotily zapouzdiené liposomy, vSe je zobrazeno na obr. 31 z metody Cryo-SEM.

pfed s ' po lyofilizaci po sprejovém suseni
Obr. 31:Liposomy s PEG zobrazené metodou Cryo-TEM [54]

Co se tyka vzorkli puvodné pripravenych ve vodé s pozdé€jsim piidavkem laktozy, tak
u lyofilizace liposoma bez PEG doslo ke zvétSeni i vzniku vicelamelarnich liposomt. S PEG
zustaly liposomy po lyofilizaci pfedevsim unilamelarni, ale zvétSily se. Sprejové suseni
liposomu s PEG i bez n¢j zpusobilo zvétseni liposomi az k 1000 nm, zdstaly vSak unilamelarni.
U diskl vlivem obou druhti suseni doslo ke zvétSeni, ale nebyly zde vyznamné rozdily.
Vzhledem k tomu, Ze v liposomech nebylo nic enkapsulovano, nebylo mozné udélat z tohoto
pohledu zavér na moznost uvoliiovani 1€Civ z téchto liposomu [54].

Karadag a spol. se ve svém vyzkumu zaméfili na sprejové suSeni liposomu s nabitym
polymerem, které by mélo zamezit rozpadu liposomu vlivem suseni. Aniontové liposomy byly
pfipraveny z lecitinu a jako protektant byl pouzit maltodextrin. Takové liposomy byly nasledné
potazeny kladnym chitosanem s vysokou nebo nizkou molekulovou hmotnosti. Zeta potencial
liposomu se tak stal kladny a liposomy by se meély elektrostaticky odpuzovat. Velikost
nepotazenych liposomt byla 400 nm, pfidanim chitosanu se zvétSila na 500 nm. Maltodextrin
byl také pouzit ve dvou riznych molekulovych hmotnostech. Ukazalo se, ze pridavek
maltodextrinu k nepotazenym liposomu zpusobil jejich flokulaci a rozpad, suseny byly tedy jen
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liposomy potazené chitosanem. VIliv na vzhled prasku (zobrazeno pomoci SEM) méla
predevSim molekulovda hmotnost maltodextrinu. Na obr. 32 je vidét prasek s nizkou
molekulovou hmotnosti maltodextrinu, jeho velikost Castic byla pod 5 um. Stejné tak vypadal
jak s nizkomolekularnim chitosanem tak 1 vysokomolekularnim chitosanem.

Obr. 32: Prasek liposomil s nikomolekuldrnim maltodextrinem zobrazeny metodou SEM [55]

Castice maji relativné hladky a nepromackly povrch. To je zpsobeno nejspis teploto
skelného prechodu a vétsiho mnozstvi sacharidi s nizkou molekulovou hmotnosti (pasobi jako
zmé&kcovadlo, je mobilni), které zabraiuji smrs$fovani béhem suSeni. Naopak u Castic
s vysokomolekularnim maltodextrinem doslo k zvrasnéni povrchu nejspis§ v dasledku vzniku
bublin, protrzeni povrchu a scvrknuti (viz obr. 33). Velikost Castic prasku s maltodextrinem
o vyssi molekulové hmotnosti byla vétsi a mezi vzorky s chitosanem o nizké nebo vysoké
molekulové hmotnosti byl rozdil minimalni.

Obr. 33: Prasek liposomil s vysokomolekuldrnim maltodextrinem zobrazeny metodou SEM [55]

Zbytkova vlhkost prasku byla urCena metodou Karla Fischera a u vSech vzorka
se pohybovala kolem 4%. Technikou laserové difrakce byla mérena velikost liposomti po jejich
opétovné rehydrataci, ktera byla provedena pufrem. U rekonstituovanych praska
s vysokomolekularni ~ hmotnosti doslo ke  zvétSeni u  nizkomolekularniho
i vysokomolekularniho chitosanu. Nartust byl pfiblizné 250 nm pro liposomy potazené
chitosanem s vysokou molekulovou hmotnosti, zatimco pro liposomy potazené chitosanem
s nizkou molekulovou hmotnosti narostly liposomy na vice nez 15nasobek jejich pivodni
velikosti. Primérna velikost Castic prasku s nizkomolekularnim  maltodextrinem
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s vysokomolekularnim i1 nizkomolekularnim chitosanem po rehydrataci byla 350 nm, tudiz
se oproti puvodni velikosti mirné zmensily [55].

Wang a spol. vytvorili studii, jejiz cilem bylo zkoumat vliv vnéjsiho povlaku alginatem
vapenatym na lyofilizované a sprejové suSené liposomy. Liposomy byly pfipraveny
ze sojoveho fosfatidylcholinu, cholesterolu a jako modelové 1é¢ivo byl enkapsulovan paclitaxel
(PTX), nasledovalo potazeni alginatem sodnym. Jako protektant u suseni byl vyuzit mannitol.
U pripravenych liposomt byla méfena uc¢innost zachyceni PTX pomoci molekularni vylucovaci
chromatografie a velikost ¢astic metodou dynamického rozptylu svétla. Optimalni liposomy
bez potazeni alginatem vapenatym mély velikost okolo 121 nm a uc¢innost zachyceni 88 %.
Potazené liposomy byly znacné vétsi, velikost se pohybovala okolo 355 nm a ucinnost
zachyceni 81 %. U liposomu byla testovana stabilita v simulované zaludec¢ni a stievni tekuting,
aby bylo zjisténo, zda ma alginat sodny ochranny uéinek na systémy. Uginnost zachyceni
a velikost se ménila podle pH. Liposomy bez povlaku ukézaly relativné stabilni velikost
po celou dobu, ale tc¢innost zachyceni klesla pti pH 2 na 55 % a pfi jesté nizSim pH (1,2) to
bylo 54 %, naopak u pH 6,8 nedochazelo téméf k zadnym zménam oproti pavodni G€innosti
zachyceni. Velikost potazenych liposoma se ménila, protoze alginat sodny je citlivy na pH,
v kyselém prostiedi se smrituje a v alkalickém bobtna. Uginnost zachyceni se pii niz§im pH
(1,2 a 2) nijak vyrazné nemenila, ale v roztocich s vys§im pH (6,8) doslo k poklesu tc¢innost
zachyceni na 61 %. Po vysuSeni byly prasky opét rehydratovany, aby doslo k opétovné
rekonstrukci liposomt, méfila se znova jejich velikost a tu¢innost zachyceni modelového 1é¢iva.
Metodou TEM byly zobrazeny liposomy pred suSenim a nasledné po rekonstrukci. Na obr. 34
jsou zminéné liposomy ukédzany stim, ze nepotazené liposomy mély vétsi tendenci
k aglomeraci.

Liposomy bez alginatu sodného
po lyofilizaci

pred susenim

Liposomy s alginatem sodnym

pred susenim po lyofilizaci Ppo sprejovém suseni

Obr. 34: Zobrazené liposomy metodou TEM [56]
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Lyofilizované potazené liposomy se po rehydrataci zmensily, ale po Case se jejich velikost
zvétsila na 375 nm. Nepotazenych liposomy po lyofilizaci byly po rehydrataci vétsi nez
ptivodni, ale nasledoval klesajici trend velikosti. ZmenSeni poukazuje na moznost, ze liposomy
nebyly v prub€hu suSeni ochranéné alginatem sodnym a jejich struktura byla nejspis velmi
poskozena. Po suSeni rozprasovanim a rehydrataci byl prabéh zmény velikosti liposomu
podobny jako u lyofilizace, pouze se zménou prvotni velikosti po rehydrataci. U potazenych
liposomu byla velikost nizsi nez u lyofilizace, ale opét postupné rostla, u nepotazenych byla
naopak vétsi nez u lyofilizace a postupné klesala. Po suSeni byly ukazany lepsi hodnoty
v ucinnosti zachyceni u liposomt potazenych alginatem sodnym. Po lyofilizaci byla G¢innost
67 % u potazenych, u nepotazenych klesla na 36 %. Po sprejovém suSeni potazenych liposomu
58 %, u nepotazenych hodnota opét klesala na 47% [56].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast diplomové obsahuje vycet chemikalii (viz 4.1), které byly vyuzity
pii pfipravé vzorkt. V této Casti jsou popsany veskeré postupy piipravy vzorku (viz 4.2), jejich
nasledné meéfeni, suseni, méfeni suchého prasku, rehydratace a zpracovani naméfenych dat
(viz 4.3).

4.1 Chemikalie

Protektant Sacharoza

Vzorec: C12H2011

Mr: 342,30

Penta s.r.o.

CAS: 57-50-7

Cislo sarze: 1703270212F

Lipidy 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (16:0 PC — DPPC)
Mr: 734,039

Avanti Polar Lipids, Inc.

CAS: 63-89-8

Cislo sarze: 850355P-1g
1,2-dilauroyl-sn-glycero-3-fosfat (sodna sul — PA 12:0)
Mr: 558,661

Avanti Polar Lipids, Inc.

CAS: 108321-06-8

Cislo arze: 840635P-200mg
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfoethanolamin-N-
[methoxy(polyethylenglykol)-5000] (amonna sil — PEG5000-PE)
Mr: 5744,965

Avanti Polar Lipids, Inc.

CAS: 474922-84-4

Cislo 3arZe: 880200P-200MG-A-059

Cholesterol

Vzorec: C27HasO

Mr: 386,65

Sigma Aldrich

CAS: 57-88-5

Cislo $arze: 26732-25G-F

Rozpoustédla Chloroform

Vzorec: CHCl3

Mr: 119,38

Penta s.r.o.

CAS: 67-66-3

Cislo sarze: 2107210716

Methanol

Vzorec: CH4O

Mr: 32,04

Sigma Aldrich (Fluka)

CAS: 67-56-1

Cislo sarze: 34966-2.5L

37



Pufr PBS tablety pH 7.4 (pro 200 ml)
PanReac AppliChem

Cislo sarze: 271504-01

Kyselina Kyselina chlorovodikova 35% P.A.
Vzorec: HCl

Mr: 36,46

Lach-Ner, s.r.o.

CAS: 017-002-01-X

Cislo arze: PP/2014/05946
Deionizovana voda

Vzorec: H,O

Systém: ELGA

4.2 Priprava vzorku

Kapitoly v této sekci se zaméfuji na pripravu jednotlivych vzorkd podle ptidavanych
komponent. VSechny liposomy byly pfipraveny z DPPC, k némuz byla pfidana dalsi
komponenta, konkrétné se jednalo bud o cholesterol, kyselinu fosfatidovou nebo
polyethylenglykol. Po suSeni, byl ziskan praSek, ktery byl rehydratovan, aby doslo
k rekonstrukci liposomt. Pro lepsi orientaci v praci, jsou zde zminény i metody zkoumani, které
byly u pfipravenych vzorka vyuzity, konkrétni postup je v nasledujicich kapitolach.

4.2.1 Liposomy k suSeni

Liposomy byly pfipravovany metodou rehydratace fosfolipidového filmu. Postup ptipravy
byl u vSech vzorkt témér stejny, lisil se jen pridavkem urcitych komponenta.

Nejdiive bylo potfeba pfipravit roztok sacharozy, ktery byl nasledné pouzit na rehydrataci
fosfolipidového filmu. Do reagencni lahve se Sroubovacim uzavérem (pyrexky) bylo navazeno
takové mnozstvi sacharozy, aby po zaliti potfebnym mnozstvim deionizované vody byla
koncentrace 98 mg/ml. Koncentrace byla zvolena tak, aby vysledny roztok pred suSenim
obsahoval alesponi 10 % pevné slozky [53]. Takto pfipraveny roztok sachar6zy byl ponechan
na magnetické michacce po dobu 24 h pro uplné rozpusténi sacharidu.

DPPC bylo navazeno do pyrexky, navazka byla zvolena tak, aby vysledna koncentrace
po rehydrataci 40 ml roztoku sacharézy byla 2 mg/ml. Vzorky byly pfipravovany vzdy
v mnozstvi 40 ml, kvili dostateénému objemu pro suseni. Navazeny DPPC byl rozpustén
v chloroformu, promichan pomoci vortexu a nechén v digestofi na odpafeni. Nasledovalo
rehydratovani vzniklého fosfolipidového filmu roztokem sacharozy. Takto pfipraveny roztok
obsahoval zminénych 10 % pevné slozky — dulezité pro ziskani dostate¢ného mnozstvi prasku
suSenim. Po rehydrataci nasledoval posledni krok, ¢imz byla sofinikace tyCovym sonifikatorem
(HD 3 200, Bandelin Electronic GmbH & Co. KG). Amplituda pfi sonifikaci byla 30 %
aenergie 15 kJ. Nasledovalo méfeni zeta potencialu a velikosti vzniklych liposomt (viz
kapitola 4.3.1.)

Pii ptipravé liposomu s piidavkem cholesterolu byl postup naprosto stejny, jen nebylo
navazeno pouze DPPC, ale i cholesterol. Navazka cholesterolu byla volena tak, aby vysledna
koncentrace v roztoku byla 10 mol. % [7]. Pii sonifikaci byla pfidana energie 25 kJ (doslo
k odkaleni vzorku) [7, 57].
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U liposomu s pifidavkem PA, bylo navazeno DPPC a nasledné PA tak, aby koncentrace byla
opét 10 mol. %. Ptiprava se liSila od predeslych vzorkt tim, ze k chloroformu byl pfidan
methanol v poméru 4:1, aby doslo k uplnému rozpusténi PA. Dalsi kroky probihaly stejné jako
u predeslych vzorkd, jen u sonifikace byla energie zvysena na 30 kJ.

Posledni typ vzorka obsahoval DPPC a PEG. Oboji bylo nejprve navazeno. Obsah PEG
ve vysledném roztoku byl 6 mol. % [57]. Postup piipravy se lisil od liposomu s cholesterolem
nebo PA tim, Ze ke zmenseni liposomi nebyl pouzit tyCovy sonifikator, ale sonifikace ve vodni
lazni (DT 31 H, Bandelin Electronic GmbH & Co. KG). Vodni lazei byla vyuzita na 25 minut
pfi teploté 45 °C z toho divodu, aby do vzorku bylo pfidano méné energie v delSim ¢asovém
useku a PEG nemél tendenci tvofit micely.

Poslednim krokem bylo u vSech vzorkd zminéné meéfeni velikosti Castic a zeta potencialu
(viz 4.3.1). Pred susenim byly odebrany a uschovany 2 ml vzorku, u kterych byla sledovana
velikost ¢astic po dobu nasledujicich 15 dnt (konkrétn€ 1., 3., 5., 8., 11. a 15. den).

4.2.2 Sprejové suSeni

SuSeni vSech vzork probihalo stejnym zpusobem na pfistroji LabPlant model PD-06
na Farmaceutické fakult¢ Masarykovy univerzity. Do vzorku byla zavedena silikonova
hadicka, kterd pomoci pumpy nasavala vzorek rychlosti 30 RPM (1305 ml/h) k atomizaci.
Atomizace probéhla pomoci dvoukapalinové trysky o praméru 0,5 mm pro ziskani co
nejmensich ¢astic prfi tlaku 3 bary ateploté 168 °C (inspirovano [33]). Sbér cCastic byl
uskuteCnén pomoci cyklony. VysuSeny prasek byl zvazen pro zjisténi vytézku. Nasledné
byl uchovavan v exsikatoru, aby pfipadné nepohlcoval vlhkost z okoli. Vysuseny prasek byl
podroben nékolika méfeni. Byla zjiStovana zbytkovéa vlhkost metodou termogravimetrické
analyzy (kapitola 4.3.3), aerodynamicka velikost ¢astic (kapitola 4.3.4) a nakonec ziskani
snimka struktury prasku skenovaci elektronovou mikroskopii (kapitola 4.3.5). U prvniho
pfipraveného prasku, ktery obsahoval liposomy pouze z DPPC, bylo nutné ovéteni pfitomnosti
DPPC v prasku 1 po suseni metodou infracervené spektroskopie (kapitola 4.3.6).

4.2.3 Rehydratace

Ususeny prasek byl rehydratovan, aby mohlo byt ovéreno zpétné zrekonstruovani liposomu
a jejich porovnani s puvodnimi liposomy pfes usuSenim. Do vialky byl navazeno takové
mnozstvi prasku, aby koncentrace po zaliti 2 ml byla 2 mg/ml. Vzorky byly rehydratovany
deionizovanou vodou a fosfatovym pufrem (PBS pufr), ktery mél pH 6,6 (odpovida pH sliznice
dychacich cest, kde by dochazelo po inhalaci k rehydrataci [58]). PBS byl ptipraven z tablety,
ktera byla zalita 200 ml deionizované vody a nechan na magnetické michacce rozpustit
do dal§iho dne. Takto ptfipraveny PBS mél pH 7,4, coz bylo nutné upravit vyuzitim 0,04 %
roztoku kyseliny chlorovodikové na pH 6,6, pomoci pH metru (SevenEasy S20, Mettler
Toledo). Navazeny prasek byl tedy zality potfebnym mnozstvim deionizované vody nebo
pfipravenym PBS a promichan pomoci vortexu do uplného rozpusténi. U takto pfipravenych
roztoka byla zméfena velikost Castic a jejich zeta potencial. Stejné jako u vzorkl liposomu pied
susenim byla sledovana jejich velikost po dobu 15 dnti. U prvnich rehydratovanych liposomu
z DPPC byly také pofizeny snimky metodou STEM, aby byla ovéfena jejich pifitomnost
(viz kapitola 4.3.2).
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4.3 Meéreni a zpracovani vysledku
V piedchozi kapitole byl popsan veSkery postup pii piipravé vzorku, tato kapitola
je vénovana popisu meéfeni vzorkll metodami, které byly jiz zminény.

4.3.1 Velikost liposomi a zeta potencial

Meéfteni pro zjiSténi distribuce velikosti Castic a zeta potenciadlu probihalo na pfistroji
ZetaSizer ZS (Malvern Instrument). Méfici metody byly DLS a ELS.

Pro méfteni velikosti ¢astic ve vzorku byl vzorek napipetovan do sklenéné kyvety a vlozen
do pristroje. Nasledovalo spusténi méfeni. Méfeni probihalo pii teploté 25 °C s kalibraci
na 60 s. Méfeni bylo nastaveno tak, aby kazdy vzorek byl proméfen tiikrat. Namétena data byla
zprumérovana, byl sestrojen graf zavislosti intenzity na velikosti Castic (distribuce velikosti),
byla zjisténa primeérna velikost ¢asti (Z-average) a také hodnota polydisperzniho indexu (PDI).
Polydisperzni index poskytuje informaci o homogenité ¢astic v roztoku, ¢im je blize k nule, tim
jsou si Castice vice velikostné podobné.

Meéteni metodou elektroforetického rozptylu svétla probihalo na stejném pfistroji, bylo
ovsem nutné do kyvety se vzorkem piidat DIP cell elektrodu, pro vytvoreni elektrického pole.
Meéfeni probihalo pii 25 °C a opakovalo se pétkrat. Vysledky se zprumérovaly a byla ziskana
hodnota zeta potencialu castic. U vSech vzorka byl zeta potencial méfen pouze prvni den
meéfeni.

4.3.2 Zobrazeniliposomu metodou STEM

Zobrazeni liposomt z DPPC ve vzorku pfed susenim i po rehydrataci probéhlo pomoci
rastrovaciho transmisniho elektronového mikroskopiu (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) na Ustavu piistrojové techniky Akademie v&d Ceské republiky. Vzorek byl nejprve
ziedén destilovanou vodou, aby byl dostatecné tenky, neosahoval moc ¢astic a doslo k jasnému
zobrazeni. Po kapnuti vzorku na mfizku s 5 nm vrstvou uhliku byla odsana prebytecna voda.
Nasledovalo promyti destilovanou vodou, kvili neistotam a opé€t odsani vody. Vzorek
se nechal na mfizce zaschnout. Zasychani trvalo par minut a po zaschnuti byl vzorek pfipraven
na méfeni, po vlozeni do mikroskopu probéhla prvni kalibrace elektronového paprsku podle
uhlikové miizky a nasledovalo zkoumani vzorku svazkem elektronti s 18 kV urychlovacim
napé€tim.

4.3.3 Zbytkova vlhkost prasku

Zbytkova vlhkost prasku byla méfena metodou termogravimetrické analyzy na pfistroji
TGA 5500. Po vlozeni vzorki do pristroje bylo nastavené meéteni, které probihalo v inertni
atmosfére dusiku. Narust teploty byl nastaven na 10 °C za minutu a pokracovalo az do 500 °C.
Vysledkem byl graf zavislosti hmotnosti na teploté s termogravimetrickou kiivkou, na které
byla u vSech vzorku pfi teploté 150 °C odectena zbytkova vlhkost.

4.3.4 Aerodynamicka velikost prasku

Aerodynamicka velikost prasku byla zjiStovana na Fakult€é strojniho inzenyrstvi
na Vysokém uceni technickém v Brné. Pfistroj (Aerodynamicky spektrometr castic TSI 3321)
se sklada z dispergatoru pevnych Castic (rozptyleni prasku do plynu), dilutoru (fedi vzorek
v poméru 20:1) a aerodynamického spektrometru. Prasek byl nanesen na oto¢ny talif a z n¢j
je nasavan do pfistroje. Lasery, mezi kterymi Castice proletély, byly vzdaleny 200 um. Méteni
probéhlo desetkrat a naméfena data byla zpracovana softwarem Aerosol Instrument Manager.
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Z deseti méfeni byl vypocitan primér stfedniho hmotnostniho aerodynamického priméru
(MMAD).

4.3.5 Zobrazeni prasku metodou SEM

Povrch prasku byl zobrazen pomoci skenovaciho elektronového mikroskopiu (ZEISS EVO
LS 10, Némecko). Pfed samotnym zobrazenim bylo nutné vzorky pozlatit, aby byly vodivé
a poté byly vlozeny do mikroskopu. Zobrazeni povrchu prasku probéhlo na zakladé detekce
sekundarnich elektronti. Urychlovaci napéti paprsku elektroni meélo 5 kV.

4.3.6 Slozeni prasku metodou IC

Infracervena spektroskopie byla pouzita pro potvrzeni pritomnosti DPPC v usuSeném
prasku, ktery byl pfipraven z roztoku liposomti z DPPC. Méfeni probihalo na pfistroji Nicolet
iS50 FT-IR (Thermo Scientific). Konkrétné€ se jednalo o metodu ATR-FTIR. Vzorek ve formé
prasku byl nanesen na ATR krystal a detekoval se vnitini odraz paprsku. Méteni probihalo
v rozmezi 4000-400 cm™!. Software zpracoval data a vytvofil spektrum, diky némuz bylo mozné
urcit pfitomnost urcitych specifickych funk¢nich skupin.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato Cast diplomové prace je vénovana shrnuti vysledkd, jejich vysvétleni a odivodnéni.
Pro lepsi orientaci a pochopeni je rozdélena na dvé Castic podle metod zkoumani. Prvni se tyka
liposomu v roztoku (viz 5.1) a druha vysuseného prasku (viz 5.2). Liposomy, které jsou zde
komentovany, byly v§echny ptipraveny rehydrataci fosfolipidového filmu roztokem sacharozy,
z toho divodu uz nebude sachardza jako komponent dale pfipominana. Vzorky se lisily jejich
slozenim, obsahovaly bud jen DPPC nebo i cholesterol (DPPC + CHOL.), kyselinu
fosfatidovou (DPPC + PA) a polyethylenglykol (DPPC + PEG).

5.1 Liposomy v roztoku

U liposomu pied susenim a po rehydrataci vysuseného prasku byla ovéfovana pfitomnost
liposomu v roztoku, jejich velikost a zeta potencial, coz bylo nasledné v jednotlivych kapitolach
u vzorkll zhodnoceno. Dale je dulezité zminit, ze distribuce velikosti (prabéh 15 dni méfeni
jednotlivych vzorkl), které nejsou zobrazeny v této Casti, jsou v pfilohach (viz 9.1).

5.1.1 Pripravené liposomy z DPPC pred suSenim a po rehydrataci

Prvni pfipravené liposomy byly slozeny pouze z DPPC bez jakékoli stabilizace, roztok
takovych liposomu byl lehce opalescentni.

I pfes to, ze liposomy nebyly stabilizované, vykazovaly v ramci velikostni distribuce
stabilitu po dobu 15 dnt. Velikost se v prabéhu tohoto Casové intervalu mirné zvysila, ale ke
vzniku vétSich agregatli a rozsifeni distribuce velikosti doslo az 11. den. Zeta potencial
liposomil pfed susenim byl méfen prvni den a mél hodnotu (3,2 + 0,9) mV, coz je nestabilni
oblast, ktera byla ocekavana u liposomi z nenabitého DPPC a bez dalsi piidané stabilizace.

Vzhledem k tomu, ze se jednalo o prvni vzorek, bylo u né provedeno navic zobrazeni
liposomil pomoci STEM pro potvrzeni vzniku liposomu v roztoku pied vysusenim a predevsim
po rehydrataci vysuSeného prasku.

Liposomy pied suSenim jsou zobrazeny na obr. 35. Roztok pfed suSenim obsahoval necistoty
(modra Sipka na obr. 35), které nejspiS pochazely ze sacharozy, ale i pres to se podafilo
v roztoku liposomy najit a ovéfit tak jejich pfitomnost.

[————|
Obr. 35: Liposomy vzorku DPPC v roztoku pred suSenim zobrazené metodou STEM (Zluté

ohranicené liposomy, modra Sipka znaci necistoty)

Po rehydrataci vodou bylo opét nutné ovéfit pritomnost liposomt pomoci metody STEM.
Tento krok byl velmi dulezity, aby potvrdil spravny postup piipravy vzorkd i suSeni.
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Pfi zobrazeni roztoku liposomi z DPPC po rehydrataci vodou (viz obr. 36) bylo mozné
pozorovat shluky zhroucenych liposomi (Cerné Sipky na obr. 36) a vEtSi mnozstvi necistot
(modré Sipky na obr. 36), nez u roztoku pied suSenim [57]. Necistoty mohly pochazet jiz
ze zminéné sachar6zy nebo z procesu suSeni a pruchodu vzorku susarnou, ale i ptes to byla
pfitomnost liposomu opét ovérena, coz znaci uspésné zrekonstruovani.

Obr. 36: Liposomy vzorku DPPC v roztoku po rehydrataci vodou zobrazené metodou STEM (Zluté

ohranicené liposomy, modra Sipka znaci necistoty, cernd Sipka znaci shiuk zhroucenych liposomii)

Na obr. 37 je distribuce velikosti pro vzorek z DPPC pred suSenim a po rehydrataci,
z kterého je viditelné, ze rozdily ve velikosti nejsou velké, ale distribuce se od sebe odlisuji.
Porovnani je zobrazeno pro vzorky v 1. den méfeni, ztoho divodu zde nejsou vidét veétsi
Castice, které se zaCaly objevovat az pozdéji a liposomy rehydratované pufrem se zde zdaji byt
nejstabilnéj$i, protoze jejich distribuce je nejuzsi a soucasne posunutd k nizsi velikosti ¢astic.
Po par dnech se Castice v roztoku zacaly zvétSovat.
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Obr. 37:Distribuce velikosti pred suSenim a po rehydrataci pro vzorek DPPC v 1. den
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Liposomy rehydratované vodou se oproti pavodnimu vzorku zvétSily, ale jejich velikost
a polydisperzita se vyrazné€ nemeénila s Casem (viz obr. 38). U vzorkl byla pfitomna i populace
vétsich castic (pik okolo 5500 nm), coz byly nejspi§ necistoty, protoze byly pfitomny po celou
dobu 15 dni a jejich velikost se neménila. Vzorek se tak jevil jako bimodalni. ZvétSeni
lipoosmi rehydratovanych vodou mohlo nastat zménou rozdilu osmotického tlaku uvniti a vné
liposomu. Po vysuSeni by méla sachardza zistat pouze v liposomalni membrané popiipadé
uvniti struktury liposomu. Rehydrataci pak nastane chvile, kdy bude vétsi koncentrace
sacharozy v liposomu oproti vodnému okoli. Voda tak za¢ne vlivem rozdilného koncentracniho
gradientu difundovat do liposomu. Ve stejnou chvili mize mit vliv na velikost liposomu
sachar6za uvoliiovana z liposomt do okolniho roztoku, aby doslo k vyrovnani koncentraci.
Soucasné se na velikosti a naboji mohl projevit vliv suSeni, ktery zménil strukturu liposomu
[53, 54].

Hodnota zeta potencialu naméfena u rehydratovanych liposoma vodou se rovnala hodnoté
(-27,6 £ 3,8) mV, coz je velky posun do zapornych hodnot nez u liposomu pied rehydrataci.
Na zménu ZP mohlo mit vliv vice faktorti napt. zména struktury liposomu susenim, nasledna
rehydratace a zminéna osmoéza. Je mozné, ze DPPC, ktery obsahuje kladny 1 zadporny naboj
(vzajemné se nuluji) se naklonil zapornou Casti vice na povrch a liposom se tak jevil zaporng.
ZP se nachazi na hranici stability (vCetné odchylek) a kvali tomu mohlo dochazet pozdéji
k agregaci.

ZvétSeni cCastic v nasledujicich dnech bylo patrné predevsim u rehydratace pufrem
s upravenym pH na 6,6, jak je mozno vidét také na obr. 38, kde je porovnani hodnot PDL
Liposomy byly oproti ptivodnim opét lehce zvétSené, ale souCasné mensi nez po rehydrataci
vodou. Od pocatku bylo opét mozné pozorovat zastoupeni castic okolo 5000 nm a od 5. dne
vznikly vétsi agregaty v podobé piku u hodnoty kolem 1000 nm. V tomto pfipadé by se mohlo
jednat o agregované systémy, protoze se ve vzorku objevily az po nékolika dnech. Vzorek byl
tedy trimodalni. Zeta potencial zjistény u tohoto typu vzorku byl (-12,4 = 1,9) mV, tedy vaci
vzorku pred suSenim je zadpornéjsi, ale oproti vzorku rehydratovaného vodou kladnéjsi. Podle
nestabilni hodnoty ZP nasledné nastal vznik velkych agregatt.
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Obr. 38: Zavislost hodnoty PDI na dnech mérvent pro vzorek DPPC
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5.1.2 Pripravené liposomy z DPPC a cholesterolu pred suSenim a po rehydrataci

Druhy typ vzorkd obsahoval 10 mol. % cholesterolu, aby byly liposomy stabilné;si.
Cholesterol vyplni volny prostor mezi fosfolipidy a ma tak vliv na tekutost membrany. Roztok
liposomu byl opét lehce opalescentni, jako predchozi.

Liposomy u ptedchoziho vzorku pred susenim z DPPC se postupné v pribéhu dni zvétSovaly
az na hodnotu (120 £+ 30) nm, zatimco liposomy stabilizované cholesterolem se celou dobu
15 dni drzely na velikosti okolo (97 + 10) nm. Snizenim velikosti bylo potvrzeno spravné
zaClenéni cholesterolu do membrany, vyplnéni volného prostoru, Gprava tekutosti membrany
tak, aby byla tuzsi a stabilnéjsi. Hodnota ZP liposomu pied suSenim se pohybovala okolo
(8,3 £ 1,3) mV. Tato hodnota ZP odpovida také nestabilni oblasti.

Lepsi stabilita byla patrna u liposomu pred suSenim i po rehydrataci, viz obr. 39. Distribuce
velikosti je uzsi a témef stejna jak u pavodniho roztoku, tak po rehydrataci.
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Obr. 39: Distribuce velikosti pred suSenim a po rehydrataci pro vzorek DPPC + CHOL. v 1. den

Rehydratované liposomy z DPPC + CHOL. se také zvétSily oproti vzorku pied suSenim
a vzorky mély vétsi polydisperzitu. Pribéh po rehydrataci byl tedy podobny jako u predchoziho
vzorku z DPPC, jen celkové byly hodnoty velikosti nizsi.

U vzorkl rehydratovanych vodou doslo opét k mirnému zvétSeni Castic a PDI viz obr. 40
oproti roztoku pied susenim, pti¢inou mohl byt opét osmoticky tlak nebo jiné zmény zptisobené
susenim, ale i v tomto pfipad¢€ zustaly liposomy relativné stabilni celych 15 dni (jako liposomy
pred suSenim) a obecné menSi nez ty bez stabilitace cholesterolem. U predchoziho vzorku
z DPPC byla velikost az (198 + 45) nm, ale u DPPC + CHOL. maximaln¢ (136 £ 12) nm.
Dlouhodobé stejna velikost nejspi§ potvrzuje zustatek cholesterolu ve dvojvrstvé i po suseni,
zajisténi tim vetsi tuhosti, zpomaleni vlivu osmotického tlaku a tim pomalejsi rist velikosti.
Vzorky byly od pocatku bimodalni a po celou dobu obsahovaly i Castice okolo 5000 nm,
od 11. dne vznikl dal§i maly pik v okoli 1000 nm, staly se tak trimodalni. Stejné jako
u predchoziho vzorku DPPC zastoupeni ¢astic okolo 5000 nm bez zmény velikosti po celou
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dobu 15 dnt poukazuje na moznosti, ze jsou to necistoty (nasledné se vyskytovaly u vSech
rehydratovanych vzorka). Vznik mensiho piku po né€kolika dnech u velikosti 1000 nm by
odpovidal moznému agregovani liposomu. Zeta potencial byl (-13,2 + 3,2) mV.

Po rehydrataci pufrem byly liposomy mensi nez ty rehydratované vodou a postupem casu
se mirn¢€ zvétSovaly (zvysuje se 1 PDI, viz obr. 40), nedoslo vSak k tomu, ze by zacaly béhem
15 dnt méfeni tvorit vyrazn€ velké shluky, jako tomu bylo u predchoziho vzorku. Pik v oblasti
1000 nm byl pozorovan po tfech dnech i zde, ale nebyl zdaleka tak vyrazny jako u minulého
vzorku. Castice o velikosti kolem 5000 nm zde byly taktéz od zatatku mé&feni. Zeta potencial
se pohyboval v méné zapornych hodnotach nez u rehydratace vodou (-9,3 = 1,8) mV.
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Obr. 40: Zavislost hodnoty PDI na dnech méreni pro vzorek DPPC + CHOL.

5.1.3 Pripravené liposomy z DPPC a kyseliny fosfatidové pred suSenim
a po rehydrataci

Kyselina fosfatidova je fosfolipid, ktery se zacleni do membrany, podporuje jeji zakiiveni
anese zaporny naboj. Roztok liposomu s PA, byl jako predchozi vzorky po piipravé
opalescentni. V dusledku pfidani zaporné PA se zvysSilo elektrostatické odpuzovani mezi
liposomy a doslo k zizeni distribuce velikosti (viz ptilohy 9.1) [7].

Vzniklé liposomy pred suSenim byly také mensi nez prvotni pouze z DPPC a vydrzely mit
témer stejnou velikost po celou dobu 15 dnt stejn€ jako liposomy z DPPC + CHOL. Zeta
potencial takovych liposomu byl ocekavan zaporny, ale naméfena byla hodnota
(10,9 +£2,6) mV, coz je u takovych liposomu velmi neobvyklé. Vliv tady mohla mit sacharoza,
ktera svou pfitomnosti v okoli liposomu mohla zakryt zaporny naboj PA. Dal§i moznosti je, ze
by PA byla ve vétsi koncentraci ve vnitini fosfolipidové vrstvé s negativni zakfivenim, kam
diky své malé nabité hlavé vici uhlovodikovému fetézci 1épe zapada [7].

Co se tyce liposomi vzniklych po rehydrataci, tak prvni den byly liposomy velikostné velmi
podobné tém pred suSenim (viz obr. 41), jejich velikost se s ¢asem postupné zvétSovala
avzorky byly vice polydisperzni (viz obr. 42). V porovnani se vzorkem DPPC + CHOL.
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se liposomy u vzorku DPPC + PA zvétsily do vyssich hodnot, to opét ukazuje lepsi stabilizaci
u vzorku s cholesterolu. Vyskyt castic o velikosti kolem 5000 nm byl pozorovatelny opét
od zaCatku méfeni a u vzorkl rehydratovanych pufrem bylo navic zobrazeno vétsi mnozstvi
agregatl, které nartstalo od 5. dne (velikost kolem 800 nm) az do 15. dne, kde byl jejich pik
nejvyraznéjsi, a agregaty mely velikost pfes 1000 nm.
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Obr. 41: Distribuce velikosti pred suSenim a po rehydrataci pro vzorek DPPC + PAv 1. den
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Obr. 42: Zavislost hodnoty PDI na dnech méfent pro vzorek DPPC + PA
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U liposomt rehydratovanych vodou byl ZP (-19,5 + 3,9) mV a u rehydratace pufrem byla
hodnota opét kladnéjsi (-12,2+2,0) mV. U téchto vzorkt se mohlo stat, ze vlivem suseni zistala
sachar6za pouze v liposomech. Po rehydrataci uz nebyla sacharéza v tak velkém mnozstvi
v okoli liposoml (dokud nezacne difundovat ven) a nezakryla zaporny naboj PA, jako tomu
mobhlo byt pfed suSenim.

5.1.4 Pripravené liposomy z DPPC a polyethyleglykolu pred susenim a po rehydrataci

Poslednim typem vzorku byly liposomy obalené polyethylenglykolem. Navazani PEG
na liposom pied suSenim bylo potvrzeno hodnotou zeta potencialu. Polyethylenglykol by mél
liposom pokryt, snizit nachylnost ke srazeni a vytvofit nulovy ZP. Svou pfitomnosti zptisobuje
stérickou a elektrostatickou stabilizaci, coz zahrnuje i uspotfadani molekul vody okolo
hydrofilni hlavy PEG [7]. Naméfena hodnota ZP u vzorkl pred susenim byla (0,5 + 2,6) mV,
to potvrzuje pokryti povrchu PEG. Velikost u DPPC + PEG pied suSenim byla podobna
a stabilni po dobu 15 dni jako u vzorkt DPPC + CHOL. a DPPC + PA.

Na obr. 43 jsou zobrazeny distribuce velikosti pro vzorky DPPC + PEG pred suSenim
a ithned po rehydrataci.
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Obr. 43: Distribuce velikosti pred suSenim a po rehydrataci pro vzorek DPPC + PEG v 1. den

Podle hlavnich pikd v distribuci vypada, ze se liposomy lehce zmenSily, ovSem
polydisperzni index na obr. 44 se zvysil a liposomy se v dalSich dnech také zvétSovaly. Zvétseni
mohlo byt zpisobeno napt. osmotickym tlakem nebo zvétSenim objemu PEG po absorbovani
vody.

Po rehydrataci byly vzorky bimodalni, stejn€ jako u vSech predchozich vzorkt (zminéné
necistoty). Po nékolika dnech u rehydratace vodou i pufrem doslo ke tvorbé agregata a vzorky
vykazovaly trimodalni charakter. Naméfeny zeta potencial rehydratovanych vzorkd byl
u pouziti vody (-10,6 + 1,0) mV a u pufru (-3,6 £ 1,0) mV. Zaporny ZP mohl byt naméten kvili
rozprostfeni naboje PEG, ktery zaji§tuje elektrostatickou stabilizaci, na vét§i plochu a tim
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snizeni stabilizacniho efektu [59, 60]. V dusledku tohoto mohlo vice dochazet k agregaci
liposomil se ZP v nestabilni oblasti.
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Obr. 44: Zavislost hodnoty PDI na dnech méreni pro vzorek DPPC + PEG

5.2 VysuSeny prasek

Kazdy =z pfipravenych roztok(i byl sprejové suSen k ziskani prasku pro opétovnou
rehydrataci, jejiz vysledky byly popsany v kapitole 5. /. Kapitola vénovana prasku se zamétuje
na jeho slozeni, zbytkovou vlhkost, vytéznost, aerodynamickou velikost a strukturu. Prasek
po vysuseni byl bily a bez zdpachu. Slozeni roztoku pted susenim nemélo vliv na vzhled prasku
a vSechny vypadaly stejné jako na obr. 45.

Obr. 45: Vzhled vysuSeného prdsku viech vzorkil

U prvniho vysuseného vzorku (liposomy z DPPC) bylo pottebné ovéfit, jestli po vysuseni
zustal v prasku DPPC a nejen sacharéza, které byla oproti DPPC obsazena ve velkém mnoZstvi.
To se zjiSt'ovalo infracervenou spektrometrii konkrétné ATR-FTIR. Vysledkem bylo spektrum
zobrazené na obr. 46. Ze spektra je viditelné, ze prasek obsahoval i pres velké mnozstvi

49



sachardzy potiebné DPPC, které bylo potvrzeno zvyraznénymi skupinami ze struktury DPPC.
Po rehydrataci bylo ovéfeno i zrekonstruovani liposomu pomoci STEM (v predchozi
kapitole 5.1.71). Po téchto dvou ovéfenich bylo predpokladano, ze vysledek by byl stejné
pozitivni i u nasledujicich vzork.
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Obr. 46: Vystup infracervené spektroskopie

Po zjisténi, ze liposomy se ve vysuSeném prasku a po rehydrataci stale vyskytuji, byly
u prasku provedeny dalsi méfeni. V nasledujici tab. 1 jsou hodnoty aerodynamické velikosti
prasku, zbytkové vlhkosti a vytézky.

Jak si lze vSimnout aerodynamicka velikosti byla u prvnich tfi vzorka (DPPC,
DPPC + CHOL., DPPC + PA) podobna, ale u prasku z liposomid potazenych
polyethylenglykolem byla velikost mensi. To mohlo byt zptsobeno pravé piitomnosti PEG
na povrchu liposomu a tim sniZeni tendence agregovat.

Tab. 1: Hodnoty aerodynamické velikosti, zbytkové vihkosti a vytéZku pro vzorky prasku

Aerodynamicka velikost [um] Zbytkova vlhkost [ %] Vytézek [%o]
DPPC 8,9+0,9 0,40 + 0,44 46+0,1
DPPC+CHOL. 89+ 16 3.37+0,10 8015
DPPC+PA 71£15 0,47 + 0,04 8.0+ 17
DPPC+PEG 54+14 0,08 + 0,07 6.7+2.0

Meéieni zbytkové vlhkosti probihalo termodynamickou analyzou a vystupem byly
termogravimetrické kiivky, viz obr. 47 (ostatni jsou zobrazeny v pfilohach 9.2), ze kterych byla
odecitana hodnota zbytkové vlhkosti pii 150 °C. Tato teplota byla zvolena kvili tomu, ze pfi
dal§im zvySovani dochézelo k rozkladu nebo spaleni materialu, to znac¢i prudky pokles zelené
kiivky.
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Zbytkova vlhkost byla u vzorki DPPC, DPPC + PA a DPPC + PEG minimalni. Jediny
vzorek DPPC + CHOL. vykazoval vys§i zbytkovou vlhkost, ale i pfes to je hodnota
(3,37 £ 0,108) % stale vyrazné€ nizka. Zvyseni mohlo byt zptsobeno piitomnosti cholesterolu,
membrana je tuzsi a nemusela se z vnitrku liposomu vypafit vSechna voda, to by mohlo byt
feSeno del§im pobytem suSenych kapicek v susarné zmeénou nastaveni suseni.
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Obr. 47: Ukdzka vystupu z termogravimetrické analyzy (vzorek DPPC + PA ¢. 1)

Treti hodnotou v tabulce je vytézek prasku. Uvedené hodnoty vytézku jsou velmi malé
a pouze orientaCni, protoze tim, ze roztoku na suSeni bylo minimalni potfebné mnozstvi
(40 ml), ve sbémé nadobé na castice bylo opravdu malo prasku. Velka vétSina zistala
na sténach cyklony. Tudiz vytézek by mohl byt rozhodné vyssi, pokud by se podatilo dostat
vSechen prasek usazeny v cyklon€, coz nebylo mozné.

Upln& posledni metoda vyuzita pro zkoumani prasku byla skenovaci elektronova
mikroskopie pro detailni zobrazeni jeho povrchové struktury. Struktura byla u vSech typu
vzorku velmi podobna.

Na obr. 48 je zobrazen vzorek DPPC, v levé Casti obrazku je vzdy zobrazeno zrnko prasku
a vpravo je detail povrchu. Podle vzdalengjsiho zobrazeni je mozné urcit, Ze zrnko ma pramér
okolo 100-150 pm, pfitom aerodynamickd velikost tohoto prasku byla pouhych
(8,93 + 0,89) um. Tato skuteCnost jasné ukazuje, Ze hodnoty velikosti prasku a aerodynamicka
velikost nejsou stejnd informace a navic pii méfeni aerodynamické velikosti Castic dochazi
predem k deaglomeraci, zatimco na obr. 48 jsou Castice agregované [52]. Povrch prasku se jevi
jako slepeny a pokryty nécim, co tvoti hladky povrch. Slepeni vice malych castic do jedné velké
mohlo nastat vlivem sacharozy v roztoku. Sachardza je hygroskopicka a po pohlceni vody muze
mensi Castice slepovat dohromady, tak mohou vznikat vétsi struktury jako na obr. 48 vlevo.
Spojovani ¢astic mohlo byt podpofeno i nestabilnim ZP.
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Sachar6za ma pusobit jako protektant a chranit strukturu liposomt. Zistala nejspis
v liposomech uvnitf i na jejich povrchu (vytvofila povlak), aby nedoslo k poskozeni
a naprostému zficeni struktury [16]. Vzorek tak byl ochranén a mohlo dojit k opétovné
rekonstrukci liposomi po rehydrataci.

Obr. 48: Povrch prasku vzorku DPPC

Na obr. 49 je prasek vzorku DPPC + CHOL., jeho vzhled se od minulého vzorku mirné lisi.
Vzhled je vice hranaty. Vlivem suSeni mohlo dojit k velkému mnozstvi zmén, jednou z nich
mohla byt ta, ze teplotou pii susSeni vytvorila sachar6za na povrchu vice krystalickou formu
oproti predchozimu vzorku. Dalsi moznosti je, Ze ke krystalizaci sachardzy na povrchu doslo
postupem ¢asu v dobé, nez byl vzorek méfen, protoze krystalizace zavisi na vice faktorech, jako
je teplota nebo vlhkost [61]. Je mozné, ze po delsi dobé by takova zména nastala u vSech
vzorkt. Velikost jednotlivych zmek byla opét okolo 100-150 um. Mensi Casti, které byly
do zrnka spojeny, mély velikost riznou, to mohl byt nasledek zkrystalizované sacharozy.
Ovsem i pfes mirné jiny vzhled prasku doslo k rekonstrukci liposomi, které nevykazovaly
zadné vyrazné zmeény.

Obr. 49: Povrch prdsku vzorku DPPC + CHOL.
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Vzorek DPPC + PA na obr. 50 vypadal stejné jako prvni vzorek pouze z DPPC. Hladky
povrch prasku znaci obaleni sacharézou a protekci vzorku, coz by opét odpovidalo 1 tomu, ze
po rehydrataci bez problému vznikly liposomy. Na levé ¢asti obrazku jsou dvé zrnka, jejichz
velikost byla okolo 50 um, tedy mensi nez Castice v pfedchozich vzorcich. Mens§i ¢astice mohly
byt zptisobeny ptitomnosti PA a odpuzovanim vlivem jejiho zaporného naboje.

Obr. 50: Povrch prdasku vzorku DPPC + PA

Posledni vzorek DPPC + PEG se od vsech ostatnich odliSoval, pfedevsim tim Ze jednotlivé
Castice prasku byly vyrazné mensi nez u vSech ostatnich vzorku, kde byla velikost v rozmezi
50-150 um, tady je okolo 25 um 1 jes§t€¢ menSi. Tento vzorek vykazoval nejmensi velikost
i pfi métfeni aerodynamickeé velikosti ¢astic (viz vySe tab. I). Mensi ¢astice by mohly potvrzovat
zustatek PEG na povrchu liposomu, protoze obecné PEG snizuje agregaci Castic, tim ze
zajistuje elektrostatickou stabilizaci 1 tvofi stérickou bariéru a Castice se k sob& nepfiblizi
dostatecné blizko. Takova bariéra byla v tomto piipade vytvorend i pomoci sachardzy, takze by
se dalo fict, ze liposomy byly chranény pomoci dvou vrstev (PEG a sachar6za). Dostatecné
pokryti naznacuje 1 hladky vzhled povrchu prasku zobrazen na obr. 51.

Obr. 51: Povrch prdsku vzorku DPPC + PEG
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6 ZAVER

Jednim z cila diplomové prace bylo zpracovat reSersi na téma piipravy a stanoveni vlastnosti
pevné formy liposomalnich systému vhodnych k inhalacnimu podavani. K dal§im cilam patfilo
dle informaci ziskanych zpracovanim teoretické casti prace a reSerSe pfipravit a ususit
liposomalni systémy metodou sprejového suSeni. Metodou suSeni mohla byt i lyofilizace,
sprejové suSeni se jevilo jako vhodnéjsi varianta predev§im kvuli nizsi cené a rychlej§imu
prubéhu. Roztok liposomd byl vysuSen sprejovym suSenim a zpétné rehydratovan vodou
nebo pufrem o pH 6,6 jako je na plicni sliznici. U pfipravenych liposomi v roztoku pied
suSenim ipo rehydrataci bylo provedeno ovéfeni vzniku liposomi metodou rastrovaci
transmisni elektronové mikroskopie, nasledovalo meéfeni velikosti Castic a méfeni zeta
potencialu. Vysuseny prasek byl zkouman metodou infraCervené spektroskopie, aby byla
potvrzena pfitomnost DPPC i po vysuSeni. Déle byla u prasku zjistovana aerodynamicka
velikost a zbytkova vlhkost. Na zavér byly prasky zobrazeny metodu skenovaci elektronové
mikroskopie.

Zakladni stavebni kamen vSech liposomu byl dipalmitoylfosfatidylcholin a jejich protekci
pfi suSeni zajistila sachardza. U prvniho pfipraveného roztoku liposomi byla potvrzena jejich
ptitomnost metodou STEM. Liposomy z DPPC nebyly prili§ stabilni a v prabéhu 15 dni
se zvétSovaly z puvodnich (84 £+ 9) nm az na (120 + 30) nm, takze k DPPC byly pfidany dalsi
komponenty pro zlepSeni stability. VSechny stabilizované liposomy mély mensi velikost nez
ptvodni pouze z DPPC. Intra-vezikularni stabilizace byla zlepSena ptidavkem cholesterolu
(10 mol. %), takové liposomy vydrzely po celou dobu meéfeni stejné a jejich velikost
se pohybovala okolo (97 £ 10) nm. Treti systémy byly liposomy slozeny z DPPC a kyseliny
fosfatidové (10 mol. %). Tyto liposomy také vydrzely stabilni a neménily svou velikost.
Kyselina fosfatidova méla zajistit svym zapornym nabojem inter-vezikularni stabilizaci,
ale zeta potencial byl (10,9 + 2,6) mV. Kladny zeta potencial mohl byt zapfi¢inén zakrytim
zaporného naboje pfitomnou sachardzou. Dalsi moznosti je vétsi mnozstvi PA ve vnitini Casti
membrany (zpisobeno tvarem PA) oproti venkovni, kde se méfi ZP. Posledni pfipraveny typ
liposomt obsahoval DPPC a polyethynglykol (6 mol. %), ktery pokryl povrch liposomi,
zamezil jejich agregaci a zajistil zeta potencial v okoli nulové hodnoty. Pro jistotu vzniku
liposomu i po rehydrataci byla jejich pfitomnost ovéfena a potvrzena metodou STEM (opét
pouze u prvniho vzorku rehydratovaného vodou).

Rehydratace vysuseného prasku méla u systémt DPPC a DPPC + CHOL. podobny prubéh.
Liposomy rehydratované vodou meély veétsi velikost nez ty pfed suSenim a postupné
se zvétSovaly, nejspi§ vlivem osmotického tlaku nebo zménami ve struktufe suSenim.
Po rehydrataci pufrem vznikly liposomy vétsi nez pied suSenim ale mensi nez u rehydratace
vodou, které se dal také zvétSovaly. Rozdil mezi vzorky DPPC a DPPC + CHOL. byl v tom, ze
u systému s cholesterolem doslo k jiz zminéné stabilizaci, dokazané tim, Ze naméfena velikost
byla maximalné (136 = 12) nm, ale u liposoma bez cholesterolu az (280 = 69) nm. Dale
u liposomit DPPC + CHOL. rehydratovanych vodou nebyl pozorovany narast velikosti
v prubéhu 15 dnd, protoze cholesterol vyztuzil membranu.

Rehydrataci liposomt s PA vznikly velikostné stejné liposomy, které se postupné opét
zvétSovaly. Zeta potencial mél po rehydrataci zapornou hodnotu v nestabilni oblasti. Po suseni
uz nebyla v okoli liposomu sachardza, ktera mohla zaporny naboj PA pred suSenim zakryvat.
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Poslednim rehydratovanym systémem byly liposomy potazené polyethylenglykolem. Pfimo
po rehydrataci se liposomy oproti liposomim pied susenim zvétsily, ale porovnani velikosti
liposomu rehydratovanych vodou a pufrem bylo stejné, pak se jejich velikost také zvétsila.
Zvétseni v tomto pripad€ mohlo byt zptisobeno osmotickym tlakem nebo zvétSovanim objemu
pravé PEG. Zeta potencial mél zapornou hodnotu v nestabilni oblasti, coz mohlo nastat
rozprostfenim naboje PEG na vétsi plochu a tim snizeni elektrostatické stabilizace.

U vysuSeného prasku byla infraCervenou spektroskopii potvrzena ptritomnost DPPC
po vysuseni znacici spravny postup pfipravy 1 uspéSnou moznost rehydratace. Aerodynamicka
velikost Castic byla u vzorki DPPC, DPPC + CHOL. a DPPC + PA podobna, vzorek
DPPC + PEG vykazoval nejmensi aerodynamickou velikost (5,40 + 1,43) um, coz potvrzuje
potazeni liposomt PEG i po suSeni a zajisténi tim mensi agregace Castic. Nejvyssi zbytkovou
vlhkost mél prasek DPPC + CHOL. (3,367 + 0,108) %. Hodnota vlhkosti je stale dost nizka
a ovlivnit ji mohlo slozeni liposomalni membrany nebo proces suSeni. Zbytkové vlhkosti byly
odecitany z termogravimetrické ktivky pfi teploté 150 °C, protoze pii vysSich teplotach
dochazelo k rozkladu nebo spaleni vzorku. Posledni zvolenou metodou pro charakterizaci byla
skenovaci elektronova mikroskopie, aby byly zji§tény informace o povrchu prasku. U vSech
vzorkd bylo viditelné potazeni prasku vrstvou sacharézy, ktera tak splnila svou ochrannou
funkci. U vzorku DPPC + CHOL. byl povrch prasku lehce odlisSny od ostatnich. Na jeho
povrchu byly malé hranaté utvary, ty mohly byt zptisobeny krystalizaci sacharozy vlivem
okolnich podminek. Nejmensi ¢astice v prasku na snimcich byly u systému DPPC + PEG, coz
stejné jako neymensi aerodynamicka velikost ¢astic, znaci dobrou stérickou a elektrostatickou
stabilizaci pomoci PEG.

V prabéhu zpracovani diplomové prace se uspésné podatilo sprejové vysusit a rehydratovat
vSechny typy pfipravenych liposomalnich systému o rizném slozeni. Charakterizace systému
jak v kapalné, tak pevné formé ukazala rizné vlastnosti pravé podle komponentd vzorku.
Dle zjisténych informaci v této praci se da zvolit jako nejvhodnéjsi systém DPPC + PEG,
protoze velikost i aerodynamicka velikost byly nejmensi. Aerodynamicka velikost byla
(5,40 + 1,43) um a prasek by mél Sanci se dostat az do hlubokych plic. Soucasné byl zeta
potencial po rehydrataci pufrem o stejném pH jako na plicni sliznici velmi blizko nule, takze
by nedoslo k vyvolani reakce imunitniho systému.

Piiprava suchych ¢astic z roztoku liposoma byla provedena predev§im kvili myslence
vytvoreni prasku, ktery by obsahoval liposomy s enkapsulovanym lé¢ivem. Po vdechnuti by
se prasek rehydratoval na povrchu plicni sliznice a dlouhodobé by se z néj uvoliiovalo 1é¢ivo.
Pfipravené liposomy by mohly pfedstavovat vhodné kandidaty, ale vzhledem k tomu, ze
do liposomt nebylo nic enkapsulovano, tak by bylo vhodné prozkoumat moznosti enkapsulace,
zadrzeni 1éCiva po suSeni 1 aktivitu 1éCiva po vysuSeni. Téma je tedy rozhodné urcené k dalSim
kroktim zkoumani a hledani idealniho postupu k dosazeni pozadovaného vysledku.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

DPPC dipalmitoylfosfatidylcholin

PA kyselina fosfatidova

PEG polyethylenglykol

PA kyselina fosfatidova

DLS dynamicky rozptyl svétla

ESL elektroforeticky rozptyl svétla

VAY zeta potencial

STEM rastrovaci transmisni elektronova mikroskopie
APS aerodynamicka velikost ¢astic
SEM skenovaci elektronova mikroskopie
TGA termogravimetricka analyza

1C infraCervena spektroskopie

DNA deoxyribonukleova kyselina

RNA ribonukleova kyseliny

SUV malé unilamelarni vezikuly

LUV velké unilamelarni vezikuly

MLV velké multilamelarni vezikuly

pH zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych iontil v roztoku
FTIR infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci
ATR totalni ztlumeny obraz

obr. obrazek

nm nanometr

tab. tabulka

mV milivolt

h hodina

ml mililitr

mg/ml miligram na mililitr

kJ kilojoule

mol. % molarni procenta

S sekunda

PDI polydisperzni index

CMC kritickd micelarni koncentrace

S sekunda

ns nanosekunda

tzv. takzvané

CMC kritickd micelarni koncentrace
napf. napfiklad

SOD superoxidmutaza

DMPC dimyristoylfosfatidylcholin



DSPC
DPPG

DS

PLP
HPpCD
HPLC
Cryo-TEM
DSPE-PEG
PTX

um

apod.

SOP

TG

TDA

PC
MMAD
TEM

kV

PBS

cm

distearoylfosfatidylcholin
dipalmitoylfosfatidylglycerol

Dapson

fosforecnan disodny prednisolop
hydroxypropyl-p-cyklodextrin
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
kryotransmisni elektronova mikroskopie
1,2-distearoyl- sn-glycero-3-fosfoethanolamin-N-[methoxy(polyethylenglykol)-5000]
paclitaxel

mikrometr

a podobné

standardni operacni systém
termogravimetrie

diferen¢ni termicka analyza

pocitac

hmotnostni aerodynamicky prumér
transmisni elektronova mikroskopie
kilovolt

fosfatovy pufr

centimetr

8.2 Seznam symbolu

Symbol
n

I'h

T

D

kg

°C

%
Pc
v, lc
a

Nézev veliiny

viskozita rozpoustédla
hydrodynamicky polomér
teplota

translacni difuzni konstanta
Boltzmanova konstanta
matematicka konstanta
stupeni Celsia

stupeni

procento

kriticky sbalovaci parametr
objem

maximalni prodlouzené délka hydrofobniho chvostu
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9 PRILOHY

9.1 Distribuce velikosti ¢astic
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Zavislost intenzity na velikosti pro vzorek DPPC pred suSenim béhem 15 dnil
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Obr. 53: Zavislost intenzity na velikosti pro vzorek DPPC po rehydrataci vodou béhem 15 dnii

63



12
e | . den

11
o3 den

10
e— 5. den

9
8. den

8

e ] ]. den

15. den

wv

Intenzita [%]
[e)]

N

10 100 1000 10000
Velikost [nm]

Obr. 54: Zavislost intenzity na velikosti pro vzorek DPPC po rehydrataci pufrem béhem 15 dnii
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Obr. 55: Zavislost intenzity na velikosti pro vzorek DPPC + CHOL pred suSenim béhem 15 dnii

64



12 ¢
r e | . den

e— 73 den

10 f
r 5. den
8. den
— 8 1 e ] ]. den
S
= 15. den
S
Z 6
=
Q
RS
4t
2t
0 [l 1 1 1 1 P
1 10 100 1000 10000

Velikost [nm]

Obr. 56: Zavislost intenzity na velikosti pro vzorek DPPC + CHOL. po rehydrataci vodou béhem
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Obr. 57: Zavislost intenzity na velikosti pro vzorek DPPC + CHOL. po rehydrataci pufrem béhem
15 dnii
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Obr. 58: Zavislost intenzity na velikosti pro vzorek DPPC + PA pred suSenim béhem 15 dnii
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Obr. 59: Zavislost intenzity na velikosti pro vzorek DPPC + PA po rehydrataci vodou béhem
15 dnii
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Obr. 60: Zavislost intenzity na velikosti pro vzorek DPPC + PA po rehydrataci pufrem béhem 15
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Zavislost intenzity na velikosti pro vzorek DPPC + PEG pred suSenim béhem 15 dnii
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Obr. 62: Zavislost intenzity na velikosti pro vzorek DPPC + PEG po rehydrataci vodou béhem
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Obr. 63: Zavislost intenzity na velikosti pro vzorek DPPC + PEG o rehydrataci pufrem béhem
15 dnii

68



9.2 Vystupy z termodynamické analyzy
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Obr. 64: Vystup z termogravimetrické analyzy (vzorek DPPC ¢. 1)
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Obr. 65: Vystup z termogravimetrické analyzy (vzorek DPPC ¢. 2)
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Obr. 66: Vystup z termogravimetrické analyzy (vzorek DPPC + CHOL ¢. 1)
120 15
. A [
29,55 °C il
99,999 % Weight Percent Loss: 3.215 % {\ E
100 L — I Weight Percent Loss S.PBW'\I%
T —— I ] L
— |
101,40 °C . . l
: 150,00 °C
96.784 % 96,708 % \‘ \ - 1.0
A | L
80 (o
[} I
\
| \\
AN -
’I
50 | \\ Los
f.’ \ I
i \
/ ! ’
40+ / \
o M“M—m_ﬁ\_ﬂ r
N
/\/‘/ﬁ \\\‘\fnwm/\/\ \\.__“ MAM—U,U
—_
—_— I
20 ——
0 T T T | 05
0 100 200 300 400 500

Temperature T (°C)
Obr. 67: Vystup z termogravimetrické analyzy (vzorek DPPC + CHOL ¢. 2)
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Obr. 68: Vystup z termogravimetrické analyzy (vzorek DPPC + PA ¢. 2)
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Obr. 69: Vystup z termogravimetrické analyzy (vzorek DPPC + PEG ¢. 1)
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Obr. 70: Vystup z termogravimetrické analyzy (vzorek DPPC + PEG ¢. 2)
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