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ABSTRAKT

Tato préce je zaméfena na studium interakci hyaluronanu s lipidem DOTAP (1,2-dioleoyl-3-
trimethylammonium-propan) a jeho smési s lipidem DPPC (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-
fosfatidylcholin) ve vodé. Nejprve bylo proméfeno agregaéni chovani samotného lipidu a jeho
smési a poté ovlivnéni hyaluronanem o riznych koncentracich. Dale byla zmétfena anizotropie
fluorescence sondy DPH v téchto smésich a jeji ovlivnéni piidavkem cholesterolu. Tyto
vlastnosti byly sledovany pomoci fluorescencni spektroskopie, za vyuziti fluorescencnich
sond pyrenu a DPH. Bylo zjisténo, Ze hyaluronan ma vliv na agregacni chovani lipidu
DOTAP i jeho smési s DPPC a Ze cholesterol ovliviiuje fluiditu liposomi.

ABSTRACT

This thesis focuses on the study of interactions between hyaluronan and lipid DOTAP and its
mixtures with DPPC in water. First, the aggregation behavior of the lipid itself and its
mixtures was measured, afterwards the influence of hyaluronan in different concentration was
studied. Further the fluorescence anisotropy of fluorescence probe DPH in these mixtures and
influence of cholesterol was measured. These properties were investigated by fluorescence
spectoscopy using pyrene and DPH as fluorescence probes. The measurements revealed that
the addition of hyaluronan has observable influence on the aggregation behavior of the lipid
DOTAP and its mixtures with DPPC and that cholesterol influences liposomes fluidity.
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lipid, DPPC, DOTAP, hyaluronan, cholesterol, fluorescence, anizotropie, DPH, pyren
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1 UVvOD

Denné pouzivame na na$i pokoZku kosmetické nebo farmaceutické piipravky, které by
mély zajistit dopraveni u¢inné latky do cilené oblasti a souc¢asn¢ i pokozku hydratovat. Pokud
chceme tyto pozadavky splnit, je idealni pouzit latky, které jsou lidskému télu vlastni, jako
jsou napftiklad fosfolipidy a kyselina hyaluronova.

Prévé spojenim fosfolipidl a hydrata¢nich u¢inkt kyseliny hyaluronové by mohl vzniknout
ptipravek, ktery tyto vlastnosti bude mit. Lipidy jsou pfirozenou soucasti vSech vrstev
pokozky a diky tomu by liposomy sloZené z lipidu mély byt schopny proniknout do vnitinich
vrstev pokozky. Diky kompatibilité¢ fosfolipidi a hyaluronanu s lidskym télem by tyto latky
nemély zplsobit zadné podrazdéni pokozky a také by mohlo dojit k vytvoreni stabilnich
liposomu, které by mohly byt schopné nést hydrofobni latky, jejichZ aplikace v ¢isté formé
neni mozna.

Jednim z problému pouziti liposomt, jako nosi¢u pro transdermalni pouziti, je jejich
nestabilita. Je tfeba najit takovou kombinaci lipiddi, kterd by zajistila dostatecnou stabilitu
pouzitého nosi¢ového systému, aby se G¢inna latky neuvolnila pfedéasné. Kdyby k uvolnéni
terapeutika dochazelo piedcasné, sniZzovalo by to jeho u¢innost a mohlo by dojit i k intoxikaci
organizmu. Ztoho divodu byl v praci zkouman vliv cholesterolu na fluiditu membrany
membrany liposomu, déla liposom pevnéjsi (prodluzuje Zivotnost ¢astic v krevnim obé&hu).
Také by cholesterol, ktery je v organismu nedilnou soucasti biologickych membran, mohl
zvysit pruznost liposomu.

Cilem préce bylo pomoci fluorescenéni spektroskopie studovat agregaci riznych systémi
smésnych lipidi a ovlivnéni agregace pritomnosti hyaluronanu. DalSi oblasti studia bylo
ovlivnéni fluidity a teploty fazového prechodu smési ptidavkem cholesterolu. Pro doplnéni
ziskanych informaci byla zmétena velikost ¢astic ve vSech systémech.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Lipidy

Lipidy patii mezi pfirodni latky, které jsou omezené rozpustné ve vodé a dobie rozpustne
v organickych rozpoustédlech jako chloroform, benzen a éter. Predstavuji rozmanitou skupinu
biomolekul, které se od sebe mohou lisit ve struktufe (acylglyceroly, izoprenoidy, fosfolipidy,
aj.) i funkci, které zastavaji v Zivych organismech. Podle funkce lze lipidy d¢lit na strukturni
(soucast biomembran), ochranné (tepelna a mechanicka izolace tukové tkané€), regulacni
(steroidni hormony, vitaminy) a zasobni (zasobarna chemickeé energie) [1].

2.1.1 Rozdéleni

Lipidy lze délit podle n¢kolika hledisek. Toto ¢lenéni rozdé€luje lipidy podle chemického
slozeni a je piejato z Bloorovy klasifikace [2]:
1. Jednoduche lipidy — estery mastnych kyselin s ptisluSnym alkoholem.

a) Tuky: estery mastnych kyselin s glycerolem (v tekutém stavu se tuky nazyvaji
oleje).

b) Vosky: estery mastnych kyselin s vyssimi jednosytnymi alkoholy.

2. SloZené lipidy — estery mastnych kyselin obsahujici mimo mastné kyseliny

a alkoholu jesté dalsi skupinu.

a) Fosfolipidy: lipidy, které obsahuji krom¢ mastné kyseliny a alkoholu i zbytek
kyseliny fosfore¢né. Casto obsahuji i dusikaté baze a dali substituenty. D&li se
dale na glycerofosfolipidy, u nichz je alkohol glycerol, a sfingolipidy, kde
alkoholem je sfingosin.

b) Glykolipidy (glykosfingolipidy): lipidy obsahuji mastnou kyselinu, sfingosin
a sacharidovou slozku.

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

3. Prekurzory a derivaty lipida: patfi sem mastné kyseliny, steroidy, alkoholy vcetné
glycerolu a steroli, mastné aldehydy, ketolatky, uhlovodiky, vitaminy rozpustné

v tucich a hormony.

2.1.2 SloZené lipidy

SloZené lipidy tvoifi zakladni stavebni prvek bunéénych membran. Obsahuji kromé
hydrofobni ¢asti i ¢ast hydrofilni. V jejich struktufe se kromé mastnych kyselin a alkoholu
vyskytuje 1 dalsi funk¢ni skupina. Podle typu této funkéni skupiny je miizeme rozdélit do
nékolika kategorii. Pokud tuto funkcni skupinu ptedstavuje zbytek kyseliny fosforecné,
mluvime o fosfolipidech. Na lipidovou ¢ast molekuly se také mize navazat sacharid, tyto
slouceniny jsou pak oznaCovany jako glykolipidy. Dale se na lipidy miize navéazat slozka se
sirnou funkéni skupinou, ¢imz vznikaji sulfolipidy, nebo s aminoskupinou a takové lipidy
nazyvame aminolipidy [3].



2.1.2.1 Fosfolipidy

Fosfolipidy mohou byt povazovany za derivaty kyseliny fosfatidové, ve které je fosfat
esterifikovan s hydroxylovou skupinou pfislusného alkoholu. Jejich strukturu tvofi uhlikové
zbytky mastnych kyselin (nepolarni ¢ast), fosfatova skupina a dalsi polarni skupiny, jako
napiiklad cholin, ethanolamin a serin (polarni ¢ast). Molekuly fosfolipidu se ve vodném
prostiedi chovaji jako amfifilni latky, jejich nepolarni ¢ast neni v kontaktu s rozpoustédlem.
Pfi nizSich koncentracich (107 mol/dm?®) fosfolipidu vznikaji lipidové micely a pokud je
koncentrace fosfolipidu dosti vysoka, seskupi se molekuly do dvojvrstvy. Pravé tato vlastnost
je odliSuje od amfifilnich latek, které pfi vysokych koncentracich tvoti micely. Jsou hlavni
sloZkou bunéénych membran.

2.1.2.2 Glycerofosfolipidy

Glycerofosfolipidy patii mezi amfifilni molekuly a jsou jednou z hlavnich biologicky
vyznamnych fosfolipidi. Tvofi hlavni lipidovou sloZku biomembran. Jsou tvofeny sn-
glycerol-3-fosfatem (Obrazek 1), ktery je esterifikovdn mastnymi kyselinami a na své
fosforylové skuping€ piislusnou skupinou X (cholin, serin, glycerol, ethanolamin, atd.).
U glycerofosfolipida, které se nachazi v biomembrénach, jsou polarni casti odvozené od
alkoholu [4].

R,

O
Obrézek 1: Struktura sn-glycerol-3-fosfatu. Zelené R, a R, predstavuji uhlikovy retézec zbytku
mastnych kyselin a ¢ervené X znaci funkcni skupinu esteru vdazanou na fosforylovou skupinu.

Nejjednodussimi glycerofosfolipidy jsou fosfatidové kyseliny, u kterych X ptedstavuje H.
U glycerofosfolipidt je Ry nej¢astéji tvofeno nasycenymi mastnymi kyselinami, zatimco R; je
Cast¢ji obsazena nenasycenymi mastnymi kyselinami [4].

DPPC (1,2-dipalmitoyl-sn-glycerol-3-fosfocholin) se sklada ze dvou uhlikovych fetézctu
zbytkli palmitovych kyselin a na jeho fosforylové skupiné je navazany cholin, ktery tvoii jeho
polarni &ast. Radi se mezi zwitteriony, jelikoZ ve své molekule obsahuje kladny i zaporny
naboj, pficemZ celkovy naboj molekuly je neutralni. Je jednim z nejhojné;jSich fosfolipidi,
nejcastéji se vyskytuje v bunécné membrané a plazmé. Slouzi jako strukturni prvek
bunéénych membran, protoze se diky svému valcovitému tvaru molekuly spontdnné
organizuje do dvojvrstvy.



2.1.2.3 Kationtové lipidy

Tyto lipidy se vyznaCuji tim, ze dal$i skupina, kterou kromé vysSich mastnych kyselin
a alkoholu obsahuji, nese kladny naboj pii neutralnim pH. Diky kladnému naboji jsou
schopny interagovat s negativné nabitymi komponentami bunék nebo DNA. V piirodé se
kationtové lipidy prakticky nevyskytuji. JelikoZ je mozné je vyuZit jako vektory v genové
terapii ¢i jako nosice 1éCiv, tak roste zajem o jejich syntézu. Vzhledem K jejich naboji tvori
kationové lipidy spontanné ve vod¢ velmi malé Gtvary (mensi nez 50 nm) [5, 6].

2.1.3 Odvozené lipidy

V podstaté v§echny odvozené lipidy lze zatadit mezi izoprenoidy. K lipidim jsou fazeny diky
jejich nerozpustnosti ve vodé€, kterou zpusobuje jejich hydrofobni charakter. Molekuly
izoprenoidu se skladaji ze dvou ¢i vice pétiuhlikatych izoprenovych jednotek. 1zoprenoidy se
déli na terpenoidy a steroidy [8].

Terpenoidy jsou tvofeny ruznym poétem izoprenovych jednotek a jejich struktura byva
linearni. Patfi mezi né naptiklad karotenoidy, vitamin A nebo piirodni kaucuk. Steroidy jsou
komplexnimi derivaty triterpent a jejich strukturni zaklad tvoti cyklicky steran. Mezi steroidy
se fadi zluGové kyseliny, steroidni hormony, steroly (cholesterol, vitamin D) nebo steroidni
alkoholy [8].

2.1.3.1 Cholesterol

Cholesterol (Obréazek 2) je rozsiten ve vSech buikach téla, obzvlasté v nervové tkani. Tvoii
hlavni sloZzku plazmatické membrany a je hojné zastoupen Vv lipoproteinech krevni plazmy.
V mensi mife se vyskytuje ve vnitrobunéénych organelach. Na uhliku C; ma polarni
hydroxylovou skupinu, kterd mu poskytuje slaby amfifilni charakter. Obsahuje rozvétveny
alifaticky tetézec o 8 az 10 uhlikovych atomech na uhliku Cj7. Nachazi se u Zivocichi
a rostlin, ale u bakterii se nevyskytuje [2, 4].

3 5
HO 6

Obrazek 2: Strukturni vzorec cholesterolu

vvvvvv

membran. Pii zaclenéni do fosfolipidové dvojvrstvy orientuje svoji hydroxylovou skupinu
smérem do vodniho prostfedi a alifaticky fetézec do stfedu dvojvrstvy. Cholesterol svym

zaclenénim do membrany zvySi jeji mechanickou pevnost a snizi propustnost [7]. Navic je
také metabolickym prekurzorem steroidnich hormont, latek regulujicich velké mnozstvi
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ruznych fyziologickych funkci (pohlavni vyvoj, metabolismus cukril). Je Casto spojovan se
srde¢nimi chorobami a ateroskler6zou [4].

2.2 Liposomy

Liposomy (Obréazek 3) jsou sférické struktury vzniklé dispergaci lipidového filmu ve vode¢.
Jejich povrch tvoii jedna nebo vice lipidovych dvojvrstev uzavirajici ¢ast rozpoustédla
disperzniho prostiedi. Pro jejich tvorbu mohou byt pouzity rizné amfifilni molekuly a zpisob
jejich piipravy se piizpusobuje pozadované velikosti a morfologii. Jelikoz liposom obsahuje
jak hydrofilni, tak hydrofobni prostfedi, muze enkapsulovat hydrofilni i hydrofobni latky.
Hydrofilni latky jsou rozpustény ve vodném roztoku, ktery se nachazi uvnitt liposomu, kdezto
hydrofobni latky jsou ulozeny uvnitf lipidové dvojvrstvy, jelikoZ nemohou interagovat
s vodnym roztokem. Pfi kontaktu s buitkou mize dojit k fUzi membran a pfenasené latky se
uvolni do intracelularni tekutiny. Diky tomuto mechanismu mohou pfes membranu bunck
pronikat latky, které by za normalnich okolnosti buné¢nou sténou neprosly [9].

Obréazek 3: Schematické zndzornéni liposomu [10]

2.2.1 Agregace amfifilnich molekul

Amfifilni molekuly obsahuji ¢ast hydrofilni a hydrofobni (Obrazek 4), coz je divodem jejich
spontanni agregace. Hydrofilni ¢ast molekuly je zastoupena polarni skupinou (polarni hlava),
ktera miiZze byt tvofena aminovou nebo sulfatovou skupinou & cukernymi kruhy. Cast
hydrofobni (hydrofobni konec) je nepolarni a sklada se z uhlovodikového fetézce.

polami hlava nepoldami fetézec

/

Obréazek 4: Struktura amfifilni molekuly
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Amfifilni molekuly se ve vodném roztoku vyskytuji ve formé¢ monomert, ovsem nad
urCitou koncentraci samovolné agreguji, aby se minimalizovaly nevyhodné interakce. Pokud
jsou ve vod¢ pritomny monomery amfifilu, dochazi kolem hydrofobnich ¢asti k organizaci
molekul vody, coz vede ke vzniku strukturované vody. Tento jev je doprovazen nevyhodnym
snizenim entropie systému. Diky agregaci a vzniku hydrofobnich domén se strukturovana
voda jiz nevytvaii, coz je doprovazeno naristem entropie [11].

V polérnim rozpoustédle zaujimaji amfifilni molekuly takovou pozici, aby nepolarni konec
nebyl rozpoustédlu vystaven. V nepolarnim rozpoustédle budou vznikat obracené micely.
Hranice spontanni agregace amfifilnich molekul je nazyvana kriticka micelarni koncentrace
(CMC), ktera je definovana jako nejvyssi mozna koncentrace amfifilnich molekul, pfi niz se
jesté vyskytuji jako monomery. Nad touto hranici dochazi k spontannimu shlukovani molekul
a vytvaii se dvojvrstvy nebo micely. Pii vysSich koncentracich lipidu dochazi ke zméné typu

agregatll v roztoku. Tuto koncentraci nazyvame kriticka agregacni koncentrace (CAC) [11,
12].

‘\j/ 7

J /
y

Obrazek 5: a) struktura micely v nepolarnim prostiedi, b) struktura micely v poldrnim prostiedi

2.2.1.1 Packing parametr

Agregujici amfifilni molekuly tvofi rizné mikrostruktury, pticemz je kaZzda struktura
vytvoifena pomoci vlastnosti konkrétnich amfifilnich molekul, jez ji tvofi tak, aby byla
energeticky nejvyhodnéjsi. Packing parametr, ktery se V literatufe pouziva k vysvétleni nebo
predpovédi tohoto samovolného uspoiradani amfifila v roztoku, je mozné vypocitat pomoci
rovnice (1):

P (1)
kde V je objem hydrofobni ¢asti, a je plocha polarni hlavy lipidu a I; je maximalni délka
lipidového fetézce obsahujiciho n atomd. Vzorec je mozné, kromé cistého lipidu, aplikovat
i na smé&s lipidd, pokud je brén v Gvahu i pomér lipida ve smési.

Uvadi se, Ze hodnota P mensi neZ jedna tietina odpovida sférické (kulovité) micele, pokud
je P vétsi nez jedna tfetina ale mensi neZ jedna polovina vznika globularni (valcovita) micela.
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Pfi hodnotach P mezi polovinou a jednou se tvofi flexibilni dvojvrstva a pii hodnoté kolem
jedné planarni dvojvrstva [13]. MoZné tvary vyslednych struktur jsou uvedeny na Obrézku 6.
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Obrézek 6: Tvary vzniklych struktur v zavislosti na hodnoté Packing parametru [13]

2.2.2 Druhy liposomi

Existuji ¢tyfi zakladni strukturni typy liposomt (Obrézek 7), které se pfipravuji odlisnymi
metodami. Malé unilamelarni vezikuly (small unilamellar vesicels, SUV) jsou vezikuly, které
tvofi jedna lipidovd dvojvrstva o priméru <50 nm. Jejich vysoké membranové napéti,
vzniklé znaénym zakiivenim membrany, je odliSuje od jinych liposomd. U nejmensich
liposom, které maji primér kolem 20 nm, je ve vnitini vrstvé poloviéni mnozstvi lipidi proti
vrstvé vnéjsi. Diky tomu je vnitini vodni prostor mensi, coz omezuje moznost inkorporace
hydrofilnich molekul 1é¢iva. OvSem diky svému malému priméru mohou byt vyhodnymi
nosi¢i 1é¢iv pro organovou distribuci. Tyto liposomy jsou nestabilni, permeabilni pro
hydrofilni molekuly a nachylné k fuzi nebo interakci s velkymi molekulami [15].

DalSim typem jsou velké unilamelarni vezikuly (large unilamellar vesicels, LUV) tvotené
taktéZ jednou lipidovou dvojvrstvou, ale jelikoz je jejich pramér >50 nm, tak vykazuji nizké
membranové napéti a vétsi stabilitu. Maji potencial jako nosie hydrofilnich 1é¢iv diky
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pomérné vysokému podilu obsahu vody, rovnéz mohou byt vyuzity jako model ptirozené
biologické membrany [15].

Velké multilamelarni vezikuly (multilamellar large vesicles, MLV) v sob& obsahuji
nékolik vrstev membran a dosahuji velikosti 100-1 000 nm. Diky silné&;si vrstvé lipidu lze pti
jejich aplikaci jako nosiCe 1é¢iv docilit zpomaleného uvoliiovani 1é¢iva. Umozni to také
podani vysSich davek léciva a prodlouzeni terapeutického efektu. Tento typ liposomi vznika
jako vedlejsi produkt pti piipravé velkych unilameléarnich vezikul [15].

Multivezikularni vezikuly (multivesicular vesicles, MVV) obsahuji enkapsulované mensi
vezikuly v jedné vétsi vezikule. Také vznikaji jako vedlejsi produkt, tentokrat pfi vyrobé
MLV [15].

oo @ - SUv LUV

MLV
Obrazek 7: Prehled zdakladnich typii liposomii [14]

2.2.3 Aplikace liposomi

Liposomy nachazi uplatnéni ve farmaceutickém i kosmetickém primyslu, ovSem jejich
celkovému roz$ifeni brani vysoka cena vstupnich surovin a technologicka naro¢nost vyroby.
V kosmetickych a dermatologickych pfipravcich se vyuzivd hlavné jejich schopnost
prostupovat i pies neporusenou kuzi a vnaset 1é¢ivo do jejich hlubsich vrstev [15].

Ve farmacii se liposomy nejbéznéji pouzivaji jako nosice 1éCiv, jelikoZ diky vysokému
mnozstvi fosfolipidli umozni enkapsulovanému 1é¢ivu snadnéji proniknout do nitra cilovych
bunék. Pti celkovém podani umoznuji cilenou distribuci do postizené tkané, nebo jako
zasobnik 1é¢iva zprostfedkovavaji fizené uvolnovani. V topickych pfipravecich lze vyuzit
I samotné liposomy (bez enkapsulovaného 1éCiva) jako ochranny prostfedek na télesné
povrchy. Rovnéz jsou liposomy Vv biofarmacii a biofyzice velmi ¢asto pouzivany jako model
biologické membrany nebo distribu¢ni model [15].
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2.3 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova byla poprvé pripravena v prvni poloviné 19. stoleti. Popsana vsak byla
az vroce 1934 Karlem Mayerem a Johnem Palmerem, ktefi ji izolovali z o¢niho sklivce
hovéziho dobytka. Jelikoz tato kyselina obsahovala uronovou kyselinu, byl jeji nazev
vytvoren slozenim slov hyalos (sklovity) a uronova kyselina [16].

V téle vaze vodu a snizuje tieni pohyblivych &asti téla (klouby a svaly). Casto se pridava
do rtiznych kosmetickych produktd pecujicich o pokozku, jelikoz ma dobrou konzistenci,
schopnost hydratace a je piivétiva ke tkanim [17].

2.3.1 Struktura

Kyselina hyaluronova se fadi mezi linearni polysacharidy. Sklada se z opakujicich se jednotek
D-glukuronové kyseliny a N-acetylglukosaminu (Obrazek 8). Tyto jednotky spojuji p-1,4 a -
1,3 glykosidické vazby. Oba cukry maji podobné prostorové uspotfadani jako glukosa.
V molekule kyseliny hyaluronové lze dosahnout 10 000 a vice opakujicich se disacharidu.
Tim padem jeji molekulovad hmotnost dosahuje ptiblizné 4 milionti g/mol (kazdy disacharid
ma piiblizné 400 g/mol). Délka fetézce pak mtize dosahovat az 10 um [17].

Pfirozené se vyskytuje v extraceluldrnim matrixu bunck. V lidském téle ji lze ve formé
sodné soli nalézt vkiazi, oku a synovialni tekuting. V téle je odbouravana enzymem
hyaluroniddzou a v mist¢ zanétu reaktivnimi kyslikatymi meziprodukty [18].
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© @)
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Obrézek 8: Strukturni vzorec kyseliny hyaluronoveé

2.3.2 Usporadani v roztoku

Ve fyziologickém roztoku je zékladni opora molekuly kyseliny hyaluronové posilnéna
kombinaci chemické struktury disacharidu s vnitinimi vodikovymi vazbami a interakcemi
s rozpousStédlem. Axidlni atomy vodiku vytvoii nepolarni (hydrofobni) c¢ast, zatimco
ekvatorialni skupiny tvofi Cast polarni (hydrofilni). Diky témto vlastnostem pfipomina
struktura hyaluronanu v roztoku zkroucené pasy (Obrazek 9). Postranni skupiny karboxylu
a acetamidu lezZi v tésné blizkosti u sebe na obou stranach glykosidické vazby. Pti tvorbé soli
se kazdy disacharid natoci tak, aby se na né¢j mohl navazat co nejvétsi kation. Tato rotace je
pravdépodobné divodem hexagonalniho uspofdadani sousednich fetézct, jelikoz je presné
120 °. Nékter¢ modely struktury kyseliny hyaluronové v roztoku naznacuji, Ze levotociva
Sroubovice je priznivéjsi forma, protoze karboxylové a aminoacetalové skupiny jsou stocené
smérem od sebe, ¢imZ je poskytnut vEétsi prostor pro vazbu kationtu. U pravotocivé
Sroubovice jsou tyto mezery mensi [19]. Roztoky hyaluronanu projevuji velmi neobvyklée
reologické vlastnosti a jsou také velmi hydrofilni.
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Obréazek 9: Struktura kyseliny hyaluronové ve vodném roztoku, kdy modrocervené vidikno predstavuje
dvakrdat stocenou Sroubovici se stiidajici se hydrofilni (modrou) a hydrofobni (Cervenou) zénou [20]

2.3.3 Biokompatibilita

Hyaluronan je télu vlastni a proto patii mezi biokompatibilni a biodegradovatelné latky. Jeho
biologicka funkce v organizmu se odviji od jeho molekulové hmotnosti. Nizkomolekularni
hyaluronan (0,4-200 kDa) je regulacni molekulou, ktera zabezpecuje biologickou aktivitu
a vysokomolekularni hyaluronan se podili na organizaci tk&ni a lubrika¢nich aktivitach.
JelikozZ je kyselina hyaluronova jednou z hlavnich slozek extracelularniho matrixu bunék, tak
ji lze najit v epitelovych, pojivovych a nervovych tkénich [21].

2.3.4 Vyuziti v mediciné

Kyselina hyaluronovd ma diky svym unikatnim vlastnostem (napf. biodegradovatelnosti
a biokompatibilit¢) v 1ékarstvi Siroké vyuziti. Klasifikace zakladnich oblasti klinické aplikace
hyaluronanu a jeho derivati podle Balazse [21]:
1. Operace — chrani citlivé tkan¢ a poskytuje prostor béhem chirurgickych manipulaci
a o¢nich operaci
2. Augmentace — vyplnéni mezer v tkdnich (ktze, svaly nebo tkanich hltanu)
3. Separace — oddéleni povrchll posSkozenych chirurgickymi postupy nebo zranénimi od
pojivové tkang, aby se zabranilo nadmérné torbé jizev
4. Suplementace — nahrazeni nebo doplnéni tkanovych tekutin, jako je napiiklad vyména
synovialni tekutiny, ke zmirnéni bolesti
5. Ochrana — chranéni zdravych, zranénych nebo poranénych (od sucha nebo Skodlivymi
latkami) povrchil tkdni a podpora jejich hojeni
Jakozto pfirozend soucast oka je kyselina hyaluronova klicovou podplrnou
makromolekulou v oftalmologii, kde se vzhledem ke své viskoelasticité pouziva v fadé
operaci oka. Nejvice je vyuzivdna jako nahrazka nebo pro doplnéni tekutiny sklivce, ktera
byla ztracena napf. pii operacich Sedého zakalu nebo implantaci ¢o¢ky. Dalsi oblasti vyuZiti
hyaluronanu je kontaktologie, kde je pouzivan jako lubrikacni latka o¢nich kapek a roztoku.
Diky svym vlastnostem doda kontaktnim ¢ockam potiebné zvlh¢eni a pfitom nijak nedrézdi
nebo neposkozuje oko [21, 23]. V neposledni fadé se vyuziva pii lokalni 1é€bé syndromu
suchého oka, kdy se pfidava do umélych slz [22].
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Hyaluronan naléza také Siroké uplatnéni v ortopedii a revmatologii napft. pii 1€cbé kloubti
postiZzenych artritidou. Zdravy kloub umoznuje volny pohyb bez jakékoliv bolesti, pokud je
ov3em Kkloub postizeny artritidou, je ztuhly a pohyb se stava bolestivym. VétSina artritickych
onemocnéni (osteoartritida, revmatoidni artritida) je chronickych. Pfi téchto onemocnénich
dochézi k poklesu koncentrace hyaluronanu v synovialni tekutiné zhruba na polovinu az
tietinu. Také dochazi k depolymeraci, ¢imz se snizi molekulova hmotnost hyaluronanu a tim
se zhorSi i jeho viskoelastické vlastnosti. Intraartikularni aplikace hyaluronanu, ktera se
pouZiva pii 1é¢bé téchto onemocnéni, obnovuje reologické vlastnosti synovialni tekutiny.
Bylo zjiSténo, Ze intraartikularni aplikace hyaluronanu vede ke stimulaci biosyntetickych
pochodli builkky a miiZze vyvolat syntézu dal§iho potiebného hyaluronanu synovialnimi
bunkami, dale podpoii proliferaci chondrocytti nebo zabrani degeneraci chrupavky. Dale se
prokazalo i protizanétlivé puisobeni a analgeticky G¢inek hyaluronanu, ktery si buiky vytvaii
samy [24-26].

V poslednich letech se stala velmi zajimavym a diskutovanym tématem moZznost vyuZiti
hyaluronanu jako mozného prostiedku cilené distribuce 1é¢iv proti rakoviné. V soucasné dobé
je velmi Casto k 1é¢bé nadorovych onemocnéni pouzivana chemoterapie, kdy je k dispozici
velké mnozstvi 1ékd, které lze rozliSit nékolika mechanizmy ucinku. Bézna
chemoterapeuticka 1é¢iva vSak postradaji receptory zprosttedkovavajici specifitu, zastavuji
rust proliferujicich nadorovych bungk, ale soucasné plsobi i na rychle se mnozici zdravé
bunky. Navic je fada cytostatik toxicka a jsou spojeny s mnozstvim nezadoucich ucinkd. Tyto
problémy zabranuji plnému vyuziti jejich 1é¢ebného potencialu. Proto byla vyvinuta snaha o
vytvoreni takového nosicového systému, ktery by snizil toxicitu 1é¢iva a umoznil jeho cilenou
distribuci pouze do nadorovych bunck. Bylo zjisténo, ze receptory hyaluronanu CD44,
RHAMM, ICAM-1 a LYVE-1 se ve vét§im mnozstvi vdZzou na povrch nadorovych bunék,
¢imz by $lo docilit selektivniho transportu 1é¢iva k nadoru a také sniZuji systémovou toxicitu
[27].

Piipravky zesitovaného hyaluronanu nasly uplatnéni pii hojeni akutnich ran a popélenin na
kazi, kdy je na postizené misto aplikovan obvaz s hyaluronanem. Vysoka hydrofilita
hyaluronanu zptisobi odsavani tekutiny z rany, ale i pfitahovani vody spole¢né s vyZivovymi
arastovymi latkami z ostatnich tkani. Tato vlastnost hyaluronanu umoziuje rychlejsi
a efektivnéjsi hojeni. Zesitovany hyaluronan se mimo jiné vyuziva v kosmetice, a to bud’ pro
vyplnéni vrasek a jizev, nebo také byva v dnesni dobé ¢astou piisadou do krémi proti starnuti
pleti [21, 28]. Déle se také testuje mozné pouZiti kyseliny hyaluronové v plastické chirurgii,
kde by mohla nahradit silikonove implantaty. Bylo prokdzano, Ze s pouzitim hyaluronanu je
struktura organu vizualné lepsi a ani po roce implantace nebyly zjistény zadné neZadouci
vedlejsi ucinky [29].

2.4 Fotoluminiscence

Fotoluminiscence je jev, kdy dochazi vlivem absorpce zafeni o vhodné vinové délce
k excitaci a nasledné de-excitaci molekuly, ktera je spojena s emisi zafeni v ultrafialové nebo
viditelné oblasti.

Ptirozené se molekuly vyskytuji v zakladnim energetickém stavu, ktery je velmi stabilni,

v v
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kvanta svétla je elektroniim dodéna energie, coz vede k ptfechodu do excitované¢ho stavu.
Existuji dva typy excitovanych stavu, stav singletovy (Sx) a stav tripletovy (Tx), ke kazdému
z téchto stavu piislusi vibra¢ni hladiny. Z divodu nestability excitovaného stavu se elektrony
snazi nové nabité energie zbavit, aby dosdhly opét stabilniho zékladniho stavu. Nadbyte¢na
energie elektrond mize byt odbourdvana bud’ zarivou deaktivaci, nebo nezafivymi ptechody.
Vsechny jednotlivé piechody znazorfiuje Jabtonskiho diagram (Obrazek 10)

Odbourani energie elektront zafivou deaktivaci je mozné dvéma zpisoby — fluorescenci
a fosforescenci. Fluorescence je piechod ze singletového stavu do stavu Sy, tento piechod trva
piiblizné 10° az 10°®s. Pri fosforescenci elektron ptrechazi z tripletového stavu do stavu S.
U tohoto jevu dochazi ke zmén& spinu, a proto trva déle 10*-107 s.

K nezafivym piechodiim se fadi vibra¢ni relaxace, kdy je energie z excitovaného stavu
pfevedena na vibraéni energii, ktera je poté rozptylena ve formé tepla, vnitini konverze, kdy
elektron piejde mezi stavy se stejnou spinovou multiplicitou, a mezisystémovy piechod, pfi
kterém elektron piejde mezi elektronovymi stavy s odliSnou multiplicitou (zakéazany
prechod). U nezarivych ptechodl se na rozdil od zéafivych procesi celkova energie systému
nemeni.
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Obréazek 10: Jablonskiho diagram - schematické zndzornéni elektronovych energetickych hladin
V molekule a jednotlivych prechodit mezi nimi

2.4.1 Fluorescence

Fluorescence se tidi n€kolika hlavnimi pravidly a zdkony:

1. Stokestuv zédkon — vinova délka emise pii luminiscenci je veétsi nebo rovna vinové délce
excitatniho svétla, zcehoz vyplyva, Ze emisni spektrum fluoroforu je oproti
absorpénimu posunuto k delSim vinovym délkam. Je to zplisobeno ztratou energie pii
prechodech z vyssich vibra¢nich hladin do nizSich pfi vibra¢ni relaxaci.

18



2. Kashovo pravidlo — pfed emisi fluorescenéniho kvanta dochazi vétSinou k relaxaci
vibra¢ni energie a vnitini konverzi, coz zpusobi, ze ke fluorescencnimu prechodu dojde

3. Vavilovo pravidlo — kvantovy vytézek a doba trvani excitovaného stavu sloZitych
molekul v roztoku nezavisi na vinové délce budiciho zateni. Z toho vyplyva, Ze emisni
spektra jsou nezavisla na vinové délce excitace

2.4.2 Instrumentace

vy

Fluorescen¢ni spektrometr, ktery méfi intenzitu emitovaného svétla, se sklada z nékolika
hlavnich ¢asti — zdroje svétla, excitatniho monochromatoru, méfici cely, emisniho
monochromatoru a detektoru [30]. Jako zdroje svétla se nejcastéji pouzivaji vybojky
(xenonovda nebo rtutova) Sdutou katodou. Budici svétlo prochazi excitacnim
monochroméatorem, kde se vybere urcita vinova délka, a poté dopadd na vzorek (kyveta
s roztokem). Pro viditelnou oblast se pouzivaji sklenéné kyvety, pro ultrafialovou se vyuZivaji
kyvety kiemenné. Cést emitovaného svétla prochazi emisnim monochromatorem, kde se
vybere uréitd vinova délka, ktera dopada na detektor [31]. Aby nedochazelo k ovlivnéni
intenzity emisniho monochromdatoru zdrojem svétla, je uspotfddani fluorimetru pravouhlé.
U méfeni emisnich fluorescenénich spekter je excitaéni monochromator nastaven na pevnou
vinovou délku budiciho zafeni. Kdyz se méfi excitaéni spektra, je na pevnou vinovou délku
nastaven emisni monochromator. Mnozstvi svétla dopadajiciho na detektor ovliviiuje Sitka
$térbin monochromatoru, ktera je nastavitelna. Fluorescen¢ni spektrometr musi byt propojen
S pocitacem, ktery ma nainstalovany vhodny program pro vyhodnocovéani jednotlivych
spekter (emisniho i excita¢niho).
Excitacni
Svételny zdroj e monochromator

X

Kyveta se zkoumanym
roztokem

/"'\7"\
#‘""*

Detelctor

monochromator

Obrézek 11: Schéma fluorescencniho spektrometru
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2.4.3 Fluorescen¢ni sondy

Fluorescenénimi sondami se vétSinou studuji fyzikalné-chemické, biologické nebo
biochemické systémy. Fluorescen¢ni sondy lze rozdélit do dvou skupin — vlastni (vnitini)
fluorofory a nevlastni fluorofory. Nevlastni fluorofory se pfidavaji k latce, ktera sama o sobé
nefluoreskuje a lze je rozliSit podle typu vazby k dané molekule na kovalentné a fyzikalné
vazané.

Vnitini sondy jsou molekuly, které vykazuji vlastni fluorescenci. Piikladem mohou byt
proteiny, které fluoreskuji v UV oblasti. Z nich jsou hlavnimi fluorofory aromatické kyseliny
jako je tryptofan, fenylalanin nebo tyrozin [32].

Kovalentné vazané nevlastni fluorofory se navazi na zkoumanou latku. Lze s nimi oznadit
urCitou molekulu, coz umozni jeji nasledné zobrazeni (lokaci v buiice, sledovani urcitych
vlastnosti). Fotofyzikalni chovani fyzikaln¢ vazanych nevlastnich fluorofort je zavislé na
prostfedi, ve kterém se vyskytuji (pH, polarita, iontova sila, teplota, tlak,...). Vybér vhodné
sondy je kliCovou soucasti experimentu [32].

24.3.1 Pyren

Pyren se fadi mezi polycyklické aromatické uhlovodiky. Diky jeho citlivosti na polaritu patii
pyren v dnes$ni dob& mezi jednu z nejvice vyuzivanych sond pro studium hydrofobnich oblasti

(Obrazek 12).
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Obrézek 12: Emisni spektra pyrenu v poldarnim a nepoldarnim prostiedi

Pii vyhodnocovani se vyuZivaji hodnoty emisniho (EmPI) a excita¢niho (ExPI) polaritniho
indexu pyrenu. Emisni spektrum tvofi 5 maxim, ktera pfislusi jednotlivym vibracnim
piechodim. Nejdulezitéjsi jsou hodnoty intenzity prvniho (1) a téetiho vibra¢niho pasu (I11).
Ptiblizné u vlnové délky 373 nm se nachazi prvni vibraéni pas, jedna se o0 vibra¢ni zafivy
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ptechod 0-0. Tteti vibracni pas, ktery odpovida ptechodu 0-2, se nachazi kolem vinové délky
383 nm. Podélenim hodnot téchto dvou past se vypocita emisni polaritni index (EmPI)
60[33]. Tento index udava informace o polarité prostiedi. V polarnim prostiedi je hodnota
indexu pfiblizné€ 1,7 a v nepolarnim prostiedi je to okolo hodnoty 0,5.
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Obrézek 13: Zndzornéni pdasu excimeru v emisnim spektru pyrenu

Déle se zaznamenava intenzita fluorescence pii 470 nm, kter4 odpovida typickému
maximu pro excimer (dimer excitované molekuly a molekuly v zakladnim stavu). Vznik
epimeru muZzeme pozorovat v roztoku tenzidu po dosazeni CMC (Obrézek 13). Tehdy je
hodnota intenzity fluorescence pasu excimeru nejvyssi. Maximum excimeru nasleduje po
piekroceni CMC a poté tato hodnota klesa, jelikoz se snizuje pravdépodobnost jeho vzniku
(dochazi ke vzniku vice micel a pyren je mezi né rovnomérné rozdélen) [33].

Excita¢ni polaritni index (ExPI) se ziskd zexcitatniho spektra pomérem namétené
intenzity fluorescence pii vinovych délkach 333 nm a 338 nm. Hodnota ExPI je opét vyssi pro
polarni prostieni nez pro prostiedi nepolarni.

2.43.2 DPH

1,6-difenylhexa-1,3,5-trien (Obréazek 14) je vélcovitd molekula, kterd je jednou
Z nejpouzivanéjsich anizotropnich sond. Jeho podélna osa je rovnob&zna Semisnim
a absorpénim transmisnim momentem, takze je polarizace fluorescence velmi citlivd ke
zmén¢ orientace podélné osy. Se zvySujici se namétenou anizotropii fluorescence DPH roste
usporadanost prostiedi a klesa jeho fluidita. Tato sonda se vyuziva ke znaceni membran, je
nepolarni a hydrofobni, takZe ve vod¢ prakticky nefluoreskuje [34].
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Obrazek 14: Struktura molekuly DPH

2.5 Anizotropie fluorescence

Mg¢feni ustalené (steady-state) a ¢asové rozliSené (time-resolved) anizotropie fluorescence se
vyuziva ke stanoveni chemickych a fyzikalnich vlastnosti molekuly, jako je napiiklad
informace o molekuldrni orientaci nebo pohyblivosti a procesech, které je moduluji (napf.
fluidita membran, interakce lipid-receptor, proteolyza, interakce protein-DNA, kontrakce
svalu, aktivita proteokinaz) [35].

Principem této metody je fotoselektivni excitace fluoroforu polarizovanym svétlem.
Pokud dojde k excitaci roztoku linearné polarizovanym zatenim, tak se pfednostné excituji
molekuly fluoroforu, které maji v roviné elektrického vektoru budiciho zafeni orientovany
vektor absorpéniho prechodového momentu. Shoda mezi elektrickym vektorem zafeni
a absorp¢nim prechodovym momentem fluoroforu nemusi byt piesna. Molekuly s nenulovym
pramétem absorpéniho momentu do sméru polarizace zafeni mohou téz excitovat.
Pravd&podobnost absorpce fotonu je umérna cos?0, kde 0 je uhel, kterd svird dipdlovy
moment prechodu molekuly s rovinou polarizace excitujiciho zafeni. Tento princip se nazyva
fotoselekce (viz. Obrazek 15) [35].

F 3

nedochdzi k absorpci

maximalni absorpce

absorpce imérnd hodnoté
0 Ghlu cos®0

rovina polarizovaného svétla

Obréazek 15: Fotoselekce

Molekuly fluoroford jsou v homogennim roztoku orientovany ndhodné, takze po ozareni
vzorku polarizovanym svétlem dochazi k selektivni excitaci. Vznika CasteCné orientovana
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populace fluoroforti s absorpénimi pfechodovymi momenty orientovanymi podél elektrického
vektoru polarizovaného zateni [35].

Béhem doby zivota fluorescence vykonava molekula mnoho pohybt napt. rota¢ni vibrace,
Brownuv pohyb atd., které zpusobi, ze emitované zafeni neni ve shodé s absorbovanym.
Emitované zafeni je pootocené o urcity uhel a nastava castecna nebo Uplna depolarizace. Tato
zména je zavisla na rozsahu a rychlosti rotacni diflze, velikosti a tvaru molekuly. Pokud je
molekula ve vysoce viskoznim prostiedi, které zpomaluje jeji pohyb, tak je mira depolarizace
mald. V ptipadé, kdy je molekula ve fluidnim prostfedi, bude nastivat Uplné depolarizace
a hodnota naméfené anizotropie se bude blizit k nule [35].

2.5.1 Polarizacni stupen

Polarizaci fluorescence Ize vyjadrtit polarizaénim stupném podle rovnice:
= Ivv B IVH
P @
VWV + VH
dle rovnic (4) a (2) existuje mezi polariza¢nim stupném a anizotropii fluorescence piepocetni

vztah:

r=g - 3)

2.5.2 Ustalena anizotropie

Ustalend anizotropie se méii pii kontinualni excitaci, jeji hodnotu lze vyjadfit pomoci
rovnice:
Ivv — IVH

r=—"W Y
Iy +2- 1y

(4)

kdy Iy, resp. vy udavaji hodnoty namétené intenzity emise pii paralelni a kolmé orientaci
emisniho a excitaniho polarizatoru. Prvni index odpovida orientaci excita¢niho a druhy index
orientaci emisniho polarizatoru (vertikalné-vertikalné, vertikalné-horizontaln¢) [35].

2.5.3 Casové rozliSena anizotropie

Pro méfeni Casové rozliSené anizotropie se vyuziva pulzni excitace (délka pulzu je vétSinou
kratSi nez doba dohasinani fluorescence vzorku) nebo fazové modulované budici zafeni.
Hodnotu Casové rozliSené anizotropie fluorescence lze vypocitat podle vztahu:
I VWV (t)_ I VH (t)
r(t)= , (5)
Ivv(t)+2' e (t)

kde I(t) je totalni intenzita casové-rozlisené fluorescence. Intenzitu jednotlivych
polarizovanych slozek jako funkci ¢asu lze vypocitat pomoci rovnic:

)= (), ®)
1 )="O - r(0] G

23



Mezi ¢asové rozlisenou a ustalenou anizotropii existuje vztah:

Tr(t)~ I (t)dt
r=f—. (8)

[1(t)t

2.5.4 Aditivni zAkon anizotropie

Pro ustalenou 1 Casové rozliSenou anizotropii plati, ze celkova anizotropie smési je rovna
souctu individudlnich anizotropii jednotlivych sloZzek. Lze to vyjadtit pomoci vztahu:

r:Zfiri, )

kde index i charakterizuje jednotlivé slozky, r; je anizotropie jednotlivych slozek a f; je
celkova intenzita fluorescence frakci [35].

Pokud maji jednotlivé slozky smési mono-exponencidlni vyhasinaci kiivku fluorescence,
tak 1ze hodnotu ¢asové rozlisené fluorescence vypocitat z rovnice:

Bty ex,:t();'lxt), @0

kde 7; je doba Zivota fluorescence [35].

2.5.5 Fundamentalni anizotropie

V ptipadé, kdy dipoélové momenty v zdkladnim a excitovaném stavu nejsou rovnobezné, ale
sviraji uhel B, vzroste piispévek lyy. Fundamentalni anizotropie je teoreticka hodnota
anizotropie pii nulovém pohybu fluoroforu. Naméfend hodnota anizotropie (limitni
anizotropie) je vzdy o néco mensi nez vypocitana teoretickd hodnota pro dany fluorofor. Pro
nehybnou molekulu plati vzorec:
2(3cos® g-1
ry=—| —="=
o~ ¢ [ 2 j (11)
Pro B = 0° (soub&zné piechodové momenty) nabyva ro maximalni hodnoty — ro = 0,4 a pro

B =90° (kolmé ptechodové momenty) minimalni hodnoty — ro = -0,2 [35].

2.5.6 Princip méieni ¢asové rozliSené anizotropie — TCSPC metoda

Metoda TCSPC (time correlated single photon counting) je zalozena na ¢asové korelovaném
s¢itani fotonu. Zakladni princip spoéiva v tom, ze pravdépodobnost detekce jediného fotonu
v ¢ase t po excitatnim pulzu je umérnd intenzité fluorescence vtom cCase. Po zaznamu
jednotlivych fotont je vytvofena vyhasinaci kiivka intensity fluorescence [35].

Na Obrazku 16 je znazornéno schéma zatizeni. Budicim zdrojem mizZe byt bud’ vybojka,
nebo laser. Excitacni pulz posila soucasné signal i elektronice prostiednictvim diskriminatoru
CFD (constant function discriminator), ktery zméiti Cas jeho ptichodu. Poté signal putuje do
prevodniku TAC (time-to-amplitude convertor), kde spusti rist napéti v zavislosti na Case.
Mezitim je vzorek excitovan a emituje fluorescenci. Ptistroj je pomoci filtri ladén tak, aby
fotonasobi¢ detekoval pouze jeden foton pro kazdy excita¢ni puls. V diskriminatoru CFD se
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ur¢i presny Cas jejich dopadu. Z diskriminatoru jde signal do pievodniku TAC, kde zastavi
rust napéti. Vystupni signal (vysledné napéti) je imeérny casovému zpozdéni mezi zaCatkem a
zastavenim pulzu. Napéti je pak v analogové-digitalnim ptevodniku (ADC, analog-to-digital
convektor) pfevedeno na ¢iselnou hodnotu. Pievedené napéti je ulozeno jako jedna udalost
s ¢asovou prodlevou. Je ziejmé, ze ¢im vice udalosti, tim ptesnéjs$i budou vyhasinaci kiivky.
Analyza je provadéna v MCA (multichannel analyzer). Tento proces se opakuje do dosazeni
urcitého poctu detekovanych fotont. Pro spravné vyhodnoceni poklesu intenzity fluorescence
je potieba minimalné 4 000 fotonu [35].
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Obréazek 16: Schematické zndazornéni principu méreni TCSPC [35]
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2.6 Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla (DLS), ktery je rovnéZ nazyvan jako kvazielasticky rozptyl svétla
(QELS) nebo fotonova korela¢ni spektroskopie (PCS), je neinvazivni technika, kterd se
vyuziva pro méfeni velikosti ¢astic v submikronové oblasti. Zédkladem je méfeni fluktuace
intenzity rozptyleného svétla z laserového zdroje. DLS méfi zménu intenzity rozptyleného
svétla v zavislosti na pohybu molekul (Browntiv pohyb). Cim jsou astice vétsi, tim pomalejsi
je Brownlv pohyb. DLS se vyuziva pro piesné stanoveni velikosti ¢astic v suspenzich,
charakterizaci emulzi, micel, liposomt a pigmenti.

2.6.1 Velikost ¢astic

Velikost ¢astice je definovana Stokes-Einsteinovou rovnici:
KT

" 3mpD’ (12)

kde Dy je hydrodynamicky ekvivalentni pramér, k je Boltzmannova konstanta, T je absolutni
Kelvinova teplota, 7 je viskozita kapalného prostiedi a D je transla¢ni difuzni koeficient [36].

Paprsky lasern

Nerozptileng svétlo

) Primérna
Detektor R,

Obrézek 17: Princip méreni velikosti [37]

2.6.1.1 Instrumentace

Zdrojem svétla, které osvétluje Castice vzorku uvniti cely, je laser. VétSina laserovych
paprskl prochazi pies vzorek beze zmény, ovSem nékteré jsou rozptyleny ¢asticemi ve vzorku
(viz. Obrézek 17). Pro méfeni intenzity rozptyleného svétla se pouziva detektor, ktery by
mélo byt mozné umistit do libovolné polohy, jelikoz Castice svétlo rozptyluji vSemi smeéry.
Nejcastéjsi pozice umisténi detektoru jsou 173° nebo 90°, zalezi na modelu pfistroje [37].

Intenzita rozptyleného svétla musi byt v uritém rozsahu, aby ji byl schopny detektor
zméfit. Pokud je intenzita piilis velka, mize dojit k pretizeni detektoru a pokud je intenzita
ptili§ mala, nemusel by ji detektor zaznamenat. Zeslabovac (attenuator) podle potieby snizuje
intenzitu laseru a tim i intenzitu rozptylu [37].

Signél jde z detektoru do kolektoru, ktery digitaln¢ zpracuje signal. Srovna intenzity
rozptylu v po sobé jdoucich ¢asovych intervalech, tim se odvodi rychlost zmény intenzity
rozptyleného svétla. Tato data jsou poté zpracovana specialnim softwarem ZetaSizeru, ktery
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z nich odvodi informaci o velikosti ¢astic. Velikost ¢astic je ziskana pomoci korela¢ni funkce

za pouziti n€kolika algoritmi [37].

Distribuce velikosti ¢astic lze vyjadiit jako zavislost relativni intenzity rozptylené¢ho svétla
¢asticemi na velikosti Castic. Za pouziti optickych parametri 1ze vypocitat objemovou ¢i

pocetni distribuci velikosti ¢astic [37].

Laser

Zeslabovad
Detektor

Loy
P O | Koretitor

Obrazek 18: Schéma zarizeni pro méreni velikosti ¢dastic pomoci metody DLS [37]
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Campbell a kol. studovali u¢inek kationového lipidu DOTAP na fyzikalni vlastnosti
liposomu, jako je velikost a struktura membrany. Byla méfena teplota fazového piechodu,
velikost a fluidita membrany smési lipida DOTAP/DPPC [38].

Pomoci diferen¢ni skenovaci kalorimetrie byl zkouman efekt DOTAP na teplotu fazového
piechodu DPPC. Pii nizkych koncentracich DOTAP ve smési byl vliv na teplotu fazového
prechodu minimalni, ov§em s nariistajici koncentraci DOTAP byl zaznamenén pokles teploty
fazového prechodu. U cistého DPPC existuji dvé faze (gelova a faze tekutych krystalt) blizko
sebe (déli je velmi maly rozsah teplot). Jak nartistd koncentrace DOTAP, tak nartsta 1 teplotni
rozmezi, ve kterém muize koexistovat gelova a krystalinickd faze. Pii obsahu nad 20 mol.%
DOTAP ve smési tvoti smés pouze homogenni fazi kapalnych krystalt [38].

Zmeéna fluidity membrany byla méfena pomoci anizotropie fluorescence za pouziti sondy
DPH. Bylo zjisténo, ze DOTAP zplsobuje vétsi fluiditu membrany pravdépodobné diky
nenasycenym uhlovodikovym fetézcim mastnych kyselin. Déle bylo zjisténo, ze pfi
ekvimolarnim mnozstvi DOTAP a DPPC smés existuje ve fazi tekutych krystalti a i pii
zvySenych teplotach je schopna si udrZet svou strukturalni integritu [38].

Dale byl studovan vliv DOTAP na velikost samovolné se formujicich liposoml. Bylo
zjisténo, ze DOTAP snizuje pramér liposomu. Nejvétsi zmeény byly pozorovany v rozsahu
obsahu 0-20 mol% DOTAP ve smési. Bylo zjisténo, ze mensi pramér liposomu souvisi
skladnym nabojem na polarni hlavé DOTAP, ktera elektrostaticky interaguje se
zwiterionickym DPPC [38].

Regelin a kol. zkoumali biofyzikalni parametry a transfek¢ni vlastnosti DOTAP a jeho
analogli sjednim kladnym nabojem a riznymi uhlovodikovymi fetézci. Byla zmétena
stabilita, velikost a membranova fluidita liposomu a lipoplext. Analogy DOTAP byly pouzity
bud” samotné nebo v kombinaci spomocnym lipidem DOPE nebo cholesterolem.
Predpokladalo se, Ze stabilni liposomy vytvofi stabilni lipoplexy. Piidavek DOPE
a cholesterolu by mél zlepsovat stabilitu [39].

Bylo zjisténo, ze kromé& DOTAP zadny ze studovanych analogli netvoii pii pokojové
teploté stabilni liposomy, béhem nékolika minut dochdzelo k vysrazeni lipidickych agregati.
Pokud vsak byly liposomy piipraveny nad teplotou fazového piechodu ptislusného analogu
DOTAP (tyto teploty byly vétsi nez b&zna pokojova teplota) nebyla pozorovana z&dna
agregace. Nasledné snizeni teploty liposomovych disperzi vedlo opét k tvorbé
makroskopickych lipidovych agregati. Po zaclenéni pomocného lipidu se stabilita agregati
zvysila. Nizka teplota fazového pfechodu DOTAP (5 °C) je zpisobena jeho nenasycenym
uhlovodikovym fetézcem mastnych kyselin [39].

Liposomy, které se skladaly z rozdilnych lipidi, mély obecné pramér menSi nez 100 nm.
Velikost liposomt tvofenych ¢isté kationickymi lipidy bez pomocnych lipida se pohybovala
vrozmezi 23-58 nm. V ptitomnosti DOPE byla velikost c¢astic zhruba 20-160 nm
a v piitomnosti cholesterolu piiblizné¢ 59-95 nm. Nebyla zjisténa zadna zavislost mezi
velikosti ¢astic a délkou uhlovodikovych fetézci [39].

Anizotropie fluorescence byla v ptipadé DOTAP sledovana v rozsahu teplot 20-50 °C.
Byla naméfena pomérné nizka hodnota anizotropie, ktera se s narGstajici teplotou téméf
nemeénila. Po pfidani pomocného lipidu DOPE a cholesterolu nenastala, na rozdil od ostatnich
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lipidt, téméf zadna zména v hodnotach anizotropie. Samotny DOTAP a smési DOTAP
s pomocnymi lipidy vykazovaly nejmensi hodnoty anizotropie ze vSech zkoumanych systémi
[39].

Jednim z divodt nestability liposomtit mizou byt kladné nabité polarni hlavy lipidu.
Stabilita mize byt vysvétlovana jako preference lamelarni faze pred hexagondlni, jenomze
s poklesem velikosti polarnich hlav je upfednostiiovana pravé faze hexagonalni, coz by mohlo
byt divodem nestability. Divodem muize byt formace uzkych iontovych pari mezi
kationickymi polarnimi hlavami a protianionty pfi a pod teplotou fazového piechodu.
Elektrostatické repulze mezi polanimi hlavami mohou byt redukovany, coz zptsobi zmenseni
velikosti polarnich hlav a tim pfechod do hexagonalni faze (viz. Obrézek 19) [39].

protianionty (slaby charalcter, methylsulfaty)
netvofi tésné uspofadani s kationickymi

polarnimi hlavami lipidu
kationicka trimethylamoniova
skupiny (slaby charakter) O elektrostaticke repulze (zvvsuji
= — efekiivni velikost kationickych
. _\;" LG polérnich hlav)

(1] e

slabé protianionty tvofi tésné uspofadani se
slabymi kationickymi hlavami lipidu, coz vede ke

\T)\@% snizeni efelctivni velikosti polarni hlavy

/ 7 \\ hexagonilni struktura

Obrézek 19: Model zndzornujict interakce mezi analogy DOTAP a lipidovou dvojvrstvou [39]

Bordi a kol. se zaméfili na ¢asovy vyvoj agregacniho chovani komplexu kationickych
lipidt s polyelektrolytem pomoci dynamického rozptylu svétla. Byl pouzit ¢isty DOTAP a
smés DOTAP s DPPC v roztoku polyakrylatové sodné soli. V Sirokém rozmezi koncentraci
byla zkouména velikost a distribuce velikosti [40].

Bylo zji§téno, Ze smési lipidi DOTAP/DPPC jsou si podobné. Primér ¢astic se pohyboval
okolo 80 nm, tato hodnota byla konstantni i po nékolika tydnech. Déale bylo zjisténo, Ze Cisty
DOTAP a smés DOTAP/DPPC v piitomnosti polyelektrolytu (polyakrolatova sodna stl) tvori
dva druhy agregatl, jejichz zména velikosti s cCasem je ovlivnéna pomérem ndbojil
a molekulovou hmotnosti polyelektrolytu. Mensi agregaty mély pramér kolem 100-500 nm
a vetsi agregaty 1-5 um [40].

V dali publikaci se Cinelli a kol. vénovali G¢inku kationického DOTAP na termotropni
chovani a organizaci struktury vodného roztoku DPPC. Bylo zjisténo, Ze inkorporace
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rostouciho mnozstvi DOTAP postupné snizuje teplotu fazového ptrechodu z gelové faze na
fazi tekutych krystalt [41].

Poté byl zkouméan vliv zmény teploty fdzového piechodu na velikost ¢astic. Ve smiSenych
syst¢tmech DOTAP/DPPC je sniZeni teploty fazového prechodu doprovézeno sniZenim
pramérné velikosti Castic vznikajicich v roztoku. Tato studie potvrzuje, Ze vloZeni
kationovych lipidd mezi lipidy zwitterionické fosfatidylcholinové dvojvrstvy usnadiuje
tvorbu stabilnich a relativné malych unilamelarnich vezikul [41].
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Obréazek 20: Kalorimetrické skeny vodnych suspenzi smési DOTAP/DPPC o koncentraci 5 mg/ml [41]

Briuglia a kol. studovali, jaké mnozstvi cholesterolu je vhodné pridat k lipidu, aby se
utvorila co nejstabilngjsi ¢astice pro kontrolovatelné¢ dodéani 1éciva. Tato studie se provadéla
se tfemi fosfolipidy DPPC, DMPC a DSPC, které byly smichany v riznych molarnich
pomérech s cholesterolem (100, 80/20, 70/30, 60/40 a 50/50). Méteni byla provadéna pii 2
teplotach po dobu 30 dni [42].

Bylo zjisténo, Ze cholesterol zlepSuje stabilitu a smés s nim tvoii organizovanéjsi strukturu.
Déle byl ovéfen piedpoklad, Ze smés lipid/cholesterol v poméru 70/30 dosahuje nejvyssi
stability a flexibility, coz zaruci kontrolovatelné a reprodukovatelné uvolnéni lé¢iva s riznymi
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi a farmaceutickymi aplikacemi [42].

GoOmez Gaete a kol. charakterizovali morfologii, strukturu a supramolekularni uspotradani
mikro¢astic, které vznikly rozpraSenim a usuSenim smési DPPC a hyaluronanu. Pomoci
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rastrovaci elektronové mikroskopie (SEM) bylo zjisténo, ze mikroc¢astice DPPC jsou malé
a siln¢ agregované, fosfolipidy byly organizované v lamelarni struktufe. Podrobné&jsi studium
struktury ukdzalo, ze fetézce jsou tuhé, plné roztazené, naklonéné a orientované podle
hexagonalni miizky uvniti roviny dvojvrstvy. Casem se DPPC uvniti dvojvrstvy reorganizuje
do kosoctvercové struktury. Tato kombinace agregace a nestabilni supramolekuléarni
organizace lipidové matrice je nepiizniva pro zapouzdieni 1éCiva, jelikoz schopnost uvolnéni
1é¢iva je siln€ zavisla na agregaci a organizaci ¢astic [43].

Bylo zjisténo, ze ptidavek HyA siln¢ ovliviiuje morfologii a hustotu mikrocastic DPPC, ale
neméni supramolekuldrni organizaci fosfolipidi. Cim je HyA koncertovangjsi, tim jsou
Castice vE&tsi a méné agregované a dochazi i ke zméné morfologie (z hustych kuli¢ek do
dutych skofepin). Naproti tomu supramolekul&rni organizace ziistava nezavisla na koncentraci
HyA, DPPC zustava v lamelérni fazi a HyA je vétSinou vlozena mezi polarni hlavy DPPC.
Dale bylo zjisténo, Ze po pfidani HyA se struktura DPPC casem neméni, HyA brani
preskupeni fosfolipidii do kosoétvercové struktury. Tyto vysledky naznacuji, ze pridavek
HyA zlepsuje stabilitu a fyzikalni vlastnosti ¢astic [43].

Dalsi publikace Gomez Gaete a kol. pojednavala o supramolekularni organizaci
mikrocastic zapouzdiujicich dexamethason (DXM), které byly pfipraveny suSenim rozprasené
smési DPPC a hyaluronanu. Bylo studovano supramolekularni upofadani mikro¢astic
a ucinek excipientu na kinetiku uvoliiovani 1é¢iva. Bez hyaluronanu do$lo po piidani DXM
k silné agregaci Castic, ktera neni pro aplikaci ptizniva. V piitomnosti HyA (5 %-20 %) se
agregacni Uu¢inky DXM prakticky potlaci a vznikaji spiSe monodisperzni a dobie oddélené
mikrocastice [44].

Interakce mezi lé¢ivem a excipienty byla studovana pomoci diferencidlni skenovaci
kalorimetrie (DSC) a rentgenové difrakce. DSC ukdazalo, Ze pouze mala ¢ast DXM interaguje
s DPPC, zatimco rentgenova difrakce tuto interakci nezaznamenala. Tato interakce se liSi
v zavislosti na piitomnosti HyA. V piipadé¢ roztoku obsahujiciho pouze lipid DPPC muze byt
DXM c¢aste¢né zaclenén do dvojvrstev, zatimco u smési DPPC/HyA se DXM na dvojvstvéch
pouze adsorbuje. Studie in vitro uvoliiovani ukazala, ze HyA neméni kinetiku uvoliiovani
hydrofobniho 1é¢iva. Ve vSech ptipadech bylo béhem prvni hodiny zaznamenano uvolnéni
DXM [44].

Gasperini a kol. se zabyvali vztahem mezi nizkomolekularni kyselinou hyaluronovou
(16 kDa) a kationtovymi liposomy sloZzenymi z EPC, DOPE a DOTAP. U komplext
kationovych liposomii a HyA byla ur¢ena struktura, primérnd velikost, zeta potencial
a morfologie. Bylo zjiSténo, Ze sousedni kationové liposomy se bud’ castecné ,,potahnou‘
nizkomolekuldrni HyA nebo zcela disperguji, ale nikdy netvoii multilamelarni strukturu.
Vysoke koncentrace HyA (vice nez 20 hmot.%) se ukazaly jako G¢inné pro potahovani
extrudovanych liposomt, coz vede ke vzniku komplexti ¢astic s velikosti v rozsahu
nanometrti a zapornym zeta potencialem [45].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

Pro experimentalni ¢ast byly vybrany lipidy DOTAP a DPPC. Pro méfeni kritickych
agregacnich koncentraci (CAC) byly pouZity ¢isty DOTAP a smési DOTAP/DPPC v poméru
50/50 a 25/75. CAC byly proméfeny jak pro samotné lipidy, tak pro lipidy v pfitomnosti
polymeru. Vzhledem ke kladn¢ nabitym trimethylammoniovym skupindm na polarni ¢asti
DOTAP byl jako biopolymer zvolen zaporné nabit}'/ hyaluronan sodny

fluorescence za pouziti sondy DPH. Méfeni nejprve probéhlo u smési DOTAP/DPPC a poté
byl ke smésim piidan cholesterol. Byly proméieny i velikosti smésnych liposomi pomoci
méfeni rozptylu svétla. Dale byly zméfeny take teploty fazového piechodu u vybranych
smesi.

4.1 Chemikalie

Kyselina hyaluronova, sodna stl (HyA) 340 kDa, CPN spol. s.r.o,
Sarze: 213-6349

OH OH |
o
. . 0 0
0 HO
OH NH

N an

i

DPPC, 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin, CAS: 63-89-8, Avanti
Polar Lipids, > 99 %, SarZe: 160PC- 315

O
/\/\/\/\/\/\/\)k /\(\O’F"O\/\
0 H

/

\/\/\/\/\/\/\W | =
0]
Lipidy DOTAP, 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propan, CAS: 132172-61-3,

Avanti Polar Lipids, Sarze: 181TAP-158
V\AA/W\ 4
P

WVWYO ol

0

supercista voda (upravena systémem PURELAB flex)
Rozpoustedla Chloroform, CAS: 67-66-3, Sigma-Aldrich, Sarze: PP/2008/05926/0
Aceton, CAS: 67-64-1, Lach-Ner, Sarze: PP/2013/03951

32




pyren, CAS: 1299-00-0, Fluka, puriss. p. a. for fluorescence, Sarze: 430166/1

Fluorescen¢ni sondy - -
DPH, 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien, CAS: 1720-32-7, Fluka, > 98%,

Sarze: 1054132

\\\\

Cholesterol, 5-Cholesten-3p-ol, CAS: 57-88-5, Sigma-Aldrich, > 99%,
Sarze: 26732-25G-F

Ostatni

4.2 Metody
4.2.1 Priprava zasobnich roztoku

4.2.1.1 Zasobni roztoky DOTAP a jeho smési s DPPC

Zasobni roztoky DOTAP a smési DOTAP s DPPC byly pfipraveny rozpusténim piislusnych
mnozstvi lipidd v pozadovaném poméru v 0,5 ml chloroformu. Chloroform byl poté
v digestofi odpafen za snizeného tlaku. Vznikly lipidovy film byl hydratovan v ptislusném
objemu supercisté vody a za postupného zahtivani na teplotu pfiblizné¢ 50 °C sonifikovan,
dokud nebyl ¢iry a bez viditelnych ¢astic (zhruba 4-5 hodin). Po sonifikaci a vychladnuti na
laboratorni teplotu byly zasobni roztoky ihned pouzity na piipravu koncentraénich fad.

4.2.1.2 Zasobni roztoky DOTAP a jeho smési s DPPC a cholesterolem

Zasobni roztoky DOTAP a jeho smési s DPPC a cholesterolu byly pfipraveny rozpusténim
ptislusnych mnozstvi lipidi v pozadovaném poméru (cholesterol byl ve smési v mnozstvi
30 mol.%) ve 0,7 ml chloroformu, ktery byl poté v digestoii odpafen za snizeného tlaku.
Vznikly lipidovy film byl hydratovan v piislusném objemu supercisté vody a za postupného
zah¥ivani na teplotu pfiblizng 50 C sonifikovan, dokud nebyly roztoky &iré (roztoky byly
ponechany v ultrazvuku ptes noc). Po sonifikaci a vychladnuti na laboratorni teplotu byly
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zasobni roztoky ihned pouzity na ptipravu koncentra¢nich fad. Smési lipida s cholesterolem
byly pouzity na méfeni anizotropie fluorescence, velikosti agregati v roztoku a teploty
fazového prechodu.

4.2.2 Priprava zasobnich roztokd hyaluronanu

Zasobni roztoky hyaluronanu byly pfipraveny rozpu$ténim navazky HyA a jejim
rozmichanim v malém mnozstvi vody na magnetické michaéce. Po Gplném rozpusténi HyA
byl roztok doplnén vodou na piesny objem, aby mél pozadovanou koncentraci (0,9 g/l).
VSechny zésobni roztoky hyaluronanu byly skladovany v lednici pii teploté 4 °C.

4.2.3 Priprava vzorki

4.2.3.1 Priprava koncentracnich i'ad pro méieni kritické agregacni koncentrace

Byly pfipraveny 3 shodné koncentracni fady obsahujici 18-22 vzorkd se vzrlstajici
koncentraci lipidu. Do vialek bylo pipetovano takové mnoZstvi zasobniho roztoku pyrenu
V acetonu, aby vysledna koncentrace pyrenu ve vzorcich byla fadove 10° M. Aceton byl
nasledné v digestoii odpafen. Poté bylo do vialek pipetovano pfislusné mnozstvi daného
zasobniho roztoku lipidu a nakonec byly vzorky doplnény vodou na celkovy objem 3 ml.
Vzorky byly ponechany na tfepacce pii laboratorni teploté po dobu 17-24 hodin.

Roztoky s pifimési HyA byly piipraveny obdobnym zpusobem, nejprve byl napipetovan
zésobni roztok pyrenu (ve vysledné koncentraci 10° M), aceton byl nasledné v digestofi
odpaften. Do vialek bylo poté pipetovano ptislusné mnozstvi daného zasobniho roztoku lipidu,
k némuz byl HyA pipetovan v raznych objemech, aby bylo v roztoku dosazeno jeho
pozadované koncentrace (5, 15 a 30 mg/l). Nasledné byly vzorky doplnény vodou na celkovy
objem 3 ml a ponechany na tiepacce pti laboratorni teploté po dobu 17-24 hodin.

4.2.3.2 P¥iprava vzorkii pro méieni anizotropie

Byly pfipraveny 3 shodné vzorky obsahujici ptislusnou smés lipidit o koncentraci 1 mM. Do
vialek bylo pipetovano takové mnoZstvi zasobniho roztoku DPH v acetonu, aby vysledna
koncentrace DPH ve vzorcich byla fadové 107 M, vialky byly ponechany v digestofi, aby se
aceton odpafil. Poté bylo do vialek pipetovano piislusné mnozstvi daného zdsobniho roztoku
lipidu a nakonec byly vzorky doplnény vodou na celkovy objem 3 ml. Vzorky byly
ponechany na ttepacce pii laboratorni teploté po dobu 17-24 hodin.

4.2.3.3 Priprava vzorkii pro méieni velikosti liposomii

Byly ptipraveny vzorky obsahujici ptislusnou smés lipidi o koncentraci 1 mM. Do vialek byl
nejdiive napipetovan prislusny objem smési lipida ze zasobniho roztoku a poté byly vzorky
doplnény vodou na celkovy objem 3 ml.

4.2.3.4 PFiprava vzorkii pro méieni teploty fiazového pirechodu pomoci mikrokalorimetrie

Byly pfipraveny 2 vzorky smési DOTAP/DPPC v poméru 50/50 (bez i s cholesterolem)
a 25/75. Koncentrace smési lipidu ve vzorcich byla 2 mM v celkovém objemu 2 ml.
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4.2.4 Méreni a zpracovani vysledki

4.2.4.1 Méreni kritické agregacni koncentrace

Pomoci pfistroje Aminco Bowman Series 2 byly proméfeny emisni a excitani spektra.
Monochromatory byly pro emisni sken nastaveny s excitaéni vinovou délkou 335 nm
a stérbinou 4 nm, pro excita¢ni sken s emisni vinovou délkou 392 nm a $térbinou téZ 4 nm.
Citlivost detektoru pfistroje byla nastavena na 700 V. Emisni sken byl méfen v rozsahu 360-
510 nm a excitadni v rozsahu 320-340 nm s rychlosti snimani 5 nm-s™. Z emisniho skenu
byla zaznamenavana intenzita fluorescence prvniho (373 nm) a tietiho (383 nm) vibra¢niho
pasu aintenzita pasu excimeru (pti 470 nm). Emisni polaritni index (EmPI) byl ziskéan
podélenim intenzit fluorescence prvniho a tfetiho pasu. Hodnoty Ex:Mo ziskdny pod€lenim
intenzit fluorescence pasu excimeru a monomeru (prvni vibra¢ni pas). Z excitaéniho skenu
byl ziskan excita¢ni polaritni index (ExPI) podélenim intenzit fluorescence pii 333 nm
a 338 nm. M¢éteni bylo provadéno vzdy tfikrat a naméfend data byla zprimérovéna.

Do grafii byly vyneseny hodnoty ExPI a EmPI na koncentraci lipida v logaritmickém
mefitku. Ziskané zavislosti mély charakter S-kiivky, a proto byly v programu Origin
proloZeny Boltzmannovou zavislosti (viz. Rovnice (13), Obrazek 21).

- A
EXPI,LEmPI = L+ A,

(x%)

l+e &
kde Ai/A; je y-ova soutadnice prvniho/druhého zlomu, X je nezavisle proménna, X, je hodnota
nezavisle proménné v inflexnim bodu a dx je gradient.

(13)

ExPI, EmPI

Koncentrace lipidu, x

Obrazek 21: Znazornéni Boltzmannovy zdvislosti
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4.2.4.2 Urceni anizotropie fluorescence DPH

Na méfeni ¢asové-rozlisSené anizotropie fluorescence DPH byl pouzit ptistroj Fluorocube.
Vzorky lipidi byly vkiemenné kyveté excitovany nanoLED diodou s vinovou délkou
372 nm. Pro méfeni vyhasinacich ktivek fluorescence, které jsou potiebné pro vyhodnoceni
Casové rozliSené anizotropie fluorescence, byl emisni monochromator nastaven na 426 nm,
Coaxial delay 95 ns, TAC range 200 ns, RT preset 0 s, Peak preset 0 counts, Repetition Rate
1 MHz a Sync delay 115 ns.

U kazdého vzorku bylo také provedeno méfeni G-faktoru s nastavenim emisniho
monochromatoru odpovidajicimu fluorescen¢ni sondé DPH. Prompt (signal lampy) byl
stanoven za pouZiti roztoku Ludox (suspenze koloidniho kiemiku) semisnim
monochroméatorem nastavenym na vinovou délku pouZzité diody (372 nm).

K analyze dat ziskanych méfenim ¢asové-rozlisené fluorescence byl pouZit program DAS6
Fluorescence Decay Analysis Software, pfi¢emZ byla pouzita metoda rekonvolucni analyzy.
V programu DAS6 mizou byt naméfena data prolozena 1-5 exponencialni matematickou
funkci, jejiz zakladni rovnice je:

F(t)=A+B, exp(;j, (14)

kde A je fitovaci parametr, B; piedstavuje pred-exponencialni funkci, t reprezentuje ¢as a 7 je
ptislusna doba Zivota.

Nejprve je nutné analyzovat ,,sumu® naméfenych poklesi fluorescence pomoci funkce,
jejimz obecnym zékladem je rovnice (14). Pro pokles fluorescence DPH se pouZiva dvou-
exponencialni model (15):

I(t)=R(inf)+ B, exp[_—t] +B, exp[_—t]

7 7, )

R(0)=R(inf)+ B, + B,.

R(inf) udava rovnovaznou (infinitni) hodnotu anizotropie fluorescence, R(0) je hodnota
pocateéni anizotropie fluorescence, By a B, predstavuji pied-exponencialni funkce a 7; a 7
jsou ptislusné rota¢ni kolmacni doby.

Poté je wvypocitan G-faktor jako pramérna hodnota fluorescence (16), aby se
minimalizovaly dusledky odlisného pfenz)s)u polarizované slozky svétla monochromatory.

Iy (t
= m - (16)
Za pouziti vypocitané hodnoty G-faktoru byla vypocitana anizotropie fluorescence DPH
v daném roztoku smési lipidd pomoci rozn)lice @an:
Iy (t
0o tw-o® O
Lo (£)+2Gl,,, (T) I,y (t)+2 IHV(t)‘

O

(15)

(17)
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4.2.4.3 Vypocet parametru uspordadani

Parametr uspotfadani lipidu (S) a efektivni parametr usporadani lipidu (Sesr) byly vypocitany
Z hodnot anizotropie fluorescence DPH nésledovné:

% b
r r
S = (Ej , S = (ﬁj : (18)

kde r je vypocitana hodnota anizotropie a ro je pocateéni hodnota anizotropie molekuly.

rrrrrr

hodnota ro rovna 0,4.

4.2.4.4 Mérieni velikosti agregatit

Velikost pfipravenych agregati byla proméfena pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS)
na piistroji ZetaSizer Nano ZS, kazdy vzorek byl proméfen tiikrat. Méfeni probihalo ve
sklenénych kyvetach pii konstantni teploté (25 °C). Byla nastavena doba ekvilibrace na 50 s,
jelikoz vzorky byly skladovany pfi laboratorni teploté. Poloha v kyveté, pii které laser snimal
rozptyl ¢astic vzorku, byla pro kazdy vzorek volena automaticky. Vysledkem byla zavislost
intenzity rozptyleného svétla na velikosti ¢astic.

4.2.45 Méreni teploty fazové piechodu

Teploty fazového ptechodu byly studovany pomoci piistroje TAM |1l (thermal activity
monitor), kdy byly pfipravené roztoky lipidu nebo lipidové smési zvazeny (vahy jednotlivych
roztokd se pohybovaly v rozmezi 1,6-1,9 gramt) a umistény do ampuli s té€snici krytem.
Vzorky byly kalibrovany do rovnovazného stavu pfi teploté 15 °C po dobu 2 hodin. Rychlost
skenovani byla nastavena na 2 °C/h. VeSkeré teplo, které vznikalo nebo bylo vzorkem
absorbovano, se nepfetrzit¢ po dobu méfeni zaznamenavalo. Meéteni bylo provedeno
v rozsahu teplot 15-50 °C.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Studium agregace DOTAP a jeho smési s DPPC

V této Casti byl zkouman vliv poméru smési lipidi na agregacni chovani namichanim 3 tad
roztokii vzorkli se vzrlstajici koncentraci lipidd ve vodé. Byly studovany smési
DOTAP/DPPC v poméru 100/0, 50/50, 25/75. U smési byly vypocitany emisni i excita¢ni
polaritni indexy a byly sestaveny jejich zavislost na koncentraci smési lipidi. Dale byly také
vypocitany poméry Ex:Mo.

13 |
12 |
T i 2575
= : Fit 25/75
10 [ 50/50
: Fit 50/50
0,9 N 100/0
: Fit 100/0
08 L—r i R R R
0,0001 0,001 0,01 0.1

Cootappppc (MM)

Obrazek 22: Zndzornéni zavislosti EmPI na koncentraci smési DOTAP a DPPC p#i riiznych pomérech
lipidii ve smési

2,9
26 f
23 F
20
= 25/75
S L7 Fit 25/75
1,4 - 50/50
Fit 50/50
11
100/0
0,8 | Fit 100/0
0,5- L N T SR | L M T S| L M T S|
0,0001 0,001 0,01 0,1

Cootapmppc (MM)

Obrazek 23: Zndzornéni zavislosti ExPI na koncentraci smési DOTAP a DPPC pii riznych pomérech
lipidii ve smési
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Na Obréazku 22 jsou vyobrazeny zavislosti EmPI na koncentraci smési DOTAP a DPPC pii
riznych pomérech lipida ve smési. Byly zaznamenany kompletni sigmoidni zavislosti, proto
byla data proloZzena Boltzmannovou kiivkou a hodnoty CAC byly ziskany jako koncentrace
DOTAP nebo smési lipida v inflexnim bodu.

Zavislost ExPI pyrenu na koncentraci lipidu zndzornéna na Obrazku 23 byla také
prolozena Boltzmannovou kiivkou, pomoci které byly vypocitany hodnoty CAC, které jsou
uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: Hodnoty CAC pro smési DOTAP a DPPC v riiznych pomérech lipidii ve smési

zavislost
DOTAP/DPPC CAC [uM] ol =~

1. fada 30,89 18,85

2. fada 39,29 11,72

25/75 3. fada 42,69 24,78
priamér 32,01 27,06

odchylka 1,06 3,03

1. fada 20,33 15,78

2. fada 31,31 22,60

50/50 3. fada 26,65 21,16
primeér 26,10 19,85

odchylka 5,51 3,59

1. fada 25,65 23,29

2. fada 22,78 22,78

100/0 3. fada 24,87 21,99
priamér 24,43 22,69

odchylka 1,48 0,66

5.2 Agregace DOTAP a jeho smési s DPPC v pritomnosti hyaluronanu

Pro studium agregace lipidu v pfitomnosti hyaluronanu byly pfipraveny smési DOTAP/DPPC
v pomérech 100/0, 50/50 a 25/75. K ¢istému DOTAP a ke smési DOTAP/DPPC byl piidan
hyaluronan ve 3 riznych koncentracich (5, 15 a 30 mg/l). K ekvimolarni smési lipidi byl
ptidan hyaluronan pouze v koncentraci 15 mg/I.

5.2.1 Smési lipidu v pFitomnosti hyaluronanu o koncentraci 15 mg/I

Na Obrazku 24 je vyobrazena zavislost EmPI pyrenu na koncentraci lipidu ve smési po
pfiddni HyA o koncentraci 15 mg/l. Bylo zjisténo, ze piidavek HyA o této koncentraci
ovlivituje hodnotu CAC, coZ potvrzuje interakci systému s HyA. Dale po pridani HyA
dochdzelo, zejména u vyssich koncentraci, ke tvorb& srazenin, coz pravdépodobné zplisobilo
i vétsi odchylky, které jsou vyznacené v grafu pomoci chybovych tsecek. Hodnoty CAC pro
jednotlivé smési jsou uvedeny v Tabulce 2.
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Obréazek 24: Zndzornéni zavislosti EmPI pyrenu na koncentraci smési DOTAP a DPPC pii poméru
lipidii ve smési 25/75 a s pridavkem 15 mg/l hyaluronanu

Tabulka 2: Hodnoty CAC pro smési DOTAP a DPPC pii riznych pomérech lipidii ve

smési, V pritomnosti hyaluronanu o koncentraci 15 mg/I

DOTAP/DPPC CAC [uM] — Zavislost =~

1. fada 19,59 18,54

2. fada 25,13 17,13

25/75 3. fada 22,38 14,96
primeér 22,37 16,88

odchylka 2,26 1,80

1. fada 26,73 18,55

2. fada 27,08 19,73

50/50 3. fada 23,86 21,69
priamér 25,89 19,99

odchylka 1,77 1,58

1. fada 18,30 17,05

2. fada 17,28 14,86

100/0 3. fada 17,91 15,42
priameér 17,83 15,77

odchylka 0,52 1,14
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Obréazek 25: Zavislost EXPl a poméru Ex:Mo pyrenu na koncentraci smési lipidu DOTAP/DPPC
vV poméru 25/75

Na Obrazku 25 je znazornéna zavislost ExPI a poméru Ex:Mo na koncentraci smési lipidu
DOTAP/DPPC v poméru 25/75. Pied ptidanim HyA systém nevykazuje Zadné vyrazné
zmény, pozorujeme jednoduchou sigmoidni zavislost, pouze jsou v oblasti nizsich koncentraci
smési lipidu patrné vyssi odchylky. Po pfidani HyA dochazi k nartstu EXPI pyrenu a poklesu
poméru Ex:Mo Vv oblasti koncentraci 0,025-0,6 mM lipidu, piicemz byla pozorovana slaba
tvorba srazenin na sténach vialek, co0Z mize naznacovat dostate¢nou koncentraci DOTAP pro
vytvoreni vét§iho mnozstvi kladnych naboji, které by mohly interagovat s fetézcem HyA.
Déle mohou tyto zmény naznacovat vznik vice druht agregatd, kdy po vytvofeni agregatu
DOTAP/DPPC by mohlo dochazet jesté k interakcim mezi jednotlivymi molekulami DPPC,
které jsou ve smési v nadbytku a s hyaluronanem interaguji neochotné. Neochota interakce
DPPC s HyA je pravdépodobné zptisobena rozlozenim naboji na povrchu liposomu, kde se
stiidaji kladn¢ nabité skupiny obsahujici kvarterni amoniovy dusik s disociovanymi
fosfatovymi skupinami, jeZz nesou zaporny naboj.

Tabulka 3: Pomeér koncentrace lipidu DOTAP a HyA, pri kterych bylo dosazeno nejvyssi hodnoty
EXPI/EmMPI pri jejich opétovném ndriistu

pomer lipidu

ChyA

CpooTAP+DPPC

DOTAP/DPPC | (mg/l) (mM) Cootap (MM) | Cporap (Mg/l) | pomér DOTAP/HyA
50/50 0,09 0,045 31,4 2,1:1
25/75 15 0,06 0,015 10,5 0,7:1
100/0 0,04 0,040 27,9 1,9:1
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Obrazek 26: Porovnani hodnot CAC pro jednotlivé smési bez i s pridavkem HyA

Z Obrazku 24 je ziejmé, ze pii ekvimolarnim poméru lipida je opétovny nartist EmPI
pyrenu viditelny pii vysSich koncentracich, nez je tomu u ¢isttho DOTAP a jeho smési
s DPPC v poméru 25/75. OvSem jak zobrazuje Obréazek 26, hodnota CAC pro ekvimolarni
smés zustala po pfidani HyA stejna, prestoze byla vizualn¢ potvrzena slabsi interakce smési
lipidu s HyA (Obrézek 27), jelikoZ dochézelo k fazové separaci, které byla vidét ve formé
srazenin na sténach vialky. Vznik sraZenin byl doprovazen i opétovnym naristem EmPI
pyrenu ve smési a poklesem hodnot Ex:Mo.

U smési lipidi DOTAP/DPPC v poméru 25/75 zpusobil piidavek HyA pokles CAC,
pravdépodobné diky dostatecné koncentraci lipidu DOTAP ve smési. Také u této smési
nastava opctovny nartst hodnot ExPI/EmPI u nejnizsiho poméru lipidu DOTAP/HyA (viz.
Tabulka 3). U této smési mohlo dochazet ke vzniku vice druhd agregatd, jelikoz DPPC
s hyaluronanem interaguje neochotné. U lipidu DOTAP dochazi po ptidani HyA k poklesu
hodnot CAC.

Obrézek 27: Vzorky se smési lipidit DOTAP/DPPC v pomeéru 50/50 po pridani HyA
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5.2.2 Smési lipida v pritomnosti hyaluronanu o koncentraci 5 mg/l a 30 mg/I

Na Obrézku 28 a Obrazku 29 je vyobrazena zévislost EmPI pyrenu na koncentraci smési
lipidu DOTAP/DPPC v poméru 25/75 a lipidu DOTAP po pridani HyA o koncentraci 5 mg/|
a 30 mg/l. Z méteni vyplyva, ze ptidavek HyA o téchto koncentracich ovliviiuje hodnotu
CAC jen v malé mite. Dale po ptidani HyA dochazelo, zejména u vyssich koncentraci lipidu
aHyA, k tvorbé srazenin, coz pravdépodobné zpusobilo chybové usecky, které jsou
vyznacené v grafu. Se zvySenim koncentrace HyA také pozorujeme posun opétovného
zvySeni EmPI k vy$$im koncentracim smési lipidt. Stejné jako v pfipadé smési s pfidavkem
HyA o koncentraci 15 mg/l, i zde byly vyhodnoceny poméry DOTAP a HyA, pii kterych bylo
pozorovano maximum EmPI v oblasti vysSich koncentraci lipida (Tabulka 5). Tento pomér
dosahoval vtomto piipadé hodnoty 2,8 (pii koncentraci HyA 5 mg/l) a 2,3 (HyA
0 koncentraci 30 mg/l). Zarovenl tedy vidime, Ze se hodnoty tohoto poméru podobaji
(s vyjimkou smé&si DOTAP/DPPC 25/75 s HyA o koncentraci 15 mg/l).

145 |
135 |
1,25 |
[ 25/75 + HyA 30 mg/l
% 1,15 | Fit 25/75 + HyA 30 mg/I
E B
L A 25/75+ HyA 5 mg/l
LOS T Fit25/75 + HyA 5 mgil
095 |
0,85- . L 1 L)
0,0001 0,001 0,01 0.1 L

Cootappprc (MM)
Obrézek 28: Zndazornéni zavislosti EmPI pyrenu na koncentraci smési DOTAP a DPPC pri poméru
lipidu ve smesi 25/75 a s pridavkem hyaluronanu o riznych koncentracich
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Obrézek 29: Zndzornéni zavislosti EmPI pyrenu na koncentraci lipidu DOTAP s pridavkem
hyaluronanu o ruznych koncentracich

Tabulka 4: Jednotlivé hodnoty CAC pro DOTAP a smés lipidi DOTAP/DPPC v poméru 25/75
V pritomnosti hyaluronanu o riiznych koncentracich

y Chya CAC zavislost Chya CAC zavislost
POMEC ! mg/ | M | EmPI | ExPl | Img/l | [WM] | EmPI | ExPI
1. fada 47,08 29,68 1. fada 35,41 23,03
2. fada 48,28 31,75 2. fada 35,65 28,16
25/75 3. fada 41,29 30,00 3. fada 29,30 22,87
prameér 45,55 30,47 prameér 33,46 24,69
20 odchylka 3,732 1,11 c odchylka 3,59 3,00
1. fada 17,80 11,57 1. fada 22,67 20,86
2. fada 18,80 9,57 2. fada 21,18 20,85
100/0 3. fada 14,64 11,98 3. fada 22,67 21,76
priamér 17,08 11,04 priamér 22,17 21,15
odchylka 2,17 1,28 odchylka 0,86 0,52
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Obrézek 30: Zobrazeni ExPI pyrenu a poméru Ex:Mo v zavislosti na koncentraci smési DOTAP
a DPPC pii pomeru lipidii ve smési 25/75 a v piitomnosti HyA o koncentraci 5 a 30 mg/l

Z Obrazku 30 vyplyvd, Ze k nejvétsim zménam dochazi pii vysokych koncentracich lipida
s ptridavkem HyA o koncentraci 30 mg/l, kde je také vidét op€tovny nartist a pokles hodnot
ExPI pyrenu. Pokles hodnot ExPI je doprovazen zménami v hodnotach Ex:Mo a pomérné
velkymi chybovymi tseckami, které jsou pravdépodobné zpuisobeny vznikem srazenin
v roztoku. Pti téchto koncentracich také doslo k vyrazné fazoveé separaci, ktera je vyfocena na
Obrazku 31. Zajimavé je, Ze roztoky, u kterych doSlo k narastu ExPI pyrenu sice obsahuji
srazeniny, ale jsou c¢iré. Zatimco dva posledni roztoky z koncentra¢ni fady kromé vzniku
srazeniny vykazuji také mirné zakaleni. Tento jev muze byt vysvétlen tim, Ze v oblasti nartistu
ExPI se interakce s HyA a tvorby srazeniny U¢astni vSechny liposomy, zatimco u poslednich
dvou roztoku se nachazi i neinteragujici liposomy.

Pii koncentraci 5 mg/l HyA v roztoku také doSlo k narastu ExPI pyrenu a poklesu hodnot
Ex:Mo, ovsem u koncentrace smési lipidd o néco nizsi, nez tomu bylo v ptedchozim piipadé.
Také nebyla zaznamenana tak vyrazna tvorba srazenin, byla pouze vytvofena slabsi srazenina
ve tvaru obroucky po obvodu vialek a také byla pozorovana opalescence roztok.

45



Obrazek 31 Smés lipidii DOTAP/DPPC v pomeru 25/75 s pridavkem hyaluronanu 30 mg/l

2,35
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Obréazek 32: Zobrazeni ExPI pyrenu v zavislosti na koncentraci lipidu DOTAP i v piitomnosti HyA
0 koncentraci 5 a 30 mg/I
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Obrazek 33: Zobrazeni poméru Ex:Mo pyrenu v zavislosti na koncentraci lipidu DOTAP a smési
lipidu s HyA o koncentraci 5 a 30 mg/I

Obrézek 32 vykresluje zavislost ExPl pyrenu na koncentraci lipidu DOTAP pro Cisty
DOTAP a jeho smési s HyA o koncentracich 5 mg/l a 30 mg/l. Z grafu je zjevny narast ExPI
pyrenu doprovazeny poklesem hodnot Ex:Mo (viz. Obrazek 33) v oblasti koncentraci DOTAP
0,07-0,1 mM pii koncentraci HyA 30 mg/l. Tento jev byl doprovéazen tvorbou sraZenin
v roztoku (viz. Obrazek 35), které byly viditelné hlavné pfi rozvifeni roztoku a naznacuji, ze
v dané oblasti koncentrace DOTAP dochazi k interakci s hyaluronanem vedouci k fazove
separaci.

Pti koncentraci HyA 5 mg/l dochazi k poklesu hodnot ExPI a poméru Ex:Mo v porovnani
se samotnym roztokem DOTAP. V koncentra¢ni fad¢ je prvni pokles hodnoty ExPI patrny uz
pti koncentraci 0,01 mM DOTAP, ktery je potvrzen nariistem Ex:Mo. Tento ndrtst poméru
Ex:Mo potvrzuje vznik hydrofobnich domén. Tento pokles byl nasledovan nartstem hodnot
ExPI a poklesu hodnot Ex:Mo, coz znadi, Ze je lipid spotiebovavan na tvorbu stazenin.
Piestoze vysledky naznacuji, ze v roztocich K tvorbé sraZeniny dochdzi, ve vialkach srazenina
nebyla pozorovana. Lze tedy piedpokladat, Zze nevznikly dostateéné provazané struktury
liposomt a HyA, aby doslo k tvorbé fazové separovaného systému. DalS§im divodem vykyvi

Vv

hodnot EmPI i ExPI u vySSich koncentracich lipidu by mohla byt nestabilita systému.

Tabulka 5: Pomeér koncentrace lipidu DOTAP a HyA, pri kterych bylo dosazeno nejvyssi hodnoty
ExPI/EmPI p¥i jejich opétovném nariistu

pOIl’léI' 11p1du ChyA (mg/l) C (mM) CpoTar (m M) CpoTar (mg/l) pOIl’léI' DOTAP/HYA
5 0,080 0,020 14,0 2,8:1
25/75
30 0,400 0,100 69,9 2,3:1
5 0,015 0,015 10,4 2,1:1
100/0
30 0,090 0,090 62,9 2,1:1
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Obrazek 34: Porovndni hodnot CAC pro jednotlivé smési lipidit DOTAP a DPPC i s pridavkem HyA

Na Obréazku 34 jsou vidét zmény hodnot CAC ziskanych pomoci ExPl po pfidani
jednotlivych koncentraci HyA bud’ k samotnému DOTAP nebo smési lipidi DOTAP a DPPC
v poméru 25/75. Poméry koncentraci lipidu DOTAP a HyA, u kterych dochazelo
K nejvys$simu opétovnému nartstu hodnot EXPI/EmPI, jsou vypsany v Tabulce 5. Hodnoty
CAC ziskané z méfeni EmPI vykazuji stejny trend, jako hodnoty uvedené na Obrazku 34.
U samotného lipidu DOTAP nedoslo pii koncentraci HyA 5 mg/l téméf k zadnym zménam
v hodnoté CAC, coz se vzhledem k nizké koncentraci HyA dalo o¢ekavat. U smési lipida
DOTAP/DPPC i u smési v piitomnosti HyA o koncentraci 5 mg/l je vidét pomérné velka
odchylka. Z toho diivodu nelze pfesné urcit miru ovlivnéni CAC smési lipidd hyaluronanem
0 této koncentraci. Hodnota CAC se nejvice zménila pii koncentraci HyA 30 mg/l. U smési
lipidl 1ze pozorovat jeji mirny narast. Smes lipidu DOTAP a hyaluronanu vykazuje Gplné
odlisneé chovani, jelikoz byl zaznamenan pomérné velky pokles hodnoty CAC.

48



5.3 Parametr usporadani lipidu a velikost ¢astic

Zmény usporadani lipidové membrany jsou vyjadieny parametrem uspoiadani lipidu (S)
a efektivnim parametrem usporada lipidu (Ser), které byly ureny pomoci anizotropie
fluorescence DPH. Mgéfeni anizotropie DPH bylo provadéno vzdy na 3 vzorcich lipidu
DOTAP nebo smési lipidi DOTA/DPPC o koncentraci 1 mM. Byly prométeny smési lipidu
DOTAP/DPPC v poméru 25/75, 50/50 a 100/0, ke kterym byl poté piidan cholesterol
(30 mol.%) a hyaluronan o koncentraci 15 mg/I.

Piedpokladem bylo, ze piidavek cholesterolu ke smésim obsahujicim lipid DOTAP ve
vétsim molarnim poméru bude zpusobovat nartst anizotropie fluorescence DPH a tim
| parametru uspofadani. Naopak u smési obsahujicich spise lipid DPPC by mél ptidavek

smési znacny vliv.

5.3.1 Ovlivnéni velikosti ¢astic a parametru usporadani DOTAP piidavkem
cholesterolu a hyaluronanu
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Obrazek 36: Zména efektivniho parametru uspordddani lipidu DOTAP o koncentraci 1 mM po priddni
cholesterolu a hyaluronanu

Na Obrazku 36 je zobrazena zavislost efektivniho parametru uspofadani lipidu DOTAP
o0 koncentraci 1 mM s pridavky cholesterolu a HyA. U samotného lipidu byly naméfeny nizké
hodnoty anizotropie DPH, coZz znamend, Ze sonda Vv lipidové dvojvrstvé téméf neomezené
rotuje. Divodem muze byt pfitomnost dvojné vazby v fetézci mastnych kyselin DOTAP.
Dvojnd vazba mize zpisobit ,zahnuti“ uhlovodikového fetézce, takze nevznika tolik
intramolekularnich vazeb mezi jednotlivymi fetézci jako Vv ptipadé liposomi tvoienych
z fetézcu nasycenych mastnych kyselin. Také by mohlo v hydrofobnich oblastech dochézet ke

e

vzniku kavit (dutin). Tim dojde ke sniZeni organizovanosti struktury a zvysi se fluidita
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liposomu. Dalsim divodem miZou byt odpudivé interakce mezi kladné nabitymi polarnimi
hlavami lipidu, které zvySuji mezery mezi jednotlivymi lipidy tvofici liposom. Ptidavek
cholesterolu zpusobi celkovy nartist parametru uspofadani, jelikoz cholesterol zaplni mezery
vzniklé zahnutim fetézce obsahujiciho dvojnou vazbu, ¢imZz se struktura stane pevn&jsi
a usporadanéjsi. Po piidani HyA k lipidu dochazi k minimalnim zménam usporadani.

Tabulka 6: Ovlivnéni velikosti castic lipidu DOTAP o koncentraci 1 mM pridavkem cholesterolu a

hyaluronanu

DOTAP DOTAP + HyA
M¢fenti C.
1. pik [nm] % 2. pik [nm] % | 1.pik[nm] | % | 2. pik[nm] %
1 117,2| 100,0 - - 153,8| 99,1 4365,0| 0,9
2 117,3| 100,0 - - 155,2| 98,8 45234 12
3 118,0| 100,0 - - 153,7| 97,5 44258| 25
priamér 117,5| 100,0 - - 154,2| 98,5 44381 15
odchylka 0,4 0,0 - - 08| 09 799| 09
DOTAP + cholesterol DOTAP + cholesterol + HyA
M¢ieni €.
1. pik [nm] % 2. pik [nm] % | L.pik[nm] | % | 2. pik[nm] %
1 197,4| 100,0 - - 725,9| 65,8 108,2| 34,2
2 197,7| 100,0 - - 746,0| 79,3 167,2| 20,7
3 198,5| 100,0 - - 714,4| 815 1458 | 18,5
primér 197,9| 100,0 - - 728.8| 755 140,4| 24,5
odchylka 0,6 0,0 - - 16,0| 8,5 299| 85

V Tabulce 6 jsou vypsany velikosti castic

jednotlivych systémil obsahujicich lipid
DOTAP. Z vysledki vyplyva, ze velikost ¢astic je zavisla na ptitomnosti polyelektrolytu nebo
cholesterolu ve smési. Po pridani polyelektrolytu byl zaznamenan nartst velikosti ¢astic,
ktery mtze byt zpasobem interakci hyaluronanu s ¢asticemi DOTAP, nebo jako vétsi utvary
mohly byt detekovany fetézce hyaluronanu. Ptidavek cholesterolu také zptisobil svym

zaclenénim do ¢astic DOTAP narist velikosti vzniklych ¢astic.
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5.3.2 Ovlivnéni velikosti ¢astic a parametru usporadani smési DOTAP/DPPC
Vv poméru 50/50 pridavkem cholesterolu a hyaluronanu
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Obréazek 37: Zména efektivniho parametru usporadani smési lipidii DOTAP a DPPC v poméru 50/50
0 koncentraci 1 mM po pridani cholesterolu a hyaluronanu

Obréazek 37 wvykresluje zménu efektivnino parametru uspofadani u smési lipida
DOTAP/DPPC v poméru 50/50 s cholesterolem a hyaluronanem. Po piidavku cholesterolu
dochdzi u ekvimolarni smési lipidi DOTAP/DPPC, podobné¢ jako u lipidu DOTAP, k nartstu
parametru usporadani. V agregatech se pravdépodobné diky naboji polarnich hlav stiidaji
molekuly DOTAP s molekulami DPPC, jejichz fetézce jsou tvofeny nasycenou mastnou
kyselinou. To zpisobi, ze mezery vzniklé zahnutim fetézce DOTAP v dusledku dvojné vazby
jsou mensi. Také jsou diky stiidavému uspotadani kationického lipidu DOTAP a amfoterniho
DPPC odstinény repulze mezi kladné nabitymi hlavami DOTAP, coz zvySi miru uspotadani
samotné smési lipidi. Piidavek cholesterolu touto usporadanost jesté navysi, jelikoz vyplni
mezery, vzniklé zahnutym fetézcem a tim snizi fluiditu membrény. Po piidavku hyaluronanu
opét nebyly zaznamenany zmény ve stupni uspofadani membran. To mohlo byt zptsobené
naptiklad srazeninami, které se utvofily na sténdch vialek a vétsina HyA by mohla byt
spotiebovana na tvorbu srazenin. Porovnanim s hodnotami naméfenymi pro Cisty DOTAP
zjistime, Ze mira uspofadani v tomto smésném systému DOTAP/DPPC je vyrazné vyssi, neZ
Vv ptipadé Cist¢ého DOTAP.

V Tabulce 7 jsou vypsany velikosti ¢astic ve smési lipidi DOTAP/DPPC v poméru 50/50
a koncentraci 1 mM po pfidani cholesterolu a hyaluronanu do smési. Nejmensi velikost
vykazuje smés tvofend pouze samotnou smési lipidi DOTAP a DPPC. U této smési byl
naméten pouze jeden pik, coz naznacuje tvorbu jenom jednoho druhu agregati. Po piidani
cholesterolu a HyA je patrny narust velikosti ¢astic. U smési s cholesterolem muze byt tento
nardst zpusoben jeho zaélenénim do vznikajiciho agregatu. U smési s hyaluronanem byly
naméfeny dva piky o rtuznych velikostech, pficemz druhy vétsi pik byl pouze v malém
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zastoupeni. Je mozné, Ze veSkeré mnozstvi HyA bylo spotiebovano na tvorbu srazenin, které
vznikaly po obvodu vialky pii vysoké koncentraci lipidu s ptidavkem HyA.

Tabulka 7: Ovlivneéni velikosti castic smési lipidiic DOTAP a DPPC v poméru 50/50 o koncentraci
1 mM pridavkem cholesterolu a hyaluronanu

DOTAP/DPPC DOTAP/DPPC + HyA
Méfeni €.
1. pik [nm] % 2.pik[nm] | % | 1L.pik[nm] | % | 2.pik[nm] | %
1 131,9| 100,0 - - 303,0| 954 1880,0| 4,6
2 136,7| 100,0 - - 291,6| 95,6 23900 4,4
3 137,2| 100,0 - - 285,1| 934 204501 6,6
primér 135,3| 100,00 - - 293,2| 94,8 210501 5,2
Odchylka 2,9 0 - - 9,1 1,2 260,2 1,2
DOTAP/DPPC + cholesterol DOTAP/DPPC + cholesterol + HyA
Méfenti ¢.
1. pik [nm] % 2. pik [nm] % | L.pik[nm] | % | 2. pik[nm] %
1 102,0| 100,0 - - 162,1| 96,4 141901 3,6
2 100,8| 100,0 - - 162,3| 98,3 1461,0| 1,7
3 101,4| 100,0 - - 167,2| 97,2 1456,0| 2,8
prumér 101,4| 100,0 - - 163,9| 97,3 144531 2,7
odchylka 0,6 0 - - 29| 1,0 229| 1,0

5.3.3 Ovlivnéni velikosti ¢astic a parametru usporadani smési DOTAP/DPPC
Vv poméru 25/75 pridavkem cholesterolu a hyaluronanu
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Obrazek 38: Zména efektivniho parametru usporadani smési lipidic DOTAP a DPPC v poméru 25/75

0 koncentraci 1 mM po pridani cholesterolu a hyaluronanu
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Obréazek 38 zobrazuje zménu efektivniho parametru uspotadani smési lipidi DOTAP/DPPC
v poméru 25/75 po ptidani cholesterolu a HyA. Smés obsahuje pievazné lipid DPPC
obsahujici nasycené fetézce mastnych kyselin, proto je efektivni parametr uspotradani
pomé&mé vysoky. Retézce nasycenych mastnych kyselin jsou v liposomu uspofadané a vznika
mezi nimi vice intramolekularnich vazeb. Pridavek cholesterolu k této smési parametr
usporadani snizi, jelikoz po navazani cholesterolu se zvysi vzdalenosti mezi fetézci a tim se
sniZi uspotfadanost liposomu. JelikoZ dochazelo ke vzniku sraZenin, které byly pravdépodobné
tvofené hyaluronanem a smési lipidd, tak nelze jeho ovlivnéni parametru uspotfadani lipida
presné urcit.

Tabulka 8: Ovlivneéni velikosti castic smési lipidiic DOTAP a DPPC v poméru 25/75 o koncentraci
1 mM pridavkem cholesterolu a hyaluronanu

DOTAP/DPPC DOTAP/DPPC + HyA
Méfenti .
1. pik [nm] % 2. pik [nm] % | Lpik[nm] | % 2. pik [nm] %
1 68,7 | 100,0 - - 84,91 100,0 - -
2 69,2 100,0 - - 86,2| 99,6 3670,0| 04
3 69,0 100,0 - - 85,5| 98,9 3751,0| 1,2
primér 69,0 100,0 - - 855| 99,5 37105| 0,8
odchylka 0,3 0,0 - - 0,7/ 0,6 57,3| 0,6
DOTAP/DPPC + cholesterol DOTAP/DPPPC + cholesterol + HyA
Meéieni €.
1. pik [nm] % 2. pik [nm] % | 1L.pik[nm] | % 2.pik[nm] | %
1 748 97,9 - - 98,5| 94,6 4973,0| 54
2 74,7 94,5 - - 95,4| 96,1 4756,0| 3,9
3 745| 96,0 - - 97,6| 98,8 49540 12
pramér 74,7 96,1 - - 97,2| 96,5 4894,3| 35
odchylka 0,2 1,7 - - 16| 21 1202 21

Tabulka 8 obsahuje velikosti ¢astic smési lipidi DOTAP/DPPC v poméru 25/75
ptidavkem cholesterolu a HyA. Byl zaznamenan stejny trend ve zménach velikosti ¢astic, jak
u ekvimolarni smési téchto lipida. Ovlivnéni hyaluronanem je diky vzniku srazenin v roztoku
neprikazné, jelikoZz vétSina HyA byla spotfebovana na tvorbu srazenin a v roztoku jej zbylo
malo. Cholesterol zvysil velikosti ¢astic svym zaclenénim vice nez u smési v ekvimolarnim
pom¢éru lipidl, coz mize byt zptisobeno tim, ze svym zaélenénim zpusobuje i vznik mezer
Vv jinak uspotadanych nasycenych fetézcich mastnych kyselin.
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5.3.4 Ovlivnéni parametru uspoiradani pomérem DOTAP/DPPC
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Obrézek 39: Porovnani hodnot efektivniho parametru usporddani pro jednotlivé smési lipidu
DOTAP/DPPC o koncentraci 1 mM s pridavky cholesterolu a HyA

Nejmensi hodnoty Sei byly zjistény v piipadé lipidu DOTAP, coz je pravdépodobné
zpisobeno pfitomnosti dvojnych vazeb na fetézci mastnych kyselin. Dvojné vazby zplsobi
zlomy na fetézci a tim se vytvoii mezery mezi nepolarnimi fetézci tvofici liposom. Nejvyssi
hodnoty Sefs byly pro samotou smés vypocitany u smési DOTAP/DPPC v poméru 25/75, coz
bylo predpokladano kvuli vétsimu poméru lipidu DPPC ve smési, ktery obsahuje nasycené
mastné kyseliny, diky ¢emuz byla struktura stabilnéjsi.

Po pfidani cholesterolu dochazi u DOTAP a ekvimolarniho poméru lipidi DOTAP/DPPC
ke zvySeni usporfadanosti, jelikoz cholesterol vypliiuje mezery mezi nenasycenymi fetézci
mastnych kyselin tvofici liposom. U ekvimolarniho poméru DOTAP/DPPC je zména
uspotradani mensi oproti DOTAP, protoze se ve struktufe vyskytuji lipidy obsahujici fetézce
nasycenych mastnych kyselin. U smési DOTAP/DPPC v poméru 25/75 se po piidani
cholesterolu uspofadani snizuje. Smés obsahuje vétsi mnozstvi lipidu DPPC s nasycenymi
fetézci mastné kyseliny, které tvori uspofadanou strukturu. Cholesterol svym za¢lenéni mezi
usporadané fetézce mastné kyseliny utvoii mezery, ¢imz celkové usporadani membrany snizi.

Pfidani hyaluronanu vyvolava u vyssich koncentraci minimalni zmény uspofadani. Oviem
tento vysledek mize byt zptsoben pouzitim sondy DPH. Tato sonda je hydrofobni a nachazi
se Vnepolarnich fetézcich liposomu, zatimco hyaluronan interaguje s polarnimi hlavami
liposomu.

54



5.4 Teplota fazového pirechodu

Teplota fazového prechodu byla proméfena u smési lipidu DOTAP/DPPC v pomérech 25/75,
50/50 a 50/50 s ptidavkem cholesterolu. Ve své praci uvadim pouze hodnoty pro ekvimolarni
pomér lipidu s pfidavkem cholesterolu. Pomér 50/50 a 25/75 neuvadim, jelikoz se nepodafilo
ziskat dostate¢né dobré vysledky, které byly vhodné pro zpracovani.
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Obrazek 40: Zdvislost normalizovaného tepelného toku na teploté pro smés lipidi DOTAP/DPPC
v pomeru 50/50 v pritomnosti cholesterolu

Na Obrazku 40 je zobrazena zavislost normalizovaného tepelného toku na teploté. V bodé
nejvyssiho tepelného toku nastava teplota fazového prechodu. U smési lipidd DOTAP/DPPC
v poméru 50/50 a 25/75 nebyla zaznamenana teplota fazového prechodu. Diivodem mohla byt
bud’ moc nizka teplota fazového prechodu stanovovanych smési, nebo mirné zakaleni vzorka
po sonifikaci, které mohlo méfeni ovlivnit. Pro smés DOTAP/DPPC v ekvimolarnim poméru
S cholesterolem byl zaznamenan velmi pomaly fazovy ptechod kolem teploty 40 °C
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6 ZAVER

Cilem prace bylo vypracovat literarni reSerSi na téma smésnych lipidi a jejich interakci
s biopolymery. Na jejim zakladé byly jako vhodné lipidy vybrany fosfolipid 1,2-dipalmitoyl-
sn-glycero-3-fosfatidylcholin (DPPC) a kationicky lipid 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-
propan (DOTAP) a jako zéstupce biopolymeru kyselina hyaluronova. Interakce byly
zkoumany pomoci fluorescenéni spektroskopie. Jako fluorescenéni sondy byly pouZity pyren
a 1,6-difenylhexa-1,3,5-trien (DPH).

V prvni ¢asti experimentalni prace byly pfipraveny zasobni roztoky smési lipidu
DOTAP/DPPC ve tfech pomérech (100/0, 50/50, 25/75) a zasobni roztok hyaluronanu. Pro
meéfeni agrega¢niho chovani byly nachystany koncentracni fady lipida s pyrenem. Byly
urCeny kritické agregacni koncentrace smési lipidi DOTAP a DPPC a dale se studovaly jejich
zmény po pridani hyaluronanu. Jelikoz zavislosti emisnich a excitacnich polaritach indexii na
koncentraci lipidu ¢i smési lipida vykazovaly sigmoidni prubéh, bylo je mozné prokladat
Boltzmannovou zavislosti.

Nejprve byla ke smésim lipida pfidana HyA o koncentraci 15 mg/l, ktera zptisobila zménu
CAC v pfipadé vSech studovanych smési DOTAP/DPPC. Taktéz byly vypocitdny poméry
lipidu DOTAP a HyA, pfi kterych dochazi k nejvétsi zméné EmPI/ExPI pyrenu. U poméru
smési lipida 50/50 a samotného lipidu DOTAP ku HyA byl tento pomér pfiblizné 2:1,
zatimco pii poméru smési lipidi DOTAP/DPPC 25/75 ku HyA byl ptiblizné 1:1. Odchylky
méteni byly pravdépodobné zplisobeny vznikem srazenin.

Vzhledem Kk neobvyklému prubéhu zavislosti ExPI/EmPI na koncentraci smési lipida
DOTAP/DPPC v poméru 25/75 byla zména CAC této smési zméfena i s pridavkem HyA
0 koncentracich 5 a 30 mg/l. P#i koncentraci HyA 5 mg/l byly zaznamenany nepatrné zmény
CAC a nejvétsi opétovny nartist EXPI/EmPI pyrenu byl pfi poméru lipidu DOTAP/HyA
priblizné 3:1. Koncentrace HyA 30 mg/l méla na zménu CAC u jednotlivych smési jiny vliv.
V poméru lipidd 25/75 dosSlo ke zvySeni CAC, zatimco u samotneho lipidu DOTAP
k poklesu. Poméry DOTAP/HYA, u kterych byl zaznamenan nejvétsi opétovny narust EXPI
a EmPI pyrenu, byl pfiblizné 2:1.

Dal$im cilem prace bylo prostudovat vliv cholesterolu na fluiditu liposomli vzniklych
z lipidi DOTAP a DPPC. Bylo zjisténo, ze cholesterol zvySuje uspofadani a tim snizuje
fluiditu ¢astic tvorenych lipidem DOTAP nebo ekvimolarni pomér DOTAP/DPPC. Diivodem
jsou pravdépodobné kavity v membranach, které jsou tvofeny dvojnou vazbou na fetézci
mastnych kyselin lipidu DOTAP. Cholesterol tyto mezery zaplni, takze sonda DPH nemtize
V hydrofobni ¢asti liposomu volné rotovat. Na smés lipidi DOTAP/DPPC v poméru 25/75
m¢él ptidavek cholesterolu opacny vliv, jelikoz smés hlavné tvoii uspotadané nasycené fetézce
DPPC, kter¢ jsou vazany siln€jSimi intramolekularnimi vazbami. Zac¢lenéni cholesterolu mezi
fetézce zpusobi porueni intermolekulérnich vazeb mezi mastnymi kyselinami DPPC, takze
sonda DPH miize vice rotovat. Bylo zjiSténo, Ze pfidavek HyA nemad na fluiditu liposomu
velky vliv, coZz mohlo byt zptisobeno spotiebovanim vétsiny HyA na tvorbu srazenin.

Pii méfeni velikosti vznikajicich Castic bylo zjisténo, Ze pfidavek HyA i cholesterolu vede
K vétsim praméram castic. Po pfidani HyA byly také u smési zaznamenany dvé velikosti
Castic, pfiCemz ta druhda o vétSim praméru byla v malém zastoupeni. Pro ziskani
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relevantnéjSich vysledkl by bylo potifeba smés opakované proméfit, jelikoz pfidavkem HyA
vznikaji srazeniny, které mohou méfeni ovlivnit.

Teploty fazového prechodu byly zméteny pouze pro smési lipidi, jelikoz pro samotny lipid
DOTAP je teplota fazového prechodu znama (5 °C) a ptilis nizka, aby ji byl ptistroj schopny
zaznamenat. Byla prométena smés lipidd DOTAP/DPPC 25/75 a 50/50 bez i s cholesterolem.
Vysledky pro smési lipidi DOTAP/DPPC v poméru 25/75 a 50/50 nebyly ziskany
Vv dostatecné kvalité¢, aby je bylo mozné vyhodnotit. Pro smés lipidd v poméru 50/50
s cholesterolem byl zaznamenan pomaly fazovy ptechod kolem teploty 40 °C.

Co se vyuziti systému ve farmacii tyce, nabizi se vyuziti liposomil jako nosicl 1é¢iv pro
transdermalni pouZiti. Tyto systémy by samoziejmé musely byt 1épe charakterizovany. Bylo
by potifeba zméfit stabilitu liposomi (napiiklad pomoci méfeni zeta potencialll). Zaroven
proméfit teploty fazovych ptechodti danych systému, a to bud’ optimalizaci jiz v praci
provedeného mikrokalorimetrického méfeni, nebo pomoci anizotropie fluorescence
s vyuzitim laurdanu jako fluorescencni sondy. Také by bylo potteba zméfit prichod liposomu
pokozkou a jeho moznosti cileného uvolnéni 1é¢iva.

Zavérem lze konstatovat, Ze zadané cile prace byly splnény. U pfipravenych smésnych
lipida byla studovéna jejich agregace a fluidita pomoci fluorescenénich metod. Dale byl
studovan vliv kyseliny hyaluronové a cholesterolu na tyto agregaty. Zarovei bylo zhodnoceno
potencidlni vyuziti téchto systému ve farmaceutickém primyslu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam pouZitych zkratek

ADC analog-to-digital convertor (analogové-digitalni konvertor)

CAC kriticka agregac¢ni koncentrace

CFD constant function discriminator (diskriminator konstantni funkce)

DLS dynamic light scattering (dynamicky rozptyl svétla)

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

DOPE 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfoethanolamin

DOTAP 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propan

DPH 1,6-difenylhexa-1,3,5-trien

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

DSC diferencialni sknovaci kalorimetrie

DSPC 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-fosfocholin

DXM dexamethason

EmPI emisni polaritni index

EPC vajecny fosfatidylcholin

excimer excitovany dimer

ExPI excitacni polaritni index

HyA hyaluronan

LUV large unilamellar vesicles (rozsahlé unilamelarni vezikuly)

MCA multichannel analyzer

MLV multilamellar large vesicles (rozsahlé multilamelarni vezikuly)

mM mmol-dm

QELS quasi elastic light scattering (kvazi elasticky rozptyl svétla)

So zakladni stav molekuly

SEM rastovaci skenovaci mikroskop

SUvV small unilamellar vesicles (malé unilamelarni vezikuly)

Sy excitovany singletovy stav molekuly

TAC time-to-amplitude convertor (konvertor ¢asu na amplitudu)

TCSPC time-correlated single photon counting (metoda ¢asové korelovaného pocitani
fotont)

Ty excitovany tripletovy stav molekuly

uv ultrafialova oblast elektromagnetickeho spektra

uM pmol-dm’



8.2 Seznam symboli

ri
Ti
I(t)
lo
Dy

r(t)

X > O X =

R(inf)
R(0)

Seff

»packing parametr*

polarizacni stupen

intenzita fluorescence pti kolmé orientaci polarizatord
intenzita fluorescence pfi paralelni orientaci polarizatorti
casovy vyvoj intenzity fluorescence pii kolmé orientaci polarizatorti
¢asovy vyvoj intenzity fluorescence pii paralelni orientaci polarizatort
ustalend (prumeérnd) hodnota anizotropie fluorescence
frak¢ni intenzita fluorescence

frakéni anizotropie

doba zivota fluorescence

totalni intenzita Casové-rozlisene fluorescence
fundamentélni anizotropie

hydrodynamicky ekvivalentni primeér

Boltzmannova konstanta

teplota

dynamicka viskozita

transla¢ni difuzni koeficient

¢asove-rozlisena fluorescence

anizotropie fluorescence

uhel mezi absorpénim a emisnim ptechodovym momentem molekuly
koncentrace

y-ova soufadnice zlomu nebo fitovaci parametr
nezavisle proménna

nezavisle proménna v inflexnim bodu

gradient

pted-exponenciélni funkce

cas

rovnovazna hodnota anizotropie fluorescence

pocatecni anizotropie fluorescence

G-faktor

parametr usporadani

efektivni parametr usporadani
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