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ABSTRAKT

Tato prace 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 agregacni chovani samotného lipidu a jeho
smési a poté ovlivnéni hyaluronanem o riznych koncentracich. Dale byla zméfena anizotropie
fluorescence sondy DPH v téchto smésich a jeji ovlivnéni pfidavkem cholesterolu. Tyto
vlastnosti byly sledovany pomoci fluorescencni spektroskopie, za vyuziti fluorescencnich
sond pyrenu a DPH. Bylo zjisténo, Ze hyaluronan md vliv na agregacni chovani lipidu
DOTAP i jeho smési s DPPC a Ze cholesterol ovliviiyje fluiditu liposomd.

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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1 UVOD

Denné pouzivame na nasi pokozku kosmetické nebo farmaceutické ptfipravky, které by
mély zajistit dopraveni ucinné latky do cilené oblasti a soucasné i1 pokozku hydratovat. Pokud
chceme tyto pozadavky splnit, je idealni pouzit latky, které jsou lidskému télu vlastni, jako
jsou naptiklad fosfolipidy a kyselina hyaluronova.

Pravé spojenim fosfolipida a hydratacnich ucinka 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 vnitfnich
vrstev pokozky. Diky kompatibilité fosfolipidi a hyaluronanu s lidskym télem by tyto latky
nemély zpusobit zadné podrazdéni pokozky a také by mohlo dojit k vytvoreni stabilnich
liposomu, které by mohly byt schopné nést hydrofobni latky, jejichz aplikace v Cisté formé
neni mozn4.

Jednim z problémia pouziti liposomd, jako nosi¢li pro transdermalni pouziti, je jejich
nestabilita. Je tfeba najit takovou kombinaci lipida, ktera by zajistila dostateCnou stabilitu
pouzitého nosi¢ového systému, aby se u¢inna latky neuvolnila pred¢asné. Kdyby k uvolnéni
terapeutika dochézelo predcasné, snizovalo by to jeho Ucinnost a mohlo by dojit i k intoxikaci
organizmu. Z toho divodu byl v praci zkouman vliv cholesterolu na fluiditu membrany
liposomu. Jiz v dfivéjsich studiich bylo potvrzeno, ze ptidavek cholesterolu ovliviuje fluiditu
membrany liposomu, déla liposom pevnéjsi (prodluzuje zivotnost ¢astic v krevnim obéhu).
Také by cholesterol, ktery je v organismu nedilnou soucasti biologickych membran, mohl
zvySsit pruznost liposomu.

Cilem prace bylo pomoci fluorescenéni spektroskopie studovat agregaci riznych systému
smésnych lipid a ovlivnéni agregace pritomnosti hyaluronanu. Dalsi oblasti studia bylo
ovlivnéni fluidity a teploty fazového piechodu smési pfidavkem cholesterolu. Pro doplnéni
ziskanych informaci byla zméfena velikost Castic ve vSech systémech.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Lipidy

Lipidy patii mezi ptfirodni latky, které jsou omezené rozpustné ve vod€ a dobife rozpustné
v organickych rozpoustédlech jako chloroform, benzen a éter. Pfedstavuji rozmanitou skupinu
biomolekul, které se od sebe mohou lisit ve struktute (acylglyceroly, izoprenoidy, fosfolipidy,
aj.) 1 funkci, které zastavaji v Zivych organismech. Podle funkce Ize lipidy d¢lit na strukturni
(soucast biomembran), ochranné (tepelnd a mechanicka izolace tukové tkane€), regulacni
(steroidni hormony, vitaminy) a zdsobni (zdsobdrna chemické energie) [1].

2.1.1 Rozdéleni

Lipidy lze délit podle nékolika hledisek. Toto Clenéni rozde€luje lipidy podle chemického
slozeni a je prejato z Bloorovy klasifikace [2]:
1. Jednoduché lipidy — estery mastnych kyselin s pfislusnym alkoholem.

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

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

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

a alkoholu jesté dalsi skupinu.

a) Fosfolipidy: lipidy, které obsahuji kromé& mastné kyseliny a alkoholu i zbytek
kyseliny fosforené. Casto obsahuiji i dusikaté baze a dalsi substituenty. Déli se
ddle 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
1 lipoproteiny.

3. Prekurzory a derivaty lipidd: patii sem mastné kyseliny, steroidy, alkoholy vCetné
glycerolu a sterolt, mastné aldehydy, ketolatky, uhlovodiky, vitaminy rozpustné

v tucich a hormony.

2.1.2 Slozené lipidy

Slozené lipidy tvofi zakladni stavebni prvek bunéénych membran. Obsahuji kromeé
hydrofobni casti 1 ¢ast hydrofilni. V jejich struktufe se kromé mastnych kyselin a alkoholu
vyskytuje i dals$i funkéni skupina. Podle typu této funkéni skupiny je muzeme rozdélit do
nekolika kategorii. Pokud tuto funk¢ni skupinu predstavuje zbytek kyseliny fosforecné,
mluvime o fosfolipidech. Na lipidovou cast molekuly se také muze navazat sacharid, tyto
slouceniny jsou pak oznaCovany jako glykolipidy. Dale se na lipidy miZze navazat slozka se
sirnou funk¢ni skupinou, ¢imz vznikaji sulfolipidy, nebo s aminoskupinou a takové lipidy
nazyvame aminolipidy [3].



2.1.2.1 Fosfolipidy

Fosfolipidy mohou byt povazovidny za deriviaty kyseliny fosfatidové, ve které je fosfat
esterifikovan s hydroxylovou skupinou pfislusného alkoholu. Jejich strukturu tvoii uhlikové
zbytky mastnych kyselin (nepolarni Cast), fosfatova skupina a dalsi polarni skupiny, jako
naptiklad cholin, ethanolamin a serin (polarni ¢ast). Molekuly fosfolipidu se ve vodném
prostiedi chovaji jako amfifilni latky, jejich nepolarni ¢ast neni v kontaktu s rozpoustédlem.
Pii niz8ich koncentracich (10”7 mol/dm’) fosfolipidu vznikaji lipidové micely a pokud je
koncentrace fosfolipidu dosti vysokd, seskupi se molekuly do dvojvrstvy. Prave tato vlastnost
je odliSuje od amfifilnich latek, které pfi vysokych koncentracich tvofi micely. Jsou hlavni
slozkou bunéénych membran.

2.1.2.2 Glycerofosfolipidy

Glycerofosfolipidy patii mezi amfifilni molekuly a jsou jednou z hlavnich biologicky
vyznamnych fosfolipidi. Tvoii hlavni lipidovou slozku biomembran. Jsou tvofeny sn-
glycerol-3-fosfatem (Obrdzek 1), ktery je esterifikovdn mastnymi kyselinami a na své
fosforylové skupiné prislusnou skupinou X (cholin, serin, glycerol, ethanolamin, atd.).
U glycerofosfolipid(i, které se nachazi v biomembranach, jsou polarni Casti odvozené od
alkoholu [4].

@)

Obrdzek 1: Struktura sn-glycerol-3-fosfdtu. Zelené R, a R, predstavuji uhlikovy retézec zbytki
mastnych kyselin a cervené X znaci funkcni skupinu esteru vazanou na fosforylovou skupinu.

Vv s

Nejjednodussimi glycerofosfolipidy jsou fosfatidové kyseliny, u kterych X predstavuje H.
U glycerofosfolipidi je R; nejcastéji tvoreno nasycenymi mastnymi kyselinami, zatimco R; je
Castéji obsazena nenasycenymi mastnymi kyselinami [4].

DPPC (1,2-dipalmitoyl-sn-glycerol-3-fosfocholin) se sklada ze dvou uhlikovych fetézca
zbytkt palmitovych kyselin a na jeho fosforylové skupiné je navazany cholin, ktery tvofi jeho
polami ¢ast. Radi se mezi zwitteriony, jelikoZ ve své molekule obsahuje kladny i zdporny
naboj, pficemz celkovy naboj molekuly je neutralni. Je jednim z nejhojnéjSich fosfolipidd,
nejCastéji se vyskytuje vbunécné membrané a plazmé. Slouzi jako strukturni prvek
bunéénych membran, protoze se diky svému valcovitému tvaru molekuly spontanné
organizuje do dvojvrstvy.



2.1.2.3 Kationtové lipidy

Tyto lipidy se vyznaCuji tim, ze dalsi skupina, kterou kromé vySSich mastnych kyselin
a alkoholu obsahuji, nese kladny ndboj pfi neutralnim pH. Diky kladnému ndboji jsou
schopny interagovat s negativn€é nabitymi komponentami bun¢k nebo DNA. V piirod¢ se
kationtové lipidy prakticky nevyskytuji. JelikoZ je mozné je vyuZzit jako vektory v genové
terapii ¢i jako nosiCe 1€Civ, tak roste zdjem o jejich syntézu. Vzhledem k jejich naboji tvori
kationové lipidy spontanné ve vodé velmi malé utvary (mensi nez 50 nm) [5, 6].

2.1.3 Odvozené lipidy

V podstaté vSechny odvozené lipidy lze zafadit mezi izoprenoidy. K lipidim jsou fazeny diky
jejich nerozpustnosti ve vodeé, kterou zpusobuje jejich hydrofobni charakter. Molekuly
izoprenoidu se skladaji ze dvou ¢i vice pétiuhlikatych izoprenovych jednotek. Izoprenoidy se
déli na terpenoidy a steroidy [8].

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

2.1.3.1 Cholesterol

Cholesterol (Obrdzek 2) je rozsifen ve vSech buiikach téla, obzvlasté v nervové tkani. Tvori
hlavni slozku plazmatické membrany a je hojné zastoupen v lipoproteinech krevni plazmy.
V mensi mife se vyskytuje ve vnitrobunéCnych organelach. Na uhliku C; méa polarni
hydroxylovou skupinu, kterd mu poskytuje slaby amfifilni charakter. Obsahuje rozvétveny
alifaticky fetézec o 8 az 10 uhlikovych atomech na uhliku C;;. Nachazi se u zivocichi
a rostlin, ale u bakterif se nevyskytuje [2, 4].

3
HO e

Obrdzek 2: Strukturni vzorec cholesterolu

Jeho nejdulezitéjsi funkci je schopnost upravovat fyzikalné-chemické vlastnosti bunécnych
membran. Pfi 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 hormoni, latek regulujicich velké mnozstvi
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raznych fyziologickych funkci (pohlavni vyvoj, metabolismus cukrt). Je Casto spojovan se
srde¢nimi chorobami a aterosklerozou [4].

2.2 Liposomy

Liposomy (Obrdzek 3) jsou sférické struktury vzniklé dispergaci lipidového filmu ve vodé.
Jejich povrch tvofi jedna nebo vice lipidovych dvojvrstev uzavirajici Cast rozpoustédla
disperzniho prostiedi. Pro jejich tvorbu mohou byt pouzity razné amfifilni molekuly a zptsob
jejich pripravy se prizptusobuje pozadované velikosti a morfologii. Jelikoz liposom obsahuje
jak hydrofilni, tak hydrofobni prostfedi, mize enkapsulovat hydrofilni i hydrofobni latky.
Hydrofilni latky jsou rozpustény ve vodném roztoku, ktery se nachazi uvnitf liposomu, kdezto
hydrofobni latky jsou ulozeny uvniti lipidové dvojvrstvy, jelikoz nemohou interagovat
s vodnym roztokem. Pfi kontaktu s buitkou mize dojit k fizi membran a prenasené latky se
uvolni do intracelularni tekutiny. Diky tomuto mechanismu mohou pfes membranu bunek
pronikat latky, které by za normalnich okolnosti buné¢nou st€nou neprosly [9].

Obrdzek 3: Schematické zndzornéni liposomu [10]

2.2.1 Agregace amfifilnich molekul

Amfifilni molekuly obsahuji ¢ast hydrofilni a hydrofobni (Obrdzek 4), coz je davodem jejich
spontdnni agregace. Hydrofilni ¢ast molekuly je zastoupena polarni skupinou (polarni hlava),
ktera mdZe byt tvofena aminovou nebo sulfatovou skupinou & cukernymi kruhy. Cast
hydrofobni (hydrofobni konec) je nepolarni a sklddd se z uhlovodikového fetézce.

polami hlava nepolami fetézec

/

Obrdzek 4: Struktura amfifilni molekuly
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Amfifilni molekuly se ve vodném roztoku vyskytuji ve formé monomert, ov§em nad
urcitou koncentraci samovolné agreguji, aby se minimalizovaly nevyhodné interakce. Pokud
jsou ve vod¢ ptitomny monomery amfifilu, dochazi kolem hydrofobnich ¢asti k organizaci
molekul vody, coZ vede ke vzniku strukturované vody. Tento jev je doprovdzen nevyhodnym
snizenim entropie systému. Diky agregaci a vzniku hydrofobnich domén se strukturovand
voda jiz nevytvafi, coz je doprovazeno narustem entropie [11].

V polarnim rozpoustédle zaujimaji amfifilni molekuly takovou pozici, aby nepolarni konec
nebyl rozpoustédlu vystaven. V nepoldrnim rozpoustédle budou vznikat obracené micely.
Hranice spontdnni agregace amfifilnich molekul je nazyvéana kritickd miceldrni koncentrace
(CMO), ktera je definovana jako nejvys§i mozna koncentrace amfifilnich molekul, pfi niz se
jeste vyskytuji jako monomery. Nad touto hranici dochdzi k spontdannimu shlukovani molekul
a vytvaii se dvojvrstvy nebo micely. Pii vysSich koncentracich lipidu dochéazi ke zméné typu
agregatli v roztoku. Tuto koncentraci nazyvame kriticka agregacni koncentrace (CAC) [11,
12].

il \\g/ ,f//

SNy

Obrdzek 5: a) struktura micely v nepoldrnim prostiedi, b) struktura micely v poldarnim prostredi

2.2.1.1 Packing parametr

Agregujici amfifilni molekuly tvoii rizné mikrostruktury, pficemz je kazda struktura
vytvorena pomoci vlastnosti konkrétnich amfifilnich molekul, jez ji tvori tak, aby byla
energeticky nejvyhodnéjsi. Packing parametr, ktery se v literatufe pouziva k vysvétleni nebo
predpovédi tohoto samovolného uspotradani amfifili v roztoku, je mozné vypocitat pomoci
rovnice (1):

Vv

P= ,
a-l,

ey

kde V je objem hydrofobni Casti, a je plocha polarni hlavy lipidu a /. je maximdlni délka
lipidového fetézce obsahujiciho n atomd. Vzorec je mozné, kromé Cistého lipidu, aplikovat
i na smés lipidt, pokud je bran v dvahu 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 tvoii flexibilni dvojvrstva a pii hodnoté kolem

jedné plandrni dvojvrstva [13]. Mozné tvary vyslednych struktur jsou uvedeny na Obrdzku 6.
Kulova micela
P<1/3

Valcova micela
13<P<172

v

Irverzni micela
P=1

Obrdzek 6: Tvary vzniklych struktur v zavislosti na hodnoté Packing parametru [13]

2.2.2 Druhy liposomu

Existuji Ctyfi zakladni strukturni typy liposomt (Obrdzek 7), které se piipravuji odliSnymi
metodami. Malé unilameldrni vezikuly (small unilamellar vesicels, SUV) jsou vezikuly, které
tvoii jedna lipidova dvojvrstva o priméru <50 nm. Jejich vysoké membranové napéti,
vzniklé znacnym zakfivenim membrany, je odliSuje od jinych liposomtd. U nejmens$ich
liposomu, které maji primér kolem 20 nm, je ve vnitini vrstvé polovi¢ni mnozstvi lipida 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 léciv pro organovou distribuci. Tyto liposomy jsou nestabilni, permeabilni pro
hydrofilni molekuly a ndchylné k fuzi nebo interakci s velkymi molekulami [15].

Dal$im typem jsou velké unilameldrni vezikuly (large unilamellar vesicels, LUV) tvorené
taktéz jednou lipidovou dvojvrstvou, ale jelikoz je jejich primér >50 nm, tak vykazuji nizké
membranové napéti a veétsi stabilitu. Maji potencial jako nosi¢e hydrofilnich 1é¢iv diky
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pomérné vysokému podilu obsahu vody, rovnéz mohou byt vyuzity jako model pfirozené
biologické membrany [15].

Velké multilameldrni vezikuly (multilamellar large vesicles, MLV) v sobé obsahuji
nékolik vrstev membran a dosahuji velikosti 100—1 000 nm. Diky siln&jsi vrstve lipidu lze pfi
jejich aplikaci jako nosic¢e 1éCiv docilit zpomaleného uvoliovani 1éCiva. Umozni to také
podani vyssich davek 1éciva a prodlouzeni terapeutického efektu. Tento typ liposomt vznika
jako vedlej$i produkt pfi pripraveé velkych unilameldrnich vezikul [15].

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

o= d SUV LUV

MLV
Obrdzek 7: Prehled zakladnich typii liposomit [14]

2.2.3 Aplikace liposomu

Liposomy nachazi uplatnéni ve farmaceutickém i kosmetickém pramyslu, ovSem jejich
celkovému rozsifeni brani vysoka cena vstupnich surovin a technologicka naro¢nost vyroby.
V kosmetickych a dermatologickych pfipravcich se vyuziva hlavné jejich schopnost
prostupovat i pies neporusenou kuzi a vnaset 1écivo do jejich hlubsich vrstev [15].

Ve farmacii se liposomy nejbéznéji pouzivaji jako nosice 1€Civ, jelikoZ diky vysokému
mnozstvi fosfolipidd umozni enkapsulovanému 1é¢ivu snadné&ji proniknout do nitra cilovych
bunék. Pfi celkovém podani umoziuji cilenou distribuci do postizené tkané, nebo jako
zasobnik 1éciva zprostfedkovavaji fizené uvoltiovani. V topickych piipravcich lze vyuzit
i samotné liposomy (bez enkapsulovaného léCiva) jako ochranny prostfedek na télesné
povrchy. Rovnéz jsou liposomy v biofarmacii a biofyzice velmi Casto 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 ocniho 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 t&la (klouby a svaly). Casto se piidava
do raznych kosmetickych produkti pecujicich o pokozku, jelikoz ma dobrou konzistenci,
schopnost hydratace a je pfivétiva 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 (Obrdzek 8). Tyto jednotky spojuji B-1,4 a B-
1,3 glykosidické vazby. Oba cukry maji podobné prostorové usporadani jako glukosa.
V molekule kyseliny hyaluronové lze dosdhnout 10 000 a vice opakujicich se disacharidu.
Tim padem jeji molekulova hmotnost dosahuje pfiblizn€ 4 milionti g/mol (kazdy disacharid
ma piiblizné€ 400 g/mol). Délka fetézce pak muze dosahovat az 10 um [17].

Prirozené se vyskytuje v extracelularnim matrixu bunék. V lidském téle ji lze ve forme
sodné soli nalézt vkuzi, oku a synovialni tekutiné. V téle je odbouravana enzymem
hyaluroniddzou a v misté zanétu reaktivnimi kyslikatymi meziprodukty [18].

OH OH
° o]
OH

0
NH |
o)\

n
Obrdzek 8: Strukturni vzorec kyseliny hyaluronové

2.3.2 Usporadani v roztoku

Ve fyziologickém roztoku je zakladni opora molekuly kyseliny hyaluronové posilnéna
kombinaci chemické struktury disacharidu s vnitfnimi vodikovymi vazbami a interakcemi
s rozpoustédlem. Axidlni atomy vodiku vytvori nepolarni (hydrofobni) cast, zatimco
ekvatorialni skupiny tvofi ¢ast polarni (hydrofilni). Diky témto vlastnostem pfipomina
struktura hyaluronanu v roztoku zkroucené pdsy (Obrdzek 9). Postranni skupiny karboxylu
a acetamidu lezi v tésné blizkosti u sebe na obou stranach glykosidické vazby. Pii tvorbé soli
se kazdy disacharid natoci tak, aby se na n€j mohl navazat co nejvétsi kation. Tato rotace je
pravdépodobné divodem hexagonalniho usporadani sousednich fetézct, jelikoZ je presné
120 °. Nékteré modely struktury kyseliny hyaluronové v roztoku naznacuji, ze levotociva
Sroubovice je pfiznivéjsi forma, protoze karboxylové a aminoacetalové skupiny jsou stocené
smérem od sebe, ¢imz je poskytnut vétsi prostor pro vazbu kationtu. U pravotoCivé
Sroubovice jsou tyto mezery menS$i [19]. Roztoky hyaluronanu projevuji velmi neobvyklé
reologické vlastnosti a jsou také velmi hydrofilni.
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Obrdzek 9: Struktura kyseliny hyaluronové ve vodném roztoku, kdy modrocervené vidakno predstavuje
dvakrat stocenou Sroubovici se st¥idajici se hydrofilni (modrou) a hydrofobni (Cervenou) zomou [20]

2.3.3 Biokompatibilita

Hyaluronan je télu vlastni a proto patii mezi biokompatibilni a biodegradovatelné latky. Jeho
biologickd funkce v organizmu se odviji od jeho molekulové hmotnosti. Nizkomolekuldrni
hyaluronan (0,4-200 kDa) je regula¢ni molekulou, kterd zabezpecuje biologickou aktivitu
a vysokomolekuldrni hyaluronan se podili na organizaci tkdni alubrikacnich aktivitach.
Jelikoz je kyselina hyaluronova jednou z hlavnich slozek extracelularniho matrixu bunék, tak
ji 1ze najit v epitelovych, pojivovych a nervovych tkédnich [21].

2.3.4 Vyuziti v mediciné

Kyselina hyaluronova mé diky svym unikatnim vlastnostem (napf. biodegradovatelnosti
a biokompatibilité) v 1ékatstvi Siroké vyuziti. Klasifikace zakladnich oblasti klinické aplikace
hyaluronanu a jeho derivati podle Balazse [21]:
1. Operace — chrani citlivé tkdné a poskytuje prostor béhem chirurgickych manipulaci
a ocnich operaci
2. Augmentace — vyplnéni mezer v tkanich (ktize, svaly nebo tkanich hltanu)
3. Separace — oddéleni povrchli poskozenych chirurgickymi postupy nebo zranénimi od
pojivové tkan€, aby se zabranilo nadmeérné torbé jizev
4. Suplementace — nahrazeni nebo doplnéni tkafiovych tekutin, jako je napiiklad vyména
synovialni tekutiny, ke zmirnéni bolesti
5. Ochrana — chranéni zdravych, zranénych nebo poranénych (od sucha nebo Skodlivymi
latkami) povrcht tkani a podpora jejich hojeni
Jakozto pfirozena soucast oka je kyselina hyaluronova klicovou podpirnou
makromolekulou v oftalmologii, kde se vzhledem ke své viskoelasticité pouziva v radé
operaci oka. Nejvice je vyuzivana jako nahrazka nebo pro doplnéni tekutiny sklivce, ktera
byla ztracena napf. pii operacich Sedého zakalu nebo implantaci CoCky. Dalsi oblasti vyuziti
hyaluronanu je kontaktologie, kde je pouzivan jako lubrikac¢ni latka ocnich kapek a roztoka.
Diky svym vlastnostem doda kontaktnim co¢kam potfebné zvlheni a pfitom nijak nedrazdi
nebo neposkozuje oko [21, 23]. V neposledni fad€é se vyuziva pfi lokalni 1é¢beé syndromu
suchého oka, kdy se pfidava do umélych slz [22].
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Hyaluronan naléza také Siroké uplatnéni v ortopedii a revmatologii napf. pii 1écbe kloubt
postizenych artritidou. Zdravy kloub umoziiuje volny pohyb bez jakékoliv bolesti, pokud je
ovSem kloub postiZzeny artritidou, je ztuhly a pohyb se stava bolestivym. VétSina artritickych
onemocnéni (osteoartritida, revmatoidni artritida) je chronickych. Pfi téchto onemocnénich
dochdzi k poklesu koncentrace hyaluronanu v synovialni tekutiné zhruba na polovinu az
tfetinu. Také dochazi k depolymeraci, ¢imz se snizi molekulova hmotnost hyaluronanu a tim
se zhorsi 1 jeho viskoelastické vlastnosti. Intraartikuldrni aplikace hyaluronanu, kterd se
pouZziva pii 1écbé téchto onemocnéni, obnovuje reologické vlastnosti synovidlni tekutiny.
Bylo zjisténo, ze intraartikularni aplikace hyaluronanu vede ke stimulaci biosyntetickych
pochodi bunky a muZze vyvolat syntézu dalSiho potiebného hyaluronanu synovialnimi
bunkami, dale podpofi proliferaci chondrocyti nebo zabrani degeneraci chrupavky. Déle se
prokazalo i protizanétlivé ptisobeni a analgeticky ucinek hyaluronanu, ktery si buriky vytvari
samy [24-26].

V poslednich letech se stala velmi zajimavym a diskutovanym tématem moZnost vyuZiti
hyaluronanu jako mozného prostfedku cilené distribuce 1é€iv proti rakovin€. V soucasné dobé
je velmi cCasto k 1é€bé nadorovych onemocnéni pouzivdna chemoterapie, kdy je k dispozici
velké mnozstvi 1éka, které lze rozli§it nekolika mechanizmy Gcinku. Bézna
chemoterapeuticka 1é¢iva vSak postradaji receptory zprostiedkovavajici specifitu, zastavuji
rast proliferujicich nadorovych bunék, ale soucasné€ pusobi i na rychle se mnozici zdravé
bunky. Navic je fada cytostatik toxicka a jsou spojeny s mnozstvim nezadoucich ucinka. Tyto
problémy zabranuji plnému vyuziti jejich 1écebného potencialu. Proto byla vyvinuta snaha o
vytvoreni takového nosi¢ového systému, ktery by snizil toxicitu 1é€iva a umoznil jeho cilenou
distribuci pouze do nadorovych bunék. Bylo zjisténo, ze receptory hyaluronanu CD44,
RHAMM, ICAM-1 a LYVE-1 se ve vét§im mnozstvi vazou na povrch nadorovych bunék,
¢imz by S§lo docilit selektivniho transportu 1é¢iva k nddoru a také snizuji systémovou toxicitu
[27].

Pripravky zesitovaného hyaluronanu nasly uplatnéni pii hojeni akutnich ran a popalenin na
kGzi, kdy je na postizené misto aplikovan obvaz s hyaluronanem. Vysoka hydrofilita
hyaluronanu zptsobi odsavani tekutiny z rany, ale i pfitahovani vody spolec¢né€ s vyZivovymi
arustovymi latkami z ostatnich tkdni. 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 dob¢ Castou prisadou do kréma proti starnuti
pleti [21, 28]. Déle se také testuje mozné pouZiti kyseliny hyaluronové v plastické chirurgii,
kde by mohla nahradit silikonové implantity. Bylo prokdzino, 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 dochéazi vlivem absorpce zafeni o vhodné vinové délce
k excitaci a nasledné de-excitaci molekuly, kterd je spojena s emisi zafeni v ultrafialové nebo
viditelné oblasti.

Prirozené se molekuly vyskytuji v zdkladnim energetickém stavu, ktery je velmi stabilni,
jelikoz jsou jejich elektrony lokalizované na hladiné Sy s nejniZs$i moznou energii. Po pohlceni
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kvanta svétla je elektronim dodana energie, coz vede k pfechodu do excitovaného stavu.
Existuji dva typy excitovanych stavi, stav singletovy (Sx) a stav tripletovy (Tx), ke kazdému
z téchto stavu prislusi vibracni hladiny. Z davodu nestability excitovaného stavu se elektrony
snazi nové nabité energie zbavit, aby dosahly opét stabilniho zékladniho stavu. Nadbytecna
energie elektront mize byt odbouravana bud’ zafivou deaktivaci, nebo nezativymi prechody.
Vsechny jednotlivé prechody znazortiuje Jabtonskiho diagram (Obrdzek 10)

Odbourani energie elektronti zatfivou deaktivaci je mozné dvéma zpusoby — fluorescenci
a fosforescenci. Fluorescence je prechod ze singletového stavu do stavu Sy, tento prechod trva
piiblizné 10° az 10 s. Pii fosforescenci elektron prechazi z tripletového stavu do stavu So.
U tohoto jevu dochazi ke zmén& spinu, a proto trvd déle 10*-107 s.

K nezafivym prechodim se fadi vibracni relaxace, kdy je energie z excitovaného stavu
pfevedena na vibracni energii, ktera je poté rozptylena ve forme tepla, vnitini konverze, kdy
elektron prejde mezi stavy se stejnou spinovou multiplicitou, a mezisystémovy prechod, pfi
kterém elektron pfejde mezi elektronovymi stavy s odliSnou multiplicitou (zakdzany
prechod). U nezafivych prechodl se na rozdil od zafivych procesti celkova energie systému

nemeni.
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Obrdzek 10: Jablonskiho diagram - schematické zndzornéni elektronovych energetickych hladin
v molekule a jednotlivych prechodii mezi nimi

2.4.1 Fluorescence

Fluorescence se fidi n¢kolika hlavnimi pravidly a zakony:

1. Stokestv zakon — vinova délka emise pii luminiscenci je vétsi nebo rovna vinové délce
excitatniho svétla, z cehoz wvyplyva, ze emisni spektrum fluoroforu je oproti
absorpcnimu posunuto k delSim vinovym délkam. Je to zpisobeno ztratou energie pfi
prechodech z vyS§sich vibracnich hladin do nizsich pfi vibra¢ni relaxaci.
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2. Kashovo pravidlo — pfed emisi fluorescenéniho kvanta dochazi vétsinou k relaxaci
vibraCni energie a vnitini konverzi, coz zpusobi, ze ke fluorescencnimu piechodu dojde
z nejnizsi vibracni hladiny prvniho excitovaného stavu.

3. Vavilovo pravidlo — kvantovy vytézek a doba trvani excitovaného stavu sloZitych
molekul v roztoku nezéavisi na vinové délce budiciho zafeni. Z toho vyplyvd, Ze emisni
spektra jsou nezdvisld na vlnové délce excitace

2.4.2 Instrumentace

Fluorescen¢ni spektrometr, ktery méfi intenzitu emitovaného svétla, se sklada z nékolika
hlavnich casti — zdroje svétla, excitatniho monochromatoru, meéfici cely, emisniho
monochromdtoru a detektoru [30]. Jako zdroje svétla se nejCastéji pouzivaji vybojky
(xenonova nebo rtutova) sdutou katodou. Budici svétlo prochazi excitaénim
monochromdtorem, kde se vybere urcita vinova délka, a poté dopadd na vzorek (kyveta
s roztokem). Pro viditelnou oblast se pouzivaji sklenéné kyvety, pro ultrafialovou se vyuZzivaji
kyvety kiemenné. Cast emitovaného svétla prochdzi emisnim monochromdtorem, kde se
vybere urcita vinova délka, kterda dopada na detektor [31]. Aby nedochdzelo k ovlivnéni
intenzity emisniho monochromatoru zdrojem svétla, je uspotfadani fluorimetru pravouhlé.
U meéfeni emisnich fluorescencnich spekter je excitatni monochromator nastaven na pevnou
vlnovou délku budiciho zafeni. Kdyz se méfi excitacni spektra, je na pevnou vilnovou délku
nastaven emisni monochromdtor. Mnozstvi svétla dopadajiciho na detektor ovliviiyje Sirka
Stérbin monochromatoru, kterd je nastavitelna. Fluorescencni spektrometr musi byt propojen
s pocitatem, ktery ma nainstalovany vhodny program pro vyhodnocovani jednotlivych
spekter (emisniho i excita¢niho).

Excitaéni

monochromator

Svételny zdroj

X

Kyveta se zkoumanym
roztokem

f\:"'\
Wl II.I Lh .
— - I I|
P

W .
Detektor monochromator

Obrdzek 11: Schéma fluorescencniho spektrometru
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2.4.3 Fluorescencni sondy

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

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 navdzi na zkoumanou latku. L.ze s nimi oznacit
ur¢itou molekulu, coz umozni jeji nasledné zobrazeni (lokaci v butice, sledovani urcitych
vlastnosti). Fotofyzikdlni chovani fyzikaln€ vazanych nevlastnich fluorofora je zavislé na
prostredi, ve kterém se vyskytuji (pH, polarita, iontova sila, teplota, tlak,...). Vybér vhodné
sondy je kliCovou soucasti experimentu [32].

2.4.3.1 Pyren

Pyren se tfadi mezi polycyklické aromatické uhlovodiky. Diky jeho citlivosti na polaritu patii
pyren v dnesni dob& mezi jednu z nejvice vyuZzivanych sond pro studium hydrofobnich oblasti

(Obrdzek 12).
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Obrdzek 12: Emisni spektra pyrenu v poldrnim a nepolarnim prostiedi

Pfi vyhodnocovani se vyuZzivaji hodnoty emisniho (EmPI) a excita¢niho (ExPI) polaritniho
indexu pyrenu. Emisni spektrum tvofi 5 maxim, kterd pfislusi jednotlivym vibra¢nim
prechodiim. Nejdilezitéjsi jsou hodnoty intenzity prvniho (I) a tfetiho vibrac¢niho pasu (III).
Priblizn€ u vlnové délky 373 nm se nachdzi prvni vibracni pas, jednd se o vibraéni zarivy
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ptechod 0-0. Tteti vibracni pas, ktery odpovida prechodu 0-2, se nachazi kolem vinové délky
383 nm. Podélenim hodnot té€chto dvou past se vypocita emisni polaritni index (EmPI)
60[33]. Tento index uddva informace o polarit€¢ prostfedi. V polarnim prostredi je hodnota
indexu pfiblizn€ 1,7 a v nepolarnim prostredi je to okolo hodnoty 0,5.
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Obrdzek 13: Znazornéni pdsu excimeru v emisnim spektru pyrenu

Ddle se zaznamendva intenzita fluorescence pfi 470 nm, kterd odpovida typickému
maximu pro excimer (dimer excitované molekuly a molekuly v zdkladnim stavu). Vznik
epimeru muzeme pozorovat v roztoku tenzidu po dosazeni CMC (Obrdzek 13). Tehdy je
hodnota intenzity fluorescence pdsu excimeru nejvyssi. Maximum excimeru ndsleduje po
prekroCeni CMC a poté tato hodnota klesa, jelikoz se snizuje pravdépodobnost jeho vzniku
(dochéazi ke vzniku vice micel a pyren je mezi né rovnomérné rozdélen) [33].

Excitacni polaritni index (ExPI) se ziskd zexcitatniho spektra pomérem namétené
intenzity fluorescence pfi vinovych délkach 333 nm a 338 nm. Hodnota ExPI je opét vyssi pro
polarni prostfeni nez pro prostfedi nepolarni.

2.43.2 DPH

1,6-difenylhexa-1,3,5-trien (Obrdzek 14) je vélcovitd molekula, kterd je jednou
z nejpouzivangjSich anizotropnich sond. Jeho podélnd osa je rovnob&zna semisnim
a absorpénim transmisnim momentem, takze je polarizace fluorescence velmi citliva ke
zmeéné orientace podélné osy. Se zvySujici se naméfenou anizotropii fluorescence DPH roste
usporadanost prostredi a klesa jeho fluidita. Tato sonda se vyuziva ke znaCeni membran, je
nepolarni a hydrofobni, takze ve vodé prakticky nefluoreskuje [34].
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Obrdzek 14: Struktura molekuly DPH

2.5 Anizotropie fluorescence

Meéfeni ustalené (steady-state) a Casove rozliSené (time-resolved) anizotropie fluorescence se
vyuzivd ke stanoveni chemickych a fyzikdlnich vlastnosti molekuly, jako je naptiklad
informace o molekularni orientaci nebo pohyblivosti a procesech, které je moduluji (napf.
fluidita membrén, interakce lipid-receptor, proteolyza, interakce protein-DNA, kontrakce
svall, aktivita proteokinaz) [35].

Principem této metody je fotoselektivni excitace fluoroforu polarizovanym svétlem.
Pokud dojde k excitaci roztoku linearné polarizovanym zarenim, tak se pfednostné excituji
molekuly fluoroforu, které maji v roviné elektrického vektoru budiciho zafeni orientovany
vektor absorpcniho pfrechodového momentu. Shoda mezi elektrickym vektorem zafeni
a absorpénim pfechodovym momentem fluoroforu nemusi byt presna. Molekuly s nenulovym
prumétem absorpéniho momentu do sméru polarizace zafeni mohou téZz excitovat.
Pravdépodobnost absorpce fotonu je uméma cos’0, kde 0 je thel, kterd svird dipélovy
moment prechodu molekuly s rovinou polarizace excitujicitho zafeni. Tento princip se nazyva
fotoselekce (viz. Obrdzek 15) [35].

F 3

nedochézi k absorpci
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maximdlni absorpce

absorpce umérna hodnoté
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rovina polarizovaného svétla

Obrdzek 15: Fotoselekce

Molekuly fluoroforti jsou v homogennim roztoku orientovany nahodné, takze po ozafeni
vzorku polarizovanym svétlem dochazi k selektivni excitaci. Vznika castecné orientovana
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populace fluorofort s absorpénimi prechodovymi momenty orientovanymi podél elektrického
vektoru polarizovaného zareni [35].

Béhem doby zivota fluorescence vykonava molekula mnoho pohybt napf. rota¢ni vibrace,
Browntiv pohyb atd., které zplsobi, ze emitované zafeni neni ve shodé s absorbovanym.
Emitované zafeni je pootocené o urCity thel a nastava casteCna nebo Uplna depolarizace. Tato
zména je zavisla na rozsahu a rychlosti rotacni difize, velikosti a tvaru molekuly. Pokud je
molekula ve vysoce viskoznim prostredi, které zpomaluje jeji pohyb, tak je mira depolarizace
mald. V pfipadé, kdy je molekula ve fluidnim prostfedi, bude nastdvat dplnd depolarizace
a hodnota naméfené anizotropie se bude blizit k nule [35].

2.5.1 Polarizacni stupen

Polarizaci fluorescence Ize vyjadifit polarizacnim stupném podle rovnice:

_ I Wl 1 VH
P=7""7 > (2)
IVV + IVH
dle rovnic (4) a (2) existuje mezi polarizaénim stupném a anizotropii fluorescence prepocetni
vztah:
__2p
r=—.
35 (3)

2.5.2 Ustalena anizotropie

Ustalena anizotropie se meéfi pfi kontinudlni excitaci, jeji hodnotu lze vyjadfit pomoci
rovnice:
1 Vv -1 VH

F=—W VH
Iy +2-1y

“)
kdy Iyv, resp. Ivg udavaji hodnoty nameétené intenzity emise pii paralelni a kolmé orientaci
emisniho a excitacniho polarizatoru. Prvni index odpovida orientaci excita¢niho a druhy index
orientaci emisniho polarizatoru (vertikalné-vertikalné, vertikalné-horizontalné) [35].

2.5.3 Casové rozliSena anizotropie
Pro méfeni ¢asové rozliSené anizotropie se vyuziva pulzni excitace (délka pulzu je vétSinou
krat$i neZ doba dohasindni fluorescence vzorku) nebo fazové modulované budici zafeni.
Hodnotu ¢asové rozliSené anizotropie fluorescence lze vypocitat podle vztahu:
IVV (t)_ IVH (t)
r(l) = s
Loy (£)+2- 14, (2)
kde I(r) je totdlni intenzita Casové-rozliSené fluorescence. Intenzitu jednotlivych

(&)

polarizovanych slozek jako funkci €asu lze vypocitat pomoci rovnic:

Lo )= p 2] ©)
IVH(I):@[I_’.(I)]‘ (7
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Mezi Casové rozliSenou a ustalenou anizotropii existuje vztah:

o0

[r(e)- 1(e)ae

=T 8

[ 1(c)ae

0

2.5.4 Aditivni zakon anizotropie

Pro ustalenou i1 Casové rozliSenou anizotropii plati, ze celkova anizotropie smési je rovna
souctu individudlnich anizotropii jednotlivych slozek. Lze to vyjadrit pomoci vztahu:

r:Zfiri’ 9)

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-exponencialni vyhasinaci kfivku fluorescence,
tak 1ze hodnotu Casoveé rozlisené fluorescence vypocitat z rovnice:

Ity

. (0, (10)

i 1t)

kde t; je doba Zivota fluorescence [35].

2.5.5 Fundamentalni anizotropie

V ptipadé€, kdy dipolové momenty v zékladnim a excitovaném stavu nejsou rovnobezné, ale
sviraji thel B, vzroste piispévek Iyvy. Fundamentdlni anizotropie je teoretickd hodnota
anizotropie pifi nulovém pohybu fluoroforu. Naméfena hodnota anizotropie (limitni
anizotropie) je vzdy o néco mensi nez vypocitana teoretickd hodnota pro dany fluorofor. Pro
nehybnou molekulu plati vzorec:

2(3cos® f—-1
T =§£T] (11)

Pro f = 0° (soubézné prechodové momenty) nabyva ry maximalni hodnoty — ry = 0,4 a pro
B =90° (kolmé pfechodové momenty) minimalni hodnoty — ro = -0,2 [35].

2.5.6 Princip méreni €asové rozlisené anizotropie — TCSPC metoda

Metoda TCSPC (time correlated single photon counting) je zalozena na ¢asoveé korelovaném
sCitani fotonu. Zakladni princip spociva v tom, ze pravdépodobnost detekce jediného fotonu
v ¢ase t po excitatnim pulzu je umérna intenzit€¢ fluorescence v tom case. Po zaznamu
jednotlivych fotont je vytvoiena vyhasinaci kiivka intensity fluorescence [35].

Na Obrdzku 16 je znazornéno schéma zafizeni. Budicim zdrojem muze byt bud’ vybojka,
nebo laser. Excitacni pulz posila soucasné signal i elektronice prostiednictvim diskriminatoru
CFD (constant function discriminator), ktery zméfi Cas jeho ptichodu. Poté signal putuje do
prevodniku TAC (time-to-amplitude convertor), kde spusti rast napéti v zavislosti na Case.
Mezitim je vzorek excitovan a emituje fluorescenci. Pristroj je pomoci filtri ladén tak, aby
fotonasobi¢ detekoval pouze jeden foton pro kazdy excitacni puls. V diskrimindtoru CFD se
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urc¢i pfesny cas jejich dopadu. Z diskriminatoru jde signdl do prevodniku TAC, kde zastavi
rast napéti. Vystupni signal (vysledné napéti) je umérny Casovému zpozdéni mezi zaCatkem a
zastavenim pulzd. Napéti je pak v analogové-digitalnim prevodniku (ADC, analog-to-digital
convektor) prevedeno na Ciselnou hodnotu. Pievedené napéti je ulozeno jako jedna udalost
s casovou prodlevou. Je zieymé, ze ¢im vice udalosti, tim presn€jsi 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 potfeba minimalné 4 000 fotonu [35].
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Obrdzek 16: Schematické zndzornéni 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 korelacni spektroskopie (PCS), je neinvazivni technika, kterd se
vyuziva pro méfeni velikosti ¢astic v submikronové oblasti. Zakladem je méteni fluktuace
intenzity rozptyleného svétla z laserového zdroje. DLS méfi zménu intenzity rozptylené¢ho
svétla v zdvislosti na pohybu molekul (Browntv pohyb). Cim jsou &astice vétsi, tim pomalejsi
je Brownav pohyb. DLS se vyuziva pro presné stanoveni velikosti Castic v suspenzich,
charakterizaci emulzi, micel, liposomu a pigmentu.

2.6.1 Velikost Castic

Velikost ¢astice je definovdna Stokes-Einsteinovou rovnici:
kT

37D’ (12)

H

kde Dy je hydrodynamicky ekvivalentni primeér, k je Boltzmannova konstanta, T je absolutni
Kelvinova teplota, # je viskozita kapalného prostfedi a D je translacni diftizni koeficient [36].

Paprsky lasem

Nerozptylené svétlo

Deteldtor ) o =Y o Priimérna
=\ N\ intezita

Obrdzek 17: Princip méreni velikosti [37]

2.6.1.1 Instrumentace

Zdrojem svétla, které osvétluje Castice vzorku uvnitt cely, je laser. Vétsina laserovych
paprsku prochazi pres vzorek beze zmény, ov§em nékteré jsou rozptyleny Casticemi ve vzorku
(viz. Obrdzek 17). Pro méfeni intenzity rozptyleného svétla se pouziva detektor, ktery by
meélo byt mozné umistit do libovolné polohy, jelikoz Castice svétlo rozptyluji vSemi smeéry.
Nejcastejsi pozice umisténi detektoru jsou 173° nebo 90°, zalezi na modelu pfistroje [37].

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

Signdl jde z detektoru do kolektoru, ktery digitalné zpracuje signal. Srovna intenzity
rozptylu v po sobé jdoucich Casovych intervalech, tim se odvodi rychlost zmény intenzity
rozptyleného svétla. Tato data jsou poté zpracovana specidlnim softwarem ZetaSizeru, ktery

26



z nich odvodi informaci o velikosti &astic. Velikost ¢astic je ziskana pomoci korelacni funkce

za pouziti nékolika algoritmu [37].

Distribuce velikosti ¢astic lze vyjadfit jako zavislost relativni intenzity rozptyleného svétla
Casticemi na velikosti ¢astic. Za pouziti optickych parametri 1ze vypocitat objemovou Ci

pocetni distribuci velikosti ¢astic [37].

Laser

Zeslabovac
Detelctor

Detektor
\v4
7N B

Cela

Obrdzek 18: Schéma zafizeni pro méreni velikosti castic pomoci metody DLS [37]

Korelator
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

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

Pomoci diferencni skenovaci kalorimetrie byl zkoumén efekt DOTAP na teplotu fazového
pfechodu DPPC. Pii nizkych koncentracich DOTAP ve smési byl vliv na teplotu fazového
pfechodu minimalni, ov§em s narustajici koncentraci DOTAP byl zaznamenan pokles teploty
fazového prechodu. U cistého DPPC existuji dvé faze (gelova a faze tekutych krystala) blizko
sebe (d€li je velmi maly rozsah teplot). Jak nartsta koncentrace DOTAP, tak narusta i teplotni
rozmezi, ve kterém muZze koexistovat gelova a krystalinicka faze. Pfi obsahu nad 20 mol.%
DOTAP ve smési tvori smes pouze homogenni fazi kapalnych krystala [38].

Zmeéna fluidity membrany byla méfena pomoci anizotropie fluorescence za pouziti sondy
DPH. Bylo zjisténo, ze DOTAP zpusobuje veétsi fluiditu membrany pravdépodobné diky
nenasycenym uhlovodikovym fetézcim mastnych kyselin. Dale bylo zjisténo, ze pfi
ekvimolarnim mnozstvi DOTAP a DPPC smés existuje ve fazi tekutych krystald a i pfi
zvySenych teplotach je schopnad si udrzet svou strukturdlni integritu [38].

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

Regelin a kol. zkoumali biofyzikalni parametry a transfekéni vlastnosti DOTAP a jeho
analogi sjednim kladnym nabojem a riznymi uhlovodikovymi fetézci. Byla zméfena
stabilita, velikost a membranova fluidita liposomu a lipoplext. Analogy DOTAP byly pouzity
bud samotné nebo v kombinaci spomocnym lipidem DOPE nebo cholesterolem.
Predpokladalo se, Zze stabilni liposomy vytvori stabilni lipoplexy. Pridavek DOPE
a cholesterolu by mél zlepSovat stabilitu [39].

Bylo zjisténo, ze kromé DOTAP zadny ze studovanych analogti netvoii pfi pokojové
teploté stabilni liposomy, béhem nékolika minut dochazelo k vysrazeni lipidickych agregatt.
Pokud vSak byly liposomy pfipraveny nad teplotou fazového prechodu piislu§ného analogu
DOTAP (tyto teploty byly vét§i nez bézna pokojova teplota) nebyla pozorovana Zadna
agregace. Nasledné snizeni teploty liposomovych disperzi vedlo opét ktvorbé
makroskopickych lipidovych agregati. Po zaClenéni pomocného lipidu se stabilita agregat
zvysila. Nizka teplota fazového prechodu DOTAP (5 °C) je zpusobena jeho nenasycenym
uhlovodikovym fetézcem mastnych kyselin [39].

Liposomy, které se skladaly z rozdilnych lipidi, mély obecné primér mensi nez 100 nm.
Velikost liposomu tvorenych Cisté kationickymi lipidy bez pomocnych lipidi se pohybovala
vrozmezi 23-58 nm. V piitomnosti DOPE byla velikost ¢astic zhruba 20-160 nm
a v ptfitomnosti cholesterolu pfiblizné¢ 59-95 nm. Nebyla zjiSt€éna zadna zavislost mezi
velikosti Castic a délkou uhlovodikovych fetézcu [39].

Anizotropie fluorescence byla v pfipadé DOTAP sledovana v rozsahu teplot 20-50 °C.
Byla naméfena pomérné€ nizka hodnota anizotropie, kterd se s narustajici teplotou témér
nemenila. Po pfidani pomocného lipidu DOPE a cholesterolu nenastala, na rozdil od ostatnich
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lipid, téméf zadna zmeéna v hodnotich anizotropie. Samotny DOTAP a smési DOTAP
s pomocnymi lipidy vykazovaly nejmensi hodnoty anizotropie ze vSech zkoumanych systému
[39].

Jednim z divodi nestability liposomii muzou byt kladné€ nabité polarni hlavy lipidu.
Stabilita maze byt vysvétlovana jako preference lamelarni faze pred hexagondlni, jenomze
s poklesem velikosti polarnich hlav je upfednostiiovana prave faze hexagondlni, coz by mohlo
byt divodem nestability. Divodem muze byt formace uzkych iontovych pari mezi
kationickymi polarnimi hlavami a protianionty pfi a pod teplotou fazového prechodu.
Elektrostatické repulze mezi poldnimi hlavami mohou byt redukovany, coz zpiisobi zmenseni
velikosti polarnich hlav a tim pfechod do hexagonalni faze (viz. Obrdzek 19) [39].

protianionty (slaby charakter, methylsulfaty)
netvoii tésne uspotadani s kationickymi
polarnimi hlavami lipidu

keationicka trimethylamoniova

skupiny (slaby charakter) =) elektrostatické repulze (zvySui
' = _—— efelctivni velikost kationickych
“?_:\Hz__\ ¥ polarnich hlav)
D@0~
{ 1 l lamelarni struktura

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

“?-."4\ {:{1\% snizeni efelctivii velikcosti polarni hlavy

Obrdzek 19: Model zndzornujici interakce mezi analogy DOTAP a lipidovou dvojvrstvou [39]

Bordi a kol. se zamé&fili na Casovy vyvoj agregacniho chovani komplexu kationickych
lipida s polyelektrolytem pomoci dynamického rozptylu svétla. Byl pouzit ¢isty DOTAP a
smeés DOTAP s DPPC v roztoku polyakryldtové sodné soli. V Sirokém rozmezi koncentraci
byla zkoumédna velikost a distribuce velikosti [40].

Bylo zjisténo, ze smési lipidi DOTAP/DPPC jsou si podobné. Primér Castic se pohyboval
okolo 80 nm, tato hodnota byla konstantni 1 po nékolika tydnech. Dale bylo zjisténo, ze Cisty
DOTAP a smés DOTAP/DPPC v pritomnosti polyelektrolytu (polyakrolatova sodna sul) tvori
dva druhy agregath, jejichz zména velikosti s Casem je ovlivnéna pomérem naboju
a molekulovou hmotnosti polyelektrolytu. Mensi agregaty mély pramér kolem 100-500 nm
a veétsi agregaty 1-5 um [40].

V dalsi publikaci se Cinelli a kol. vénovali u¢inku kationického DOTAP na termotropni
chovani a organizaci struktury vodného roztoku DPPC. Bylo zisténo, ze inkorporace
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rostouciho mnozstvi DOTAP postupné snizuje teplotu fazového prechodu z gelové faze na
fazi tekutych krystalt [41].

Poté byl zkouman vliv zmény teploty fazového prechodu na velikost ¢astic. Ve smisenych
systtmech DOTAP/DPPC je snizeni teploty fazového prechodu doprovazeno snizenim
prumémé velikosti cCastic vznikajicich v roztoku. Tato studie potvrzuje, Ze vloZeni
kationovych lipidd mezi lipidy zwitterionické fosfatidylcholinové dvojvrstvy usnadiuje
tvorbu stabilnich a relativn€ malych unilamelarnich vezikul [41].
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Obrdzek 20: Kalorimetrické skeny vodnych suspenzi smési DOTAP/DPPC o koncentraci 5 mg/ml [41]

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

Bylo zjisténo, ze cholesterol zlepsuje stabilitu a smés s nim tvofi organizovangjsi strukturu.
Déle byl ovéfen predpoklad, ze smés lipid/cholesterol v poméru 70/30 dosahuje nejvyssi
stability a flexibility, coZ zaruci kontrolovatelné a reprodukovatelné uvolnéni 1é¢iva s riznymi
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi a farmaceutickymi aplikacemi [42].

Gomez Gaete a kol. charakterizovali morfologii, strukturu a supramolekularni usporadani
mikrocastic, které vznikly rozprasenim a usuSenim smeési DPPC a hyaluronanu. Pomoci
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rastrovaci elektronové mikroskopie (SEM) bylo zji§téno, ze mikrocastice DPPC jsou malé
a siln€ agregovang, fosfolipidy byly organizované v lamelarni struktufe. Podrobnéjsi studium
struktury ukazalo, ze tetézce jsou tuhé, plné roztazené, naklonéné a orientované podle
hexagonélni miizky uvnitt roviny dvojvrstvy. Casem se DPPC uvnitt dvojvrstvy reorganizuje
do kosoctvercové struktury. Tato kombinace agregace a nestabilni supramolekuldrni
organizace lipidové matrice je nepfizniva pro zapouzdieni l1éCiva, jelikoz schopnost uvolnéni
1éCiva je silné zavisla na agregaci a organizaci Castic [43].

Bylo zjisténo, ze ptidavek HyA siln€ ovliviiuje morfologii a hustotu mikrocastic DPPC, ale
neméni supramolekularni organizaci fosfolipidd. Cim je HyA koncertovangjsi, tim jsou
Castice vetsi a méné agregované a dochéazi 1 ke zméne€ morfologie (z hustych kulicek do
dutych skofepin). Naproti tomu supramolekuldrni organizace zlstava nezavisla na koncentraci
HyA, DPPC zustava v lamelarni fazi a HyA je vétSinou vlozena mezi polarni hlavy DPPC.
Dale bylo zjisténo, ze po piidani HyA se struktura DPPC cCasem neméni, HyA brani
preskupeni fosfolipidi do kosoétvercové struktury. Tyto vysledky naznacuji, ze piidavek
HyA zlepSuje stabilitu a fyzikalni vlastnosti Castic [43].

Dalsi publikace Gomez Gaete a kol. pojedndvala o supramolekuldrni organizaci
mikrocastic zapouzdiujicich dexamethason (DXM), které byly pfipraveny suSenim rozprasené
smési DPPC a hyaluronanu. Bylo studovdno supramolekularni upofadani mikrocastic
a ucinek excipientu na kinetiku uvolilovani 1é¢iva. Bez hyaluronanu doslo po pfidani DXM
k silné agregaci Castic, kterd neni pro aplikaci pfizniva. V pfitomnosti HyA (5 %-20 %) se
agregacni ucinky DXM prakticky potlaci a vznikaji spiSe monodisperzni a dobie oddelené
mikrocastice [44].

Interakce mezi léCivem a excipienty byla studovana pomoci diferencialni skenovaci
kalorimetrie (DSC) a rentgenové difrakce. DSC ukazalo, ze pouze mala cast DXM interaguje
s DPPC, zatimco rentgenova difrakce tuto interakci nezaznamenala. Tato interakce se liSi
v zavislosti na ptitomnosti HyA. V pfipadé roztoku obsahujiciho pouze lipid DPPC muze byt
DXM castecné zaclenén do dvojvrstev, zatimco u smeési DPPC/HyA se DXM na dvojvstvach
pouze adsorbuje. Studie in vitro uvoliiovani ukéazala, ze HyA nemeéni kinetiku uvolfiovani
hydrofobniho 1éCiva. Ve vSech ptipadech bylo béhem prvni hodiny zaznamenano uvolnéni
DXM [44].

Gasperini a kol. se zabyvali vztahem mezi nizkomolekuldrni kyselinou hyaluronovou
(16 kDa) a kationtovymi liposomy slozenymi z EPC, DOPE a DOTAP. U komplexua
kationovych liposomi a HyA byla urCena struktura, primérna velikost, zeta potencial
a morfologie. Bylo zjisténo, ze sousedni kationové liposomy se bud’ Caste¢né ,,potdhnou‘
nizkomolekularni HyA nebo zcela disperguji, ale nikdy netvoii multilamelarni strukturu.
Vysoké koncentrace HyA (vice neZz 20 hmot.%) se ukazaly jako ucinné pro potahovani
extrudovanych liposomu, coz vede ke vzniku komplext castic s velikosti v rozsahu
nanometri a zapornym zeta potencialem [45].

31



4 EXPERIMENTALNI CAST

Pro experimentalni Cast byly vybrany lipidy DOTAP a DPPC. Pro méfeni kritickych
agregacnich koncentraci (CAC) byly pouzity ¢isty DOTAP a smeési DOTAP/DPPC v poméru
50/50 a 25/75. CAC byly prométeny 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 nabity hyaluronan sodny.

fluorescence za pouZziti sondy DPH. Méfeni nejprve probéhlo u smési DOTAP/DPPC a poté
byl ke smésim piidan cholesterol. Byly proméfeny i velikosti smésnych liposomt pomoci
meéteni rozptylu svétla. Dale byly zméfeny také teploty fazového piechodu u vybranych
smési.

4.1 Chemikalie

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

i OH OH |
o
. 0 0
- 0 HO
OH NH
c:=<

L Jn

£

DPPC, 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin, CAS: 63-89-8, Avanti

Polar Lipids, > 99 %, SarZe: 160PC-315 o

Lipidy DOTAP, 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propan, CAS: 132172-61-3,
Avanti Polar Lipids, Sarze: 181TAP-158

supercista voda (upravena systémem PURELAB flex)
Rozpoustédla Chloroform, CAS: 67-66-3, Sigma-Aldrich, Sarze: PP/2008/05926/0
Aceton, CAS: 67-64-1, Lach-Ner, Sarze: PP/2013/03951
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pyren, CAS: 1299-00-0, Fluka, puriss. p. a. for fluorescence, SarZze: 430166/1

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

Sarze: 1054132

\\\\

Cholesterol, 5-Cholesten-3p-o0l, 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 Zdsobniroztoky DOTAP ajeho smési s DPPC

Zasobni roztoky DOTAP a smési DOTAP s DPPC byly piipraveny rozpusténim pfislusnych
mnozstvi lipidd v pozadovaném pomeéru v 0,5 ml chloroformu. Chloroform byl poté
v digestofi odpafen za snizeného tlaku. Vznikly lipidovy film byl hydratovan v pfislu§ném
objemu supercisté vody a za postupného zahfivani na teplotu pfiblizné 50 °C sonifikovén,
dokud nebyl ¢iry a bez viditelnych ¢astic (zhruba 4-5 hodin). Po sonifikaci a vychladnuti na
laboratorni teplotu byly zasobni roztoky ihned pouzity na pfipravu koncentracnich fad.

4.2.1.2 Zdsobniroztoky DOTAP a jeho smési s DPPC a cholesterolem

Zasobni roztoky DOTAP a jeho smési s DPPC a cholesterolu byly pfipraveny rozpusténim
ptislusnych mnozstvi lipid v pozadovaném poméru (cholesterol byl ve smési v mnozstvi
30 mol.%) ve 0,7 ml chloroformu, ktery byl poté v digestofi odpafen za sniZeného tlaku.
Vznikly lipidovy film byl hydratovan v pfislusném objemu supercisté vody a za postupného
zahfivani na teplotu pfiblizné 50 C sonifikovan, dokud nebyly roztoky &iré (roztoky byly
ponechany v ultrazvuku pfes noc). Po sonifikaci a vychladnuti na laboratorni teplotu byly
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zasobni roztoky ihned pouzity na pfipravu koncentracnich fad. Smési lipida s cholesterolem
byly pouzity na meéfeni anizotropie fluorescence, velikosti agregatli v roztoku a teploty
fazového prechodu.

4.2.2 Priprava zasobnich roztoku hyaluronanu

Zasobni roztoky hyaluronanu byly pfipraveny rozpusténim navazky HyA a jejim
rozmichdnim v malém mnoZstvi vody na magnetické michac¢ce. Po uplném rozpusténi HyA
byl roztok doplnén vodou na piesny objem, aby mél pozadovanou koncentraci (0,9 g/l).
Vsechny zasobni roztoky hyaluronanu byly skladovany v lednici pfti teploté 4 °C.

4.2.3 Priprava vzorku

4.2.3.1 Priprava koncentracnich Fad pro méreni kritické agregacni koncentrace

Byly pripraveny 3 shodné koncentracni fady obsahujici 18-22 vzorkd se vzrustajici
koncentraci lipidu. Do vialek bylo pipetovdno takové mnoZstvi zdsobniho roztoku pyrenu
v acetonu, aby vysledna koncentrace pyrenu ve vzorcich byla fadové 10° M. Aceton byl
nasledné v digestofi odpafen. Poté bylo do vialek pipetovano pfislu§né 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 pfipraveny obdobnym zptisobem, nejprve byl napipetovan
zdsobni roztok pyrenu (ve vysledné koncentraci 107° M), aceton byl nasledné v digestofi
odparen. Do vialek bylo poté pipetovano ptislusné mnozstvi daného zasobniho roztoku lipidu,
k némuz byl HyA pipetovan v riznych 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 ponechdny na tfepacce pii laboratorni teploté po dobu 17-24 hodin.

4.2.3.2 Priprava vzorku pro méfeni anizotropie

Byly pfipraveny 3 shodné vzorky obsahujici pfislusnou smés lipidii o koncentraci 1 mM. Do
vialek bylo pipetovdno takové mnoZstvi zdsobniho roztoku DPH v acetonu, aby vysledna
koncentrace DPH ve vzorcich byla fadové 107° M, vialky byly ponechdny v digestofi, aby se
aceton odparil. Poté bylo do vialek pipetovano piislusné 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.

4.2.3.3 Priprava vzorku pro méieni velikosti liposonui

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

4.2.3.4 Priprava vzorku pro méieni teploty fazového prechodu 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 Meéreni kritické agregacni koncentrace

Pomoci pfistroje Aminco Bowman Series 2 byly proméfeny emisni a excitaCni spektra.
Monochromdtory byly pro emisni sken nastaveny s excitacni vinovou délkou 335 nm
a Stérbinou 4 nm, pro excita¢ni sken s emisni vinovou délkou 392 nm a Stérbinou téz 4 nm.
Citlivost detektoru pfistroje byla nastavena na 700 V. Emisni sken byl méfen v rozsahu 360—
510 nm a excitaéni v rozsahu 320-340 nm s rychlosti snimani 5 nm-s"'. Z emisniho skenu
byla zaznamendvana intenzita fluorescence prvniho (373 nm) a tfetiho (383 nm) vibraéniho
pasu aintenzita pasu excimeru (pii 470 nm). Emisni polaritni index (EmPI) byl ziskan
podélenim intenzit fluorescence prvniho a tfetiho pasu. Hodnoty Ex:Mo ziskany podélenim
intenzit fluorescence pasu excimeru a monomeru (prvni vibracni pas). Z excitacniho skenu
byl ziskan excita¢ni polaritni index (ExPI) podé€lenim intenzit fluorescence pii 333 nm
a 338 nm. M¢éfeni bylo provadéno vzdy tfikrat a nameéfena data byla zprimérovana.

Do grafu byly vyneseny hodnoty ExPI a EmPI na koncentraci lipidi v logaritmickém
meéfitku. Ziskané zavislosti mély charakter S-kfivky, a proto byly v programu Origin
proloZzeny Boltzmannovou zavislosti (viz. Rovnice (13), Obrdzek 21).

_ Al _Az
ExPI,EmPI —w‘l‘Az, (13)
l+e &

kde Ai/A; je y-ova soufadnice prvniho/druhého zlomu, x je nezavisle proménna, xo je hodnota
nezavisle proménné v inflexnim bodu a dx je gradient.

ExPI, EmPI

Koncentrace lipidu, x

Obrdzek 21: Znazornéni Boltzmannovy zavislosti
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4.2.4.2 Urceni anizotropie fluorescence DPH

Na méfeni Casové-rozliSené anizotropie fluorescence DPH byl pouzit pfistroj Fluorocube.
Vzorky lipidd byly v kfemenné kyveté excitovany nanoLED diodou s vinovou délkou
372 nm. Pro méfeni vyhasinacich kiivek fluorescence, které jsou potiebné pro vyhodnoceni
Casove rozliSené anizotropie fluorescence, byl emisni monochromdtor nastaven na 426 nm,
Coaxial delay 95 ns, TAC range 200 ns, RT preset O s, Peak preset O counts, Repetition Rate
1 MHz a Sync delay 115 ns.

U kazdého vzorku bylo také provedeno méfeni G-faktoru s nastavenim emisniho
monochromatoru odpovidajicimu fluorescenéni sond¢ DPH. Prompt (signdl lampy) byl
stanoven za pouziti roztoku Ludox (suspenze koloidnitho kfemiku) s emisnim
monochromdtorem nastavenym na vlnovou délku pouZzité diody (372 nm).

K analyze dat ziskanych méfenim Casové-rozliSené fluorescence byl pouZit program DAS6
Fluorescence Decay Analysis Software, piicemz byla pouzita metoda rekonvolu¢ni analyzy.
V programu DAS6 mulzou byt naméfena data prolozena 1-5 exponencidlni matematickou
funkct, jejiz zakladni rovnice je:

F (t) =A+ B, exp£;—t], (14)

kde A je fitovaci parametr, B; pfedstavuje pred-exponencidlni funkci, 7 reprezentuje €as a t; je
pfislusna doba zivota.

Nejprve je nutné analyzovat ,sumu“ naméfenych poklesti fluorescence pomoci funkce,
jejimz obecnym zdkladem je rovnice (14). Pro pokles fluorescence DPH se pouZivd dvou-
exponencidlni model (15):

I (t) = R(inf ) + B, exp[_—t] + B, exp[_—t]

7 Ty ) (15)

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

R(inf) udava rovnovaznou (infinitni) hodnotu anizotropie fluorescence, R(0) je hodnota
pocateCni anizotropie fluorescence, B; a B, predstavuji pred-exponencidlni funkce a 7; a 7
jsou prislusné rotacni kolmacni doby.

Poté je vypocitan G-faktor jako primérna hodnota fluorescence (16), aby se
minimalizovaly disledky odlisného pienosu polarizované slozky svétla monochromatory.

G= ij8 (16)
HH

Za pouziti vypocitané hodnoty G-faktoru byla vypocitana anizotropie fluorescence DPH

v daném roztoku smési lipidd pomoci rovnice (17):
)- Iy (2)

1, (t)_G[VH (t) Iy (f I (t)-IVH (t)
r(t)= 1, (@) 2G1,,(T) ) . .

Ivv(t)"'2 IHH(t)'IVH(t)
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4.2.4.3 Vypocet parametru uspordadani

Parametr uspotadani lipidu (S) a efektivni parametr usporadani lipidu (Serr) byly vypocitany
z hodnot anizotropie fluorescence DPH nésledovné:

S =[L] ,Seff{i] : (18)
T, 0,4

kde r je vypocitand hodnota anizotropie a ry je pocatecni hodnota anizotropie molekuly.

rrrrrr

hodnota ro rovna 0,4.

4.2.4.4 Meéreni velikosti agregatii

Velikost pfipravenych agregatii byla proméfena pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS)
na pfistroji ZetaSizer Nano ZS, kazdy vzorek byl promeéfen trikrat. Méfeni probihalo ve
sklenénych kyvetach pti konstantni teploté (25 °C). Byla nastavena doba ekvilibrace na 50 s,
jelikoz vzorky byly skladovany pfi laboratorni teploté. Poloha v kyvet€, pii které laser snimal
rozptyl Castic vzorkd, byla pro kazdy vzorek volena automaticky. Vysledkem byla zavislost
intenzity rozptyleného svétla na velikosti castic.

4.2.4.5 Meéreni teploty fazové piechodu

Teploty fazového prechodu byly studovany pomoci piistroje TAM III (thermal activity
monitor), kdy byly pfipravené roztoky lipidu nebo lipidové smési zvaZeny (vdhy jednotlivych
roztoki se pohybovaly v rozmezi 1,6—1,9 grami) a umistény do ampuli s tésnici krytem.
Vzorky byly kalibrovany do rovnovazného stavu pii teplote 15 °C po dobu 2 hodin. Rychlost
skenovani byla nastavena na 2 °C/h. Veskeré teplo, které vznikalo nebo bylo vzorkem
absorbovdno, se nepfetrzit¢ po dobu méfeni zaznamenavalo. Meéfeni 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 fad
roztokli vzorki se wvzrastajici koncentraci lipidi ve vodé. Byly studovany smési
DOTAP/DPPC v poméru 100/0, 50/50, 25/75. U smési byly vypocitany emisni 1 excitacni
polaritni indexy a byly sestaveny jejich zavislost na koncentraci smési lipidi. Dale byly také

vypocitany pomery Ex:Mo.
14
13 |
12 f
FE- L 25/75
= : Fit 25/75
10 | 50/50
: Fit 50/50
0.9 N 100/0
: Fit 100/0
08 L e e e
0,0001 0,001 0,01 0,1

Cpotapmpppc (MM)

Obrdzek 22: Znazorneéni zavislosti EmPI na koncentraci smési DOTAP a DPPC pri riiznych pomérech
lipidii ve smési

2,9
2,6 |
23 F
2,0 F
— - 25/75
217k
g B F Fit 25/75
1.4 F 50/50
F Fit 50/50
1.1 F
' 100/0
0,8 F Fit 100/0
0’5' . TR | L R | L R |
0,0001 0,001 0,01 0,1

Cporappppc (MM)

Obrdzek 23: Zndazornéni zavislosti ExPI na koncentraci smési DOTAP a DPPC pri riiznych pomérech
lipidii ve smési
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Na Obrdzku 22 jsou vyobrazeny zavislosti EmPI na koncentraci smési DOTAP a DPPC pii
raznych pomérech lipidi ve smési. Byly zaznamendny kompletni sigmoidni zavislosti, proto
byla data proloZena Boltzmannovou kiivkou a hodnoty CAC byly ziskany jako koncentrace
DOTAP nebo smeési lipidu v inflexnim bodu.

Zavislost ExPI pyrenu na koncentraci lipidu zndzornéna na Obrdzku 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

DOTAP/DPPC CAC [uM] — zivisiost ——

1. fada 30,89 18,85

2. tada 39,29 11,72

25/75 3. fada 42,69 24,78
prameér 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
prameér 26,10 19,85

odchylka 5,51 3,59

1. fada 25,65 23,29

2. tada 22,778 22,778

100/0 3. fada 24,87 21,99
prameér 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 smeési DOTAP/DPPC byl pfidan
hyaluronan ve 3 rtznych koncentracich (5, 15 a 30 mg/l). K ekvimolarni smési lipidi byl
pfidan hyaluronan pouze v koncentraci 15 mg/l.

5.2.1 Smési lipidu v pritomnosti hyaluronanu o koncentraci 15 mg/1

Na Obrdzku 24 je vyobrazena zavislost EmPI pyrenu na koncentraci lipidu ve smési po
pfidani HyA o koncentraci 15 mg/l. Bylo zjisténo, ze pfidavek HyA o této koncentraci
ovliviluje hodnotu CAC, coz potvrzuje interakci systému s HyA. Dale po piidani HyA
dochazelo, zejména u vyssich koncentraci, ke tvorbé srazenin, coz pravdépodobné zplsobilo
i vétsi odchylky, které jsou vyznacené v grafu pomoci chybovych usecek. Hodnoty CAC pro
jednotlivé smési jsou uvedeny v Tabulce 2.
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Obrdzek 24: Znazornéni zavislosti EmPI pyrenu na koncentraci smési DOTAP a DPPC pri poméru
lipidii ve smési 25/75 a s pridavkem 15 mg/l hyaluronanu

Tabulka 2: Hodnoty CAC pro smési DOTAP a DPPC pri riznych pomérech lipidii ve
smési, v pritomnosti hyaluronanu o koncentraci 15 mg/l

DOTAP/DPPC CAC [uM] — ZAvisjost e

1. fada 19,59 18,54

2. fada 25,13 17,13

25/75 3. fada 22,38 14,96
prumér 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
prumér 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
prameér 17,83 15,77

odchylka 0,52 1,14
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Obrdzek 25: Zdvislost ExPI a poméru Ex:Mo pyrenu na koncentraci smési lipidu DOTAP/DPPC
v poméru 25/75

—

Na Obrdzku 25 je znazornéna zavislost ExPI a poméru Ex:Mo na koncentraci smeési lipidu
DOTAP/DPPC v poméru 25/75. Pred pridanim HyA systém nevykazuje zadné vyrazné
zmény, pozorujeme jednoduchou sigmoidni zavislost, pouze jsou v oblasti nizZ§ich koncentraci
smési lipidu patrné vyssi odchylky. Po pfidani HyA dochazi k narGistu ExPI pyrenu a poklesu
poméru Ex:Mo v oblasti koncentraci 0,025-0,6 mM lipidu, pifi¢emz byla pozorovédna slaba
tvorba srazenin na sténach vialek, coZ maze naznaCovat dostatecnou koncentraci DOTAP pro
vytvoreni vét§iho mnozstvi kladnych naboja, které by mohly interagovat s fetézcem HyA.
Dale mohou tyto zmény naznaCovat vznik vice druhti agregatt, 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 neochotn€. Neochota interakce
DPPC s HyA je pravdépodobné zpiisobena rozlozenim naboju na povrchu liposomu, kde se
stfidaji kladn€ nabité skupiny obsahujici kvarterni amoniovy dusik s disociovanymi
fosfatovymi skupinami, jeZ nesou zaporny naboj.

Tabulka 3: Pomér koncentrace lipidu DOTAP a HyA, p¥i kterych bylo dosazZeno nejvyssi hodnoty
ExPI/EmPI pri jejich opétovném ndriistu

pomer lipidu

CHyA

CDOTAP+DPPC

DOTAP/DPPC | (me/l) (mM) cpotap (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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Obrdzek 26: Porovndni hodnot CAC pro jednotlivé smési bez i s pridavkem HyA

Z Obrdzku 24 je zieymé, ze pri ekvimolarnim pomeéru lipida je opétovny narist EmPI
pyrenu viditelny pii vysSich koncentracich, nez je tomu u cist¢tho DOTAP a jeho smési
s DPPC v poméru 25/75. OvSem jak zobrazuje Obrdzek 26, hodnota CAC pro ekvimolarni
smés zustala po pridani HyA stejna, prestoze byla vizualné potvrzena slabsi interakce smeési
lipidu s HyA (Obrdzek 27), jelikoz dochdzelo k fazové separaci, které byla vidét ve formé
srazenin na sténach vialky. Vznik sraZzenin byl doprovdzen i opétovnym nartistem EmPI
pyrenu ve smési a poklesem hodnot Ex:Mo.

U smési lipidi DOTAP/DPPC v poméru 25/75 zpusobil ptidavek HyA pokles CAC,
pravdépodobné diky dostatecné koncentraci lipidu DOTAP ve smési. Také u této smési
nastava opétovny nartist hodnot ExPI/EmPI u nejnizs§iho pomeéru lipidu DOTAP/HyA (viz.
Tabulka 3). U této smési mohlo dochazet ke vzniku vice druhli agregatl, jelikoz DPPC
s hyaluronanem interaguje neochotné. U lipidu DOTAP dochazi po pfidani HyA k poklesu
hodnot CAC.

 — ey W
Obrdzek 27: Vzorky se smési lipidii DOTAP/DPPC v poméru 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/1

Na Obrdzku 28 a Obrdzku 29 je vyobrazena zdvislost EmPI pyrenu na koncentraci smési
lipidu DOTAP/DPPC v poméru 25/75 a lipidu DOTAP po pifidani HyA o koncentraci 5 mg/1
a 30 mg/l. Z méteni vyplyva, ze ptfidavek HyA o téchto koncentracich ovliviiuje hodnotu
CAC jen v malé mife. Dale po pfidani HyA dochézelo, zejména u vysSich koncentraci lipidu
a HyA, 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$sim koncentracim smési lipidu. Stejné jako v piipadé smési s piidavkem
HyA o koncentraci 15 mg/l, i zde byly vyhodnoceny poméry DOTAP a HyA, pfi kterych bylo
pozorovano maximum EmPI v oblasti vysSich koncentraci lipida (Tabulka 5). Tento pomér
dosahoval vtomto piipadé hodnoty 2,8 (pfi koncentraci HyA 5 mg/l) a 2,3 (HyA
o koncentraci 30 mg/l). Zaroven tedy vidime, Ze se hodnoty tohoto pomeéru podobaji
(s vyjimkou smési DOTAP/DPPC 25/75 s HyA o koncentraci 15 mg/l).

1,45
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Obrdzek 28: Zndzornéni zavislosti EmPI pyrenu na koncentraci smési DOTAP a DPPC pii poméru
lipidu ve smési 25/75 a s pridavkem hyaluronanu o riiznych koncentracich
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Obrdzek 29: Znazornéni zavislosti EmPI pyrenu na koncentraci lipidu DOTAP s pridavkem
hyaluronanu o riznych koncentracich

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

5 Chya CAC zavislost Chya CAC zavislost
POMET | fmg/) | [uM] | EmPl | ExPl | [mgdl | [uM] | EmPI | ExPI
1. fada 47,08 29,68 1. fada 3541 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
pramér 45,55 30,47 prumér 33,46 24,69
20 odchylka 3,732 1,11 s 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
pramér 17,08 11,04 prumér 22,17 21,15
odchylka 2,17 1,28 odchylka 0,86 0,52
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Obrdzek 30: Zobrazeni ExPI pyrenu a poméru Ex:Mo v zavislosti na koncentraci smési DOTAP
a DPPC pri poméru lipidii ve smési 25/75 a v pritomnosti HyA o koncentraci 5 a 30 mg/l

Z Obrdzku 30 vyplyva, ze k nejvétsim zménam dochazi pii vysokych koncentracich lipida
s pridavkem HyA o koncentraci 30 mg/l, kde je také vidét opétovny nartst a pokles hodnot
ExPI pyrenu. Pokles hodnot ExPI je doprovazen zménami v hodnotach Ex:Mo a pomérné
velkymi chybovymi useCkami, které jsou pravdépodobné zpusobeny vznikem srazenin
v roztoku. Pti téchto koncentracich také doslo k vyrazné fazové separaci, ktera je vyfocena na
Obrdzku 31. Zajimavé je, Ze roztoKy, u kterych doslo k narastu ExPI pyrenu sice obsahuji
srazeniny, ale jsou Ciré. Zatimco dva posledni roztoky z koncentra¢ni fady kromé vzniku
srazeniny vykazuji také mirné zakaleni. Tento jev mize byt vysvétlen tim, Ze v oblasti naristu
ExPI se interakce s HyA a tvorby sraZeniny ucastni vS§echny liposomy, zatimco u poslednich
dvou roztokll se nachazi i neinteragujici liposomy.

P1i koncentraci 5 mg/l HyA v roztoku také doslo k narastu ExPI pyrenu a poklesu hodnot
Ex:Mo, ovSem u koncentrace smési lipidii o néco nizsi, nez tomu bylo v pfedchozim pfipad¢.
Také nebyla zaznamenana tak vyrazna tvorba srazenin, byla pouze vytvorena slabsi srazenina
ve tvaru obroucky po obvodu vialek a také byla pozorovana opalescence roztokd.

45



Obrazek 31: Smés lipidu DOTAP/DPPC v poméru 25/75 s pridavkem hyaluronanu 30 mg/l
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Obrdzek 32: Zobrazeni ExPI pyrenu v zdvislosti na koncentraci lipidu DOTAP i v pritomnosti HyA
o koncentraci 5 a 30 mg/l
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Obrdzek 33: Zobrazeni poméru Ex:Mo pyrenu v zdvislosti na koncentraci lipidu DOTAP a smési
lipidu s HyA o koncentraci 5 a 30 mg/l

Obrdzek 32 vykresluje zéavislost ExPI 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. Obrdzek 33) v oblasti koncentraci DOTAP
0,07-0,1 mM pfi koncentraci HyA 30 mg/l. Tento jev byl doprovdzen tvorbou sraZenin
v roztoku (viz. Obrdzek 35), které byly viditelné hlavné pfi rozvifeni roztoku a naznacuji, ze
v dané oblasti koncentrace DOTAP dochézi k interakci s hyaluronanem vedouci k fizové
separaci.

Pti koncentraci HyA 5 mg/l dochdzi k poklesu hodnot ExPI a poméru Ex:Mo v porovnani{
se samotnym roztokem DOTAP. V koncentra¢ni fade¢ je prvni pokles hodnoty ExPI patrny uz
pti koncentraci 0,01 mM DOTAP, ktery je potvrzen nariistem Ex:Mo. Tento narist poméru
Ex:Mo potvrzuje vznik hydrofobnich domén. Tento pokles byl nasledovan nartistem hodnot
ExPI a poklesu hodnot Ex:Mo, coz znaci, ze je lipid spotiebovavan na tvorbu stazenin.
Prestoze vysledky naznacuji, ze v roztocich k tvorbé srazeniny dochazi, ve vialkdch sraZenina
nebyla pozorovédna. Lze tedy predpokladat, ze nevznikly dostateCné provazané struktury
liposomt a HyA, aby doslo k tvorbé fazové separovaného systému. Dalsim divodem vykyvi

Vv,

hodnot EmPI i ExPI u vyS$Sich koncentracich lipidu by mohla byt nestabilita systému.

Tabulka 5: Pomer koncentrace lipidu DOTAP a HyA, pri kterych bylo dosazeno nejvyssi hodnoty
ExPI/EmPI pri jejich opétovném ndriistu

pomeér lipidu | cuya(mg/l) | ¢ (mM) | cporap (MM) cporap (mg/l) pomér 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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Obrdzek 34: Porovnani hodnot CAC pro jednotlivé smési lipidii DOTAP a DPPC i s pridavkem HyA

Na Obrdzku 34 jsou vidét zmény hodnot CAC ziskanych pomoci ExPI 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 dochézelo
k nejvysSimu opé€tovnému narastu hodnot ExPI/EmPI, jsou vypsany v Tabulce 5. Hodnoty
CAC ziskané z méfeni EmPI vykazuji stejny trend, jako hodnoty uvedené na Obrdzku 34.
U samotného lipidu DOTAP nedoslo pfi koncentraci HyA 5 mg/l témét k zadnym zménam
v hodnoté CAC, coz se vzhledem k nizké koncentraci HyA dalo ocekavat. U smési lipida
DOTAP/DPPC iusmési v pritomnosti HyA o koncentraci 5 mg/l je vidét poméme velka
odchylka. Z toho divodu nelze presné urCit miru ovlivnéni CAC smési lipidi hyaluronanem
o této koncentraci. Hodnota CAC se nejvice zménila pii koncentraci HyA 30 mg/l. U smési
lipida lze pozorovat jeji mirny narist. Smeés lipidu DOTAP a hyaluronanu vykazuje Gplné
odli$né chovéni, jelikoz byl zaznamenan pomérné velky pokles hodnoty CAC.

Obrdzek 35: Vzorky roztokit lipidu DOTAP s koncentraci hyaluronanu 30 mg/|
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5.3 Parametr usporadani lipidu a velikost ¢astic

Zmeény usporadani lipidové membrany jsou vyjadieny parametrem usporadani lipidu (S)
a efektivnim parametrem usporada lipidu (Se), které byly urCeny pomoci anizotropie
fluorescence DPH. Meéfeni anizotropie DPH bylo provadéno vzdy na 3 vzorcich lipidu
DOTAP nebo smési lipidi DOTA/DPPC o koncentraci 1 mM. Byly proméfeny smési lipidu
DOTAP/DPPC v poméru 25/75, 50/50 a 100/0, ke kterym byl poté pifidan cholesterol
(30 mol.%) a hyaluronan o koncentraci 15 mg/I1.

Predpokladem bylo, ze pfidavek cholesterolu ke smésim obsahujicim lipitd DOTAP ve
veétsim molarnim poméru bude zpusobovat narist anizotropie fluorescence DPH a tim
i parametru usporadani. Naopak u smési obsahujicich spiSe lipid DPPC by mél pridavek

smeési znacny vliv.

5.3.1 Ovlivnéni velikosti ¢astic a parametru usporadani DOTAP pridavkem
cholesterolu a hyaluronanu
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Obrdzek 36: Zména efektivniho parametru usporadani lipidu DOTAP o koncentraci 1 mM po pridani
cholesterolu a hyaluronanu

Na Obrdzku 36 je zobrazena zavislost efektivniho parametru uspofadani lipidu DOTAP
o koncentraci 1 mM s pfidavky cholesterolu a HyA. U samotného lipidu byly naméfeny nizké
hodnoty anizotropie DPH, coZ znamend, Ze sonda v lipidové dvojvrstvé témef neomezené
rotuje. Divodem muze byt pifitomnost dvojné vazby v fetézci mastnych kyselin DOTAP.
Dvojna vazba muze zpusobit ,zahnuti“ uhlovodikového fetézce, takze nevznika tolik
intramolekuldrnich vazeb mezi jednotlivymi fetézci jako v piipadé liposoml tvofenych
z fetézcu nasycenych mastnych kyselin. Také by mohlo v hydrofobnich oblastech dochézet ke

v

vzniku kavit (dutin). Tim dojde ke sniZeni organizovanosti struktury a zvys$i se fluidita
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liposomt. Dal§im diavodem muzou byt odpudivé interakce mezi kladné€ nabitymi polarnimi

hlavami lipidu, které zvySuji mezery mezi jednotlivymi lipidy tvofici liposom. Pridavek

cholesterolu zptsobi celkovy nartist parametru usporadani, jelikoZ cholesterol zaplni mezery
vzniklé zahnutim fetézce obsahujictho dvojnou vazbu, €imz se struktura stane pevnéjsi

a usporadangjsi. Po pfidani HyA k lipidu dochdzi k minimalnim zménam usporadani.

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

hyaluronanu
Méfen & DOTAP DOTAP + HyA
1. pik [nm] %0 2. pik [nm] % | 1.pik [nm] %0 2. pik [nm] %0
1 117,2| 100,0 - - 153,8 | 99,1 4365,0| 0,9
2 117,3| 100,0 - - 155,2| 98,8 45234 1,2
3 118,01 100,0 - - 153,7| 97,5 44258 2,5
prumér 117,5| 100,0 — — 154,2| 98,5 4438,1| 1,5
odchylka 0,4 0,0 - - 0,8 09 7991 0,9
DOTAP + cholesterol DOTAP + cholesterol + HyA
Mg¢feni €.
1. pik [nm] %0 2. pik [nm] % | 1.pik [nm] %0 2. pik [nm] %0
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| 81,5 145,8| 18,5
primér 197,9| 100,0 - - 728,8| 75,5 140,4 | 24,5
odchylka 06| 00 - - 160| 85 299| 85

V Tabulce 6 jsou vypsany velikosti castic

jednotlivych systéma obsahujicich lipid

DOTAP. Z vysledku vyplyva, ze velikost Castic je zavisla na pfitomnosti polyelektrolytu nebo

cholesterolu ve smési. Po pridani polyelektrolytu byl zaznamenan narast velikosti Castic,
ktery muize byt zpusobem interakci hyaluronanu s ¢asticemi DOTAP, nebo jako vétsi utvary

mohly byt detekovany fetézce hyaluronanu. Pfidavek cholesterolu také zptsobil svym

zaClenénim do Castic DOTAP narast velikosti vzniklych Castic.
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5.3.2 Ovlivnéni velikosti ¢astic a parametru usporadani smési DOTAP/DPPC
v poméru 50/50 pridavkem cholesterolu a hyaluronanu
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Obrdzek 37: Zména efektivniho parametru uspordaddani smési lipidit DOTAP a DPPC v poméru 50/50
o0 koncentraci 1 mM po pridani cholesterolu a hyaluronanu

Obrdzek 37 vykresluje zménu efektivniho parametru uspofadani u smési lipida
DOTAP/DPPC v poméru 50/50 s cholesterolem a hyaluronanem. Po ptidavku cholesterolu
dochazi u ekvimolarni smési lipida DOTAP/DPPC, podobné¢ jako u lipidu DOTAP, k nartstu
parametru usporadani. V agregitech se pravdépodobné diky naboji polarnich hlav sttidaji
molekuly DOTAP s molekulami DPPC, jejichz fetézce jsou tvofeny nasycenou mastnou
kyselinou. To zpusobi, ze mezery vzniklé zahnutim fetézce DOTAP v dusledku dvojné vazby
jsou mensi. Také jsou diky stfidavému usporadani kationického lipidu DOTAP a amfoterniho
DPPC odstinény repulze mezi kladné nabitymi hlavami DOTAP, coz zvysi miru usporadani
samotné smesi lipida. Pridavek cholesterolu touto usporadanost jesté navysi, jelikoz vyplni
mezery, vzniklé zahnutym fetézcem a tim snizi fluiditu membrany. Po pfidavku hyaluronanu
opét nebyly zaznamenany zmény ve stupni usporadani membran. To mohlo byt zptsobené
naptiklad srazeninami, které se utvorily na sténach vialek a vétSina HyA by mohla byt
spotfebovana na tvorbu srazenin. Porovndnim s hodnotami naméfenymi pro Cisty DOTAP
zjistime, ze mira usporadani v tomto smeésném systému DOTAP/DPPC je vyrazné vyssi, nez
v piipadé ¢istého 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 smeés tvofena pouze samotnou smeési lipidi DOTAP a DPPC. U této smési byl
naméfen pouze jeden pik, coz naznaCuje tvorbu jenom jednoho druhu agregati. Po pridani
cholesterolu a HyA je patrny nartst velikosti Castic. U smési s cholesterolem muze byt tento
narast zpisoben jeho zaclenénim do vznikajiciho agregatu. U smési s hyaluronanem byly
naméfeny dva piky o ruznych velikostech, pfiCemz druhy veétsi pik byl pouze v malém
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zastoupeni. Je mozné, Ze veSkeré mnozstvi HyA bylo spotfebovano na tvorbu srazenin, které

vznikaly po obvodu vialky pfi vysoké koncentraci lipidu s pfidavkem HyA.

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

DOTAP/DPPC DOTAP/DPPC + HyA
M¢feni €.
1. pik [nm] %0 2. pik [nm] % | 1.pik [nm] %0 2. pik [nm] %0
1 131,9| 100,0 - - 303,0| 95,4 1880,0| 4,6
2 136,7| 100,0 - - 291,6( 95,6 2390,0|1 4,4
3 137,2| 100,0 - - 285,1| 93,4 2045,01 6,6
pramér 135,3| 100,00 - - 293,2| 94,8 21050 5,2
odchylka 2.9 0 - - 9,1 1,2 260,2 1,2
DOTAP/DPPC + cholesterol DOTAP/DPPC + cholesterol + HyA
M¢feni €.
1. pik [nm] ) 2. pik [nm] % | 1.pik [nm] ) 2. pik [nm] )
1 102,0 100,0 - - 162,1| 96,4 1419,01 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
prameér 101,4| 100,0 - - 163,9| 97,3 1445,3| 2,7
odchylka 0,6 0 - - 291 1,0 229 1,0

5.3.3 Ovlivnéni velikosti ¢astic a parametru usporadani smési DOTAP/DPPC

v poméru 25/75 pridavkem cholesterolu a hyaluronanu
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Obrdzek 38: Zména efektivniho parametru uspordadani smési lipidit DOTAP a DPPC v poméru 25/75

o koncentraci 1 mM po pridani cholesterolu a hyaluronanu

52



Obrdzek 38 zobrazuje zménu efektivniho parametru usporadani smési lipidi DOTAP/DPPC
v poméru 25/75 po pridani cholesterolu a HyA. Smés obsahuje prevazné lipid DPPC
obsahujici nasycené fetézce mastnych kyselin, proto je efektivni parametr usporadani
pomérné vysoky. Retézce nasycenych mastnych kyselin jsou v liposomu uspofadané a vznika
mezi nimi vice intramolekuldrnich vazeb. Ptidavek cholesterolu k této smési parametr
usporadani snizi, jelikoz po navazani cholesterolu se zvysi vzdalenosti mezi fetézci a tim se
snizi usporadanost liposomu. Jelikoz dochazelo ke vzniku srazenin, které byly pravdépodobné
tvofené hyaluronanem a smési lipidi, tak nelze jeho ovlivnéni parametru usporadani lipida
presné urcit.

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

DOTAP/DPPC DOTAP/DPPC + HyA
M¢feni €.
1. pik [nm] ) 2. pik [nm] % | 1.pik [nm] ) 2. pik [nm] )
1 68,7 100,0 - - 84,9 100,0 - -
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
priamér 69,0 100,0 - - 85,5| 99,5 3710,5| 0,8
odchylka 0,3 0,0 - - 0,7( 0,6 57,3| 0,6
DOTAP/DPPC + cholesterol DOTAP/DPPPC + cholesterol + HyA
M¢feni €.
1. pik [nm] %0 2. pik [nm] % | 1.pik [nm] %0 2. pik [nm] %0
1 74,8 97,9 - - 98,5 94,6 4973,01 54
2 74,7 94,5 - - 95,4 96,1 4756,01 3,9
3 74,5 96,0 - - 97,6 98,8 495401 1,2
prameér 74,7 96,1 - - 97,2 96,5 4894,3| 3,5
odchylka 0,2 1,7 - - 1,6 2,1 120,21 2,1

Tabulka 8 obsahuje velikosti cCastic 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 lipidi. Ovlivnéni hyaluronanem je diky vzniku srazenin v roztoku
neprukazné, jelikoz vétSina HyA byla spotfebovana na tvorbu srazenin a v roztoku jej zbylo
malo. Cholesterol zvysil velikosti ¢astic svym zaclenénim vice nez u smesi v ekvimolarnim
pomeéru lipidd, coz maze byt zpisobeno tim, ze svym zaclenénim zpusobuje i vznik mezer
v jinak usporadanych nasycenych retézcich mastnych kyselin.
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5.3.4 Ovlivnéni parametru usporadani pomérem DOTAP/DPPC
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Obrdzek 39: Porovndni hodnot efektivniho parametru usporadani pro jednotlivé smési lipidi
DOTAP/DPPC o koncentraci 1 mM s pridavky cholesterolu a HyA

Nejmensi hodnoty S. byly zjiStény v piipad€ lipidu DOTAP, coz je pravdépodobné
zpusobeno pritomnosti dvojnych vazeb na feté€zci mastnych kyselin. Dvojné vazby zpusobi
zlomy na fetézci a tim se vytvoii mezery mezi nepolarnimi fetézci tvorici liposom. Nejvyssi
hodnoty Ses byly pro samotou smés vypocitany u smési DOTAP/DPPC v poméru 25/75, coz
bylo predpokladano kvuli vétsimu pomeéru lipidu DPPC ve smési, ktery obsahuje nasycené
mastné kyseliny, diky ¢emuz byla struktura stabilngjsi.

Po pridani cholesterolu dochazi u DOTAP a ekvimolarniho poméru lipidi DOTAP/DPPC
ke zvySeni usporadanosti, jelikoz cholesterol vypliiuje mezery mezi nenasycenymi fetézci
mastnych kyselin tvorici liposom. U ekvimolarniho poméru DOTAP/DPPC je zména
usporadani mensi oproti DOTAP, protoze se ve struktuie vyskytuji lipidy obsahujici fetézce
nasycenych mastnych kyselin. U smési DOTAP/DPPC v poméru 25/75 se po pridani
cholesterolu usporadani snizuje. Smés obsahuje vét§i mnozstvi lipidu DPPC s nasycenymi
fetézci mastné kyseliny, které tvori usporadanou strukturu. Cholesterol svym zaclenéni mezi
usporadané fetézce mastné kyseliny utvori mezery, ¢imz celkové usporadani membrany snizi.

Pridani hyaluronanu vyvolava u vys§ich koncentraci minimalni zmény uspotadani. OvSem
tento vysledek muze byt zptisoben pouzitim sondy DPH. Tato sonda je hydrofobni a nachazi
se v nepolarnich fetézcich liposomu, zatimco hyaluronan interaguje s poldrnimi hlavami
liposomu.
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5.4 Teplota fazového prechodu

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 lipidl s piidavkem 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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Obrdzek 40: Zavislost normalizovaného tepelného toku na teploté pro smés lipidit DOTAP/DPPC
v poméru 50/50 v pritomnosti cholesterolu

Na Obrdzku 40 je zobrazena zavislost normalizovaného tepelného toku na teploté. V bode
nejvyssiho tepelného toku nastava teplota fazového prechodu. U smési lipida DOTAP/DPPC
v poméru 50/50 a 25/75 nebyla zaznamenana teplota fazového prechodu. Divodem mohla byt
bud moc nizka teplota fazového prechodu stanovovanych smeési, nebo mirné zakaleni vzorku
po sonifikaci, které mohlo méfeni ovlivnit. Pro smés DOTAP/DPPC v ekvimolarnim poméru
s cholesterolem byl zaznamenan velmi pomaly fazovy ptfechod kolem teploty 40 °C
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6 ZAVER

Cilem prace bylo vypracovat literarni reSer$i na téma smésnych lipidd a jejich interakci
s biopolymery. Na jejim zékladé 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 zdstupce biopolymeru kyselina hyaluronové. Interakce byly
zkoumany pomoci fluorescencni spektroskopie. Jako fluorescencni sondy byly pouzity pyren
a 1,6-difenylhexa-1,3,5-trien (DPH).

V prvni casti experimentalni prace byly pfipraveny zdsobni roztoky smési lipida
DOTAP/DPPC ve tfech pomérech (100/0, 50/50, 25/75) a zasobni roztok hyaluronanu. Pro
méfeni agregacniho chovani byly nachystany koncentracni fady lipidd s pyrenem. Byly
urCeny kritické agregacni koncentrace smési lipidi DOTAP a DPPC a dale se studovaly jejich
zmény po piidani hyaluronanu. Jelikoz zavislosti emisnich a excitaCnich polaritach indexti na
koncentraci lipidu ¢i smési lipidd vykazovaly sigmoidni prabéh, bylo je moZzné prokladat
Boltzmannovou zavislosti.

Nejprve byla ke smésim lipida pifidana HyA o koncentraci 15 mg/l, ktera zptasobila zménu
CAC v piipadé vSech studovanych smési DOTAP/DPPC. Taktéz byly vypocitany poméry
lipidu DOTAP a HyA, pti kterych dochazi k nejvétsi zméné EmPI/ExPI pyrenu. U poméru
smési lipida 50/50 a samotného lipidu DOTAP ku HyA byl tento pomeér pfriblizné 2:1,
zatimco pii poméru smési lipidi DOTAP/DPPC 25/75 ku HyA byl piiblizné 1:1. Odchylky
meéfeni byly pravdépodobné zpisobeny vznikem srazenin.

Vzhledem k neobvyklému pribéhu zavislosti ExPI/EmPI na koncentraci smési lipida
DOTAP/DPPC v poméru 25/75 byla zména CAC této smesi zméfena i s pfidavkem HyA
o koncentracich 5 a 30 mg/l. Pfi koncentraci HyA 5 mg/l byly zaznamenany nepatrmé zmény
CAC a nejvetsi opétovny nartist EXPI/EmPI pyrenu byl pfi poméru lipidu DOTAP/HyA
priblizn€ 3:1. Koncentrace HyA 30 mg/l méla na zménu CAC u jednotlivych smési jiny vliv.
V poméru lipida 25/75 doSlo ke zvySeni CAC, zatimco u samotného lipidu DOTAP
k poklesu. Poméry DOTAP/HyA, u kterych byl zaznamenan nejvétsi op€tovny narast ExPI
a EmPI pyrenu, byl pfiblizné 2:1.

Dalsim cilem prace bylo prostudovat vliv cholesterolu na fluiditu liposomi vzniklych
z lipidi DOTAP a DPPC. Bylo zjisténo, Ze cholesterol zvySuje usporadani a tim snizuje
fluiditu ¢astic tvorenych lipidem DOTAP nebo ekvimolarni pomér DOTAP/DPPC. Diivodem
jsou pravdépodobné kavity v membranach, které jsou tvoreny dvojnou vazbou na fetézci
mastnych kyselin lipidu DOTAP. Cholesterol tyto mezery zaplni, takze sonda DPH nemuze
v hydrofobni ¢asti liposomu volné rotovat. Na smés lipidi DOTAP/DPPC v poméru 25/75
mél piidavek cholesterolu opacny vliv, jelikoz smés hlavné tvoii usporadané nasycené fetézce
DPPC, které jsou vazany siln€jSimi intramolekularnimi vazbami. Zaclenéni cholesterolu mezi
fetézce zpisobi poruseni intermolekuldrnich vazeb mezi mastnymi kyselinami DPPC, takze
sonda DPH muze vice rotovat. Bylo zjisténo, ze pridavek HyA nema na fluiditu liposomt
velky vliv, coZ mohlo byt zpisobeno spotiebovanim vétsiny Hy A na tvorbu srazenin.

Pii méfeni velikosti vznikajicich ¢astic bylo zji§téno, ze pridavek HyA i cholesterolu vede
k vétSim praméram castic. Po pfidani HyA byly také u smési zaznamenany dvé velikosti
Castic, prfiCemz ta druha o vétSim praméru byla v malém zastoupeni. Pro ziskan{
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relevantngjSich vysledka by bylo potieba smés opakované proméfit, jelikoz pridavkem HyA
vznikaji srazeniny, které mohou méteni ovlivnit.

Teploty fazového prechodu byly zméfeny pouze pro smési lipida, jelikoz pro samotny lipid
DOTAP je teplota fazového prechodu znama (5 °C) a pfiili§ nizka, aby ji byl pfistroj schopny
zaznamenat. Byla proméfena smeés lipidi DOTAP/DPPC 25/75 a 50/50 bez i s cholesterolem.
Vysledky pro smesi lipidi DOTAP/DPPC v pomeéru 25/75 a 50/50 nebyly ziskdny
v dostateCné kvalité, aby je bylo mozné vyhodnotit. Pro smés lipidi v poméru 50/50
s cholesterolem byl zaznamenan pomaly fazovy prechod kolem teploty 40 °C.

Co se vyuziti systému ve farmacii tyCe, nabizi se vyuziti liposoma jako nosicu 1éCiv pro
transdermalni pouziti. Tyto systémy by samoziejmeé musely byt 1épe charakterizovany. Bylo
by potfeba zmeéfit stabilitu liposomi (napiiklad pomoci méfeni zeta potenciall). Zaroven
proméfit teploty fazovych prechodi 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 potieba zméfit prachod liposomu
pokozkou a jeho moznosti cileného uvolnéni 1éciva.

Zavérem lze konstatovat, ze zadané cile prace byly splnény. U ptipravenych smésnych
lipidd byla studovana jejich agregace a fluidita pomoci fluorescencnich metod. Dale byl
studovan vliv kyseliny hyaluronové a cholesterolu na tyto agregaty. Zaroven bylo zhodnoceno
potencialni vyuziti téchto systému ve farmaceutickém pramyslu.
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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 diferencidlni sknovaci kalorimetrie

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

DXM dexamethason

EmPI emisni polaritni index

EPC vajecny fosfatidylcholin

excimer excitovany dimer

ExPI excitaéni polaritni index

HyA hyaluronan

LUV large unilamellar vesicles (rozsdhlé unilameldrni vezikuly)

MCA multichannel analyzer

MLV multilamellar large vesicles (rozsdhlé multilamelérni vezikuly)

mM mmol-dm™

QELS quasi elastic light scattering (kvazi elasticky rozptyl svétla)

So zakladn{ stav molekuly

SEM rastovaci skenovaci mikroskop

SUvV small unilamellar vesicles (malé unilameldrni vezikuly)

S« excitovany singletovy stav molekuly

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

TCSPC time-correlated single photon counting (metoda ¢asové korelovan¢ho pocitani
fotonu)

Ty excitovany tripletovy stav molekuly

uv ultrafialovd oblast elektromagnetického spektra

uM pmol-dm™



8.2 Seznam symbolu

P

1z

Iyn
Iyy
Iyu (t)
Iyv (V)

|

=

ri

1(t)
ro

Dy

»packing parametr*

polarizacni stupen

intenzita fluorescence pfi kolmé orientaci polarizatora
intenzita fluorescence pri paralelni orientaci polarizatoru
Casovy vyvoj intenzity fluorescence pii kolmé orientaci polarizatort
casovy vyvoj intenzity fluorescence pii paralelni orientaci polarizatora
ustalena (prum¢rna) hodnota anizotropie fluorescence
frak¢ni intenzita fluorescence

frak¢ni anizotropie

doba Zivota fluorescence

totalni intenzita ¢asové-rozliSené fluorescence
fundamentélni anizotropie

hydrodynamicky ekvivalentni primér

Boltzmannova konstanta

teplota

dynamickad viskozita

translacni difuzni koeficient

Casove-rozliSend fluorescence

anizotropie fluorescence

uhel mezi absorpcnim a emisnim pfechodovym momentem molekuly
koncentrace

y-ova soufadnice zlomu nebo fitovaci parametr
nezavisle proménna

nezavisle proménna v inflexnim bodu

gradient

pred-exponencidlni funkce

cas

rovnovdznd hodnota anizotropie fluorescence

pocatecni anizotropie fluorescence

G-faktor

parametr usporadani

efektivni parametr usporadani
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