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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace se zabyva studiem enkapsulacni Gc€innosti hydrofilni latky a jejim
uvolfiovanim z vodného stfedu v zavislosti na odliSném slozeni komponent jednotlivych
lipozomalnich systému. Jako modelové 1éCivo byla vybrana hydrofilni fluorescencni sonda
zvana pyranin. Cilem bylo pfipravit lipozomy, které by byly z hlediska jejich vlastnosti
vhodné pro inhalacni podavani a které by zajistily pasivni cileni s prodlouzenou dobou
uvolfiovani bez vyvolani vedlejSich G¢ink na organismus. Podafilo se nam vytvorit
standardni operacni postup pro inkorporaci hydrofilnich latek. Byly pfipraveny lipozomalni
systémy skladajici se z pfidavkd riznych komponent, jako je cholesterol, kyselina
fosfatidova, polyethylenglykol navazany na fosfatidylethanolamin a trimethylchitosan. Dale
se nam podafilo charakterizovat jednotlivé lipozomalni systémy z hlediska velikosti, stability
a enkapsulacni uc¢innosti, coz jsou dulezité fyzikalné-chemické vlastnosti pro dalsi aplikacni
potencial.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the study of the encapsulation efficiency of hydrophilic
drugs and their releasing from the aqueous core depending on the different composition of the
components of individual liposomal systems. The hydrophilic fluorescent probe called
pyranine was chosen as a model drug. The aim was to prepare liposomes which would be
suitable for inhalation administration in terms of their properties. These liposomes would
provide passive targeting with prolonged release time without causing negative side effects on
the organism. We have succeeded in developing a standard operating procedure for the
incorporation of hydrophilic drugs. Liposomal systems have been prepared consisting of the
addition of various components as cholesterol, phosphatidic acid, pegylated
phosphatidylethanolamine and trimethylchitosan. Furthermore, we were able to characterize
the individual liposomal systems in terms of size, stability and encapsulation efficiency which
are important physicochemical properties for further application potential.

KLiCOVA SLOVA
1,2-dipalmitoylfosfatidylcholin, enkapsulacni G€innost, pyranin, uvolfiovani z lipozom, zeta
potencial, velikost, cholesterol, kyselina fosfatidova, polyethylenglykol, trimethylchitosan

KEY WORDS
1,2-dipalmitoylphosphatidylcholine, encapsulation efficiency, pyranine, releasing from
liposomes, zeta potential, size, cholesterol, phosphatidic acid, polyethylenglycol,
trimethylchitosan
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1 UVOD

V soucasné dob¢ se v mediciné stale vice uptednostiiuje pouziti lipozomalni formy 1é¢iv
z davodu ochrany lidského organismu pred toxicitou 1é¢iva (snizeni miry vedlejsich G¢inka),
prodlouzené doby cirkulace v krvi a cileného nebo fizeného uvoliiovani l1é¢iva. Do poptedi
se dostava 1 inhalacni podavani 1é€iv, jehoz hlavnim pozitivem je vyhnuti se first-pass efektu
po pruchodu jatry, ve kterych dochazi ke snizeni u¢inku léciva jeho Caste¢nou metabolizaci
pted vstupem do krve. Velkou vyhodou je to, ze maji plice velkou absorpcni plochu, tenkou
membranu a zvySeny prutok krve, diky kterému se 1éCivo rychle rozsifi po celém téle.

Tato bakalarska prace navazuje na diplomovou praci Ing. Jany Szabové [1], ktera
se zabyvala pfipravou a charakterizaci stealth lipozomi a jejich kombinaci
s trimethylchitosanem pro inhalaéni podavani. Zakladni komponentu lipozoméalniho systému
bude tvofit fosfatidylcholin, ptesn€ji DPPC, ktery byl zvolen diky tomu, ze je nejhojnéji
zastoupenym fosfolipidem vyskytujicim se v surfaktantu plicnich alveol. K této zakladni
komponenté bude pfidan cholesterol pro zajisténi stability lipozomalniho systému a také kvili
snizeni mozného uniku enkapsulovaného 1é¢iva. Déle bude pfidana kyselina fosfatidova, ktera
bude slouzit jako pilif pro vazbu trimethylchitosanu. Za iCelem snizeni opsonizace lipozomu
citkulyjicich v lidském organismu a zabranéni jejich naslednému vychytavani pomoci
makrofagt, bude kostra lipozomalniho systému potazena polyethylenglykolem. V poslednim
kroku bude pfidan trimethylchitosan, ktery je schopen rozvolfiovat tésné spoje ve tkanich
a zvySovat ucinnost plicni administrace vzniklych stealth lipozomu. Timto by mohl byt pfi
inhalacnim podani usnadnén vstup nebulizovanych lipozomu s enkapsulovanym lécivem
do krve.

Cilem této bakalarské prace je urcCeni enkapsulacni ucinnosti hydrofilni fluorescencni
sondy zvané pyranin v zavislosti na rozdilném slozeni komponent fosfolipidové dvojvrstvy
a studium uvolfiovani enkapsulovaného pyraninu z vodného stiedu lipozomu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Lipozomy

Lipozomy byly poprvé popsany v roce 1961 britskym hematologem Alecem Banghamem,
kterému se je podafilo objevit pifi testovani novych elektronovych mikroskopt.
V nasledujicich letech byly pojmenovany podle objevitele na bangozomy a poté na lipozomy
(z tectiny tukové castice) [2].

Lipozomy jsou malé sférické vezikuly skladajici se z vodného jadra, které obklopuje
a oddéluje od vnéjsiho prostiedi jedna nebo vice fosfolipidovych dvojvrstev (viz obr. I).
Lipozomy jsou slibnymi a hojné vyuzivanymi prenasSeci bioaktivnich latek a 1éciv diky
schopnosti biodegradace, nizké toxicit€ spojené s nizkym vyskytem vedlejSich ucinka,
prodlouzené dobé cirkulace v krvi a cileni do mista u¢inku [3]. Nejvétsi vyhodou je, ze slouzi
jako nosice hydrofobnich i hydrofilnich 1é¢iv, pfestoze jsou v lipozomech umistény odlisné
a vykazuji razné zpusoby inkorporace i uvolfiovani. Hydrofobni 1éCiva se zabudovavaji
do membrany, zatimco hydrofilni 1éCiva jsou uzavreny v jejich vodném jadre [4].

Fosfolipidova
({\Q\i\a dvojvrstva
Fosfolipid N vigse. v, 3
Hydrofilni Hydrofobni %/? D : T
East Zist N Vodné jadro OGO
6/ ] I,
‘é lipozomu -y

Struktura lipozomu

Obr. 1: Struktura lipozomu [5]

Hlavni nevyhodou lipozomu je jejich rychla degradace a clearance (= mnozstvi plazmy,
ktera se oCisti od této latky za jednotku Casu), ktera je zptisobena makrofagy. To Ize do jisté
miry eliminovat pouzitim stealth lipozomu, které je mozno pfipravit potazenim materialy,
jako je polyethylenglykol, ktery zabrariuje opsonizaci (oznaceni cizorodé Castice protilatkami
tzv. opsoniny) lipozomu a jejich vychytavani makrofagy [6].

2.1.1 Slozeni lipozomu

2.1.1.1 Fosfolipidy

Fosfolipidy jsou zakladni stavebni slozkou biomembran nachazejicich se v zivych
organismech. Pfedstavuji slouCeniny obsahujici esterové vazanou kyselinu fosfore¢nou.
Z pohledu kyseliny fosfore¢né se jedna o jeji diestery, kde jednu z esterovych casti tvori
glycerol. Na druhou esterovou ¢ast kyseliny fosforecné mohou byt navazany rtuzné funkéni
skupiny. Fosfolipidy maji dva konce, polarni hydrofilni a nepolarni hydrofobni. Hydrofobni
cast tvori fetézce mastnych kyselin, zatimco polarni cast fosfatova skupina [2]. Diky tomuto
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amfifilnimu charakteru maji tendenci ve vodném prostiedi samovoln¢ agregovat do riznych
tvart (dvojlipidové membrany, lipozoma ¢i micel) [7].

Podle slozeni a typu polarni hlavy fosfolipidu muzeme fosfolipidy délit podle naboje
na neutraln€, negativné a pozitivné nabité, jak uvadi obr. 2.

NABOJ FOSFOLIPIDU
neutralni neutralni neutralni zapomy ziporny
sfingomyelin fosfatidylcholin fosfatidylethanolamin fosfatidylsenn fosfatidylglycerol
p
Nsc\,'?/%b 'hc\?,r%a : ®
Y P o g HO-fth
HYDROFILNI e ?‘2 - ' CH, H-C-COO  HO
HLAVA ?‘2
O=P-0 O O"IP-O
\ OH 6 i 0 6
HCCCH?H?C CCM2HC C—CH, HC CCH HC CCH
. NH
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| "

Obr. 2: Priklady nabitych fosfolipidii [8]

Prestoze savCi bunéfna membrana obsahuje 500-1000 riznych druhti fosfolipida
pro syntézu lipozomu slouzicich k terapeutickym tc¢eltim, je vhodné soucasné pouzit nanejvys
dva fosfolipidy, ¢imz se zjednodusi jejich pfiprava 1 nasledna charakterizace. Kli¢ovym
hlediskem pro vybér téchto fosfolipidi se stavaji jejich fyzikalné-chemické vlastnosti,
o kterych pojednava kapitola 2.1.2 [8].

Fosfatidylcholin a sfingomyelin patii mezi nejCast&ji se vyskytujici fosfolipidy. Zakladni
kostru fosfatidylcholinu tvofi glycerol, k némuz jsou esterové vazany dvé molekuly mastnych
kyselin a jedna molekula kyseliny fosforecné. Kostru sfingomyelinu tvoii naopak sfingosin
(D-erythro-2-amino-trans-4-octadecen-4,3-diol), ke kterému je vznikem peptické vazby
vazana mastna kyselina a jedna molekula kyseliny fosforecné [8]. Ptirozené vyskytujici
se fosfatidylcholin vétSinou obsahuje dva uhlovodikové fetézce podobné délky, z nichz jeden
je nasyceny a druhy nenasyceny. Nenasycena mastna kyselina ma zabudovanou jednu az Sest
dvojnych vazeb v konfiguraci cis. Sfingomyelin vyskytujici se v membranach je mnohem vice
nasyceny. Obsahuje velmi dlouhy acylovy fetézec (20-24 uhliki), coz vede k nesouladu mezi
fetézci a k zakfiveni membrany [9].

Fosfatidylserin a fosfatidylethanolamin patii mezi aminofosfolipidy nachazejici
se pfevazné na vnitini strané¢ fosfolipidové membrany, coz zpisobuje jeji asymetrii.
Ta je zpusobena tim, ze tyto aminofosfolipidy maji tvar kuzele. Hydrofilni skupina zabira
méné mista, nez je tomu v piipadé acylovych fetézct, tudiz maji tendenci tvofit spiSe
obracené utvary. Aminofosfolipidy se Gcastni dilezitych procest jako srazeni krve, adheze
bunék aendocytoza [9]. Mezi fosfolipidy dal patii napiiklad fosfatidylglycerol



¢i fosfatidylinositol [8]. Mezi aminofosfolipidy patii také fosfatidylcholin, ktery je pfevazné
syntetizovan  z diacylglycerolu v  endoplazmatickém retikulu. Znacné mnozstvi
fosfatidylcholinu (70 %) je syntetizovano pomoci CDP-cholinové drahy probihajici
v jaternich burikach. Fosfatidylcholin mtize byt v burikach degradovan né€kolika druhy
fosfolipaz zvanych Aj, A, B, C a D, které se vyskytuji v ruznych bunécnych
kompartmentech, nékteré z nich jsou dokonce soucasti signaliza¢nich drah. Fosfatidylcholin
slouzi jako zdroj diacylglycerolu, fosfatidové kyseliny, lysofosfatidové kyseliny a faktora
aktivujicich krevni desticky a kyselinu arachidonovou [9]. Do této skupiny patii
dipalmitoylfosfatidylcholin, ktery je hlavni slozkou plicnich povrchové aktivnich latek, které
snizuji povrchové napéti na rozhrani vzduch-kapalina a zabrafiuji alveolarnimu kolapsu
béhem dychani. Mezi dal§si vyznamné zéastupce patfi distearoylfosfatidylcholin
a dimyristoylfosfatidylcholin [10].

2.1.1.2 Cholesterol

Cholesterol se sklada z tetracyklického planarniho skeletu, ktery ma ve své struktufe
zabudovanou hydroxylovou skupinu, jednu dvojnou vazbu, dvé methylové skupiny a nakonec
iso-octylovy fetézec (viz obr. 3). Dulezitou vlastnosti 3D struktury cholesterolu je, Ze vSechny
postranni fetézce jsou orientovany na stejnou stranu kolmo k roviné planarniho skeletu.
Hydroxylova skupina je zdsadni pro to, aby jinak hydrofobni slou¢enina meéla amfifilni
charakter. Orientuje molekulu v membranach a zprostiedkovava vznik vodikovych muistka
ve vodném prostiedim, ptipadné s lipidovymi slozkami jinych bunéénych membran [9].

HO

Obr. 3: Strukturni vzorec cholesterolu [11]

Cholesterol je hlavni slozkou pfidavanou pii tvorbé lipozomii ke stabilizaci jejich
dvojvrstvy (v zavislosti na fluidit¢ se obsah cholesterolu pohybuje kolem 3045 %
z celkového poctu komponent), jelikoz poskytuje membrané tekutost, pruznost a propustnost.
Vypliiuje prostory mezi nedokonale sbalenymi fosfolipidy, brani pohybu fosfolipida
v membranég (lateralni pohyb) i pohybu flip-flop (preklapéni molekul z jedné vrstvy do druhé)
a zajist'uje tuhost, jelikoz brani fazovému prechodu lipidovych dvojvrstev a tim snizuje unik
inkorporovanych léciv [12].
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2.1.1.3 Polyethylenglykol

Polyethyleglykol (PEG) je bio-inertni, netoxicky, termoplasticky a linearni hydrofilni
polymer nejcastéji konjugovany ptes tercialni aminovou skupinu polyethylenaminu tvoficiho
lipozom nebo s molekulami cholesterolu piimo ve fosfolipidové dvojvrstvé [8]. Lipozomy
nesouci na svém povrchu naboj jsou rozpoznavany imunitnim systémem jako cizorodé latky
diky jejich specifické vazbé s cirkulujicimi sérovymi proteiny. To ma za nasledek jejich
rychlou clearance vlivem mononuklearniho fagocytického systému slozeného z dendritickych
bunék, monocytli a makrofagli, které jsou soucasti vrozené imunity hrajici klicovou roli pfi
fagocytoze patogend a cizorodych latek. Proces potazeni lipozomii polyethylenglykolem
se nazyva PEGylace majici za nasledek vznik tzv. stealth lipozomu. Timto zpisobem
polyethyleglykol zvysuje hydrataci na povrchu lipozomu a diky tomu slouzi jako ochranna
bariéra pred interakci s opsoniny, vychytavanim lipozomi makrofagy a naslednou clearance
a eliminaci. Z tohoto davodu je polyethyleglykol v soucCasné dobé hojné pouzivan
k prodlouzeni doby cirkulace a zvySeni stability lipozomu s inkorporovanymi 1€Civy
v krevnim  obéhu. Za optimalni podminky PEGylace se povazuje potazeni
polyethylenglykolem s molekulovou hmotnosti 1000-2000 g/mol tvofici pouze 5-10 mol. %
z celkového mnozstvi fosfolipidt, ¢im dochazi ke vzniku vrstvy o tloust'ce cca 5 nm [13].

2.1.1.4 Biopolymery

Biopolymery mohou pozitivnim zpisobem modifikovat vlastnosti lipozomi. Jednim
z prikladit maze byt N,N,N-trimethylchitosan, ktery diky svému pozitivnimu naboji zvysuje
mukoadhezivni vlastnosti a umoziuje paracelularni transport pies tésné spoje nachazejici
se mezi buiikami (napf. plicni alveoly). Navic diky svému pozitivnimu naboji zabrafiuje
agregaci Castic [14]. Neméné vyznamnym biopolymerem je sodna sl kyseliny hyaluronové,
kterd se vyskytuje v Sirokém spektru molekulovych hmotnosti, diky ¢emuz je schopna
zasahovat do §kaly reakci probihajicich v organismu, a to jak v buiice, tak i mimo ni [15].

OH
O
/O
HO  pe
H3C/ \ CHj3;
CHj3;

Obr. 4: Strukturni vzorec trimethylchitosanu [16]

Chitosan je netoxicky, biokompatibilni a biodegradabilni polysacharid vznikajici nejCastéji
alkalickou N-deacetylaci chitinu (viz obr. 4). Jeho znacnou nevyhodou je jeho nerozpustnost
ve vodé pii fyziologickém pH, avSak pfi snizeni pH pod hodnotu 6 dochézi k protonaci
volnych aminoskupin a jeho prostorovému rozvinuti, coz ma za nasledek zvyseni rozpustnosti
a ziskani mukoadhezivnich vlastnosti. Z tohoto davodu se upfednostiuje syntéza
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trimethylchitosanu, ktery méa permanentni kladny naboj diky methylaci aminoskupiny a z toho
vyplyvajici mukoadhezivni 1 absorpcni vlastnosti v celé Sifi pH stupnice. To usnadiiuje
paracelularni transport hydrofilnich 1éCiv na zakladé vratného rozruseni t€snych spoji
v membrané. Velmi dulezitou vlastnosti pii tomto dé&ji je pfitomnost kladného naboje
trimethylchitosanu, ktery interaguje se zaporn€ nabitymi slozkami nachazejicimi se v dutinach
mezi jednotlivymi buiikami [14].

2.1.2 Fyzikalné-chemické vlastnosti lipozomu

Slozeni lipozomalni membrany urCuje naboj, stérické usporadani a fluiditu membrany,
ktera je charakteristicka teplotou mezifazového piechodu. Teplota mezifazového prechodu
(Tc) je definovana jako teplota, pfi které lipidy samovolné konvertuji z usporadané gelové
faze, kde jsou uhlovodikové tfetézce rozprostiené v tésné blizkosti, do faze neusporadaného
tekutého krystalu, kde jsou naopak uhlovodikové fetézce pohyblivé a nahodné orientované
(viz obr. 5). Pii dosazeni Tc¢ jsou obé faze v rovnovaze. Kazdy typ molekul lipidd ma svou
charakteristickou T¢ danou délkou uhlovodikovych fetézcl, jejich nasycenim, nabojem
a typem hydrofilni hlavicky. S prodluzyjici se délkou fetézce se Van der Waalsovy interakce
stavaji siln€jSimi, coz vyzaduje k naruseni vice energie, a proto se 7c umérne zvysSuje. Naopak
zavedeni dvojné vazby pievazné v konfiguraci cis zpusobuje vznik zlomu v fetézci, coz
vyzaduje nizsi Tc. Fluidita membrany lze ovlivnit inkorporaci lipofilnich molekul, jako je
cholesterol, ktery zvysi fluiditu na zaklad€ rozSifeni rozmezi teplot, pii kterych dochézi
k mezifazovému prechodu. Tim se také zvysi stabilita lipozomu. Cholesterol v uspotradané
gelové fazi zpusobuje horsi usporadavani fosfolipidl, diky ¢emuz maji nizsi teplotu Tc.
Naopak u neusporadané faze tekutého krystalu cholesterol drzi fosfolipidy 1épe pohromadé

Uhalie - B9RRERIEE
— T —

prechodna faze krystain

3 E
—

vzrustajici teplota

Obr. 5: Usporddani fosfolipidové dvojvrstvy [20]

Teplota mezifazového prechodu je dalezitym kritériem pro vybér fosfolipida pro piipravu
lipozomu. Pouzitim fosfolipidi s vys$§im T¢ dojde k vytvoreni stabilnéjsich lipozom, ale také
ke snizeni moznosti uniku léCiva pii dosazeni cilového mista pisobeni. Pokud se v tomto
ptipadé€ zvysi teplota vyvolavajici mezifazovy prechod, je mozné, ze 1é€iva denaturuji béhem
procesu enkapsulace. Je tedy nezbytné zvazit vhodny vybér fosfolipidu, aby se piedeslo
predCasnému ¢i pozdnimu uniku a denaturaci slozek pii piilis vysokych teplotach [18].
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2.1.2.1 Agregace amfifilnich molekul

Fosfolipidy patii mezi amfifilni molekuly, které jsou slozeny z polarni a nepolarni Casti
a kazda tato cCast upfednostiiuje jiny druh rozpoustédla, coz je divodem, pro¢ amfifilni
molekuly, jako jsou fosfolipidy, spontann€ agreguji a tvoii rizné mikrostruktury [21].

Kriticka micelarni koncentrace (CMC) je koncentrace, pfi jejimz prekroceni se zacnou
monomery amfifili ve vodé samovolné shlukovat a tvofit micely nebo dvojvrstvy, aby
minimalizovaly nevyhodné hydrofobni interakce jejich Casti s vodou. Kritickd micelarni
koncentrace zavisi na délce a struktute uhlovodikového fetézce, kdy hodnota CMC s rostouci
délkou uhlovodikového fetézce klesd. Rozvétveni uhlovodikového fetézce, pritomnost
dvojnych vazeb a polarni substituent na alkylovém fetézci vedou ke zvySeni CMC,
ale pfipojeni benzenového jadra k alkylovému fetézci vede naopak ke snizeni. Dale zavisi
na vlastnostech hydrofilni skupiny dané zejména nabojem, vlastnostech protiiontt zavislé
na jejich mocenstvi, teploté, tlaku a v neposledni fadé€ na piitomnosti dalSich latek v roztoku.
Jednoduché anorganické elektrolyty snizuji hodnotu CMC, a to tim vice, ¢im vySsi je
koncentrace elektrolytu a ¢im vyS§i je mocenstvi opacné nabitého iontu. Pritomnost
neelektrolytl se projevuje ruzné. Nepolarni latky maji na CMC maly vliv a silné polarni latky
maji komplexni ucinky [22].

Hydrofobni interakce Interakce hydrofilnich skupin

Obr. 6: Parametry amfifilni molekuly [23]

Hnaci silou spontanni agregace amfipatickych molekul jsou predevs§im hydrofobni
interakce, kdy pomér mezi velikosti a tvarem hydrofilni a hydrofobni casti urcuje typ
vzniklého agregatu. Tvar vzniklé struktury vyjadiuje Kriticky sbalovaci parametr (CPP)
popsany vztahem:

Vv

CPP = ,
[-a,

2.1)

kde V oznacuje volny objem, ktery v agregatu zaujima hydrofobni fetézec molekuly, [ je
efektivni délka alkylového fetézce a ao oznacCuje efektivni plochu, kterou zaujima hydrofilni
¢ast amfifilni molekuly — pfi¢na plocha polarni hlavy (viz obr. 6) [23].
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Sbalovaci parametr je bezrozméma veliCina predpovidajici pouze tvaru struktury.
Molekula s mensim CPP nez jedna tfetina ve tvaru kuzele vede ke vzniku sférické micely.
Molekula s CPP vétSim nez jedna tfetina a zarovenl menSim nez jedna polovina ve tvaru
kolomého kuzele vede ke vzniku cylindrické micely. V rozmezi hodnot 0,5-1 se tvoii
vezikuly, naopak pii hodnot¢ CPP rovné jedné se jiz formuje planarni dvojvrstva.
Prekrocenim hodnoty rovné jedné dochazi ke vzniku obracenych micel [24].

2.1.3 Rozdéleni lipozomu

Kategorizovat lipozomy lze podle mnoha hledisek. Nejcastéjsi je vSak klasifikace podle
velikosti, lamelarity a naboje.

Co se tyCe rozdéleni podle velikosti, malé unilamelarni vezikuly (SUV) jsou tvofeny
jednou lipidovou dvojvrstvou o priméru piiblizné 50 nm a odlisuji se od ostatnich vysokym
povrchovym napétim zplsobenym znacnym zakiivenim membrany. Jejich velikost jim
umoziuje unikat z krve do okolnich tkéani pres endotel kapilar, na druhé strané je inkorporace
hydrofilnich 1é¢iv omezena malym objemem jejich vnitiniho vodného prostoru. Vykazuji
znac¢nou nestabilitu jednak pro vysoky stupeni deformace a permeability membrany pro
hydrofilni molekuly, jednak pro zvySenou nachylnost kinterakci a fuzi s velkymi

. @
Multilamelarmni lipozom

Multivezikulimi lipozom O O

Velky unilamelami lipozom
Maly unilamelami lipozom

molekulami.

Obr. 7: Prehled lipozomalnich castic s riiznym uspordaddnim lamel [26]

Velké unilamelarni vezikuly (LUV) maji praimér vétsi nez 50 nm a vykazuji nizké
membranové napéti i stabilitu. Jsou vhodné jako nosice hydrofilnich 1é¢iv vlivem pomérné
vysokého podilu obsahu vody. Velké oligolamelarni vezikuly (OLV) vznikaji obvykle jako
vedlejsi produkt pii ptipravé LUV. Jsou tvoreny nékolikavrstevnymi membranami, u kterych
je uvolnovani 1éCiva zpomaleno diky siln€jsi vrstvé lipidd, coz umozinuje podavani vyssich
davek a prodlouzeni ucinku. Velké multilamelarni vezikuly (MLV) jsou tvofeny velkym
poctem lipidovych dvojvrstev a jejich velikost odpovida 100-1000 nm. Velky pocet
dvojvrstev zapficinuje pomalé uvoliiovani hydrofilniho 1éCiva, proto jsou vhodnéjsi jako
nosic¢e hydrofobnich 1é¢iv. A nakonec multivezikularni vezikuly (MVV), které také vznikaji
obvykle jako vedlejsi produkt pii ptipravé MLV, kdy je v jedné vétsi vezikule enkapsulovano
nékolik mensich vezikul [25]. Rozd€leni lipozomi znazoriuje obr. 7.
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Dale lze lipozomy délit podle funkce a modifikace povrchové membrany na konvencni
lipozomy, stealth lipozomy, aktivni lipozomy a lipoplexy. U konvenénich lipozomu
prevazuji predevsim neutralni fosfolipidy, tudiz ma membrana pomérmé nizkou transportni
kapacitu a vysokou propustnost, coz vykazuje nestabilitu systému. Jsou zdkladem pro vyrobu
vétSiny dalSich typa povrchové modifikovanych lipozomi. Membrana stealth lipozomu
(dlouhodobé cirkulujici) obsahuje dlouhé ftetézce hydrofilniho polymeru (nejcasteji
polyethyleglykol), ktera vytvoii na povrchu obal zabrafiujici nezddoucim imunitnim reakcim,
jako je opsonizace anasledné vychytavani makrofagy. Membrana aktivnich lipozomu
obsahuje modifikované latky, které jsou schopny selektivniho a kontrolovaného uvoliiovani
1éCiva a k jejichz aktivaci je potfeba stimulace. Déli se na dvé skupiny. Prvni skupinou jsou
cilené lipozomy, které maji ve své struktufe zabudované antigeny, protilatky, enzymy nebo
receptory pro afinitni reakci, kterd nastane pifi kontaktu s cilovou buikou, kdy
se po akumulaci postupné uvolni transportovana aktivni latka. Do druhé skupiny patfi
spousténé lipozomy, v jejichz membrané je zabudovana chemicka latka zplsobujici zmény
jeji struktury pii spoustécim mechanismu, jejimz stimulem je fyzikalni (teplo, svétlo),
fyzikalné-chemicky (bobtnani, solvatace), iontovy (zména koncentrace, zmeéna pH),
enzymaticky ¢i kombinovany podnét. Lipoplexy obsahuji ve své struktufe nabité fosfolipidy.
Dochazi ke kovalentni interakci s opacn€ nabitymi makromolekulami (DNA, RNA
a proteiny) [27].

Dalsim klasifikacni kategorii je naboj, ktery je urCen charakterem polarnich casti
lipidovych molekul a ktery ovliviiuje jejich stabilitu — brani agregaci a zméné¢ velikosti vlivem
repulznich sil.

Anionické lipozomy jsou diky svému zapornému naboji rychle vychytavany cilovymi
bunkami z obéhu a relativné snadno v krevnim ob&hu sviij obsah uvoliiuji. Mezi fosfolipidy
s negativnim nabojem patii fosfatidylserin, fosfatidylinositol, fosfatidylglycerol a kyselina
fosfatidova. Kationické lipozomy patii mezi nejpouzivanési transportni systémy v oblasti
genové transfekce. V molekulach lipida obsahuji kvartérni amoniovou bazi, ktera
je za fyziologického pH protonovana. Zastupcem je 1,2-dioleyl-3-trimethylammonium-propan
(DOTAP). Neutralni lipozomy jsou kvuli absenci naboje nachylné k agregaci a sedimentaci.
Patii mezi n¢ fosfatidylcholin, sfingomyelin a fosfatidylethanolamin [23].

2.1.4 Metody pripravy lipozomu

Lipozomy mohou byt pfipravovany pomoci Siroké Skaly metod. Typ zvolené metody
vyznamn€ ovliviiuje druh, velikost, lamelaritu a U¢innost enkapsulace. Metody lze rozdélit
do dvou hlavnich odvétvi, kdy jednim jsou objemové metody, kde se lipozomy ziskavaji
prenosem fosfolipidii z organické faze do vodné, a druhou jsou filmové metody, kdy se
hydratuji lipidové filmy vzniklé vysouSenim organického rozpoustédla [28].

Vsechny metody pouzivané pro piipravu lipozomi lze shrnout do ¢ty zakladnich krokd.
Prvnim krokem je vysouseni lipidi z organického rozpoustédla, nasleduje hydratace lipidu
vodnou fazi, precisténi vyslednych lipozomi, a nakonec jejich uprava pro dosazeni
pozadované velikosti, lamelarity a stability lipozomu [29].

Mezi jednu z nejefektivnéjSich metod pfipravy lipozoma patifi metoda prolipozom —
lipozom. Prolipozomy jsou pevné volné se pohybujici utvary, které jsou schopny hydratovat
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se pfi styku s vhodnou biologickou tekutinou a wvytvofit tak lipozomy. Tato metoda
jejednoduchd, poskytuje extrémné vysokou enkapsulacni UCinnost v porovnani s jinymi
metodami za vzniku multilamelarnich lipozomu [30, 32].

Dalsi metodou je reverzné fazova evaporizace, ve které se lipozomy tvaruji sekundarnim
zhroucenim gelové faze wvzniklé odpafenim organického rozpoustédla, kdy prebytek
fosfolipidd vytvoii celistvou dvojvrstvu kolem obracenych micel vzniklych v prvni fazi.
Velkou vyhodou je, ze vzniklé lipozomy maji vétsi vodny objem nez lipozomy vytvoiené
jinymi metodami, tudiz maji 1 vysokou enkapsula¢ni u€innost pro hydrofilni latky [29, 32].

Metoda opakovaného zmrazovani a rozmrazovani je zalozena na opakovaném rychlém
zmrazovani tekutym dusikem na teplotu —195 °C a naslednym rozmrazenim nad teplotu
fazového prechodu lipida [33]. Enkapsulacni ucinnost vzniklych MLV nebo LUV s velkym
objemem vodné faze se pohybuje mezi 20 az 60 % [29].

Mezi dal$i metody patii etherové a ethanolové injekce nebo detergentova metoda [28].

2.1.4.1 Metoda hydratace fosfolipidového filmu

Banghamova metoda neboli metoda hydratace tenkého fosfolipidového filmu byla prvni
popsanou metodou piipravy fosfolipidi — jedna se o jednu z nejstarSich metod (viz obr. 8)
[23]. Metoda hydratace fosfolipidového filmu je téz jednou =z nejjednodussich
a nejpouzivangjSich metod, prestoze je jeji znacnou nevyhodou nizka enkapsulaéni
ucinnost, obtizné odstranéni organického rozpoustédla, narocnad homogenizace a maly objem
vzorku [34].
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foslipidy v organickém odpateni rozpoustédla fosfolipidovy film rehydratace
rozpoustédle na vakuové odparce
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Obr. 8: Model vzniku lipozomii pomoci metody rehydratace fosfolipidového filmu a jejich
sekunddrni upravy [35]

Presné navazené mnozstvi lipidi je nejdfive rozpuSténo v organickém rozpoustédle
tak, aby wvznikla homogenni smeés. Jako rozpoustédlo se voli chloroform nebo smeés
chloroformu a methanolu, dale se pouziva dichlormethan nebo cisty ethanol. Takto pfipraveny
roztok v barice s kulatym dnem je po dikladném promichani nutno zbavit daného organického
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rozpoustédla. Pro malé objemy organického rozpoustédla muze byt pouzit proud suchého
dusiku nebo argonu v digestofi, naopak pro vétsi objemy rozpoustédla vakuova odparka
pfi teploté vakua 45-60 °C [36]. Na sténach nadobky se utvoii tenky fosfolipidovy film,
ktery se za stalého michani a tfepani rehydratuje vodnou fazi. Jako vhodné hydratacni
médium se voli destilovana voda, deionizovana voda nebo pufr. Teplota hydratacniho média
by meéla byt nad teplotou fazového prechodu daného lipidu. Vznikly lipidovy film je tvoren
z vice lipidovych vrstev naskladanych na sob€, které v disledku hydratace za¢nou bobtnat
a v prubéhu michani vytvaret lipozomy, ¢imz se roztok zbarvi do mlécné bilé. Pti prudkém
michani vznika heterogenni smés velkych multilamelarnich lipozoma, jejichz velikost muaze
byt redukovana mnohymi sekundarnimi Upravami za vzniku homogenni smési (sonifikace,
extruze, dialyza aj.). Pfi jemném michani naopak vznikaji velké unilamelarni lipozomy [37].
Doba procesu hydratace fosfolipidového filmu trva piiblizné 2 hodiny a pro jeji plny a hladky
prubéh je dobré lipozomalni suspenzi ponechat pfes noc ulezet pfi nizSich teplotach
pohybujicich se kolem 0 °C [38].

2.1.5 Sekundarni apravy lipozomu

Sonifikace je Siroce se uplatiiujici metodou pro pfipravu unilamelarnich lipozomu, pii niz
dochazi k rozruseni multilamelarnich lipozomu za pouziti zvukové energie [39]. Pro pfipravu
lze vyuzit dvou technik. Pfi sonifikaci pomoci sondy, jejiz Spicka je ponoifena pfimo
do lipozomalniho roztoku, je uvolnéna energie velmi vysoka, proto Casto dochazi k prehfivani
vzorku a piipadné oxidaci nenasycenych lipidi. Z tohoto divodu je nutné roztok chladit
v ledové lazni. Dalsi znacnou nevyhodou je, ze se ze sondy mohou uvoliiovat titanové Castice,
které¢ znecisti roztok. Druhou technikou je umisténi zkumavky s lipozomélnim roztokem
do vodni lazné sonifikatoru na 5-10 minut, kde je mnohem jednodussi vlivem nizsi energie
kontrolovat teplotu [40]. Vzhledem k tomu, Ze je stfedni velikost a distribuce Castic ovlivnéna
slozenim, koncentraci lipozomi, objemem vzorku, teplotou, vykonem a dobou pusobeni
ultrazvuku, je nemozné reprodukovat podminky pro pouziti ultrazvuku [36]. Velmi zavaznou
nevyhodou sonifikace je mald enkapsulaéni ucinnost, moznost degradace a oxidace,
kontaminace kovem ze sondy a také ptitomnosti MLV mezi vyslednymi SUV [40].

Extruze je v soucasné dobé jednou z nejpouzivanéjSich metod produkce unilamelarnich
lipozomu. Pro extruzi se pouziva extrudér slozeny z t€la a dvou stfikacek, ktery pod tlakem
protla¢i lipozomalni suspenzi pies polykarbonatovy filtr s definovanou velikosti pora, ¢imz
vznikaji homogenni lipozomy s prumérem blizkym pravé velikosti téchto pora [39, 41].
Extruze by méla probihat pfi vyssi teploté, nez je teplota fazového prechodu lipidu T, jelikoz
ma filtr tendenci zanaset se tuhymi membranami lipozomd, které nemohou uUspésné projit
[26]. Metoda je Setrna k zachazeni s nestabilnimi materialy a ma na rozdil od sonifikace
nékolik vyhod. Hlavni vyhodou je mensi Casova naro¢nost a reprodukovatelny pramér
a distribuce velikosti [41]. Nevyhodou je Spatné udrzeni vysoké teploty a prace s malym
objemem vzorku (max 50 ml) [43].

2.2 Enkapsulace 1éCiv

Enkapsulace je proces zachyceni a uzavieni vhodného 1éCiva podle jeho polarni
¢inepolarni povahy a jeho nasledné zaclenéni do vodného jadra lipozomu nebo pfimo
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do lipozomalni dvojvrstvy. Utelem enkapsulace 16&iv je izolace a ochrana enkapsulovaného
1éciva (pred oxidaci, deaktivaci v dasledku reakci, ke kterym ve volném prostiedi muze dojit),
maskovani urcitych vlastnosti (barva, chut’, zapach a naboj), dosazeni fizeného nebo cilené¢ho
uvolnéni, ochrany organismu pifed toxicitou enkapsulované latky a v neposledni fadé
k dosazeni imobilizace urcitého biologického materialu [44].

Enkapsulace 1é¢iv mize byt charakterizovana pomoci nékolika variant. Prvni variantou
je enkapsula¢ni ucinnost, ktera vyjadifuje podil enkapsulované latky k jejimu ptvodnimu
mnozstvi. Dale pak pomoci enkapsulované kapacity definované jako maximalni mnozstvi
latky, které muze byt enkapsulovano do lipozomu vztazené na 1 mol fosfolipidu. A také
pomoci enkapsulovaného objemu definovaného jako skutecny objem latky uzavieny
membranou vztaZzeny na 1 mol fosfolipida [45].

MLV jsou vhodné pro enkapsulaci hydrofobnich latek a LUV pro hydrofilni latky diky
objemnému vodnému jadru, zatimco SUV podléhaji nizké enkapsulacni ucinnosti hydrofilni
latky vlivem malého objemu vodného jadra. Ke vzrastu enkapsulacni Géinnosti pro hydrofilni
latky dojde jak pfidanim iontu, tak inkorporaci glykolipidi nebo cholesterolu a upravou pH
vodné faze. Inkorporace cholesterolu do lipozomélni dvojvrstvy pro enkapsulaci
hydrofobnich latek zptsobuje snizeni enkapsulacni ucinnost vlivem nedostatecného prostoru
pro jeho inkorporaci. To také vyrazné zalezi na koncentraci lipidi a délce a nasyceni jejich
fetézcl. Vnesenim naboje na lipozomalni dvojvrstvu se muze zvysit enkapsulaéni ucinnost,
avSak zalezi prevazné na povaze enkapsulované latky, zda bude nejvyssi enkapsulacni
ucinnost u neutralnich, kladnych nebo zapornych lipozomi - neexistuje univerzalni
pravidlo. Dalsi moznosti je chemicka modifikace 1é¢iv — hydrofobicitu malo hydrofobnich
latek 1ze zvysit derivatizaci na mastné kyseliny [45].

K enkapsulaci hydrofilnich 1é¢iv dochazi v prabéhu hydratace lipida, kdy je Cast 1éciva
zachycena uvnitf lipozomu a uzaviena v jeho vodném jadre. Prebytecné lé¢ivo v rozpoustédle
je odstranéno dialyzou nebo gelovou chromatografii. Naopak pii enkapsulaci hydrofobnich
1éCiv se lécivo nejprve rozpusti spolu s fosfolipidy v organickém rozpoustédle, které
je odstranéno evaporizaci, ¢imz dojde ke vzniku fosfolipidového filmu, ktery je nasledné
rehydratovan [37]. Enkapsulaci 1é¢iv podle jejich polarity znazortuje obr. 9.

. <« Hydrofilni molekuly lé¢iva
' " Hydrofobni molekuly 16¢iva

Fosfolipidova dvojvrstva

Obr. 9: Enkapsulace léciv hydrofilni a hydrofobni povahy [46]
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2.2.1 Hydrofilni lé¢iva

Malé hydrofilni molekuly 1éCiv jsou Siroce uzivany v klinické praxi, prestoze podléhaji
v organismu rychlé clearance, nizké intracelularni absorpci a toxicité pro okolni tkané. Tyto
nevyhody lze prekonat enkapsulaci 1é¢iva do lipozomi, ¢imz dojde ke zvySeni ucinnosti
léciva bez vedlejSich U¢inkd uvolnénim v cilovém misté ucinku. Lipozomy jsou schopny
uvolfiovat obsah reakci na specifické podnéty, jako je zména pH, teplo, ultrazvuk, svétlo nebo
zména magnetického pole [47]. Vlivem dobré rozpustnosti hydrofilnich léCiv ve vodé
avysokému podilu vody v externim prostiedi lipozomu je enkapsula¢ni ucinnost nizka.
Enkapsula¢ni G¢innost je mozné zvySit vhodnym vybérem metody pfipravy,
jako je opakované zmrazovani a rozmrazovani nebo evaporizace [48].

Jako antibiotika se plvodné oznacovaly latky produkované mikroorganismy,
které potlacuji rist jinych mikroorganismi nebo je usmrcuji. V soucasnosti se pod tento
pojem zahrnuji 1 latky syntetické nebo polosyntetické [49]. Mezi hydrofilni antibiotika patfi
piperacillin, meropenem, aztreonam, ceftriaxon, amikacin, gentamicin (viz obr. 10)
a linezolid [50]. Meropenem se pouziva hlavné k 1é€bé meningitidy, pneumonie, sepse,
antraxu a cystické fibrozy [51]. Aztreonam slouzi k 1é¢bé infekce kosti a meékkych tkani,
pneumonie, endometritidy a infekce mocovych cest [52]. Cenfriaxon 1€¢i prevazné infekce
krve a stfedniho ucha, endokarditidu, meningitidu, infekce mocCovych cest, kapavku
a zanétlivé onemocnéni panve [53]. Amikacin se pouziva k 1écbé tuberkulozy odolné vici
jinym lé¢ivim a linezolid v pfipadé rezistence bakterialni infekce na jiné antibiotika [54, 55].

NH, oy HO )
o) 0
O O— "oH
N H,N NH,

Obr. 10: Strukturni vzorec gentamicinu [56]

Doxorubicin je antracyklinové cytostatikum izolovana z bakterie Streptomyces paucetius
[57]. Doxorubicin patfi mezi neucinn€jsi 1éCiva v terapii karcinomu prsu, ale jeho klinické
pouziti je limitovano predevsim vyskytem srdeCni myopatie zavislé na kumulativni pouzité
davce, ktera muze vést k fatalnimu srdecnimu selhani jak béhem terapie, tak o nékolik let
pozdéji. Lipozomalni forma doxorubicinu zvySuje terapeuticky index snizenim kardiotoxicity
a vykazuje obdobnou protinadorovou uc¢innost jako konvencni Iékova forma [58]. Cytarabin
téz znamy jako cytosin arabinosid je jednim znejvice pouzivanych latek k 1écbe akutni
myeloidni leukémie [59]. Topotekan se pouziva k 1écbé pokrocCilych karcinomu vajecnikd,
rakoviny délozniho Cipku, v druhé fadé k 1écbé karcinomt plic a v kombinaci s cytabarinem
k1écbe akutni myelogenni leukémie [60]. Irinotekan se stal spolu velmi dilezitym
cytostatikem pro 1é¢bu pokrocilych karcinomu tlustého stieva a kone¢niku [61]. Nivolumab
a pembrelizomab byly schvaleny pro 1é¢bu metastazujicich melanomi vcetné
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nemalobunééného karcinomu plic, karcinomu ledvin, hlavy, krku, mofového méchyie
a klasického Hodgkinova lymfomu [62, 63].

Chlorpromazin je typické antipsychotikum pouzivajici se k 1écbé schizofrenie, pfiznakt
manie u lidi s bipolarni poruchou, détské hyperaktivity a chronické Skytavky. Spolu s jinymi
1éCivy se pouziva k 1éCbé tetanu a akutni porfyrie [64]. Pimavanserin je téz hydrofilni
antipsychotikum schvalené k 1écbé Parkinsonovy a Alzheimerovy choroby [65, 66]. Naopak
mezi hydrofilni antidepresiva spada venlafaxin slouzici k 1é¢bé depresi, uzkosti a panickych
zachvatd [67]. Dalsim dualezitym 1éCivem je pregabalin pro 1écbu neuropatickych bolesti
(pti diabetu nebo jako nasledek pasového oparu) a epilepsie [68]. Do této kategorie lze téz
zatadit methylfenidat k 1é¢bé ADHD a narkolepsie [69].

Amidaron je nejucinnéjs§i antiarytmikem v prevenci fibrilace sini, pfestoze ma velké
mnozstvi vedlejSich ucinkd a nijak vyrazn€ neovliviiuje mortalitu pacientd. Ibutilid se jevi
jako nejefektivnéjsi 1€k na konverzi flutteru sini — sifiova tachykardie [70]. Mezi hydrofilni
l1éciva k 1écbe fibrilace sini patfi vernakalant, ktery mé& v porovnani s amidaronem vyssi
ucinnost v kratkém intervalu po podani [71]. Verapamil a diltiazem se pouzivaji k 1écbé
vysokého krevniho tlaku a pfi bolestech na hrudi pti anginé pectoris [72, 73].

Nelze zapomenout na dal§i hydrofilni 1€¢iva jako je theofylin, pentaxifylin, diklofenak,
tramadol a suramin. Theofylin se pouziva klécbé astmatu. Pentaxifylin je vyuzivan
pii poruchach cerebrovaskularni cirkulace a pfi onemocnéni chronickych perifernich cév.
Sodna sil diklofenaku je antirevmatikem a antiflogistikem. Tramadol slouzi jako
analgetikum s protizanétlivym uc¢inkem [74]. Suramin je multifunkéni 1é¢ivo se Sirokou
Skalou vyuziti od antiparazitickych a antivirovych acinki az po 1écbu rakoviny, hadiho
ustknuti a autismu. Je velmi u€innym pii 1éCbe spici nemoci a ficni slepoty [75]

2.2.2 Zpusob transportu a uvolnéni léciva

Lipozomy mohou interagovat sbunkami ¢tyfmi riznymi zpusoby, piiCemz se pfi
transportu 1éCiva uplatiiuje vice zpusobu najednou. Endocytézou se rozumi adsorpce
lipozomu na povrch bunécné membrany a diky fagocytéze vznikne lipozom uzavieny
v bunééné membrané. Druhym zpuisobem je adsorpce lipozomu na povrch bunécné
membrany vlivem nespecifickych hydrofobnich a elektrostatickych interakci nebo
specifickych interakci s bunéénymi receptory. Uplatriuje se i fuze, ve které dochazi k miseni
lipidi z lipozomalni membrany s lipidy z bunécné membrany, ¢imz se uvoliuje 1é¢ivo
do cytoplazmy buriky. Dal§im zptisobem je transportem lipida z lipozomalni membrany
do bunééné membrany a naopak [76].

Pro uvolnéni 1é¢iva mohou byt pouzity 1 metody lokalni (enzymy ¢i zména pH) nebo
dalkové (svétlo, teplo nebo ultrazvuk). Prvnim spoustéCem byla hypertermie — zahtati
nadoru, u kterého se ukazalo, ze poskytuje az 4x ucinngjsi transport a uvolnéni napiiklad
lipozomalniho cytostatika methotrexatu. Pro uvolnéni 1é¢iva v kyselém prostfedi na misté
zanétu nebo u nekterych primarnich nadora se zacaly vyuzivat lipozomy citlivé na zménu pH.
Pouzitim ultrazvuku na PEGylovany doxorubicin bylo dosazeno zvySeni koncentrace léciva
v nadoru, atedy i zvySeni léCebného ucinku. U enzyma na uvolnéni obsahu lipozomt doslo
k selhani vlivem imunitni odpovédi. Hypertermie dodnes zUstava nejspolehlivéjsi
metodou [77].
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2.3 Fluorescence

Fluorescence je jev, pii kterém dochazi k emisi absorbovaného zéfeni z elektronoveé
excitovaného stavu zpét do stavu zakladniho za soucasného uvolnéni elektromagnetického
zafeni. Vyznacuje se tim, ze emise svételného zareni probihd ze singletového elektronového
stavu (S1), pii kterém maji excitovany elektron i parovy elektron v zadkladném stavu opacny
spin. Nasledna deexcitace elektronu zpét na zakladni hladinu je spinové dovolend a probiha
vysokou rychlosti. Latky vykazujici schopnost fluorescence se nazyvaji fluorofory —
nejcasteji se jedna o organické slouCeniny s konjugovanym systémem dvojnych vazeb [78].
Emitované zafeni se posouva k vy§sim vinovym délkam vlivem ztraty energie pii nezafivych
prechodech, ke kterym patii vibracni relaxace, vnitini konverze a mezisystémové prechody.
Tato skuteCnost je ozna¢ovana jako Stokesav posun [79].

Pro schématicky popis vSech procesi probihajicich mezi absorpci a emisi zafeni
molekulou fluoroforu se pouziva Perrin-Jablonskiho diagram (viz obr. 11). Po absorpci
zafeni je fluorofor nejCasteji excitovan ze zakladniho stavu So na vy$si vibra¢ni hladinu
excitovaného stavu S; nebo Sz (1071 s). Poté v pievazné vétsing piipadi dojde k uvolnéni
tepelné energie do okoli procesem zvanym vibracni relaxace a k nasledné relaxaci elektronu
na nejniz§i vibradni hladinu S, &imz se systém stabilizuje (1072 s). Koneénym procesem
je deexcitace elektronti ze zakladni vibracni hladiny excitovaného stavu Si na nékterou
z niz§ich vibracnich hladin zakladniho stavu So, nasledné je opé€t pomoci vibracni relaxace
dosazeno zéakladni vibra¢ni hladiny So. Dal§Sim moznym procesem je mezisystémovy prechod
zmény spinu vedouci kjevu zvanému fosforescence zpusobeného preménou singletového
excitovaného stavu na stav tripletovy Ti. Vnitini konverze je proces, pii kterém molekula
prechazi ze zakladni vibra¢ni hladiny daného excitovaného stavu na vyssi vibracni hladinu
nizsiho stavu [78, 79].

VE... vnittmi konverze

——R E VE.... vibraéni relavace
- —3 = . - AP mezizystémovy prechod
2 TTF i - 5... singletovy stav
- - ——— | T . z .
E_m T... tripletovy stas
- A . _—
VK T 1 MP :
N i [ M 0.1 —
~ =
VES [ ABSORPCE FLUORESCENCE FOSFORESCENCE S VE
- ——
- VR - VE 4
<+ -
3 1 i
sl.'l r i L z i i 5‘]

Obr. 11: Perrin-Jablonskiho diagram [79]

Mezi nejdulezitejsi charakteristiky fluorescence patii kvantovy vytézek definovany jako
pomér mnozstvi fotont vyzarenych ku mnozstvi fotonti absorbovanych. Fluorofory s velkym
kvantovym vytézkem blizicimu se jedné vétSinu absorbované svételné energie emituji.
Hodnota kvantového vytézku je vSak vzdy mens$i nez jedna, a to vlivem ztrat energie
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pfi nezarivych prechodech. Dalsi dilezitou charakteristikou je intenzita fluorescence
definovana jako pocet fotoni emitovanych za jednotku Casu vztaZzenych na jednotku objemu.
Zavislost intenzity fluorescence na vinové délce zareni udava absorpéni a emisni spektrum
fluoroforu [79].

2.3.1 Fluorescencni sondy

Fluorescen¢ni sondy jsou nevlastni fluorofory, které se ke sledované struktuie vazou
nekovalentné a méni pii tom své fluorescencni vlastnosti v zavislosti na vlastnostech
prostiedi, cehoz muize byt vyuzito pii studiu vlastnosti, jako je napiiklad polarita, pH nebo
viskozita [80]. Fluorescen¢ni sondy jsou oblibenymi a univerzalnimi nastroji pro analytické
snimani a optické zobrazeni diky jejich vysoké citlivosti, jednoduchému pouziti, specifité
arychlosti odezvy [81]. Fluorescen¢ni sondy se hojné vyuzivaji ve fluorescencni
spektroskopii a fluorescencni mikroskopii pfi zobrazovani tkani, bunék a organel [78].

2.3.1.1 Pyranin

Pyranin (trisodna sul kyseliny 8-hydroxypyren-1,3,6-trisulfonové) neboli HPTS je silné
fluoreskujici, vlivem pfitomnosti tfi sulfonovych kyselin ve vodé dobfe rozpustna
fluorescencni sonda. Diky pfitomnosti fenolické hydroxylové skupiny ve své struktuie
je sonda extrémné citliva na pH prostiedi [82]. Vzhledem k tomu, Ze jsou sulfonové skupiny
pyraninu ionizovany v celém rozmezi pH, je pyranin jako fluorescencni sonda ucinné
odpuzovan od povrchu zaporné nabitych lipozomu. Z tohoto divodu pfi enkapsulaci reaguje
pyranin na vodikové ionty uvnitt vodného jadra [83].

Emisni maximum fluorescence pyraninu ma pouze jednu vlnovou délku, a to 510 nm.
Excitacni spektrum intenzity fluorescence pyraninu je pfi této vinové délce emise silné zavisla
na stupni ionizace hydroxylové skupiny pii rozdilnych hodnotach pH a propustnosti
hydroxidovych iontll pfes lipozomalni membranu pfi zménach vnéjsiho pH [84, 85]. Hodnota
pH prostiedi silné ovliviiuje absorpéni charakteristiky pyraninu, kdy lze v absorpnim spektru
rozlisit dva piky, jejich absorpéni maxima odpovidaji vlnové délce 400 nm a 450 nm
(viz obr. 12). Prvni pik odpovida neionizované formé pyraninu v pripadé kyselého vnéjSiho
prostfedi, kdezto druhy pik odpovida ionizované formé pii alkalickém prostiedi. Emisni
spektrum intenzity fluorescence pii 510 nm vyjadifuje pomér mezi neionizovanou
a ionizovanou formou pyraninu, tudiz intenzita fluorescence roste s pfirastkem ionizované
formy, naopak klesa s priristkem neionizované formy. Pouze pii absorpci zafeni o 413 nm je
intenzita fluorescence nezavisla na zméné pH — tato vinova délka je oznaCovana jako
izobesticka [86].
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Obr. 12: Neionizovana a ionizovana forma HPTS [86]
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24 Rozptyl svétla

Obecné je rozptyl svétla bran jako jev, pfi kterém v urCité soustavé dochazi k interakci
svétla s Casticemi, které jsou mensi nez vinova délka dopadajiciho zafeni. Svételné paprsky
se pii interakci odchyli od pfimého sméru do vice raznych sméri. V pfipad€, ze se jedna
o castice v rozmezi velikosti 1-1000 nm, pozorujeme tzv. Tyndaluv jev, pii némz se paprsky
prochazejici disperznim prostfedim stavaji viditelnymi v podobé kuzele [87].

24.1 Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla neboli kvazielasticky rozptyl svétla je metoda vhodna pro
méteni velikosti Castic v submikronové oblasti. Lze ji vyuzit pfi charakterizaci emulzi, micel,
lipozomu, latext a pigmentd. Zakladem této neinvazivni a nedestruktivni techniky je meéfeni
fluktuace intenzity rozptyleného svétla zlaserového zdroje okolo jeji pramérné
hodnoty [88].

Fluktuace intenzity k4% ; :
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Obr. 13: Fluktuace intenzity rozptyleného svétla a korelacni kiivka malych a velkych castic [90]

Pfi pouziti laseru je svétlo koherentni a po jeho interakcei s ¢asticemi dochazi k interferenci.
Jelikoz koloidni ¢astice podléhaji neustdlému ndhodnému Brownovu pohybu, méni
se vzdalenost, kterou musi urazit rozptylené svétlo k detektoru. Rychlost Brownova pohybu
j ovlivnéna velikosti Castic, mensi Castice se pohybuji rychleji nez ty velké. Z méfeni rychlosti
tohoto pohybu jsme schopni urcit velikost Castic a pro zmeéfeni této rychlosti je nutné
na Castice posvitit laserem. Rozptylené vinéni muze interferovat v zavislosti na vzdalenosti
mezi Castici a detektorem. Vysledkem je tedy jiz zminénd intenzivni fluktuace rozptyleného
zateni okolo primérné hodnoty intenzity, z niz se ziska korela¢ni funkce [89]. Tyto fluktuace
souvisi s interferencnim zeslabovanim a zesilovanim svétla rozptyleného na nestacionarnich
Gasticich disperzni faze. Cim rychleji se &astice pohybuji, tim rychleji se intenzita
rozptyleného svétla méni. Korela¢ni funkce udava, jak jednotlivé Castice v prubéhu meéfeni
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vzajemné koreluji. Vzhledem k tomu, ze se malé Castice pohybuji rychleji, trva kratsi dobu,
nez zmeéni svou pozici. Z tohoto divodu klesa korelacni kiivka diive. U vétsich Castic je tomu
presné naopak [88]. Cely postup méfeni dynamického rozptylu svétla znazortiuje obr. 13.

Velikost ¢astic 1ze vypocitat z korelacni funkce vypoctem pomoci translaéniho difuzniho
koeficientu prostfednictvim Stokesovy — Einsteinovy rovnice:

k,-T
dlH)= —t—
=375

(2.2)
kde d(H) je hydrodynamicky pramér castic, D je translacni difuzni koeficient, ks je
Boltzmannova konstanta, 7 je teplota a u je viskozita disperzniho prostiedi [88].

Nespornymi vyhodami této metody je rychly a jednoduchy pribéh meéteni bez potieby
kalibrace, analyza vyzaduje jen velmi malé mnozstvi vzorku a méfici zafizeni je komeréné
dostupné s automatizaci vcetné¢ analyzy dat. Jednou z hlavnich vyhod je jeji vyuziti
pii analyze velikosti ¢astic s rozméry do 10 um. Kritickym krokem je Cisténi a plnéni kyvety.
Pokud se v kyveté objevi prach nebo mikrobublinky, mize dojit k naruseni nebo piekryti
signalu analytu a méfeni pak muze byt zatizeno chybou [88].

24.2 Elektroforeticky rozptyl svétla

Elektroforeticky rozptyl svétla je metoda stanoveni zeta potencialu na roviné skluzu
povrchu elektrické dvojvrstvy (viz obr. 14) [91]. Zeta potencial se vSeobecné pouziva
k charakterizaci stability koloidnich systémua souvisejicich s povrchovych nabojem ¢astic
a interakci mezi jednotlivymi molekulami [92].

Elektroforéza >

Elektroda Elektroda

Difuzni vrstva #~ \_ Rovina skluzu
Povrchovy naboj
Stemova vrstva

Obr. 14: Zobrazeni elektrické dvojvrstvy [94]

Nabitou koloidni ¢astici dispergovanou ve vodném prostiedi obklopuji opacné nabité
Castice, ¢imz vznika Sternova vrstva pevné vazana k dispergované castici. Kolem této vrstvy
se dale hromadi ionty obsahujici tentokrat i stejné nabité ionty, ¢imz dochazi ke vzniku
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difuzni vrstvy. Poté co je na roztok koloidnich castic aplikovano vnéjsi elektrické pole,
Castice se pohybuji k opacné nabité elektrodé€, cimz se v difuzni vrstvé vytvoii rovina skluzu
pusobici jako rozhrani mezi pohybem castice a rozpoustédla. Potencialovy rozdil mezi
rovinou skluzu a objemem kapaliny se nazyva elektrokineticky neboli zeta potencial [93].

Pohybujici se castice behem elektroforézy rozptyluje paprsek laseru. Vysledkem
je rozptyleny paprsek s jinou frekvenci, kdy tento frekvencni posun je vzhledem k frekvenci
puvodniho paprsku laseru amérny rychlosti ¢astic. V prubéhu meéfeni elektroforetického
rozptylu svétla laserového paprsku se vytvari zaznam frekvencnich spekter umoziujicich
vypocet elektrokinetického a nasledné i zeta potencialu dle rovnice:

godHn (2.3)
2-¢-F

kde & je zeta potencial, i je elektrokineticky potencial, 7 je viskozita disperzniho prostfedi,
¢ je permitivita disperzniho prostfedi a F je funkce souvisejici s tvarem ¢astice [92, 94].

O tom, zda se lipozomalni Castice budou shlukovat nebo dispergovat, rozhoduje to, jestli
v roztoku prevazuji sily pfitazlivé (van der Waalsovy) nebo sily odpudivé (elektrostatické).
V piipad€, ze zeta potencial bude mit vysokou kladnou nebo zapornou hodnotu, budou
se Castice v roztoku dispergovat. Takovy systém je povazovan za stabilitni. V opacném
ptipad€, kdy hodnota zeta potencialu bude mit nizkou hodnotu blizkou nule, jednotlivé ¢astice
se budou agregovat do vétsich Gtvard. Castice stakovym zeta potencidlem jsou tedy
nestabilni. Za hranici stability se povazuje hodnota zeta potencialu rovna + 30 mV [95].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

CORDEIRO C. a spol. se zabyvali inkorporaci antibiotika gentamicinu do pH-
senzitivniho lipozomu, jehoz forma by byla schopna dosahnout lepsi ucinnosti pfi podavani
antibiotik, atedy celkového zlepSeni antibakterialni terapie. Fosfolipidy byly smichéany
s chloroformem a nasledné bylo rozpoustédlo za stalého michani odpareno pod proudem
dusiku. Zbytek rozpoustédla byl odstranén pouzitim vysokotlakého vakua. Dokonale
vysusSeny fosfolipidovy film byl rehydratovan pfidanim 0,5 ml roztoku slozeného z 50 mg
gentamicinu rozpus§téného v pufru pifi pH 7,4. Hydratace byla usnadnéna intenzivnim
michanim a péti cykly opakovaného zmrazeni a rozmrazeni pii —196 °C. Poté byly vzorky
zfedény. Takto vznikld multilamelarni disperze byla prevedena na smés unilamelarnich
lipozomt pomoci extrudéru s velikosti pora 0,1 mikrometru pfi teplot€é 55 °C. Odstranéni
gentamicinu z vnéj§iho povrchu téchto aniontovych lipozomt bylo dosazeno upravou pH
suspenze na 10 piidanim pufrovaného fyziologického roztoku s glycinem. VSechen
neinkorporovany podil gentamicinu byl ze suspenze odstranén pfevedenim na kolonu
ajimanim frakci, které byly opét ekvilibrovany pufrem na pH 7,4. Volny a lipozomalni
gentamicin byl vpraven do myS$i infikovanych bakterii Salmonella enterica. Studie
zaznamenala prodlouzenou cirkulaci lipozomalniho gentamicinu v krvi 1 zvySenou uc¢innost
pfi 1é¢bé infekce zptsobené touto bakterii [96].

EL-RIDY M. S. a spol. se zabyvali vytvorenim lipozomalni formy amikacinu dulezitého
k terapeutickému zvySeni ucinnosti a bezpecnosti 1éCiva. Lipozomy byly pfipraveny metodou
rehydratace fosfolipidového filmu. Nejdfive bylo pfesné navazené mnozstvi 10 mg amikacinu
solubilizovano v 10 ml boraxového pufru. 100 mg DPPC s cholesterolem bylo rozpusténo
v 10 ml chloroformu pfi soucasném michani pii 56 °C po dobu 10 minut. Chloroform byl
odpaten na vakuové odparce pfi snizeném tlaku, ¢imz se na sténach barky s kulatym dnem
vytvotil fosfolipidovy film. Ten byl rehydratovan roztokem amikacinu pfipraveného v prvnim
kroku. Neenkapsulovany podil amikacinu byl zroztoku odstranén centrifugaci po dobu
30 minut pfi teploté -4 °C. Lipozomalni sediment byl resuspendovan 10 ml boraxového pufru.
Ze supernatantu bylo spektrofotometricky zji§t€éno mnozstvi neenkapsulovaného amikacinu,
diky tomu bylo mozné vypocitat enkapsula¢ni ucinnost amikacinu. Antibakterialni aktivita
volného a lipozomalniho amikacinu byla pozorovana na mySich infikovanych bakterii
Escherichia coli. Enkapsulacni u¢innost se pohybovala kolem 44-62 % v zavislosti na naboji
lipozomu a pfitomnosti cholesterolu. Vysledky studia wuvadéji zvySenou ucinnost
lipozomalniho amikacinu vlivem zvySené cirkulace v krvi a niz8i koncentrace amikacinu
hromadiciho se v jatrech, slezin€ a ledvinach, coz vyrazné snizuje toxicitu lipozomalni formy
oproti volné€ podavanému amikacinu [97].

LIU J. J. a spol. se zabyvali zvySenim enkapsulacni G¢innosti topotekanu do lipozomu
pouzitim gradientu siranu amonného a nasledné srovnanim stability a cytotoxicity
lipozomalni a konven¢ni formy topotekanu. Malé unilamelarni lipozomy byly pfipraveny
metodou rehydratace fosfolipidového filmu. DSPC s cholesterolem byly rozpustény
v chloroformu v barice s kulatym dnem. Rozpoustédlo bylo odpareno pomoci rotacni vakuové
odparky za snizeného tlaku, ¢imz vznikl na sténach baiky suchy fosfolipidovy film. Ten byl
pii 60 °C hydratovan roztokem siranu amonného. Vznikla suspenze byla pétkrat opakované
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zmrazena a rozmrazena, poté tiikrat extrudovana pies polykarbonatovy filtr s velikosti poru
0,1 mm a sedmkrat pomoci vysokotlakého vytlacovaciho zafizeni pres filtr s velikosti pora
0,05 mm. Siran amonny byl z externiho prostfedi ekvilibrovan na pH 5,5 pfidanim pufru
a odstranén pomoci chromatografické kolony. Topotekan okamzité¢ pridany do roztoku
ve formé prasku byl do lipozomu zapouzdien vlivem gradientu siranu amonného. Smés
lipozomu a topotekanu byla inkubovana ve vodni lazni o teploté¢ 60 °C po dobu 30 minut.
Neenkapsulovany topotekan byl zroztoku odstranén gelovou filtraci. Mnozstvi
enkapsulovaného topotekanu bylo meéfeno spektrofotometricky. Volny a lipozomalni
topotekan byl vpraven do mysi, do nichz byly injektovany nadorové bunky zptasobujici akutni
myeloidni leukémii. Vysledky studie uvadéji, ze 90 % pridaného topotekanu bylo uspésné
enkapsulovano do lipozomud. Také byla potvrzena zvySena doba cirkulace lipozomalniho
topotekanu v krvi a lep§i protinddorova aktivita v porovnani s konvencni formou [98].

MESSERER C. L. a spol. zkoumali vliv lipozomalni formy irinotekanu na lécbu
kolorektalniho karcinomu v porovnani s jeho konvenéni formou. Unilamelarni lipozomy byly
ptipraveny metodou rehydratace fosfolipidového filmy, kdy bylo pfesné navazené mnozstvi
fosfolipidii rozpusténo v chloroformu. Rozpoustédlo bylo odpafeno pod proudem dusiku
a pfes noc ponechano ve vakuu za ucelem odpareni zbytkového rozpoustédla. Vznikly suchy
fosfolipidovy film byl rehydratovan siranem médnatym. Hydratace byla urychlena nekolika
cykly zmrazovani a rozmrazovani. Suspenze byla dvakrat protlacena pres polykarbonatové
membranové filtry s velikosti pori 100 nm, ¢imz doslo ke vzniku homogenniho roztoku
lipozoml. Zbytek neinkorporovaného siranu médnatého bylo odstranéno pomoci
chromatografické kolony. Irinotekan byl do lipozomii zapouzdfen vlivem protonového
gradientu vzniklého zaclenénim dvojmocného kationtu médi do lipozomalni dvojvrstvy.
Volny irinotekan byl odstranén gelovou chromatografii a mnozstvi enkapsulovaného
irinotekanu bylo urCeno pomoci spektrofotometru. Studie potvrzuje enkapsulaci vice nez
90 % pridaného irinotekanu. Z vysledka vyplyva, ze enkapsulovana forma vyrazn€ snizuje
rychlost ristu karcinomu u mysi, z ¢ehoz 1ze usuzovat zvyseni terapeutické aktivity pii 1écbé
metastazujici rakoviny ledvin [99].

KIM C. K. a spol. se zabyvali studiem enkapsulacni G¢innosti, rychlosti a mechanismem
uvolnéni cytarabinu z lipozoma. Byly pfipraveny SUV a LUV lipozomy. Pfesné navazené
mnozstvi lecitinu a cholesterolu bylo rozpusténo v chloroformu a po zamichani byl
chloroform odparen pomoci rotacni vakuové odparky, ¢imz na sténach nadoby ulpél suchy
fosfolipidovy film. Ten byl suspendovan roztokem cytarabinu ve fosfatovém pufru
a ponechan vortexovat 5 minut. SUV lipozomy byly pfipraveny ultrasonifikaci. K pfipravé
LUV lipozomu se pouzila reverzné fazova evaporizace. Pfipraveny fosfolipidovy film byl
rozpustén ve 3 ml etheru, k Cemuz byl pfidan 1 ml roztoku cytarabinu ve fosfatovém pufru.
Tento binarni roztok byl sonifikovan pouze kratce, aby doslo ke vzniku obracenych micel,
kdy byl cytarabin svodnou fazi uzavien v obracenych micelach a ether byl vytlacen
do vnéjSiho prostredi. Poté byl ether odpafen pouzitim rotacni vakuové odparky, ¢imz doslo
ke vzniku homogenniho roztoku LUV lipozomu. V obou pfipadech byl neenkapsulovany
cytarabin odstranén pratokem pies gelovou chromatografickou kolonu. Z vysledkt studie
vyplyva, ze pii enkapsulaci cytarabinu byla metoda reverzné — fazové evaporizace desetkrat
ucinngjsi. Totéz bylo pozorovano pii snizeném mnozstvi fosfatového pufru v roztoku
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cytarabinu. Na uvoliiovani cytarabinu se vyrazné podilelo mnozstvi cholesterolu. Nakonec
bylo také zjisténo, ze k uvolfiovani cytarabinu z lipozoma dochazi prostou difuzi, ktera
nikterak neposkozuje fosfolipidovou dvojvrstvu [100].

MARTI A. a spol. se zabyvali tim, jaka je vhodna metoda pro piipravu lipozomalni formy
doxorubicinu. Dale se snazili objasnit jeho strukturu, ucinnost enkapsulace a stabilitu.
Lipozomy byly pfipraveny dvéma mirné odliSnymi metodami. V prvnim pfipadé bylo DPPC
a cholesterol rozpustény v chloroformu, ktery byl odpafen pod proudem suchého dusiku
a poté lyofilizovan. Vznikly fosfolipidovy film byl rehydratovan roztokem chloridu sodného
a pufrem obsahujicim rozpustény doxorubicin. V piipadé druhém byl doxorubicin zrovna
smichan s DPPC a cholesterolem v chloroformu, ktery byl odpafen stejnym zptisobem. AvSak
tentokrat byl vznikly fosfolipidovy film rehydratovan roztokem chloridu sodného a pufrem
neobsahujicim doxorubicin. Obé suspenze byly sedmkrat extrudovany pies polykarbonatovy
membranovy filtr s pfesné€ definovanou velikosti port. Neenkapsulovany podil byl z roztoku
odstranén gelovou filtracni chromatografii a mnozstvi enkapsulovaného doxorubicinu bylo
zjisténo fluorimetricky. Vysledky studie naznacuji, ze vys$si enkapsulacni ucinnost nastala pri
zabudovani doxorubicinu do fosfolipidové membrany, a to pravé diky casteCnym
hydrofobnim interakcim uhlikovych skeleti doxorubicinu s fosfolipidy. Stejné tak stabilita
lipozomu byla vyssi v ptipadé druhé piipravné metody i v piipadé vyskytu vyssiho mnozstvi
cholesterolu [101].

MIRZAEE M. a spol. se zabyvali porovnanim antibakterialni aktivity volné
a lipozomalniho formy amikacinu a také prazdného lipozomu. Multilamelarni lipozomy byly
pfipraveny rehydrataci fosfolipidového filmu, kdy byly DPPC a cholesterol v poméru 2:1
rozpustény v chloroformu. Poté bylo rozpoustédlo odstranéno pomoci vakuové odparky
za snizeného tlaku pfi 30 °C. Suchy fosfolipidovy film, ktery ulpél na sténach baiky, byl
rehydratovan vodnym roztokem amikacinu o koncentraci 10 mg/ml. Lipidova suspenze
ponofena v ledové lazni byla sonifikovana po dobu 40 sekund pomoci ultrazvuku na malé
unilamelarni lipozomy. Neenkapsulovany amikacin byl odstranén centrifugaci. Supernatant
byl opatrné shromazdén pomoci Pasteurovy pipety a precipitat byl resuspendovan
ve fyziologickém roztoku. Promyvani bylo opakovano dvakrat. Lipozomalni forma amikacinu
byla méfena pomoci HPLC chromatografie okamzité po rozruSeni fosfolipidové membrany
Tritonem X-100. Mira uc€innosti volného a lipozomalniho amikacinu byly stanoveny
a zhodnoceny na mikrobidlni kultute Escherichia coli, Streptococcus faecalis
a Staphylococcus aureus. Enkapsulacni ucinnost amikacinu odpovidala 24 %. Vysledky
studie jasné ukazuji, ze lipozomalni forma amikacinu vykazuje stejné antibakterialni ucinky
jako ostatni formy jiz pfi pouziti vyrazné nizsi koncentrace. Kombinace lipozomalni formy
amikacinu s prazdnymi lipozomy méla naprosto totoznou ucinnost jako pouziti volné formy
amikacinu — potteba vyS§si koncentrace [102].

ZAHRA M. J. a spol. zkoumali mikrobialni ucinnost lipozomélni a volné formy
meropenemu proti klinickym a laboratornim izolatim bakterie Pseudomonas aeruginosa,
ktera je schopna tvofit biofilm poskytujici rezistenci proti Siroké Skale antibiotik. Lipozomy
obsahujici meropenem byly pfipraveny ethanolovou injekci. Fosfatidylcholin, cholesterol
a meropenem byly rozpustény v ethanolu, ktery byl nasledné velmi pomalu injektovan
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pomoci tenké jehly do vodného roztoku podléhajicimu neustdlému michani pomoci
homogenizéru. Neenkapsulovany podil meropenemu byl odstranén pomoci centrifugace
avznikly ciry roztok byl podroben spektrofotometrii pfi 300 nm, ¢imz byla pomoci
matematickych operaci stanovena enkapsula¢ni uCinnost meropenemu piipravena touto
metodou na 61,3 %. Vysledky studie potvrdily, ze minimalni inhibi¢ni koncentrace
lipozomalniho meropenemu je vyrazné niz§i nez v piipadé jeho volné formy. Dale bylo
potvrzeno také to, Ze lipozomalni forma meropenemu dokaze odstranit biofilm a inhibovat
jakoukoliv motilitu vSech izolati této bakterie jiz ve velmi nizké koncentraci. Naopak volna
forma ma tyto schopnosti pouze unékterych izolatd, a to pfi mnohem vysSich
koncentracich [103].

MASTRANGELO E. a spol. zkoumali inhibi¢ni antivirovou aktivitu volného
i lipozomalniho suraminu vac¢i enzymu RNA-dependentni RNA-polymeraze zpusobujici
mnozeni norovirovych castic v hostitelském organismu myS$i. Lipozomy byly pfipraveny
metodou ethanolové injekce, kdy byl nejprve suramin rozpustén ve vodném roztoku L-lysinu
atato smés byla smichana se smési ethanolu, fosfatidylcholinu o koncentracich 30 nebo
90 mM a pufrem. Takto vznikly roztok byl opatrné a pomalu vstfikovan ru¢né€ nebo pomoci
injek¢ni pumpy do dvakrat predestilované vody. Gelova filtrace byla vyuzita pro odstranéni
neenkapsulovaného podilu suraminu a jednotlivé jimané frakce byly podrobeny
UV spektrofotometrii. Enkapsula¢ni a€innost lipozomu pfipravenych ruéné odpovidala
72,8 % a pomoci injekcni pumpy 88,5 %. Vysledky této studie jasné uvadéji, ze lipozomalni
suramin uspé$ne inhiboval replikaci mySiho noroviru jiz pfi nizSich koncentracich, nez by
tomu bylo potfeba pfi pouziti volné formy suraminu, a to z divodu Spatné propustnosti
do buriky vlivem jeho negativniho naboje [104].

EBRAHIMI S. a spol. zkoumali antibakterialni Gc¢innost volné a lipozomalni formy
cefriaxonu na vysoce rezistentni bakterii Escherichia coli. V prvnim kroku pfipravy lipozomu
se pevny a kapalny lipid pfida k ethanolu a séjovému lecitinu. Takto vznikly roztok byl
umistén do vodni lazné€ vyhraté na 60 °C, do které byl néasledné pfidan roztok deionizované
vody s rozpu§ténym cefriaxonem — vznik vnitini vodné faze. K vytvoreni vné&jsi vodné faze
byla pouzita destilovana voda s emulgatorem Tween 80, ktera byla pfidana do vnitini vodné
faze, acely tento roztok byl ochlazen na teplotu 0—4 °C. V poslednim kroku byl roztok
michan pfi pokoje teploté za ucelem odpateni organického rozpoustédla a tvorby lipozomalni
formy cefriaxonu. Neenkapsulovany podil cefriaxonu byl odcentrifugovan, supernatant byl
zfedén destilovanou vodou a pfeveden na HPLC chromatografickou kolonu, kde byla mobilni
faze slozena z 95 % methanolu a 5 % destilované vody. Eluované podily byly méfeny
UV-VIS spektrofotometricky. V zavislosti na pouzitém pevném a kapalném lipidu
se enkapsulacni ucinnost pohybovala mezi 60-83 %. Studie zaznamenala postupné a trvalé
uvoltiovani 1éCiva ze struktury lipozoma zplsobujici snizeni resistence bakterie vuci
antibiotikiim a tim také zvySeni bakterialni imrtnosti s casem. Dale bylo potvrzeno to, ze jiz
polovi¢ni koncentrace cefriaxonu enkapsulovana v lipozomech dosahla stejnych vysledku
jako v ptipadé pouziti jeho volné formy [105].

JITHAN A. V. a spol. se zabyvali vytvofenim lipozomalni gelu diklofenaku pro zlepSeni
protizanétlivého ucinku pii topickém podani. Nejdiive byly rehydrataci fosfolipidového filmu
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vytvofeny multilamelarni lipozomy. RuUzné mnozstvi sodné soli diklofenaku, lecitin
a cholesterol byly rozpustény v smési chloroformu avody vpoméru 9:1. Odpafenim
organického rozpoustédla po dobu 15 minut pii 60 °C na vakuové odparce vznikla tenka
fosfolipidova vrstva na sténach baiky, ktera byla dale pfes noc susena ve vakuové susarné
pro zajisténi uplného odpareni organického rozpoustédla. Fosfolipidovy film byl rehydratovan
pufrem za neustalého michani po dobu jedné hodiny. Nasledné byla suspenze centrifugovana
a usazené lipozomy byly resuspenzovany v pufru. Poté byla tato suspenze podrobena
sonifikaci za vzniku malych unilamelarnich lipozomua. Neenkapsulovany podil diklofenaku
byl odstranén centrifugaci. Enkapsulovany podil byl pomoci elektrického misice vmichan
do jiz pripraveného 1 % hydrogelu. Enkapsulac¢ni G¢innosti byla pomoci spektrofotometrie
urCena na 58-62 % v zavislosti na pivodnim mnozstvi diklofenaku. Pfipraveny gel byl
aplikovan na nahou kuzi potkana postizenou otokem, ktera byla chirurgicky odstranéna z jeho
bficha. Vysledky studie potvrdily prodlouzeny a trvalejsi protizanétlivy ucinek lipozoméalniho
gelu diklofenaku bez projevu jakychkoliv nezadoucich ucinka [106].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie
Lipidy

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

CAS: 63-89-8

Cislo $arze: 160PC-319

Mr: 734,05

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

CAS: 108321-06-8

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

Mr: 558,661

1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfoethanolamin-N-
[methoxy(polyethylenglykol)-5000] (amonna sal — PEGso00-PE)
Anti Polar Lipids, Inc.

CAS: 474922-84-4

Cislo sarze: 880200P-200MG-A-059

Mr: 5744,965

Cholesterol

Sigma Aldrich

CAS: 57-88-5

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

Rozpoustédla

Chloroform

Penta s.r.o.

CAS: 67-66-3

Cislo sarze: 2107210716
Mr: 119,38

Methanol

Sigma Aldrich

CAS: 67-56-1

Cislo arze: 154903-2L
Mr: 32,04

Deionizovana voda (ELGA)
Destilovana voda
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Polyelektrolyty Trimethylchitosan
Sigma Aldrich

CAS: 52349-26-5

Cislo Sarze: 912123-1G

Ostatni 8-hydroxypyren-1,3,6-trisulfonova kyselina (sodna sul)
Sigma Aldrich

CAS: 6358-69-6

Cislo $arze: BCBGO703V

Mr: 524,38

4.2 Priprava koncentracni rady HPTS ve vodé

Pro urceni enkapsulacni ucinnosti HPTS v jednotlivych lipozoméalnich systémech byla
sestrojena koncentra¢ni fada v rozmezi 2:10% M a 1:107 M HPTS v deionizované vodé. Toto
rozmezi bylo zvoleno diky skuteCnosti, ze enkapsula¢ni uc¢innost hydrofilnich latek
inkorporovanych do lipozomt odpovida velmi nizkym hodnotam. Z tohoto divodu je zasadni
detekce takto malého mnozstvi enkapsulovaného HPTS.

Nejdiive byl piipraven zasobni roztok HPTS o koncentraci 5:10° M. Piesnym fedénim
tohoto zasobniho roztoku deionizovanou vodou vznikly v dCistych a suchych vialkach
jednotlivé roztoky koncentracni fady.

4.3 Priprava lipozomu

Prvné byl pfipraven zasobni roztok DPPC v chloroformu o koncentraci 20 mM. Do suché
a Cisté vialky bylo navazeno presné mnozstvi DPPC, které bylo rozpusténo v chloroformu.
Tento zasobni roztok DPPC byl pouzivan pii pfipraveé vSech variant lipozomalnich systému,
které se skladaly ze samotného DPPC, ale také z ptidavku 30 mol. % cholesterolu, 30 mol. %
kyseliny fosfatidové nebo kombinaci cholesterolu a kyseliny fosfatidové. Toto zastoupeni
ptidavkl bylo zvoleno na zakladé diplomové prace Ing. Jany Szabové [1].

Do cistych a suchych vialek byly pro pfipravu jednotlivych lipozomalnich roztokd
orizném slozeni navazeny konkrétni piidavky komponent tak, aby jejich vysledna
koncentrace ve vzorku odpovidala zminénym molarnim procentim z celkového mnoZzstvi
fosfolipidi. Tyto navazky byly rozpustény v zasobnim roztoku DPPC v chloroformu.
V ptipadé vyskytu kyseliny fosfatidové ve vzorku byl navic pfidan methanol pro jeji uplné
rozpusténi. Po odpafeni téchto rozpoustédel v digestofi vznikly na sténach vialek tenké
fosfolipidové filmy. Odpafovani organickych rozpoustédel probihalo v digestofi po dobu
1,5-2 hodiny. Tyto fosfolipidové filmy byly rehydratovany deionizovanou vodou nebo
0,5 mM roztokem HPTS. Roztok HPTS o koncentraci 0,5 mM pro rehydrataci
fosfolipidového filmu byl pfipraven rozpusténim ptislusného mnozstvi HPTS v deionizované
vodé. Vysledna koncentrace DPPC ve vzorku &inila 1-10° M. Takto vznikly vzorek byl
promichan na vortexu a nasledné byl podroben sonifikaci. Energie sonifikace Cinila 5 kJ,
avSak v pripadé vyskytu cholesterolu ve vzorku byla energie zvySena na 8,3 kJ.

Dalsi krokem byla pfiprava stealth lipozomtu. Ke vS§em témto variantam lipozomalnich
systému byl navic jeSté pridan polyethyleglykol navazany na fosfatidylethanolamin. K jiz
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navazenym piidavkim byl do stejnych vialek odvazen PEGsop-PE v takovém mnoZstvi,
ze jeho vysledna koncentrace Cinila 6 mol. % z celkového mnozstvi fosfolipidi. Jedinou
odlisnosti pii pfipravé vzorkl byla sonifikace ve vodni lazni po dobu 25 minut pii teploté
4045 °C, a to ztoho divodu tendence PEGsoo-PE samovolné tvofit ve vodném prostiedi
micely. Tomu zabranime ptidavkem nizsiho mnozstvi energie po delsi dobu.

Do michaného roztoku stealth lipozomu (s pridavkem 30 mol. % cholesterolu, 30 mol. %
kyseliny fosfatidové a 6 mol. % PEGso00-PE) ve vodni 1azni pfi teploté 10 °C byl po kapkach
pridavan roztok trimethylchitosanu v poméru 1:2. Roztok trimethylchitosanu byl pfipraven
rozpusténim navazky o takovém mnozstvi, ze jeho vysledna koncentrace cCinila 0,1 %
z celkového mnozstvi fosfolipidi. Smés byla nadale michana po dobu 60 minut pfi stalém
udrzovani teploty na 10 °C.

4.4 Centrifugace

V piipadé podezieni na vznik velkych agregatu byly pfipravené roztoky lipozomalnich
systému nality do sklenénych centrifugacnich zkumavek a uzavieny zatkou. Lipozomalni
roztoky byly podrobeny centrifugaci pti 4 000 ot/min po dobu 15 min. Vznik sedimentu byl
zhodnocen na zakladé vizualniho pozorovani.

4.5 Dialyza

Pro oddéleni neenkapsulovaného podilu HPTS zroztok lipozomalnich systémi byla
zvolena dialyza. Dialyzacni stfivka (cut off: 50 000 Da) byla naplnéna roztoky a ponechana
dva dny dialyzovat. Dialyza¢ni roztoky byly pravidelné vyménovany. Po dvou dnech bylo
provedeno meéfeni, po kterém byly roztoky vraceny zpét do patficnych dialyzacnich stiivek
a ponechany dialyzovat dalSich sedm dni. Tentokrat zdavodu studia uvoliovani
enkapsulovaného HPTS z lipozomu.

4.6 Meéreni a zpracovani vysledku

Pro charakterizaci a potvrzeni vzniku chténych lipozomalnich systému s enkapsulovanym
HPTS bylo vyuzito méteni distribuce velikosti ¢astic a zeta potencialu na pristroji Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments). Pro urCeni mnozstvi enkapsulovaného HPTS uvnitt
lipozomt byl pouzit fluorescencni spektrometr FS5 (Edinburg Instruments).

Meéfeni velikosti distribuce Castic probihalo ve sklenénych kyvetach pii teploté 25 °C
s dobou kalibrace vzorku rovné 30 sekundam. Kazdy vzorek byl proméfen tiikrat a z téchto
hodnot byl vytvoren primér. Vysledkem méfeni byla zavislost intenzity rozptyleného svétla
na velikosti ¢astic. U vzorkl, jejichz index polydisperzity byl nizsi nez 0,5, byla relevantnim
vysledkem stfedni velikost Castic. V pfipade€, ze index polydisperzity byl vyssi nez hodnota
0,5, vychazelo se pouze ze srovnavani distribuci €astic zastoupenych v lipozomalnim vzorku.

Zeta potencial byl méfen ve sklenénych kyvetach pfi teploté 25 °C za pomoci dip cell
elektrody. Kalibrace vzorku probihala 30 sekund. Kazdy vzorek byl proméfen pétkrat.
Vysledna hodnota zeta potencialu odpovidala priméru téchto péti méreni.

Meéfeni na fluorescencnim spektrometru probihalo v kfemennych kyvetach pii laboratorni
teploté. Byla métena excitacni spektra vSech roztoka v rozmezi vinovych délek 325—475 nm
s emisni vilnovou délkou nastavenou na hodnotu 510 nm (viz obr. 15). Velikost s§térbin Cinila
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0,75 nm. Nejdfive byla proméfena excitatni spektra jednotlivych roztoki koncentracni rady
HPTS pfipravenych v deionizované vod¢. Intenzita fluorescence byla z excitacnich spekter
odecitana pii izobestické vinové délce o hodnoté 413 nm. Z téchto hodnot byla nasledné
sestrojena kalibracni kfivka zavislosti intenzity fluorescence na koncentraci roztoki HPTS.
Vysledkem meéteni byla linearni regresni piimka a pfislu$na regresni rovnice vznikla
proloZzenim nameétenych dat. Po prvnim i1 druhém dialyza¢nim procesu byla méfena excitacni
spektra ptipravenych lipozomalnich systému s enkapsulovanou fluorescenc¢ni sondou HPTS.
Ze znalosti regresni rovnice stanovené pii kalibraci HPTS byla stanovena koncentrace HPTS
uvnitt lipozomu z hodnoty intenzity fluorescence odectené pfi izobestické vinové délce rovné
413 nm. Hodnota enkapsulacni a¢innosti byla vypocitana jako pomér HPTS enkapsulovaného
v lipozomech ku celkovému mnozstvi HPTS pouzitého pii rehydrataci fosfolipidové
dvojvrstvy. Rovnice pro vypocet enkapsulacni Gi¢innosti ma tvar:

G (2.4)

kde EE znaci enkapsulacni u€innost, Ck je vyjadiuje molarni koncentraci enkapsulovaného
HPTS a Cr je molarni koncentrace HPTS, kterym byl rehydratovan fosfolipidovy film.
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Obr. 15: Excitacni a emisni spektrum HPTS
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Kalibraé¢ni rada HPTS ve vodé

Pro stanoveni enkapsula¢ni ucinnosti ruznych variant lipozomalnich systému byla
sestrojena kalibracni kfivka zavislosti intenzity fluorescence pfi 413 nm na koncentraci
jednotlivych roztoki HPTS. Kazdy roztok o koncentracich v rozmezi 2:10° M a 1-107 M
HPTS byl proméften trikrat, z cehoz byl nasledné sestaven primér méfeni a ten byl vynesen
do zavislosti.
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Obr. 16: Kalibracni kiiivka zavislosti intenzity fluorescence na koncentraci roztoku HPTS vietné

chybovych tisecek

Z obr. 16 je patrné, ze kalibracni kiivka v oblasti mé&fenych koncentraci vykazuje linearni
charakter, tudiz byla sestrojena regresni pifimka vychazejici z linearni regrese, jejiz pfesna
hodnota se rovnala:

y=101725-10"x (2.5)

5.2 Fyzikalné-chemicka charakterizace lipozomu

Jednotlivé varianty lipozomalnich systémt byly nejdfive rehydratovany deionizovanou
vodou. Toto meéfeni slouzilo jako ,,blank pro charakterizaci chovani a vlivu HPTS
na velikost a zeta potencial lipozoml o odlisSném slozeni komponent po jejich rehydrataci
0,5 mM roztokem HPTS.

5.2.1 Lipozomy z DPPC

Rehydrataci fosfolipidového filmu deionizovanou vodou se nam podatilo pfipravit stabilni
lipozomy se stfedni velikosti rovné (93 + 6) nm a zeta potencidlem o hodnoté
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(28,2+2,8) mV. Naopak stfedni velikost lipozomu vytvofenych rehydrataci 0,5 mM
roztokem HPTS ¢inila (2 795 + 399) nm a zeta potencial odpovidal hodnoté (0,3 £ 0,4) mV.
Zvyseni velikosti lipozomt po rehydrataci roztokem HPTS muze byt vysvétleno tim, ze doslo
k interakci mezi kladné nabitou casti hlavicky DPPC (cholinova skupina) a zapornym
nabojem vyskytujicim se ve struktufe HPTS. To mélo za nasledek vznik vrstvy HPTS
na vnéjsi strané fosfolipidové membrany a vyrovnani naboju (coZz je potvrzeno hodnotou zeta
potencialu pohybujiciho se kolem nulové hodnoty). Z diavodu zna¢né nestabilni hodnoty zeta
potencialu lze tedy usuzovat, ze HPTS podporuje vznik velkych agregati. Dal§im moznym
vysvétlenim markantniho zvySeni stfedni velikosti lipozomi z DPPC s HPTS je ten,
ze struktura HPTS ovlivnila samotny proces tvorby lipozomu [107].
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——DPPC rehydr. H20
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Obr. 17: Distribuce velikosti lipozomii z DPPC

Jak je patrné z obr. 17, po prvni dialyze HPTS se velikost lipozoma snizila na stfedni
velikost rovnou (210 + 7) nm a zeta potencial byl (-4,9 £ 3,7) mV. Vysvétleni nam poskytuje
skuteCnost, ze velké agregaty sedimentovaly na dné dialyzacniho stfeva. Tato skutecnost byla
experimentalné potvrzena pii centrifugaci roztoku. Vznik sedimentu potvrzuje obr. 25
v priloze. Pii méfeni se vychazelo pouze z méfeni supernatantu, coz by také vysvétlovalo rist
zeta potencialu po prvni i po druhé dialyze do zapornych hodnot. Proto i po druhé dialyze,
ktera trvala sedm dni, se stfedni velikost lipozomi opét snizila na hodnotu (185 £ 2) nm a zeta
potencial na (-15,5 +4,8) mV.

5.2.2 Lipozomy z DPPC s pridavkem 30 mol. % cholesterolu

Pfi rehydrataci fosfolipidového filmu obsahujiciho DPPC a cholesterol deionizovanou
vodou vznikly lipozomy se stfedni velikosti (82 + 7) nm a zeta potencialu (12,5 + 2,4) mV.
Cholesterol ma tendenci obnazovat zadporné nabité Casti (fosfatové skupiny) fosfolipidovych
hlavi¢ek DPPC, proto pii rehydrataci fosfolipidového filmu vodou vznikaji Castice o niz§im
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zeta potencialu, nez tomu bylo v pfipadé samotného DPPC. Snizeni stfedni velikosti
lipozomalnich castic muUze byt vysvétleno stabilizaci, kdy cholesterol zvySuje tuhost
membrany. Pokles mize byt také objasnén jinym agrega¢nim chovanim DPPC v pfitomnosti
cholesterolu, ktery nebyva na fosfolipidové dvojvrstvé distribuovan rovnomérné [107].
Po navazani HPTS byl zeta potencial jesté nizsi pravdépodobné diky vazbé HPTS na kladné
casti DPPC, které nebyly ovlivnény piitomnosti cholesterolu. Z hlediska polydisperzity
systému neni mozné velikost klasifikovat na zakladé stfedni velikosti ¢astic, proto pfihlizime
pouze k distribuci velikosti vzniklych lipozom.

Jak Ize pozorovat z obr. 18, HPTS ve styku s cholesterolem podmitiuje vznik dvou frakci.
AvSak odstranénim ¢asti neenkapsulovaného podilu HPTS se vyssi frakce posunuje k men§im
velikostem. To plati i v ptipadé uvoliovani HPTS ze stfedu lipozomu pii druhé dialyze.
Vysvétlenim muze byt opét to, Ze frakce s vysSSi velikosti sedimentovala (potvrzeno
centrifugaci), a proto se pii dalsich méfenich vychéazelo pouze z méfeni supernatantu. To mélo
opét za nasledek rast zeta potencialu do nizSich hodnot rovnych (-104 + 14) mV
a (-20,3 £2,8) mV, z ¢ehoz vyplyva, ze se stabilita systému v supernatantu zvysovala.

DPPC + 30 mol. % cholesterolu rehydr. HPTS
———DPPC + 30 mol. % cholesterolu rehydr. H20
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Obr. 18: Distribuce velikosti lipozomii z DPPC a cholesterolu

5.2.3 Lipozomy z DPPC s pridavkem 30 mol. % PA

Po rehydrataci fosfolipidového filmu deionizovanou vodou vznikly lipozomy o stifedni
velikosti odpovidajici (87 + 7) nm a zeta potencidlu o hodnoté (-38,3 = 2,5) mV.
Pfi rehydrataci roztokem HPTS se vytvorily lipozomy se stfedni velikosti odpovidajici
(84 = 7) nm a zeta potencialu o hodnoté (—46,1 = 5,4) mV. V obou piipadech vznikly stabilni
systémy, které se vramci odchylek velikostné neliSily. Ackoliv by se meéla kyselina
fosfatidova vyskytovat na vnitfnim povrchu lipozomu [108, 109], enkapsulace souhlasné
nabitého HPTS a mensi prostor uvniti lipozomi muze nutit vétsi Cast kyseliny fosfatidové
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navazat se spiSe na vnéj§i povrch. Tomu odpovida zna¢né snizeni zeta potencialu. Zaporny
naboj kyseliny fosfatidové vlivem odpudivych sil zabranil vazbé vétsSiho mnozstvi HPTS
navnéj§i stranu lipozomu — neovlivnéni agregacniho procesu. Odpudivé sily mezi
souhlasnymi naboji jsou zodpovédné za vznik menSich Castic nez v pripadé lipozomu
skladajicich se pouze z DPPC.

Po prvni dialyze a odstranéni neenkapsulovaného podilu HPTS se stfedni velikost
lipozoml zvysila na (96 £ 1) nm a zeta potencial se také zvysil na (-32,1 + 2,1) mV.
Diuvodem zvétSeni lipozomi muze byt ubytek odpudivych sil pusobicich mezi HPTS
a kyselinou fosfatidovou ve struktufe lipozomu. V ramci odchylek zeta potenciali dochazelo
pouze k jeho malé zmén€, a to diky moznosti odstranéni ur¢itého mnozstvi HPTS, které
mohlo byt vazano na cholinové skupiné DPPC. Po druhé dialyze byla velikost lipozomu
nepatrné veétsi — Cinila (99 + 1) nm. Zeta potencial se vSak nepatrné zvysil
na (-26,9 £ 0,5) mV. Tento pokles mohl byt zptsoben bud uplnym odstranénim HPTS
vazaného na kladny naboj DPPC, nebo uvolnénim casti HPTS enkapsulovaného uvnitt
vodného stfedu lipozomu. Distribuce velikosti zlistala zachovana, coz je zjevné z obr. 19.

12
DPPC + 30 mol. % PA rehydr. HPTS
———DPPC + 30 mol. % PA rehydr. H20
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Obr. 19: Distribuce velikosti lipozomii z DPPC a PA

5.2.4 Lipozomy z DPPC s pridavkem 30 mol. % cholesterolu a 30 % mol. % PA

Po pridavku 30 mol. % cholesterolu a 30 mol. % kyseliny fosfatidové se nam rehydrataci
v deionizované vodé podafilo pfipravit lipozomy se stfedni velikosti ¢astic o hodnoté
(87 +2) nm a hodnotou zeta potencialu rovnou (-60,5 £ 7,1) mV. Stfedni velikost ¢astic
vzniklych rehydrataci fosfolipidového filmu roztokem HPTS ¢inila (61 + 5) nm a zeta
potencial byl roven (-57,1 £ 4,9) mV. Hodnoty zeta potenciali se pohybuji ve stabilnich
zapornych hodnotach, které jsou zptsobeny pfitomnosti cholesterolu obnazujiciho fosfatovou
skupinu na fosfolipidu DPPC a pfitomnosti kyseliny fosfatidové, kterd ma sama o sobé
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zaporny naboj. Z toho vychazi také skutecnost, ze velikost lipozoma s enkapsulovanym HPTS
ma mensi velikost oproti lipozomum rehydratovanymi vodou. Je to zpisobené velmi silnymi
odpudivymi silami mezi obnazenym zapornym nabojem povrchu lipozomi a zapornym
nabojem HPTS. V porovnani s lipozomy, v jejichz struktufe se nachazi pouze kyselina
fosfatidova, jsou tyto odpudivé sily znacné silngjsi, proto je i velikost téchto lipozomu
v porovnani s nimi o néco mensi. To samoziejmé& plati 1 pro srovnani s lipozomy, které maji
ve své struktufe inkorporovany cholesterol.

Po odstranéni neenkapsulovaného podilu HPTS se odpudivé sily snizily, proto doslo
ke zvétSeni lipozomd na hodnotu (78 + 2) nm. Vlivem toho se zvysil i zeta potencial
na hodnotu (28,3 + 1,4) mV. Pfi studiu uvoliovani HPTS z lipozomu byla jejich stfedni
velikost stanovena na (98 + 6) nm a zeta potencial na (-23,6 + 1,9) mV. Narust velikosti
po druhé dialyze je dasledkem dalSiho snizeni odpudivych sil vlivem odstranéni ¢asti
enkapsulovaného HPTS z vodného stiedu lipozomt. V obou piipadech doslo k vyraznému
narastu zeta potencialu pod hodnotu stability, coz ma za nasledek rozsifeni distribuce
velikosti ¢astic (viz obr. 20). Kazdopadné se nam podafilo z hlediska vlastnosti pfipravit
castice vhodné pro ptidavek PEGsooo-PE a trimethylchitosanu.
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Obr. 20: Distribuce velikosti lipozomii z DPPC, cholesterolu a PA

5.2.5 Lipozomy z DPPC s pridavkem 6 mol. % PEGs000-PE

Pridavkem 6 mol. % polyethylenglykolu navazaného na fosfatidylethanolamin
arehydrataci v deionizované vodé se nam podafilo pfipravit lipozomy se stfedni velikosti
odpovidajici (87 + 2) nm a zeta potencidlu (-0,2 = 0,7) mV. V porovnani s lipozomy
slozenymi pouze z DPPC se zeta potencial pohybuje kolem nulové hodnoty z davodu
schopnosti PEGso00-PE piekryt povrchovy naboj lipozomd. Lipozomy jsou tak chranény proti
opsonizaci a vychytavani makrofagy v krevnim ob&hu organismu [6]. Navic doslo i k poklesu
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stfedni velikosti v porovnani s lipozomy bez pfidavku polyethylenglykolu, coz je zapfic¢inéno
sterickou a elektrostatickou stabilizaci, kterd zahrnuje orientaci molekul vody kolem
hydrofilni hlavi¢ky fosfolipidu PEGse00-PE [108]. Po rehydrataci fosfolipidové membrany
roztokem HPTS se velikost ani zeta potencial lipozomu v ramci odchylek nezménila. Hodnota
stiedni velikosti Cinila (87 £ 6) nm a zeta potencial (3,3 +2,5) mV.

Po prvni dialyze vznikly lipozomy se stfedni velikosti rovnou (95 + 3) nm a zeta
potencialu (-15,4+ 0,7) mV. Po postupném uvoliiovani HPTS z vodného stfedu lipozomu
byla jejich stfedni velikost stanovena na (111 + 7) nm a zeta potencial na (23,3 £ 5,2) mV.
Zvétseni velikosti lipozomu pravdépodobné nastalo diky nedostate¢né stabilit€é systému
a mozna také diky tomu, ze odstranénim zaporného naboje z okoli lipozomu doslo ke snizeni
odpudivych sil. Dialyzaci kromé sniZeni stabilizace mohlo dojit 1 k poklesu ,stealth”
vlastnosti lipozomu, proto se mohl projevit zaporny naboj fosfatové skupiny DPPC, coz by
vysvétlovalo postupny pokles zeta potencialu po prvni i po druhé dialyze. Odchylka v méfeni
mohla byt zpsobena tim, Ze se zeta potencial odecita na roviné skluzu, ktera se mohla
nachazet ve vrstvé PEGso00-PE, nebo tim, Ze postup pfipravy téchto lipozomu byl Castecné
odlisny v porovnani s lipozomy bez ptidavku PEGsow-PE. K pfipravé se vyuzivala vodni
lazen s nizsi energii, aby se v roztoku nevytvofily micely. Jak si mizeme v§imnout na obr. 21,
po druhé dialyze se distribuce velikosti lipozomu zvySila vznikem malého podilu vétSich
castic (0,5-5 pum).
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Obr. 21: Distribuce velikosti lipozomii z DPPC a PEGsoo-PE

5.2.6 Lipozomy z DPPC s pridavkem 30 mol. % cholesterolu a 6 mol. % PEGs000-PEG

Pridavkem 6 mol. % polyethylenglykolu navazaného na fosfatidylethanolamin
k cholesterolu a DPPC se pfi rehydrataci fosfolipidového filmu deionizovanou vodou
vytvorily lipozomy se stfedni velikosti o hodnoté (120 = 10) nm a zeta potencidlem
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odpovidajicimu hodnoté (0,8 + 2,6) mV. Porovnanim s lipozomy, které ve své strukture
mély inkorporovany pouze cholesterol, 1ze konstatovat, ze snizeni zeta potencialu k nulové
hodnoté ma za nasledek prekryti naboje lipozomu polyethylenglykolem. Velikost je o néco
vyssi kvuli vzniku vrstvy polyethylenglykolu na povrchu lipozomi nebo diky jinému zpisobu
agregace vlivem vice slozek lipozomu [107]. Z hlediska polydisperzity neni mozné posuzovat
velikost lipozomu pfipravenych po rehydrataci fosfolipidového filmu roztokem HPTS
na zakladé stfedni velikosti, nybrz podle distribuce velikosti zastoupenych Castic.

Jak je patrné naobr. 22, rehydrataci fosfolipidového filmu roztokem HPTS vznikly
lipozomy se §irsi distribuci velikosti. AvSak zeta potencial téchto lipozomt odpovidal hodnoté
(-9,2 £ 0,8) mV, a to pravdépodobné diky tomu, ze cholesterol méa tendenci obnazovat
fosfatové skupiny fosfolipidi do wvngjsiho prostiedi [108]. Vlivem nestability systému
lipozomy uptednostnily vznik vétsich castic. Po prvni dialyze vznikly stabilngjsi lipozomy
se zeta potencidlem, jehoz hodnota byla rovna (-20,8 + 2,9) mV, a po druhé dialyze zeta
potencial dale klesl na hodnotu (-34,4 + 0,9) mV. Klesajici hodnoty zeta potencialu mohou
byt opé€t vysvétleny vznikem agregati. Lze tedy s jistotou konstatovat, ze pro to, aby
lipozomy neagregovaly a vykazovaly vyssi stabilitu, by bylo nutné pouzit vyssi koncentraci
PEGs000-PE. Nepfesnost méfeni muze byt zpusobena tim, Ze se zeta potencial odecital
na roving skluzu, ktera se mohla nachéazet ve vrstvé PEGsooo-PE, nebo tim, Ze postup pripravy
téchto lipozomu byl Castecné odlisny v porovnani s lipozomy bez piidavku PEGsoo-PE.
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Obr. 22: Distribuce velikosti lipozomii z DPPC, cholesterolu a PEGsppo-PE

5.2.7 Lipozomy z DPPC s pridavkem 30 mol. % cholesterolu, 30 mol. % PA a 6 mol. %
PEGs000-PE

Po rehydrataci fosfolipidové dvojvrstvy stealth lipozomu s pfidavkem cholesterolu

a kyseliny fosfatidové deionizovanou vodou byly pfipraveny lipozomy se stifedni velikosti

odpovidajici (102 £ 9) nm a zeta potencialem o hodnoté (-5,5 = 3,4) mV. Oproti lipozomim
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pfipravenym bez piidavku polyethylenglykolu je narust velikosti zna¢ny pravdépodobné kvili
tvorbé vrstvy PEG na povrchu lipozomu ¢i jiného agregacniho chovani vlivem vice slozek
lipozomt [107]. Rehydrataci fosfolipidové dvojvrstvy roztokem HPTS vSak vznikaji
lipozomy o velikosti nepatrné mensi. Hodnota stfedni velikosti lipozomd Cinila (85 £ 4) nm
a zeta potencial odpovidal hodnoté (—12,2 + 0,3) mV. Odpudivé sily mezi souhlasnymi néboji
HPTS a povrchem lipozomu s inkorporovanym cholesterolem obnaZzujicim fosfatové skupiny
a zapornou kyselinou fosfatidovou meély za nasledek jak mirny pokles stfedni velikosti,
tak pokles zeta potencialu.

Odstranénim casti neenkapsulovaného podilu HPTS se lipozomy zvétSily na hodnotu
(102 £ 4) nm a zeta potencial opét poklesl na hodnotu (-26,4 + 1,4) mV, ve které jiz lipozomy
vykazuji urCitou stabilitu. Druha dialyza zpusobila dal$i narast stfedni velikosti lipozomu
na hodnotu (119 + 3) nm a pokles zeta potencialu na (-30,6 + 2,4) mV. Enkapsulace zaporné
nabit¢tho HPTS pravdépodobné vyvolalo inkorporaci vétSiny kyseliny fosfatidové
a cholesterolu do vnéjsi fosfolipidové vrstvy, coz zpusobilo narast velikosti lipozomu i pokles
zeta potencialu do stabilnich hodnot. Je nutné zminit, ze zeta potencial mohl byt méfen
naroving skluzu, kterda se wvyskytovala uvnitf vrstvy polyethylenglykolu. Lze tedy
poznamenat, ze Vv pfipadé rehydratace fosfolipidového filmu roztokem HPTS nebyla
koncentrace PEGsoo0-PE dostateCna, aby prekryla povrchovy naboj stealth lipozomu.
Distribuce velikosti po prvni i druhé dialyze zlstala zachovana, jak je patrné z obr. 23.

1
0 DPPC + 30 mol. % chol + 30 mol. % PA +
6 mol. % PEG-PE rehydr. HPTS
9 ——DPPC + 30 mol. % chol + 30 mol. % PA +
6 mol. % PEG-PE rehydr. H20
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Obr. 23: Distribuce velikosti lipozomii z DPPC, cholesterolu, PA a PEG sooo-PE

5.2.8 Lipozomy z DPPC s pridavkem 30 mol. % cholesterolu, 30 mol. % PA, 6 mol. %
PEG a 0,1 % TMC

Po rehydrataci fosfolipidového filmu stealth lipozomt deionizovanou vodou a kombinaci

s trimethylchitosanem se nam podafilo pfipravit lipozomalni komplex se stfedni velikosti

odpovidajici hodnoté¢ (139 + 3) nm. Zeta potencial nabyval stability dané hodnotou
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(342+1,4) mV, ktera potvrzuje vazbu trimethylchitosanu nazaporné komponenty
fosfolipidové dvojvrstvy. Tvorba vrstvy trimethylchitosanu na povrchu stealth lipozomi méla
za nasledek zvySeni jejich stfedni velikosti a posun distribuce velikosti k vy$§im hodnotam.
Rehydrataci roztokem HPTS se stfedni velikost lipozomli zménila na (167 + 5) nm a zeta
potencial klesl na (14,9 + 2,6) mV. Tato zména stfedni velikosti a zeta potencialu oproti
lipozomim rehydratovanymi deionizovanou vodou byla vyvolana interakci HPTS s kladné
nabitym trimethylchitosanem. Tuto skutecnost znazoriiuje rozSifeni distribuce velikosti
lipozom po rehydrataci fosfolipidového filmu roztokem HPTS na obr. 24.

Oddialyzovani neenkapsulovaného podilu HPTS z lipozomalniho roztoku vedlo ke vzniku
lipozomu s mensi stfedni velikosti odpovidajici hodnoté (156 = 3) nm. Divodem této zmeény
je odstranéni prebytecného HPTS navazaného na trimethylchitosanu, coz také zvysilo
hodnotu zeta potencialu na (20,2 = 0,8) mV. Po druhé dialyze, ve které doslo k uvoliiovani
casti HPTS enkapsulovaného uvniti vodného stfedu lipozomd, se stfedni velikost lipozomt
odpovidajici hodnoté (151 + 3) nm v ramci odchylek nesnizila. AvSak zeta potencial se zvysil
na hodnotu rovnou (36,7 = 2,9) mV, ¢imz systém dosahl znacné stability. S jistotou mizeme
konstatovat, ze se nam podafilo pfipravit vhodny systém pro potencionalni vyuziti pfi
inhala¢nim podani l1éCiv. Diky stabilité, velikosti a kladnému naboji komplexu lipozom-TMC
by se mél lipozom bez problému dostat pres t€sné spoje plicnich alveol pfimo do krve.

9 ——DPPC + 30 mol. % chol + 30 mol. % PA +
6 mol. % PEG-PE + TMC rehydr. H20
8 DPPC + 30 mol. % chol + 30 mol. % PA +
\ 6 mol. % PEG-PE + TMC rehydr. HPTS
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Obr. 24:Distribuce velikosti lipozomii z DPPC, cholesterolu, PA, PEGspo0-PE a TMC

5.3 Enkapsulacni ucinnost lipozomu

Intenzita fluorescence po prvni dialyze byla u kazdého vzorku zméfena tfikrat. Z té€chto
méfeni byl stanoven primér, z néhoz byla na zakladé znalosti kalibracni kiivky uvedené
v kapitole 5.1 zjiStovana koncentrace HPTS enkapsulovaného uvnitf vodného stfedu
lipozoml slozenych z odlisnych komponent. Enkapsulac¢ni Gc¢innost byla spocitana podle
vzorce uvedeného v kapitole 4.6. Vysledky uvadi nasledujici tab. 1.
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Tab. 1: Enkapsulacni ucinnost jednotlivych lipozomalnich systémii po prvni dialyze

LIPOZOMALNIi SYSTEM n (%)
DPPC 5,66 = 0,02
DPPC + 30 mol. % cholesterolu 6,49+ 041
DPPC + 30 mol. % PA 13,74 £ 0,20
DPPC + 30 mol. % cholesterolu + 30 mol. % PA 7,25+0,17
DPPC + 6 mol. % PEGs00-PE 3,49 £0,39
DPPC + 30 mol. % cholesterolu + 6 mol. % PEGso00-PE 6,87+ 0,26
DPPC + 30 mol. % cholesterolu + 30 mol. % PA + 6 mol. % PEGs0-PE 9,71 + 0,02
DPPC + 30 mol. % cholesterolu + 30 mol. % PA + 6 mol. % PEGs¢0-PE + TMC 9,79 + 0,02

Ptidavek cholesterolu k zakladni komponenté¢ DPPC zvysil enkapsulaéni u€innost vlivem
schopnosti cholesterolu ztuzit fosfolipidovou dvojvrstvu, coz do urcité miry zabranilo uniku
sondy z vodného stfedu pfi prvni dialyze. Jak si mizeme vSimnout, nejvyssi enkapsulacni
ucinnost byla naméfena u lipozomalniho systému skladajiciho se z DPPC a ptidavku
30 mol. % kyseliny fosfatidové. Enkapsulace HPTS pravdépodobné zpusobila umisténi
vétsiny kyseliny fosfatidové do vnéj§i lipozomalni dvojvrstvy. Mensi cCast kyseliny
fosfatidové se vyskytovala na wvnitfni vrstvé. Tyto odpudivé sily mezi souhlasné nabitou
vnitini  fosfolipidovou vrstvou a strukturou HPTS zpomalily unik vétSiho mnozstvi
enkapsulovaného HPTS. Kombinace pifidavku cholesterolu a kyseliny fosfatidové vedla
v porovnani s lipozomy zDPPC a cholesterolu k navySeni enkapsulacni ucCinnosti
pravdépodobné kvuli zapornému naboji na kyseliné fosfatidové. V porovnani s lipozomy
zDPPC a kyseliny fosfatidové doslo inkorporaci cholesterolu ke snizeni enkapsulacni
ucinnosti. Roli v tomto snizeni muze hrat jiny agregacni mechanismus lipozomi, ktery mohl
zpusobit enkapsulaci mensiho mnozstvi HPTS, nebo piili§ vysoky zaporny naboj,
ktery je ovlivnén jak pfitomnosti cholesterolu, tak kyseliny fosfatidové. Nejnizsi enkapsulacni
ucinnost byla stanovena u DPPC s pfidavkem 6 mol. % PEGsoo-PE, a to s nejvétsi
pravdépodobnosti diky jeho schopnosti skryt naboj fosfolipidové dvojvrstvy. Usuzujeme
inkorporaci malé ¢asti PEGsooo-PE na vnitini stranu, kvili které byla vazba HPTS do vodného
sttedu ze vSech variant lipozomalnich systémt nejobtizn€jsi. U ostatnich stealth lipozomt
byla enkapsulacni uéinnost vyssi nez v pripad€ lipozoml o stejném sloZeni bez ptitomnosti
polyethylenglykolu. Stealth lipozomy s inkorporovanym cholesterolem byly chranény pted
nadbyte¢nym uvoliiovanim HPTS pfi prvni dialyze ztuzenim a vrstvou polyethylenglykolu.
V ptipadé stealth lipozomi s piidavkem cholesterolu a kyseliny fosfatidové jiz problém
s enkapsulaci nenastava vlivem pokryti povrchového naboje lipozomu polyethylenglykolem.
Mira uvolnéni bude pravdépodobné z hlediska ztuzeni, pfitomnosti zapornych komponent
avrstvé polyethylenglykolu nejnizsi. Pfidavek trimethylchitosanu k vytvorenym stealth
lipozomiim mirné pozitivné ovlivnil enkapsulaci HPTS. Zaporné nabité HPTS se mohlo
navazat na kladné naboje trimethylchitosanu a ovlivnit tak enkapsulacni u¢innost. Nicméné
tyto molekuly modelového 1é¢iva nejsou enkapsulované ve vodném stedu lipozomu.
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5.4 Uvolnovani HPTS z lipozomu

Po druhé dialyze byla intenzita fluorescence jednotlivych lipozomalnich systému
proméfena opét tiikrat. Z téchto méfeni byl sestaven prumér a ze znalosti kalibracni kiivky
uvedené v kapitole 5.1 byla vypocitana zbyla koncentrace HPTS uvniti lipozomt. MnoZstvi
oddialyzovaného HPTS bylo ureno z poméru koncentraci HPTS enkapsulovaného
v lipozomech po druhé dialyze a koncentrace HPTS enkapsulovaného v lipozomech pfi prvni
dialyze. V tab. 2 jsou uvedeny koncentrace HPTS jednotlivych lipozomalnich systémd,
které i po druhém dialyza¢nim procesu zistalo v lipozomech.

Tab. 2: Zistatek HPTS v jednotlivych lipozomdlnich systémech po druhé dialyze

LIPOZOMALNI SYSTEM n (%)

DPPC 62,8 +0,4
DPPC + 30 mol. % cholesterolu 78,9+ 1,1
DPPC + 30 mol. % PA 79,4 +0,3
DPPC + 30 mol. % cholesterolu + 30 mol. % PA 88,7+ 1,7
DPPC + 6 mol. % PEGs00-PE 78,4 +£0,1
DPPC + 30 mol. % cholesterolu + 6 mol. % PEGso00-PE 84,3+ 1,0
DPPC + 30 mol. % cholesterolu + 30 mol. % PA + 6 mol. % PEGs0-PE 93,5+ 0,1
DPPC + 30 mol. % cholesterolu + 30 mol. % PA + 6 mol. % PEGs0-PE + TMC 93,6 0,5

Nejvyssi miru uvolnéni HPTS vykazuje lipozomalni systém slozeny pouze z DPPC,
a to kvuli rovnomérnému rozlozeni kladného a zaporného naboje. Nic tedy nebrani priniku
HPTS pifes membranu. To se vSak méni piidavkem komponent. Pfidavek cholesterolu
zpusobuje ztuzeni fosfolipidové dvojvrstvy, jak uz bylo feCeno diive, proto je pro HPTS
obtizné&jsi pres ni projit. Uvolniovani HPTS z vodného stfedu lipozomt zpomalila piitomnost
zaporné nabité kyseliny fosfatidové vlivem dostatecné silnych odpudivych sil mezi HPTS
a kyselinou fosfatidovou. Kombinaci téchto dvou komponent doSlo k navySeni HPTS,
které zustalo v lipozomech enkapsulovano. Vysvétlenim je s nejvétsi pravdépodobnosti opét
ztuzeni této vrstvy cholesterolem a inkorporace kyseliny fosfatidové. To znemoziuje
odstranéni HPTS vlivem jeho snizené schopnosti projit pfes souhlasné nabitou fosfolipidovou
dvojvrstvu. Piidavek PEGsooo-PE nejspise nadale snizuje mnozstvi oddialyzovaného HPTS
oproti lipozomim z DPPC. Hlavnim divodem je tvorba vrstvy polyethylenglykolu
na povrchu téchto lipozomu. Co se tyka stealth lipozomu s pfidavkem cholesterolu a kyseliny
fosfatidové, systém vykazuje minimalni uvolnéni HPTS, a to diky pfitomnosti vSech tfi
slozek, které vyvolaly synergicky efekt. Po pfidavku trimethylchitosan k t€émto lipozomim
nedoslo k zadné zméné zadrze fluorescen¢ni sondy. Mnozstvi HPTS, které zustalo
enkapsulovaného uvniti lipozomt po druhé dialyze, bylo totozné jako v pfipad€ stealth
lipozomi o stejném slozeni bez pifidavku TMC. Lze konstatovat, ze pridavek
trimethylchitosanu neovlivnil dialyzacni proces modelového 1éciva.
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6 ZAVER

Pti teSeni bakalarské prace se nam podafilo splnit vSechny zadané cile. Na zakladé literarni
reSerSe jsme zvolili jako vhodnou metodu pro enkapsulaci hydrofilnich latek metodu
rehydratace fosfolipidového filmu. Podafilo se nam vytvofit standardni operac¢ni postup
pro enkapsulaci hydrofilnich latek. Rozhodli jsme se, ze zakladni komponentu lipozomt bude
tvorit DPPC, ktery byl zvolen ztoho divodu, Ze je nejhojnéji zastoupenym fosfolipidem
nachéazejicim se v surfaktantu plicnich alveol. K této zakladni komponenté byl pfidan
cholesterol pro zajiSténi stability, zaporna kyselina fosfatidova jako pilif pro navazani
trimethylchitosanu, polyethyleglykol navazany na fosfatidylethanolamin pro zajisténi
prodlouzené cirkulace vkrvi a nakonec trimethylchitosan. Dilezitou vlastnosti
trimethylchitosanu je schopnost diky jeho kladnému naboji pfejit pfes t€sné spoje z plic
do krve. Hlavni naplni bylo zkouméani vlivu jednotlivych komponent lipozoméalniho systému
na enkapsulacni u€innost fluorescencni sondy HPTS.

Prvni lipozomalni systém byl tvofen pouze zakladni komponentou DPPC. HPTS v tomto
pfipadé podminilo vznik velkych agregatd, které sedimentovaly. Enkapsulacni ucinnost
lipozomu ¢inila (5,66 + 0,02) % z pavodniho mnozstvi HPTS, kterym byl rehydratovan
fosfolipidovy film. Tato hodnota enkapsulacni GCinnosti odpovida tomu, ze DPPC ma
ve fosfolipidové dvojvrstvé rovnomeérne rozlozeny kladny 1 zdporny naboj a neni stabilizovan.
Z tohoto divodu dochazelo k vysokému uvolnéni enkapsulovaného HPTS i béhem druhé
dialyzy. Enkapsulovano zistalo pouze (62,8 = 0,4) % HPTS.

Jako prvni piidavek byl zvolen cholesterol, po jehoz inkorporaci do fosfolipidové
dvojvrstvy vznikly lipozomy s HPTS o dvou frakcich. Vyssi frakce v pribéhu prvni dialyzy
sedimentovala, proto se i vtomto pripadé vychdzelo z méfeni supernatantu. Pridavek
cholesterolu zvysil enkapsulacni ucinnost na (6,49 + 0,41) %. Divodem je schopnost
cholesterolu snizit fluiditu fosfolipidové membrany. Proto po druhé dialyze v lipozomech
zustalo enkapsulovano (78,9 + 1,1) % z pavodniho mnozstvi HPTS.

Dal§im pridavkem byla kyseliny fosfatidova, kterd se diky enkapsulaci zaporné slozky
inkorporovala majoritné na vnéjsi vrstvu fosfolipidové dvojvrstvy. Vlivem odpudivych sil
mezi souhlasné nabitym povrchem lipozomu a strukturou HPTS nebyla schopna fluorescencni
sonda tak lehce uniknout, a proto enkapsulac¢ni u€innost nabyla nejvys§i hodnoty ze vsech
lipozomalnich systémua rovné (13,74 + 0,20) %. Ze stejného divodu byl omezen i druhy
dialyzacni proces, po némz zistalo v lipozomech enkapsulovano (79,4 + 0,3) % HPTS.

Kombinaci cholesterolu a kyseliny fosfatidové Cinila enkapsulacni u€innost lipozomalniho
systtmu po prvni dialyze (7,25 + 0,17) % HPTS. V porovnani s lipozomy z DPPC
a cholesterolu doslo k navySeni enkapsulacni ucinnosti pravdépodobné kvili zapornému
naboji na kyseliné fosfatidové. V porovnani s lipozomy z DPPC a kyseliny fosfatidové doslo
inkorporaci cholesterolu ke snizeni enkapsulacni uc¢innosti. Diivodem mize byt jiny agregacni
mechanismus lipozomd, ktery mohl zpusobit enkapsulaci mensiho mnozstvi HPTS,
nebo prili§ vysoky zaporny naboj zplisobeny ptitomnosti téchto dvou komponent. Zistatek
HPTS v lipozomech €inil (88,7 + 1,7) %.

Pomoci PEGylace lipozomu z DPPC byl pfipraven dalsi lipozomalni systém. Dulezitou
vlastnosti polyethylenglykolu je ptekryti povrchového naboje lipozomu, proto se domnivame,
ze vzhledem knejnizs§i enkapsulacni ucinnosti doSlo kinkorporaci malého mnozstvi
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do vodného stfedu lipozomu. Enkapsulacni Gcinnosti Cinila pouhych (3,49 + 0,39) % HPTS.
Z tohoto divodu je pravdépodobné relativné rychlé uvolnovani — (78,42 + 0,08) % zistalo
z puvodniho mnozstvi HPTS enkapsulovaného pii prvni dialyze.

K lipozomim z DPPC s pfidavkem cholesterolu byl pfidan polyethyleglykol navazany
na fosfatidylethanolamin. Jak uz bylo zminéno vyse, cholesterol snizil fluiditu membrany
a polyethylenglykol vytvoril vrstvu na povrchu lipozomt. Proto se enkapsulac¢ni Ginnost
oproti stejnym lipozomum bez piidavku polyethylenglykolu zvysil na hodnotu
(6,87 +0,26) %. Ze stejného divodu zlstalo enkapsulovano ve vodném jadie lipozomi
(84,4 + 1,0) % HPTS, které se v lipozomech vyskytovalo po prvni dialyze.

PEGylované lipozomy s pfidavkem cholesterolu a kyseliny fosfatidové se chovaly
obdobné jako v pfedchozim piipadé. Cholesterol ztuzil membranu a polyethyleglykol vytvofil
vrstvu na povrchu lipozomu. Vétsi ¢ast kyseliny fosfatidové se nachazela diky enkapsulaci
zaporné sondy na vnéjsi strané fosfolipidové dvojvrstvy. Tyto tfi slozky fungovaly jako
synergisté, ¢imz se znesnadnil unik zdporné€ nabité slozky, a proto se enkapsulacni G€innosti
oproti stejnym lipozomim bez piidavku polyethylenglykolu zvysila na (9,71 £ 0,02) %.
Po druhé dialyze zastalo enkapsulovano (93,5 = 0,1) % HPTS.

Po pridavku trimethylchitosanu ke stealth lipozomtim s pfidavkem cholesterolu a kyseliny
fosfatidové enkapsulacni ucinnost ¢inila (9,79 £+ 0,02) % HPTS, tedy velmi obdobné mnozstvi
jako u stealth lipozomu bez ptidavku trimethylchitosanu — lehké zvyseni je predpokladano
diky kladnému naboji TMC. Také zUstatek enkapsulovaného mnozstvi HPTS bylo obdobné.
Cinilo (93,5 + 0,5) % zHPTS enkapsulovaného po prvni dialyze. Dalo by se tvrdit,
ze trimethylchitosan i ptes svij kladny naboj neovliviiuje prvni ani druhy dialyzacni proces.

Na zakladé vysledki muzeme tvrdit, ze se nam podafilo z hlediska vSech fyzikalné-
chemickych vlastnosti ptipravit vhodny lipozomalni systém pro inhalac¢ni podani hydrofilnich
léciv. Timto systémem jsou lipozomy z DPPC s pfidavkem 30 mol. % cholesterolu,
30mol. % PA, 6 mol. % PEGso0-PE a 0,1 % TMC, které jsou biokompatibilni
a biodegradabilni. Pfestoze neni enkapsula¢ni ucinnost tohoto lipozomalniho systému
nejvyssi, je pro pouziti v souvislosti s velmi pomalym uvoliovanim IléCiva vice nez
dostatecna. Obecné lze tvrdit, ze enkapsulacni Gc€innost hydrofilnich latek je v porovnani
s latkami hydrofobnimi velmi mald. Roli vtom hraje skuteCnost, ze hydrofobni latky
upfednostiiuji nepolarni prostfedi, a proto jsou schopny se inkorporovat pouze
do fosfolipidové dvojvrstvy. Pro hydrofilni latky je typické polarni prostiedi, které se nachazi
ve stfedu lipozomu, ale také je toto prostiedi obklopuje. Z toho duvodu je enkapsulace
hydrofilnich latek obtizna. Mira enkapsulaéni Gcinnosti komplexu lipozom-TMC je
zpusobena pritomnosti velkého mnozstvi zapornych komponent, které synergicky piisobi proti
uvoltiovani HPTS pfi prvnim 1 druhém dialyza¢nim procesu. Pfidavkem trimethylchitosanu
by se mély lipozomy snadno dostat pres t€sné spoje plicnich alveol pfimo do krevniho fecisté
pacienta. Diky vhodné velikosti a stabilité¢ vyvolané vrstvou polyethylenglykolu na jejich
povrchu maji navic lipozomy dostatek asu na zacileni do mista nadoru.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam zkratek

DPPC
PEG
CMC
CPP

Tc

SUV
LUV
OLM
MLV
MVV
DOTAP
So

Sq

S

T
HPTS
PA
PEGs500-PE
PE
T™C
EE
HPLC
DSPC
uv
UV-VIS

1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin
polyethyleglykol

kriticka micelarni koncentrace

kriticky sbalovaci parametr

teplota mezifazového prechodu

mala unilameléarni vezikula

velka unilamelarni vezikula

velka oligolamelarni vezikula

velka multilamelarni vezikula
multivezikularni vezikula
1,2-dioleyl-3-trimethylammonium-propan
zakladni hladina singletového excitovaného stavu
prvni hladina singletového excitovaného stavu
druha hladina singletového excitovaného stavu
prvni hladina tripletového excitovaného stavu
trisodna stl kyseliny 8-hydroxypyren-1,3,6-trisulfonové (pyranin)
kyselina fosfatidova

polyethyleglykol o Mr 5000 navazany na PE
fosfatidylethanolamin

trimethylchitosan

enkapsulacni u€innost

vysokoucinna kapalna chromatografie
1,2-distearoylfosfatidylcholin

ultrafialové oblast svétla

oblast ultrafialového a viditelného svétla

8.2 Seznam symbolu

volny objem

efektivni délka alkylového tetézce
efektivni plocha hydrofilni hlavicky
hydrodynamicky primér ¢astic
translacni difuzni koeficient
Boltzmannova konstanta
termodynamicka teplota

viskozita disperzniho prostiedi
elektrokineticky potencial

zeta potencial

funkce souvisejici s tvarem Castice
koncentrace HPTS po enkapsulaci
koncentrace HPTS pfi rehydrataci fosfolipidového filmu



9 PRILOHY

Obr. 25: Lipozomy z DPPC pred a po centrifugaci (vznik sedimentu)
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