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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo zkoumat interakce modifikovanych polymert s vezikuldrnimi
systémy, se zaméfenim na hydrofobné modifikované biopolymery. Prace zahrnovala resersi
literatury, navrh experimentti pro studium téchto interakci, provedeni experimentli a
zhodnoceni jejich vysledkii z hlediska potencidlni medicinské aplikace. Byly studovany
ruzné metody piipravy liposomu s cilem optimalizovat jejich fyzikalné-chemické vlastnosti
pro efektivni doruc¢ovani 1€civ. Prestoze ptiprava liposomii z DPPC ¢elila problémtm kvili
kvalit¢ chemikalii, metoda ethanolového ptikapavani vedla k tvorbé stabilnich liposomt.
Tyto liposomy prokazaly dobrou velikost a stabilitu, a jejich interakce s palmitoyl
hyaluronatem sodnym naznacila potencial pro zvySeni velikosti liposomi a ovlivnéni jejich
stability.

ABSTRACT

The aim of this work was to investigate the interactions of modified polymers with vesicular
systems, focusing on hydrophobically modified biopolymers. The work included a literature
search, design of experiments to study these interactions, execution of the experiments and
evaluation of the results in terms of potential medical applications. Different methods of
preparing liposomes were studied in order to optimize their physicochemical properties for
efficient drug delivery. Although the preparation of liposomes from DPPC faced problems
due to the quality of chemicals, the ethanol addition method resulted in the formation of
stable liposomes. These liposomes showed good size and stability, and their interaction with
sodium palmitoyl hyaluronate indicated the potential for increasing the size of liposomes
and affecting their stability.
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UvVOD

Interakce mezi modifikovanymi polymery a liposomy ptedstavuje klicovou roli v oblasti
farmaceutického vyzkumu a vyvoje. Tato interakce ma potencial vytvaret nové systémy pro
cilenou 1ékovou terapii, které mohou zlepsit u¢innost 1é¢iv a minimalizovat nezddouci
vedlejsi ucinky.

Tato bakalarska prace se zabyva studiem interakce liposomalniho sytému, pfipraveného
na bazi vajecného lecitinu, s modifikovanym polymerem — palmitoyl hyaluronatem sodnym.
Palmitoyl hyaluronat sodny je derivat kyseliny hyaluronové, ktera je pfirozenou soucasti
extracelularni matrix v lidském téle. Hyaluronova kyselina je znamé svymi vynikajicimi
vlastnostmi v oblasti biokompatibility a schopnosti vazat vodu, coz ji ¢ini vhodnou pro rtizné
biomedicinské aplikace. Modifikace palmitoylem zvySuje hydrofobni charakter molekuly,
coz muze usnadnit jeji interakci s liposomy a naslednou stabilizaci celkové struktury.

V experimentalni ¢asti této prace byla navrzena metoda pfipravy liposomt z vaje¢ného
lecitinu a byla sledovéna jejich interakce s palmitoyl hyaluronatem sodnym. Uspé&$nost této
interakce byla stanovena pomoci metod dynamického rozptylu svétla (DLS)
a elektroforetického rozptylu svétla (ELS). DLS poskytuje informace o velikosti a distribuci
Castic, zatimco ELS umoziiuje méfeni zeta potencialu, coz je kliCovy parametr pro
hodnoceni stability koloidnich systému. Na zavéru vSech vysledkil byla diskutovand takeé
potencionalni medicinska aplikace takového systému.



1 TEORETICKA CAST
1.1 Vezikularni systémy

V soucasné¢ dobé je veédecky vyzkum intenzivné zaméfen na systematické zkoumani
vezikularnich systému jako perspektivniho sméru ve vyvoji nosict 1éCiv. Tyto systémy se
prokazuji jako potencidlni alternativa diky své analogii s pfirozenymi strukturami
v organismu, coz zarucuje jejich netoxicnost a biodegradabilitu. Jednim z hlavnich ptinosi
téchto systémil je moznost jejich vyuziti jako nosiCovych systémt. Diky hydrofobni
a hydrofilni doméné, je do vezikularnich systémd mozné inkorporovat celou fadu 1é¢iv
ruzného druhu a charakteru [1].

Vezikularni systémy pfedstavuji obecné oznaceni asociativnich koloidnich systému. Tyto
systémy mohou byt slozené z tenzidd, také znamé jako povrchové aktivni latky. V nasem
konkrétnim ptipadé¢ je vezikularni systém slozen z fosfolipidu, které formuji liposomy, coz
je specificky typ vezikul. Strukturdlné jsou tyto systémy charakterizovany jadrem
a lipidovou dvojvrstvou, které umoziuji transport jak polarnich, tak i nepolarnich
latek (Obrazek 1).

Udrzeni 1€kd v lipidovych systémech usnadiiuje priichod bunéénou membranou, coz
ovliviiuje rychlost absorpce a oddaluje eliminaci 1éCiv. Tento systém se osvédcuje pii
manipulaci s 1éCivy, kterd jsou urCeny k rychlé metabolizaci a funguje jako systém
s kontrolovanym uvoliiovanim. Efektivné fe$i problémy spojené s nerozpustnosti,
nestabilitou a degradaci 1ékd. V ndvaznosti na tuto problematiku bylo vyvinuto nékolik
dorucovacich systémt, véetn¢ liposomt, ethosomu atd. [2]. Rizné vezikularni systémy,
které byly objektem vyzkumu, vykazuji nejednoznacnou miru uspeSnosti. Nejnovéjsi studie
naznacuji, ze pro tento ucel maji liposomy nejvétsi potencial.

Lipidova membana

Polarni jadro

| Lipofilni litka

Hydrofilni latka

Obrazek 1: Obecné schéma struktury a typu zadrzovani lipofilnich a hydrofilnich latek ve
vezikularnich systémech [1].

1.2 Liposomy

Liposomy byly poprvé objeveny v 60. letech dvacatého stoleti britskym hematologem
Dr. Alecem Banghamem. Tyto struktury piedstavuji koloidni sférické Gitvary s primérem od
50 do 500 nm, a svou velikosti jsou na pomezi klasifikace nanocastic az mikrocastic.



Liposomy jsou tvofeny amfifilnimi molekulami lipidi (fosfolipidii), které¢ v roztoku
vykazuji samoorganizacni schopnosti zavislé na polarité rozpoustédla [3].

1.2.1 SloZeni liposomii

Liposomy vznikaji prostfednictvim tiech zakladnich interakci, jako je naptiklad hydrofilni
pusobeni mezi ¢astmi fetézce fosfolipidii, Van der Waalsovymi silami mezi uhlovodikovymi
fetézci, diky kterym jsou tyto fetézce udrzovany pohromadé¢ a vodikovymi vazbami
s molekulami vody. Hydrofobni ¢asti molekuly vykazuji odpudivost viici molekulam vody,
coz vede k samovolnému usporadani liposomii do uzavienych systémi, tvofenych dvojitou
vrstvou, pouze v pripad€, kdyz hodnota packing parametru umoznuje takové uskupeni.
Liposomalni membrana je sloZena z jedné nebo vice lipidovych dvojvrstev, znamych také
jako lamely, které jsou peclivé usporadany kolem vnitiniho jadra. V této struktufe jsou
polarni skupiny (hlavy) orientovany smérem ven a hydrofobni skupiny (fetézce) smétuji do
objemu membrany. Toto charakteristické uspotfadani fosfolipida v liposomalni struktuie ma
vyznamné biologické dusledky, zejména v ramci transportu a interakci s biologickymi
membranami [4].

V zévislosti na charakteristikdch hlav fosfolipidi mohou liposomy nabyvat kladného,
zaporného nebo neutrdlniho naboje [6] (Obrazek 2). Konecné vlastnosti liposomil jsou
ovlivnény strukturou a charakteristikami fosfolipidd. Liposomy mohou plnit rizné funkce
v zéavislosti na variacich hlavnich skupin, alifatickych fetézci a nasycenosti mastnych
kyselin [7]. Stabilita liposomli muze byt zlepSena pouzitim fosfolipidi s delSimi
hydrofobnimi skupinami a nizkym stupném nenasycenosti téchto fetézcl, stejné jako
ptitomnosti etherovych vazeb. Fosfolipidy s delSimi nasycenymi uhlovodikovymi fetézci
vykazuji vysS8i schopnost vzdjemné interakce a formuji pevné uspofadané struktury
dvojvrstev. Naopak fosfolipidy s krat§imi nenasycenymi uhlovodikovymi fetézci vedou ke
vzniku liposomi s neuspofadanymi dvojvrstvami a zvySeni jejich fluidity [8],[9].
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Obrazek 2: Priklady nabitych a nenabitych fosfolipidi pfi neutralnim pH roztoku [10].



1.2.2 Fosfolipidy

Podstatnou slozkou membrany liposomti jsou amfifilnimi lipidy nazyvané
glycerofosfolipidy. Zakladem téchto komponentii je molekula glycerolu, na kterou je
esteroveé vazana fosfatova skupina a dva fetézce mastnych kyselin, které podle své struktury
mohou byt nasycené nebo nenasycené. Fosfatova skupina miize byt také vazana na jinou
organickou molekulu. Podle této organické skupiny jsou ptirodni fosfolipidy klasifikovany
jako kyselina fosfatidova (PA), fosfatidylcholin (PC), fosfatidyletanolamin (PE),
fosfatidylinositol (PI), fosfatidylglycerol (PG) a fosfatidylserin (PS) [6]. Glycerofosfolipidy,
nejcastejsi stavebni slozky membran liposomtl, 1ze rozdélit do dvou zakladnich skupin:
piirodni a syntetické. NejCastéji pouzivané piirodni fosfolipidy jsou fosfatidylcholin (PC)
a fosfatidyletanolamin (PE), které¢ jsou pfitomné v rostlinach a zviratech. Hlavnimi zdroji
ptirodnich fosfolipidl jsou vajecny zloutek nebo s6jové boby. Syntetické fosfolipidy jsou
formovany z ptirodnich lipidi. Modifikace hlavnich skupin, alifatickych fetézci a alkohold
molekuly prokéazaly vyssi odolnost a stabilitu ve srovnani s pfirodni formou fosfolipidd.
Ptikladem syntetického fosfolipidu je dipalmitoylfosfatidylcholin (DPPC) [11].

Dva typy chemickych degrada¢nich procesit mohou ovlivnit fosfolipidovou dvojvrstvu
atim i efektivitu liposomt: hydrolyza esterovych vazeb, které spojuji mastné kyseliny
s molekulou glycerolu a peroxidace nenasycenych acylovych fetézcl (v ptipad¢ jejich
pfitomnosti). Oxidace a hydrolyza lipidit mohou vést k vytvoreni lipida s kratkym fetézcem
a nasledné k tvorbé rozpustnych derivatd v membrané€, coz mize narusit, ptipadné snizit
kvalitu liposomovych produktt [11].

Kromé toho fyzikalni proces, jako je agregace neboli shlukovani, miize ovlivnit dobu
uchovavani liposomu tim, ze mize dochazet k uvolnéni 1é¢iva nebo zménadm velikosti.
Je diilezité zabezpecit dobrou stabilitu liposoml z hlediska tuhosti a pevnosti lipidové
dvojvrstvy volbou spravnych lipidi s vysokou teplotou fazového prechodu (Twm), kterou
ovliviiuji mastné kyseliny, stupeni nenasycenosti, délka fetézce a polarni hlavové
skupiny [13].

1.2.3 Lecitin

Fosfatidylcholin (lecitin) je nejCastéji se vyskytujicim fosfolipidem v bunécnych
membrandch, kde hraje dulezitou roli ve struktuie a funkci. Zdrojem tohoto ptirodniho
fosfolipidu je vaje¢ny zloutek. Struktura molekuly lecitinu je tvofend fosfatovou skupinou,
cholinovym zbytkem a dvéma fetézci mastnych kyselin (Obrazek 3). SloZeni mastnych
kyselin ve fosfatidylcholinu mize byt rtizné, predevSim zalezi na délce fetézcl a jejich
stupni nasycenosti.
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Obrazek 3: Strukturni vzorec fosfatidylcholinu (lecitinu).

Lecitin jako zékladni rnembrénov;’/ komponent plni hlavni 1’110hu v organismu
podstatné pro funkci nervového systemu. Fosfolipid nachazi Siroké vyuziti v kosmetlckem,
farmaceutickém primyslu a v potravinaistvi, kde slouzi jako emulgator [14].

1.2.4 DPPC

Dipalmitoylfosfatidylcholin (DPPC) je synteticky fosfolipid, skladajici se ze dvou fetézct
tvofenych nasycenou mastnou kyselinou palmitovou, které jsou esterové vazany na
molekulu glycerolu. Na posledni hydroxylové skupiné glycerolu je navazand fosfatova
skupina, a na tu je nasledné pfipojen cholinovy zbytek (Obrazek 4). Uméla forma
dipalmitoylfosfatidylcholinu (DPPC) vznika modifikaci pfirodnich fosfolipidi. Nejcasteji
je izolovan z ptirodnich zdroja, jako jsou s6jové boby nebo Zloutky [11].

Pti teploté 37°C DPPC se nachazi v pevné, tzv. gelové fazi. Transitni teplota, pti které
probiha ptechod z gelové faze na tekutou, se pohybuje kolem 41°C [15]. Pfi stejné teploté
nastava 1 kooperativni destrukce vazeb mezi lipidovymi hlavami liposomi. DPPC hraje
diilezitou roli ve vytvareni stabilni struktury membranové dvojvrstvy lipida a diky tomu
patfi mezi zékladni stavebni slozky liposoml [16]. DPPC je nejcastéji dodavan jako
krystalicka pevna latka, kterd se snadno rozpousti v organickém rozpoustédle.
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Obrazek 4: Strukturni vzorec dipalmitoylfosfatidylcholin (DPPC) [17].
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1.3 Stabilita liposomi

Stabilita liposomi, je ovlivnéna riznymi faktory, naptiklad chemické slozeni lipidové
dvojvrstvy, délka a stupen nasycenosti mastnych kyselin slozek lipida, pH a iontova sila
okolniho média. Tato stabilita je také charakterizovana teplotou faze prechodu lipidové
dvojvrstvy [16]. Kontrola fyzikalni stability liposomil nese kliCovy vyznam pro efektivni
vyuziti téchto nanocastic jako nosice 1é¢iv. Jakékoliv zména velikosti ¢astic nosici mize
ovlivnit bezpe¢nost, zaméetfeni a ucinnost liposomi [18]. Proto je dilezité zajistit dobrou
stabilitu liposomi z hlediska tuhosti lipidové dvojvrstvy. Velmi dilezitym faktorem
v liposomalni struktufe, ktery je zodpovédny za stabilitu a tuhost membrany, je obsah
cholesterolu.

1.3.1 Cholesterol

Cholesterol je organickd molekula patfici do skupiny sterol. Molekularni struktura
cholesterolu obsahuje steroidni jadro a alifaticky postranni fetézec (Obrazek 5). Hydroxylova
skupina v cholesterolu hraje diilezitou tlohu, protoze dava hydrofobni slou¢eniné amfifilni
charakter, ¢imzZ orientuje molekulu v membranach. Navic mé4 schopnost tvofit vodikové
vazby s molekulou vody a evidentné i s jinymi lipidovymi slozkami bunécnych
membran [19], [20].

HO

Obrazek 5: Strukturni vzorec molekuly cholesterolu [20].

Z biochemického hlediska je cholesterol nepostradatelnym prekurzorem pro biosyntézu
vSech steroidnich hormond, vitamind D a Zlu¢ovych kyselin. V lidském téle se vyskytuje
v bunéénych membranach, kde jeho ptfitomnost ovliviiuje jeji fluiditu a tim 1 propustnost
pro rizné molekuly [21]. V dasledku zaclenéni do biomembrany, pfitomnost cholesterolu
muze vyrazné€ zvéEtsit velikost liposomalni Castice, pevnost, elasticitu a tuhost membrany
tak, aby lipidové dvojvrstvy byly odolné vici vysokym mechanickym stresiim a dochazelo
ke snizovani potencidlu tniku inkorporovanych 1€¢iv. Cholesterol také brani pfed agregaci
liposoml. Molekula cholesterolu dokédZze omezit laterdlni difuzi okolnich molekul
fosfolipidl, coz je dilezité pro adaptaci membrany pro rizné podminky (zména teploty,
tlakd a jiné faktory) [21],[22],[23].
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1.4 Fyzikalné-chemické vlastnosti liposomi

Konecna organizace, morfologie a fyzikdlné-chemické vlastnosti liposoml zavisi na
povaze, velikosti a geometrii jejich lipidovych slozek, koncentraci, teploté a povrchovém
naboji. Charakter a slozeni liposomalni struktury urcuje fluiditu membrany, kterd je
charakterizovéna teplotou mezifazového ptechodu.

Teplota mezifazového piechodu (Tm) je definovana jako teplota, kterd je potifebna
k prechodu mezi dvéma faze. Z gelové faze, kde jsou uhlovodikové fetézce uspotradané
v tésné blizkosti, na fazi tekutou, kde dochdzi k poruseni pravidelného uspotadani
hydrofobnich fetézct a jejich ndhodnému orientovani (Obrazek 6). Rlizné molekuly lipida
maji rtizné teploty mezifazového ptechodu v zavislosti na délce a nasycenosti mastnych
kyselin (MK). Cim del3i je délka nasycenych mastnych kyselin, tim je vyssi teplota
mezifazového piechodu. Dlvodem jsou siln€jsi Van der Waalsovy interakce
uhlovodikovych fetézcil, které vyzaduji veétsi energie na jejich piekondni. Naopak
nenasycené mastné kyseliny maji nizsi teplotu mezifazového prechodu, kvili pfitomnosti
dvojnych vazeb. TakZe hodnota teploty pfechodu zavisi na mife pohyblivosti molekul MK
a na jejich prostorovém usporadani. Nasycené mastné kyseliny maji niz§i miru pohyblivosti
molekul v gelové fazi nez nenasycené. Toto omezeni pohybu pfispiva k vyssi teploté
fazového prechodu. Nenasycené mastné kyseliny maji tendenci tvofit kompaktnéjsi
struktury ve varu krystalu, kde takové uspotadani vyzaduje vyssi teplotni zmény. Teplota
mezifazového prechodu je dulezitym kritériem pro volbu spravného typu fosfolipidu pro
ptipravu liposomt. Pfi pouziti fosfolipidi s vysokou Tm dojde k tvorbé velmi stabilni
struktury membrany liposomd, diky ¢emu se zvysi i odolnost slozek fosfolipidii proti
denaturaci, avsak prili$ velka hodnota teploty mezifazového prechodu mize vést ke snizeni
moznosti Uniku lé¢iva v cilovém misté. Proto je nezbytné zajistit vybér vhodného
fosfolipidu, aby se predeSlo docasnému nebo pozdnimu uniku lé¢iva z liposomu a nedoslo
k denaturaci pti zvySeni teploty [24].

) T MU T Badhp
._4. VY QR8s

Gelova faze Tekuta krystalicka faze Tekutd neuspofadana faze

Obrazek 6: Fazovy prechod membrany fosfolipida [25].

Termin fluidita popisuje pozorovanou resistenci zakladnich strukturnich slozek
biomembran k pohybu. Je zasadné determinovana zastoupenim nenasycenych mastnych
kyselin v molekuladch fosfolipidi. Vysoky obsah nenasycenych fetézcti vede ke zvySeni
fluidity membrany liposomu. Fluiditu je moZné ovlivnit inkorporaci lipofilnich molekul,
jako je naptiklad jiz zminény cholesterol, ktery ma nezanedbatelny dopad na celkovou
stabilitu liposomalnich struktur. Kde pii nizkych teplotach dokéze zvysit fluiditu, zatimco
pii vysSich teplotach ji snizi [26].
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1.4.1 Nadmolekularni struktury

Jak jiz bylo uvedeno, amfifilni makromolekuly, tvotici dvojvrstevné liposomy ve vodném
roztoku, maji jak hydrofilni, tak hydrofobni ¢asti. Hydrofobni ¢4sti se snazi minimalizovat
svlj kontakt s vodou, zatimco hydrofilni Casti, at’ jiz jsou nabitymi nebo nenabitymi,
interaguji ptiznivé s okolni vodou.

Pti nizké koncentraci tenzidi v roztoku dochdzi k projeveni hydrofobniho efektu
a nerovnomérnému rozlozeni koncentrace. Hydrofobni ¢asti molekul jsou vytlaCovany
z roztoku, coz vede k shromédzdéni molekul tenzidi na fazovém rozhrani a zvySeni jejich
koncentrace vzhledem k objemové fazi.

Pfi dosazeni urcité koncentrace tenzidli, dochazi k samovolnému uspoiadani systému
atvorb¢ nadmolekularnich struktur. Koncentrace, pifi které dojde k vytvoreni
nadmolekularni struktury se oznacuje jako kritickd micelarni koncentrace (CMC z angl.
Critical Micelle Concentration) a pro kazdy tenzid ma charakteristickou hodnotu
(Obrazek 7) [27]. Hodnota CMC klesa s nartistajici délkou uhlovodikového fetézce.
Cetngjsi rozvétveni uhlovodikového fetézce a pfitomnost dvojnych vazeb naopak vedou
k zvy$eni hodnoty CMC [28].

| T
v

povrchové napéti
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log koncentrace povrchove aktivni latky

Obrazek 7: Schéma shroméazdéni amfifild na fazovém rozhrani pied a po dosazeni CMC [29].

1.4.2 Tvar agregatu

JelikoZ samoseskupeni neboli agregace amfifilnich molekul je dynamicky proces, kde hnaci
silou jsou predev§im hydrofobni interakce, tvar a velikost vzniklé nanocastice zavisi na
molekularni geometrii jeji komponentnich povrchové aktivnich latek a podminkach roztoku,
jako jsou koncentrace povrchové aktivni latky, teplota, pH a iontova sila. Predbézné
odhadnout tvar a velikost 1ze pomoci analyzy kritického baliciho parametru (CPP)

(D.

Cpp=l_a
0

kde V je efektivni objem obsazeny hydrofobnimi fetézci v jadie agregatu, [ je maximalni
efektivni délka (kriticka délka fetézce) hydrofobnich ocaski, ao je efektivni plocha hlavicky
na rozhrani mezi agregatem a roztokem.
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Hodnota parametru CPP je bezrozmérna veli¢ina a odpovida pouze tvaru struktury
nanocastice. S nartstem hodnoty CPP mohou vznikat sférické micely (CPP < 1/3),
cylindrické neboli valcovité micely (1/3 < CPP < 1/2), vezikuly (1/2 < CPP < 1) a lamelarni
struktury, kde se formuje planarni dvojvrstva (CPP = 1) (Obrazek 8). Pfi hodnot¢ parametru
CPP >1 dochéazi ke vzniku invertnich neboli obracenych micel [30], [31].

Sférické micely

P« 1/3
If{

Cylindricke micely
/3 <P<1/2

v

Vezikuly

a

12 =P<

&

Planarni dvojvrstvy

P=]

i

Invertni micely
Pz

A

Obrazek 8: Usporadani struktur lipidi podle hodnoty kritického baliciho parametru CPP [31].

1.4.3 Rozdéleni liposomi

Podle své struktury jsou liposomy klasifikovany na zaklad¢ velikosti vezikul a poctu
lipidovych dvojvrstev, zndmych jako lamely (Obrazek 9). Lameldrnost liposoml vede
k rozdéleni do tfi hlavnich kategorii: unilameldrni (ULV, s rozsahem velikosti ve vSech
rozmé&rech), multilamelarni (MLV, >500 nm) a multivezikularni (MVV, >1000 nm) vezikuly.
Unilamelarni liposomy mohou dale patfit do tfi podkategorii podle velikosti: malé
unilamelarni vezikuly (SUV 20-100 nm), velké unilamelarni vezikuly (LUV >100 nm)
a obfi unilamelarni vezikuly (GUV >1000 nm) [32].
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Obrazek 9: Rozdéleni liposomt podle velikosti. Malé unilamelarni vezikuly SUV (Small
Unilamellar Vesicles), velké unilamelarni vezikuly LUV (Large Unilamellar Vesicles),
multilamelarni MLV (Multilamellar Vesicles) a multivezikularni MVV (Multi Vesicular Vesicles).

Unilamelarni liposomy (ULV) se vyznacuji ptitomnosti jedné lipidové dvojvrstvy, coz
zajistuje jejich zvysenou kapacitu enkapsulace hydrofilnich sloucenin. Naopak,
multilamelédrni liposomy (MLV) obsahuji dvé nebo vice koncentrickych lipidovych
dvojvrstev, které jsou usporadany do cibulovité struktury, coz je vyhodné pro efektivni
enkapsulaci lipofilnich slou¢enin. Multivezikularni liposomy (MVV) piedstavuji struktury
zahrnujici nckolik malych a nekoncentrickych vezikul uzavienych v jediné lipidové
dvojvrstve, coz je idealni pro enkapsulaci velkych objemt hydrofilniho materialu [32],[33].

Liposomy lze dale klasifikovat podle své funkce a modifikace povrchové membrany.
Konvenéni liposomy piedstavuji bézny typ nanocastic, kde se membréna sklada prevazné
z neutralnich fosfolipidi. V dusledku této struktury vykazuje systém konvencnich liposomi
nizsi stabilitu, protoZze membrana ma pomérné omezenou transportni kapacitu a vysokou
propustnost. Liposomy dokaZou sniZzit toxicitu in vivo a chrani okolni tkdné€ pfed nezaddouci
kumulaci 1é¢iva, diky ¢emuz vyznamné zvySuje jeho terapeuticky ucinek v cilovém
misté [36]. Povrch membrany konvenc¢nich liposomt 1ze modifikovat riiznymi ligandy nebo
polymery pro dalsi funkce, jako je zlepSeni stability nebo aktivace specifickych bunécnych
cest.

Citlivost imunitniho systému je hodné vysoka k jakékoliv cizorodé latce, nesouci
libovolny néaboj. Proto je dualezit¢é modifikovat povrch liposomu tak, aby doslo
k minimalizaci interakci s imunitnim syst¢émem a prodlouZeni jejich cirkula¢ni doby
v krevnim obéhu.

Stealth liposomy piedstavuji specialni typ liposomil navrZzenych tak, aby minimalizovali
detekci imunitnim systémem, zvySily ucinnost lécby a zlepSily kompatibilitu v téle.
Membrana takovych liposoml je obvykle modifikovana polymery s dlouhymi fetézci,
pfedevsim polyethylenglykolem (PEG). Polymer vytvaii kolem liposomu hydrofilni sité,
¢imZ minimalizuje snadné rozpozndni makrofdgy a dalSimi ¢asti imunitniho
systému [34],[35].

Podstatnou roli v u¢inném dorucovani 1é¢iv a dalSich latek hraji cilené liposomy, které
jsou modifikovany tak, aby mohly specificky interagovat s urCitym typem buiiky nebo
tkan€. Na povrchu cilenych liposomu jsou pfitomny charakteristické ligandy (protilatky,
enzymy, peptidy atd.), které umoznuji specifické navazani na povrch receptori cilovych
bunék. Tim zpasobem maji liposomy tendenci se selektivné akumulovat v cilovych
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oblastech, kde jsou tyto charakteristické bunky pfitomny, coz zna¢né zlepsSuje ucinnost 1écby
a efektivitu terapie.

Nabité liposomy, nazyvané také lipoplexy zahrnuji liposomy, které obsahuji nabity
fosfolipid. Tyto liposomy poskytuji kovalentni interakci s opacné nabitymi
makromolekulami jako jsou DNA, RNA nebo proteiny a predstavuji efektivni zpusob
prenosu latek s vysokou molekulovou hmotnosti. V jejich membrané je integrovana
chemicka latka, kterd zptisobuje zmény fosfolipidové vrstvy pod vlivem vnéj$iho podnétu,
a to fyzikalniho, chemického a enzymatického (Obrazek 10) [36],[37].
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Obrazek 10: Schematické zndzornéni typt liposomt: (a) konvencni liposomy; (b) Stealth
liposomy; c) liposomy cilené na ligandy; d) fluorescen¢ni liposomy a nabité liposomy [11].

1.5 Vyuziti liposomi

S ohledem na jejich biokompatibilitu, biodegradabilitu a nizkou imunogenicitu ziskéavaji
liposomy stale vétsi pozornost jako perspektivni prostiedek v ramci rozlicnych
farmaceutickych aplikaci. Mezi tyto aplikace patii vyuziti liposomtl jako nanonosi¢ii pro
cilenou terapii, v oblasti lékafského zobrazovani, nosict vakcin a kosmetickych piipravki.
Liposomy vystupuji jako idedlni transportni systém pro Sirokou fadu farmaceutik a pro
biologicky aktivni latky, kde jejich aplikace zajiStuje prodlouzenou cirkulaci 1é€iv v krevnim
ob¢&hu a postupné ¢i fizené uvoliiovani specificky zacileného 1é¢iva. Jednim z jejich hlavnich
cilt je také optimalizace biodostupnosti 1é¢iv s nizkou rozpustnosti. Soucasné se projevuje
jejich schopnost efektivné zvySovat bunécné vstiebavani 1é¢iv s omezenou prichodnosti
biologickymi membranami, coZ vede k zvySeni biodistribuce 1é¢iva na specifickd mista
in vivo s minimalni systémovou toxicitou. Liposomy jsou téZ vyuzivany k enkapsulaci velké
tady labilnich biologicky aktivnich latek, v¢etné peptidl, enzymi atd. [38].
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1.6 Hyaluronan

Kyselina hyaluronova (HA), pfedstavuje vysokomolekularni biopolysacharid, ktery se
piirozené vyskytuje jako nesulfatovany glykosaminoglykan. Molekularni struktura HA je
slozena z opakujicich se disacharidovych jednotek kyseliny D-glukuronové
a N-acetylglukosaminu s po¢tem opakovani az do desitek tisic. Tyto dvé slozky jsou spojeny
prostiednictvim energeticky stabilnich B-1,3 a B-1,4 glykosidickych vazeb (Obrazek 11).
Molekulova hmotnost jedné disacharidové jednotky je zhruba 395 g/mol a celkova hmotnost
polymeru se dostava az na miliony Daltoni (MDa).

V soucasné dob¢ se nazev hyaluronan pouziva prednostné, protoze tento polysacharid
existuje v piirodé predevsim ve formé soli, nikoliv v podobé kyseliny. Tato sul se sklada
z aniontd hyaluronanu a kationtd (napfiklad sodik, draslik, vapnik atd.). Kyselina
hyaluronova v podobé¢ roztoku také existuje, avSak obvykle pouze v laboratotich, protoze
podstupuje okamzité degradaci a roztok nabyva velmi kyselé pH. Z téchto divodi je pouziti
kyseliny  hyaluronové za  fyziologickych  podminek v zivych  organismech
omezene [39],[40].
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Obrazek 11: Strukturni vzorec kyseliny hyaluronové [40].

Hyaluronan je jednou z nejhydrofilngjsich molekul v pfirodé, coz znamend, Ze ma
vysokou afinitu k vod¢. Po hydrataci ziskd molekula HA viskozni az gelovitou strukturu.
Takova forma kyseliny hyaluronové se vyskytuje ptirozené ve vSech zivych organismech,
pfedevS§im v extracelularnim a pericelularnim matrix, stejné také jeji pfitomnost byla
prokédzana i uvnit buniky. Molekuly hyaluronanu jsou soucésti pojivovych, epitelidlnich
a nervovych tkani [41]. Biologicka funkce hydratované molekuly hyaluronanu je cilena na
udrzovani elastoviskozity tekutych spojovacich tkéani, jako jsou kloubni a o¢ni tekutiny,
hydratace tkani a transport vody. V zavislosti na molekulové hmotnosti plni molekula HA
Aplikaci HA s vysokou molekulovou hmotnosti ve formé injekci ptimo do kloubu dojde
k primarnimu potlaceni bolesti a zaroven ke zvySeni koncentrace hyaluronanu v kloubu.
To nésledné vede k sekundarnimu potlaceni bolesti v kloubu, diky tomu, Ze kloub je 1épe
lubrikovan. HA ovliviiyje produkci bunék imunitniho systému, tim podporuje regulaci prvni
faze hojeni ran a regeneraci pojivovych struktur. Jako aktivni latka HA nachéazi své uplatnéni
1 pf1 oftalmologickych operacich, boji proti projeviim kloubnich onemocnéni, jako nosice
1é¢iv nebo pii péci o plet’ [42],[43],[44].
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1.6.1 Modifikace hyaluronanu

Ptirozena forma hyaluronanu ma vynikajici vlastnosti, avsak pro praktické vyuziti je Casto
nezbytna jeho modifikace. Chemickd modifikace spociva v Upravé struktury hyaluronanu.
Modifikace pfedevsim mize slouzit pro piidani novych biologickych vlastnosti, upravu
fyzikalné-chemickych vlastnosti molekuly hyaluronanu atd. Kyselina hyaluronovd muze
byt chemicky modifikovana dvéma zpisoby, a to jsou cross-linking neboli zesitovani
a konjugace. Modifikace cross-linking se uplatituje pii naruseni struktury HA pouze
v jednom misté¢ molekuly. Pfi konjugaci je struktura HA porusena ve dvou a vice bodech.
Molekula hyaluronanu ma k dispozici tfi funkéni mista, kterdA mohou byt vyuzivana
k modifikaci. Karboxylova skupina podléha takovym chemickym procesim jako jsou
amidace, esterifikace a oxidace, hydroxylova skupina slouzi k tvorbé etherti, hemiacetalt,
esterl, karbamidt a aminoskupina [45].

1.6.2 Palmitoyl hyaluronat sodny

Palmitoyl hyalurondt sodny je acylovy derivat hyaluronatu sodného. Pii syntéze
modifikovaného polymeru dochdzi k esterifikaci kyseliny hyaluronové s palmitovou
kyselinou (Obrazek 12). To znamend, ze palmitovd kyselina s dlouhym 16uhlikovym
mastnym fetézcem se vaze na hydroxylové skupiny v molekulach kyseliny hyaluronové.
Tato reakce zahrnuje reakci mezi hydroxylovymi skupinami kyseliny hyaluronové
a karboxylovymi skupinami palmitové kyseliny. Nasledné se sodik vaze na vytvoteny ester,
vytvarejici palmitoylhyaluronét sodny.
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Obrazek 12: Strukturni vzorec palmitoyhyaluronatu sodného [46].

Rozpustnost polymeru je ovlivnénd molekulovou hmotnosti a stupném substituce
derivatu. Cim vy$§i jsou tyto parametry, tim pomaleji se molekula ve vodé rozpousti.
Rozpustnost 1ze zvysit ptidavkem alkoholu nebo jinych organickych rozpoustédel,
napfiiklad izopropylalkoholu.

Palmitoylhyaluronat sodny vykazuje minimalni adhezi vii¢i membranam, diky ¢emu mu
umoznuje Siroké vyuziti v oblasti vnitini chirurgii, ve systému nosict lé¢iv, miize byt
soucasti  regenerativni mediciny pfi  piipravé skafoldi a membranovych
mikrovlaken [46],[47],[48].
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1.7 Dynamicky rozptyl svétla

Metoda dynamického rozptylu svétla (DLS z angl. dynamic ligth scattering) byla poprvé
popsana v roce 1976 Robertem L. Fullerenem a Davidem L. DeRosierem.

Principem této metody je sledovani zmeény fluktuace intenzity dopadajiciho
(rozptyleného) svétla na detektor v case. Fluktuace je nasledné muize byt analyzovana
pomoci autokorela¢ni kiivky. Pokud jsou castice v roztoku velké, fluktuace intenzity
rozptyleného svétla bude mit del$i dobu trvani a korelaéni kfivka bude mit pomalejsi pokles.
Zatimco pro malé Castice doba fluktuace je kratsi a korelacni kfivka bude mit vyraznéjsi
pokles. Také rozptyl velkych castic bude vzdy intenzivnéj$i v malych thlech a naopak
(Obrazek 13). Ze znalosti korela¢niho difizniho koeficientu stanoveného z korelacni kiivky
je mozné prostiednictvim Stokes-Einsteinovy rovnice urcit hodnotu velikosti Castic
ptitomnych v roztoku. Rovnice m4 tvar:

DH) = ky-T (2).

3+ T U Dirans

kde D (H) je hydrodynamicky priimér ¢astic, ky, je Boltzmaannova konstanta, T je teplota,
D je translaéni difuzni koeficient a u je viskozita disperzniho prostiedi.

Autokorela¢ni kiivka udava autokorelacni funkce, kterd umoznuje spocitat velikost
riznych nanocastic v koloidnich systémech a nasledné stanovit jejich distribuci. Zakladem
métfeni je ndhodny pohyb nanocéstic plsobici rozptyl svétla vznikajici pod vlivem
Brownova pohybu [49],[50]. Pochyb je zptisoben neustalymi srazkami jednotlivych castic
s molekulami disperzniho prostiedi. Rychlost tohoto pohybu je ovlivnéna velikosti Castic,
kde malé molekuly se pohybuji rychleji oproti velkym [51]. Intenzita rozptylen¢ho zateni
zavisi na vzdalenosti mezi ¢astici a detektorem, ktera se neustalé méni.
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Velké ¢astice Velké castice
Malé ¢astice Malé ¢astice
> > >
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Fluktuace intenzity rozptyleného svétla Distribuce velikosti ¢éstic Korelaéni funkce

Obrazek 13: Distribuce dynamického rozptylu svétla (DLS) velkych a malych ¢astic [52].

Instrumenta¢ni  technika méfeni dynamického rozptylu svétla se sklada
z monochromatického koherentniho svételného zdroje, optické soustavy, fotodetektoru
a korelatoru. NejCastéji vyuzivanym zdrojem svétla je laser pracujici na bazi
helium-neonového plynu (He-Ne) o vinové délce 633 nm, ktery poskytuje
monochromatické svétlo. Optickd soustava je slozend z kolimatoru, ktery zajistuje
rovnomerny a paralelni prichod svételného paprsku, a série Cocek, které sméruji svételny
svazek jak na vzorek, tak i na detek¢ni systém (Obrazek 14).
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Detektorem je nejcCastéji fotonasobic, ktery je umistén pod uthlem 10° az 173° (dle
zvoleného postupu méfeni atd.). DalSim typem detektoru je také fotodioda. Detektory
snimaji signal intenzity rozptylen¢ho svétla v Case, zatimco korelator je zodpovédny za
analyzu fluktuaci a sestaveni korela¢ni kiivky [52],[53],[54].

Vzorek
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Obrazek 14: Instrumentace DLS méfeni [50].

1.8 Elektroforeticky rozptyl svétla

Elektroforeticky rozptyl svétla (ELS z angl. electrophoretic light scattering) je metoda
slouzici ke stanoveni elektroforetické mobility, charakterizaci povrchového naboje ¢astic
a celkové elektrostatické stability méfeného systému, a to pomoci urfeni zeta
potencialu [55].

Pokud je kazda castice nesouci jakykoli néboj, dispergovana v prosttedi, tak dochazi
k tvorb¢ elektrické dvojvrstvy. Tato elektricka dvojvrstva se skldda ze dvou ¢asti: z vnitini
oblast, znamé také jako Sternova vrstva, kde jsou ionty pevné a silné vdzany na primarni
povrch nabité Castice prostfednictvim elektrostatickych a adsorpcnich sil, a vnéjsi oblasti,
nazyvané také diftizni vrstva. Diflzni vrstva nevykazuje stabilni uspofadani, protoze je
tvofena pohyblivymi ionty. Jeji struktura mize byt ovlivnéna iontovou silou, koncentraci
atd. Uvnitt difazni vrstvy existuje pomyslna hranice nazyvana rovina skluzu (Obrazek 15)
[53],[56],[57]. Potencidl existujici na rovin¢ skluzu, ktery je ovlivnén vzdalenosti od
povrchu Castice, se nazyva zeta potencial.

Zakladnim principem ELS metody je elektroforéza, kde stanoveni elektroforetické
mobility a charakterizace castice je mozné v disledku vlozeného napéti mezi dvéma
elektrody. Po aplikaci elektrického pole, ¢astice, které maji absolutni naboj, budou migrovat
smeérem k opacné nabité elektrodé rychlosti, zndmou jako mobilita, kterd souvisi také
s jejich zeta potencidlem. Hodnota zeta potencidlu vyznamné urcuje stabilitu pfipraveného
systému. Pokud se pohybuje v rozmezi hodnot -30 mV az +30 mV, systém se nachézi
v nestabilni oblasti a mize dochazet k agregaci ¢astic. Naopak, systém Castic nabyvajici
velkého zaporného nebo kladného naboje zeta potencidlu ma tendenci se navzijem
odpuzovat, ¢imZ se povazuje za stabilni. Mezni hodnoty urcujici stabilitu systému jsou
(0, +30 mV) anebo naopak (-30 mV, ) [58],[59],[60].
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Obrazek 15: Schéma elektrické dvojvrstvy [59].

1.9 Soucasny stav reSené problematiky

Jak jiZ bylo zminéno, liposomalni systémy v posledni dobé nachdzeji Siroké uplatnéni
v systémech dorucovani 1éCiv.

Bonechi C. a spol. zkoumali fyzikéalné-chemické vlastnosti kyseliny hyaluronové (HA)
a chitosanovych (CH) liposomdlnich povlaki, které jsou Siroce pouzivany v biomedicing
a kosmetice. Pro syntézu zwitterionickych liposomt pouzili fosfolipidy DOPC a DOPE.
Liposomy byly pfipraveny metodou hydratace tenkého filmu. CH liposomy byly vytvotfeny
rehydrataci fosfolipidl v chloroformu a chitosanu v octové kyseling, zatimco HA liposomy
byly syntetizovany hydrataci lipidového filmu roztokem HA. Liposomy potazené CH a HA
byly charakterizovany metodami DLS pro stanoveni velikosti, polydisperzniho indexu
(PDI) a zeta potencialu (ZP). Vysledky ukézaly, Ze povlak liposomil zvysuje jejich velikost
a ovliviiyje stabilitu v roztoku, pfi¢emz CH vykazuji vyssi stabilitu neZ HA. Liposomy
obsahujici kladny a zaporny naboj (zwitterionické liposomy) byly pfipraveny z fosfolipid
DOPC a DOPE v konecném moladrnim pomeéru 1:0,5. CH liposomy byly vytvoteny
rozpusténim fosfolipidit v chloroformu, suSenim ve vakuu, néaslednou rehydrataci ultra
¢istou vodou a pfidanim chitosanu v octové kyseliné. HA liposomy byly pfipraveny
hydrataci lipidového filmu roztokem HA a naslednymi cykly mraZeni a extruze. Ci§téni
liposomil probihalo centrifugaci a dialyzou. Vysledky méfeni pomoci DLS ukazaly, ze
primérna velikost liposom1 se zvysila po natéru CH a HA. Vysledky ziskané jsou uvedeny
v Tabulka 1.
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Tabulka 1: RozlozZeni velikosti s indexem (PDI) a ZP pro vSechny syntetizované liposomy

Liposomalni komplex  Velikost [nm]  Polydispersni index (PDI)  Zeta Potencial [mV]

DOPC/DOPE 160,5+3,3 0,15 25,5+9,4
DOPC/DOPE-HA 264,4 + 12,5 0,20 49+373
DOPC/DOPE-CH 450,3 £ 16,7 0,35 55,3+8,2

Charakterizace pomoci DLS ukézala, ze prazdné zwitterionické liposomy mély velikost
ptes 100 nm s PDI naznacujicim monodisperzni systém a ZP (25,5 + 9,4) mV, coz znamena
stabilitu v roztoku. HA liposomy m¢ly velikost (264,4 + 12,5) nm s PDI pro monodisperzni
systtm a ZP ukazujici na moznou agregaci. CH liposomy vykazovaly velikost
(450,3 £ 16,7) nm a polydisperzni systém s vysokou stabilitou. Tyto vysledky naznacuji
spravnost procesu potazeni a fyzickou stabilitu liposomtl, zejména u CH liposomu [61].

Laye C. a spol. se zabyvali tvorbou liposomil potazenych chitosanem s cilem zlepsit jejich
stabilitu a vlastnosti pro pouziti v potravinaiskych a farmaceutickych aplikacich. Sojovy
lecitin byl vybrén jako zakladni slozka. Lecitinovy roztok byl pfipraven dispergaci lecitinu
v acetatovém pufru, zatimco roztoky chitosanu byly pfipraveny dispergaci chitosanu ve
stejném roztoku. Primarni liposomy s primérem castic 100 a 200 nm byly pfipraveny
ultrazvukovou sonifikaci a vysokotlakou homogenizaci. CH modifikované liposomy byly
vytvofeny nanesenim vrstvy chitosanu na povrch iontovych liposomt, coz vedlo k vyrazné
lepsi stabilité a snizeni agregace liposomu. Stfedni primér Castic v suspenzi byl vysoce
zavisly na koncentraci chitosanu pifidaného do liposoml. Méfeni ZP ukédzalo zmény
povrchového naboje z aniontového -38 mV na kationtovy +85 mV, coz potvrzuje GspéSné
potazeni. Potazené liposomy vykazovaly lepsi stabilitu a kontrolované uvoliiovani a¢innych
latek, coz je ¢ini vhodnymi pro zlepSeni dorucovani bioaktivnich latek v potravinaiském
a farmaceutickém primyslu [62].

Otto K. Kari a spol. zkoumali svétlem aktivované liposomy potaZzené kyselinou
hyaluronovou pro cilené dorucovani l1é€iv. Cilem studie bylo zlepsit stabilitu a G¢innost
dorucovani 1é¢iv do oc¢nich a systémovych tkani. Dal§im cilem bylo vyhodnotit, jak
potahovani HA ovliviiuje chovani liposomi v riznych biologickych médiich. Pro syntézu
liposom byly pouzity fosfolipidy DPPC a 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-fosfocholin (DSPC).
Byly syntetizovany HA-lipidové komplexy a liposomy o velikosti 100 nm. Pro porovnani
byly také pfipraveny liposomy potaZzené polyethylenglykolem (PEG). Uvolnovani léciv
aktivované svétlem bylo testovano v riiznych médiich (pufr, plazma, sklivec). Byla
provedena charakterizace liposomi z hlediska jejich stability a transportnich vlastnosti.
Byla méfena velikost ¢astic, zeta potencial a byly provadény experimenty s uvoliiovanim
l1éciva. HA-liposomy vykazovaly zlepSenou stabilitu (niz$i zeta potencial) v plazmé ve
srovnani s PEG-liposomy. OvSem HA-liposomy vykazovaly také sniZenou mobilitu ve
sklivei, coz bylo zpiisobeno interakci s kolagenem. Védci zjistili, Ze HA-potaZzené liposomy
maji vyznamné vyssi stabilitu v biologickych médiich, coz je dilezité pro jejich potencialni
vyuziti v medicin€. SniZend mobilita ve sklivci naznacuje, Ze tyto liposomy by mohly byt
vhodné pro cilené doruc¢ovani 1é¢iv do o¢nich tkani [63].

Chang N. a spol. zkoumali vliv kyseliny hyaluronové (HA) na penetraci a retenci 1éCiv
v klzi s cilem navrhnout a ovéfit HA-modifikované kationtové liposomy pro zlepSeni
transdermélniho podani 1é¢iv. Studie vyuzivala rizné zavedené techniky pro piipravu
liposom1l, v¢etné hydratace tenkého filmu. Pro pfipravu liposomi byl pouZit vaje¢ny lecitin.
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Zjistili, ze HA s nizkou molekulovou hmotnosti (5 kDa a 8 kDa) 1épe proniké do epidermis
a dermis nez vysokomolekuldrni HA. HA-modifikované liposomy vykazovaly zvySenou
velikost Castic a zeta potencial, coz svéd¢i o uspésné modifikaci. Velikost Castic se po
modifikaci HA zvétSila na pfiblizné 150 nm. Tyto liposomy prokazaly lepsi hydrataci
a zadrzovani 1éCiva ve srovndni s nemodifikovanymi liposomy, s velikosti castic
(230,61 £2,83) nm, zeta potencidlem +30,0 mV a Uc¢innosti zachyceni 97,45 %. Celkové
HA s nizkou molekulovou hmotnosti (<8 kDa) vykazovala lepsi schopnost porusit vnéjsi
bariéru klize a zvysit transdermalni podani diky svému hydrata¢nimu ucinku [64].

Smistad G. a spol. zkoumali vliv délky hydrofobniho fetézce a stupné modifikace
hydroxyethylcelulozy (HEC) na stabilitu a uvolnovaci vlastnosti liposomt potazenych
hydrofobné modifikovanou hydroxyethylcelulozou (HM-HEC). Byly zahrnuty HM-HEC
s riznym stupném hydrofobni modifikace (1 a 2 mol%) a hydrofobni skupiny s riiznou
délkou tetézce (C8, C12, C16). Liposomy byly pfipraveny z lipidi, jako je fosfatidylcholin
ze sojovych bobll a vajec, a dipalmitoylfosfatidylcholin (DPPC) metodou tenkovrstvé
hydratace a injekce ethanolem. Oba typy liposomu byly uspé$né¢ potazeny HM-HEC
obsahujicim 1 mol% hydrofobnich skupin, zatimco 2 mol% nefungovaly pro zamyslené
farmaceutické aplikace, kvili nizkym hodnotdm propustnosti vzorkii. Stabilita byla
hodnocena métenim velikosti, zeta potencidlu a iniku obsahu po dobu 24 tydna pti 4°C.
Polymerem potazené liposomy v gelové fazi byly stabilni, zatimco u liposomil v tekuté fazi
bylo pozorovano zvétSeni velikosti, zejména u C8 HM-HEC. Krat$i hydrofobni fetézce
vedly k méné stabilnim liposomiim v tekuté fazi, zatimco u gelové faze nebyl pozorovan
zadny vliv délky fetézce [65].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

V této kapitole je uveden piehled pouzitych chemikalii a laboratorniho vybaveni, spolu
s principy a metodami piipravy vzorki a roztokd.

2.1 Pouzité chemikalie

Tabulka 2: Seznam pouzitych chemikalii

Lipidy

1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin 16:0 PC (DPPC)
Avanti polar lipids, Inc.

Lot: 850355P-1G-A-328

CAS: 63-89-8

Mw: 734,039

L-a-Phosphatidylcholine from egg yolk, ~60% (TLC) 61755-
25G

Sigma Aldrich life Science

Lot: BCBV3947

CAS: 8002-43-5

EC: 232-307-2

1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane (chloride salt) 18:1
TAP (DOTAP)

Avanti polar lipids, Inc.

Lot: 181TAP-158

CAS: 132172-61-3

My: 698,55

Polysacharidy

Palmitoyl hyaluronat sodny
Contipro a.s.
E16-230906-B

600-08-05

My: 55 kDa

Rozpoustédla

Chloroform stabilizovany ethanolem
Penta chemicals unlimited

CAS: 67-66-3

Index No: 602-006-00-4

Mw: 119,38

Izopropylalkohol, Propan-2-ol
Lach-ner, s.r.o.
CAS: 67-63-0Mw: 60.1

Deionizovana voda (ELGA)

Laboratorni ethanol

Ostatni

Cholesterol 3B-Hydroxy-5-cholestene, 5 — Cholesten-33-ol
Sigma Aldrich life Science

26732-25G-F

CAS: 57-88-5

Mw: 386,65
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2.2 Pouzité laboratorni vybaveni

Tabulka 3: Seznam pouzitého laboratorniho vybaveni

Piistroj Vyrobce
1. Analytické vahy Ohaus Corporation (Ohaus)
2. Vortex IKA MS2 Minishaker
3. Magnetickd michacka IKA RH digital KT/C safety control
5.  Homogenizator ultrazvukovy Bandelin Sonopuls, BANDELIN

electronic GmbH & Co. KG
6. Koloidni analyzator Zetasizer Nano ZS Malvern Panalytical Ltd.

2.3 Pracovni postup
2.3.1 Priprava liposomii metodou rehydratace na kulickach

Pro ptipravu roztoku liposomt byla nejdiive piislusSnd navazka DPPC rozpusténa
v chloroformu a nésledné byl pfidan 1 ml tohoto chloroformového roztoku do pyrexky se
sklenénymi kulickami. Zaroven byl pfipraven také chloroformovy roztok cholesterolu, ktery
byl nasledné ptidan k roztoku DPPC. Vysledny roztok DPPC a cholesterolu byl promichan
na vortexu, aby doslo k pokryti celého povrchu kuli¢ek pfipravenymi roztoky. Chloroform
se nechal poté odpafit, aby na kulickach ziistala tenkd vrstva DPPC a cholesterolu. Po
odpateni organického rozpoustédla bylo ke kulickam pridano 40 ml deionizované vody, aby
doslo k rehydrataci liposomalniho systému. Roztok byl poté sonifikovan ponornou sondou
za pouziti 50% amplitudy a byla dodéna celkova energie 25 kJ, aby dosSlo ke vzniku
liposomt se stejnou velikosti. Pfipraveny roztok byl nasledné charakterizovan jak vizualné,
tak pomoci metod DLS a ELS.

Navazky DPPC a cholesterolu byly zvoleny tak, aby vyslednd koncentrace DPPC ve
40 ml MQ vody byla 2 mM a mnozstvi cholesterolu odpovidalo 40 hm.%.

2.3.2 Priprava liposomii metodou rehydratace tenké vrstvy ve vialkach

Nejprve byly piipraveny zasobni roztoky DPPC, DOTAP a cholesterolu v chloroformu.
Roztoky DPPC a DOTAP byly smichdny ve vialce v poméru 9:1, v celkovém objemu 0,5 ml.
K roztokim DPPC a DOTAP byl pfidan také roztok cholesterolu. Smés roztokii byla
promichana na vortexu a rozpoustédlo bylo ponechano k odpateni. Nasledné byla provedena
rehydratace MQ vodou na objem 3 ml. Roztok byl sonifikovan v ultrazvukové 1dzni pii
teploté 50 °C.

Koncentrace zésobnich roztoktli byly zvoleny tak, aby kone¢né koncentrace liposomi byla
2mM a obsah cholesterolu v liposomech byl 40 hm.%. Pfipravené roztoky byly
charakterizovany vizualné a pomoci DLS a ELS metod.

2.3.3 Priprava zasobniho roztoku hydrofobné modifikovaného hyaluronanu

Navézka palmitoyl hyalurondtu sodného o molekulové hmotnosti zhruba 55 kDa byla
rozpusténa za intenzivniho michani na magnetické michacce v 50% roztoku isopropanolu.
Koncentrace zasobniho roztoku ¢inila 2,5 mg/l. Nasledné roztok byl pouzit pro pfipravu
systémt liposom — palmitoyl hyaluronat.
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2.3.4 Priprava liposomii metodou ethanolového prikapavani

Navazka vajecného lecitinu byla rozpusténa v 5 ml laboratorniho ethanolu a pomoci injek¢ni
stiikacky s jehlou byl ethanolovy roztok pomalu ptikapavan do ultracisté vody. Ta byla
béhem prtikapavani intenzivné michdna na magnetické michacce. Takto pfipraveny roztok
byl nechan michat se ptes noc, aby doslo k tvorbé komplexu liposom — hyaluronat. Potiebné
mnozstvi vajeéného lecitinu bylo napocitdno tak, aby vyslednd koncentrace v 80 ml
deionizované vody byla zhruba 2 mM. Ethanol se nechal nasledné¢ vytékat a pfipraveny
roztok liposomii byl charakterizovan metodami DLS a ELS.

2.3.5 Priprava systémi liposom — palmitoyl hyaluronat

Do cistych a suchych vialek byly vzdy napipetovany 2 ml 2mM zasobniho roztoku liposomu
z vajeného lecitinu. Nasledné bylo pfidano vybrané mnozstvi roztoku hydrofobné
modifikovaného hyaluronanu. V zavislosti na pfidavku hyaluronanu byly vzorky doplnény
ultracistou vodou na celkovy objem 4 ml. Jednotlivé pfidavky hyaluronanu a vody k objemu
liposom jsou uvedeny v Tabulka 4.

Tabulka 4: Mnozstvi a koncentrace pfidaného hyaluronanu a liposomt

Vzorek Vlipo. [ml] Cipo, [mM] Vua [ml] Cua [mg/l] Vuzo [ml] V celk. [ml]

1 2,00 2,00 2,00 1,25 0,00 4,00
2 2,00 2,00 1,60 1,00 0,40 4,00
3 2,00 2,00 1,20 0,75 0,80 4,00
4 2,00 2,00 0,80 0,50 1,20 4,00
5 2,00 2,00 0,40 0,25 1,60 4,00
6 2,00 2,00 0,16 0,10 1,84 4,00
7 2,00 2,00 0,12 0,08 1,88 4,00
8 2,00 2,00 0,08 0,05 1,92 4,00
9 2,00 2,00 0,04 0,03 1,96 4,00
10 2,00 2,00 0,02 0,01 1,98 4,00

2.4 Méreni a zpracovani vysledkii

Pro charakterizaci a ovéfeni spravnosti pfipravenych liposomalnich systému bylo provedeno
meéfeni distribuci velikosti Castic a zeta potencialu na ptistroji ZetaSizer Nano ZS (Malvern
Instruments).

Urceni distribuce velikosti pfipravenych ¢astic probihalo pomoci metody dynamického
rozptylu svétla. Méfeni bylo provadéno ve sklenénych kyvetdch pii 25 °C, ptficemz
kalibra¢ni doba byla nastavena na 10 vtefin. Kazda kyveta byla nastavena na fixni hodnotu
1. Kazdy vzorek byl méfen ctytikrat, na zakladé ceho, byl stanoven vysledny primér.
Vystupem méfeni byla zavislost intenzity rozptyleného svétla na velikosti ¢astic.

Meéieni zeta potencidlu probihalo pomoci metody elektroforetického rozptylu svétla.
Me¢éteni bylo provadéno ve sklenénych kyvetach s piiddnim DIP cell elektrody pii 25 °C.
Kazdy vzorek byl méfen ctyfikrat.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE
3.1 Liposomy pripravené z DPPC

Na zac¢atku experimentalnich pokust, pro ptipravu liposomalnich struktur byl vybran prasek
dipalmitoylfosfatidylcholinu. Tento vybér byl motivovan jeho pomérné vysokou teplotou
mezifazového prechodu (41 °C). Tato vlastnost umoznuje snadnéj$i manipulaci
s fosfolipidem a zabranuje jeho ptipadné degradaci béhem piipravy a méteni.

Béhem procesu piipravy liposomli pomoci metody Pfiprava liposomii metodou
rehydratace na kulickdch se opakované vyskytovaly problémy. Po odpafeni roztoku
chloroformu dochazelo k slepeni kuli¢ek, coz zatézovalo nasledny proces. Po rehydrataci
systému obsahujiciho DPPC a cholesterolu, byl roztok sonifikovan ponornou sondou. Po
vlozeni celkové energii 25 kJ do systému, roztok zlstaval vyrazné zakalenym (Obrazek 16).

Metoda byla opakované aplikovana s riznymi koncentracemi jak DPPC, tak
i cholesterolu. BohuZel, vSechny pokusy skoncily nelspéS$né, ¢imz byla prokazéna
nevhodnost této metody pro ptipravu pozadovanych liposomalnich struktur. Pozdé&ji se
ukazalo, ze neuspéch této metody byl zplisoben jak nekvalitni sérii dodané chemikalie
(DPPC), tak 1 nevhodnou metodou.

Obrazek 16: Rehydratovany systém liposomt (DPPC + cholesterol) pfed sonifikaci (A) a po
sonifikaci (B)
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3.2 Liposomy pripravené z DPPC s pridavkem DOTAP

Po neuspésném pokusu o syntézu liposomll ze samostatného prasku DPPC byla zvolena
novd metoda, a to Pfiprava liposomli metodou rehydratace tenké vrstvy ve vialkach
s ptidavkem DOTAP. DOTAP byl zvolen jako kladné nabity fosfolipid, ktery mél
elektrostaticky stabilizovat celkovy systém a zabranit piipadné agregaci nanocastic. I presto
vSak nebylo dosazeno o¢ekavanych vysledk.

Po rehydrataci ultracistou vodou, systém liposomalnich ¢astic ve vialkéch byl sonifikovan
v ultrazvukové 1azni pfi teploté 50 °C. Tato teplota byla zvolena s cilem piekrocit hodnotu
Tm DPPC. Piekroceni této teploty mé za nasledek pohyb jednotlivych molekul v membrané,
coz usnadnuje zaclenéni DOTAPu a cholesterolu do liposomil a zaroven stabilizuje systém.
Avsak 1 pres tyto upravy byly pfipravené roztoky stdle vyrazné zakalené a nevhodné pro
dal$i pokracovani v planovanych experimentech (Obrazek 17).

Obrazek 17: Komplex DOTAP +DPPC + Cholesterol po sonifikaci v ultrazvukové lazni

Tato metoda byla n€kolikrat zopakovana s modifikacemi ve formé riznych teplot a Cast
sonifikace, ale vS§echny pokusy skoncily neuspesné€, ¢imz byla také prokédzana nevhodnost
této metody pro ptipravu pozadovanych liposomalnich struktur. Hlavni pfi¢inou netispéchu
byla stalé nekvalitni série chemikalii DPPC, kterou se nepodafilo stabilizovat.
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3.3 Liposomy pripravené z lecitinu

Jako alternativa k nekvalitnimu praSku DPPC byl zvolen vajecny lecitin, jehoz hlavni
slozkou je stale fosfatidylcholin. Postup ptipravy vzorkl se vyznamné lisil od pifedchozich
pokusii. Diky pomalému pfikapavani ethanolového roztoku lecitinu do michajici se
ultracisté vody, tvorba liposoml byla pozorovatelnd nartstem opalescence roztoku.
Nevyhodou tohoto postupu je, ze se pii prikapavani ethanolu do vody dochazi k tvorbé
azeotropni smési, z divodu smiSeni roztokd, které nasledné nejde oddélit. Ethanol se za¢ina
chovat jako voda a naopak. Z toho diivodu neni mozné odparit veskery ethanol, proto je

dalezit¢ dbat na jeho koncentraci pii potencidlni medicinské aplikace takového
liposomalniho systému.

o

Obrazek 18: Rada piipravenych liposomalnich systémil s riznymi koncentracemi HA,
prokazujici pfitomnost opalescen¢niho roztoku (1A nejvice koncentrovany; 10A nejméné
koncentrovany).

Byla pfipravena série vzorkii oznacenych od 1 do 10. Kazdy vzorek byl pfipraven 3krat
a oznacen jako A, B a C, coZ umoznilo posoudit odchylku jednotlivych méfeni. Na
Obrazek 18 jsou zobrazeny jednotlivé vialky obsahujici komplexy liposomil
a modifikovaného hyaluronanu s odpovidajicimi koncentracemi, jak je uvedeno v Tabulka 4.
Takto pfipravené systémy byly analyzované pomoci DLS a ELS metod.

Jednotlivé intenzity byly pro kazdé métfeni normalizovéany a na zéklad¢ téchto hodnot byl
sestrojen graf distribuce velikosti ptfipravenych liposomli (Obrazek 19). Stfedni hodnota
velikosti prazdnych liposomt byla (142,9 + 3,9) nm a jejich hodnota zeta potencidlu (ZP)
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Normalizovana intenzita [%]

¢inila (-30,8 £+ 3,3) mV. Tyto hodnoty naznacuji, Ze pfipravené systémy se nachéazi v oblasti

stability. Dalsi vystupni grafy pro kazdy vzorek od 1 do 10 jsou uvedeny v 7 kapitole.

Tabulka 5: Naméfené hodnoty velikosti a zeta potenciali

Vzorek  Ciipo. [mMM] Chya [mg/1] Stfedni velikost [nm] Zeta Potencial [mV]
1 1,00 1,25 655,9 £38.,5 -82+1,5
2 1,00 1,00 365,9£6,2 -11,8+1,1
3 1,00 0,75 282,9+5,5 -16,5+1,2
4 1,00 0,50 216,3+3,5 -17,8 £ 1,6
5 1,00 0,25 163,4+3,4 -213+7.8
6 1,00 0,10 144,9 £ 5,4 -27,7+3,0
7 1,00 0,08 132,6 £2,2 -33,8+2,0
8 1,00 0,05 139,727 -329+35
9 1,00 0,03 1349+22 -36,5+1,5
10 1,00 0,01 133,6 £2,9 -35,6 £2,6
L]
] —125mg/l HA
] —1mg/l HA
0,8 + —0,75 mg/l HA
0,5 mg/l HA
—0,25 mg/l HA
0,6 - —0,1 mg/l HA
—0,075 mg/l HA
—0,05 mg/l HA
04 ! —0,025 mg/l HA
—0,01 mg/l HA

02 T

—Prazdné liposomy

10

Vzorek €. 1 byl nejvice koncentrovany (Tabulka 5). Velkd koncentrace HA a obsah

Velikost [nm]

1000

Obrazek 19: Distribuce velikosti liposomi ve v§ech vzorcich

izopropylalkoholu zptisobily vysokou hodnotu velikosti. Nadbytek izopropylalkoholu jako
rozpou$tédla muZe vést k rozpuSténi, naruSeni nebo agregaci struktury membrany.

Pravdépodobné doslo k problému zaclenéni molekul palmitoyl hyaluronanu do membrany

liposom1, kdy vétSina HA ziistala mimo strukturu nanocastic. Men$i mnozstvi ptidaného
rozpoustédla ve vzorku €. 2 vyrazné zlepSilo moznou inkorporaci HA do membrany
liposomt, avSak velikost liposoml ziistala pfi této koncentraci stale velkd. Bylo také
pozorovano, ze pii takovém poméru liposomi a HA se roztok ve vialce zacal mirné

zamlzovat.
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Rozdily hodnot zeta potencidlu vzorka ¢. 7, 8, 9 a 10 byly pravdépodobné zpiisobeny
nerovnoméernou distribuci ¢astic kvuli relativné malému piidavku palmitoyl hyaluronatu
sodného. Pfi téchto koncentracich molekuly hyaluronanu nebyly schopny rovnomérné obalit
liposomy.

Béhem méieni byl pozorovan trend zvySovani velikosti liposomt a snizovani jejich
stability s rostouci koncentraci ptidavku palmitoyl hyaluronatu sodného (Obrazek 20). Tento
trend naznacuje, ze ptidani HA ma vliv na velikost liposomii, a to pravdépodobn¢ z davodu
tvorby kompletnéjsi struktury, kvilli moznému zaclenéni palmitoylové c¢asti fetézcu
hyaluronanu do membran liposomu. Pfi nizSich koncentracich HA jsou liposomy mensi
a maji vice stabilni strukturu, coz miize byt zptisobeno mensSim mnozstvim HA pfitomnym
v roztoku k interakci s liposomy. Naopak pii vysSich koncentracich HA je vice HA
dostupného pro interakci s liposomy, coz vede k vétSimu mnozstvi absorbujicich se HA
molekul a tim ke zvétSeni velikosti liposomil. To je zplsobeno moznym, avSak pouze
casteCnym zaclenénim dlouhého hydrofobniho fetézce HA do membran.

800 -0
700 T-5
T 10
600 g < Velikost
-15 > liposomi
"= 500 E
= -20 g
% 400 2
4 r _ =y
= F 25 g, Zeta
> 300 E 30 g potencial
200 - ™
- -35
100 C 40
0 F -45

V HyA [ml]

Obrazek 20: Zavislost velikosti a zeta potencidlu na objemu pfidané¢ho hyaluronatu.
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4 ZAVER

V ramci této prace byly studovany riizné metody ptipravy liposomu s cilem optimalizovat
jejich fyzikalné-chemické vlastnosti pro u¢inné dorucovani 1é¢iv. Vychozi metodou byla
pfiprava liposomt z dipalmitoylfosfatidylcholinu (DPPC), kterd se ukazala jako
problematicka kvili nekvalitni sérii dodanych chemikalii. Navzdory opakovanym pokusiim
s ruznymi koncentracemi DPPC a cholesterolu byly vysledné roztoky zakalené a nevhodné
pro dalsi pouziti. Pfechod na metodu rehydratace s ptidavkem DOTAP mél za cil
elektrostaticky stabilizovat systém. Nicméné, ani tato metoda nevedla k uspokojivym
vysledkiim, coz opét poukazuje na problémy s kvalitou pouzitého DPPC.

Konec¢né, alternativni metoda ethanolového ptikapavani ukazala Uspésné vysledky.

Pomoci pomalého pfikapavani ethanolového roztoku lecitinu do michajici se ultracisté vody
doslo k postupné tvorbé liposomil, coz bylo pozorovdno néristem opalescence roztoku.
Liposomy, pfipravené metodou ethanolového piikapavani vykazaly pomérn€ dobrou
velikost a stabilitu. Stfedni velikost prazdnych liposomt byla (142,9 + 3,9) nm a jejich zeta
potencial byl (-30,8 £+ 3,3) mV, coz odpovidéa tomu, Ze pfipraveny systém lezi ve stabilni
oblasti. Interakci s palmitoyl hyaluronatem sodnym byl pozorovan trend, zvétSovani
velikosti liposomt s rostoucim ptidavkem polymeru. D4 se piedpokladat, ze ¢ast fetézch
hyaluronanu byla schopna navézat se do membrany liposomi, kvili tomu doslo ke zvétSeni
velikosti a snizeni celkové stability. Z vyslednych hodnot zeta potencialli se da také
posoudit, ze pii nejmensich koncentracich ptfidaného hyaluronanu, stabilita potazenych
liposomt byla vyssi (vyssi zaporny zeta potencidl), diky zaporn€ nabitym hydroxylovym
skupindm molekula hyaluronanu, které po zaclenéni jsou schopné ovlivnit celkovy
povrchovy néboj liposomi.
Nevyhodou této metody je tvorba azeotropni smési v pribéhu piikapavani ethanolu do vody.
Veskery ethanol neni schopen se odpafit. Z téchto divodu je dilezité dbat na koncentraci
ethanolu pfi potencidlni medicinské aplikace, aby se minimalizovaly potencialni toxické
ucinky na organismus.
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6 SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

6.1 Seznam zkratek

PC

PE

PI

PG

PS
DPPC
DOTAP
MK
CMC
CPP
ULV
SUV
LUV
GUV
MLV
MVV
PEG
DNA
RNA
Tm
HA
DLS
ELS
7P
DSPC
DOPE
DOPC
HEC
HM-HEC

Fosfatidylcholin

Fosfatidyletanolamin

Fosfatidylinositol

Fosfatidylglycerol

Fosfatidylserin

1,2 — Dipalmitoylfosfatidylcholin

1,2 — Dioleoyl-3-trimethylammonium-propan
Mastné kyseliny

Kriticka micelarni koncentrace

Kriticky balici parametr

Unilamelarni vezikuly

Malé unilamelarni vezikuly

Velké unilamelarni vezikuly

Obfi unilamelarni vezikuly
Multilamelarni vezikuly
Multivezikularni vezikuly
Polyethylenglykol

Deoxyribonukleova kyselina
Ribonukleova kyselina

Teplota fazového prechodu
Hyaluronova kyselina

Dynamicky rozptyl svétla
Elektroforeticky rozptyl svétla

Zeta potencial

1,2 — Distearoyl-sn-glycero-3-fosfocholin
Dioleoylfosfatidylethanolamin

1,2 — Dioleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin
Hydroxyethylcelulozy

hydrofobné modifikovana hydroxyethylcelulozy

6.2 Seznam symbolu

v
L
ao
D
ke

T
D
U

Efektivni objem

Maximalni efektivni délka
Efektivni poloha
Hydrodynamicky primér ¢astic
Boltzmaannova konstanta
Teplota

Difuzni koeficient

Viskozita
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7 PRILOHY
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Obrazek 21: Distribuce velikosti liposomt vzorku €. 1 (1,25 mg/l HyA).
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Obrazek 22: Distribuce velikosti liposomi vzorku €. 2 (1 mg/l HyA).
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Obrazek 23: Distribuce velikosti liposomt vzorku €. 3 (0,75 mg/l HyA).
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Obrazek 24: Distribuce velikosti liposomi vzorku €. 4 (0,5 mg/l HyA).
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Obrazek 25: Distribuce velikosti liposomt vzorku €. 5 (0,25 mg/l HyA).
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Obrazek 26: Distribuce velikosti liposomt vzorku €. 6 (0,1 mg/l HyA).

42



1,2

0,8

0,6

Normalizovana intenzita [%]

A

—B
—C

Vellkost [nm]

1000

10000

Obrazek 27: Distribuce velikosti liposomt vzorku €. 7 (0,075 mg/l HyA).

1,2 -

Normalizovana intenzita [%]

1 -

0,8 1

0,6 1

—B

100

Velikost [nm]

1000

10000

Obrazek 28: Distribuce velikosti liposomi vzorku €. 8 (0,05 mg/l HyA).
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Obrazek 29: Distribuce velikosti liposomt vzorku €. 9 (0,025 mg/l HyA).
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Obrazek 30: Distribuce velikosti liposomi vzorku ¢.

10 (0,01 mg/l HyA).
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