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ABSTRAKT

Tato prace je zaméfena na zkoumani systému fosfolipid-hyaluronan. Nejdfive byla
nalezena vhodnd metoda pro pfipravu zésobniho roztoku fosfolipidu/lipidu a vhodna
fluorescen¢ni sonda. Jako metoda pfipravy zasobniho roztoku byla vybrana sonifikace a jako
fluorescencni sonda pyren. Ze skupiny fosfolipidii byl pouzit lecitin. Pro srovnani byl vedle
fosfolipidu pouzit i lipid fosfatovou skupinu postradajici (DPTAP), popiipadé smés lipidu
a fosfolipidu (DPPC a DPTAP). Krom¢ hyaluronanu byly pro srovnani pouzity i jiné
polyelektrolyty (polystyrensulfonat sodny a alginat sodny). Méfeni probihala jak ve vodé, tak
Vv roztoku fosfatového pufru. Veskerd méfeni probéhla pomoci fluorescencni spektroskopie
a dynamického rozptylu svétla.

ABSTRACT

This thesis is focused on investigation of phospholipid-hyaluronan system. First,
appropriate method for preparation of bulk solution of phospholipid/lipid and suitable
fluorescence probe were chosen. Sonification was selected as a method for preparation of
bulk solution and pyrene was chosen as a fluorescence probe. From the group of
phospholipids lecithin was selected. Next to phospholipid, lipid with no phosphate group
(DPTAP) was utilized for comparison, alternatively a mixture of lipid (DPTAP) and
phospholipid (DPPC). Instead of hyaluronan another polyelectrolytes (sodium polystyrene
sulfonate, sodium alginate) were used too. Measurements were performed in water
environment and in phosphate buffer saline (PBS). All investigation was accomplished by
fluorescence spectroscopy and dynamic light scattering.
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hyaluronan, polystyrensulfonat, alginat, lipid, fosfolipid, fluorescence, fluorescen¢ni sondy,
dynamicky rozptyl svétla
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hyaluronan, polystyrene sulfonate, alginate, lipid, phospholipid, fluorescence, fluorescence
probes, dynamic light scattering
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1 UVOD

Idealni kosmeticky piipravek pro kazdodenni pouziti by mél pokozku dobie hydratovat,
nedrazdit a také vyzivovat. Pokud chceme tyto podminky splnit, musime pfipravit kosmeticky
pripravek z latek télu vlastnich, které budou snadno penetrovat pies svrchni vrstvy pokozky.
Je zndmo, ze zcela hydrofilni ¢i zcela hydrofobni latky pokozkou prostupovat nemohou.

Spojenim vynikajicich hydratacnich vlastnosti kyseliny hyaluronové a fosfolipidovych
liposomii by mohl vzniknout pfipravek tyto vlastnosti majici. Lipidy jsou soucasti
nejsvrchnéjsi vrstvy pokozky (stratum corneum — vrstva rohova), i vrstev dalSich (stratum
granulosum — vrstva zrnita, stratum spinosum — vrstva ostnita), proto jsou schopny pronikat
do vnitinich vrstev pokozky. Kyselina hyaluronova i fosfolipidy jsou zcela biokompatibilni,
lidskému télu vlastni, samy o sobé by tedy nemély zpisobit zadné podrazdéni pokozky.
Navic, dojde-li k vytvofeni stabilnich liposomii, mohou byt schopné nést hydrofobni latky,
jejichz aplikace v Cist€ hydrofilnim systému by nebyla mozna.

Tato prace je zaméfena na studium systému lipid-hyaluronan z hlediska agregac¢niho
chovani astability vpufru a ve vodé. Bylo provedeno srovnani interakci v systémech
obsahujicich 1 jiny polyelektrolyt, krom¢ hyaluronanu sodné¢ho byly studovany i agregace
lipidil v pfitomnosti polystyrensulfonatu sodného a nékteré i v ptitomnosti alginatu sodného.

Z fosfolipidl byl vybran lecitin, jenz tvofi bunéfnou membranu témef vSech bunék. Nese
jak kladny tak zaporny naboj. Lecitin je smési fosfolipidi s riznymi délkami alkylovych
fetézcl, jez mohou byt nasycené i nenasycené. Dale byl pouzit DPTAP (1,2-dipalmitoyl-3-
trimetylamonium-propan), jenz na rozdil od lecitinu neobsahuje fosfatidovou skupinu, tedy
nese pouze kladny naboj, a na zaklad€ resSerSe byla pfipravena i ekvimolarni smés DPTAP
aDPPC (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin), tedy smés kationaktivniho lipidu
a zwiterionického fosfolipidu.

U vsSech lipidi byla pomoci fluorescen¢ni spektroskopie studovana agregace jich
samotnych, dale ve smési s hyaluronanem a polystyrensulfonatem, a to ve vodé i v pufru.
Agregaéni chovani ve smési s alginaitem bylo prostudovdno pouze v pifipad€ lecitinu
a DPTAP ve vodé. Pti vybranych charakteristickych koncentracich lipidu byla také vzdy
méfena s vyuzitim metody dynamického rozptylu svétla (DLS) i1 velikost agregat
a prostiednictvim zeta potencialu i jejich stabilita v roztoku.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Lipidy

Lipidy jsou heterogenni skupina sloucenin, ktera ma ptfimo nebo nepiimo vztah k mastnym
kyselinam. Jejich spole¢nou vlastnosti je relativni rozpustnost ve vodé a dobra rozpustnost
V nepolarnich rozpoustédlech jako éter, chloroform a benzen.

2.1.1 Rozdéleni lipida

Nasledujici rozdé€leni lipidt je odvozeno z Bloorovy klasifikace [1]:

1. Jednoduché lipidy — estery mastnych kyselin s riznymi alkoholy.

a) Tuky: Estery mastnych kyselin s glycerolem. Tekuté tuky se nazyvaji oleje.

b) Vosky: Estery mastnych kyselin s vy$§imi jednosytnymi alkoholy.

2. Slozené lipidy — estery obsahujici mimo mastné kyseliny a alkohol jesté dalsi skupiny.

a) Fosfolipidy: Lipidy, které obsahuji krom¢& mastné kyseliny a alkoholu i zbytek kyseliny
fosfore¢né. Casto obsahuji i dusikaté baze a dalsi substituenty. Déli se dale na
glycerolfosfolipidy, u nichz je alkohol glycerol, a sfingolipidy, kde alkohol je sfingosin.

b) Glykolipidy (glykosfingolipidy): Lipidy obsahujici mastnou kyselinu, sfingenin
a sacharidovou slozku.

c) Ostatni slozené lipidy: Sulfolipidy a aminolipidy. Mohou sem byt zafazeny i lipo-
proteiny.

3. Prekursory a odvozené lipidy: Patii sem mastné kyseliny, steroidy, alkoholy vcetné
glycerolu a steroldi, mastné alkoholy a ketolatky, uhlovodiky, v tucich rozpustné vitaminy

a hormony.

2.1.2 Kationické lipidy

Nejvyznamnéj$im znakem kationickych lipidi, které se v prirodé moc nevyskytuji, je jejich
kladny néboj pfi neutralnim pH. To umoziiyje silné Coulombovy interakce s mnoha hlavné
negativné nabitymi komponenty bunék. Kationické lipidy ukotvené v membrané mohou byt
diky interakcim dalekého dosahu povazovany za molekuldrni senzory pro spojovani
biomolekul. Kationické lipidy diky svému naboji tvoii ve vodé samovolné velmi malé Gtvary
(mensi nez 50 nm) [2].

2.1.3 Fosfolipidy

Vsichni ptirozené se vyskytujici zastupci fosfolipida jsou odvozeni od sn-glycero-3-fosfatu,
tudiz maji zakladni strukturu uvedenou na Obr. 1.

o
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Obr. 1 sn-glycero-3-fosfat [3]
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Pokud jsou X a Y mastné kyseliny, mluvime o diacyl-glycerofosfolipidech. Pokud jen
jeden z nich predstavuje mastnou kyselinu a druhy atom vodiku, hovofime o mono-acyl-
glycerofosfolipidech neboli lyso-fosfolipidech. Acylové zbytky X a Y se mohou od sebe
znacn¢ liSit (délka tetézce, saturace) v zavislosti na pivodu (zdroji surového materidlu).
Mimo to jsou X a Y v piirodnich produktech stejné chemické povahy [3]. Na Obr. 2 jsou
uvedeny typy fosfolipidii dle substituentu Z.

Z= C|3H3
_\—ITI+—CH3 Fosfatidylcholin, PC
CHj
/\/NH; Fosfatidyletanolamin, PE
H OH
H - - -
w Fosfatidylinositol, PI
H OH
H H
Y Fosfatidova kyselina, PA

Obr. 2 Nomenklatura diacyl-sn-glycero-3-fosfolipidii podle substituentu Z [3]

Do skupiny fosfolipidi zatazujeme fosfatidovou kyselinu a fosfatidylglycerol, fosfatidyl-
cholin, fosfatidyletanolamin, fosfatidylinositol, fosfatidylserin, lysofosfolipidy, plasmalogeny
a sfingomyeliny (rozdé€leni je uvedeno na Obr. 2). Vsechny patii mezi fosfoacylglyceroly,
s vyjimkou sfingomyelintl, které glycerol neobsahuji. Fosfoacylglyceroly mizeme povaZovat
za derivaty kyseliny fosfatidové, ve které je kyselina fosforecna esterifikovana s —OH
skupinou vhodného alkoholu [3].

Fosfatidova kyselina je dulezitym mezistupném pfii syntéze triacylglyceroli a fosfogly-
cerold, ale ve tkanich se ve vétsi mife nevyskytuje [1].

2.1.4 Lecitin

Lecitin byl objeven vroce 1846 francouzskym chemikem M. Gobleym. Z vajeéného
zloutku izoloval oranZzové zbarvenou latku, kterou nazval lecitin, podle feckého jména pro
vajeény zloutek ,lekithos* (,Aéki80¢). Pozdé&ji izoloval stejnou latku z mozku, krve,
mocového méchyie a jinych organickych materiald. Dilezitym znakem téchto materialt byl
obsah fosforu organicky vazaného k lipidovym strukturdm.

Trvalo fadu let, nez bylo zjisténo, Ze se nejedna o jednotnou chemickou strukturu, ale
0 skupinu chemicky podobnych, ale rozdilnych slozek, které jsou dnes klasifikovany jako
fosfolipidy a fosfatidy. Také bylo zjisténo, ze tato t¥ida latek se vyskytuje ve vSech
organickych tkanich a pletivech, at’ uz u rostlin, zvifat nebo ve tkanich lidského plivodu.
Nejvyssi koncentrace lecitinu, kromé vajeéného zloutku, byla zjisténa u oleje ze seminek sdji,
slunecnice a jinych [3].



Lecitin formuje lipidovou hmotu biologickych membran a hraje kli¢ovou roli v buné¢ném
metabolismu. Jako biokompatibilni tenzid je Siroce vyuzivdn v kazdodennim Zivoté
zahrnujicich lidskou a zivoci$nou potravu, medicinu a kosmetiku [4].

2.1.4.1 Vyskyt lecitinu

Lecitiny obsahuji aminoalkohol cholin. Jsou to nejvice zastoupené fosfolipidy bunécné
membrany a piedstavuji velkou ¢ast télovych zasob cholinu. Cholin je dulezity pro pienos
nervového vzruchu a také jako zasoba labilnich metylovych skupin. Dipalmitoyllecitin je
povrchové velmi u¢inné agens, které zabranuje adherenci vnitinich povrchii plic zptisobené
povrchovym napétim. Jeho nedostatek v plicich u nezralych déti zpisobuje dechové selhani
(respiratory distress syndrom, RDS) [1].

2.1.4.2 Rozpustnost lecitinu

Rozpustnost raznych slozek lecitinu v organickych rozpoustédlech je uréena primarné
polarni skupinou a zavisi na slozeni mastnych kyselin. Naptiklad rozpustnost
fosfatidylcholinu v etanolu klesa srostouci délkou acylového fetézce. V acetonu jsou
fosfolipidy vétSinou nerozpustné, ale ty sfetézcem kratSim nez deset uhlikii se v ném
rozpoustéji. Fosfatidylcholin je rozpustny v etanolu a v hexanu, v acetonu nikoliv [5].

2.1.4.3 1zolace lecitinu

Lecitin je z vaje¢ného Zloutku extrahovan b&éhem vicekrokového procesu. V pocateéni
extrakci je k 30 g ¢erstvého vajeéného zloutku ve 200ml centrifugaéni barice piidano 100 ml
95% etanolu a smés je michdna, dokud nedojde k uplnému rozptyleni. Poté je smes
centrifugovana a supernatant obsahujici vodu, polarni a neutralni lipidy je pfemistén do délici
nalevky. Z precipitatu jsou neutralni lipidy dvakrat extrahovany 50 ml hexanu. Extrakty
v hexanu jsou poté premistény do stejné délici nalevky. Proteinovy precipitat je dvakrat
extrahovan 50 ml 95% etanolu, aby byly odstranény zbytky polarnich lipidd. Tento etanolovy
extrakt je smichan s prvnim etanolovym a hexanovym v délici ndlevce. Obsah délici nalevky
je poté dikladné ale mirn€ promichéan a nechan ustalit, aby doSlo k fazové separaci. Etanolova
faze je odstranéna a hexanova je smichana s 50 ml 90% etanolu a ponechana, aby doslo
k fazové separaci. Hexan je odstranén na rotacni odparce zanechavaje za sebou neutralni
lipidy, které jsou stanoveny gravimetricky. Etanolova faze je smichana s predchozi
etanolovou fazi a rozpoustédlo je odpaieno. Zbylé polarni lipidy jsou rozpustény v hexanu, je
pfidan aceton asmés je centrifugovana v ledové vodni lazni. Supernatant je piemistén
arozpoustédlo je odpafeno pomoci vakuové odparky. Tato frakce by neméla obsahovat
neutralni lipidy ani cholesterol. Precipitat je piec¢istény fosfatidylcholin [6].

2.2 Liposomy

Liposomy byly objeveny v roce 1961 A. D. Banghamem [7]. OvSem prvni publikace byla
vydana az vroce 1964, kde Bangham a Horne pfedstavili snimky multilamelarnich
fosfolipidovych vezikul z elektronového mikroskopu [8].

Liposomy jsou sférické struktury tvofené zakiivenymi lipidovymi dvojvrstvami, jez do
svého vnitiniho prostoru uzaviraji ¢ast okolniho rozpoustédla. Velikost liposomt se pohybuje
od 20 nm do né¢kolika mikrometrii a mohou byt slozeny z jedné nebo nékolika soustiednych
membran, kazdé s tloustkou okolo 4 nm. Liposomy maji diky amfifilni povaze lipidii unikatni
schopnosti, pro¢ez jsou vhodné pro distribuci 1é¢iv. Na Obr. 3 je schematicky znazornéna
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struktura liposomu [9]. Lipidové dvojvrstvy jsou primarni bariéry vSech permeabilnich
bunécnych membran [10].

Obr. 3 Schematické zndzornéni liposomu [9]

2.2.1 Agregace amfifilnich molekul

Diivodem, pro¢ amfifily spontanné agreguji a tvofi rizné mikrostruktury, je jejich
upfednostiiovani dvojiho druhu rozpoustédel. VSechny amfifily jsou sloZeny z ¢asti, ktera je
rozpustna v nepolarnim rozpoustédle a ¢asti rozpustné v rozpoustédle polarnim. To znamena,
ze kdyz je rozpoustédlo velmi nepolarni nebo velmi polarni (jako voda), je podporovano
samoshlukovani amfifild. U vétSiny amfifilt je hydrofobni ¢ast tvofena uhlikovymi fetézci,
zatimco hydrofobni ¢ast je tvofena tzv. polarni hlavou.

Ve vodném roztoku se amfifily rozpoustéji na monomery, ale nad uréitou koncentraci
spontanné agreguji, aby se minimalizovaly nevyhodné hydrofobni interakce. Toto shlukovani
je vétsinou doprovazeno narstem entropie systému. Vzrustajici entropie vychazi z interakcei
vody a uhliku, které vytlacuji molekuly vody do uspotéddanych struktur okolo hydrofobnich
¢asti amfifil v monomerni formé [9].

Ve vodném roztoku se lipidy seskupuji ve dvojvrstvy, aby doslo ke sniZeni nepfiznivych
interakci mezi uhlovodikovymi fetézci mastnych kyselin a rozpoustédlem a bylo dosazeno
stavu s niz8i energii a vyS$i stabilitou. Tento jev miZze byt kvantitativné popsdn pomoci
kritické micelarni koncentrace (CMC). CMC je definovana jako koncentrace lipidu ve vodg,
nad kterou molekuly formuji micely nebo dvojvrstvy radéji, nez aby zustaly v roztoku ve
formé¢ monomert. CMC dipalmitoylfosfatidylcholinu a podobnych amfifili se pohybuje
viddu 107'°M ve vodé. Tyto velmi nizké hodnoty indikuji, 7e molekuly naprosto
upfednostiiuji hydrofobni prostedi, které je uvniti micely ¢i dvojvrstvy [11]. Pfi vysSich
koncentracich lipidi dochézi ke zméné charakteru agregati v roztoku, tuto koncentraci
nazyvame kritickd agregacni koncentrace (CAC).
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2.2.2 Packing parametr

Tvar molekuly KuzZel Komoly kuzel Valec Klin
14 I w u
P=— <1/3 1/3-1/2 1/2-1 ~1 >1
aolc
") WY ’)
* bbb
\-‘ " i\ 2
Vznikla Kulovita Valcovita Vezikula nebo Planarni Inverzni
struktura micela micela flexibilni dvojvrstva dvojvrstva micela

Obr. 4  Tvar molekuly amfifilu a vznikajici struktura dle hodnoty Packing parametru [12]

Pojem molekularni ,,packing parametr* je Siroce uplatiovan v literatuie k vysvétleni, ¢i
dokonce piedpovézeni molekulového samoseskupeni v roztoku amfifild. Tanford [13]
a Israelachvili [14] byli prikopniky pii definovani tohoto geometrického parametru, ktery je
spojen s vlastnosti molekuly lipidu podle nasledujici rovnice:

%4

kde V je objem hydrofobni ¢asti, v ptipadé molekuly se dvéma fetézci je V rovno 2v a v je
objem, ktery zaujima jeden alkylovy fetézec, | je maximalni délka hydrofobniho ocasu
obsahujiciho n atomi, a a je plocha polarni hlavy lipidu. Vzorec mize byt aplikovan nejen na
Cisty lipid, ale 1 na smés lipidi, kde je bran v Givahu i pomér lipidi ve smési.

Bylo uvedeno, ze hodnota P mensi nez jedna tfetina odpovida sférické micele, vétsi nez
jedna tietina a zaroven mensi nez jedna polovina globularni micele, vacku pfi hodnoté P mezi
polovinou a jednou a pii hodnoté blizici se jedné rovinné dvojvrstvé [15]. Tvary molekul
amfifilt a vyslednych struktur jsou uvedeny na Obr. 4.

2.2.3 Lipidové dvojvrstvy a lamelarni faze

Typicky dvojvrstvu tvofici lipid je sloZen ze dvou uhlikovych fetézcl spojenymi s polarni
skupinou, ktera mize byt nabita (pozitivné ¢i negativné), zwiterionicka nebo neutralni. Tvar
molekuly vétSiny lipidil se blizi valcovitému a podle konceptu ,,packing® parametru preferu;ji
lipidy agregaci ve dvojvrstvy. Pfi vyssi koncentraci lipidu tvofi tyto molekuly vétSinou
lamelarni fazi, kde se dvourozmeérné rovinné lipidové vrstvy stiidaji s vrstvami vody [9].

2.2.4 Priprava liposomu

Ruzné typy liposomt (MLV — multilamellar large vesicles, SUV — small unilamellar
vesicles, LUV — large unilamellar vesicles, FRV - freeze-drying rehydration vesicles) mohou
byt pfipraveny odlisSnymi metodami, coz je znazornéno na Obr. 5.
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Amfifilni Lipidy

rozpusténi v organické fazi rozpusténi v roztoku
detergentu

suchy lipidovy film koloidni roztok
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LUV SUV LUV FRV

Obr.5 Obecnd klasifikace ruznych metod pripravy liposomi, SUV — small unilamellar
vesicles (malé unilameldrni vezikuly), LUV — large unilamellar vesicles (rozsahlé
unilameldrni vezikuly), MLV — multilamellar large vesicles (rozsahlé multilameldrni
vezikuly), FRV — freeze-drying rehydration vesicles (sublimacni rehydratované
vezikuly) [16]

2.2.4.1 Ru¢né tirepané vezikuly

Chceme-li ptipravit liposomy jakéhokoli druhu, molekuly lipidu musi byt zavedeny do
vodného prostredi.

Kdyz je suchy lipidovy film hydratovéan, lamely se zvétSuji a rostou do myelinil (tenké
lipidové trubicky), ale obecné plati, Ze se neodd€luji od zbytku filmu. Jen mechanické
rozruSeni pomoci tfeseni, vifeni, pipetovani, nebo vortexovani zpiisobi rozruseni lipidovych
trubic¢ek a uzavieni exponovanych hydrofobnich okrajti, ¢ehoz vysledkem je utvofeni lipo-
soml. Aby se pfipravily liposomy mensi a méné lamelarni, musi byt do systému disipovana
energie.

V pivodnim postupu je tenky lipidovy film uloZen na sténdch baiiky s kulatym dnem
a protifepan s nadbytkem vodné faze.

Postup pripravy — lipid je rozpustén ve vhodném mnozstvi chloroformu (pfi rozpousténi
nabitych lipidii se pifidavd metanol pro usnadnéni ¢i umoznéni rozpousténi). Poté je
rozpoustédlo odstranéno pomoci rota¢ni odparky pii teploté vyssi, nez je teplota fazového
piechodu lipidu. Nésleduje hydratace suchého lipidu predehidtou vodnou fazi a agitace
suspenze protiepavanim, promichavanim ¢i vortexovanim. Takto pfipravené liposomy jsou
prevazné velké MLV (mléc¢na suspenze). Distribuce velikosti v této populaci vezikul je okolo
n¢kolika mikrometrt.

Poznamky — nabité lipidy obecné tvoii mensi a méné lameldrni liposomy. Pokud neni
ptidavek metanolu nutny, méli bychom se mu vyvarovat, protoze metanol tvoii vodikové
vazby s polarnimi skupinami a pak je t€zsi jej odstranit [16].
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2.2.4.2 Sonifikované vezikuly

Sonifikace riznych vodnych disperzi fosfolipidu je historicky prvni zpracovani amfifilnich
lipidi. Diky lokalnimu zahiati a vysoké vstupni energii nemusel byt vzorek zahtivan nad
teplotu fazového piechodu.

Jsou dvé rozdilné techniky: bud’ je Spicka sonifikatoru ponofena do disperze liposomil nebo
je vzorek ve zkumavce umistén do sonifikatoru.

Sonifikace s ponofenim do roztoku je pravdépodobné nejcastéji pouzivana metoda pro
pfipravu SUV v malém mnozstvi. Tato metoda je jednou s nejvyssi dodanou energii do
lipidové disperze a mize byt aplikovana na MLV.

Postup — vlozeni disperze MLV do kuzelovité zkumavky, ktera je umisténa ve vodni lazni
o teploté 0 °C. Poté je do vzorku umistén sonifikdtor a za pfistupu dusiku je spustén.
Sonifikace probiha do té doby, dokud se roztok nezméni z mlécného na opalescentni [16].

2.2.4.3 Sublima¢ni rehydratované vezikuly

FRV jsou formovany z pfedem vytvofenych vezikul. Miize byt dosazeno velmi vysoké
efektivity enkapsulace. SuSeni pfivadi lipidové dvojvrstvy a materidl, ktery ma byt
enkapsulovan, do blizkého kontaktu.

Postup — je smichano 1 ml koncentrovanych sonifikovanych liposomti a 1 ml radioaktivné
znaceného transferinu a smés je ponofena do chladici 1azné (suchy led v metanolu). Poté je
banika se vzorkem piipojena k lyofilizéru, je aplikovano vakuum a voda je kompletné
sublimovana. Okamzité po ukonceni lyofilizace je lipidova vrstva rehydratovana roztokem
pufru (v malych davkach — po 100 ul). Nasleduje extruze ptes polykarbonatovou membranu.
Neenkapsulovany transferin je odstranén kolonovou filtraci [16].

2.2.4.4 Odpareni z obracené faze

Touto metodou jsou pfipraveny liposomy s rozsdhlym vnitfnim vodnym prostorem. Tato
metoda historicky poskytuje pralom v technologii liposomt, protoze jako prvni umoziuje
pfipravu liposomill vyznalujicich se vysokym pomérem vodnd faze/lipidy a umoziujicich
zachytit vysoké procento pfitomné vodné faze.

Postup pfipravy je zaloZen na formovani obracenych micel — malé kapénky vody, které jsou
Vv piitomnosti organického rozpoustédla stabilizovany fosfolipidovou vrstvou [16].

2.2.4.5 Vyprazdnéni detergentu

Pro odstranéni materidlu o nizké molekulové hmotnosti z liposomové disperse, ktery
unikne enkapsulaci, stejn¢ jako pro dokonalé a pomalé odstranéni detergentu ze smésnych
micel detergent-lipid, které vedou ke tvorbé velice homogennich liposomtl, je pouZzivana
dialyza [16].

2.2.5 Liposomy v kosmetice

Liposomy jsou bé€zné€ pouzivany v dermalnich aplikacich jako ochranny systém pro aktivni
latky a také diky jejich hydrataénim ucinkim. Do téchto vezikul mohou byt inkorporovany
jak hydrofilni, tak lipofilni aktivni latky. Mohou také penetrovat do klize, nést aktivni latku na
cilové misto a tam tyto molekuly uvolnit. Liposomy slouZici jako dermélni nosice by mé&ly byt
malé velikosti, unilamelarni a mit flexibilni membranu.
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U ftady aktivnich latek (napf. progesteronu ¢i hydrokortizonu) byl pozorovan nartst
rychlosti propustnosti kiize, kdyz byly aplikovany v liposomalni formé [17].

Prvni kosmeticky piipravek (Capture) obsahujici liposomy byl uveden na trh v roce 1987
firmou Dior. Od té doby vstoupila na trh fada rtiznych liposomalnich vyrobkt zahrnujici
spreje, gely, krémy, emulze, pletové krémy ¢i Sampony [17].

Liposomy jsou obvykle pfidavany do gelti i emulzi. Pokud jsou v emulzich, dochézi
k reakcim mezi liposomem a emulgatorem emulze, ktery ma piirozené¢ také amfifilni
charakter. Dochazi tak k rozruseni struktury liposomu a muzeme predpokladat, Ze obvykle
nabizené ptipravky po zhruba 1 roce neobsahuji uz Zadné liposomy. V gelech jsou sice
liposomy stabilngjsi, ale gely jako takové mohou pokozku spiSe vysusovat. K odbouravani
liposomii dochazi pti oxidaci kyslikem, hydrolyzou anebo dochazi k seskupovani liposomt do
vétsich tvart [18].

2.3 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova je uhlovodik, konkrétné¢ mukopolysacharid, pfirozen¢ se vyskytujici
ve vSech Zivych organismech. Jeden fetézec mize zahrnovat né€kolik tisic cukernych jednotek.
Pokud neni vazan k jinym molekuldm, mtze védzat vodu, ¢imz vznika tuhy viskdzni systém
podobajici se zelé. Unikatni viskoelastické vlastnosti HyA spole¢né s jeho biokompatibilitou
vedly k jeho vyuziti v fadé klinickych aplikaci [19].

Volné kyselina je velmi hygroskopicka, ale ne snadno rozpustna ve vodé&. Jeji sil je ve vodé
rozpustna velmi, tvofi vysoce viskozni roztoky [20].

2.3.1 Historie

Izolace hyaluronanu byla poprvé popsana Karlem Meyerem a Johnem Palmerem v roce
1934. Z oc¢niho sklivce dobytku ziskali polysacharidovou kyselinu o vysoké molekulové
hmotnosti (s relativni molekulovou hmotnosti okolo 400). Jako jeji slozka byla rozpoznana
uronova kyselina a cukr s aminovou skupinou. SloZenim slov ,,hyaloid* (skelny) a ,,uronova
kyselina“ navrhli nazev hyaluronova kyselina [20].

2.3.2 Chemicka struktura

Kyselina hyaluronova je linearni polysacharid slozeny z opakujicich se disacharidovych
jednotek. Tento disacharid se sklada z N-acetyl-d-glukosaminu a D-glukoronové kyseliny
spojené (3-1,4 glykosidickou vazkou. Disacharidy jsou propojeny vazbou (-1,3, ¢imz vznika
hyaluronovy fetézec (Obr. 6) [21].

H COOH H CHz0H
---._._.ID

HO e
H

CHy
Obr. 6 Struktura kyseliny hyaluronove [22]
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Obe¢ cukerné jednotky jsou prostorové podobné glukose, kterd v beta konfiguraci umoziuje
vsem objemnym skupindm (hydroxyly, karboxylaty ¢i anomerni uhliky na pfilehlych
cukernych jednotkach) zaujmout stericky vyhodnéjsi ekvatorialni pozice, zatimco vSechny
malé vodikové atomy obsazuji méné vyhodné axialni pozice (na Obr. 6 jsou znazornény
Cerven¢). Proto je tato disacharidova struktura energeticky velmi stabilni [19].

V kyseliné hyaluronové jsou piitomny velké shluky sousedicich CH skupin, které tvofi
tzv. ,,patches” s velmi hydrofobnim charakterem, jenz se opakuje v pravidelnych intervalech
stiidaveé na obou stranach molekuly (jejich znazornéni je uvedeno na Obr. 7). Vyznam téchto
,hydrophobic patches®™, v rozpéti nékolika cukernych jednotek, hraje roli pfedevSim pii
interakcich s membranami a hydrofobnimi proteiny [23].

Obr.7 Model oligosacharidu hyaluronanu. Vodikové vazby mezi acetamidovou skupinou
a glukoronovou kyselinou jsou oznaceny Sipkami. Atomy vodikii oznacené kiizem
Jjsou soucasti ,, hydrophobic patch* Sestavajici se z8 CH skupin. Hydroxymetylova
skupina miize byt snadno pootocena, aby se skupina CH,; mohla zucastnit

., hydrophobic patch* [23] [24]

Na jednu disacharidovou skupinu pfipada jedna karboxylova skupina, a proto je kyselina
hyaluronova polyelektrolytem se zdpornym nabojem pii neutrdlnim pH. Je zde téméf
dokonal¢ opakovani bez jakychkoliv odchylek v této jednoduché disacharidové struktuie
s moznou vyjimkou ob¢asné deacetylace glukosaminovych zbytku [25].

2.3.3 Struktura v roztoku

Sekundarni struktura je charakterizovdna intramolekularnimi vodikovymi vazbami, které
lze ve vodném roztoku stézi odlisit od vodikovych vazeb mezi molekulami vody. Tercialni
struktura hyaluronanu je velmi citliva na jeho prostedi. Relativni tuhost glykosidické vazby
a intramolekularni vodikové vazby budou spiSe omezovat volnou otacivost a tim
I konformacni variabilitu. To vS8ak vlivem molekularniho prostiedi vede Kk velké variabilité
tercialni struktury [26].

Axialni vodikové atomy tvoii nepoldrni, relativné hydrofobni ¢ast, zatimco postranni
skupiny v ekvatorialni poloze vytvaii polarni hydrofilni ¢ast, ¢imz vznika struktura krouticiho
se pasu. Roztoky hyaluronanu maji velmi neobvyklé reologické vlastnosti, jsou mimotadné
lubrika¢ni a velmi hydrofilni. Polymerni fetézec hyaluronanu pfijima v roztoku formu
tzv. ,random coil®, jez je znazornéna na Obr. 8. I pii nizkych koncentracich hyaluronanu
dochazi k proplétani téchto fetézcu [19].
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Obr. 8 Struktura hyaluronanu v roztoku [22]

2.3.4 Vyskyt a funkce

Hyaluronan se vyskytuje uvnitf a na povrchu bun¢k ale pfedevs§im v extraceluldrni hmoté
mezi bunikami. Hyaluronan je v nizké koncentraci vSudypfitomny, hyaluronan o vysoké
koncentraci se vyskytuje pti embryogenezi [25]. Je pfitomen ve sklivci a oéni komorové vodg,
také v synovialni tekutiné, kde jeho vysokomolekularni forma poskytuje lubrikaci kloubu
aslouzi jako tlumi¢ nérazl, sniZuje tfeni pohybujicich se kosti a zmenSuje opotiebovani
kloubu, v ktzi, v niZz mize imobilizovat vodu ve tkani a tim zménit kozni objem
a stlacitelnost pokozky, a pupecni $ilife. Jeho role je v Sir§Sim slova smyslu evidentné spiSe
lubrikaéni nez strukturni [27].

U lidi a jinych obratlovcl se nejvétsi mnozstvi hyaluronanu vyskytuje v extracelularni
hmoté mekkych pojivovych tkani [28]. Kromé& obratlovci se hyaluronan nachézi také
u bakterii (napf. u kmene streptokokil), ale neni pfitomen v houbdch, rostlindch ani hmyzu.
Zdaleka nejvyssi obsah hyaluronanu najdeme v kohoutich hiebincich [29].

2.3.5 Metabolismus

Pro syntézu kyseliny hyaluronové je klicovy enzym HA-syntdza (HAS). Lidska HAS ma 3
podtypy: HAS1, HAS2 a HAS3, coZ umoziiuje enzymatickou syntézu HYA o rizné
molekulové hmotnosti a funkci [30].

K metabolismu  hyaluronanu  dochédzi  prostfednictvim  enzymatické  hydrolyzy
hyaluronidazou, ktera se vyskytuje v riznych tkanich savcu [31].
2.3.6 Izolace

Kyselina hyaluronova muze byt izolovana zné¢kolika zdroji, naptf. z bakteridlnich,
kohoutich hiebinkli ¢i pupecni $niiry. V zavislosti na svém ptvodu se kyselina hyaluronova
muze lisit v koncentraci (Tab. 1) [29], molekulové hmotnosti (Tab. 2) i pfitomnost necistot
[32].
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Tab. 1. Koncentrace hyaluronanu v jednotlivych zdrojich [29]

Zdroj Hyaluronanu

Koncentrace [ng/ml]

Kohouti hiebinky 7500
Lidska pupecni $ntira 4100
Lidska synovialni tekutina 1400-3600
Hovézi nosni chrupavka 1200
Sklivec lidského oka 140-340
Lidska kiiZze (dermis) 200-500
Lidska pokozka (epidermis) 100
Mozek kralika 65
Srdeéni svalstvo kralika 27
Lidska hrudni lymfa 0,2-50
Lidska mo¢ 0,1-0,3
Lidska krev 0,01-0,1

Tab. 2. Molekulova hmotnost hyaluronanu v jednotlivych zdrojich [32]

Zdroj Hyaluronanu

Molekulova hmotnost [x 10° Da]

Kohouti htebinky 1,4
Lidska pupecni $iira 1,3+0,1
Bakterialni 14-1,6
Hovézi sklivec 0,4
2.3.7 Vyuziti

Hyaluronan je diky svym mukoadhezivnim vlastnostem zkouman jako moZny ndstroj pro
cilenou distribuci 1é¢iv. Byl vyuZit jako cileny nosi¢ 1ékil na parenteralnich (napf. nitroZilni ¢i
podkozni podéni) i1 neparenteralnich (podani napft. sty ¢i inhalaci) trasach. Neparenteralni
aplikace zahrnuji o¢ni a nosni nosi¢ové systémy, naopak parenterdlni systémy jsou dilezité
napft. v ptipad¢ trvalého uvoliiovani proteinovych 1é¢iv prostiednictvim subkutannich injekci.
Afinita hyaluronanu kreceptorim CD44, ktery je nadmémné exprimovan v riznych
nadorovych bunkéach, ¢ini hyaluronan dilezitym prostfedkem pro cilenou aplikaci 1€¢iv proti
rakoving [33].

Hyaluronan mtze byt vyuzit jako ,,scaffold pro regeneraci chrupavkové tkané. Protoze ve
tkani chrupavky nejsou piitomny cévy, je jeji spontanni regenerace velmi obtizna, ale pfi
pouziti ,,scaffoldu® hyaluronanu naptiklad ve smési s kolagenem muze byt tkan chrupavky
efektivné regenerovana [34].

V kosmetickych vyrobcich je znaéné vyuzivan diky schopnosti penetrovat kiizi, unikatnim
hydratacnim a viskoelastickym vlastnostem a vynikajici biokompatibilité. V disledku toho
jsou kosmetické vyrobky obsahujici hyaluronan oznacovany jako ptipravky proti piiznakiim
starnuti, jako jsou vrasky. Mezi typické kosmetické piipravky obsahujici hyaluronan patii
séra, hydratacni krémy, Sampony, kondicionéry a koupelové oleje, nicméné hyaluronan muze
byt podan také peroralné ve formé tobolek. Bylo dokazano, Ze po aplikaci kosmetickych
vyrobkil obsahujicich hyaluronan je kiize hydratovand a zjemnéna, také dochazi k obnoveni
elasticity a tim je dosazeno podstatného zjemnéni vrasek. Kosmetické piipravky na bazi
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kyseliny hyaluronové mohou byt rovnéz schopny chranit pokozku proti UV zéafeni diky
pohlcovani volnych radikalt [35].

2.4 Polystyrensulfonat sodny

Polystyrensulfonat sodny je zaporné nabity polymer, jenz byva pouzivan jako model
flexibilniho polyaniontu [36]. Je to typ polymeru zaloZeny na polystyrenu, konkrétné sodné
soli polystyrensulfonové kyseliny, jeho struktura je uvedena na Obr. 9. Tento polyaniont je
dobte rozpustny ve vodé¢ a nerozpustny v nizSich alkoholech. V pevném stavu ma podobu
bilého, nebo témért bilého prasku.

O=S.
~0
Na* d

L —In

Obr. 9 Struktura polystyrensulfonatu sodného

2.4.1 Priprava

Muze byt pripraven polymerizaci ¢i kopolymerizaci styrensulfondtu sodného nebo
sulfonaci polystyrenu. Tvrdé podminky pouzité pfi této piipravé vedou k celé fad¢ vedlejsich
reakci [37].

2.4.2 Vyuziti

Polystyrensulfonat sodny se pouziva k 16¢bé vysoké hladiny drasliku v Krvi, nazyvané také
hyperkalemie. Lécivo dostupné na 1ékaisky piedpis se nazyva Kionex [38]. Lék ma krémovou
az svétle hnédou barvu a je drceny najemno. PraSkova forma katexu polystyrensulfonatu
sodné¢ho ma in vitro vyménnou kapacitu piiblizné 3,1 mM (in vivo pfiblizné 1 mM) drasliku
na gram. Obsah sodiku je pfiblizn¢ 100 mg (4,1 mM) v gramu léku. Lék muze byt podan
oraln¢ ¢i ve formé klystyru [39].

2.5 Alginat sodny

Poprvé byla popsana existence alginatu vroce 1881 britskym chemikem E.C. C.
Stanfordem v hnédych tfasach jako sacharidu v téchto fasach nejhojnéjsim, tvoticim az 40 %
suché hmoty. Mikrobidlni alginat byl objeven o vice nez 80 let pozdéji Linkerem a Jonesem

(1964) [40].

2.5.1 Struktura a vlastnosti

Alginat je polysacharid naleZici do skupiny linearnich (nevétvenych), neopakujicich se
kopolymert, je slozeny z proménlivého mnozstvi B-D-manurové kyseliny a jejiho C5-
epimeru o-L-glukoronové kyseliny (jejich sodnych soli) spojenych B-1,4 glykosidickou
vazbou. Struktura kyseliny alginové je uvedena na Obr. 10 [41]. Pomér jednotek manurové
a glukoronové kyseliny V alginatu napi. z rodu Macrocystis pyrifera je okolo 1,6, kdezto
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u Laminaria hyperborea okolo 0,45. Alginaty mohou byt piipraveny v Sirokém rozsahu
pramérnych molekulovych hmotnosti (50—100 000 jednotek) [42].

OH
OH 0 OH
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Obr. 10 Struktura kyseliny alginové

Ve vodé¢ se alginat pomalu rozpousti za vzniku viskézniho roztoku, v etanolu a éteru je
nerozpustny [43].

2.5.2 Zdroje alginatu

Tradi¢né je komeréné dostupny alginat vyroben z hnédych motskych fas péstovanych pro
tyto ucely, ale takto pfipraveny alginat ma diky zméndm zivotniho prostiedi heterogenni
slozeni 1 kvalitu. Dva bakterialni rody, Pseudomonas a Azotobacter, jsou také schopny
produkovat alginat jako exopolysacharid. Tyto bakterie mohou poskytovat material kK vyrobé
alginatu s definovanym monomernim slozenim a ptipadné mohou prostfednictvim genetic-
kého a proteinového inzenyrstvi umoznit ptipravu bakterialniho alginatu ,,na miru® [44].

2.5.3 Vyuziti

Alginat je biomaterial vhodny napiiklad pro pouziti jako tkanovy ,.scaffold nebo pro
distribuci 1é¢iv. Primyslové a lékaiské aplikace alginatu jsou spojeny S jeho stabilizacnimi,
visk6znimi a Zelirovacimi vlastnostmi a jeho moznosti zadrzovat vodu [45]. Pouzivaji se jako
stabilizatory, zahust'ovadla, Zelirovaci latky ¢i emulgatory [43].

2.6 Fluorescenc¢ni spektroskopie

Fluorescenéni spektroskopie je metoda momentalné intenzivné vyuzivana napf.
Vv biotechnologii, 1ékarské diagnostice, sekvencovani DNA ¢i forenzni a genetické analyze.
Fluorescenc¢ni detekce je vysoce citliva [46].

2.6.1 Jablonskiho diagram

Jabtonskiho diagram (Obr. 11) slouzi pro znazornéni energetickych prechodut, jako je
absorpce fotonu, fluorescence, mezisystémovy prechod, fosforescence ¢i zpozdéna
fluorescence. Zakladni singletovy stav je oznacen jako Sp, excitované singletové stavy Si, Sy,
a tripletové stavy Ti, Ty, ... Ke kazdému ztéchto elektronovych stavii jsou pfidruzeny
vibra¢ni hladiny.

v

stavu Sp, dochazi k absorpci fotonu pravé molekulami v tomto stavu, ¢imz se molekuly
dostavaji do jedné z vibracni hladiny stavu S; nebo S;. K nasledné deexcitaci dochazi jednim
Z nésledujicich procesti:

e Vnitini konverze — nezafivy isoenergeticky prechod mezi dvéma elektronovymi stavy
se stejnou spinovou multiplicitou.
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e Vibraé¢ni relaxace — energie excitovaného stavu je prevedena na vibracni energii, ktera
je nasledné disipovéana ve formé tepla.

e Fluorescence — emise fotonu doprovazejici prechod S;—Sy, je oznacovana jako proces
spontanni. Pfechod 0-0 je obvykle pro absorpci a fluorescenci stejny. Nicméné
fluorescencni spektrum je lokalizovano u vyssich vinovych délek (nizsi energie) nez
spektrum absorp¢ni, ato diky ztrat€¢ energie pii vibracni relaxaci. Podle Stokesova
pravidla je vlnova délka fluorescencni emise vzdy vyssi nez vinova délka absorpce. Ve
veétsing piipadd vSak dochdzi k castecnému prekryvu absorpéniho a emisniho spektra,
protoze zlomek svétla je emitovan v kratSich vinovych délkach nez absorbované svétlo
(protoze ¢ast molekul je za normalnich podminek ve vyssich vibra¢nich stavech nez 0).

e Mezisystémovy pi‘echod — nezafivy isoenergeticky piechod ze singletového stavu S; do
stavu tripletového Ti, ktery je zakazany, protoze je spojen se zménou multiplicity.

e Fosforescence — tento pfechod z excitovaného tripletového stavu do stavu zakladniho
T1—So, je zakazany, proto pievlada za normalnich podminek nezafiva deexcitace [47].
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Obr. 11 Jablonskiho diagram

2.6.2 Fluorescence

Ke fluorescenci obvykle dochdzi zaromatickych molekul. Jednou =z typicky
fluorescencnich latek (fluoroford) je chinin, ktery je pfitomen v toniku. Jestlize pozorujeme
sklenici toniku, ktera je vystavena slune¢nimu zafeni, je mozné sledovat slabou modrou zafi
na povrchu. V kazdodennim zivoté se vyskytuje mnoho dalSich fluoroforti. Zelena nebo
cervenooranzova zafe pozorovatelnd v nemrznoucich smésich je zplisobena pfitomnosti
stopového mnozstvi fluoresceinu nebo rodaminu. Vicejaderné aromatické uhlovodiky jako
antracen ¢i perylen jsou také fluorescentni a emise z takovychto druhii latek se vyuziva pfi
monitorovani ropného znecisténi Zivotniho prostiedi.
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Fluorescenc¢ni spektralni data jsou obvykle prezentovana jako emisni spektra [46]. Emisni
spektrum je zavislost intenzity fluorescence na vlnové délce (nebo energii, vinoctu, ¢i
frekvenci) pii konstantni vlnové délce budiciho zéafeni, zatimco excitaéni spektrum je
zavislost intenzity fluorescence na vinové délce pii konstantni vinové délce emitovaného
zateni [48].

2.6.3 Fluorescenc¢ni zakony
Fluorescence se fidi nasledujicimi pravidly a zakony:

e Vinové délka luminiscencni emise pii fotoluminiscenci je vétsi nebo rovna vinové délce
excitacniho svétla — Stokestiv zakon.

e Kashovo pravidlo fika, ze pted emisi fluorescen¢niho kvanta dochazi obvykle
k relaxaci vibraéni energie a vnitini konverzi, takze ke fluorescenénimu piechodu
dochazi z nejnizsi vibra¢ni hladiny prvniho excitovaného stavu S;.

e Podle Vavilova ziakona je kvantovy vytézek a doba trvani excitovaného stavu slozitych
molekul v roztoku nezavisly na vinové délce budiciho zatfeni. Z toho vyplyva obecna
vlastnost fluorescence — emisni spektra jsou nezavisla na vinové délce excitace [48].

2.6.4 Instrumentace

Kazdy fluorimetr obsahuje tfi zdkladni ¢asti: zdroj svétla (xenonova nebo rtut'ova vybojka),
celu pro vzorek a detektor. Navic, pro analytické vyuziti, musi byt volitelnd vinova délka
dopadajiciho zafeni a detektor signalu musi byt schopen pfesné manipulace. V jednoduchych
fluorimetrech je vlnova délka excitaéniho 1 emisniho zéafeni vybrana pomoci filtrt, které
umozni méfeni pfi pevné danych vinovych délkéach. Jednoduché fluorescenéni spektrometry
mayji prosttedky pro analyzu spektralni distribuce svétla emitovaného vzorkem, fluorescen¢ni
emisni spektrum muze byt ziskano za pouziti plynulého interferenéniho filtru nebo
monochromatoru. Ve slozit&jSich ptistrojich je provedena selekce excitaéniho svétla 1 analyza
emise vzorku pomoci monochromatoru. Takové pfistroje jsou schopny méfit rozdily intenzit
emisniho zéafeni pti zméné excitac¢ni vinové délky, tedy fluorescencni excitacni spektra.

Spektrofluorimetr byva propojen s pocitatem s vhodnym softwarem pro vyhodnoceni
excitacnich a emisnich spekter. Uspofadani spektrofluorimetru byva pravouhlé, jak je
znazornéno na Obr. 12 [49].

Kyveta se vzorkem
\ -
Excitatni Emisni monochromator
monochromator
Zdro
Xe vwboka
N\,

Fluorescenéni spektrum €——— Detektor

Obr. 12 Schéma spektrofluorimetru
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2.6.5 Fluorescenc¢ni sondy

2.6.5.1 Pyren

Pyren je znam jako sonda pro studium hydrofobnich oblasti, mimoto je velmi uzite¢na jeho
citlivost na polaritu.

V aromatickych molekuldch s vysokym stupném symetrie (benzen, trifenylen, naftalen,
pyren) muze byt prvni singletova absorpce (Sp—Si1) zakazana z hlediska symetrie
a odpovidajici oscilace je slaba. Intenzity riiznych zakézanych vibracnich past jsou vysoce
citlivé na polaritu rozpoustédla (Hamutv efekt). V polarnim prostiedi nariista intenzita
ptechodu 0—0 na tukor ostatnich. Relativni zmény intenzit vibranich pfechodd ve
fluorescencnim spektru pyrenu maji pivod v rozsahu vibracnich ptekryvl slabé povolenych
prvnich excitovanych stavt a siln¢ povolenych druhych excitovanych stavii. Hlavni roli hraji
interakce dipdl — indukovany dip6l mezi rozpoustédlem a pyrenem. Zmény ve fluorescenénim
spektru pyrenu V rozpoustédlech o rtizné polarité naznacuji, ze zmény polarity prostiedi
mohou byt uréeny méfenim poméru intenzit fluorescence prvniho (pfechod 0-0) a tietiho
(ptechod 0-2) vibra¢niho pasu (Obr. 13) — je ziskan emisni polaritni index (EmPI) [47].

S~ 1.vibraéni pas
373 nm

pas excimeru

¢ 470 nm

3. vibraéni pas
383 nm

Intenzita fluorescence [a. u.]

)

360 380 400 420 440 460 480 500 520
A [nm]

Obr. 13 Emisni spektrum pyrenu

V excitaénim spektru pyrenu nalezneme obdobné pod€lenim intenzit fluorescence pfi
492 nm s excitaci pfi 333 nm a 338 nm excitacni polaritni index (ExPI).

Pyren muze tvofit komplexy sam se sebou. Pfi nizkych koncentracich je emise pyrenu
vysoce strukturovana. Pti vySSich koncentracich ptechazi dosud neviditelna emise pyrenu
z UV oblasti do oblasti viditelné, pii vinové délce 470 nm (Obr. 13), a to diky tvorbé
excimeru. Excimer je zkratka pro dimer v excitovaném stavu [46].
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Pyren se pouzivd ke zkoumdani miry pronikdni vody do micel a k pfesnému urceni
kritickych micelarnich koncentraci. Méfenim EmPI v lipidovych veziklech jsou ziskany
informace o teploté fazového prechodu a efektu ptidavku cholesterolu [47].

2.6.5.2DIA

DiA (4-(4-dihexadecylaminostyryl)-N-metylpyridinium jodid) patii do skupiny fluorescen-
¢nich sond s amfifilnim charakterem pouzivanych pro vyzkum bunéénych membran. Tyto
sondy jsou pouzivané ke znaceni bunck, organel, liposomu, vird, lipoproteini v celé¢ tade
dlouhotrvajicich sledovani — bunécné transplantaci, migraci, adhezi ¢i fuzi.

DiA je diky rychlé difuzi vhodna sonda ke znaceni bun¢k. Mlze byt excitovana mezi 400
a 500 nm a maximum emise ve veziklech DOPC ma okolo 590 nm [50].

2.6.5.3 Perylen

Patii do skupiny polycyklickych aromatickych uhlovodikti. Je slozeny ze dvou
naftalenovych jednotek spojenych dvéma jednoduchymi vazbami [51]. Pouziva se jako
fluorescen¢ni sonda pro studium lipidd v cytochemii membran. Vyskytuje se prfedev§im mezi
produkty nedokonalého spalovani (napft. v cigaretovém kouti ¢i vyfukovych plynech motoril)
[52]. Absorpéni maximum absorpce se nachazi pii vinové délce 336 nm a maximum emise
okolo 440 nm [53].

2.7 Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla (DLS), nékdy oznacCovan jako kvazielasticky rozptyl svétla
(QELS), je neinvazivni, dobfe zavedena technika pro meéteni velikosti a distribuce velikosti
molekul a ¢astic zpravidla v submikronovych rozmérech, u nejnovéjsich technologii nizsich
nez 1 nm.

Mezi hlavni aplikace dynamického rozptylu svétla patii charakterizace ¢astic, emulzi nebo
molekul, které jsou rozptylené nebo rozpusténé v kapaling [54]. DLS mé&ii Browntuv pohyb
avztahuje jej kvelikosti ¢astic. Browniv pohyb je nahodily pohyb ¢astic v disledku
bombardovani okolnimi molekulami rozpoustédla. Se zvysujici se velikosti ¢astic dochazi ke
zpomalovani Brownova pohybu [55].

2.7.1 Velikost

Velikost castic je vypocitana z translaéniho diftzniho koeficientu za pouziti Einstein-
Stokesova vztahu:

kT
3nnD’

d(H) = )
d(H) je hydrodynamicky pramér, D je transla¢ni diftzni koeficient, k je Boltzmannova
konstanta, T je teplota a n je viskozita.

Prumér, ktery je naméfen metodou DLS, je hodnota, ktera se vztahuje k tomu, jak castice
difunduje uvniti tekutiny, proto je oznacovan jako hydrodynamicky primér. Primeér ¢astic
ziskany timto méfenim je primér koule, kterd mé stejny translacni difuzni koeficient jako
dana Castice [55].
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2.7.1.1 Instrumentace — méfeni velikosti

Typicky systém DLS se sklada ze Sesti hlavnich komponent, schéma pfistroje je zobrazeno
na Obr. 14. Piedev$im se pouziva laser pro zajisténi zdroje svétla pro osvétleni ¢astic vzorku
uvnitt cely. VétSina laserovych paprskii prochazi pfimo skrz vzorek, ale nékteré jsou
rozptylené Casticemi ve vzorku. Detektor se pouZziva pro méfeni intenzity rozptyleného svétla.
Castice rozptyluji svétlo ve viech smérech, proto je (teoreticky) mozné umistit detektor do
libovolné polohy a stale bude detekovat rozptyl.

Intenzita rozptyleného svétla musi byt uvnitt urcitého rozsahu, aby ji detektor mohl Gispésné
zméfit. Pro snizeni intenzity laseru se pouziva ,,zeslabovac“ (attenuator), tim se snizi
I intenzita rozptylu. Zetasizer béhem posloupnosti méfeni automaticky stanovi pfislusnou
polohu zeslabovace.

Signal intenzity rozptylu pro detektor projde na desku digitalniho zpracovéani signalu,
nazvanou korelator. Ten srovnava intenzitu rozptylu v po sobé jdoucich €asovych intervalech,
aby odvodil rychlost, se kterou se méni intenzita. Tato informace korelatoru pak piejde do
pocitace, kde specidlni software Zetasizeru bude analyzovat data a odvodi informace
o velikosti [56].

Laser

Dgtal Sgrad Processor

Korelator

Zeslabovac D @
Detektor

v
71N
Cela

Obr. 14 Schéma zarizeni pro méreni velikosti [57]

Velikost cCastic je ziskana z korelacni funkce za pouziti nékolika algoritmt. Mohou byt
pouzity dva pfistupy. V jednom znich je korelac¢ni funkce fitovana monoexponencialni
funkci, tim je ziskana sttedni velikost a je odhadnuta Sitka distribuce (index polydisperzity).
Tento ptistup se nazyvd kumulativni analyza. Druhou moznosti je fitovat korela¢ni funkci
vicenasobnou exponencialni funkci, ¢imz je ziskana distribuce velikosti ¢astic.

Distribuce velikosti ¢astic je zavislost relativni intenzity rozptyleného svétla ¢asticemi na
velikosti c¢astic, proto je nazyvana intenzitni distribuci velikosti. Za pouziti optickych
parametrll mize byt vypocitana distribuce velikosti objemova ¢i pocetni.
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Ptistroj detekuje intenzitu rozptylené¢ho svétla pod thlem 173 °, coz je zndmo jako detekce
zpétného rozptylu. Navic optika neni v kontaktu se vzorkem, proto se tika, Ze je detekéni
optika neinvazivni. Pouziti neinvazivni zpétné detekce ma nékolik vyhod:

e Paprsek nemusi putovat celym vzorkem, coz redukuje mnohondsobny rozptyl, pfi
kterém je svétlo rozptylené na jedné Castici dale rozptyleno Castici jinou. Navic, kdyz
svétlo prochézi kratsi optickou dréhou, je mozné méfit vzorky o vyssi koncentraci.

e Necistoty, napt. prachové castice v rozpoustédle, jsou obvykle vétsi ve srovnani
s velikostmi Castic ve vzorku. Vétsi Castice rozptyluji predevS§im ve sméru piimém,
proto je pii pouziti zpétného rozptylu vliv necistot znaéné redukovan [55].

2.7.2 Zeta potencial a elektricka dvojvrstva

Zeta potencial je funkci povrchového naboje, ktery vznika v piipadé, ze je jakykoliv
material umistén v kapalin€. Je velmi dobrym indexem rozsahu elektrostatickych odpudivych
interakci mezi ¢asticemi. Zeta potencial se bézné pouziva k predpovézeni a kontrole disperzni
stability [58]. Aby systém zustal v disperznim stavu, je obvykle nutné udrzovat zeta potencial
nad 25 mV (pozitivni nebo negativni). Obecné feceno, ¢im bude vyssi absolutni hodnota zeta
potencialu, tim vice stabilni systém bude [59].

Utvoreni sitového naboje na povrchu ¢astice ovliviiyje distribuci iontl v okoli mezifazové
oblasti, coz vede ke zvyseni koncentrace opacnych iontl (iontll s opaénym nabojem nez ma
castice) v tésné blizkosti povrchu. Proto elektrickd dvojvrstva existuje kolem kazdé castice.

Existuji dveé Casti vrstvy kapaliny obklopujici ¢astici: oblast vnitini, zvand Sternova, ve
které jsou ionty vazané silng, a vnéjsi (difizni) oblast, ve které jsou ionty vazané méné pevné,
jak je znazornéno na Obr. 15. Uvnitt difuzni vrstvy je teoreticka hranice, uvnitt které tvoii
ionty a Castice stabilni subjekty. KdyZ se ¢astice pohybuje (napt. diky gravitaci), ionty uvnitf
této hranice se pohybuji s Castici, ale vSechny ionty za touto hranici s Castici neputuji. Tuto
hranici nazyvame povrch hydrodynamického smyku nebo rovina skluzu. Potencial, ktery
existuje na této hranici je znam jako potencial zeta [57].

i+—»  Elektrickd dvojvstva

Castice se zapornym
povrchovim nabojem

Sternova vrstva

-100

— Povichovy potenciil
—— Sterriiv potencifl

mV

I

i-l— Zeta potenciil
I

0 II

Wzdalenost od povrchu Castice

Obr. 15 Castice s elektrickou dvojvrstvou [57]
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Pokud je odpor mezi Casticemi dostate¢né velky, aby se od sebe odrazily, budou castice
udrZzovany ve stavu disperze. Pokud odpudiva sila nebude dost silna, budou se castice
shlukovat a mohou zustat trvale jako dublety. Poté mohou pfijit dalsi Castice a byt také
zachyceny v rostoucim agregatu. Suspenze je pak nestabilni [59].

2.7.2.1 Instrumentace — zeta potencial

Systém pro méfeni potencidlu zeta zahrnuje Sest hlavnich komponent, jez jsou znazornény
na Obr. 16. Jako svételny zdroj pro osvétleni Castic ve vzorku Se pouziva laser. Pro méfeni
potencialu zeta je tento zdroj svétla rozd€leny, aby poskytoval dopadajici a referencni
paprsek. Referencni paprsek je také ,,modulovany*, aby se zajistil nezbytny dopplertv efekt.
Laserovy paprsek prochazi sttedem Kyvety se vzorkem, a detekuje se rozptyl v uhlu 17 °.

Kdyz je na kyvetu aplikovéano elektrické pole, vSechny ¢astice pohybujici se v méfeném
objemu zputsobi, Ze detekovand intenzita svétla kolisa s frekvenci imérnou rychlosti ¢astic.
Detektor odesle tuto informaci na digitalni procesor signalu. Tato informace pak piejde do
pocitace, kde software Zetasizer Nano vytvofi frekvencni spektrum, ze kterého se vypocita
elektroforetickd pohyblivost, a tudiz i potencial zeta.

Intenzita rozptylené¢ho svétla v kyveté musi byt uvnitt specifického rozsahu, aby ji detektor
uspésné zméfil. Je-li detekovano pfilis mnoho svétla, stane se detektor pretizeny. Aby se tomu
ptedeslo, pouziva se pro snizeni intenzity laseru (a tim i sniZeni intenzity rozptylu)
zeslabovac. Pro korekci jakychkoliv rozdili mezi tloustkou stény kyvety a lomem svétla
dispergovadla je v draze rozptylovaného paprsku nainstalovana kompenzacni optika, aby
udrzovala setizeni rozptylovaného paprsku [56].

Referencni Shucujici optika
paprsek : I]
Déli¢ paprski i Kompenzacni
v & D . ., . optika

Dovadajici Zeslabovac Rozptyleny
paprsek Kyveta paprsek

Laser

Detektor
A\ Pocitac
Digitalni procesor

signahu

Obr. 16 Schéma zarizeni pro méreni zeta potencidalu [57]
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Zamérem vyzkumu Forseye a kol. bylo na modelu poskozené lidské chrupavky urcit
schopnost HyA, DPPC a smési HyA a DPPC snizit pocateéni téeni, protoze K nejvyssimu tieni
dochéazi na zacatku pohybu nasledujicim po dlouhodobém zatizeni. Navic byl za pouziti
fluorescencné znacené HyA zkouman rozsah pronikani HyA do tkéan€ chrupavky.

Bylo zjisténo, ze aplikace HyA a DPPC na poskozenou lidskou chrupavku mé za nasledek
zlep$eni lubrikace mezi povrchy chrupavky. U¢innost HyA nebyla zavisla na jeji koncentraci,
nicméné na lubrikacni schopnosti DPPC koncentrace vliv mé¢la. Déle kombinace DPPC
a HyA zvysuje schopnost lubrikovat.

Fluorescen¢né znacena HyA zformovala obal pies povrch chrupavky a v prabéhu casu jeji
cast pronikala do vrstev chrupavky a specificky se zaméfila na chondrocyty v povrchovych
a stiednich zonéach. Tato penetrace dosahovala az 300 um pod povrch chrupavky. Zptsob
cileni a role, kterou HyA ma, neni znama, ackoli je zde navrh o piimé interakci s chondrocyty
pies receptor CD44 pro podporu syntézy novych molekul HyA [60].

Crescenzi a kol. studoval interakce vysokomolekularniho hyaluronanu (HyA)
s dipalmitoylfosfatidylcholinem (DPPC) ve fosfatovém pufru. Smés HyA a DPPC je
zjednoduSeny model synovialni tekutiny, ktery umoziuje analyzovat ob¢ slozky zvlast’ a tim
pochopit funkci kazdé z nich.

Systém studovali z makroskopického (reologie) a mikroskopického (pomoci elektronové
mikroskopie) méfitka. Zjistili, ze kazda ze slozek je stabilni az pét dni. Naopak pii smichani
komponent a inkubaci 72 hodin bylo ve struktuie pozorovano dramatické pieskupovani obou
komponent. Pii inkubaci DPPC od 6 do 72 hodin mély vezikuly tendenci agregovat a slucovat
se ve vetsi, déravé a piekryvajici se membrany propojené nebo uzamcené v zakrutech HyA.
V piipadé blanku, tedy systému HyYA neobsahujici, jsou vezikuly ipo nékolika dnech
inkubace neporusené, coz dokazuje, ze inkubace sama o sob& nezpiisobuje vznik novych
struktur. Dale bylo z vysledkl reologickych méfeni zjiSténo, ze ptitomnost liposomi u HyA
zpusobuje nahly pokles viskozity, a to v rozsahu jednoho fadu u vzorku obsahujiciho 1 %
DPPC. Tento vysledek je mozné vysvétlit tim, Ze membrany DPPC se vazi na hyaluronan,
pti¢emz vazby se Gcastni tzv. ,,hydrophobic patches” podél fetézce, coz zpusobuje kolaps
fetézce HyA, ktery je v natazeném stavu zodpovédny za vysokou viskozitu [61].

Quemeneur a spol. se krom¢ jiného zaméfili i na interakce liposomu s hyaluronanem
a alkylovanym hyaluronanem. Elektrostatickym spojenim polyelektrolyti a lipidovych
dvojvrstev vznikne materidl se specifickymi vlastnostmi a zvySenou stabilitou pouZitelny
Vv riznych zafizenich jako chemickych senzorech €1 nosi¢ich 1é¢iv. Hyaluronan byl vybran
diky své vynikajici biokompatibilité.

Interakce liposomi s makromolekulami je dulezita pro simulaci interakci intercelularnich,
polymer-buiika a liposom-buika.

Vliv hustoty ndboje hyaluronanu na adsorpci membran LUV byl studovan pti dvou riznych
hodnotach pH (3,5 a 6). Pi pH 6 je hyaluronan vysoce negativné nabity (90 % karboxylovych
skupin je ionizovanych, zatimco pii pH 3,5 je hustota naboje hyaluronanu nizka (25 %
karboxylovych skupin je ionizovanych).
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Zjistili, ze pti jakémkoli pocateCnim pH (3,5 nebo 6) a sitovém ndboji liposomu mize
negativné¢ nabity polyelektrolyt (nemodifikovany nebo alkylovany hyaluronan) adsorbovat
a tim vznikaji negativné nabité slozené vezikuly [62].

Mulligan, Jakubek a Johnston ptipravili lipidové dvojvrstvy na polymerni podlozce.
Takovéto vrstvy jsou pouzivany jako modely pro pochopeni funkce bunéénych membran
a jako platforma pro vyzkum membranovych proteinti.

Multivrstva polyelektrolytu je utvofena stfidavou adsorpci pozitivné a negativné nabitého
polyelektrolytu. Zde byla biokompatibilni polymerni podlozka pfipravena z chitosanu
a hyaluronanu (hyaluronan tvofil vrchni vrstvu) metodou vrstva na vrstvu na kiemenném
substratu.

Dvojvrstva lipidu byla na polymerni podlozku nanesena tak, Ze vezikuly DOPC byly ve
vodé¢ inkubovany na tuto podlozku pii pH 6,5, popt. 4. Pro studium kvality utvotfenych
lipidovych dvojvrstev byla vyuzita fluorescenéni mikroskopie, AFM (atomic force
microscopy) a FRAP (fluorecsence recovery after photobleaching). Bylo zjisténo, ze inkubace
vezikul DOPC pii pH 6,5 poskytuje diky velkému poctu defektlh dvojvrstvu adsorbovanou na
povrchu s velkym podilem nehybnych lipida. Dale zjistili, Ze pro formovani povrchu
z vezikul DOPC musi mit polymerni povrch optimalni hustotu naboje. Pfi pH 4 byly ziskany
dvojvrstvy pohyblivych lipidi. Formovani téchto dvojvrstev ze zwiterionickych lipida je
Vv rozporu s jejich ptedchozi studii, podle nich je pro formovani pohyblivych dvojvrstev nutné
pouzit smés nabitého a zwiterinického lipidu [63].

Gzyl-Malcher a spol. studovali interakce jednoduchych vrstev tvofenych dvéma druhy
lipidd, zwiterionu DPPC a pozitivné nabitétho DPTAP, s fytohormony IAA a selenanovymi
ionty ve vodné subfizi. Za timto ucelem byly nameéfeny izotermy povrchového napéti
v zavislosti na primérném obsahu (plose) molekuly. Utvareni domén bylo studovano za
pouziti Brewsterovy thlové mikroskopie (BAM). Metoda GIXD (metoda plochého dopadu
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jednoduchych vrstev.

Smés DPTAP a DPPC byla pouzita pro napodobeni membranovych domén s rozdilnymi
elektrickymi naboji.

Vysledky méteni izoterem zavislosti povrchového napéti na praimérném povrchu molekuly
a rozptylu RTG zafeni ukazuji vyrazny zhustujici efekt u jednoduchych vrstev slozenych
z binarni smési DPPC/DPTAP nez z pouhého DPPC ¢i DPTAP. Tento efekt mize souviset
s reorientaci dipolu P"—N" polarnich hlav DPPC z paralelni (u membrany jen z DPPC) na vice
vertikalni orientaci s ohledem na fazové rozhrani pifi pfidani pozitivné nabit¢tho DPTAP.
Mensi polarni hlavy DPTAP mohou byt vsunuty mezi negativni fosfatové skupiny DPPC, coz
zpusobuje (usnadiiuje) reorientaci. Na druhou stranu, molekuly DPPC mohou odstinit
odpudivé interakce mezi pozitivné nabitymi hlavami DPTAP. Selenanové ionty pfispivaji
neutralizaci povrchového naboje v subfazi ke zhusténi jednoduchych vrstev [64].

Junglas a kol. studovali pomoci deuteriové NMR a mikrokalorimetrie uspotadani molekul
a laterdlni diftize v tekutych kationickych dvojvrstvach tvofenych deuterovanymi fetézci
DPTAP v pfitomnosti soli. V porovnani s zwiterionickym deuterovanym DPPC, profil
parametri molekulového uspofadani palmitovych fetézci DPTAP vykazuji vySsi usporadani
molekul smérem k rozhrani dvojvrstvy, ackoli byly ziskané podobné hodnoty v blizkosti

29



sttedu dvojvrstvy. Koeficient lateralni diftize je v ptipadé DPTAP nepatrné nizsi nez u DPPC
(pti 60 °C). Vzristajici iontova sila zplisobuje dalsi pokles difuzniho koeficientu. Vysledky
naznacuji, ze dvojvrstvyy DPTAP se navzdory kladnému néaboji vyznacuji tésnym
uspofadanim molekul a tim dochazi ke snizeni lateralni difuzivity.

Dvojvrstvy DPTAP jsou o mnoho vice uspofadany nez dvojvrstvy DPPC. Oblast blizko
polarni hlavy vykazuje o mnoho vys$si hodnoty parametru usporadani, coz indikuje snizeni
pohyblivosti tohoto segmentu fetézce. V blizkosti centra dvojvrstvy (uvnitt) vykazuji DPPC
i DPTAP stejné hodnoty parametru uspofadani. Pokles uspofadani s nartistem pozice na
fetézci je strméjsi u kationického lipidu (DPTAP). To miize naznaCovat, ze pozitivn¢ nabita
hlava DPTAP ma zna¢ny vliv na molekulové uspotfaddani dvojvrstvy. Nicméné piidavek soli
(0,15 M) neovlivnil profil parametru uspotfadani. To vede k zavéru, Ze ne naboj, ale sterické
divody vyplyvajici ze struktury polarni hlavy mohou mit za nésledek prudky pokles
molekulového uspotfddani. Ve skutecnosti hlava DPTAP zapliiuje prostor vyrazné méné nez
fosfocholinova skupina DPPC, coz vede k tésnéjSimu uspofadani a muze objasnit rozdil
Vv profilech parametru uspoiadani [2].

Troutier a kolektiv studovali absorpci lipidi na kulovitych polymerech. Jako polymer
vybrali negativné nabité polystyrenové castice, z lipidii byl vybran zwiterionicky DPPC
a kationicky DPTAP. Podle teoretického vypoctu ,,packing™ parametru se bez ohledu na
pomér DPPC/DPTAP tyto dva lipidy ve vodé seskupuji a tvoii vezikuly. Vyzkum fazového
prechodu téchto DPPC/DPTAP vezikul odhalil zvlastni termotropické chovani, obzvlasté pti
ekvimolarnim sloZeni, kde dochazelo k silnym interakcim mezi DPPC a DPTAP.

Byly ziskany DSC termogramy ruznych suspenzi vezikul DPPC/DPTAP ve vodé¢ (jsou
znazornény na Obr. 17). Jak bylo oéekavano pro ¢isty lipid (DPPC), zavislost tepelného toku
na teploté vykazuje tzky entalpicky prechod. Teplota tepelného piechodu byla nalezena pti
41 °C, coz souhlasi s hodnotou Vv literatute (41,5 °C ve vod¢€). Na druhou stranu, pik pro Cisty
DPTAP byl Siroky, jedno vysvétleni mize byt, ze se DPTAP i pies vysokou koncentraci
(30 mM) seskupuje nejen do multilamelarnich struktur, ale i do jednolamelarnich, coz by
komplikovalo detekci teploty fazového prechodu. Skutecné, Uzké piky byly ziskany pro
multilameldrni  vezikuly, zatimco jednolamelarni vezikuly poskytuji prechody Sirsi.
V disledku elektrostatického odpuzovani kationickych polarnich hlav ve vodé muze byt
prekryvani dvojvrstev. DPTAP komplikovanéj$i. To miize souviset se samovolnym
formovanim malych vezikul DPTAP. Ptidavek 10 nebo 25 molarnich procent DPTAP
k DPPC vedl k $ir§im pikim posunutym k vyssim teplotam. Nejvyssi teplota byla ziskana pfi
poméru DPPC/DPTAP 50/50 a v tomto piipadé byl pik zvlast uzky. Navic je pozoruhodné, ze
tento pik odpovidd poméru DPPC/DPTAP 50/50 uvniti lipidovych struktur, zatimco
nepfipravend ekvimoldrni smés suspenzi Cistych lipidi nevede k uzkému piku pii 54,2 °C.
Tato smés predstavuje spiSe piekryv pika Cistych lipidd (tedy bez interakci mezi obéma
suspenzemi lipidl). S narGstem podilu DPTAP ve struktufe jsou piky opét Sirsi a lokalizované
pfi nizsich teplotach nez v piipad€ ekvimolarni smési (ale vyssi nez u €istétho DPTAP).

Kiivky DSC =zobrazuji dva znatelné znaky: (i) teplota tepelného pifechodu smési
DPPC/DPTAP je vzdy vyssi nez u ¢istych slozek a (ii) ostrost fAdzového ptechodu ekvimolarni
smesi je stejnd jako u Cistého lipidu. Takové chovani odrazi specifické jevy v molekulovém
uspofadani, souvisejici interakce mezi lipidy dle poméru DPPC/DPTAP. Navic vyska teploty
piechodu pro smés naznacuje, ze energie potiebna k pirechodu z gelového stavu (kde jsou
acylové fetézce molekuly lipidu tzké a pevné usporadany, a interaguji) do stavu fluidniho
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(kde jsou acylové ftetézce neorganizovan€) je vysSi nez ta pro Cisté slozky. Kdyz jsou
uhlovodikové fetézce obou lipidi identické jako vtomto piipadé (C 16:0), zavisi
termotropické chovani smési jen na interakcich mezi poldrnimi hlavami: (i) zwiterionova
skupina obsahujici fosfat a kvartérni amoniovou skupinu a (ii) kvartérni amoniova skupina
DPTAP. Tudiz vyklad (ilustrovany na Obr. 17) a vysvétleni tohoto zvlastniho
termotropického chovani smési s ohledem na ¢isty DPPC a DPTAP je zaloZeno na organizaci
lipidovych hlav. V ptipad¢ shlukovani DPPC jsou dipoly P-N zhruba paralelni k roviné
dvojvrstvy, coz optimalizuje interakce mezi obéma nabitymi skupinami. Poté pii vzristajicim
podilu kationického lipidu jsou cholinové dipdly pozitivnimi néboji podvrstvy postupné
vytlatovany do vodného prostiedi, jak bylo uvedeno pro smés DPPC/kationicky amfifil. Tato
reorientace upiednostiiuje elektrostatické pfitahovani kationickych amoniovych skupin
DPTAP a prilehlych anionickych fosfatovych skupin DPPC. Nejvyhodnéjsi konfigurace
nastane pii stechiometrickém sloZzeni 1:1 (s dokonalym stfiddnim DPPC/DPTAP, protoze
molekuly DPTAP uptednostiiuji interakce s DPPC nez samy se sebou), coz vysvétluje ostrost
fazového prechodu této smési podobajici se Cistému lipidu. Navic toto silné elektrostatické
pritahovani mezi obéma lipidy pfinasi tésnéjsi usporadani a tedy kompaktnéjsi organizaci
DPTAP a DPPC ve vrstvach [15].
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Obr. 17 DSC termogramy jednotlivych lipidit a jejich smési [15]. Endothermic heat flow —
endotermni tepelny tok, extemporaneous mixture — predem nepripravend smeés

Oba diisledky této reorientace lipidl (elektrostaticka pfitahovani a kompaktnost) objasiiuji
vysokou energii nutnou k dosazeni fazového piechodu tohoto systému. A konecné€, postupné
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snizovani mnozstvi zwiterionického lipidu v kationickém slozeni zvySuje Coulumbické
odpuzovéani mezi sousednimi kationickymi hlavami. Proto se nabité¢ amfifily navzajem vice
a vice odpuzuji a v disledku toho se zvysuje plocha, jiz kazda polarni hlava zaujima [15].

Liu a O'Brien piipravili zesiténé supramolekularni sestavy lipida a demonstrovali jejich
robustnost na odolnosti vici lyofilizaci a nasledném rozptyleni ve vodé€. Zesiténé lipidové
struktury byly pfipraveny polymerizaci dvoufunkénich lipidi. Vzniklé liposomy porovnavali
S pivodnimi pomoci kvazielastického rozptylu svétla a transmisni elektronové mikroskopie
(nekteré termogramy jsou znazornény na Obr. 18). Naméfili velikosti liposomi vzdy okolo
120 nm — pied lyofilizaci, po ni, i po piidavku Tritonu X-100.

Soucasny vyvoj v porozuméni sitové polymerizace lipidovych dvojvrstev piinasi
zajimavou moznost, Ze zesiténé liposomy mohou byt povazovany za nanometrové kulovité
objekty. V tomto ptipadé by mélo byt mozné ptipravit zesiténé polymerni liposomy ve vodeé,
poté odstranit podptirnou vodu aniz by doslo k naruseni polymerniho plasté. Tento ¢lanek
dokazuje, ze zesiténé liposomy nejsou po uplném vysuseni rozruseny a mohou byt znovu
rozptyleny ve vodé bez patrné zmény Vv mikrostruktufe. Tyto prazdné polymerni nano-
struktury odvozené z liposomi byly diky pevnosti a flexibilité nazvany ,,nanoballoons* [65].

Obr. 18 Transmisni elektronové mikrografy liposomii pripravenych z heterobifunkcnich
lipidii, Acryl/DenPC (a) pred polymerizaci, (b) po polymerizaci a pridavku
TX-100, (c) po polymerizaci, suchém suseni a rehydrataci [65]

Regelin a kol. studovali biofyzikalni parametry a transfekéni vlastnosti DOTAP a jeho
analogt s riznymi uhlikovymi fetézci, nesoucimi jeden kladny naboj. Byla uréena stabilita,
velikost a fluidita liposomi a lipoplexti. Analogy DOTAP (véetné DPTAP) byly pouZity bud’
samotné nebo v kombinaci s pomocnym lipidem, DOPE ¢i cholesterolem. Ptidavek DOPE ¢i
cholesterolu zlepSuje stabilitu liposomd.

Pro méfeni stability byly urCeny velikosti liposomil pfi teploté ptipravy, poté byla teplota
postupné snizena (po 5 °C) a co 15 minut byla sledovana distribuce velikosti. Nestabilita
liposomalni disperze byla definovana jako rychly nariist velikosti béhem 15 minut spolec¢né
s vizualni detekci makroskopickych agregatu.

Liposomy slozen¢ z rozdilnych lipidii se obecné vyznacuji sttednim primérem menSim nez
100 nm. Velikosti liposomu sloZenych jen ze samotného lipidu se pohybovaly v rozmezi 23
az 50 nm. V pritomnosti DOPE (jako pomocného lipidu) byly velikosti liposoma 20-160 nm
a cholesterolu 53-95 nm. Nebyla pozorovana zavislost mezi délkami uhlikovych fetézcu
a velikostmi liposom1.

Anizotropické chovani fluidity membrany bylo sledovano v piipadé DPTAP v rozsahu
teplot 20-60 °C a v jeho piipadé byl pozorovan zietelny fazovy ptrechod, v rdmci malého
rozsahu teplot doslo k vyraznému sniZeni anizotropie, a to okolo 40 °C.
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Z4adny z analogh DOTAP netvoii za pokojové teploty stabilni liposomy, kromé ngj
samotného. Tato nestabilita miize byt pfipisovana efektu teploty fazového piechodu
kationickych lipida, ktera ovlivituje teplotni chovani liposoméalni dvojvrstvy. U DOTAP je
teplota fdzového prechodu nizsi nez 5 °C, pravdépodobné diky nenasycenosti jeho uhlikovych
fetézcl, zatimco u jeho analogll s nasycenymi fetézci stoupa teplota fazového prechodu se
vzrustajici délkou fetézce.

Ostatni lipidy formujici liposomy, jako lecitin, pii teplotach nizsich, nez je teplota fazového
pfechodu, nevykazuji tuto nestabilitu. Jediny rozdil mezi obéma skupinami lipidd je ve
struktuie polarnich hlav, amfifilni neutrdlni fosfocholin oproti kationické trimetylamoniové
skuping. Protoze s poklesem velikosti polarni hlavy je upiednostiiovan ptechod do prevracené
hexagonalni faze, muze byt stabilita liposomua vysvétlovana jako upfednostiovani lamelarni
faze pted hexagonalni. To je patrné v pripade liposomu tvoienych lecitinem, kde nenalezneme
ptechod do hexagonalni faze pii teplotach nizsich nez 85 °C. U analogi DOTAP by mohl byt
prechod do hexagonalni faze zodpovédny za nestabilitu liposomti. Naznacuji, ze to mlize byt
puvodné zplsobeno formaci uzkych iontovych parG mezi kationickymi poldrnimi hlavami
a slabymi protianiotny pfi a pod teplotou fazového piechodu. Poté mizou byt redukovany
elektrostatické repulze mezi kationickymi poldrnimi skupinami, coZz zplsobuje pokles
efektivni velikosti polarni hlavy a pfechod do hexagonalni faze (znazornéno na Obr. 19) [66].

protianionty (metylsulfitové, slaby charakter) netvoii
tésné uspofadani s kationickymi poldrnimi skupinami

kationickd trimetvlamoniova @
skupina (slaby charakter) () elektrostatické repulze
: Ty 7 {zvyiuji efektivid velikost
. = kationické polarni hlavy)

lamelarni strultura

{3
{;7 i, { -H
slabé protianionty (metylsulfatové) tvofi tésné
uspofddani se slabymi kationickymi hlavami

lipidi (trimetylamoniovymi), co? vede ke
snizeni efektivni velikosti poldrni hlavy

hexagonalni struktura

Obr. 19 Model popisujici interakce mezi analogy DOTAP a lipidovou dvojvrstvou [66]

Po pridavku DOPE doslo ke snizeni teploty, za které jsou liposomy stabilni, ov§em teprve
s ptidavkem cholesterolu doslo ke sniZeni této teploty az na pokojovou u vSech studovanych
lipidi. Zdé4 se, ze cholesterol ma pozitivni G€inky na stabilitu dvojvrstvy. To mize byt
pfipsano interakcim mezi rigidnimi molekulami cholesterolu a hydrofobni ¢asti flexibilnéjSiho
kationického lipidu, coZz zabratiuje krystalizaci lipidové membrany, kterd tak zistava
flexibilni [66].
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4 MATERIALY A METODY

4.1 Pouzité chemikalie

Polyanionty

Lipidy

kyselina hyaluronova, 106 kDa, CPN spol. s.r.0., sarze: 160607-9-D7,
Mumonomer: 402,31 g mol™, dale HyA

OH OH
(@]
OH NH
o//l\

n

polystyrensulfonat sodny, 70 kDa, CAS: 25704-18-1, Aldrich, sarze:
0001446357, Mimonomer: 206,19 g mol ™, dale PSSNa

- —n

alginat sodny, CAS: 9005-38-3, Carl Roth, Sarze: 351172083,
Mumonomer: 198,107 g mol™

O"Na*

lecitin, L-a-fosfatidylcholin, hydrogenated (Egg, Chicken), CAS:
97281-44-2, Avanti Polar Lipids, > 99 %, Sarze: EPC-599; zastoupeni
jednotlivych mastnych kyselin je znazornéno nize — oznaceni
fosfolipidu X:Y, kde X je pocet uhlikt v fetézci a Y je pocet dvojnych
vazeb v tomto fetézci, Cislo za iseCkou znaci procentudlni zastoupeni
jednotlivych fosfolipida

Struktura pfevladajiciho lipidu 0

20:24 0.2

20:340.3
827 2014 2.7
22:0-
22:14
226404
240
24:14
Unknown+ 1.0

32.0
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Fluorescen¢ni sondy:

Rozpoustédla:

Ostatni

DPTAP, 1,2-dipalmitoyl-3-trimetylamonium-propan (chloridova stl),
CAS: 139984-36-4, Avanti Polar Lipids, Sarze: 160TAP-28
O

/\/\/\/\/\/\/\)J\ +
O/C?g\'r\
\/\/\/\/W\/Y

Ccr
o]

DPPC, 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin, CAS: 63-89-8,
Sigma-Aldrich, > 99 %, Sarze: 078K5203

O
@]
@]
\
=
/
é:)
z
+
A

pyren, CAS: 129-00-0, Fluka, puriss. p. a. for fluorescence, sarze:
430166/1

DiA, 4-(4-dihexadecylaminostyryl)-N-metylpyridinium jodid, CAS:
114041-00-8, Sigma, Sarze: D4167

(?H2)1SCH3
CH=CH @ N(CH,),5CH,
e
| -
"
N,
CH,

%

perylen, CAS: 198-55-1, Fluka, puriss for fluorescence, ¢. sarze:
384079/1

op

supercista voda (upravena systémem PURELAB flex)

chloroform, CAS: 67-66-3, Sigma-Aldrich, for UV-spectroscopy,
sarze: PP/2008/05926/0

dihydrogenfosfore¢nan draselny, KH,PO,4, CAS: 777-8-77-0, Lach-
Ner, > 99 %, Sarze: PP/2009/00261

hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat, Na,HPO,4-12H,0, CAS:
10039-32-4, Lach-Ner, > 98 %, Sarze: PP/2009/06156

chlorid sodny, NaCl, CAS: 7647-14-5, Lach-Ner, > 99,5 %, Sarze:
PP/2009/06278
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4.2 Metody

4.2.1 Priprava zasobnich roztoku lipidi

4.2.1.1 Metoda TLE (Thin Layer Evaporation)

Zasobni roztoky byly pfipraveny rozpusténim ptisluSného mnozstvi lecitinu a cholesterolu
ve 40 ml chloroformu a 10 ml metanolu, naslednym odpatenim rozpoustédla pomoci rota¢ni
vakuové odparky pii 40 °C a rozpusténim vzniklého lipidového filmu v 50 ml fosfatového
pufru za postupného zahiivani na teplotu 40 °C a sonifikovéani. Cést tohoto zasobniho roztoku
byla navic extrudovéana ptes 100nm membranu.

4.2.1.2 Sonifikace

Do vialky bylo navazeno pozadované mnozstvi lecitinu, toto mnozstvi bylo rozpusténo
v 0,3 ml chloroformu. Po odpateni chloroformu bylo do vialky pipetovano takové mnozstvi
vody & pufru, aby vysledna koncentrace lecitinu v zasobnim roztoku byla 1 g dm™. Poté byl
roztok sonifikovan pii 45 °C dokud nebyl ¢iry, tedy 30—60 minut.

Stejnym zplusobem byl pfipraven zasobni roztok DPTAP, pouze stim rozdilem, ze
sonifikace probihala, dokud nebyl roztok opalescentni.

Zasobni roztok DPPC a DPTAP byl pfipraven navazenim obou latek v poméru jejich
molekulovych hmotnosti. Smésna navazka byla rozpusténa v 0,3 ml chloroformu. Po odpaieni
chloroformu bylo k odparku pipetovano 10 ml vody ¢i pufru, a roztok byl sonifikovan pfi
45 °C dokud nebyl ¢iry. Poté byl roztok doplnén v odmérné barice na celkovy objem 25 ml,
vysledna koncentrace obou lipidii v zdsobnim roztoku byla 0,5 mM.

4.2.1.3 Lyofilizace

Byly namichany dva rizné roztoky lecitinu — jeden obsahujici pyren a jeden bez pyrenu,
které byly nakonec lyofilizovany, a to tak, ze byly pfipraveny sonifikované zasobni roztoky
lecitinu jak je popsano vySe. Do jedné ze dvou lyofiliza¢nich ban€k bylo pipetovano takové
mnozstvi zasobniho roztoku pyrenu v acetonu, aby ve vysledném roztoku po lyozilizaci
arozpustdni lyofilizatu byla koncentrace pyrenu 10° M (pii piedpokladu, Ze veskeré
mnozstvi pyrenu bude pii lyofilizaci ve vzorku zachovano). Po odpatfeni acetonu bylo do
obou nadob (jedné s odparkem pyrenu a druhé bez) pipetovano 20 ml roztoku sonifikovanych
lecitinovych liposomli ve vodé a vzorky byly promichany 12 hodin na laboratorni tfepacce
a zamrazeny. Poté byly lyofiliza¢ni banky pfipojeny k lyofilizéru, kde byly zasobni roztoky
48 hodin lyofilizovany. Nakonec byly lyofilizaty rozpustény ve 20 ml fosfatového pufru.

4.2.2 Piiprava zasobnich roztoku polyelektrolyti a pufru

Zasobni roztoky polyelektrolyti byly pfipraveny navazenim piislusného mnozstvi dané
latky a jeho rozmichanim v malém mnozstvi vody ¢i pufru na magnetické michacce. Po
uplném rozpusténi polyelektrolyti byly roztoky doplnény vodou ¢i pufrem na pozadovany
objem v odmérnych bainkach. Navazky jednotlivych polyelektrolyti byly v poméru moleku-
lovych hmotnosti jejich monomert, aby pii pipetovani stejného mnoZstvi zasobniho roztoku
polyelektrolytu do vzorkti byla koncentrace naboje vzdy stejna. V Tab. 3 jsou uvedeny
molekulové hmotnosti monomera polyelektrolytt a jejich vysledné koncentrace ve vzorcich.
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Tab. 3. Molekulové hm. monomeri polyelektrolyti a jejich koncentrace ve vzorcich

Polyelektrolyt Mol. hm. monomeru [g mol™] | Koncentrace v roztoku [g dm™]
Hyaluronan sodny 402,31 1,00
Polystyrensulfonat sodny 206,19 0,51
Alginat sodny 198,11 0,49

Zasobni roztok pufru byl pfipraven navazenim pozadované¢ho mnozstvi chloridu sodného,
dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu disodného a dihydrogenfosfore¢nanu draselného
a rozpusténim t&chto latek v 1 dm?® vody. Po promichéani bylo preméfeno pH pufru.

4.2.3 Priprava vzorku

Pro studium vlivu pfipravy zasobniho roztoku (ZR) lecitinu na jeho agrega¢ni chovani
pomoci sond perylenu a DiA byly pfipraveny 3 shodné koncentracni fady obsahujicich DiA
a roztok ptipraveny metodou TLE, u ostatnich ZR bylo méteni opakovano pouze jednou.

Pro dalsi fluorescenéni méteni byly piipraveny vzdy tii shodné koncentra¢ni tady
obsahujici 15-25 vzorkl se vzristajici koncentraci lipidu. Do vialek bylo pipetovano takové
mnozstvi zdsobniho roztoku fluorescenéni sondy V acetonu, aby vyslednd koncentrace
fluorescenéni sondy ve vzorcich byla fadové 10°M (krom& vzorkd pripravenych
z lyofilizovaného zasobniho roztoku lecitinu jiz pyren obsahujiciho). Po odpafeni acetonu
bylo do vialek pipetovano piislusné mnozstvi daného zasobniho roztoku lipidu, dale 1 ml
zasobniho roztoku polyelektrolytu (kromé meéfeni agregaéniho chovani samotnych lipida)
a nakonec byl objem vzorku doplnén vodou ¢i pufrem na celkovy objem 4 ml. VVzorky byly
ponechany michat na tfepacce pti laboratorni teploté po dobu 18-24 hodin.

Vzorky pro méfeni zeta potencidlu a velikosti na pfistroji Zetasizer byly pfipraveny stejnym
zpusobem jako vzorky pro méteni fluorescence, tedy s obsahem pyrenu, a to proto, aby byly
vzorky stejné jako pii méfeni fluorescence. V pfistroji Zetasizer Nano je instalovan laser
0 vlnové délce 633 nm, k excitaci pyrenu ve vzorcich by tedy dochazet nemélo.

4.2.4 Méreni a zpracovani vysledki

Excitacni a emisni fluorescen¢ni spektra pyrenu byly proméfeny pomoci piistroje
Fluorolog. Excita¢ni sken byl méfen v rozsahu 330-340 nm s emisni vinovou délkou 392 nm,
emisni v rozsahu 360-540 nm s excita¢ni vinovou délkou 335 nm. Z emisniho skenu byla
zaznamenavana intenzita fluorescence prvniho (373 nm) a ttetitho (383 nm) vibra¢niho pasu
a intenzita pasu excimeru (pii 470 nm), podélenim intenzit fluorescence prvniho a tfetiho pasu
byl ziskan emisni polaritni index (EmPI) a podé€lenim intenzit fluorescence pasu excimeru
a monomeru (prvni vibracni pas) byly ziskdny hodnoty Ex:Mo. Z excitatniho skenu byl
ziskan excita¢ni polaritni index (ExPI) podé€lenim intenzit fluorescence pii 333 nm a 338 nm.

Do grafu byly vyneseny zavislosti EmPI a ExPI na koncentraci lipidu v logaritmickém
méfitku. Ziskana zavislost méla charakter S-ktivky, byla prolozena v programu Origin
Boltzmannovou zavislosti (Obr. 20 a). Hodnota bodu X odpovida hodnot¢ kritické agregacni
koncentrace (CAC). Rovnice Boltzmannovy zavislosti ma tvar

EmPI, ExPI = 22322 3)

1-e Ax

kde Ai/A; je ,y“-ova soutfadnice prvniho/druhého zlomu, X je nezavisle proménna, Xo je
hodnota nezavisle proménné v inflexnim bodu a Ax je gradient.
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Obr. 20 Zndzornéni a) Boltzmannovy zavislosti, b) zavislosti intenzity fluorescence (totdalniho
integralu) na koncentraci lipidu

Z Boltzmannovy zavislosti byly ode¢teny pfiblizné koncentrace prvniho a druhého zlomu
apro méteni velikosti agregatd v roztoku a zeta potenciald pomoci DLS byly piipraveny
vzorky s koncentraci pied prvnim zlomem, pii prvnim zlomu, s CAC, pti druhém zlomu
a popiipadé i jeden vzorek s koncentraci vyssi, nez je koncentrace lipidu pti druhém zlomu.
Vzorky jsou dale oznaceny dle Tab. 4.

Tab. 4. Oznaceni jednotlivych vzorku dle jejich koncentraci pro méteni na DLS

Oznacdeni Koncentrace
1 nizsi nez pfi prvnim zlomu Boltzmannovy zavislosti
2 pfi prvnim zlomu Boltzmannovy zavislosti
3 CAC (inflexni bod Boltzmannovy zavislosti)
4 pti druhém zlomu Boltzmannovy zavislosti
5 vy$$i nez pii druhém zlomu Boltzmannovy zavislosti

Vzorky byly prométeny na piistroji Zatesizer Nano firmy Malvern Instruments. Méfeni
velikosti probihalo celkem tiikrat, kazdé¢ zahrnovalo 20 skent, pro urceni zeta potencialu
probéhlo u kazdého vzorku pét méteni kazdy s 10-100 skeny.

Fluorescen¢ni spektra DiA byla méfena v rozsahu 500-750 nm s excita¢ni vinovou délkou
nastavenou na 460 nm a byla sledovana intenzita fluorescence v maximu (pfiblizné pii
580 nm). V ptipadé¢ perylenu byla ziskana spektra v rozsahu 430-550 nm s excita¢ni vinovou
délkou pti 410 nm, byl zaznamenan totalni integral emisniho skenu.

Zavislosti intenzity fluorescence DiA ¢i totalniho integralu emisniho skenu perylenu na
koncentraci lipidu (jejim logaritmu) byly zpracovany tak, ze konstantni oblast dat pfi nizkych
koncentracich byla zprimérovana, rostouci ¢ast byla prolozena linearni spojnici trendu, jak je
uvedeno na Obr. 20 b), pomoci ziskané rovnice regrese a hodnoty intenzity fluorescence
(totalniho integralu) pii nizkych koncentracich lipidu byla vypoctena hodnota CAC.

4.2 .5 Statistika

Pro méfeni fluorescencnich spekter byly namichany vzdy tii stejné koncentra¢ni fady
vzorkli, naméfena data byla zpriimérovana a byla vypoctena smérodatna odchylka téchto tii
méteni, jez byla do grafu vynesena v podobé chybovych usecek. U méfeni velikosti a zeta
potencialu byla odchylka méfeni uréena softwarem firmy Malvern pfi zpracovani spekter.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vliv zpisobu pFipravy na agregacni chovani lecitinu

Pro nalezeni vhodného zptisobu piipravy lipidovych lipisomt byly vyzkouSeny tii metody,
vysledky jsou popsany v této kapitole. Také byly vyzkousSeny tfi rizné fluorescencni sondy,
aby byla pro dalsi méfeni vybrana ta nejvhodnéjsi. Odezva béznych fluorescencnich sond jako
perylenu a pyrenu byla porovnana s odezvou sondy DiA, jez se bézné pouziva pti vyzkumu
membran.

Nejprve byly pfipraveny dva zasobni roztoky lecitinu, prvni metodou TLE, postup je
uveden v kapitole 4.2.1.1, tento roztok byl extrudovan pies 100nm membranu, a druhy
sonifikaci. Z kazdého zasobniho roztoku byly nachystany dva druhy koncentracnich tad
vzorkli — prvni obsahujici fluorescenéni sondu DiA, druha perylen. Na Obr. 21 je uvedeno
srovnani jednotlivych méfeni a v Tab. 5 nalezneme hodnoty CAC vsech téchto systému
ziskané prolozenim namétenych zéavislosti dvéma piimkami, parametry téchto piimek jsou
uvedeny v Ptiloze 1.

1E+07 6E+08
9E+06 -
—e-DIATLE (I,) L 5E+08
8E+06 1  —m—DiA sonifikace (l,,)
—A—Perylen TLE (Tot. integral)
_ 7E+06 1 —e—Perylen sonifikace (Tot. integrél) 4E+08 _
£ 6E+06 =
< I
[
> 5E+06 L 3E+08 =
% =
= 4E+06 :g
£ =
- 2E+08
= 3E+06
2E+06
- 1E+08
1E+06
0E+00 . . OE+00
0,1 1 10 100 1000

CLec [mg dm™]
Obr. 21 Intenzita fluorescence DIA Vv maximu emisniho skenu pri pripravée ZR lecitinu
metodou TLE (e), sonifikaci (m); totdlni integral emisniho skenu perylenu pri

priprave ZR lecitinu metodou TLE (A ), sonifikaci (4); vSe V zavislosti na koncentraci
lecitinu

Dale byly ptipraveny dalsi dva druhy zasobnich roztoki lecitinu lyofilizaci, jak je uvedeno
v kapitole 4.2.1.3, a jeden zasobni roztok sonifikaci (kapitola 4.2.1.2). Z téchto ZR byly
piipraveny vzdy tfi koncentracni fady, jako sonda byl vyuzit pyren. Ziskané zavislosti ExPI
na koncentraci lecitinu jsou uvedeny na Obr. 22 a ziskané hodnoty CAC jednotlivych systému
jsou vypsany v Tab. 5.
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V ptipadé vzorkl lyofilizovanych s pyrenem byla emisni spektra pyrenu deformovana
a emisni polaritni indexy nebyly zaznamenany.

Porovnanim pribé¢ht zavislosti a naméfenych hodnot CAC zjistime, Ze chovani systému je
témer nezavislé na zptisobu piipravy zasobniho roztoku lecitinu i na volbé€ sondy. Je zajimavé,
ze 1 pii pripravé liposomti metodou TLE a naslednou extruzi pfes 100nm membranu byly
zaznamenany hodnoty CAC porovnatelné s ostatnimi. Na membrang, pies kterou byla extruze
provedena, doslo tedy pravdépodobné k zachyceni minimalniho mnozstvi ¢astic.

Porovname-li hodnoty CAC ziskané pii méfeni s DiA a perylenem zjistime, ze s DiA byly
zaznamenany hodnoty nizsi, avsSak stale velmi dobfe srovnatelné S ostatnimi.

Tab. 5. Naméifené hodnoty CAC systémi obsahujicich lecitin pfi riznych metodach piipravy
zasobniho roztoku lecitinu a pfi vyuziti riznych fluorescenc¢nich sond

Sonda Metoda CAC [mg dm™]
DIA TLE 100 nm 6,99
Perylen TLE 100 nm 9,38
DiA Sonifikace 7,44
Perylen Sonifikace 10,88
Pyren Sonifikace 9,21+2,28
Pyren Lyofilizace 11,71 £1,83
Pyren Lyo. s pyrenem 30,05
3,0 —
T <& Sonifikace
i ——fit Sonifikace
— O Lyofilizace
2,5 1 —fit Lyofilizace

A Lyofilizace v pfitomnosti pyrenu
—fit Lyofilizace v pfitomnosti pyrenu

ExPI

0,5 T T L | T T 1T 1T rrry
0,1 1 10

CLecimin [Mg dm~]

Obr. 22 Excitacni polaritni indexy pyrenu V zavislosti na koncentraci lecitinu pri riiznych
metodach pripravy zasobniho roztoku lecitinu

Pouze v jednom ptipadé¢ se hodnota CAC systému odchylila od ostatnich hodnot, a to pfi
pouziti zasobniho roztoku pfipraveného lyofilizaci, kdy byl pyren pfitomen jiz v zasobnim
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roztoku. Tato pfiprava je tudiz jako jedina nevhodna pro dal$i analyzy, protoze
pravdépodobné dochazi ke vzniku pevné vazby mezi pyrenem a ptitomnymi ¢asticemi.

V Tab. 6 jsou vypsany hodnoty zeta potenciali lyofilizovanych vzorkt pfi
charakteristickych koncentracich odectenych z Boltzmannovy zévislosti. Jsou zde porovnany
hodnoty zeta potencialii lyofilizovanych vzorkii a vzorki pfipravenych sonifikaci. Vidime, ze
se stabilita vzorku pfi téchto zplsobech ptipravy ZR vyrazné neméni.

Tab. 6. Namétené hodnoty zeta potencialii vzorkd pfipravenych ze ZR lecitinl ptipravenych
rozdilnymi metodami, v pufru

Oznaceni Lecitin Lecitin Lecitin Lyo.
koncentrace | Sonifikace Lyofilizace S pyrenem
1 15,0+2,0 209 +1,6 5,2+0,9
2 6,6 +1,9 8,8+ 1,4 5,5+0,8
3 94+1,2 10,3 +0,8 122+3,6
4 7,114 4,6 +0,7 8,4+0,5
5 6,7+0,7 5,0+0,9 42 +0,1

Na zéklad¢ téchto vysledkt bylo rozhodnuto, ze dalSi méfeni probéhnou za pouziti pyrenu
jako fluorescenéni sondy, protoze mezi jednotlivymi méfenimi s rliznymi sondami nebyl
vyznamny rozdil a také protoze zpracovani takto naméfenych dat je nejpresnéjsi

v

a nejspolehlive;si.

Jako metoda pfipravy byla zvolena ta nejjednodussi, tedy sonifikace, protoze stejné jako
uvybéru sondy, i zde vypada odezva nezévisld na volbé metody piipravy ZR lecitinu.
Absolutni hodnota zeta potencialu ZR piipraveného metodou TLE se sice pohybovala okolo
30 mV, ale toto nevelké zvySeni stability bylo pravdépodobné zplsobené piitomnosti
cholesterolu v membrang. Pro studium dalSich systému s pfidavkem polyelektrolytt neni ale
zadouci mit v systému dalsi latku, proto jelikoz pfi pouziti ZR lecitinu pfipraveného metodou
TLE nedoslo ke zméné€ i jinych parametrt, nebude v dalSich méfenich tento systém vyuzit.
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5.2 Agregace DPTAP ve vodé a v pufru, v pritomnosti polyelektrolyti

Na Obr. 23 jsou vykresleny zavislosti EmPI na koncentraci DPTAP pro samotny DPTAP,
pro smés DPTAP s HyA, DPTAP s PSSNa a DPTAP s alginatem, vSe ve vodé. Na Obr. 24
jsou zavislosti EmPI na koncentraci DPTAP pro stejné systémy (kromé¢ DPTAP s alginatem)
v pufru. V Tab. 7 jsou vypsany kritické agrega¢ni koncentrace (CAC) vSech systému ziskané
prolozenim zavislosti Boltzmannovou kiivkou. Na Obr. 25 je uvedeno grafické srovnani
ziskanych hodnot CAC.

V ptipadé DPTAP ve smési s PSSNa nebyly do analyzy zahrnuty dva vzorky s nejvys$imi
koncentracemi DPTAP, protoZze se odchyluji od trendu, a to proto, ze ve vzorku vznikla
srazenina. V pfipad¢ systétmu DPTAP salginitem se objevila srazenina i ve vzorcich
s koncentraci DPTAP niZ, a to od koncentrace 15 mg dm .

Zaroven s piidavkem PSSNa k DPTAP (i k jakémukoliv z dal$ich studovanych lipidd) ve
vodé i v pufru dochazi k vyraznému snizeni hodnot EmPI i ExPI (nejvyssi hodnoty EmPI
polyelektrolytu nebo s HyA — Tab. 25 v Ptiloze 2), proto jsou hodnoty EmPI (popt. ExPI) pro
smés lipidu s PSSNa vzdy na vedlejsi ose. Divodem snizeni EmPI a ExPI mtize byt struktura
PSSNa V roztoku, kde mohou vznikat domény s niz§i polaritou diky vysoké koncentraci
benzenovych skupin blizko u sebe. Proto byly proméfeny EmPI a ExPI roztoku PSSNa ve
naméfenym hodnotam EmPI pti méfeni s lipidem, a ExPI (0,951 + 0,001), coz jsou hodnoty
ExPI z druhé¢ ¢asti Boltzmannovy zavislosti (minimélni hodnoty ExPI).

1,9 1,40
1,8 ¢ L
EF€ 1,35
L7 - 1,30
1,6 1
- 1,25
— 151 © DPTAP -
o ] o
S ——fit DPTAP ) - 1,20 £
w14 - LLl
’ O DPTAP+HYA
13 { ——fit DPTAP+HYA e
A DPTAP+alginat
12 - 1,10
< 7 ——fit DPTAP+alginat
11 O DPTAP+PSSNa - 1,05
' —fit DPTAP+PSSNa °
1,0 T T T LI B B B | T T T LI B L R | T T T — T T 11 1,00
1 10 100 1000

Coprap [Mg dM~]

Obr. 23 Emisni polaritni index pyrenu v zavislosti na koncentraci DPTAP pro systém bez
polyeletrolytu, s HyA, s PSSNa a s algindtem, ve vodé
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Obr. 24 Emisni polaritni index pyrenu v zavislosti na koncentraci DPTAP pro systém bez
polyeletrolytu, s HyA a s PSSNa, v pufru

Tab. 7. Hodnoty CAC DPTAP samotného, s HyA, s PSSNa a s alginatem ve vodé a v pufru

Lipid/prosti‘edi DPTAP/voda [mg dm™] DPTAP/pufr [mg dm™]
Parametr bez HyA | PssNa | alginat | ¢ HyA | PSSNa
polyel. polyel.
EmPI 54,48 9,34 14,31 | 12,81 | 290,64 | 231,38 | 10,38
ExPI 40,25 6,89 18,43 9,10 | 222,46 | 180,37 | 20,39
Primér 47,37 8,12 16,37 | 10,96 | 256,55 | 20587 | 15,39
Odchylka 10,06 1,74 2,91 2,62 4821 | 36,07 7,08
350
300 - —B8- DPTAP/voda
= 250 - —o—- DPTAP/pufr
§
S 200 A
E
O 150 A
<
O 100 -
0 T T
bez polyel. PSSNa Alginat

Obr. 25 Hodnoty CAC pro jednotlivé systémy obsahujici DPTAP
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S ptidavkem HyA 1 alginatu k DPTAP ve vod¢ dochazi ke snizeni hodnoty CAC zhruba na
petinu a s pridavkem PSSNa zhruba na dvé pétiny pivodni hodnoty CAC DPTAP bez
polyelektrolytu. V pufru bylo vyraznéjsi snizeni CAC pozorovano po piidani PSSNa, kdy
hodnota CAC klesla na hodnotu CAC DPTAP s PSSNa ve vodg, tedy na hodnotu zhruba 17x
nizsi oproti DPTAP v pufru bez polyelektrolytu.

Také byly proméfeny hydrodynamické priméry castic a zeta potencialy vybranych vzorki
S charakteristickymi koncentracemi lipida (vybér koncentraci je popsan v kapitole 4.2.4).
V ptipadé¢ smési DPTAP s HyA, s PSSNa i salginatem ve vod¢ iV pufru byla vétsinou
ziskana data, ktera program pro zpracovani kolerogramti vyhodnotil jako nedostate¢né pro
kumulativni analyzu, a to z divodu polydisperzity systému nebo kvilli pfitomnosti velkych
Castic (v Tab. 8 a Tab. 9 jsou tyto vzorky oznaceny podbarvenim).

I kdyz jsou hodnoty CAC systémi DPTAP s PSSNa ve vod¢ a v pufru téméi shodné,
velikosti agregath se 1i8i. Zatimco u DPTAP s PSSNa ve vod¢ byly naméfeny velikosti pii
CAC okolo 100 nm, v pufru byly zaznamenany pii CAC agregaty piedevsim s velikosti okolo
250 nm, ale i okolo 30 nm. Takto malé utvary byly v piipadé DPTAP zaznamenany pouze
v ptitomnosti HyA v pufru, kde dokonce i pfi analyze intenzitni distribuce velikosti ¢astic
ptevazovaly. Pufr v systému pravdépodobné odstifiuje repulze mezi souhlasné nabitymi
poladrnimi hlavami, coz ma za nasledek pravé zmenseni velikosti agregatd. Vznik vétSich
i menSich agregatt DPTAP s PSSNa v pufru vedle agregatt DPTAP s PSSNa ve vodé
0 stfedni velikosti pomérné dobie vysvétluje, pro¢ si mohou byt hodnoty CAC systému
DPTAP ve vod¢ a v pufru téméf rovny.

Ptitomnost polyelektrolytu vyraznéji ovlivituje agregaci DPTAP v pufru nez ve vodé, a to
jak z hlediska zmény CAC systému, tak i zmény praméru ¢astic.

Zajimavé je, Ze velikosti ¢astic v systémech DPTAP s HyA a DPTAP s PSSNa v pufru jsou
velmi podobné (lis§i se pouze v procentudlnim zastoupeni vétSich a menSich Castic), ale
hodnoty CAC v téchto systémech se lisi fadoveé. Porovname-li velikosti v téchto systémech se
samotnymi ¢asticemi DPTAP v pufru, vidime, Ze doSlo k vyraznému sniZeni velikosti ¢astic
s pfidavkem polyelektrolytu. Vysvétlenim muize byt, Ze ptfidani polyelektrolytu ma za
nasledek naruSeni struktury vzniklych tutvar DPTAP vedoucich ke vzniku utvari mensSich,
S nimiZ je interakce s polyelektrolytem preferovana. Vysvétlenim vyrazné vyssi hodnoty CAC
DPTAP s HyA oproti DPTAP s PSSNa ve vodé muze byt vznik vétSich agregati pti CAC
systému V pripadé¢ HYA o priméru dosahujicim az 560 nm, kdeZzto v ptitomnosti PSSNa maji
vétsi ¢astice prumér maximalné 300 nm.

Ve vodé naopak nedoslo s pfidavkem PSSNa k vyraznéj§im zménam ve velikostech, ale po
pfidani HyA 1 algindtu byl zaznamenén nartst velikosti pfevladajicich castic, pouze
v n¢kterych pripadech vznikaly i ¢astice srovnatelné malé s ¢asticemi v roztoku DPTAP ve
vodé. Ovsem samotné agregaty DPTAP ve vod¢ jsou velmi malé, takze nartist velikosti miize
byt zptsoben jak interakci utvart DPTAP s polyelektrolytem tak i tim, Ze v roztoku k novym
interakcim nedochdzi a jako vétsi Castice jsou detekovany fetézce polyelektrolytu.

Hodnota CAC samotného DPTAP v pufru je zhruba 5x vyssi nez CAC DPTAP ve vodé.
Pravdépodobné pufrové prostfedi zplsobuje odstinéni repulzi mezi jednotlivymi kladnymi
polarnimi skupinami DPTAP atim dochazi ke vzniku tésnéjSiho uspotradani. Co se tyce
naméfenych prumért castic, u DPTAP ve vodé jsou prumeéry téméi nezavislé na jeho
koncentraci, pohybuji se v rozmezi 90—160 nm, zatimco u DPTAP v pufru jsou praméry nizsi
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nez 400 nm pouze pii velmi nizké koncentraci DPTAP a poté pti koncentraci druhého zlomu
Vv Boltzmannov¢ zavislosti, pii CAC byly naméfeny priméry dokonce pies 1000 nm (mohlo
se ovSem jednat pouze o necistoty). | tim muze byt vysvétlen narist CAC DPTAP v pufru,
kde pravdépodobné vznikaji agregaty jiného typu.

Tab. 8. Rozsah praméru ¢astic v jednotlivych systémech DPTAP ve vodé

Voda DPTAP DPTAP + HyA DPTAP + PSSNa | DPTAP + Alginit |
Oznaceni Pik 1 Pik 1 Pik 2 Pik 1 Pik 2 Pik 1 Pik 2
koncentrace [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm]
1 90-160 | 540-750 | 125-155 | 75-125 | 695-895 | 685-1210 | 185-265
2 90-180 | 490-860 — 90-200 - 485-835 | 90-110
3 95-165 | 520-830 | 80-110 85-135 - 380-870 | 45-65
4 95-165 | 700-1110 |4650-5230| 100-160 — 405-675 —
5 105-175 | 225-325 - 120-190 - 380-700 | 50-60

Tab. 9. Rozsah praméru ¢astic v jednotlivych systémech DPTAP v pufru

Pufr DPTAP DPTAP + HyA DPTAP + PSSNa

Oznaceni Pik 1 Pik 2 Pik 1 Pik 2 Pik 1 Pik 2

koncentrace [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm]
1 260-430 - 25-35 385-535 | 95-145 | 385-575

2 425-665 | 105-145 25-35 325-625 | 150-270 15-25

3 1015-1255 - 20-40 460-560 | 235-305 25-35

4 155-385 - 20-25 305-335 | 295-375 25-30

5 - - - - 275-405 —

V Tab. 10 jsou vypsany absolutni hodnoty zeta potencialti syst¢émi DPTAP, DPTAP ve
smési s hyaluronanem, polystyrensulfonatem ¢i alginatem ve vodé a v Tab. 11 absolutni
hodnoty zeta potencialii pro analogické systémy V pufru. Za hranici stability je povaZzovéana
absolutni hodnota zeta potencialu 25-30 mV, vzorky s absolutni hodnotou zeta potencialu
vy$$i mohou byt pokladany za stabilni. Vidime, Ze tuto podminku stability spliuji vSechny
vzorky obsahujici DPTAP ve vodé, pficemz ve smési DPTAP s PSSNa a alginitem jsou
hodnoty zeta potencialii obecné zhruba o 20 mV vyssi nez v ptipadé Cistétho DPTAP ¢i ve
smési s HyA, smési s PSSNa ¢i alginatem jsou tedy vyrazné stabilnéjsi. Naopak v pufru byly
stabilni systémy zaznamenany pouze u smési DPTAP s PSSNa, a to pouze pii vysSich
koncentracich DPTAP. V pufru jsou tedy systémy obsahujici DPTAP nestabilni, s postupem
casu bude pravdépodobné dochéazet ke shlukovani castic.

Tab. 10. Absolutni hodnoty zeta potencialti [mV] pro systémy obsahujici DPTAP ve vodé

Oznaceni DPTAP DPTAP + DPTAP + DPTAP +
koncentrace HyA PSSNa Alginat

1 37,0+2.8 37,0+ 2,4 343+3,0 50,0 £2.6

2 40,5+2,9 38,4 £1,5 62,3 +1,7 65,4+13

3 429+1,4 499+2,1 68,9+ 1,2 60,3+2.6

4 443 +£27 42,9 +1,9 62,0+ 0,9 67,5+0.,8

5 478+1,9 447+ 1,1 55,6 +0,6 68,0+1.2
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Tab. 11. Absolutni hodnoty zeta potenciali [mV] pro systémy obsahujici DPTAP v pufru

Oznadeni DPTAP + DPTAP +
koncentrace DPTAP HyA PSSNa

1 12,3+1,7 13,6 £0,5 11,4+ 1,6

2 11,9+2,0 11,8+ 0,6 27,5+ 1,35

3 153+3,7 | 149+17 | 404+28

4 23,6 +24 235+22 453+ 1,4

5 - - 462 +33

ProtoZe v pufru byly naméfeny vyrazn¢ nizsi hodnoty zeta potencialti vSech systémi nez ve
vod¢, byly prométeny zeta potencidly vSech zasobnich roztokli polyelektrolytii natedénych
vodou ¢i pufrem tak, aby koncentrace polyelektrolytu ve vzorku byla stejna jako pii ostatnich
méfenich. Naméfené hodnoty jsou uvedeny v Tab. 12.

Vidime, Ze zeta potencial Cisté vody i pufru je nizky, avSak ve vodé zplsobuje piidavek
polyelektrolytu zvySeni zeta potencidlli nad 25 mV, tedy tyto roztoky jsou stabilni. Naopak

Vv pufru zptisobuje rozpusténi polyelektrolytu pouze malou zménu v hodnoté zeta potencialu
a roztok zustava nestabilni.

Tab. 12.Hodnoty zeta potenciall zasobnich roztokt polyelektrolyti, pufru a vody

Prostredi Voda Pufr
ZR Voda | HyA | PSSNa | Alginat | Pufr HyA | PSSNa
ZP -156 | —284 | —38,1 | 646 | —109 | —155 | —13,6
odchylka 4,6 15 4,1 2,7 8,7 3,1 4,1
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5.3 Agregace lecitinu ve vodé a v pufru, v pritomnosti polyelektrolyti
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Obr. 26 Emisni polaritni index pyrenu v zavislosti na koncentraci lecitinu pro systém bez
polyeletrolytu, s HyA, s PSSNa a s algindtem, ve vode
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Obr. 27 Emisni polaritni index pyrenu v zavislosti na koncentraci lecitinu pro systém bez
polyeletrolytu, s HyA a s PSSNa, v pufru
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Na Obr. 26 a Obr. 27 jsou znazornény zavislosti EmPI na koncentraci lecitinu ve vodé
avpufru, vzdy pro samotny fosfolipid, a pro jeho smés s hyaluronanem ¢i
polystyrensulfonatem, ve vod¢ i s alginatem. Jiz z téchto zavislosti je patrné, Ze nedochazi
k velkym zménam CAC, pfesné hodnoty jsou vypsany v Tab. 13 nize a jejich grafické
znazornéni je na Obr. 28. Vidime, Ze dochazi pouze k mirnému zvySeni CAC po piidani
PSSNa k lecitinu, a to ve vodé i v pufru.

Tab. 13.Hodnoty CAC lecitinu samotného, s HyA, s PSSNa a s alginatem ve vod¢ a v pufru

Lipid/prostiedi Lecitin/voda [mg dm™] Lecitin/pufr [mg dm?]
Parametr bez HyA | PSSNa | Algindt | % HyA | PSSNa
polyel. polyel.
EmPI 7,88 9,01 11,86 11,42 10,81 10,14 14,17
ExPI 4,80 6,40 22,10 8,84 7,60 7,07 18,09
Prumér 6,34 7,70 16,98 10,13 9,21 8,60 16,13
Odchylka 2,18 1,84 7,24 1,82 2,27 2,17 2,77
25
—B- Lecitin/voda
20 - —©— Lecitin/pufr
T
£ 15 -
©
(@)
£
O 10 T
<
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bez polyel. HyA PSSNa Alginat

Obr. 28 Hodnoty CAC pro jednotlivé systémy obsahujici lecitin

Patrny rozdil mezi métenim ve vodé a v pufru byl zaznamenan pouze v piipadé lecitinu bez
ptidaného polyelektrolytu, kdy byla naméfena hodnota CAC o néco nizsi ve vode€ nez v pufru
(avSak chybové usecky se prekryvaji). Zarovenn byly naméfené mensi velikosti agregétii
lecitinu ve vodé nez v pufru (Tab. 14 a Tab. 15), priméry agregatli ve vod¢ nejsou mensi
fadove, jednd se o rozdil v rozmezi 50-100 nm, coz odpovidd mirn€ nizsi hodnoté CAC
lecitinu ve vodé, kde pravdépodobné jsou mensi agregaty tvofeny i menSim poctem Castic.
Nebyl zde tedy zaznamenan vliv pufru na agregaci lecitinu samotné¢ho ani v pfitomnosti
polyelektrolytu.
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Tab. 14.Rozsah praméru ¢astic [nm] v jednotlivych systémech lecitinu ve vodé

Voda Lecitin Lecitin + HYA Lecitin + PSSNa | Lecitin + Alginat
Oznaceni Pik 1 Pik 2 Pik 1 Pik 2 Pik 1 Pik 2 Pik 1 Pik 2
koncentrace [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm]
1 240-280 | 40-50 | 760-980 |130-170| 420-550 | 70-90 | 800—950 -
2 365-410 - 800-1070 |175-205| 540-790 | 50-60 | 670—-790 -
3 435-540 | 60-75 | 550-800 |130-190| 360-450 - 680-560 | 35-45
4 670-1110 |120-170 | 1650-2060 | 230—280 | 400-500 | 75-90 | 175-325 | 15-20
5 800-1420 | 170-225|3140-4280|260-340| 70-125 - 95-145 -

Tab. 15.Rozsah pruméru ¢astic [nm] v jednotlivych systémech lecitinu v pufru

Pufr Lecitin Lecitin + HyA Lecitin + PSSNa
Oznaceni Pik 1 Pik 2 Pik 1 Pik 2 Pik 1 Pik 2
koncentrace [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm]
1 680-830 - 550-780 | 20-40 | 460-590 15-20
2 480-560 - 330-420 | 25-35 | 380-510 20-25
3 475-630 |110-150| 550-760 | 95-125 | 410-470 40-55

4 1260-1520 | 135-155| 320-360 - 80-240 |1390-2300
5 1500-2340| 155-210| 260-280 — 420-680 70-90

Vliv pufru byl zaznamenan pouze na velikost agregati lecitinu a polyelektrolytu, kde
zejména pti niz§ich koncentracich lecitinu (do CAC) vznikaji ¢astice velmi mal¢, v ptipadé
smési lecitinu a HyA v pufru do 30 nm, u smési lecitinu a PSSNa okolo v rozmezi 15-55 nm,
coz jsou velikosti nizsi, nez velikosti Castic tvofenych stejnymi latkami ve vod¢ Bereme-li
v Givahu, Ze nedoslo ke zméné¢ CAC, mohlo v disledku pfidani pufru dojit ke smrsténi
vzniklych utvard, pravdépodobné odstranéni moznych repulzi mezi zwiterionovymi polarnimi
hlavami vedlo k preuspotadani téchto polarnich hlav z horizontalniho uspoiadani, kde naboje
jsou stiidavé uspotadany na povrhu dvojvrstvy, do uspofadani vertikalniho. Navrh, jak by
mobhlo toto pfeuspoiadani vypadat, je uveden na Obr. 29.

a b) - p PP 5

) - PP % ) IP IP— E E .fP-

h—:«P NN h—:«P N N N N yN
Obr. 29 Usporaddni nabojii lecitinu na povrchu dvojvrstvy, a) horizontalni, b) vertikalni

Pti vysSich koncentracich lecitinu pak dochdzelo k vysrdzeni vzorku, coZ je pravdépodobné
duvod pritomnosti vétSich Castic. Nejvétsi srazeniny ve vzorcich byly pfed méfenim na Zeta
Sizeru zachyceny na Spum membrané.

Porovname-li v tomto piipadé efekt ptidavku polyelektrolytu na rozmér agregatt ve vodé
aV pufru pozorujeme zde podobny trend jako v pfedchozim ptipadé smési DPTAP —
v systétmu ve vod¢ dochazi piidavkem HyA ke zvétSeni agregati a S piidavkem PSSNa
dochazi jen k malym zménam v primérech ¢astic a po smichani lecitinu s alginatem ve vodé
vznikaji vedle ¢astic vétsich (okolo 500 nm) i vyrazn€¢ mensi (s primérem piiblizné 50 nm),
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v pufru piidavek HyA i PSSNa k lecitinu zptsobuji obecné zmenSeni agregatti obsazenych

Vv systémech (téch vétSich i mensich) a to témer beze zmény v hodnotach CAC systém.

V Tab. 16 a Tab. 17 jsou vypsany absolutni hodnoty zeta potencialti smési obsahujicich
lecitin ve vod¢ a v pufru. Vidime, Ze s ptidavkem jakéhokoliv polyelektrolytu k lecitinu ve
vodé¢ vzrostla hodnota zeta potencidlu nad hranici stability systému (25 mV), piic¢emz nejveétsi
narust byl pozorovan po pfidavku alginatu k lecitinu ve vod¢.

Naopak v pufru nema piidavek polyelektrolytu zadny pozitivni vliv na stabilitu systému,
hodnoty zeta potencidlu dosahuji maximalné 15 mV, vSechny tyto vzorky jsou tedy nestabilni

a pravdépodobné bude dochéazet ke shlukovani ¢astic a tvorbé vétSich agregati.

Tab. 16. Absolutni hodnoty zeta potencialti pro systémy obsahujici lecitin ve vodé

Oznaceni L ecitin Lecitin + Lecitin + Lecitin +
koncentrace HyA PSSNa Alginat

1 2,1+0,7 36,3 +5,7 43,0£5,7 60,7+ 1,8

2 48+ 1,1 258+1,5 | 446+19 | 602+20

3 235+29 334+2,0 477 +2,4 482 +3,2

4 17,7+2,0 | 371+2,7 | 394+26 | 61,523

5 4,67+22 38,1+1,9 44,9 + 2.7 58,3+2,8

Tab. 17. Absolutni hodnoty

zeta potencialii pro systémy obsahujici lecitin v pufru

Oznaceni L ecitin Lecitin + Lecitin +
koncentrace HyA PSSNa
1 15,0+2,0 79+1,7 8,9+£3,0

2 6,6+19 10,3+ 4,6 6,5+0,5

3 94+1,2 10,2+ 0,6 74+1,0

4 7,114 99+1,7 12,0+0,9

5 6,7 +0,7 6,5+1,9 141+12
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5.4 Agregace smési DPPC a DPTAP ve vodé a vpufru, v pritomnosti
polyelektrolyti
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Obr. 30 Excitacni polaritni index pyrenu v zavislosti na koncentraci smési DPPC a DPTAP
pro systém bez polyeletrolytu, s HYyA a s PSSNa, ve vode
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Obr. 31 Excitacni polaritni index pyrenu v zavislosti na koncentraci smési DPPC a DPTAP
pro systéem bez polyeletrolytu, s HyA a s PSSNa, v pufru
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Na Obr. 30 jsou uvedeny zavislosti EmPI na koncentraci ekvimolarni smési DPPC
a DPTAP pro samotnou smés lipidu, také ve smési s hyaluronanem a polystyrensulfonatem ve
vodé a na Obr. 31 jsou znazornény zavislosti EXPI na koncentraci ekvimolarni smési DPPC
a DPTAP pro analogické smési v pufru. Nameétené hodnoty CAC jsou uvedeny v Tab. 18.

Tab. 18.Hodnoty CAC samotné smési DPTAP a DPPC, s HyA a s PSSNa ve vod¢ a v pufru

Lipid/prostiedi| DPTAP + DPPC/voda [mM] | DPTAP + DPPC/pufr [mM] *
Parametr bez HyA | pssna | P¢2 HyA | PSSNa
polyel. polyel.
EmPI 0,0573 | 0,1115 | 0,0540 | 0,6599 1,3052 -
ExPI 0,0343 | 0,0940 | 0,0368 | 0,5658 1,4042 | 0,2463
Primér 0,0458 | 0,1027 | 0,0454 | 0,6128 1,3547 | 0,2463
Odchylka 0,0163 0,0124 0,0122 0,0665 0,0700 0,0000

* Data ziskana extrapolaci

V pufru doslo k posunu CAC vsech systému k vyssim koncentracim tak, Ze nebyl s rostouci
koncentraci smési lipidli naméten cely pokles emisnich/excita¢nich polaritnich indexii (nebo
konstantni ¢ast za druhym zlomem), navic pii nejvysSich métenych koncentracich byly
vzorky jiz hodné zakalené a nckteré vysraZené, proto nebyly zavislosti doméfeny ani
dodate¢né. Data byla proto extrapolovana, a to tak, ze byla vzata minima polaritnich indexti
ve vodé (naptiklad pro analyzu DPPC + DPTAP + PSSNa v pufru byly pouZity hodnoty
DPPC + DPTAP + PSSNa ve vodé — v piipadé smési s lecitinem se hodnoty polaritnich
indext pfi druhém zlomu (A;) analogickych systémi v pufru a ve vodé téméf shodovaly)
a tyto hodnoty byly pfifazeny koncentracim smési DPPC a DPTAP o dva tady vysSim nez
byly posledni méfené koncentrace. Poté byla data klasicky proloZena Boltzmannovou
zavislosti pomoci programu Origin.

Porovnanim prabehti zavislosti Ex:Mo (pomér intenzity fluorescence péasu excimeru
a monomeru emisniho spektra pyrenu) na koncentraci ekvimolarni smési DPPC a DPTAP ve
vod¢ a v pufru (Obr. 32 a Obr. 33) vidime, Ze v pufru byl po naristu Ex:Mo zaznamenan
I jeho pokles pouze u jediné smési, a to u smési DPPC, DPTAP a PSSNa, na rozdil od smési
ve vodé, kde byl pokles Ex:Mo zaznamenan u vSech smési (pouze u smési obsahujici PSSNa
ve vodé jsou hodnoty pii1 vysSich koncentracich smési lipidl spiSe konstantni). Tento rozdil
odpovida zvyseni CAC systému v pufru o fad oproti smésem ve vod€ a zaroven nejnizsi
hodnoté CAC v pufru u smési DPPC, DPTAP a PSSNa (protoze jediné u této smési v pufru
byl zaznamenan pokles Ex:Mo v rozsahu méfenych koncentraci).

U zavislosti ExPI na koncentraci smési DPPC a DPTAP v piitomnosti PSSNa v pufru (Obr.
31) mizeme pozorovat dvojitou Boltzmannovou zévislost, kde prvni S-kiivka je patrnd pii
nizkych koncentracich smési DPPC a DPTAP, avSak v jednotlivych fadach se tento trend
neprojevil, pouze po zprimérovani vSech tfi méfeni. Nicméné pro jistotu bylo toto mefeni
opakovano, pouze pii nizkych koncentracich smési DPPC a DPTAP (do koncentrace smési
0,02 mM), avtomto méfeni nebyl charakteristicky prubéh S-kiivky pfi nizkych
koncentracich smési zaznamenan. Pivodni prubéh s dvojitou Boltzmannovou zavislosti nebyl
tedy potvrzen.
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Obr. 32 Pomeér intenzity fluorescence excimeru a monomeru pyrenu (Ex:Mo) v zavislosti na
koncentraci smesi DPPC a DPTAP pro systéem bez polyeletrolytu, s HyA a s PSSNa,
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Obr. 33 Pomer intenzity fluorescence excimeru a monomeru pyrenu (EX:MO0) V zdvislosti na
koncentraci smesi DPPC a DPTAP pro systém bez polyeletrolytu, s HyA a s PSSNa,
v pufru
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V piipadé smési DPPC s DPTAP a PSSNa v pufru nebyl viibec zaznamenéan pokles EmPI
s rostouci koncentraci smési DPPC a DPTAP, dochazelo spise ke kolisani hodnot v rozmezi
1,12-1,20, pticemz v piipadé lecitinu i DPTAP ve smési s PSSNa v pufru dochazi k poklesu
hodnot EmPI v rozsahu 1,02—1,26. Nicmén¢ pokles ExPI nalezen byl. Proto jsou zde uvedeny
zéavislosti ExPI na koncentraci smési lipid.

Na Obr. 34 jsou znazornény naméfené hodnoty CAC smési DPPC a DPTAP i v pfitomnosti
polyelektrolytii ve vod¢ i v pufru. Hodnoty CAC jsou téZ vypsany v Tab. 18.

Vidime, ze s pfidavkem HyA nastavd posun CAC k vy$§im koncentracim smési DPPC
a DPTAP ve vodé i v pufru, a v pufru dochazi k posunu CAC k o fad vys$sim koncentracim
smési DPPC a DPTAP oproti méfeni ve vodé€ u vSech tii studovanych systémii.

Je mozné, ze vlivem piidavku pufru dochédzi k odstranéni odpudivych interakci mezi
souhlasné nabitymi molekulami a tedy neni nutné, aby vznikaly tutvary s pravidelné se
stfidajicimi molekulami DPPC a DPTAP. To muze byt pfi¢inou fadové zmény v hodnotach
CAC systému ve vod¢ a v pufru.

1.6
1.4 4 —m— DPPC+DPTAP/voda

—&— DPPC+DPTAP/pufr

1.2-
1,0 -
0.8 -
0.6
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Obr. 34 Hodnoty CAC pro jednotlivé systémy obsahujici ekvimoldarni smés DPPC a DPTAP

Porovname-li velikosti agregatti smési DPPC a DPTAP bez elektrolytu ve vodé a v pufru
(Tab. 19 a Tab. 20) zjistime, ze v pufru jsou agregaty pii kazdé koncentraci vétsi, coz se
shoduje 1 se zvySenim CAC v pufru, jinymi slovy, zvySeni CAC smési DPPC a DPTAP
vV pufru je pravdépodobné zpiisobeno tim, Zze V pufru vznikaji agregaty vyrazné vétSich
rozméra.
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Tab. 19.Rozsah priméru c¢astic v jednotlivych systémech obsahujicich DPPC a DPTAP

ve vodé
Voda DPPC + DPTAP DPPC L?:TAP + DPPCP;SDI\FI’;'AP +
Koncentrace | Pik 1 [nm] | Pik 2 [nm] Pik 1 [nm] Pik 1 [nm] | Pik 2 [nm]
1 100-190 — 350-520 380-470 10-15
2 105-165 | 960-1340 445-690 130-210 —
3 65-120 - 420-680 150-230 -
4 50-80 - 270-410 110-190 -
5 50-85 - 250-350 120-200 -

Ptidanim HyA ke smési DPPC a DPTAP ve vodé doslo ke zvyseni velikosti ¢astic, coz také
odpovidd zvySeni CAC systému. Naopak po piidavku PSSNa doSlo pouze k mirnému
zvétSeni pramért a hodnoty CAC téchto dvou systému jsou si témé&f rovny.

V pufru dochézi pti smichani smési lipidi DPPC a DPTAP s polyelektrolytem obecné ke
snizeni prameérii ¢astic, pfiCemz je vyrazngj$i u smési obsahujici hyaluronan. V obou systé-
mech v pufru obsahujicich elektrolyt navic vznikaji vedle agregati vétSich, s primérem ve
stovkach nanometrii, i agregaty mensi o primérech v desitkdch nanometri. Zaroven ve smési
obsahujici HyA doslo stejné jako ve vodé k nartstu hodnoty CAC systému, kdezto u smeési
s PSSNa byla zaznamenana hodnota CAC nizs8i vzhledem ke smési bez polyelektrolytu.

U smési v pufru obsahujici HyA byla namétena vyssi hodnota CAC nez po ptidavku
PSSNa coz odpovidé 1 mirn€ vy$§im hodnotam namétenym priméri castic pii CAC systému.

Tab. 20.Rozsah praméri castic v jednotlivych systémech obsahujicich DPPC a DPTAP

v pufru
PUfr DPPC + DPPC + DPTAP + DPPC + DPTAP +
DPTAP HyA PSSNa
Koncentrace | Pik 1 [nm] | Pik 1 [nm] | Pik 2 [nm] | Pik 1 [nm] | Pik 2 [nm]

1 320-340 | 360-400 20-25 410-480 10-15
2 270-290 | 210-240 20-25 430-550 15-20
3 3920-4600| 600-720 20-30 340-470 60-70
4 - - - 185-380 —

Obecng, se zvysujici se koncentraci smési DPPC a DPTAP nedochézi v zadném ze systémi
k vyrazné zméné praméru ¢astic, pouze u smési lipida v pufru (DPPC + DPTAP) vznikaji pfi
CAC agregaty o pruméru V fadu mikrometrt, pii této koncentraci smési mtize tedy dochazet
ke shlukovani ¢astic, ovS§em tomu nenapovid4d vysokd hodnota zeta potencialu (37,0 + 3,8
v Tab. 22), pravdépodobné byly v roztoku piitomny necistoty.

Tab. 21. Absolutni hodnoty zeta potencialti pro systémy obsahujici DPPC a DPTAP ve vodé

Oznaceni DPPC + DPPC + DPPC + DPTAP
koncentrace DPTAP DPTAP + HyA + PSSNa
1 7,5+ 1,4 42,8422 492+ 14
2 17,1 £1,3 33,5+0,8 70,5+ 1,0
3 42,6 £1,0 37,2+0,9 70,6 = 1,9
4 53,7+1,7 20,7+0,4 68,2+ 1,0
5 53,9+2,0 13,8 £0,4 61,0+0,9
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Tab. 22. Absolutni hodnoty zeta potencialt pro systémy obsahujici DPPC a DPTAP v pufru

Oznaceni DPPC + DPPC + DPPC + DPTAP
koncentrace DPTAP DPTAP + HyA + PSSNa
1 14,1 £2,2 11,3+0,7 11,1+£0,7
2 16,4+ 1,8 16,6 £0,5 34,1 +2,1
3 37,0+3.,8 13,5+ 0,6 37,5+ 0,6
4 - — 52,0+0,8

V Tab. 21 a Tab. 22 jsou vypsany naméfené hodnoty zeta potenciall vzorkd obsahujicich
smes lipidii bez nebo v pfitomnosti polyelektrolytu ve vodé a v pufru. U smési DPPC
a DPTAP ve vodé i v pufru dochazi se vzrustajici koncentraci smési lipidu k narstu hodnot
zeta potencidlu, tento systém je tedy nestabilni pfi nizkych koncentracich a relativné stabilni
pti vyssich koncentracich smési lipidii. Vysvétlenim mize byt, ze se zvysujici se koncentraci
roste pravdépodobnost vzniku smésnych Castic, v nichz se pravidelné vedle sebe stfidaji
molekuly kationaktivniho DPTAP a zwiterionu DPPC.

U smési DPPC s DPTAP a HyA ve vodé je tomu naopak, se vzristem koncentrace smési
lipidii nastava pokles hodnot zeta potencialu. Je tedy mozné, Ze vznikajici agregaty jsou
stabilni pouze pii nizkych koncentracich smési lipidi, protoze pravé pii téchto nizSich
koncentracich smésné agregaty DPPC a DPTAP interaguji s hyaluronanem. Tim muze byt
vysvétlen 1 posun CAC k vy$§im koncentracim v tomto systému, tedy Ze pii nizkych
koncentracich vznikaji agregaty stabilni a ty jsou naruseny az vyssim pridavkem lipidd, coz
vede ke snizeni zeta potencidlu a tedy i stability systému. Dokonce doSlo v tomto systému
I K mirnému snizeni velikosti Castic v roztoku (Tab. 19), coz také naznacuje, Ze v systému
doslo okolo CAC k pteuspotradani.

V piipadé smési DPPC, DPTAP a PSSNa ve vod¢€ je vznikly systém vysoce stabilni a se
zménou koncentrace lipidi nedochdzi K vyraznym zménam zeta potencialu, piedev§im
nedochdzi k pfechodu v systému mezi stavem stabilnim a nestabilnim.

V pufru vznik4 po smichani smési lipidit s HyA nezévisle na koncentraci systém nestabilni,
zatimco po piidani PSSNa se vzristajici koncentraci smési lipidi roste i hodnota zeta
potencidlu podobné jako u systému V pufru bez ptidaného polyelektrolytu.
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5.5 Shrnuti namérenych pruméru ¢astic a zeta potenciali jednotlivych systémii

Aby byl systém lipid-polyelektrolyt stabilni a pouzitelny v kosmetickych ¢i
farmaceutickych ptipravcich, musi byt primér ¢astic ur¢itych rozméra, priblizné do 200 nm,
a absolutni hodnota zeta potencidlu musi byt vyssi nez 25 mV.

V Tab. 23 je uvedeno shrnuti splnéni ¢i nesplnéni vySe uvedenych podminek. Byly
sledovany vzorky s CAC systému nebo s koncentraci lipidu pii druhém zlomu. V piipadé
velikosti bylo zjistovano, zda hydrodynamicky priamér ¢astic d (H) je do 200 nm, respektive
zda se v systému vyskytuji castice s primérem mensim nez 200 nm (bez nutnosti aby
V systému pievazovaly). V piipadé zeta potencidlu (¢) bylo sledovano, zda je jeho absolutni
hodnota vyssi nez 25 mV. Byla-li podminka splnéna, je pfislusné pole ozna¢eno symbolem
,»v , nebyla-li splnéna, je oznaceno ,, X “. V pfipad¢ nejstabilnéjsich systému (pii prekroceni
hodnoty zeta potencialu 60 mV) je piislusné pole oznaéeno ,,v/ v *.

Dale jsou v Tab. 23 oranZzovym podbarvenim oznaCeny systémy, u kterych doslo
pfidavkem polyelektrolytu k poklesu hodnoty CAC systému oproti samotného lipidu,
fosfolipidu ¢i jejich smési, a modie jsou oznaceny systémy, kde doslo ke vzriistu hodnoty
CAC s ptidavkem polyelektrolytu oproti €isté lipidové smési.

Tab. 23.Shrnuti naméfenych primért ¢astic, zeta potenciali a zmény CAC Vv jednotlivych
systémech; znaménka ,,v/ “/,, X oznacuji systémy spliiujici/nespliiujici podminky
pro hodnoty praméra ¢astic ¢i zeta potencialu. Oranzové/modré podbarveni oznacuje
systémy, V nichZ doslo ke zvyseni/snizeni CAC systému oproti ¢istému lipidu

Prostiedi Voda Pufr
Lipid DPTAP | Lecitin BFFZFT’%; DPTAP | Lecitin BEF%%;
Polyelektrolyt |d(H)| ¢ |d(H)] ¢ [d@A)] ¢ [dm)] ¢ [dH)] ¢ [dr)] ¢
bez polyel. v 4 4 X v v v X 4 X X 4
HyA clv v lvTixTvlvixlv x| «x
PSSNa v ilvel v vl vivelv Ty T vl x| v | v
Alginat Ve Vavs Ve Vavs - — — — _ _ _ _
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6 ZAVER
Cilem prace bylo navrhnout a provést experimenty agregace fosfolipidli v pfitomnosti

hyaluronanu. Nejprve byla provedena reSerSe na téma interakce hyaluronan-fosfolipid a na
téma agregace v ekvimolarni smési DPPC a DPTAP.

Poté byly pfipraveny zasobni roztoky lecitinu rGznymi metodami — TLE, sonifikaci
a lyofilizaci (bez a Vv pfitomnosti pyrenu). Déle byly pfipraveny koncentracni fady vzorki
s riznymi fluorescenénimi sondami, pyrenen, perylenem a DiA, pii pouziti riznych zasobnich
roztokd lecitinu. Na zakladé naméfenych vysledka byly pro dalsi postup vybrany sonifikace
jako metoda piipravy zasobniho roztoku lipidu/fosfolipidu a pyren jako fluorescen¢ni sonda.

Pomoci fluorescenéni spektroskopie byly dale studovany systémy lipid, lipid-HyA a lipid-
PSSNa, kde jako lipid byl pouzit lecitin, DPTAP a ekvimolarni smés DPPC a DPTAP, ve
vode a v pufru. V pitipadé DPTAP a lecitinu byly navic studovany i smési s alginatem, pouze
ve vod¢. Byly ziskany zavislosti EmPI/ExPI na koncentraci lipidu a pomoci programu Origin
byly ziskany CAC systémi. Na zakladé prubehu téchto zavislosti jednotlivych systému byly
vybrany vzorky s charakteristickymi koncentracemi lipidu a u téchto vzorki byly pomoci
DLS prométeny i velikosti a zeta potencialy.

V ptipadé DPTAP ve vodé doslo po pfidani jakéhokoli polyelektrolytu (HyA, PSSNa nebo
alginatu) ke snizeni CAC na tfetinu az pétinu hodnoty CAC samotného DPTAP. V pufru byla
naméiena hodnota CAC samotného DPTAP 5Skrat vyssi nez ve vod€ pii pouze malé zméné
v prumérech agregatti (nebereme-li v uvahu rozméry castic pti CAC DPTAP v pufru pies
1000 nm, jez mohly byt zpisobeny pfitomnosti necistot). V pufru jsou tedy molekuly
DPTAP pravdépodobné v tésn¢jSim usporadani nebo dochazi ke zméné charakteru agregatt
(mohou napiiklad vznikat multilamelarni Gtvary). Po pfidavku HyA k DPTAP v pufru doslo
K mirnému snizeni CAC systému, ovSem v systému obsahujicim PSSNa v pufru byl
zaznamenan fadovy pokles CAC, a to témét presné na hodnotu CAC smési DPTAP a PSSNa
ve vode¢.

Co se velikosti agregatii tyce, obecné dochazi po piidavku elektrolytu k DPTAP ve vodé
i v pufru k mirnému zvySeni priméra ¢astic, poptipadé k souasnému vzniku ¢astic vétsich
(v fadu stovek nanometrti) i mensich (v fadu desitek nanometrii) oproti ¢istému DPTAP.

U lecitinu dochézi pouze k velmi malym zménam v hodnotach CAC, zéroveil jsou tyto
hodnoty témér stejné ve vode i v pufru. Pouze v ptitomnosti PSSNa ve vod¢ i pufru byl
zaznamenan maly narist CAC, ptiblizné na dvojnasobek ptivodni hodnoty, ovsem vezmeme-
li v potaz chybovou usecku smési lecitinu a PSSNa ve vodé, téméf k zadné zméné v CAC
nemuselo dojit. Zaroven i zmeény v naméfenych primérech castic jsou velmi malé, vétSinou
vznikaji zaroven agregaty o primeéru okolo 500 nm a agregaty mensi s primérem okolo
100 nm.

Ekvimolarni smés DPPC a DPTAP vykazuje zcela odlisné chovani. V pufru jsou namétené
hodnoty CAC o fad vyssi nez ve vodé (v pufru nebyly naméteny celé Boltzmannovy
zavislosti a data byla extrapolovana), a zarovenl dochdzi ve vodé€ i pufru ke znatelnému
zvyseni CAC pouze po piidavku HyA. Porovnanim praméra ¢astic jednotlivych analogickych
smési lecitinu a polyelektrolytu ve vodé¢ a v pufru zjistime, Ze v pufru vznikaji agregaty veétsi,
nikoli vSak fadové, jejich priméry se lisi pouze ve stovkach nanometrd, a vedle nich
i agregaty malé, s primérem do 100 nm. Radové zvyseni hodnot CAC musi mit tedy divod
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jiny. Pravdépodobné jsou piitomnosti pufru odstranény odpudivé interakce mezi jednotlivymi
molekulami DPTAP a tudiz vznikaji i agregaty, kde nedochézi k pravidelnému stfidani DPPC
a DPTAP.

U smési DPPC, DPTAP a HyA ve vod¢ dochazi se vzristajici koncentraci smési lipidi
k poklesu absolutni hodnoty zeta potencialu a po CAC systému také ke zmenSeni agregati,
V tomto systému nastava pravdépodobné zména uspotadani pti prekroceni CAC.

Nakonec byly zhodnoceny naméfené hodnoty zeta potenciali a praméri agregatl
z hlediska aplikace smési v kosmetickych nebo farmaceutickych ptipravcich. Bylo sledovano,
zda se v systému (pii CAC nebo koncentraci pii druhém zlomu Boltzmannovy zavislosti)
vyskytuji ¢astice s pramérem do 200 nm a zda jsou absolutni hodnoty zeta potencialti vyssi
nez 25 mV.

Bylo zjisténo, ze ob€ tyto podminky spliuji téméf vSechny studované smési ve vodé kromé
lecitinu bez ptidaného polyelektrolytu a smési DPPC, DPTAP a hyaluronanu, a skoro Zadna
smés v pufru, vyjimkou jsou DPTAP s PSSNa a smés DPPC, DPTAP a PSSNa. V pufru
nebyla vétSinou splnéna podminka stability, tedy absolutni hodnota zeta potencialu byla nizsi
nez 25 mV. Na zaklad¢ méteni zeta potencialil zasobnich roztokl polyelektrolytii Sse miizeme
domnivat, Ze nizké absolutni hodnoty zeta potencialti smési v pufru jsou zplsobeny tim, ze
samotné roztoky polyelektrolytd v pufru maji velmi nizkou stabilitu (naméfené hodnoty zeta
potencialu).

Pro pouziti v kosmetickych ¢i farmaceutickych pfipravcich by mély byt vlastnosti
studovanych systémil optimalizovany. Napiiklad by mé¢la byt sjednocena velikost Castic,
napftiklad pouzitim extrudéru.

Zaveérem lze konstatovat, ze zadané cile prace byly splnény. Prace poskytla informace
o interakci hyaluronanu s fosfolipidem, tyto interakce byly porovnany jednak zaménou
fosfolipidu za kationaktivni DPTAP ¢i smés DPTAP s fosfolipidem DPPC, tak i zdmé&nou
polyelektrolytu, kde byl vyuzit vedle hyaluronanu i polystyrensulfonat sodny a alginat sodny.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

CMC
CAC
M
mM
nm

P
SUvV
LUV
MLV
FRV
uv
HAS
DNA
So

Sx

Tx
EmPI
ExPI
DIiA
DOPC
DLS
QELS
d (H)
mV
HyA
DPPC
AFM
FRAP

BAM
GIXD
NMR
DSC
DOPE
PSSNa
TLE

kriticka micelarni koncentrace

kriticka agregacni koncentrace

mol dm™

mmol dm™

nanometr

»packing parametr

small unilamellar vesicles (malé unilamelarni vezikuly)
large unilamellar vesicles (rozsahlé unilamelarni vezikuly)
multilamellar large vesicles (rozsahlé multilamelarni vezikuly)
freeze-drying rehydration vesicles (sublima¢ni rehydratované vezikuly)
ultrafialové

syntdza kyseliny hyaluronové

deoxyribonukleova kyselina

zakladni stav molekuly

excitovany singletovy stav molekuly

excitovany tripletovy stav molekuly

emisni polaritni index

excita¢ni polaritni index
4-(4-dipentadecylaminostyryl)-N-metylpyridinium jodid
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin

dynamic light scattering (dynamicky rozptyl svétla)

quasi elastic light scattering (kvazi elasticky rozptyl svétla)
hydrodynamicky pramér

milivolt

hyaluronan

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

atomic force microscopy (mikroskopie atomovych sil)

fluorescence recovery after photobleaching (obnoveni fluorescence po fotovybéleni)
DPTAP dipalmitoyl trimetylamonium propan
DOTAP N-[1-(2,3-dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimetylamonium metylsulfat

Brewster angle microscopy (Brewsterova tthlova mikroskopie)
grazing incidence diffraction (metoda plochého dopadu RTG zateni)
nuclear magnetic resonance (nuklearni magneticka resonance)
differential scanning calorimetry (diferen¢ni skenovaci kalorimetrie)
1,2-di-[cis-9-octadecenoyl]-sn-glycero-3-fosfoetanolamin
polystyrensulfonat sodny

thin layer evaporation
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9 SEZNAM PRILOH

Priloha 1: Ukazka prolozeni zavislosti dvéma pifimkami a parametry piimek, jimiz byly
zéavislosti prolozeny prolozeni

Ptiloha 2: Parametry Boltzmannovych zéavislosti
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10 PRILOHY

10.1 Priloha 1
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Obr. 35 Ukdzka prolozeni zavislosti intenzity fluorescence DiA na logaritmu koncentrace
lecitinu dvéma primkami

Tab. 24.Parametry piimek, jimiz byly proloZeny zavislosti intenzity fluorescence DiA (Ci

totalni integraly emisnich skenti perylenu) na logaritmu koncentrace lecitinu

Sonda Metoda Konvs,t antni Vzrustajici ¢ast R? Priisetik CAC_3
cast (x) [mg dm™]
DIA | TLE100nm | y=2,902-10° |y =4,993 - 10°x - 3,925 - 10°|0,9931| 0,844 6,99
Perylen | TLE 100 nm | y=5,161-10° |y=3,702 - 10°x - 3,548 - 10®|0,9991| 0,972 9,38
DiA | Sonifikace | y=6,484-10* |y=9352-10%x-8,086-10°/0,9982| 0,872 7,44
Perylen| Sonifikace | y=1,965-10° |y=3,156-10%x-3,252-10%|0,9975| 1,037 10,88
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10.2 Priloha 2
Tab. 25. Parametry fitl pyrenovych dat

Lipid/prostiedi DPTAP/voda [g dm-3] DPTAP/pufr [g dm™]
PI Pa';?trﬂe” polyt;elzktr. HyA PSSNa | Alginat poly'%?éktr. HyA PSSNa
Xo 54,48 9,34 14,31 12,81 290,64 | 231,38 10,38
_ Ax 1,48 1,77 1,80 1,75 1,41 1,60 2,98
% A |1,77+0,02|1,79+0,03|1,35+0,01|1,75+0,01 [ 1,76+ 0,01| 1,77 + 0,01 [ 1,23 + 0,01
A, |1,07£0,03|1,21£0,01|1,12+0,01|1,21 £0,01 [ 1,09 0,04|1,03 0,03 | 1,03 + 0,02
R? 09780 | 09851 | 09876 | 0,9953 09916 | 09957 | 0,9754
Xo 40,25 6,89 18,43 9,10 222,46 180,37 20,39
_ Ax 1,71 1,87 2,38 1,90 1,48 1,55 2,24
> Ar  |2,75+0,08|2,65+0,06|1,20+0,01|3,51+0,09[2,68+0,01|2,60+ 0,02 |1,09+ 0,01
A, |0,61+0,10/0,65+0,02]0,55+0,01|0,83+0,12[0,59+0,05|0,58 0,07 [ 0,65 + 0,01
R? 09724 | 09957 | 09983 | 09974 | 09979 | 09946 | 0,9946
Lipid/prostiedi Lecitin/voda [mg dm-3] Lecitin/pufr [mg dm™]
PI Pa':,_"i"trﬂe" poly*ﬁzktr. HyA PSSNa | Alginat polﬁzktr. HyA PSSNa
Xo 7,88 9,01 11,86 11,42 10,81 10,14 14,17
_ Ax 2,11 2,00 3,42 1,94 1,70 1,88 2,16
% A |1,75+0,01|1,77+0,01|1,28+0,01|1,76+0,01 [1,77+0,01|1,78 +0,01 [ 1,26+ 0,01
A, |1,07+0,01|1,07+0,05]0,97 +0,02| 1,06+ 0,01 [ 1,10+ 0,01 | 1,08 + 0,01 | 1,02 + 0,01
R? 09985 | 09985 | 09848 | 09985 | 09976 | 09969 | 0,9914
Xo 4,80 6,40 22,10 8,84 7,60 7,07 18,09
_ Ax 2,22 2,02 2,23 2,02 1,69 1,93 2,19
= Ar  [2,68+0,01|2,53+0,01|1,21+0,01|3,64+0,032,62+0,02|2,48+0,01[1,09+ 0,01
A, |0,54+0,01|0,54+0,01]0,70+0,01|0,73 0,04 0,56 + 0,02 | 0,55 + 0,01 [ 0,70 + 0,01
R? 09997 | 09994 | 09946 | 0,9979 09982 | 09997 | 0,9955
Lipid/prostiedi DPTAP + DPPC/voda [mM] DPTAP + DPPC/pufr [nM] *
Pl Parf?trSetr polybeelgktr. HyA PSSNa B polybeeltzektr. HyA PSSNa
Xo 0,06 0,11 0,05 - 0,66 1,31 -
_ Ax 2,19 1,64 1,86 - 2,66 1,73 -
% A, |1,79+0,01|1,77+0,01|1,35+0,01 - 1,78 + 0,01 | 1,78 £ 0,01 -
A, |1,09+0,02|1,19+0,02| 1,06 + 0,03 - 1,10+ 0,02 | 1,19+ 0,01 -
R? 09971 | 09927 | 0,9831 - 09905 | 09926 -
Xo 00343 | 00940 | 0,0368 - 0,5658 1,4042 | 0,2463
_ Ax 2,19 1,79 2,06 - 2,35 1,73 2,28
> A;  |2,74+0,03|2,61+0,02(1,18+0,01 - 2,54 +0,01 [2,57+0,01|1,03 0,01
A, |0,54+0,03|0,61+0,04|0,78 0,01 - 0,56 + 0,02 | 0,65 + 0,03 | 0,78 £ 0,01
R? 09981 | 09971 | 09911 - 09990 | 09968 | 0,9915
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