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ABSTRAKT

Tato diplomova praca sa zaobera pripravou a charakterizdciou zaporne nabitych
katanionovych vezikularnych systémov a ich naslednou interakciou s vybranymi polykationmi.
Katanionovy vezikularny systém bol pripraveny z opa¢ne nabitych povrchovo aktivnych latok
SDS a CTAB. Zaporny naboj a zaroven aj stabilita vezikal bola zabezpefena pomocou
zakomponovania kyseliny fosfatidovej. Polykationy DEAE a TMC boli vyberané za uc¢elom
uplatnenia vo farmaceutickych aplikaciach. Charakterizacia pripravenych systémov bola
uskuto¢nend pomocou merania DLS a ELS. Vysledky poukazuji na to, ze sa nam podarilo
pripravit stabilné zaporne nabité vezikuly, ktoré dokazali nekovalentne interagovat
S vybranymi polykationmi.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with the preparation and characterization of negatively charged
catanionic vesicular systems and their combination with selected polycations. The catanionic
vesicular system was prepared by mixing of two oppositely charged surfactants SDS and
CTAB. The negative charge as well as the stability of the vesicular system was provided by the
incorporation of phosphatidic acid. Polycations, DEAE and TMC, have been selected for use
in a pharmaceutical applications. Characterization of the prepared systems was performed by
measuring DLS and ELS. The results indicate that we were able to prepare stable negatively
charged vesicles that were eligible to non-covalently interact with selected polycations.
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1 UvVOD

V oblasti mediciny sa stale viac aviac upriamuje pozornost’ na oblast’ nanotechnolégie,
atym rastie zaujem o vyskum v tejto oblasti. Nanotechnologie zahffiaju vyskum Struktar
Snovymi vlastnostami, nastrojov a systémov schopnych kontrolovat’ a pdsobit’ na trovni
atomov. Tato oblast vyskumu spaja chémiu, biologiu, fyzikalne inZzinierstvo a taktiez
aj klinickti medicinu. Jednym z dolezitych systémov st nosice lieiv. Tento systém dokaze
distribuovat’ lie¢ivo v tele pacienta so zacielenim na pozadovanu oblast. Velkou vyhodou
tychto systémov je aj postupné uvolfiovanie enkapsulovanych lieciv. Tento Styl doddvania
lieCiv je velmi dolezity privaznejSich ochoreniach, kedy dokdze zamedzit mnohym
negativnym ucinkom. Za najznamejSie a prvé objavené nanocastice sa povazuju lipozémy.
V stcasnosti sa vyskum upriamuje na ich mozné alternativy, ktoré su lacnejSie, stabilnejsie
amenej nachylné na degradaciu. Atak sa vyskum zameriava na vezikularne systémy
pripravované z bezne dostupnych a lacnych povrchovo aktivnych latok.

Stadiou takychto vezikuldrnych systémov pripravenych z opaéne nabitych povrchovo
aktivnych latok sa zaoberaji na Taiwanskej National Cheng Kung univerzite. Skiimaja kladne
nabité katanionové vezikularne systémy. K tejto $tadii sa neskor pridala aj nasa fakulta vd’aka
znalostiam a vyskumom kyseliny hyaluronovej. Ciel'om je vytvorit’ stabilny a biokompatibilny
systém pomocou interakcie kladne nabitého vezikularneho systému a zaporne nabitej kyseliny
hyaluronovej. Tato spolo¢na Studia prebieha pod grantom ¢.14-14024J.

Zakladny systém tejto diplomovej prace bol inSpirovany prebichajicim projektom. Avsak
na stabilizaciu systému bola pouzitd zadporne nabita amfifilna latka, kyselina fosfatidova, ktora
dodava celkovému vezikularnemu systému zaporny naboj. Kyselina fosfatidova bezne
nachadzajica sa v membranach nasho tela vykazuje vel'mi dobré vlastnosti. Po jej zaleneni
do vezikularneho systému moze zlepsit' stabilitu systému. DalSou stabiliza¢nou zlozkou je
cholesterol, ktory taktiez v kladnej miere ovplyviuje fluiditu membrany a stabilitu systému.

Na zlepSenie vlastnosti vezikuldrneho systému moézZe byt pouzitd povrchova Uprava.
Pripraveny zéporne nabity katanionovy vezikularny systém dokéze interagovat’ s polykationmi.
Na modifikaciu systému boli pouzité polykationy dextran hydrochlorid a trimetylchitosan.
Tieto polykationy maju pozitivne vlastnosti vyuzitelné pre nosice lieciv a dokazu kladne
ovplyvnit’ ich naslednu cielent distribtciu.

Takto modifikované vezikularne systémy ponukaji moznost’ enkapsulacie Sirokej Skaly
latok s odliSnymi vlastnostami a taktiez aj ich adsorpciou na povrch vezikuly. Tieto vSetky
vyhodné vlastnosti vezikularnych systémov ponukaju Siroké uplatnenie v oblasti farmacie
a mediciny.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Tenzidy

Tenzidy, inak nazyvané povrchovo aktivne latky (PAL), tvoria vel'mi vyznamnu cast
v priemyselnych odvetviach [1]. Ich vyuzitie je vel'mi univerzalne, od chemického priemyslu
(Cistiace a dezinfekéné prostriedky), cez potravinarsky priemysel (aditiva zlepSujice texturu
potravin) aZ po farmaceutick vyrobu (povrchové antiseptikum) [2].

Tenzid je typicky svojou amfifilnou Struktirou pozostavajiacou z dvoch cCasti, ktord mézeme
vidiet’ na obr. 1. Jedna ¢ast’ PAL je polarna hlava, ktora interaguje s polarnym rozptastadlom
a vytvara silné interakcie. Ak je tymto rozpustadlom voda, tato Cast’ sa nazyva hydrofilna
(obecne lyofilnd) a dokaze vytvéarat silné interakcie. Druhd nepoldrna cast” pozostidva
z uhl'ovodikového retazca. Oznacuje sa taktiez ako hydrofébna (v pripade, Ze je rozpustadlom
voda, obecne lyofobna) alebo lipofilna ¢ast’, kedy dokaze vytvarat' interakcie s nepolarnymi
rozpustadlami (olej) [3]. Medzi hlavné vlastnosti PAL patri znizovanie povrchového napatia
a medzifazovej energie na faizovom rozhrani systému, ¢o dokaze vd’aka svojej Strukture,
anapovrchu sa hromadi uz prinizkych koncentraciach. Nasledne pri prekro¢eni urditej
koncentracie (kriticka micelarna koncentracia, ktora bude d’alej vysvetlena v kapitole 2.2.2)
dochadza k asociacii molekul a tvorbe koloidnych castic. Je to sposobené tym, Ze jedna Cast’
molekuly zabezpeci znacnu rozpustnost vd’aka svojej afinite k rozpustadlu a druha cast
tenzidu je v tomto rozpustadle nerozpustna [4].

Polarna hlava Nepolarny koniec

Obr. 1 Obecnd schéma Struktury tenzidu

Tenzidy rozdel'ujeme podl'a charakteru polarnej Casti naionogénne a neionogénne (vid’
obr. 2). Do skupiny ionogénnych tenzidov, ktoré podlichaji disociacii patria kationaktivne,
anionaktivne a amfoterné PAL. Neidnogénne tenzidy v rozpustadle nevytvaraji iony [5].

Anidnaktivne tenzidy po disociacii vytvaraji povrchovo aktivne anidny. Ich aktivita je
vyraznej$ia v mierne alkalickom prostredi, v kyslom prostredi su nestale [6]. Hlavnym
predstavitel'om su alkalické soli vy$sich mastnych kyselin (mydla), alkylsulfaty (dodecylsulfat
sodny) a alkylbenzénsulfonaty (tetrapropylénbenzén sulfonat) [7].

Kationaktivne tenzidy vytvaraji v rozptstadle kladne nabité i6ny. St to vécsinou kvartérne
amoniové zluceniny. Kationaktivne tenzidy maji antistatické, antibakteridlne, germicidne
a niektoré z nich aj antiseptické vlastnosti (Ajatin, Septonex) [8].

Amfotérne tenzidy maju ako kladny, tak aj zdporny naboj. Vysledny ndboj asociativneho
koloidu Vv tomto pripade zavisi na pH rozpustadla. Patria sem prirodné latky ako napriklad
fosfatidylcholiny, fosfatidylseriny a sfingomyeliny [8].



Neionogénne tenzidy nenest naboj. Nepodliehaju elektrolytickej disociacii, pretoze nemaju
vyrazne lokalizovany naboj v porovnani sionogénnymi PAL. Skladaji sa zdlhého
uhl'ovodikového retazca s polarnymi ale neionogénnymi skupinami na jeho konci. Tieto
skupiny zabezpecuju rozpustnost’ tychto PAL v rozpustadle. Jedna sa o estery alebo étery
polyetylénglykolu, vyssie alkoholy a monoacylglyceroly [8; 7].

Neionogénny tenzid ‘\/\/\/\/
+

Anionaktivny tenzid °\/\/\/\/

Kationaktivny tenzid QQ\/\/\/\/

Amfotérny tenzid o\/°\/\/\/\/

Obr. 2 Rozdelenie tenzidov

Ionogénny tenzid

2.1.1 Dodecylsiran sodny (SDS)

Dodecylsiran sodny je anionaktivny tenzid, chemicky sodna sol’ organosulfatu. Jeho vzorec
je (Ci2H25)SOsNa a jeho molekulovd hmotnost 288,37 g-mol™. Polarna hlava sa sklad4
z0 zaporne nabitej sulfatovej skupiny, ktora vykazuje silné hydrofilné vlastnosti a nepolarny
retazec obsahuje 12 uhlikov (vid’ obr. 3) [5]. Kritickda micelarna koncentracia je pri 25 °C
0,0081-0,0084 mol-dm?3 [9].

Komer¢ne sa nachaddza vo forme bieleho prasku alebo peliet so slabym zapachom. SDS sa
najcCastejSie pouziva ako detergent v Cistiacich prostriedkoch, Samponoch, kozmetike, zubnych
pastach. Taktiez sa vyuziva narozruSovanie bunkove] membrany priextrakcii DNA
a na denaturaciu bielkovin pri elektroforéze (SDS-PAGE technika) [10]. Ako negativum sa
povazuje moznost’ spdsobovat’ podrazdenie koze, dychacich ciest, o¢i a pokozky. Akutna
oralna letalna davka bola podl'a vyskumov stanovena na 1 aZ 2 g na kilogram l'udskej vahy
[11].

Dodecylsiran sodny (SDS)

Obr. 3 Struktiirmy vzorec dodecylsiranu sodného [12]

2.1.2 Cetyltrimetylamonium bromid (CTAB)

Cetyltrimetylamonium bromid, inak nazyvany aj hexadecyltrimetylamonium bromid je
kationaktivny tenzid. Chemickou Struktirou patri do kvartérnych amoéniovych zlu¢enin. Jeho
vzorec je (CisH33)N((CHs)Br) s molekulovou hmotnostou 364,45 g-mol™?. Polarna Cast sa



sklada z kladne nabitého dusika s tromi metylovymi skupinami a nepolarny koniec je zloZeny
20 16 uhlikov, ¢o mdézeme vidiet na obr. 4. Kritickd micelarna koncentracia je pri 25 °C
vo vodnom roztoku 0,90-0,98 mmol-dm? [9].

Cetyltrimetylamonium bromid CTAB

Obr. 4 Struktiirny vzorec cetyltrimetylaménium bromidu [12]

Nachadza sa vo forme bieleho prasku alebo kryStalov. Vyznacuje sa antiseptickymi
ucinkami proti baktéridm a hubam. Jeho uplatnenie najdeme v kozmetike, pri extrakcii DNA
apri syntéze zlatych nanocastic. CTAB moze vsak viest' k podrazdeniam. V kozmetickom
priemysle sa pri oplachovacich prostriedkoch pouziva v koncentracii do 10 % a pri ostatnych
prostriedkoch sa zabezpecné mnozstvo povazuje koncentracia do 0,25 %. [13; 14].
Pri extrakcii DNA sa vyuziva jeho amfifilna Struktara. Dokaze zachovat celistvost
precipitovanej DNA pocas jej izolacie zbunky. Taktiez zabranuje interakcii DNA
s glykoproteinami a polysacharidmi, ktoré sa nachadzaju v bunke, atak uchovava DNA
VO vysSej Cistote [15].

2.2 Asociativne koloidy

Povrchovo aktivne latky sa vd’aka svojej amfifilnej Struktire dokazu adsorbovat’ na fazovom
rozhrani systému uZ prinizkych koncentraciach, kde ziskaju vyhodnejSie energetické
podmienky, a tak znizuji medzifizovii energiu a povrchové napitie systému. Cim viac
povrchovo aktivnych latok sa nachadza na rozhrani, tym viac je znizené napétie a energia
systému. Na tomto rozhrani vytvaraji PAL monomolekularnu vrstvu. Pri vysSej koncentracii
a nasyteni fazového rozhrania (cely povrch je saturovany molekulami PAL) uz nebude d’alsi
pridavok PAL znizovat medzifazovll energiu a napdtie systému a bude sa zvySovat
koncentracia vol'nych molektl vo vnutri faze. V tomto bode (bod CMC na obr. 5) bude
dochadzat’ k samoorganizacii molekl PAL do gulovitych agregatov koloidnych rozmerov [4].

ERERE

Povrchove napitie

e
. ]

Koncentracia tenzidu

CM

Fo——

Obr. 5 Graf znazornujuci bod zlomu koncentracie tenzidu [4]
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2.2.1 Krafftova teplota

Pri teplote rovnej Krafftovej teplote je koncentracia nasyteného roztoku rovna CMC.
Pod touto teplotou koncentracia nasyteného roztoku tenzidu je Casto niz§ia ako CMC.
Nedokazu sa tvorit’ agregaty a Vv roztoku sa nachadzaju len i6ny alebo molekuly, ktoré su malo
rozpustné vo vode vzhl'adom k hydrofobnej vacsine tenzidu. Nasledne pri tvorbe miciel uz Tk
rychlo stipa. Micely su rozpustnejSie, pretoze st voci rozpustadlu vystavené len hydrofilné
skupiny. Tk je ovplyviiovana dizkou hydrofébneho retazca [3; 5]. Nad touto teplotou sa
hydratované krystaly PAL rozpustia ako micely vo vode [1].

Rovnovazny stav

a Micelar

"“J r oztol\

ROZtOl\ Metastabilng micely Tk
% tenzidov pod Tk
‘3 M‘ Tk

‘*..m

a Hydratovany kiystal

wrr®

Teplota

N J

Koncentracia

Obr. 6 Fazovy diagram roztoku PAL [1]

2.2.2 Kriticka micelarna koncentracia

Parameter, ktory nam urcuje spravanie tenzidov vo vodnom roztoku sa nazyva kriticka
micelarna koncentracia (CMC). Tato koncentracia sa nachadza v rozmedzi od 10~° do 10~
mol-dm3. Nad touto koncentraciou sa tenzidy spontinne organizuju a vytvaraju agregaty.
Vyznamny parameter, ktory taktiez ovplyvituje chovanie tenzidov v rozpustadle je aj Krafftova
teplota Tk (preberané v kapitole 2.2.1) [1].

Podl’a toho v akom type rozpustadla sa tenzid nachddza, dochadza k r6znym interakciam
medzi molekulami PAL a danym rozpustadlom (vid obr. 7). V pripade nepolarneho
rozpust'adla povrchovo aktivne latky orientuji svoje nepolérne ret'azce smerom k obklopujicej
nepoléarnej fdze a polarne Casti vytvarajl jadro agregatu. V tomto pripade tak vznikaji reverzné
micely.

U polarnych rozpustadiel sa vytvaraju micely vdaka hydrofébnemu efektu, kedy chrania
svoje nepolarne retazce pred obklopujicou vodnou fazou a snazia sa o o najvicsie
obmedzenie kontaktu s rozpustadlom. Hydrofobny uc¢inok je teda termodynamickou hnacou
silou. Pritomto procese je kontakt svodnou fazou eliminovany, zniZzuje sa jej stupen
Struktarovania a dochadza k zvySeniu entropie. Nemeni sa teda len stav molektl PAL ale aj
stav organizovan¢ho poldrneho rozpustadla (vody). ZvySenie entropie sposobi zmenu
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Gibbsovej energie, ktord je negativna AG = AH — T -AS < 0. To znamena, ze tvorba
agregatov je samovolny dej. V tomto pripade vyznamnejsie prispieva entropicka ako entalpicka
zlozka. Cim je dlh§i nepolarny chvost, tym je vi¢§i zisk energie a je potrebna niz§ia

koncentracia tenzidov na ich spojenie [16].

Poliarne rozpustadlo

Nepolarne rozpustadlo

Obr. 7 Struktiira miciel zavisla na rozpiistadie

Zmena z pravého roztoku tenzidu nakoloidné roztoky ovplyviiuje mnohé fyzikalno-

chemické vlastnosti povrchovo aktivnych latok, ¢o mdzeme vidiet' na obr. 8. Napriklad
povrchové napitie sa so zvysujucou koncentraciou PAL v roztoku znizuje. Po dosiahnuti bodu
CMC sa nasledne takmer vobec nemeni. Je to spdsobené tym, ze pridané PAL sa po prekroceni
CMC spotrebovavaji na tvorbu miciel, ktoré nie st povrchovo aktivne. Tieto zmeny sposobuje

vznik novej faze vd’aka vytvoreniu miciel v systéme rozptstadlo — povrchovo aktivna latka

[17].

Vol'né tenzidy

Vlastnost’

Micelame koloidy

Osmoticky tlak

Povrchové napitie

~~..__RK-;>1 1duktivita

NT—

.

Diflizia ~~_

Obr. 8 Fyzikalno-chemické viastnosti roztokov povrchovo aktivnych latok [12]

Koncentracia tenzidu
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2.2.3 Kriticky zbalovaci parameter

Vysledny tvar a velkost’ vzniknutych asociativnych koloidov zavisi na mnohych faktoroch.
Velku rolu zohrava rozpustadlo a jeho vlastnosti ako je teplota, pH, i6nova sila. Dalej zalezi
aj od samotnej povrchovo aktivnej latky, jej koncentracie v roztoku a molekularnej geometrie.

Kriticky zbalovaci parameter, ktory sa odvija od molekularnej geometrie daného tenzidu,
predpovedd predbeznu Struktiru a vysledny tvar agregatu. Kriticky zbalovaci parameter je
vyjadreny ako pomer efektivneho objemu hydrofobne;j Gasti agregatu k dizke uhl'ovodikového
retazca a ploche polarnej Casti tenzidu:

cpp=_Y_, (1)
A-L

kde V je efektivny objem, ktory zaberaji hydrofobne retazce v jadre agregatu, L je
maximalna u¢inna diZka retazca a A je uéinna plocha povrchu hydrofilnej &asti na rozhrani
agregat — roztok. S rasticou hodnotou CPP moze byt Struktura agregatov sféricka, valcovita az
lamelarna, ¢o mozete vidiet na obr. 9. Pre CPP medzi 2 a 1 sa vytvaraju vezikuly, ktoré
zodpovedaju sférickym uzavretym amfifilnym dvojvrstvovym Struktiram s vnatornou dutinou
obsahujucou disperzny roztok [12].

|4
A-L

Morfologia vzniknutych agregatov A== pp _

L\ [V

Skrateny kuzel’

1<CPP<1
3 2

Skrateny kuzel’
1
2 <CPP<1

Valec
CPP =1

Skrateny kuzel’
CPP <1

@ [ NG G P

Obr. 9 Morfolégia vzniknutych agregatov v zavislosti na kritickom zbalovacom parametri [12]
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2.3 Vezikularne systémy

Vezikuly st vo vSeobecnosti duté sférické koloidné castice. Ich Struktira sa sklada
Z dvojvrstvovej] membrany tvorenej amfifilnymi povrchovo aktivnymi latkami, lipidmi (kedy
hovorime o lipozomoch) alebo blokovymi kopolymérami (polyetylénglykol, polystyrén).
Dvojvrstvova membrana je zakrivend a vytvara obal (vid’ obr. 10). Vo vnutri obalu sa nachadza
endovezikularna vodna faza, ktoru dvojvrstvova membrana oddeluje od vonkajSiecho
prostredia. Membrana je situovana tak, ze hydrofilné hlavy su v styku s vonkajsim
a endovezikularnym prostredim. Hydrofobne konce minimalizuji styk s prostredim a tvoria
vnutornu ¢ast’ membrany [3].

Velkost’ vezikul sa mdze pohybovat’ od desiatok nanometrov az po Stovky mikrometrov.
Mo67u byt unilamelarne tvorené jednou dvojvrstvovou membranou alebo multilamelarne,
S viacerymi navrstvenymi membranami [3].

Vodné prostredie
q

SN

8
Endovezikulirny w:, ®

A

priestor An " Hydrofobny koniec
(vodné prostredie) ‘ PAL

Hydrofilna cast’

Q
PAL
L

Obr. 10 Struktira vezikuly [18]

Dizajn vezikuly umoziuje jej rozne modifikacie. Endovezikularny priestor pontika moznost’
enkapsulacie hydrofilnych latok a taktiez DNA/RNA. Hydrofébna cast dvojvrstvovej
membrany dokaze inkorporovat lipofilné latky. Povrch vezikuly moézeme taktiez
funkcionalizovat’ réznymi naviazanymi molekulami (peptidy, proteiny) [19; 20].

Vezikularne systémy su zaujimavé v oblasti vyskumu vd’aka ich $trukturalnej podobnosti
s bunkami. Ich dalSie dolezité uplatnenie je ako nastroj pre cielent distribiciu lieciv
a riadeného uvolnovania. Je to vd’aka ich schopnosti enkapsulovat pozadovant zlu¢eninu
s roznymi fyzikalno-chemickymi vlastnostami (obr. 11). Dal$ou ich velkou vyhodou je, Ze
dokazu dant enkapsulovanu latku chranit’ pred okolitymi vplyvmi (proteiny) a mézu znizovat’
toxicitu enkapsulovanych latok (hlavne u cytostatik) [19; 20].
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Povrchovo funk¢éné molekuly

Ligandy (peptidy, proteiny)

Obr. 11 Vezikuldarny systém s moznymi funkcnymi modifikaciami [21]

2.3.1 Katanionové vezikularne systémy

Katanionové vezikularne systémy patria medzi asociativne koloidy. Mézu byt’ unilamelarne
alebo multilamelarne. Vysledna vezikula zavisi na molarnom pomere a koncentracii PAL,
dizky alkylovych retazcov a teploty. Su tvorené zmesou katiénovych a aniénovych povrchovo
aktivnych latok, ¢o mdézeme vidiet' na obr. 12 Tieto PAL asociuju vdaka interakciam ich

9.9.99

Obr. 12 Zmes povrchovo aktivnych ldatok tvoriacich kataniénové vezikuldrne systémy

polarnych casti.

Existuje rozdiel medzi zmesami aniénovych a kationovych PAL, ktoré ich rozdel'uju na dve
skupiny. Prvé skupina st zmesi PAL, ktoré su sprevadzané svojimi protiibnami a st pritomné
V kone¢nom systéme a I[PA tzv. ion pair amphiphile, kde boli protiidony zo systému odstranené
(zndzornené na obr. 13).

Obr. 13 Vezikula so zdkladnou stavebnou jednotou IPA [22]
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IPA st tvorené skombinovanim dvoch jednoret’azcovych opa¢ne nabitych amfifilnych latok
v ekvimolarnom pomere 1 : 1, ktorému odpoveda prerusovana Ciara v zavislosti koncentracii
naobr. 14. Vysledna kombinacia tychto dvoch PAL je idnovo neutralna a vytvara dvojity
retazec, avSak ktorého retazce nie su kovalentne viazané k tej istej hlavnej skupine. Vezikuly
Z IPA vykazuja nizsiu stabilitu. Tuto stabilitu je vSak mozné zvysit’ pridanim pozadovanych
zlu¢enin (pridavok cholesterolu, kladne/zaporne nabitej amfifilnej latky). Tato zmes PAL
vykazuje lepSie synergické ucinky ako PAL samostatne [23; 24].

Koncentracia kladne nabitej PAL [mM] — (CTAB)

Koncentracia zaporne nabite] PAL [mM] — (SDS)

Obr. 14 Typy agregatov zavisiacich na koncentrdcii PAL. Dvojvrstva katanionovej vezikuly vznika
pri pomere PAL 1 : 1 [25]

V poslednych rokoch sa upriamuje pozornost’ na katanionové vezikularne systémy a ich
vyuzitel'nost’ vo farmaceutickych aplikaciach. Oproti doteraz znamym lipozémom ich mozeme
pripravit ovel'a jednoduchsie a lacnejSie. Vezikularna Struktara je vel'mi podobna lipozému,
atak je rovnako uc¢inna pri enkapsulacii lie¢iv a naslednej distribucii. Oproti syntetickym
vezikuldm taktiez disponuju viacerymi vyhodami, ako je dlhSia trvanlivost’, niz§ia toxicita
a takisto lacnejSia vyroba [26].

Hlavna aplikacia katanionovych vezikularnych systémov sa teda upriamuje na ich vyuzitie
ako nosicov lieiv a ich cielenu distribuciu a transfekcia/transformacia DNA. Velkost’ a naboj
vezikil vieme regulovat pomocou pomeru PAL a pridavnych latok. Je to jedna
Z najdolezitejSich vlastnosti, vdaka ktorym vieme obsiahnut S$iroké spektrum moznych
enkapsulovanych lie¢iv. Boli skimané rozne typy lie¢iv ako je napriklad tetrakain
(hydrochloridova sol’) [27], difénhydramin [28] a orfenadrin [29].
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Aktudlne Studie zaoberajuce sa vezikularnymi systémami poukazuju naich vyuzitie
pri liecbe diabetu. Diabetes je choroba, ktora postihuje miliony l'udi a predstavuje globalny
problém. Vezikuly dokézu dodat’ lieCivo priamo na efektivne miesto pdsobenia a ochranit’ ho
pred nepriaznivymi vplyvmi. Enkapsulovany inzulin dokazal vyznamne znizit glykémiu, ¢o
bolo dokazané testami in vivo, vratane oralnej cesty. Tieto Studované systémy maja velky
potencial ako alternativna stratégia ku konven¢nej terapii [30].

Dal§imi skamanymi latkami st lie¢iva na lie¢bu rakoviny. Vedci sa zaoberali skimanim
doxorubicinu, cytarabinu a chlorambucilu v spojeni s kataniénovymi vezikulami. Vezikuly
dokazu po enkapsulacii lieCiva znizit’ jeho toxicitu a zlepsit’ jeho terapeutické ucinky, ¢o je
pri tomto type lie¢by vel'mi priaznivé. Doxorubicin enkapsulovany do kataniéonového systému
po prestupe do nadorovej bunky dokazal urychlit’ akumulaciu lieCiva v bunke. Tento systém
ma potencial v aplikacii v oblasti riadeného uvol'niovania a dodavania lieCiva v chemoterapii
[31]. Cytarabin sa vyuziva pri liecbe akutnej leukémie. Pri beznej lieCbe cytarabinom moze
dojst’ k niekol’ko nepriaznivym ucinkom (anémia, nevol'nost, alopécia, poskodenie pecene).
Toxicita a teda aj nepriaznivé G¢inky moézu byt zniZzené pomocou udrZzania terapeutickej
hladiny po dlh§iu dobu. Toto udrzanie hladiny moéZzeme docielit pomocou enkapsulacie
cytarabinu do kataniénového vezikularneho systému sriadenym uvolfiovanim [32].
Chlorambucil je dalSou alternativou prilieCbe leukémie. Zapuzdreny chlorambucil
do katanionovej vezikuly vykazuje zlepSenti protinadorovu aktivitu a pozadované riadené
uvoltovanie [33].

Katanionové vezikuly, vd’aka svojej podobnej Strukture ako vezikuly nachadzajice sa
v nasSom tele dokézu interagovat’ s bunkami. Existujui 2 typy interakcii, ktoré mézu prebehnut’:
endocytoza a fuzia (vid’ obr. 15). Po prestupe do bunky pomocou interakcii dokazu vezikuly
ovplyvnit' fagocytozne a taktiez aj nefagocytdozne bunky, T'udské bunkové linie a primarne
bunky [34].

Membranova fuzia

Cytoplazma

Endocytoza

Obr. 15 Interakcie medzi katanionovymi vezikulami a bunkovou membrdanou [34]
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2.3.1.1 Stabilizdacia katanionovych vezikuldarnych systémov pomocou cholesterolu a
kyseliny fosfatidovej

Katanionové vezikuly maji v porovnani s lipozomami vyhodu vysokej stability
proti hydrolyze. AvSak katanidnové vezikuly maju nizSiu fyzikalnu a koloidna stabilitu.
ZlepSenie koloidnej stability vezikul zahfna inter a intra-vezikularne modifikacie. Zavedenim
d’alsej nabitej amfifilnej molekuly s dvojitym retazcom mézeme prispiet’ k zlepSeniu dlhodobe;j
koloidnej stability. Pridana amfifilna latka sposobi inter-vezikularne odpudzovanie
medzi vezikulami, a tak nedochadza ku kolizii vezikul. Na intra-vezikularne modifikacie
mdzeme vyuzit' stabilizacné latky, ako je napriklad cholesterol. Ten posilituje stabilitu
a mechanickeé vlastnosti dvojvrstvy [35].

Kyselina fosfatidova (PA) patri medzi najmensie a najjednoduchsie fosfolipidy. PA tvori
Cast’ lipidovej dvojvrstvy a svojimi vlastnostami prispieva k zlepSieniu fyzikalnych vlastnosti
membrany. PA ma jedine¢ny tvar, kedy jej mala vysoko nabita hlavova skupina lezi blizko
k zakladnému glycerolovému retazcu. Tvar PA umoziuje vyvolat’ vysoké napétie v zakriveni
membrany a ma vyznamnu Ulohu pri Stiepeni a fizii membranovych vezikal. Po zacleneni
do membrany jej doda zaporny naboj, a tak ponika moznost’ interakcie s proteinmi, ¢o je
znazornené na obr. 16 [36].

Kyselina fosfatidova / W

NN

/\/\/\/\/\/\ro\i/°‘p'°

Obr. 16 Kyselina fosfatidova a jej zaclenenie do membrany [37]

Cholesterol, lipid patriaci do skupiny steroidov, je Zivotne dolezita latka, ktora sa nachadza
Vv bunkovych membranach, nervovych obaloch a zIcovych kyselinach. Cholesterol sa vyuziva
na zlepsenie fluidity membrany a na riadenie jej priepustnosti. Cholesterol ma amfifilnu povahu
a vd’aka jeho hydrofilnej ¢asti —OH sa dokaze zaradit’ medzi polarne hlavy dvojvrstvy [38].

Vo vezikularnych systémoch cholesterol mimo iného zvysuje fyzikalnu stabilitu. Zahrnutie
cholesterolu zvicsi vzdialenost medzi hlavnymi nabitymi skupinami (vid’ obr. 17) a znizi tak
tendenciu vézby protiionu na nabity povrch vezikuly, ¢o by viedlo k vyraznejSiemu znizeniu
naboja. Taktiez sa po jeho zacleneni zlepsi mechanicka pevnost’ dvojvrstvy [39].
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Obr. 17 Vplyv zaclenenia cholesterolu na vznikajiicu dvojvrstvu [39]

Po zakomponovani cholesterolu do vezikularneho systému zvysime jeho fyzikalnu stabilitu.
Kyselina fosfatidovd umozni modifikéciu povrchu vezikuldrneho systému zapornym nabojom
a jeho moznu interakciu s opa¢ne nabitymi zlu¢eninami (polymérmi, proteinmi, ...).

Obr. 18 Zaclenenie cholesterolu a kyseliny fosfatidovej do membrany vezikuldarneho systému

2.4 Polyelektrolyty

Polyelektrolyt je vysokomolekularna latka obsahujiica postranné skupiny, ktoré dokazu
podlichat’ elektrolytickej disociacii. Po disociacii polyelektrolytu vznikaji makroiény
s velkym poctom elementarnych nabojov a prisluSnym poctom protiidénov, teda malych opacne
nabitych i6nov. Tieto interakcie st vSak citlivé na podmienky roztoku, ako je pH, i6nova sila,
hustota naboja, atd’.

Polyelektrolyty mézeme rozdelit' podla povahy disociovatenych skupin na polyaniony
obsahujuce kyslé skupiny (-COO", ~0SO3’), polykationy so zasaditymi skupinami (-NHz*)
a polyelektrolyty, ktoré obsahuju aj zasadité aj kyslé skupiny a nazyvaju sa amfotérne. Silné
kyseliny dokazu disociovat Uplne, avSak slabé kysl¢ a slabé zasadité skupiny dokdzu disociovat’
len do urcitého stupna. Disociacia amfotérnych polyelektrolytov zavisi na pH prostredia.
Pri vysokej hodnote pH disociuji kyslé skupiny, prinizkej hodnote zasadité skupiny
apristrednej hodnote pH vznikaji amfiiony (kladny aj zaporny naboj v jednej
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makromolekule). V takomto pripade moze nastat’ bod nazyvany izoelektricky bod, kedy ma
makromolekula celkovy nulovy naboj (pri Specifickom pH). Nastava to pri rovhakom pocte
kladnych a zapornych nabojov [40; 41].

Polyanién Polykation Amfotérny polyelektrolyt

pH

- - +

Obr. 19 Rozdelenie polyelektrolytov podla naboja [42]

2.4.1 Dextran

Dextran je prirodny polysacharid, ktorého $truktiru mézeme vidiet’ na obr. 20. Sklada sa
z glukdzovych jednotiek prepojenym pomocou o-(1—6) glykozidickej vizby. Postranné
vetvenie je najcastejSie pomocou a-(1—3), a-(1—4). a-(1—2) st charakteristické pre dextrin.
Retazce dextranu maju rozne dizky a molekulové hmotnosti, ¢o ovplyviiuje jeho vysledné
vlastnosti.

O_CH2
(@)
n
OH
OH -
OH
m
o-1,6

Obr. 20 Struktira dextranu [43]

Prvykrat bol dextran objaveny ako neziaduca zlozka v cukrovarnictve, kde upchaval
potrubia privadzajuce roztok sachardzy. Louis Pasteur v roku 1861 tento jav pripisal baktériam.
Nasledne sa dextran objavil aj ako mikrobialny produkt vo vine. Teraz sa jeho vyroba
uskuto¢iuje pomocou baktérii rodu Lactobacillus enzymatickym pdsobenim na sachardzu.
Do tohto rodu patria Leuconostoc mesenteroides a Streptococcus mutants. Po jeho vytvoreni sa
obvykle izoluje pomocou pridavku etanolu k filtratu kultary. Dextran je mozné rozpustit’
Vv rozpustadlach ako je voda, metylsulfoxid, formamid, glycerol. Molekulova hmotnost je
zavisla na type producenta.

Jeho pouzitie je vyznamné hlavne v oblasti mediciny vd’aka jeho antitrombotickému Gc¢inku.
Dextran vo velkosti vacsej ako je 60 kDa sa tazko vylucuje z tela, a tak zostava v tele dlhsie
po dobu niekolkych hodin/dni pokym nie je metabolizovany. Vdaka tomuto faktu ma
predizené antikolagua¢né ginky. TaktieZ sa vyuziva ako pridavna lubrikaéna latka do oénych
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kvapiek, na nahradu stratenej krvnej plazmy v nadzovych situaciach vd’aka jeho obdobnej
viskozite a pH podobnému krvnej plazme a dokaze zvysovat’ hladinu cukru v krvi [44; 45; 46].

2.4.1.1 Dextran hydrochlorid DEAE

Dextran hydrochlorid je modifikacia dextranu. Je to pozitivne nabity biokompatibilny
polyelektrolyt. Ziskava sa syntetickou reakciou 2-chlor-N,N-dietylaminoetanu s dextranom.
Vdaka svojmu pozitivnemu naboju ma farmaceutické vyuzitie v interakcii s proteinmi a DNA.
Touto i6novou interakciou dokaze zvySovat absorpciu bunkami a naslednym vytvorenim
polyelektrolytovych komplexov distribuovat’ lieiva. Vyuziva sa taktiez pri vyvoji dodavania
proteinov s predizenym uvol'tiovanim a transfekénych systémov nukleovych kyselin [47; 48].
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Obr. 21 Struktira dextran hydrochloridu [48]

2.4.2 N, N, N - Trimetylchitosan (TMC)

Chitosan je prirodny polysacharid pozostavajlici z D-glukozaminu prepojeného pomocou
B(1—4) glykozidickej vdazby. Chitosan je mozné ziskat pomocou N-deacetylacie chitinu.
Chitosan je biologicky odburatelny a biokompatibilny. Ma mukoadhezivne, antibakterialne,
protizapalové a protirakovinové ulinky. Vykazuje dobré absorpéné vlastnosti, avSak je
rozpustny v roztokoch spH niz§im ako 5,6. Tato skutoCnost obmedzuje jeho vyuZitie
v medicinskych aplikaciach. Pri prestupe kompartmentov do tela, kde je pH vysSie ako 5,6
(fyziologické pH=7,4) sa mo6Zu vytvarat' zrazeniny. Z tohto hl'adiska si potrebné derivaty
chitosanu so zvysenou rozpustnostou v neutralnych a mierne zasaditych hodnotach pH.
Chitosan je mozné derivatizovat’ vdaka pritomnosti volnych aminovych a hydroxylovych
skupin. Kvartenizacia a metylacia chitosanu zvySuje jeho mukoadhezivne vlastnosti.
Mukoadhezivne vlastnosti su vd’aka vzniknutej elektrostatickej interakcie s negativne nabitymi
materialmi, ako je napriklad hlien, ktory obsahuje slinny mucin. Slinny mucin obsahuje vyssie
percento kyseliny sialovej, ktord ma pri fyziologickom pH negativny ndboj, a tak dokédZe mucin
a chitosan interagovat. Chitosan a jeho derivaty si vyuzivané v medicinskych aplikacidch
(hojenie ran, regenerativna medicina, kostné tkaninové inZinierstvo), farmaceutickych
aplikaciach (nosic€ lieciv).

N, N, N-Trimetylchitosan (TMC) je katiénovy kvartenizovany hydrofilny derivat
chitosanu. Vdaka modifikacii je rozpustny v Sirokom rozmedzi pH. TMC mézeme ziskat
metylaciou chitosanu s metyljodidom alebo dimetylsulfatom a zasadou (hydroxid sodny)
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v prostredi organickych rozpustadiel (ukazka syntézy na obr. 22). Jeho mukoadhezivne
vlastnosti su lepSie v porovnani s chitosanom. Tiez sa vdaka metyldcii zlepsili prestupné
a antimikrobialne vlastnosti. Vyuziva sa ako latka zvySujica absorpciu lie¢iv, prostriedok
na prenos génov (génovy vektor) a antibakterialne ¢inidlo. TMC u¢inne zosilfiuje prenikanie
hydrofilnych molektl a makromolekul cez bunkovy epitel. Prostrednictvom interakcie
polykationového polyméru s negativne nabitymi miestami na bunkovej membrane, dokaze
TMC otvarat’ tesné spojenia medzi bunkami [49; 50; 51; 52].
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Chitosan N,N,N—trimetylchitosan chlorid

Obr. 22 Syntéza trimetylchitosan chloridu [53]

2.5 Interakcia zaporne nabitych katanionovych vezikularnych systémov
s polykationmi

Polyelektrolyty patria do dolezitej triedy polymérov a vzrasta ich vyuzitie v komplexoch
pripravkov priemyselnej vyroby. Vyuzivaju sa V kombinacii s povrchovo aktivnymi latkami.
Vdaka kombinacii hydrofobnych a elektrostatickych interakcii vznikaju rozne Struktary
v roztoku. Ak je polyelektrolyt silne nabity, dominuja elektrostatické interakcie a hlava PAL
pritahuje opa¢ne nabité miesta na polyméry. Ak je polyelektrolyt neutralny alebo ma nizky
naboj, prevladajii hydrofébne interakcie a koniec PAL pritahuje hlavny retazec polyméru.
V tomto pripade sa pontika Sirokd moznost’ modifikacie, ¢i uz pomocou PAL alebo pomocou
zmeny polyelektrolytov a ich hustoty naboja, molekulovej hmotnosti a funkénych skupin.
Vdaka tomuto mozeme rozSirovat’ §kalu aplikacii, kde m6Zeme pomocou réznych atribttov
namodelovat’ nové kombinacie latok s pokrocilou funkénostou [41].
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Struktura
PAL - polyelektrolyt
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Obr. 23 Mozné typy vznikajucich Struktir povrchovo aktivna ldtka — polyelektrolyt [42]
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Nabité vezikularne systémy dokazu vdaka hydrofébnym a elektrostatickym interakciam
asociovat’ s polymérmi. Po interakcii vezikuly s polykationom moéze dochadzat’ k vyraznému
zvySeniu viskozity (gélovatenie). Hydrofilné polykationy s vacSou hustotou naboja vytvaraja
s vezikulami vizby s dlhSou Zivotnostou. Z gul'ovitého tvaru vysledného agregatu mozu prejst’
az na rovinny diskovy agregat, ktory vedie cez naruSenie vezikuly. Polykation, ktory je
hydrofobne modifikovany zachovava gulovity tvar vezikuly. Hydrofébne modifikovany
polykation s relativne nizkou hustotou naboja dokaze lepSie stabilizovat’ vezikuly a hydrofilny
polymér s vysokou hustotou naboja asociuje sPAL tak silno vdaka elektrostatickym
interakciam, ze st nakoniec vezikuly rozrusené [54].

Obr. 24 Interakcia zaporne nabitého vezikuldrneho systému s polykationom

2.6 Dynamicky rozptyl svetla

Dynamicky rozptyl svetla (DLS) patri medzi optické techniky analyzujlice dynamické
vlastnosti a distribiciu  velkosti cCastic rdznych systémov zloZenych z viacerych
suspendovanych latok (koloidné Castice, makromolekuly, ...).

2.6.1 Velkost Castic

Ak sa monochromaticky ¢ (laser) stretne sroztokom, ktory obsahuje Castice, rozptyli
svetlo vo vSetkych smeroch v zavislosti od velkosti a tvaru makromolektl. Prirozptyle
statického svetla sa intenzita rozptyleného svetla analyzuje ako ¢asova spriemerovana intenzita,
ktora odpoveda molekulovej hmotnosti a polomeru gyracie molekal. Ak sa vSak analyzuji
vykyvy intenzity sposobené Brownovym pohybom ¢astic, ziskavame difuzny koeficient, ktory
suvisi s hydrodynamickym priemerom makromolekul.

Brownov pohyb je teda zékladny princip merania DLS. Vznika bombardovanim castic
vV roztoku molekulami rozpustadla. Vznikd neustadleny neusporiadany pohyb castic. Tento
pohyb zavisi od velkosti makromolekul, teploty T a viskozity 7o rozptstadla. Mensie Castice
sa pohybuju s via¢sou rychlost’ou a naopak vicsie Castice pomalsie. Od toho zavisi aj sledovany
rozptyl svetla. Ak sledujeme Brownov pohyb v ur¢itom casovom rozmedzi, dochadza
k zmenam vzdialenosti medzi ¢asticami. Z toho nasledne ziskame informacie o velkosti Castic.

23



Velké Castice v tomto pripade difunduju pomalsie, ¢o vedie k podobnym poziciam v réznych
casovych bodoch, Vv porovnani s malymi casticami, ktoré sa pohybuju rychlejSie a zmena
pozicie je vyraznejsia.

Vztah medzi tymito dvoma veli¢inami (velkost' a difuzny koeficient) je dany Stokes-
Einsteinovou rovnicou, z ktorej ziskame hydrodynamicky priemer dn.

_ kgT
- 67n,D

InStrumentécia pristroja na meranie DLS je znazornena na obr. 25. NajdolezitejSou cast'ou
indtrumentacie je laser (naj¢astejsie pouzivany He-Ne o vinovej dizke 633 nm). Je to zdroj
svetla, ktory narazi na makromolekuly nachadzajuce sa vo vzorke anasledne dochadza
k rozptylu svetla vo vsetkych smeroch. Intenzita tohto rozptylu je d’alej zaznamenavana
na detektore. Detektor byva umiestneny pod uhlom 173° (v niektorych pripadoch aj pod uhlom
90°) pre detekciu spitného rozptylu svetla, kedy sa vyhybame detekcii priameho rozptylu
svetla, vd’aka ¢omu sme schopni zmerat' aj velmi mala velkost cCastic. Pred dopadom
rozptyleného svetla na detektor je eSte jedna dolezita Cast’ a to autentdtor, ktory zoslabuje
intenzitu lasera len na urcity rozsah. Poslednou ¢astou instrumentacie je korelator. Korelator
koreluje fluktuacie intenzity rozptyleného svetla v ¢ase, aby urcil ako rychlo sa intenzita meni.
Nasledne st data z korelatoru spracované softwarom Zetasizer a presunuté do pocitaca, kde sa
ziskané data vyhodnotia [55; 56; 57].
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Obr. 25 Instrumentacia DLS [58; 59]

2.6.2 Zeta potencial

Zeta potencidl je elektrokineticky potencial, ktory pdsobi na rovine sklzu koloidnej Castice,
ktora sa pohybuje vdaka vplyvu pdsobenia elektrického pola. Ak je nabitd Ccastica
Vv rozpustadle v styku s inymi iénami, vznika elektricka dvojvrstva, ktort mézeme vidiet
na obr. 26. Opacne nabité iony sa za¢nu zoskupovat okolo povrchu castice a vytvoria dve
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vrstvy. Tieto dve vrstvy su navzajom opacne nabité a vytvaraju elektricka dvojvrstvu. Vnatorna
Cast’ dvojvrstvy sa nazyva Sternova vrstva. V tejto vrstve sa nachadzaji idny s opacnym
nabojom ako ma povrch cCastice a su viazané pevne. VonkajSia Cast’ dvojvrstvy je tvorend
i6nami, ktor¢é st pritahované k Sternovej vrstve pomocou elektrickych a absorp¢nych sil, avSak
uz menej pevne. V tejto Casti sa primarne nachadzaju Castice s takym istym nabojom ako ma
dispergovana Castica a V. mensom pocte Castice s opacnym nabojom. Tieto i6ny st vzdialenejsie
od povrchu Castice a vytvaraju difaznu vrstvu. Difizna vrstva sa vyznac¢uje urcitou hranicou,
rovinou sklzu. Tato hranica nam uréuje, ktoré iény sa po aplikacii elektrického pol'a budu
pohybovat’ s Casticou a ktoré s rozpustadlom. Nasledny potencial, ktory vznikne na tomto
rozhrani sa nazyva zeta potencial. Ak ma systém dostatocne kladny alebo zaporny naboj,
odpudivé sily st znacne velké a nedochadza k agregacii molekul. Tieto systémy sa povazuju
za stabilné. Nestabilna ¢ast’ sa pohybuje v rozmedzi od -30 mV do +30 mV a v tejto oblasti
dochadza k agregacii molekul [57; 60].

Rovina sklzu O

° Sternova vrstva °

e
O S

Diftizna vrstva

Povrchovy potencidl

Sternov potenciil

Zeta potencial

Vzdialenost' od povrchu

Obr. 26 Schéma elektrickej dvojvrstvy [12]
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3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

3.1 Zvysenie stability kataniénovych vezikularnych systémov pomocou
pridavku cholesterolu

Kuo An-Tsung akoleg. studovali zvysenie stability vezikularneho systému pomocou
pridaného cholesterolu. Vezikularny systém bol pripraveny z CTAB a SDS. Ako opacne nabiti
amfifiln zluCeninu vyuzili dvojretazcovy katidnovy tenzid ditetradecylmetylamonium
bromid. Pridavok cholesterolu zlepsil fyzikalne vlastnosti celkového systému. Zacleneny
cholesterol a jeho sterolovy kruh maximalizoval kontakt so susednymi uhl'ovodikmi, ¢im sa
zlepsila pevnost’ dvojvrstvy. Naopak nabité polarne skupiny po zacleneni cholesterolu zvacsili
svoju vzdialenost’ a znizili tendenciu vdzby protiidnu na nabity povrch vezikuly. Vezikula tak
vykazovala vyraznejSi nabojovy charakter. Prinizkom obsahu cholesterolu (Xchol <0,3)
vzdialenost’ a kondenza¢né uCinky prispievali k tvorbe malych vezikal. Vys$s$i obsahu
cholesterolu (Xchot > 3) podporoval tvorbu vel'kych vezikal [39].

Kuo An-Tsung, Tu CH.-L aspol. sa zaoberali studiou kataniénovych vezikularnych
systémov zlozenych z CTAB a SDS. Skumali ucinky cholesterolu a alkylového retazca
DXDAB (dialkyldimetylamonium bromid) na fyzikalnu stabilitu katanionovych vezikul. Tieto
ucinky boli sledované pomocou dvoch parametrov a to vel’kosti Castic a zeta potencialu. Ako
aj v predchadzajucej studii overili zlepSenie stability vezikil po pridani cholesterolu, jeho vplyv
na charakter naboja vezikGl a taktiez aj na zlepSenie flexibility vezikularnej dvojvrstvy.
V stvislosti s DXDAB a jeho dizkou retazca zaznamenali, Ze ¢im je dlhsi alkylovy retazec,
tym sa cholesterol orientuje viac do stredu dvojvrstvy. To spdsobi zvySujice sa Uc¢inky
cholesterolu na naboj a ovplyvni sa molekularne balenie vezikuly. Ak je retazec DXDAB dlhsi,
dochadza k vyraznejSiemu zvySeniu stability systému. Ako moézeme vidiet na obr. 27
po pridani cholesterolu k systému CTA-DS+DXDAB sa stabilita vezikul zvysila. Vyssi obsah
cholesterolu x = 0,43 spdsobil zvysenie zeta potencialu spolu so zvySenym obsahom DXDAB,

zatial’ o zeta potencidl vezikll s obsahom cholesterolu mensim ako 0,3 sa vyznamne nemenil
[61].
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Obr. 27 Porovnanie vplyvu nizsieho a vyssieho obsahu cholesterolu na zeta potencial systému

CTA-DS+DXDAB [61]
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Tien W.J. a spol. sa vo svojom ¢lanku zamerali na $tadium ion pair amphiphile (IPA) ako
lacnejsiu nahradu fosfolipidov na vyrobu vezikil s réznymi farmaceutickymi aplikaciami.
Pri navrhu nosicov pre farmaceutické aplikacie su dolezité fyzikalno-chemické a permeacné
vlastnosti vezikal. Preskimali u¢inok pridavku cholesterolu na Struktiru, mechaniku
a permitivitu vezikal. Vezikuly boli zlozené z hexadecyltrimetylamonium-hexadecylsulfatu
HTMA-DS alebo dodecyltrimetylamonium-hexadecylsulfatu DTMA-HS, ako m6Zeme vidiet’
na obr. 28. Zo Strukturalneho a mechanického hl'adiska sa vezikuly z HTMA-DS a DTMA-HS
nachadzali v gélovej faze priteplote 278 K. Pridavok cholesterolu spdsobil usporiadanie
alkylovych ret'azcov okolo sterolového kruhu a zvysil tym hustotu medzier v hydrofilnej oblasti
oboch IPA wvrstiev. Cholesterol tiez znizuje priepustnost’ tuhych membran. Tento efekt je
sposobeny vd’aka synergickému ucinku zvySeného usporiadania alkylového retazca a zvyseniu
mechanického modulu membrany.

Dvojvrstva z IPA

HTMA-DS DTMA-HS Cholesterol

Dvojvsrtva

Obr. 28 Porovnanie dvojvrstvy vzniknutej z IPA a z IPA s pridavkom cholesterolu [35]

Vysledky studie poukazal na to, Ze systém DTMA-HS-Chol ma mensi stupeni usporiadania
retazcov v porovnani s HTMA-HS-Chol z dévodu vécsieho vnatorného nesuladu alkylovych
retazcov v blizkosti jadra systému. Pridavok cholesterolu zlepSil membranové mechanické
vlastnosti v oboch pripadoch, ale systtm HTMA-DS-Chol mal vys$iu mechanicku pevnost,
vd’aka lepSiemu usporiadaniu alkylovych retazcov. Priepustnost’ vody sa pri oboch systémoch
pri nizSom obsahu cholesterolu (Xchol = 0,094) zvysuje, ¢o je spdsobené v dosledku zmensenia
volnej energie bariéry. Priobsahu cholesterolu vac¢Som ako 0,203, synergické uUc€inky
zvySeného usporiadania alkylovych retazcov a zvySenie mechanickej pevnosti membrany
viedli k znizeniu priepustnosti vody cez dvojvrstvu [35].

3.2 Zvysenie stability vezikil pridanim zaporne nabitych latok

Yotsumoto S. a spol. sa zaoberali skimanim lipozémov so zaporne nabitymi zlozkami —
fosfolipidmi. Ako fosfolipidy boli pouzité fosfatidylserin a kyselina fosfatidova. Kedze
fosfatidylserin (PS) a kyselina fosfatidova (PA) patria medzi hlavné zédporne nabité fosfolipidy
Vv plazmatickej] membrane, lipozomy obsahujuce PS alebo PA s prednostne absorbované
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bunkami. Experimenty dokézali, Ze lipozémy s PS vykazovali vysSiu antigénovl Specifitu ako
lipozémy s PA. V tomto pripade je to spdsobené negativhym nébojom, ale aj serinovou
hlavovou skupinou PS, ¢o zohrava doélezitu ulohu pri rozpoznavani lipozomov bunkami.
Vysledky experimentu taktiezZ naznacujui, ze PS-lipozomy zapuzdrujice antigény cCiastocne
napodobiiuju aktivitu apoptickych buniek na aktivaciu imunitnych. A tak maji zaporne nabité
lipozémy obsahujtuce PS vel’ky potencial pri bunkovej terapii [62].

Bana L. a jej tim sa zamerali na Alzheimerovu chorobu a jej lie¢enie. Skumali schopnost’
lipozémov funkcializovanych pomocou kyseliny fosfatidovej a modifikovaného peptidu. Takto
funkcializované lipozémy st schopné prechadzat’” hematoencefalickou bariérou. Vysledky
ukazuju, ze tieto systémy st vhodnymi nanoCasticami S potencialnou aplikaciou invivo
pri liecbe Alzheimerovej choroby [63].

3.3 Vezikularne systémy Vv interakcii s polymérmi

3.3.1 Kataniénové vezikularne systémy v interakcii s polykationmi

Lee J.-H. a spol. sa zaoberali uc¢inkom, ktory nastane po pridani asociovaného polyméru
k vezikularnym systémom a micelam. Vezikularne systému boli pripravené z kladne nabitého
tenzidu cetyltrimetylamoniumtosylatu a zaporne nabitého tenzidu dodecylbenzénsulfonatu
Tento pridavok bol studovany pomocou reologie a techniky malouhlového rozptylu elektronov
(SANS). Ako polymér bol vyuzivany chitosan, ktory bol modifikovany naviazanim
hydrofébnych alkylovych retazcov k jeho hlavnému retazcu. V tomto pripade boli pouzité n-
dodecylové zvysky pripojené k chitosanu reakciou aminovych skupin s n-dodecylaldenydom.
Naviazanie tohto modifikovaného polyméru s kladne nabitym vezikularnym systémom viedlo
ku vytvoreniu gélu (vid’ obr. 29). Avsak k tymto interakciam dochadzalo len pri hydrofobne
modifikovanom chitosane, pri nativnom chitosane k tymto interakciam nedochadza.

CTAT-SDBS Silny
vezikularny gél

Obr. 29 Vytvorenie vezikuldarneho gélu po pridani hydrofébne modifikovaného chitosanu [64]

Interakcie medzi hydrofobnymi ¢astami polyméru vedu k prechodnej makromolekularne;j
sieti, ¢im dodé&vaju roztoku znac¢nu viskoelasticitu. To znamena, ze sa Newtonovska kvapalina
pretransformovala na elasticka tuha latku s frekvenéne nezavislymi modulmi $myku.
Pomocou metody SANS bolo dokdzané, ze vezikuly s polymérnymi retazcami vytvéraji
trojrozmernu siet’ a vezikuly zostavaju neporuSené. Asociovany polymér je vo vSeobecnosti
vo vode rozpustny polymér nesuci hydrofébne skupiny nakoncoch retazca alebo
pozdiz chrbta. Prinizkych koncentraciach PAL sa lahSie vytvaraju sietové prie¢ne vizby
azvySuje sa viskozita roztoku. Privyssich koncentraciach sa vytvaraju sférické micely
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a dochadza k znizeniu viskozity vd’aka zachyteniu hydrofobnych ¢asti micelami. Pri interakcii
cervovitych micel a asociativnych polyméroch viskozita stipa. Vezikuly s asociativnym
polymérom vytvaraju trojrozmerné siete. Vézba vezikuly a polyméru je pripisovana
k zapojeniu hydrofobnych ¢asti polyméru do dvojvrstvy vezikul. Kazda vezikula tak posobi
ako multifunkény spoj v Struktire siete. Ak vezikula nesie naboj, dochadza ku kombinacii
hydrofobnych a elektrostatickych sil. Po pridani sa vezikula reorganizuje na mensie Castice, aby
poskytla vacsiu plochu povrchu pre interakciu s hydrofobnymi ¢ast'ami polyméru. Polymér
moze pdsobit’ ako stabilizaéné Cinidlo. V niektorych pripadoch méze viest az k vytvoreniu
fazetovanych vezikul [64].
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Obr. 30 Zaclenenie hydrofobnej casti do vezikularneho systému a vytvaranie sietovitej Struktury
[64]

Chiu Ch.-W, Chang Ch.-H. a Yang Y.-M. studovali etozomové katanionové vezikularne
systémy, ktoré boli pripravené pouzitim IPA decyltrimetylamonium-dodecylsulfatu. Tieto
systémy boli Studované za ticelom ich vyuzitia v dermalnom podani lie€iv. Skiimali interakciu
vezikularnych systémov s polykationmi rozpustnymi vo vode S hydrofébnou modifikaciou
HMP* a bez nej P*. Tato interakcia bola za G¢elom gelacie vezikularnych systémov, ktora bola
potrebna na zvySenie viskozity vzhl'adom na mukoadhéziu koZe. TaktieZ boli Studované ucinky
pridavku cholesterolu a etanolu na konfiguraciu polyméru a rigiditu membrény. Etanol mal
zhorSujlce Gcinky na rigiditu membrany, zatial' o cholesterol ju vyrazne zvysil. Reologické
merania poukézali na zlepSenie interakcie medzi vezikuldirnym systémom a hydrofobne
modifikovanym polymérom po pridavku cholesterolu. So zvySujucou sa koncentraciou
cholesterolu sa zvySovala interakcia, co mdzeme vidiet' na Chyba! Nenasiel sa Ziaden zdroj
odkazov..

| pevnost’ dvojvrstvy T pevnost’ dvojvrstvy

HMP™*

Interakcia medzi vezikulou a polymérom

slaba slaba silnd slaba

Obr. 31 Interakcia etozémovych vezikil s polykationmi HMP* a P* [65]
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Na polymér P* koncentracia cholesterolu a etanolu nemala vplyv. Vo vieobecnosti etanol
ovplyvniuje hlavne geldciu prostrednictvom svojho vplyvu na dielektricku konstantu roztoku
ateda nakonfiguraciu polymérneho retazca. Cholesterol ovplyviiuje rigiditu membrany
a interakciu medzi vezikulami a hydrofébne modifikovanym polymérom [65].

Huang. Z.-L. ajeho tim pripravovali rozne nabité katanionové vezikularne systémy.
Katanionové vezikularne systémy boli pripravené zIPA dodecyltrimetylamonium-
dodecylsulfatu (DTMA-DS) a zpridavku jednoretazcovej povrchovo aktivnej latky
dodecyltrimetylamonium bromidu (DTMAB) alebo dodecylsulfatu sodného (SDS). Nasledne
bola skiimana ich interakcia s r6znymi typmi polymérov (hydroxyetylceluldza, hydrofobne
modifikovana hydroxyetylcelul6za) rozpustnych vo vode.
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Obr. 32 Interakcia zdaporne a kladne nabitych vezikul s polykationom [66]

V pripade katanionovych vezikuldrnych systémov v kombindcii s polymérmi bez naboja
a bez hydrofobnej interakcie doslo prinizkych koncentraciach polyméru k separacii faz
a pri naslednom zvySovani koncentracie sa vytvorila gélovita Struktira. Pokial’ bol pouzity
nenabity hydrofobne modifikovany polymér bola separdcia inhibovana. Bolo to spdsobené
hydrofobnymi interakciami polyméru s vezikulami. Pri interakcii nabitého katanionového
systému S kladne nabitym polymérom bolo fazové spravanie zavislé na naboji vezikal. Ak mali
vezikuly negativny naboj, dochédzalo k vytvoreniu viskdzneho roztoku. Pri kladne nabitych
vezikularnych systémoch naopak dochadzalo k separacii faz. Hydrofobne modifikovany
polykatiéon reagoval so zaporne nabitou vezikulou tak, Zze prinizkych koncentraciach
dochadzalo taktiez K separacii faz. V tomto systéme tak pdsobili ako aj hydrofobne, tak aj
elektrostatické ucinky. U kladne nabitych vezikal s hydrofébne modifikovanym polymérom
bol zasa naopak vytvoreny viskozny roztok privyssich koncentraciach, kde prevazoval
hydrofobny Gc¢inok nad elektrostatickym ucinkom [66].
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3.3.1.1 Vezikuldarne systémy v interakcii s funkcializovanym dextranom

Ning Sajeho tim S$tudovali a pripravovali lipozomy potiahnuté funkcializovanym
dextranom (FD-LIPs). Lipozomy boli pripravené z fosfatidylcholinu a cholesterolu. Nasledne
interagovali s hydrofobne modifikovanym karboxymetyl-dextranom. Tieto systémy boli
charakterizované pomocou NMR spektroskopie a metody DLS. Do takto funkcializovanych
lipozémov bol enkapsulovany doxorubicin. Pritomnost’ dextranu na povrchu vezikual vytvara
stérickli bariéru proti neSpecifickej adsorpcii proteinov a umoziuje naviazat ligandy
s aktivnym zacielenim na konkrétne bunky. Taktiez FD-LIPs vykazuju vysokt ucinnost
enkapsulacie doxorubicinu a jeho trvalé uvolfiovanie v porovnani s nepotiahnutymi
lipozémami naplnenymi lie¢ivom [67].

Rovnaky tim autorov sa d’alej zaoberal Stidiou lipozomov pozostavajucich z rovnakych
latok (fosfatidylcholin a cholesterol) v interakcii s karboxymetyl-dextranom. Tieto lipozémy
boli charakterizované pomocou merania DLS a atomove;j silovej mikroskopie AFM. Potvrdilo
sa, ze pripravené lipozomy su rezistentné voc¢i nesSpecifickej adsorpcii proteinov, pontkaju
moznost modifikacie ligandami a stabilitu systému. CMD-LIPs s enkapsulovanym
doxorubicinom by mohli poskytnit' stabilny injekény roztok a lyofilizovany prasok.
Enkapsulacia lie¢iva bola az do 94,2 % s naslednym dlhodobym uvol'iovanim lie¢iva [68].

Menon P., Yin Y.-T a Misran M. skumali stabilizaciu negativne nabitych lipozoémov
pripravenych zo sd6jového lecitinu pomocou interakcie s polykationovym derivatom
dextranu: dietylaminoetyl-dextran (DEAE-Dx) (vid obr. 33). DEAE-Dx je biologicky
odburatel'ny, biokompatibilny a dokéze zvySovat prenikanie lipozomov pokozkou. Taktiez
preukazuje inhibi¢né GC€inky na rast nadoru, pretoze dokaze vytvarat konjugaty s roznymi
molekulami lie¢iva a zvySuje ich terapeutické Gc¢inky. V tejto $tadii bol pouzity kurkumin
enkapsulovany do lipozomu potiahnutého DEAE-Dx na preskiimanie Gi¢innosti enkapsulacie.
Charakterizacia systému bola ziskand pomocou merania zeta potencidlu, velkosti Castic
a diferencialnej skenovacej kalorimetrie (DSC).

Lipozém Lipozom pokryty DEAE-Dx

Obr. 33 Zaporne nabity lipozom pokryty DEAE-Dx [69]

Velkost’ nepotiahnutych lipozomov bola stanovena na (85,1 + 1,0) nm. Po pridani DEAE-
Dx sa vyrazne zvysila velkost’ Castic z dovodu zosietovania negativne nabitého lipozoému
s polykatidonom. Optimalna koncentracia DEAE-Dx bola stanovend na 0,02 hm.% (velkost
Castic (195,3 £ 6,2) nm). Po pridani va¢sej koncentracie DEAE-Dx nedochadzalo k vyznamne;j
zmene velkosti lipozomov a povrch lipozomu bol uz dostatocne nasyteny DEAE-Dx, ¢o
modzeme vidiet' na obr. 34. Taktiez sa zmenil zeta potencial lipozémov zo zapornej hodnoty
na kladnu, ¢o potvrdilo potahovanie lipozomov pomocou DEAE-DX a vznik stabilnejSieho
koloidného systému.
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Obr. 34 Rézne koncentrdacie DEAE-DX v interakcii s lipozémami [69]

Lipozomy potiahnuté DEAE-Dx preukazali va¢siu G¢innost’ zachytenia kurkuminu ako len
negativne nabité lipozomy. Tieto vysledky poukazuji na moznost vyuzitia lipozémov
potiahnutych DEAE-Dx ako G¢innych nosicov lie¢iv [69].

3.3.1.2 Vezikuldrne systémy v interakcii s TMC

Zhang J. aWang S. sa zaoberali $tudiou lipozomov pripravenych z fosfatidylcholinu
a cholesterolu injekénym vstrekovanim. Lipozoémy boli pokryté trimetylchitosanom a dokazali
enkapsulovat koenzym Q10. Experimentalne skumali ucinky molekulovej hmotnosti
a koncentracie TMC (0,1; 0,2; 0,5; 10 %) na vysledné vlastnosti lipozomov. Tieto vlastnosti
boli skimané pomocou sledovania distribucie velkosti Castic, zeta potencidlu a pritomnost’
polymérnej vrstvy bola dokazana pomocou transmisnej elektronovej mikroskopie. Na obr. 35
moézeme vidiet' potvrdenie potiahnutia lipozomov trimetylchitosanom. Vo vsetkych pripadoch
vznikli gul'ovité Castice a pritomnost'ou polymérnej vrstvy sa zvicsila velkost’ vezikal.

Obr. 35 Snimka z transmisného elektronového mikroskopu: nalavo samotné lipozomy, napravo
lipozémy potiahnuté TMC [70]

Vicsie Castice predstavovali uplné potiahnutie polymérom TMC, menSie Castice
predstavovali len ¢iastocne polymerizovany lipozom. Vacsia velkost’ Castic bola pripisovana
elektrostatickému posobeniu medzi kladne nabitymi retazcami TMC, ktoré sa nachadzaju
na vonkajSej strane membrany. To zvysi zakrivenie lipozémov, a tym aj zvidcSenie hrubky
potiahnutej vrstvy. Zeta potencial bol so zvySujucou sa koncentraciou va¢si (vid’ tab. 1), az
do bodu dosiahnutia relativne konstantnej hodnoty. Tento systém by mal potencialne uplatnenie
V topickom pouziti a liecbe ochorenia rohovky [70].
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Tab. 1 Zmena vel'kosti castic lipozémov a zeta potencidlu s rastiicou koncentraciou TMC [70]

TMC Koncentricia  Velkost &astic Zeta potenciil
(%) (mV)

Lipozém Lipozom
(mm) +TMC

(nm)
¢ 136 -8.7
TMC601 0.1 713 193.1 4,12
0.2 84,1 2388 9.36
0.5 912 217.1 222
1.0 99.2 33l6 241
TMCo02 0.1 787 2451 8.16
0.2 873 2509 123
] 919 307.4 246
1.0 1023 354.7 251

Van der Merwe S.M. ajeho tim sa zaoberali vplyvom pridaného trimetylchitosanu
v roznych koncentracidch na vysledny systém lipozom — TMC. Lipozémy pozostavali
z fosfatidylcholinu. ~ Trimetylchitosan  bol  priddvany  k vzniknutym  lipozémom
v koncentraciach 0,25; 0,5 a 1 hm. %. Vzniknuty systém bol skimany pomocou dynamického
rozptylu svetla a diferen¢nej skenovacej kalorimetrie (DSC). Povrchovy naboj lipozémov sa
vyrazne menil vplyvom koncentracie TMC. Ako m6Zeme vidiet’ na obr. 36, SO zvySujucou sa
koncentraciou TMC sa velkost’ Castic znizovala. Hodnoty zeta potencidlu sa naopak zvacsovali
s pridavkom TMC, ¢o naznacuje interakciu polyméru s lipozémami, pretoze fosfatidylcholin
ma nulovy naboj a TMC kladny naboj. Taktiez doslo k ovplyvneniu fazovej prechodovej
teploty, ¢im bola overena interakcia polyelektrolytu s lipidovou dvojvrstvou [71].

350 104  —e—mMecPe 8
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T T T T T T T T
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Koncentracia TMC [hm. %] Koncentracia TMC [hm.%]

Obr. 36 Vplyv zvysujiicej sa koncentrdcie TMC na velkost castic a hodnotu zeta potencidlu [71]

Huang A., Makhlof A. a spol. skimali lipozomy potiahnut¢é TMC s naslednym vyuzitim
pomocou oralneho podania s enkapsulovanych kalcitoninom. Terapeutické peptidové
a proteinové lie¢iva maju vysoku Specifitu, aktivitu a ich sposob dodavania je naro¢nejsi. Preto
sa vyzaduje preskimanie novych systémov na ich distribiciu za cielom zlepsit ich biologicku

33



dostupnost’. Studované lipozémy boli pripravené z distearoylfosfatidylcholinu, dicetylfosfatu
a cholesterolu v pomere 8:2:1. TMC (kvartenizacia 78 %) bol pridavany k vzniknutych
lipozoémom v pomere 1 : 1. Vlastnosti systému boli skimané pomocou dynamického rozptylu
svetla a taktiez boli skimané mukoadhezivne vlastnosti TMC a schopnost’ enkapsulacie
kalcitoninu.

Ako moézeme vidiet' v tab. 2, zeta potencial lipozomov, ktoré boli nabité zaporne sa
po potiahnuti TMC zmenil do kladnej oblasti. Tento fakt poukazuje na uspesnu interakciu
lipozémov s pozitivne nabitym polymérom. Taktiez bola potvrdend vysoka tuc¢innost
enkapsulacie kalcitoninu (89,14 + 3,1 %), ktora bola rovnako vysoka aj u nepotiahnutého
lipozému, a tak tdto modifikacia lipozomu nenarusila jeho Gc¢innost’.

Tab. 2 Charakterizacia pripravenych nepotiahnutych lipozomov, lipozémov s chitosanom
a s trimetylchitosanom [72]

Vzorka Velkost castic PDI Zeta potencial EE

[nm] [mV] [%6]
Lipozom 171.9 0,129 -57.2+2.4 91.2+£2.6
Chitosan-lipozém 3375 0,312 46,4 +£3.7 88.73 £1.7
TMC-lipozém 262.9 0,172 358+1.2 89.14 £3.1

Pritomnost TMC v systéme viedlo k predizeniu doby zotrvania a k zvySeniu permea¢ného
uc¢inku systému. Mukoadhezivne vlastnosti chitosanu a TMC boli porovnatel'né. TMC vykazuje
mukoadhezivne vlastnosti na sliznicovej vrstve nielen vd’aka elektrostatickym interakcidm
medzi pozitivne nabitym retazcom a negativne nabitym povrchom sliznice, ale aj pre iné
nekovalentné vizby (vodikové a hydroféobne vidzby). Chitosan je obmedzeny svojou
rozpustnostou zavislou na pH prostredia. TMC ma4 lepSiu rozpustnost’ a va¢sie mukoadhezivne
vlastnosti, apreto je TMC slubnou alternativou k chitosanu a vyuzitelnosti systému
lipozém — TMC ako novych systémov na ordlne podavanie peptidovych a proteinovych lieciv
[72].

Khameneh B., Momen-nejad M. a Tafaghodi M. sa zamerali na pripravu a charakterizaciu
lipozémov potiahnutych trimetylchitosanom. Tento systém skumali za ucelom nazalneho
dodavania antigénu (tetanicky toxoid). Tieto lipozomy maju potencial zosilnit’ imunitnu reakciu
a mukoadhezivne vlastnosti, a tak z nich pripravit' uzitoéné systémy na podavanie lie¢iv
sliznicou.

Lipozémy boli pripravené kombinaciou fosfatidylcholinu, cholesterolu a dicetylfosfatu,
ktory poskytoval lipozomu celkovy zaporny naboj. Ich priemerna vel’kost’ bola 100 nm. Tieto
lipozémy boli potiahnuté 0,01 hm. % trimetylchitosanom s kvartenizaciou 50 + 10 % v pomere
1:4. Systémy boli charakterizované metédou DLS a stabilita a integrita antigénu pomocou
SDS-PAGE elektroforézy. Velkost' potiahnutych castic v porovnani s nepotiahnutymi sa
zvysila dvojnasobne, o mozeme vidiet' v tab. 3. Spomenuté zvysenie lipozomalnej vel'kosti
a taktiez posun zeta potencidlu zo zédpornej hodnoty do kladnej potvrdilo obalenie lipozomov
trimetylchitosanom. Miera enkapsulacie toxoidu bola 70+ 3 % aproces potahovania
lipozémov trimetylchitosanom nijako neovplyvnil naviazany antigén.
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Tab. 3 Porovnanie viastnosti nepotiahnutého a potiahnutého lipozému TMC [73]

Vel'kost’ ¢astic PDI Zeta potencial Enkapsulacia
[nm] [mV] [%0]
Lipozém 153 £8 0.21 £0.02 -40,1 £ 2.5 72+ 5
TMC-lipozom 376 £79 0.47 £0.07 341 6.6 703

Taktiez sa zistilo, Ze stupenn kvartenizacie TMC ma priamy vplyv na vysledné vlastnosti
celkového systému. Vd’aka vysSiemu stupiiu kvartenizacie a hustoty ndboja TMC vznikne

dostatocne silné elektrostaticka interakcia medzi zéporne nabitymi lipozémami a polykationom
[73].
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4 EXPERIMENTALNA CAST

V tejto Casti kapitoly budu zhrnuté a predstavené pouzité chemikalie, priprava vzoriek a ich
meranie pomocou stanovenej metody, ktora bola pouzitd pocas rieSenia diplomovej prace
a nasledné vyhodnocovanie ziskanych dat.

4.1 Chemikalie

Tenzidy Dodecylsiran sodny SDS
Sigma Aldrich
CAS: 151-21-3
Cislo 3arze: L3771-100G
M;: 288,38 g-mol?
Cetyltrimetylaménium bromid CTAB
Sigma Aldrich
CAS: 7647-14-5
Cislo $arze: H5882-1KG
M: 364,45 g-mol*
Lipidy 1,2-dilauroyl-sn-glycero-3fosfat (sodna sol’ — PA 12:0)
Avanti Polar Lipids, Inc.
CAS: 108321-06-8
Cislo 3arze: 840365P-200MG-A024
M;: 558,661 g-mol™
Cholesterol
Sigma Aldrich
CAS: 57-88-5
Cislo $arze: 267-25G-F
M;: 386,65 g-mol?
Polyelektrolyty Dextran hydrochlorid DEAE
Sigma Aldrich
CAS: 9064-91-9
Cislo Sarze: D9885-100G
Trimetylchitosan
Syntetizovany na FCH VUT
Stupen kvartenizacie: 60 %
Rozpustadla Chloroform
Penta s.r.o.
CAS: 67-66-3
Cislo 3arze: 602-006-00-4
Mr: 119,38 g-mol?
Metanol
Sigma Aldrich
CAS: 67-56-1
Cislo sarze: 154903
M;: 32,04 g-mol*
Deionizovana voda
Systém ELGA
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4.2 Priprava vzoriek

V tejto Casti diplomovej prace sa budeme zaoberat’ pripravou a naslednou charakterizaciou
zaporne nabitych kataniénovych vezikularnych systémov. Zaklad tychto systémov pozostaval
z kladne nabitej povrchovo aktivnej latky CTAB a zaporne nabit¢ho SDS. Stabilizacia
systémov bola uskutocnena pomocou pridavku lipidov. Intra-vezikularna stabilizacia systému
bola docielena pridavkom cholesterolu. Ako zaporny komponent systému bola pridana kyselina
fosfatidova (PA), ktora bola za¢lenena do systému za cielom napomahat’ inter-vezikularnej
stabilizacii. Pridavok PA nam taktieZ umoznil naslednu interakciu s Vybranymi polykatidonami
ako je dextran hydrochlorid (DEAE) a N,N,N-trimetylchitosan (TMC), ktoré zlepsia finalne
vlastnosti vezikularneho systému pre nasledné vyuzitie ako nosic¢ov lieCiv.

, 1:1
Kladne nabita PAL + Zaporne nabita PAL
CTAB SDS
vk N i rions ot )

A
CTA-DS
A

IP.
IP.
CTA-DS
Katanionovy vezikularny systém
CTA-DS .

Intervezikularna
stabilizacia
KYSELINA
FOSFATIDOVA

Intravezikularna
Stabilizacia
CHOLESTEROL

4.2.1 Priprava IPA

Ako prvé boli pripravené roztoky opacne nabitych povrchovo aktivnych latok, z ktorych boli
nasledne ziskané ion pair amphiphile (IPA). Roztok zaporne nabitej PAL SDS ako aj kladne
nabitej PAL CTAB, bol pripraveny rozpustenim navazky v deionizovanej vode. Navazka PAL
odpovedala takému mnozstvu, aby vysledna koncentracia roztoku ¢&inila 20 mmol-dm™.
Vybrana koncentracia 20 mmol-dm™ je vyrazne vyssie nad CMC povrchovo aktivnych latok.
Takto pripravené roztoky boli ponechané na magnetickej mieSacke po dobu 24 hodin, aby
doslo k Giplnému premiesaniu.

Po 24 hodinéch boli tieto roztoky zmiesané v pomere 1 : 1. Vysledny roztok bol mieSany
d’alSich 24 hodin pri teplote 30 °C, aby doslo k Giplnému premiesaniu a vytvoreniu vézieb medzi
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CTAB a SDS. Pri nizsej teplote by sa mohli tenzidy spétne vyzrazat' a nedoslo by tak k tplnej
interakcii ekvivalentného mnozstva povrchovo aktivnych latok. Pocas miesania bol
pozorovany vyskyt vyzrazaného CTA-DS v roztoku. Nasledne bol tento zmieSany roztok
S vytvorenym precipitatom centrifugovany 10 min pri 3 500 otackach. Po centrifugacii bol
ziskany precipitat CTA-DS, ktory bol oddeleny od neziaduceho supernatantu. Predposlednym
krokom bola filtracia vysledného produktu a jeho premytie od prebytocnych protiidnov
pomocou deionizovanej vody. Filtracia prebehla na Biichnerovej nalevke s pouzitim
filtraéného papiera za znizené¢ho tlaku. Findlnou tpravou ziskaného CTA-DS bolo suSenie
pri 50 °C po dobu 3-5 dni. Bol ziskany CTA-DS (IPA) vo forme prasku, ktory bol pouzity
v d’al$ich krokoch.

4.2.2 Priprava katanionového vezikulirneho systému

Navazenim a naslednym rozpustenim pozadovaného mnozstva vytvoreného CTA-DS
v chloroforme vznikol roztok, ktorého vysledna koncentricia predstavovala 2 mmol-dm™.
K tomuto roztoku boli do vialky pridané sklenené guli¢ky, ktoré sluzili na zva¢Senie povrchu
rozpustenej pevnej latky v chloroforme. Vialka bola zvortexovana, aby sa gulicky dosledne
obalili. Po premiesani bol z vialky dokladne odpareny chloroform a rozpustena latka zostala
zachytend na sklenenych gulickdch. Po odpareni chloroformu bol vzniknuty film
rehydratovany pomocou potrebného mnozstva deionizovanej vody. Poslednym krokom bola
sonifikacia pomocou tyCového dispergatoru. Sonifikacia prebiehala pri 30% amplitide
do ziskania pozadovaného mnozstva energie a ¢irosti vzorky, kedy 6 ml roztoku bolo potrebné
dodat’ minimalnu energiu 5 kJ. Systém CTA-DS bol v§ak vel'mi nestabilny a aj pri dodani
vysSieho mnozstva energie bola vzorka zakalena.

4.2.2.1 Intravezikuldrna stabilizdcia systému pridavkom 43 mol. % cholesterolu

Nestabilita systému bola zlepSena pridanim cholesterolu k systému CTA-DS. Bolo navdzené
také mnozstvo cholesterolu, aby vo vyslednom roztoku predstavoval 43 mol. % [61]. Navazka
bola pridana do vialky stGcasne snavazenim CTA-DS. Nasledne boli navazky zaliate
chloroformom. Vzorka bola dalej pripravena rovnakym postupom, ako je popisany
v kapitole 4.2.2. Syst¢ém CTA-DS s pridavkom cholesterolu bol stabilny a pri sonifikacii
postacovalo dodanie 5 kJ energie pri 30% amplitude.

4.2.2.2 Intervezikuldrna stabilizdacia systému pridavkom zdporne nabitej amfifilnej ldatky

Dal3im stabilizaénym prvkom bolo pridanie zaporne nabitej amfifilnej latky. Ako amfifilna
latka bola vybrata kyselina fosfatidova, ktord dokaze zlepsit’ fyzikalne vlastnosti membrany
(vid’ 2.3.1.1) a taktiez jej doda celkovy zaporny naboj, ktory je potrebny na nasledni1 interakciu
S polykationmi.

Kyselina fosfatidova bola pridavana k systému CTA-DS+43 mol. % cholesterol v réznych
koncentraciach. Ako pociato¢na koncentracia bola vybrana hodnota 6 mol. % (in$pirovana
&lankom [74]). Dalej sme pokradovali pridavkom 10, 20 a 30 mol. %. Samotné vzorky boli
pripravené navazenim pozadovaného mnozstva CTA-DS, cholesterolu a PA. Nasledne boli
vzorky zaliate poZadovanym mnozstvom chloroformu a taktiez metanolu, ktory zabezpecil
iplné rozpustenie kyseliny fosfatidovej. Dal§i postup prebiehal rovnako, ako je popisany
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v odstavci 4.2.2. Po sonifikacii sme ziskali ¢ire, opalescentné vzorky, ktoré boli nasledne
charakterizované.

4.2.3 Interakcia zaporne nabitého katanionového vezikularneho systému
s polykationmi

Pre interakciu zdporne nabitého katanionového vezikularneho systému boli vybrané
polykationy dextran hydrochlorid a N, N, N - trimetylchitosan. Pripravené stabilizované
katanionového vezikularne systémy boli zmieSané so zasobnymi roztokmi prislusnych
polykationov. Polykationy boli k systémom pridavané v roznych koncentraciach 0,01; 0,05;
0,1, 0,5 a1 hm. %. Roztoky polykationov boli pripravené navazenim potrebného mnozstva
polykationu zodpovedajucemu koncentracii a zaliatim urenym mnozstvom deionizovanej
vody. Tieto roztoky boli ponechané na magnetickej miesacke po dobu 24 hodin, aby doslo
K aplnému  rozpusteniu  navazky v rozpuastadle. Nasledne bol roztok CTA-
DS+43 mol. % cholesterol + x mol. % PA zmieSanych v pomere 1 : 1 s roztokom polykationu.

.....

najleps$ie obalenie vezikul polykationom.

4.3 Meranie pripravenych vzoriek a spracovanie vysledkov

Na charakterizaciu a potvrdenie vzniku vezikularnych systémov bola v tejto diplomovej
praci zvolend metoda stanovenia distribucie velkosti Castic a zeta potencidlu na pristroji
ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instrument). Meranie vzoriek bolo prevedené kvoli ich
reprodukovatelnosti dvakrat.

Distribucia velkosti Castic bola ziskana vd’aka dynamickému rozptylu svetla. Meranie
vzoriek prebiehalo v sklenenych kyvetach pri 25 C s kalibraciou 30 s. Laser snimal vzorku
a rozptyl Castic vo fixnej polohe kyvety 1,0. Kazda vzorka bola premerana 3krat. Nasledne boli
tieto 3 hodnoty spriemerované na vyslednti hodnotu. Vystupom merania bola zavislost
intenzity rozptylené¢ho svetla na velkosti Castic. Na vyhodnocovanie merania bola taktiez
vyuzita strednd hodnota velkosti Castic (ziskana zhodnot Z-average). Tato hodnota bola
ziskana z inflexného bodu korela¢nej krivky.

Po aplikacii DIP cell elektrody do kyvety so vzorkou a aplikaciou elektrického pola bolo
mozné zmerat' zeta potencial. Tato hodnota bola urend vd’aka metdde elektroforetického
rozptylu svetla pomocou Smoluchowského modelu. Meranie prebiehalo pri 25 °C s kalibraciou
5 s. Vysledna hodnota zeta potencidlu bola spriemerovanou hodnotou piatich merani.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

V tejto kapitole sa budeme zaoberat’ vysledkami, ktoré boli ziskané pocas Stidia zaporne
nabitych kataniénovych vezikularnych systémov v interakcii s polykationmi.

5.1 Katanionovy vezikularny systém CTA-DS s 43 mol. % pridavkom
cholesterolu

Zakladny systém CTA-DS bol vel'mi nestabilny. Ako m6zeme vidiet’ na obr. 37, vzorka bola
aj po sonifikacii zakalena, nachadzali sa v nej Castice viditeI'né volnym okom a nebolo mozné
stanovit’ velkost' Castic ani zeta potencial. Nestabilita vzorky moéze byt pripisovana
nedostato¢nym odpudivym silam, kedy dochadza k agregacii vezikul. Po pridavku 43 mol. %
cholesterolu sme ziskali opalescentny roztok, ktory bol podrobeny meraniu DLS a ELS.
Vdaka inkorporacii cholesterolu do vezikul bola zvySena ich stabilita (vid’ kapitola 2.3.1.1).
Vo vzorke sa nachadzali ¢astice so strednou vel'kost'ou okolo 209,8 nm a ich zeta potencial bol
-3,14 mV. Jednym z krokov v priprave katanidonovych vezikularnych systémov bolo dokladné
vymytie protiidnov. Zeta potencial sa pohyboval okolo hodnoty 0, a tak bolo potvrdené vymytie
protionov zo systému a celkovy systém bol neutralny.

Obr. 37 Vzorky CTA-DS a CTA-DS+43 mol. % cholesterolu po sonifikdcii

5.1.1 Katanionovy vezikularny systém CTA-DS s 43 mol. % pridavkom cholesterolu
a réznymi molarnymi pridavkami kyseliny fosfatidovej
Dalsia stabiliza¢na latka bola priddvand kyselina fosfatidova. Kyselina fosfatidova
v pridavkoch 6, 10, 20 a 30 mol. % prispela k vyraznému zvyseniu stability (popisované
v kapitole 2.3.1.1), ¢o mdzeme vidiet’ na obr. 38. Toto zvysenie stability uz cholesterolom
stabilizovaného systému sa preukazalo nielen vizualne, ale aj v hodnotach strednej velkosti
Castic a zeta potencialu. Vzorky boli vel'mi dobre reprodukovatelné.

‘ 30 % PA ‘

Obr. 38 Vzorky CTA-DS+43 mol. % cholesterol s pridavkom 6, 10, 20, 30 mol. % PA
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Ako mozeme vidiet na obr. 39, usystému CTA-DS + 43 mol. % cholesterol vznikali
vezikuly s va¢§imi rozmermi. Po pridani prvého 6 mol. % pridavku kyseliny fosfatidovej sa
posunula distribucia ¢astic do mensich rozmerov a zuzil sa pik distribu¢nej krivky. Bolo to
sposobené vd’aka zvyseniu elektrostatickych odpudivych sil a naslednym znizenim moznosti
agregacie vezikul. Velkost Castic sa teda vyrazne zmenila z209,8 nm v systéme CTA-
DS + 43 mol. % cholesterol na (83,81 + 7,33) nm. Nasledné pridavanie vysSich koncentracii
PA zniZovalo distribliciu Castic uz len vel'mi mierne a velkost’ Castic sa zretelne nemenila.
Pri 30 mol. % pridavku PA bol dosiahnuty najuzsi pik distribucie cCastic a velkost sa
pohybovala okolo (88,06 + 4,36) nm.
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= = = CTA-DS + 43 % cholesterol
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o
!
T

CTA-DS + 43 % cholesterol + 6 % PA

CTA-DS + 43 %cholesterol + 10 % PA

CTA-DS + 43 % cholesterol + 20 % PA

CTA-DS + 43 % cholesterol + 30 % PA

Intenzita rozptyleného svetla [%]

Velkost ¢astic [nm]

Obr. 39 Distribucia vel'kosti vezikularnych systémov CTA-DS+43 mol. % cholesterol s réznym
pridavkom PA

Hodnota zeta potencialu -3,14 mV systému CTA-DS + 43 mol. % cholesterol, ktora sa
nachadzala v nestabilnej oblasti, sa po pridavkoch PA prestvala do zapornych hodnot. Tento
jav potvrdil za¢lenenie kyseliny fosfatidovej do membrany vezikuly. Zeta potencial odpovedal
stabilnej oblasti a so zvysujticim sa pridavkom PA sa zniZovala jeho hodnota, ¢o m6zeme vidiet
na obr. 40. Pri vyssich koncentraciach (20, 30 mol. %) sa dokazalo zaélenit’ va¢Sie mnozstvo
PA do vezikuly a celkovy naboj systému sa vyrazne zvySoval.
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Obr. 40 Porovnanie strednej vel'kosti vezikul so zeta potencidlom v zavislosti na pridavku PA
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5.2 Interakcia zaporného katanionového vezikularneho systému s DEAE/TMC

Po priprave stabilnych a reprodukovatelnych zaporne nabitych katanidnovych
vezikularnych systémov, ktoré obsahovali 43 mol. % cholesterolu a rézne koncentracie
(6, 10, 20 30 mol. %) PA, sme sa snazili o ich nasledntl interakciu s polykationmi. Potvrdenie
naviazania polykatiénu na vezikularny systém sme sledovali pomocou posunu distribucie
velkosti ¢astic a taktiez zmenou zeta potencialu zo zapornych hodnét do kladnych.

5.2.1 Interakcias DEAE

Ako mé6zeme vidiet na obr. 41 aobr. 42, po pridani réznych koncentracii polykationu DEAE
k zaporne nabitému CTA-DS + 43 mol. % cholesterol + x mol. % PA, sa kazdy systém spraval
vizualne inak. Po pridavku DEAE k vezikularnym systémom sme mohli pozorovat rozne
chovanie od vzniku opalescentného roztoku az ku vzniku zrazenin pozorovatelnych volnym
okom.

5.2.1.1 Zaiporné katanionové vezikuly s 6 a 10 mol. % PA s réznymi pridavkami DEAE

Vo vzorke s 6 mol. % PA sa po pridani 0,01 hm. % DEAE vytvorili vyvlockované Castice,
ktoré pripominali malé zrazeniny. Toto vyzraZanie mohlo byt spésobené vyrovnanim naboja
vzniknutej zmesi (vid’ obr. 41). S dal$imi zvySujucimi sa pridavkami DEAE bol roztok
opalescentny a az pri pridavku 0,5 a1 hm. % DEAE sme mohli pozorovat malé mnozstvo
vzniknutych cCastic viditelnych vo'nym okom (na obr. 41 nie st Castice dobre viditel'né).

0 hm. % DEAE 001 hm. % DEAE | 0,05 hm. % DEAE 0,5 hm. % DEAE 1 hm. % DEAE

Obr. 41 CTA-DS + 43 mol. % cholesterol + 6 mol. % PA + x hm. % DEAE

Pri vzorkach s 10 mol. % PA nam vznikali roztoky, ktoré boli opalescentné. AZ pri vyssich
koncentraciac,h obdobne ako u predoslych vzoriek, doslo k malému vyskytu ¢astic viditeI'nych
vol'nym okom. U pridavku 0,01 hm. % bol jemne zvyseny zakal roztoku, av§ak v tomto pripade
sme nepozorovali vyvlockované Castice.

0 hm. % DEAE 0,01 hm. % DEAE | 0.05 hm % DEAE 0.5 hm. % DEAE 1 hm. % DEAE

Obr. 42 CTA-DS + 43 mol. % cholesterol + 10 mol. % PA + x hm. % DEAE
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Uz prvy pridavok 0,01 hm. % DEAE pridany K systému s 6 mol % PA dokazal obalit
zaporne nabity vezikularny systém, ¢o nam potvrdilo aj posunutie distribtcie vel'kosti Castic.
Stredna velkost’ Castic sa zmenila z 83,71 nm na 169,40 nm (obdobne ako v stadii [69]). Dva
dalie pridavky 0,05a0,1 hm.% DEAE jemne zvySovali velkost' ¢Castic V porovnani
s predoslou koncentraciou DEAE. Po pridani 0,5 hm. % a 1 hm. % DEAE sa vyrazne posunula
distribicia Castic, ako mdzeme vidiet na obr. 43, od distribtcie ¢astic predoslych troch
koncentracii. Taktiez sa vyrazne zvacsila stredna velkost systému na (402,7 + 40,87) nm.

14 + ——CTA-DS + 43 % cholesterol + 6 % PA

—— CTA-DS + 43 % cholesterol + 6 % PA
+ 0,01 % DEAE

= CTA-DS + 43 % cholesterol + 6 % PA
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CTA-DS + 43 % cholesterol + 6 % PA
+0,10 % DEAE

——— CTA-DS + 43 % cholesterol + 6 % PA
+ 0,50 % DEAE

—— CTA-DS + 43 % cholesterol + 6 % PA
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Obr. 43 Porovnanie zmeny velkosti CTA-DS + 43 mol. % cholesterol + 6 mol. % PA v zavislosti na
roznej koncentrdcii pridavaného DEAE

Zvicsenie systétmu moze byt spdsobené aj vznikajucimi elektrostatickymi odpudivymi
silami medzi nadbyto¢nymi retazcami DEAE v roztoku, ktoré sa uz nedokazali naviazat
na systém, kvoli nizSiemu obsahu PA. Toto nadbytocné mnozstvo DEAE v roztoku mohlo byt
pri¢inou vzniku cCastic viditenych vol'nym okom.
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Obr. 44 Zavislost strednej velkosti castic systému CTA-DS
+ 43 mol. % cholesterol + 6 mol. % PA+ x hm. % DEAE na hodnote zeta potencidlu

Tato krivka potvrdzuje obalenie zaporne nabitého vezikuldrneho systému pomocou kladne
nabitého DEAE. Uz prvy pridavok 0,01 hm. % zvysil hodnotu zeta potencialu na 23,40 mV.
Tato hodnota vSak poukazuje na nestabilitu systému, ¢o moéze byt pri¢inou vzniku
vyvlotkovanych &astic nachidzajucich sa v tejto vzorke. DalSie hodnoty zeta potencialu
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prechadzali do stabilnej kladnej oblasti. Najvyssia hodnota zeta potencialu (47,40 + 2,12) mV
bola ziskana systémom s 0,1 hm. % pridavkom DEAE, ktora poukazala na vyrazni zmenu
povrchového naboja, a tak potvrdila naviazanie DEAE. Dalsie pridavky hodnotu zeta
potencialu vyrazne nemenili.

Systém s obsahom 10 mol. % PA sa choval obdobne ako u 6 mol. % PA, kedze tato
koncentracia sa li$i minimalne (vid’ obr. 68). Ako mézeme vidiet na obr. 45, hodnota zeta
potencialu uz pri prvom pridavku 0,01 hm. % DEAE poukazovala na stabilitu systému a zmenu
hodnoty zeta potencidlu zo zdpornej hodnoty do kladnej, €o taktiez potvrdilo obalenie systému.
Tato hodnota bola (30,45 + 6,01) mV. Dalej sa hodnota zeta potencialu zvy$ovala s pridavanym
mnozstvom DEAE az po dosiahnutie hodnoty 0,1 hm % DEAE ako aj v predoslom systéme
s 6 mol. % PA. Po prekroc¢eni tejto koncentracie sa hodnotu zeta potencialu vyrazne nemenila.
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Obr. 45 Zavislost strednej velkosti castic systému CTA-DS
+ 43 mol. % cholesterol + 10 mol. % PA+ x hm. % DEAE na hodnote zeta potencialu

5.2.1.2 Zaporné katanionové vezikuly s 20 a 30 mol. % PA s réznymi pridavkami DEAE
Vezikularny systém s 20 mol. % pridavkom PA interagoval s 0,01 hm. % DEAE za vzniku

vyvlogkovanych &astic. Dalsie koncentraéné pridavky DEAE sa prejavili opalescentnym

spravanim roztoku, kedy sa miera zakalu so zvySujucim sa pridavkom znizovala (vid’ obr. 46).

0 hm. % DEAE 0,01 hm. % DEAE | 0,05 hm. % DEAE 0.5 hm. % DEAE 1 hm. % DEAE

Obr. 46 CTA-DS + 43 mol. % cholesterol + 20 mol. % PA + x hm. % DEAE

Systém s 30 mol. % pridavkom PA reagoval po pridavku DEAE obdobne ako systém
s20mol. % PA, ato zavzniku opalescetnych roztokov, ktorych intenzita sa znizovala
S0 zvySujucim sa pridavkom DEAE. U pridavku 0,5 hm. % si m6zeme v§imnuat jemny zakal
roztoku.

44



0 hm. % DEAE 0,01 hm. % DEAE | 0.05 hm. % DEAE 0.5 hm. % DEAE 1 hm. % DEAE

Obr. 47 CTA-DS + 43 mol. % cholesterol + 30 mol. % PA + x hm. % DEAE

Stredna velkost cCastic systémov s 20 mol. % pridavkom PA mala v prvych troch
koncentraciach DEAE (0,01; 0,05; 0,1 hm.%) obdobny priebeh ako u predoslych systémoch.
Pri 0,1 hm. % pridavku DEAE sme ziskali Castice so strednou velkost'ou (193,50 &= 5,79) nm.
Dalim pridavkom 0,5 hm. % DEAE sa posunul pik priebehu distribucie ¢astic a ziskali sme
stredni hodnotu velkosti Castic (574,30 +£49,78) nm. V predoslych pripadoch viedla tato
zvySena koncentracia k rozsireniu distribu¢nej krivky a k znizovaniu hodnoty zeta potencialu.
V tomto pripade vd’aka vyssej koncentracii PA v pritomnych vezikulach sa dokdzalo naviazat’
viac ret'azcov na zéporne nabita vezikulu a je vel'kéd pravdepodobnost’, Ze pri tejto koncentrécii
vznikla hrubsia vrstva naviazaného DEAE, ¢o by odpovedalo vicsej velkosti ziskanych castic.
S d’alsim pridavkom 1 hm. % sa mohli prejavovat’ elektrostatické odpudivé sily medzi
nenaviazanymi ret'azcami DEAE.
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Obr. 48 Porovnanie zmeny velkosti CTA-DS + 43 mol. % cholesterol + 20 mol. % PA v zavislosti
na roznej koncentracii pridavaného DEAE

Prvy pridavok DEAE zmenil hodnotu zeta potencialu na (-20,35 £+ 11,95) mV. Tato hodnota
poukazovala na neuplné pokrytie zdporne nabitého systému polykationom. V tomto pripade ma
systém VAa¢si zaporny naboj vdaka vysSiemu obsahu PA a koncentracia 0,01 hm. %
pridavaného DEAE je nepostacujuca na pokrytie celého systému. Tym padom prevladal
zaporny naboj systému. Tato hodnota taktiez poukdzala na to, ze sa systém nachadzal
V nestabilnej oblasti, ¢im mohli byt sposobené uz spominané vyvlockované Ccastice
nachadzajice sa vo vzorke. Koncentracia 0,05 hm. % DEAE uz bola postacujica na uplné
obalenie vezikularneho systému, zeta potencial nadobudol hodnotu (39,35 + 1,62) mV, ¢o nam
potvrdilo naviazanie DEAE a taktiez stabilitu systému. Najvyssia hodnota zeta potencialu bola
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dosiahnuta pri pridavku 0,1 hm. % DEAE ako aj u predoslych systémov. Nasledné sa zeta
potencial d’alSich pridanym koncentracii DEAE vyrazne nemenil, ako modzeme vidiet
na obr. 49.
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Obr. 49 Zavislost strednej velkosti castic systému CTA-DS
+ 43 mol. % cholesterol + 20 mol. % PA+ x hm. % DEAE na hodnote zeta potencialy

Systém s 30 mol. % ponukal este vysSiu hustotu zaporného naboja na povrchu vezikul ako
v predosSlom (20 mol. % PA) pripade. Strednéd velkost Castic sa tak isto aj v tomto pripade
spravala obdobne ako u predoslych systémoch. U 0,5 hm. % pridavku sme ziskali hodnotu
strednej vel'kosti Castic (688,40 = 133,50) nm, kde vSak odchylka merania bola vel'mi vel’ka,
¢o mohlo byt spdsobené vzniknutym zakalom roztoku. Tato vzorka mala taktiez rozSireny
priebeh distribucie Castic ako mézeme vidiet’ na obr. 50. Najvicsiu hodnotu strednej vel'kosti
Castic sme ziskali po pridavku 1 hm. % DEAE a to (964,65 + 1,06) nm. V tomto pripade mohol
vzniknut’ okolo zaporne nabitej vezikuly rozsiahly obal tvoreny kladne nabitym DEAE. Tento
efekt mohol byt sposobeny vdaka hustému zapornému naboju dosiahnuty vysokou
koncentraciou PA az 30 mol. %.
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Obr. 50 Porovnanie zmeny velkosti CTA-DS + 43 mol. % cholesterol + 30 mol. % PA v zavislosti
na roznej koncentrdcii pridavaného DEAE

V tomto pripade sme u 0,01 hm. % pridavku ziskali stabilné vezikuly, ktora vsak boli stale
neuplne obalené DEAE kvdli jeho nedostacujucej koncentracii, ¢o sa prejavilo zapornou
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hodnotou zeta potencialu. Dalsie pridavky DEAE zvySovali hodnotu zeta potencialu a potvrdilo
sa uplné naviazanie kladne nabitého DEAE na zaporny povrch vezikuly. Najvyssiu hodnotu
zeta potencialu sme ziskali pri pridavku 0,1 hm. % (vid’ obr. 51). Dal§im pridavkom sa zeta
potencial jemne znizil, o mohlo byt spdsobené vzniknutym zékalom vo vzorke. Poslednym
pridavkom 1hm.% DEAE sme nadobudli najvy$§iu hodnotu zeta potencialu
(48,80 + 2,40) mV, ktora poukazovala na kladny a vel'mi stabilny vzniknuty systém.
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Obr. 51 Zavislost strednej velkosti castic systému CTA-DS
+ 43 mol. % cholesterol + 30 mol. % PA+ x hm. % DEAE na hodnote zeta potencialu

Pripravené zaporné vezikularne systémy interagovali s priddvanymi koncentraciami DEAE
v obdobnom trende. Pri zvySovani koncentracie DEAE sa zvySovala stredna vel'kost’ ¢astic ako
mobzeme vidiet' na obr. 52. Prvé koncentracie 0,01; 0,05a 0,1 hm. % DEAE sa pohybovali
priblizne na rovnakych strednych velkostiach Castic. S vyraznym zvySenim koncentracie
pridavaného DEAE sa zvysila aj stredna velkost’ Castic.
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Obr. 52 Zmena strednej velkosti castic v zavislosti na zvySujiicom sa pridavku DEAE
a na koncentrdcii PA
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Naviazanie DEAE ovplyviiovala velkost’ pripravenej vezikuly a taktieZ aj jej povrchovy
naboj ovplyvneny mnozstvom PA (vid’ obr. 53). Zmena nastala v pripade 20 mol. % PA, kedy
povrchovy naboj vezikuly bol vel'mi vyrazny a pridané mnozstvo 0,01 hm. % DEAE nestacilo
nauplné pokrytie vezikuly a prevazoval jej zaporny naboj. Dalsie pridavky DEAE boli
postacujuce na Uplné obalenie zdporne nabitych vezikil, na ¢o poukazuje kladna hodnota zeta
potencialu. Tieto pripravené systémy boli vel'mi stabilné.
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Obr. 53 Zmena zeta potencialu v zavislosti na zvysujiicom sa pridavku DEAE a na koncentracii PA

5.2.2 Interakcias TMC

Na pokrytie zdporne nabitych katanionovych vezikularnych systémov bol vyuzity
trimetylchitosan s kvartenizaciou 60 %. Vyssi stupenl kvartenizacie by mal zabezpe€it' vyssiu
hustotu naboja TMC, a tak mdze vzniknut’ dostatocné silné interakcia medzi zaporne nabitymi
vezikulami a polykationom.

5.2.2.1 Zaporné katanionové vezikuly s 6 mol. % PA s réznymi pridavkami TMC

Ako modzeme vidiet' na obr. 54, priprvych pridavkoch trimetylchitosanu nam vznikli
opalescentné vzorky. Pri koncentracii 0,5 a 1 hm. % TMC vznikol zakaleny roztok s ¢asticami
viditeI'nymi vol'nym okom a tieto vzorky nebolo mozné charakterizovat'.

0 hm. % TMC 0.01 hm. % TMC 0,05 hm. % TMC 0,5 hm. % TMC 1 hm. % TMC

Obr. 54 CTA-DS + 43 mol. % cholesterol + 6 mol. % PA + x hm. % TMC

Uz prvym pridavkom 0,01 hm. % TMC sa posunula distribacia velkosti ¢astic, zizil sa pik
priebehu distribucie (vid’ obr. 55) a priemerna vel'kost’ ¢astic bola 221,55 nm.
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Obr. 55 Porovnanie zmeny velkosti CTA-DS + 43 mol. % cholesterol + 6 mol. % PA v zavislosti
na roznej koncentracii pridavaného TMC

Avsak tato koncentracia nebola postacujuca na uplné obalenie vezikularneho systému, na ¢o
poukazala hodnota zeta potencialu. Doslo tak len k ¢iastoénému obaleniu vezikuldrneho
systému a stale prevladal celkovy zédporny naboj vezikuly, kedy jeho hodnota bola -28,3 mV.
So zvySujucimi sa pridavkami TMC sa hodnota zeta potencidlu postvala do kladnych hodnét.
Pri 0,1 hm. % pridavku TMC bola dosiahnuta hodnota zeta potencialu 26,5 mV. Kladna
hodnota zeta potencialu taktiez potvrdila nekovalentné naviazanie retazcov TMC na zaporne
nabity vezikularny systém. Ocakavand vySSia hodnota strednej velkosti Castic inSpirovana
stadiami [70; 71; 73] nebola dosiahnuta. Mohlo to byt spdsobené nizkou koncentraciou PA.
Vezikula neposkytovala tol’ko moznych miest na naviazanie TMC, a tak aj vzniknuta vrstva
okolo polyméru nebola azZ tak rozsiahla, pretoZze obsahovala len malo retazcov. TaktieZ bol

A4

TMC syntetizovany na nasej fakulte a mohol mat’ niZsi stupeni kvartenizacie.
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Obr. 56 Zavislost strednej velkosti castic systému CTA-DS
+ 43 mol. % cholesterol + 6 mol. % PA+ x hm. % TMC na hodnote zeta potencialu
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5.2.2.2 Ziporné katanionové vezikuly s 10 mol. % PA s réznymi pridavkami TMC

Katanionovy systém s 10 mol. % PA sa pri prvom 0,01 hm. % pridavku TMC spraval
rovnako ako v systéme s 6 mol. % PA. S d’alsim pridavkom (0,05 % TMC) vsak v roztoku
vznikol zakal (vid’ obr. 57) a tito vzorku nebolo mozné charakterizovat'.

0 hm. % TMC 0,01 hm. % TMC 0.05 hm. % TMC 0,5 hm. % TMC 1 hm. % TMC

Obr. 57 CTA-DS + 43 mol. % cholesterol + 10 mol. % PA + x hm. % TMC

Nasledne vsak d’alsi pridavok 0,1 hm. % dokazal interagovat’ so zaporne nabitou Casticou
zavzniku vezikal o strednej velkosti castic (195,7 +10,32) nm. Priebeh distribucie bol
posunuty a pik bol ziuzeny. U vyssich koncentraciach TMC sa vo vzorkach mohli nachadzat
vol'né retazce TMC, ktoré sa neboli schopné naviazat’ na uz obalené Castice. Ako mozeme
vidiet na obr. 58, priebeh distribucie zodpoveda niekol'’kym vel'kostiam Castic nachadzajucich
sa v tejto vzorke.

Intenzita rozptyleného svetla[%]

14
12
10

A O

—— CTA-DS + 43 % cholesterol + 10 % PA

—— CTA-DS + 43 % cholesterol + 10 % PA
+0,01% TMC
CTA-DS + 43 % cholesterol + 10 % PA
+0,10 % TMC

10 100 1000 10000
Velkost’ Castic [nm]

Obr. 58 Porovnanie zmeny velkosti CTA-DS + 43 mol. % cholesterol + 10 mol. % PA v zavislosti

na roznej koncentracii pridavaného TMC

Koncentracia prvého pridavku 0,01 hm. % TMC nebola dostato¢na na uplné obalenie
vezikuly. Uplné obalenie bolo dosiahnuté az pridavkom 0,1 hm. % TMC, na o poukazuje
aj hodnota zeta potencialu, ktora presla zo zapornej hodnoty do kladne. Aj ked” sa podarilo
uplné pokrytie vezikularneho systému zéporne nabitym TMC, systém sa stile nachadzal
Vv nestabilnej oblasti.
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Obr. 59 Zavislost strednej velkosti castic systému CTA-DS
+ 43 mol. % cholesterol + 10 mol. % PA+ x hm. % TMC na hodnote zeta potencidlu

5.2.2.3 Zaporné katanionové vezikuly s 20 mol. % PA s réznymi pridavkami TMC

Vyssia koncentracia naboja na povrchu vezikuly nam umoznila zvicSenie celkového
systému do obdobnej velkosti (vid' kapitola 3.3.1.2). Pridavok TMC 0,1 hm. % a 1 hm. %
nebolo mozné zmerat' kvoli vzniknutému zakalu. Castice viditelné volnym okom pripominali
vyzrazané vlo€ky, ktoré by mohli poukazovat’ na mozné vyrovnanie naboja systému, ktoré sa
prejavi ako zrazenina.

0 hm. % TMC 0,01 hm % TMC | 005 hm. % TMC 0.5 hm. % TMC 1 hm. % TMC

Obr. 60 CTA-DS + 43 mol. % cholesterol + 20 mol. % PA + x hm. % TMC

Pridavok 0,01 hm. % TMC nepostac¢oval na pokrytie vezikuly, ¢o sa preukazalo SirSou, prilis
nezmenenou distribuciou V porovnani so vzorkou bez pridavku TMC a minimalnym zva¢senim
strednej velkosti vezikul. AvSak po pridavku 0,05 hm. % sa distribucia velkosti Castic vyrazne
posunula a =zuzil sa pik priebehu distribucie. Stredna velkost' ¢astic odpovedala
(267,05 = 17,75) nm. U 0,5 hm. % pridavku TMC vznikli vezikuly 0 strednej velkosti ¢astic
349,30 nm, ale priebeh distribtcie bol Siroky a poukazoval na vyskyt viacerych velkostnych
frakcii v tejto vzorke.
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Obr. 61 Porovnanie zmeny velkosti CTA-DS + 43 mol. % cholesterol + 20 mol. % PA v zavislosti
na roznej koncentracii pridavaného TMC

Pozitivny narast velkosti Castic vSak u vzorky s pridavkom 0,05 hm. % TMC nepotvrdil
uplné pokrytie systému retazcami TMC. Zeta potencial tohto systému bol (-30,00 + 2,69) mV,
¢o poukazuje na nedokonalé pokrytie systému retazcami TMC a stalu prevahu zaporného
naboja vezikularneho systému. Az v systéme s 0,5 hm. % pridavkom TMC sme sa presunuli
do kladnych hodnét, kedy su pravdepodobne tGplne pokryté vezikularne systémy polykationom
TMC. V tomto pripade mdézu vznikat aj agregaty, Comu odpoveda priebeh distribtlicie vel'kosti

Gastic.
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Obr. 62 Zavislost strednej velkosti castic systému CTA-DS
+ 43 mol. % cholesterol + 20 mol. % PA+ x hm. % TMC na hodnote zeta potencialu

5.2.2.4 Zaporné katanionové vezikuly s 30 mol. % PA s roznymi pridavkami TMC
Systém s 30 mol. % pridavkom PA sa spraval obdobne ako v kapitole 5.2.2.3. V pripade
vzorky s 0,1 a 1 hm. % pridavkom TMC opat’ vznikol zékal, Castice viditelné vol'nym okom

a charakterizacia tychto systémov nebola mozna.
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Obr. 63 CTA-DS + 43 mol. % cholesterol + 30 mol. % PA + x hm. % TMC

V porovnani s predoslym systémom s 0,5 hm. % pridavkom TMC nam vznikli vezikularne
systémy s0 strednou vel'kost'ou castic 457,50 nm, ¢o opit’ potvrdilo naviazanie TMC a pik
priebehu distribucie sa vyrazne zzil.
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Obr. 64 Porovnanie zmeny velkosti CTA-DS + 43 mol. % cholesterol + 30 mol. % PA v zavislosti
na roznej koncentracii pridavaného TMC

Distribucia velkosti Castic stdle poukazuje na mozné vzniknuté agregaty s vicSou
velkostou, avSak vyskyt tychto va¢sich Castic nie je az taky vel’ky. Zeta potencial tohto systému
sa v8ak nachadzal v nestabilnej oblasti. Jeho hodnota bola 17,9 mV.
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Obr. 65 Zavislost strednej velkosti ¢astic systému CTA-DS
+ 43 mol. % cholesterol + 30 mol. % PA+ x hm. % TMC na hodnote zeta potencidlu
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TMC reagovalo so vzniknutymi vezikularnymi systémami rdzne. Pri pridavku 0,01 hm. %
doslo k interakcii medzi vSetkymi vezikularnymi systémami s réznym obsahom kyseliny
fosfatidovej. Pri vyssich koncentraciach sme Vv niektorych pripadoch dosiahli o¢akavané vacsie
vel'kosti vezikul, avSak na ukor stability systému (hodnota zeta potencidlu nachadzajuca sa
v nestabilnej oblasti -30 mV az +30 mV vid’ obr. 67).
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Obr. 66 Zmena strednej velkosti castic v zavislosti na zvySujicom sa pridavku TMC
a na koncentrdcii PA

Vizualne pozorovanie (zakal) pripravenych vzoriek nam potvrdili aj hodnoty zeta potencialu.
V pripade 0,01 hm. % pridavku TMC sme sa nachadzali v stabilnej oblasti. Hodnota zeta
potencialu vsak bola zaporna pre nedostacujiucu koncentraciu TMC na tGplné obalenie vezikuly.
Pri zvysujucich sa pridavkoch TMC sa nam zacali vo vzorkach objavovat’ zakaly a vyzrazané
Castice. Tento efekt sa nasledne odrazil v hodnotach zeta potencialu, ktoré sa nachadzali
v nestabilnej oblasti, aj ked’ uz koncentracia TMC bola postacujica na obalenie celej zaporne
nabitej vezikuly. 1 hm. % pridavok TMC uz bol prili$ koncentrovany. Retazce nenaviazané
na vezikulu pravdepodobne zatienovali vzniknuté komplexy a bolo to viditené aj na vyraznom
zékale vzorku. Tieto pripravené systémy sme nedokazali charakterizovat’ hodnotami zeta
potencialu.
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Obr. 67 Zmena zeta potencidlu v zavislosti na zvysujiicom sa pridavku TMC a na koncentracii PA
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V tomto pripade sa ako najlepsia kombinacia javi systém s 6 mol. % pridavkom kyseliny
fosfatidovej v kombinacii s0,1hm.% TMC. Vznikali castice o strednej velkosti
(175,4 + 22,2) nm s hodnotou zeta potencialu 26,50 mV.

Velkost' lipozomov pripravenych v stadiach, ktorymi sme sa inspirovali, bola vacsia. NaSe
systémy nadobudali mensiu velkost’ celkového systému, ¢o by vSak mohlo byt v moznych
medicinskych aplikaciach pozitivne. Pri aplikacii tychto systémov ako nosicov lieciv a celkovej
aplikacie, l'ahSie prenikaji do bunky Castice o mensej vel'kosti ako Castice s va¢Simi rozmermi.
Zeta potencial sa priblizoval velkosti vtab. 1 a mohol by byt postacujici pri interakcii
vezikularnych systémov s negativne nabitymi ¢astami lokalizovanymi na bunke.
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6 ZAVER

Prvymi dvoma cielmi tejto diplomovej prace bolo na zaklade literarnej reserSe zvolit
vhodntl zaporne nabit amfifilni latku, ktora by dokazala stabilizovat’ vybrany systém
inSpirovany prebichajiicim projektom na nasej fakulte. Vd’aka tejto stabilizacii a vytvoreniu
zaporne nabitého vezikularneho systému najst’ polykationy vhodné na spolo¢nu interakciu.

Zakladny katanionovy vezikuldrny systém pozostaval z bezne dostupnych a lacnych
alternativ k fosfolipidom, povrchovo aktivnych latok. Ako zaporne nabita povrchovo aktivna
latka bol pouzity dodecylsiran sodny a ako kladnd povrchovo aktivna latka
cetyltrimetylamonium bromid. Na vSeobecné zlepSenie fluidity dvojvrstvy a stability bol
do systému zakomponovany lipid, cholesterol. Cholesterol je doélezitou zlozkou nasho tela a
jeho pouzitie pozitivne ovplyviuje vysledny systém. Druhym lipidom v tomto systéme bola
vybrana zaporne nabita amfifilna latka, kyselina fosfatidova. Kyselina fosfatidova ma taktiez
priaznivé ucinky na dvojvrstvu a tymto pridanym komponentom sme docieli nielen zvysenie
stability systému, ale aj jeho celkovy zaporny naboj. Nasledne takto pripraveny systém mohol
interagovat’ s vybranymi polykationami. Dextran hydrochlorid je velmi znamym
polyelektrolytom vyuzivanym na nasej fakulte vd’aka svojej biokompatibilite, biodegradabilite
a uz teraj§im vyuzivanim v medicine. A tak aj prenas bol vhodnou volbou. Dal§im
polykationom bol vybrany trimetylchitosan. Trimetylchitosan je modifikovany chitosan, ktory
ma lepSie mukoadhezivne a antibakteridlne vlastnosti, a ¢o je najddlezitejsie, jeho rozpustnost’
nie je limitovana pH rozptstadlom ako u chitosanu. S takto namodelovanym zaporne nabitym
systémom v interakcii s polykationami sme mohli splnit’ treti ciel’ tejto prace, a to jeho priprava
a charakterizacia pomocou vhodne vybranej inStrumentalnej techniky — DLS a ELS.

Samotny systém CTA-DS je vel'mi nestabilny a nebolo mozné ho charakterizovat’, avSak
pridavok cholesterolu dokazal tento systém vyrazne stabilizovat. Po pridavku
6, 10, 20 a 30 mol. % PA sme ziskali stabilné a ve'mi dobre reprodukovatel'né systémy, ktoré
boli vyuzité na interakciu s vybranymi polykationmi v koncentraciach 0,01; 0,05; 0,1; 0,5;
alhm.%. So zvySujucim sa pridavkom PA sa zvicSovala stredna velkost' Castic a zeta
potencial sa znizoval. Systém s pridavkami kyseliny fosfatidovej bol stabilny a prejavoval sa
vyrazny zaporny povrchovy naboj u vyssich koncentraciach PA.

Nasledne bol k pripravenym stabilizovanym zaporne nabitym systémom pridavany roztok
polykationu v pomere 1 : 1. U DEAE bol trend v koncentra¢nych pridavkoch obdobny. Ziskali
sme optimalnu koncentraciu 0,1 hm. % DEAE v systémoch s 6 a 10 mol. % PA, kedy vyssia
koncentracia DEAE vyrazne nemenila velkost' Castic, pretoze uz nedoslo k naviazaniu
polykationu na vezikuly. Zeta potencial taktiez nadobudol v tomto bode najvyssiu hodnotu a
systém bol stabilny. U systémov s d’al§imi pridavkami 20 a 30 mol. % PA sa pri vy$§om
pridavku DEAE vytvorili vezikuly s viaésou strednou velkost'ou. V pripade 20 mol. % PA to
bola hodnota (574,30 +49,78)nm a30mol.% PA prilhm.% pridavku DEAE az
(964,65 + 1,06) nm. Tieto vacsie stredné velkosti vezikul boli sposobené vd’aka hustejSiemu
povrchovému naboju pripravenych vezikil (vyssi obsah PA) a vytvoreniu rozsiahlejsej vrstvy
DEAE. V kombinacii rozne intenzivne nabitych vezikuldrnych systémov a roznych
koncentra¢nych pridavkoch DEAE, tak vieme ovplyvnit’ a manipulovat’ so strednou vel'’kostou
Castic, ¢o nam ponuka Siroktl moznost’ uplatnenia.
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V pripade pridivan¢ho TMC kazdy systém reagoval inak. Najvhodnejsi pripraveny systém
bol s 6 mol. % pridavkom PA v interakcii s 0,1 hm. % TMC. Tento systém mal optimalnu
velkost a kladny zeta potencidl. Vo vSetkych Studidch zameranych na kombinaciu
vezikularnych systémov s TMC sa velkosti pohybovali okolo 300 nm. V naSom pripade bola
velkost’ pripraveného systému (175,4 +22,2) nm. Na prvy pohlad odradzajuci fakt moze
poukazovat’ na vyuziteI'nost’ nami pripravenych systémov. Prili§ vel'ké systémy su pre cielent
distribuciu lieCiv a cieleny prechod bunkou neziadice. Na§ pripraveny systém sa pohybuje
vo velkosti bezne vyuzivajicich sa lipozomov pouzitych na enkapsulaciu réznych latok.
Kedze vysledna vrstva TMC neovplyvni mieru enkapsulacie do vnutorného priestoru
anezmeni sa objem celkovej vezikuly, tieto systémy st zaujimavé z hl'adiska ich velkosti
a nasledného vyuzitia.

Poslednym cielom tejto diplomovej prace bolo poukédzat’ na mozné uplatnenie systému
vo farmaceutickom priemysle. Na zaklade reSerSe a vykonanych experimentoch sa nam
podarilo pripravit’ systém, ktory po d’alSom hlbsom preskiumani by mohlo ndjst’ uplatnenie aj
vo farmacii. Tento systém nam ponuka Siroki moznost’ modifikacie roznymi latkami. Do jeho
endovezikularneho vodného priestoru moZzeme enkapsulovat’ hydrofilné lieCivo alebo
fragmenty RNA/DNA. Dvojvrstvovy obal pontka priestor pre lipofilné lieciva a povrch
vezikuly moZzeme modifikovat’ pomocou povrchovo funkénych molektl alebo ligandov.
Nésledné obalenie vezikuldrneho systému polykationmi ochrdani samotni vezikulu
pred neziadiicimi enzymami a proteinmi a dopomdze ku prestupu vezikul bunkou.

Tento systém bol skimany na nasej fakulte prvykrat, a tak je eSte vel'a d’alSich moznosti
charakterizécie pripravenych obalenych vezikularnych systémov. Ako d’al$iu metédu overenia
vzniknutych vezikul by bolo mozné pouzit’ fluorescenénu spektroskopiu, kde by do systému
boli zakomponované fluorescenéné sondy (napr. Laurdan). Dalfou $tadiou by mohlo byt
otestovanie enkapsulacie hydrofilnej latky do endovezikularneho priestoru Castice. Potvrdenie
enkapsulacie by sa mohlo uskuto¢nit’ pomocou UV-VIS.

Nami namodelovany systém s TMC ma potencionalne uplatnenie v inhala¢nom podavani
lieciv as DEAE ako topické podanie alebo taktiez ako intravendzne podanie vo forme
injekéného roztoku S rézne enkapsulovanymi lie€ivymi latkami, kontrastnymi latkami alebo
modifikované antigénmi.
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8 ZOZNAM SKRATIEK A POUZITYCH SYMBOLOV

8.1 Skratky

PAL

povrchovo aktivna latka

SDS dodecylsiran sodny
CTAB cetyltrimetylaménium bromid
CMC kritickd micelarna koncentracia
IPA ion pair imphiphile
PA kyselina fosfatidova
DEAE dextran hydrochlorid
TMC N, N, N-trimetylchitosan
DLS dynamicky rozptyl svetla
CTA-DS katanionovy vezikularny systém z CTAB a SDS
DXDAB dialkyldimetylaméonium bromid
HTMA-DS hexadecyltrimetylaménium-hexadecylsulfat
DTMA-HS  dodecyltrimetylaménium-hexadecylsulfat
PS fosfatidylserin
SANS malouhlovy rozptyl elektronov
HMP* hydrofébne modifikovany polykation
p* polykation
DTMA-DS  dodecyltrimetylaménium-dodecylsulfat
DTMAB dodecyltrimetylaménium bromid
FFS-LIPs lipozémy funkcializované dextranom
CMD-LIPs lipozomy pokryté karboxymetyl-dextranom
DEAE-Dx  dietylaminoetyl-dextran
DSC diferencialna skenovacia kalorimetria
ELS elektroforeticky rozptyl svetla
NMR nuklearna magneticka rezonancia
UV-VIS
8.2 Symboly
G Gibbsova energia
H entalpia
S entropia
T termodynamicka teplota
Tk Krafftova teplota
\Y efektivny obj em
L maximalna dlZka retazca
A ucinna plocha povrchu hydrofilnej ¢asti
dH velkost Castic
ks Boltzmannova konstanta
T termodynamicka teplota
1o viskozita rozpastadla
D difuzny koeficient
CPP kriticky zbal'ovaci parameter
Mr molarna hmotnost’
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9 PRILOHY

14 - ——CTA-DS + 43 % cholesterol + 10 % PA
12 + ——CTA-DS + 43 % cholesterol + 10 % PA
+ 0,01 % DEAE
=7 ———CTA-DS + 43 % cholesterol + 10 % PA
F’; 8 + + 0,05 % DEAE
= CTA-DS + 43 % cholesterol + 10 % PA
S 67T + 0,10 % DEAE
= ——CTA-DS + 43 % cholesterol + 10 % PA
4 T + 0,50 % DEAE
21 — CTA-DS + 43 % cholesterol + 10 % PA
+ 1,00 % DEAE
0 4 g — !
10 100 1000 10000 100000

Velkost Castic [nm]

Obr. 68 Porovnanie zmeny velkosti CTA-DS + 43 mol. % cholesterol + 10 mol. % PA v zavislosti
na roznej koncentracii pridavaného DEAE
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