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ABSTRAKT

Liposomy jsou sférické vezikuly s hydrofilnim jadrem a lipofilni membranou. Diky této
struktuie je mozno do jadra i membrany zaclenit 1é¢ivo hydrofilniho 1 hydrofobniho charakteru
a zlepsit tak jeho distribuci, toho je vyuzivano v medicin¢ a farmacii. Cilem této prace bylo
pfipravit liposomy s enkapsulovanou biologicky aktivni latkou, analyzovat ucinnost tohoto
zaClenéni a fyzikalni vlastnosti vzniklych liposomti. Vezikuly byly pfipraveny metodou
rehydratace fosfolipidového filmu a vlastnosti vezikul byly analyzovany metodou dynamického
rozptylu svétla pro zjisténi velikosti liposomt a jejich zeta potencidlu. Enkapsulované latky
byly hydrofobni apigenin a hydrofilni kalcein. Pro separaci liposomt s enkapsulovanou latkou
od voln¢ latky byla vyuzita dialyza (pro kalcein) a filtracni centrifugace (pro apigenin).
Vysledky ukézaly, ze ucinnost enkapsulace u apigeninu byla vyssi, nez u kalceinu a po separaci
doslo ke zlepSeni stability liposomi. Do budoucna by bylo mozno otestovat vliv pufru na
ucinnost a stabilitu enkapsulace.

ABSTRACT

Liposomes are spherical vesicles with a hydrophilic core and a lipophilic membrane. This
structure allows for encapsulating hydrophilic and hydrophobic drugs in the core or the
membrane, thereby improving their distribution, which is widely utilized in medicine and
pharmacy. This thesis aimed to prepare liposomes containing biologically active substances and
to analyze the efficiency of encapsulation as well as the physical properties of the resulting
liposomes. The vesicles were prepared using the thin film hydration method, and their
properties were analyzed using dynamic light scattering to determine liposome size and zeta
potential. The encapsulated substances were the hydrophobic apigenin and the hydrophilic
calcein. To separate the liposomes from the non-encapsulated substances, dialysis (for calcein)
and centrifugal filtration (for apigenin) were used. The results showed that apigenin's
encapsulation efficiency was higher than calcein's, and the liposome's stability improved after
separation. In the future, it would be beneficial to investigate the effect of different buffer types
on the efficiency and stability of encapsulation.
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1 UVOD

Liposomy jsou kulovité vezikuly, které jsou svoji strukturou podobné membrané bunék v zivém
organismu. V soucasné dob¢ jsou Siroce vyuzivany v mediciné pro cilenou aplikaci 1é¢iv, ktera
by mohla napiiklad degradovat v prostiedi organismu dfive, nez by se dostala do cilené tkané.
Mnoha protirakovinnd 1é¢iva mohou byt toxickd a enkapsulace mize vyrazné¢ omezit jejich
vedlejsi ucinek. Diky jejich amfifilnimu charakteru je mozno do nich zaclenit aktivni latky
lipofilniho i hydrofilniho charakteru.

Enkapsulace do liposomt je v posledni dobé velmi aktudlni, hlavné pro zaclenéni a nésledné
doruceni 1éCivych latek pro terapii u nemoci rakovinného typu, nebo pfi enkapsulaci lipofilnich
vitamini. U enkapsulace samotné se vyzkum zameétuje hlavné na zplsob jeho provedeni.
Zaclenéni hydrofilniho nebo hydrofobniho 1é¢iva lze provést pasivné nebo aktivné. Po
enkapsulaci je zapotfebi oddélit liposomy s enkapsulovanou aktivni latkou od volné,
nezaenkapsulované, latky. To l1ze provést riznymi zpisoby, pro tuto préci byla vyuzita metoda
dialyzy (v ptipad¢ hydrofilni latky) a filtracni centrifugace (v ptipadé¢ lipofilni).

Cilem této prace je pfipravit liposomy s enkapsulovanou aktivni latkou a otestovat ucinnost
zaclenéni u dvou riznych aktivnich latek. U obou latek je vyuzit stejny postup piipravy
liposomd, a to rehydratace fosfolipidového filmu. Biologicky aktivni latky, které byly pouzity
jsou lipofilni apigenin a hydrofilni kalcein. Po enkapsulaci byly vlastnosti liposomu
analyzovany pomoci metody dynamického rozptylu svétla, kdy byla zjiStovana velikost vezikul
a jejich zeta potencial. Pro otestovani Uc¢innosti enkapsulace byla vyuzita metoda UV—Vis
spektroskopie.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Fosfolipidy

Fosfolipidy jsou zjednodusené feceno lipidy, které obsahuji zbytek kyseliny fosforecné. Jedna
se o povrchové aktivni molekuly a diky hlavni polarni skupiné a lipofilni vedlejsi skupiné
vykazuji amfifilni charakter. Diky tomuto charakteru maji spousty vyuziti a mezi né patii 1
tvofeni liposomil. Strukturu tvofi glycerolova kostra a na ni jsou v polohach 1 a 2 navazany
mastné kyseliny a v poloze 3 fosfat [1] Obrazek 1 znazoriiuje jejich obecnou strukturu. Na
glycerolovou kostru mohou byt navazané rizné zbytky mastnych kyselin, vcetné
fosfatidylcholinu (vyuzivan v experimentalni c¢asti této prace), fosfatidylethanolaminu,
fosafatidylserinu a fosfatidylinositolu [2]. Fosfolipidy se oznacuji jako endogenni latky, jsou
tedy funk¢ni a strukturalni slozkou vSech bunénych membran. Asymetrie a distribuce riznych
typl fosfolipidli nema zcela objasnénou funkci v Zivych organismech [1]. Je ale dokazano, Ze
pocet a druh fosfolipidii v kombinaci s dalSimi biologickymi latkami jako naptiklad steroly a
proteiny, ptispivaji k funkci a stabilit¢ membrany [2].
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Obrazek 1: Obecna struktura fosfolipidu

2.2 Liposomy

Liposomy jsou sférické, artificialni vezikuly, které se skladaji z jedné nebo vice lamel tvofenych
fosfolipidovou dvouvrstvou. Uspotadanost lipidové dvojvrstvy zavisi na vice faktorech: délka
samotného acylového fetézce mastné kyseliny, stupni saturace uhlovodikovych
fetézcl a van der Waalsovych interakcich mezi nimi. Ve struktufe liposomu mohou probihat
zmény z rigidni struktury na fluidni a tato zména zavisi na teploté fazového pifechodu. Obecné,
dlouhé fetézce tvoii rigidngjsi struktury, avSak kdyz se zvySuje teplota, tak se struktura stava
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Podstatnou ¢asti fosfolipidové dvojvrstvy je fosfatidylcholin (synteticky/piirodni lecitin) nebo
smési s jeho riznymi druhy spolecné se zbytky mastnych kyselin, které jsou rtizné podle
nasyceni a délky uhlikového fetézce. Ddle je pii vyrobé vyuzivan cholesterol pro snizeni
fluidity membrany a zaroven permeability [4]. V n€kterych ptipadech se ptfidava navic i PEG
(polyehylenglykol) pro zvyseni stérické stability [5].



Primér liposomi se miize pohybovat od 20 nm do n€kolika um. Podobné¢ jako biologické
membrany bunék, jsou membrany liposomil slozeny z lipidové dvojvrstvy amfifilnich lipida
orientovanych svou hydrofilni ¢asti do prostfedi a lipofilni ¢asti jsou otoCeny proti sob¢ a
piedstavuji hydrofobni ¢ast membrany [4]. Schématické zndzornéni struktury liposomu je na
Obrazek 2. Do hydrofilniho jadra lze v¢lenit neboli inkorporovat latky s riznymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi. Tuto schopnost lze vyuzit naptiklad pro enkapsulaci 1€kii pro
farmaceutické ucely [4].

Hydrofobni

Z dvojvrstva

<> Cholesterol

% Fosfolipid

Obrazek 2: Schématické zndzornéni liposomu [6]

2.2.1 Druhy liposomii

Obecné jsou rozeznavany Ctyfi zakladni druhy liposomt podle velikosti: malé unilamelarni
vezikuly, velké unilamelarni vezikuly, velké multilamelarni vezikuly a velké oligolamelarni
vezikuly. Déle mohou byt liposomy rozdéleny podle naboje na aniontové a kationtové.

2.2.1.1 Malé unilamelarni vezikuly (SUV)

Jedna se o vezikuly o priméru mensim nez 50 nm tvotené jedinou fosfolipidovou dvojvrstvou,
vyznacuji se vysokym membranovym napétim zapii¢inénym znacnym zakfivenim membrany.
U vezikul o velikosti + 23 nm obsahuje vné&jSi vrstva témér dvakrat vice fosfolipidovych
molekul ve srovnani s vnitini vrstvou. V tomto pfipadé¢ je vnitini vodni prostor 4krat az Skrat
mensi nez objem fosfolipidové dvojvrstvy, coz ovlivituje enkapsulaci hydrofilnich molekul
lé¢iva. Presto jsou ale brany jako dobra volba pro vyuziti jako nosice 1é¢iv, mohou totiZ unikat
z cévniho fecisté extravaskularné pres endotel kapilar do okolnich tkani [3].

SUV jsou vSak po fyzikalné-chemické strance vcelku nestabilni diky vysokému stupni
deformace membran, jak bylo feceno vyse. Jejich vyuziti je tedy negativné ovlivnéno zvySenou
permeabilitou a zvySenou nachylnosti kontaktu s vét§imi molekulami [3].

2.2.1.2 Velké unilameldrni vezikuly (LUYV)
LUV maji prumér vétSinou vice jak 50 nm, tudiz oproti SUV maji niz§i membranové napéti a

vétsi stabilitu. Obsahuji pomérné velké mnoZstvi vody a jsou tedy dobrym nosi¢em hydrofilnich
1é¢iv, cehoz je mozno vyuzit ve farmaceutickém primyslu [3].



2.2.1.3 Velké multilamelarni vezikuly (MLV) a oligolameldarni vezikuly (OVL)

MLV se piipravuji o velikosti 100-1000 nm. Obsahuji velky pocet fosfolipidovych dvojvrstev,
které mohou za pomalejsi uvoliiovani hydrofilniho 1é¢iva, coz zapfic¢inuje vyrazny depotni
ucinek. Pomér hydrofilniho 1é¢iva k lipidu v MLV je pomérné nevyhodny [3]. U OVL podobné
jako u MLV jde o vezikuly s n¢kolikavrstevnymi membrdanami, kde je uvoliiovani 1éCiva
zpomaleno diky silné vrstvé lipidi. To umoznuje podani vyssich davek 1éciva a prodlouzeni
1écebného efektu. VEtsSinou vznikaji jako vedlejsi produkt pti ptipravé LUV [3].

2.2.1.4 Kationtové liposomy

Jsou vhodné pro podavani negativné nabitych makromolekul, napiiklad DNA, RNA a
oligomolekul, protoze negativni naboj téchto molekul a jejich velikost omezuji jejich pasivni
difazi do bunék. AvSak vyssi kladny néboj na povrchu liposomi muze ovlivnit jejich pohyb
v krevnim ob¢hu a v dusledku elektrostatickych interakei s aniontovymi druhy v krvi a zvysit
agregaci liposoml, a to sniZzuje jejich lokalizaci na misto plsobeni. Pfi pouZiti
polyethylenglykolu (PEG) se zvySuje ucinnost 1éciva zlepSenim doby cirkulace a sniZuje
imunogenicitu [6].

2.2.1.5 Aniontové liposomy

Aniontové liposomy jsou v téle méné stabilni nez neutralni a kationtové liposomy. Obvykle se
proto vyuzivaji pro kozni podéavani 1éC€iv, zlepSuji prinikové vlastnosti pres kuzi [6].

2.3 Priprava

Liposomy mohou byt pfipraveny n¢kolika zptisoby, a to metodou hydratace tenkého filmu,
metodou odparovani v reverzni fazi, metodou vstiikovani rozpoustédla, zptisobem odstranéni
detergentu, dehydratacni-rehydratacni metodou, heating metodou, metodou zmény pH,
metodou mikrofluidnich kanalt a superkritickou fluidni metodou [6].

Pti praci byla pouZita metoda hydratace tenkého filmu neboli Banghamova metoda. Jedna se o
jednu z nejpouzivangjsich a nejjednodussich technik pro tvorbu liposomi. Je vSak omezena
kvtli obtizim pfi odstranéni organického rozpoustédla, homogenizaci a vétSinou se daji pii této
metod¢ pripravovat liposomy pouze v malém métitku [7]. V tomto ptipad¢ se vSechny lipidové
slozky rozpusti v kombinaci organickych rozpoustédel. Organické rozpoustédlo je nasledné
odpateno za vzniku tenké filmové vrstvy. Ziskany film se poté hydratuje pfi teploté vyssi, nez
je jeho teplota ptechodu, obvykle 50-60°C.[6] Obrazek 3 znazornuje schématické zakresleni
postupu metody.

Po dokonceni piipravy liposomu nejcastéji nasleduje proces zmensovani, protoze pii metodeé
tenkého filmu nejcastéji dostavame vezikuly MLV a pro ucely experimentalni jsou cCasto
potieba vezikuly velikosti SUV [8].
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Pro kontrolu velikosti Castic byla pfi praci vyuzita metoda extruze neboli vytlacovani. T¢ je
vyuzivano pro prumyslové aplikace, kde je potieba kontrolovani velikosti ¢astic [9]. Vodny
roztok s liposomy je protlacovan pfes membranu s urcitou velikosti port. Diky tomuto procesu
se vytvoii homogenni zastoupeni vezikul se stiednim pramérem podle velikosti pora
v membrang. Diky jednoduchosti se metoda stala velmi oblibenou pro redukci multilamelarnich
vezikul na velké unilamelarni vezikuly, které se daji nejlépe vyuzivat pro vyzkum membran a
podavani 1¢ki. Jiné metody zmenSovani velikosti, naptiklad ultrazvuk, Casto zpusobuji
degradaci lipidii, kontaminaci tézkymi kovy nebo omezenou tc¢innost zachycovani 1é¢iva [10].

Fosfolipudy s cholesterolem v
methanolu a chloroformu
Voda

Extruze 10krat

Odparem pies 100 nm

1 Clov LRr: [ & r

J <.Turg am-:k_. ch Hydratace polykarbonatovou
rozpoustédel vodou membranu
—_—

—_—

Vytvoren Vortexovani _— O O
tenkého filmu 5 minut W 20°C 'sle)

Obrazek 3: Schéma pripravy liposomii metodou hydratace tenkého filmu pomoci extruze [6]

2.4 Enkapsulace

Enkapsulace neboli zapouzdieni je proces zachyceni aktivni latky v latce jiné, kterd funguje
jako materidl stény pifi samotném procesu, v nasem piipad€ je jako sténa bran liposom.
V oblasti technologii a biotechnologii je vyuZzivana pro zvySeni U¢innosti a efektivnosti pro
transport aktivnich latek, nebo 1é¢iv [9]. Liposomy diky svoji stavbé (hydrofobni fosfolipidova
dvojvrstva a hydrofilni jadro) umoZznuji zachyceni 1é¢iva hydrofilniho 1 lipofilniho charakteru.
Aktivni latka, 1é¢ivo, je nésledné z liposomt do cilové buiiky pievadéna pomoci jednoduché
diftize, usnadnéné difuze nebo aktivniho transportu s ohledem na typ lé¢iva [5].

2.4.1 Metody

Pro enkapsulaci latek do vezikul se vyuzivaji rizné metody ¢i techniky. Obecné jsou zahrnuty
v enkapsulaci tfi kroky: vytvofeni stény kolem latky, ktera ma byt enkapsulovéana; zabranéni
nezadoucimu Uniku latky z kapsle, a naopak zabranéni vniknuti nezadouci latky do kapsle [11].
Pti enkapsulaci je velmi dilleZité stanoveni enkapsulacni uc¢innosti. Pro zjisténi této hodnoty je
zapotiebi urcit minimalné dvé z téchto tii hodnot: volné 1é¢ivo, zapouzdiené 1é€ivo a celkové
1é¢ivo v roztoku ve kterém se vyskytuji zkoumané liposomy. K tomu, aby bylo mozné zm¢éfit
nékterou z téchto hodnot je potieba provést separaci liposomt se zaclenénym lé¢ivem a volného
I¢ku. Typicky se v primyslu a vyzkumu vyuzivaji purifikaéni metody, ultracentrifugace,
ultrafiltrace a extrakce na pevné fazi s naslednou analyzou pomoci HPLC pro méteni u€innosti
[12]. V této praci byla vyuZita metoda dialyzy a filtracni centrifugace.

11



Metoda dialyzy je vyuzivana pro odstranéni 1éCiva, které neni enkapsulované uvniti liposomu
a je voln¢ v okolnim roztoku. Jedna se o fyzikalné-chemickou separaci molekul v roztocich
pfes semipermeabilni membranu, které se tfika dialyza¢ni trubice. Dialyza je zalozena na
vlastnosti pouzité membrany, ptes kterou jsou ¢astice schopny nebo naopak neschopny projit.
Vyuzita je hlavné k eliminaci malych a nezadoucich molekul. Pouziva se ze dvou hlavnich
diivodti: pro zavedeni novych molekul do roztoku vzorku nebo pro odstranéni malych molekul
z roztoku vzorku, diky jejich schopnosti hladce proudit v jakékoli sméru membrany. Béhem
procesu je dosazeno rovnovahy mezi roztoky na obou strandch membrany [13]. Této metody
bylo vyuzito pti enkapsulaci hydrofilniho 1é¢iva.

Dalsi metodou pro odstranéni nezapouzdieného 1éCiva, kterd byla vyuzita pii této bakalarské
praci, je metoda filtracni centrifugace. Jedna se o klasickou centrifugaci, kterd pracuje na
principu oddéleni slozek vzorku pomoci odstiedivé sily, ta je vytvofena za pomoci motoru,
ktery ptivadi rotor do rotacniho pohybu kolem jeho pevné osy. Jedna se o typ sedimentacni
metody. V tomto pfipad€ dochati k oddélovani slozek na zéklad¢€ velikosti, ale 1ze separovat 1
na zéklad¢ hustoty [14]. K dokonalému odd¢€leni liposomil od roztoku je vyuzito filtracni
zkumavky s filtrem, ktery zachyti liposomy ve vrchnéj$i vrstvé a supernatant projde filtrem do
spodni ¢asti zkumavky. Této metody bylo vyuzito pii enkapsulaci lipofilniho 1éciva.

2.4.2 Typy enkapsulace

Enkapsulace se z pohledu mechanismu a zptisobu kam se latka zapouzdfi, rozd€luje na dva
typy: aktivni a pasivni loading (plnéni) [15].

2.4.2.1 Pasivni zapouzdieni

Pasivni zapouzdfeni je provadéno béhem procesu piipravy. NejcastéjSim postupem enkapsulace
béhem ptipravy je rozpusténi hydrofilniho 1é¢iva ve vodném médiu a lipofilniho 1éciva
v organickych rozpoustédlech. Uginnost plnéni pii pasivnim loadingu je vétsinou velmi nizka,
ale zalezi hlavné i na velikosti liposomd, do kterych je enkapsulovano. Uginnost zapouzdieni,
ale mizZe byt kladn€ ovlivnéna velkym rozdilem koncentrace liposomi ku koncentraci aktivni
latky. Pti velikosti MLV je enkapsulacni ucinnost dostatecné vysoka, ale vétSinou se pro
dodavani 1ékt upfednostiiuje SUV, kde uZ je u€innost velmi nizka [15; 16].

2.4.2.2 Aktivni zapouzdieni

Aktivni plnéni je vétiinou provedeno az po plném vytvofeni prazdného liposomu. Uginnost
enkapsulace ovliviiuje mnoho faktorti jako napiiklad teplota liposomi, délka inkubacni doby
nebo pH gradient [16]. AvSak pti idealnich podminkach muaze byt enkapsulace extrémné ti€inna,
coz zpuisobuje vysoka intraliposomalni koncentrace a minimdlni plytvani 1é¢ivem [15]. Tvorba
pH gradientu podél membrany liposomu zpisobuje silnou hnaci silu pro slabé zasadité 1éky,
které vstupuji do kyselého jadra, aby vyrovnaly rovnovahu mezi vnitinim a vnéj$im prostredim.
Vytvorit pH gradient lze vicero metodami napiiklad pomoci siranu amonného nebo
ionoformové metody [16].
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Siran amonny je vyuzivan pii aktivni enkapsulaci. Pomoci siranu amonného se vytvaii pH
gradient. Pii pfipraveé je tedy lipidovy film hydratovéan siranem amonnym a pH gradient nastava,
kdyz amoniak prochazi liposomem a siran ziistane zachyceny v liposomalnim jadie, vnitini
porstiedi je tedy kyselé. LéCivo projde fosfolipidovou dvojvrstvou za zmény ndboje a je
zachyceno v jadie. Tohle vSe probihé diky nizké permeabilité¢ sulfatové soli uvnitf liposomu,
s touto soli se vytvaii sraZzenina s danym pouzivanym lé¢ivem, coz zvysuje jeho enkapsulacni
ucinnost. Tato metoda je vhodna pro amfipaticka, slabé bazicka nebo kysela 1éciva [16].

Dalsim typem aktivni enkapsulace je tzv. ionoforova metoda. V této metod¢ se k vytvoreni
gradientu pouzivaji ionofory. lonofor je pienasec, ktery se reverzibiln€ vaze na ionty a pomaha
jim pii priachodu bunéénymi bariérami. Kromé ionoforu musi byt pfitomny i ptechodny kov,
aby napomohl vytvofit iontovy gradient. Pfechodny kov, jeho ionty, jsou navazany v jadre, kde
vytvoii kyselé prostfedi a iontovy gradient, pH gradient, a 1é¢ivo je se zvySenym zajmem
prenaseno do vnitiniho jadra [16].

2.5 Metody stanoveni

Pro stanoveni liposomd, jejich koncentrace a vlastnosti jako velikost a zeta potencidl, je potieba
vyuziti nekterych pfistrojovych technik. Zaroven byla stanovena ucinnost enkapsulace
porovnanim téchto vlastnosti pted a po enkapsulaci.

2.5.1 UV-Vis spektroskopie

UV-Vis spektroskopie, méa nckolik dalSich nazvli naptiklad ultrafialovd viditelna
spektroskopie, absorpcni spektroskopie nebo také odrazova spektroskopie v ultrafialové
viditelné spektralni oblasti. VSechny tyto ndzvy a oznaceni, ale vyjadiuji ten stejny princip [17].

Jedna se o elektronovou spektroskopii, jelikoz zde probiha elektronovy ptechod. Jde o
nakladové efektivni, jednoduchou, vSestrannou a nedestruktivni techniku, ktera umoziuje
znovupouZiti vzorku. Pro vyuziti je to kvalitativni, kvantitativni a analytické technika, kde je
porovnavan vzorek se slepym neboli referenénim vzorkem za Ucelem méfeni mnozstvi
diskrétniho ultrafialového a viditelného svétla, které prochazi nebo je absorbované vzorkem dle
Beer-Lambertova zékona [17].

VInova délka pii UV—Vis spektroskopii se pohybuje od 190 nm do 800 nm. UV oblast se
nachéazi v rozmezi vinovych délek ptiblizn€ od 190 nm do 400 nm a viditelna od 400 nm do
800 nm. UV oblast se da jeSté rozd¢lit na blizkou a vzdalenou, kde blizka je od 400 nm do
190 nm a vzdélend pod cca 200 nm [17].

Pii dopadu vinové délky svétla na molekulu se molekula vzrusi a excituje. Excituje se ze
zakladniho energetického stavu do vyssiho energetického stavu. Pfi tomto piechodu elektron
absorbuje svételnou energii, protoze elektrony v orbitalu v niz§im stavu potiebuji dodat energii
k ptesunu do vyssiho energetického stavu. Energie se nevytvaii ani nenici, je pohlcovana [17].

Podle Beer-Lambertova zédkona je absorbance pfimo umérnd koncentraci latky v roztoku.
Absorbance je také oznaCovana jako opticka hustota, je to tedy mnozstvi svétla absorbované
objektem. Transmitace je definovana jako pomér spektra intenzity svétla prochazejiciho
méfenym vzorkem k intenzité svétla prochazejiciho referensénim vzorkem [17].
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2.5.2 Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

V metod¢ DLS koreluje kolisani primérné intenzity rozptylené¢ho svétla v Case s velikosti
¢astic v suspenzi. Hlavni veli¢inou, ktera je méfena je translacni difuzni koeficient D, ktery je
nasledn¢ vyuzit pro vypocet zdanlivého primeéru ¢astic d pomoci Stokes-Einsteinovy rovnice:

kg T

:3.ﬂ.n.(t).d (0.1)

kde kg je Boltzmannova konstanta, T je teplota (K), u je viskozita (Pa-s) a t je ¢as (s) [18]. Tato
veli¢ina je automaticky vypocitana pfistrojem, ktery ndm rovnou poskytne vysledné velikosti
castic.

Mg¢feni velikosti ¢astic pomoci DLS je obcas vyzvou kviili tomu, ze je potieba, aby roztoky
byly ciré. Dale, protoze funkce autokorelace softwaru DLS porovnava signal s jeho Casové
zpozdénou verzi, pfesnost méfeni je tedy nachylna k sekunddrnimu rozptylu. Témto faktorim
se predchazi tak, ze se systémy ziedi na velmi nizké koncentrace [18]. Tato metoda je vSak

dobra ptfi méfeni liposomu, lze zmétit nékolik hlavnich vlastnosti vCetné zeta potencidlu a
velikosti.

Laser Detelktor
- -
Atenuator Korelator
o Fokusujici cocka i
Kyveta se v w
- ’ - Poditac
vzorkem

Obrdazek 4: Schéma pribéhu méreni vzorku pri DLS [19]
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2.5.2.1 Velikost a PDI liposomii

Velikost je velmi dulezity aspekt, ktery je potfeba sledovat, protoze pii uvoliiovani 1éciv
ovlivituje farmakokinetiku a tkanovou distribuci. Liposomy o praiméru 100—150 nm cirkuluji
v krevnich cévach, které prokrvuji tkané jako jsou ledviny, plice a srdce, a nesnadno opoustéji
kapilary. Liposomy mensiho praméru kolem 20-100 nm se mohou distribuovat az do kostni
dfen¢, sleziny a jaterni sinusoidy, do jisté miry tedy mohou opustit krevni feCisSté a projit
netésnymi kapildrami téchto organti. Pokud jsou mensi nez 10 nm prochazeji pfes sténu
glomerularni kapiléary, nejsou tedy reabsorbovany. Velikost liposomi je tedy zasadné ovlivnéna,
cilovym mistem jejich plisobeni, to je diivodem, pro¢ nékteré liposomy o velikosti 50200 nm
nejsou schopny uniknout z krevnich cév [20]. Jak jiz bylo zminéno vySe podle velikosti se
liposomy rozdéluji do skupin: SUV s primérem pod 50 nm, LUV s prumérem vétSim jak
50 nm, MLV a OVL, kter¢ se vétSinou pohybuji od 100 nm do 1000 nm [3].

PDI, tzv. index polydisperzity definuje rozsah velikosti lipidickych nosic¢i (liposomu)
v roztoku. Polydisperzita se tedy pouziva jako popis stupné nerovnomeérnosti distribuce
velikosti ¢astic. Jedna se o bezrozmérny index uzplsobeny tak Ze, hodnoty mensi nez 0,05 jsou
k nalezeni u vysoce monodisperznich vzorkl nebo standardii. Naopak pokud jsou hodnoty vyssi
nez 0,7 tento vzorek ma velmi Sirokou distribuci velikosti ¢astic a pravdépodobné neni vhodny
pro dalsi analyzu. Idealem je tedy, kdyz se hodnota PDI pohybuje mezi témito dvéma extrémy,
ale stale plati ¢im mensi hodnota PDI tim 1épe. Pro vyuziti u liposomt jako nosict 1é¢iv jsou
hodnoty PDI 0,3 a nizs$i piijatelné pro pouziti a poukazuje na homogenni zastoupeni
liposomt [20]. Musi byt vyjadieno jako + smérodatna odchylka ze tii experimentalnich
méfeni [21].

2.5.2.2 Zeta potencial

Zeta potencidl je elektricky potencial, ktery se vyskytuje na tzv. pomyslném povrchu, ktery se
nazyva smykova rovina castice. Tento povrch odd¢€luje tenkou kapalnou vrstvu (obsahujici
protiionty) spojenou s pevnym povrchem castic v pohybu. Tento néaboj, ktery je tvoreny
zminénou vrstvou protiiotll, plisobi jako elektricka bariéra stabilizujici suspenzi. Pfi tomto
pochopeni je zeta potencidl tedy veli¢inou, ze které 1ze urcit elektrostatickou stabilizaci, tedy
nepiimé méfitko fyzikalni stability. Obecné dobrou fyzikalni stabilitu maji disperze se zeta
potencidlem + 30 mV. Mezi nékteré faktory, které ovliviiuji hodnotu zeta potencidlu patii
iontova sila, pH roztoku a koncentrace ptisad, naptiklad povrchovée aktivni latky [22]. Obrazek
5 znazornuje schéma elektrické dvojvrstvy diileZité pro ur€eni zeta potencialu.
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fisa] Povrch ¢astice = Rovina skluzu A
Elektroda Elektroda
Sternova vrstva

Obrazek 5: Schéma elektrické dvojvrstvy [19]

2.5.3 Utinnost enkapsulace lé¢iva

Pro stanoveni U¢innosti enkapsulace daného 1é€iva v liposomu muze byt pouZzita naptiklad
spektroskopie, popsana v kapitole 2.5.1. Je tedy zméfena absorbance roztoku s liposomy a
zapouzdienym léCivem pied a po dialyze ¢i filtra¢ni centrifugaci, a z téchto absorbanci jsou
vypocitany koncentrace. Musi byt vidét rozdil mezi témito koncentracemi, protoze enkapsulace
nikdy neni 100 % [23]. Nasledn¢ se uvoliiovani 1é¢iva vypocitalo podle rovnice:

c, ..—C y
EE% — puvodni uvolnénad ><100 , (02)

piivodni

kde EE% je procentudlni u¢innost enkapsulace, cpavodni je koncentrace enkapsulovaného 1é¢iva
pfed separacni metodou a cuvomens J€ koncentrace 1éciva volné€ v roztoku a byla odstranéna
pomoci dialyzy nebo filtrani centrifugace [23]. Je potieba brat v potaz, i pokud byly liposomy
s aktivni latkou ziedény:

[Xt] = (0.3)

kde [x;], je koncentrace celkového 1é¢iva v pivodnich liposomech; B je fedéni [23].

Pti zaclenéni hydrofilniho 1é¢iva do liposomu byla G¢innost zjiSténa z piivodni koncentrace
lé¢iva v roztoku s liposomy a koncentrace enkapsulovaného 1é€iva. Pfi zaclenovani lipofilniho
1é¢iva do fosfolipidové membrany byla pouzita koncentrace volného 1é¢iva a koncentrace
lé¢iva v ptivodnim roztoku. Volné 1é¢ivo v roztoku muselo byt pouzito kvili rozptylu svétla

vvvvv

v liposomu [12].
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2.6 Enkapsulované latky/lé¢iva

Do liposomi mohou byt enkapsulovédna 1éciva, kterd jsou ve vodé rozpustna i nerozpustna.
Hydrofilni molekuly jsou zapouzdifeny do vnitiniho vodniho jadra a lipofilni molekuly 1é¢iva
se mohou inkorporovat do fosfolipidové dvojvrstvy tvofici stény liposomu (amfifilni molekuly
a molekuly s ndbojem se mohou adsorbovat na povrch membrany liposomt) [4].

Mnozstvi 1é¢iva v liposomu a rychlost jeho uvoliiovani je fizeno lipofilitou 1éCiva a velikosti
jeho molekuly. Z pohledu liposomélniho nosic¢e neboli liposomu samotného, jsou tyto procesy
dany hlavné tlouStkou jeho membrany, vybérem membranovych lipida, které tvoii samotnou
membranu a po¢tem lamel liposomu [4].

2.6.1 Kalcein

Jedna se o Zlutooranzovou pevnou latku rozpustnou ve vod¢ s maximalni absorbanci pii 494-
517 nm a molarni hmotnosti 622,53 g/mol [24]. V praxi je vyuzivan acetoxymethylkalcein
(Calcein — AM), ktery je pfeménén na kalcein vlivem sterické aktivity. Jedna se tedy o substrat,
prochazejici pasivné bunécnou membranou a v cytosolu je hydrolyzovan esterazou na produkt
Kalcein, ktery je dale zadrzovan v buiikkach s neporuSenou membranou. Je vyuzivan pro
analyzu integrity bunéénych membran a esterdzovou aktivitu. Samotny kalcein ma velmi
nizkou citlivost na pH [25].

OH OH
HO 0] OH
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O
Z
@) OH
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HO AN
O

Obrdazek 6: Struktura Kalceinu [26]
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2.6.2 Apigenin

Jedna se o jeden z nejrozsifenéjSich flavonoidii v rostlindch a patii formalné¢ do podttidy
flavont. Nedavny vyzkum ukazal nékolik biologicky vyznamnych ucinka jako naptiklad
cytostatické a cytotoxické ucinky vici riznym rakovinnym bunkédm. Dosud nebyli prokazany
zadné negativni u€inky na organismus. Po poziti prochdzi mnoha metabolickymi cestami a jeho
farmakologické chovani ovliviiuje néslednou distribuci do tkéni a biologickou aktivitu. Muze
napomahat pii piekonavani riznych onemocnéni jako naptiklad zanét, autoimunitni
onemocnéni, a dokonce i nékolik typt rakoviny. Ma velmi nizkou rozpustnost ve vodé
(1,35 ng/ml) a vysokou permeabilitu [27].

OH

HO O

Obrazek 7: Struktura Apigeninu [27]
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Tato bakalafska prace studuje enkapsulaci biologicky aktivnich latek za cilem mozné
enkapsulace protirakovinych 1é¢iv. Tato aplikace liposomalnich systému je v soucasné dobé
Siroce studovana hlavné kvali §ifi amrti v disledku rakoviny rizného druhu [28]. Liposomalni
enkapsulace je velmi Siroce prozkoumana problematika, s vysokym poctem ¢lanka a dalSich
publikaci. Avsak pro ucely této bakalaiské prace byl vyuzit jen omezeny pocet téchto publikaci,
které jsou piimo dilezité pro potieby bakalaiské prace. Clanky a publikace, které se zabyvaji
enkapsulaci jakozto procesem, jsou vSak vétsinou zaméfeny na studium enkapsulace biologicky
aktivnich latek v potravinaistvi ¢i kosmetice a kosmetologii. Enkapsulace se tedy ve vétSing
piipadech testuje na vitaminech ¢i podobnych biologickych substancich.

Jak bylo feceno vySe vétSina publikaci se zabyva enkapsulaci pro potfeby kosmetiky a
potravinaistvi. V potiebach pro potravinafstvi se hlavné soustiedi na pfepravu vitaminti pomoci
liposomu. Vitaminy jsou latky, které si lidsky organismus neni schopen tvofit sam a je potieba
je dodavat. V pfirod¢ jsou pfitomny vitaminy rizného druhu, nékteré hydrofilni (vitamin K,
vitaminy skupiny B a vitamin C) a jiné lipofilni (vitamin A, vitaminy skupiny D a vitamin E).
Liposomalni pfeprava pomoci enkapsulace se tak jevi jako dobry zplisob doddvani téchto latek
organismu diky jejich povaze a vlastnostem. Toho lze vyuzit pti [é€bé, kdy je potieba organismu
dodavat tyto latky v zavislosti na diagnoze nebo jako dopliky stravy [8].

S ohledem na enkapsulaci 1€ku, ¢i pro vyuziti v medicing, jsou nejvice testovany liposomalni
enkapsulace 1éku a zobrazovaciho ¢inidla. Takto obohacené liposomy dokdzou zhodnotit
ucinky terapie rakoviny. Diky spole¢nému zaclenéni 1éCiva a zobrazovaciho ¢inidla je mozné
sledovat uvoliiovani 1é¢iva a jeho UCinnost pomoci zobrazovacich technik [29]. DalSim
diivodem, pro¢ se zacala vyuZivat liposomalni enkapsulace je, toxicita protirakovinnych 1é¢iv
a kratké polo€asy in vivo cytotoxickych chemoterapeutik, prootZe maji vysoce lipofilni
charakter. Tato vlastnost vede k vedlejsim ucinktim uzivani, nasledné nedodrzovani predpist, a
to vytvari obtiZe pro pacienty uZivajici tyto 1é¢iva. Zaclenéni chemoterapeutickych latek do
liposoml miZe zlepsit jejich cileni na rakovinné buiiky a nddorové tkané, coz zvySuje i€¢innost
a minimalizuje negativni dopad léku [28].

Dalsim typem vyuziti vedle zobrazovaciho ¢inidla je Gprava liposoml pomoci specifickych
ligandd, a tak lze detekovat chemické a biologické molekuly s pomérné vysokou specifitou.
Tento mechanismus funguje, tak Ze vazba obsaZena v cilové molekule zplsobi prasknuti
fosfolipidové dvojvrstvy, coz umozni uvolnéni enkapsulované latky, kterou je mozné nasledné
schopni detekovat. Nedavné prace ukdzaly, Ze takto 1ze detekovat biomolekuly, mezi které patii
hlavné proteiny, DNA molekuly a malé organické molekuly [29].
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Nekteré ¢lanky se zaméiuji 1 na zaclenéni latek hydrofilnich a lipofilnich zaroven, coz se nazyva
dvojité plnéni. Z nejnovejsiho pohledu se hleda hlavné zptisob, jak zaclenit dvé biologicky
aktivni latky s riznymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi a zaroveit dokézat co nejpiesngji
urcit ucinnost enkapsulace u obou latek [30]. V ¢lanku zabyvajicim se touto problematikou byly
prozkoumény riizné metody plnéni liposom, ty zahrnovaly centrifugaci, dialyzu, ultrafiltraci,
mikrokolonovou centrifugaci, nanocasticovou vylu¢ovaci chromatografii a indukovanou
sedimentaci polyethylenglykolem. Tyto metody byly ozkouSeny a autofi clanku dosli
k vysledklim, ze centrifugace na mikrokolonach, nanoc¢asticova vylu¢ovaci chromatografie a
sedimentac¢ni metody dosahly vice jak 90% ucinnosti pii pouziti PEGylovanych liposomi [30].
Toto dudlni plnéni liposoml miize byt zacileno na rakovinu pfi spravném zaclenéni, u¢innosti
a uvolilovani 1é¢iva do cilené tkané.

V poslednich letech byly objeveny i nejriznéjsi variace liposomi, jako napiiklad takzvané
niosomy. Niosomy jsou velmi podobné liposomiim jejich rozdil je v té skutecnosti, ze namisto
fosfolipidl, ze kterych se tvoti liposom jsou v niosomech obsazeny tzv. neiontové povrchové
aktivni latky. Vyroba téchto vezikul je mnohem levnéjsi a jako nanonosice jsou stabilngjsi.
Poprvé byly vyuzivany v kosmetice, ale v poslednich letech se zkouma jejich vyuziti pro
dodavani 1éciv. Pti 1écbé rakoviny se zjistilo, Ze stejné jako liposomy mohou i niosomy piekonat
potfebu nutnych procedur pro 1é¢bu jako chirurgicky zakrok, chemoterapie a ozafovani nebo
imunoterapie [31]. Ohledné niosomtl byla uz pfedvedena spousta patentii a clankl. Byla
zkouména lokalni aplikace niosomi, mohou zvySovat penetraci pies kizi a spoustéji imunitni
odpovéd’, kdyz je ve vodném prostfedi zapouzdien antigen. Jelikoz maji niosomy nizkou
toxicitu uvazuje se i o aplikaci pro oc¢ni terapeutika. V oblasti rakoviny jsou stejn¢ jako
liposomy schopny snizovat toxicitu protirakovinného €inidla a tim snizi i moZnost vedlejSich
ucinkd. Pomoci nebulizatoru mohou byt vezikuly 1 ukladany hluboko do plic ¢imz se zlepSuje
terapeutickd odpoveéd’ [32].
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Chemikalie

4.1.1 Lipidy

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

CAS: 63-89-8

Cislo 3arze: 850355P-G-G-328

Molarni hmotnost: 734,039 g/mol

Cistota: > 99 %

1,2-dilauroyl-sn-glycero-3-fosfat (sodna siil) 12:0 PA
Avanti Polar Lipids, Inc.

CAS:108321-06-8

Cislo 3arze: 840635P-200MG-A-025

Molarni hmotnost: 558,661 g/mol

1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfoethanolamin-N-[methoxy(polyethylenglycol)-5000]

(amonna sil) 16:0 PEG5000 PE
Avanti Polar Lipids, Inc.

CAS: 474922-84-4

Cislo 3arze: 880200P-200MG-A-062
Molarni hmotnost: 5 744,965 g/mol

Cholesterol

Sigma/Aldrich

CAS: 57-88-5

Cislo sarze: 26732-25G-F
Molarni hmotnost: 386,65 g/mol
Cistota: > 99 %

4.1.2 Rozpoustédla

Chloroform stabilizovany ethanolem
Penta s.r.o.

CAS: 67-66-3

Molarni hmotnost: 119,38 g/mol

Methanol

Penta s.t.0.

CAS: 67-56-1

Molarni hmotnost: 32,04 g/mol
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Ethanol absolutni

Penta s.r.0.

CAS: 64-17-5

Molarni hmotnost: 46,07 g/mol

4.1.3 Enkapsulované latky

Kalcein

CAS: 154071-48-4

Cislo sarze: C0875-5G

Molarni hmotnost: 622,53 g/mol

Apigenin

Biosynth s.r.o.

CAS: 520-36-5

Molarni hmotnost: 270,0528 g/mol

4.2 Priprava liposomii

4.2.1 Priprava liposomu bez aktivni latky

Pro ptipravu byla pouzita metoda rehydratace fosfolipidového filmu, ktera je blize popsana
v kapitole 2.3, diky jejimu vysokému vyuziti ve védé [6]. Liposomy byly pfipravovany
z 0,011 g DPPC (dipalmitoylfosfatidylcholin) a dalSich sloZek jako kyselina fosfatidova (PA),
polyethylenglykol (PEG) a cholesterol v kombinaci, kdy PA byla v 30 mol.%, PEG v 6 mol.%
a 30 % cholesterolu. Nasledné byly tyto slozky rozpustény v poméru 4:1 chloroformu a
methanolu a tato rozpoustédla byla odpatena. Fosfolipidovy film byl dale rehydratovan 3 ml
deionizované vody a vortexovan 5 minut. Pro dispergaci a kontrolu velikosti vezikul byla
vyuZita extruze pfes mini extrudér vyrobce Avanti Polar Lipids s polykarbonatovou membranou
0,1 pm o Sifce 19 mm. Nasledné byly zméteny vlastnosti (velikost a zeta potencidl) a jejich
absorbance.

4.2.2 Priprava liposomii s enkapsulovanym kalceinem

Pro pfipravu byla opét vyuZita metoda rehydratace fosfolipidového filmu, totozné s piipravou
v kapitole 4.2.1. Liposomy byly pfipraveny i ze stejnych pomérovych mnozstvi slozek (DPPC,
PA, PEG a cholesterol) jako u liposoml bez enkapsulované latky. Slozky byly rozpustény
v kombinaci organickych rozpoustédel, ktera byla odpatena a lipidovy film byl rehydratovan
3 ml deionizované vody s rozpusSténou aktivni latkou (Kalcein) o koncentraci 0,15 g/l.
Vysledny roztok byl vortexovan 5 minut. Pro dispergaci liposomid a kontrolu velikosti
vytvotenych vezikul byla vyuzita extruze pfes mini extrudér vyrobce Avanti Polar Lipids
s polykarbonatovou membranou 0,1 um se Sitkou 19 mm. Poté byly zméfeny vlastnosti
vytvotenych liposomi a absorbance roztoku s enkapsulovanou i volnou latkou. Pro zjisténi
ucinnosti enkapsulace byla vyuzita metoda dialyzy ptes dialyzacni stfivko od vyrobce Repligen
o velikosti portt 50 kD na objem 5 ml po dobu 72 hodin. Po uplynuti této doby byla zmétena
absorbance roztoku liposomt, nafedénych na 25 ml, a vlastnosti téchto liposom.
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4.2.3 Vyroba liposomi s enkapsulovanym apigeninem

Pro ptipravu liposomi za ucelem enkapsulace hydrofobni latky byla vyuzita, stejné jako
v piipad¢ s hydrofilni latkou, metoda rehydratace fosfolipidového filmu, blize popsana
v kapitole 2.3. Pomérové slozeni vSech slozek (DPPC, PA, PEG a cholesterol), ze kterych byly
pfipraveny liposomy je také stejny jako pii piiprave liposoml bez aktivni latky, popséno
v kapitole 4.2.1. Pro enkapsulaci byl pfipraven roztok aktivni latky (Apigenin) rozpusténé
v chloroformu o koncentraci 0,04 g/1. Pro rozpusténi chemikalii organickymi rozpoustédly tedy
bylo pouzito 100 ul methanolu a 400 ul chloroformu s rozpusténym apigeninem o koncentraci
0,04 g/l. Poté byla organickd rozpoustédla odpafena a vznikly film byl rehydratovan 3 ml
deionizované vody. Vysledny roztok byl 5 minut vortexovan. Pro dispergaci a kontrolu
velikosti liposomil byla opét vyuzita extruze pies mini extrudér od vyrobce Avanti Polar Lipids
s polykarbonatovou membranou 0,1 um se Siftkou 19 mm. Pro zjisténi ucinnosti enkapsulace
byla vyuzita filtraéni centrifugace. Byla pouzita centrifuga Rotofix 32 od vyrobce Hettich
Zentrifugen pii 2500 ot/min po dobu 30 minut a filtraéni zkumavka od vyrobce Pall
Corporation s membranou cut-off 30 K, kdy za této centrifugace membranou prosla pouze voda
a hydrofobni apigenin zlstal s liposomy na membrané. Aby bylo mozno zjistit, jakd je
koncentrace volného apigeninu, byl supernatant (voda) vylit a k liposomim byly pfidany 2 ml
10 % ethanolu. Tento roztok byl znovu zcentrifugovan pii 3000 ot/min po dobu 15 minut.
Nasledn¢ byla zmétena absorbance supernatantu (apigenin rozpustény ziedénym ethanolem).
Tento supernatant byl nafedén absolutnim ethanolem na 10 ml. A také byly zanalyzovany
vlastnosti liposomt, které neprosly membranou a byly zadrzeny.

4.2.4 Meéreni a zpracovani vysledki
Velikost vezikul a jejich zeta potencial byl zméten pred dialyzou a po dialyze pro zjisténi
vlastnosti vezikul s enkapsulovanou latkou. Tyto vlastnosti byly méfeny na ptistroji Zetasizer
Nano ZS vyrobce Malvern Instruments.

Velikost Castic a jejich distribuce byla ur¢ena pomoci dynamického rozptylu svétla (2.5.2) ve
sklenénych kyvetach pfi teploté 25 °C. Liposomy kazdého opakovani byly zmé&feny trikrat,
pfi¢emz experiment jako takovy byl opakovan tiikrat. Vysledky jsou tedy celkem primérem 9
hodnot.

Zeta potencial byl méten pomoci ponorné elektrody pii 25 °C. Kazdy ze vzorki byl prométen
pétkrat, vysledna hodnota zeta potencialu je tedy primérem 15 hodnot.

Koncentrace aktivni latky byla v obou pifipadech stanovena na UV—Vis spektrometru Hitachi
pomoci UV—Vis spektroskopie (2.5.1), absorbance byla zmétena pied a po dialyze. Vysledné
hodnoty jsou vzdy primérem 3 hodnot. Z koncentraci byla néasledné¢ vypoctena ucinnost
enkapsulace v procentech.

V moment, kdy byla absorbance méfena v roztoku s liposomy, bylo zjisténo, Ze samotné
liposomy absorbuji uritym zplsobem v celé §ifi spektra. Proto byly pfipraveny i liposomy,
které nemély zadnou absorbovanou latku, tudiz byly pouzity jako univerzalni blank, kdy byla
odecitana data liposom1 s aktivni latkou od dat liposomil bez aktivni latky, aby bylo dosdhnuto
pouze absorbance aktivni latky a mohla byt ur¢ena jeji koncentrace a nasledné ucinnost
enkapsulace.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Liposomy bez enkapsulované aktivni latky

Byly ptipraveny liposomy bez enkapsulovaného 1éCiva s velikosti 164,20 + 2,59 nm. Kdy PDI
bylo 0,1717 + 0,0118. Pfi méfeni velikosti byla zjiSténa i1 frekvencni distribuce vezikul a
korelogram. VSechna tato ziskana data jsou primérem tii méfeni. Nasledn¢ byla zméfena
absorbance liposomt v rozmezi 300—500 nm.
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Obrazek 8: Korelogram pro méreni velikosti v zavislosti na case
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Obrdazek 9: Frekvencni distribuce velikosti liposomu

24



25 1

0,5 1

0 } } } |
300 350 400 450 500
A (nm)

Obrazek 10: Zavislost absorbance na vinové délce pro liposomy bez enkapsulované aktivni latky

5.2 Enkapsulace kalceinu do liposomu

5.2.1 Kalibraéni fada kalceinu

Pted samotnou enkapsulaci hydrofilniho 1é¢iva do liposomu byla pfipravena kalibra¢ni fada
zavislosti absorbance na koncentraci pro kalcein se zacinajici koncentraci 0,00025 g/l a
konecnou koncentraci 0,04 g/l1. Tato kalibra¢ni fada byla provedena tiikrat, jednotlivé kalibra¢ni
kiivky jsou uvedeny v posledni kapitole (Ptilohy).
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Obrazek 11: Kalibracni krivka zavislosti absorbance na koncentraci pro kalcein
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5.2.2 Vlastnosti liposomu pied dialyzou

Vlastnosti liposomt, které byly sledovany, jsou velikost vezikul a zeta potencial. Velikost byla
kontrolovana pomoci mini extrudéru s membranou pro vezikuly o velikosti 0,1 pm.
Membranou prosly liposomy o vétsim prumeéru, protoze to jsou castice, které jsou elastické a
dokézou se do urcitého bodu deformaéné ptizpisobit.

Velikost liposomt byla méfena pii kazdém opakovani trikrat, tzn. ze kone¢na hodnota je prameér
deviti méteni. Tato hodnota byla stanovena na 156,68 + 3,28 nm. PDI bylo stanoveno stejnym
zpusobem na hodnotu 0,1134 £ 0,0232. Pfi méfeni byl ziskan korelogram a graf frekvencni
distribuce.Obrazek 12 a Obrazek 13 ukazuji zptimérované data. Pro jednotliva opakovani byly
vytvofeny grafy se tfemi opakujicimi méfeni, tyto grafy jsou uvedeny v posledni kapitole
(Ptilohy).
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Obrdazek 12: Korelogram pro méreni velikosti v ¢ase pred dialyzou
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Obrazek 13: Frekvencni distribuce velikosti liposomii pred dialyzou
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Zeta potencial byl zméfen pti kazdém opakovani petkrat, konecna hodnota je tedy pramérem
patnacti hodnot. Tato hodnota byla stanovena na - 25,17 = 1,88 mV. Coz znaci, ze pfipravené
liposomy maji dobrou stability.

5.2.3 Vlastnosti liposomu po dialyze

Po dobu 72 hodin byl roztok s liposomy ve stiivku 50 kD, kdy ve vnéjsim okoli byla pfitomna
deionizovand voda, kterd byla pouzita pti ptipravé liposomu. Poté co byla dialyza ukonéena
byly liposomy znovu za stejnych podminek zméieny pro velikost a zeta potencial.

Zm¢eiena primeérna velikost byla zmétena na 147,78 + 10,87 nm, coz je mensi hodnota nez pied
dialyzou. To je zptisobeno pdrovitosti membrany dialyzacniho stfivka, kdy dialyza ovlivnila i
PDI, které bylo stanoveno na 0,0663 = 0,0337.0brazek 14 a Obrazek 15 ukazuji zprimérovana
data pro korelogram a graf frekvenc¢ni distribuce. Grafy s viditelnymi jednotlivymi opakovani
jsou uvedeny v posledni kapitole (Pilohy).
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Obrazek 14.: Korelogram pro mérveni velikosti v case po dialyze
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Obrazek 15: Frekvencni distribuce velikosti liposomii po dialyze
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Zeta potencial byl zméfen téz stejnym zpisobem jako ptfed dialyzou a byl uréen na
- 15,91 £ 3,34 mV. Coz je pomérné méne nez pred dialyzou, to poukazuje na nizsi stabilitu.

5.2.4 Vypocet u¢innosti enkapsulace kalceinu

Aby bylo mozno vypocitat ucinnost enkapsulace byla zmeéfena absorbance liposomi
s kalceinem pfed dialyzou a po dialyze. Z téchto dat byla vypocitana u¢innost z Lambertova-
Beerova zakonu.

Absorbance kalceinu v zavislosti na vinové délce byla pied dialyzou zméfena tiikrat a za
stejnych podminek byla stanovena i po dialyze. Grafy znazoriuji priméry téchto tfi hodnot.
V posledni kapitole (Ptilohy) jsou uvedeny grafy na kterych Ize vidét vSechna opakovani.
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Obrdazek 16. Zavislost absorbance na vinové délce pro koncentraci celkového kalceinu v roztoku pred
dialyzou
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Obrdazek 17: Zavislost absorbance na vinové délce pro koncentraci enkapsulovaného kalceinu po dialyze
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Koncentrace kalceinu pied a po dialyze se zménila, protoze béhem dialyzy kalcein, ktery byl
pritomen v okolnim roztoku (volny), byl pory pieveden do roztoku deionizované vody pies
pory stiivka pro vyrovnani koncentraci. Voda byla pravidelné vyméenovana pro co nejucinné;jsi
odstranéni volné latky.

Utinnost enkapsulace byla vypo¢itana pro kazdé opakovani zvlast. Nejprve bylo potieba zjistit
koncentraci kalceinu, ktery je enkapsulovany v liposomech. Ta byla vypoctena z Laamber-
Beerova zakona. Pro tento vypocet je ale potieba zjistit molarni absorp¢ni konstantu ¢, ta byla
vypoctena s vyuzitim maximalni absorbance kalceinu pted dialyzou, protoze zde je kalcein o
znamé koncentraci, a molarni absorp¢ni konstanta byla neznamou. Vyuzitou rovnici je,

e (0.4)

I-c
Pomoci této konstanty a maximalni absorbance kalceinu po dialyze byla vypoctena vysledna
koncentrace kalceinu, za vyuziti klasického znéni Laamber-Beerova zdkona.

c= A (0.5)

el

Nasledna vysledna koncentrace byla vynasobena ¢islem 8, protoze ptivodni roztok liposomu
byl v objemu 3 ml a ta byla po dialyze natedéna do 25 ml odmérné baiiky. S timto fedénim se
musi pocitat. Vyslednd koncentrace musi byt vzdy niz$i nez koncentrace plivodni, coz bylo
splnéno u vSech tfi opakovani. Nasledné bylo s koncentracemi pocitano pro zjisténi ucinnosti
enkapsulace podle rovnice (0.2). VSechny tfi hodnoty Gc¢innosti byly zprimérovany do jedné
hodnoty s odchylkou. Uginnost enkapsulace tedy vysla n = 50,21 + 6,47 %. Tabulka 1 uvadi
konkrétni vysledky jednotlivych opakovani.

Tabulka 1: Hodnoty potrebné k vypoctu ucinnosti a samotné vypoctené ucinnosti pro tri opakovani

Opakovani |e (dm*mol™-cm™) [c (g/I) n (%)
1 20.2533 0.0656 43.71
2 20.7133 0.0784 52.26
3 16.7930 0.0824 54.67
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5.3 Enkapsulace apigeninu do liposomu

5.3.1 Kalibra¢ni fada apigeninu

Pfed samotnou enkapsulaci byla vytvofena kalibracni fada apigeninu rozpusténého
v absolutnim ethanolu. Tato kalibra¢ni fada byla vytvotfena v rozsahu 0,002 g/l az po 0,01 g/1.
Tato tfada byla pfipravena a zméfena tiikrat. VSechna tfi méfeni jsou uvedena v posledni
kapitole (Ptilohy).
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Obrazek 18: Kalibracni kiivka zavislosti absorbance na koncentraci apigeninu

5.3.2 Vlastnosti liposomt pied centrifugaci s enkapsulovanym apigeninem

Vlastnosti, které byly sledovany byla velikost a zeta potencidl, stejné jako v ptipad¢ s hydrofilni
latkou. Velikost a frekven¢ni distribuce byla kontrolovéna uz diive zminénym mini extrudérem
s membranou na 0,1 pm o Sifce 19 mm. Membranou byly schopny projit 1 liposomy o vétSim
praméru diky schopnosti liposomil se do urcité miry deformacéné ptizptisobit.

Cely experiment byl proveden tfikrat a pii kazdém jednotlivém méfeni pfistroj poskytl tfi
hodnoty. Kone¢ny vysledek je tedy primeérem deviti hodnot. Velikost vezikul byla tedy
stanovena na 167,00 = 1,26 nm. Stejnym zplusobem byla stanovena i hodnota PDI na
0,1087 + 0,0303. Obrazek 19 a Obrazek 20 ukazuji zprimérovana data pro korelogram a pro graf
frekvencni distribuce. Hodnoty zkazdého opakovéani jsou uvedeny v posledni kapitole
(Ptilohy).
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Obrazek 19: Korelogram pro méreni velikosti v case pied centrifugaci
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Obrazek 20: Graf frekvencni distribuce pro méreni velikosti pred centrifugaci

Zeta potencial byl pti kazdém opakovani zméfen pétkrat coZz znamena, ze kone¢na hodnota je
pramérem z patnacti hodnot. Timto zplisobem byl zeta potencidl stanoven na
- 28,267 + 0,945 mV. Tato hodnota znaci, ze ptipravené liposomy jsou dobré stability.
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5.3.3 Vlastnosti liposomu po centrifugaci

Po zméfeni vlastnosti vezikul s enkapsulovanym apigeninem byl roztok s liposomy vlit do
filtratni zkumavky s membranou cut-off 30 K a byl zcentrifugovan pii 2500 ot/min po dobu
30 minut. Po této fazi prosla voda piitomna v roztoku membrénou do spodni ¢asti zkumavky,
avSak hydrofobni apigenin nemohl projit spole¢né s vodou a zachytil se na membranach
filtratni zkumavky nebo byl adsorbovéan na povrchu liposomii. Z toho diivodu byl pfipraven
10 % ethanol, ten byl pfidan ve 2 ml kroztoku liposomu a tento roztok byl znovu
zcentrifugovan pii 3000 ot/min po dobu 15 minut. Vysledny supernatant, ktery obsahoval 10 %
ethanol s rozpusténych apigeninem byl nafedén na 10 ml absolutnim ethanolem. Liposomy
stale neprosly membranou a byly neposkozené, bylo mozno zméfit jejich vlastnosti stejnym
zptisobem jako pied centrifugaci.

Vlastnosti byly zméfeny za stejnych podminek jako v kapitole 5.3.2, tzn. ze konecnéd hodnota
je opét primérem deviti hodnot. Velikost byla liposomu stanovena na 157,44 + 6,66 nm.
Velikost je tedy niz8i nez pted centrifugaci. To je pravdépodobné zpisobeno tim, Ze byl
apigenin navazan i membran¢ liposomu a tim zvétSoval jejich velikost, ale po nasledném omyti
10 % ethanolem se apigenin na membrané rozpustil. Stejnym zpisobem byla stanovena
hodnota PDI na 0,0826 + 0,0150.0brazek 21 a Obrazek 22 zndzoriiuji zpramérovana data pro
korelogram a pro graf frekvenéni distribuce ziskana pfistrojem Zetasizer. Jednotlivé grafy
z kazdého opakovéni jsou uvedeny v posledni kapitole (Ptilohy).
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Obrdazek 21: Korelogram pro méreni velikosti v ¢ase po centrifugaci
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Obrazek 22: Frekvencni distribuce pro méreni velikosti po centrifugaci

Zeta potencial byl stanoven stejnym postupem jako pred centrifugaci, tudiZ je kone¢ny vysledek
pramérem patnécti hodnot. Zeta potencial byl tedy stanoven na - 29,89 + 2,14 mV. CoZ znaci
ze centrifugace ani omyti liposomi 10 % ethanolem neovlivnilo negativnég stabilitu.

5.3.4 Vypocet Gcinnosti enkapsulace apigeninu

Aby bylo mozno vypocitat uc¢innost enkapsulace, byly méfeny absorbance apigeninu pied a
nasledné po centrifugaci. Z téchto grafli byla nasledné vypoctena koncentrace apigeninu
v roztoku a nésledné volného podle Lambert-Beerova zakonu. Obrdzek 23 a Obrazek 24 jsou
grafy primérnych hodnot ze tfi opakovani. Jednotlivé grafy opakovani jsou uvedeny v posledni

kapitole (Ptilohy).
0,45 T
04 +
0,35
0,3
—. 0,25
< 0,2
0,15
0,1

0,05

A (nm)

Obrazek 23: Zavislost absorbance na vinové délce pro koncentraci celkoveho apigeninu v roztoku
pred centrifugaci
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Obrazek 24. Zavislost absorbance na vinové délce pro koncentraci volného apigeninu po centrifugaci

Absorbance apigeninu v méteném roztoku pied a po centrifugaci se zménila z toho divodu, ze
prvni zméfend absorbance je pro celkovou koncentraci apigeninu v roztoku. Zatim co druha je
pouze volny apigenin. Pro kazdé opakovani byla ucinnost vypocitana jednotlive.

V prvnim kroku bylo potieba zjistit koncentraci volného apigeninu, k tomu byl vyuzit Lambert-
Beertiv zakon. Zde jsou, ale dvé nezndmé tudiz bylo potieba zjistit hodnotu molarni absorpéni
konstanty ¢, k tomu byla pouzita maximalni absorbance pted dialyzou, protoZe zde je apigenin
stale jesté o znamé koncentraci. Vyuzitou rovnici byla,

e (0.6)

I-c
Poté co byla ziskana potfebna konstanta byla dosazena do piivodniho znéni Lambert-Beerova
zakona spole¢né s maximalni absorbanci apigeninu po centrifugaci, kdy neznamou byla
koncentrace.

L 0.7)
=

Nasledna koncentrace byla vynasobena cCislem 3,33 coz je vypolteny pomér fedéni. Po
centrifugaci byl totiz roztok nafedén na 10 ml ze 3 ml, tak aby se koncentrace urcila
v pivodnich 3 ml. Vysledna koncentrace musi byt vzdy niZ§i nez piivodni koncentrace, coz
bylo splnéno u viech ¥ opakovani. Uginnost enkapsulace byla nasledn& vypoéitana pomoci
rovnice (0.2). Kone¢na hodnota je tedy priméerem tii vysledkii se smérodatnou odchylkou. Tato
hodnota byla stanovena na n = 88,93 + 0,59 %. Tabulka 2 zndzorfiuje vysledky jednotlivych
opakovani.
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Tabulka 2: Tabulka hodnot potiebnych pro vypocet ucinnosti enkapsulace a samotné vysledky ucinnost

Opakovéni |¢ (dm3 -mol~t-cm™) [c (g/I) |n (%)
1 7,28 0,0046 88,58
2 7,33 0,0045 88,63
3 10,38 0,0042 89,58

Takto vysoké vysledky jsou mozné pii spravné ptipravé a enkapsulaci aktivni latky, ale hlavné

pokud je splnéna podminka, kde koncentrace aktivni latky v roztoku je mnohem mensi nez
koncentrace liposomu. Koncentrace pouzité latky byla 0,04 g/l a koncentrace liposomu byla

5 mM.
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6 ZAVER

V ramci této bakalarské prace byly pfipraveny liposomy metodou rehydratace fosfolipidového
filmu. Pasivni enkapsulaci byly do liposomil zaclenény dvé biologicky aktivni latky: hydrofilni
kalcein a hydrofobni apigenin. K dispergaci pfipravenych vezikul a kontrole jejich velikosti byl
vyuzit extrudér. Jako separacni metody pro volnou latku byla zvolena dialyza (pro kalcein) a
filtra¢éni centrifugace (pro apigenin). U obou latek byla nasledné vypoctena tc¢innost jejich
enkapsulace a zanalyzovany vlastnosti liposomt s touto enkapsulovanou aktivni latkou.

Bylo zjisténo, Ze pti zaclenéni apigeninu do membrany liposomt bylo docileno mnohem vyssi
ucinnosti enkapsulace nez u kalceinu enkapsulovaného do liposomalniho jadra. Toho bylo
pravdépodobné dosahnuto v disledku nizsi koncentrace apigeninu v poc¢atecnim roztoku, coz
umoznilo jeho skoro uplné zaclenéni. Naopak u kalceinu nebyl tento rozdil koncentraci tak
vyrazny, coz vedlo k niz$i i€innosti enkapsulace.

Pti sledovani vlastnosti vzdy pfed a po separa¢nich metodach bylo zjisténo, ze pii metode
dialyzy se snizila stabilita pfipravenych liposomti, av§ak hodnota PDI se zlepsila. Pfi metodé
filtrac¢ni centrifugace se zmensSila velikost vezikul, coz znacilo, Ze pted centrifugaci byl na
vngj$i strané membrany nejspiSe zachycen apigenin, ktery byl béhem separace odstranén.
Hodnota PDI se vyrazné¢ji nezménila a stabilita pfipravenych liposomi se malinko zlepsila.
Metoda filtracni centrifugace se tedy jevi jako lepsi volba pro separaci volné aktivni latky.
V budoucnu by bylo vhodné otestovat vliv typi pufrii na stabilitu a u¢innost enkapsulace.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU
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9 PRILOHY
9.1 Kalibra¢ni fady kalceinu
14 T
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Obrazek 25: Prvni méreni kalibracni krivky zavislosti absorbance na koncentraci pro kalcein
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Obrdzek 26. Druhé mérent kalibracni krivky zavislosti absorbance na koncentraci pro kalcein
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Obrazek 27: Treti mereni kalibracni kiivky zavislosti absorbance na koncentraci pro kalcein

9.2 Vlastnosti liposmii pied dialyzou

Pfi kazdém opakovani byla vSechna data zméfena tfikrat a zprimérovana, nasledujici grafy
znazoriuji tyto zprimérovana data pro vSechna tfi opakovani.
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Obrdazek 28: Korelogram pro mérent velikosti v case

43



14 ¢+
12 1 /’ M&Feni 1
10 Mé&feni 2
. 1l
= Mé&Feni 3
a
E 8+
3 .
[=] |
> 6+ f
a4 4+
2 -,
)
0 - } } } + O {
0 100 200 300 400 500 600

Velikost (nm)

Obrazek 29: Frekvencni distribuce velikosti liposomii pred dialyzou

9.3 Vlastnosti liposomi po dialyze

Pti kazdém opakovani byla vSechna data zméfena tfikrat a zprimérovana, nasledujici grafy

znéazornuji tyto zprimérovana data pro vSechna tfi opakovani.
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Obrazek 30: Korelogram pro velikost v zavislosti na case po dialyze pro vSechna tri opakovani
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Obrazek 31: Frekvencni distribuce velikosti po dialyze pro vSechna ti'i meéreni

9.4 Vypocet ucinnosti enkapsulace kalceinu

Pro vypocet Uc¢innosti byla vyuZita metoda méteni absorbance na vinové délce, pro kazdé
opakovani byla zjiSténa absorbance kalceinu pied i1 po dialyze.
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Obrazek 32: Zavislost absorbance na vinové délce pro celkovou koncentraci Kalceinu pred dialyzou pro
vSechna tri opakovani
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Obrazek 33: Zavislost absorbance na vinové délce pro koncentraci enkapsulovaného kalceinu po dialyze

pro vSechna tri opakovani
9.5 Kalibra¢ni krivky apigeninu
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Obrazek 34.: Kalibracni krivka zavislosti absorbance na koncentraci apigeninu pro prvni méreni
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Obrazek 35: Kalibracni kiivka zavislosti absorbance na koncentraci apigeninu pro druhé méreni
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Obrdazek 36. Kalibracni kiivka pro zavislost absorbance na koncentraci apigeninu pro treti mereni

9.6 Vlastnosti liposomu pred centrifugaci

Jednotliva opakovani jsou zakreslena v jednom grafu. Kdy jedno opakovani je primérem tfi
hodnot, ktera zméfil pfistroj Zetasizer v jednom méfeni.
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Obrazek 37: Korelogram pro méreni velikosti vSech t/i opakovani pred centrifugaci

18 -

16 T

14 + 1. opakovani

2. opakovani

=

¥
1
T

3. opakovani

Volume (%)
=
(]

Velikost (nm)

Obrazek 38: Graf frekvencni distribuce pro méreni velikosti vSech tri méreni pred dialyzou

9.7 Vlastnosti liposomu po centrifugaci

Nasledujici grafy znazornuji vSechna tfi opakovani, kazdé opakovani je samo o sobé& tvofeno
z pramérnych hodnot ze tfi méfeni.
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Obrazek 39: Korelogram pro méreni velikosti pro v§echna tri méreni po centrifugaci
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Obrazek 40: Graf frekvencni distribuce pro méreni velikosti pro vSechna tii opakovani po centrifugaci

9.8 Vypocet ucinnosti enkapsulace apigeninu

Pro vypocet G€innosti byla vyuzita metoda méfeni absorbance na vinové délce, pro kazdé
opakovani byla zjiSténa absorbance apigeninu pted i po filtracni centrifugaci.
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Obrdazek 41: Zavislost absorbance na vinové délce pro celkovou koncentraci apigeninu pred filtracni
centrifugaci pro vSechna t¥i opakovani
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Obrazek 42: Zavislost absorbance na vinové délce pro koncentraci enkapsulovaného apigeninu po
filtracni centrifugaci pro vSechna tri opakovani
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