Priprava liposomu s obsahem kosmeceutik

Bc. Aneta MaruSakova

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2021 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka
Ustav technologie tuki, tenzidi a kosmetiky

Akademicky rok: 2020/2021

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jménoaprijmeni:  Bc. Aneta MaruSakova

Osobni islo: 119406

Studijni program: NO0711A130011 Biomaterialy a kosmetika

Studijni obor; Biomaterialy a kosmetika

Forma studia: Kombinovana

Téma prace: Priprava liposomii s obsahem kosmeceutik
Ldsady pro vypracovani

|. Teoreticka cast

1. Zpracujte literdmi reser3i na zadané téma.

2. Popiste liposomy jejich sloZeni, vlastnosti a metody pfipravy.

3. Veénujte se rovnéf kosmeceutikiim jako slibné kategorii kosmetickych surovin, struéné charakterizujete jednotlivé skupiny
téchto latek véetné jejich funkce v kosmetickych formulacich.

II. Prakticka cast

1. Pripravte liposomy s riiznym sloZenim lipidové membrany a obsahem vybranych kosmeceutik.

2. VYhodnymi technikami stanovte jejich fyzikalné-chemickeé charakteristiky.

3. Sledujte vztah mezi sloZzenim a vlastnostmi pfipravenych liposomi.

4. Ziskané vysledky zpracujte a formulujte zavéry prace.



Forma zpracovani diplomové prace: tiSténa/elektronicka

Seznam doporucené literatury:

[1]1 MARSH D. Handbook of Lipid Bilayers, 2nd Edition. CRC Press Taylor & Francis Group, Boca Raton, 2013. ISBN 13: 978-1-4200-
8833-5.

[2] GREGORIADIS G. Liposome Technology, Volume |: Liposome Preparation and Related Techniques. Informa Healthcare, 2007,
ISBN: 10: 0-8493-8821-X.

[3] RIDEAU, E.; DIMOVA, R.; SCHWILLE, P.; et al. Liposomes and polymersomes: a comparative review towards cell mimicking.
CHEMICAL SOCIETY REVIEWS, 47, 23, 2018, 8505-8970.

[4] TRAN V. V.; MOON J. Y,; LEE Y. C. Liposomes for delivery of antioxidants in cosmeceuticals: Challenges and development
strategies. JOURNAL OF CONTROLLED RELEASE, 300, 2019, 114-140.

[5] BONECHI, C.; DONATI, A.; TAMASI, G.; et al. Protective effect of quercetin and rutin encapsulated liposomes on induced
oxidative stress. BIOPHYSICAL CHEMISTRY, 233, 2018, 55-63.

Vedouci diplomové prace; doc. Ing. Véra Kasparkova, (Sc.
Ustav technologie tuki, tenzidd a kosmetiky

Datum zadani diplomové prace: 2. ledna 2021
Termin odevzdani diplomové prace: 14, kvétna 2021

LS.

prof. Ing. Roman Cermék, Ph.D. doc. Ing. Marian Lehocky, Ph.D.

dékan feditel dstavu

Ve Zliné dne 20. Ginora 2021



PROHLASENI AUTORA
DIPLOMOVE PRACE

Beru na védomi, ze:

e diplomova prace bude ulozena v elektronické podob¢ v univerzitnim informaénim systému a
dostupna k nahlédnuti;

¢ namoji diplomovou préci se pln€ vztahuje zdkon €. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech
souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zakonl (autorsky zakon) ve znéni
pozdéjsich pravnich piedpist, zejm. § 35 odst. 3;

e podle § 60 odst. 1 autorského zakona méa Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢ pravo na uzavieni
licen¢ni smlouvy o uZiti $kolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského zakona;

e podle § 60 odst. 2 a 3 autorského zakona mohu uzit své dilo — diplomovou praci nebo poskytnout
licenci K jejimu vyuziti jen s pfedchozim pisemnym souhlasem Univerzity Tomase Bati ve
Zling, ktera je opravnéna v takovém piipad¢ ode mne pozadovat piiméieny prispévek na thradu
nakladu, které byly Univerzitou Tomase Bati ve Zlin€ na vytvoteni dila vynaloZeny (az do jejich
skute¢né vyse);

e  pokud bylo k vypracovani diplomové prace vyuzito softwaru poskytnutého Univerzitou Tomase
Bati ve Zliné nebo jinymi subjekty pouze ke studijnim a vyzkumnym ucelim (tj.
k nekomerénimu vyuziti), nelze vysledky diplomové prace vyuzit ke komerénim ucelim;

e  pokud je vystupem diplomové prace jakykoliv softwarovy produkt, povazuji se za soucast prace
rovnéz i zdrojové kody, popf. soubory, ze kterych se projekt skladd. Neodevzdani této soucasti
muze byt divodem k neobh4jeni prace.

Prohlasuji,

e 7e jsem diplomové praci pracoval samostatné a pouzitou literaturu jsem citoval. V piipadé¢
publikace vysledkii budu uveden jako spoluautor.

e  7e odevzdand verze diplomové prace a verze elektronicka nahrana do IS/STAG jsou obsahove
totozné.

Ve Zliné dne:

Jméno a ptijmeni studenta:

podpis studenta



ABSTRAKT

Tato diplomova pace se zabyva piipravou liposomt s obsahem kosmeceutik a vénuje Se
proto kosmetickym nosic¢lim, liposomim, jejich slozeni, vlastnostem a metodam piipravy,
jako 1 jednotlivym skupindm kosmeceutik, ktera jsou pouzivana jako soucast kosmetickych
formulaci. Prakticka ¢ast se zaméfuje na piipravu liposomu ve ¢tyfech formulacich s riznym
slozenim lipidové membrény a obsahem acetatu vitaminu E jako aktivni latky. Liposomy
ptipravené metodou hydratace suchého lipidového filmu byly charakterizovany vhodnymi
technikami (dynamicky rozptyl svétla, mikroskopie) a byly stanoveny jejich fyzikalné-
chemicke vlastnosti, morfologie, stabilita, enkapsula¢ni a antioxida¢ni u¢innost. V zavéru

prace bylo zhodnoceno sloZeni jednotlivych formulaci v souvislosti s jejich vlastnostmi.

Kli¢ova slova: liposomy, kosmeticka vehikula, kosmeceutika, vitamin E acetat

ABSTRACT

The master thesis deals with the preparation of liposomes containing cosmeceuticals, and
describes cosmetic carriers, liposomes, their composition, properties and methods
of preparation, as well as on different groups of cosmeceuticals used as part of cosmetic
formulations. The experimental part focuses on the preparation of liposomes in four
formulations with different composition of the lipid membrane containing vitamin E acetate
as the active substance. Liposomes prepared using the procedure of dry-lipid-film hydration
were characterized using suitable techniques (dynamic light scattering, microscopy) and
their physicochemical properties, morphology, stability, encapsulation and antioxidant
efficiency were determined. At the end of the work, the correlation between composition of

individual formulations and their properties was evaluated.

Keywords: liposomes, cosmetic vehicles, cosmeceuticals, vitamin E acetate
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UvoD

Ptipravky péce o plet’ jsou od praddvna pouzivany Zenami riznych vékovych kategorii. Pii
jejich aplikaci je kladen velky diiraz na kvalitu a Gcinky, které Zeny od kosmetickych
ptipravku ocekavaji [1, s. 375]. Kosmetické firmy proto vynakladaji nemalé ¢astky na vyvoj
novych kosmetickych formulaci a pfipravki. Vyznamnou souc¢éasti moderni kosmetiky jsou
kosmeceutika, latky, které udrzuji plet v dobré kondici, potlacuji zndmky starnuti a
napomahaji jejimu zdravi. Mezi hlavni skupiny kosmeceutik se fadi napt. hydroxykyseliny,
bioaktivni peptidy a vitaminy. Kosmeceutika, nebo jiné¢ aktivni slozky obsazené
Vv ptipravcich, musi byt rovnéz vhodnym zptasobem dopraveny k uré¢enému cili. K tomuto
ucelu jsou vyuzivany rizné nosice, které aktivni latku ochrani pfed nechténymi vnéjsimi
vlivy a dopravi ji do mista uréeni. K hlavnim skupinam nosica aktivnich latek v kosmetice
patii micelarni systémy, mikroemulze, emulze, hydrogely a liposomy. Liposomy byly
nejprve vyuzivany ve farmaceutickém prumyslu a soucasti kosmetiky se staly az pozdé&ji [2,
S. 33-40], [3, s. 479-494], [4, s. 11]. Tato diplomova prace se zabyva prave problematikou
liposomovych nosic¢t s enkapsulovanym kosmeceutikem, acetatem vitaminu E, ktery ma

pozitivni u¢inky na plet.
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I. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 11

1 KOSMETICKA VEHIKULA CASTICOVEHO CHARAKTERU

Pokrocilé typy nosicii aktivnich latek jsou v posledni dobé pfedmétem zajmu kosmetického,
potravinaiského 1 farmaceutického primyslu. Jedna se o koloidni disperze nebo
mikroc¢astice, které maji za cil aktivni latku enkapsulovat, ochranit pted vnéjsimi vlivy a
dopravit ji ke spravnému cilovému mistu. Témito aktivnimi latkami mohou byt 1éCiva,
antioxidanty, vitaminy, antimikrobialni latky ¢i nutraceutika [5, s. 1964-1980], [6, s. 50-57],
[7], [8, s. 3-15], [9, s. 184].

Jako kosmeticka vehikula jsou oznacovany nosice aktivnich latek, které tyto latky dopravi
do cilovych mist. Mohou byt vyuzity pouze v pfipad€, Ze nedochazi k jejich systémovému,
fyziologickému ¢i farmakologickému uc¢inku, a pokud je vyrobek, jako celek, bezpecny.
Doprava a dodavani aktivnich latek vyzaduje formulaci, ve které je aktivni latka pfitomna
Vv dostatecné koncentraci, aby doslo k optimalné rychlému uvoliiovani a zadané distribuci
aktivni latky mezi vehikulem a cilovym mistem. Z toho plyne, Ze dané vehikulum by m¢lo
proniknout do stratum corenum a nasledn¢ uvolnit aktivni latku v misté, kde ma byt

dosazeno potiebného tcéinku [10, s. 3-15].

Konkrétni typ vehikula, jeho sloZzeni a mechanismus U¢inku pfimo ovliviiuji jeho G¢innost
v dermatologickych i kosmetickych piipravcich. Jeho hodny vybér hraje i podstatnou roli
vehikula na pokozku, snadnd formulace, fyzikalni a chemicka stabilita. Pfes velkou snahu
Vv oblasti vyvoje kosmetickych vehikul vSak zatim nebyl identifikovan universalni nosic,
ktery by byl funk¢ni ve vSech typech kosmetickych ptipravki. Kazda Gcinna latka potiebuje
pro optimalni u¢inek jiny typ vehikula[11,s. 157-160]. Literarni zdroje poukazuji na n€kolik
typu téchto nosicl, které je mozné klasifikovat dle riznych principt. Nicméné kosmetické
pfipravky patifi mezi slozit¢é systémy, a proto je pro né¢ naro¢né stanovit univerzalni
klasifika¢ni systém. Podle vzhledu rozdélujeme nosi¢e na pevné, kapalné a polotuhé
systémy. Hlavnim zastupcem pevnych jsou praskové systémy. Mezi kapalné patii vodné
roztoky, micelarni systémy, emulze a mikro a nanoemulze. Do skupiny pevnych nosict jsou

fazeny napt. hydrogely, lipogely, oleogely, krémy, niosomy a liposomy [12], [13, s. 1049].

Vehikula lze klasifikovat i dle funkce jejich pouziti a mista aplikace. Konkrétné vehikula
pouzita pro oSetfeni vlasti (Sampony, barviva na vlasy atd.), nehtti (laky), pokozky (t€lové
mléko, deodorant atd.) ¢i dutiny ustni (zubni pasta). Pti vyvoji kosmetickych formulaci je

kladen diiraz ptfedevSim na fyzikalné-chemicky klasifikacni systém, ktery podava zakladni
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informace o vlastnostech a charakteru daného vehikula. Pro fyzikaln&-chemicky systém
klasifikace se pouzivaji rizna kritéria: polarita, skupenstvi, velikost a rozmér rozpusténych

castic, reologie a rozpustnost [10, s. 3-15].

Tento kratky souhrn poukazuje na Sirokou skalu klasifikaci a typt systémi, které mohou byt
zvoleny pro konkrétni dopravu ucinnych latek. Tato prace se vénuje jednomu z moznych
typt vehikul pouzivanych v kosmetickych ptipravcich, liposomtim a jejich vyuziti jako

nosi¢u aktivnich latek s charakterem kosmeceutik.
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2 LIPOSOMY

Nazev liposomy vychazi z feckého slova “Lipos” znamenajici tuk a “Soma* t€lo. Poprveé
byly popsany britskym hematologem A. Banghemem a R. W. Hornem béhem testovani
nového typu elektronového mikroskopu, kdy vznikly pfiddvanim vodného roztoku barviva
k suchym fosfolipidiim. Védci zjistili, Ze fosfolipidy za pfitomnosti vody tvoii kulovité
utvary — liposomy [14, s. 381], [15, s. 275-285], [16, s. 436], [17, s. 1197-1198], [18, s. 12],
[19, s. 1-16].

Liposomy jsou sférické vezikuly, které se skladaji z jedné, ¢i vice koncentrickych lamel. Ty
jsou tvoreny dvojvrstvou amfipatickych lipidia [19, s. 1-16]. Nejcastéji jsou tyto vezikuly
slozené z fosfolipidové dvojvrstvy, podobné bunééné membrané, a maji pramér 50 az 1000
nm. Fosfolipidy jsou pak slozeny z dlouhych hydrofobnich fetézcii nazyvanych ocasek (tail)
a polarni hydrofilni hlavy (head). Ve vodném prostiedi se hydrofobni konce seskupuji a
vznika dvojvrstva, ve které jsou hydrofilni hlavy obraceny k vodnému prostiedi. Vytvotena
dvojvrstva fosfolipidii ve svém stfedu uzavira vodnou fazi, stejné¢ jako bunééna membrana

[14, s. 381], [18, s. 12], [19, . 1-16].

Diky své struktufe, velikosti, biokompatibilit¢ a charakteru mohou byt liposomy pouZity
jako vhodné nosice aktivnich sloucenin [14, s. 381-383]. Prav¢ vnitini prostor liposomi
miZe slouzit jako vhodny prostor pro uloZeni aktivni latky. Tato jedine¢na struktura
umoziiuje do liposoml enkapsulovat latky riizného charakteru, fyzikalnich vlastnosti,
od nizkomolekularnich az po velké proteiny [20, s. 323]. Struktura lipidové dvojvrstvy
umozhuje snaz$i uvolilovani obsahu, proto jsou liposomy velmi uzite¢né pro lékarské,
farmaceutické, potravinarské, zemédélské nebo kosmetické aplikace [16, s. 437-438], [21,
S. 617-619]. Jednim z divodu pro kosmetické pouziti liposomt je jejich snadnd pfiprava a
schopnost zlepSovat absorpci U¢innych slozek pokozkou [21, s. 618], [22, s. 40-41].
Vyznamnou vlastnosti je také moznost soucasného zaclenéni a uvolnéni dvou materiald
S riiznou rozpustnosti, jak uvadi Maherani a kolektiv kolektiv [16, s. 437-438], [23, s. 1-2],
[24], [25, s. 49-54], [26].

2.1 Slozeni

Liposomy mohou byt tvofeny celou Skéalou strukturnich slozek. Nejvyznamnéjsi skupinou
jsou fosfolipidy [16, s. 438-439], [26]. Fosfolipidy patii mezi hlavni slozky strukturnich
membran a piedstavuji vice nez 50 % celkové hmotnosti lipidd v membranach. Jde

o derivaty kyseliny fosfatidové. Hlavnimi skupinami fosfolipidi jsou glycerofosfolipidy a
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sfingolipidy. Nejbéznéji  vyuzivanym fosfolipidem pro piipravu liposoml je
fosfatidylcholin. Mezi dalsi a hojn¢ pouzivané fosfolipidy Ize ftadit napiiklad:
fosfatidyletanolamin, fosfatidylserin, fosfatidylinositol a fosfatidylglycerol [14, s. 381-382].

Jednou z dalSich sloZek liposomi je cholesterol, ktery se podili na stavbé dvojvrstvy a
ovliviluje miru tuhosti jejich membrany, napomahé udrzovat lipidovou vrstvu fluidni a
stabilizovat jeji neuspotradanost. Pouzitim cholesterolu jako stabilizatoru membrany se
zabyvala fada studii. Jeho pfitomnost v liposomech ovliviiuje snizeni permeability
dvojvrstev, zlepSeni odolnosti vezikuly vii¢i agregaci i miru sbaleni fosfolipidovych molekul
[27, s. 231-232]. Nicméné sam o sobé netvoii dvojvrstvou strukturu, protoze jeho polarni
¢ast je mala. Cholesterol je mozné zahrnout do fosfolipidovych membran ve vysokych
koncentracich naptiklad 1:1 nebo az 2:1 molarniho poméru cholesterolu k fosfatidylcholinu
[14, s. 381-382], [18, s. 12-13], [27, s. 231], [28, s. 402-413], [29, s. 125-126].

Konkrétni poméry slozek liposomil souvisi s tim, k jakym tceliim jsou liposomy vyuzivany.
Zda jsou pouzity v medicing, kde se vyuzivaji k transportu a uvoliovani bioaktivni latky
na konkrétnim misté v té€le nebo v kosmetice, kde je mozné liposomy vyuzit k pfisunu latek

do bunék za Gcelem napiiklad regenerace pokozky [14, s. 384], [21,s. 618-619], [27, s. 231].

2.2 Klasifikace

Nejhojnéji vyuzivanou metodou pro piipravu liposomi je hydratace suchého lipidového
filmu. Nejprve je v baiice rozpuStén fosfolipid v chloroformu (nebo ve smési chloroformu a
methanolu). Poté je banka s roztokem fosfolipidu v chloroformu pfipevnéna na rotacni
odparku. Na sténach barky vznika odpafenim rozpoustédla tenky fosfolipidovy film. Pak je
film hydratovan vodnou fazi a tfepanim pieveden na heterogenni suspenzi multilamelarnich
vezikul. Velikost vezikuly je mozné upravit dal$Simi kroky, jako je naptiklad vysokotlaka
homogenizace, sonikace, extruze a dalsi techniky (viz dale) [29, s. 123-140], [31, s. 2-3],
[32,s.1181-1191], [33, s. 297-305].

1. Unilamelarni vezikuly (UV, unilamellar vesicles)
Ty je mozné rozdélit do dalSich 3 podskupin:
a) Velké unilamelarni vezikuly (LUV, large unilamellar vesicles)

Jde o vezikuly, které jsou vétsi nez 100 nm a jsou tvoreny jednou lipidovou dvojvrstvou.
Jsou velmi Casto pouzivané jako nosice pro hydrofilni latky, zejména diky tomu, Ze maji

vEtsi stabilitu a mensi membranové napéti.
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b) Obti unilamelarni vezikuly (GUV, giant unilamellar vesicles)

GUYV vezikuly maji velikost okolo 1 um a nejsou vhodné pro transport latek, jelikoz dosahuji
nizké stability.

c) Malé unilamelarni vezikuly (SUV, small unilamellar vesicles)

Jde o nejmensi vezikuly, které dosahuji velikosti 20-100 nm. Proto jsou vhodné pro transport

1éciv do tkéani. Doké&zou prostupovat cévnimi sténami. Jsou vSak znacn¢ nestabilni [18, s.

14], [34, s. 297-315].
2. Multilamelarni vezikuly (MLV, multilamellar large vesicles)

Multilameléarni vezikuly jsou tvofeny z vice dvojvrstev, které umoziiuji pomalé uvoliovani
jejich obsahu. Dosahuji velikosti 0,1 — 1 um. Jejich pfiprava je snadna a zustavaji dlouho
stabilni [31, s. 2-3], [32].

3. Velké oligolamelarni vezikuly (OLV, oligolamellar large vesicles)
Oligolamelarni vezikuly jsou hojné¢ vyuzivany v klinické praxi, jelikoz jejich membrany

obsahuji vétsi mnozstvi lipidd, a proto pomaleji uvoliuji sviij obsah. Timto zpisobem muze

byt prodluzovan jejich terapeuticky efekt [16, s. 436], [18, s. 14], [30, s. 40], [31, s. 2-3].

Krome nejbeéznéjsiho déleni liposomti z hlediska velikosti a poctu lamel literatura zminuje i
klasifikaci liposomt dle aplikace. Z tohoto hlediska lze liposomy napiiklad delit
na: konvenéni (konven¢ni mechanismus liposomt byl prvnim, ktery se vyuziva ve farmacii),
pH sensitivni, imunoliposomy nebo dlouhodobé¢ cirkulujici [33, s. 297-305], [35], [36], [37],
[38], [39, s. 660-668].

2.3 Priprava

Pro pfipravu liposomu existuje Siroka Skala technik. VSechny typy téchto technik vyZzaduji,
aby lipidy, pouzité k ptipravé liposomu, byly kombinovany s vodnou fazi [16, s. 439-441],
[40, s. 798-809]. Proto lze obecny zpiisob ptipravy liposomd shrnout do ¢tyt zakladnich
kroki:

1. Suseni lipidl z organického rozpoustédla
2. Rozptyleni lipidu ve vodném prostiedi
3. Cisténi piipravenych liposomu

4. Analyza kone¢ného produktu [18, s. 15-16], [31, s. 3-6]
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2.3.1 Metoda suchého lipidového filmu

Nejhojnéji vyuzivanou metodou pro piipravu liposomu je hydratace suchého lipidového
filmu. Nejprve je v baiice rozpustén fosfolipid v chloroformu (nebo ve smési chloroformu a
methanolu). Poté je banka s roztokem fosfolipidu v chloroformu pfipevnéna na rotacni
odparku. Na sténach banky vznika odpatrenim rozpoustédla tenky fosfolipidovy film. Pak je
film hydratovan vodnou fézi a tfepanim pieveden na heterogenni suspenzi multilamelarnich
vezikul. Velikost vezikuly je mozné upravit dal§imi kroky jako je naptiklad vysokotlaka

homogenizace, sonikace, extruze a dalsi techniky (viz dale) [31, s. 3-6].

2.3.2 Metody zmenSeni velikosti liposomii a poctu jejich lamel

Mezi zakladni typy mechanickych dispergacnich metod patii:

Sonikace;

French press;

Zmrazovani a rozmrazovani;

Membranova extruze, vytlatovani [41, s. 65-77], [42, s. 945-951], [43, s. 269-270]
Sonikace

Sonikace patfi mezi nejrozsifen¢j$i metody pro piipravu malych unilamelarnich vezikul
(SUV). Hydratované lipidy (MLV) je mozné sonikovat dvéma typy sonikatoru, sonikacni
sondou nebo pomoci sonikacni ldzn¢. Mezi hlavni nevyhody této metody je fazena nizka
ucinnost enkapsulace, nezadouci degradace fosfolipidii a enkapsulovanych sloucenin,
mozné znecisténi disperze kovem ze sonikacni sondy a pfitomnost MLV spolu s SUV [41,
S. 65-77], [43, s. 269-270]. Béhem sonikace sondou je hrot sondy ponoten ptimo do disperze
liposomii. Pii sonikaci je spotfebovano velké mnozstvi energie, ktera zplisobuje zahtivani
disperze v oblasti, kde je sonika¢ni sonda ponofena. Z tohoto divodu je tfeba béhem
sonikace disperzi chladit. Pti sonikaci v 14zni je liposomova disperze umisténa do sonikatoru
v relevantni nddobé nebo pod inertni atmosférou. Na rozdil od sonikace sondou, je v pribehu
této metody snazsi regulovat teplotu lipidové disperze diky kapaling, kterou je naplnéna vana

sonikatoru [44, s. 1534-1538].
Extruze

Béhem extruze jsou MLV protlacovany pies soustavu filtrii. Tato metoda je vyuZivana

ke zmén¢ velikosti liposomi a jejich homogenizaci. Je mozné ptipravit oligolamelarni nebo
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unilamelarni liposomy [45]. Pii vyuziti extruze zavisi vlastnosti kone¢né lipidové suspenze
na velikosti pordt membrany, vodné fazi, slozeni lipida a poc¢tu opakovani extruze, pti které
se tvofi uni ¢i oligolamelarni liposomy v dusledku ztraty lamel [18, s. 15-16], [31, s. 3], [43,
s. 269-270].

French press

Pti ptiprave liposoml pomoci French press metody jsou MLV vytlaovany malym otvorem
za vysokého tlaku, coZz zpusobuje jejich rozruSeni [41, s. 65-77]. Diky tomuto
mechanickému rozruseni vznikaji fragmenty vezikul, které pomoci hydrofobnich interakci
spontanné tvoii sttedn¢ velké vezikuly. Oproti sonika¢ni metodé¢ ma French Press nékolik
vyhod [46, s. 354], [47, s. 1-16]. Vysledné liposomy jsou vétsi nez SUV piipravené sonikaci
a koncentrace lipidii v disperzi mize byt vysoka. Nevyhodou této metody jsou ale pomérné

malé objemy (maximalné asi 50 ml) pfipravenych disperzi [41, 5.65-77], [42, 5. 945-951].
Zmrazovani a rozmrazovani

Malé unilameldrni vesikuly jsou rychle zmrazeny a pomalu rozmrazovany. Pfi rychlém
zmrazeni SUV prasknou a pfi zahiati dojde k jejich fizi a zvétSeni vnitiniho objemu [48],
[49], [50, s. 409-421]. Béhem této metody je tedy dosazeno zvySeni enkapsulaéni ucinnosti
liposomu z 20 na 30 % [49, s. 3945-3952].

2.3.3 Dalsi metody pripravy liposomu
Mezi tyto metody fadime:
1. Metody vstrikovani rozpoustédla

Roztok lipida, které jsou rozpustény ve smesi diethyletheru, etheru a methanolu, je postupné
vstiikovan do vodného roztoku latky, kterda ma byt enkapsulovéna. Je vhodné pracovat
za snizeného tlaku nebo pii teploté 55 az 65 °C. K tvorb¢ liposomti vede nasledné odstranéni
organického rozpoustédla. Jednou z hlavnich nevyhod této metody je, Ze populace liposomii
je heterogenni (70 az 200 nm), a slouceniny, které maji byt enkapsulovany, nemusi snést
expozici organickym rozpoustédlim pii zvySené teploté [51, s. 629-634], [52, s. 137-153].
Obdobn¢ 1ze k piiprave liposomil vyuzit i vstiikovani roztoku lipida v ethanolu do velkého
ptebytku pufru nebo vody s enkapsulovanou latkou. Mezi hlavni nevyhody této techniky
patii jiz vySe zminéna heterogenita vytvorené liposomové populace, dale pak velké ziedéni

liposomt a obtizné odstranéni veskerého ethanolu, jelikoz tvoti azeotropni smés s vodou.
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Posledni nevyhodou je, Ze nékteré biologicky aktivni molekuly mohou byt deaktivovany

kvuli zbytkovému mnozstvi ethanolu, ktery nebyl odstranén [53, s. 1015-1019].
2. Metody odparovani reverzni fize

Tato metoda je zaloZena na tvorb¢ obracenych (reverznich) micel. Tyto obracené micely se
pfipravi sonikaci smési pufrované vodni faze, ktera obsahuje aktivni latku a organické faze,
ktera obsahuje rozpusténé fosfolipidy. Postupné odstranovani organického rozpoustédla
vede k pfeméné obracenych micel do viskdzni gelové formy. V kritickém bod¢€ procesu jsou
nékteré z obracenych micel rozruSeny (uvolni se fosfolipidy) a gelovy stav se zhrouti.
Liposomy se pak vytvofi diky ptitomnosti volnych fosfolipidd, které vytvoii dvojvrstvu
kolem zbyvajicich micel. Objem prostoru pro enkapsulovanou latku je v téchto liposomech
az Ctyfnasobné vétsi nez u multilamelarnich liposomt nebo liposomt vyrabénych
protfepanim [42, s. 945-951], [44]. Pomoci této metody lze docilit vysoké ucCinnosti
enkapsulace (aZ 65 % v prostfedi s nizkou iontovou silou 0,01 M NaCl). Tato technika je
vyuzivana k enkapsulaci malych, velkych molekul i makromolekul. Nevyhodou této metody
je kontakt enkapsulovanych materiali s organickym rozpoustédlem, které mize zptisobit
jejich poskozeni [54, s. 4194-4198]. Handa et al. ptedstavili upravenou verzi metody
odpafovani na reverzni fazi. Tato Giprava méla za nasledek zvySenou G¢innost liposomalni

enkapsulace az na 80 % [55, s. 261-266].
3. Metody solubilizace detergentem

Pfi tomto postupu je suchy lipidovy film nejprve hydratovan pufrem obsahujicim detergent.
Detergent spolu s ptitomnymi fosfolipidy za¢ne vytvaret smiSené micely. V nasledném
kroku se detergent z roztoku odstrani a micely se zacnou spojovat za vytvoreni lipidové
dvojvrstvy a malych unilamelarnich vezikul. Jako detergenty se pouzivaji v jejich kritickych
micelarni koncentracich napt. dodecylsulfat sodny nebo Triton X-100. V okamziku, kdy se
detergent oddé€li, micely jsou pak vice obohacovany o fosfolipiy, coz vede ke vzniku LUV.
Pro odstranéni detergentu lze vyuzit gelovou chromatografii nebo dialyzu [56], [57, s. 19-
27], [58, s. 295].

Gelova permeacni chromatografie

Pti této technice je detergent odstranovan pomoci specialni chromatografické separace.
Nejcastéji jsou pouzivany kolony s naplni Sephacryl S200-S1000 (General Electric
Company, Teheran, iran) a Sephadex G-50, Sephadex G-l 00 (Sigma-Aldrich, MO, USA),
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Sepharose 2B-6B. Liposomy pronikaji meziprostory gelu a pii nizkych rychlostech toku je

jejich separace od detergentti velmi dobra [31, s. 4-5].
Dialyza
Jednou z dalSich moznosti odstranovani detergentli jsou komercné dostupna zatizeni

LipoPrep. Dialyzu je mozné provadét v dialyza¢nich membranach ponotenych do puftrt, jak

uvadi Shaheen a kolektiv [32, s. 1181-1191].
Adsorpce

Odstranéni detergentu pomoci adsorpce lze dosdhnout protfepanim smeési micelarniho
roztoku a organického adsorbéru. Pfi této technice jsou vyuzivany predevSim absorbéry
na bazi organického polysterenu-XAD-2 (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Némecko) a Bio-beads SM2 (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA). Nejvétsi vyhodou
pouziti adsorbentl detergenti je pfedevSim jejich schopnost eliminace detergentl s nizkou

kritickou micelarni koncentraci [31, s. 4]

2.4 Vlastnosti liposomi

Vlastnosti liposomt jsou zavislé na jejich sloZeni a ur€uji jejich vyuZiti. Mezi typické
vlastnosti liposomil fadime jejich amfipaticky charakter, biodegredabilitu, biokompatibilitu,
moznost cileného transportu, uvoliiovani a enkapsulace materiala s riiznymi vlastnostmi a
rozpustnosti. Diky témto vlastnostem 1ze pomoci liposomt zvysit G€innost enkapsulovanych
latek a optimalizovat jejich dévkovani. Jedinecné vlastnosti liposomi umoziuji fadu
aplikaci, od zakladnich studii pouZiti v kosmetice a potravinaistvi az po transport genti nebo

168iv [16, s. 441-444], [18, s. 12], [59].

2.4.1 Fyzikalné- chemicke vlastnosti

Mira usporadanosti lipidovych struktur je funkci teploty a hydratace. Uspotadani fosfolipida
je ovlivnéno mnoha faktory, které zdavisi na van der Waalsovych interakcich mezi
uhlovodikovymi fetézci, na délce acylového fetézce mastné kyseliny a jeji nasycenosti.
[Article-5] K zakladnim fyzikalnim vlastnostem liposomu patii teplota fazového piechodu,
ktera ovliviluje zménu jejich stabilni, pevné struktury na strukturu fluidni. Mezi teplotou
tazového prechodu, délkou uhlovodikového fetézce a poctem dvojnych vazeb existuje
souvislost. Cim vice dvojnych vazeb a kratsich uhlovodikovych fetézcti mastnych kyselin

struktura obsahuje, tim je teplota fazového piechodu nizsi [18, s. 12], [61].
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Fazové prechody liposomii mohou byt prakticky vyuzity jako spoustéci mechanismy
pro uvolnéni enkapsulované latky. Lipidové vrstvy, které pii nizké teploté existuji v pevné
usporadané fazi a nad urcitou teplotou ve fazi fluidni (propustné), mohou tak zahiatim

uvolnit enkapsulované 1é¢ivo do cilového mista.

Jak jiz bylo uvedeno vySe, lamelarni dvojvrstvu fosfolipidi mohou tvoftit fosfolipidy,
sfingolipidy a steroly. Fosfolipidy jsou nejc¢astéjSim lipidem membran. Mozna dvojna cis
hor§imu vzajemnému blizSimu uspotfadani acylovych fetézcii. Tato ¢ast fosfolipidu je
nazyvéana Id (liquid-disordered) a charakterizovana nizkou mirou uspotfadani hydrofobniho
fetézce [61], [62, s. 40].

Dalsi faze je pojmenovana jako kompaktni gelova s omezenou fluiditou so (solid-ordered).
Je tvorena lipidy, které maji vyssi teplotu fazového prechodu, jelikoz hydrofobni ¢ést
nasycenych mastnych kyselin je uspotfddana tésnéji kvili siln€jsim nevazebnym interakcim

a je potieba vétsi energie k rozruseni jeji struktury [62, s. 40].

2.5 Stabilita

Stabilita liposomii je jednim z hlavnich faktorti ovliviiujicich jejich aplikaci. Zavisi
na mnoha okolnostech, jako je napt. velikost liposomt ¢i jejich chemické sloZeni [16].
Stabilitu liposomt Ize posuzovat z n¢kolika hledisek a obvykle ji klasifikujeme podle ctyt
hlavnich skupin: fyzikalni, chemicka, koloidni stabilita a n€ktefi autofi uvadéji 1 biologickou

stabilitu [16, s. 444-445], [18, s. 13-14], [63, s. 71].

Fyzikalni stabilita je dulezita pfedevsim pro in vivo aplikace, jelikoz ovliviiuje interakce
liposomt s buiikami a jinymi strukturami lidského téla. Je ovlivnéna sloZenim fosfolipidd,
morfologii a zejména zeta potencialem, ktery je mirou vzajemnych interakci mezi liposomy.
Méfenim zeta potencialu je mozné ziskat informace o jejich dispergaci, flokulaci nebo
agregaci. Liposomy jsou obvykle povazovany za stabilni, pokud je hodnota zeta potencialu

vys$$i nez 30 mV nebo nizsi nez —30 mV [18, s. 13-14].

Chemicka stabilita reprezentuje schopnost liposomu udrzovat konkrétni miru enkapsulace
S ohledem na vné¢js$i zmény pH, koncentraci oxidacnich Ccinidel, sloZeni elektrolytu a
ptritomnost povrchové aktivnich latek [16, s. 444-445].

Koloidni stabilita pak znamena schopnost liposomii zachovat si svou velikost za riznych

vvvvvv
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vzajemnymi odpudivymi a pfitazlivymi interakcemi mezi vezikulami. Cim vét§i jsou
odpudivé sily mezi vezikulami, tim vyssi je stabilita daného systému [63, s. 71]. Mezi hlavni
zpisoby stabilizace koloidnich systému patii elektrostaticka a stéricka stabilizace. U prvni,
elektrostatické stabilizace, je uplatiovan princip vysoké hustoty povrchového naboje
vezikul, mezi kterymi pievladaji odpudivé elektrostatické sily nad pfitazlivymi van der
Waalsovymi silami [65, s. 69] Nejvétsim problémem této stabilizace je znatnd zéavislost
vlastnosti liposomii na podminkéach a slozeni disperzni faze. Stéricka stabilizace naopak
nezavisi na slozeni disperzniho prostiedi a je zaroven ucinna v polarnim i nepolarnim
prostiedni [66]. Zakladnim principem tohoto typu stabilizace je adsorpce stabilizujiciho
polymeru na povrch liposomu, kdy pii dostate¢ném piibliZzeni pisobi mezi hydrofilnimi

fetézci jednotlivych vezikul odpudivé sily [18, s. 13-14].

Jako velka ¢ast jinych biomolekul podléhaji lipidy degrada¢nim procesum [18, s. 13-14].
Jejich fyzikalni a biologickou stabilitu nejcastéji zhorSuji chemické reakce. Zhorseni
fyzikalni stability mize v diisledku zptsobit shlukovani liposomu, ¢i Ginik aktivni latky a tim
omezit ucinnost liposomu [16, s. 444]. Mezi nejcastéj$i degradacni procesy probihajici
Vv lipidech patfi oxidace a hydrolyza. Oxidace ptisobi pfedevsim na hydrofobnich fetézcich
nenasycenych mastnych kyselin fosfolipidi. Mlze ji vyvolavat napiiklad expozice svétlu
nebo pfitomnost kovovych iontl, které kontaminuji médium. Je mozné ji ¢astecné zamezit
skladovéanim liposomt za nizkych teplot, pouzivanim ¢istych chemikalii, znemoznéni styku
s kyslikem a svétlem nebo dodanim konzervantu [18, s. 14]. Hydrolyza je rozkladné reakce,
kdy reak¢énim ¢inidlem je voda [67]. Hydrolyza probihd v molekulach fosfolipidi v misté
esterové vazby. V prvni fazi jsou odstépeny mastné kyseliny z hlavniho fosfolipidového
tetézce, které davaji vznik lysofosfolipidim. V druhé fazi dochazi k dalsi hydrolyze a vzniku
glycerolfosfati. Hydrolyze 1ze ptedejit pfedevSsim dobie zvolenou teplotou skladovani a

vhodnym pH [63, s. 71].

2.6 Pouziti liposomii

V soucasnosti jsou liposomy vyuzivany v fad¢ odvétvi. Lze jmenovat naptiklad biofyziku
(studium buné¢nych membran), chemii (katalyza), koloidni chemii ¢i biochemii. Setkdme

se s nimi 1 ve farmacii, potravinarstvi a kosmetice.
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2.6.1 Liposomy ve farmacii

Liposomy jsou dnes dualezitou soucasti biologického, farmaceutického i lékarského
vyzkumu. Slouzi jako modelové membrany a nosi¢e pro dodavani nukleovych kyselin,
hormoniti, enzymii a 1é¢iv. Mezi dalsi aplikace liposomti patii enkapsulace kontrastnich latek
pro vyuziti v diagnostickém rentgenovém a NMR zobrazeni [68], [69], [70, s. 939-945], [71,
s. 704-710], [72, s. 373-376], [73, s. 333-345].

Diky svym unikatnim vlastnostem, které plynou z jejich struktury, jsou liposomy idealnimi
nosici aktivnich latek. Pii vyvoji 1é¢iv nebo 1ékovych formulaci je kladen diraz hlavné
na minimalizaci nezddoucich uc¢inkl a zvySeni terapeutické i¢innosti. Za timto ucelem jsou
testovany razné alternativni postupy pro podavani 1é¢iv. Mezi n¢ je fazeno i podavani 1éCiva,

které je enkapsulovano v liposomech [14], [34], [59].

Dalsi vyuziti liposomll je uplatiiovano pii 1écbé koZznich onemocnéni, ktera je zaloZena
na podobnosti dvojvrstvé struktury liposomu a bunénych membran. V souvislosti
s lipidovym slozenim mohou liposomy ménit fluiditu bunécnych membran, a tak snadnéji

transportovat aktivni slozky k cilovym mistim [74, s. 55-71], [75, s. 44-54].

2.6.2 Liposomy v potravinaistvi

Liposomy maji $iroké vyuziti i v oblasti potravinafského primyslu. Jsou vyuzivany béhem
vyvoje novych pfichuti ¢i aromat, pii fizeni uvoliiovani viini v potravinach nebo za Gcelem
zlepSovani barvy a struktury potravin. Jsou schopny zvySovat vstiebavani a biologickou
dostupnost nutri¢nich potravinovych dopliikkii a podilet se na zvySeni ucinnosti
antimikrobialnich latkach. Kromé toho mohou byt lipidové vezikuly vyuzity k vyrob¢ a
navrhovani novych materidl pro potravinarské obaly s lepSimi bariérovymi a
antimikrobialnimi vlastnostmi, nebo také jako nanosenzory pro sledovani stavu potravin
béhem piepravy a skladovani. Liposomy mohou rovnéz poskytovat ochranu aktivnich latek
pied enzymatickymi ¢i chemickymi zménami. Zaroven jsou nosici nutricné cennych slozek

[76, s. 241-258], [77, s. 309-327], [78, s. 25-31].

2.6.3 Liposomy v kosmetice

Nejvetsi zajem o pouzivani liposomi v kosmetice smétuje k jejich aplikaci v pletovych
krémech a gelech. Fosfolipidy jsou v kosmetice a dermatologii aplikovany kvtili vysokému
obsahu esencidlnich mastnych kyselin, zejména kyseliny linolové, kterd ma schopnost zvysit

a podpofit bariérovou funkci pokozky. Zaroven je tato mastna kyselina schopna snizovat
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ztratu vody z pokozky [21], [79]. Do liposomt lze enkapsulovat latky, které napomahaji
zlepSeni stavu pokozky. Tyto aktivni latky mohou napiiklad pokozku zmekcovat,
regenerovat, nebo zvlhCovat, ¢i jinak pozitivné ovliviiovat [80, s. 361-365], [81, s. 361-366].
Liposomy jsou pouzivany také v krémech proti starnuti nebo ve vlasovych ptipravcich, napt.

pii 16¢bé vypadavani viasti [21], [82, s. 531-534], [83, s. 364-366].

Nové objevujici se skupinou kosmetickych ptipravkll je nutricni kosmetika, ktera
pro udrzeni dobrého stavu a vzhledu pokozky kombinuje liposomy a byliny. Byliny jsou
vyuzivany pro své antimikrobidlni a antioxida¢ni uCinky, schopnost pokozku zvlh¢ovat,
potladovat uc€inky proti stdrnuti a mnoho dalSich [84, s. 89-95]. Technologie vyuzivani
liposomi nabizi fadu ptilezitosti pro pfipravu novych kosmetickych formulaci a ptipravka

[21], [82, s. 531-534].
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3 KOSMECEUTIKA

Termin kosmeceutika (cosmeceuticals) pouzil v roce 1993 Albert Kligman, ktery se
odkazoval na vyrobky v pé¢i o plet. Dle definice a vlastnosti jsou to latky/produkty
na pomezi kosmetiky a farmacie. Pojem kosmeceutika je nej¢astéji pouzivan k oznaceni
produktii péce o plet’, které obsahuji aktivni slozky prospésné pro zlepseni vzhledu pokozky
a podporuji jeji zdravi [2], [3], [4, s. 1-6]. Avsak tento pojem neni legislativné oSetfen a
neexistuji pravni normy, které by prokazovaly, Ze tyto produkty spliuji konkrétni
pozadavky, které jsou na né kladeny. Prozatim neexistuji ani Zadna jednoznacéna kritéria
na zaklad¢, kterych by bylo mozné produkty do této kategorie zafadit [85], [86, s. 59-65],
[87, s. 155-159].

Déle je tento termin vyuzivan i k oznaceni dalSich produktli, od opalovacich krémi az
po retinoidy na lékatsky predpis. Dokonce i zvlhovace a hydrataéni krémy lze oznacit
za kosmeceutika, jelikoz maji ptiznivy uCinek na fyziologii kiize. Nicméné ve vétSing
pfipadl je pojem vyhrazen pro prostiedky zlepSujici hydrataci a obsahujici aktivni slozky,
které maji 1 dal$i vyhody pro pokozku. Tyto produkty spotiebitelim poskytuji vyhody
nad ramec kosmetiky a jsou jimi velmi vyhledavany [2], [3], [4], [88, s. 62-69].
Kosmeceutika jsou v soucasnosti snadno dostupna za rozumnou cenu. Patii mezi nejrychleji
rostouci segmenty na trhu pfipravki osobni péce. Spotiebitelé je nejcastéji voli pti prevenci
proti starnuti nebo pii problémech pleti jako je akné, rizovka, strie, vypadavani vlast ¢i
melasma (hyperpigmentace). Casto je zkousi jako alternativni metodu pied vyhledanim
odborné pomoci. Terapeutické vyhody kosmeceutik vyuzivaji i 1ékafi v kombinaci s 1é¢bou.
BéZné jsou 1 nedilnou soucasti estetické mediciny. Diky vysoké poptadvce investuji
farmaceutické a kosmetické firmy do jejich vyvoje a vyzkumu znaéné usili 1 prostfedky [89,

5. 906-914], [90, s. 141-143] [91, s. 15-16], [92, 5. 187-190], [93].

3.1 Typy kosmeceutik

V dnesni dobé€ je na trhu velké mnozstvi latek, které l1ze do kategorie kosmeceutik zaradit.
Ale jen pro nékterd z nich jsou publikovany klinické studie, které by potvrzovaly jejich
pozitivni u¢inek na kazi s cilem zlepSeni jejiho vzhledu. V néasledujici ¢asti prace jsou

nékteré tyto latky predstaveny [4], [90, s. 141-143], [92, s. 192-193].
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3.1.1 Hydroxykyseliny

Hydroxykyseliny byly popsany Van Scottem a Yu pfed Ctyfmi desetiletimi pii zkoumani
poruch kize onemocnénim ichtyézou. Pojmenovany byly jako a-hydroxykyseliny (AHA
kyseliny). Nejprve bylo odhaleno, ze maji pozitivni vliv na keratinizaci a exfoliaci stratum
corneum. Pozdé&jsi vyzkum prokdzal, ze AHA kyseliny hraji vyznamnou roli pfi tvorbé
dermalni matrice a mohou tak ptisobit proti starnuti. Dodnes jsou AHA kyseliny podstatnou
soucasti pripravkd pro péci o plet. Nasledn¢ byly objeveny dalsi typy hydroxykyselin
napi.: polyhydroxykyseliny (PHA) a bionické kyseliny (BA), jejichz benefity jsou
vyuzivany K terapeutickym u¢inkGim pfi feSeni koznich onemocnéni. Hydroxykyseliny je
mozné klasifikovat do tfi skupin: AHA, PHA a BA kyseliny [4, s. 69-70], [91, s. 35], [92, s.
190].

Velké mnozstvi AHA kyselin je zastoupeno v potravinidch a ovoci, proto nesou i nazev
ovocné kyseliny. Jsou to karboxylové kyseliny, které maji jednu hydroxylovou skupinu
piipojenou k alfa poloze karboxylové skupiny na alifatické nebo alicyklické molekule. Mezi
nejhojnéji vyuzivané AHA kyseliny se fadi kyselina glykolova, mlé¢na a citronova. Kyselina
citronova patii mezi silné antioxidanty a nachazi se v citrusovych plodech. Vyskytuje se také
ptirozené v kiizi a hraje vyznamnou roli v Krebsové cyklu. Nékteré AHA kyseliny mohou
obsahovat fenylovou skupinu jako substituent na postrannim fetézci. Méni se tak rozpustnost
molekuly a zvySuje jeji lipofilita, proto je lze pouzit do kosmetickych formulaci a
pro aknozni a mastnou plet. Mezi n¢ patii napft.: kyseliny mandlovéa (fenylglykolova) [4, s.

69-70], [94], [95].

Polyhydroxykyseliny (PHA) jsou nazyvany AHA kyselinami druhé generace. Ve své
struktufe se podobaji AHA kyselindm, nicméné obsahuji dvé nebo vice hydroxylovych
skupin. Velké mnozstvi PHA kyselin se vyskytuje pfirozen¢ v lidském téle napt.: kyselina
glukozova a glukonolakton jsou vyznamnymi metabolity v pentdzo-fosfatové cesté.
Glukonolakton vykazuje velmi podobné ucinky jako kyselina glykolova. Klinické studie
prokazaly jeho kompatibilitu s citlivou pokozkou, vcetné atopické dermatitidy a rizovky.
Tato kompatibilita mtize byt vyvoldna jeho hydratacnim uc¢inkem a schopnosti zvySovat
bariérovou funkci pokozky. Studie prokazuji, ze opakovana aplikace glukonolaktonu
(8% krém, pH = 3,8) dvakrat denné pod dobu 30 dnti vyznamné ovlivnila bariérovou funkci
pokozky a zvysila se jeji odolnost vii¢i chemickym latkdm. Proto jsou PHA vyuzivany
pro citlivou pokozku jako dopliikkovd péfe v kombinaci s potencidlné drazdivymi

medikamenty pii 1é¢bé. Naptiklad pti 1é¢bé rizovky jsou pouzivany kombinace piipravka
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obsahujici kyselinu azelainovou a glukonolakton, kdy tato kombinace zvysuje terapeutické
ucinky. Publikovany vyzkum také prokézal u¢inek glukonolaktonu proti akné, ktery spociva
v jeho exfoliatnim uc¢inku a snizeni drazdivého ucinku benzoylperoxidu pouzivaného
pii lécbe¢ akné. PHA kyseliny vykazuji kompatibilitu s retinoidy, které jsou pii 1€cbé akné
rovnéz vyuzivany [4, s. 69-70] [96].

Bionické kyseliny (bionic acid, BA) jsou tfeti generaci AHA kyselin. Jsou slozeny
Z polyhydroxykyseliny navazané na cukr; napt. kyselina laktobionova se sklada z glukonove
kyseliny pfipojené na galaktozu prostiednictvim etherové vazby. Jednou =z jejich
vyznamnych vlastnosti je hygroskopicka povaha, diky vice hydroxylovym skupindm
v molekule. BA snadno zadrzuji a ptitahuji molekuly vody, proto mohou vytvaret gelovou
matrici. Vyznamnym piinosem téchto kyselin je Setrnost vic¢i pokozce a jejich nedrazdivost.

Proto jsou vyuzivany k oSetfeni citlivé pokozky, ¢i po koznich procedurach [4, s. 69-70].

3.1.2 Bioaktivni peptidy

Ptirozené se vyskytujici se peptidy (vazopresin, oxytocin) byly popsany jiz pred fadou let.
Po klinickém vyvoji pfipravkli pro hojeni ran a antimikrobidlnich peptidi nasledovala
identifikace a aplikace peptidd jako terapeutek pti 1é€bé koznich onemocnéni. Nicméné
nebyl vyvinut zadny peptid, ktery by byl schvalen jako 1é¢ivo na dermatologicka
onemocnéni. Dalsi vyvoj peptidi byl kromé farmacie sméfovan 1 do oblasti kosmetického
primyslu. Mezi prvni peptidy, které byly pouzity v kosmetickych formulacich, patii
Matrixyl a Cu peptid GHK-Cu. Jejich u¢inek se zamétil na podporu tvorby extracelularni
matrix (napf. tvorby kolagenu) a proliferace bun¢k. Od poc¢atku roku 2000 pak byla vyvinuta
Siroka skala peptidt, které nabizeji vyuziti v kosmetickych formulacich [3], [4, s. 142], [97],
[98], [99, s. 9-18], [100, s. 427-345], [101].

Peptidy jsou kratké polymery tvoiené aminokyselinami spojenymi peptidovou vazbou.
Peptidové vazby jsou relativné odolné vuci teplu, svétlu a pH, jsou vSak degradovany
protedzami, které se vyskytuji ve vSech organismech a katalyzuji hydrolyzu této vazby.
Nekteré typy protedz odstépuji z peptidového fetézce koncovou aminoskupinu, jiné zase

napadaji vnitini peptidové vazby [4, s. 142].

Protoze se v lidském organismu pfirozené vyskytuje 21 aminokyselin a kazd4a z nich ma
svoji specifickou chemickou strukturu i reaktivitu, je mozné vytvofit fadu rtznych

peptidovych sekvenci. Kazdou pozici v peptidovém fetézci mize totiz obsadit kterakoliv
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z 21 aminokyselin. Tato rozmanitost ve struktufe umoZiuje modifikaci peptidd s cilem

upravit jejich bioaktivitu i biologickou dostupnost [3], [4, s. 142].

V kizi nalezneme dva typy primarnich zdroji peptidii. Prvnim zdrojem je syntéza molekul
peptidi ur¢enych pro konkrétni vyuziti. Z nich jsou nejvyznamnéjsi antimikrobidlni peptidy,
ne¢kdy nazyvané obranné peptidy. U savcl a vysSich organismi byly vyvinuty proto, aby
chranily exponované povrchy organismu, napf. o¢i nebo kizi. Tato kategorie peptidi
S vrozenou imunitou pfispiva napi. v boji proti patogentim, pii hojeni ran a regulaci zanéctu.
Nekterd z koznich onemocnéni mohou obménovat projev zminovanych peptidii nebo naopak
peptidy mohou byt pfi¢inou stavu kiize ¢i onemocnéni. Naptiklad je zndmo, ze kathelicidiny
a lidské beta-defensiny jsou pfitomny v psoriatickych 1ézich ve stejné mife, jako kdyby
dochazelo k poranéni kiize. U rizovky bylo zvyseni hladiny katahelicidinu LL-37 spojeno
se zanétem a predpoklada se, Ze tento protein muze piispivat k tomuto patologickému stavu
[4,s. 151], [92, s. 197-198].

Druhy zdroj peptidi pochazi z rozpadu vétSich peptidit ¢i proteind, ktery byl vyvolan
fyziologickymi procesy, napf. stresem, UV zafenim, zanétlivym onemocnénim, poranénim
atd. Béhem tohoto procesu jsou peptidy tvofeny proteolytickym Stépenim proteinti
Z extraceluldrni matrix. Tyto peptidové fragmenty pak stimuluji celkovy pribeh hojeni a
prestavby extracelularni matrix. Mezi tyto peptidy nazyvané matrikiny patii napf.:
hexapeptid VGVAPG vznikly hydrolyzou elastinu elastazou, pentapeptid KTTKS vznikly
proteolyzou prokolagenu a tripeptid GHK odvozeny od kolagenu 1. Metodami in vitro bylo
prokazano, Zze zavedeni téchto peptidii do extracelularni matrice spousti zvySeni migrace

keratinocytl pro hojeni ran, podporu chemotaxe a mitogeneze [4, s. 151], [97], [98].

Mezi vyhody pouziti peptidit v kosmetickych formulacich patii jejich rliznorodd Skala
ucinkti na plet. Jejich vyuziti jako kosmeceutické a topické ptisady ma velky vyznam,
protoze po aplikaci nevyvolavaji imunitni reakci, jsou zalozeny na kratkych ptirozené se
vyskytujicich sekvencich aminokyselin a diky této biologické povaze snizuji moznost
vyskytu drazdivé reakce ¢i vedlejsich ucinki. Cilené kombinace aminokyselin tak umoznuji
vytvaret nové typy aktivnich latek vhodnych pro péci o plet’ [98], [99, s. 9-18], [100, s. 327-
345].

Naopak nevyhodou peptidit mize byt zpusob jejich dodani do ktize a prostupnost k cili
pusobeni. Pfitomnost protedzy v kiizi a jeji fyzikalni povaha zpiisobuji, Ze je velmi obtizné
dodat molekulu s molekulovou vdhou vyssi nez 500 g/mol pies vng&jsi vrstvy kiize. Proto je

zapottebi pouzit zesilovace penetrace, jako je napf. piisobeni elektrického proudu, injekéni
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podani nebo cilené dodani nosici, jako jsou liposomy nebo nanocéstice. Dalsi nevyhodou

mohou byt relativné vysoké naklady na syntézu peptidu [4, s. 151], [100, s. 327-345], [101].

3.1.3 Vitaminy

Nejhojnéji vyuzivanymi vitaminy pro kosmeceutické formulace jsou vitamin A, C a E.
V nékterych cClancich je uvadén i vitamin B. Jelikoz pro tuto diplomovou praci byl

pro enkapsulaci vybran vitamin E, bude o ném detailnéji pojedndno v zavéru této kapitoly.
Vitamin C

Je ve vodé rozpustny vitamin, pfirozené se vyskytujici antioxidant a nezbytny pro lidské
télo, které si jej neumi syntetizovat (chybi enzym L-gulono-gama-lakton oxidaza) a musi
pIn¢ spoléhat na zdroje stravy. Citrusové plody a tmava listova zelenina obsahuje vysoké
mnozstvi vitaminu C, jsou tedy jeho skvélym zdrojem pro lidsky organismus. Jako
systémovy antioxidant zabraniuje vitamin C skorbutu, syndromu, ktery je charakterizovan
jako nezadouci zmény v kostech, na sliznici a kiizi. Urcité davky vitaminu C se ve stieve
dobie vstfebavaji. Nicméné co se tyCe peroralni suplementace, tak vysokymi davkami
vitaminu C se nezvySuje jeho absorbované mnozstvi v téle, ani v pokoZce. NejlepSim
zpisobem, jak zajistit dostatek tohoto vitaminu v pokozce, je jeho aplikace v konkrétni
kosmetickeé formulaci ptimo na pokozku. Kosmeceutika s obsahem vitaminu C byla prvni,
ktera vstoupila na trh. Mezi spotiebiteli byli tyto vyrobky velmi Zadané, nicméné ptivodni
kosmeceutické formulace obsahovaly aktivni formu vitaminu C (kyselinu L-askorbovou) a
Casem se prokazalo, ze se zabarvuji do Zluta v dusledku oxidace kyseliny L-askorbove
na kyselinu dehydroaskorbovou. Nov¢js$i formulace obsahuji stabiln€jsi modifikované
formy kyseliny askorbové ziskané esterifikaci jeji hydroxylové skupiny. Mezi tyto formy
patii napt.: askorbylfosforecnan hotecnaty (MAP), askorbylfosfat sodny, askorbyl-6-
palmitat a askorbyl tetraisopalmitat (ATIP). Diky své stabilité jsou upiednostiovany
chemiky pii tvorbé kosmetickych formulaci. Pinell a kolektiv prokazali, Ze Ize pfipravit
formulaci, kterd zajisti nejenom vysokou stabilitu vitaminu C, ale i jeho penetraci
do pokozky. V jejich studiich byla denné aplikovana 15% kyselina L-askorbova o pH 3,2,
pfi¢emz po tfech dnech byla pokoZzka dvaceti ndsobné nasycena. Po tomto nasyceni zlstala
kyselina v tkani s poloCasem rozpadu 4 dny. Proti tomu lokalni aplikace 1M kyseliny
dehydroaskorbové, 13% MAP a 10% askorbyl-6-palmitatu hladinu vitaminu C nezvysily.

V dnesni dobé jsou k transportu vitaminu C do pokozky nejcastéji vyuzivany rizné dodavaci
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systémy, mezi n€Z patii napf. mikroemulze nebo nanosuspenze [4. s. 95-96], [92, s. 193],

[102, 5. 437-438], [103, s. 330-337].

Vitamin C je nejhojnéji se vyskytujicim antioxidantem v kiazi. Spolu s antioxida¢nimi
enzymy a ostatnimi antioxidanty, jako jsou vitamin E, ubichinon, kyselina alfa-lipoova,
glutathion, pomaha kontrolovat volné radikaly a chrani tak buiiky pied posSkozenim. | kdyz
opalovaci krémy zlstdvaji zakladnim piipravkem ochrany pleti proti UV zafeni, vétsi
pozornost je vénovana i pouzivani lokalnich antioxidantii ve spojeni s opalovacimi krémy.
Ve studiich bylo prokéazéano, ze opalovaci krémy zabranuji oxidacnimu stresu jen z casti,
I kdyZ jsou G¢inné ve snizovani tvorby erytémi. Studie rovnéz dokazuji, Ze opalovaci krém
je schopen plet’ ochréanit pouze pied 55 % volnych radikalt indukovanych UV A zéatfenim.
Kosmeceutické piipravky s obsahem antioxidanti jsou pokladdny jako dopliikové
k opalovacim krémum, vzhledem k jejich dodate¢né ochrané pied tvorbou volnych radikala.
Kyselina L-askorobova vykazuje i fotoprotektivni ucinky, ale neptsobi stejnym
mechanismem jako dopliiky k opalovacim krémim a neabsorbuje zafeni ve vinovych
délkach nad 295 nm. Ve studiich, které hodnotily fotoprotektivni t¢inky vitaminu C, byla
kyselina L-askorobova (10% roztok) aplikovana dvakrat denné na praseci kizi po tii dny
pted expozici UV zafeni. OSetfeni kyselinou L-askorbovou vyvolalo 40% sniZeni poctu
spalenych bunék a 52% snizeni erytému zptisobeného UVB zafenim oproti pokoZce oSetfené
pouze opalovacim prostfedkem. Studie na lidské pokozce prokazuji fotoprotektivni benefity
aplikace vitaminu C pfimo na pokozku. Roztok kyseliny L-askorobové, (10%) ktery byl
pouzit k aplikaci na lidskych dobrovolnicich po dobu 5 dni pfed ozafovanim UVB podstatné
snizil minimalni davku erytémovou davku (MED) v porovnani s 5% roztokem, ktery takovy
ucinek nevykazoval. Studie dale prokazaly, Ze kombinaci antioxidanti lze docilit
synergického ucinku. Spravnou souhrou antioxidantli je mozné zmirnit chronické i akutni
ucinky poskozeni UV zéafenim. Nicméné topické antioxidanty museji byt aplikovany
dostate¢né dlouho pted vystavenim UV zafeni [4 s. 96-97], [102, s. 437-438], [103, s. 330-
337], [104], [105], [106].

Kromé toho, Ze ma vitamin C antioxida¢ni G¢inky, slouzi jako kofaktor pro enzymy, které
jsou nezbytné pro syntézu kolagenu. Ve studiich bylo dale prokézéano, ze vitamin C slouzi
pro uchovani dermdlniho kolagenu, jelikoZ zvySuje jeho stabilitu a snizuje citlivost

vigi teplu [4 s. 96-97], [103, s. 330-337].

Dalsi vyzkumy poukazuji na protizanétlivé ucinky vitaminu C. S ohledem na tyto vlastnosti

bylo navrzeno pouziti vitaminu C pii 1écb€ zanétlivych onemocnéni, jako je akné.
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Antioxidanty mohou rovnéz branit oxidaci kozniho mazu a zamezovat komedogenité

(ucpavani port) pleti [4 s. 96-97], [103, s. 330-337], [104], [105], [106].

Mezi aktualné nejpouzivanéjsi ptipravky s obsahem vitaminu C patii séra, krémy a lotiony.
Ve vétSing pripravku byva tento vitamin v kombinaci s dalsimi antioxidanty. Jak uz bylo
vyse zmiflovano, vitamin C slouzi nejcastéji ke zvySeni fotoprotekce, snizeni viditelnych
znamek starnuti pleti, zlepSeni hyperpigmentace a 1é¢bé zanétlivych stava [4, s. 101-102],
[92, s. 193].

Vitamin A

Vitamin A neboli retinol patfi mezi vitaminy rozpustné v tucich. Byva dostupny
Vv kosmeceutickych pfiipravcich, které jsou volné prodejné. Koncentrace retinolu
Vv jednotlivych ptipravcich byva ruzna, od 0,1 do 1%. I kdyz existuje mnoho klinickych studii
pripravki s riznymi koncentracemi retinolu, které dokazuji klinické zlepSeni pleti, chybi
studie stanovujici zvySeni mnozstvi kolagenu, které toto zlepSeni doprovazi. Neni tak
znamo, zda retinol v koncentracich obsazenych v dostupnych kosmetickych ptipravcich
zvySeni mnozstvi kolagenu zpiisobuje. Dal§im problémem byva degradace samotného
retinolu a jeho problematické uvoliovani z vehikula. Bylo vSak zji$téno, Ze 0,1 % retinolu
zlepSuje jemné linky, vrasky zplsobené slune¢nim zafenim a ton pleti v lateralni
periorbitalni oblasti. Ve studii, kdy byl pacientim pokrocilejSiho véku aplikovan 0,04%
retinol na sluncem chranénou pokozku, byla vyznamné zvySena exprese
glykosaminoglykanu ve srovnani s vehikulem a soucasné u probandi zaznamenano pouze
mirné podrazdéni pokozky [4, s. 86], [91, s. 107, 111-112], [102, s. 435-436].

Od vitaminu A jsou odvozeny dalsi latky, které se pouzivaji jako kosmeceutika. Naptiklad
retinoidy jsou vyuzivany k prevenci proti starnuti pokozky uz po desetileti. Z odborné
literatury je rovnéz znamo, ze retinoidy vyrazné ovliviiuji i 1é¢bu akné. Pacientiim, ktefi
pouzivali retinoidy lokaln¢ pti 1€cbe akné, se zlepsil vzhled pokozky poté, co se akné zhojilo.
Tento poznatek vedl k dalSimu zkoumani retinoidi a jejich lokalni aplikaci na starnouci
pokozku ¢i pfi 1é¢bé koznich onemocnéni [4, s. 81], [91, s. 107, 113], [102, s. 435-436].

Dnesni vyuziti retinoidii je soucasti bézné kosmetické terapie proti starnuti pokozky.
Nejpodstatnéjsi  slozkou piipravki je obvykle kyselina retinova, Kkterd reaguje
pfimo S intranuklearnimi retinoidnimi receptory, coz vede k transkripci proteind, které

ovlivituji stav pleti. Jelikoz aplikace retinoidii je tizce spjata s moznym podrazdénim
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pokoZky, jsou dalsi studie latek odvozenych od retinoidi velmi zadouci [4, s. 92-93], [91, s.
116].

Vitamin B

Vitamin B, také kyselina listova ¢i folacin, patii mezi vitaminy rozpustné ve vodé a hraje
vyznamnou roli pfi udrzovani pfirozen€ krasné a zdravé pokozky. Dostupné studie poukazuji
i na jeho regeneracéni vlastnosti [92, s. 194], [102, s. 436-437], [107], [108]. Moznosti jeho
vyuziti v kosmetickych ptipravcich pro denni pouziti i proti stdrnuti studovali napf.
Debowska a kolektiv [107]. Za tcasti 30 dobrovolnikii byla ve studii méfena vlhkost
pokozky, sekrece kozniho mazu, pruznost pokozky, transepidermalni ztrata vody a
mikrotopografie piedlokti a obliceje. V zavislosti na koncentraci zlepsila aplikace vitaminu
B Zivotaschopnost primarnich fibroblastl a podnitila jejich proliferaci. Buiiky oSetiené
vitaminem B mély i1 vysokou reproduk¢ni schopnost. Bylo zjisténo, ze jeho aplikace zvysila
rychlost opravy poskozeni DNA zpisobené¢ UV zafenim. Dalsi testy in vivo prokazaly, ze
kazdodenni aplikace krému s obsahem vitaminu B po dobu 30 dnil zlepSila vlhkost pokoZky,
snizila transepidermalni ztrdtu vody, a to bez vyznamné zmény sekrece kozniho mazu.
Po pouZivani krému byla elasticita pokoZzky dvakrat vyS$i a analyza mikrotopografie

poukézala na snizeni drsnosti pokozky, jejich nepravidelnosti a indexu deskvamace [107].
Vitamin E

Vitamin E (tokoferol) patii mezi dulezité antioxidanty. Lidsky organismus si jej neumi
syntetizovat, proto musi byt pfijiman stravou. Existuje osm typt vit. E (a-, B-, y- a o-
tokoferoly a jejich piibuzné odpovidajici tokotrienoly). Tokoferol je v dermatologii
pouzivan uz vice nez 50 let. Jako antioxidant zachytava volné radikaly a chrani tak pokozku
pfed oxidac¢nim stresem a nezaddoucimi UCinky vnéjSich vlivd, naptf. pied UV zéafenim.
Princip epidermélni ochrany pfed oxida¢nim stresem je zalozen na skutecnosti, Ze hladiny
y-tokoferolu v lidské kuzi pievysuji hladiny a-tokoferolu, které inhibuji produkci PEG2
a oxidu dusnatého, dale zabranuji peroxidaci lipidd, tvorbé bunék reagujicich na popéleni,
a erytému vzniklému po pusobeni UVB zareni. Podstatnou roli hraje i pii tvorb¢ fotoadukta

a imunosupresi [92, s. 193], [102, s. 438], [109, s. 1-8].

Experimentalni studie uvad¢ji, Zze vitamin E ma protinadorové a fotoprotektivni Gcinky.
Ptestoze bylo publikovano mnoho kazuistik, stale neni dostatek kontrolovanych Klinickych
studii, které by jednoznacné identifikovaly klinické indikace a doporucily jeho davkovani.

Co se tyce stability vitaminu E, je zavisla na formé, ve které se vitamin vyskytuje.
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Nejstabilngjsi formou je DL-a-tokoferol. Stabilita aplikovaného vitaminu E na pokozku
muze byt zvySovana i pouzitim jeho konjugati. Jednd se o estery tokoferolu odolné
vuci oxidaci a zarovenl dobfe pronikajici do pokozky. Mnoho kosmetickych ptipravka
obsahuje kombinaci vitamin E a C. Nicmén¢ jen maly zlomek z nich ma skutecné ucinky
pfi topické aplikaci. Pokud vSak stabilni formulace obsahuje vysoké mnozstvi
neesterifikovaného a vhodného izomeru antioxidantu, jsou vitaminy C a E vynikajicimi
inhibitory akutniho poskozeni UV zafenim i starnuti kiize v disledku UV zéfeni [92, s. 193],
[102, s. 438], [109, s. 1-8].

V nékterych studiich je uvadén rovnéz ptiznivy G€inek vitaminu E pfi terapii subkornealnich
pustularnich dermatdz, u kterych nebyla uspokojiva reakce na konvencni 1€ky. Déle jsou
uvadény dermatologické indikace, pro které pouziti vitaminu E neni tolik u¢inné. Jedna se
0 atopickou dermatitidu, psoriazu, melasmu, sklerodermii, akné, hojeni ran, prevenci proti
rakoving kiize a kozni viedy [92, s. 193], [102, s. 438].
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Antioxidanty, v€etn€ vitaminu s antioxida¢nimi vlastnostmi, hraji dtlezitou roli v ochrané
zdravi a jsou soucasti mnoha kosmetickych pfipravki. Nicméné vétSina z nich vykazuje
nestabilitu a Spatnou rozpustnost v zaddanych formulacich. Jednim z neucinné;jSich postupi,
jak se témto problémim vyhnout, je pouziti liposomu, které antioxidanty mohou chranit
a dopravit do cilového mista plisobeni. Bez ohledu na vyhody pouziti liposomt, piedstavuji
tyto nosice fadu vyzev pii jejich vyrobé a aplikaci. Mezi nejpodstatnéjsi vyzvy v oblasti
ptipravy a vyuziti liposomi se fadi techniky jejich pfipravy, u¢innost enkapsulace, mozna
ztrata jejich ochranné funkce viCi antioxidantim a relativné nizka propustnost kuzi.
Pfi vyvoji nosict pro dodédni antioxidantt se pro praktické aplikace kosmetického pitipravku
vyuzivaji rovnéZz pokrocilejsi typy liposomalnich formulaci [110, s. 114-140], [111], [112,
s. 217-230].

Ptipravou liposomt s obsahem vitaminu E se zabyvala fada studii. V jedné ze studii byla
zkoumana mozZnost stanovit mnoZstvi enkapsulované latky Vv liposomech pomoci
diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC). Ve studii byly pouzity tfi rizné lipofilni
slouceniny, jmenovité testosteron, vitamin E acetit a kyselina retinovd, které byly
enkapsulovany do multilamelarnich liposoma z dipalmitoyl fosfatidylcholinu. Mnozstvi
enkapsulované latky bylo stanoveno pomoci dialyzy a centrifugace a srovnano s metodou
DSC. Dialyza byla provadéna na liposomech v riznych ¢asovych intervalech, po 3, 6,9 a 12
hod. Trvani procesu dialyzy siln€¢ ovlivnilo kvantifikaci testosteronu obsaZeného
Vv liposomech, naopak stanoveni enkapsulovaného mnozstvi acetatu vitaminu E a kyseliny
retinové bylo ovlivnéno jen mirné. Centrifugace byla provadéna pii riznych otackach (6000,
9000 a 12000 ot./min), a v téchto vzorcich nebyl zaznamenan vyznamny rozdil ziskanych
hodnot enkapsulovaného mnozstvi studovanych latek. Poté byly porovnavany hodnoty
ziskané centrifugaci a dialyzou s hodnotami G¢innosti enkapsulace stanovenymi pomoci
DSC. Mezi vysledky byly pozorovany linearni vztahy. Vysledky ukazaly, ze DSC by mohla
byt vhodnou metodou stanoveni mnozstvi aktivnich latek enkapsulovanych v liposomech
[113,s. 191-197].

Dalsi studie predstavila liposomy s enkapsulovanym acetitem vitaminu E pfipravené
pomoci metody RESS (rapid expansion of supercritical solution) tedy rychlé expanze
superkritického roztoku. V tomto ptipadé byly studovany ucinky provoznich podminek
na enkaspula¢ni uc¢innost, zeta potencial a index polydisperzity liposomt. Autofi oznamili,

ze pouzitim této metody bylo dosazeno vysoké enkapsulac¢ni ucinnosti (98,63 + 0,42 %)
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a distribuce velikosti ¢astic a morfologie liposomil spliovaly ocekavané pozadavky.
Vysledky rovnéz ukazaly, ze liposomy maji dobrou stabilitu a béhem experimentu
s uvolnovanim aktivni latky in vitro bylo pozorovano jeji pomalé a trvalé uvoliovani [114,
s. 863-875].

Ve studii autortt di Ambro a kol. [115] byl sledovan antioxidacni u¢inek nékolika forem
vitaminu E (DL-a-tokoferolu, smisenych tokoferolt,, komeréniho piipravku Ronoxan MAP
a a-tokoferol-acetatu) a topickych formulaci obsahujicich tyto slozky. K tomuto uéelu byla
pouzita chemiluminiscence a test zhasSeni stabilnich volnych radikala 1,1-difenyl-2-
pikrylhydrazylu (DPPH). Studie prokazala, Ze DL-o-tokoferol, smisené tokoferoly
a Ronoxan MAP, at uz samostatné nebo ve formulacich, vyrazné inhibovaly intenzitu
chemiluminiscence a snizovaly absorbanci v DPPH testu zhaSeni volnych radikald.
Tokoferol acetat a formulace obsahujici tento derivat vSak nevykazovaly antioxidacni

aktivitu ani v jednom testu [115, s. 93-99].

V mnoha zdrojich je uvadéno, Ze v kosmetickych piipravcich se pouZivaji kombinace
nékolika typl antioxidantl. Nasledujici studie pojedndvala o kombinaci vitaminu C
a kyseliny listové. Za Gcelem zlepSeni jejich stability byly pfipraveny a charakterizovany
bé&zné liposomy a liposomy potazené chitosanem. Vysledky ukazaly, Ze ucinnost
enkapsulace byla mnohem vys$i u chitosanem pokrytych liposomil ve srovnani s liposomy
béznymi. Experimentalni vystupy dale ukézaly, Ze i jejich antioxidacni aktivita je vyssi

a chitosanovy povlak u¢inné zlepsuje stabilitu liposoma [116, s. 272-280].

Uvedené studie ukazuji, ze liposomy jsou stile studovanymi systémy vhodnymi

pro dodavani vitaminu E do kosmetickych formulaci i pro dalsi aplikace
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5 CILPRACE

Cilem prace bylo zpracovat literarni reSer$i na téma piiprava liposomi s obsahem
kosmeceutik a za timto ticelem se vénovat kosmetickym nosic¢iim, liposomtim, jejich slozeni,
vlastnostem a metodam pfipravy, jako i jednotlivym skupindm kosmeceutik, ktera jsou

pouzivana jako soucast kosmetickych formulaci.

Prakticka cast si pak kladla za cil pfipravit liposomy ve ¢tyfech formulacich s riznym
slozenim lipidové membrany a obsahem acetatu vitaminu E. Dale si autorka prace vytycila
cil ptipravené liposomy vhodnymi technikami charakterizovat a stanovit jejich fyzikalng-
chemicke vlastnosti, morfologii, stabilitu a enkapsula¢ni a antioxida¢ni a¢innost. Dilezitym

cilem rovnéz bylo nalézt vztah mezi slozenim jednotlivych formulaci a jejich vlastnostmi.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 POUZITY MATERIAL

6.1 Pouzité chemikalie

1,2-diplamitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin (DPPC) (Avanti polar lipids)
1,2-diplamitoyl-sn-glycero-3-fosfo-L-serin (DPPS) (Avanti polar lipids)
Cholesterol (CH) (Avanti polar lipids)

Vitamin E acetat 98% (FICHEMA s.r.0.)

NaCl chlorid sodny p.a. (MiKrochem CR)

Chloroform (VWR)

Demineralizovana voda z laboratorniho zdroje
1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl (DPPH), MW: 394,32 g/mol (Sigma- Aldrich)
Ethanol (Ing. Petr Lukes, CR)

D-mannitol (Penta)

Sacharéza (Lachema)

Nilska Cerven (Sigma Aldrich)

6.2 Pristroje a pomicky

Analytické vahy (Sartorius, UK)

Spektrofotometr (Specord, CR)

Vakuové odparka (Heidolph, Némecko)

Sonikator typ UP200St (Heilscher, Némecko)

Analyzator velikosti ¢astic a zeta potencidlu Zetaseizer Nano ZS 90 (Malvern UK)
Stiikackové filtry s membranou 0,22 um (Millipore, UK)

Automaticke pipety (Eppendorf, Intech)

Konfokalni laserovy mikroskop (Olympus Fluoview FV 3000, Japonsko)

Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM Phenom-World's Phenom ProX Desktop
SEM)
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- Laboratorni lyofilizator Alpha 2-4/LSCbasic (Martin Christ

Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Némecko)

- Dialyza¢ni membrany Spectra/Por cut off 12-14 kDa (Spectrum Laboratories)

- Bézné laboratorni sklo, kyvety a pomticky
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7 METODIKA

V nasledujicich kapitolach jsou popsany metody, které byly pouZity pro pfipravu liposomt,
stanoveni jejich velikosti, zeta potencidlu, morfologie, enkapsula¢ni a antioxidacni
ucinnosti. Jsou uvedeny i postupy pro charakterizaci liposomii po jejich lyofilizaci,

konkrétné stanoveni stability po zpétné rekonstituci a morfologie lyofilizovaného kolace.

7.1 Priprava liposomi

K piipravé liposomu byla pouzita metoda hydratace lipidového filmu s ndslednou sonikaci

vzniklé liposomové disperze.

Liposomy byly ptipraveny ze dvou typu fosfolipidi a cholesterolu ve ¢tyfech formulacich.
Prvni formulace obsahovala pouze DPPC, druha DPPC ve smési s DPPS, tieti DPPC a
cholesterol v poméru 7:3 a ¢tvrta DPPC s cholesterolem v poméru 5:1. Enkapsulovanou
latkou byl vitamin E acetat (VE-A).

Nejprve byly navazeny fosfolipidy tak, aby jejich vysledna koncentrace ¢inila 5 mg/ml. VE-
A byl rovnéZz navazen a jeho koncentrace ¢inila 4 mg/ml. Jako rozpoustédlo byl v obou
ptipadech pouzit chloroform. Mnozstvi lipidi pro pfipravu 5 ml liposomalni disperze je

uvedeno v Tab. 1.

Roztoky DPPC (5 ml) a VE-A (2 ml) byly napipetovany do odpafovaci baiky a nasledné
byl chloroform odpafen na vakuové odparce pii 60 °C a 60 rpm az do vytvoieni suchého
filmu. Suchy film byl poté hydratovan fyziologickym roztokem (9 mg/ml NaCl) pii 60 °C a
60 rpm ¢imz byla pfipravena liposomova disperze. Velikost liposoml ve vzniklé disperzi
byla zmenSena sonikaci s pomoci sonikatoru Hielscher tfemi pulzy v trvani 30 s (pouzita
amplituda 60 %). Mezi jednotlivymi pulzy byla vzdy minutova piestavka. Béhem sonikace
byla kadinka s liposomovou disperzi chlazena studenou vodou, aby nedochézelo k piehiati

liposom.

Obdobnym zplisobem byly piipraveny liposomy, kde byla olejova faze barvena nilskou
cerveni. K roztoku lipidi a VE-A v odpafovaci bance bylo pomoci mikropipety ptfidano
50 pl ethanolického roztoku nilské Cervené o koncentraci 0,4 mg/ml. Nasledné byly

liposomy piipravovany stejnym zpuisobem, jak je zminéné vyse v této kapitole.
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Tab. 1: Mnozstvi fosfolipidii (DPPC a DPPS) a cholesterolu (CH) pro pripravu liposomii

(na 5 ml liposomove disperze)

Formulace DPPC DPPS CH
[ma] [ma] [ma]
DPPC 25,0 - -
DPPC-DPPS 17,5 7,5 —
DPPC-CH 7:3 17,5 - 7,5
DPPC-CH 5:1 20,8 - 4,2

7.2 Stanoveni velikosti liposomi a jejich zeta potencialu

Pro stanoveni velikosti a distribuce liposoml byla pouZita metoda DLS (Dynamic Light
Scattering), kterd umoznuje méfeni velikosti ¢astic v sub-mikrometrovém rozmezi. Velikost
liposomil a jejich zeta potencidl byly méfeny v nativnim stavu a po jejich lyofilizaci. Méfeni
zeta potencialu se pouziva k hodnoceni stability koloidnich systémt. Pokud Castice vykazuji
negativni nebo pozitivni zeta potencial, budou se navzajem odpuzovat a nebude dochéazet
k agregaci. Céstice jsou nejstabilngjsi, pokud je zeta potencial vétsi nez 30 mV nebo mensi

nez —30 mV. [Article-18].

Méieni distribuce velikosti liposomi bylo provedeno v plastovych kyvetach s optickou
délkou 1 cm pii teploté¢ 25 °C a uhlu 90°. Do kyvety byl pipetovan 1 ml filtrované
demineralizované vody a 5 pl sonikované disperze liposomu. Pro méfeni zeta potencialu
byly do specialnich kyvet firmy Malvern pomoci sttikacky aplikovany fedéné liposomy
0 koncentraci 15 pul disperze liposomi na 4 ml filtrované vody. Méfeni velikosti i zeta
potencialu bylo provadéno na stejném pristroji Zetaseizer Nano. Velikost liposomt byla
stanovena jako intenzitné vazeny z-avergae (pramér) jejich velikosti. Kazda z formulaci byla
meéiena tiikrat a vysledky jsou uvedeny jako primér téchto stanoveni a jeho smérodatna

odchylka.

7.3 Charakterizace liposomi pomoci mikroskopie

Morfologie liposomt byla pozorovéana na vzorcich, pro jejichz piipravu byla pouzita olejova
faze barvend nilskou cerveni. Jednotlivé disperze liposoml byly pozorovany pomoci

konfokalniho mikroskopu Fluoview FV3000. Na podlozni sklicko bylo kapnuto 10 pl
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vzorku a piekryto krycim sklickem. Liposomy byly pozorovany pii zvétSeni 40x jak
V konfokalnim tak transmisnim médu. Fotografie byly pofizeny a zpracovany softwarem

Olympus FV31S.

7.4 Stanoveni enkapsulacni ucinnosti

Enkapsula¢ni G¢innost byla stanovena pro zjisténi mnozstvi VE-A v liposomech. Tuto

znalost je mozné vyuzit pti dalsi ptipraveé formulaci pro kosmetické ptipravky.

Pro zjisténi enkapsulacni aktivity bylo pouzito spektroskopické stanoveni pomoci UV-Vis
spektroskopie. Nejprve byla navrzena a sestrojena kalibra¢ni fada roztokt VE-A v ethanolu.
Kalibracni roztoky byly pfipraveny fedénim zakladniho roztoku o koncentraci 4 mg/ml,
ktery vznikl navazenim 0,1 g VE-A do 25 ml odmérmé banky a doplnénim ethanolem.
Koncentracni rozmezi kalibra¢nich roztokt ¢inilo 0,01 — 0,2 mg/ml. Touto koncentra¢ni
fadou bylo zajisténo stanoveni mozné koncentrace VE-A v liposomech. Hodnoty
absorbance byly méfeny v kiemennych kyvetach pfi vinové délce A = 284 nm, ktera byla

zjisténa z absorp¢niho spektra VE-A stanoveného v rozmezi 200 — 400 nm.

Neenkapsulovany VE-A byl z liposomovych disperzi odstranén dialyzou. Dialyza je
separa¢ni metoda, pii niz dochazi k separaci analyti/Castic ptes polopropustnou membranu
az do vyrovnani koncentraci mezi dialyzovanym vzorkem a dialyza¢nim médiem.
Pro dialyzu byly 2 ml liposomové disperze napipetovany do dialyzaéni membrany
Spectra/Por cut off 12-14 kDa a dialyzovany proti 450 ml fyziologického roztoku

za intenzivniho michani po dobu 5 hodin.

Z dialyzovanych liposomti byl VE-A uvolnén pfidinim ethanolu v poméru 1:4
(liposomy:ethanol) a ptilhodinovou sonikaci v ldzni. Nasledné byla zmétena absorbance
téchto roztokd proti ethanolu. Koncentrace VE-A v dialyzovanych liposomech byla
stanovena z kalibra¢ni pfimky a pouzita k ur¢eni enkapsula¢ni uc¢innosti (EE) jednotlivych
formulaci podle rovnice: EE = CrLip/Ccerk x 100 (%), kde Cuir je koncentrace VE-A

v dialyzovanych liposomech a CceLk je jeho celkova koncentrace pouzita pro piipravu.

7.5 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Antioxida¢ni Géinnost liposomi s enkapsulovanym VE-A byla stanovena pomoci metody
eliminace stabilnich radikala 1,1-difenyl-2-pikryl hydrazylu (DPPH). Z&sobni roztok
radikali byl ptfipraven navazenim 12,5 mg DPPH a doplnénim ethanolem do 50ml odmérné

banky. Dale byl ze zasobniho roztoku pfipraven pracovni roztok smichanim 10 ml zasobniho
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roztoku DPPH* a 45 ml ethanolu. Pomoci spektrofotometru byla nasledné méfena
absorbance tohoto pracovniho roztoku pti vinové délce 518 nm proti Cistému ethanolu.
Pro analyzu antioxidacni G¢innosti bylo pipetovano 7 ml pracovniho roztoku DPPH* a 500
pl liposomové disperze. Poté byl tento roztok promichan, umistén do tmy a ponechan
reagovat. Ubytek absorbance zptisobeny piitomnosti VE-A V liposomech byl méfen pfi
stejné vinové délce 515 nm v Casovych intervalech 15, 30 a 60 min od smichani roztoku
radikalu s liposomy. Antioxida¢ni aktivita (AO) byla stanovena pomoci tbytku absorbance
(A7) v daném ¢asovém intervalu po smichani DPPH* s liposomy z nésledujici rovnice: AO
= At/Astart x 100 (%), kde Astart je pocatecni absorbance roztoku pied pfidanim

liposomi.

7.6 Lyofilizace a zpétna rekonstituce liposomiu

Pro lyofilizaci byly nejprve pripraveny disperze liposomi obsahujici 10 % sacharézy a
obdobné disperze liposomit v10 % roztoku D-mannitolu. Takto pfipravené disperze
s kryoprotektantem byly nejprve zmrazeny na teplotu —20 °C, nasledné na —80 °C a vloZeny
do lyofilizatoru. Po dosazeni teploty lyofilizatoru —80 °C byla pti tlaku 0.06 mbar zahajena
hlavni faze suSeni (main drying), ktera trvala 30 hodin. Prvni susici faze pak automaticky
presla do konecné faze suseni (final drying) probihajici pfi tlaku 0.001 mbar po dobu 14 hod.
Po ukonceni lyofilizace byly vzorky peclivé uzavieny a uloZeny v chladni¢ce k dalSim

analyzam.

Lyofilizované liposomy byly zpétn€ rekonstituovany do liposomalni disperze piidanim
1,5 ml demineralizované vody. Za hodinu po pfidani vody byla rekonstituovana disperze
liposomt jemn¢ promichana a charakterizovana pomoci DLS pro urceni velikosti, distribuce
a zeta potencialu liposomt po lyofilizaci. Za timto u¢elem byl pouZit postup popsany v asti

7.2 této préace.

7.7 Stanoveni stability liposomiu

U liposomti byla hodnocena zména jejich velikosti a distribuce i zeta potencialu po 3, 10 a
19 dnech skladovani pii teplot¢ 4 °C. Dale byla méfena i zména téchto parametrii
po lyofylizaci a zpétné rekonstituci liposoml. Toto hodnoceni probihalo dle postupu

popsaného v kap. 7.2.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 43

7.8 Morfologie lyofilizovaného kolace

Vzorky lyofilizovaného kolace jednotlivych formulaci byly pozorovany pomoci
skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) Phenom Pro X. Cast lyofilizovaného kolace
byla umisténa na uhlikovou péasku na terciku a jeji ptebytek byl odstranén proudem vzduchu

bez toho, aby byly pokryty vrstvou zlata. Urychlovaci napéti ¢inilo 10 kV.
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8 VYSLEDKY A DISKUSE

8.1 Priprava liposomi

Pro diplomovou praci byly pfipraveny 4 typy liposomalnich formulaci pomoci metody
hydratace lipidového filmu, do nichz byl enkapsulovan VE-A. U jedné sady vzorkt byla
olejova faze obarvena nilskou Cerveni pro lepsi vizualizaci mikroskopickymi technikami.
Bé&hem piipravy vykazovaly jednotlivé formulace rozdilné chovani v souvislosti s rychlosti
odpafovani na odparce i hydrataci lipidového filmu; napf. smé& DPPC-DPPS tvofila
na sténach bainky rovnomérny souvisly film, naopak DPPC s obsahem cholesterolu
po vysusSeni vytvofil na sténach bailky nerovnomérné vrstvy. Lipidové filmy byly vizualné
odlisné a diky jejich odlisné tlouStce na sténach banky byl pozorovéan i rozdilny vzhled
liposomovych disperzi po hydrataci. V disperzich DPPC s obsahem cholesterolu byly
liposomy vizualné vétsi. Liposomalni disperze byly postupné sonikovany. Na Obr. 1 je
snimek jednotlivych sonikovanych formulaci obarvenych nilskou ¢erveni. VSechny vzorky

vykazovaly turbiditu a diky nilské ¢erveni rtizovou barvu. Nejsvétlejsi odstin byl pozorovan

u liposomti s DPPC.

Obr. 1: Sonikované liposomy; 1) DPPC, 2) DPPC-DPPS, 3) DPPC-CH 7:3, 4) DPPC-CH
5:1
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8.2 Stanoveni velikosti liposomii a jejich zeta potencialu

Meéfeni velikosti (z-primér), indexu polydispersity (PDI) a distribuce liposomi probihalo
ve tfech opakovénich. Na stejném pfistroji byl méfen i zeta potencial. Vysledky téchto

stanoveni jsou uvedeny jako primérné hodnoty a jejich smérodatné odchylky v Tab. 2.

Béhem méfeni distribuce velikosti Castic liposomi bylo zjisténo, ze piipravené formulace
tvoii pomérné homogenni populace liposomii. Nicméné velikost liposomti byla rozdilna
v disledku rozdilného slozeni lipidové membrany. Velikost liposomii (Tab. 2) se
pohybovala od 132+1 nm (DPPC-DPPS) do 287+28 nm (DPPC-CH 7:3). Rtzna velikost
liposomu byla stanovena i u obou formulaci DPPC s obsahem cholesterolu v poméru 5:1
ar:3.

Cvwvr

hodnotu — 51,1 + 4,1 mV vykazovala formulace s fosfatidylserinem, negativn¢ nabitym
fosfolipidem, ktery diky svému zapornému ndboji bude mit nejnizsi hodnotu mezi vSemi
pfipravenymi formulacemi. Nejvyssi hodnotu zeta potencidlu méla formulace s DPPC, a to
- 09 + 0,7 mV, jelikoz fosfatidylcholin sam je neutradlni. Dal§i dvé formulace
S cholesterolem mély rovnéz nizké hodnoty zeta potencialu pravé diky jeho pfitomnosti.
Liposomy jsou obvykle povazovany za stabilni, pokud je hodnota zeta potencialu vyssi nez
30 mV nebo niz§i nez —30 mV. NejstabilngjSimi pfipravenymi formulacemi tak byly

liposomy DPPC s obsahem fosfatidylserinu a DPPC s cholesterolem v poméru 7:3. (Tab. 2)

Tab. 2: Velikost (z-priimeér), index polydispersity a zeta potencidl pripravenych liposomii

Vzorek Z-pramér [nm] PDI Zeta potencial [mV]

DPPC 233+9 04 £0,1 -90+0,7
DPPC-DPPS 132 +1 0,2 £0,1 —-51,1+4,1
DPPC-CH 7:3 287 + 28 04 +0,1 —-39,8+28
DPPC-CH 5:1 22445 04 +£0,0 —-23,0£06
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Na Obr. 2 az 5 jsou zobrazeny distribucni kiivky jednotlivych liposomélnich formulaci.
Kiivky ukazuji, ze vSechny formulace mély monomodalni distribuce a obsahovaly tedy
jedinou populaci liposomt. U liposomi z DPPC a DPPC-CH 5:1 je na distribu¢ni kiivce
pritomna jesté jedna populace s velikosti vétsi nez 3 um. Ta naznacuje pritomnost vétSich
liposomtll nebo agregati ve vzorku. Podrobnégjsi charakterizace této populace neni mozna,

protoze jeji velikost lezi nad limitem velikosti, které 1ze pomoci techniky DLS méfit.

Size Distribution by Intensity
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Obr. 2 Distribuce velikosti liposomit DPPC po pripravé
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Obr. 3 Distribuce velikosti liposomit DPPC-DPPS po priprave
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Obr. 5 Distribuce velikosti liposomit DPPC-CH 5:1 po priprave

8.3 Charakterizace liposomii pomoci mikroskopie

Morfologie jednotlivych formulaci liposomli byla pozorovéna dle postupu uvedeného

v kapitole 7.3. Na Obr. 6 a 7 jsou zobrazeny, pomoci konfokalniho mikroskopu, morfologie

jednotlivych formulaci liposoml. Zobrazeni bylo provedeno jak v transmisnim, tak

konfokalnim modu, kde jsou liposomy zieteln¢ viditelné diky olejové fazi barvené nilskou
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¢erveni. V disperzi liposomt ptipravenych z DPPC (Obr. 6 horni ¢ast) se vyskytovaly vétsi
¢astice nez u DPPC s fosfatidylserinem, coz bylo prokézano i méfenim jednotlivych ¢astic
pomoci Zeta seizeru (Tab. 2). Velké liposomy a jejich shluky byly pozorovany v obou
formulacich s cholesterolem, pfi¢emz nejvice patrna byla jejich piitomnost u vzorku DPPC
s cholesterolem 5:1 (Obr. 7). To koresponduje s informaci ziskanou z distribu¢nich kiivek,
kde tento vzorek DPPC-CH vykazoval druhou populaci liposomt/aglomerata s velikosti

vetSi nez 3 pm.
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Obr. 6 Morfologie DPPC a DPPC-DPPS liposomii. Levy sloupec obsahuje vidy zobrazeni

v transmisnim a pravy v konfokalnim modu.
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DPPC-CH 7:3

=

DPPC-CH 5:1

o
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Obr. 7 Morfologie DPPC-CH 7:3 a DPPC-CH 5:1 liposomii. Levy sloupec obsahuje vidy

zobrazeni v transmisnim a pravy v konfokalnim médu.

8.4 Stanoveni enkapsulac¢ni acinnosti

Po naméfeni hodnot absorbanci roztoku z kalibra¢ni fady VE-A rozpusténého v ethanolu
byly stejnym zptisobem méieny jednotlivé formulace lipidua dle postupu v kapitole 7.3.
Z hodnot absorbanci kalibracnich roztokd pak byla sestrojena kalibracni pfimka (Obr. 8).
Na zéklad¢ hodnot absorbanci roztokti VE-A uvolnéného z liposomii byla pomoci této
kalibra¢ni ptimky spocitana koncentrace VE-A v jednotlivych formulacich, ktera je uvedena

v Tab. 3.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

1,000

0,900 |

1
0,800 |
0,700 |
=4,2496x - 0,0276 -

@ 0600 f ¥ o : R
e R?=0,9981
]
£ o500 i
o
< 0400 | e

0300 |

0,200 |

e
0,100 |
L
0,000
0 0,05 0,1 0,15 0.2 0,25
¢ [mg/mL)

Obr. 8 Kalibracni primka pro stanoveni enkapsulovaného mnozstvi VE-A v liposomech

Tab. 3: Enkapsulacni ucinnost liposomii stanovena pomoci absorpcniho méreni

Vzorek ¢ [mg/mi] Enkapsula¢ni ucinnost [%]
DPPC 0,19 48
DPPC-DPPS 0,18 46
DPPC-CH 7:3 0,07 18
DPPC-CH 5:1 0,12 29

Hodnoty enkapsulacni ucinnosti stanovené pro jednotlivé formulace byly rozdilné.
Efektivnéji VE-A enkapsulovaly formulace DPPC a DPPC s fosfatidylserinem, kde jej bylo
enkapsulovéano témét 50 %. Nejvyssi t¢innost enkapsulace pak byla stanovena pro DPPC
liposomy. To je neptimo patrné i z Obr. 1, kde jsou zobrazeny liposomové disperze, z nichz
je Cervena barva nejméné intenzivni pravé pro DPPC liposomy. To svéd¢i o skutecnosti, ze
nejvice oleje s nilskou Cerveni je enkapsulovano uvniti liposomd. Na rozdil od téchto
vzorkd, fosfolipidy s cholesterolem v poméru 5:1 a 7:3 enkapsulovaly pouze 29 a 18 % VE-
A, z nichZ vy$$i hodnotu enkapsulacni Gc¢innosti vykazoval vzorek, kde byly fosfolipidy a
cholesterol v poméru 5:1, v niz bylo zapouzdieno 29 % vitaminu E. Niz§i enkapsula¢ni
ucinnost mohla byt zapti¢inéna nékolika faktory, napt. sloZzenim fosfolipidové membrany,

postupem pripravy (aglomerace mensich liposomi do vétSich celki) ¢i technikou dialyzy.
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8.5 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Antioxida¢ni u¢innost liposomu s enkapsulovanym VE-A byla stanovena pomoci metody
eliminace stabilnich radikala 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazylu (DPPH). Antioxidanty
vychytavaji volné radikaly, snizuji pravdépodobnost jejich vzniku nebo je preménuji
do méné reaktivnich stavii. Pomoci spektrofotometru byla naméiena absorbance pracovniho
roztoku DPPH?* pii vinové délce 518 nm, ktera slouzila jako referenéni hodnota. Dale byl
méfen ubytek absorbance jednotlivych vzorki po smichani roztoku DPPH*® a liposomi pfi
stejné vinoveé délce 518 nm v ¢asovych intervalech 15, 30 a 60 min (kapitola 7.4). Reakce
antioxidacnich latek a DPPH radikdli méni barvu roztoku, a tedy i jeho absorbanci.
Na Obr. 9 je zndzornéna antioxida¢ni ucinnost liposomi v zavislosti na dob¢é kontaktu

s DPPH?® stanovena podle rovnice uvedené v kap. 7.5 této prace.
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Obr. 9 Antioxidacni aktivita liposomalnich formulaci

Vsechny ctyti formulace po 15 minutdch kontaktu s DPPH*® vykazovaly zvySujici se
antioxida¢ni Uc¢innost. Nejvyssi antioxidacni kapacitu témét 15 % vykazoval DPPC
S obsahem cholesterolu. Po patnécti minutach antioxida¢ni G¢innost rostla pouze u dvou

ze ¢tyt formulaci, konkrétné DPPC a DPPC s cholesterolem v poméru 5:1. VVzorky DPPC
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s cholesterolem v poméru 7:3 a fosfatidylserinem po 15 min vykazovaly snizujici se
antioxidacni kapacitu. Od tiicaté minuty Se antioxida¢ni kapacita jiz ptilis neménila. Obecné
1ze konstatovat, Ze antioxidacni stabilita ptipravenych liposomii s VE-A byla nizka. Diavod
Ize najit v samotné nizké Géinnosti VE-A. Liposomovou formulaci s VE-A studovali i autofi
di Ambro a kol, kteti pfipravili liposomy s riznymi formami vitaminu E (d-a-tokoferol,
smiSené tokoferoly, Ronoxan MAP a tokoferolacetat) Za pouziti chemiluminiscence a testi
s DPPH* zjistili, ze tokoferolacetat a formulace obsahujici tento vitamin vykazovaly jen

zanedbatelnou antioxida¢ni aktivitu [115, s. 93-99].

8.6 Stanoveni stability liposomii

Stabilita liposomu je dilezitym faktorem pfi jejich aplikaci. Zavisi na mnoha okolnostech,

jako je napt. velikost liposomi ¢i jejich chemické sloZeni.

Stabilita jednotlivych formulaci liposomli byla hodnocena pomoci méteni jejich velikosti a
zeta potenciélu v ¢asovych intervalech po 3, 10 a 19 dnech po jejich piipravé. Vzorky byly
skladovany pti 4 °C. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 4 a na Obr. 10 (velikost liposomti) a
Tab. 5 a Obr. 11 (zeta potencial).

Tab. 4: Stabilita liposomii v case hodnocend ze zmen jejich velikosti stanovené ihned

po priprave, po 3, 10 a 19 dnech skladovani pri 4 °C

Doba skladovani [dny]

0 3 10 19

Vzorek

z-pramér velikosti [nm]

DPPC 23319 272+ 12 242+ 10 261+ 10
DPPC-DPPS 132+1 127+ 6 130+ 1 134+ 2
DPPC-CH 7:3 287 £ 28 260 £ 2 243 £5 248 £ 2
DPPC-CH 5:1 224+5 26919 217+ 8 220t 4
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Obr. 10 Grafické znazorneéni stability liposomii v case-zmeny jejich velikosti stanovené

po 3, 10 a 19 dnech ode dne pripravy

V pritbéhu casu dochdzelo u nékterych formulaci k ristu velikosti jednotlivych liposomd.
U formulaci DPPC a DPPC s cholesterolem 5:1 byly po 3 dnech pozorovany vétsi liposomy.
Nicméné pii druhém meéteni po 10 dnech byl z-primér liposoml niZs§i. Vzorky s DPPC
vykazovaly po 10 dnech z-primér velikosti 242 + 10 nm (pivodni 233 + 9 nm) a DPPC
s cholesterolem 5:1 217 + 8 nm (ptivodni 224 +5 nm). U formulace DPPC s cholesterolem
7:3 (pocatecni velikost ¢inila 287 + 28 nm) se velikost liposomi snizila a po 19 dnech se
ustalila na 248 + 2 nm. Nejstabilngjsi formulaci tak byl vzorek DPPC s fosfatidylserinem,
kdy se velikost liposomi v pritbehu celé stabilitni studie pohybovala okolo 130 nm. Stejné
a prokazatelné nejlepsi stabilitu vykazovala formulace DPPC-DPPS, coZ souhlasi s vysledky
méfeni velikosti liposomu. Liposomy pfipravené z DPPC zase naopak Vv prabéhu 19 dnu
vykazovaly stéle klesajici hodnotu zeta potencidlu, ktery na poc¢atku ¢inil — 94+ 0,7 mV a
po devatendcti dnech - 25, 8 + 0,8 mV. To je ptekvapivé, protoze DPPC liposomy jsou
povazovany, vzhledem k neutralnimu néboji fosfatidylcholinu, za pomérné nestabilni.
Pro obé formulace liposomi s cholesterolem hodnoty zeta potencialu zna¢né kolisaly, coz

mohlo byt zptisobeno tvorbou/rozpadem aglomerati, které byly v t€chto vzorcich pritomny.
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Tab. 5: Stabilita liposomit v case hodnocenad ze zmeén jejich zeta potencialii stanovené ihned

po priprave, po 3,10 a 19 dnech skladovani 4 °C

Vzorek Doba skladovani [dny]
0 3 10 19
Zeta potencial [mV]
DPPC -9,0 £0,7 -9,6 +0,1 -18,6 £ 1,2 —-258+0,8
DPPC-DPPS -51,1+41 —448+ 7,2 -50,3+1,7 —45,6 £ 4,1
DPPC-CH 7:3 -39,8+ 2,8 —-14,0+0,8 —-36,6+1,4 -30,2+0,7
DPPC-CH 5:1 —23,0+0,6 —-10,4+ 0,4 -30,0+1,3 —15,7 £ 2,7
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Obr. 11 Stabilita liposomii V case hodnocend ze zmén jejich zeta potencialu stanovené

ihned po priprave, po 3,10 a 19 dnech

8.7 Morfologie lyofilizovaného kolace

Lyofilizace neboli suseni mrazem je jednim z moznych zpisobd zajisténi dlouhodobé

stability liposomi. V tad¢ studii zabyvajici se touto problematikou byly navrzeny rizné

kryoprotektivni mechanismy. Parametry kryoprotektivnich mechanismii jsou diskutovany
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s ohledem na nékolik aspektii: a to 1) formulacni faktory (slozeni lipidové dvojvrstvy,
velikost vezikul, vybér protektantii, pomér protektantu k lipidu), 2) technologicke faktory
(podminky skladovani, zmrazovaci a suSici postupy) a 3) dalsi faktory ovliviiujici stabilitu
lyofilizovanych kolact [117, s. 299-311]. Efektivnimi kryoprotektanty zajistujicimu
stabilitu liposomt béhem lyofilizace jsou sacharidy. Proto byly pro tuto diplomovou préci
zvoleny sachar6za a D-mannitol. Koncentrace kryoprotektantd (10 %) byla zvolena
na zaklad¢ predbézného testu provedeného s liposomy ptipravenymi z DPPC a obéma

kryoprotektanty o koncentraci 5 a 10 %. Hmotnostni pomér lipid: kryoprotektant pii pouzité

10% koncentraci sacharidu ¢ini 1:20.

Obr. 12 Lyofilizovany kolac liposomovych formulaci s kryoprotektantem sacharozou,

1) DPPC, 2) DPPC-DPPS, 3) DPPC-CH 7:3, 4) DPPC-CH 5:1
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Obr. 13 Lyofilizovany kolac liposomovych fomulaci s kryoprotektantem D-mannitolem;
1) DPPC, 2) DPPC-DPPS, 3) DPPC-CH 7:3, 4) DPPC-CH 5:1

Po lyofilizaci byl vzhled jednotlivych liposomalnich formulaci popsan pomoci
jednoduchého vizualniho pozorovani. Vzorky lyofilizované v pfitomnosti sachardzy
(Obr. 12) byly v porovnéni stémi, co obsahovaly D-mannitol, vizualné ,bélejsi“ a
kompaktnéjsi. Naopak lyofilizované liposomy, kde byl kryoprotektantem D-mannitol byly

méné narizovélé (horsi viditelnost nilské ervené) a vice sypké (Obr. 13).

Déle byly lyofilizované vzorky pozorovany pomoci elektronového mikroskopu, dle postupu
v kapitole 7.8. Na Obr. 14 az 15 jsou piedstaveny jednotlivé lyofilizované liposomy
V pfitomnosti pouzitych kryoprotektantd, sachar6zy a D-mannitolu. U vzorku liposomut
s membranou z DPPC lyofilizovanych se sachardzou nebylo mozné zhotovit snimek, jelikoz
lyofilizovany kola¢ zvlhnul. Snimky z elektronového mikroskopu potvrdily, ze diky
mensim a jemngj$im krystalim jsou formulace s obsahem D-mannitolu jemnéjsi a vice
sypké. Naopak lyofilizovany kola¢ jednotlivych formulaci s pfidavkem sacharozy byl
kompaktné&jsi, hladsi a tuzsi, coz bylo pozorovano i pti piipravé vzorka pro SEM (Obr. 14 a
15).
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DPPC-DPPS:

Obr. 14 Lyofilizované liposomy; nahore DPPC s D-mannitolem, dole vlevo DPPC-DPPS

se sachardzou, dole vpravo DPPC-DPPS s D-mannitolem
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DPPC-CH 7:3: sachardza

£

Obr. 15 Lyofilizované liposomy, nahore vlevo DPP-CH 7:3 se sachar0zou, nahore vpravo
DPPC-CH 7:3 s D-mannitolem, dole vilevo DPPC-CH 5:1 se sachar6zou, dole vpravo
DPPC-CH 5:1 s D-mannitolem

8.8 Lyofilizace a zpétna rekonstituce liposomiu

Na Obr. 16 je znazornén graf zmény velikosti liposomi jednotlivych lyofilizovanych
formulaci po zpétné rekonstituci (pfidani vody) a ve dvou variantach s rliznymi

kryoprotektanty v porovnani s liposomy pted lyofilizaci (nativni forma).

Lyofilizované liposomalni disperze byly charakterizovany méfenim velikosti liposomil a
zeta potencialu. Velikosti liposomt pfipravenych z DPPC a DPPC s obsahem

fosfatidylserinu se po zpétné rekonstituci vyrazn€¢ nezménily. Po lyofilizaci s obéma
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kryoprotektanty (sachar6zou i D-mannitolem) byl nartst velikosti liposomti 0 10 az 50 nm,
kde vétsi velikosti byly zaznamenany u vzorkii s D-mannitolem. Naopak zména velikosti
po rekonstituci u liposomu S obsahem cholesterolu byla nejvic viditelnd u vzorku
s kryoprotektantem D-mannitolem. U formulace DPPC-CH 7:3 doslo ke zvétSeni liposomu
témé&f o trojnasobek na hodnotu ~750 nm (ptivodni 246 + 2 nm), u DPPC-CH 5:1 pak doslo
k navysSeni velikosti liposomi po zpétné rekonstituci na dvojnasobek, z 297 £11 nm
na ~600 nm. V ptitomnosti sachardzy k tak vyraznym zménam nedoslo a ve vzorku DPPC-
CH 7:3 se velikost liposomi nezménila lyofilizaci vibec. Zména zeta potencialu
po lyofilizaci byla pozorovana u vSech liposomalnich formulaci (Obr. 17). U vzorkl
s kryoprotektantem  sachar6zou doSlo lyofilizaci ke zvySeni =zeta potencidlu,
kromé formulace DPPC-CHS5:1, kdy se zeta potencial po lyofilizaci a zpétné rekonstituci
snizil témét o 10 mV. U vzorkt s obsahem D-mannitolu, na rozdil od sacharézy, doslo
k vyrazné&j$im poklestim a rustim zeta potencialu, které byly zavislé na typu fosfolipdové
membrany v dané formulaci. Vysledky méfeni vedou k zavéru, ze sachar6za je pii lyofilizaci
lepsim kryoprotektantem, coz potvrdila napft. i studie autortt Guimaraes a kol. Tento sacharid
ucinné zabrafiuje fuzi nebo agregaci liposomdlni formulace a chrani integritu
lyofilizovanych liposomi. Po lyofilizaci vykazovaly liposomy s 1éCivy vysokou stabilitu.
Zminéna zjisténi poukazuji na to, Ze sachardza je dobrym kandidatem na lyofilizaci
liposomu s obsahem aktivnich latek umisténych v lipidové dvojvrstvé [118]. Lepsi ucinky
sacharozy jako kryoprotektantu mohou byt pfisuzovany také jejimu slozeni. Jedna se

0 stabilni disacharid slozeny z glukdzy a fruktozy.
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Obr. 16 Lyofilizované liposomy se sachardzou nebo D-mannitolem jako kryoprotektanty.

Zmeny jejich velikosti po zpétné rekonstituci do liposomové disperze
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Obr. 17 Lyofilizovane liposomy se sachar6zou nebo D-mannitolem jako kryoprotektanty.

Zmeny jejich zeta potencialu po zpétné rekonstituci do liposomové disperze.

Zmény v distribu¢nich kiivkach liposomu po lyofilizaci jsou uvedeny na Obr. 18 az 21.
Distribuéni kiivky popisuji zmény v liposomech Iépe, nez primérné hodnoty jejich velikosti,

protoze znazornuji celou populaci liposomu pfitomnych ve vzorku. Z obrazki je ztejmé, ze
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distribucni ktivky liposomi po lyofilizaci ménily sviij charakter. K nejmensim zméndm
doslo u vzorku DPPC-DPPS (Obr. 19), kdy ptivodné monomodalni distribuce liposomu
po jejich lyofilizaci monomodalni zistala, a to v pfitomnosti obou kryoprotektantt.
U liposomt piipravenych z DPPC pak lyofilizaci doslo ke vzniku bimodalni distribuce se
dvéma populacemi liposomd, avsak jejich celkova primérna velikost se vyrazné nezménila
(Obr. 18). Distribuéni ktivky obou formulaci s obsahem cholesterolu nazorn¢ ilustruji vliv
kryoprotektantu na zménu liposomt po lyofilizaci. U obou formulaci ziistala distribuce
liposomu lyofilizovanych se sachar6zou monomodalni, avSak v pfitomnosti D-mannitolu
doslo k jeji zméné na bimodalni (DPPC-CH 7:3, Obr. 20), nebo k vyraznému posunu
do oblasti s vétsimi liposomy (DPPC-CH 5:1, Obr. 21). VSechny vzorky rovnéz obsahovaly
frakci liposomu/agregati s mikrometrovou velikosti, coz je na obrazcich distribu¢nich

kiivek jasné viditelné.

Size Distribution by Intensity
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Obr. 18 Distribuce velikosti liposomit DPPC; cervend pred lyofilizaci, cerna po lyofilizaci

se sachardzou, modra po lyofilizaci s D-mannitolem
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Obr. 19 Distribuce velikosti liposomit DPPC-DPPS; cervena pred lyofilizaci, cerna

po lyofilizaci se sachar6zou, modra po lyofilizaci s D-mannitolem

Size Distribution by Intensity
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Obr. 20 Distribuce velikosti liposomit DPPC-CH 7:3, ¢ervend pred lyofilizaci, cerna

po lyofilizaci se sachardzou, modréa po lyofilizaci s D-mannitolem
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Obr. 21 Distribuce velikosti liposomit DPPC-CH 5:1; cervena pred lyofilizaci, cerna

po lyofilizaci se sachar6zou, modra po lyofilizaci s D-mannitolem
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ZAVER
Diplomova prace se vénuje tématu piipravy liposomt s obsahem kosmeceutik, kosmetickym

nosictim, liposomlim, jejich slozeni, vlastnostem a metoddm ptipravy, jako i jednotlivym

skupinam kosmeceutik, ktera jsou pouzivana jako soucast kosmetickych formulaci.

Prakticka cast prace se zabyva pfipravou liposomi ve Ctyfech formulacich s riznym
slozenim lipidové membrany (DPPC, DPPC-DPPS, DPPC-CH 7:3, DPPC-CH 5:1)
a obsahem acetatu vitaminu E. Dale byly pfipravené liposomy charakterizovany a byly
stanoveny jejich fyzikalné-chemické vlastnosti, morfologie, stabilita, enkapsulac¢ni a
antioxidacni ucinnost. Z vysledki bylo zjisténo, ze vlastnosti liposoml zavisi na jejich
slozeni. Velikosti liposomil v jednotlivych formulacich se ihned po piipravé pohybovaly
mezi 132 az 287 nm. Nejmensi liposomy byly pfipraveny z kombinace DPPC a negativné
nabitého DPPS. U obou formulaci s cholesterolem pak bylo pozorovano, Ze liposomy tvoii
agregaty, které byly nejvice viditelné ve vzorku DPPC s cholesterolem 5:1. Dle hodnot zeta
potencialu byly jako nejstabilngjsi formulace vyhodnoceny DPPC s obsahem
fosfatidylserinu a DPPC s cholesterolem v poméru 7:3, kdy jejich zeta potencial dosahoval
hodnot — 51,1 a — 39,8 mV. Liposomy byly rovnéz charakterizovany pomoci konfokalniho
mikroskopu. Stabilita jednotlivych formulaci v ¢ase, stanovena méfenim velikosti liposmt
a jejich zeta potencidlu skladovanych pii 4 °C, byla pomérné dobra a zavisela na jejich
sloZeni. Nejstabilngjsi formulaci byla DPPC-DPPS, a to diky malé velikosti liposomil a
negativnimu naboji fosfatidylserinu, ktery brani jejich agregaci. Zde byla velikost liposomu
neménnad po dobu 19 dnti skladovani. Nejvyssi enkapsula¢ni ti¢innost vykazovaly formulace

DPPC a DPPC s fosfatidylserinem.

Antioxida¢ni ucinnost pfipravenych vzorkl, stanovend pomoci testu zhaseni volnych
radikalt DPPH, byla nizk4, coz bylo zplsobeno nizkou ucinnosti enkapsulovaného acetatu

vitaminu E. Tato skute¢nost byla potvrzena i vysledky jiz publikovanych studii.

Moznost lyofilizace liposomovych formulaci byla studovana v pfitomnosti dvou
kryoprotektantti, a to sacharéozy a D-mannitolu (obé v koncentraci 10%). Z vysledkt
vyplyva, ze vhodné&jsim kryoprotektantem pro lyofilizaci studovanych vzorkt je sachardza.
V jeji pritomnosti nedoslo po lyofilizaci a zpétné rekonstituci k vyznamné zmén¢ velikosti
ani jedné z liposomovych formulaci. Lepsi G¢inky sachardzy jsou pfisuzovany jejimu

sloZeni a stabilni struktufe.
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Diplomova prace prokazala, Ze metodou hydratace lipidového filmu lze pripravit stabilni
formulace liposomul s enkapsulovanym kosmeceutikem a dobrou enkapsulacni ¢innosti.
Tyto formulace lze také ucinné lyofilizovat v pfitomnosti 10% roztoku sacharozy, ktera

zachovava velikost liposomt bez podstatnych zmén.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
DPPC 1,2-diplamitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin

DPPS 2-diplamitoyl-sn-glycero-3-fosfo-L-serin

CH  cholesterol

DPPH 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl

VE-A vitamin E acetat

DLS Dynamic Light Scattering

EE  enkapsulacni ucinnost

AO antioxidacni aktivita

SEM skenovaci elektronovy mikroskop

PDI  index polydisperzity
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