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ABSTRAKT 

Diplomová práce se zabývá přípravou a charakterizací liposomů s obsahem bioaktivních lá-

tek, konkrétně esenciálních olejů. Teoretická část se věnuje liposomům a jsou popsány me-

tody jejich přípravy, klasifikace a praktické využití. Práce představuje i mechanismy cyto-

toxicity esenciálních olejů v prokaryotických i eukaryotických buňkách a stanovení 

transdermální penetrace. Praktická část je věnována přípravě čtyř formulací liposomů s ob-

sahem skořicového esenciálního oleje a jejich fyzikálně-chemické charakterizaci. Dále jsou 

tyto liposomy použity pro stanovení transdermální absorpce metodou in vitro. Je rovněž 

hodnocena antimikrobní aktivita a cytotoxicita liposomů na myších fibroblastech a leuke-

mických buňkách s ohledem na aktivitu sodno-draselné pumpy. 
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ABSTRACT 

Diploma thesis is dealing with preparation and characterization of liposomes containing bi-

ologically active compounds, namely essential oils. Theoretical part of the thesis contains 

insight into problematic of liposomes. Firstly, methods for liposome preparation are shown, 

followed by liposome classification and practical utilization. Second part describes cytotox-

icity of essential oils in both prokaryotic and eukaryotic cells and gives information on trans-

dermal penetration. Experimental part is focused on preparation of four liposomal formula-

tions containing cinnamon essential oil, and on characterization of their chemical and phys-

ical properties. The prepared liposomes were used for determination of transdermal absorp-

tion in vitro. Antimicrobial activity and cytotoxicity on mouse fibroblasts and leukemia cells 

with respect to activity of sodium-potassium pump were also determined. 
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ÚVOD 

Liposomy jsou mikrostruktury složené z dvojvrstev přírodních nebo syntetických li-

pidů, jenž jsou díky uspořádání polárních hlav a dlouhých hydrofobních řetězců amfipatické. 

Jelikož se liposomy, díky této amfipatické struktuře lipidů, balí soustředně, vzniká uvnitř 

prostor, který může sloužit pro uložení aktivní látky. Přítomnost této jedinečné struktury je 

vhodná pro enkapsulaci, a proto byly liposomy rozsáhle zkoumány jako nosiče pro dodávání 

léčiv a jejich řízené uvolňování, tyto vlastnosti jsou však ovlivňovány jejich fyzikální a che-

mickou stabilitou.  

Kůže je největším orgánem lidského těla a představuje bariéru pro exogenní látky, tj. 

plní ochrannou funkci. Skládá se ze tří základních částí – epidermis, dermis, hypodermis. 

Kůže neprezentuje zcela nepropustnou vrstvu, je schopna také propouštět látky různého pů-

vodu (chemické látky, farmaceutické či kosmetické přípravky a jiné). Tyto látky se dostávají 

do kůže transcelulárně či intercelulárně, vlasovými folikuly, mazovými žlázami a kanálky 

potních žláz. Následný průchod samotnou kůží se nazývá transdermální absorpce, která se-

stává z penetrace znamenající vstup látky do určité vrstvy kůže, permeace, při které látka 

prostupuje z jedné vrstvy kůže do druhé, a resorpce, kdy se látka dostává až do cévního 

systému. 

Esenciální oleje jsou těkavé látky tekutého charakteru, které jsou produkovány rost-

linami jako součást sekundárních metabolitů, jejich jednoznačný význam pro rostliny však 

není doposud objasněný. Majoritně jsou složeny z terpenických sloučenin, dále jsou pří-

tomny i neterpenické, fenolické etery, estery, alkoholy, aldehydy, ketony a uhlovodíky. 

S vodou jsou nemísitelné, dobře se rozpouštějí v organických rozpouštědlech. Zvláštní vý-

znam mají pro své antibakteriální, antivirové a antioxidační účinky, díky čemuž mohou být 

chápány jako vhodná fytofarmaka, která mohou odolávat vzrůstající míře rezistence proti 

konvenčním léčivým přípravkům. Některé z nich mohou sloužit i jako akceleranty transder-

mální penetrace. 

Liposomy se jeví jako vhodné transportéry látek při perkutánním podání díky jejich 

mechanismu pronikání kůží, tudíž by v kombinaci s vlastnostmi esenciálních olejů mohly 

představovat zcela nové a unikátní možnosti pro léčebné či kosmetické aplikace. Postup pří-

pravy a charakterizace liposomů s obsahem esenciálních olejů budou proto podrobně zkou-

mány v praktické části práce a dále diskutovány z hlediska možnosti jejich praktického vy-

užití. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 LIPOSOMY 

Vezikuly jsou uzavřená membránová pouzdra složená z dvojvrstev. Tyto vezikuly 

mohou být složené z fosfolipidů a bývají označovány jako liposomy, v případě povrchově 

aktivních látek hovoříme o surfaktantních vezikulách [1]. Liposomy jsou tedy malé vezikuly 

sférického tvaru, které mohou být vytvořeny z netoxických fosfolipidů a cholesterolu. 

Vzhledem k jejich velikosti, charakteru a biokompatibilitě jsou liposomy slibné nosiče léčiv. 

Vlastnosti liposomů se značně liší dle složení lipidů, povrchového náboje, velikosti a 

způsobu jejich přípravy. Kromě toho výběr složek určuje "tuhost" nebo "tekutost" a náboj 

dvojvrstvy, například nenasycené deriváty fosfatidylcholinu z přírodních zdrojů (vejce nebo 

sojový fosfatidylcholin) tvoří mnohem propustnější a méně stabilní dvojvrstvu, zatímco 

nasycené fosfolipidy s dlouhými acylovými řetězci tvoří tuhou, málo propustnou 

dvojvrstvou strukturu [2]. 

V případě hydratace ve vodných disperzích jsou fosfolipidy schopny tvořit uzavřené 

struktury. Takové vezikuly, které mají jednu nebo více dvojvrstevných membrán fosfolipidů, 

mohou být použity jako transportní systémy pro enkapsulované látky.  Obecně jsou liposomy 

definovány jako sférické vezikuly s velikostí částic v rozmezí od 30 nm do několika mikro-

metrů. Vzhledem k tomu, že fosfolipidy jsou ve vodném prostředí amfipatické (hydro-

fobní/hydrofilní), tvoří jednu nebo více lipidových dvojvrstev obklopující vodné rozpouště-

dlo, přičemž polární skupiny jsou orientovány k tomuto rozpouštědlu. Tyto vrstvy jsou ozna-

čovány jako lamely [3]. Agregace polárních lipidů však není omezena na konvenční dvou-

vrstvé struktury, které se opírají o molekulární tvar, teplotu, podmínky prostředí a přípravy, 

ale mohou se samy sestavit do různých typů koloidních částic [4]. 

Jak již bylo uvedeno, liposomy jsou široce používány jako nosiče pro mnohé molekuly v 

kosmetickém a farmaceutickém průmyslu. Pro použití v potravinářském průmyslu a země-

dělství byla rozsáhle zkoumána enkapsulace aktivních látek do liposomů, které by mohly 

zachycovat nestabilní sloučeniny (například antimikrobiální činidla, antioxidanty, příchutě 

a bioaktivní prvky) a chránit jejich funkčnost [5]. Liposomy mohou zachycovat hydrofobní 

i hydrofilní sloučeniny, zabraňovat jejich rozkladu a později je opět uvolňovat [6]. Vzhledem 

k jejich biokompatibilitě, biologické rozložitelnosti, nízké toxicitě a schopnosti enkapsulace 

látek, které mohou transportovat do specifických tkání (např. nádorové tkáně), se liposomy 

hojně využívají jako zkušební systémy za účelem snížení toxicity léčiva nebo lepší tká-

ňové specifity [7]. 
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1.1 Klasifikace 

Velikost liposomů se může pohybovat od velmi malých (0,025 μm) až po velké (2,5 μm) 

vezikuly. Kromě toho mohou liposomy obsahovat jedno- nebo vícevrstvé dvojvrstvy 

(lamely) [8]. 

 

Na základě velikosti a počtu dvojvrstev mohou být liposomy zařazeny do kategorií: 

 

1. Multilamelární vezikuly (MLV, multilamellar large vesicles) 

     Tyto vezikuly nabývají velikosti 0,1-1 µm a skládají se z velkého počtu dvojvrstev. Jsou 

nejsnazší pro přípravu a mechanicky stabilní dlouhou dobu. Velký počet vrstev způsobuje 

pomalé uvolňování enkapsulovaných látek [9]. 

 

2. Velké oligolamelární vezikuly (OLV, oligolamellar large vesicles) 

     Membrány těchto vezikul o velikosti 0,1-1 μm obsahují větší množství lipidů, proto 

pomaleji uvolňují svůj obsah, což je výhodou v klinické praxi, kdy je prodlužován jejich 

terapeutický efekt. 

 

3. Unilamelární vezikuly (UV, unilamellar vesicles) 

     Tyto lze rozčlenit do tří kategorií: 

a) Velké unilamelární vezikuly (LUV, large unilamellar vesicles) 

     Jsou to vezikuly o velikosti větší než 100 nm, které mají nižší membránové napětí a větší 

stabilitu a jsou hojně užívané jako nosiče pro hydrofilní látky. 

b) Malé unilamelární vezikuly (SUV, small unilamellar vesicles) 

     Jedná se o nejmenší vezikuly (20-100 nm), které vykazují přebytek lipidu ve vnější vrstvě 

a vysoké membránové napětí, jsou termodynamicky nestabilní s tendencí se shlukovat a 

splývat ve větší celky. Díky jejich velikosti jsou však vhodné pro transport léčiv do tkání, 

jelikož mohou pronikat cévními stěnami [10]. 

c) Obří unilamelární vezikuly (GUV, giant unilamellar vesicles) 

     GUV jsou vezikuly dosahující velikosti okolo 1 µm s nízkou mechanickou stabilitou,    

tzn. jsou nevhodné pro transport látek [9]. 
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4. Multivezikulární vezikuly (MVV, multivesicular vesicles) 

Jde o zvláštní typ vezikul, kdy je v jedné větší vezikule (velikost více než 1 µm) 

enkapsulováno větší množství malých vezikul. Vznikají při výrobě MLV [20]. 

 

1.2 Příprava 

Všechny metody přípravy liposomů zahrnují čtyři základní fáze: 

1. Vysoušení lipidů z organického rozpouštědla 

2. Dispergace lipidů ve vodném prostředí 

3. Purifikace výsledného liposomu 

4. Analýza konečného produktu 

 

Pro přípravu liposomů se používají následující metody: 

1. Aktivní enkapsulace 

2. Pasivní enkapsulace 

  

Techniky pasivní enkapsulace zahrnují: 

a) Metody mechanické dispergace  

b) Metody rozpouštění v organickém rozpouštědle 

c) Metody solubilizace detergentem (odstranění neenskapsulovaného materiálu) [11] 

 

1.2.1 Mechanická dispergace 

Mezi typy mechanických dispergačních metod lze řadit následující: 

1. Sonikace 

2. French press 

3. Extruze 

4. Zmrazování a rozmrazování 

5. Hydratace lipidového filmu třepáním nebo sušení vymrazením 

6. Mikroemulgace 

7. Membránové vytlačování 

8. Sušené rekonstituované vezikuly [8] 
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Sonikace 

Sonikace je nejrozšířeněji používaná metoda pro přípravu SUV. V tomto případě jsou 

hydratované lipidy sonikovány v lázni nebo pomocí sonikační sondy. Hlavní nevýhody této 

metody jsou velmi nízká enkapsulační účinnost, možná degradace fosfolipidů a 

enkapsulovaných sloučenin, eliminace velkých molekul či znečištění liposomů kovy ze 

špičky sondy a přítomnost multilamelárních vezikul spolu s SUV [11]. Při sonikaci sondou 

je její hrot přímo ponořen do disperze liposomů. Při sonikaci dochází k velké spotřebě 

energie, která má vliv na zahřívání disperze v místě ponoření sondy, což je důvodem pro 

nezbytné chlazení v průběhu sonikace. Během sonikace v ultrazvukové lázni je liposomová 

disperze v nádobě (sklo, plast) nebo pod inertní atmosférou umístěna do ultrazvukového 

sonikátoru. Výhodou této metody je velmi snadné řízení teploty pomocí 

kapaliny, kterou  je  sonikační  vana  naplněna [12]. 

 

Frech press 

French press zahrnuje vytlačování MLV malým otvorem za použití tlaku 

dosahujícího až 13000 N/m2, což vede k jejich mechanickému narušení [11].  Takto narušené 

vezikuly interagují díky hydrofobním interakcím a spontánně tvoří homogenní středně velké 

vezikuly. Touto metodou lze připravovat i vzorky s vysokou koncentrací lipidů [13]. 

Nevýhodou metody však je, že jsou pracovní objemy poměrně malé (maximálně 50 ml) a v 

průběhu dochází k zahřívání vzorku [8]. 

 

Extruze 

Při extruzi jsou MLV o koncentraci lipidů až 400 mg/ml za tlaku 260 N/m2 

protlačovány přes soustavu filtrů (cut off 0,1 μm) za vzniku LUV přibližné velikosti 90 nm. 

Při použití filtrů s větší velikostí pórů vznikají větší (často multilamelární) vezikuly, které 

jsou schopny enkapsulace dalších látek [13]. 

 

Zmrazování  a  rozmrazování liposomů 

SUV se rychle zmrazí a pomalu rozmrazí. Krátkodobá sonikace rozptýlí agregované 

materiály na LUV. Vytvoření unilamelárních vezikulů je výsledkem fúze SUV během 

procesů zmrazování a rozmrazování. Tento typ syntézy je silně inhibován zvýšenou 

koncentrací fosfolipidů a zvýšením iontové síly rozpouštědla. Při této metodě se zvyšuje 

enkapsulační  účinnost z 20 na 30 % [14]. 
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1.2.2 Metody rozpouštění v organickém rozpouštědle 

Vstřikování  pomocí  éteru  (odpařování  rozpouštědla) 

Roztok lipidů rozpuštěných v diethyletheru nebo směsi etheru a methanolu se 

postupně vstřikuje do vodného roztoku materiálu, který má být zapouzdřen při teplotě 55 až 

65 °C nebo za sníženého tlaku. Následné odstranění etheru ve vakuu vede k vytvoření 

liposomů [15]. Hlavní nevýhodou této techniky je, že populace je heterogenní (70 až 

200 nm) a expozice sloučenin, které mají být zapouzdřeny, nemusí odolat organickým 

rozpouštědlům při  vysoké  teplotě  [16]. 

 

Vstřikování  ethanolu 

Lipidový roztok ethanolu se rychle vstřikuje do velkého přebytku pufru. Nevýhoda 

metody spočívá v tom, že vytvořené liposomy jsou heterogenní (30 až 110 nm), velmi 

zředěné a odstranění veškerého etanolu je obtížné, protože se vytváří azeotropní směs 

s vodou. Další nevýhodou je to, že některé biologicky aktivní molekuly mohou být v 

přítomnosti nízkého množství ethanolu deaktivovány [17]. 

 

Metoda  odpařování  reverzní  fáze 

Tento postup zajistil pokrok v technologii liposomů, neboť poprvé umožnil přípravu 

liposomů s vysokým poměrem místa pro enkapsulaci vodných roztoků aktivních látek ku 

lipidům. Zpětné odpařování fází je založeno na vytvoření obrácených micel. Tyto inverzní 

micely vznikají při sonikaci směsi pufrované vodné fáze obsahující aktivní molekuly, které 

mají být zapouzdřeny do liposomů, a organické fáze, ve které jsou solubilizovány 

fosfolipidy. Následné pomalé odstranění organického rozpouštědla vede k přeměně těchto 

inverzních micel na viskózní a gelovou formu. V kritickém bodě tohoto procesu se stav gelu 

zhroutí a některé inverzní micely jsou narušeny. Přebytek fosfolipidů v prostředí přispívá k 

tvorbě úplné dvojvrstvy kolem zbytkových micel, což vede k tvorbě liposomů. Liposomy 

získané metodou odpařování reverzní fáze mohou být vyrobeny z mnoha lipidů a prostor pro 

enkapsulovanou látku je až čtyřnásobně větší než u liposomů vyrobených protřepáním nebo 

u multilamelárních liposomů [12]. 

Tímto způsobem lze dosáhnout vysoké účinnosti zapouzdření - až do 65% v prostředí 

s nízkou iontovou silou (např. 0,01 M NaCl). Metoda bývá použita pro zapouzdření malých 

i velkých molekul a makromolekul. Hlavní nevýhodou této techniky je kontakt materiálů, 

které mají být zapouzdřeny, s organickými rozpouštědly a krátká doba sonikace. Tyto 
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podmínky mohou případně vést k přerušení řetězců DNA nebo k denaturaci některých 

proteinů [18]. Byla také popsána modifikovaná metoda odpařování reverzní fáze, při které 

lze dosáhnout velmi vysoké enkapsulační účinnosti - 80% [19]. 

 

1.2.3 Metody solubilizace detergentem 

Dialýza 

Detergenty mohou být při své kritické micelární koncentraci (CMC) používány 

k rozpouštění lipidů. Po odstranění detergentu dialýzou micely ve fosfolipidu stále více 

agregují, nakonec se spojují a vytvářejí LUV [44]. Dialýza bývá běžně prováděna 

v dialyzačních střívkách (se specifikovanou velikostí pórů) ve velkém nadbytku pufru, který 

neobsahuje detergent.  Pro dialýzu může být použita i komerční pomůcka nazvaná LipoPrep 

(Diachema AG, Švýcarsko), která je přístrojovou verzí dialyzačního systému [16]. 

 

Odstranění  detergentu  ze  smíšených  micel  (adsorpce) 

Odstranění detergentu adsorpcí (cholát, alkylglykosid, Triton X-100) se dosahuje 

protřepáváním směsi micel s adsorbenty z organického polystyrenu, jako jsou perličky 

XAD-2 (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Německo) a Bio-beads SM2 (Bio-Rad 

Laboratories, Inc., Hercules, USA). Velkým přínosem použití těchto adsorbentů je to, že 

mohou odstraňovat  detergenty  i  s velmi  nízkým  CMC. 

 

Gelová permeační  chromatografie 

Při této metodě je detergent odstraněn chromatografickou separací. Pro gelovou 

filtraci mohou být použity kolony s náplní Sephadex G-50, Sephadex G-l00 (Sigma-Aldrich, 

MO, USA), Sepharose 2B-6B a Sephacryl S200-S1000 (General Electric Company, Tehran, 

Írán). Při pomalém průtoku kolonou je separace liposomů od detergentních monomerů velmi 

dobrá. 

 

Ředění 

Po zředění vodného micelárního roztoku detergentu a fosfolipidů pufrem dochází ke 

změně velikosti micel a jejich polydisperzity. Protože je systém zředěn za hranici smíšené 

micelární fáze, dojde k spontánnímu přechodu z dispergovaných micel do vezikul. 
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1.3 Enkapsulace látek a transport  

Zavedení aktivních látek do liposomů může být dosaženo buď pasivně (k zapouzdření 

dochází současně s tvorbou liposomů) nebo aktivně (až po vytvoření liposomu). V principu 

je u liposomů možné dosáhnout vysoké enkapsulační účinnosti, která však závisí na 

rozpustnosti daných látek v membráně liposomu. Pasivní zapouzdření ve vodě rozpustných 

látek závisí na schopnosti liposomů zachytit vodný pufr obsahující rozpuštěnou látku během 

tvorby vezikul. Účinnost zachycení (obecně < 30 %) je omezena zachyceným objemem 

vymezeným v liposomech a rozpustností látek. Naopak existují i látky ve vodě rozpustné, 

které mají protonizovatelné aminové skupiny aktivně zachycené použitím gradientu pH [21], 

což může mít za následek účinnost enkapsulace blížící se 100 % [22]. 

Před dodáním do cílového místa mohou být přírodní látky degradovány oxidací a 

účinkem jiných chemických látek. Sušení mrazem je standardní praxe používaná při výrobě 

mnoha nejen farmaceutických produktů. Převážná většina těchto produktů je lyofilizována 

z jednoduchých vodných roztoků [23]. Sušení vymrazováním (lyofilizace) zahrnuje 

odstranění vody (nebo organického rozpouštědla) z produktů ve zmrazeném stavu při velmi 

nízkém tlaku. Proces se běžně používá k sušení výrobků, které jsou tepelně labilní. Tato 

technika má velký potenciál jako způsob řešení dlouhodobých potíží se stabilitou 

enkapsulovaných látek i na liposomální stabilitu. Studie prokázaly, že při procesu lyofilizace 

a rekonstituci může však také docházet k úniku zachycených materiálů. Liposomy, které 

byly lyofilizovány za přítomnosti odpovídajícího množství trehalózy (sacharid běžně se 

vyskytující v organismu), uchovávaly až 100% svých původních látek. Ukázalo se tedy, že 

pro liposomy je trehalóza vynikajícím kryoprotektantem  [24]. 

Omezení a výhody liposomálních nosičů spočívají v interakci liposomů s buňkami. 

In vivo a in vitro studie ukázaly, že hlavní interakce liposomů s buňkami je buď jednoduchá 

adsorpce (specifické interakce s komponenty na povrchu buňky, elektrostatické síly nebo 

nespecifické slabé hydrofobní síly) nebo endocytóza (prostřednictvím fagocytárních buněk 

endotelového systému, například makrofágy a neutrofily). Další možnost, tedy fúze s 

membránou plazmatických buněk vložením lipidové dvojvrstvy liposomu do plazmatické 

membrány se současným uvolňováním liposomálního obsahu do cytoplazmy je velmi 

vzácná. Čtvrtou možnou interakcí je výměna dvouvrstvých složek, například cholesterolu, 

lipidů a membránou vázaných molekul, se složkami buněčných membrán. Často je obtížné 

určit, který mechanismus funguje nebo zda jich může fungovat více současně [25, 26]. 
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1.4 Liposomy v medicíně a farmakologii 

V klinické medicíně je v současné době používána enormně široká škála léčivých 

látek a každý rok jsou evidovány nové. Jedním z hlavních cílů jakékoliv léčby je zvýšení 

terapeutického indexu léčiva při současné minimalizaci jeho vedlejších účinků. Klinická 

užitečnost většiny konzervativních chemoterapeutik je omezena buď neschopností 

poskytnout nezbytné koncentrace léčiva cílovým tkáním, nebo vedlejšími účinky na ostatní 

orgány a tkáně. Ideálním řešením je tedy zaměření samotného léčiva na ty buňky, tkáně a 

orgány, které jsou postižené chorobou. Vybrané nosiče, například koloidní částice a 

molekulární konjugáty, mohou být vhodné jako transportéry léčiv. Koloidní částice jsou 

výsledkem fyzikálního zabudování léčiva do částicového koloidního systému, například 

reverzních micel, polymerů a liposomů. Mezi těmito nosiči byly nejvíce studovány právě 

liposomy. Jejich výhoda spočívá v jejich složení, které je činí biologicky odbouratelnými a 

biokompatibilními.  Jsou složeny z přírodních fosfolipidů, které jsou biologicky inertní a 

slabě imunogenní a mají nízkou toxicitu. Do liposomů mohou být zapouzdřena i léčiva s 

různými lipofilními vlastnostmi  - silně lipofilní léčiva jsou zachycena téměř úplně v lipidové 

dvojvrstvě, hydrofilní léčiva jsou umístěna zcela ve vodném prostředí. V případě 

amfipatických struktur jsou molekuly rozdělovány mezi lipidovou a vodnou fázi [27]. 

Technologie enkapsulace aktivních látek liposomy je technikou, kterou používají 

lékaři k přenosu léků, které působí jako léčivé promotory na tělní orgány. Tato metoda 

spočívá v generování submikroskopických pěn na bázi liposomů, které zapouzdřují četné 

materiály. Liposomy tedy tvoří bariéru kolem látky, jimiž obsažené, ta může být tudíž více 

odolná vůči enzymům v ústech a žaludku, alkalickým roztokům, žaludečním šťávám, 

žlučovým solím a střevní flóře, také však proti volným radikálům, které jsou generovány v 

lidském těle. Obsah liposomů je tedy chráněn před oxidací a degradací. Tato ochranná 

fosfolipidová bariéra zůstává nepoškozena, dokud není liposom transportován až do určité 

cílové žlázy, orgánu nebo systému, kde má enkapsulovaná látka své specifické využití [23]. 

 

1.4.1 Stealth, fuzogenní a konvenční liposomy 

Přestože se liposomy chovají jako biomembrány, jsou stále pro lidský organismus 

vnímány jako cizí prvek, což je důvodem, proč je mononukleární fagocytový systém (MPS) 

může detekovat. Tyto problémy jsou řešeny použitím syntetických fosfolipidů, povrchovou 

modifikací vnější membrány klasických liposomů amfipatickým polyethylenglykolem 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 20 

(PEG) nebo deriváty chitinu, lyofilizací, polymerací či mikroenkapsulací gangliosidů [20]. 

Modifikace liposomů pomocí PEG snižuje množství, v němž jsou vychytávány makrofágy 

a vede k jejich prodloužené přítomnosti v krevním oběhu a průchodu endotelem. Tyto 

liposomy jsou známy pod názvem „stealth liposomy“ [28] a jsou např. použity v úspěšném 

produktu na bázi liposomů s obsahem cytostatika doxorubicinu, který je v současné době 

prodáván jako Doxil (Janssen Biotech, Inc., Horsham, USA) nebo Caelyx (Schering-Plough 

Corporation, Kenilworth, USA). Terapeutické zlepšení bylo popsáno i při použití stealth 

liposomů s kortikosteroidy v experimentálních artritických modelech. Dlouho cirkulující 

liposom může také působit jako zásobník pro prodloužené uvolňování terapeutického činidla 

(farmakologický účinek např. vazopresinu) [29]. 

Již mnoho let je znám fakt, že silné protinádorové léčivo, zvláště takové, které cílí na 

cytoplazmu nebo buněčné jádro, nefunguje kvůli nízké propustnosti plazmatické membrány 

a degradaci lyzozomálními enzymy. Z tohoto důvodu byl vyvinut pokročilý model terapie 

rakoviny za použití nového systému pro podání léčiva - fuzogenního liposomu. Fuzogenní 

liposomy jsou připraveny z UV-inaktivovaného Sendai viru a konvenčních liposomů. 

Účinně a přímo přivádějí svůj enkapsulovaný obsah do cytoplazmy pomocí fúzního 

mechanismu Sendai viru, zatímco konvenční liposomy jsou do buňky přijímány 

endocytózou, fagocytárními buňkami retikuloendotelového systému. Fuzogenní liposom je 

tedy vhodným nosičem léčiv do cytoplazmy, který nepodléhá endocytóze [30]. Tyto 

transportéry však nejsou přímo zaměřeny na nádorové buňky. Modifikace, které chrání 

liposomy před nežádoucími interakcemi s plazmatickými proteiny a buněčnými 

membránami, mohou také zabraňovat interakcím s nádorovými buňkami. Liposomy 

nakonec podléhají enzymatické degradaci a/nebo fagocytóze, což vede k uvolnění léku pro 

následnou difúzi do nádorových buněk. Další generace léčivých nosičů směřují k 

molekulárnímu cílení rakovinných buněk prostřednictvím interakcí zprostředkovaných 

protilátkami nebo jinými ligandy [20]. 

 

1.4.2 Aplikace ve farmakologii 

Použití liposomů lze rozdělit na diagnostické a terapeutické dle liposomů 

obsahujících buď různé markery, nebo léčiva [25]. Bohužel má mnoho léků velmi úzké 

terapeutické působení, což znamená, že jejich terapeutická koncentrace není o mnoho nižší 

než koncentrace toxická. Někdy může být toxicita snížena (nebo účinnost zvýšena) použitím 

vhodného léčiva s lepší biodistribucí a farmakokinetikou. V současnosti je vyvíjeno mnoho 
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nových biotechnologických produktů (například antisense oligonukleotidy, klonované geny 

a rekombinantní proteiny), přičemž byla současně prokázána lepší využitelnost široké škály 

konzervativních léčiv, pokud byly enkapsulovány v liposomech, což vedlo ke zlepšení 

terapeutické aktivity a/nebo ke snížení jejich toxicity. Celková změna farmakokinetiky pro 

liposomální léčiva může vést ke zlepšení biologické dostupnosti léčiva pro určité cílové 

buňky, které se nachází v krevním oběhu, nebo do  míst extravaskulárního onemocnění. 

Mezi známé aplikace patří např. liposomální formulace kyseliny trans-retinoové [31] a 

daunorubicinu [32], který byl schválen jako první léčivo pokročilého Kaposiho sarkomu 

souvisejícího s AIDS. Významnými příklady látek, jejichž enkapsulace do liposomů vede 

k lepším produktům, jsou vinkristin, doxorubicin a amfotericin B [29].  

 

Léky obsažené v liposomech se mohou aplikovat různými způsoby, a to ve formě 

koloidního roztoku, aerosolu nebo v částečně pevných formách. Jejich hlavní výhody mohou 

být klasifikovány do sedmi  následujících kategorií: 

 

1. Zlepšení rozpustnosti lipofilních a amfifilních léčiv (amfotericin B, porfyriny, 

minoxidil, některé peptidy a antracykliny, hydrofilní léčiva - doxorubicin nebo 

acyklovir) 

2. Pasivní cílení na buňky imunitního systému, zejména buňky mononukleárního 

fagocytárního systému (antimoniální látky, amfotericin B, porfyriny, vakcíny, 

imunomodulátory) 

3. Systémy pro trvalé uvolňování komplexně nebo lokálně podávaných liposomů 

(doxorubicin, cytosin arabinosid, kortizony, biologické proteiny nebo peptidy 

jako vazopresin) 

4. Mechanismus vyhýbání se určitým tkáním (doxorubicin, andamphotericin B) 

5. Transport do specifické tkáně (protizánětlivé léky, protirakovinné, 

protiinfekční) 

6. Zlepšený přenos hydrofilních a nabitých molekul (antibiotika, chelatační 

činidla, plazmidy) 

7. Zlepšená penetrace do tkání (kortikosteroidy, anestetika a inzulín) [26] 
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1.4.3 Použití v medicíně 

Tím, že jsou konvenční liposomy vychytávány fagocytickými buňkami v těle po 

intravenózním podání, jsou ideálními prostředky pro cílení molekul léčiv právě do 

makrofágů. Nejznámějšími případy tohoto mechanismu "trojského koně" je léčba několika 

parazitických onemocnění, která normálně existují v buňkách mononukleárního 

fagocytujícího systému. Například leishmanióza je parazitická infekce makrofágů, která 

postihuje více než 100 milionů lidí v tropických oblastech a je často smrtelná. Účinná dávka 

léků, většinou antimoniálních látek, není o mnoho nižší než dávka toxická. Po enkapsulaci 

této látky se liposomy s jejím obsahem shromažďují v buněčné populaci, která je infikována, 

a jsou proto slibnými terapeutiky tohoto onemocnění [33]. Existují i další studie, které se 

věnují přípravkům obsahujícím různé antiparazitické liposomy. V antimykotických terapiích 

byly úspěšně použity liposomy jako nosiče foramphotericinu B. Samotný lék je velmi 

toxický a účinná dávka je omezena kvůli jeho ionosféře a neurotoxicitě. Liposomové formy 

tohoto léčiva však inhibují jeho akumulaci a radikálně snižují toxicitu [34]. Mykotická 

onemocnění se často také soustřeďují na buňky mononukleárního fagocytárního systému, 

enkapsulace proto vede ke snížení toxicity a pasivnímu cílení. Tyto přínosy však mohou být 

spojeny s jakýmkoliv koloidním nosičem léků. Určité zlepšení léčby bylo pozorováno u 

stabilních smíšených micelárních formulací a mikroemulzí [35]. Mnoho pacientů bylo dále 

velmi účinně léčeno různými formami amphotericinu B [34]. Srovnatelné metody lze 

aplikovat u antivirových a antibakteriálních terapií. Většina antibiotik je užívána orálně, k 

enkapsulaci do liposomů lze tedy přistupovat, pouze pokud jsou antibiotika velmi silná či 

toxická a jsou podávána parenterálně. Příprava liposomů naplněných antibiotiky (při 

poměrně vysokých poměrech léků k lipidům) nemusí být snadná vzhledem k interakcím 

těchto molekul s lipidovou dvojvrstvou a vysokou hustotou jejich vodných roztoků, která 

často mění liposomy v krémovitou strukturu, která se shlukuje na povrchu. Byly zkoumány 

také další způsoby přenosu účinných látek do organismu k cílovým tkáním - například 

topické nebo inhalační. Antivirotika enkapsulovaná liposomy (ribavirin, azidotymidin nebo 

acyklovir) mají taktéž sníženou toxicitu, která však negativně koreluje s jejich účinností [36]. 

  Jak již bylo uvedeno výše, řada liposomálních přípravků obsahujících protirakovinné 

látky je méně toxická než volná léčiva [37]. Anthracykliny jsou léky, které zastavují růst 

dělících se buněk interkalováním do DNA a tak destruují především rychle se dělící buňky. 

Tyto buňky nejsou pouze v nádorech, ale jsou také ve vlasech, ve sliznici gastrointestinál-
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ního traktu a v krevních buňkách, proto je tato třída léků velmi toxická [38]. Nejvíce použí-

vaný a studovaný je adriamycin (komerční název pro cytostatikum doxorubicin HCl, Ben 

Venue Laboratories, Bedford, Ohio). Kromě výše uvedených akutních toxicit je jeho dávka 

omezena jeho rostoucí kardiotoxicitou. Pro snížení této toxicity byla testována řada různých 

formulací, včetně enkapsulace do liposomů. Ve většině případů byla toxicita snížena na při-

bližně 50 % [39]. Ze stejného důvodu byla účinnost v mnoha případech omezena z důvodu 

snížené biologické dostupnosti léčiva, zvláště pokud nádor nebyl fagocytární nebo se nachá-

zel v orgánech mononukleárního fagocytárního systému [40]. V některých případech, jako 

je systémový lymfom, účinek zapouzdření liposomů vykazoval zvýšenou účinnost v dů-

sledku pokračujícího účinku během uvolňování, tj. delší přítomnost terapeutických koncen-

trací v tělním oběhu [41], zatímco v několika dalších případech sekvestrace léku do tkání 

mononukleárního fagocytárního systému jeho účinnost snížila [42]. Aplikace těchto systémů 

u člověka obecně ukázaly sníženou toxicitu a lepší snášenlivost, avšak s omezenou účinností 

[43]. 

 

1.5 Stabilita liposomů 

Fyzikální a chemická stabilita liposomů je, z hlediska distribuce velikosti, účinnosti 

enkapsulace a degradace liposomálních vezikul, hlavním omezujícím krokem pro dodávání 

látek pomocí tohoto systému. Lipidy mohou degradovat během procesů oxidace a hydrolýzy, 

u samotných liposomů pak může docházet k agregaci/flokulaci a fúzi/koalescenci, což může 

nakonec změnit velikost vezikuly a vést k významné ztrátě enkapsulované látky [45]. Vodné 

disperze liposomů vykazují nestabilitu v důsledku úniku enkapsulované látky z fosfolipido-

vých dvojvrstev. Při dlouhodobém skladování byla rovněž zaznamenána agregace liposomů 

[46]. Proto je vhodnější uchovávat liposomální přípravky v pevné formě. K dispozici je ně-

kolik technik pro stabilizaci liposomálních formulací, a to lyofilizace, sušení rozprašováním 

[47] a sušení pomocí superkritické kapaliny [48].  

1.5.1 Fyzikální stabilita 

Stabilita liposomů je ovlivněna jejich složením. Má na ni vliv např. přítomnost fos-

folipidů s vysokými teplotami fázového přechodu nebo řetězce mastných kyselin (jejich po-

larita, délka a stupeň nenasycení), které za vhodných podmínek udržují rigiditu liposomů. 

Nelze pominout ani molární poměr fosfolipid:cholesterol, který rovněž rozhoduje o stabilitě 
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liposomů a kinetice uvolňování léčiva [49]. Molární poměr fosfolipidů:cholesterol 7:3 zajiš-

ťuje formulaci stabilitu a kontrolu nad uvolňováním enkapsulovaných látek [45] a povrcho-

vým potenciálem. Vysoký povrchový potenciál přímo souvisí s fyzikální stabilitou lipo-

somů, jelikož pomáhá snižovat rychlost fúze a agregace [50]. 

Jedním z důvodů liposomální agregace je vliv elektrostatických sil mezi vezikulami. 

Repulzivní interakce, které jsou přinejmenším rovné van der Waalsovým sílám, jsou základ-

ním požadavkem stabilní liposomální formulace [51]. Fyzikální stabilita liposomů se zlep-

šuje zvýšením hustoty povrchového náboje a snížením iontové síly prostředí (zvyšuje elek-

trostatické odpudivé síly), zejména při použití fosfatidylcholinu a fosfatidylserinu [50].  

Elektrostatická stabilizace je velmi citlivá na povrchový náboj, pH a koncentraci solí 

a může být dále zlepšena kombinací se sterickou stabilizací (tzv. elektro-sterická stabili-

zace). K tomuto typu stabilizace dochází pokrytím povrchu liposomů vrstvou adsorbova-

ných dlouhých, objemných makromolekul, které udržují dostatečnou vzdálenost mezi vezi-

kulami [51]. Pokrytí vezikul polymerem se často používá k přípravě stericky stabilizovaných 

liposomů, které mohou být vyrobeny dvěma různými způsoby, a to roubováním nebo ad-

sorpcí polymeru na povrch liposomů. Metoda roubování je nejběžněji používaná a stabili-

zace se dosahuje inkorporací tzv. PEG-lipidů - poly(ethylenglykol)fosfolipidů [52]. 

1.5.2 Chemická stabilita 

Chemická degradace liposomů se vyskytuje hlavně na úrovni fosfolipidových dvoj-

vrstev. První z nich je hydrolýza esterových vazeb mezi mastnými kyselinami a glycerolo-

vým řetězcem a druhou peroxidace jakéhokoliv dostupného nenasyceného acylového ře-

tězce. Tyto dvě reakce mohou vést ke vzniku lipidů s krátkým řetězcem, následně se v mem-

bráně objeví rozpustné deriváty, které významně snižují kvalitu a stabilitu liposomálního 

systému [38]. V případě fosfatidylcholinů podléhají oxidaci uhlovodíkové řetězce a zejména 

jejich nenasycené části. Nasycené řetězce pak mohou být oxidovány při vysokých teplotách 

[53]. Oxidace je radikálová reakce, která má za následek štěpení uhlovodíkových řetězců 

nebo v případě dvou sousedních dvojných vazeb tvorbu cyklických peroxidů. Iniciační krok, 

odštěpení atomu vodíku z lipidového řetězce, se nejčastěji odehrává v důsledku působení 

světla nebo kontaminace stopovým množstvím iontů kovu. Nejcitlivějšími lipidy pro inici-

ační krok jsou právě lipidy obsahující dvojné vazby. Použití lipidů s vysokou čistotou může 

oxidaci lipidů v liposomech minimalizovat, stejně jako skladování při nízkých teplotách či 
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ochrana před světlem a kyslíkem. K dalšímu zvýšení ochrany mohou být jako přísady pou-

žity antioxidanty a látky tvořící komplexy s ionty kovů [54]. 

Esterové vazby přítomné ve fosfolipidech mohou být podrobeny hydrolýze ve vod-

ném prostředí, přičemž karboxylové estery jsou hydrolyzovány rychleji než fosfátové estery 

[55]. V průběhu hydrolýzy se uhlovodíkové řetězce štěpí, produkují mastné kyseliny a ly-

sofosfolipidy. Lysofosfolipid může být dále hydrolyzován a  konečným produktem hydro-

lýzy je kyselina glycerofosforečná. Rychlost hydrolýzy fosfolipidů závisí jak na pH, tak na 

teplotě. Obecně má rychlost hydrolýzy závislost na pH ve tvaru „V“, s minimem při pH 6,5, 

a tedy se zvýšenou rychlostí při vyšším i nižším pH. Podle očekávání je hydrolýza esteru 

katalyzována kyselinou i bází. Vliv teploty na degradaci fosfolipidů lze popsat pomocí 

Arrheniovy rovnice [56].  

K hydrolýze i oxidaci liposomů může docházet současně v podmínkách in vivo. Hyd-

rolýza fosfolipidů může být také katalyzována enzymy fosfolipázami.[57].  
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2 ESENCIÁLNÍ OLEJE 

Dlouhodobou diskusí v rostlinné fyziologii je to, zda jsou tzv. sekundární metabolity 

(secondary metabolites, SM) jen odpadní produkty nebo mají roli při zvyšování kondice 

rostlin. Koevoluční hypotéza, jak ji prezentovali Fraenkel, Erlich a další od šedesátých let, 

říká, že vztah mezi rostlinami a zvířaty je základním faktorem pro zvyšování biologické 

rozmanitosti u hmyzu i rostlin a že SM jsou součástí chemického obranného systému, který 

rostlinám umožňuje bránit se proti predátorům, což je nutí, aby se těmto látkám přizpůsobily 

a staly se konkurenty v dlouhodobém chemicko-evolučním soupeření [58]. Tato hypotéza 

není v této rané formulaci udržitelná, protože je v rozporu se skutečností, že mezi SM exis-

tuje neočekávaně velký počet blízce příbuzných molekul nebo analogů s velmi nízkou bio-

logickou molekulární aktivitou [59]. Rostlinné metabolity vyšší chemické různorodosti vy-

kazují lepší obranu než ty s omezenější rozmanitostí [60]. Jednou konkrétní skupinou SM 

jsou těkavé látky, obsahující hlavně terpenoidy, ale také fenylpropanoidy, polyketidy a slou-

čeniny obsahující dusík a síru. Právě tato heterogenní skupina sloučenin je označována ter-

mínem „esenciální oleje“ nebo „silice“, což ve skutečnosti definuje molekuly extrahované z 

rostlin, zatímco pro těkavé SM obsažené v živých organismech je preferován termín těkavé 

látky rostlin (plant volatiles) [61]. 

Esenciální oleje jsou komplexní směsí uhlovodíků a jejich kyslíkatých derivátů vzni-

kající ze dvou izoprenoidních drah převážně v monoterpenech a seskviterpenech. Jsou pro-

dukovány a vylučovány glandulárními trichomy a dalšími sekrečními strukturami, tyto spe-

cializované sekreční tkáně se převážně vyskytují na površích rostlinných orgánů, zejména 

květů a listů a mají v rostlině klíčovou ekologickou roli. Éterické oleje byly, díky své biolo-

gické aktivitě, používány od starověku v mnoha tradičních léčebných přístupech po celém 

světě. Mnoho preklinických studií dokumentovalo antimikrobiální, antioxidační, protizánět-

livé a protinádorové účinky silic na řadě buněčných a zvířecích modelů a rovněž objasnilo 

jejich mechanismus účinku a farmakologické cíle. Nedostatek studií na lidských buňkách 

omezuje potenciál esenciálních olejů jako účinných a bezpečných fytoterapeutik [62]. 

 

2.1 Mechanismy cytotoxicity esenciálních olejů 

Esenciální oleje jsou komplexní směsí molekul, která obecně obsahuje více než 20 

různých složek s nízkou molekulovou hmotností a velmi variabilními koncentracemi. 

Obecně jsou hlavními složkami éterických olejů monoterpeny a seskviterpeny, v různém 
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množství mohou být přítomny i  diterpeny a fenylpropanoidy. Mnohé z těchto molekul se 

nacházejí v nízkých koncentracích, jen málo z nich tvoří hlavní složky, které mohou před-

stavovat až 70 % z celkového objemu silice a jsou zodpovědné za její biologické účinky 

[63]. Dosud bylo popsáno více než 3000 éterických olejů, z nichž je přibližně jedna desetina 

relevantní pro farmaceutický, nutriční nebo kosmetický průmysl. U řady éterických olejů 

byla zkoumána jejich cytotoxicita a velké úsilí je věnováno výzkumu potenciálních terape-

utických účinků olejů zejména proti chorobám, které jsou charakterizovány nadměrným růs-

tem buněk a proliferací, tzn. rakovina nebo bakteriální infekce. Mezi hlavní mechanismy, 

které zprostředkovávají cytotoxické účinky esenciálních olejů, patří indukce buněčné smrti 

aktivací apoptických nebo nekrotických procesů, zastavení buněčného cyklu a ztráta funkce 

základních organel. Některé z těchto účinků jsou způsobeny lipofilní povahou a nízkou mo-

lekulovou hmotností hlavních složek esenciálních olejů, které jim umožňují narušení bu-

něčné membrány, mění membránové složení a zvyšují její fluiditu, což vede k úniku iontů a 

cytoplasmatických molekul. Změněné membrány vedou ke snížené produkci ATP, změně 

gradientu pH a ztrátě mitochondriálního potenciálu, který může mít za následek smrt buněk. 

Některé esenciální oleje mohou také působit jako prooxidační prvky, které mohou měnit 

buněčný redoxní stav a také ohrožovat přežití buněk [64]. 

Cytotoxické vlastnosti éterických olejů vyplývají z komplexní interakce mezi různými 

třídami sloučenin, jako jsou fenoly, aldehydy, ketony, alkoholy, estery, ethery nebo uhlovo-

díky. V některých případech cytotoxická aktivita úzce souvisí s několika hlavními složkami 

olejů, a některé z těchto izolovaných sloučenin vykazují při individuálním testování značnou 

cytotoxicitu. Široká variabilita v chemickém složení esenciálních olejů však znamená velkou 

rozmanitost mechanismů působení a molekulárních cílů, každá sloučenina může také modu-

lovat nebo měnit účinky jiných [65]. 

2.2 Molekulární a biochemické cíle v prokaryotických buňkách 

Vzhledem ke stále častějšímu výskytu bakterií rezistentních na mnoho antibiotik je 

použití esenciálních olejů zkoumáno jako jedna z potenciálních alternativ potlačení bakteri-

álního růstu. Složky silic s fenolovými strukturami nebo aldehydy (thymol, karvarol, euge-

nol, cinnamaldehyd a citral) jsou velmi účinné proti mikroorganismům. Tyto sloučeniny jsou 

aktivní i přes svou relativně nízkou schopnost rozpouštět se ve vodě. Přítomnost hydroxy-

lové skupiny ve fenolové struktuře zvyšuje antimikrobiální aktivitu, což bylo zjištěno při 

srovnávání karvarolu a eugenolu s jejich příslušným methyletherem [66]. Většina studií však 
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byla zaměřena spíše na zkoumání antibakteriálních aktivit éterických olejů či některých je-

jich hlavních složek, než na výzkum mechanismů působení a bioaktivity.                    

Cytotoxické účinky esenciálních olejů spočívají primárně v narušení struktury mem-

brán, což vede k permeabilizaci bakteriálních buněk. V důsledku membránové permeability 

jsou také ohroženy všechny ostatní buněčné funkce včetně membránového potenciálu, akti-

vity efluxní pumpy nebo respirační aktivity [67]. Při experimentech založených na průto-

kové cytometrii bylo zjištěno, že způsob účinku zprostředkovaný permeabilizací bakteriál-

ních buněk je podobný u grampozitivních i gramnegativních bakterií [68]. Schopnost udržet 

membránový potenciál a gradient pH je nezbytné pro přežití buněk a pokles těchto parametrů 

svědčí o významném poškození buněčné membrány [69]. Únik buněčných složek do extra-

celulárního prostoru (draslík, ATP nebo DNA) je také indikátorem zvýšení permeability 

membrány a ztráty životaschopnosti buněk. Absorpce látek, jako je propidium jodid nebo N-

fenyl-l-naftylamin, indikuje tvorbu neregulovaných pórů v membráně a zvýšenou pravděpo-

dobnost smrti buněk [70]. 

2.3 Molekulární a biochemické cíle v eukaryotických buňkách 

2.3.1 Protinádorová aktivita 

Zpočátku byla většina esenciálních olejů zkoumána pro své antioxidační a protizá-

nětlivé vlastnosti a následně také potenciální využití při léčbě zánětlivých onemocnění. Nyní 

se předpokládá, že by esenciální oleje mohly mít i protirakovinné účinky, protože existuje 

přímý vztah mezi produkcí reaktivních forem kyslíku (reactive oxygen species, ROS) a oxi-

dačními a zánětlivými stavy, které mohou vést k rakovinnému bujení [71]. Nadměrná pro-

dukce ROS je na jedné straně spojena s chronickým zánětem a může také vyvolat poškození 

DNA zvýšením rychlosti mutace a pravděpodobnosti, že buňky podstoupí onkogenní trans-

formaci [72]. Na druhé straně je známo, že ROS jsou schopny modulovat redoxně zprostřed-

kované signální dráhy, které mohou vést k rozvoji nádoru. V literatuře je publikováno již 

více než pět set článků zaměřených na protinádorovou aktivitu éterických olejů [65]. Léky 

používané v léčbě rakoviny mají jako primární cíl indukci apoptózy nebo změnu buněčného 

cyklu v rakovinných buňkách. Esenciální oleje, které jsou schopny vyvolat v rakovinných 

buňkách apoptózu, mohou být potenciálními nástroji pro léčbu rakoviny. Kromě indukce 

apoptózy existují i další mechanismy, které při léčbě rakoviny pomáhají; jsou to např. akti-

vace systémů detoxikace a opravy DNA a inhibice metastáz a angiogeneze [73].  
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Apoptóza je dobře definovaná forma programované buněčné smrti pro zajištění ho-

meostázy, která může být spouštěna endogenními nebo exogenními signály. Abnormality 

v procesu apoptózy mohou pocházet z různých typů onemocnění (rakovina nebo autoimu-

nitní onemocnění). Vzhledem k vysokému heterogennímu složení éterických olejů a mnoha 

typům rakoviny je poměrně těžké jednoznačně definovat mechanismus jejich účinku. Dů-

kladněji byla studována protinádorová aktivita esenciálních olejů a některých jejich izolova-

ných složek proti několika typům rakoviny (glioblastom, melanom, leukemie, kostní, prsní, 

plicní, vaječníkové, slinivkové a prostatické rakoviny) v publikaci [65]. Ve většině studií 

byly popsány apoptotické markery, včetně cytoskeletálních změn, poškození plazmatické 

membrány, mitochondriální disfunkce, fragmentace DNA, aktivace kaspázy-3 a štěpení pro-

teinů [74]. 

Jedním z mechanismů, kterými mohou esenciální oleje vyvolat apoptózu, je zvýšená 

tvorba ROS. Esenciální olej z jedle balzámové (Abies balsamea) byl testován proti buněč-

ným liniím pevných nádorů (MCF-7, PC-3, A-549, DLD-1, M4BEU a CT-26) a na všech 

těchto buněčných liniích vykazoval významnou cytotoxicitu [75]. Léčba esenciálním olejem 

snížila obsah buněčného redukovaného glutathionu (GSH) a zvýšila produkci ROS způso-

bem závislým na dávce oleje a čase působení. Těkavý extrakt ze sušeného oplodí Zanthoxy-

lum schinifolium také indukoval apoptotickou smrt v buňkách lidského hepatomu HepG2 a 

významně zvýšil produkci ROS [76]. Dalším cílem pro esenciální oleje je protein kináza B, 

známá také jako Akt, která reguluje p53. Akt cesta je aktivována v časných stádiích různých 

typů rakoviny a aktivace Akt signalizace chrání rakovinné buňky před apoptózou indukova-

nou tamoxifenem [77]. Esenciální oleje mohou vyvolat apoptózu  přes fosforylované MAPK 

(mitogen-activated protein kinases), což je proces, který může být zvýhodněn produkcí ROS 

[78]. 

 

2.3.2 Antifungální aktivita 

Přírodní produkty s antifungálními vlastnostmi jsou také zajímavou novou terapeu-

tickou alternativou syntetických léčiv. V současnosti nabývají tyto produkty na významu, 

jelikož (podobně jako u bakterií) dochází k vývoji kmenů rezistentních vůči antifungálním 

přípravkům [79]. Mnoho studií prokázalo účinnost éterických olejů proti plísním, jen málo 

z nich však zkoumalo základní mechanismy jejich účinku [80].  
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Při testování éterických olejů z oregana, tymiánu, levandule, rozmarýnu, fenyklu a 

vavřínu proti plísňovému onemocnění způsobeného Botrytis cinerea bylo zjištěno, že ošet-

ření esenciálními oleji vyvolalo ztrátu integrity buněčné stěny plísní a změnu membránové 

permeability s významnými morfologickými změnami v hyfách [81, 82]. Antifungální úči-

nek esenciálního oleje Lavandula multifida bohatého na fenoly byl prokázán proti Candida 

albicans [83]. Indukce apoptózy buněk plísní byla prokázána inhibicí filamentace a naruše-

ním cytoplazmatické membrány [84]. Olej z Curcuma longa je cytotoxický pro Aspergillus 

flavus a inhibuje produkci aflatoxinů. Analýza pomocí rastrovací elektronové mikroskopie 

ukázala významné poškození membrán hyf a konidioforů této plísně vystavené kurkumo-

vému esenciálnímu oleji.  Antifungální účinky esenciálních olejů Thymus eriocalyx a Thy-

mus x-porlock  proti plísni Aspergillus niger byly studovány pomocí transmisní elektronové 

mikroskopie. Bylo zjištěno, že u A. niger vystavenému esenciálním olejům dochází k ne-

vratnému poškození buněčné stěny, buněčné membrány a různých buněčných organel. Rov-

něž esenciální olej Matricaria chamomilla byl testován proti růstu A. niger. Výsledky uká-

zaly zjevné narušení cytoplazmatických membrán a intracelulárních organel, oddělení 

plazmatické membrány od buněčné stěny a úplnou reorganizaci prostorů hyf [85].   

  

2.3.3 Antiparazitická aktivita 

Rostlinné esenciální oleje mohou být použity jako alternativy proti endo- a ektopa-

razitům, ti se totiž stále vyvíjí a vzniká u nich insekticidní rezistence [86]. Někteří autoři 

zkoumali potenciální antiparazitické účinky silic proti různým druhům parazitů (prvoci, 

hlísty a členovci), soustředili se však spíše na výsledek než molekulární zmapování mecha-

nismu účinku.  

Antiparazitická aktivita esenciálních olejů z Lavandula angustifolia a Lavandula x 

intermedia byla testována proti lidským protozoálním patogenům Giardia duodenalis a Tri-

chomonas vaginalis a také proti patogenům ryb Hexamita inflata. Oba esenciální oleje zcela 

odstranily všechna tři protozoa v testu in vitro [87]. Antileishmaniální aktivita esenciálního 

oleje z Dysphania ambrosioides prokázala významné cytotoxické účinky proti intracelulární 

formě amastigotu [88]. Esenciální olej získaný z Piper cubeba byl účinný proti Schistosoma 

mansoni [89]. Esenciální oleje čtyř druhů Cymbopogon byly cytotoxické v případě testování 

proti Trypanosoma brucei brucei a Plasmodium falciparum [90]. Stejní autoři také popsali 

antitrypanozomální a antiplasmodiální aktivity esenciálních olejů z Ocimum gratissimum 
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[91]. V dalším in vitro testu vykazoval olej z Artemisia indica antimalaritický efekt s ohle-

dem na profylaktický účinek malárie [92]. Esenciální olej získaný z Artemisia absinthium 

vykazoval toxickou aktivitu na dvou parazitických prvocích Trypanosoma cruzi a Tricho-

monas vaginalis [93]. Snížení počtu vyprodukovaných vyvinutých vajíček hlístů snižují 

esenciální oleje získané z listů Tetradenia riparia a Foeniculum vulgare [94]. 

Molekulární mechanismy spojené s antiparazitickými účinky silic byly rovněž zkou-

mány s použitím esenciálního oleje Artemisia annua proti viscerální leishmanióze způso-

bené Leishmania donovani [95]. Cytotoxická aktivita byla zprostředkována apoptózou, pro-

tože byla potvrzena externalizací fosfatidylserinu, fragmentací DNA, dyskinetoplastidií, za-

stavením buněčného cyklu, ztrátou potenciálu mitochondriální membrány a tvorbou ROS v 

promastigotech. Stejní autoři uváděli podobné výsledky při testování oleje bohatého na eu-

genol z rostliny Syzygium aromaticum proti promastigotům a intracelulárním amastigotům. 

V obou studiích nebyly pozorovány žádné nepříznivé cytotoxické účinky proti myším mak-

rofágům [96]. 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 32 

3 TRANSDERMÁLNÍ PENETRACE 

3.1 Kůže 

Kůže představuje největší orgán těla, u zdravých dospělých jedinců má plochu při-

bližně 2 m2. Jedná se o heterogenní vícevrstvou tkáň s primární funkcí chránit tělo před vněj-

ším prostředím tím, že bude fungovat jako účinná překážka absorpce exogenních molekul 

[97].  Její struktura je rozdělena do tří samostatných vrstev: epidermis, dermis a hypodermis. 

Je přibližně 75–150 μm tlustá, výrazně silnější na dlaních a na chodidlech. Umožňuje trans-

port plynů i tekutin a udržuje vnitřní tělesnou homeostázu prostřednictvím potních žláz a 

krevních cév. Mezi další funkce patří ochrana tkání a orgánů, vylučování, imunita a syntéza 

vitamínu D [98]. 

Epidermis, vyjma stratum corneum, což je její nejsvrchnější vrstva, je životaschopná 

tkáň. Není vaskularizována, vyživována je difuzí. Skládá se z pěti vrstev, které představují 

různé etapy vývoje korneocytů. Sekvence vrstev z vnitřní k vnější straně je zárodečná vrstva 

(stratum basale), vrstva ostnitá (stratum spinosum), vrstva zrnitá (stratum granulosum), 

vrstva jasná (stratum lucidum) a vrstva rohová (stratum corneum). Buňky stratum corneum 

jsou nazývány korneocyty. Tyto buňky jsou husté, funkčně mrtvé, bez jádra a plněné kera-

tinem. Uspořádání stratum corneum je obdobou "cihel a malty", v němž korneocyty před-

stavují cihly, které obklopují mezibuněčné lipidy ve formě dvouvrstev představující maltu. 

Intercelulární lipidy sestávají ze směsi ceramidů, cholesterolu, esterů cholesterolu, mastných 

kyselin a malá část je cholesterol sulfátů [99]. Stratum corneum obsahuje 15 až 20 vrstev 

korneocytů a ve svém suchém stavu má tloušťku od 10 do 15 µm. Po hydrataci značně na-

bobtná, její tloušťka může dosahovat až 40 μm a vykazuje zvýšenou propustnost. Vzhledem 

ke své bariérové funkci a odolnosti proti vodě, je právě rohová vrstva tou částí pokožky, 

která omezuje absorpci léku přes kůži [100]. Při experimentech na kůži, ze které byla od-

straněna rohová vrstva, byla enormně navýšena propustnost, při odstranění celé epidermis 

se propustnost zvýšila o 1-2 řády [101]. 

Dermis (škára) má šířku od 3 do 5 mm a sestává ze směsi fibroblastů, vláknitých 

bílkovin (kolagen a elastin) a interfibrilového gelu z glykosaminoglykanů, soli a vody. Ko-

lagen I a II tvoří přibližně 75 % sušiny dermis. Krevní a lymfatické cévy, volná nervová 

zakončení, vlasové folikuly a mazové a potní žlázy jsou umístěny taktéž v dermis. Vývody 

vlasových folikulů a potních žláz ústí přímo na povrchu kůže [102]. 
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Subkutánní tkáň, podkožní vazivo neboli hypodermis, je inervovaná vazivová vrstva 

s vysokou koncentrací tukových buněk volně připojená k dermis. Mění se s anatomickým 

místem, věkem, genetickou výbavou, rasou, endokrinním a nutričním stavem jedince. Pod 

touto vrstvou může být svalová vrstva, která překrývá buď kostnaté výběžky, nebo vnitřní 

tkáně a orgány. Má velký význam pro termoregulaci [98]. 

 

3.2 Permeace a penetrace 

Systémy topického a transdermálního podávání léčiv a aktivních látek mají mnoho 

výhod v klinické praxi při cílení léčiva na určité místo v těle za souběžného snížení vedlej-

ších systémových účinků. Podávání léků přes kůži slouží také k dosažení řízeného či pro-

dlouženého podávání léku, tudíž jako alternativa k orálnímu požití (výhodné pro léky s ne-

pravidelnou absorpcí v gastrointestinálním traktu, nízkou biologickou dostupností aj.). 

Mnoho léčivých přípravků se nanáší na povrch kůže, ale pronikají do jejích vrstev jen do 

určité míry právě tam, kde se jejich účinky očekávají. Tento případ je běžně užíván pro léčbu 

kožních poruch (akné a kožní zánětlivá onemocnění - dermatitida, erytematózní lupus a 

psoriáza). Část formulací však obsahuje látky, které pronikají skrze kůži a vstupují až do 

oběhového systému. Transdermální terapie musí zajistit absorbování takové koncentrace lé-

čiva, aby bylo dosaženo účinných plazmatických koncentrací. Permeace léčiv jsou v někte-

rých případech zaměřeny na oblasti těla, kde je očekáván jejich lokální účinek - např. ve 

svalech, cévách a kloubech. Proto je v tomto případě používán termín "kožní absorpce", 

který charakterizuje množství léku, který penetruje a proniká do kůže [103]. 

Hlavními cestami pronikání látek kůží je průchod skrz intaktní epidermis a dále me-

zibuněčnou cestou přes lipidy ze stratum corneum nebo transcelulární cestou přes korneo-

cyty  

V obou případech musí být látka rozptýlena do mezibuněčné lipidové matrice, která 

je považována za hlavní determinant absorpce léčiva kůží [104]. 
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Transport kůží je proces zahrnující několik kroků:  

1. Rozpuštění a uvolňování látky z formulace.  

2. Rozložení látky do stratum corneum.  

3. Difúze přes stratum corneum především přes intercelulární lipidy.  

4. Rozvolnění ze stratum corneum do životaschopných vrstev epidermis. 

5. Difúze přes životaschopnou epidermis do dermis.  

6. Absorpce do kapilár a následný transport do systémového oběhu.  

 

Použití formulací a látek v nich obsažených závisí na několika faktorech, a to na fy-

zikálně-chemických vlastnostech, interakcích látky s membránou a farmakokinetice léčiv. 

Ideální fyzikálně-chemické vlastnosti pro dermální aplikaci mají nízkomolekulární látky 

(< 600 Da), protože mají vysoký difúzní koeficient, dobrou rozpustnost ve vodě a olejích 

pro dosažení vysokého koncentračního gradientu a tudíž i pro zvýšení difúzního toku přes 

kůži, dále vykazují vyvážený rozdělovací koeficient (velmi vysoké rozdělovací koeficienty 

mohou inhibovat léčbu a zvýšení retence léku) a mají i nízký bod tání (< 200 ° C) [105]. 

 

3.3 Modely kůže 

Lidská kůže (ex vivo) je považována za zlatý standard pro in vitro permeační experi-

menty. Hlavním problémem při použití lidské kůže k hodnocení perkutánní léčby jsou však 

etické aspekty. Mezi lidskými kožními vzorky rovněž existují  velké diference v důsledku 

rozdílného věku, rasy a anatomického umístění [106]. Změna v prostupnosti lidské kůže je 

rozdílná nejen napříč dárci (inter-individuální variace), ale i u vzorků z jediného individuál-

ního dárce (intra-individuální variace). Jako alternativa k lidské kůži se proto používají (ve 

studiích perkutánní absorpce, při vývoji transdermálních formulací a k zajištění bezpečnosti 

dermální expozice chemikáliím) kožní vzorky prasete, králíka, morčete, krys, myší, hadů, in 

vitro kultivovaný model lidské kůže a syntetické membrány [107]. Pro porozumění mezi-

druhovým rozdílům v permeaci pokožky je potřebná znalost rozdílů prokrvení mezi lidskou 

a zvířecí kůží a dále je potřeba brát v úvahu odlišné metabolické enzymy uvolňované do 

kůže, které mohou průchodnost kůží také ovlivňovat [108]. 

 Vzhledem k nedávným regulačním změnám týkajícím se testování na zvířatech v 

oblasti kosmetiky dostávají in vitro modely více pozornosti jako důležité nástroje při studiích 

penetrace, permeace a dráždivosti kůže. Obtížně napodobitelný je při modelování in vitro 
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metabolismus, který se projevuje u živých částí epidermis a významně snižuje biologickou 

dostupnost molekul podávaných kůží [109]. Při testování dráždivosti byl původní přístup 

založen na použití běžných lidských keratinocytů (NHK, normal human keratinocytes) pro-

liferujících a diferencovaných na deepidermizované dermis (ekvivalent živé kůže) [110]. 

Tento model byl vylepšen pomocí membrán podporujících růst NHK, čímž vznikla  tzv re-

konstruovaná epidermis. Takto tvořené modely jsou již komerčně k dispozici a představují 

lidskou epidermis (EpiSkin, EpiDerm, SkinEthic) nebo pokožku v plné tloušťce (Phenion) 

[111]. Dále existují modely představující taktéž celou kůži avšak na bázi fibroblastů zasaze-

ných do matrice kolagenu (ekvivalent dermis) a epidermální vrstvu reprezentují opět NHK 

[112]. Ačkoli tyto kožní modely často vykazují mnohem vyšší propustnost než lidská a zví-

řecí kůže [113], lze je použít pro účely screeningu při počátečních fázích vývoje léčiv a léků 

[114]. Pro zjednodušení bylo navrženo několik in vitro modelů, jimiž jsou např. silikonové 

membrány [115], deriváty ceramidů pro testy membránové permeability (PAMPA, parallel 

artificial membrane permeability assay) [116] a test propustnosti založený na fosfolipido-

vých vezikulách (PVPA, phospholipid vesicle-based permeation assay) [117].  

 

Mezi modely na bázi lipidů jsou řazeny: 

1. Modifikace PAMPA schopné napodobovat pokožku [116] 

2. Model PVPA, který napodobuje SC kůže [117] 

3. Substituce SC se syntetickými SC lipidy [128]  

4. Membrány navržené ke studiu účinků derivátů ceramidu na difúzi a permeaci lé-

čiva [129] 

 

3.4 Využití liposomů v transdermálních aplikacích 

V posledních desetiletích byly do liposomů úspěšně zapouzdřeny různé aktivní far-

maceutické složky (active pharmaceutical ingredients, API) - termolabilní proteiny, látky 

labilní vůči kyselinám, vnímavé enzymy, vysoce lipofilní, hydrofilní i fotosenzitivní látky a 

molekuly s vysokou molekulovou hmotností [118]. Pro vývoj liposomů bylo použito široké 

spektrum dostupných lipidů, povrchově aktivních činidel (aktivátorů) a dalších složek (např. 

alkoholů ve stopových množstvích), což činí tyto systémy vhodné pro široké spektrum apli-

kací [119].   
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Poměrně nedávno by zjištěno, že konvenční liposomy mají jako nosiče pro transder-

mální transport látek menší využitelnost. Obvykle se hromadí ve stratum corneum s mini-

málním pronikáním do hlubších oblastí kůže nebo do systémového oběhu [120]. Je však 

zajímavé, že pokud jsou do vezikul přidány surfaktanty, vede to k jejich vyšší deformova-

telnosti a snadnějšímu pronikání přes hustou rohovou vrstvu, která obsahuje velmi malé 

"póry" ve vztahu k průměru vezikuly. Stratum corneum tedy slouží jako bariéra, která limi-

tuje transdermální prostup. Největší póry na povrchu kůže navíc souvisí s přítomností vla-

sových folikulů a potních kanálů, které hrají v liposomální transdermální penetraci léčiv 

pouze malou roli. Velikost získaná z elektronové mikroskopie naznačuje, že liposomy do 

průměru až 600 nm mohou proniknout skrz kůži, zatímco liposomy s velikostí 1 000 nm 

zůstávají v SC [104]. Výhodný rozsah velikostí vezikul pro lokální / transdermální transport 

by měl tedy ležet v rozmezí 100 až 1000 nm [121]. 

Jako alternativa ke konvenčním liposomům mohou proto sloužit elastické liposomy 

(ELs), které byly popsány v roce 1992 a které díky svému složení usnadňují průchod léčiv 

přes stratum corneum [122, 123]. ELs se skládají z fosfolipidů, surfaktantů a vnitřního vod-

ného prostředí v lipidové dvojvrstvě a jsou schopné zapouzdřit hydrofilní (ve vodné komoře) 

a lipofilní (v lipidové dvojvrstvě) molekuly. Kromě toho mohou být na jejich přípravu pou-

žity materiály jako lipidy (kationtové a aniontové), polyethylenglykol (PEG), ethanol, cyk-

lodextrinové komplexy a/nebo gely [124]. Složení ELs proto významně ovlivňuje jejich fy-

zikálně-chemické vlastnosti a následně i penetraci do kůže. Je však třeba poznamenat, že in 

vivo účinnost je zcela odlišná od chování v in vitro podmínkách a nemůže být zcela nahra-

zena experimenty a změřenými daty při in vitro penetraci [125]. Tyto nosiče, pro které je 

typická vysoká schopnost deformovat svůj tvar a vysoká elasticita po stlačení (ca 1/10 z pů-

vodního průměru vezikuly) při průchodu mezi keratinocyty, byly již úspěšně použity v praxi. 

Procházejí totiž neporušenou vrstvou pokožky a v přítomnosti vhodné aktivní látky mohou 

zvyšovat hydrataci pokožky a snižovat transepidermální ztrátu vody (TEWL) [126]. V sou-

časné době je oceňována zvýšená schopnost ELs pronikat kůží díky synergickým účinkům 

ELs působících jako nosič i jako penetrant. Tyto vezikuly navíc pronikají do kůže bez toho, 

aby došlo k jejich rozpadu [127]. 

3.5 Účinek nosiče na penetraci kůže 

Propustnost kůže může být chápána jako pronikání přes jednu vrstvu do druhé. Ná-

sledný příjem penetrující látky do cévního systému je označován jako dermální absorpce 
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[130]. Transportéry látek mohou měnit fyzický stav a propustnost pokožky, např. díky hyd-

ratačnímu účinku nebo změnou teploty pokožky. Okluzivní a lipofilní vehikuly (jako je pa-

rafin, tuky a oleje) snižují ztrátu vody a zvyšují obsah vlhkosti v kůži, což má za následek 

efektivnější pronikání látek. Emulze voda v oleji (V/O) jsou méně okluzivní než lipidové 

materiály, ale více okluzivní než emulze oleje ve vodě (O/V). Naopak hydrogely nemají 

okluzivní účinek, ale kvůli vysokému obsahu vody zlepšují úroveň hydratace pokožky. 

V praxi byl tento efekt zaznamenán například v případě ibuprofenu, kdy dochází k rychlému 

nárůstu propustnosti ibuprofenu z gelové formulace během prvních 4 hodin, po níž následuje 

pronikání drogy uvnitř kůže. Emulze V/O sice vykazují delší čas prodlevy v nástupu průniku 

látky než hydrogel, obě však umožňují transdermální dodávky ibuprofenu [131]. 

Zesilovače (akcelerátory) penetrace, jako je např. ethanol a propylenglykol a kyselina 

olejová, které se běžně používají jako součásti olejové nebo vodné fáze formulace, mohou 

urychlit pronikání mnoha látek do kůže i skrz ni. Pronikání aktivních látek do kůže lze dále 

ovlivňovat složením nosičů a látky podobné fosfolipidům, terpeny či neionické povrchově 

aktivní látky se používají jako významné složky různých vezikulárních systémů pro podá-

vání léků se zvýšenou schopností transportu léčiva do kůže, jmenovat lze například lipo-

somy, etosomy, propylenglykolové liposomy, invazomy, niosomy nebo mikroemulze [132]. 

Perkutánní absorpci léku mohou rovněž zvýšit nanočástice schopné procházet vlasovými 

folikuly [133]. V případě nano-systémů založených na vesikulách bylo prokázáno, že snížení 

velikosti systému zlepšuje dodávku léku do kůže [120]. Naopak mikročástice a velké vesi-

kuly obvykle zůstávají na povrchu kůže a působí jako rezervoáry léčiv, poskytují tedy pro-

dloužení doby uvolňování léčiva. Negativní náboj na povrchu liposomů zvyšuje penetraci 

léku do kůže ve větší míře než pozitivně nabité a neutrální liposomy [134]. Kromě toho také 

tuhost či elasticita membrán vezikul ovlivňuje ukládání léčiva na kůži a jeho případný další 

průnik. Konvenční liposomy a zejména liposomy zapouzdřené v PEG s tuhými membránami 

se akumulují uvnitř SC [135].  Deformovatelné (elastické) liposomy byly navrženy jako sys-

tém (NSD, nanosized delivery system), který je schopen se stlačit mezi úzkými póry a do-

pravit zapouzdřené látky hlouběji do kůže [136]. Většina farmaceutických a kosmetických 

nosičů je komplexní směs obsahující více než jen jednu složku, a proto může mít kombinace 

jednotlivých přítomných složek kumulativní charakter nebo synergické účinky na penetraci 

do kůže [137]. 
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4 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

Použití esenciálních olejů je v běžné praxi omezeno jejich těkavostí, špatnou rozpust-

ností ve vodě a nestabilitou v přítomnosti tepla, světla a kyslíku [138]. Tyto nevýhody mo-

hou být eliminovány, při zachování aktivity olejů, jejich zapouzdřením do různých nosných 

systémů, včetně liposomů, cyklodextrinů, nanočástic pevných lipidů, micel a nanočástic na 

bázi polymerů [139]. Inkorporace esenciálních olejů do liposomů tak vede ke zlepšení jejich 

rozpustnosti a zvýšení chemické stability [140].  

Liposomy složené z esenciálních olejů byly testovány a charakterizovány v řadě publi-

kací, a to z hlediska velikosti, účinnosti enkapsulace, kinetiky uvolňování, stability při skla-

dování a biologických aktivit [139, 143, 144]. Ze všech těchto studií vyplývá, že vlastnosti 

liposomů jsou výrazně ovlivněny vlastnostmi enkapsulované aktivní látky. Například u li-

posomů z vaječného sfingomyelinu a cholesterolu obsahujících tři strukturně příbuzné alka-

loidy (vincristin, vinorelbin a vinblastin) rozhoduje lipofilita léčiva o jeho kinetice uvolňo-

vání z liposomů [145]. Interakce vybraných složek esenciálních olejů s membránou tvořenou 

dipalmitoylfosfatidylcholinem pak byla studována pomocí Ramanovy spektroskopie, dife-

renciální skenovací kalorimetrie a anizotropie fluorescence [141, 142]. Výsledky ukázaly, 

že olejové složky způsobují vyšší fluiditu fosfolipidové membrány. Kromě toho inkorporace 

většiny testovaných esenciálních olejů snížila hodnotu přechodové entalpie a zvýšila prav-

děpodobnost narušení lipidových dvouvrstev. 

Jsou dokumentovány i přípravy liposomů za účelem inkorporace složek esenciálních 

olejů [6]. Při přípravě takových liposomů musí být zohledňováno více parametrů, a to např. 

koncentrace fosfolipidů, koncentrace cholesterolu a způsob jejich přípravy [146]. U lipo-

somů s enkapsulovaným olejem bývá hodnocena i případná rychlost inkorporace choleste-

rolu a stabilita lipozomálních suspenzí po více měsících. Předmětem diskuse však stále zů-

stávají účinky fyzikálně-chemických vlastností složek esenciálního oleje (rozpustnost, pří-

tomnosti hydroxylových skupin ve struktuře a konečných lipozomálních kompozic, molární 

poměr fosfolipid:cholesterol:aktivní látka) na liposomy [147]. 
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5 CÍLE DIPLOMOVÉ PRÁCE 

Cílem diplomové práce bylo zpracování literární rešerše věnující se liposomům, je-

jich složení, vlastnostem a metodám přípravy. Podrobněji se tato část práce zaměřila i 

na praktické využití a aplikace těchto nosičů v průmyslu. Dále byla teoretická část vě-

nována problematice esenciálních olejů, které jsou studovány pro své antimikrobní 

účinky, protinádorovou, antifungální a antiparazitickou aktivitu, což z nich činí vhodná 

fytofarmaka. Teoretická část je uzavřena kapitolou o transdermální penetraci, kde jsou 

přiblíženy mechanismy permeace a penetrace látek kůží, jakož i systémy testování 

transdermální absorpce. 

V praktické části bylo úkolem připravit liposomy různých formulací s obsahem bio-

aktivních látek, konkrétně zvoleného esenciálního oleje. U těchto liposomů byly dále 

vhodnými technikami stanoveny základní fyzikálně-chemické charakteristiky, jako je-

jich morfologie, velikost a zeta potenciál. V dalším kroku bylo sledováno chování při-

pravených liposomů při in vitro transdermální penetraci ve Franzových komůrkách, 

které bylo srovnáno s průběhem penetrace stanoveným pomocí fluorescenční detekce 

v reálném čase. V poslední části práce byly studovány biologické vlastnosti liposomů, 

konkrétně jejich antibakteriální aktivita, cytotoxicita a schopnost inhibovat Na+/ K+-

ATPasu. 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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6 POUŽITÝ MATERIÁL 

6.1 Přístroje a pomůcky 

- Analytické váhy (Sartorius) 

- Spektrofluorometr (Horiba) 

- Spektrofotometr (Specord) 

- Multidetekční reader (Tecan) 

- Multidetekční reader (Synergy) 

- Vakuová odparka (Heidolph) 

- Sonikátor (Hielscher) 

- Dialyzační střívka cut off 14 kDa (Sigma Aldrich) 

- Analyzátor velikosti částic Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern) 

- Skalpel  

- Systém pro detekci transdermální difuze (SES GmbH Analysesysteme) 

- Stanice MPA5 se sondou pro stanovení Transepidermální ztáty vody (TEWL) 

- Mikrometr (Somet) 

- Transparentní lepicí páska 

- Holicí strojek (Wilkinson) 

- Automatické pipety (Eppendorf) 

- Magnetická míchačka s ohřevem (IKA) 

- Stříkačkové filtry s membránou 0,45 µm (VWR) 

- Flow box (Alpina) 

- Termostat (Thermo scientific) 

- Pipetor (Thermo scientific) 

- Centrifuga (Eppendorf) 

- Světelný mikroskop (Olympus) 

- Disky pro difuzní metodu (Himedia) 

- Pipetovací stanice (Tecan) 

- Vrtačka (Bosch) 

- Elektronový mikroskop (Jeol) 

- Aparatura generující doutnavý výboj ((Pelco) 

- Měďěná síťka s tenkým uhlíkatým filmem (Electron Microscopy Sciences) 

- Ultracentrifuga (Hitachi) 

http://www.ses-analysesysteme.de/
http://www.ses-analysesysteme.de/
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- Homogenizátor Potterova typu 

- Cell counter (Bio-rad) 

- Automatické pipety (Eppendorf) 

- Plastové mikrozkumavky (Eppendorf) 

- Běžné laboratorní sklo 

6.2 Chemikálie a roztoky 

- Cholesterol (CH) (Avanti polar lipids) 

- 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin (DPPC) (Avanti polar lipids) 

- 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfo-L-serin (DPPS) (Avanti polar lipids) 

- Chloroform (VWR) 

- Skořicový esenciální olej (Saloos) 

- Destilovaná voda 

- Metanol HPLC grade (Chem-Lab) 

- Receptorová kapalina o složení: 

• Fosfátem pufrovaný fyziologický roztok (Biosera) 

• Polyoxyethylen (20) oleyl ether 1,5 % (Brij 98, Sigma Aldrich) 

• Gentamycin sulfát 0,05 % (HiMedia Laboratories) 

- Muller-Hintonův agar 

- Trypsin-EDTA (Biosera) 

- Fosfátový pufr 

• Dulbeccův fosfátový pufr (Biosera) 

• Hydrogenuhličitan sodný (Biosera) 

- MTT thiazolová modř (Duchefa Biochemie) 

- Uranyl acetát (Electron Microscopy Sciences) 

- Činidlo Bradfordové (Sigma Aldrich) 

- Hovězí sérový albumin (Sigma Aldrich) 

- Amonium molybdát (Sigma Aldrich) 

- Kyselina L-askorbová (Sigma Aldrich) 

- Dodecylsulfát sodný (Sigma Aldrich) 

- Kyselina chlorovodíková (Sigma Aldrich) 

- Bismut citrátu (Sigma Aldrich) 

- Citrát sodný (Sigma Aldrich) 
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- L-histidin (Sigma Aldrich) 

- Sacharóza (Sigma Aldrich) 

- Imidazol (Sigma Aldrich) 

- Kyselina etylendiamintetraoctová (Sigma Aldrich) 

- Adenosintrifosfát (Sigma Aldrich) 

- Kultivační médium RPMI 1640 (Biosera) 

- Trypanová modř (Sigma Aldrich) 

- Clorid vápenatý (Sigma Aldrich) 

 

6.3 Buněčné linie 

- Myší embryonální fibroblasty (ATCC CRL – 1658 NIH-3T3) 

- U937 buněčná linie odvozená z lidského histiocytického lymfomu (ATCC CRL - 

1593.2) 

 

6.4 Bakteriální kultury 

- Tekutá kultura Escherichia coli (CCM 3954) 

- Tekutá kultura Staphylococcus aureus (CCM 3953) 

 

6.5 Biologický materiál 

- Nespařené prasečí uši  

- Prasečí ledviny 
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7 METODIKA 

 

7.1 Spektrální charakteristiky vybraných bioaktivních látek 

Vybrané bioaktivní látky byly rozpuštěny v methanolu a na spektrofotometru 

SPECORD 250 Basic byla proměřena jejich absorpční spektra proti čistému rozpouštědlu. 

Následně byla u vhodných látek s významnými hodnotami absorbance proměřena emisní 

spektra při excitačních vlnových délkách rovných absorpčním maximům pomocí spektrof-

luorometru Fluorolog. Z těchto látek byla dále vybrána jedna reprezentativní látka pro nad-

cházející experimenty. 

 

7.2 Příprava liposomů s enkapsulovaným esenciálním olejem 

Liposomy se běžně připravují rozpuštěním lipidových látek v organickém rozpouště-

dle a následným vysušením za tvorby lipidového filmu, který je dále hydratován vodným 

roztokem. Takto vytvořené liposomy bývají purifikovány a poté analyzovány [11]. 

Pro přípravu liposomů byly použity 2 různé fosfolipidy a cholesterol ve 4 různých 

poměrech. První formulace se skládala pouze z DPPC, druhá z DPPC a cholesterolu v po-

měru 7:3, ve třetí formulaci bylo přítomno DPPC a DPPS taktéž v poměru 7:3, poslední 

formulace (pro kontrolu vlivu množství cholesterolu) byla tvořena DPPC a cholesterolem 

v poměru 5:1.  

Lipidy byly naváženy pro výslednou koncentraci 5 mg/ml, skořicový esenciální olej 

pro koncentraci 15 mg/ml. Množství jednotlivých složek pro přípravu 5 ml liposomální dis-

perze je uvedeno v Tab. 1. Po rozpuštění lipofilních látek v chloroformu byla směs odpařo-

vána na vakuové odparce při 50 °C a 60 rpm až do tvorby suchého filmu na stěnách baňky. 

Ten byl následně hydratován demineralizovanou vodou za stejných podmínek. Vzniklá li-

posomová disperze byla sonikována pomocí sonikátoru Hielscher třemi pulzy (20 s, 30% 

výkon) za stálého chlazení na ledu. U čerstvě připravených liposomů byla stanovena jejich 

velikost, zeta potenciál a poté byly přes noc dialyzovány při 4 °C 5 litry destilované vody za 

použití dialyzační membrány s cut off 14 kDa. 
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Tab. 1: Množství fosfolipidů a cholesterolu pro přípravu liposomů (na 5 ml liposomální dis-

perze) 

Formulace DPPC DPPS CH 

DPPC 25 mg x x 

DPPC-DPPS 17,5 mg 7,5 mg x 

DPPC-CH 7/3 17,5 mg x 7,5 mg 

DPPC-CH 5/1 20,8 mg x 4,2 mg 

 

7.3 Stanovení velikosti liposomů a zeta potenciálu 

Dynamický rozptyl světla (DLS), někdy označovaný jako fotonová korelační spektro-

skopie nebo kvazi-elastický světelný rozptyl, je technika umožňující měření velikosti částic 

v sub-mikrometrovém rozmezí. Pro DLS analýzu se částice resuspendují v roztoku, osvětlují 

laserovým svazkem. Částice rozptylují světlo odlišně od částic rozpouštědla [148]. Lipo-

somy byly měřeny v nativním stavu, bez nutnosti dehydratace nebo barvení. Zeta potenciál 

se používá k měření intenzity odpudivé elektrostatické interakce mezi přirozeně nabitými 

koloidními částicemi [149]. Měření zeta potenciálu se běžně používá k hodnocení stability 

koloidních systémů. Pokud mají všechny částice v suspenzi značný negativní nebo pozitivní 

zeta potenciál, budou mít tendenci se navzájem odpuzovat, proto nebudou agregovat. Ty-

picky jsou stabilní částice se zeta potenciály pozitivnější než 30 mV nebo více negativní než 

−30 mV [150]. 

Samotné měření distribuce velikostí liposomů probíhalo v plastových kyvetách s op-

tickou délkou 1 cm a pro měření byly použity cca 100  ředěné sonikované disperze lipo-

somů. Při zjišťování zeta potenciálu byly 200  ředěné liposomy aplikovány stříkačkou 

do speciálních kyvet firmy Malvern. Měření velikosti liposomů i jejich zeta potenciálu pro-

bíhalo na přístroji Zetasizer Nano ve třech opakováních, přičemž každé opakování měření 

velikosti se skládalo z 12-16 cyklů (dle heterogenity distribuce částic), pro zeta potenciál 

z max. 100 cyklů, které sloužily jako základ pro výpočet. Výsledky velikosti byly vyjádřeny 

jako z-average – intenzitně vážený průměr velikostí všech liposomů v disperzi. Zeta poten-

ciál byl stanoven pomocí Smoluchowskeho rovnice. 
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7.4 Stanovení morfologie – transmisní elektronová mikroskopie 

Mikroskopické techniky, jako je mikroskopie atomové síly (AFM), environmentální 

rastrovací elektronová mikroskopie (ESEM), transmisní elektronová mikroskopie (TEM) a 

konfokální laser-scanningová mikroskopie (CLSM) mohou poskytovat řadu informací o 

struktuře liposomů. TEM poskytuje informace týkající se jejich tvaru, morfologie a rozměrů. 

Díky elektronové mikroskopii mohou být pořízeny fotografie, které pak slouží k dalšímu 

zpracování a statistickému vyhodnocení [150]. 

Pro transmisní elektronovou mikroskopii byly použity vzorky připravených liposomů 

uskladněné při 4 °C. Nejprve byly měděné síťky s tenkým uhlíkatým filmem vloženy do apa-

ratury generující doutnavý výboj, aby došlo k jejich hydrofilizaci. Poté bylo na každou síťku 

pipetováno 5 µl liposomů a ponecháno 60 sekund interagovat. Poté byl přebytek liposomů 

odstraněn a na síťku bylo přidáno 5 µl 2% uranyl acetátu, který slouží jako kontrastní látka. 

Přebytek této kontrastní látky byl po jedné minutě opět odpipetován, síťka byla vložena do 

mikroskopu a byl pořízen a uložen mikroskopický obraz liposomů. 

 

7.5 Enkapsulační účinnost 

Enkapsulační účinnost byla měřena z důvodu zjištění, jaké množství esenciálního 

oleje je daná formulace schopna enkapsulovat. Tento poznatek je důležitý při přípravě dal-

ších formulací či při jejich samotném praktickém využití. 

I při zjišťování enkapsulační účinnosti nebylo snadné jednoznačně zvolit metodu, kte-

rou bude množství oleje ve vzorku stanoveno. Po řadě předběžných testů se nakonec jako 

nejúčinnější ukázal způsob spektroskopického stanovení, pro které byla sestavena kalibrační 

řada z roztoků esenciálního oleje rozpuštěného v methanolu. Roztoky byly připraveny 

v koncentračním rozmezí 0-15 mg/mL, jelikož při přípravě liposomů byla výchozí koncen-

trace oleje 15 mg/ml. Koncentrační řadou byly pokryty možné koncentrace oleje v liposo-

mech od minimálního až po maximální množství. Takto připravené standardy kalibrační 

řady byly 1000  zředěny a byla proměřena jejich absorpční spektra. Stejným způsobem 

byly proměřeny i jednotlivé formulace. Esenciální olej byl z liposomů uvolněn jejich roz-

puštěním v methanolu a hodinovou sonikací v lázni. Z kalibrační přímky pak byla stanovena 

koncentrace esenciálního oleje v liposomech. 
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7.6 Antimikrobní aktivita liposomů 

Disková difuzní metoda je kvalitativním testem pro stanovení inhibice bakteriálních 

kmenů látkami různého původu, které se obvykle aplikují na sterilní papírové disky a nechá-

vají s bakteriálními kulturami inkubovat. Tyto látky z disků difundují a postupně se uvolňují 

do živné půdy kontaminované bakteriemi. Rezistence či citlivost daného bakteriálního 

kmene se hodnotí dle případného vzniku a velikosti inhibiční zóny na agarové kultivační 

půdě (v této oblasti nedochází k množení bakterií) [151]. 

Na Petriho misky s Muller-Hintonovým agarem bylo naneseno a kličkou rozetřeno 

100 µl suspenze kultury Escherichia coli nebo Staphylococcus aureus. Bakteriální suspenze 

byly naředěny na 0,5 CFU/ml dle McFarlandovy stupnice. Poté bylo na každou misku umís-

těno 6 sterilních papírových disků, na které bylo vždy pipetováno 10 µl připravených lipo-

somů o různém ředění (koncentrovaný, 2 , 4 , 8  a 16  ředěný) a 10 µl demineralizované 

vody, která sloužila jako reference. Misky byly ponechány 24 hodin v termostatu při 37 °C 

a následně byl vyhodnocen bakteriální růst na jejich povrchu. 

7.7 Stanovení transdermální absorpce in vitro 

7.7.1 Biologický materiál 

Pro stanovení transdermální absorpce byla použita kůže z vnitřní strany ucha prasete 

domácího. Tato kůže nesměla být narušena či spařena, jelikož by porušení kožní bariéry 

mohlo znamenat zkreslení výsledků. Ušní boltce byly uchovávány při – 20 °C a před samot-

ným experimentem byly z mrazničky vytaženy a šetrně rozmrazeny. Vnitřní část boltce byla 

poté oholena pomocí jednorázové holicího strojku a kůže byla skalpelem opatrně odřezána 

od ušní chrupavky (Obr. 1). Takto získaná kůže (obsahovala všechny vrstvy epidermis a 

dermis) byla dále rozdělena na vzorky o velikosti 2,2  2 cm. Homogenita a propustnost 

jednotlivých kožních vzorků byla stanovena pomocí měření transepidermální ztráty vody 

(TEWL) a byla rovněž změřena tloušťka kůže pomocí mikrometru (Obr. 2). Pro test byly 

vybrány jen ty vzorky kůže, jejichž hodnota TEWL nepřesáhla 15 g/m2 h, což svědčilo o 

dobré bariérové funkci použité kůže. Vzorky tak byly připraveny pro okamžité testování. 
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Obr. 1: Preparace kůže od chrupavky  

 

 

Obr. 2: Aparatura pro stanovení TEWL použité kůže 
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7.7.2 Transdermální absorpce pomocí Franzových difuzních komůrek 

Aparatura se skládala ze sedmi Franzových komůrek, každá s přívodnou a odvodnou 

hadičkou na receptorovou kapalinu, a vodního čerpadla, které zajišťovalo v celém měřícím 

systému konstantní teplotu 32 °C po celou dobu experimentu (Obr. 3). Akceptorová část 

Franzových komůrek byla naplněna receptorovou kapalinou a na ni byl přiložen vzorek kůže 

rohovou vrstvou směrem vzhůru tak, aby se v systému nenacházely žádné vzduchové bub-

liny a kůže byla celou spodní plochou v kontaktu s kapalinou. Kůže byla ponechána 30 minut 

ke kondicionaci, následně na ni byla položena krycí část komůrky, do jejíhož otvoru bylo 

rovnoměrně automatickou pipetou naneseno 60 µl připravené suspenze liposomů. Vzorky 

byly pipetovány v dupletu, pouze doplňkové liposomy DPPC s cholesterolem (5/1) pouze 

jednou. Po uzavření komůrek trval experiment 24 hodin ve stacionární fázi (receptorová ka-

palina nebyla v průběhu měněna za novou). 

 

 

Obr. 3: Aparatura pro transdermální  

absorpci – Franzovy komůrky 
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7.7.3 Zpracování vzorků 

Po uplynutí časového intervalu byly Franzovy komůrky otevřeny a vrchní část ko-

můrky, která byla ve styku s kůží, byla opláchnuta a ponechána pro další analýzu (vzorek 

1). Ze vzorku kůže byl odpipetován či seškrábnut zbytek nanášené látky (vzorek 2) a vy-

střihnut terčík, kam byla aplikována látka. Zbytek kůže v okolí terčíku byl rozstříhán na malé 

kousky (vzorek 6). Z terčíku bylo pomocí lepicí pásky opětovným (4x) strháváním odstra-

něny jednotlivé vrstvy stratum corneum  (vzorek 3). Terčík zbavený rohové vrstvy byl svojí 

svrchní stranou přitlačen na míchadlo se zapnutým ohřevem až do vzniku puchýře epider-

mis. Ten byl pinzetou stržen (vzorek 4) a zbylá dermis byla rozstříhána na malé kousky 

(vzorek 5). Takto připravené vzorky byly uskladněny pro další analýzu v 1 ml methanolu při 

– 20 °C. Receptorová kapalina, která se nacházela ve Franzových komůrkách pod kůží, v tzv. 

akceptorové části, byla naředěna 300 µl čisté receptorové kapaliny (vzorek 7) a taktéž 

uskladněna při −20 °C v plastových mikrozkumavkách k další analýze. 

7.7.4 Analýza kožních vzorků 

V liposomech byl enkapsulován esenciální olej, tudíž by bylo obtížné využít pro de-

tekci kapalinové chromatografie, jelikož se jedná o látku s heterogenním složením a zpraco-

vání i interpretace výsledků by byly časově náročné. Z toho důvodu bylo pro detekci esen-

ciálního oleje v jednotlivých vrstvách kůže využito jeho spektrálních vlastností. Jednotlivé 

extrakty byly měřeny proti blanku (methanol či receptorová kapalina) na spektrofluorometru 

za excitačních a emisních vlnových délek typických pro samotný olej. Při tomto měření bylo 

možné sledovat hladiny fluorescence při určitých vlnových délkách a porovnávat je mezi 

sebou.  

7.7.5 Transdermální absorpce pomocí fluorescenční detekce 

Biologický materiál byl zpracován stejným způsobem jako v kap. 7.7.1. Kůže byla 

rozdělena na vzorky velikosti 1  1 cm. Jamky mikrotitrační destičky byly naplněny až po 

okraj receptorovou kapalinou a byl na ně umístěn vzorek kůže a ponechán 30 minut pro 

dostatečnou hydrataci a vyrovnání povrchu. Systém byl překontrolován kvůli nežádoucímu 

výskytu vzduchových bublin. Destička i s kůží byla přikryta víčkem, ve kterém byly vyvr-

tány otvory přesně o velikosti jamek v destičce. Toto víčko bylo zafixováno po krajích pro 

lepší přilnavost ke kůži a dostatečné utěsnění okolí terčíků. Na vzorky kůže bylo pipetováno 
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30 µl liposomů. Takto připravená destička byla vložena do spektrofluorometru vytempero-

vaného na 32 °C a průchod liposomů s esenciálním olejem kožními vzorky byl snímán po 

24 hodin. 

 

7.8 Cytotoxicita 

7.8.1 Cytotoxicita na myších fibroblastech 

Vybraná buněčná linie myších fibroblastů uchovávána při 37 °C byla vizuálně zkon-

trolována pod mikroskopem (viabilita buněk) a poté bylo z kultivační nádoby odsáto přeby-

tečné médium. Nádoba byla vypláchnuta 10 ml PBS a kapalina byla poté opětovně odsáta. 

Pro uvolnění přisedlých buněk byly pipetou přidány 4 ml trypsinu a celá nádoba byla umís-

těna na 15 minut do termostatu při 37 °C, uvolnění buněk bylo ověřeno vizualizací mikro-

skopem. Po přidání média byly buňky centrifugovány 3 minuty při 1100 rpm za teploty 

37 °C. Přebytečné médium bylo odpipetováno a zbylé buňky naředěny na počet 106 v 1 ml. 

Do mikrotitračních destiček bylo pipetováno 100 µl suspenze buněk, které byly ponechány 

24 hodin v termostatu při 37 °C. Následujícího dne bylo přebytečné médium odsáto, do ja-

mek bylo napipetováno 100 µl liposomů ředěných na 50, 40, 30, 20, 10 a 5% koncentraci 

původní liposomální disperze. K referenčním vzorkům pak bylo přidáno pouze 100 µl kul-

tivačního média. Takto připravené vzorky byly kultivovány 24 hodin v termostatu při 37 °C. 

Poté bylo přebytečné médium i extrakt odsáty, do jamek bylo přidáno 100 µl nového média 

a 10 µl MTT (5 mg/ml) a byla provedena následná inkubace (4 hodiny). Z misek bylo poté 

odstraněno přebytečné médium a bylo přidáno 80 µl DMSO, které se nechalo 15 minut pů-

sobit. Pro hodnocení výsledku byla měřena absorbance při 570 nm. Jelikož živé buňky mění 

žluté MTT na modrý formazan, byla životaschopnost buněk v přítomnosti liposomů hodno-

cena pomocí této barevné změny. U kontroly se při dané vlnové délce očekávala vyšší ab-

sorbance. 

7.8.2 Cytotoxicita na lidských leukemických buňkách 

Pro experiment byla použita buněčná linie U937 (pro-monocytová lidská myeloidní 

leukemická buněčná linie) v kultivačním médiu RPMI 1640 při 37 °C. Ve vzorku buněčné 

disperze byl pomocí přístroje „cell counter“ změřen obsah buněk a jejich příslušná viabilita 

pomocí vizualizace buněk 4% trypanovou modří použité v poměru se vzorkem 1:1. Poté 
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bylo do jamek mikrotitrační destičky pipetováno 50 µl suspenze buněk a k nim přidáno 50 µl 

liposomů o koncentracích 100, 80, 60, 40 a 20 % vzhledem ke koncentraci původní. Ředění 

bylo provedeno kultivačním médiem. Buňky spolu s liposomy (potenciálními inhibitory bu-

něčného růstu) byly kultivovány 24 hodin při 37 °C a poté byl stanoven počet a viabilita 

buněk. Jako reference bylo k buněčné linii přidáno samotné kultivační médium. 

 

7.9 Inhibice Na*, K+- ATPasy 

Sodno-draselná pumpa (Na+/K+-ATPasa, E.C. 3.6.3.9, NKA) je enzym zásadního vý-

znamu pro všechny živočišné buňky. Je to hlavní determinant cytoplazmatických koncen-

trací sodných a draselných iontů a potenciálu plazmatické membrány. Gradient Na+ na 

plazmatické membráně je nezbytný pro řadu sekundárních aktivních transportérů (např. 

Na+/Ca2+ a Na+/H+) nebo Na+-dependentní transportér glukózy, a proto NKA nepřímo regu-

luje také koncentrace dalších fyziologicky významných rozpustných látek. Nekontrolovaná 

inhibice NKA tak může mít za následek závažná onemocnění, jako jsou selhání ledvin, hy-

pertenze nebo diabetické neuropatie [152] nebo v limitním případě dokonce smrt. Hlavní 

specifický inhibitor NKA kardioglykosid ouabain byl původně používán jako šípový jed 

[153]. 

7.9.1 Biologický materiál 

Čerstvé prasečí ledviny byly zpracovávány při 4 °C. Nejdříve byly nakrájeny na 

plátky o šířce 0,5 – 1 cm. Z nich byla poté vyřezána tmavá tkáň, ze které byl odstraněn 

přebytečný tuk. Zbylá tkáň byla zhomogenizována a chlazena v pufru (30 mM L-histidin, 

250 mM- sacharóza, pH 7,3). Poté byl přebytečný pufr odlit a tkáň byla smíchána s druhým 

pufrem (25 mM imidazol, 250 mM sacharóza, 1 mM EDTA, pH 7,4) a ledovými kostkami 

připravenými z tohoto pufru. Tato směs byla krátkými pulzy rozmixována a zhomogenizo-

vána homogenizátorem Potterova typu. Následovala centrifugace 3700 g po dobu 20 minut 

při 4 °C. Supernatant S1 byl uchován na ledu, pelet byl rozpuštěn v druhém pufru a opět 

homogenizován. Centrifugace se opakovala za stejných podmínek a získaný supernatant S2 

byl přidán k S1. Spojené supernatanty S1 a S2 byly centrifugovány při 7400 g po dobu 20 

minut při 4 °C. Vzniklý supernatant byl použit na ultracentrifugaci 38000g (14600 rpm) po 

dobu 40 minut při 4 °C. Vzniklý pelet se resuspendoval v druhém pufru a homogenizován. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 53 

Takto vzniklé mikrosomy NKA interagovaly 24 hodin s roztoky SDS, poté byly ultracentri-

fugovány při 127000 g (31 800 rpm) po dobu 50 minut při 4 °C. Pelet byl resuspendován 

v pufru (20 mM L-histidin, 250 mM sacharóza a 0,9 mM EDTA, pH7) a ultracentrifugován 

za stejných podmínek. Resuspendace a ultracentrifugace byly opakovány čtyřikrát. Vý-

sledný pelet resuspendovaný v pufru obsahoval čistou NKA beze zbytků plasmatické mem-

brány. U NKA byla stanovena koncentrace metodou Bradfordové (jako standart byl použit 

bovinní sérový albumin) [154] a dále byl uskladněn při 80 °C. 

7.9.2 Baginsky assay 

Měření aktivity NKA bylo provedeno pomocí Baginsky assay [155]. Test byl proveden 

v mikrotitračních destičkách a automatizován v pipetovací stanici. Reakční pufr byl složen 

z 325 mM NaCl, 50 mM KCl, 7,5 mM MgCl2 a 75 mM imidazolu, pH 7,2. NKA izolovaná 

z prasečích ledvin byla smíchána s reakčním pufrem bez ATP. Všechny liposomy (testované 

jako inhibitory) byly naředěny vodou bezprostředně před měřením a pak byly předem smí-

chány s reakčním pufrem na požadovanou koncentraci. Následně bylo do 20 µl roztoku NKA 

přidáno 10 µl roztoku inhibitoru (liposomů) a inkubováno po dobu 5 minut. Ke referenčnímu 

vzorku bylo přidáno pouze 10 µl vody. Reakce byla zahájena přidáním roztoku ATP (20 µl, 

7,5 mM). Reakce probíhala 6 minut při pokojové teplotě a pak byla zastavena přidáním 75 

µl barvícího roztoku, který byl tvořen 160 mM kyselinou askorbovou, 3,7%  kyselinou oc-

tovou, 3% SDS a 0,5% molybdenanem amonným. Barvící reakce byla zastavena po dalších 

8 minutách přidáním 125 µl roztoku složeného z 0,9% citrátu bismutu, 0,9% citrátu sodného 

a 3,7% HCl. Metoda Baginsky detekuje produkt hydrolýzy ATP, anorganický fosfát, který 

interaguje s molybdenanem amonným. Reakce má za následek změnu barvy, která může být 

sledována jako změna absorbance při 710 nm. Kalibrační přímka byla stanovena pomocí 

roztoku KH2PO4. Aktivita NKA se standardně odhaduje za použití ouabainu, který slouží 

jako specifický inhibitor NKA. Aktivita ATPasy klesá na méně než 10% v přítomnosti 10 

mM ouabainu. Tato reziduální aktivita v přítomnosti ouabainu byla odečtena od celkové 

odhadované ATPasove aktivity v neošetřených vzorcích ouabainu a všechna data jsou pre-

zentována jako aktivita ATPasy citlivá na ouabain.  
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7.10 Stabilita liposomů 

Stabilita liposomů byla hodnocena na základě změny distribuce částic a měření zeta 

potenciálu v týdenních intervalech dle postupu v kap. 7.3. Dále byly změny na liposomech 

sledovány pomocí mikroskopického pozorování. Liposomy byly snímkovány po 15 dnech 

transmisním elektronovým mikroskopem viz kap. 7.4. V posledním testu byl pak stanoven 

vliv solí na stabilitu liposomů. Liposomy byly inkubovány s CaCl2 po dobu 24 hodin. Množ-

ství solí bylo voleno tak, aby výsledná koncentrace soli v roztoku byla v rozmezí 0,001 až 

1 M. Poté byla změřena velikost částic a zeta potenciál viz kap. 7.3. 
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8 VÝSLEDKY  

8.1 Spektrální charakteristiky 

V prvním kroku byl proveden screening různých olejů vhledem k jejich spektrálním 

charakteristikám. Test byl proveden za účelem volby oleje vhodného pro enkapsulaci. Jako 

vhodný poměr disperze liposomů a rozpouštědla pro měření absorbance byly použity 2 µl 

zředěného esenciálního oleje rozpuštěného v 2 ml čistého methanolu. Spektra byla promě-

řována od 200 do 600 nm (Obr. 4-7). Měření jsou použitelná pro absorbanci v intervalu 

0,005-1, mimo tento rozsah jsou zatížena chybou. 

 

Obr. 4: Absorpční spektrum hřebíčkového esenciálního oleje (10 zředěný) 

 

 

Obr. 5: Absorpční spektrum tymiánového esenciálního oleje (10 zředěný) 
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Obr. 6: Absorpční spektrum esenciálního oleje z heřmánku (40 zředěný) 

 

 

Obr. 7: Absorpční spektrum skořicového esenciálního oleje (80 zředěný) 

 

Při měření emisních spekter byly jako excitační hodnoty vlnových délek použity ma-

xima ze spekter absorpčních. Oleje byly rozpouštěny v methanolu ve stejném poměru jako 

u absorpčních měření, před samotným měřením byly však ředěny – hřebíčkový 10, tymiá-

nový 5 , heřmánkový a skořicový 20 . Spektra jsou uvedena na Obr. 8 a 9. 
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Obr. 8: Emisní spektra esenciálních olejů z hřebíčku a tymiánu 

 

  

Obr. 9: Emisní spektra esenciálních olejů z heřmánku a skořice 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0,00E+00

5,00E+05

1,00E+06

1,50E+06

2,00E+06

2,50E+06

3,00E+06

3,50E+06

320 370 420

F 
[R

.J
.]

λ[nm]

Hřebíček

0

500000

1000000

1500000

2000000

2500000

3000000

3500000

4000000

320 370 420

F 
[R

.J
.]

λ[nm]

Tymián

0

100000

200000

300000

400000

500000

600000

700000

800000

330 380 430 480

F 
[R

.J
.]

λ[nm]

Heřmánek

0,00E+00

1,00E+06

2,00E+06

3,00E+06

4,00E+06

5,00E+06

330 380 430 480

F 
[R

.J
.]

λ[nm]

Skořice



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 58 

8.2 Příprava liposomů 

Liposomy byly připraveny dle postupu uvedeného v kap. 7.2. Dialýza probíhala v celu-

losových střívkách s cut-off 14 kDa. Vzhled liposomů je ilustrován na Obr. 10. 

 

          Obr. 10: Liposomy po dialýze; A) DPPC,  

 B) DPPC-CH 7/3, B2) DPPC-CH 5/1, C) DPPC-DPPS 7/3 

 

8.3 Velikost částic a zeta potenciál 

Velikost částic byla počítána průměrem z 12-16 naměřených cyklů (dle heterogenity 

vzorku) vždy ve třech opakováních. Zeta potenciál byl také měřen ve třech opakováních, při 

každém byl vzorek proměřen max 100 cykly a hodnoty zprůměrovány (Tab. 2). Distribuce 

velikostí studovaných liposomů stanovené na základě intenzity, objemu a počtu jsou pak 

uvedeny na Obr. 11 až 14. 

 

Tab. 2: Velikost částic a zeta potenciál vytvořených liposomů vyjádřené jako průměr ±  

směrodatná odchylka 

Vzorek Průměrná velikost [nm] Zeta potenciál [mV] 

DPPC 210 ± 3 1,1 ± 0,8 

DPPC-DPPS 157 ± 5 -25,5 ± 0,8 

DPPC-CH 7/3 222 ± 20 -18,4 ± 1,1 

DPPC-CH 5/1 526 ± 31 -7,5 ± 1,0 
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Obr. 11: Distribuce velikostí liposomů z DPPC dle intenzity, objemu  

a počtu částic 
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Obr. 12: Distribuce velikostí liposomů z DPPC-DPPS (7/3) dle intenzity, objemu  

a počtu částic 
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Obr. 13: Distribuce velikostí liposomů z DPPC-CH (7/3) dle intenzity, objemu  

a počtu částic 
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Obr. 14: Distribuce velikostí liposomů z DPPC-CH (5/1) dle intenzity, objemu  

a počtu částic 
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8.4 Elektronová mikroskopie 

U vzorků liposomů byla pomocí transmisní elektronové mikroskopie sledována jak 

morfologie, tak i velikost. Hodnoty velikostí liposomů byly porovnány s výsledky naměře-

nými pomocí DLS. Předmětem zájmu byl i tvar liposomů, jejich lamelarita a homogenita 

suspenze. Jelikož byly zkoumány čtyři formulace s různým složením i nábojem membrány, 

bylo očekáváno jejich rozdílné chování v prostředí vakua i interakce s kontrastní látkou. Pro 

snímkování bylo u všech vzorků použito zvětšení 40 000. Výsledky jsou uvedeny na Obr. 

15 až 18. 

  

Obr. 15: Liposomy připravené z DPPC (velikost částic 100-200 nm) 

 

  

Obr. 16: Značně popraskaná populace liposomů z DPPC-DPPS (velikost 100 nm) 
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Obr. 17: Agregované liposomy z DPPC-CH v poměru 7/3 

 

  

Obr. 18: Agregované a rozpadlé liposomy z DPPC-CH v poměru 5/1 

 

8.5 Enkapsulační účinnost 

Po přeměření absorpčních spekter roztoků z kalibrační řady esenciálního oleje byla ve 

stejném ředění proměřena i spektra jednotlivých formulací liposomů s uvolněným esenciál-

ním olejem (Obr. 19, 20). Maximální absorbance skořicového esenciálního oleje byla zazna-

menána při vlnové délce 285 nm. Právě z hodnot absorbance při této vlnové délce byla se-

stavena kalibrační přímka (Obr. 21)a dle její rovnice byla vypočítána, na základě hodnot 

absorbance esenciálního oleje uvolněného z liposomů, koncentrace oleje v jednotlivých for-

mulacích (Tab. 3). 
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Obr. 19: Absorpční spektra kalibrační řady esenciálního oleje 

 

 

Obr. 20: Absorpční spektra formulací s esenciálním olejem rozpuštěná v methanolu 
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Obr. 21: Kalibrační přímka esenciálního oleje 

 

Tab. 3 : Enkapsulační účinnost studovaných liposomů stanovená pomocí absorpčního mě-

ření 

Vzorek c [mg/ml] Enkapsulační účinnost [%] 

DPPC 0,40 3 

DPPC-DPPS 4,44 30 

DPPC-CH  7/3 4,19 28 

DPPC-CH 5/1 0,65 4 
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8.6 Antimikrobní aktivita 

Po inkubaci vzorků na Petriho miskách s mikroorganismy nedošlo ke vzniku inhibič-

ních zón, tudíž nebylo možné usuzovat míru interakce a případné inhibice kultur  

Escherichia coli a Staphylococcus aureus (Obr. 22, 23). 

 

 

 
Obr. 22: Disková difuzní metoda pro liposomy  

DPPC (vlevo) a  DPPC-DPPS (vpravo) 

 

 

 
 

Obr. 23 : Disková difuzní metoda pro liposomy  

DPPC-CH 7/3 (vlevo) a DPPC-CH 5/1 (vpravo) 
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8.7 Stanovení transdermální absorpce in vitro 

Integrita použitých kožních vzorků byla stanovena pomocí transepidermální ztráty 

vody (TEWL). Ta byla měřena Tewametrem na kůži oddělené od chrupavky. Na každém 

vzorku bylo provedeno  patnáct měření a v Tab. 4 je uveden jejich průměr. Tloušťka kůže 

byla měřena pomocí mikrometru. Sedm vzorků kůže bylo použito pro hodnocení transder-

mální absorpce ve Franzových komůrkách, osmý vzorek sloužil pro fluorescenční stanovení. 

 

Tab. 4: TEWL a tloušťka kůže použité pro následná měření 

Vzorek kůže TEWL [g/hm2] Tloušťka kůže [mm] 

1 10,1 1,68 

2 9,3 1,78 

3 6,7 1,61 

4 8,1 1,58 

5 8,6 1,59 

6 10,6 1,85 

7 8,2 1,51 

8 13,3 1,56 

 

 Jednotlivé vzorky získané při testu transdermální penetrace pomocí  Franzových ko-

můrek byly extrahovány v methanolu. Množství esenciálního oleje přítomného v jednotli-

vých vrstvách kůže pak bylo hodnoceno spektroskopicky. Fluorescence všech vzorků byla 

sečtena a počítána jako celková (100 %), poté bylo vypočteno procentuální zastoupení oleje 

v odebraných vrstvách kůže (Tab. 5, Obr. 24). 
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Tab. 5: Fluorescence zaznamenaná v jednotlivých vrstvách kůže po transdermální absorpci 

ve Franzových komůrkách 

Vzorek [%] 

DPPC DPPC-DPPS DPPC-CH 

7/3 

DPPC-CH 

5/1 

Komůrka 4,8 ± 1,6 9,7 ± 3,7 10,5 ± 3,5 5,5 ± 0,6 

Povrch kůže 2,2 ± 0,2 8,0 ± 5,4 14,0 ± 1,1 1,9 ± 0,5 

Stripy 0,9 ± 1,3 1,7 ± 2,3 8,6 ± 4,7 1,3 ± 0,1 

Epidermis 4,9 ± 0,7 2,3 ± 1,5 8,8 ± 4,3 7,2 ± 1,2 

Dermis 6,0 ± 5,4 20,0 ± 8,1 13,8 ± 0,8 9,7 ± 3,4 

Zbytek 21,0 ± 8,4 34,0 ±2,5 13,6 ± 4,2 29,8 ± 6,4 

Receptorová kapalina 60,3 ± 13,1 24,5 ± 4,4 30,8 ± 14,7 44,8 ±7,5 

 

 

 

Obr. 24: Procentuální zastoupení esenciálního oleje v jednotlivých vrstvách 
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Pro fluorescenční detekci transdermální absorpce v reálném čase byl vzorek snímán de-

tektory z horní i spodní části pro vizualizaci rychlosti průniku látky kůží (Tab. 6) 

 

Tab. 6: Intenzita fluorescence detekována horním detektorem (T) a spodním (B) při 

transdermální penetraci připravených liposomů 

 

Čas [h] 

Fluorescence [R. J.] 

DPPC DPPC-DPPS DPPC-CH 

7/3 

DPPC-CH 

5/1 

T B T B T B T B 

0 
2487 0 2487 0 2202 0 2418 0 

1 
2454 43 2377 26 1940 168 2398 80 

2 
2360 200 2318 46 1886 252 2379 227 

3 
2096 267 1191 430 1512 752 765 577 

4 
1795 617 961 679 1320 846 620 827 

5 
1387 813 772 881 1506 986 440 1023 

6 
1045 997 471 978 1106 1778 356 1094 

7 
332 1210 361 1115 442 2162 277 1185 

8 
245 1344 203 1289 320 2360 199 1421 

9 
216 1565 126 1452 212 1970 155 1571 

10 
148 1712 0 1565 102 1931 105 1712 

11 
0 1950 19 1739 50 1857 50 1767 

12 
21 1831 8 1910 0 1865 0 1827 
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Obr. 25: Fluorescence esenciálního oleje detekovaná horním detektorem  

  

 

Obr. 26: Fluorescence esenciálního oleje detekovaná spodním detektorem  
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8.8 Hodnocení cytotoxicity 

8.8.1 Myší fibroblasty 

Cytotoxicita na myších fibroblastech byla měřena absorpčním readerem v mikrotitrač-

ních testičkách. Na základě hodnot absorbance byla pak stanovena životaschopnost buněk 

při různých koncentracích přidaných liposomů s obsaženým esenciálním olejem. Každá 

koncentrace liposomů byla měřena ve čtyřech opakováních a hodnoty průměrovány. Prů-

měrná hodnota absorbance pro referenční vzorek bez přítomnosti liposomů byla 1,52 ± 0,09 

a je brána jako relativní hodnota životaschopnosti buněk rovna 100 %. Výsledky jsou uve-

deny v Tab. 7. 

 

Tab. 7: Hodnoty životaschopnosti myších fibroblastů po inkubaci s liposomy 

Koncentrace 

liposomů 

[%] 

Životaschopnost fibroblastů [%] 

DPPC DPPC-DPPS DPPC-CH 

7/3 

DPPC-CH 

5/1 

50 5,4 ± 0,2 8,1 ± 2,7 9,2 ± 0,2 6,2 ± 0,4 

40 5,0 ± 0,3 6,1 ± 0,4 6,8 ± 0,2 5,8 ± 0,3 

30 5,0 ± 0,4 5,3 ± 0,3 5,8 ± 0,1 5,7 ± 0,3 

20 5,9 ± 0,9 5,3 ± 0,1 5,0 ± 0,3 5,8 ± 0,3 

10 65,2 ±8,6 21,5 ± 15,3 4,8 ± 0,2 47,6 ± 3,7 

5 82,3 ± 3,0 54,7 ± 5,6 5,3 ± 0,2 72,9 ± 4,3 

 

8.8.2 U937 

Před inkubací s liposomálními disperzemi byla kultura nádorových buněk změřena a 

bylo zjištěno, že 8 x 105 buněk v 1 ml kultivačního média je živých, což představuje 79 % 

buněk z  celkového počtu. Kontrolní buňky byly kultivovány pouze s čistým médiem a prů-

měrné zastoupení živých buněk po inkubaci zde dosahovalo 3,62 x 105 buněk/ml, tedy  60 %. 

Výsledky změny životaschopnosti buněk inkubovaných se studovanými liposmy jsou uve-

deny v Tab. 8.  
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Tab. 8: Hodnoty životaschopnosti rakovinných buněk U937 po inkubaci s liposomy 

Koncentrace 

liposomů 

[%] 

Životaschopnost nádorových buněk 

[počet živých buněk v 1 ml média, % živých buněk z celkového počtu] 

DPPC DPPC-DPPS DPPC-CH 

7/3 

DPPC-CH 

5/1 

100 5,18 x 105 

43 

2 x 106 

75 

4,86 x 106 

48 

4,77 x 106 

46 

80 1,42 x 105 

36 

5,16 x 105 

55 

4,78 x 106 

44 

2,84 x 106 

33 

60 8,33 x 104 

35 

5,44 x 105 

42 

3,1 x 106 

37 

2,69 x 106 

49 

40 1,44 x 105 

41 

5,28 x 105 

42 

2,13 x 106 

34 

1,36 x 106 

42 

20 1,06 x 105 

34 

4,28 x 105 

41 

9,44 x 106 

30 

1,39 x 105 

45 

 

 

8.9 Vliv na Na+, K+-ATPasu 

Z důvodu přítomnosti esenciálního oleje v liposomech byla očekávána inhibice sodno-

draselné pumpy. Dle literatury [156] je však rovněž intenzivně zkoumána interakce někte-

rých domén Na+/ K+-ATPasy se specifickými fosfolipidy, které mohou naopak mít za násle-

dek indukci její aktivity. 

 Do reakce bylo přidáno 10 µl liposomů, potenciálních inhibitorů, o 5, 10, 25 a 50% 

koncentraci původní liposomální disperze, přičemž objem všech ostatních komponent byl 

240 µl. Vzorky připravených liposomů byly tedy ještě 25  ředěny. Protein byl inkubován 

s inhibitory (liposomy) po dobu 5 minut. Celé měření probíhalo za konstantní teploty 25 °C. 

Výsledná aktivita byla počítána jako rozdíl oubainové aktivity a specifické aktivity pumpy. 

Vliv působení liposomů na aktivitu ATPasy je souhrnně představen v Tab. 9. 
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Tab. 9: Výsledná aktivita Na+, K+-ATPasy po reakci s liposomy 

Koncentrace 

inhibitoru 

[%] 

0  5  10  25  50  

Vzorek Výsledná aktivita [%] 

DPPC 4,3 ± 0,5 2,5 ± 0,5 3,8 ± 1,1 8,2 ± 0,4 6,0 ± 0,1 

DPPC/DPPS 5,4 ± 0,1 4,5 ± 0,3 6,6 ± 1,1 6,7 ± 1,1 7,8 ± 0,7 

DPPC-CH  7/3 5,4 ± 0,1 5,3 ± 0,9 5,2 ± 0,3 5,8 ± 0,2 5,2 ± 0,0 

DPPC-CH  5/1 5,4 ± 0,1 4,0 ± 0,0 4,1 ± 0,6 4,6 ± 1,0 5,0 ± 0,6 

 

 

8.10 Stabilita liposomů 

Stabilita liposomů byla sledována v čase pomocí měření velikosti částic a zeta poten-

ciálu v týdenních intervalech. Výsledky jsou uvedeny v Tab. 10 a 11.  

 

Tab. 10: Stabilita liposomů v čase hodnocená ze změn jejich velikosti stanovené ihned po 

přípravě, po 1, 2 a 3 týdnech skladování při 4 °C 

Vzorek Velikost [nm] 

0 1 2 3 

DPPC 210 ± 3 282 ± 6 324 ± 40 344 ± 20 

DPPC-DPPS 157 ± 5 157 ± 3 142 ± 1 140 ± 1 

DPPC-CH  7/3 222 ± 20 314 ± 32 349 ± 26 328 ± 58 

DPPC-CH 5/1 526 ± 31 803 ± 50 643 ± 130 657 ± 28 
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Tab. 11: Stabilita liposomů v čase hodnocená ze změn jejich zeta potenciálů ihned po pří-

pravě, po 1, 2 a 3 týdnech skladování při 4 °C 

Vzorek Zeta potenciál [mV] 

0 1 2 3 

DPPC 1,1 ± 0,6 8,3 ± 1,2 -7,7 ± 0,7 -9,1 ± 0,8 

DPPC-DPPS -26,5 ± 1,6 -29,6 ± 2,5 -18,2 ± 1,0 -34,9 ± 2,4 

DPPC-CH  7/3 -19,0 ± 1,5 -15,4 ± 0,8 -43,4 ± 4,3 -27,6 ± 0,7 

DPPC-CH 5/1 -7,5 ± 1,0 -19,4 ± 0,9 -12,1 ± 0,3 -14,6 ± 1,3 

 

 

Vliv solí na stabilitu liposomů byl zkoumán v prostředí chloridu vápenatého a charak-

terizován pomocí změny distribuce velikosti částic a zeta potenciálu (Tab. 12, 13) 

 

Tab. 12: Změna distribuce velikosti částic po inkubaci s  CaCl2 o různých koncentracích 

Vzorek Velikost [nm] 

0 M 0,001 M 0,01 M 0,1 M 1 M 

DPPC 158 ± 3 171 ± 2 146 ±3 150 ± 1 198 ±9 

DPPC-DPPS 362 ± 99 5489 ± 571 1436 ± 982 4972 ± 1108 3360 ± 443 

DPPC-CH  

7/3 

681 ± 40 442 ± 37 578 ± 44 406 ± 58 577 ± 73 

DPPC-CH 

5/1 

526 ± 31 367 ± 11 232 ± 6 247 ± 1 287 ± 11 
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Tab. 13: Změna zeta potenciálu liposomů po inkubaci s  CaCl2 o různých koncentracích 

Vzorek Zeta potenciál [mV] 

0 M 0,001 M 0,01 M 0,1 M 1 M 

DPPC 3,9 ± 0,9 -8,7 ± 1,4 8,3 ± 1,6 10,5 ± 0,6 15,6 ± 0,8 

DPPC-DPPS - 31,1 ± 2,5 - 23,3 ± 1,2 -16,0 ± 0,7 - 7,0 ± 0,5 7,1 ± 0,6 

DPPC-CH  

7/3 

- 20,4 ± 1,0 - 20,8 ± 1,3 - 13,9 ± 0,7 - 1,7 ± 0,1 4,1 ± 0,5 

DPPC-CH 

5/1 

- 16,4 ± 1,7 - 2,8 ± 0,8 0,3 ± 0,2 7,7 ± 2,3 12,5 ± 1,0 

 

 

Dále byly sledovány i změny v morfologii a velikosti liposomů. Na elektronovém 

mikroskopu byly snímkovány liposomy staré 2 týdny. Byla sledována distribuce jejich veli-

kosti, agregáty, lamelarita, ruptury, celkové zničení a reaktivita s kontrastní látkou (obr. 27 

až 30). 

 

 

Obr. 27: Dva týdny staré liposomy připravené z DPPC (velikost částic 100-200 nm) 
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Obr. 28: Homogenní distribuce liposomů z DPPC/DPPS dva týdny od přípravy 

 

 

Obr. 29: Značně popraskaná populace liposomů z DPPC/cholesterol v poměru 7:3 o veli-

kosti okolo 100 nm stáří 2 týdnů 

 

 

Obr. 30: Dva týdny staré liposomy od velikosti 200 nm z DPPC/cholesterolu v poměru 5:1 

s rupturamy  
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9 DISKUZE 

Vhodná látka pro enkapsulaci do liposomů byla vybírána na základě spektrálních 

vlastností. Za tímto účelem byla testována řada esenciálních olejů i jejich majoritních složek. 

Na základě absorpčních spekter byly vyřazeny esenciální oleje z máty, tea tree, eukalyptu, 

ze složek olejů pak mentol a citral, jelikož nedosahovaly významných hodnot absorbance 

ani při malém ředění. I když absorbance dalších testovaných složek esenciálních olejů byla 

dostatečná, nebyly přesto cinnamaldehyd, eugenol, thymol a carvacrol pro další experimenty 

použity, jelikož jejich samotná spektra tvoří převážnou část spektra olejů, ve kterých se tyto 

sloučeniny vyskytují. Navíc minoritní složky olejů modifikují celkové účinky olejů, složky 

mezi sebou interagují a mohou navzájem tlumit či zesilovat svůj účinek. Proto bylo pro další 

fluorometrickou analýzu použito pouze esenciálních olejů z hřebíčku, tymiánu, heřmánku a 

skořice. Tyto oleje byly excitovány při vlnových délkách odpovídajících absorpčním maxi-

mům v UV-Vis oblasti. Na základě emisních spekter byl jako vhodný esenciální olej pro 

další experimenty zvolen olej skořicový, jelikož vykazoval nejvyšší emisi a byl tedy nej-

vhodnější pro spektrální analýzy extraktů vzorků kůže po transdermální penetraci (Obr. 9). 

V dalším kroku byl tedy tento olej použit pro přípravu čtyř formulací liposomů, která 

byly provedena hydratací forsfolipidového filmu s následnou sonikací. Již při přípravě lipo-

somů docházelo k rozdílnému chování různých formulací fosfolipidů a cholesterolu, byla 

např. pozorována rozdílná rychlost vysychání filmu na stěnách baňky, filmy byly struktu-

rálně odlišené a při hydrataci byly u některých formulací viditelné kapičky neenkapsulova-

ného oleje. Po sonikaci se začaly významně odlišovat liposomy tvořené DPPC-DPPS, jeli-

kož se jejich suspenze jevila méně viskózní a oproti ostatním formulacím měla nažloutlou 

barvu (ostatní byly mléčně bíle zakalené), což může souviset s fluiditou membrány a množ-

stvím enkapsulovaného oleje (Obr. 10).  

Při stanovení distribuce velikosti liposomů bylo zjištěno, že všechny formulace tvoří 

poměrně uniformní populace, jejich velikost je však ovlivněna lipidovým složením, jelikož 

i přes stejný způsob přípravy dosahují liposomy různých formulací rozdílných velikostí 

(Tab. 2). U formulací z DPPC, DPPC-DPPS a DPPC-CH (7/3) bylo dosaženo velikosti 150 

– 250 nm, což je přijatelná velikost vezikul pro transdermální penetraci. Pouze u formulace 

tvořené DPPC-CH (5/1) se ani po opakované sonikaci nepodařilo vytvořit částice menší než 

500 nm. Poměr fosfolipidů a cholesterolu 7/3 je brán jako zlatý standard, proto bylo zajímavé 

sledovat rozdílné chování formulace s cholesterolem v jiném poměru. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 79 

Při stanovení zeta potenciálu bylo předpokládáno, že formulace s obsaženým fos-

fatidylserinem bude vykazovat jiné vlastnosti díky svému zápornému náboji pocházejícímu 

z tohoto záporně nabitého fosfolipidu. Tento fakt byl potvrzen a u formulace DPPC-DPPS 

byl naměřen nejvíce záporný potenciál – 25,5 ± 0,8 mV. Formulace s cholesterolem také 

nabývaly (díky jeho přítomnosti) hodnot záporného zeta potenciálu, pouze liposomy tvořené 

DPPC měly zeta potenciál blízký nule (1,1 ± 0,8 mV), jelikož fosfatidylcholin je neutrálním 

fosfolipidem. Všechny formulace však měly zeta potenciál vyšší než – 30 mV a nižší než 30 

mV, tudíž lze, dle obecného pravidla, předpokládat, že jejich stabilita v čase bude jen ome-

zená (Tab. 2). 

Při porovnání snímků pořízených na transmisním elektronovém mikroskopu s daty 

naměřenými pomocí dynamického rozptylu světla na přístroji Zeta sizer bylo zřejmé, že ve 

většině případů jsou velikost i homo/heterogenita populace liposomů stanovená oběma tech-

nikami v dobré korelaci. U liposomů z DPPC nedocházelo k agregaci či rupturám, populace 

byla uniformní s velikostí liposomů 100 – 200 nm, liposomy byly uni- i multilamelární 

(Obr. 15). Liposomy s obsahem DPPS dosahovaly velikosti cca 100 nm v celém objemu, 

ruptury odhalovaly multilamelaritu membrán, docházelo však k mírné flokulaci částic (Obr. 

16).  U liposomů s cholesterolem DPPC-CH (7/3) docházelo k flokulaci malých unilamelár-

ních vezikul za vzniku útvarů o velikosti 600 – 1000 nm; toto chování můžeme přičítat cho-

vání vezikul ve vakuu či reakci s kontrastní látkou při TEM analýze, jelikož jejich dříve 

naměřená velikost za běžných podmínek dosahovala ~ 220 nm (Obr. 17). U liposomů s cho-

lesterolem (5/1) byl viditelný rozpad značné populace liposomů, což bylo možné detekovat 

jako tmavší plošky uvolněného obsahu enkapsulované látky, které byly patrné v celém mi-

kroskopovaném objemu. Zbylé liposomy byly agregovány do nekulovitých útvarů složité 

struktury, nelze to však přičítat podmínkám elektronové mikroskopie, protože již dříve vy-

kazovala tato formulace diametrálně vyšší velikost liposomů než v případě ostatních formu-

lací (Obr. 18). 

Výsledky měření enkapsulační účinnosti byly překvapivé (Tab. 3). Nejvyšší enkap-

sulační účinnosti bylo dosaženo u formulací DPPC-DPPS a DPPC-CH (7/3), v nichž bylo 

zapouzdřeno téměř 30 % esenciálního oleje. U liposomů tvořených pouze DPPC byla en-

kapsulační účinnost pouhá 3 %, což může být přisuzováno přítomnosti velmi malých multi-

lamelárních liposomů. U formulace DPPC-CH (5/1) dosahovala účinnost 4 %, což je také 

velmi málo, ale předpoklad byl, že k vylití enkapsulovaného obsahu mohlo dojít již v prů-

běhu přípravy, kdy malé liposomy agregovaly do větších struktur. O této skutečnosti mohou 
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svědčit i zmíněná mikroskopická pozorování. Je možné rovněž uvažovat že enkapsulační 

účinnost mohla být ovlivněna i dialýzou, která byla použita při purifikaci liposomů pro ná-

sledné biologické testy.   

Hlavním cílem diplomové práce bylo sledovat transdermální penetraci připravených 

liposomálních dispersí modelem pracečí kůže in vitro. Dle naměřených hodnot TEWL byly 

vzorky kůže ve velmi dobrém (0 – 9 g/h m2) či dobrém stavu (10 – 14 g/h m2) s neporušenou 

bariérovou funkcí, proto lze usuzovat, že výsledek experimentu nebyl nijak zkreslen (Tab. 

4). Při vyhodnocení transdermální absorpce ve Franzových komůrkách bylo překvapivě de-

tekováno největší procentuální zastoupení esenciálního oleje v receptorové kapalině u DPPC 

liposomů 60 % a DPPC-CH (5/1) 45 %, což může být přisuzováno vhodné velikosti lipo-

somů, jejich flexibilitě či rozpadu agregátů. Dle očekávání bylo velké množství esenciálního 

oleje přítomno ve zbytcích kůže okolo terčíků, kam olej difundoval, ale nemohl již procházet 

dál do receptorové kapaliny. U formulace s DPPS bylo velké množství oleje (20 %) deteko-

váno v dermis a do receptorové kapaliny proniklo 34 % oleje. Otázkou zde tedy zůstává, zda 

by v průběhu delšího času došlo k ještě k dalšímu transportu oleje/liposomů až do recepto-

rové kapaliny. Globálně však u všech formulací platí, že kůží prošlo až do receptorové ka-

paliny větší množství oleje, než které zůstalo v jejích vrstvách, stratum corneum, epidermis, 

dermis a na jejím povrchu (Tab. 5). 

Při vyhodnocení transdermální absorpce kůží v reálném čase pomocí fluorometru 

bylo použito přepočtu relativních jednotek fluorescence, kdy byla konečná hodnota flu-

orescence detekovaná horním detektorem korigována odečtením hodnot fluorescence, kte-

rou vykazovala samotná kůže, resp. její komponenty (konečná hodnota fluorescence rovna 

nule). V případě spodního detektoru byla obdobným způsobem korigována počáteční hod-

nota fluorescence. Důvodem této korekce byla možnost lépe srovnat jednotlivé formulace 

navzájem mezi sebou a redukovat chybu měření. Při tomto měření nelze hodnotit obsah 

esenciálního oleje v jednotlivých vrstvách kůže, je možné však sledovat rychlost průchodu 

esenciálního oleje kůží v čase. Dle výsledků je zřejmé, že v případě DPPC-DPPS a DPPC-

CH (5/1) dochází ke skokovitému zrychlení průchodu látky kůží po dvou hodinách interakce 

s kůží, u formulací DPPC a DPPC-CH (7/3) je průchod plynulejší a pozvolný. Po přibližně 

osmi hodinách působení se hodnoty fluorescence (tedy množství prošlého oleje) u všech 

formulací srovnávají a další čtyři hodiny dochází už jen k minimálnímu úbytku sledované 

látky (dle detekce horním detektorem). Ke zvýšení fluorescence detekované spodním detek-

torem dochází plynule až do 5. hodiny pozvolně, poté se však výrazně zvyšuje u liposomů z 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 81 

DPPC-CH (7/3), které dosahují po 8 hodinách svého maxima; tento jev lze přisuzovat rych-

lejšímu průchodu spodními vrstvami kůže. Ostatní formulace jsou zřejmě zadržovány ve 

středních vrstvách kůže, jelikož rychlost jejich průchodu byla po zbytek experimentu line-

ární. Z výsledků lze tedy usuzovat, že většina látky obsažené v liposomech penetruje do kůže 

v prvních osmi hodinách (Obr. 25), průchod do receptorové kapaliny však trvá déle než 12 

hodin, jelikož lze sledovat mírně vzrůstající míru fluorescence i ve dvanácté hodině (Obr. 

26). 

Testy biologických vlastností připravených liposomů zahrnovaly nejprve stanovení 

jejich antibakteriálních vlastností. Prokaryotické buňky Escherichia coli i Staphylococcus 

aureus mají sice cytoplasmatickou membránu tvořenou liposacharidy a fosfolipidy, jejich 

povrch však pokrývá navíc buněčná stěna tvořená peptidoglykany, tudíž byla předpokládána 

jejich rozdílná inhibice olejem enkapsulovaným v liposomech oproti samotnému oleji. Ne-

ředěný a neenkapsulovaný skořicový esenciální olej tvořil na miskách s Escherichia coli 

inhibiční zónu o velikosti 15 mm, v případě Staphylococcus aureus se v přítomnosti kon-

centrovaného oleje tvoří inhibiční zóna velikosti 19 mm [157]. Jelikož při testu antimikrobní 

aktivity nedošlo ke vzniku inhibičních zón (Obr. 22, 23), nedochází zřejmě k žádné interakci 

mezi liposomy a buněčnou stěnou, tudíž nedochází k přenosu enkapsulovaného esenciálního 

oleje do buněk a jejich následné inhibici. Absenci antibakteriální aktivity lze rovněž zdů-

vodnit nízkým množstvím oleje v liposomech. Pro skořicový olej byla v publikaci [158] sta-

novena minimální inhibiční koncentrace (MIC) 1.0 mg/ml jak pro Escherichia coli, tak pro 

Staphylococcus aureus. Při objemu lipozomální disperse 10 µl, který byl použitý pro anti-

bakteriální test a při dané enkapsulační účinnosti není množství oleje dostatečné pro to, aby 

liposomy vykazovaly aktivitu proti sledovaným bakteriálním kmenům. 

Dalším biologickým testem bylo stanovení cytotoxicity liposomů. Při testech cyto-

toxicity na myších fibroblastech se jevily jako silně toxické (méně než 40 % životaschop-

ných buněk) všechny formulace při zředění na 20 – 50 %, liposomy s DPPS i při koncentraci 

10 %, DPPC-CH (7/3) dokonce i při koncentracích 5 – 10 %. Středně toxické (40 – 60 % 

životaschopných buněk) byly formulace z DPPC a DPPC-CH (5/1) při 10% ředění. Slabě 

cytotoxický efekt (60-80 % životaschopných buněk) měla formulace DPPC-CH (5/1) s ře-

děním 5 %. Necytotoxický účinek (více než 80 % buněk životaschopných) měly pouze lipo-

somy tvořené DPPC při 5% ředění (Tab. 7). Po interakci liposomů s nádorovými buňkami 

U937 bylo zjištěno, že přítomnost liposomů s enkapsulovaným olejem inhibuje růst a mno-

žení buněk stejně za různých podmínek (formulace, koncentrace liposomu). Vyjímkou jsou 
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však liposomy s DPPS, které naopak při vysoké koncentraci indukují množení buněk, a po 

kultivaci bylo v interakční směsi přítomno ještě více buněk než v referenčním vzorku (Tab. 

8). Tyto zajímavé výsledky mohou souviset s tím, že rakovinné buňky mají pozměněné slo-

žení plasmatické membrány (mastné kyseliny, antigeny aj.) a proto mohou interagovat s li-

posomy a reagovat na enkapsulovaný obsah rozdílně než běžné buňky. Dále je možné roz-

dílnou cytotoxicitu vztahovat na aktivitu Na+/K+-ATPasy (membránový protein), která může 

specificky reagovat s fosfolipidy a cholesterolem, vázat je na své domény a tím snižovat či 

zvyšovat svoji aktivitu, čímž ovlivňuje rychlost metabolismu celé buňky. Rozsah koncen-

trací určitých typů lipidů, které indukují funkci NKA, je však velmi úzký.  Dle Tab. 9 lze 

usuzovat na indukci NKA liposomy z DPPC při koncentracích okolo 25 %, u DPPS u kon-

centrací vyšších než 50 %. Liposomy s obsahem cholesterolu aktivitu výrazným způsobem 

nemění. Podrobné zkoumání cytotoxicity a interakce s NKA bude předmětem dalšího zkou-

mání. 

Stabilita liposomů byla posuzována na základě velikosti částic, zeta potenciálu, mor-

fologie a vlivu solí (CaCl2). U liposomů z DPPC se velikost dle měření na Zetasizeru zvýšila 

v průběhu tří týdnů asi o 140 nm, tudíž mohlo docházet k agregaci nebo flokulaci částic, to 

však snímky z elektronového mikroskopu nepotvrdily, zeta potenciál začal nabývat zápor-

ných hodnot (- 9 mV). Liposomy DPPC-DPPS svoji velikost neměnily, jejich náboj však 

klesl na – 35 mV, čímž se staly více stabilní. U formulací s cholesterolem docházelo ke 

zvětšování částic za současného snižování zeta potenciálu, mikroskopické snímky potvrdily 

agregaci částic. V přítomnosti CaCl2 vykazovaly formulace s cholesterolem rozdílné cho-

vání, velikost částic se se vzrůstající koncentrací solí snižovala, u liposomů z DPPC se mírně 

zvyšovala, u DPPS docházelo ke vzniku agregátů, jelikož se jejich velikost se vzrůstající 

koncentrací CaCl2 v roztoku až desetinásobně zvýšila. V tomto případě je chování liposomů 

ovlivněno přítomností negativně nabitého fosfatidylserinu a Ca2+ ionty v roztoku způsobují 

stínění negativního náboje tohoto fosfolipidu; zeta potenciál se pak posouvá do kladných 

hodnot (Tab. 12) a dochází k agregaci liposomů (Tab. 13). U všech formulací dochází k ná-

rustu zeta potenciálu, což je vzhledem k přítomnosti iontů logické. 
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10 ZÁVĚR 

Diplomová práce se zabývala přípravou a charakterizací liposomů s obsahem esen-

ciálního oleje. Byly testovány fyzikálně-chemické vlastnosti liposomů, jejich stabilita, dále 

také transdermální absorpce metodou in vitro s využitím Franzových difuzních komůrek a 

fluorescenční detekcí v reálném čase. Ve vztahu k biologickým vlastnostem připravených 

liposomů byla studována jejich antimikrobní aktivita (prokaryotické buňky) a cytotoxicita 

(eukaryotické buňky).  

Byly testovány čtyři liposomální formulace s enkapsulovaným skořicovým esenciál-

ním olejem, který byl vybrán na základě svých vhodných spektrálních vlastností. Odlišné 

fyzikálně-chemické vlastnosti liposomálních disperzí (DPPC, DPPC-DPPS, DPPC-CH 

v poměru 7/3 a 5/1) byly ověřeny měřením velikosti částic, zeta potenciálu, vizualizací mor-

fologie na transmisním elektronovém mikroskopu; spektroskopicky byla určena enkapsu-

lační účinnost liposomů a jejich stabilita byla testována v čase i v prostředí solí. 

Pro experimentální stanovení transdermální absorpce metodou in vitro byla použita 

zdravá prasečí kůže o celé tloušťce. Testovaná látka obsažená v methanolových extraktech 

jednotlivých vrstev kůže byla pak detekována pomocí fluorescence. Největší koncentrace 

esenciálního oleje se nacházela v receptorové kapalině, což znamená, že velká část apliko-

vaných liposomů interagovala s kůží a enkapsulovaný olej jí prošel. V reálné situaci to tedy 

znamená prostup enkapsulvané látky do systémového oběhu. U jednotlivých formulací se 

procentuální zastoupení v kožních frakcích lišilo jen nevýznamně. Při sledování absorpce 

v reálném čase byl fluorescenčně detekován průchod esenciálního oleje, který u DPPC-

DPPS a DPPC-CH (5/1) skokově narůstal již po pár hodinách, u DPPC a DPPC-CH (7/3) 

byl průchod pozvolný. Po devíti hodinách penetrace do kůže ustává. Průchod skrz kůži až 

do receptorové kapaliny však lineárně stoupá i po dvanácti hodinách působení liposomů na 

kůži.  

Liposomy s enkapsulovaným olejem nevykazovaly antimikrobní účinek, byly však 

silně toxické na myší embryonální fibroblasty. Netoxické účinky měly pouze formulace 

z DPPC a DPPC-CH (5/1) při 5% ředění výchozí liposomální disperse. Při měření cytotoxi-

city na leukemických buňkách se snížila životaschopnost buněk na 30 – 70 %, formulace 

s DPPS však při vysokých koncentracích indukovala buněčný cyklus a docházelo k rychlej-

šímu množení, což zřejmě souviselo s indukcí aktivity Na+/K+-ATPasy. 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

A. J. 

API 

 fluorescence – arbitrární jednotky 

aktivní farmaceutické složky 

ATP 

CH 

CMC 

DMPC 

DNA 

DPPC 

DPPS 

DSPC 

ELs 

GSH 

GUV 

kDa 

LET 

LUV 

MAPK 

MLV 

MVV 

MPS 

NHK 

NKA 

OLV 

O/V  

PAMPA 

 

 

adenosintrifosfát 

cholesterol 

kritická micelární koncentrace 

1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-fosfocholin  

deoxyribonukleová kyselina 

dipalmitoyl fosfatidylcholin 

1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfo-L-serin 

distearoyl fosfatidylcholin 

elastické liposomy 

glutathion 

obří unilamelární vezikuly 

kilodaltony 

technologie enkapsulace liposomy 

velké unilamelární vezikuly 

mitogenem aktivované proteinkinázy 

multilamelární vezikuly  

multivezikulární vezikuly 

mononukleární fagocytový systémem 

běžné lidské keratinocyty 

Na+/K+-ATPasa 

velké oligolamelární vezikuly  

emulze typu olej ve vodě 

testy membránové permeability 
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PEG 

PV 

PVPA 

R. J. 

ROS 

SC 

SM 

SUV 

TEWL 

UV 

V/O  

 

 

polyethylenglykol 

těkavé látky rostlin 

test propustnosti založený na fosfolipidových vezikulách 

fluorescence – relativní jednotky 

reaktivní formy kyslíku 

stratum corneum 

sekundární metabolity 

malé unilamelární vezikuly 

transepidermální ztráta vody 

unilamelární vezikuly 

emulze typu voda v oleji 
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SEZNAM OBRÁZKŮ 

1 Preparace kůže od chrupavky  

2 Aparatura pro stanovení TEWL použité kůže 

3 Aparatura pro transdermální absorpci – Franzovy komůrky 

4 Absorpční spektrum hřebíčkového esenciálního oleje (10 zředěný) 

5 Absorpční spektrum tymiánového esenciálního oleje (10 zředěný) 

6 Absorpční spektrum esenciálního oleje z heřmánku (40 zředěný) 

7 Absorpční spektrum skořicového esenciálního oleje (80 zředěný) 

8 Emisní spektra esenciálních olejů z hřebíčku a tymiánu 

9 Emisní spektra esenciálních olejů z heřmánku a skořice 

10 Liposomy po dialýze; A) DPPC, B) DPPC-CH 7/3, B2) DPPC-CH 5/1, C) DPPC-

DPPS 7/3 

11 Distribuce velikostí liposomů z DPPC dle intenzity, objemu a počtu částic 

12 Distribuce velikostí liposomů z DPPC-DPPS (7/3) dle intenzity, objemu a počtu 

částic 

13 Distribuce velikostí liposomů z DPPC-CH (7/3) dle intenzity, objemu a počtu částic 

14 Distribuce velikostí liposomů z DPPC-CH (5/1) dle intenzity, objemu a počtu částic 

15 Liposomy připravené z DPPC (velikost částic 100-200 nm) 

16 Značně popraskaná populace liposomů z DPPC-DPPS (velikost 100 nm) 

17 Agregované liposomy z DPPC-CH v poměru 7:3 

18 Agregované a rozpadlé liposomy z DPPC-CH v poměru 5:1 

19 Absorpční spektra kalibrační řady esenciálního oleje 

20 Absorpční spektra formulací s esenciálním olejem rozpuštěná v methanolu 

21 Kalibrační přímka esenciálního oleje 

22 Disková difuzní metoda pro liposomy DPPC (vlevo) a  DPPC-DPPS (vpravo) 

23 Disková difuzní metoda pro liposomy DPPC-CH 7/3 (vlevo) a DPPC-CH 5/1 

(vpravo) 
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24 Procentuální zastoupení esenciálního oleje v jednotlivých vrstvách 

25 Fluorescence esenciálního oleje detekovaná horním detektorem  

26 Fluorescence esenciálního oleje detekovaná spodním detektorem  

27 Dva týdny staré liposomy připravené z DPPC (velikost částic 100-200 nm) 

28 Homogenní distribuce liposomů z DPPC/DPPS dva týdny od přípravy 

29 Značně popraskaná populace liposomů z DPPC/cholesterol v poměru 7:3 o velikosti 

okolo 100 nm stáří 2 týdnů 

30 Dva týdny staré liposomy od velikosti 200 nm z DPPC/cholesterolu v poměru 5:1 

s rupturamy  
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SEZNAM TABULEK 

1 Množství fosfolipidů a cholesterolu pro přípravu liposomů (na 5 ml liposomální dis-

perze) 

2 Velikost částic a zeta potenciál vytvořených liposomů vyjádřené jako průměr ± smě-

rodatná odchylka 

3 Enkapsulační účinnost studovaných liposomů stanovená pomocí absorpčního měření 

4 TEWL a tloušťka kůže použité pro následná měření 

5 Fluorescence zaznamenaná v jednotlivých vrstvách kůže po transdermální absorpci 

ve Franzových komůrkách 

6 Intenzita fluorescence detekována horním detektorem (T) a spodním (B) při transder-

mální penetraci připravených liposomů 

7 Hodnoty životaschopnosti myších fibroblastů po inkubaci s liposomy 

8 Hodnoty životaschopnosti rakovinných buněk U937 po inkubaci s liposomy 

9 Výsledná aktivita Na+, K+-ATPasy po reakci s liposomy 

10 Stabilita liposomů v čase hodnocená ze změn jejich velikosti stanovené ihned po pří-

pravě, po 1, 2 a 3 týdnech skladování při 4 °C 

11 Stabilita liposomů v čase hodnocená ze změn jejich zeta potenciálů ihned po přípravě, 

po 1, 2 a 3 týdnech skladování při 4 °C 

12 Změna distribuce velikosti částic po inkubaci s  CaCl2 o různých koncentracích 

13 Změna zeta potenciálu liposomů po inkubaci s  CaCl2 o různých koncentracích 

 

 

 


