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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva piipravou a charakterizaci liposomt s obsahem bioaktivnich la-
tek, konkrétn¢ esencialnich oleji. Teoreticka ¢ast se vénuje liposomiim a jsou popsany me-
tody jejich ptipravy, klasifikace a praktické vyuziti. Prace predstavuje i mechanismy cyto-
toxicity esencidlnich oleji v prokaryotickych i eukaryotickych buiikach a stanoveni
transdermalni penetrace. Prakticka ¢ast je vénovana ptipravé ¢tyt formulaci liposomd s ob-
sahem skoticového esencialniho oleje a jejich fyzikalné-chemické charakterizaci. Déle jsou
tyto liposomy pouzity pro stanoveni transdermalni absorpce metodou in vitro. Je rovnéz
hodnocena antimikrobni aktivita a cytotoxicita liposomti na mysich fibroblastech a leuke-

mickych bunikach s ohledem na aktivitu sodno-draselné pumpy.

Kli¢ova slova: liposomy, esencialni olej, transdermalni absorpce, cytotoxicita

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.

Keywords: liposomes, essential oil, transdermal absorption, cytotoxicity
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UvVOD

Liposomy jsou mikrostruktury slozené z dvojvrstev pfirodnich nebo syntetickych li-
pida, jenz jsou diky uspotfadani polarnich hlav a dlouhych hydrofobnich fetézcti amfipatické.
Jelikoz se liposomy, diky této amfipatické struktuie lipidl, bali sousttedné, vznikd uvnitf
prostor, ktery muze slouzit pro ulozeni aktivni latky. Pfitomnost této jedinené struktury je
vhodna pro enkapsulaci, a proto byly liposomy rozsahle zkoumany jako nosic¢e pro dodavani
1é¢iv a jejich fizené uvolilovani, tyto vlastnosti jsou vsak ovliviiovany jejich fyzikalni a che-

mickou stabilitou.

Kuze je nejvétsim organem lidského téla a predstavuje bariéru pro exogenni latky, tj.
plni ochrannou funkci. Sklada se ze tii zakladnich ¢asti — epidermis, dermis, hypodermis.
Kuze neprezentuje zcela nepropustnou vrstvu, je schopna také propoustét latky rizného pi-
vodu (chemické latky, farmaceutické ¢i kosmetické ptipravky a jiné). Tyto latky se dostavaji
do ktze transcelularné ¢i interceluldrng, vlasovymi folikuly, mazovymi zlazami a kanalky
potnich 71az. Nésledny priichod samotnou kiiZi se nazyva transdermalni absorpce, ktera se-
stdva z penetrace znamenajici vstup latky do urcité vrstvy kiize, permeace, pii které latka
prostupuje z jedné vrstvy kize do druhé, a resorpce, kdy se latka dostava az do cévniho

systému.

Esencialni oleje jsou tékavé latky tekutého charakteru, které jsou produkovany rost-
linami jako soucast sekundarnich metaboliti, jejich jednozna¢ny vyznam pro rostliny vSak
neni doposud objasnény. Majoritné jsou slozeny z terpenickych slou€enin, dale jsou pfi-
tomny 1 neterpenické, fenolické etery, estery, alkoholy, aldehydy, ketony a uhlovodiky.
S vodou jsou nemisitelné, dobte se rozpoustéji v organickych rozpoustédlech. Zvlastni vy-
znam maji pro své antibakterilni, antivirové a antioxida¢ni u€inky, diky ¢emuZ mohou byt
chapany jako vhodna fytofarmaka, kterd mohou odolavat vzristajici mife rezistence proti
konvenénim 1é¢ivym ptipravkim. Nékteré z nich mohou slouzit i jako akceleranty transder-

malni penetrace.

Liposomy se jevi jako vhodné transportéry latek pti perkutannim podéani diky jejich
mechanismu pronikani kizi, tudiz by v kombinaci s vlastnostmi esencialnich olejii mohly
predstavovat zcela nové a unikatni moznosti pro 1éebné ¢i kosmetické aplikace. Postup pii-
pravy a charakterizace liposomi s obsahem esencialnich oleji budou proto podrobné zkou-
many v praktické ¢asti prace a dale diskutovany z hlediska moznosti jejich praktického vy-

uzitl.
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1 LIPOSOMY

Vezikuly jsou uzaviend membranova pouzdra slozend z dvojvrstev. Tyto vezikuly
mohou byt slozené z fosfolipidli a byvaji oznaCovany jako liposomy, v piipad¢ povrchoveé
aktivnich latek hovotime o surfaktantnich vezikuldch [1]. Liposomy jsou tedy malé vezikuly
sférického tvaru, které mohou byt vytvofeny z netoxickych fosfolipidii a cholesterolu.
Vzhledem k jejich velikosti, charakteru a biokompatibilité jsou liposomy slibné nosice 1éCiv.
Vlastnosti liposomti se znacn¢ lisi dle slozeni lipid, povrchového néboje, velikosti a
zptisobu jejich piipravy. Kromé toho vybér slozek urcuje "tuhost" nebo "tekutost" a naboj
dvojvrstvy, napiiklad nenasycené derivaty fosfatidylcholinu z pfirodnich zdrojt (vejce nebo
sojovy fosfatidylcholin) tvofi mnohem propustnéjs$i a méné stabilni dvojvrstvu, zatimco
nasycené¢ fosfolipidy s dlouhymi acylovymi fetézci tvoii tuhou, malo propustnou

dvojvrstvou strukturu [2].

V pripad¢ hydratace ve vodnych disperzich jsou fosfolipidy schopny tvofit uzaviené
struktury. Takové vezikuly, které maji jednu nebo vice dvojvrstevnych membran fosfolipidi,
mohou byt pouZity jako transportni systémy pro enkapsulované latky. Obecné jsou liposomy
definovany jako sférické vezikuly s velikosti ¢astic v rozmezi od 30 nm do n€kolika mikro-
metrd. Vzhledem k tomu, ze fosfolipidy jsou ve vodném prostiedi amfipatické (hydro-
fobni/hydrofilni), tvofi jednu nebo vice lipidovych dvojvrstev obklopujici vodné rozpousté-
dlo, ptficemz polarni skupiny jsou orientovany k tomuto rozpoustédlu. Tyto vrstvy jsou ozna-
covany jako lamely [3]. Agregace polarnich lipidl vSak neni omezena na konvencni dvou-
vrstvé struktury, které se opiraji o molekularni tvar, teplotu, podminky prostiedi a ptipravy,
ale mohou se samy sestavit do riznych typi  koloidnich ¢astic [4].
Jak jiz bylo uvedeno, liposomy jsou Siroce pouzivany jako nosi¢e pro mnohé molekuly v
kosmetickém a farmaceutickém primyslu. Pro pouziti v potravinarském prumyslu a zemée-
délstvi byla rozsahle zkoumana enkapsulace aktivnich latek do liposomu, které by mohly
zachycovat nestabilni slou¢eniny (naptiklad antimikrobidlni ¢inidla, antioxidanty, pfichuté
a bioaktivni prvky) a chrénit jejich funk¢nost [5]. Liposomy mohou zachycovat hydrofobni
1 hydrofilni slouceniny, zabraniovat jejich rozkladu a pozdéji je opét uvoliiovat [6]. Vzhledem
k jejich biokompatibilité, biologické rozloZitelnosti, nizké toxicité a schopnosti enkapsulace
latek, které mohou transportovat do specifickych tkani (napt. nadorové tkang), se liposomy
hojn¢ vyuzivaji jako zkuSebni systémy za Ucelem snizeni toxicity 1é¢iva nebo lepsi tka-

nové specifity [7].
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1.1 Klasifikace

Velikost liposomu se muze pohybovat od velmi malych (0,025 um) az po velké (2,5 um)
vezikuly. Krom¢ toho mohou liposomy obsahovat jedno- nebo vicevrstvé dvojvrstvy

(lamely) [8].

Na zaklad¢ velikosti a poctu dvojvrstev mohou byt liposomy zatazeny do kategorii:

1. Multilameléarni vezikuly (MLV, multilamellar large vesicles)
Tyto vezikuly nabyvaji velikosti 0,1-1 pum a skladaji se z velkého poctu dvojvrstev. Jsou
nejsnazsi pro piipravu a mechanicky stabilni dlouhou dobu. Velky pocet vrstev zpiisobuje

pomalé uvoliiovani enkapsulovanych latek [9].

2. Velké oligolamelarni vezikuly (OLV, oligolamellar large vesicles)
Membrany téchto vezikul o velikosti 0,1-1 pum obsahuji vétsi mnozstvi lipidd, proto
pomaleji uvoliiuji sviij obsah, coz je vyhodou v klinické praxi, kdy je prodluZzovan jejich

terapeuticky efekt.

3. Unilamelarni vezikuly (UV, unilamellar vesicles)

Tyto Ize roz¢lenit do tii kategorii:
a) Velke unilamelarni vezikuly (LUYV, large unilamellar vesicles)

Jsou to vezikuly o velikosti vétsi neZ 100 nm, které maji niz§i membranové napéti a vétsi
stabilitu a jsou hojné uZivané jako nosice pro hydrofilni latky.
b) Malé unilamelarni vezikuly (SUV, small unilamellar vesicles)

Jedna se o neymensi vezikuly (20-100 nm), které vykazuji prebytek lipidu ve vnéjsi vrstveé
a vysoké membranové napéti, jsou termodynamicky nestabilni s tendenci se shlukovat a
splyvat ve vétsi celky. Diky jejich velikosti jsou v§ak vhodné pro transport 1é¢iv do tkani,
jelikoZ mohou pronikat cévnimi sténami [10].
¢) Obfii unilamelarni vezikuly (GUYV, giant unilamellar vesicles)

GUYV jsou vezikuly dosahujici velikosti okolo 1 pm s nizkou mechanickou stabilitou,

tzn. jsou nevhodné pro transport latek [9].
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4. Multivezikularni vezikuly (MV'V, multivesicular vesicles)
Jde o zvlastni typ vezikul, kdy je v jedné vétsi vezikule (velikost vice nez 1 pum)

enkapsulovano vétsi mnozstvi malych vezikul. Vznikaji pti vyrobé MLV [20].

1.2 Priprava

Vsechny metody piipravy liposomu zahrnuji ¢tyii zakladni faze:
1. Vysouseni lipidi z organického rozpoustédla

2. Dispergace lipidi ve vodném prostiedi

3. Purifikace vysledného liposomu

4. Analyza kone¢ného produktu

Pro ptipravu liposomt se pouzivaji nasledujici metody:
1. Aktivni enkapsulace

2. Pasivni enkapsulace

Techniky pasivni enkapsulace zahrnuji:
a) Metody mechanické dispergace
b) Metody rozpousténi v organickém rozpoustédle

c¢) Metody solubilizace detergentem (odstranéni neenskapsulovaného materialu) [11]

1.2.1 Mechanicka dispergace

Mezi typy mechanickych dispergac¢nich metod lze fadit nasledujici:
1. Sonikace

. French press

. Extruze

. Zmrazovani a rozmrazovani

. Hydratace lipidového filmu tfepanim nebo suseni vymrazenim

. Mikroemulgace

. Membranové¢ vytlacovani

0 N N B W

. SuSené rekonstituované vezikuly [8]
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Sonikace

Sonikace je nejrozsitenéji pouzivana metoda pro piipravu SUV. V tomto piipad¢ jsou
hydratované lipidy sonikovany v lazni nebo pomoci sonikacni sondy. Hlavni nevyhody této
metody jsou velmi nizkd enkapsulacni UCinnost, mozna degradace fosfolipidi a
enkapsulovanych sloucenin, eliminace velkych molekul ¢i znecisténi liposomt kovy ze
Spicky sondy a pfitomnost multilamelarnich vezikul spolu s SUV [11]. Pfi sonikaci sondou
je jeji hrot pfimo ponofen do disperze liposomil. Pii sonikaci dochazi k velké spotieb¢
energie, ktera ma vliv na zahtivani disperze v misté ponoteni sondy, coz je diivodem pro
nezbytné chlazeni v pribéhu sonikace. Behem sonikace v ultrazvukové l1azni je liposomova
disperze v nadob¢ (sklo, plast) nebo pod inertni atmosférou umisténa do ultrazvukového
sonikatoru. Vyhodou této metody je velmi snadné fizeni teploty pomoci

kapaliny, kterou je sonikacni vana naplnéna [12].

Frech press

French press zahrnuje vytlaCovani MLV malym otvorem za pouziti tlaku
dosahujiciho az 13000 N/m?, coz vede k jejich mechanickému naruseni [11]. Takto narusené
vezikuly interaguji diky hydrofobnim interakcim a spontanné tvoti homogenni sttedné velké
vezikuly. Touto metodou lze piipravovat i vzorky s vysokou koncentraci lipida [13].
Nevyhodou metody vSak je, Ze jsou pracovni objemy pomérn¢ malé (maximalné¢ 50 ml) a v

pribéhu dochazi k zahtivani vzorku [8].

Extruze

Pfi extruzi jsou MLV o koncentraci lipidGi az 400 mg/ml za tlaku 260 N/m?
protlacovany pies soustavu filtri (cut off 0,1 pm) za vzniku LUV pfiblizné velikosti 90 nm.
Pii pouziti filtri s vE&tsi velikosti port vznikaji vétsi (Casto multilamelarni) vezikuly, které

jsou schopny enkapsulace dalSich latek [13].

Zmrazovani a rozmrazovani liposomii

SUV se rychle zmrazi a pomalu rozmrazi. Kratkodoba sonikace rozptyli agregované
materiadly na LUV. Vytvofeni unilameldrnich vezikuli je vysledkem fize SUV béhem
procesit zmrazovani a rozmrazovani. Tento typ syntézy je siln¢ inhibovan zvySenou
koncentraci fosfolipidii a zvySenim iontové sily rozpoustédla. Pti této metodé se zvysuje

enkapsulacni ucinnost z 20 na 30 % [14].
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1.2.2 Metody rozpousténi v organickém rozpoustédle

Vstrikovani pomoci éteru (odparovani rozpoustédla)

Roztok lipidii rozpusSténych v diethyletheru nebo smési etheru a methanolu se
postupné vstiikuje do vodného roztoku materialu, ktery ma byt zapouzdien pfi teploté 55 az
65 °C nebo za snizeného tlaku. Nasledné odstranéni etheru ve vakuu vede k vytvofeni
liposomu [15]. Hlavni nevyhodou této techniky je, ze populace je heterogenni (70 az
200 nm) a expozice sloucenin, které maji byt zapouzdieny, nemusi odolat organickym

rozpoustédlim pii vysoké teploté [16].

Vstrikovani ethanolu

Lipidovy roztok ethanolu se rychle vsttikuje do velkého piebytku pufru. Nevyhoda
metody spocivd v tom, ze vytvofené liposomy jsou heterogenni (30 az 110 nm), velmi
ziedéné a odstranéni veskerého etanolu je obtizné, protoze se vytvaii azeotropni smés
s vodou. Dalsi nevyhodou je to, ze nckteré biologicky aktivni molekuly mohou byt v

ptitomnosti nizkého mnozstvi ethanolu deaktivovany [17].

Metoda odparovani reverzni faze

Tento postup zajistil pokrok v technologii liposomt, nebot” poprvé umoznil ptipravu
liposom1 s vysokym pomérem mista pro enkapsulaci vodnych roztokti aktivnich latek ku
lipidim. Zpétné odpatovani fazi je zaloZeno na vytvoreni obracenych micel. Tyto inverzni
micely vznikaji pfi sonikaci smési pufrované vodné faze obsahujici aktivni molekuly, které
maji byt zapouzdieny do liposomu, a organické faze, ve které jsou solubilizovany
fosfolipidy. Nasledné pomalé odstranéni organického rozpoustédla vede k preméné téchto
inverznich micel na viskozni a gelovou formu. V kritickém bodé& tohoto procesu se stav gelu
zhrouti a nékteré inverzni micely jsou naruseny. Prebytek fosfolipidli v prostiedi pfispiva k
tvorb¢ uplné dvojvrstvy kolem zbytkovych micel, coz vede k tvorbé liposomt. Liposomy
ziskané metodou odparovani reverzni faze mohou byt vyrobeny z mnoha lipidi a prostor pro
enkapsulovanou latku je az ctyfnasobné vétsi nez u liposomt vyrobenych protiepanim nebo
u multilamelarnich liposomt [12].

Timto zptisobem Ize dosdhnout vysoké u¢innosti zapouzdieni - az do 65% v prostiedi
s nizkou iontovou silou (napt. 0,01 M NaCl). Metoda byva pouzita pro zapouzdieni malych
1 velkych molekul a makromolekul. Hlavni nevyhodou této techniky je kontakt materiald,

které maji byt zapouzdieny, s organickymi rozpousStédly a kratkd doba sonikace. Tyto
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podminky mohou piipadné vést k preruseni fetézci DNA nebo k denaturaci nékterych
proteind [18]. Byla také popsdna modifikovana metoda odpatovani reverzni faze, pti které

1ze dosédhnout velmi vysoké enkapsulacni i€innosti - 80% [19].

1.2.3 Metody solubilizace detergentem
Dialyza

Detergenty mohou byt pii své kritické miceldrni koncentraci (CMC) pouzivany
k rozpousténi lipidi. Po odstranéni detergentu dialyzou micely ve fosfolipidu stale vice
agreguji, nakonec se spojuji a vytvareji LUV [44]. Dialyza byva bézné provadéna
v dialyzac¢nich stiivkach (se specifikovanou velikosti port1) ve velkém nadbytku pufru, ktery
neobsahuje detergent. Pro dialyzu miize byt pouZita i komeréni pomticka nazvand LipoPrep

(Diachema AG, Svycarsko), ktera je piistrojovou verzi dialyzagniho systému [16].

Odstranéni detergentu ze smisenych micel (adsorpce)

Odstranéni detergentu adsorpci (cholat, alkylglykosid, Triton X-100) se dosahuje
protiepavanim smési micel s adsorbenty z organického polystyrenu, jako jsou perlicky
XAD-2 (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Némecko) a Bio-beads SM2 (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, USA). Velkym piinosem pouZiti téchto adsorbentil je to, Ze

mohou odstrafiovat detergenty 1 s velmi nizkym CMC.

Gelova permeacni chromatografie

Pti této metod¢ je detergent odstranén chromatografickou separaci. Pro gelovou
filtraci mohou byt pouZzity kolony s naplni Sephadex G-50, Sephadex G-100 (Sigma-Aldrich,
MO, USA), Sepharose 2B-6B a Sephacryl S200-S1000 (General Electric Company, Tehran,
fran). P¥i pomalém prittoku kolonou je separace liposomii od detergentnich monomert velmi

dobra.

Redeni
Po ziedéni vodného micelarniho roztoku detergentu a fosfolipidl pufrem dochézi ke
zmeéné velikosti micel a jejich polydisperzity. ProtoZe je systém zfedén za hranici smiSené

micelarni faze, dojde k spontannimu ptechodu z dispergovanych micel do vezikul.
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1.3 Enkapsulace latek a transport

Zavedeni aktivnich latek do liposom mtize byt dosazeno bud’ pasivné (k zapouzdieni
dochazi soucasné s tvorbou liposomtl) nebo aktivné (az po vytvoieni liposomu). V principu
je u liposomit mozné dosahnout vysoké enkapsulacni ucinnosti, ktera vSak zavisi na
rozpustnosti danych latek v membrané liposomu. Pasivni zapouzdfeni ve vod¢ rozpustnych
latek zavisi na schopnosti liposomu zachytit vodny pufr obsahujici rozpusténou latku béhem
tvorby vezikul. U&innost zachyceni (obecné < 30 %) je omezena zachycenym objemem
vymezenym Vv liposomech a rozpustnosti latek. Naopak existuji i latky ve vodé rozpustné,
které maji protonizovatelné aminové skupiny aktivné zachycené pouzitim gradientu pH [21],

coz muze mit za nasledek Gc¢innost enkapsulace blizici se 100 % [22].

Pted dodanim do cilového mista mohou byt pifirodni latky degradovany oxidaci a
ucinkem jinych chemickych latek. SuSeni mrazem je standardni praxe pouzivana pti vyrobé
mnoha nejen farmaceutickych produkti. Pfevazna vétsina téchto produktt je lyofilizovana
z jednoduchych vodnych roztokd [23]. SuSeni vymrazovanim (lyofilizace) zahrnuje
odstranéni vody (nebo organického rozpoustédla) z produktli ve zmrazeném stavu pii velmi
nizkém tlaku. Proces se bézn¢€ pouziva k suSeni vyrobkl, které jsou tepelné labilni. Tato
technika ma velky potencial jako zptsob feSeni dlouhodobych potizi se stabilitou
enkapsulovanych latek i na liposomalni stabilitu. Studie prokézaly, Ze pii procesu lyofilizace
a rekonstituci mize vSak také dochdzet k uniku zachycenych materiald. Liposomy, které
byly lyofilizovany za ptitomnosti odpovidajiciho mnozstvi trehaldzy (sacharid bézné se
vyskytujici v organismu), uchovavaly az 100% svych ptivodnich latek. Ukazalo se tedy, ze

pro liposomy je trehal6za vynikajicim kryoprotektantem [24].

Omezeni a vyhody liposomalnich nosi¢ii spocivaji v interakci liposomt s buiikami.
In vivo a in vitro studie ukazaly, Ze hlavni interakce liposomi s buiikami je bud’ jednoducha
adsorpce (specifické interakce s komponenty na povrchu bunky, elektrostatické sily nebo
nespecifické slabé hydrofobni sily) nebo endocytoza (prostfednictvim fagocytarnich bunék
endotelového systému, napiiklad makrofdgy a neutrofily). DalS§i mozZnost, tedy flze s
membranou plazmatickych bunék vlozenim lipidové dvojvrstvy liposomu do plazmatické
membrany se soucasnym uvolfiovanim liposomélniho obsahu do cytoplazmy je velmi
vzacna. Ctvrtou moZnou interakci je vyména dvouvrstvych slozek, napiiklad cholesterolu,
lipidi a membranou vazanych molekul, se slozkami buné¢nych membran. Casto je obtizné

urcit, ktery mechanismus funguje nebo zda jich maze fungovat vice soucasné [25, 26].
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1.4 Liposomy Vv mediciné a farmakologii

V klinické medicin€ je v soucasné dobé pouzivana enormné Siroka Skala 1écivych
latek a kazdy rok jsou evidovany nové. Jednim z hlavnich cila jakékoliv 1écby je zvySeni
terapeutického indexu 1é¢iva pii souasné minimalizaci jeho vedlejSich ucinkd. Klinicka
uziteCnost vétSiny konzervativnich chemoterapeutik je omezena bud neschopnosti
poskytnout nezbytné koncentrace 1é¢iva cilovym tkanim, nebo vedlejSimi u€inky na ostatni
organy a tkan¢. Idealnim feSenim je tedy zaméfeni samotného 1éCiva na ty bunky, tkdné a
organy, které jsou postizené chorobou. Vybrané nosice, napiiklad koloidni Céstice a
molekularni konjugéaty, mohou byt vhodné jako transportéry 1é¢iv. Koloidni Castice jsou
vysledkem fyzikalniho zabudovani 1éCiva do ¢asticového koloidniho systému, napiiklad
reverznich micel, polymert a liposomi. Mezi témito nosici byly nejvice studovany prave
liposomy. Jejich vyhoda spoc¢iva v jejich slozeni, které je ¢ini biologicky odbouratelnymi a
biokompatibilnimi. Jsou slozeny z piirodnich fosfolipidii, které jsou biologicky inertni a
slabé imunogenni a maji nizkou toxicitu. Do liposomii mohou byt zapouzdiena i 1é¢iva s
riznymi lipofilnimi vlastnostmi - siln€ lipofilni Ié€iva jsou zachycena témét Uplné v lipidové
dvojvrstveé, hydrofilni 1éCiva jsou umisténa zcela ve vodném prostiedi. V piipade

amfipatickych struktur jsou molekuly rozdélovany mezi lipidovou a vodnou fazi [27].

Technologie enkapsulace aktivnich latek liposomy je technikou, kterou pouZzivaji
lékati k prenosu 1€k, které pusobi jako 1é¢ivé promotory na télni orgdny. Tato metoda
spociva v generovani submikroskopickych pén na bazi liposomd, které zapouzdiuji Cetné
materidly. Liposomy tedy tvoii bariéru kolem latky, jimiz obsazené, ta mtze byt tudiz vice
odolnd vici enzymim v ustech a Zaludku, alkalickym roztokim, zalude¢nim S$tavam,
ZluCovym solim a stievni flofe, také vSak proti volnym radikaltim, které jsou generovany v
lidském téle. Obsah liposomi je tedy chranén pied oxidaci a degradaci. Tato ochranna
fosfolipidova bariéra zistava nepoSkozena, dokud neni liposom transportovan az do urcité

cilové zlazy, organu nebo systému, kde ma enkapsulovana latka své specifické vyuziti [23].

1.4.1 Stealth, fuzogenni a konven¢ni liposomy

Ptestoze se liposomy chovaji jako biomembrany, jsou stale pro lidsky organismus
vnimany jako cizi prvek, coz je divodem, pro¢ je mononuklearni fagocytovy systém (MPS)
muze detekovat. Tyto problémy jsou feSeny pouzitim syntetickych fosfolipidii, povrchovou

modifikaci vnéj$i membrany klasickych liposomii amfipatickym polyethylenglykolem
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(PEG) nebo derivaty chitinu, lyofilizaci, polymeraci ¢i mikroenkapsulaci gangliosida [20].
Modifikace liposomil pomoci PEG snizuje mnozstvi, v némz jsou vychytdvany makrofagy
a vede k jejich prodlouzené pfitomnosti v krevnim ob¢hu a priichodu endotelem. Tyto
liposomy jsou znamy pod ndzvem ,,stealth liposomy* [28] a jsou napf. pouzity v ispéSném
produktu na bazi liposomt s obsahem cytostatika doxorubicinu, ktery je v soucasné¢ dobé
prodavan jako Doxil (Janssen Biotech, Inc., Horsham, USA) nebo Caelyx (Schering-Plough
Corporation, Kenilworth, USA). Terapeutické zlepSeni bylo popsano i pii pouziti stealth
liposomu s kortikosteroidy v experimentalnich artritickych modelech. Dlouho cirkulujici
liposom muze také ptsobit jako zasobnik pro prodlouzené uvoliiovani terapeutického ¢inidla
(farmakologicky uc¢inek napft. vazopresinu) [29].

Jiz mnoho let je znam fakt, Ze silné protinadorovée 1é¢ivo, zv1asté takové, které cili na
cytoplazmu nebo bunééné jadro, nefunguje kviili nizké propustnosti plazmatické membrany
a degradaci lyzozomalnimi enzymy. Z tohoto diivodu byl vyvinut pokrocily model terapie
rakoviny za pouziti nového systému pro podani lé¢iva - fuzogenniho liposomu. Fuzogenni
liposomy jsou pfipraveny z UV-inaktivovaného Sendai viru a konvencnich liposomil.
Utinn& a piimo piivadgji sviij enkapsulovany obsah do cytoplazmy pomoci fuzniho
mechanismu Sendai viru, zatimco konvenéni liposomy jsou do buiky pfijimany
endocytozou, fagocytarnimi bunikami retikuloendotelového systému. Fuzogenni liposom je
tedy vhodnym nosi¢em léciv do cytoplazmy, ktery nepodléhd endocytdéze [30]. Tyto
transportéry vSak nejsou piimo zaméfeny na nadorové bunky. Modifikace, které chrani
liposomy pfed nezddoucimi interakcemi s plazmatickymi proteiny a bunéénymi
membranami, mohou také zabranovat interakcim s nadorovymi buinikami. Liposomy
nakonec podléhaji enzymatické degradaci a/nebo fagocytdze, coz vede k uvolnéni Iéku pro
naslednou diftzi do nadorovych bunék. Dal§i generace léCivych nosi¢li smétuji k
molekularnimu cileni rakovinnych bun€k prostfednictvim interakci zprostiedkovanych

protilatkami nebo jinymi ligandy [20].

1.4.2 Aplikace ve farmakologii

Pouziti liposomli lze rozdélit na diagnostické a terapeutické dle liposomu
obsahujicich bud’ riizné markery, nebo 1é¢iva [25]. Bohuzel ma mnoho 1€kt velmi uzkeé
terapeutické plisobeni, coz znamena, ze jejich terapeuticka koncentrace neni o0 mnoho nizsi
nez koncentrace toxicka. Nékdy miize byt toxicita snizena (nebo u¢innost zvysena) pouzitim

vhodného 1é¢iva s lepsi biodistribuci a farmakokinetikou. V soucasnosti je vyvijeno mnoho
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novych biotechnologickych produkti (naptiklad antisense oligonukleotidy, klonované geny
a rekombinantni proteiny), pfi¢emz byla soucasn¢ prokazana lepsi vyuzitelnost Siroké skaly
konzervativnich 1é¢iv, pokud byly enkapsulovany v liposomech, coz vedlo ke zlepSeni
terapeutické aktivity a/nebo ke snizeni jejich toxicity. Celkova zména farmakokinetiky pro
liposomalni 1éciva miize vést ke zlepseni biologické dostupnosti 1é¢iva pro urcité cilové
bunky, které se nachazi v krevnim obé&hu, nebo do mist extravaskuldarniho onemocnéni.
Mezi znamé aplikace patii napt. liposomalni formulace kyseliny trans-retinoové [31] a
daunorubicinu [32], ktery byl schvalen jako prvni 1é¢ivo pokrocilého Kaposiho sarkomu
souvisejicitho s AIDS. Vyznamnymi piiklady latek, jejichz enkapsulace do liposomil vede

k lepSim produktiim, jsou vinkristin, doxorubicin a amfotericin B [29].

Léky obsazené v liposomech se mohou aplikovat riznymi zpiisoby, a to ve formé
koloidniho roztoku, aerosolu nebo v ¢aste¢né pevnych forméch. Jejich hlavni vyhody mohou

byt klasifikovany do sedmi néasledujicich kategorii:

1. ZlepSeni rozpustnosti lipofilnich a amfifilnich 1é¢iv (amfotericin B, porfyriny,
minoxidil, n€které peptidy a antracykliny, hydrofilni 1é¢iva - doxorubicin nebo
acyklovir)

2. Pasivni cileni na buniky imunitniho systému, zejména buitky mononuklearniho
fagocytarniho systému (antimonidlni latky, amfotericin B, porfyriny, vakciny,
imunomodulatory)

3. Systémy pro trvalé uvolnovani komplexné nebo lokaln¢ podavanych liposomi
(doxorubicin, cytosin arabinosid, kortizony, biologické proteiny nebo peptidy
jako vazopresin)

4.  Mechanismus vyhybani se ur¢itym tkanim (doxorubicin, andamphotericin B)

5.  Transport do specifické tkan¢ (protizadnéctlivé 1€ky, protirakovinné,
protiinfekéni)

6.  ZlepSeny pienos hydrofilnich a nabitych molekul (antibiotika, chelatacni
¢inidla, plazmidy)

7.  ZlepSena penetrace do tkani (kortikosteroidy, anestetika a inzulin) [26]
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1.4.3 Pouziti v mediciné

Tim, ze jsou konvenc¢ni liposomy vychytdvany fagocytickymi bufikami v téle po
intraven6znim podani, jsou idealnimi prostiedky pro cileni molekul 1éCiv pravé do
makrofagi. Nejznaméj$imi ptipady tohoto mechanismu "trojského koné" je 1écba nékolika
parazitickych onemocnéni, ktera normalné existuji v buitkdch mononuklearniho
fagocytujiciho systému. Naptiklad leishmanidza je parazitickd infekce makrofagi, ktera
postihuje vice nez 100 miliont lidi v tropickych oblastech a je dasto smrtelnd. Uginna davka
1€k, vétSinou antimonialnich latek, neni o mnoho nizsi nez davka toxicka. Po enkapsulaci
této latky se liposomy s jejim obsahem shromazd’uji v bunééné populaci, kterd je infikovana,
a jsou proto slibnymi terapeutiky tohoto onemocnéni [33]. Existuji 1 dalsi studie, které se
vénuji ptipravkiim obsahujicim rtizné antiparazitické liposomy. V antimykotickych terapiich
byly uspésné pouzity liposomy jako nosie foramphotericinu B. Samotny ¢k je velmi
toxicky a u¢inna davka je omezena kviili jeho ionosféte a neurotoxicité. Liposomové formy
tohoto 1é¢iva vSak inhibuji jeho akumulaci a radikalné snizuji toxicitu [34]. Mykoticka
onemocnéni se Casto také soustfed’'uji na buitky mononuklearniho fagocytarniho systému,
enkapsulace proto vede ke sniZeni toxicity a pasivnimu cileni. Tyto pfinosy v§ak mohou byt
spojeny s jakymkoliv koloidnim nosi¢em léka. Urcité zlepSeni 1é€cby bylo pozorovano u
stabilnich smiSenych micelarnich formulaci a mikroemulzi [35]. Mnoho pacienti bylo dale
velmi U¢inné léCeno riznymi formami amphotericinu B [34]. Srovnatelné metody lze
aplikovat u antivirovych a antibakteridlnich terapii. VétSina antibiotik je uZivana oralné, k
enkapsulaci do liposomi Ize tedy pfistupovat, pouze pokud jsou antibiotika velmi silné ¢i
toxickd a jsou podavéna parenterdlné. Pfiprava liposomi naplnénych antibiotiky (pii
pomérné vysokych pomérech 1éki k lipidiim) nemusi byt snadnd vzhledem k interakcim
téchto molekul s lipidovou dvojvrstvou a vysokou hustotou jejich vodnych roztokd, ktera
¢asto méni liposomy v krémovitou strukturu, kterd se shlukuje na povrchu. Byly zkoumény
také dal$i zptisoby pifenosu ucinnych latek do organismu k cilovym tkéanim - naptiklad
topické nebo inhala¢ni. Antivirotika enkapsulovana liposomy (ribavirin, azidotymidin nebo

acyklovir) maji taktéz snizenou toxicitu, kterd vsak negativné koreluje s jejich i€innosti [36].

Jak jiz bylo uvedeno vyse, fada liposomalnich pfipravka obsahujicich protirakovinné
latky je mén¢ toxicka nez volna 1é¢iva [37]. Anthracykliny jsou 1éky, které zastavuji rist
délicich se bun¢k interkalovdnim do DNA a tak destruuji predevsim rychle se délici buiiky.

Tyto buiiky nejsou pouze v nadorech, ale jsou také ve vlasech, ve sliznici gastrointestinal-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

niho traktu a v krevnich bunkach, proto je tato tiida 1ékt velmi toxicka [38]. Nejvice pouzi-
vany a studovany je adriamycin (komer¢ni nazev pro cytostatikum doxorubicin HCI, Ben
Venue Laboratories, Bedford, Ohio). Kromé vyse uvedenych akutnich toxicit je jeho davka
omezena jeho rostouci kardiotoxicitou. Pro sniZeni této toxicity byla testovana fada riznych
formulaci, véetné enkapsulace do liposomil. Ve vétSing ptipada byla toxicita snizena na pii-
blizné€ 50 % [39]. Ze stejného divodu byla uc¢innost v mnoha piipadech omezena z divodu
snizené biologické dostupnosti 1éCiva, zvlaste pokud nador nebyl fagocytarni nebo se nacha-
zel v organech mononuklearniho fagocytarniho systému [40]. V nékterych piipadech, jako
je systémovy lymfom, ucinek zapouzdieni liposomil vykazoval zvySenou ucinnost v di-
sledku pokracujiciho u¢inku béhem uvolnovani, tj. delsi ptitomnost terapeutickych koncen-
traci v t€lnim ob¢hu [41], zatimco v n€kolika dalsSich piipadech sekvestrace 1éku do tkani
mononuklearniho fagocytarniho systému jeho u¢innost snizila [42]. Aplikace téchto systému
u ¢loveéka obecné ukazaly sniZzenou toxicitu a lepsi snasenlivost, avsak s omezenou uc¢innosti

[43].

1.5 Stabilita liposomu

Fyzikalni a chemicka stabilita liposom1 je, z hlediska distribuce velikosti, u¢innosti
enkapsulace a degradace liposomalnich vezikul, hlavnim omezujicim krokem pro dodavani
latek pomoci tohoto systému. Lipidy mohou degradovat béhem procesti oxidace a hydrolyzy,
u samotnych liposomi pak mize dochazet k agregaci/flokulaci a fuzi/koalescenci, coz miize
nakonec zménit velikost vezikuly a vést k vyznamné ztraté€ enkapsulované latky [45]. Vodné
disperze liposomt vykazuji nestabilitu v diisledku tniku enkapsulované latky z fosfolipido-
vych dvojvrstev. Pii dlouhodobém skladovani byla rovnéZz zaznamenana agregace liposomu
[46]. Proto je vhodnéjsi uchovavat liposomalni piipravky v pevné formé. K dispozici je né-
kolik technik pro stabilizaci liposomalnich formulaci, a to lyofilizace, suSeni rozpraSovanim

[47] a suseni pomoci superkritické kapaliny [48].

1.5.1 Fyzikalni stabilita

Stabilita liposom je ovlivnéna jejich sloZzenim. M4 na ni vliv napf. pfitomnost fos-
folipidii s vysokymi teplotami fazového piechodu nebo fetézce mastnych kyselin (jejich po-
larita, délka a stupeni nenasyceni), které za vhodnych podminek udrzuji rigiditu liposomd.

Nelze pominout ani molarni pomér fosfolipid:cholesterol, ktery rovnéZ rozhoduje o stabilité
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liposomt a kinetice uvoliiovani 1é¢iva [49]. Molarni pomér fosfolipidi:cholesterol 7:3 zajis-
t'uje formulaci stabilitu a kontrolu nad uvoliovanim enkapsulovanych latek [45] a povrcho-
vym potencidlem. Vysoky povrchovy potencial piimo souvisi s fyzikalni stabilitou lipo-

somt, jelikoZ pomaha snizovat rychlost fize a agregace [50].

Jednim z divodi liposomalni agregace je vliv elektrostatickych sil mezi vezikulami.
Repulzivni interakce, které jsou pfinejmensim rovné van der Waalsovym silam, jsou zaklad-
nim pozadavkem stabilni liposomalni formulace [51]. Fyzikalni stabilita liposomt se zlep-
Suje zvySenim hustoty povrchového naboje a sniZzenim iontové sily prostiedi (zvySuje elek-

trostatické odpudivé sily), zejména pii pouziti fosfatidylcholinu a fosfatidylserinu [50].

Elektrostaticka stabilizace je velmi citliva na povrchovy ndboj, pH a koncentraci soli
a mize byt dale zlepSena kombinaci se sterickou stabilizaci (tzv. elektro-sStericka stabili-
zace). K tomuto typu stabilizace dochazi pokrytim povrchu liposomt vrstvou adsorbova-
nych dlouhych, objemnych makromolekul, které udrzuji dostate¢nou vzdalenost mezi vezi-
kulami [51]. Pokryti vezikul polymerem se ¢asto pouziva k pripravé stericky stabilizovanych
liposomd, které mohou byt vyrobeny dvéma rtiznymi zplsoby, a to roubovadnim nebo ad-
sorpci polymeru na povrch liposomil. Metoda roubovani je nejbéznéji pouzivana a stabili-

zace se dosahuje inkorporaci tzv. PEG-lipidt - poly(ethylenglykol)fosfolipidi [52].

1.5.2 Chemicka stabilita

Chemicka degradace liposomt se vyskytuje hlavné na trovni fosfolipidovych dvoj-
vrstev. Prvni z nich je hydrolyza esterovych vazeb mezi mastnymi kyselinami a glycerolo-
vym fetézcem a druhou peroxidace jakéhokoliv dostupného nenasyceného acylového fe-
tézce. Tyto dve reakce mohou vést ke vzniku lipida s kratkym fetézcem, nasledné se v mem-
bran€ objevi rozpustné derivaty, které vyznamné snizuji kvalitu a stabilitu liposomalniho
systému [38]. V ptipadé¢ fosfatidylcholinti podléhaji oxidaci uhlovodikové fetézce a zejména
jejich nenasycené Casti. Nasycené fetézce pak mohou byt oxidovany pii vysokych teplotach
[53]. Oxidace je radikalova reakce, ktera ma za nasledek St€peni uhlovodikovych fetézctu
nebo v ptipad¢ dvou sousednich dvojnych vazeb tvorbu cyklickych peroxidii. Iniciacni krok,
odstépeni atomu vodiku z lipidového fetézce, se nejcasteji odehrava v disledku plisobeni
svétla nebo kontaminace stopovym mnozstvim iontl kovu. Nejcitlivéj$imi lipidy pro inici-
acni krok jsou prave lipidy obsahujici dvojné vazby. Pouziti lipidt s vysokou ¢istotou mtze

oxidaci lipidil v liposomech minimalizovat, stejné jako skladovani pii nizkych teplotach ¢i
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ochrana pted svétlem a kyslikem. K dal§imu zvySeni ochrany mohou byt jako ptisady pou-

zity antioxidanty a latky tvofici komplexy s ionty kovu [54].

Esterové vazby ptitomné ve fosfolipidech mohou byt podrobeny hydrolyze ve vod-
ném prostiedi, pficemz karboxylové estery jsou hydrolyzovany rychleji nez fosfatové estery
[55]. V prubéhu hydrolyzy se uhlovodikové fetézce §tépi, produkuji mastné kyseliny a ly-
sofosfolipidy. Lysofosfolipid miize byt dale hydrolyzovan a konecnym produktem hydro-
lyzy je kyselina glycerofosfore¢nd. Rychlost hydrolyzy fosfolipidii zavisi jak na pH, tak na
teploté. Obecné ma rychlost hydrolyzy zavislost na pH ve tvaru ,,V*, s minimem pii pH 6,5,
a tedy se zvySenou rychlosti pti vy$§im i niz§im pH. Podle ocekavani je hydrolyza esteru
katalyzovéana kyselinou i bazi. Vliv teploty na degradaci fosfolipidii l1ze popsat pomoci

Arrheniovy rovnice [56].

K hydrolyze i oxidaci liposom miize dochazet soucasné v podminkach in vivo. Hyd-

rolyza fosfolipidti mize byt také katalyzovana enzymy fosfolipazami.[57].
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2 ESENCIALNI OLEJE

Dlouhodobou diskusi v rostlinné fyziologii je to, zda jsou tzv. sekundarni metabolity
(secondary metabolites, SM) jen odpadni produkty nebo maji roli pii zvySovani kondice
rostlin. Koevoluéni hypotéza, jak ji prezentovali Fraenkel, Erlich a dalsi od Sedesatych let,
tika, ze vztah mezi rostlinami a zvifaty je zédkladnim faktorem pro zvySovani biologické
rozmanitosti u hmyzu i rostlin a ze SM jsou soucasti chemického obranného systému, ktery
rostlindAm umoziuje branit se proti predatoriim, coZ je nuti, aby se t€émto latkam ptizpasobily
a staly se konkurenty v dlouhodobém chemicko-evolu¢nim soupeteni [58]. Tato hypotéza
neni v této rané formulaci udrzitelna, protoze je v rozporu se skutecnosti, ze mezi SM exis-
tuje neocekavané velky pocet blizce piibuznych molekul nebo analogl s velmi nizkou bio-
logickou molekularni aktivitou [59]. Rostlinné metabolity vyssi chemické rtiznorodosti vy-
kazuji lepsi obranu nez ty s omezengjsi rozmanitosti [60]. Jednou konkrétni skupinou SM
jsou tékavé latky, obsahujici hlavné terpenoidy, ale také fenylpropanoidy, polyketidy a slou-
¢eniny obsahujici dusik a siru. Prave tato heterogenni skupina sloucenin je oznacovana ter-
minem ,,esencialni oleje* nebo ,,silice®, coz ve skute¢nosti definuje molekuly extrahované z
rostlin, zatimco pro t€kavé SM obsazené v zivych organismech je preferovan termin t¢kaveé

latky rostlin (plant volatiles) [61].

Esencialni oleje jsou komplexni smési uhlovodiki a jejich kyslikatych derivati vzni-
kajici ze dvou izoprenoidnich drah pfevazné v monoterpenech a seskviterpenech. Jsou pro-
dukovany a vylucovany glandularnimi trichomy a dalSimi sekre€nimi strukturami, tyto spe-
cializované sekre¢ni tkdn€ se prevazné vyskytuji na povrsich rostlinnych organti, zejména
kvéti a listd a maji v rostling kli¢ovou ekologickou roli. Eterické oleje byly, diky své biolo-
gické aktivité, pouzivany od starovéku v mnoha tradi¢nich 1écebnych ptistupech po celém
svéteé. Mnoho preklinickych studii dokumentovalo antimikrobialni, antioxidacni, protizanét-
livé a protinadorové ¢inky silic na fadé bunéénych a zvitecich modelt a rovnéz objasnilo
jejich mechanismus ucinku a farmakologické cile. Nedostatek studii na lidskych buikach

omezuje potencial esencialnich olejti jako Gi¢innych a bezpecnych fytoterapeutik [62].

2.1 Mechanismy cytotoxicity esencialnich oleji

Esencidlni oleje jsou komplexni smési molekul, kterd obecné obsahuje vice nez 20
ruznych slozek s nizkou molekulovou hmotnosti a velmi variabilnimi koncentracemi.

Obecné jsou hlavnimi slozkami éterickych oleji monoterpeny a seskviterpeny, v rizném
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mnozstvi mohou byt pfitomny i diterpeny a fenylpropanoidy. Mnohé z téchto molekul se
nachazeji v nizkych koncentracich, jen malo z nich tvoii hlavni slozky, které mohou pted-
stavovat az 70 % z celkového objemu silice a jsou zodpovédné za jeji biologické ucinky
[63]. Dosud bylo popsano vice nez 3000 éterickych olejt, z nichz je pfiblizné jedna desetina
relevantni pro farmaceuticky, nutri¢ni nebo kosmeticky primysl. U tady éterickych olejil
byla zkoumana jejich cytotoxicita a velké usili je vénovano vyzkumu potencidlnich terape-
utickych ucinki oleji zejména proti chorobam, které jsou charakterizovany nadmérnym rus-
tem bunc¢k a proliferaci, tzn. rakovina nebo bakterialni infekce. Mezi hlavni mechanismy,
které zprostfedkovavaji cytotoxické u€inky esencidlnich olejli, patii indukce bunééné smrti
aktivaci apoptickych nebo nekrotickych procest, zastaveni bunééného cyklu a ztrata funkce
zakladnich organel. Nékteré z téchto ucinki jsou zptisobeny lipofilni povahou a nizkou mo-
lekulovou hmotnosti hlavnich slozek esencialnich olejt, které jim umoziuji naruSeni bu-
nééné membrany, méni membranové slozeni a zvySuji jeji fluiditu, coz vede k Gniku iontt a
cytoplasmatickych molekul. Zménéné membrany vedou ke snizené produkci ATP, zméné
gradientu pH a ztrat¢ mitochondrialniho potencidlu, ktery miize mit za nasledek smrt bunék.
Nékteré esencidlni oleje mohou také pisobit jako prooxidacni prvky, které mohou ménit
bunécny redoxni stav a také ohrozovat pieziti bunek [64].

Cytotoxické vlastnosti éterickych oleji vyplyvaji z komplexni interakce mezi riznymi
tiidami sloucenin, jako jsou fenoly, aldehydy, ketony, alkoholy, estery, ethery nebo uhlovo-
diky. V nékterych ptipadech cytotoxicka aktivita uzce souvisi s nékolika hlavnimi slozkami
oleji, a n€které z téchto izolovanych slou¢enin vykazuji pti individualnim testovani zna¢nou
cytotoxicitu. Siroka variabilita v chemickém sloZeni esencialnich oleji viak znamena velkou
rozmanitost mechanismu ptisobeni a molekularnich cilti, kazda slou¢enina muze také modu-

lovat nebo ménit ucinky jinych [65].

2.2 Molekularni a biochemické cile v prokaryotickych buiikach

Vzhledem ke stale ¢astéjSimu vyskytu bakterii rezistentnich na mnoho antibiotik je
pouziti esencidlnich olejli zkoumano jako jedna z potencialnich alternativ potlaceni bakteri-
alniho rastu. Slozky silic s fenolovymi strukturami nebo aldehydy (thymol, karvarol, euge-
nol, cinnamaldehyd a citral) jsou velmi u¢inné proti mikroorganismim. Tyto slou¢eniny jsou
aktivni 1 pfes SVou relativné nizkou schopnost rozpoustét se ve vodé. Pritomnost hydroxy-
lové skupiny ve fenolové struktuie zvySuje antimikrobidlni aktivitu, coZ bylo zjiSténo pfi

srovnavani karvarolu a eugenolu s jejich prisluSnym methyletherem [66]. VétSina studii vSak
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byla zamé&fena spise na zkoumani antibakterialnich aktivit éterickych oleja ¢i nékterych je-
jich hlavnich slozek, nez na vyzkum mechanismu pisobeni a bioaktivity.

Cytotoxické ucinky esencidlnich oleji spoc¢ivaji primarn€ v naruseni struktury mem-
bran, coz vede k permeabilizaci bakterialnich bun¢k. V disledku membranové permeability
jsou také ohrozeny vSechny ostatni bunécné funkce vcetné membranového potencialu, akti-
vity efluxni pumpy nebo respiracni aktivity [67]. Pfi experimentech zalozenych na prito-
kové cytometrii bylo zjisténo, ze zplisob ucinku zprosttedkovany permeabilizaci bakterial-
nich bun¢k je podobny u grampozitivnich i gramnegativnich bakterii [68]. Schopnost udrzet
membranovy potencial a gradient pH je nezbytné pro pieziti bunck a pokles téchto parametrii
svédéi o vyznamném poskozeni bunééné membrany [69]. Unik bunéénych slozek do extra-
celularniho prostoru (draslik, ATP nebo DNA) je také indik4torem zvySeni permeability
membrany a ztraty zivotaschopnosti bun¢k. Absorpce latek, jako je propidium jodid nebo N-
fenyl-l-naftylamin, indikuje tvorbu neregulovanych pord v membrané a zvySenou pravdépo-

dobnost smrti bun¢k [70].

2.3 Molekularni a biochemické cile v eukaryotickych butikiach

2.3.1 Protinadorova aktivita

Zpocatku byla vétSina esencidlnich olejii zkouména pro své antioxidacni a protiza-
nétlivé vlastnosti a nasledné také potencidlni vyuZziti pti lécbe zanétlivych onemocnéni. Nyni
se predpoklada, ze by esencialni oleje mohly mit i protirakovinné u¢inky, protoze existuje
ptimy vztah mezi produkeci reaktivnich forem kysliku (reactive oxygen species, ROS) a oxi-
da¢nimi a zanétlivymi stavy, které mohou vést k rakovinnému bujeni [71]. Nadmérna pro-
dukce ROS je na jedné strané spojena s chronickym zanétem a muze také vyvolat poskozeni
DNA zvySenim rychlosti mutace a pravdépodobnosti, Ze buiiky podstoupi onkogenni trans-
formaci [72]. Na druhé stran¢ je znamo, ze ROS jsou schopny modulovat redoxné zprostied-
kované signélni drahy, které mohou vést k rozvoji nadoru. V literatute je publikovéno jiz
vice nez pét set ¢lankli zamétenych na protinddorovou aktivitu éterickych oleji [65]. Léky
pouzivané v 1é€bé rakoviny maji jako primarni cil indukci apoptdzy nebo zménu bunééného
cyklu v rakovinnych bunkach. Esencialni oleje, které jsou schopny vyvolat v rakovinnych
bunikach apoptdézu, mohou byt potencidlnimi nastroji pro 1é€bu rakoviny. Kromé indukce
apoptdzy existuji i dalsi mechanismy, které pfi 1€cbé rakoviny pomahaji; jsou to napt. akti-

vace systému detoxikace a opravy DNA a inhibice metastaz a angiogeneze [73].
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Apoptoza je dobfe definovana forma programované bunécné smrti pro zajisténi ho-
meostazy, ktera mize byt spousténa endogennimi nebo exogennimi signaly. Abnormality
V procesu apoptdzy mohou pochazet z riznych typt onemocnéni (rakovina nebo autoimu-
nitni onemocnéni). Vzhledem k vysokému heterogennimu slozeni éterickych olejii a mnoha
typlim rakoviny je pomérné tézké jednoznacné definovat mechanismus jejich ucinku. Da-
kladnéji byla studovana protinddorova aktivita esencialnich oleji a nékterych jejich izolova-
nych slozek proti n¢kolika typiim rakoviny (glioblastom, melanom, leukemie, kostni, prsni,
plicni, vaje¢nikové, slinivkové a prostatické rakoviny) v publikaci [65]. Ve vétSiné studii
byly popsany apoptotické markery, véetné¢ cytoskeletalnich zmén, poSkozeni plazmatické
membrany, mitochondridlni disfunkce, fragmentace DNA, aktivace kaspazy-3 a $tépeni pro-

teind [74].

Jednim z mechanisml, kterymi mohou esencidlni oleje vyvolat apoptdzu, je zvySena
tvorba ROS. Esencialni olej z jedle balzamové (Abies balsamea) byl testovan proti bunéc-
nym liniim pevnych nadord (MCF-7, PC-3, A-549, DLD-1, M4BEU a CT-26) a na vsech
téchto bunéénych liniich vykazoval vyznamnou cytotoxicitu [75]. Lécba esencialnim olejem
sniZila obsah buné¢ného redukovaného glutathionu (GSH) a zvysila produkci ROS zpiiso-
bem zavislym na davce oleje a ¢ase pisobeni. Tékavy extrakt ze suSeného oplodi Zanthoxy-
lum schinifolium také indukoval apoptotickou smrt v buiikach lidského hepatomu HepG2 a
vyznamng¢ zvysil produkci ROS [76]. Dalsim cilem pro esencialni oleje je protein kinaza B,
znama také jako Akt, kterd reguluje p53. Akt cesta je aktivovana v ¢asnych stadiich rliznych
typt rakoviny a aktivace Akt signalizace chrani rakovinné buriky pted apoptdzou indukova-
nou tamoxifenem [77]. Esencialni oleje mohou vyvolat apoptozu ptes fosforylované MAPK
(mitogen-activated protein kinases), coz je proces, ktery mize byt zvyhodnén produkci ROS
[78].

2.3.2 Antifungalni aktivita

Ptirodni produkty s antifungalnimi vlastnostmi jsou také zajimavou novou terapeu-
tickou alternativou syntetickych 1é¢iv. V soucasnosti nabyvaji tyto produkty na vyznamu,
jelikoz (podobné jako u bakterii) dochazi k vyvoji kmenu rezistentnich vici antifungalnim
ptipravkiim [79]. Mnoho studii prokazalo uc¢innost éterickych olejt proti plisnim, jen malo

zZ nich v8ak zkoumalo zakladni mechanismy jejich u¢inku [80].
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P1i testovani éterickych olejii z oregana, tymianu, levandule, rozmarynu, fenyklu a
vaviinu proti plisnovému onemocnéni zptisobeného Botrytis cinerea bylo zjisténo, Ze oSet-
feni esencialnimi oleji vyvolalo ztratu integrity bunécné stény plisni a zménu membranové
permeability s vyznamnymi morfologickymi zménami v hyfach [81, 82]. Antifungalni G¢i-
nek esencialniho oleje Lavandula multifida bohatého na fenoly byl prokazan proti Candida
albicans [83]. Indukce apoptozy bunék plisni byla prokazana inhibici filamentace a naruse-
nim cytoplazmatické membrany [84]. Olej z Curcuma longa je cytotoxicky pro Aspergillus
flavus a inhibuje produkci aflatoxinti. Analyza pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie
ukazala vyznamné poskozeni membran hyf a konidiofort této plisn¢ vystavené kurkumo-
vému esencialnimu oleji. Antifungalni u¢inky esencialnich oleji Thymus eriocalyx a Thy-
mus x-porlock proti plisni Aspergillus niger byly studovany pomoci transmisni elektronové
mikroskopie. Bylo zjisténo, ze u A. niger vystavenému esencialnim olejim dochazi k ne-
vratnému poskozeni bunécné stény, bunééné membrany a riznych bunécnych organel. Rov-
néz esencialni olej Matricaria chamomilla byl testovan proti ristu A. niger. Vysledky uka-
zaly zjevné naruSeni cytoplazmatickych membran a intracelularnich organel, oddé¢leni

plazmatické membrany od bunééné stény a tplnou reorganizaci prostortt hyf [85].

2.3.3 Antiparaziticka aktivita

Rostlinné esencialni oleje mohou byt pouzity jako alternativy proti endo- a ektopa-
razitim, ti se totiz stale vyviji a vznikd u nich insekticidni rezistence [86]. Néktefi autofi
zkoumali potencidlni antiparazitické G€inky silic proti riznym druhGim parazitl (prvoci,
hlisty a ¢lenovci), sousttedili se vSak spiSe na vysledek nez molekuldrni zmapovani mecha-
nismu ucinku.

Antiparaziticka aktivita esencialnich oleju z Lavandula angustifolia a Lavandula x
intermedia byla testovana proti lidskym protozoalnim patogentim Giardia duodenalis a Tri-
chomonas vaginalis a také proti patogenim ryb Hexamita inflata. Oba esencialni oleje zcela
odstranily vSechna tfi protozoa v testu in vitro [87]. Antileishmanialni aktivita esencialniho
oleje z Dysphania ambrosioides prokazala vyznamné cytotoxické u€inky proti intracelularni
form¢ amastigotu [88]. Esencialni olej ziskany z Piper cubeba byl uc¢inny proti Schistosoma
mansoni [89]. Esencialni oleje ¢tyi druhtit Cymbopogon byly cytotoxické v pripadé testovani
proti Trypanosoma brucei brucei a Plasmodium falciparum [90]. Stejni autofi také popsali

antitrypanozomalni a antiplasmodialni aktivity esencialnich oleji z Ocimum gratissimum
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[91]. V dalsim in vitro testu vykazoval olej z Artemisia indica antimalariticky efekt s ohle-
dem na profylakticky G¢inek malarie [92]. Esencialni olej ziskany z Artemisia absinthium
vykazoval toxickou aktivitu na dvou parazitickych prvocich Trypanosoma cruzi a Tricho-
monas vaginalis [93]. Snizeni po¢tu vyprodukovanych vyvinutych vaji¢ek hlisti snizuji

esencialni oleje ziskané z listi Tetradenia riparia a Foeniculum vulgare [94].

Molekularni mechanismy spojené s antiparazitickymi ucinky silic byly rovnéz zkou-
many s pouzitim esencialniho oleje Artemisia annua proti visceralni leishmanidze zptso-
bené Leishmania donovani [95]. Cytotoxicka aktivita byla zprostfedkovana apoptdzou, pro-
toze byla potvrzena externalizaci fosfatidylserinu, fragmentaci DNA, dyskinetoplastidii, za-
stavenim bunécného cyklu, ztratou potencialu mitochondridlni membrany a tvorbou ROS v
promastigotech. Stejni autofi uvadéli podobné vysledky pfii testovani oleje bohatého na eu-
genol z rostliny Syzygium aromaticum proti promastigotim a intracelularnim amastigotim.
V obou studiich nebyly pozorovany zadné neptiznivé cytotoxické ucinky proti mysim mak-

rofagim [96].
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3 TRANSDERMALNI PENETRACE

3.1 Kuze

Kuze predstavuje nejvetsi organ téla, u zdravych dospélych jedincit mé plochu pfi-
blizné 2 m?. Jedna se o heterogenni vicevrstvou tkafi s primarni funkci chranit t&lo pted vnéj-
Sim prostfedim tim, Ze bude fungovat jako u¢inna piekazka absorpce exogennich molekul
[97]. Jeji struktura je rozd€lena do tii samostatnych vrstev: epidermis, dermis a hypodermis.
Je ptiblizn¢ 75—-150 pm tlusta, vyrazné siln€jsi na dlanich a na chodidlech. Umoznuje trans-
port plyni i tekutin a udrzuje vnitini té€lesnou homeostazu prosttednictvim potnich zlaz a
krevnich cév. Mezi dalsi funkce patii ochrana tkdni a organti, vylu¢ovani, imunita a syntéza

vitaminu D [98].

Epidermis, vyjma stratum corneum, coz je jeji nejsvrchnéjsi vrstva, je zivotaschopna
tkan. Neni vaskularizovana, vyZivovana je difuzi. Sklada se z péti vrstev, které predstavuji
rizné etapy vyvoje korneocytil. Sekvence vrstev z vnitini k vnéjsi strané je zdrode¢na vrstva
(stratum basale), vrstva ostnita (Stratum spinosum), vrstva zrnita (Stratum granulosum),
vrstva jasna (Stratum lucidum) a vrstva rohova (stratum corneum). Bunky stratum corneum
jsou nazyvany korneocyty. Tyto buiiky jsou husté, funkéné mrtvé, bez jadra a pInéné kera-
tinem. Usporadani stratum corneum je obdobou "cihel a malty", v némZ korneocyty pied-
stavuji cihly, které obklopuji mezibunécné lipidy ve formé dvouvrstev predstavujici maltu.
Intercelularni lipidy sestavaji ze smési ceramidu, cholesterolu, esterti cholesterolu, mastnych
kyselin a mala ¢ast je cholesterol sulfati [99]. Stratum corneum obsahuje 15 az 20 vrstev
korneocytll a ve svém suchém stavu ma tloustku od 10 do 15 um. Po hydrataci zna¢né na-
bobtna, jeji tloustka muze dosahovat az 40 pm a vykazuje zvySenou propustnost. Vzhledem
ke své bariérové funkci a odolnosti proti vodé, je pravé rohova vrstva tou ¢asti pokozky,
kterd omezuje absorpci 1éku pres kizi [100]. Pii experimentech na kuzi, ze které byla od-
stranéna rohova vrstva, byla enormné navySena propustnost, pii odstranéni celé epidermis

se propustnost zvysila o 1-2 fady [101].

Dermis (8kara) ma Sitku od 3 do 5 mm a sestava ze smési fibroblastt, vlaknitych
bilkovin (kolagen a elastin) a interfibrilového gelu z glykosaminoglykand, soli a vody. Ko-
lagen | a II tvofti pfiblizn€ 75 % suSiny dermis. Krevni a lymfatické cévy, volna nervova
zakonceni, vlasové folikuly a mazové a potni Zlazy jsou umistény taktéZ v dermis. Vyvody

vlasovych folikull a potnich zlaz tsti ptimo na povrchu kiize [102].
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Subkutanni tkan, podkozni vazivo neboli hypodermis, je inervovana vazivova vrstva
s vysokou koncentraci tukovych bun€k volné ptipojena k dermis. Méni se s anatomickym
mistem, vékem, genetickou vybavou, rasou, endokrinnim a nutri¢cnim stavem jedince. Pod
touto vrstvou muize byt svalova vrstva, ktera prekryva bud’ kostnaté vybézky, nebo vnitini

tkan¢ a organy. Ma velky vyznam pro termoregulaci [98].

3.2 Permeace a penetrace

Systémy topického a transdermalniho podavani 1é¢iv a aktivnich latek maji mnoho
vyhod v klinické praxi pfi cileni 1éCiva na urcité misto v téle za soubézného snizeni vedlej-
Sich systémovych ucinkli. Podavani 1éka pres kiizi slouzi také k dosazeni fizeného ¢i pro-
dlouZeného podavani 1€ku, tudiz jako alternativa k ordlnimu poziti (vyhodné pro 1éky s ne-
pravidelnou absorpci v gastrointestindlnim traktu, nizkou biologickou dostupnosti aj.).
Mnoho Ié¢ivych pripravkd se nanasi na povrch kiize, ale pronikaji do jejich vrstev jen do
urcité miry prave tam, kde se jejich u€inky oc¢ekavaji. Tento ptipad je béZné uzivan pro 1écbu
koznich poruch (akné a kozni z&nétlivd onemocnéni - dermatitida, erytematozni lupus a
psoriaza). Cast formulaci viak obsahuje latky, které pronikaji skrze kizi a vstupuji az do
ob¢hového systému. Transdermalni terapie musi zajistit absorbovani takové koncentrace 1¢é-
¢iva, aby bylo dosaZeno tc¢innych plazmatickych koncentraci. Permeace 1é¢iv jsou v nekte-
rych pfipadech zaméfeny na oblasti téla, kde je ocekavan jejich lokalni ucinek - napft. ve
svalech, cévach a kloubech. Proto je v tomto piipadé pouzivan termin "kozni absorpce",

ktery charakterizuje mnozstvi 1éku, ktery penetruje a pronika do kize [103].

Hlavnimi cestami pronikani latek kizi je priichod skrz intaktni epidermis a dale me-

zibun&nou cestou pies lipidy ze stratum corneum nebo transcelularni cestou pies korneo-
cyty

V obou ptipadech musi byt latka rozptylena do mezibunécné lipidové matrice, ktera

je povazovana za hlavni determinant absorpce 1é¢iva kizi [104].
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Transport kiizi je proces zahrnujici né€kolik krokt:
1. Rozpusténi a uvoliovani latky z formulace.
Rozlozeni latky do stratum corneum.
Difuze ptes stratum corneum piedevsim pies intercelularni lipidy.
Rozvolnéni ze stratum corneum do Zivotaschopnych vrstev epidermis.

Diftze pies zivotaschopnou epidermis do dermis.

© g k~ w D

Absorpce do kapilar a nasledny transport do systémového obéhu.

Pouziti formulaci a latek v nich obsazenych zavisi na n¢kolika faktorech, a to na fy-
zikalné-chemickych vlastnostech, interakcich latky s membranou a farmakokinetice 1é¢iv.
Idealni fyzikalné-chemické vlastnosti pro dermalni aplikaci maji nizkomolekularni latky
(< 600 Da), protoze maji vysoky difuzni koeficient, dobrou rozpustnost ve vodé a olejich
pro dosazeni vysokého koncentra¢niho gradientu a tudiz i pro zvySeni diftizniho toku pies
kazi, dale vykazuji vyvazeny rozdélovaci koeficient (velmi vysoké rozdélovaci koeficienty

mohou inhibovat 1é¢bu a zvyseni retence 1éku) a maji i nizky bod tani (< 200 ° C) [105].

3.3 Modely kuze

Lidska kize (ex vivo) je povazovana za zlaty standard pro in vitro permeacni experi-
menty. Hlavnim problémem pii pouZiti lidské kiize k hodnoceni perkutanni 1é¢by jsou vSak
etické aspekty. Mezi lidskymi koznimi vzorky rovnéz existuji velké diference v dusledku
rozdilného véku, rasy a anatomického umisténi [106]. Zména v prostupnosti lidské kize je
rozdilna nejen napfic darci (inter-individudlni variace), ale i u vzorkt z jediného individual-
niho darce (intra-individualni variace). Jako alternativa k lidské kazi se proto pouzivaji (ve
studiich perkutanni absorpce, pii vyvoji transdermélnich formulaci a k zajisténi bezpecnosti
dermalni expozice chemikaliim) kozni vzorky prasete, kralika, morcete, krys, mysi, hadu, in
vitro kultivovany model lidské ktize a syntetické membrany [107]. Pro porozuméni mezi-
druhovym rozdilim v permeaci pokoZzky je potfebna znalost rozdili prokrveni mezi lidskou
a zviteci kiizi a dale je potfeba brat v ivahu odlisné metabolické enzymy uvoliiované do

kiaze, které mohou priichodnost kuzi také ovliviiovat [108].

Vzhledem k nedavnym regulacnim zménam tykajicim se testovani na zvifatech v
oblasti kosmetiky dostavaji in vitro modely vice pozornosti jako dtlezité nastroje pii studiich

penetrace, permeace a drazdivosti kiize. Obtizné¢ napodobitelny je pii modelovani in vitro
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metabolismus, ktery se projevuje u zivych ¢asti epidermis a vyznamné snizuje biologickou
dostupnost molekul podavanych kiazi [109]. Pii testovani drazdivosti byl ptivodni pfistup
zaloZen na pouziti béznych lidskych keratinocyti (NHK, normal human keratinocytes) pro-
liferujicich a diferencovanych na deepidermizované dermis (ekvivalent zivé kuze) [110].
Tento model byl vylepsen pomoci membran podporujicich rist NHK, ¢imz vznikla tzv re-
konstruovana epidermis. Takto tvofené modely jsou jiz komeréné k dispozici a predstavuji
lidskou epidermis (EpiSkin, EpiDerm, SkinEthic) nebo pokozku v pIné tloustce (Phenion)
[111]. Dale existuji modely ptredstavujici taktéz celou kuizi avSak na bazi fibroblast zasaze-
nych do matrice kolagenu (ekvivalent dermis) a epidermalni vrstvu reprezentuji opét NHK
[112]. Ackoli tyto kozni modely ¢asto vykazuji mnohem vyssi propustnost nez lidska a zvi-
teci kize [113], Ize je pouzit pro ucely screeningu pii pocatecnich fazich vyvoje 1é€iv a 1€ki
[114]. Pro zjednoduseni bylo navrzeno nékolik in vitro modeld, jimiz jsou napf. silikonové
membrany [115], derivaty ceramidid pro testy membranové permeability (PAMPA, parallel
artificial membrane permeability assay) [116] a test propustnosti zaloZzeny na fosfolipido-
vych vezikulach (PVPA, phospholipid vesicle-based permeation assay) [117].

......

Modifikace PAMPA schopné napodobovat pokozku [116]
Model PVPA, ktery napodobuje SC kuze [117]
Substituce SC se syntetickymi SC lipidy [128]

M W o

Membrany navrzené ke studiu u¢inka derivatl ceramidu na diftizi a permeaci 1é-

giva [129]

3.4 Vyuziti liposomu v transdermalnich aplikacich

V poslednich desetiletich byly do liposomt GspéSné zapouzdieny rizné aktivni far-
maceutické slozky (active pharmaceutical ingredients, API) - termolabilni proteiny, latky
labilni viici kyselindm, vnimavé enzymy, vysoce lipofilni, hydrofilni i fotosenzitivni latky a
molekuly s vysokou molekulovou hmotnosti [118]. Pro vyvoj liposomi bylo pouzito Siroké
spektrum dostupnych lipida, povrchové aktivnich ¢inidel (aktivatorti) a dalSich slozek (napf.
alkoholil ve stopovych mnozstvich), coz ¢ini tyto systémy vhodné pro Siroké spektrum apli-

kaci [119].
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Pomérné nedavno by zjisténo, ze konvenéni liposomy maji jako nosice pro transder-
malni transport latek mensi vyuzitelnost. Obvykle se hromadi ve stratum corneum s mini-
malnim pronikanim do hlubSich oblasti ktize nebo do systémového ob&hu [120]. Je vSak
zajimavé, ze pokud jsou do vezikul pfidany surfaktanty, vede to k jejich vyssi deformova-
telnosti a snadné&jSimu pronikani ptfes hustou rohovou vrstvu, ktera obsahuje velmi malé
"pory" ve vztahu k priméru vezikuly. Stratum corneum tedy slouzi jako bariéra, ktera limi-
tuje transdermalni prostup. Nejvétsi pory na povrchu kiize navic souvisi s pfitomnosti via-
sovych folikuli a potnich kanald, které hraji v liposomalni transdermalni penetraci 1é¢iv
pouze malou roli. Velikost ziskana z elektronové mikroskopie naznacuje, ze liposomy do
pruméru az 600 nm mohou proniknout skrz kizi, zatimco liposomy s velikosti 1 000 nm
zustavaji v SC [104]. Vyhodny rozsah velikosti vezikul pro lokalni / transdermalni transport
by mél tedy lezet v rozmezi 100 az 1000 nm [121].

Jako alternativa ke konven¢nim liposomtiim mohou proto slouzit elastické liposomy
(ELs), které byly popsany v roce 1992 a které¢ diky svému slozeni usnadnuji prichod 1é¢iv
pftes stratum corneum [122, 123]. ELs se skladaji z fosfolipidt, surfaktantii a vnitiniho vod-
ného prostiedi v lipidové dvojvrstvé a jsou schopné zapouzdtit hydrofilni (ve vodné komote)
a lipofilni (v lipidové dvojvrstvé) molekuly. Kromé toho mohou byt na jejich ptipravu pou-
zity materialy jako lipidy (kationtové a aniontové), polyethylenglykol (PEG), ethanol, cyk-
lodextrinové komplexy a/nebo gely [124]. Slozeni ELs proto vyznamné ovliviwje jejich fy-
zikalné-chemické vlastnosti a nasledné i penetraci do kuze. Je vSak tieba poznamenat, Ze in
Vvivo uc¢innost je zcela odlisna od chovani v in vitro podminkach a nemuze byt zcela nahra-
zena experimenty a zmé&fenymi daty pii in vitro penetraci [125]. Tyto nosice, pro které je
typicka vysoka schopnost deformovat sviij tvar a vysoka elasticita po stlaceni (ca 1/10 z pi-
vodniho pruméru vezikuly) pfi priichodu mezi keratinocyty, byly jiz Gspé$né pouZity v praxi.
Prochazeji totiz neporusenou vrstvou pokoZzky a v pfitomnosti vhodné aktivni latky mohou
zvysSovat hydrataci pokoZky a snizovat transepidermalni ztratu vody (TEWL) [126]. V sou-
¢asné dob¢ je ocenovana zvySena schopnost ELs pronikat kuzi diky synergickym tG¢inkdm
ELs pisobicich jako nosic i jako penetrant. Tyto vezikuly navic pronikaji do kize bez toho,

aby doslo k jejich rozpadu [127].

3.5 UCcinek nosice na penetraci kiize

Propustnost kiize miiZze byt chapana jako pronikani pies jednu vrstvu do druhé. Na-

sledny pfijem penetrujici latky do cévniho systému je oznacovan jako dermalni absorpce
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[130]. Transportéry latek mohou ménit fyzicky stav a propustnost pokozky, napt. diky hyd-
ratacnimu ucinku nebo zménou teploty pokozky. Okluzivni a lipofilni vehikuly (jako je pa-
rafin, tuky a oleje) snizuji ztratu vody a zvySuji obsah vlhkosti v kizi, coZ ma za nasledek
efektivnéjsi pronikani latek. Emulze voda v oleji (V/O) jsou méné okluzivni nez lipidové
materialy, ale vice okluzivni nez emulze oleje ve vodeé (O/V). Naopak hydrogely nemaji
okluzivni ucinek, ale kvili vysokému obsahu vody zlepsuji urovenn hydratace pokozky.
V praxi byl tento efekt zaznamenan naptiklad v ptipad¢ ibuprofenu, kdy dochézi k rychlému
narastu propustnosti ibuprofenu z gelové formulace béhem prvnich 4 hodin, po niz nasleduje
pronikani drogy uvniti kiize. Emulze V/O sice vykazuji delsi ¢as prodlevy v nastupu pruniku

latky nez hydrogel, ob¢ vSak umoznuji transdermalni dodavky ibuprofenu [131].

Zesilovace (akceleratory) penetrace, jako je napi. ethanol a propylenglykol a kyselina
olejova, které se bézné pouzivaji jako soucasti olejové nebo vodné faze formulace, mohou
urychlit pronikdni mnoha latek do ktize i skrz ni. Pronikéni aktivnich latek do ktze 1ze dale
ovliviiovat sloZzenim nosicu a latky podobné fosfolipidiim, terpeny ¢i neionické povrchove
aktivni latky se pouZzivaji jako vyznamné slozky riiznych vezikularnich systémi pro poda-
vani 1éki se zvySenou schopnosti transportu 1é¢iva do ktize, jmenovat lze naptiklad lipo-
somy, etosomy, propylenglykolové liposomy, invazomy, niosomy nebo mikroemulze [132].
Perkutanni absorpci 1éku mohou rovnéz zvysit nanocastice schopné prochazet vlasovymi
folikuly [133]. V ptipadé nano-systému zaloZzenych na vesikulach bylo prokazano, ze sniZzeni
velikosti systému zlepSuje dodavku 1éku do kiize [120]. Naopak mikrocastice a velké vesi-
kuly obvykle ziistdvaji na povrchu kiize a plisobi jako rezervodary 1é¢iv, poskytuji tedy pro-
dlouzeni doby uvoliovani 1é¢iva. Negativni naboj na povrchu liposomi zvySuje penetraci
1éku do klize ve vétsi mife nez pozitivng nabité a neutralni liposomy [134]. Kromé¢ toho také
tuhost ¢i elasticita membran vezikul ovliviiuje ukladani 1é¢iva na kizi a jeho piipadny dalsi
prinik. Konvenéni liposomy a zejména liposomy zapouzdiené v PEG s tuhymi membranami
se akumuluji uvnité SC [135]. Deformovatelné (elastické) liposomy byly navrzeny jako sys-
tém (NSD, nanosized delivery system), ktery je schopen se stlacit mezi uizkymi pory a do-
pravit zapouzdiené latky hloubé&ji do kiize [136]. Vétsina farmaceutickych a kosmetickych
nosicu je komplexni smés obsahujici vice nez jen jednu slozku, a proto mize mit kombinace
jednotlivych pfitomnych sloZzek kumulativni charakter nebo synergické ti€inky na penetraci

do kiize [137].
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Pouziti esencialnich olejl je v bézné praxi omezeno jejich tékavosti, Spatnou rozpust-
nosti ve vod¢ a nestabilitou v pfitomnosti tepla, svétla a kysliku [138]. Tyto nevyhody mo-
hou byt eliminovany, pfi zachovani aktivity oleju, jejich zapouzdienim do riiznych nosnych
systémd, véetné liposom, cyklodextrintl, nanocastic pevnych lipidii, micel a nanocastic na
bazi polymert [139]. Inkorporace esencialnich oleji do liposomt tak vede ke zlep$eni jejich

rozpustnosti a zvySeni chemické stability [140].

Liposomy slozené z esencialnich olejii byly testovany a charakterizovany v fad¢ publi-
kaci, a to z hlediska velikosti, G€innosti enkapsulace, kinetiky uvoliiovani, stability pfi skla-
dovani a biologickych aktivit [139, 143, 144]. Ze vSech téchto studii vyplyva, Ze vlastnosti
liposomt jsou vyrazné ovlivnény vlastnostmi enkapsulované aktivni latky. Naptiklad u li-
posomu z vaje¢ného sfingomyelinu a cholesterolu obsahujicich tfi strukturné pribuzné alka-
loidy (vincristin, vinorelbin a vinblastin) rozhoduje lipofilita 1é¢iva o jeho kinetice uvolio-
vani z liposomu [ 145]. Interakce vybranych slozek esencialnich olejii s membranou tvofenou
dipalmitoylfosfatidylcholinem pak byla studovana pomoci Ramanovy spektroskopie, dife-
rencialni skenovaci kalorimetrie a anizotropie fluorescence [141, 142]. Vysledky ukazaly,
ze olejové slozky zptsobuji vyssi fluiditu fosfolipidové membrany. Kromé toho inkorporace
vétSiny testovanych esencialnich oleji snizila hodnotu ptechodové entalpie a zvysila prav-

dépodobnost naruseni lipidovych dvouvrstev.

Jsou dokumentovany i ptipravy liposomu za Géelem inkorporace slozek esencialnich
oleju [6]. Pii ptiprave takovych liposomt musi byt zohlediiovano vice parametrti, a to napf.
koncentrace fosfolipidd, koncentrace cholesterolu a zpusob jejich piipravy [146]. U lipo-
somu S enkapsulovanym olejem byva hodnocena i pfipadna rychlost inkorporace choleste-
rolu a stabilita lipozomalnich suspenzi po vice mésicich. Predmétem diskuse vsak stale zli-
stavaji UCinky fyzikalné-chemickych vlastnosti slozek esencidlniho oleje (rozpustnost, pii-
tomnosti hydroxylovych skupin ve struktute a konecnych lipozomalnich kompozic, molarni

pomer fosfolipid:cholesterol:aktivni latka) na liposomy [147].
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5 CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo zpracovani literarni reserse vénujici se liposomum, je-
jich slozeni, vlastnostem a metodam piipravy. Podrobné&ji se tato ¢ast prace zaméfila i
na praktické vyuziti a aplikace téchto nosica v prumyslu. Dale byla teoreticka ¢ast vé-
novana problematice esencialnich olejii, které jsou studovany pro své antimikrobni
ucinky, protinadorovou, antifungalni a antiparazitickou aktivitu, coz z nich ¢ini vhodna
fytofarmaka. Teoreticka Cast je uzaviena kapitolou o transdermalni penetraci, kde jsou
pfiblizeny mechanismy permeace a penetrace latek kuzi, jakoz i Systémy testovani

transdermalni absorpce.

V praktické ¢asti bylo tikolem pfipravit liposomy riznych formulaci s obsahem bio-
aktivnich latek, konkrétné zvoleného esencidlniho oleje. U téchto liposomil byly dale
vhodnymi technikami stanoveny zékladni fyzikalné-chemické charakteristiky, jako je-
jich morfologie, velikost a zeta potencial. V dal$im kroku bylo sledovano chovani pfi-
pravenych liposomi pfi in vitro transdermalni penetraci ve Franzovych komirkach,
které bylo srovndno s pribéhem penetrace stanovenym pomoci fluorescencni detekce
Vv redlném cCase. V posledni ¢asti prace byly studovany biologické vlastnosti liposomd,
konkrétné jejich antibakterialni aktivita, cytotoxicita a schopnost inhibovat Na*/ K*-

ATPasu.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 POUZITY MATERIAL

6.1 Pristroje a pomicky

- Analytické vahy (Sartorius)

- Spektrofluorometr (Horiba)

- Spektrofotometr (Specord)

- Multidetekéni reader (Tecan)

- Multidetekéni reader (Synergy)

- Vakuova odparka (Heidolph)

- Sonikétor (Hielscher)

- Dialyza¢ni stfivka cut off 14 kDa (Sigma Aldrich)

- Analyzator velikosti ¢astic Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern)

- Skalpel

- Systém pro detekci transdermalni difuze (SES GmbH Analysesysteme)
- Stanice MPAGS se sondou pro stanoveni Transepidermalni ztaty vody (TEWL)
- Mikrometr (Somet)

- Transparentni lepici paska

- Holici strojek (Wilkinson)

- Automatické pipety (Eppendorf)

- Magneticka michacka s ohfevem (IKA)

- Stikackové filtry s membranou 0,45 um (VWR)

- Flow box (Alpina)

- Termostat (Thermo scientific)

- Pipetor (Thermo scientific)

- Centrifuga (Eppendorf)

- Svételny mikroskop (Olympus)

- Disky pro difuzni metodu (Himedia)

- Pipetovaci stanice (Tecan)

- Vrtacka (Bosch)

- Elektronovy mikroskop (Jeol)

- Aparatura generujici doutnavy vyboj ((Pelco)

- Medéna sitka s tenkym uhlikatym filmem (Electron Microscopy Sciences)

- Ultracentrifuga (Hitachi)


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

- Cell counter (Bio-rad)

- Automatické pipety (Eppendorf)

- Plastové mikrozkumavky (Eppendorf)

- Bézné laboratorni sklo

6.2 Chemikalie 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)
- Skoficovy esencialni olej (Saloos)
- Destilovana voda
- Metanol HPLC grade (Chem-Lab)
- Receptorova kapalina o sloZeni:
* Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (Biosera)
* Polyoxyethylen (20) oleyl ether 1,5 % (Brij 98, Sigma Aldrich)
* Gentamycin sulfat 0,05 % (HiMedia Laboratories)
- Muller-Hintontv agar
- Trypsin-EDTA (Biosera)
- Fosfatovy pufr
* Dulbecciv fosfatovy pufr (Biosera)
* Hydrogenuhlic¢itan sodny (Biosera)
- MTT thiazolova modt (Duchefa Biochemie)
- Uranyl acetat (Electron Microscopy Sciences)
- Cinidlo Bradfordové (Sigma Aldrich)
- Hovézi sérovy albumin (Sigma Aldrich)
- Amonium molybdat (Sigma Aldrich)
- Kyselina L-askorbova (Sigma Aldrich)
- Dodecylsulfat sodny (Sigma Aldrich)
- Kyselina chlorovodikova (Sigma Aldrich)
- Bismut citratu (Sigma Aldrich)
- Citrat sodny (Sigma Aldrich)
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- L-histidin (Sigma Aldrich)

- Sacharéza (Sigma Aldrich)

- Imidazol (Sigma Aldrich)

- Kyselina etylendiamintetraoctova (Sigma Aldrich)
- Adenosintrifosfat (Sigma Aldrich)

- Kultivacni médium RPMI 1640 (Biosera)

- Trypanova modt (Sigma Aldrich)

- Clorid véapenaty (Sigma Aldrich)

6.3 Bunécné linie
- Mysi embryonalni fibroblasty (ATCC CRL — 1658 NIH-3T3)

- U937 bunééna linie odvozena z lidského histiocytického lymfomu (ATCC CRL -
1593.2)

6.4 Bakterialni kultury

- Tekuta kultura Escherichia coli (CCM 3954)
- Tekuta kultura Staphylococcus aureus (CCM 3953)

6.5 Biologicky material

- Nespatené praseci usi

- Praseci ledviny
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7 METODIKA

7.1 Spektralni charakteristiky vybranych bioaktivnich latek

Vybrané bioaktivni latky byly rozpustény v methanolu a na spektrofotometru
SPECORD 250 Basic byla prométena jejich absorp¢ni spektra proti ¢istému rozpoustédlu.
Nasledné byla u vhodnych latek s vyznamnymi hodnotami absorbance prométfena emisni
spektra pfi excitacnich vlnovych délkach rovnych absorpénim maximim pomoci spektrof-
luorometru Fluorolog. Z téchto latek byla dale vybrana jedna reprezentativni latka pro nad-

chézejici experimenty.

7.2 Priprava liposomi s enkapsulovanym esencialnim olejem

Liposomy se bézné ptipravuji rozpusténim lipidovych latek v organickém rozpouste-
dle a naslednym vysusSenim za tvorby lipidového filmu, ktery je dale hydratovan vodnym
roztokem. Takto vytvotrené liposomy byvaji purifikovany a poté analyzovany [11].

Pro ptipravu liposomu byly pouzity 2 rizné fosfolipidy a cholesterol ve 4 ruznych
pomérech. Prvni formulace se skladala pouze z DPPC, druha z DPPC a cholesterolu v po-
meéru 7:3, ve tfeti formulaci bylo pfitomno DPPC a DPPS taktéz v poméru 7:3, posledni
formulace (pro kontrolu vlivu mnoZstvi cholesterolu) byla tvofena DPPC a cholesterolem
V pom¢éru 5:1.

Lipidy byly navdzeny pro vyslednou koncentraci 5 mg/ml, skoficovy esencidlni olej
pro koncentraci 15 mg/ml. Mnozstvi jednotlivych slozek pro ptipravu 5 ml liposomalni dis-
perze je uvedeno v Tab. 1. Po rozpusténi lipofilnich latek v chloroformu byla smés odpato-
vana na vakuové odparce pii 50 °C a 60 rpm az do tvorby suchého filmu na sténach bariky.
Ten byl nasledné hydratovan demineralizovanou vodou za stejnych podminek. Vznikla li-
posomova disperze byla sonikovana pomoci sonikatoru Hielscher tfemi pulzy (20 s, 30%
vykon) za stalého chlazeni na ledu. U Cerstvé ptipravenych liposomi byla stanovena jejich
velikost, zeta potencidl a poté byly pfes noc dialyzovany pii 4 °C 5 litry destilované vody za

pouziti dialyza¢ni membrany s cut off 14 kDa.
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Tab. 1: Mnozstvi fosfolipidut a cholesterolu pro pripravu liposomii (na 5 ml liposomalni dis-

perze)
Formulace DPPC DPPS CH
DPPC 25mg X X
DPPC-DPPS 17,5 mg 7,5 mg X
DPPC-CH 7/3 17,5 mg X 7,5mg
DPPC-CH 5/1 20,8 mg X 4,2 mg

7.3 Stanoveni velikosti liposomii a zeta potencialu

Dynamicky rozptyl svétla (DLS), n€ékdy oznacovany jako fotonovéa korelacni spektro-
skopie nebo kvazi-elasticky svételny rozptyl, je technika umoznujici méfeni velikosti ¢astic
Vv sub-mikrometrovém rozmezi. Pro DLS analyzu se ¢astice resuspenduji v roztoku, osvétluji
laserovym svazkem. Castice rozptyluji svétlo odlisné od &astic rozpoustédla [148]. Lipo-
somy byly méfeny v nativnim stavu, bez nutnosti dehydratace nebo barveni. Zeta potencial
se pouziva k méteni intenzity odpudivé elektrostatické interakce mezi prirozené nabitymi
koloidnimi ¢asticemi [149]. Méfeni zeta potencialu se bézn¢ pouziva k hodnoceni stability
koloidnich systémil. Pokud maji v§echny ¢éstice v suspenzi znacny negativni nebo pozitivni
zeta potencial, budou mit tendenci se navzajem odpuzovat, proto nebudou agregovat. Ty-
picky jsou stabilni ¢astice se zeta potencialy pozitivnéjsi nez 30 mV nebo vice negativni nez
—30 mV [150].

Samotné méfeni distribuce velikosti liposomil probihalo v plastovych kyvetach s op-
tickou délkou 1 cm a pro méfeni byly pouzity cca 100 x fedéné sonikované disperze lipo-
somu. Pfi zjiStovani zeta potencidlu byly 200 x fedéné liposomy aplikovany stiikackou
do specialnich kyvet firmy Malvern. Mé&feni velikosti liposomt i jejich zeta potencialu pro-
bihalo na pfistroji Zetasizer Nano ve tfech opakovanich, pfi¢emz kazdé opakovani méteni
velikosti se skladalo z 12-16 cykla (dle heterogenity distribuce ¢astic), pro zeta potencial
z max. 100 cykli, které slouzily jako zaklad pro vypocet. Vysledky velikosti byly vyjadieny
jako z-average — intenzitn¢ vazeny priameér velikosti vSech liposomt v disperzi. Zeta poten-

cial byl stanoven pomoci Smoluchowskeho rovnice.
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7.4 Stanoveni morfologie — transmisni elektronova mikroskopie

Mikroskopické techniky, jako je mikroskopie atomové sily (AFM), environmentalni
rastrovaci elektronova mikroskopie (ESEM), transmisni elektronova mikroskopie (TEM) a
konfokalni laser-scanningova mikroskopie (CLSM) mohou poskytovat fadu informaci o
struktute liposomti. TEM poskytuje informace tykajici se jejich tvaru, morfologie a rozméru.
Diky elektronové mikroskopii mohou byt potizeny fotografie, které pak slouzi k dal§imu

zpracovani a statistickému vyhodnoceni [150].

Pro transmisni elektronovou mikroskopii byly pouzity vzorky ptipravenych liposomu
uskladnéné pti 4 °C. Nejprve byly médeéné sitky s tenkym uhlikatym filmem vlozeny do apa-
ratury generujici doutnavy vyboj, aby doslo k jejich hydrofilizaci. Poté bylo na kazdou sitku
pipetovano 5 ul liposomti a ponechdno 60 sekund interagovat. Poté byl piebytek liposomi
odstranén a na sitku bylo pfidano 5 pl 2% uranyl acetatu, ktery slouzi jako kontrastni latka.
Piebytek této kontrastni latky byl po jedné minuté opét odpipetovan, sitka byla vlozena do

mikroskopu a byl pofizen a uloZen mikroskopicky obraz liposomd.

7 we

7.5 Enkapsula¢ni u¢innost

Enkapsula¢ni U¢innost byla méfena z diivodu zjisténi, jaké mnozstvi esencidlniho
oleje je dana formulace schopna enkapsulovat. Tento poznatek je dtlezity pii ptipravé dal-
Sich formulaci ¢i pii jejich samotném praktickém vyuziti.

I pii zjistovani enkapsula¢ni u¢innosti nebylo snadné jednoznaéné zvolit metodu, kte-
rou bude mnozstvi oleje ve vzorku stanoveno. Po fad¢ pfedbéznych testl se nakonec jako
nejucinngjsi ukazal zplsob spektroskopického stanoventi, pro které byla sestavena kalibracni
fada z roztokl esencialniho oleje rozpusténého v methanolu. Roztoky byly piipraveny
Vv koncentraénim rozmezi 0-15 mg/mL, jelikoz pfi pfipravé liposomi byla vychozi koncen-
trace oleje 15 mg/ml. Koncentra¢ni fadou byly pokryty mozné koncentrace oleje v liposo-
mech od minimdalniho aZ po maximalni mnoZstvi. Takto pfipravené standardy kalibra¢ni
fady byly 1000 x zfedény a byla prométena jejich absorpcni spektra. Stejnym zpisobem
byly proméfeny i jednotlivé formulace. Esencialni olej byl z liposomt uvolnén jejich roz-
pusténim v methanolu a hodinovou sonikaci v 1azni. Z kalibra¢ni ptimky pak byla stanovena

koncentrace esencialniho oleje v liposomech.
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7.6 Antimikrobni aktivita liposomi

Diskova difuzni metoda je kvalitativnim testem pro stanoveni inhibice bakterialnich
kmeni latkami rGzného piivodu, které se obvykle aplikuji na sterilni papirové disky a necha-
vaji s bakteridlnimi kulturami inkubovat. Tyto latky z diskd difunduji a postupné se uvoliuji
do zivné pidy kontaminované bakteriemi. Rezistence ¢i citlivost daného bakteridlniho
kmene se hodnoti dle pfipadného vzniku a velikosti inhibi¢ni zony na agarové kultivacni
pudé (v této oblasti nedochazi k mnozeni bakterii) [151].

Na Petriho misky s Muller-Hintonovym agarem bylo naneseno a klickou rozetfeno
100 ul suspenze kultury Escherichia coli nebo Staphylococcus aureus. Bakterialni suspenze
byly natedény na 0,5 CFU/ml dle McFarlandovy stupnice. Poté bylo na kazdou misku umis-
téno 6 sterilnich papirovych diskil, na které bylo vzdy pipetovano 10 pl ptipravenych lipo-
somi o rizném fedéni (koncentrovany, 2 x, 4 x, 8 x a 16 x fedény) a 10 pl demineralizované
vody, ktera slouzila jako reference. Misky byly ponechény 24 hodin v termostatu pii 37 °C

a nasledné byl vyhodnocen bakteridlni riist na jejich povrchu.

7.7 Stanoveni transdermalni absorpce in vitro

7.7.1 Biologicky material

Pro stanoveni transdermalni absorpce byla pouzita kiize z vnitini strany ucha prasete
domaciho. Tato klize nesmé&la byt naruSena €i spafena, jelikoZ by poruSeni kozni bariéry
mohlo znamenat zkresleni vysledki. Usni boltce byly uchovavany pii — 20 °C a pted samot-
nym experimentem byly Z mrazni€ky vytaZeny a Setrn¢€ rozmrazeny. Vnitini ¢ast boltce byla
poté oholena pomoci jednordzové holiciho strojku a kiize byla skalpelem opatrné odiezana
od us$ni chrupavky (Obr. 1). Takto ziskana kize (obsahovala vSechny vrstvy epidermis a
dermis) byla dale rozdélena na vzorky o velikosti 2,2 x 2 cm. Homogenita a propustnost
jednotlivych koznich vzorki byla stanovena pomoci méfeni transepidermalni ztraty vody
(TEWL) a byla rovnéz zméfena tloustka kuze pomoci mikrometru (Obr. 2). Pro test byly
vybrany jen ty vzorky kiiZze, jejichz hodnota TEWL nepfesahla 15 g/m?h, coz svédéilo o

dobré bariérové funkci pouzité kiize. Vzorky tak byly pfipraveny pro okamzité testovani.
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Obr. 1: Preparace kiize od chrupavky

Obr. 2: Aparatura pro stanoveni TEWL pouZité kiiZe



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

7.7.2 Transdermalni absorpce pomoci Franzovych difuznich komirek

Aparatura se skladala ze sedmi Franzovych komurek, kazda s pfivodnou a odvodnou
hadic¢kou na receptorovou kapalinu, a vodniho Cerpadla, které zajistovalo v celém méticim
systému konstantni teplotu 32 °C po celou dobu experimentu (Obr. 3). Akceptorova ¢ast
Franzovych komurek byla naplnéna receptorovou kapalinou a na ni byl pfiloZzen vzorek ktize
rohovou vrstvou smérem vzhiru tak, aby se v systému nenachazely zadné vzduchové bub-
liny a kiize byla celou spodni plochou v kontaktu s kapalinou. Kiize byla ponechana 30 minut
ke kondicionaci, nasledn€ na ni byla polozena kryci ¢ast komurky, do jejihoz otvoru bylo
rovnomérné automatickou pipetou naneseno 60 pl ptipravené suspenze liposomi. Vzorky
byly pipetovany v dupletu, pouze doplitkové liposomy DPPC s cholesterolem (5/1) pouze
jednou. Po uzavieni komurek trval experiment 24 hodin ve stacionarni fazi (receptorova ka-

palina nebyla v pribéhu ménéna za novou).

Obr. 3: Aparatura pro transdermalni

absorpci — Franzovy komurky
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7.7.3 Zpracovani vzorki

Po uplynuti ¢asového intervalu byly Franzovy komurky otevieny a vrchni ¢ast ko-
murky, ktera byla ve styku s kiizi, byla oplachnuta a ponechéana pro dalsi analyzu (vzorek
1). Ze vzorku kiize byl odpipetovan ¢i seSkrabnut zbytek nanaSené latky (vzorek 2) a vy-
stithnut tercik, kam byla aplikovana latka. Zbytek ktize v okoli ter¢iku byl rozstiihdn na malé
kousky (vzorek 6). Z ter¢iku bylo pomoci lepici pasky opétovnym (4x) strhavanim odstra-
nény jednotlivé vrstvy stratum corneum (vzorek 3). Teréik zbaveny rohové vrstvy byl svoji
svrchni stranou pfitlaéen na michadlo se zapnutym ohfevem az do vzniku puchyfte epider-
mis. Ten byl pinzetou strzen (vzorek 4) a zbyla dermis byla rozstiithana na malé kousky
(vzorek 5). Takto ptipravené vzorky byly uskladnény pro dalsi analyzu v 1 ml methanolu pti
—20 °C. Receptorova kapalina, kterd se nachazela ve Franzovych komitirkach pod kizi, v tzv.
akceptorové Casti, byla natedéna 300 pl Cisté receptorové kapaliny (vzorek 7) a taktéz

uskladnéna pti —20 °C v plastovych mikrozkumavkéch k dalsi analyze.

7.7.4 Analyza koZnich vzorki

V liposomech byl enkapsulovéan esencidlni olej, tudiz by bylo obtizné vyuzit pro de-
tekci kapalinové chromatografie, jelikoz se jedna o latku s heterogennim sloZenim a zpraco-
vani 1 interpretace vysledkl by byly ¢asove€ naroc¢né. Z toho diivodu bylo pro detekci esen-
cialniho oleje v jednotlivych vrstvach klize vyuzito jeho spektralnich vlastnosti. Jednotlivé
extrakty byly méteny proti blanku (methanol ¢i receptorova kapalina) na spektrofluorometru
za excitacnich a emisnich vinovych délek typickych pro samotny olej. Pfi tomto méteni bylo
mozné sledovat hladiny fluorescence pfi urcitych vinovych délkach a porovnavat je mezi

sebou.

7.7.5 Transdermalni absorpce pomoci fluorescencni detekce

Biologicky material byl zpracovan stejnym zpisobem jako v kap. 7.7.1. Kize byla
rozdélena na vzorky velikosti 1 x 1 cm. Jamky mikrotitracni desticky byly naplnény az po
okraj receptorovou kapalinou a byl na n¢ umistén vzorek kiize a ponechan 30 minut pro
dostate¢nou hydrataci a vyrovnani povrchu. Systém byl prekontrolovan kviili nezadoucimu
vyskytu vzduchovych bublin. Desticka 1 s kiizi byla ptikryta vickem, ve kterém byly vyvr-
tany otvory pfesné o velikosti jamek v desticce. Toto vicko bylo zafixovano po krajich pro

lepsi ptilnavost ke kiizi a dostatecné utésnéni okoli tercikl. Na vzorky kiize bylo pipetovano



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

30 ul liposomti. Takto pfipravena desticka byla vlozena do spektrofluorometru vytempero-
vaného na 32 °C a prichod liposomt s esencidlnim olejem koznimi vzorky byl sniman po

24 hodin.

7.8 Cytotoxicita

7.8.1 Cytotoxicita na mysich fibroblastech

Vybrana bunééna linie mysich fibroblastli uchovavana pii 37 °C byla vizualné zkon-
trolovana pod mikroskopem (viabilita bun€k) a poté bylo z kultivacni nadoby odsato pieby-
te¢né médium. Nadoba byla vyplachnuta 10 ml PBS a kapalina byla poté opétovné odsata.
Pro uvolnéni pfisedlych bunck byly pipetou piidany 4 ml trypsinu a celd nddoba byla umis-
téna na 15 minut do termostatu pii 37 °C, uvolnéni bun¢k bylo ovéteno vizualizaci mikro-
skopem. Po pfidani média byly buniky centrifugovany 3 minuty pii 1100 rpm za teploty
37 °C. Piebyte¢né médium bylo odpipetovano a zbylé buiiky nafedény na pocet 10% v 1 ml.
Do mikrotitra¢nich desti¢ek bylo pipetovano 100 ul suspenze bunék, které byly ponechany
24 hodin v termostatu pii 37 °C. Nasledujiciho dne bylo ptebyteéné médium odsato, do ja-
mek bylo napipetovano 100 pl liposomt fedénych na 50, 40, 30, 20, 10 a 5% koncentraci
puvodni liposomalni disperze. K referenénim vzorktim pak bylo ptidano pouze 100 pl kul-
tivacniho média. Takto pfipravené vzorky byly kultivovany 24 hodin v termostatu pti 37 °C.
Poté bylo prebytecné médium 1 extrakt odsaty, do jamek bylo pfidano 100 pl nového média
a 10 ul MTT (5 mg/ml) a byla provedena naslednd inkubace (4 hodiny). Z misek bylo poté
odstranéno piebyte¢né médium a bylo pfidano 80 pl DMSO, které se nechalo 15 minut pi-
sobit. Pro hodnoceni vysledku byla métena absorbance pii 570 nm. JelikoZ zivé buitkky méni
zluté MTT na modry formazan, byla Zivotaschopnost bun¢k v pfitomnosti liposomti hodno-
cena pomoci této barevné zmény. U kontroly se pfi dané vinové délce oc¢ekavala vyssi ab-

sorbance.

7.8.2 Cytotoxicita na lidskych leukemickych buiikach

Pro experiment byla pouzita bunétna linie U937 (pro-monocytova lidska myeloidni
leukemickd bunécna linie) v kultivaénim médiu RPMI 1640 pti 37 °C. Ve vzorku bunééné
disperze byl pomoci pfistroje ,,cell counter zméten obsah bunck a jejich piislusna viabilita

pomoci vizualizace bunék 4% trypanovou modii pouzité v poméru se vzorkem 1:1. Poté
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bylo do jamek mikrotitra¢ni desticky pipetovano 50 pl suspenze bunck a k nim ptidano 50 pl
liposomt o koncentracich 100, 80, 60, 40 a 20 % vzhledem ke koncentraci ptivodni. Redéni
bylo provedeno kultivatnim médiem. Bunky spolu s liposomy (potencialnimi inhibitory bu-
nécného ristu) byly kultivovany 24 hodin pii1 37 °C a poté byl stanoven pocet a viabilita

bunék. Jako reference bylo k buné¢né linii pfidano samotné kultivaéni médium.

7.9 Inhibice Na*, K*- ATPasy

Sodno-draselna pumpa (Na*/K*-ATPasa, E.C. 3.6.3.9, NKA) je enzym zasadniho vy-
znamu pro vsechny zivocisné burky. Je to hlavni determinant cytoplazmatickych koncen-
traci sodnych a draselnych ionti a potencidlu plazmatické membrany. Gradient Na* na
plazmatické membrané je nezbytny pro fadu sekundarnich aktivnich transportérit (napft.
Na*/Ca®* a Na*/H") nebo Na*-dependentni transportér glukédzy, a proto NKA neptimo regu-
luje také koncentrace dalSich fyziologicky vyznamnych rozpustnych latek. Nekontrolovana
inhibice NKA tak mtize mit za nasledek zavazna onemocnéni, jako jsou selhani ledvin, hy-
pertenze nebo diabetické neuropatie [152] nebo v limitnim ptipad¢ dokonce smrt. Hlavni
specificky inhibitor NKA kardioglykosid ouabain byl ptivodné pouzivan jako Sipovy jed
[153].

7.9.1 Biologicky material

Cerstvé praseci ledviny byly zpracovavany pti 4 °C. Nejdiive byly nakrajeny na
platky o Sitce 0,5 — 1 cm. Z nich byla poté vyfezdna tmava tkan, ze které byl odstranén
piebytecny tuk. Zbyla tkan byla zhomogenizovana a chlazena v pufru (30 mM L-histidin,
250 mM- sacharoza, pH 7,3). Poté byl pfebytecny pufr odlit a tkan byla smichana s druhym
pufrem (25 mM imidazol, 250 mM sachar6za, | mM EDTA, pH 7,4) a ledovymi kostkami
ptipravenymi z tohoto pufru. Tato smés byla kratkymi pulzy rozmixovana a zhomogenizo-
vana homogenizatorem Potterova typu. Nasledovala centrifugace 3700 g po dobu 20 minut
pii 4 °C. Supernatant S1 byl uchovan na ledu, pelet byl rozpustén v druhém pufru a opét
homogenizovan. Centrifugace se opakovala za stejnych podminek a ziskany supernatant S2
byl ptidan k S1. Spojené supernatanty S1 a S2 byly centrifugovany pii 7400 g po dobu 20
minut pii 4 °C. Vznikly supernatant byl pouzit na ultracentrifugaci 38000g (14600 rpm) po

dobu 40 minut pii 4 °C. Vznikly pelet se resuspendoval v druhém pufru a homogenizovan.
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Takto vzniklé mikrosomy NKA interagovaly 24 hodin s roztoky SDS, poté byly ultracentri-
fugovany pii 127000 g (31 800 rpm) po dobu 50 minut pti 4 °C. Pelet byl resuspendovan
v pufru (20 mM L-histidin, 250 mM sachar6za a 0,9 mM EDTA, pH7) a ultracentrifugovan
za stejnych podminek. Resuspendace a ultracentrifugace byly opakovany ctytikrat. Vy-
sledny pelet resuspendovany v pufru obsahoval ¢istou NKA beze zbytkl plasmatické mem-
brany. U NKA byla stanovena koncentrace metodou Bradfordové (jako standart byl pouzit

bovinni sérovy albumin) [154] a dale byl uskladnén pii —80 °C.

7.9.2 Baginsky assay

Méfeni aktivity NKA bylo provedeno pomoci Baginsky assay [155]. Test byl proveden
v mikrotitra¢nich destickach a automatizovan v pipetovaci stanici. Reakéni pufr byl slozen
z 325 mM NaCl, 50 mM KClI, 7,5 mM MgCl; a 75 mM imidazolu, pH 7,2. NKA izolovana
z prasecich ledvin byla smichana s reakénim pufrem bez ATP. VSechny liposomy (testované
jako inhibitory) byly nafedény vodou bezprostiedné pfed métenim a pak byly pfedem smi-
chény s reakénim pufrem na pozadovanou koncentraci. Nasledné bylo do 20 pl roztoku NKA
ptidano 10 pl roztoku inhibitoru (liposomti) a inkubovano po dobu 5 minut. Ke referenénimu
vzorku bylo ptidano pouze 10 pl vody. Reakce byla zahdjena ptidanim roztoku ATP (20 pl,
7,5 mM). Reakce probihala 6 minut pfi pokojové teploté a pak byla zastavena pfidanim 75
ul barviciho roztoku, ktery byl tvofen 160 mM kyselinou askorbovou, 3,7% kyselinou oc-
tovou, 3% SDS a 0,5% molybdenanem amonnym. Barvici reakce byla zastavena po dalSich
8 minutach pfidanim 125 pl roztoku slozeného z 0,9% citratu bismutu, 0,9% citratu sodného
a 3,7% HCI. Metoda Baginsky detekuje produkt hydrolyzy ATP, anorganicky fosfat, ktery
interaguje s molybdenanem amonnym. Reakce ma za nasledek zménu barvy, kterd mize byt
sledovana jako zména absorbance pii 710 nm. Kalibra¢ni pfimka byla stanovena pomoci
roztoku KH2PO4. Aktivita NKA se standardné odhaduje za pouziti ouabainu, ktery slouzi
jako specificky inhibitor NKA. Aktivita ATPasy klesa na méné neZ 10% v pfitomnosti 10
mM ouabainu. Tato rezidudlni aktivita v pfitomnosti ouabainu byla odectena od celkové
odhadované ATPasove aktivity v neoSetfenych vzorcich ouabainu a vSechna data jsou pre-

zentovana jako aktivita ATPasy citlivd na ouabain.
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7.10 Stabilita liposomii

Stabilita liposomt byla hodnocena na zékladé zmény distribuce ¢astic a méfeni zeta
potencialu v tydennich intervalech dle postupu v kap. 7.3. Dale byly zmény na liposomech
sledovany pomoci mikroskopického pozorovéni. Liposomy byly snimkovany po 15 dnech
transmisnim elektronovym mikroskopem viz kap. 7.4. V poslednim testu byl pak stanoven
vliv soli na stabilitu liposomi. Liposomy byly inkubovany s CaClz po dobu 24 hodin. Mnoz-
stvi soli bylo voleno tak, aby vysledna koncentrace soli v roztoku byla v rozmezi 0,001 az

1 M. Poté byla zméfena velikost Castic a zeta potencial viz kap. 7.3.
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8 VYSLEDKY

8.1 Spektralni charakteristiky

V prvnim kroku byl proveden screening rtiznych olejii vhledem K jejich spektralnim
charakteristikam. Test byl proveden za ucelem volby oleje vhodného pro enkapsulaci. Jako
vhodny pomér disperze liposomt a rozpoustédla pro méfeni absorbance byly pouzity 2 ul
ziedéného esencialniho oleje rozpusténého v 2 ml ¢istého methanolu. Spektra byla promé-
fovana od 200 do 600 nm (Obr. 4-7). Mé&feni jsou pouzitelna pro absorbanci v intervalu

0,005-1, mimo tento rozsah jsou zatizena chybou.

3 1,2
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Obr. 4: Absorpcni spektrum hiebickového esencialniho oleje (10x ziredény)
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Obr. 5: Absorpcni spektrum tymianového esencialniho oleje (10x ziedeny)
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Obr. 6: Absorpcni spektrum esencialniho oleje z hermanku (40 x ziedény)
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Obr. 7: Absorpcni spektrum skoricového esencidlniho oleje (80x ziredény)

Pii méfeni emisnich spekter byly jako excitacni hodnoty vlnovych délek pouzity ma-
xima ze spekter absorp¢nich. Oleje byly rozpoustény v methanolu ve stejném pomeéru jako
u absorpcnich méfeni, pied samotnym méfenim byly vSak fedény — hiebickovy 10x, tymid-

novy 5 x, hefmankovy a skoficovy 20 x. Spektra jsou uvedena na Obr. 8 a 9.
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Obr. 8: Emisni spektra esencidlnich olejii z hiebicku a tymidnu
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Obr. 9: Emisni spektra esencialnich olejii z hermdanku a skorice
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8.2 Priprava liposomu

Liposomy byly pfipraveny dle postupu uvedeného v kap. 7.2. Dialyza probihala v celu-
losovych stiivkach s cut-off 14 kDa. Vzhled liposomi je ilustrovan na Obr. 10.

Obr. 10: Liposomy po dialyze; A) DPPC,
B) DPPC-CH 7/3, B2) DPPC-CH 5/1, C) DPPC-DPPS 7/3

8.3 Velikost ¢astic a zeta potencial

Velikost ¢astic byla pocitdna primérem z 12-16 namétenych cykll (dle heterogenity
vzorku) vzdy ve tftech opakovanich. Zeta potencial byl také méfen ve tfech opakovanich, pii
kazdém byl vzorek proméfen max 100 cykly a hodnoty zprimérovany (Tab. 2). Distribuce
velikosti studovanych liposomi stanovené na zéklad¢ intenzity, objemu a poctu jsou pak

uvedeny na Obr. 11 az 14.

Tab. 2: Velikost castic a zeta potencial vytvorenych liposomii vyjadrené jako primer £+

smerodatna odchylka

Vzorek Primérna velikost [nm] Zeta potencial [mV]

DPPC 210+3 1,1+£0,8
DPPC-DPPS 157+5 -25,5+£0,8
DPPC-CH 7/3 222 4+ 20 -18,4+ 1,1
DPPC-CH 5/1 526 £ 31 -7,5+£1,0
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Obr. 11: Distribuce velikosti liposomii z DPPC dle intenzity, objemu

a poctu castic
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Obr. 12: Distribuce velikosti liposomit z DPPC-DPPS (7/3) dle intenzity, objemu

a poctu castic
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Obr. 13: Distribuce velikosti liposomii z DPPC-CH (7/3) dle intenzity, objemu

a poctu castic
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Obr. 14: Distribuce velikosti liposomii z DPPC-CH (5/1) dle intenzity, objemu

a poctu castic
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8.4 Elektronova mikroskopie

U vzorkll liposomil byla pomoci transmisni elektronové mikroskopie sledovéna jak
morfologie, tak i1 velikost. Hodnoty velikosti liposomil byly porovnéany s vysledky naméte-
nymi pomoci DLS. Pfedmétem zajmu byl i tvar liposomu, jejich lamelarita a homogenita
suspenze. Jelikoz byly zkoumany ¢étyfi formulace s riznym slozenim i ndbojem membrany,

bylo oc¢ekavano jejich rozdilné chovani v prostiedi vakua i interakce s kontrastni latkou. Pro

snimkovani bylo u v§ech vzorki pouzito zvétSeni 40 000x. Vysledky jsou uvedeny na Obr.

15 az 18.

1 500 nm

Obr. 15: Liposomy pripravené z DPPC (velikost castic 100-200 nm)

Obr. 16: Znacné popraskana populace liposomii z DPPC-DPPS (velikost 100 nm)
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Obr. 17: Agregované liposomy z DPPC-CH v pomeru 7/3

Obr. 18: Agregované a rozpadlé liposomy z DPPC-CH v poméru 5/1

8.5 Enkapsula¢ni u¢innost

Po pfeméteni absorpcnich spekter roztokt z kalibra¢ni fady esencidlniho oleje byla ve
stejném fedéni proméiena i spektra jednotlivych formulaci liposomt s uvolnénym esencial-
nim olejem (Obr. 19, 20). Maximalni absorbance skoficového esencialniho oleje byla zazna-
menana pii vinové délce 285 nm. Pravé z hodnot absorbance pii této vinové délce byla se-
stavena kalibraéni ptimka (Obr. 21)a dle jeji rovnice byla vypocitana, na zakladé hodnot
absorbance esencialniho oleje uvolnéného z liposomti, koncentrace oleje v jednotlivych for-

mulacich (Tab. 3).
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Obr. 19: Absorpcni spektra kalibracni Fady esencidlniho oleje
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Obr. 20: Absorpcni spektra formulaci s esencidalnim olejem rozpusténd v methanolu
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Obr. 21: Kalibracni primka esencidlniho oleje

Tab. 3 : Enkapsulacni ucinnost studovanych liposomii stanovend pomoci absorpcniho me-

reni
Vzorek ¢ [mg/mi] Enkapsulaéni uc¢innost [%]
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 Antimikrobni aktivita

Po inkubaci vzorkl na Petriho miskach s mikroorganismy nedoslo ke vzniku inhibi¢-
nich zoén, tudiz nebylo mozné usuzovat miru interakce a piipadné inhibice Kkultur

Escherichia coli a Staphylococcus aureus (Obr. 22, 23).

Obr. 22: Diskova difuzni metoda pro liposomy
DPPC (vlevo) a DPPC-DPPS (vpravo)

Obr. 23 : Diskova difuzni metoda pro liposomy
DPPC-CH 7/3 (vlevo) a DPPC-CH 5/1 (vpravo)
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8.7 Stanoveni transdermalni absorpce in vitro

Integrita pouzitych koznich vzorkli byla stanovena pomoci transepidermalni ztraty
vody (TEWL). Ta byla méfena Tewametrem na ktizi oddélené od chrupavky. Na kazdém
vzorku bylo provedeno patnact méteni a v Tab. 4 je uveden jejich primér. Tloustka kuze
byla métfena pomoci mikrometru. Sedm vzorki kiize bylo pouZzito pro hodnoceni transder-

malni absorpce ve Franzovych komurkach, osmy vzorek slouzil pro fluorescen¢ni stanoveni.

Tab. 4: TEWL a tloustka kize pouzité pro nasledna méreni

Vzorek kuize TEWL [g/hm?] Tloust’ka ktize [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 ziskané pfi testu transdermdlni penetrace pomoci Franzovych ko-
mirek byly extrahovany v methanolu. Mnozstvi esencialniho oleje pfitomného v jednotli-
vych vrstvach ktuze pak bylo hodnoceno spektroskopicky. Fluorescence vSech vzorku byla

sectena a pocitana jako celkova (100 %), poté bylo vypocteno procentudlni zastoupeni oleje

v odebranych vrstvach ktze (Tab. 5, Obr. 24).
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Tab. 5: Fluorescence zaznamenana v jednotlivych vrstvach kiize po transdermalni absorpci

ve Franzovych komiirkdach

Vzorek [%]
DPPC DPPC-DPPS DPPC-CH DPPC-CH
7/3 5/1

Komirka 48+ 1,6 9,7+3,7 10,5 £ 3,5 5,5+0,6
Povrch kiize 2,2+0,2 80+54 140+1,1 1,9+0,5
Stripy 09+1,3 1,7+2,3 8,6 4,7 1,3+0,1
Epidermis 49+0,7 23+1,5 8,8+4,3 72+1.2
Dermis 6,0+54 20,0 £ 8,1 13,8 £ 0,8 9,7+34
Zbytek 21,0+ 8,4 34,0 £2,5 13,6 £4,2 29,8 £ 6,4
Receptorové kapalina 60,3 + 13,1 245+44 30,8 + 14,7 44 8 £7,5
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Obr. 24: Procentudlni zastoupeni esencidlniho oleje vV jednotlivych vrstvich
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Pro fluorescencni detekcei transdermalni absorpce v realném Case byl vzorek sniman de-

tektory z horni i spodni ¢asti pro vizualizaci rychlosti pruniku latky kazi (Tab. 6)

Tab. 6. Intenzita fluorescence detekoviana hornim detektorem (T) a spodnim (B) pri

transdermalni penetraci pripravenych liposomii

Fluorescence [R. J.]
Cas [h] DPPC DPPC-DPPS DPPC-CH DPPC-CH
713 5/1

T B T B T B T B
0 | 2487 0 | 2487 | o0 2202 0 2418 0
Vo oasa | a3 | 2377 | 26 1940 | 168 | 2398 | 80
2 | 2360 | 200 | 2318 | 46 1886 | 252 | 2379 | 227
3 | 2006 | 267 | 1191 | 430 | 1512 | 752 765 | 577
4 | 1705 | 617 | 961 | 679 | 1320 | 46 620 | 827
> | 1387 | 813 | 772 | 881 | 1506 | 986 | 440 | 1023
© | 1045 | 997 | 471 | o978 | 1106 | 1778 | 356 | 1094
! 332 | 1210 | 361 | 1115 | 442 | 2162 | 277 | 1185
8 245 | 1344 | 203 | 1289 | 320 | 2360 | 199 | 1421
; 216 | 1565 | 126 | 1452 | 212 | 1970 | 155 | 1571
01 4g | 1722 | o | 1565 | 102 | 1931 | 105 | 1712
- 0 1950 | 19 | 1739 50 1857 50 1767
12 21 | 1831 | 8 1910 0 1865 0 1827
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Obr. 26: Fluorescence esencidlniho oleje detekovand spodnim detektorem
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8.8 Hodnoceni cytotoxicity

8.8.1 Mysi fibroblasty

Cytotoxicita na mysich fibroblastech byla métfena absorpénim readerem v mikrotitrac-
nich testickach. Na zaklad¢ hodnot absorbance byla pak stanovena zivotaschopnost bunék
pfi raznych koncentracich pfidanych liposomi s obsazenym esencidlnim olejem. Kazda
koncentrace liposomti byla méfena ve ¢tyfech opakovanich a hodnoty primérovany. Pru-
mérna hodnota absorbance pro referencni vzorek bez pfitomnosti liposomt byla 1,52 + 0,09
a je brana jako relativni hodnota Zivotaschopnosti bunék rovna 100 %. Vysledky jsou uve-

deny v Tab. 7.

Tab. 7: Hodnoty zivotaschopnosti mysich fibroblastit po inkubaci s liposomy

Koncentrace Zivotaschopnost fibroblastt [%]
liposomui DPPC DPPC-DPPS DPPC-CH DPPC-CH
[%] 713 5/1
50 54+0,2 8,1+£27 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 5004 53+03 58+0,1 57+03
20 5,9+0,9 5,3+£0,1 5,0£0,3 5,8+0,3
10 65,2 +8,6 21,5+ 153 4,8+0,2 47,6 + 3,7
5 823 +3.0 54,7 + 5.6 53+02 72.0+43
8.8.2 U937

Pted inkubaci s liposomalnimi disperzemi byla kultura nddorovych bun€k zméfena a
bylo zjisténo, Ze 8 x 10° bunék v 1 ml kultivaéniho média je Zivych, coz predstavuje 79 %
bunék z celkového poctu. Kontrolni buiiky byly kultivovany pouze s €istym médiem a pru-
mérné zastoupeni zivych bunék po inkubaci zde dosahovalo 3,62 x 10° bunék/ml, tedy 60 %.
Vysledky zmény zivotaschopnosti bunék inkubovanych se studovanymi liposmy jsou uve-
deny v Tab. 8.
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Tab. 8: Hodnoty Zivotaschopnosti rakovinnych bunek U937 po inkubaci s liposomy

Koncentrace Zivotaschopnost nadorovych bunék
liposomii [pocet Zivych bunek v 1 ml média, % zivych bunék z celkového poctu]
%] DPPC DPPC-DPPS DPPC-CH DPPC-CH
713 5/1
100 5,18 x 10° 2x10° 4,86 x 10° 4,77 x 10°
43 75 48 46
80 1,42 x 10° 5,16 x 10° 4,78 x 10° 2,84 x 10°
36 55 44 33
60 8,33 x 10* 5,44 x 10° 3,1 x10° 2,69 x 10°
35 42 37 49
40 1,44 x 10° 5,28 x 10° 2,13 x 10° 1,36 x 10°
41 42 34 42
20 1,06 x 10° 4,28 x 10° 9,44 x 10° 1,39 x 10°
34 41 30 45

8.9 VIlivnaNa", K'-ATPasu

Z diivodu ptitomnosti esencialniho oleje v liposomech byla o¢ekéavana inhibice sodno-
draselné pumpy. Dle literatury [156] je v8ak rovnéz intenzivné zkoumana interakce nékte-
rych domén Na'/ K*-ATPasy se specifickymi fosfolipidy, které mohou naopak mit za nasle-
dek indukei jeji aktivity.

Do reakce bylo ptidano 10 pl liposomt, potencidlnich inhibitord, 0 5, 10, 25 a 50%
koncentraci plivodni liposomalni disperze, pfi¢emz objem vSech ostatnich komponent byl
240 pl. Vzorky ptipravenych liposomi byly tedy jesté 25 x fedény. Protein byl inkubovan
s inhibitory (liposomy) po dobu 5 minut. Celé¢ méfeni probihalo za konstantni teploty 25 °C.
Vysledna aktivita byla pocitdna jako rozdil oubainové aktivity a specifické aktivity pumpy.

Vliv ptisobeni liposomi na aktivitu ATPasy je souhrnné ptedstaven v Tab. 9.
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Tab. 9: Vyslednd aktivita Na*, K*-ATPasy po reakci s liposomy
Koncentrace
inhibitoru 0 5 10 25 50
[%]
Vzorek Vysledna aktivita [%]
DPPC 43+£0,5 2,5+0,5 3 8+1,1 82+04 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 46+1,0 5,0+£0,6

8.10 Stabilita liposomii

Stabilita liposomil byla sledovana v ¢ase pomoci méfeni velikosti ¢astic a zeta poten-

cialu v tydennich intervalech. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 10 a 11.

Tab. 10: Stabilita liposomii v ¢ase hodnocena ze zmén jejich velikosti stanovené ihned po

priprave, po 1, 2 a 3 tydnech skladovani pri 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




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

75

Tab. 11: Stabilita liposomii v ¢ase hodnocena ze zmén jejich zeta potencialii ihned po pri-

pravé, po 1, 2 a 3 tydnech skladovani pri 4 °C

Vzorek Zeta potencial [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 -182+1,0 | -349+24
DPPC-CH 7/3 -19,0+1,5 -15,4+0,8 -434+43 | -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 soli na stabilitu liposomti byl zkoumén v prostiedi chloridu vapenatého a charak-

terizovan pomoci zmény distribuce velikosti ¢astic a zeta potencialu (Tab. 12, 13)

Tab. 12: Zména distribuce velikosti cdstic po inkubaci s CaCly o riznych koncentracich

Vzorek Velikost [nm]
oM 0,001 M 0,01 M 0,1M 1M
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 681 + 40 442 + 37 578 + 44 406 + 58 577+ 73
713
DPPC-CH 526 + 31 367+ 11 232+ 6 247+ 1 287+ 11
5/1
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Tab. 13: Zména zeta potencialu liposomii po inkubaci s CaCly o riznych koncentracich

Vzorek Zeta potencial [mV]
oM 0,001 M 0,01 M 0,1M 1M

DPPC 3,9+09 -8,7+ 1,4 8,3+1,6 10,5+ 0,6 15,6 £ 0,8

DPPC-DPPS | -31,1+2,5 | -233+1,2 | -16,0£0,7 -7,0£0,5 7,1+0,6

DPPC-CH -204+1,0 | -20,8+1,3 | -13,9+0,7 -1,7+£0,1 4,1+0,5
7/3

DPPC-CH -164+1,7 | -2,8+0,8 0,3+0,2 7,7+23 125+1,0
5/1

Dale byly sledovany i zmény v morfologii a velikosti liposom{. Na elektronovém

mikroskopu byly snimkovany liposomy staré 2 tydny. Byla sledovana distribuce jejich veli-

kosti, agregaty, lamelarita, ruptury, celkové zniceni a reaktivita s kontrastni latkou (obr. 27

az 30).

Obr. 27: Dva tydny staré liposomy pripravené z DPPC (velikost

c¢astic 100-200 nm)
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-1 500 nm

Obr. 29: Znacne popraskana populace liposomit z DPPC/cholesterol v poméru 7:3 o veli-
kosti okolo 100 nm stari 2 tydnii

Obr. 30: Dva tydny staré liposomy od velikosti 200 nm z DPPC/cholesterolu v pomeéru 5:1

S rupturamy
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9 DISKUZE

Vhodna latka pro enkapsulaci do liposomul byla vybirdna na zaklad¢ spektralnich
vlastnosti. Za timto G¢elem byla testovana fada esencialnich oleji i jejich majoritnich slozek.
Na zaklad¢ absorpc¢nich spekter byly vyrazeny esencidlni oleje z maty, tea tree, eukalyptu,
ze slozek oleji pak mentol a citral, jelikoz nedosahovaly vyznamnych hodnot absorbance
ani pfi malém fedéni. I kdyz absorbance dalsich testovanych slozek esencialnich oleju byla
dostatecna, nebyly pfesto cinnamaldehyd, eugenol, thymol a carvacrol pro dalsi experimenty
pouzity, jelikoz jejich samotna spektra tvoti pfevaznou ¢ast spektra oleji, ve kterych se tyto
slouceniny vyskytuji. Navic minoritni slozky olejii modifikuji celkové Gcinky oleji, slozky
mezi sebou interaguji a mohou navzéjem tlumit ¢i zesilovat sviij u¢inek. Proto bylo pro dalsi
fluorometrickou analyzu pouzito pouze esencialnich oleju z hitebicku, tymianu, hefmanku a
skotice. Tyto oleje byly excitovany pii vinovych délkach odpovidajicich absorpénim maxi-
mum v UV-Vis oblasti. Na zakladé emisnich spekter byl jako vhodny esencialni olej pro
dalsi experimenty zvolen olej skoficovy, jelikoz vykazoval nejvyssi emisi a byl tedy nej-

vhodné&jsi pro spektralni analyzy extraktt vzorki ktize po transdermalni penetraci (Obr. 9).

V dalsim kroku byl tedy tento olej pouzit pro ptipravu ¢tyt formulaci liposomt, ktera
byly provedena hydrataci forsfolipidového filmu s naslednou sonikaci. Jiz pfi ptiprave lipo-
somu dochazelo k rozdilnému chovani riznych formulaci fosfolipidi a cholesterolu, byla
napf. pozorovéana rozdilna rychlost vysychani filmu na sténach banky, filmy byly struktu-
raln€ odliSené a pfi hydrataci byly u nékterych formulaci viditelné kapicky neenkapsulova-
ného oleje. Po sonikaci se zacaly vyznamné odliSovat liposomy tvofené DPPC-DPPS, jeli-
koz se jejich suspenze jevila méné viskozni a oproti ostatnim formulacim méla nazloutlou
barvu (ostatni byly mlééné bile zakalené), coz mize souviset s fluiditou membrany a mnoz-

stvim enkapsulovaného oleje (Obr. 10).

Pti stanoveni distribuce velikosti liposomi bylo zjiSténo, ze vSechny formulace tvori
pomérné uniformni populace, jejich velikost je vSak ovlivnéna lipidovym sloZenim, jelikoz
1 pfes stejny zplsob piipravy dosahuji liposomy riznych formulaci rozdilnych velikosti
(Tab. 2). U formulaci z DPPC, DPPC-DPPS a DPPC-CH (7/3) bylo dosazeno velikosti 150
— 250 nm, coZ je piijatelnd velikost vezikul pro transdermalni penetraci. Pouze u formulace
tvofené DPPC-CH (5/1) se ani po opakované sonikaci nepodafilo vytvofit ¢astice mensi nez
500 nm. Pomér fosfolipidl a cholesterolu 7/3 je bran jako zlaty standard, proto bylo zajimavé

sledovat rozdilné chovani formulace s cholesterolem v jiném poméru.
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Pii stanoveni zeta potencialu bylo pfedpokladano, ze formulace s obsazenym fos-
fatidylserinem bude vykazovat jiné vlastnosti diky svému zapornému naboji pochazejicimu
Z tohoto zaporné nabitého fosfolipidu. Tento fakt byl potvrzen a u formulace DPPC-DPPS
byl naméfen nejvice zaporny potencial — 25,5 = 0,8 mV. Formulace s cholesterolem také
nabyvaly (diky jeho pfitomnosti) hodnot zdporného zeta potencialu, pouze liposomy tvoiené
DPPC mély zeta potencial blizky nule (1,1 £+ 0,8 mV), jelikoz fosfatidylcholin je neutralnim
fosfolipidem. VSechny formulace v§ak mély zeta potencial vyssi nez — 30 mV a niz$i nez 30
mV, tudiz lze, dle obecného pravidla, piedpokladat, ze jejich stabilita v ¢ase bude jen ome-
zena (Tab. 2).

Pfi porovnani snimkt potfizenych na transmisnim elektronovém mikroskopu s daty
naméfenymi pomoci dynamického rozptylu svétla na ptistroji Zeta sizer bylo zfejmé, Ze ve
vétsing piipadu jsou velikost i homo/heterogenita populace liposomi stanovena obéma tech-
nikami v dobré korelaci. U liposomt z DPPC nedochazelo k agregaci ¢i rupturam, populace
byla uniformni s velikosti liposomd 100 — 200 nm, liposomy byly uni- i multilamelarni
(Obr. 15). Liposomy s obsahem DPPS dosahovaly velikosti cca 100 nm v celém objemu,
ruptury odhalovaly multilamelaritu membran, dochédzelo v§ak k mirné flokulaci ¢astic (Obr.
16). U liposomu s cholesterolem DPPC-CH (7/3) dochazelo k flokulaci malych unilamelar-
nich vezikul za vzniku ttvari o velikosti 600 — 1000 nm; toto chovani miizeme pficitat cho-
vani vezikul ve vakuu ¢i reakci s kontrastni latkou pti TEM analyze, jelikoz jejich diive
naméfena velikost za béznych podminek dosahovala ~ 220 nm (Obr. 17). U liposomii s cho-
lesterolem (5/1) byl viditelny rozpad zna¢né populace liposomtl, coz bylo mozné detekovat
jako tmavsi plosky uvolnéného obsahu enkapsulované latky, které byly patrné v celém mi-
kroskopovaném objemu. Zbylé liposomy byly agregovany do nekulovitych utvarii slozité
struktury, nelze to vSak pficitat podminkdm elektronové mikroskopie, protoZe jiz dfive vy-
kazovala tato formulace diametralné vyssi velikost liposomil neZ v piipadé€ ostatnich formu-

laci (Obr. 18).

Vysledky méteni enkapsulacni u¢innosti byly piekvapivé (Tab. 3). Nejvyssi enkap-
sulacni G¢innosti bylo dosazeno u formulaci DPPC-DPPS a DPPC-CH (7/3), v nichZ bylo
zapouzdreno témér 30 % esencialniho oleje. U liposomu tvorenych pouze DPPC byla en-
kapsula¢ni uc¢innost pouha 3 %, coz muze byt pfisuzovano pfitomnosti velmi malych multi-
lamelarnich liposomt. U formulace DPPC-CH (5/1) dosahovala G¢innost 4 %, coz je také

ey, e

béhu piipravy, kdy malé liposomy agregovaly do vétsich struktur. O této skute¢nosti mohou
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sveédcCit 1 zminénad mikroskopicka pozorovani. Je mozné rovnéz uvazovat ze enkapsulacni
ucinnost mohla byt ovlivnéna i dialyzou, kterd byla pouzita pfi purifikaci liposomt pro na-

sledné biologické testy.

Hlavnim cilem diplomové prace bylo sledovat transderméalni penetraci piipravenych
liposomalnich dispersi modelem praceci kiize in vitro. Dle namétenych hodnot TEWL byly
vzorky ktize ve velmi dobrém (0 — 9 g/h m?) &i dobrém stavu (10 — 14 g/h m?) s neporusenou
bariérovou funkci, proto 1ze usuzovat, ze vysledek experimentu nebyl nijak zkreslen (Tab.
4). Pti vyhodnoceni transdermalni absorpce ve Franzovych komiirkach bylo prekvapivé de-
tekovano nejvetsi procentualni zastoupeni esencialniho oleje v receptorové kapaliné u DPPC
liposomt 60 % a DPPC-CH (5/1) 45 %, coz miize byt pfisuzovano vhodné velikosti lipo-
somtl, jejich flexibilité ¢i rozpadu agregatt. Dle o¢ekavani bylo velké mnozstvi esencidlniho
oleje pfitomno ve zbytcich klize okolo tercikii, kam olej difundoval, ale nemohl jiz prochazet
dal do receptorové kapaliny. U formulace s DPPS bylo velké mnozstvi oleje (20 %) deteko-
vano v dermis a do receptorové kapaliny proniklo 34 % oleje. Otazkou zde tedy zistava, zda
by v pribéhu delsiho ¢asu doslo k jesté k dalsimu transportu oleje/liposomu az do recepto-
rové kapaliny. Globaln¢ vSak u vSech formulaci plati, Ze kiizi proslo az do receptorové ka-
paliny vétsi mnozZstvi oleje, nez které zustalo v jejich vrstvach, stratum corneum, epidermis,

dermis a na jejim povrchu (Tab. 5).

Pti vyhodnoceni transdermalni absorpce kiizi v redlném c¢ase pomoci fluorometru
bylo pouzito pfepoctu relativnich jednotek fluorescence, kdy byla kone¢na hodnota flu-
orescence detekovana hornim detektorem korigovana odec¢tenim hodnot fluorescence, kte-
rou vykazovala samotna kize, resp. jeji komponenty (kone¢na hodnota fluorescence rovna
nule). V ptipad¢ spodniho detektoru byla obdobnym zpisobem korigovana pocateéni hod-
nota fluorescence. Duvodem této korekce byla moznost 1épe srovnat jednotlivé formulace
navzajem mezi sebou a redukovat chybu méfeni. Pfi tomto méteni nelze hodnotit obsah
esencialniho oleje v jednotlivych vrstvach kiize, je mozné vSak sledovat rychlost prichodu
esencialniho oleje kiizi v ¢ase. Dle vysledki je ziejmé, ze v ptipadé DPPC-DPPS a DPPC-
CH (5/1) dochazi ke skokovitému zrychleni priichodu latky kiizi po dvou hodinach interakce
s kazi, u formulaci DPPC a DPPC-CH (7/3) je priichod plynulejsi a pozvolny. Po ptiblizné
osmi hodinach pisobeni se hodnoty fluorescence (tedy mnozstvi proslého oleje) u vSech
formulaci srovnavaji a dalsi ¢tyfi hodiny dochazi uZ jen k minimalnimu ubytku sledované
latky (dle detekce hornim detektorem). Ke zvySeni fluorescence detekované spodnim detek-

torem dochazi plynule az do 5. hodiny pozvolné, poté se v§ak vyrazné zvysuje u liposomt z
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DPPC-CH (7/3), které dosahuji po 8 hodinach svého maxima; tento jev lze pfisuzovat rych-
lejSimu prichodu spodnimi vrstvami kize. Ostatni formulace jsou ziejmé zadrzovany ve
sttednich vrstvach kuze, jelikoz rychlost jejich prichodu byla po zbytek experimentu line-
arni. Z vysledki Ize tedy usuzovat, Ze vétSina latky obsazené v liposomech penetruje do kiize
Vv prvnich osmi hodinach (Obr. 25), prichod do receptorové kapaliny vsak trva déle nez 12
hodin, jelikoz Ize sledovat mirn¢ vzristajici miru fluorescence i ve dvanacté hodiné (Obr.

26).

Testy biologickych vlastnosti pfipravenych liposomii zahrnovaly nejprve stanoveni
jejich antibakterialnich vlastnosti. Prokaryotické bunky Escherichia coli i Staphylococcus
aureus maji sice cytoplasmatickou membranu tvotrenou liposacharidy a fosfolipidy, jejich
povrch v8ak pokryva navic bunécéna sténa tvofend peptidoglykany, tudiz byla predpokladana
jejich rozdilna inhibice olejem enkapsulovanym V liposomech oproti samotnému oleji. Ne-
fedény a neenkapsulovany skoficovy esencialni olej tvofil na miskach s Escherichia coli
inhibi¢ni zoénu o velikosti 15 mm, v pfipadé Staphylococcus aureus se Vv pritomnosti kon-
centrovaného oleje tvofi inhibiéni zona velikosti 19 mm [157]. Jelikoz pfi testu antimikrobni
aktivity nedoSlo ke vzniku inhibi¢nich zon (Obr. 22, 23), nedochézi ziejmé k Zadné interakci
mezi liposomy a buné¢nou sténou, tudiz nedochézi k pfenosu enkapsulovaného esencialniho
oleje do bunék a jejich nasledné inhibici. Absenci antibakterialni aktivity 1ze rovnéz zdua-
vodnit nizkym mnozstvim oleje v liposomech. Pro skoficovy olej byla v publikaci [158] sta-
novena minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) 1.0 mg/ml jak pro Escherichia coli, tak pro
Staphylococcus aureus. Pfi objemu lipozomalni disperse 10 pl, ktery byl pouzity pro anti-
bakterialni test a pfi dané enkapsulacni u¢innosti neni mnozstvi oleje dostate¢né pro to, aby

liposomy vykazovaly aktivitu proti sledovanym bakterialnim kmentm.

DalSim biologickym testem bylo stanoveni cytotoxicity liposomu. Pfi testech cyto-
toxicity na mySich fibroblastech se jevily jako silné toxické (méné€ nez 40 % Zivotaschop-
nych bunék) vSechny formulace pfi ziedéni na 20 — 50 %, liposomy s DPPS i pti koncentraci
10 %, DPPC-CH (7/3) dokonce i pti koncentracich 5 — 10 %. Stfedné toxické (40 — 60 %
zivotaschopnych bun¢k) byly formulace z DPPC a DPPC-CH (5/1) pti 10% fedéni. Slabé
cytotoxicky efekt (60-80 % zivotaschopnych bunék) méla formulace DPPC-CH (5/1) s fe-
dénim 5 %. Necytotoxicky ucinek (vice nez 80 % bunék Zivotaschopnych) mély pouze lipo-
somy tvoifené DPPC pii 5% tedéni (Tab. 7). Po interakci liposomi s nddorovymi bunkami
U937 bylo zjisténo, Ze pfitomnost liposomi s enkapsulovanym olejem inhibuje riist a mno-

zeni bungk stejné za raznych podminek (formulace, koncentrace liposomu). Vyjimkou jsou
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vsak liposomy s DPPS, které naopak pfi vysoké koncentraci indukuji mnozeni bunék, a po
kultivaci bylo v interak¢ni smési pfitomno jesté vice bunék nez v referen¢nim vzorku (Tab.
8). Tyto zajimavé vysledky mohou souviset s tim, Ze rakovinné bunky maji pozménéné slo-
zeni plasmatické membrany (mastné kyseliny, antigeny aj.) a proto mohou interagovat s li-
posomy a reagovat na enkapsulovany obsah rozdiln¢ nez bézné buiiky. Dale je mozné roz-
dilnou cytotoxicitu vztahovat na aktivitu Na*/K*-ATPasy (membranovy protein), ktera miize
specificky reagovat s fosfolipidy a cholesterolem, vazat je na své domény a tim sniZovat ¢i
zvySovat svoji aktivitu, ¢imz ovlivituje rychlost metabolismu celé buiiky. Rozsah koncen-
traci urcitych typu lipida, které indukuji funkci NKA, je vSak velmi tzky. Dle Tab. 9 lze
usuzovat na indukci NKA liposomy z DPPC pfi koncentracich okolo 25 %, u DPPS u kon-
centraci vysSich nez 50 %. Liposomy s obsahem cholesterolu aktivitu vyraznym zpiisobem
neméni. Podrobné zkoumani cytotoxicity a interakce s NKA bude pfedmétem dal§iho zkou-
mani.

Stabilita liposomt byla posuzovana na zaklad¢ velikosti ¢astic, zeta potencialu, mor-
fologie a vlivu soli (CaCly). U liposomt z DPPC se velikost dle méfeni na Zetasizeru zvysila
v prubéhu tii tydni asi o 140 nm, tudiz mohlo dochézet k agregaci nebo flokulaci ¢astic, to
vSak snimky z elektronového mikroskopu nepotvrdily, zeta potencial zac¢al nabyvat zapor-
nych hodnot (- 9 mV). Liposomy DPPC-DPPS svoji velikost neménily, jejich naboj vsak
Klesl na — 35 mV, ¢imz se staly vice stabilni. U formulaci s cholesterolem dochazelo ke
zvétSovani Castic za soucasného sniZzovani zeta potencialu, mikroskopické snimky potvrdily
agregaci Castic. V piitomnosti CaCl, vykazovaly formulace s cholesterolem rozdilné cho-
vani, velikost ¢astic se se vzrustajici koncentraci soli snizovala, u liposomti z DPPC se mirn¢
zvySovala, u DPPS dochazelo ke vzniku agregatt, jelikoZ se jejich velikost se vzrustajici
koncentraci CaClz v roztoku az desetinasobné zvysila. V tomto ptipadé je chovani liposomi
ovlivnéno piitomnosti negativné nabitého fosfatidylserinu a Ca®* ionty v roztoku zpiisobuiji
stinéni negativniho naboje tohoto fosfolipidu; zeta potencidl se pak posouva do kladnych
hodnot (Tab. 12) a dochazi k agregaci liposomii (Tab. 13). U vSech formulaci dochazi k na-

rustu zeta potencialu, coz je vzhledem K pfitomnosti iontti logické.
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10 ZAVER

Diplomova prace se zabyvala piipravou a charakterizaci liposomi s obsahem esen-
cidlniho oleje. Byly testovany fyzikalné-chemické vlastnosti liposomtl, jejich stabilita, dale
také transdermalni absorpce metodou in vitro s vyuzitim Franzovych difuznich komurek a
fluorescenéni detekci v realném case. Ve vztahu Kk biologickym vlastnostem piipravenych
liposomu byla studovana jejich antimikrobni aktivita (prokaryotické burky) a cytotoxicita
(eukaryotické buriky).

Byly testovany ¢tyfi liposomalni formulace s enkapsulovanym skoficovym esencial-
nim olejem, ktery byl vybran na zaklad€ svych vhodnych spektralnich vlastnosti. Odlisné
fyzikalné-chemické vlastnosti liposomdlnich disperzi (DPPC, DPPC-DPPS, DPPC-CH
v poméru 7/3 a 5/1) byly ovéteny métenim velikosti ¢astic, zeta potencidlu, vizualizaci mor-
fologie na transmisnim elektronovém mikroskopu; spektroskopicky byla uréena enkapsu-
la¢ni ucinnost liposomu a jejich stabilita byla testovana v Case i v prostiedi soli.

Pro experimentalni stanoveni transdermalni absorpce metodou in vitro byla pouzita
zdrava praseci kiize o celé tloust'ce. Testovana latka obsazena v methanolovych extraktech
jednotlivych vrstev ktize byla pak detekovana pomoci fluorescence. Nejvétsi koncentrace
esencialniho oleje se nachazela v receptorové kapalin€, coz znamena, ze velka ¢ast apliko-
vanych liposomt interagovala s kizi a enkapsulovany olej ji prosel. V realné situaci to tedy
znamena prostup enkapsulvané latky do systémového obéhu. U jednotlivych formulaci se
procentualni zastoupeni v koznich frakcich liSilo jen nevyznamné. Pfi sledovani absorpce
v redlném case byl fluorescencné detekovan priichod esencialniho oleje, ktery u DPPC-
DPPS a DPPC-CH (5/1) skokov¢ naristal jiz po par hodinach, u DPPC a DPPC-CH (7/3)
byl priichod pozvolny. Po deviti hodindch penetrace do kiize ustava. Prichod skrz k0zi az
do receptorové kapaliny vSak linearné stoupa i po dvanacti hodinach ptisobeni liposomt na
kazi.

Liposomy s enkapsulovanym olejem nevykazovaly antimikrobni u¢inek, byly vsak
siln¢ toxické na mysi embryondlni fibroblasty. Netoxické ucinky mély pouze formulace
z DPPC a DPPC-CH (5/1) pii 5% tedéni vychozi liposomalni disperse. Pii méfeni cytotoxi-
city na leukemickych buikach se snizila zivotaschopnost bun¢k na 30 — 70 %, formulace
s DPPS vsak pti vysokych koncentracich indukovala bunéény cyklus a dochazelo k rychlej-

Simu mnoZeni, coz ziejmé souviselo s indukci aktivity Na*/K*-ATPasy.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Al fluorescence — arbitrarni jednotky
API aktivni farmaceutické slozky
ATP adenosintrifosfat

CH cholesterol

CMC kritickd micelarni koncentrace

DMPC  1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-fosfocholin
DNA deoxyribonukleova kyselina

DPPC dipalmitoyl fosfatidylcholin

DPPS 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfo-L-serin
DSPC distearoyl fosfatidylcholin

ELs elastické liposomy

GSH glutathion

Guv obfi unilamelarni vezikuly

kDa kilodaltony

LET technologie enkapsulace liposomy

LUV velké unilamelarni vezikuly

MAPK  mitogenem aktivované proteinkinazy

MLV multilamelarni vezikuly
MVV multivezikularni vezikuly
MPS mononukledrni fagocytovy systémem

NHK beézné lidské keratinocyty
NKA Na*/K*-ATPasa

oLV velké oligolameléarni vezikuly
o emulze typu olej ve vodé

PAMPA testy membranové permeability
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PEG
PV
PVPA
R.J.
ROS
SC
SM
SUv
TEWL
uv

V/O

polyethylenglykol

tékavé latky rostlin

test propustnosti zalozeny na fosfolipidovych vezikulach
fluorescence — relativni jednotky

reaktivni formy kysliku

stratum corneum

sekundarni metabolity

malé unilamelérni vezikuly

transepidermalni ztrata vody

unilamelarni vezikuly

emulze typu voda v oleji
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SEZNAM OBRAZKU

1

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

Preparace kiize od chrupavky

Aparatura pro stanoveni TEWL pouzité kiize

Aparatura pro transdermalni absorpci — Franzovy komiirky
Absorpcni spektrum hrebickového esencidlniho oleje (10x ziedeny)
Absorpcni spektrum tymidanového esencialniho oleje (10x ziredeny)
Absorpcni spektrum esencialniho oleje z hermanku (40x ziedeny)
Absorpcni spektrum skoricového esencialniho oleje (80 x ziedény)
Emisni spektra esencialnich olejii z hrebicku a tymianu

Emisni spektra esencialnich olejit z hermanku a skorvice

Liposomy po dialyze; A) DPPC, B) DPPC-CH 7/3, B2) DPPC-CH 5/1, C) DPPC-
DPPS 7/3

Distribuce velikosti liposomii z DPPC dle intenzity, objemu a poctu cdstic
Distribuce velikosti liposomii z DPPC-DPPS (7/3) dle intenzity, objemu a poctu
castic

Distribuce velikosti liposomii z DPPC-CH (7/3) dle intenzity, objemu a poctu castic
Distribuce velikosti liposomit z DPPC-CH (5/1) dle intenzity, objemu a poctu cdstic
Liposomy pripravené z DPPC (velikost castic 100-200 nm)

Znacné popraskana populace liposomii z DPPC-DPPS (velikost 100 nm)
Agregované liposomy z DPPC-CH v pomeru 7:3

Agregované a rozpadlé liposomy z DPPC-CH v pomeéru 5:1

Absorpcni spektra kalibracni Fady esencialniho oleje

Absorpcni spektra formulaci s esencialnim olejem rozpusténa v methanolu
Kalibracni primka esencialniho oleje

Diskova difuzni metoda pro liposomy DPPC (vlevo) a DPPC-DPPS (vpravo)

Diskova difuzni metoda pro liposomy DPPC-CH 7/3 (vlevo) a DPPC-CH 5/1

(vpravo)
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24

25

26

27

28

29

30

Procentudlni zastoupeni esencialniho oleje v jednotlivych vrstvach
Fluorescence esencidlniho oleje detekovana hornim detektorem
Fluorescence esencialniho oleje detekovand spodnim detektorem

Dva tydny staré liposomy pripravené z DPPC (velikost castic 100-200 nm)
Homogenni distribuce liposomii z DPPC/DPPS dva tydny od pripravy

Znacné popraskand populace liposomii z DPPC/cholesterol v poméru 7:3 o velikosti
okolo 100 nm stari 2 tydnu
Dva tydny staré liposomy od velikosti 200 nm z DPPC/cholesterolu v pomeru 5:1

s rupturamy
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SEZNAM TABULEK

1

10

11

12

13

Mnozstvi fosfolipidii a cholesterolu pro pripravu liposomii (na 5 ml liposomalni dis-

perze)

Velikost castic a zeta potencial vytvorenych liposomii vyjadiené jako primeér + sme-

rodatna odchylka
Enkapsulacni ucinnost studovanych liposomii stanovena pomoci absorpcniho meéreni
TEWL a tloustka kiize pouzité pro ndsledna méreni

Fluorescence zaznamenand v jednotlivych vrstvach kiize po transdermalni absorpci

ve Franzovych komiirkach

Intenzita fluorescence detekovana hornim detektorem (T) a spodnim (B) p¥i transder-

malni penetraci pripravenych liposomii

Hodnoty zZivotaschopnosti mysich fibroblastit po inkubaci s liposomy
Hodnoty zZivotaschopnosti rakovinnych bunék U937 po inkubaci s liposomy
Vysledna aktivita Na*, K*-ATPasy po reakci s liposomy

Stabilita liposomii v case hodnocend ze zmén jejich velikosti stanovené ihned po pri-

pravé, po 1, 2 a 3 tydnech skladovani pri 4 °C

Stabilita liposomu v case hodnocend ze zmén jejich zeta potencialii ihned po priprave,

po 1, 2 a 3 tydnech skladovani pri 4 °C
Zména distribuce velikosti castic po inkubaci s CaClz o riznych koncentracich

Zména zeta potencidlu liposomii po inkubaci s CaClz o riiznych koncentracich



