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ABSTRAKT

Volba vhodného nosice je jednim ze zakladnich piedpokladl pro efektivni a cilené dodani
ucinnych latek do organismu. Transferosomy jsou specifickym typem lipidovych vezikular-
nich nosici, jejichz membrana je diky pfitomnosti povrchové aktivnich molekul mimotadné
deformovatelna. To témto vezikuldm umoziiuje nejen u¢inné enkapsulovat Sirokou skalu

hydrofobnich a hydrofilnich latek, ale zejména pronikat do hlubokych vrstev kiize.

Préace se blize zabyva formulaci a pfipravou transferosomu s obsahem bioaktivniho antio-
xidantu astaxanthinu metodou hydratace tenkého filmu s naslednou sonikaci. Fyzikalné-che-
mické vlastnosti pfipravenych transferosomt, vcetné velikosti a distribuce vezikul, enkap-
sulacni U€innosti a schopnosti zhaset radikaly DPPH jsou stanoveny, diskutovany a korelo-
vany se sloZzenim transferosomil. V neposledni fad€ bylo provedeno i in vitro zhodnoceni

cytotoxicity pfipravenych formulaci.

Kli¢ova slova: transferosom, astaxanthin, zhaseni radikala DPPH

ABSTRACT

The selection of a suitable carrier is one of the basic requirements for effective drug delivery.
Transferosomes are a specific type of lipid vesicular carriers which, due to the presence
of surface-active molecules in their modified membrane, can be characterized by extraordi-
nary deformability allowing these vesicles not only to effectively encapsulate a wide range
of hydrophobic and hydrophilic active substances, but especially to penetrate into deep lay-

ers of the skin.

The thesis deals with the formulation and preparation of transferosomes containing bioactive
antioxidant astaxanthin by the method of thin film hydration followed by sonication. Physi-
cochemical properties of the prepared transferosomes, including vesicle size and distribu-
tion, encapsulation efficacy and ability to scavenge DPPH radicals, are determined, dis-
cussed and correlated with transferosome composition. Finally, in vitro evaluation of cyto-

toxicity of the prepared formulations was performed.

Keywords: transferosome, astaxanthin, DPPH radical scavenging
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UvVOD

Efektivni mechanismus prostupu pokozkou je jednim ze zakladnich ptedpoklada pro dosa-
zeni pozadovaného farmaceutického ¢i kosmetického ucinku topicky aplikovanych pfi-
pravki, které¢ho lze dosahnout, mimo jiné, i pouzitim vhodnych nosic¢t aktivnich latek.
Transferosomy jsou typem nanostrukturovanych vezikul, jejichz modifikovand membréana
usnadiiuje proces transdermalni absorpce a umoziuje tak proniknout jejich enkapsulova-
nému obsahu na misto uréeni. Ve srovnani s konvencnimi liposomy jsou transferosomy

schopné Iépe prekonéavat kozni rohovou bariéru a dosahovat hlubokych vrstev ktize.

Negativni dopad oxida¢niho stresu na organismus je velmi dobie znam. Nadmérna produkce
volnych radikalt zptisobuje naruseni ptirozenych bunécnych procesu a vede k vyvoji pato-
logickych zmén — pfedevSim oxida¢nim modifikacim biomolekul, které tak ztraci svou
funkci. Z dlouhodobého hlediska je oxidacni stres jednou z hlavnich pfi¢in procesu vnitiniho
1 vnéjsiho starnuti organismu, kizi nevyjimaje. Latky s antioxida¢nim u¢inkem jsou schopny
s volnymi radikaly reagovat, eliminovat je a zamezovat dal§im nezadoucim oxida¢nim fete-

zovym reakcim.

Karotenoidy jsou pfirodni antioxidanty ptedstavujici rozsahlou skupinu lipofilnich latek
ze skupiny tetraterpenoidil, pficemz za jednoho z jejich nejvice potentnich zastupcii je po-
vazovan astaxanthin (ASTX) — temné¢ Cervené barvivo pochazejici z motského svéta, jez
je znamo svymi mimofadnymi antioxida¢nimi schopnostmi. Jeho nizké rozpustnost v polar-
nim prostfedi, omezené chemicka stabilita a biodostupnost nicméné ptedstavuji hlavni pie-
kazky pro Sirsi aplikace tohoto potentniho antioxidantu v kosmetickém a farmaceutickém
sektoru. Enkapsulace ASTX do nosicovych systémil tak mize pfedstavovat vhodnou strate-

gii pro pfekonani zminénych nedostatk.
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I. TEORETICKA CAST
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1 NOSICE AKTIVNICH LATEK

Enkapsulace bioaktivnich latek nabyva, v ramci kosmetického priimyslu, stale vétsiho vy-
znamu. Kosmetické formulace dnes velmi ¢asto obsahuji celou fadu biologicky aktivnich
slozek se Sirokym spektrem uc¢inkd. Tyto latky jsou vSak zpravidla velice citlivé na plisobeni
teploty, pH prostredi, svétla ¢i oxidacniho stresu a mohou tak podléhat nezddoucim degra-

dac¢nim procestm, jez vedou ke snizeni nebo ztraté jejich ucinnosti [1].

Pro topickou aplikaci formulaci s obsahem kosmeticky a farmakologicky uc¢innych latek
je rovnéz jednou z nejvétSich vyzev prekonani svrchni rohové vrstvy epidermis — stratum
corneum (SC). Za béznych podminek jsou totiz schopny rohovou vrstvou pokozky prostu-
povat ve vétsi mife pouze lipofilni latky o molekulové hmotnosti niz$i nez 500 g-mol ™!

a s hodnotou rozdélovaciho koeficientu oktanol/voda Log P v rozmezi 1 az 3 [2, 3, 4].

Z téchto diivodil jsou dnes stale vyvijeny nové technologie, jejichZ cilem je enkapsulovat
bioaktivni latky do vhodnych nosi¢ovych systémti umoznujicich zvyseni stability, u¢innosti
a biologické dostupnosti bioaktivnich latek. Zaroven by nosice mély témto latkam umozio-
vat kontrolované a cilené uvoliiovani a piipadné i korigovat jejich nezddouci vlastnosti

(zejména ve vztahu k senzorickym vlastnostem findlni formulace) [1].

1.1 Vezikularni nosice

Vezikuly miZeme charakterizovat jako uzaviené membranové Utvary sloZzené z dvojvrstev,
které mohou byt tvofeny rliznymi lipidy, surfaktanty ¢i jejich kombinacemi. Inkorporace
ucinnych latek do vezikularnich systémi je jednim z potencialnich zptsobd, jak celit pro-
blémtim pii prekonavani SC, jelikoz tyto systémy usnadiuji prostup hydrofilnim a biomak-
romolekularnim latkdm, které by samy o sobé nebyly schopny svrchni rohovou bariéru pre-

konat [2, 3].

Liposomy ptedstavuji nejstarsi skupinu vezikularnich nosict. Tyto sférické vezikuly tvofené
jednou ¢i vice lipidovymi dvojvrstvami obklopujicimi vnitini jadro tvofené vodnou fazi byly
poprvé popsany ve 60. letech 20. stoleti Banghamem a Hornem [5]. Membrana liposomil
(tzv. lamela) je tvofena molekulami fosfolipidd, které se ve vodném prostiedi diky své am-
fipatické struktufe samovolné asociuji do lipidovych dvojvrstev, z nichz se mohou déle tvo-
fit prave vezikularni Gtvary. Dle poctu ptitomnych lamel rozliSujeme liposomy unilamelarni

a multilamelarni [6]. Pro zvySeni stability liposomalnich membran se Casto pfistupuje k je-
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jich kombinacim s dal§imi slozkami, napt. cholesterolem. Konkrétni vlastnosti liposomti vy-
chazeji zejména ze struktury pouzitych lipidd, jejich obecnou nevyhodou je nicméné fakt,
ze po depozici na kiizi jsou schopny efektivné prostupovat pouze do nejsvrchnéjSich vrstev
epidermis [7, 8]. Mezi dalsi omezeni patii limitovana enkapsulac¢ni Gi¢innost zejména hyd-
rofilnich latek, snizena stabilita membrany, ktera vede k pfed¢asnému uvoliiovani vnitiniho
obsahu, a kratky poloc¢as rozpadu [9]. Tyto skute¢nosti proto vedly k vyvoji novych nosico-
vych systému, které se snazi zminéné nedostatky fesit. Mezi takovéto systémy fadime

napf. niosomy, ethosomy ¢i transferosomy.

Niosomy byly vyvinuty spolecnosti L'Oréal v poloviné 70. letech 20. stoleti. Membrana ni-
osomd je, na rozdil od liposomt, tvofena molekulami neionickych jednotetézcovych povr-
chové aktivnich latek (PAL). Nejcasteji se jedna o estery mastnych kyselin a sorbitolu (sor-
bitany), poptipad¢ jejich ethoxylované derivaty (polysorbaty). Vlastnosti niosomalni mem-
brany mohou byt taktéz dale modifikovany molekulami cholesterolu ¢i jinymi amfifilnimi
latkami. Ve srovnani s liposomy jsou niosomy, diky absenci fosfolipidu, stabilnéjsi vici pa-

sobeni oxidac¢niho stresu [10, 11, 12].

Ethosomy jsou fosfolipidové vezikuly s vysokym obsahem alkoholu (20 az 45 %), zpravidla
ethanolu ¢i 1sopropanolu. Pfitomnost alkoholu umoznuje fluidizaci lipidové membrany et-
hosomi, coZ vezikuldm udéluje pomérné zna¢nou flexibilitu a umoziuje jim dosahovat vyssi

permeacni ucinnosti, nez je tomu v ptipadé konvenénich liposomu [13].

Transferosomy jsou specifickym typem vezikuldrnich nosi¢l s vysoce deformovatelnou
a flexibilni membranou tvofenou molekulami fosfolipida a surfaktanti, kdy tato kombinace
piispiva k zabezpeceni velmi vysoké enkapsulacni efektivity a schopnosti transdermalni ab-

sorpce [2, 3, 14].
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2 TRANSFEROSOMY

Oznaceni ,.transferosom® je registrovanou obchodni znackou némecké spolecnosti IDEA
AG. Samotné slovo je odvozeno z latinského slova fransferre znamenajici prenaset na dru-
hou stranu a z feckého slova soma, neboli télo [3, 14]. Transferosomy (Obr. 1) mizeme
fakticky charakterizovat jako ultradeformovatelné vezikuly skladajici se z modifikované li-
pidové dvojvrstvy, jez obklopuje vnitini jadro tvofené vodnou fazi. Membrana transfero-
somu je tvofena zpravidla dvojvrstvou fosfolipida, do které jsou vmezeteny molekuly akti-
vatorti hran — PAL. Diky jejich pfitomnosti je membrana mimotadné deformovatelna, stres-

responzivni a pruzna [2, 3, 8, 14].

S
= e

./( . .t_\. 3l ._ Fosfolipid
. 7 O— Aktivator hran

Q Hydrofilni latka
‘* Hydrofobni latka

Obr. 1. Schématické znazornéni struktury transferosomu [upraveno dle 15]

Transferosomy jsou vhodné pro enkapsulaci Sirokého spektra lipofilnich i hydrofilnich t¢in-
nych latek. V zavislosti na polarité se inkorporovana latka miize stat soucasti samotné fos-
folipidové dvojvrstvy (lipofilni latky), nebo se mize koncentrovat ve vodném jadie (hydro-
filni latky). Transferosomy jsou schopny penetrovat skrz SC a dale permeovat do hlubokych
vrstev epidermis. Penetracni schopnosti nicméné zavisi na deformovatelnosti transferoso-
malni membrany, a tedy na konkrétnim slozeni vezikuly [16]. Proto je tfeba urcit co mozna
nejvhodnéjsi formulaci prostfednictvim individudln€ navrzenych experimentalnich postuptl,
a to pro kazdou u€innou latku tak, aby bylo mozné ziskat bezpecny, obecné dobte pfijimany

nosic s optimalni deformovatelnosti, stabilitou a enkapsula¢ni G¢innosti [3, 8, 14].
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2.1 Slozeni transferosomu

Transferosomy se skladaji z nékolika komponent. Zakladni slozku piedstavuji molekuly am-
fipatickych fosfolipidi, které mohou byt vyuzivany samostatné nebo ve smésich s dal§imi
lipidickymi latkami. Dulezitou slozkou formulace jsou dale molekuly aktivatori hran, je-
jichz pfitomnost je zasadni pro funkéni vlastnosti membrany [2, 17, 18]. Jako hydratacni
médium je vyuzivana deionizovana voda nebo pufrované fyziologické roztoky o prislusné
hodnoté pH. V ptipadé¢ pomocnych rozpoustédel se uplatituji nejcastéji nizkomolekularni

alkoholy, napft. ethanol ¢i methanol [19].

2.1.1 Fosfolipidy

Fosfolipidy ptedstavuji typické zastupce heterolipidd. Pfitomnost hydrofilnich skupin
ve struktufe téchto lipidl se projevuje v jejich amfipatickém charakteru. Jak jiz bylo zmi-
néno, ve vodném prostiedi jsou fosfolipidy schopny asociace za vzniku nadmolekularnich
utvart. V zavislosti na obsazeném alkoholu rozliSujeme dvé zakladni skupiny fosfolipida —
glycerofosfolipidy a sfingofosfolipidy. Glycerofosfolipidy obsahuji ve své struktufe mole-
kulu trojsytného alkoholu glycerolu, zatimco sfingofosfolipidy obsahuji molekulu nenasy-

cen¢ho aminoalkoholu s 18 atomy uhliku — sfingosinu.

Z chemického hlediska glycerofosfolipidy vychazi z 3-fosforylglycerolu, jehoZ acylaci
dvéma molekulami mastnych kyselin vznika molekula kyseliny fosfatidové. V ptipadé, Ze
poloha sn-1 ¢i sn-2 neni esterifikovana, hovoiime o tzv. lysofosfolipidech. Fosfatova sku-
pina glycerofosfolipidii v poloze sn-3 umoZznuje piipadnou vazbu dalSich hydrofilnich
funkénich skupin, coz vede ke vzniku riznych derivatd. Jedna se napt. o fosfatidylethanola-
min (PE), fosfatidylserin (PS) ¢i fosfatidylcholin (PC). VSechny pfirozené se vyskytujici

glycerofosfolipidy zaujimaji o-strukturu s L-konfiguraci [6].

Glycerofosfolipidy vyuzivané pro formulaci vezikuldrnich nosici mohou byt ptirodniho,
¢i syntetického plivodu. Z hlediska sloZeni se ve struktufe pfirodniho PC vyskytuji zejména
sttedn¢ dlouhé nenasycené mastné kyseliny se 16 az 18 atomy uhliku. Diky pfiblizné€ stejné
délce mastnych kyselin v poloze sn-1 a sn-2 je molekula PC vicemén¢ symetricka [6, 20].

Mezi nejbéznéjsi ptirodni fosfolipidy patii smésny vaje¢ny ¢i s6jovy PC. Pro vaje¢ny fos-
fatidylcholin (EPC) je typick4 pfitomnost n-6 a n-3 polynenasycenych mastnych kyselin
s dlouhymi fetézci, jmenovité se jedna o kyselinu arachidonovou a kyselinu dokosahexae-

novou, sojovy fosfatidylcholin (SPC) je bohaty na kyselinu linolovou. V piipad¢ synteticky
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ptipravovanych fosfolipidd mohou byt vyuZzivany napt. 1,2-dimyristoyl fosfatidylcholin
(DMPC), 1,2-dipalmitoyl fosfatidylcholin (DPPC) ¢i 1,2-dipalmitoyl fosfatidylglycerol
(DPPQG) [2, 6, 21].

Vybér konkrétniho fosfolipidu mé zasadni dopad na vlastnosti dvojvrstvy, zejména na jeji
stabilitu a fluiditu. Velmi dulezitym faktorem je naptiklad mira nenasycenosti vazanych
mastnych kyselin. Pro fosfolipidy izolované z vaje¢ného Zloutku je typické zastoupeni na-
sycené mastné kyseliny v poloze sn-1 a nenasycené mastné kyseliny v poloze sn-2, obecné
tak davaji vzniku propustnéjSim a méné stabilnim dvojvrstvdm. Naopak syntetické fosfoli-
pidy bohaté na dlouhé nasycené acylové fetézce, napi. DMPC a DPPC, vytvaieji pomérné

tuhou, spiSe nepropustnou strukturu dvojvrstvy [22].

Zastoupeni konkrétnich typli mastnych kyselin ve struktute fosfolipidu se projevuje v teploté
fazového prechodu fosfolipidu Tc. Hodnota T pfedstavuje teplotu, pii které dochézi k pre-
chodu fosfolipidu z gelové struktury do kapalné krystalické faze, pti¢emz na vysledné hod-
noté¢ se podili celd fada faktord, a to zejména délka a nenasycenost vazaného acylu, povaha
vazané polarni skupiny a Cistota samotného fosfolipidu [6, 23]. Souhrn hodnot T. pro vy-

brané fosfolipidy je uveden v Tab. 1.

Rostouci délka uhlovodikového fetézce vazaného ve struktuie fosfolipidu pfispiva ke zvy-
Seni hodnoty T.. Dal$im vyraznym faktorem je nenasycenost piitomnych acylt — pfi zacho-
vani stejné délky alifatického fetézce a stejn¢ho typu polarni skupiny dochézi se zvysujici
se nenasycenosti fetézcl k vyraznému poklesu hodnoty T.. Naptiklad hodnota T. v ptipadé
1,2-distearoyl fosfatidylcholinu (DSPC) dosahuje 55 °C, zatimco u 1,2-dioleoyl fosfatidyl-
cholinu (DOPC) tato hodnota kles4 az na —20 °C. Povaha polarni skupiny taktéz vyrazné
ovliviiuje hodnotu T.. Pfitomnost ethanolaminu ve struktufe 1,2-dipalmitoyl ethanolaminu
(DPPE) zvySuje hodnotu Tc na 63 °C, zatimco u béZného DPPC dosahuje hodnot vyrazné
nizsich 41 °C. MozZnym vysvétlenim tohoto zvyseni T v ptipadé DPPE miiZe byt existence

siln€jSich interakci polarnich skupin, nez je tomu u DPPC [6].

Jelikoz je pro ptirodni fosfolipidy typické pfitomnost smésnych molekul s rizn¢ dlouhymi
vazanymi acyly, k fazovym ptechodiim dochazi u téchto fosfolipidl za obecné hiife defino-
vanych podminek, tedy v $ir§im teplotnim intervalu. Ptirodni fosfolipidy izolované ze s6jo-

vych bobi se, ve srovnani s fosfolipidy vajecného zloutku, vyznacuji vyssi variabilitou va-
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zanych acyld. To se projevuje v §ir§im intervalu T, s6jovych fosfolipidi. Synteticky pfipra-
vené fosfolipidy s pfesné definovanym slozenim se naopak vyznacuji velmi uzkymi teplot-

nimi intervaly T¢ [23].

Tab. 1. Prehled hodnot T. pro vybrané fosfolipidy [6, 21, 23, 24]

Fosfolipid Zkratka Te [°C]

So6jovy fosfatidylcholin SPC -20az -30
Hydrogenovany sojovy fosfatidylcholin HSPC 52
Vajecny sfingomyelin ESM 40

Vajecny fosfatidylcholin EPC -5az-15
Dilauroyl fosfatidylcholin DLPC =20
Dimyristoyl fosfatidylcholin DMPC 23
Dipalmitoyl fosfatidylcholin DPPC 41
Dioleoyl fosfatidylcholin DOPC =22
Distearoyl fosfatidylcholin DSPC 55
Dimyristoyl fosfatidylglycerol DMPG 23
Dipalmitoyl fosfatidylglycerol DPPG 41
Dioleoyl fosfatidylglycerol DOPG -18
Distearoyl fosfatidylglycerol DSPG 55
Dimyristoyl fosfatidylethanolamin DMPE 50
Dipalmitoyl fosfatidylethanolamin DPPE 60
Dioleoyl fosfatidylethanolamin DOPE -16
Dimyristoyl fosfatidylserin DMPS 38
Dipalmitoy] fosfatidylserin DPPS 51
Dioleoyl fosfatidylserin DOPS -10
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Dulezitym kritériem pro piipravu vezikularnich systému na bazi lipida je pouzivani surovin
ve farmaceutické kvalité, coz znacné zvysuje financni naro¢nost téchto systémii. Piirodni
fosfolipidy jsou ve srovnani se syntetickymi fosfolipidy cenoveé dostupnéjsi, nedosahuji vSak
Cistoty synteticky pfipravovanych fosfolipidli a jsou nachylnéjsi k projevim hydrolytické
nestability, ktera vede ke vzniku lysofosfolipidi. I piesto obsahuje vétSina transferosomal-
nich formulaci jako hlavni slozku své lipidové frakce smésny PC pfirodniho ptivodu, jenz

je vyborné snasen kizi, ¢imz je eliminovano riziko nezddoucich reakei [3, 6, 25, 26].

2.1.2 Aktivatory hran

Aktivatory hran predstavuji skupinu biokompatibilnich surfaktantt, jez primarné umoziuji
zmékceni fosfolipidové dvojvrstvy vmezefenim se do jeji struktury. Nejcastéji se jako akti-
vatory hran uplatiiuji jednofetézcové PAL z fad anionickych a neionickych tenzidi. Okra-
jové v8ak mohou byt vyuzivany i nékteré dalsi latky, napf. monoterpenické uhlovodiky
[27, 28]. Zékladni lipidovd membrana je v disledku pfitomnosti molekul aktivatori desta-
bilizovana a mimotadné¢ flexibilni [29]. Pfitomnost téchto latek v transferosomalnich formu-
lacich miize dale usnadnovat solubilizaci hydrofobnich u¢innych latek, ¢imz je podpotena
enkapsula¢ni u¢innost vezikul [30]. Pfispivaji rovnéz ke zvySeni tekutosti koznich lipidd,

funguji tedy jako urychlovace (enhancery) transdermalni absorpce [2, 15, 31].

Neionické surfaktanty vykazuji ve srovnani se surfaktanty anionickymi obecné nizsi hod-
noty iritacniho potencidlu, jsou povazovany za mén¢ toxické a mén¢ hemolytické; navic maji
tendenci v roztoku udrzovat fyziologické pH [15]. Specifickou funkci neionickych PAL
je napf. 1 inhibice P-glykoproteint, ¢ehoz je s vyhodou vyuZivano pro zlepSeni absorpce 1¢-
¢iv a pro zacileni na konkrétni tkané [32]. DlleZitym parametrem v piipadé neionickych sur-
faktanti je hodnota hydrofilné-lipofilni rovnovahy (HLB — Hydrophilic Lipophilic Balance).
Hodnota HLB ma vliv na velikost ¢astic v systému, ¢im niZ§i hodnotu HLB neionicky sur-
faktant vykazuje, tim vétsi vezikuly maji tendenci vznikat [33]. Hodnota HLB neionického
surfaktantu ovliviiuje 1 enkapsula¢ni u¢innost vezikul. Pouziti tenzidu s nizkym HLB zvy-

Suje ucinnost zachyceni lipofilni u¢inné latky [34].

Sodium cholat a sodium deoxycholat jsou typickymi zastupci anionickych aktivatori hran.
Mezi nejcastéji vyuzivané neionické aktivatory fadime sorbitany a jejich ethoxylované de-
rivaty polysorbaty. Konkrétné se velmi Casto vyuzivaji sorbitan monooleét (Span® 80) a po-

lyoxyethylen-80-sorbitan monooleat (Tween® 80), jelikoz délka fetézce kyseliny olejové,
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ktera je jejich strukturalni soucésti, je optimalni pro interkalaci mezi fetézce mastnych ky-
selin SPC ¢i EPC [2, 8, 14]. Struktury zminiovanych neionickych surfaktantii jsou vyobra-
zeny na Obr. 2 a 3.
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Obr. 2. Sorbitan monooleat (Span® 80)
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Obr. 3. Polyoxyethylen-80-sorbitan monooledt (Tween® 80)

Celkové mnozstvi surfaktantti pouzitych pii ptipravé transferosomil piedstavuje dilezity
faktor vzhledem k pruznosti vezikuly a minimalizaci rizika jeji ruptury pti prichodu koZnimi
vrstvami [29]. Optimélni mnozstvi PAL pouzité ve formulaci zavisi na hustoté sbaleni pou-
zitého fosfolipidu a vzajemné interakci PAL-fosfolipid [35]. V idedlnim ptipadé by se kon-
centrace surfaktantu méla pohybovat v hodnotach, které nejsou schopny zptisobit destrukei
vezikul. Koncentrace aktivatoru hran ovliviiuje taktéz index polydisperzity systému (PDI).
Vyssi koncentrace PAL pfispiva ke snizeni PDI. Nizké hodnoty PDI se projevuji konzis-
tentni distribuci velikosti pfipravenych vezikul, kterd je povaZovéna za dulezity faktor
pro zajisténi homogenni formulace. ZvySena koncentrace PAL dale zvySuje ndboj vezikul
(v ptipad¢ anionickych surfaktantli), coz vede ke snizeni miry agregace vezikul a zvySeni

stability systému [2, 3, 34].
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Typické koncentrace aktivatoru hran se pohybuji v rozmezi 5 az 20 %. Ackoliv zvySovani
koncentrace surfaktantu obecné pfispiva ke snizeni velikosti vezikul, velmi vysoké koncen-
trace neionickych tenzid mohou podporovat vznik vezikul s vétsi primérnou velikosti. Je-
likoZ jsou penetracni schopnosti formulace uzce propojeny s velikosti samotnych vezikul,
pouziti anionického aktivatoru hran ma pozitivni vliv na zvySeni schopnosti transferosomti
prostupovat do hlubokych vrstev kiize vzhledem k jejich mensi vysledné velikosti. Moznym
vysvétlenim tohoto jevu je vétsi objem polarni hlavy neionickych surfaktantii a vy$s$i mira
vmezefeni anionického tenzidu do fosfolipidové dvojvrstvy vedouci ke zvySeni poloméru

zaktiveni vezikuly [3].

Koncentrace aktivatoru hran mé vliv i na i€innost zachyceni aktivni latky. Zvysené ucinnosti
enkapsulace je, ve vétSiné piipadl, dosazeno s koncentraci surfaktantu nad 10 %. Naopak
pti ptili§ vysokych koncentracich se mlize u nékterych systémi u€innost zachyceni snizovat.
Jednim z diivodi mtze byt pfilisné naruseni integrity fosfolipidové dvojvrstvy a s tim spo-
jeny vznik port. To mlize mit za nasledek unik vnitini vodné faze obsahujici hydrofilni u¢in-
nou latku. Dal$im rizikem vysSich koncentraci PAL je moznost tvorby smiSenych micelar-
nich agregatli, coz vede k potlaceni enkapsulace samotnymi transferosomy, a to kvili ¢as-

te¢nému zachyceni latky micelami PAL [3, 35, 36, 37].

2.1.3 Hydrata¢ni médium

Hydrata¢ni médium by mélo byt voleno s ohledem na povahu celého systému. Zpravidla se
vyuzivaji fosfatem pufrované fyziologické roztoky s hodnotou pH 6,5-7,2. Nastaveni opti-
malni hodnoty pH je zasadni pro zajisténi rovnovahy mezi vlastnostmi formulace, zamysle-
nou biologickou aplikaci i zplisobem administrace vysledného produktu. Pro efektivni intra-
celularni (transcelularni) prostup latek zachycenych do transferosomt je napt. nutné nastavit
hodnotu pH systému tak, aby u¢inné latky ztstaly po dobu dodavéani neionizované, jelikoz

ionizace molekul znemoZiuje jejich dodani intracelularni cestou [16, 38].

2.2 Mechanismus transdermalni permeace transferosomii

Uspé&sna penetrace a permeace transferosomi zavisi na dvou zakladnich piedpokladech. Tim
prvnim je optimalni velikost vezikul, kterd by nemé&la byt vys$si nez 300 nm, druhym je apli-
kace za neokluzivnich podminek, kdy je zachovan tzv. transepidermalni osmoticky gradient,
jenz je podstatou transportu latek skrz SC do hlubokych vrstev kiize. Gradient vznika v di-

sledku rozdilné koncentrace vody mezi SC a Zivymi vrstvami epidermis. Zatimco pomérné
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dehydratovany kozni povrch obsahuje pouze cca 15 % vody, v ptipadé hydratovanych zi-
vych vrstev epidermis je to az 75 % [2, 8, 14]. Mechanismus permeace transferosomi je tim
padem zaloZen na hydrotaxi [39]. Jelikoz u transferosomii dochazi k odparovani tekutiny,
pro zamezeni UpIné dehydratace se vezikuly deformuji, penetruji skrz SC a putuji smérem
k hlub$im a na vodu bohatSim vrstvam epidermis, kde je jim umoznéna opétovna rehydra-
tace a navrat k pivodnimu tvaru. Rozdil ve vodni aktivité rGznych koznich vrstev je tak
pomérné silnou hnaci silou, ktera ptisobi na kiizi prostfednictvim vezikul transferosomt, jez
si vynucuji rozsifeni interceluldrnich poért a tvorbu kandll o Sifce piiblizné 20 az 30 nm.
Tyto kanaly umoznuji ptenos ultradeformovatelnych vezikul napfi¢ jednotlivymi vrstvami
ktze v disledku existujiciho gradientu [2, 3, 8, 14]. Schéma prostupu transferosomu skrze

rohovou vrstvu epidermis je znazornén na Obr. 4.

V této souvislosti hraje aktivator hran dilezitou roli, jelikoz vezikule poskytuje vysoky po-
lomér zakiiveni. To pfispiva ke zna¢né adaptabilité membrany, ktera je schopna ménit tvar
a ovlivnit relativni velikost vezikuly v zavislosti na piisobeni okolniho mechanického stresu,
aniz by dochazelo k jeji uplné ruptufe pii priichodu SC. Pravé proto jsou transferosomy
schopny prostupovat pory mnohem mensimi, nez je jejich vlastni primér, coZ témto nosi¢iim
umoznuje uspésné transportovat kizi i latky s pomémé vysokou molekulovou hmotnosti.
Tuto skute¢nost dokumentuje na piikladu vitaminu B12 (1 355,58 g-mol™!) i studie Guillota
a kol. [40].

Pronikéni vezikul do kiize zavisi 1 na vzajemné interakci lokalniho slozeni extracelularni
lipidové matrice a vezikularni dvojvrstvy, diky ¢emuZ se vezikula sama reguluje a optimali-
zuje. Pro docileni téchto vlastnosti je nicméné nutné, aby byly zékladni stavebni slozky
membrany transferosomd, tj. fosfolipidy a aktivatory hran, pouzity v optimalnim pomeéru

(2, 3,8, 14].

Ackoliv se transferosomy pfi prostupu kizi deformuji, nedochéazi u nich ke zdsadnim zmé-
nam vnitiniho zadrzovaného obsahu a rozpustnost enkapsulované U¢inné latky by se tedy
neméla nijak vyznamné ménit, k menSim Gnikim enkapsulovaného obsahu nicméné docha-
zet mize. V rdmci studie Omara a kol. [41] bylo napt. zjisténo, Ze béhem prvnich hodin
po podani byl u transferosoml pozorovan narazovy ucinek (tzv. ,,burst effect™), po kterém
nasledovala faze pomalého uvoliiovéani. Teoretickym vysvétlenim tohoto jevu muize byt
existence drobnych ruptur lipidové dvojvrstvy vzniklych pii permeaci v diisledku deformace

vezikul, ktera vede ke zrychlenému uvoliiovani vnitiniho obsahu na pocatku permeace.
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Panwar a kol. [42] uvadéji, ze povrchovéa modifikace transferosomii pomoci molekul polye-
thylenglykolu (PEG) pfispéla k feseni tohoto problému a vedla k postupnému uvolnovani

1é¢iva z vezikul béhem delsiho ¢asového obdobi.
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Obr. 4. Schéma prostupu transferosomu skrze SC

2.3 Stabilita transferosomu

Otazka fyzikalni a zejména chemické stability lipidovych vezikularnich nosici je jednim
z hlavnich omezeni jejich praktického pouziti. V pfipad¢, Ze povrchova stabilizace ¢astic
neni dostatecnd, dochazi k nezadoucimu shlukovani, ptipadné az ke koalescenci vezikul.
Tyto projevy nestability maji za nasledek zvySeni heterogenity systému a unik enkapsulova-
ného obsahu [7]. U lipidovych slozek nosic¢i mohou probihat také degradacni reakce oxi-
dacniho ¢i hydrolytického charakteru [43]. Ve srovndni s liposomy a niosomy jsou vSak
transferosomy ve vodnych roztocich obecné odolnéjsi vii¢i projeviim agregétni nestability
[44]. Dle vysledki Hadidi a kol. [45] vykazovaly transferosomy s obsahem neionického

Tweenu® 80 dobrou stabilitu bez znamek agregace 1 po tfech mésicich skladovani jak
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pti 4 °C, tak 25 °C, zatimco u niosomu a liposomi byly za stejnych podminek pozorovany

vyrazné projevy agregatni nestability [46].

2.3.1 Fyzikalni stabilita

Fyzikalni stabilita vezikul je dana konkrétnim slozeni formulace. Pti volbé vhodnych fosfo-
lipidl fadime mezi dilezité faktory hodnotu T, fosfolipidu, kterd souvisi s délkou a stupném
nenasycenosti mastnych kyselin ptitomnych ve struktute, a dale velikost, polaritu a ptipadny

naboj hydrofilnich funkénich skupin vazanych na fosfatovou skupinu.

Dostatecné vysoky povrchovy ndboj vyznamné piispiva k eliminaci agregatni nestability ve-
zikul, proto je vhodné vyuzivat pro formulace lipidovych nosict zejména glycerofosfolipidy
s kladn¢ ¢i zadporn€ nabitymi funkénimi skupinami — PC a PS [6]. Snizeni iontové sily pro-
sttedi vede k dal§imu zvySeni elektrokinetické stabilizace, jelikoz jsou tak podpoteny repul-

zivni elektrostatické interakce mezi souhlasné€ nabitymi ¢ésticemi [47].

Dalsi moznosti, jak zvysit stabilitu ¢astic, je kombinace elektrostatické stabilizace se stabi-
lizaci stérickou, které 1ze docilit dodatecnou modifikaci povrchu, napf. jiz zminénymi mo-
lekulami PEG, jez diky svym dlouhym, objemnym fetézctim, udrzuji vezikuly v dostate¢né
vzdalenosti. Proto je s vyhodou pro formulace transferosomi vyuzivan Tween® 80. Dalsi

moznosti je vyuziti fosfolipidi s roubovanymi fetézci PEG [27, 42, 48].

2.3.2 Chemicka stabilita

Chemicka nestabilita transferosomt predstavuje jeden z jejich hlavnich nedostatki a tyka se
predevsim jejich fosfolipidové membrany. Esterové vazby ve struktute fosfolipidi mohu byt
ve vodném prostiedi hydrolyzovany a v ptipadé fosfolipidd, jeZ ve své struktuie obsahuji

nenasycené acylové fetézce, mize dochéazet k jejich oxidacni degradaci.

Oxidac¢ni namahani fosfolipidli vychazi z obecnych principti radikdlové lipoperoxidace
a probiha radikdlovym mechanismem ve tfech dil¢ich fazich — iniciace, propagace a termi-
nace. V nenasycenych acylovych fetézcich lipidi vykazuji vodikové atomy na methyleno-
vych skupinéch allylového, resp. diallylového uspotadani (vodikové atomy bezprostiedné
lipoperoxidace, zplisobené nejcastéji svételnym zafenim ¢i stopovym mnoZzstvi prooxidac-
nich iontl kovi, dochazi k relativné snadnému odstépeni vodikového radikalu praveé z me-

thylenovych skupin nenasycenych fetézcti za vzniku volnych radikélovych forem vychozich
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fosfolipidii. Tyto volné radikaly pak reaguji s molekularnim kyslikem a iniciuji vznik pero-
xylového radikalu. V ramci propagacni faze peroxylové radikaly reaguji s dalSimi moleku-
lami fosfolipidii za vzniku primarnich oxida¢nich produktti — hydroperoxidi. Oxidac¢ni po-
chody v kone¢ném diisledku vedou ke vzniku tékavych, senzoricky aktivnich sekundéarnich

oxidac¢nich produkti, jez vyrazné€ snizuji kvalitu a stabilitu systému [49].

Na oxidacni stabilitu lipidickych vezikul ma vliv i metoda pouzité pro jejich ptipravu, jelikoz
ta ovliviiuje charakteristiky vzniklych utvari, zejména jejich velikost a lamelaritu. Multila-
melarni vezikuly vykazuji obecné€ odliSnou kinetiku oxidacnich pochodl nez vezikuly uni-
lamelérni, a to diky rozdilné mife piistupnosti fosfolipidovych vrstev k oxidantim pfitom-
nym ve vodné fazi. V ptipad€ liposomalnich systémil bylo napfi. zjiSténo, ze malé unila-
melarni vezikuly podléhaji oxidaci snadnéji nez velké unilamelarni vezikuly. Vy§si tendence
malych unilamelédrnich vezikul podléhat oxida¢ni degradaci je ptikladana vétSimu poloméru
zaktiveni vezikul a volnéji uspofddanym polarnim doménam molekul fosfolipidii, coz umoz-

fuje vetsi prunik ve vodeé rozpustnych radikald a naslednou oxidaci [49].

Oxidaci transferosomt 1ze vyrazné snizit, pokud je vodné prostfedi odplynéno a procisténo
inertnimi plyny, jako jsou napt. dusik ¢i argon. Ke zlepSeni oxida¢ni stability je vhodné for-
mulace skladovat za nizkych teplot, chranit je pted svétlem nebo zvazit vyuziti dalSich anti-
oxidacnich pfisad ¢i latek schopnych vytvaret s ionty kovii komplexy. Poptipad¢ je mozné
vyuZzit dopliikovych operaci, prostiednictvim kterych jsou upraveny jiz ptipravené vezikuly,

jedna se napf. o lyofilizaci nebo sprejové suseni [2, 18].

Hydrolyticka degradace fosfolipidli probih4 jak na urovni karboxylovych, tak fosfatovych
esterti. Esterové vazby karboxylovych kyselin podléhaji hydrolyze zpravidla rychleji a da-
vaji tak vzniknout volnym mastnym kyselinam a lysofosfolipidiim, u nichZ mohou probihat
dalsi hydrolytické reakce. V ptipad¢, Ze dochézi i k hydrolyze fosfatového esteru, je vysled-
nym produktem degradace kyselina glycerofosfore¢na [50, 51].

Hydrolyticky rozklad fosfolipidii mliZze byt zpiisoben i1 enzymatickou aktivitou fosfolipaz.
Tyto hydrolytické enzymy Sté€pi esterové vazby fosfolipidli v konkrétnich polohach a jsou
tak rozliSovany Ctyfi zakladni typy — fosfolipazy Ai, Az, C a D (Obr. 5). Fosfolipdza A
hydrolyzuje esterovou vazbu v poloze sn-1, fosfolipaza A poté v poloze sn-2. Fosfolipadza C
hydrolyzuje esterovou vazbu v poloze sn-3 za vzniku diacylglycerolu a fosforylované baze
(napt. fosfocholinu). Fosofolipaza D §tépi esterovou vazbu mezi kyselinou fosfatidovou

a polarnim substituentem, jenz byl navazan na fosfat (napt. cholin) [50].
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Obr. 5. Polohy pusobeni jednotlivych typu fosfolipaz [50]
2.4 Metody pripravy transferosomi

2.4.1 Metoda hydratace tenkého lipidového filmu

V laboratornim méfitku se jedna o pravdépodobné nej€astéji vyuzivanou metodu piipravy
transferosomti. Fosfolipidy jsou spole¢né s aktivatorem hran (surfaktantem) nejprve rozpus-
tény ve smési tékavych organickych rozpoustédel (napt. chloroform a methanol ve vhodném
pomeéru) v barice s kulatym dnem. V tomto kroku mohou byt do formulace zakomponovany
lipofilni aktivni latky. Vytvoteni tenkého lipidového filmu na vnitini sténé¢ banky je zaloZeno
na odpafeni organickych rozpoustédel za snizeného tlaku pomoci rotacni vakuové odparky,
kdy je systém temperovan na vhodnou teplotu. Proces by mél byt obecné provaden pii tep-
lotach nad T pouzitych lipidl po dostatecné€ dlouhou dobu. Vytvofena tenka vrstva suchého
lipidového filmu se poté op€tovné hydratuje pii konkrétni teploté pomoci roztoku pufru o de-
finované hodnoté pH, do kterého mizZe byt eventualné piimichdna hydrofilni aktivni latka.

Vysledkem hydratace je botnani vezikul a vznik primarni disperze transferosomu [2, 52].

Pro dosazeni poZzadované velikosti pfipravenych vezikul a pro snizeni PDI je nutné piistoupit
k dal$im doplitkovym metodam, které nasleduji po hydrataci lipidového filmu. Jedna se napt.
o ultrazvukovou sonikaci ¢i extruzni protlacovani pies polykarbonatové membrany s defi-
novanou velikosti port. Vysledné vezikuly transferosomt dosahuji typické velikosti v roz-

mezi 100 az 200 nm [2, 52, 53].

Za predpokladu dodrzeni vhodného poméru mezi zakladnimi slozkami formulace je hlavni

vyhodou této techniky vysoka enkapsulacni u¢innost a relativné vysoky vytézek ptiprave-
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nych vezikul [3]. Technika mé vSak sva omezeni, mezi kterd patii ptredevsim relativné ob-
tizna Skalovatelnost (tj. pfevod do primyslového méfitka), jez souvisi zejména se skutec-
nosti, Ze velikost Castic formulace je velmi zavisld na objemové kapacité vyrobniho zafizeni
a na energii dodané pro tvorbu vezikul v prubéhu procesu jejich ptipravy. Dal$im potencial-
nim problém je Gplné odstranéni zbytkl organickych rozpoustédel a nuceny kontakt aktiv-

nich latek s rozpoustédly vedouci k jejich piipadné deaktivaci [54].

2.4.2 Metoda rucniho protiepavani

Metoda ru¢niho protfepavani je zjednodusenou analogii k metodé hydratace tenkého filmu.
Organické rozpoustédlo se neodstranuje pomoci rota¢ni vakuové odparky, ale pouhym ruc-
nim protfepavanim, kdy je batika s kulatym dnem v mezicase ponechévana ve vodni 14zné
udrzované pii zvySené teploté. Na povrchu jeji vnitini stény se postupné vytvaii tenky lipi-
dovy film, ktery je v dalsi fazi opétovné hydratovan vhodnym pufrem za mirného tfepani

pti teploté vyssi nez Te lipidi [2, 55].

2.4.3 Metoda piimé sonikace

V piipadé metody piimé sonikace jsou fosfolipidy spole¢né se surfaktantem a uc¢innymi lat-
kami rozmichdny ve fosfatovém pufru. Tato smés je nasledné homogenizovana pomoci vor-
texu aZz do vzniku mlécné primérni disperze, kterd je v nasledujicim kroku podrobena soni-
kaci [56, 57]. Ackoliv miize byt metoda ptimé sonikace vyuzita k ptipraveé samotnych trans-
ferosomalnich vezikul, zpravidla se jedna o doplitkovou metodu, jejimz cilem je zisk sys-
tému o niZsi velikosti ¢astic a s niz8i hodnotou PDI . Hlavni nevyhodou metody je vSak pro-
blematickd primyslova skalovatelnost popisovaného postupu vzhledem k zabezpeceni do-

statecného sonika¢niho uc¢inku ve velkoobjemovém méftitku [3].

2.4.4 Metoda vstrikovani z ethanolu

Metoda spociva v piipravé ethanolického roztoku fosfolipidi, aktivatord hran a lipofilnich
aktivnich slozek a jeho nasledovném vstfikovani do vodné faze za stdlého michani. Oba
roztoky jsou pied samotnym vsttikovanim zpravidla zahtaty na teplotu 45 az 50 °C. Vstii-
kovéni ethanolického roztoku lipidové faze do pufru vede ke precipitaci molekul lipida, vy-
tvari se tak dvouvrstvé planarni fragmenty, z nichZ mohou déle vznikat samostatné lipidové
vezikuly. Vyhodou metody je pouziti ethanolu jako pomérné netoxického rozpoustédla. Me-
todu lze navic snadno Skalovat pouhym zvétSenim objemu reakénich nadob. Vzniklé vezi-

kuly jsou pak obvykle stabilni, s pomérné¢ vysokou mirou zachyceni aktivnich slozek,
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ale zna¢né heterogenni. DalS§im problémem je velké zfedéni ptipravené disperze vezikul,
ktera vyzaduje odstranéni veskerého alkoholu. To je pomérné obtizné, jelikoz ethanol spo-
le¢né s vodou vytvarii azeotropni smés [58]. Velikost Castic lze optimalizovat predev§im
upravou samotné formulace transferosomil (zejména zmeénou koncentrace PAL), ale rovnéz
zménou technologickych parametrii procesu, napt. Gpravou primeéru vstiikovaci trysky,

tlaku vstiikovani a rychlosti pratoku vodné faze [34, 53, 59].

2.4.5 Extruzni a homogeniza¢ni metody

Pti extruznich technikach jsou primérni disperze misto sonikace protlacovany pod tlakem
membranami o rizné definované velikosti pord. Pfipadné mohou byt disperze nejprve vy-
staveny konstantnim zménam tlakd tak, aby doslo k rozpadu multilamelarnich vezikul.
Pti prostupu vezikul pory membrany dochazi k jejich mechanickému naruSeni, které vede
ke vzniku zmenSenych unilamelérnich transferosomu. Postup je méné agresivni nez soni-
kace a umoznuje vysokou reprodukovatelnost, jedna se nicméné o pomérn¢ finan¢n¢ nevy-
hodny postup, jelikoz je ¢asoveé a materialové narocny [53]. V ptipadé vysokotlaké homo-
genizace je po smichani vSech vychozich slozek kapalna smés vystavena pieruSovanym ul-
trazvukovym vlnam a néasledné podrobena homogenizaci ve vysokotlakém homogenizatoru

[60].

2.4.6 Metoda odparovani reverzni faze

Principem metody odparovani reverzni faze je tvorba reverznich micel fosfolipidi. Kon-
vencné piipraveny film je solubilizovan v organické fazi tvofené isopropyletherem, diethy-
letherem ¢i jejich smési. Do organické faze je poté pfidan i roztok pufru potencidlné obsa-
hujici hydrofilni aktivni latku, ¢imZ dochazi ke vzniku dvoufazového systému. Systém
je v dalsim kroku podroben homogenizaci prostfednictvim sonikace, pfi¢emz pii procesu
dochdzi ke tvorbé reverznich micel. Vznika tak v podstaté homogenni emulze typu voda
v oleji. Organické rozpoustédlo je poté postupné odpatovano na vakuové odparce, coz ini-
ciuje pfemenu inverznich micel na visk6zni gel. Kritickym momentem procesu je zhrouceni
gelu za soucasného naruseni struktury inverznich micel, systém se tak pfeménuje na veziku-
larni suspenzi samotnych transferosomtl. Velkou pfednosti této metody je dosazeni velmi

vysoké ucinnosti enkapsulace [61, 62, 63].
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3 AKTIVNI LATKY S ANTIOXIDACNIM UCINKEM

Antioxidanty jsou latky schopné snizovat aktivitu riiznych forem volnych radikala a piispi-
vat tak k omezeni ¢i uplnému potlaceni procesu oxidace. Volné radikaly piedstavuji vysoce
reaktivni, nestabilni ¢astice s neparovym poctem elektronti a jejich tvorba ve formé tzv. re-
aktivnich forem kysliku (Reactive Oxygen Species, ROS) je nedilnou soucasti aerobniho
metabolismu. Ackoliv je lidsky organismus vybaven fadou ochrannych mechanismu, jez se
podileji na udrzeni rovnovahy mezi puisobenim ROS a endogenni antioxidac¢ni ochranou,
narust oxidacniho stresu mize byt iniciovan fadou vnitinich a vnéjsich faktort. Ultrafialové
(UV) zéfenti je jednou z hlavnich pficin vnéjsiho starnuti, jelikoz iniciuje vznik ROS ptimo
v ktzi. V disledku jejich nadbytku dochazi k deregulaci bunéénych procest, k oxidaénimu

poskozeni proteini, nukleovych kyselin a lipoperoxidaci [64].

Inkorporace antioxidantti do topickych ptipravki je jedna z moznych cest, jak potlacdit nega-
tivni dopad oxidac¢niho stresu na kiizi. Vzhledem k soucasnym trendiim jsou predmétem
dnesnich vyzkumnych zdmérti zejména ptirodni antioxidanty ziskavané z rostlinnych ex-
traktli, napt. fenolické kyseliny, flavanoidy, stlibeny, kumariny, lingany, taniny a karoteno-

idy [64, 65].

3.1 Karotenoidy

Karotenoidy pfedstavuji pocetnou skupinu organickych lipofilnich latek spadajicich do sku-
piny tetraterpenoidli — oligomeru isoprenu skladajicich se konkrétné z osmi isoprenovych
jednotek, a tedy ze 40 atomti uhliku. Zakladni polyenovy alifaticky fetézec mtize byt zakon-
¢en jednim nebo dvéma péti-, resp. Sesticlennymi cykly. Diky pfitomnosti systému konju-
govanych dvojnych vazeb jsou karotenoidy schopny pohlcovat svételné zateni, jedna se tedy
o barevné slouceniny typicky zlutych, oranZzovych nebo Cervenych odstin. Dvojné vazby
ve struktufe zakladniho fetézce dale umoznuji geometrickou isomerii. Vzhledem ke skutec-
nosti, Ze cis-izomery jsou z termodynamického hlediska méné vyhodné, vétSina ptirodnich

karotenoida se vyskytuje ve formé trans-isomerti [66, 67].

Nenasyceny terpenicky fetézec karotenoidll ptispiva k vysoké antioxidaéni kapacité téchto
barviv, jelikoz poskytuje elektrony, které mohou vstupovat do reakci s volnymi radikaly
a pfeménovat je na méné reaktivni, stabilngjsi produkty, ¢imz dochéazi k potlaceni dalSich

radikalovych fetézovych reakei [68].
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Karotenoidy jsou pfirozen¢ produkovany buitkami fotosyntetizujicich rostlin, fas, ale 1 vy-
branych bakterii a hub, v nichZ zastévaji funkci pomocnych fotosyntetickych barviv (slouzi
jako doprovodné sbérace fotonii svételného zareni). V rostlinnych bunkach jsou nejcastéji
shromazd’ovany do tzv. chromoplasti — fotosynteticky neaktivnich plastidii, mohou se vSak
nachdzet i na vnitini membrané samotnych chloroplastli a na membran¢ thylakoidt. Karote-
noidy se prostfednictvim potravy dostavaji i do tél zivocicht, kde se mohou akumulovat

v tukovych tkanich [67, 69].

Karotenoidy je mozné rozliSovat na dvé zdkladni skupiny — karoteny a xantofyly. Hlavnim
klasifikacnim kritériem je pfitomnost molekul kysliku, xantofyly jsou na rozdil od karotenti
kyslikatymi slou¢eninami. Pravdépodobné nejzndméjsim zastupcem karotenti je B-karoten,
ktery je vyznamnym prekurzorem vitaminu A. Mezi typické xantofyly fadime napf. lutein,

zeaxantin, kantaxanthin, kryptoxanthin nebo ASTX [67, 69].

3.1.1 Astaxanthin

Astaxanthin (3,3’-dihydroxy-f3,3 -karoten-4,4"-dion) je pfirodni karotenoidni barvivo spa-
dajici do skupiny kyslikatych xantofyli. Jedna se o temné Cervenou pevnou latku, jez
je velmi dobfte rozpustna v tucich — hodnota rozdélovaciho koeficientu oktanol/voda Log P

dosahuje hodnoty 13,27. Molekulova hmotnost ASTX je 596,85 g-mol~! [70, 71].

Molekula ASTX (Obr. 6) obsahuje dva asymetrické atomy uhlikii v pozicich 3 a 3. Pravé
diky ptitomnosti dvou chiralnich center mize ASTX kromé geometrickych isomert vytvaret
1 tf1 konfiguracni isomery, dva enantiomery 3R, 3'R a 3S, 3’S a jeden mesoisomer 3R, 3'S.
V ptirodé se ASTX vyskytuje nejcastéji ve formée enantiomerti 3S, 3’S nebo 3R, 3R, pfi-

¢emz prvné zminény vykazuje také nejvyssi antioxidacni kapacitu [68, 72].

Ptitomnost hydroxylovych funkénich skupin umoznuje molekule ASTX vstupovat do este-
rifikacnich reakci. Kromé formy volné se tak ASTX vyskytuje Castéji pravé ve formeé mono-
¢i diestertl mastnych kyselin, které jsou oproti volné form& méné¢ citlivé viici plisobeni oxi-
dace [72, 73, 74]. Dle zavéri Yanga a kol. [75] stabilita ASTX roste se zvySujicim se stup-
ném esterifikace a s rostouci délkou a nasycenosti fetézce vazané mastné kyseliny, tyto mo-
difikace vSak maji negativni dopad na biodostupnost molekuly, ktera je nejvyssi u neesteri-
fikované formy. Astaxanthin mize déle vytvaret chemické komplexy s proteiny a lipopro-

teiny [76].
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Obr. 6. Molekula ASTX

Hlavni pfednosti tohoto barviva jsou jeho mimofadné antioxida¢ni vlastnosti. Uvadi se, Ze
antioxidaéni kapacita molekuly ASTX je 100 az 500krat vyssi, nez je tomu v ptipadé vita-
minu E (a-tokoferolu). Hodnota inhibi¢ni aktivity vici volnym radikaliim je vaci ptibuznym

karotenoidiim (B-karoten, lutein ¢i lykopen) ptiblizn¢€ desetindsobna [74].

Antioxidacni vlastnosti ASTX vychdzeji z jeho specifické molekularni struktury. Kromé te-
tézce konjugovanych dvojnych vazeb obsahuje molekula na obou koncovych aromatic-
kych/iononovych cyklech hydroxylovou a karbonylovou skupinu. Pfitomnost zminénych
skupin poskytuje molekule ASTX vyssi polaritu a ¢aste¢né amfipaticky charakter, coz
usnadiiuje jeji vmezetfeni do bunéénych fosfolipidovych membran [70]. Nenasyceny polye-
novy fetézec pak umoziuje zachycovani radikdlovych forem pfimo v membrané, zatimco
cyklické, kyslikem substituované struktury v koncovych ¢astech molekuly napomahaji vy-
chytavat radikdly z extra- i intracelularniho prostfedi membrany. Astaxanthin je tak schopen

efektivné potlacovat proces lipoperoxidace membran [77, 78].

Vyznamnymi producenty ASTX jsou motské fotosyntetizujici fasy Hematococcus pluvialis
(lacustris), Chlorella vulgaris a zofingiensis, Chromochloris zofingiensis a rod Chloro-
coccum. Astaxanthin je také pfirozené syntetizovan ¢ervenou kvasinkou Phaffia rhodozyma
(Xanthophyllomyces dendrorhous) a bakteriemi Agrobacterium aaurantiacum, Paracoccus
haeundaensis a Paracoccus carotinifaciens [70, 72, 73]. K syntéze a akumulaci dochézi
obecné za stresovych podminek, kdy je buiika fasy vystavena napt. nedostatku zivin, razant-
nim zménam teploty a tonicity prostfedi, nadbytku ¢i nedostatku zatreni. Nashromdzdéné
barviva pak bunku ochranuji pfed oxidacnim stresem. Astaxanthin se pfirozené¢ nachazi
1 v télech korysi, lososovitych ryb a dokonce nékterych druht ptakd, napt. plamenakd, jeli-
koz se v jejich potravé vyskytuji pfirodni zdroje ASTX, které témto zivo¢ichlim udé€luji je-

jich typické zabarveni [74, 79].
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Pro primyslové aplikace je ASTX ziskavan pfedevsim biotechnologickou produkci zaloze-
nou nejcasteji na kultivaci Hematococcus pluvialis, jez je schopna akumulovat ASTX ve vy-
sokych mnozstvich a je obecné povazovana za bezpecny zdroj tohoto karotenoidu pro Clo-
veka [76, 80]. Takto syntetizovany ASTX je tvoten 3S, 3’S isomerem a piiblizné 70 % se
nachdzi ve form& monoesteru, 25 % ve formé diesteru a zbyvajicich 5 % je tvotfeno volnou
formou [75, 81]. Synteticky ptipraveny ASTX se skldda ze smési vSech tii isomert 3S, 3°S;
3R, 3’S; 3R, 3’'R v poméru 1: 2 : 1, nicméné ve srovnani s piirodnimi variantami je jeho

antioxidacni aktivita 20 az 50krat nizsi [72, 82].

Astaxanthin je schopen vstupovat do signalnich drah zanétu, oxidac¢niho stresu a apoptozy
eliminaci ROS vznikajicich pfi téchto procesech [83, 84]. Zvysena produkce ROS stimuluje
syntézu proteolytickych enzymi z fad matricovych metaloproteinaz (MMP). Tyto vapnik
dependentni, zinek obsahujici endopeptidazy se podileji na procesech remodelace tkani
a zpusobuji degradaci extracelularni matrice. Dle zavérti Suganuma a kol. [85] ASTX tlumi

UVA-indukovanou up-regulaci kolagenazy a elastazy u lidskych dermalnich fibroblasta.

Iniciace bunécného antioxida¢niho obranného systému molekulou ASTX spociva v modu-
laci signalni drahy fizené komplexem transkrip¢niho faktoru Nrf2 a jeho represoru Keapl.
Za béznych podminek je vétSina molekul Nrf2 faktoru v cytoplazmé vazana k molekulam
represivniho proteinu Keapl. Oxidacni stres snizuje miru represe faktoru Nrf2 alternaci spe-
cifickych, na cystein bohatych domén Keapl. To vede k translokaci Nrf2 faktoru do jadra,
kde zvySuje expresi cytoprotektivnich gent kodujicich endogenni antioxida¢ni enzymy a in-
dukuje tak jejich produkci [86, 87]. Mezi tyto enzymy patii napf. superoxid dismutaza, ka-
talaza ¢i peroxiredoxin [88]. Astaxanthin se podili na zvySeni exprese faktoru Nrf2 a zaroven
snizuje expresi proteinu Keapl, dale pak inhibuje uvoliiovani prozanétlivych interleukina

a jaderného faktoru NF-«xB [89].

V poslednich letech se zajem o ASTX v kosmetickych a dermatologickych aplikacich zvysil
nejen diky jeho silnym antioxida¢nim vlastnostem, ale taktéz pozitivnim ucinkiim na stav
ktize a protektivnim vlastnostem vaci UV zaieni [90, 91]. V rdmci studie Yamashita a kol.
[92] byly skupin€ 49 Zen ve véku 45 az 50 let podavany denné 4 mg ASTX po dobu Sesti
tydnd. U vice nez 50 % Zen doslo ke zvySeni miry hydratace a elasticity kiize. Topickymi
ucinky ASTX se zabyvali Tominaga a kol. [93]. Jejich studie provedend na 30 Zenach
po dobu osmi tydnli spocivala v kombinaci denni peroralni suplementace 6 mg ASTX

a denni topickeé aplikaci 2 ml jeho 78,9 uM roztoku. Na konci experimentu bylo pozorovéano
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snizeni hloubky vrasek a velikosti pigmentovych skvrn, dale doslo ke zlepsSeni textury pleti

a narlstu jeji elasticity.

Astaxanthin zabranuje akumulaci volnych radikalt, ¢imz piisobi preventivné ve vztahu k po-
Skozeni DNA. Ve své studii Lyons a O’Brien [94] uvedli, ze synteticky ASTX brani UVA-
indukovanému poskozeni DNA lidskych melanocytt a stievnich Caco-2 bun¢k. Vlastnosti
ASTX byly rovnéz zkoumdany v fad€ in vitro i in vivo studii s cilem zhodnotit jeho mozné
vyuziti ve tkanovém inzenyrstvi a v systémech pro hojeni ran. Napiiklad Veeruraj a kol. [95]
hodnotili in vivo G€innost kolagenovych filml s obsahem ASTX — filmy vyznamné zlepSo-

valy a urychlovaly proces hojeni oproti kontrolnim vzorktim o vice nez 50 %

Stabilita ASTX je ovlivnéna podminkami pfi jeho skladovéani. Vzhledem k vysoce nenasy-
cené povaze vede dlouhodobé plisobeni vzdusného kysliku, svételného zéateni a zvysené tep-
loty k jeho postupné degradaci a ke ztraté antioxidacni aktivity. Astaxanthin je tak z téchto
divodt vhodné uchovévat v tmavych nadobach pod ochrannou atmosférou a pii nizkych

teplotach [96].
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Ackoliv od prvniho pouziti pojmu ,,transferosom* uplynulo jiz tficet let, mize byt tento na-
novezikularni systém i dnes povazovan za relativné novy, jelikoz mnozstvi transferosomal-
nich formulaci uvedenych do klinické praxe je stidle pomérn¢ omezené. Vyvoj v této oblasti
nicmén¢ neustale pokracuje, a proto je mozné predpokladat, ze v nasledujicich letech dojde

ke komercializaci dalSich systémil vyuzivajici transferosomalni nosice [3].

V ramci farmaceutického vyzkumu byly transferosomy vyuzity pro enkapsulaci Siroké fady
farmaceuticky aktivnich latek s cilem nejen charakterizovat pfipravené vezikuly z hlediska
velikosti a stability, enkapsulacni G¢innosti a biologickych vlastnosti, ale predevsim zlepsit
dostupnost téchto latek pro organismus. Velmi ¢asto je v odbornych publikacich diskutovan
typ a koncentrace pouzitého aktivatoru hran, které vyrazné ovliviiuji vlastnosti vyslednych

vezikul.

Ahad a kol. [97] vyuzili nanotransferosomy pro enkapsulaci antihypertenziva — mesylatové
soli eprostanu. Ptipravené vezikuly s 25% zastoupenim anionického sodium deoxycholatu
o prumé&rné velikosti 108,53 + 0,06 nm dosahovaly enkapsula¢ni Gi¢innosti 63,00 = 2,76 %
a umoziovaly zlepSeni transdermdlniho toku farmaka — koeficient zesileni prostupu dosaho-
val ve srovnani s konven¢nimi liposomy hodnoty 16,80. Ultradeformovatelné vezikuly byly
studovany také ve vztahu k topickému dodavani tretioninu — kyseliny all-trans-retinove, jez
je vyuzivana pro lécbu stredné te¢zkych forem acne vulgaris. Vysledkem studie publikované
Ascensem a kol. [98] bylo doporuceni pouzit tyto ultradeformovatelné vezikuly jako vhodné

nosice tretioninu se schopnosti sniZovat jeho iritaéni potencial.

V odborné literatufe jsou dokumentovany i kombinované systémy na bazi transferosomut
s obsahem bioaktivnich alkaloidii, konkrétné paklitaxelu, jeZ byly pfipraveny v ramci vy-
zkumu provedeného Jiangem a kol. [17]. Studie se zaméfila na lokéalni chemoterapii koznich
melanoml pomoci oligopeptidovych hydrogelt s transferosomy paklitaxelu. Transferosomy
byly dale vyuzity pro enkapsulaci antipsychotik (risperidon) [99], nesteroidnich protizdnét-
livych lékt (diclofenac) [46], antibiotik (vankomycin-hydrochlorid) [100], blokatort kalci-
ovych kanalt (cilnidipin) [101] nebo betablokatort (carvedilol) [102].

Transferosomy mohou plnit roli nosic¢l pro zvyseni stability, biodostupnosti a efektivity 1a-
tek nachazejicich své uplatnéni v kosmetickych ptipravcich. Obecné jsou Casto predmétem
enkapsulace fenolické latky s antioxidacnim potencidlem. V roce 2017 Avadhani a kol.

[103] ptipravili transferosomy obsahujici polyfenolicky epigalokatechin-3-gallat a kyselinu
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hyaluronovou pomoci modifikované¢ metody hydratace tenkého filmu v kombinaci s vyso-
kotlakou homogenizaci. Optimalizované vezikuly efektivné snizovaly proces lipoperoxidace
v bunécné linii typu HaCaT. Manca a kol. [104] vyuzili modifikované hyalo-transferosomy
pro piipravu vezikul obsahujici fytokomplexy extrahované ze semen a stonk cervené vinné
révy (Vitis vinifera). Podobnou tématikou se zabyvali rovnéz Pandit a kol. [105], ktefi
do transferosomil enkapsulovali rostlinny fytoestrogen — quercetin. Vezikuly byly po pii-
pravé zakomponovany do chitosanovych filma a v ramci ex vivo stanoveni na krysich koz-
nich $tépech bylo dosazeno téméi 90% transdermalniho prostupu. V dalsi zajimavé studii
vedly transferosomy s katechinem ke zvySeni permeability tohoto flavanolu o 85 % a byly
schopny in vivo potlacovat aktivitu enzymu tyrozinazy a branit tak UV-indukované pigmen-

taci [106].

Vyse uvedené struéné shrnuti jen potvrzuje, Ze transferosomy jsou slibnymi nosici s Sirokym

aplika¢nim potencidlem.
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5 CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo vypracovani literarni reSerSe zabyvajici se slozenim, vlast-
nostmi a metodami piipravy transferosomil. Prace se blize zaméiuje na stavebni slozky
téchto systémt, popisuje proces transdermalni permeace transferosomil a rovnéz zminuje
soucasny stav poznani a konkrétni vyzkumné aplikace. Teoreticka ¢ast se dale vénuje latkam
s antioxida¢nim Uc¢inkem, pozornost je vénovana karotenoidiim a podrobnéji se zamétuje

na charakterizaci ASTX, jakozto latky vhodné pro enkapsulaci do transferosomii.

V ramci experimentalni Casti prace bylo cilem pfipravit transferosomy s obsahem ASTX
s riznym slozenim membrany a s vyuzitim optimalizovanych postupti tyto systémy charak-
terizovat z hlediska velikosti a morfologie vezikul, polydisperzity, ucinnosti enkapsulace,

antioxidacénich vlastnosti a in vitro cytotoxicity.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 POUZITE MATERIALY

6.1 Pristrojové vybaveni a pracovni pomucky

Analytické vahy (Sartorius)

Vakuova rota¢ni odparka Hei-VAP (Heidolph)

Sonikator UP400St (Hielscher)

Analyzator velikosti ¢astic Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern)
Sonikacni vana K-10LE (Kraintek)

Stolni centrifuga EBA 20 (Hettich)

Spektrofotometr V-750 (Jasco)

Automatické pipety (Eppendorf)

Sestava vysokoucinné kapalinové chromatografie 600E (Waters)
Detektor UV200 (Watrex)

pH metr inoLab pH 7110 (WTW)

Elektroda HC 103 (Theta 90)

Konfokalni mikroskop Fluoview FV3000 (Olympus)
Elektronovy mikroskop JEM-2100F (Jeol)

Flow box (Alpina)

Multidetekéni reader Infinite 200 PRO (Tecan)

Aparatura generujici doutnavy vyboj (Pelco)

Médéné sitky (300 mesh) s formavarovou vrstvou (Electron Microscopy Sciences)
Plastové zkumavky a mikrozkumavky s vickem

Plastové kyvety s optickou drdhou 1 cm

Kyvety pro méteni elektrokinetického potencialu (Malvern)
Injekéni stiikacky a jehly

Stiikackové filtry s membranou 0,22 um (Millipore)

Beézné laboratorni sklo
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6.2 Chemikalie a roztoky

Sojovy L-a-fosfatidylcholin 95% (SPC) (Avanti polar lipids)
1,2-oleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin (DOPC) (Avanti polar lipids)
Cholesterol (z ov¢i viny) 98% (CH) (Avanti polar lipids)
Polyoxyethylen-80-sorbitan monooleat — Tween® 80 (TW) (Carl Roth)
Sorbitan monooleat — Span® 80 (SP) (Sigma)

Astaxanthin >97% z Blakeslea trispora (Sigma Aldrich)
Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS) (BioSera)
DMEM médium (BioSera)

Demineralizovana voda z laboratorniho zdroje

Chloroform (VWR)

Methanol (VWR)

Methanol >99,5% (Sigma Aldrich)

Ethanol 96% (Penta)

Diethylether (Penta)

Aceton (Penta)

Petrolether (Penta)

Dimethylsulfoxid >99% (DMSO) (VWR)

2,2-difenyl-1-pikryl hydrazyl (DPPH) (Sigma Aldrich)

3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-difenyl-2H-tetrazoliumbromid (MTT) (Sigma Al-
drich)

MTT cell proliferation assay kit (Duchefa Biochemie)

6.3 Bunécné linie

Mysi embryonalni fibroblasty ATCC-CRL-1658 NIH/3T3
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7 METODIKA

7.1 Priprava transferosomu

Disperze transferosomil byly nejprve pfipraveny bez obsahu ASTX metodou hydratace ten-
kého filmu. Za vychozi lipid byl zvolen SPC, ktery byl kombinovan se dvéma typy neionic-
kych aktivatorti hran — Spanem® 80 (SP), resp. Tweenem® 80 (TW) ve fixnim poméru fos-
folipid : aktivator (90 : 10, w/w). Celkové mnoZzstvi membranotvornych slozek bylo nasta-
veno na 500 mg (450 mg fosfolipid, 50 mg surfaktant). Fosfolipid byl spolecné s konkrétnim
surfaktantem rozpusStén v 10 ml organické faze tvorené smési chloroformu a methanolu
v poméru 7 : 3, v/v. Po pfevedeni smési do baiiky s kulatym dnem byla pomocna rozpousté-
dla odpafena na rota¢ni vakuové odparce (Heidolph) pii 40 °C a 100 rpm po dobu 40 min
za vzniku tenkého filmu, jenz byl v dal§im kroku za stejnych vychozich podminek hydrato-
van 10 ml PBS o hodnoté pH 7,4 (Biosera). Piipravené primarni disperze byly sonikovany
pomoci ultrazvukového sonikatoru UP400St (Hielscher) po dobu 120 s (80% amplituda,

cyklovani 50 : 50) za kontinualniho chlazeni v ledové lazni.

Po tspésné zkuSebni piipravé transferosomi bez obsahu ASTX bylo pfistoupeno k samotné
enkapsulaci ASTX, jeZ spocivala v nadavkovani 4 mg ASTX rozpusténého v chloroformu
(2 ml roztoku o koncentraci 2 mg-ml~') do organické faze pfti zachovani vychozich pomérii
lipid : surfaktant a podminek piipravy. Koncentrace ASTX v transferosomalni disperzi tak

byla nastavena na 0,4 mg-ml~'. Postup piipravy je dokumentovan na Obr. 7 a 8.

Jako alternativa k metodé€ hydratace lipidového filmu byla zvolena metoda odpafovani re-
verzni faze. Pfipravené filmy (SPC : TW =90 : 10, w/w) byly rozpuStény v 10 ml diethy-
letheru a smichdny s 10 ml PBS za vzniku dvoufazového systému, ktery byl nasledné soni-
kovan 120 s (80% amplituda, cyklovani 50 : 50) za vzniku obracené emulze. Pfevedeni sys-
tému na vezikularni disperzi bylo provedeno odpaienim diethyletheru (40 °C, 100 rpm,

20 min) na vakuové rota¢ni odparce (Heidolph).
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Obr. 8. Hydratovana primarni disperze transferosomii s obsahem ASTX

Pro zhodnoceni vlivu koncentrace aktivatoru hran, resp. poméru lipid : aktivator byly dale
pripraveny formulace s dvéma dalSimi poméry SPC : TW (95 :5 a 85 : 15, w/w), pfiemz
metodika jejich pfipravy byla totozna s vySe uvedenymi postupy.

Na zékladé zkuSenosti z ptipravy téchto nosicli bylo na zavér ptripraveno celkem Sest final-

nich formulaci transferosomtl se shodnou koncentraci ASTX (0,4 mg-ml') a s vyuZitim
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ttech riznych systémda lipidt (SPC, DOPC a smés SPC s CH v poméru 5 : 1, w/w) v kom-
binaci se SP ¢i TW, vzdy ve fixnim poméru 90 : 10, w/w. Pfislusnd mnozstvi jednotlivych

slozek pro piipravu 5 ml transferosomalnich disperzi jsou uvedena v Tab. 2.

Vsech Sest formulaci bylo pfipravenou metodou hydratace filmu za optimalizovanych pod-
minek — 250 mg membranotvornych komponent bylo rozpusténo v 15 ml smési chloro-
form : methanol (7 : 3, v/v) spole¢né s 1 ml roztoku ASTX (2 mg-ml~!). Smés byla odpaio-
vana 40 min pfi 45 °C a 100 rpm. Vznikly suchy film byl kondiciovan pod vakuem dalsi
hodinu (pro dodate¢né vytékani organické faze) a nasledné hydratovan 5 ml PBS pti dodr-
zeni vychozich podminek. Velikost vezikul primarnich disperzi byla sniZzena sonikaci na ul-
trazvukovém sonikatoru (Hielscher) po dobu 120 s (80% amplituda, cyklovani 50 : 50). Pfi-

pravené formulace byly chranény pted svétlem a skladovany v chladnicce pti 4 °C.

Tab. 2. Navazky ingredienci pro pripravu 5 ml transferosomalnich disperzi

Formulace SPC [mg] | DOPC [mg] | CH [mg] TW [mg] SP [mg]

TF1
(SPC-TW)

225 — - 25 -

TF2
(SPC-SP)

225 - - - 25

TF3
(DOPC-TW)

— 225 - 25 -

TF4
(DOPC-SP)

- 225 - - 25

TFS

187,5 - 37,5 25 -
(SPC/CH-TW)

TF6

187.5 - 37,5 - 25
(SPC/CH-SP)
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7.2 Stanoveni distribuce velikosti a elektrokinetického potencialu

Stanoveni velikosti ¢astic submikronovych disperzi je zpravidla zaloZzeno na metod¢ dyna-
mického rozptylu svétla (DLS — Dynamic Light Scattering), jez vychazi z méfeni Brownova
pohybu, resp. méteni kolisani intenzity rozptyleného svételné¢ho zafeni laserového zdroje
okolo jeji primérné hodnoty v roztoku analytu. Fluktuace intenzity je spojena s interferenc-
nim zeslabovanim a zesilovanim zafeni, ke kterému dochazi na nestacionarnich ¢asticich
disperze v disledku pravé Brownova pohybu. Zmeéna intenzity zafeni je imérna Brownovu
pohybu a zavisi tedy pfimo na velikosti ¢astic — ¢im jsou Castice mensi, tim intenzivnéji se
pohybuji a tim rychleji se méni i intenzita rozptylené¢ho svétla. Velikost Brownova pohybu

je kvantifikovéna prostfednictvim transla¢niho difizniho koeficientu D.

Fluktuace intenzity zafeni laseru je snimana fotodetektorem pod tthlem 90°. Samotny vypo-
cet velikosti Castic vychazi ze Stokes-Einsteinovy rovnice (1) vyjadiujici vztah mezi hodno-
tou hydrodynamického priméru ¢astice d(H) a hodnotou translaéniho difuzniho koeficientu
D, kde k je Boltzmannova konstanta, T je absolutni teplota prosttedi a 1 je viskozita disperz-
niho prostiedi [107, 108, 109].

k-T "
T )

d(H) = 311

Pro prakticky vyznam stanoveni je nutné znat hodnotu indexu lomu ¢€astic a rozpoustédla,
pficemz by se tyto hodnoty mély navzajem lisit. V prubéhu méfeni rozptylu by rovnéz ne-
mélo dochazet ke zménam termodynamickych podminek. Metoda DLS umoziuje méfit ve-
likost Castic disperze v rozmezi n€kolika nanometrti az nizkych jednotek mikrometri, zaro-

ven je schopnd systém charakterizovat 1 z hlediska polydisperzity (PDI).

Existence elektrického naboje na povrchu ¢astic ovliviiuje distribuci opacné nabitych ionth
v roztoku, kolem kazdé povrchove nabité Castice se tak formuje elektricka dvojvrstva. Ta se
obecné sklada ze dvou ¢asti — vnitini kompaktni vrstvy protiiontl tésné ptiléhajicich k po-
vrchu ¢astice — tzv. Sternovy vrstvy a vrstvy difuzni, jez je tvofena zbyvajici ¢asti opacné
nabitych iontd. V ramci difizni vrstvy rozliSujeme dale tzv. rovinu skluzu ohranicujici
vrstvu iontd, které se pii pohybu nabité ¢astice pohybuji spolecné s ni a prispivaji tak k jejim

povrchovym vlastnostem [110].

Rozdil potencidlti ve vzdalenosti pohybového rozhrani, jez se ustavuje pii pohybu Castice

s elektrickou dvojvrstvou vici roztoku, se oznacuje jako elektrokineticky potencial (zeta po-
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tencial) a je jednou ze zékladnich veli¢in pro hodnoceni stability koloidnich systémt. Pfi do-
drzeni predpokladu, ze veskeré Castice systému vykazuji dostatecné vysoky kladny ¢i za-
porny zeta potencial (vyssi nez +30 mV a nizsi nez —30 mV), je mozné systém diky existenci
dostatecné silné elektrostatické repulze mezi souhlasné nabitymi ionty povazovat za stabilni.
Stanoveni elektrokinetického potencialu je mozné provést prostfednictvim metody elektro-
foretického rozptylu svétla (ELS — Electrophoretic Light Scattering), jez je zalozena na elek-
troforetické pohyblivosti ¢astic v roztoku, na kterych dochazi k rozptylu svételného zateni.
Pro vypocet hodnoty elektrokinetického potencialu je poté vychazeno ze Smoluchowskiho

rovnice [111, 112].

Me¢fteni distribuce velikosti a zeta potencidlu transferosomi bylo provedeno na pfistroji
Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern) pii 25 °C. V pfipad¢é stanoveni distribuce velikosti bylo
10 pl vzorku transferosomti smichdano s 1 ml demineralizované vody (pH 7,0 + 0,2)
a pro méfeni byly vyuzivany plastové kyvety s optickou délkou 1 cm. Pro stanoveni zeta
potencialu bylo 15 pl vzorku nafedéno 4 ml demineralizované vody a roztok byl stiikackou

preveden do specialnich kyvet spole¢nosti Malvern.

Stanoveni obou parametrii probihalo u kazdého vzorku celkem ve tfech opakovanich sloZe-
nych primérné ze 12 az 18 cykll pfi stanoveni velikosti a z mén¢ nez 100 cykll v ptipadé
zeta potencialu. Z naméfenych dat byly vypocitany primérné hodnoty véetné¢ smérodatné
odchylky. V ptipad¢ velikosti se jedna o intenzitné vazeny primeér velikosti transferosomut

(z-average).

7.3 Stanoveni morfologie

Morfologie vezikul byla pozorovéana s vyuZzitim dvou typi mikroskopickych technik — tran-
semisni elektronové mikroskopie (TEM) a konfokalni mikroskopie. Pro metodu TEM byly
vzorky transferosomt 20krat nafedény, naneseny na hydrofilizované meédéné sitky
(300 mesh) pokryté tenkou formavarovou vrstvou a nasledné Setrné vysuSeny pii 45 °C.
Zobrazeni bylo zprostiedkovano mikroskopem JEM-2100F (Jeol) s urychlovacim napé&tim
160 kV. V pfipad¢ pozorovani konfokalnim mikroskopem Fluoview FV3000 (Olympus)
bylo 10 ul vzorku transferosomti aplikovano na podlozni sklicko a ndsledné prekryto krycim

sklem. Vezikuly byly pozorovany pii 60nasobném zvétSeni.
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7.4 Stanoveni enkapsula¢ni Gcinnosti

Enkapsula¢ni u¢innost (EE — Encapsulation Efficiency) je jednou ze zakladnich charakteris-
tik vyjadiujicich procentualni uspésnost zachyceni aktivni latky danym nosi¢em. V ptipade
nepiimého postupu je hodnoceni EE zaloZeno na stanoveni koncentrace aktivni latky, ktera
nebyla nosi¢em zachycena, a je ji tak mozné izolovat a kvantifikovat. Vychozi metodou
pro stanoveni koncentrace nezachyceného ASTX byla zvolena spektrofotometrie. V pocat-
cich experimentu vSak nebylo snadné nalézt vhodnou izola¢ni metodu, ktera by vedla k efek-
tivni izolaci volného ASTX. Hlavnim problémem byla pfitomnost rezidualnich fosfolipidii

a surfaktantl, coz vedlo ke zkresleni spektralnich charakteristik vzorkd.

Jako alternativa pro stanoveni obsahu ASTX v extraktech byla uvaZzovana moZnost vyuZziti
vysokoucinnostni kapalinové chromatografie s detekci pti 474 nm. Mé&feni bylo provedeno
na kapalinovém chromatografu Waters, a to izokratickou metodou na koloné XSelect® CSH
C-18 (5 um; 4,6x250 mm) pii laboratorni teploté. Priutok mobilni faze tvofené smesi metha-

1

nolu a vody v poméru 97 : 3, v/v byl nastaven na 0,8 ml-min". Pro ucely vyhodnoceni byla

sestrojena kalibra¢ni ptimka ze série roztokit ASTX v acetonu (0 az 16 pg-ml ™).

Vzhledem k problémtim pfi separaci vzorktl na kolon¢ vSak metoda kapalinové chromato-
grafie nebyla pro dany tcel vyhodnocena jako vyhovujici. Z casovych diivoda proto nebyla
metoda déale optimalizovédna a pro stanoveni koncentrace neenkapsulovaného ASTX bylo
pouzito spektrofotometrického stanoveni dle modifikované metodiky uvedené v publikaci
Pana a kol. [113]: 400 ul vzorku transferosomti bylo v plastové zkumavce s vickem smi-
chano s 5 ml petroletheru a tato smés byla sonikovana v ultrazvukové vané (Kraintek)
pii 37 °C po dobu 15 min. Nésledné byl vzorek odstfedén pii 3000 rpm po dobu 5 min po-
moci stolni centrifugy (Hettich) a odstfedény supernatant odsat injekéni stiikackou. Cely
postup byl poté jesté jednou zopakovan. Oba podily supernatantu byly nasledné spojeny
a pfevedeny do barky s kulatym dnem, ze které byl petrolether odpaten na vakuové odparce
(Heidolph) pfti 40 °C. Zbytek po odpafovani byl rozpustén v 10 ml acetonu. U kazdého

vzorku byla extrakce provedena dvakrat vedle sebe.

V dal$i fazi experimentu byla proméfena absorbance série kalibracnich roztokd ASTX
v acetonu pii vlnové délce absorpéniho maxima ASTX v acetonu 474 nm. Jako blank byl
vyuzit Cisty aceton a kazdy vzorek byl proméfen celkem tiikrat. Ze ziskanych dat byly po do-

sazeni do rovnice kalibrac¢ni piimky vypocteny hodnoty koncentrace ASTX v extraktech,
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které byly dale pouzity pro vypocet EE (rovnice 2), kde Cmax je maximalni teoreticka kon-

centrace ASTX v extraktech (16 pg-ml ') a Cex je stanovena koncentrace ASTX.

Cptax — C
EE = 22X "B 100 [%)] (2)
CMax

Vysledné hodnoty EE pak byly po vylouceni odlehlych hodnot pro kazdy vzorek zpriméro-

vany a byla vypoctena jejich smérodatna odchylka.

7.5 Stanoveni antioxidacéni uc¢innosti in vitro

Stanoveni antioxida¢ni u€innosti (AE — Antioxidant Efficiency) transferosomi s obsahem
ASTX bylo provedeno metodou zhéaseni stabilnich radikalt 2,2-difenyl-1-pikryl hydrazylu
(DPPH). Tato metoda ptedstavuje jednu ze zdkladnich metodik pro zhodnoceni antiradika-
lové aktivity latek in vitro. Pii reakci primarnich antioxidantti s DPPH* dochazi v disledku
odstépeni atomu H z molekuly antioxidantu ke vzniku 2,2-difenyl-1-pikryl hydrazinu
(DPPH-H), coz se projevuje typickym poklesem absorbance pii 517 nm [114].

Pii samotném experimentu byla pouZzita modifikovana metodika Sheikha a kol. [115]. Z&-
sobni roztok DPPH* pfipraveny rozpusténim 24 mg DPPH ve 100 ml ethanolu byl pro tcely
stanoveni 10krat nafedén a 3,9 ml tohoto pracovniho roztoku bylo smichdno se 100 ul pfi-
slusného vzorku transferosomii s ASTX, v pfipad€ kontroly se 100 ul PBS. Pro srovnéavaci
ucely byla AE hodnocena rovnéz u roztoku neenkapsulovaného ASTX v DMSO, jehoz kon-
centrace se rovnala teoretické maximalni koncentraci ASTX v pfipravenych transferoso-
mech (0,4 mg-ml™"). Vechny vzorky byly poté ponechany reagovat pfi laboratorni teploté

v temnu. Hodnoty absorbanci byly postupné stanovovany po 1, 2, 4, 6, 8 a 24 hodinach.

Vzhledem ke skute€nosti, Ze samotnd molekula ASTX absorbuje ¢ast zafeni pti vinove délce
absorp¢niho maxima DPPH?®, byla pro vypocet AE zavedena korekce spocivajici v odecteni
hodnot absorbanci vzorki, které byly ptipraveny smichdnim 100 pl disperze transferosomt
(resp. roztoku neenkapsulovaného ASTX v DMSO) s 3,9 ml &istého ethanolu, od hodnot
absorbanci roztokl transferosomii s DPPH®. Absolutni hodnoty AE byly vypocteny dle rov-
nice (3), kde Ao je hodnota absorbance kontroly, Av; je hodnota absorbance ptislusného

vzorku transferosomu s roztokem DPPH® a Akor je hodnota absorbance korekce.

Ag — (Ay, — A
AE = — (‘: ko) 100 [9%] (3)
0
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7.6 Stanoveni cytotoxicity in vitro

Tetrazoliovy test (MTT test) je jednou z nejhojnéji vyuzivanych metodik pro hodnoceni cy-
totoxického ucinku latek in vitro. Toto kolorimetrické stanoveni je zalozeno na schopnosti
metabolicky aktivnich bun€k preménovat zluty, ve vod¢ rozpustny 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-difenyl-2H-tetrazoliumbromid (zkracen¢ MTT) na fialovy, ve vodé nerozpustny
formazan, a to prostfednictvim mitochondrialnich dehydrogenéaz. Rychlost konverze MTT
na formazan vypovida o aktivit¢ dychaciho fetézce, odrazi tak Zivotaschopnost (viabilitu)
bun¢k. V piipad¢, ze se v prostiedi bunck vyskytuji latky s cytotoxickym ucinkem, pfeména
MTT na formazan je v jejich disledku zpomalena ¢i zcela zastavena. Vyhodnoceni testu
je provadéno spektrofotometricky pifi 570 nm na zdkladé poklesu hodnoty absorbance

ve srovndni s referen¢nim vzorkem bez obsahu potencialné cytotoxickych substanci [116].

Cytotoxicita pfipravenych transferosomalnich formulaci byla hodnocena na bunééné linii
mysSich fibroblastt ATCC-CRL-1658 NIH/3T3 a stanoveni bylo proveden dle normy
ISO 10993-5. Kultivacni médium DMEM (PAA Laboratories) obsahovalo 10 % teleciho
séra (BioSera) a antibiotikum penicillin/streptomycin (GE Healthcare) v koncentraci
100 U-ml!. Vizudlni kontrola bun&k byla provedena pozorovanim na inverznim fluorescen-

¢nim mikroskopu IX 81 (Olympus) metodou fazového kontrastu.

Pfed samotnym provedenim MTT testu byly buitky o koncentraci 1-10° ml™! nasazeny
ke 24hodinové predinkubaci (37 °C, 5% atmosféra CO3) do 96jamkovych mikrotitracnich
desti¢ek. Dalsi den bylo po odsati prebyte¢ného média do jamek naddvkovano 100 ul pfi-
slusného vzorku disperze transferosomt fedéné na 20, 15, 10, 5 a 1% koncentraci. Pro ste-
rilizaci vzorki bylo pfistoupeno k jejich filtraci pies stiikackovy filtr (0,22 pm). V ptipadé

referen¢nich vzorki bylo do jamek napipetovano 100 pl samotného kultivacniho média.

Vzorky byly kultivovany po dobu 24 h (37 °C, 5% atmosféra CO3), nasledné bylo médium
véetné vzorkl odsato a do jamek bylo davkovano 100 pl Cerstvého média a 10 ul roztoku
MTT v kultivaénim médiu (5 mg-ml™!). Vzorky byly znovu inkubovany 4 h za vychozich
podminek. Na zavér bylo médium vcetné roztoku MTT odstranéno a k buitkdm bylo napi-
petovano 80 pul DMSO, které byly ponechany plisobit 15 min (pro rozpusténi piipadnych
krystalki formazanu). Absorbance byla dle metodiky métena pti 570 nm. VSechna stano-

veni byla provedena v péti opakovanich.
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Relativni viabilita bun¢k (RCV — Relative Cell Viability) byla vypoctena z rovince (5), kde
Av; je hodnota absorbance ptislusného vzorku transferosomi a Arer je prumérna hodnota
absorbance referen¢niho vzorku.

AVZ
RCV = (5)
ARef

7.7 Stanoveni stability vezikul

Stabilita transferosomi skladovanych pii 4 °C byla hodnocena v tydennich intervalech
na zékladé¢ méfeni zmén velikosti vezikul, PDI a zeta potencialu dle postupii uvedenych

v kap. 7.2.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Piiprava transferosomii

Ptiprava disperzi transferosomi byla provedena dle metodiky popsané v kapitole 7.1. V za-
vislosti na typu pouzitych lipida ¢i surfaktantu vykazovaly formulace béhem ptipravy od-
li8né chovani. Rychlost odpafovani organické faze byla pfi ptipravé tenkych filmil s obsa-
hem TW obecné vyssi, filmy byly velmi rovnomérné a jejich hydratace probihala, ve srov-
nani s filmy s SP, taktéz snadnéji, coz bylo vzhledem k vyssi hydrofilit¢ TW (HLB = 14,9)
oc¢ekavatelné. Piidavek CH do SPC vedl ke zhorSeni homogenity film@. Ty mély ke konci
odpatfovani tendenci vytvaret na sténdch nerovnomérné zony (Obr. 9), které ve vysledku
prodluzovaly potiebnou dobu hydratace. Formulace transferosomi s SP vykazovaly vyssi
miru turbidity, coz ukazovalo na vys$s§i primérnou velikost jejich vezikul. Vizualni srovnani

Sestice finalnich formulaci bezprostiedné po jejich piipravé je zobrazeno na Obr. 10.

Obr. 9. Srovnani pripravenych tenkych filmii (vlevo SPC-TW, vpravo SPC/CH-TW)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 48

Obr. 10. Vizualni srovnani findlnich formulaci transferosomii bezprostrednée po priprave,
TF1 (SPC-TW), TF2 (SPC-SP), TF3 (DOPC-TW), TF4 (DOPC-SP), TF5 (SPC/CH-TW)
a TF6 (SPC/CH-SP)

8.2 Stanoveni distribuce velikosti a zeta potencialu vezikul

Velikost vezikul a hodnota PDI byly nejprve proméieny u dvou testovacich formulaci
bez obsahu ASTX zalozenych na kombinaci SPC a TW, resp. SP v poméru 90 : 10 (w/w)
a pfipravenych metodou hydratace tenkého filmu. Po pisobeni 120 s sonikace byly pro ve-
zikuly SPC-TW naméfeny primérné hodnoty velikosti 86 +£2 nm a PDI10,24 £+ 0,05, zatimco
transferosomy SPC-SP dosahovaly v priméru vice nez dvojnasobné velikosti 200 £ 8 nm
s hodnotou PDI 0,29 + 0,04. Po enkapsulaci molekul ASTX do dvojvrstvy vezikul bylo po-
zorovano mirné zvySeni primérné velikosti transferosomt o pfiblizné 15 az 20 nm. V pii-
padé SPC-TW tak velikost vzrostla na 102 £ 3 nm, u SPC-SP na 223 £+ 6 nm. Hodnoty PDI
se pritomnosti ASTX vyrazné nezménily. Jako alternativa k metodé¢ hydratace tenkého filmu
byly transferosomy s ASTX pfipraveny rovnéz metodou evaporace reverzni faze, jez je za-
loZena na pfipravé emulzniho systému pifevraceného typu a jeho prechodu na vezikularni
disperzi odpafenim organické fadze. Vzhledem k problémim pfi ptipravé vzorku SPC-SP
byla metoda uspésné provedena pouze u vychozi formulace SPC-TW. Priimérna velikost

vezikul zde ¢inila 90,8 £+ 0,7 nm a hodnota PDI 0,23 + 0,03.

V dalsim kroku byl zhodnocen vliv doby sonikace na vlastnosti systému. Primarni disperze
proto byly sonikovany po definované ¢asové intervaly (30, 120, nebo 300 s) a bezprostfedné
poté byla stanovena distribuce velikosti sonikovanych vezikul. V ptipad¢ formulace SPC-

SP (Obr. 11) byla ve vzorku i po 30 s sonikace pfitomnd pomérné vyrazna populace, jejiz



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

velikost se pohybovala nad hranici 1 pum. Delsi sonikacni ¢asy vedly k citelnému sniZeni
polydisperzity systému, i ptesto vSak byla ve vzorku SPC-SP po 300 s sonikace detekovana
frakce vezikul, jejichz velikost byla nad detek¢ni hranici analyzatoru Nano ZS 90 (Malvern),
tedy ~5 um . U formulace SPC-TW (Obr. 12) byla populace vezikul o mikronové velikosti
stanovena pouze ve vzorku sonikovaného nejkratsi dobu 30 s. Sonikace po dobu 120, resp.
300 s vedla ke vzniku relativné monodisperznich systému s primérnou velikosti ¢astic okolo
100 nm. Na zaklad¢ téchto vysledkii byla tak sonikace po dobu 120 s vyhodnocena jako

dostate¢né efektivni a byla déle pouzita pro ptipravu vSech formulaci.

Size Distribution by Intensity

T 1 L T e T

Intensity (Percent)

10000
Size (d.nm)

—308 ——120s——300s

Obr. 11. Vliv doby sonikace na distribuci transferosomut SPC-SP (90 : 10, w/w)

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

—30s ——120s——300s

Obr. 12. Vliv doby sonikace na distribuci transferosomiit SPC-TW (90 : 10, w/w)

Dalsi sledovanou proménnou ve vztahu k charakteristikdm vezikul byla koncentrace aktiva-
toru hran, proto byly pfipraveny formulace s dvéma dal§imi poméry SPC: TW (95:5

a 85 : 15, w/w). Koncentrace aktivatoru méla vliv na distribuci pfipravenych transferosomi.
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Nizsi koncentrace surfaktantu vedla ke vzniku vezikul s vét§i praimérnou velikosti a celkova

Sitka distribuce byla obecné vétsi nez u systému s vyssi koncentraci aktivatoru (Obr. 13).

Zvyseni koncentrace aktivatoru hran vedlo k zajisténi uzsi distribuce vezikul jiz pti kratSich

sonikacnich

casech (Obr. 14).
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Obr. 13. Vliv doby sonikace na distribuci transferosomiit SPC-TW (95 : 5, w/w)
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Obr. 14. Vliv doby sonikace na distribuci transferosomiit SPC-TW (85 : 15, w/w)

Stanovené charakteristiky vezikul finalnich formulaci transferosomi s obsahem ASTX

(0,4 mg-ml ™) s riznym typem membrany a fixnim pomérem lipid : aktivator (90 : 10, w/w)

jsou uvedeny v Tab. 3. Z uvadénych dat je ziejmé, ze vSechny formulace, které vyuzivaly

jako aktivator hran TW, obsahovaly vezikuly s mensi velikosti. Konkrétné nejmensi vezi-

kuly byly stanoveny u vzorku TF3 (DOPC-TW); 88 £ 1 nm. Naopak nejvétSich velikosti

dosahovala formulace TF2 (SPC-SP) s primérnou hodnotou 218 £+ 6 nm.
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Velikost vezikul byla ovlivnéna zejména pouzitym aktivatorem hran, slozeni lipidové mem-
brany mélo pomérné maly vliv. K podobnym vysledkiim dospéli i Khan a kol. [117], ktefti
se zabyvali piipravou transferosomil s riznym slozenim membrany a s obsahem lipofilniho
kortikosteroidu. Formulace zalozené na kombinaci SPC s SP dosahovaly, ve srovnani s for-
mulacemi na bazi SPC a TW, taktéz v priméru dvojnasobné velikosti vezikul. Konkrétni typ
pouzitého fosfolipidu nemél na vyslednou velikost transferosomtt s TW vyznamny vliv,
u formulaci s SP byly stanovené rozdily vétsi. Hodnoty PDI se mezi transferosomy s ASTX
se stejnym typem aktivatoru hran vyrazné¢ neliSily. VSechny pfipravené formulace vykazo-
valy zéporny zeta potencial, u zddného vzorku vsak hodnoty nepiekrocily hranici —20 mV.
Nejnizs$i hodnota potencidlu —14,0 £ 1,3 mV byla naméfena bezprosttedné po piipraveé
pro vzorek formulace TF6 (SPC/CH-SP). Transferosomy s obsahem TW dosahovaly obecné
mén¢ zapornych hodnot, které se pohybovaly pod =10 mV. Hodnoty elektrokinetického po-
tencialu se tedy vyznamné neliSily od soucasnych poznatkt publikovanych v odborné lite-

ratute [117].

Tab. 3. Prumeérna velikost vezikul, hodnota PDI a zeta potencialu pripravenych formulact

s fixnim pomérem lipid : aktivator (90 : 10, w/w) po sonikaci (120 s)

Formulace Velikost [nm] PDI [1] Zeta potencial [mV]
TF1 (SPC-TW) 95+5 0,25 £ 0,04 -7,2+0,3
TF2 (SPC-SP) 218+ 6 0,34 +£ 0,03 -11,7£0,7
TF3 (DOPC-TW) 88+ 1 0,22 £0,03 -5,8+0,1
TF4 (DOPC-SP) 192 +2 0,35+ 0,04 -10,3£0,7
TF5 (SPC/CH-TW) 92+2 0,21 £ 0,02 -8,9+1,0
TF6 (SPC/CH-SP) 198 +4 0,29 £ 0,03 -14,0£ 1,3

8.3 Morfologie transferosomii

Morfologie transferosomii byly sledovany konfokalni i elektronovou mikroskopii. Vezikuly
formulaci pfipravené s aktivatorem hran SP, tedy TF2 (SPC-SP), TF4 (DOPC-SP)
a TF6 (SPC/CH-SP) bylo mozné pozorovat, diky jejich zvysené tendenci ke tvorbé aglome-
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ratl, prostiednictvim konfokalniho laserového mikroskopu v transmisnim médu pii 60na-
sobném zvétseni (Obr. 15, 16 a 17). Transferosomy zalozené na TW, konkrétné¢ TF1 (SPC-
TW), byly sledovany vzhledem k jejich malym, neaglomerovanym vezikulam s primérnou
velikosti okolo 100 nm pouze prostiednictvim metody TEM (Obr. 18 a 19). Velikost zobra-

zenych vezikul pro formulaci s TW odpovida velikostem stanovenym metodou DLS.
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Obr. 15. Aglomeraty vezikul transferosomii formulace TF2 (SPC-SP) pozorované konfo-

kalni mikroskopii v transmisnim modu (60 x zvétsent)
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Obr. 16. Aglomeraty vezikul transferosomiut formulace TF4 (DOPC-SP) pozorované konfo-

kalni mikroskopii v transmisnim modu (60 x zvétseni)
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Obr. 17. Aglomeraty vezikul transferosomii formulace TF6 (SPC/CH-SP) pozorované kon-

fokalni mikroskopii v transmisnim modu (60x zvétseni)

Obr. 18. Vezikuly transferosomii formulace TF1 (SPC-TW) pozorované metodou TEM
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Obr. 19. Vezikula transferosomu formulace TF1 (SPC-TW) pozorovand metodou TEM

4

8.4 Vyhodnoceni enkapsula¢ni u¢innosti

Enkapsula¢ni Gi€innost ptipravenych formulaci transferosomil byla hodnocena prostfednic-
tvim spektrofotometrického stanoveni neenkapsulovaného ASTX v extraktech pfipravenych

dle postupu v kapitole 7.4.

V prvni fadé bylo prométeno absorpéni spektrum ASTX v rozsahu vinovych délek 340
az 700 nm (Obr. 20); hodnota absorpéniho maxima byla urcena pii A = 474 nm. Na zaklad¢
absorbanci kalibra¢nich roztokt ASTX v koncentraénim rozmezi 0 az 7,2 ug-ml ! byla se-
strojena kalibra¢ni pfimka (Obr. 21), s pomoci jejiz rovnice byly stanoveny koncentrace
ASTX v extraktech (Cgx). Tyto hodnoty byly pak vyuzity pro vypocet EE formulaci, jez

jsou uvedeny v Tab. 4.
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Obr. 20. Absorpcni spektrum ASTX v acetonu
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Obr. 21. Kalibracni primka ASTX v acetonu ze spektrofotometrického stanoveni
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Tab. 4. Prumeérné hodnoty enkapsulacni ucinnosti (EE) pripravenych formulaci transfero-

somii s obsahem ASTX

Formulace Cext [ng:ml™'] EE [%]

TF1 (SPC-TW) 0,31 £0,04 98,1 £0,6
TF2 (SPC-SP) 2,81 £0,06 82,4+ 1,0
TF3 (DOPC-TW) 0,40 £ 0,04 97,5+ 0,6
TF4 (DOPC-SP) 134+0.13 91,6+ 0,9
TF5 (SPC/CH-TW) 0,60 + 0,09 96,3 + 0,6
TF6 (SPC/CH-SP) 2,18+ 0,09 86,4 + 0.6

Stanovené hodnoty tc¢innosti zachyceni ASTX transferosomy jsou v souladu s vysokymi
hodnotami EE prezentovanymi v dosavadnich publikacich zabyvajici se enkapsulaci lipofil-
nich latek do téchto nanonosict [118, 119]. Mira zachyceni ASTX do membrany transfero-
somu byla u vSech formulaci vyhodnocena jako velmi vysoka —nad 80 %, mezi formulacemi
vSak byly patrné rozdily. Nejvyssi hodnota EE (98,1 + 0,6 %) byla stanovena u formulace
TF1 (SPC-TW), naopak formulace TF2 (SPC-SP) byla vyhodnocena jako nejméné efektivni
(82,4 £ 1,0 %).

Typ pouZitého surfaktantu ptredstavoval hlavni faktor ovliviiujici vysledné hodnoty EE. Pti-
tomnost TW v membran¢ transferosomtl vedla k vyssimu zachyceni ASTX a tyto formulace
tak dosahovaly primérnych hodnot EE vyssich nez 95 %. Vysoké hodnoty EE u systémt
s TW jsou ¢astecné v rozporu s obecnym predpokladem, ze ucinnost zachyceni lipofilnich
latek je vyssi u transferosoml vyuZivajici jako aktivator hran surfaktant s nizs§i hodnotou
HLB a tedy vyssi lipofilitou [30, 34]. Vysoka ucinnost zachyceni ASTX transferosomy s TW
tak muZe byt prikladana lepSi solubilizaci a zaclenéni tohoto nepolarniho karotenoidu

do membrany vezikul ve vodném prosttedi pufru v disledku vyssi hydrofility TW.

Druh pouzitych lipidii m¢l vyrazngjsi vliv pouze na hodnoty EE u formulaci s obsahem SP.
Naptiklad zachyceni ASTX vzorkem TF4 (DOPC-SP) bylo, ve srovnani se TF2 (SPC-SP),
témet o 10 % vyssi. Inkorporace CH do lipidové dvojvrstvy SPC vedla u transferosomt s SP

k mirnému zvyseni EE, v pfipadé vezikul s obsahem TW byl efekt opacny.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

8.5 Vyhodnoceni antioxida¢ni u¢innosti in vitro

Antioxidacni u¢innost (AE) pfipravenych formulaci byla hodnocena prostiednictvim me-
tody zhaSeni stabilnich radikaldt DPPH (viz kapitola 7.5). Jako reference byl vyuzit roztok
ASTX v DMSO, jehoz koncentrace byla nastavena na hodnotu vychozi koncentrace ASTX
v pfipravenych formulacich. Vysledné hodnoty AE vzorkt jsou shrnuty v Tab. 5.

Tab. 5. Hodnoty antioxidacni ucinnosti (AE) pripravenych transferosomii a referencniho

vzorku roztoku ASTX v DMSO (REF) stanovené v casovych intervalech 1 az 24 hodin

AE [%]

Vzorek

l1h 2h 4 h 6h &h 24 h

46,0 + 57,5 67,6 + 76,0 + 82,5+ 88.8 +

REF

1,0 1,8 1,4 1,6 1,3 0.8
TF1 253+ 27,0 + 30,4 + 34,6 + 37,5+ 66,1 +
(SPC-TW) 0,5 1,0 1,8 1,3 1,3 0,5
TF2 219+ 31,3+ 38,0 £ 42,7 + 46,8 + 81,4+
(SPC-SP) 0,5 1,2 1,0 1,8 0,3 1,6
TF3 0,6 £ 8,7+ 12,0 £ 13,4 + 16,8 + 279 +
(DOPC-TW) 0,3 1,3 1,3 1,0 0,4 1,6
TF4 4,7 + 10,0 £ 17,7 £ 222+ 24,6 + 33,1 £
(DOPC-SP) 0.4 0,9 0,9 1,4 1,1 1,0
TF5 14,2 + 20,6 + 289 + 33,1+ 36,3 + 54,0 £
(SPC/CH-TW) 1,2 1,4 1,7 1,9 1,8 0,8
TF6 16,2 + 29,1 + 35,8 + 39,5+ 42,0 + 68,2 +
(SPC/CH-SP) 1,3 1,9 1,4 1,6 1,6 0,8

Enkapsulace ASTX do transferosomil vedla, ve srovnani s referenénim vzorkem neenkap-
sulovaného ASTX v DMSO, ke zpomaleni procesu zhdseni radikali. Zatimco hodnota AE
u reference dosahovala po prvni hodiné vice nez 45 %, u vSech testovanych formulaci byla

hodnota AE po uplynuti této doby nizsi nez 25 %. S postupujicim ¢asem byl u vzorki pozo-

rovan rust AE.
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Nejvyssi ucinnost zhaSeni radikala DPPH byla z testovanych formulaci vyhodnocena
u vzorkt TF2 (SPC-SP) a TF6 (SPC/CH-SP), u nichz byl po 8 h pozorovan ubytek absor-
bance vyss§i nez 40 %. Po 24 h hodnota AE transferosomt TF2 (SPC-SP) jako jedind pie-
krocila 80 %, konkrétné 81,4 + 1,6 %, u vzorku TF6 (SPC/CH-SP) byla hodnota AE vypoc-
tena na 68,2 + 0,8 %. Transferosomy s TW dosahovaly obecné horsich vysledki ucinnosti
zhaSeni DPPH". Pouze v ptipad¢ vzorku TF1 (SPC-TW) byla hodnota ubytku absorbance
stanovend po 1 h (25,3 £ 0,5 %) vyssi nez u srovnatelné formulace TF2 (SPC-SP) s hodnotou
21,9 + 0,5 %. Typ pouzitého surfaktantu tedy mél u vétSiny vzorkt vliv na vysledné hod-
noty AE. ZvySena mira zhaSeni u formulaci s SP vSak mohla souviset s vys$simi koncentra-
cemi volného ASTX dostupného pro reakci s DPPH®, které byly u téchto systémi stanoveny
v ramci hodnoceni EE (viz kapitola 8.4). Miru AE ovliviiovalo rovnéz lipidové slozeni mem-

brany transferosomd, jak je patrné z grafickych srovnani na Obr. 22 a 23.
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Obr. 22. Srovnani vlivu lipidového slozeni membrany transferosomii s obsahem TW
na hodnoty AE pripravenych formulaci; referenci predstavuje neenkapsulovany ASTX
v DMSO
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Obr. 23. Srovnani viivu lipidového sloZeni membrany transferosomii s obsahem SP na hod-

noty AE pripravenych formulaci, referenci predstavuje neenkapsulovany ASTX v DMSO

Formulace TF5 (SPC/CH-TW) a TF6 (SPC/CH-SP) uvolnovaly diky obsahu CH, v porov-
nani s TF1 (SPC-TW) a TF2 (SPC-SP), ASTX pomaleji. Pfitomnost CH v membrané prav-
dépodobné prispivala ke zvyseni stability dvojvrstvy, coZ mélo za nésledek snizeny prechod
molekul ASTX do reak¢niho prostiedi roztoku radikald. Obecné nejnizsi hodnoty AE vyka-
zovaly v ramci stanoveni formulace zaloZené¢ na DOPC. V ptipadé¢ TF3 (DOPC-TW) tbytek
absorbance ani po 8 h plsobeni neptfesahl 20 %, u analogické formulace TF4 (DOPC-SP)
byla ti¢innost zhaseni mirné vyssi (24,6 £ 1,1 %). Vysledné hodnoty AE se po 24 h pohybo-
valy uobou zminénych formulaci ~ 30% ubytku absorbance. Takto nizké hodnoty AE
mohly byt zptsobeny vysokou mirou inkorporace molekul ASTX do membrany tvofené
kombinaci DOPC a surfaktantu, pfipadné vSak také pred¢asnou oxidacni degradaci molekul

ASTX v téchto vzorcich.

Stanovené hodnoty AE jsou nicméné srovnatelné s jiz diive publikovanymi vysledky studii
zaméfujicich se na antioxida¢ni schopnosti lipidovych nosi¢ti s obsahem ASTX. Naptiklad
liposomy vyuzivajici kombinace SPC a CH v poméru 5 : 1, w/w s obsahem ASTX v kon-
centraci 1 hm. % z celkového mnozstvi pouzitych lipidd, pfipravené v ramci studie Pana

a kol. [113], dosahovaly pii pouziti této metody Gc€innosti zhaSeni DPPH* ~ 75 %.
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8.6 Vyhodnoceni cytotoxicity in vitro

Cytotoxicita pripravenych formulaci transferosomii byla hodnocena metodou MTT testu
na mygich fibroblastech (viz kapitola 7.6). Zivotaschopnost bunék po inkubaci se vzorky
transferosomtl o rizné koncentraci byla hodnocena na zdkladé stanovené hodnoty absor-
bance vzorku transferosomi vztazené k priimérné hodnoté absorbance reference, které pred-
stavovala 100% zivotaschopnost bunck, tedy hodnotu relativni zivotaschopnosti bunck
(RCV) rovnou 1. Pro ucely diskuse byla fedéni transferosomt piepocitana na hodnoty teo-
retickych koncentraci ASTX ve vzorcich. Stanovené hodnoty jsou uvedeny v Tab. 6. Srov-
nani cytotoxicity transferosomi s TW je vyobrazeno na Obr. 24, srovnani pro vzorky s ob-

sahem SP pak na Obr. 25.

Tab. 6. Hodnoty relativni zivotaschopnosti bunék (RCV) po inkubaci se vzorky transfero-

somii s ruznou koncentraci ASTX

RCV [1]
Formulace

4pgml™" | 20 pgml™ | 40 pgml™" | 60 ugml™' | 80 ug-mi™!
TF1

1,04 £0,01 | 1,04 £0,09 | 0,98 £0,03 | 0,98 £0,07 | 0,89 + 0,04
(SPC-TW)
TF2

1,12+0,02 | 1,11 £0,03 | 1,04 £0,06 | 0,99 +£0,04 | 0,83 £0,05
(SPC-SP)
TF3

0,98+ 0,02 | 0,97+0,03 | 0,89+0,07 | 0,70+ 0,02 | 0,30 £0,03
(DOPC-TW)
TF4

0,96 £0,05 | 1,00+0,03 | 0,92+0,06 | 0,73 £0,04 | 0,29 £0,03
(DOPC-SP)
TF5

1,02+0,04 | 0,92+£0,04 | 0,92+0,03 | 0,90+0,04 | 0,84 + 0,06
(SPC/CH-TW)
TF6

1,05+0,02 | 1,05+0,03 | 1,00+ 0,04 | 0,87 £0,04 | 0,84 +£0,07
(SPC/CH-SP)
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Obr. 24. Srovnani hodnot RCV u formulaci transferosomii s obsahem TW —TF1, TF3

a TFS5 (reference odpovidajici 100% Zivotaschopnosti bunék - - -; hranice cytotoxicity —)
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Obr. 25. Srovnani hodnot RCV u formulaci transferosomit s obsahem SP — TF2, TF4

a TF6 (reference odpovidajici 100% Zivotaschopnosti bunék - - -; hranice cytotoxicity —)
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Za cytotoxické jsou v pfipadé MTT testu dle normy ISO 10993-5 povazovany vzorky,
u nichz hodnota RCV klesne pod hrani¢ni hodnotu 0,7. Zadny ze vzorki transferosomi TF1
(SPC-TW), TF2 (SPC-SP), TF5 (SPC/CH-TW) a TF6 (SPC/CH-SP) nebyl na zaklad¢ této
hrani¢ni hodnoty vyhodnocen jako cytotoxicky ani v piipad€ nejvyssi studované koncen-
trace ASTX (80 ug-ml™'). V piipadé formulaci TF3 (DOPC-TW) a TF4 (DOPC-SP)
viak hodnoty RCV u vzorki s koncentraci ASTX 60 pg-ml ! klesly na hodnoty blizké cyto-
toxické hranici. P¥i koncentraci ASTX 80 pg-ml~! pak byly obé formulace na bazi DOPC
vyhodnoceny jako silné cytotoxické. Vysledna cytotoxicita vzorkil v§ak mohla byt zpuso-
bena piitomnosti zbytkového mnozstvi organickych rozpoustédel pouZzitych pro ptfipravu
uvazovanych formulaci. Zajimavym zjisténim byla indukce mnozeni bunék u vzorki
TF2 (SPC-SP) pii koncentracich ASTX 4 a 20 ug-ml ™!, kdy hodnoty RCV ve srovnani s re-
ferenci vzrostly na 1,12 £ 0,02, resp. 1,11 + 0,03.

Problematice cytotoxicity lipidovych nosi¢i s obsahem ASTX se ve své publikaci vénovali
napt. Shimokawa a kol. [120]. Liposomy na bazi EPC s ASTX nezpusobovaly snizeni zi-
votaschopnosti epitelidlnich bunék lidské rohovky. Kontakt tohoto typu bunék s liposomy
obsahujicimi 0,6 ug-ml™! ASTX navic vedl ke zvySeni Zivotaschopnosti bun&k o ~ 20 %
v porovnani s kontrolnim vzorkem liposomii bez ASTX. Dle Changa a kol. [119] enkapsu-
lace ASTX do liposomt zvySovala Zivotaschopnost mySich fibroblastii, ve srovnani s bun-
kami oSetfenymi pouze roztokem neenkapsulovaného ASTX v ethanolu o stejné koncen-

traci, o vice nez 50 %.

8.7 Stanoveni stability transferosomii

Hodnoceni stability formulaci transferosomt bylo provedeno vizualné a na zdkladé méfeni
zmén distribuce velikosti a zeta potencidlu vezikul v ¢asovych intervalech po 7, 14

a 21 dnech skladovani pti 4 °C. Namé&fena data jsou uvedena v Tab. 7 a 8.

Na zaklad¢ zjisténych hodnot je mozné konstatovat, Ze transferosomy s TW si bez ohledu
na slozeni lipidit membrany zachovavaly primérnou velikost vezikul 1 po 21 dnech od pii-
pravy. U formulaci na bazi SP dochézelo v pribéhu skladovani piekvapivé ke snizovani
primérné velikosti vezikul. Nejvyssi rozdil byl stanoven u TF6 (SPC/CH-SP), kde primérna
velikost vezikul po 21 dnech skladovani klesla z 198 + 4 nm na 165 + 5 nm, zaroven vSak
byly u vzorku pozorovany zmény v distribuci, které indikovaly postupny nartst frakce vezi-

kul o velikosti nad 2 um (Obr. 26).
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Tab. 7. Prumeérné hodnoty velikosti vezikul transferosomii stanovené ihned po priprave,

po 7, 14 a 21 dnech skladovani pri 4 °C

Velikost [nm]

Formulace

0 dnti 7 dnti 14 dni 21 dnti
TF1 (SPC-TW) 95+5 94 +2 9% t1 96 +2
TF2 (SPC-SP) 2186 206+ 6 198+3 194 +2
TF3 (DOPC-TW) 88+ 1 88 +2 87+ 1 88 £ 2
TF4 (DOPC-SP) 192 £2 184 £3 187+3 180+ 2
TF5 (SPC/CH-TW) 92+2 93+2 94 +1 94+3
TF6 (SPC/CH-SP) 198 + 4 192 £3 183 +7 1655

Tab. 8. Prumérné hodnoty zeta potencialu transferosomii stanovené ihned po priprave,

po 7, 14 a 21 dnech skladovani pri 4 °C

Zeta potencidl [mV]

Formulace
0 dntd 7 dnt 14 dnt 21 dnt

TF1 (SPC-TW) -7,2+0,3 -8,0+ 1,9 -10,3+1,2 -10,8 £ 1,3
TF2 (SPC-SP) -11,7+0,7 -11,4+0,9 -12,4+1,5 -18,4+1,7
TF3 (DOPC-TW) -5,8+0,1 -73+1,2 -9,5%£0,9 -10,6 + 1,5
TF4 (DOPC-SP) -10,3+0,7 -12,9+0,8 -9,7+0,8 -10,1 +£1,2
TF5 (SPC/CH-TW) —8,9+1,0 —6,8+0,9 -13,0+ 1,0 -14,1+0,8
TF6 (SPC/CH-SP) -14,0+1,3 -9,1+1,2 -11,1+£0,3 -17,8 £ 1,0
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Obr. 26. Zmeny v distribuci velikosti vezikul formulace TF6 (SPC/CH-SP) pri skladovani

V ptipad¢ zeta potencialu byly u vzorka zaznamenany ¢asové podminéné zmény. Jeho nej-
vyssiho poklesu bylo dosazeno u formulace TF2 (SPC-SP), kde hodnota zeta potencialu
klesla po 21 dnech skladovani z pivodnich —11,7 £ 0,7 mV na —18,4 £ 1,7 mV. Vyraznéjsi
sniZzeni bylo naméteno i pro vzorek TF5 (SPC/CH-TW), u n¢hoz potencial klesl z —6,8 +
0,9 mV az na —14,1 + 0,8 mV. Velmi zajimavé chovani vykazoval vzorek TF6 (SPC/CH-
SP); potencial po 7 dnech skladovani vzrostl z—14,0 £ 1,3 mV na 9,1 £ 1,2 mV, v dalSich

tydnech vSak doslo k opétovnému poklesu azna —17,8 £ 1,0 mV.

Na zaklad¢ vizudlniho hodnoceni (Obr. 27) nedochéazelo u disperzi transferosomi s obsahem
TW v membrané, na rozdil od vzorki s SP, k projeviim sedimentace po celou dobu sklado-
vani. Vysledky pozorovéni v tomto piipad¢ odpovidaly tvrzeni o vysoké kinetické stabilité

transferosomt na bazi hydrofilnich surfaktantt [45].

U obou formulaci s DOPC doslo po 14 dnech k témét uplnému odbarveni disperze, coz svéd-
¢ilo o degradaci nenasyceného terpenického fetézce molekul ASTX v téchto systémech.
U ostatnich vzorkli byly degrada¢ni zmény mensi, jelikoZ v prvnich 14 dnech ke zméné
barvy nedoslo. Tento zavér se vSak zakladd pouze na vizudlnim hodnoceni barevnych zmén

a pro presngj$i informace o moznych zménach v chemické struktute ASTX by bylo tifeba

provést jeho podrobnéjsi charakterizaci.

Po 21 dnech skladovani byla urcitd mira zmény zabarveni pozorovéana u vSech formulaci
transferosomtl s ASTX. Degradaci ASTX a karotenoidl se vénuje napt. publikace Boona
a kol. [121]. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.1.1 vénujici se charakteristice ASTX, ome-
zena stabilita vii¢i pisobeni zvySenych teplot, vzdusné oxidace a svételného zareni pomérné

limituje Sirsi aplikace tohoto bioaktivniho karotenoidu. Ve studii Yuana a kol. [122] vedla



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65

inkorporace ASTX do inkluzniho komplexu s hydroxypropyl-B-cyklodextrinem k podstat-
nému zvyseni jeho teplotni i oxidacni stability, kromé toho komplex dosahoval, ve srovnani

se samotnym ASTX, vysoké rozpustnosti ve vodném prostedi (nad 1,0 mg-ml ™).

U vzorkti TF2 (SPC-SP) a TF6 (SPC/CH-SP), kde byl pouzit jako aktivator hran SP, doslo
navic k vytvofeni sedimentu, coz potvrzovalo zmény v distribuci velikosti vezikul stanovené
metodou DLS. Sedimentaci v disperzi transferosomil rovnéz naznacily snimky z konfokalni
laserové mikroskopie (Obr. 15 az 17). Mira degradace ASTX byla v ramci sedimentu
nicméné viditeln€ nizsi. Potencidlnim zdivodnénim zvysené stability zminovanych vzorki

muze byt vyssi mira kompatibility lipofilniho ASTX s molekulami SP, resp. CH.

Obr. 27. Vizualni srovnani vzorkii transferosomii skladovanych pri 4 °C (horni snimek
po 14 dnech skladovani, spodni snimek po 21 dnech skladovani) ); TF1 (SPC-TW),
TF2 (SPC-SP), TF3 (DOPC-TW), TF4 (DOPC-SP), TF5 (SPC/CH-TW)

a TF6 (SPC/CH-SP).
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ZAVER
Diplomova prace se zabyva problematikou transferosomil. Pozornost je vénovana zejména
slozeni, vlastnostem, metodam piipravy a sou¢asnym aplikacim téchto vezikularnich nosict.

Teoreticka Cast se dale zaméfuje na latky s antioxida¢nim u¢inkem vhodné pro enkapsulaci

do transferosomil, konkrétné na karotenoidy a jejich zastupce ASTX.

V praktické casti prace bylo s vyuzitim tfech raznych lipidovych systému (SPC, DOPC
a smési SPC s CH v poméru 5 : 1, w/w) a dvou typt neionickych surfaktanti (TW a SP)
ptipraveno Sest formulaci transferosomt s enkapsulovanym ASTX kombinovanou metodou
hydratace tenkého filmu a sonikace. U vSech formulaci byl dodrzen fixni pomér lipid : sur-
faktant (90 : 10, w/w) a koncentrace ASTX byla nastavena na 0,4 pg-ml . Pomoci optima-
lizovanych metod byly pfipravené systémy zcharakterizovany z pohledu priimérné velikosti
vezikul, morfologie, miry polydisperzity, zeta potencialu, i€innosti zachyceni ASTX a sta-
bility. Antioxidac¢ni kapacita vzorki in vitro byla zhodnocena prosttednictvim metody zha-
Seni radikald DPPH, stanoveni cytotoxicity in vitro bylo provedeno na mys$ich embryonal-

nich fibroblastech pomoci MTT testu.

Slozeni membrany transferosomtl, zejména typ pouzitého surfaktantu, vyrazné ovliviioval
vlastnosti vyslednych vezikul. Formulace s obsahem TW dosahovaly bezprosttedné po pfi-
pravé primérnych velikosti v rozmezi 88 az 95 nm a vykazovaly niz8i miru polydisperzity
(PDI < 0,25); u formulaci s SP byly stanovené primérné hodnoty velikosti vice nez dvojna-

sobné (192 az 218 nm) a hodnoty PDI vyssi (0,29 az 0,35).

VSsech Sest formulaci dosahovalo velmi vysoké u¢innosti zachyceni ASTX s hodnotami EE
nad 80 %. V ptipad¢ formulaci s TW byly stanovené hodnoty EE obecné vyssi a konkrétné
nejvyssi hodnota EE (98,1 + 0,6 %) byla dosaZena u formulace TF1 (SPC-TW). Ptitomnost
molekul CH v membrané transferosomti nevedla k vyraznému ovlivnéni vyslednych hod-
not EE. RGzné sloZeni lipidi membrany mélo vliv na hodnoty EE pouze u transferosomt

s lipofilnim aktivatorem hran SP.

Dusledkem inkorporace molekul ASTX do membrany transferosomil byly zmény zazname-
nané v procesu zhaSeni radikalt DPPH. Transferosomy s ASTX tak, ve srovnani se vzorkem
neenkapsulovaného ASTX v DMSO, prodluzovaly fazi postupného uvoliiovani ASTX

do reakéniho prostfedi. Formulace s obsahem TW dosahovaly horsi u€innosti zhaSeni, coz
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mohlo byt zptisobeno lepsi solubilizaci molekul ASTX do membran vezikul a jejich poma-
lejSim uvoliiovanim. Pfitomnost CH ve fosfolipidové dvojvrstvé piispivala dale k jeji stabi-

lizaci, a tedy 1 ke zpomaleni procesu uvolnovani ASTX.

Transferosomy s obsahem ASTX na bazi SPC nevykazovaly cytotoxicky ucinek pii zadné
ze studovanych koncentraci ASTX ve vzorku (4 az 80 ug-ml ™). Pouze v ptipadé formulaci
vyuzivajici DOPC klesly hodnoty Zivotaschopnosti bunék pfi koncentraci ASTX 60 pg-ml™
na hodnoty blizké hranici cytotoxicity a p¥i koncentraci 80 pg-ml~! byla tato hranice prekro-
¢ena. Tyto vysledky v§ak mohly byt zpisobeny nedokonalym odstranénim organickych roz-

poustédel pii ptipravé disperzi transferosomil uvazovanych formulaci.

Transferosomy vyuzivajici TW si i po 21 dnech skladovani pii 4 °C zachovévaly pramérné
hodnoty velikosti vezikul a PDI. U formulaci na bazi SP dochazelo v pribéhu skladovani
ke zménam ve velikosti vezikul. Zaroven byl u nich pozorovéan narlst frakce o velikosti
nad 1 pm, jenZ se projevoval viditelnou sedimentaci a byl potvrzen i zménami v distribuci.
I pfes zaclenéni ASTX do membrany transferosomil byla pozorovana jeho chemické degra-

dace, ktera se projevila zménou barvy disperze transferosomt.

Na zakladé ziskanych studijnich poznatki je vSak mozné transferosomy na bazi SPC a TW,
resp. SP povaZovat za slibné nosice pro ASTX s obecné€ dobrou velikostni stabilitou a vyso-

kou ucinnosti zachyceni tohoto karotenoidu pii zachovani jeho antioxida¢nich vlastnosti.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ASTX Astaxanthin

pH Vodikovy exponent

SC Stratum corneum

LogP Dekadicky logaritmus rozd¢lovaciho koeficientu oktanol/voda
PAL Povrchové aktivni latka

PE Fosfatidylethanolamin

PS Fosfatidylserin

PC Fosfatidylcholin

EPC Vajec¢ny fosfatidylcholin

SPC Sojovy fosfatidylcholin

DMPC 1,2-dimyristoyl fosfatidylcholin
DPPC 1,2-palmitoyl fosfatidylcholin
DPPG 1,2-palmitoyl fosfatidylglycerol

T Teplota fazového piechodu

DSPC 1,2-stearoyl fosfatidylcholin

DOPC 1,2-dioleoyl fosfatidylcholin

DPPE 1,2-palmitoyl fosfatidylethanolamin
HSPC Hydrogenovany sojovy fosfatidylcholin
ESM Vajecny sfingomyelin

DLPC 1,2-lauroyl fosfatidylcholin

DMPG 1,2-myristoyl fosfatidylglycerol
DOPG 1,2-dioleoyl fosfatidylglycerol
DSPG 1,2-stearoyl fosfatidylglycerol
DMPE 1,2-myristoyl fosfatidylethanolamin

DOPE 1,2-dioleoyl fosfatidylethanolamin
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DMPS
DPPS
DOPS
HLB
PDI
PEG
ROS
Uv
MMP
DNA
CH
T™W

SP
PBS
DMSO
DPPH
DPPH-H
MTT

DLS

d(H)

ELS

TEM

1,2-myristoyl fosfatidylserin
1,2-palmitoyl fosfatidylserin
1,2-dioleoyl fosfatidylserin
Hydrofilné-lipofilni rovnovaha

Index polydisperzity

Polyethylenglykol

Reaktivni formy kysliku

Ultrafialovy

Matricova metaloproteinaza

Kyselina deoxyribonukleova
Cholesterol

Tween® 80 — polyoxyethylen-80-sorbitan monooleat
Span® 80 — sorbitan monooleat
Fostatem pufrovany fyziologicky roztok
Dimethylsulfoxid

2,2-difenyl-1-pikryl hydrazyl
2,2-difenyl-1-pikryl hydrazin
3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-difenyl-2H-tetrazoliumbromid
Dynamicky rozptyl svétla

Translacni diftzni koeficient
Hydrodynamicky primér
Boltzmannova konstanta
Termodynamické teplota

Dynamick viskozita

Elektroforeticky rozptyl svétla

Transemisni elektronovd mikroskopie
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EE

C

AE

A

RCV

Enkapsula¢ni uc¢innost
Koncentrace
Antioxidacni G€¢innost
Absorbance

Relativni Zivotaschopnost bun¢k
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