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ABSTRAKT

Elastické lipozomy jsou diky své deformovatelné struktufe schopny enkapsulovat velké
mnozstvi aktivnich latek a usnadiovat jejich transport kiizi az na cilova mista. Kanabionoidy
jsou vyznamnymi latkami pti 1é¢beé fady onemocnéni. Jejich omezenim je vSak Spatna
biologické dostupnost a nachylnost k degradaci. Pro pfekonani téchto nedostatki je vhodnou
strategii jejich enkapsulace do systému elastickych lipozomt. V ramci této diplomové prace
byly pfipraveny formulace elastickych lipozomt ze s6jového fosfatidylcholinu metodou
hydratace tenkého filmu. Jako aktivatory hran byly pouzity Tween80 a D-a-Tocopherol
polyethylene glycol 1000 sukcinat. Enkapsulovanou terapeuticky aktivni latku predstavoval
kanabidiol. U ptipravenych formulaci byly charakterizovany fyzikalné chemické vlastnosti
vcetné velikosti vezikul, distribuce a zeta potencidlu. Rovnéz byly zhodnoceny z hlediska
stability, enkapsula¢ni u¢innosti, antioxidacni aktivity, cytotoxicity a na zavér schopnosti

transdermalni penetrace ex vivo.

Kli¢ova slova: elastické lipozomy, kanabidiol, transferozomy, transdermélni penetrace,

dorucovani léciv

ABSTRACT

Due to their deformable structure, elastic liposomes can encapsulate large amounts of active
substances and facilitate their transport through the skin to the target sites. Cannabinoids
play important role in the treatment of variety diseases. However, their limitation is their
poor bioavailability and susceptibility to degradation. To overcome these shortcomings, their
encapsulation in the elastic liposomes is an effective strategy. In the thesis, the thin film
hydration method was used to prepare elastic liposome formulations containing soy
phosphatidylcholine. Tween80 and D-a-Tocopherol polyethylene glycol 1000 succinate
were used as edge activators. The encapsulated therapeutically active substance was
cannabidiol. The physicochemical properties of the prepared formulations were examined,
including vesicle size, distribution and zeta potential. The samples were also evaluated for
stability, encapsulation efficiency, antioxidant activity, cytotoxicity and finally ex vivo

transdermal penetration ability.

Keywords: elastic liposomes, cannabinoids, canabidiol, transferosomes, transdermal

penetration, drug delivery
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UvVOD

Transdermalni zptsob podavani 1éCiv se potyka s prekazkou funkce ktize, jako bariérového
organu, jenz brani prostupu xenobiotik do vnitfniho prostredi téla. Je proto nutné neustéle
inovovat strategie s jakymi pfistupujeme k topickému dodéavani 1é¢iv a aktivnich latek.

Zavadéni nano nosicovych systému do farmaceutického vyvoje predstavuje nové moznosti
k rozsiteni terapeutického potencidlu riiznych bioaktivnich latek pro 1é¢bu, prevenci i oblast
diagnostiky fady onemocnéni. Takovymi nosiCovymi systémy nanometrovych rozmért jsou
1 elastické lipozomy. Jednd se o lipozomy obsahujici v membrané aktivatory hran, které
propujcuji vezikuldm vysokou deformovatelnost. Vysoka flexibilita lipidové dvojvrstvy
zajist'uje snazsi prostup vezikul se zapouzdienymi latkami do hlubSich, viabilnich ¢asti kiize
odkud mohou byt distribuovany do krevniho fecisté. Technika enkapsulace aktivnich latek
do struktury elastickych lipozomii zlepSuje nejen biologickou dostupnost, ale rovnéz

prispiva i k ochrané aktivnich latek pied jejich degradaci.

V poslednich nékolika letech se v kosmetickych i farmaceutickych aplikacich stale vice
vyuzivaji aktivni latky pfirodniho ptivodu. Mezi pfirodni latky se slibnym terapeutickym
potencidlem patfi i sekundarni metabolity rostlin rodu Cannabis znamé jako kanabinoidy.
Z této skupiny latek je hojné diskutovanym zastupcem kanabidiol, pfedevS§im pro jeho
schopnost pfiznivé interagovat s lidskym endokanabinoidnim systémem a vyvolavat fadu
ucinki jako antiemeticky, antioxidacni, anxiolyticky nebo analgeticky. Vyuziti kanabidiolu
pro klinickou praxi vSak omezuje jeho nachylnost k degradaci a sniZena biologicka
dostupnost. Tato omezeni mohou byt pfekonavana jeho enkapsulaci do vezikul elastickych

lipozomil vedouci ke zlepSeni terapeutického potencialu tohoto kanabinoidu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 LIPOZOMY

Lipozomy predstavuji sférické vezikularni systémy koloidnich rozmért. Jsou zpravidla
tvofeny z jedné nebo vice koncentricky uspotadanych dvojvrstev fosfolipidii obepinajici
stied z vodné faze (viz Obr. 1). Diky amfifilnimu charakteru molekul lipidii dochézi k jejich
samouspofadani v roztoku do lamel vlivem hydrofobnich interakci. Tato unikatni struktura
dvojvrstev piedstavuje moznost jak enkapsulovat a dodavat aktivni molekuly s rtiznou
polaritou. Do vnitiniho vodného jadra jsou zapouzdieny hydrofilni molekuly, hydrofobni do

lipidové dvojvrstvy a amfifilni na rozhrani voda/lipidova dvojvrstva [1], [2], [3].

[ﬁﬁﬁﬁﬁﬁ \::::::?121?12;
SLLELLE

() Hydrofilni molekula
[ Hydrofobni molekula

mm Amfifilni molekula

Obrazek 1 Obecna struktura lipozomu, upraveno podle [1]

Lipozomy patii k nejvice zkoumanym nanonosi¢iim pro cilené podavani 1é¢iv a aktivnich
latek, jelikoZ pozitivné ovliviiuji rozpustnost a zprosttedkovavaji jejich fizenou distribuci.
Pro praktické aplikace jsou vyhodné pfedevsim diky svym typickym vlastnostem, jako jsou
absence toxicity, rychla biologickd odbouratelnost skrze metabolické drahy, univerzalnost
struktury, biokompatibilita a neschopnost vyvoldvat imunitni reakci. Navic nabizi
1 moznosti povrchové modifikace pro cilené, prodlouZzené a trvalé uvolnovani aktivni latky.
Jejich tcinnému bunéénému vstiebavani napomaha charakter slozeni lipozomalnich ¢astic.
Ty jsou Casto na bazi fosfolipidi amififilniho charakteru, mimikujici pfirozené bunééné
membrany. Nosice pak snadno vstupuji do interakce se sav€imi bunéénymi membrdnami,
prekonavaji piekazky bunécného a tkanového piijmu a zvySuji tak biodistribuci 1é¢iv do

cilovych mist in vivo [1], [2], [4].
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1.1 Priprava lipozomu

Ptiprava lipozomalnich ¢astic patii mezi relativné snadné a technicky méné narocné procesy.
Obecn¢ zahrnuje dve hlavni faze. Prvni zahrnuje vysuSeni lipidi z organického rozpoustédla
a druha rozptyleni lipidid ve vodném roztoku. K ziskani lipozomalnich nosict lze vyuzit
ruzné techniky dispergace, napt. mechanické metody, dispergaci v rozpoustédle, nebo
techniky odstranovani detergentt. Jako mechanické dispergacni metody lze uvést sonikaci,
pretlacovani pfes membranu, extruzi ptes francouzskou tlakovou komoru (frenchpress),
hydrataci tenké lipidové vrstvy a mikrofluidu, nebo zmrazovaci a rozmrazovaci techniky.
Mezi nejpouzivanéjsi metody dispergace rozpoustédla patii technika odpafovani na reverzni

fazi a etherova nebo ethanolové injekéni metoda [2], [5], [6].

1.2 Klasifikace lipozomi

Lipozomy lIze rozdélit do ptislusnych kategorii na zdklad€ nékolika kritérii, jako je velikost,
pocet dvojvrstev, slozeni a pouziti. Na zaklad¢ poctu dvojvrstev a jejich tloustky rozliSujeme
dv¢ skupiny lipozomt, a to unilamelarni vezikuly (ULV) a multilamelérni vezikuly (MLV).
ULV jsou charakteristické jednou uzavienou lipidovou dvojvrstvou. Lze je dale na zaklade

velikost rozd¢lit do 3 kategorii:
e malé unilameladrni vezikuly (SUV), jimz pfislusi velikost od 30-100 nm,
e velké unilameldrni vezikuly (LUV) s velikosti 100—1000 nm,
e obrovské unilamelarni vezikuly (GUV) s rozméry 1-100 pm.

Jako multilameldrni lipozomy (MLV) oznacujeme struktury skladajici se z vice nez jedné
lipidové dvojvrstvy. Tvoii je castice o pomérné velkych primérech v tadech stovek

nanometra.

V zéavislosti na velikosti mohou lipozomy o jinak stejném chemickém sloZeni vykazovat
rizné chovani a aktivitu ve fyziologickém prostiedi. Velikost vezikul je naptiklad dilezitym
faktorem ovliviiujicim polocas cirkulace v organismu. Zatimco lipozomy malych velikosti
mohou cirkulovat v organismu po dlouhou dobu, u velkych vezikul dochdzi k jejich
rychlej§imu odbouravéani. Pro farmakologické aplikace se uvadi jako idedlni rozmér
lipozomil pro podavani 1é€iv v rozsahu od 50 nm do 200 nm. Velikost a pocet dvojvrstev

taktéz ovlivituji schopnost zapouzdieni vétSiho mnozstvi aktivni latky [5], [2], [6]-
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Dalsi klasifikace zohlediiuje naboj pfitomny na povrchu lipozomu. Systémy Ize roz¢lenit na
kationické, anionické nebo neutrdlni typy. Formulace lipozomul s povrchovym néabojem
vykazuji lepsi agregacni stabilitu béhem skladovani diky vzajemnému elektrostatickému

odpuzovani nabitych c¢astic.

Kationické lipozomy nachazeji vyuziti zejména v genové terapii, kde pomoci
elektrostatické¢ho ptitahovani uspésné enkapsuluji negativné nabité makromolekuly jako
oligonukleotidy, nebo nukleové kyseliny at’ uz DNA nebo RNA typu. Pfekonavaji tak jejich
jinak omezenou pasivni difuzi do bunék vlivem jejich pomérné velké velikosti a zaporného
naboje. Kladné nabité lipozomy jsou schopné také selektivniho cileni na angiogenni
endotelové builkky nddord, coz znich ¢ini idedlni systémy pro dorucovani terapeutik.
Anionické lipozomy vykazuji v prostiedi krevniho fecist€ mensi stabilitu, nez formulace
obsahujici neutralni nebo kationické lipozomy. Naopak vhodné jsou pro transdermdlni

aplikaci léciv, kde zlepsuji penetraci formulace pies rohovou vrstvu ktize.

Podle slozeni nosic¢t 1ze rozdélit lipozomy na konvenéni tzv. prvni generace, ty jsou tvoteny
pouze lipidy. A lipozomy druhé generace, které kromé fosfolipidii obsahuji jesté 1 dalsi
slozky, jako jsou alkoholy nebo povrchové aktivni latky, které dodavaji nosi¢iim unikatni

vlastnost jako je pruznost/deformovatelnost.

Jak jiz bylo uvedeno vySse, na u¢innost priichodu fosfolipidovych nosici pii topické aplikaci
ma vliv nékolik parametri. Mezi tyto parametry patii velikost ¢astic, pocet lamel, povrchovy
naboj a v neposledni fadé také pruznost dvojvrstvy. Lipozomy s vyssi flexibilitou lipidové
dvojvrstvy, tedy schopnosti snadné deformace, uc¢innéji pronikaji do hlubsich vrstev kiize ve
srovnani s konvenénimi systémy. Lze piedpokladat, ze pro klinické aplikace budou
v budoucnu rozvijeny pievazné systémy druhé generace zahrnujici modifikované
lipozomalni Castice, jeZ pfiznivé ovliviiuji farmakokinetiku a biodistribu¢ni profil. Proto

bude v této praci dale vénovana vétsi pozornost elastickym lipozomam [2], [7], [5].
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2 ELASTICKE LIPOZOMY

V poslednich letech byla vénovana velkd pozornost studiu a vyvoji pokrocilych
terapeutickych systému pro podavani aktivnich farmaceutickych latek ptes ktizi. Strategie
transdermalniho podéavani, jako alternativa k parenteralni nebo peroralni formé, pfinasi pro
pacienty mnohé vyhody. Usnadiiuje podéavani, je neinvazivni a umoziuje kontrolu nad

uvoliiovanim léciva [8].

Odezvou na bariérovou funkci kize, kterd brani transdermalnimu priichodu xenobiotik, je
zatazovani vezikularnich formulaci na bazi lipidt, které wusnadiiuji transport
enkapsulovanych latek. Mezi tyto doruCovaci systémy patii 1 elastické lipozomy.
Ultradeformovatelné lipozomy nazyvané téz elastické lipozomy (EL) lze v literatufe nalézt
1 pod n¢kolika dal$imi oznac¢enimi jako jsou deformovatelné lipozomy, flexibilni lipozomy,
ultraflexibilni lipozomy, v¢etné komercni registrované ochranné znamky Transfersomes®

spole¢nosti IDEA AG (Némecko).

EL ptedstavuji jedny z nejuniverzalnéjsich deformovatelnych dvouvrstvych vezikularnich
systémdu, které mohou dodévat aktivni latky hydrofobniho i hydrofilniho charakteru pro
biochemické, kosmetické a farmaceutické technologie. Byly zkoumany pro topické,
transdermalni, nazalni a oralni cesty podani. EL diky svym vylepSenym farmakokinetickym
a fyzikalné-chemickym vlastnostem fesi problémy jimz cCeli tradi¢ni lipozomalni nosice
lé¢iv. Hlavni nevyhodou konvenc¢nich lipozomi je totiZ neschopnost pronikat hluboko do

koznich vrstev, respektive az do krevniho ob&hu.

EL krom¢ zvySené enkapsulacni kapacity umoZznuji upravovat uvolilovani zapouzdiené
aktivni latky nebo farmaceutika a zvySovat jeji permeaci a penetraci do kize. Biologicka
dostupnost in vivo 1é€ivé latky podavané ve formé ultradeformovatelnych lipozomt je
srovnatelna s biologickou dostupnosti dosazenou pii podavani téze 1é€ivé latky ve formée
roztoku subkutanni nebo epi-kutanni injekei. To ukazuje na moZnosti jejich slibného vyuziti

pfi transdermalnim podéavani 1éc¢iv [6], [9], [10], [11], [12].
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2.1 Mechanismus prostupu vezikul do kiZe

Farmaceuticky aktivni latky mohou do jist¢ miry prostupovat do klze, aniz by byly
pfipojeny na povrch, nebo inkorporovany do nosi¢ovych systému. Avsak pokud je aktivni
latka enkapsulovana do lipozomdlnich vezikul, dochazi k jejimu zvySenému priniku
interakci nosice s mezibunécnymi lipidy nebo rohovou vrstvou. Interakénim mechanismem
puvodnich konvenc¢nich lipozom je jejich splynuti s rohovou vrstvou, které vede k uvolnéni
aktivni latky, nebo dochdzi k jejich fuzi s lipidovou matrici ve stratum corneum, ¢imz je
zvySena difuze latky kizi. Ackoliv lipozomy prvni generace plisobi samy jako enhancery
penetrace, nemohou prochdzet neporusenou rohovou vrstvou kize. V tomto ohledu jsou
velkym pifinosem EL, které mohou diky své unikatni struktufe dopravovat latky i ptes

stratum corneum (viz Obr. 2) [10].

Lééivo s nizkou  Lipozom Transjirroznm
permeabilitou {--.1 fﬁ._.'.--r'__'-;, | Topicka
b3 » 4 LN aplikace
1{“‘.’.'? A .
it
£ ]
} ';':I
1'-,'.';; Stratum
y =
M corneum
W
S | Viabilni
| L_..-.'. -_.'s i, | Epidermis
..__‘:-_'.-\.I -
Uvolnéni ’ 2 ¢ / .
l&Ziva s I ~ Dermis
"5 "

Obrazek 2 Priachod 1é¢iva do ktize po topické aplikaci z riznych systému, upraveno podle
[13]
Ptesny mechanismus priniku EL skrze kiizi stile neni zcela jednoznacné€ objasnén. Obecné
jsou navrhovany dva pfistupy, pfi¢emz je velmi pravdépodobné, Ze oba mechanismy mohou
probihat soucasné€. Prvnim navrzenym mechanismem je piisobeni EL jako vektort 1€¢iv, kdy

pfi prostupu kizi nedochazi k jejich poruSeni. Druhy mechanismus pfedpoklada, Ze se EL
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chovaji jako enhancery penetrace a usnadiiuji prinik molekul 1é¢iva desintegraci
mezibunéénych lipidii rohové vrstvy. V zavislosti na fyzikalné-chemickych vlastnostech
transportované aktivni latky a slozeni samotnych Castic nosict je vzdy jeden ze zpusobl
prevazujici.

Pokud je suspenze EL aplikovand lokaln¢ na nekryty povrch kize bez okluze, dochazi
k nasledujicim d€jim. Nejprve dochézi k odpateni vody pritomné v suspenzi EL z povrchu
ktze. To vede k ¢astecné dehydrataci horni vrstvy kiize (obsah vody 10-30 %) v kontrastu
s viabilni epidermis (obsah vody az 75 %). Tento rozdil vnimaji lipidové vezikuly jako
transepidermalni osmoticky gradient. Molekuly nosict tak maji tendenci migrovat do

hlubsich, na vodu bohatych, vrstev, aby si zajistily dostate¢nou hydrataci.

Diky schopnosti velké, reverzibilni deformace dvojvrstvy prekonava (jinak pftili§ velky) EL
problém s prostupem kizi tim, Ze se v deformovaném stavu (bez naruSeni integrity) protlaci
skrz intracelularni lipidy rohové vrstvy nebo hydrofilni péry. EL mohou pronikat i zazenimi
5-10 X menS$imi, nez je samotny prameér vezikul. Elasticita také snizuje riziko roztrzeni

Castice a uvolnéni 1é€iva na mista, které nejsou cilem jejich doruceni.

Gradient a afinita EL k vodé¢ pohéani vezikuly smérem k vnitini vrstvé epidermis. Po
piekonani bariéry stratum corneum dojde ke zméné z mechanismu tahu vyvijeného na
vezikuly na mechanismus tlaku, ktery je zptusoben difuzi. Roli v usnadnéni postupu EL mtize

hrat i piispévek pohybu mezibunécéné tekutiny ve viabilni ¢asti kiize.

Poté, co EL dosahnou dermis, ktera je bohatd na kapilarni systém, dochazi k postupnému
fizenému uvolnovani molekul 1é¢iva z nosice. Dale pak nasleduje jejich difuze ptes sténu
kapilar, uvoliiovani do mikrocirkulace a odtud do systémové cirkulace. Kone¢né pak dojde

1 vazb¢ farmaceuticky aktivni latky na cilové misto [6], [8], [10], [14], [15], [16].

2.2 Slozeni lipozomalnich formulaci

Elastické liposomy se sklddaji z vnitiniho vodného prostoru obepinaného lipidovymi
dvojvrstvami, které jsou tvofeny z amfipatickych fosfolipidii rizné chemické struktury
a inkorporovanych dynamicky distribuovanych povrchové aktivnich latek, zde
oznacovanych jako aktivatory hran (edge activators EA). Aktivatory hran mohou byt jedno-
fetézcové povrchoveé aktivni latky s vysokym polomérem zakiiveni, které zpisobuji
zvySenou tekutost a pruznost lipidovych dvojvrstev. Vykazuji souCasné stabilizacni

1 destabilizacni efekt a iniciuji redistribuci fosfolipidi v ramci dvojvrstvy, coz vede k nartistu
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jeji flexibility. Mira deformovatelnosti dvojvrstvy urcuje chovani EL pfi prostupu kazi. Pti
tvorbé nosi¢ovych Castic vykonava kazda ze slozek specifickou funkci, jejich zakladni
piehled je uveden v Tabulce 1. Tento typ lipozomdlnich ¢astic poskytuje velmi vysokou
enkapsulacni u¢innost pro lipofilni 1éCiva a pozitivné ovliviiuje jejich stabilitu. Zménou typu

nebo koncentrace obsazenych slozek 1ze upravovat podavani 1é¢iva [8], [9], [11], [14].

Tabulka 1 Prehled zakladnich slozek elastickych lipozomi

Slozka Funkce
Fosfolipidy Slozka tvotici vezikuly
Povrchové aktivni latky (aktivatory hran) Zajisténi flexibility
Alkoholy Rozpoustédlo
Pufracni roztoky/Voda Hydratacni médium

2.2.1 Fosfolipidova slozka

Zakladni slozkou pruzné lipidové dvojvrstvy jsou fosfolipidy amfipatického charakteru.
V prosttedi vodnych roztoki dochdzi k samovolné asociaci fosfolipidovych molekul
obsahujicich hydrofilni a hydrofobni ¢ast do vezikul. Tyto amfipatické molekuly vytvateji
glycerolové mustky jako spojnici polarnich skupin s dvojici hydrofobnich acylovych
fetézcl. Toto propojeni vede ke zvySeni elasticity lipidové membrany. Fosfolipidy mohou
byt pfitomny v hydrogenované i nehydrogenované formé sestavajici se z jednoho druhu
fosfolipidii nebo jejich smésnych formulaci. Nejhojnéji zastoupenym fosfolipidem

bunécnych membran je fosfatidylcholin (zndzornén na Obrazku 3).

O
/\/\/\/\/\/\/\)’l\ :
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Obrazek 3: Struktura L—a fosfatidylcholin, pfevzato z [17]

Na zaklad¢ této skutecnosti je jako primarni stavebni sloZka formulaci vyuzivan nenasyceny
sojovy fosfatidylcholin. Jeho pouzitim je zajiSt€éna vysokd kompatibilita s kizi, snizené

podrazdéni nebo precitlivélost a minimalizace vedlejSich t€inku.
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V praxi se pouziva né€kolik druhti fosfolipida at’ uz ptirodniho, nebo syntetického ptivodu:

¢ Neutralni, nasycené, s teplotou fazového piechodu T nizsi, nez 0 °C, jako jsou napf.

L—a fosfatidylcholin nebo hydrogenovany sojovy fosfatidylcholin
e Neutralni, nasycené, s Tm 41 °C jako je 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-fosfatidylcholin

e Kationické, nenasycené, s Tm niz$i nez 5 °C, jako je 1,2-dioleoyl-3-trimethyl

amonium propan
e Anionické, nenasycené, , s Tm pod 0 °C, jako je fosfatidylinositol nebo fosfatidylserin

Unikatni struktura fosfolipidové dvojvrstvy umoziuje zapouzdieni 1é¢iv hydrofilniho
i hydrofobniho charakteru. V acylové ¢asti struktury jsou zachyceny hydrofobni 1éciva, ve
vodném jadie vezikul sméfujici k polarni casti fosfolipidl jsou vazany léciva hydrofilni

povahy (znazornéno na Obrazku 4) [8], [9], [11], [14].

R Dvojvrstva

u ﬂ fofolipidi

Stied z vodné faze

" Aktivator hran

Lipofilni lé¢ivo

Elasticky lipozom . Hydrofilni l1é¢ivo

Obrazek 4 Struktura elastickych lipozomi se zapouzdienymi 1é¢ivy. Na rozdil od béznych
lipozomti obsahuji EL aktivatory hran, které jim propijcuji vétsi elasticitu, upraveno podle

[8]

Charakteristicky profil pouzivanych stavebnich lipidi zdsadné€ ovliviiuje vysledné vlastnosti
a moznosti pouziti vezikul. Lipidy ovliviiuji napt. jejich zeta potenciadl, enkapsulacni

ucinnost, velikost vezikul a propustnost.
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Mezi zasadni faktory s modulacnim efektem patfi:
e Slozeni lipidi
e Délka fetézce a mira nasyceni lipidu
o Cistota lipidd
e Teplota fazového piechodu
Slozeni lipidi
Vlastnosti dvojvrstvy ovliviiuje pomérné zastoupeni smésnych fosfolipidii nebo charakter

lipidu jedno druhového. A to zejména typ mastnych kyselin hydrofobnich fetézct a polarni

fostatové skupiny, kterd mize byt jesté modifikovana.
Délka retézce mastné kyseliny a stupen nasyceni

Pti zachovani stejnych podminek ptipravy a pfi stejném energetickém vstupu jsou vlastnosti
vyslednych vezikul (napt. velikosti) ovlivnény charakterem fetézce mastnych kyselin ve
fosfolipidech, které fidi jejich organizaci do dvojvrstvy. Pro pfipravu EL se vyuzivaji
pfevazné nenasycené fosfolipidy s nizkou teplotou fazového ptechodu. Vliv na elasticitu
a schopnost transdermalniho prichodu elastického lipozomu do kiize ma i délka fetézce.
Kratsi fetézce vykazuji lepsi vlastnosti oproti feté¢zctim s vys$im poctem uhliki.

Cistota lipidii

Cistota vychozi suroviny napf. fosfatidylcholinu ma vliv na vyslednou permeaéni schopnost

vezikul. NejpfiznivéjSich vysledkli lze dosdhnout s alespont 95% Ccistotou pouzitého

fosfatidylcholinu [8], [9], [11], [14], [15], [18].
Teplota fazového prechodu (Tm)

Teplota fazového prechodu ovliviiuje stabilitu vezikul a schopnost udrZeni inkorporovanych
aktivnich latek. Obecné maji pouZivané fosfolipidy nizké teploty fazového prechodu. Pii
vysokych teplotach (napft. teplota povrchu kiize 32 °C) prechazi lipidy do faze tekutych
krystalli, coz ma za nasledek zvysSenou propustnost enakpsulovaného 1é¢iva a jeho uvolnéni

z formulace.

Pro zlepSenti stability vezikul pti dlouhodobém skladovani je vhodné upravit sloZeni lipida
tak, aby se teplota fadzového ptechodu T pohybovala mezi 25 a 32 °C, tedy mezi teplotou
skladovani a teplotou odpovidajici koznimu povrchu. Zménou poméru fosfolipidii

v lipozomalni dvojvrstve lze upravit teplotu fazového prechodu vezikul napt. na optimalnich



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

30 °C. Po aplikaci formulace na kizi, se dostdvaji nosi¢e nad svou Tm a tak pfechodem do

tekutého stavu dochazi ke zvysSenti jejich elasticity [8], [9], [11], [14], [15], [18].

2.2.2 Aktivatory hran

Aktivatory hran, znamé také jako zmékcovadla membran, jsou druhou hlavni slozkou EL.
Jejich obsah ve formulaci se pohybuje v rozmezi 10-25 %. Jednd se o biokompatibilni
slouceniny, které se zaclenuji do struktury vezikul a plisobi zde zmékcujicim efektem na
jejich membrany. Pii prichodu pokozkou destabilizuji lipidovou matrix, ¢imz zvysuji jeji

permeaci, tekutost a flexibilitu.

Povaha aktivatoru pouzitého pii formulaci vezikul EL ovliviiuje jejich deformovatelnost,
ucinnost zachyceni aktivni latky a zeta potencial. Celkové mnozstvi povrchové aktivnich
latek a jejich spravny pomér vzhledem k fosfolipidiim je zodpovédny za kontrolu pruznosti
membrany vezikul a minimalizaci rizika jejich prasknuti pfi prichodu kizi, které by vedlo
k nechténému piedcasnému uvolnéni aktivni latky. Volbou vhodnych biokompatibilnich
a biologicky odbouratelnych aktivatort hran Ize dosahnout formulaci s ptiznivou lokalni
toleranci pfi aplikaci na pokozku bez zndmek jejiho podrazdéni nebo jinych nezadoucich

reakci.

Jako ptiklady pouzivanych povrchové aktivnich latek pro piipravu EL Ize uvést deoxycholat
sodny, cholat sodny, stearylamin, dodecyltrimethylamonium bromid, cetylpyridin chlorid,
laurylsulfat sodny, Spany, Tweeny nebo Brij. Pfi¢emz je nutné vzdy zvolit povrchové aktivni

latku s vhodnou hodnotou HLB.

Misto klasickych povrchové aktivnich latek 1ze vyuZit 1 aktivatory hran na bazi olejl, jako
je kyselina olejova, nebo ricinovy olej. Vliv na elasticitu membrany ma rovnéz pridavek
esencialnich olejii a jejich slozek napt. limonenu nebo eukalyptového oleje [8], [9], [11],

[14], [15], [18], [19].

Tabulka 2 Ptiklady pouZivanych aktivatorii hran nesoucich naboj a jejich HLB hodnoty,

upraveno podle [9]
Povrchové aktivni latka/aktivator hran Naboj Hodnota HLB
Sodium cholat Kladny 16,7
Sodium deoxycholat Kladny 16,0
Olejova kyselina Zéaporny 1,0
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Tabulka 3 Aktivatory hran z kategorie neionickych povrchové aktivnich latek a jejich HLB

hodnoty , upraveno podle [9]

Povrchové aktivni latka Hodnota HLB
Tween 85 1,8
Tween 80 14-15
Tween 60 14,9
Tween 40 15,6
Tween 20 16,7

Span 85 1,8
Span 80 43
Span 60 4,7
Span 40 6,7
Span 20 8,6

Vlastnosti EL jsou ovlivnény nésledujicimi fyzikalné-chemickymi charakteristikami EA.

Teplota fazového prechodu Tm: piidavek EA sniZzuje hodnotu Tm a vede
k fluidizaci lipidové dvojvrstvy.

Naboj: castice nesouci kladny naboj vykazuji lep$i permeaci ve srovnani
s neutralnimi nebo zaporn¢ nabitymi casticemi. To je zplUsobeno vzajemnym
pfitahovanim kladného néboje ¢astic se zaporné nabitym povrchem pokozky.
Afinita k lipidim: aktivatory hran lipofilnitho charakteru maji vétsi afinitu
k lipidovym dvojvrstvam, coz vede ke zvySené enkapsulacni G€¢innosti lipofilniho
1éc¢iva.

Elasticita: retence 1éCiva se snizuje se zvySujici se elasticitou aktivatoru.

Hodnota hydrofilné-lipofilni rovnovahy: EA s nizkymi hodnotami HLB vedou

k produkci ¢astic o mensich velikostech v diisledku snizeni povrchové energie.

Koncentrace: obecné plati, ze se zvySujicim se obsahem aktivatoru hran dochazi

k poklesu mezifazového napéti a zmenSeni velikosti vezikul. Cim vys§i je
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koncentrace EA, tim nizsi je také index polydisperzity (PDI) ¢astic. Pfili§ nizka
koncentrace EA vede k tvorbé rigidnéjsSich vezikul. Naopak pokud je zvolen vysoky
obsah EA, dochazi k tvorbé micel, které maji sniZenou enkapsulacni ucinnost,

nizkou flexibilitu a nizkou citlivost na osmotické gradienty v kizi.

Aktivatory hran hraji taktéz dalezitou roli z hlediska u¢innosti enkapsulace. Pouzitim
zvySeného mnozstvi EA dochazi ke zméné jejich usporadani v ramci lipidové
dvojvrstvy. V membrané vezikul dochazi k tvorb¢ port, coz vytvari misto pro tnik

Ié¢iva z nosice.
2.2.3 Rozpoustédla

Jako rozpoustédla pro smési fosfolipidii a EA se nejCastéji pouzivaji tékava organicka
rozpoustédla, pfedevsim ethanol, methanol nebo di-ethylether, poptipadé¢ jejich vhodné
kombinace. Obsah rozpusténych lipidi a EA obvykle ¢ini 3—10 %. Uginnym rozpoustédlem
pro fosfolipidy je také chloroform, obecné¢ je ale snahou vyhnout se ve farmaceutické vyrobé
chlorovanym rozpoustédlim. Nejcastéji je proto vyuzivan ethanol, protoze ma mensi

zbytkovou toxicitu v lipidovém filmu ve srovnéni s jinymi organickymi rozpoustédly.

2.2.4 Hydratacni média

K hydrataci tenkého lipidového filmu se obvykle pouZzivaji vodna hydrata¢ni média, jako je
¢i8téna voda nebo fyziologicky fostatovy pufr (pH 6,5-7,4), kterd umoziuji prechod suchého
lipidového filmu do dvouvrstvé vezikularni struktury. [8], [9], [14], [15], [16], [18], [20].

2.3 Metody pripravy

Ackoliv je patentovana tada postupt, jak EL pfipravovat, neexistuje zadny univerzalni
predpis nebo obecny protokol jejich pfipravy. Pfi ndvrhu experimentalnich postupli pro
ptipravu vezikul se specifickou terapeutickou latkou je proto potieba vZdy postupovat
individualné. Optimalizace podminek piipravy vede k tvorbé nejlepSich moznych nosict

s vyhovujici stabilitou, enkapsulacni kapacitou a optimdalni elasticitou membrany [14].

Elastické lipozomy lze pfipravit pomoci né€kolika metod. Konvenéni a ziroven
nejpouzivanéjsi metodou piipravy je technika hydratace tenkého filmu (tzv. rotacni
odpafovaci metoda). Lze vyuzit ale i metody modifikované, jako je centrifugace,
vysokotlakd homogenizace suspenze, odpafovani ne reverzni fazi, vstiikovani do ethanolu,

vortexovani spojené se sonikaci, nebo i ru¢ni protiepavani [15].
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2.3.1 Hydratace tenkého filmu

Elastické lipozomy jsou bézné pfipravovany pomoci techniky rotacniho odpafovani.
Pozadované mnozstvi fosfolipidii, aktivatorti hran a lipofilniho 1é¢iva nebo aktivni latky
(v ptipad¢ pouziti hydrofilniho 1éCiva se nachazi az v hydratacnim médiu) je nejprve
rozpu$téno pii pokojové teploté v bance s kulatym dnem v organickém rozpoustédle

(chloroform, methanol, ethanol) tak, aby bylo ziskan jednofazovy roztok.

Ze ziskaného roztoku se poté odpafi na rotacni vakuové odparce rozpoustédlo. V pribéhu

odparovani rozpoustédla dochazi na vnitini sténé banky k tvorbé tenkého lipidového filmu.

Tento film je nasledné hydratovan vodou nebo pufrem (ten muize obsahovat hydrofilni
1é¢ivo), aby doslo k uplnému nabobtnani lipidovych vezikul. Ziskand mlécna koloidni
suspenze vezikul, o velké velikosti, se pomoci sonikatoru, nebo procesem extruze premeéni
na unilamelarni vezikuly menSich rozmért. Tento proces je zndzornén na Obrazku 5 [8],

[10], [20].

e cenn o Hydrataéni
Smés lipidu s aktivatory hran v ¥ .
'_} » y Ydl Odpafeni Tvorba tenkého médium

v organickém rozpoustédle . — lipidového filmu

- n’e%en’y

. 4 .;.JJJ JJ ¥
L " Disperze elastickych Disperze
lipozomii o mensi velikosti Sonikace elastickych
lipozomii

Obrazek 5 Proces ptipravy elastickych lipozomt pomoci metody hydratace tenkého
lipidového filmu, upraveno podle [21]

2.3.2 Metoda odparovani na reverzni fazi

Pti odpatovani na reverzni fazi je davkovan aktivator hran spolu s fosfolipidy do baiiky

s kulatym dnem, kde jsou obé& slozky rozpustény ve smési organickych rozpoustédel. V této
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fazi Ize do smési ptidat také lipofilni 1€¢ivo. Poté je rozpoustédlo odpaieno pomoci rotacni
vakuové odparky, ¢imz se ziskaji lipidové filmy. Lipidové filmy jsou opét rozpustény
v organické fazi slozené z isopropyletheru a/nebo diethyletheru. Nasledné je k této organické
fazi ptidana vodna faze, ¢imz dojde ke vzniku dvoufazového systému. Vodna faze mutze
obsahovat 1écivo hydrofilniho charakteru. Tento systém je poté podroben sonikaci dokud
nedojde k vytvoreni homogenni emulze V/O (voda v oleji). Organické rozpoustédlo je pak
pomalu odpatfovano pomoci rotacni odparky za vzniku viskézniho gelu, z né¢hoz se poté

stane vezikularni suspenze [14].

2.3.3 Metoda vysokotlaké homogenizace

Slozky EL, fosfolipidy, aktivator a 1é¢ivo, jsou rovnomeérné rozptyleny ve fosfatovém pufru
nebo vod¢ obsahujici alkohol. Smés je nejprve sonikovana v 1azni za souasné¢ho michani.

Vyslednd smés je poté jesté podrobena vysokotlaké homogenizaci [14].

2.3.4 Metoda vortexovani a sonikace

Fosfolipid, EA a 1é¢ivo jsou rozpustény v ethanolu. K roztoku je kontinualné za vortexovani
pfidavan fosfatovy pufr (pH 7), dokud se nevytvoii mlé¢né zakalend suspenze vezikul.
Vzniklé EL jsou podrobeny sonikaci v sonikacni ldzni vedouci k ziskani menSich vezikul.
Popftipad¢ je pro upravu rozmért vezikul mozno vyuzit techniku protlaceni suspenze pies

polykarbonatové membrany s pdry o ptislusné velikosti [22].

2.3.5 Metoda zmrazeni a rozmraZeni

Pii této metod¢ jsou multilamelarni vezikuly vystaveny stfidavé velmi nizké teploté
(zmrazeni) a naslednému zahtati na velmi vysokou teplotu. Suspenze je ptenesena do
zkumavky a ponofena na nékolik sekund do 14zné tekutého dusiku (— 30 °C). Po zmrazeni
se umisti na vodni lazni o vysoké teploté. Pro ziskani malych EL se stejny proces opakuje

osmkrat az devétkrat [18].

2.3.6 Metoda vstrikovani do ethanolu

Pfi tomto postupu se ethanolovy roztok obsahujici fosfolipid, EA a lé¢ivo vstiikuje po
kapkéch do vodného roztoku fostatového pufru za kontinudlniho michdni homogenizatorem.
Oba roztoky pfitom musi byt zahtaty na teplotu 45-50 °C. Jakmile se ethanolovy roztok
dostane do pifimého kontaktu s vodnym roztokem, dojde k tvorbé lipidové dvojvrstvy

s inkorporovanym aktivatorem hran a zapouzdienym lé¢ivem. Ethanol je odstranén vakuové
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na odparce. Za ic¢elem zmenseni velikosti Castic 1ze provést jeste jejich doplitkovou sonikaci

[8], [10], [14], [18], [20].

2.3.7 Modifikovany postup ruc¢niho protiepavani

Modifikovand metoda ru¢niho protfepavani ma stejny zakladni princip jako metoda
rota¢niho odpafovani a sonikace. Nejprve se fosfolipid a aktivator hran rozpusti
v organickém rozpoustédle v bance s kulatym dnem. V této fazi lze ptidat také 1écivo

lipofilniho charakteru.

Poté je organické rozpoustédlo odstranéno odpafenim pii ru¢nim protiepavani (namisto
pouziti rotacni vakuové odparky), pricemz je baika s kulatym dnem ¢astecné ponotena do
vodni lazn€ udrzované pti teploté 40-60 °C. Na vnitini stén¢ banky dochazi k tvorbé¢ tenkého
lipidového filmu. Barka je néasledné¢ ponechdna oteviend pies noc pro Uplné odpateni

rozpoustédla.

Vytvoreny film je hydratovan vhodnym pufrovacim roztokem (napft. fosfatovy pufr o pH
7,4) za mirného protfepavani pfi teploté vyssi, nez je teplota fazového prechodu pouzitych

lipida. V této fazi lze provést inkorporaci hydrofilniho Ié¢iva.

2.3.8 Metoda odstired’ovani

Pfi tomto procesu jsou fosfolipidy, aktivatory hran a lipofilni 1é¢ivo rozpustény v ethanolu
(nebo jiném vhodném rozpoustédle). Nasledn¢ je rozpoustédlo odstranéno na rotacni

odparce za snizeného tlaku pii 40 °C, za soucasného vzniku lipidového filmu.

Naneseny lipidovy film je hydratovan odstfed’ovanim pii 60 rpm piisluSnym pufrem po dobu
1 hodiny za pokojové teploty. V této fazi je opét mozné pifidat 1éCivo hydrofilni povahy.
Vysledné vezikuly jsou ponechdny bobtnat za pokojové teploty po dobu dalSich 2 hodin.
Tento proces vede ke vzniku multilamelarnich lipidovych vezikul, které je mozno dale
sonikovat pro ziskani unilamelarnich ¢éstic s uzsi distribuci velikosti [8], [10], [14], [18],

[20], [22].

2.4 Vlastnosti

Formulace EL pfinasi diky svym unikatnim vlastnostem fadu vyhod ve srovnani s jinymi

systémy.

Jednou zjejich unikatnich a nejzasadnéjSich vlastnosti je vysoka deformovatelnost

membrany poskytujici Casticim vysokou elasticitu. Elasticita usnadiiuje permeabilitu
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formulace skrze klizi (zvySuje ucinnost transdermalniho toku) a zlepSuje tak biologickou
dostupnost zapouzdieného 1é¢iva nebo jiné aktivni latky v cilovém misté. Enkapsulace do
EL navic minimalizuje potencialni riziko degradace terapeutické latky. Slozeni vezikul
poskytuje systém pro prodlouzené, piedvidatelné a fizené uvolnovani 1éCiv, zajist'ujici jejich
optimalni koncentraci v krevnim ob&hu. EL tak pfedstavuji vhodné systémy pro lokalni i
systémové podavani 1€civ.

Ve vétsin€ piipadt jsou membrany EL tvotfeny fosfolipidy pfirodniho pivodu zajistujici
jejich biokompatibilitu a biodegradabilitu. Mezi ptfiznivé vlastnosti EL patii také jejich
univerzalnost. Jsou schopny enkapsulovat a dodédvat Sirokou Skalu nizkomolekularnich 1
vysokomolekularnich terapeutickych latek lipofilniho 1 hydrofilniho charakteru, ptficemz pro
lipofilni latky vykazuji vysoké hodnoty enkapsulacni kapacity. Diky jejich jednoduchému a

kratkému vyrobnimu procesu maji potencial byt snadno inovovany a rozvijeny.

Problémy se stabilitou, které se bézn¢ vyskytuji u konvenénich lipozomi, piekonavaji EL
diky zvysené elasticité a povrchové hydrofilité. Tyto vlastnosti tak poskytuji vezikuldm

dodatecnou stabilitu, branici jejich aglomeraci a fizi pfi osmotickém stresu.

EL jsou spojeny i s ur€itymi nevyhodami a omezenimi. Formulace na bazi fosfolipidii
obecné vykazuji chemickou nestabilitu pfi expozici sluneénimu zéfeni, vystaveni vysokym
teplotam, nebo za ptistupu vzduchu. Tato nestabilita vychazi ze struktury fosfolipidt, kde
predstavuje vazba hydroxylové skupiny glycerolu s fetézci mastnych kyselin misto nachylné
k oxida¢ni degradaci. Dal§Sim omezenim muze byt také nedostatecnd cCistota vychozi

suroviny, ptirodnich fosfolipida [15], [20], [22].

2.5 Vyuziti Elastickych lipozomii

Elastické lipozomy pfedstavuji slibné nanotechnologické systémy usnadiiujici dodavani
bioaktivnich latek pfes obtiZzné prostupné bariéry v lidskych tkanich. Aplikace EL byly
v poslednich desetiletich intenzivné studovany zejména v oblasti transdermalniho podavani
1é¢iv.

Tyto lipozomy jiz byly pouzity jako vezikularni nosice pro fadu terapeutickych latek, jako
hormony a steroidy, protinddorové latky, proteiny a peptidy, rostlinné bioaktivni latky a
nutraceutika. V téchto aplikacich ptinasi podstatné zlepSeni prostupu molekul 1é¢iv ktizi. V

soucasné dob¢ se v riznych fazich klinickych studii hodnoti hned nékolik piipravkil na bazi
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EL. N¢které formulace jiz byly uspesné uvedeny na trh, napt. v roce 2007 zacala spole¢nost

Swiss Medic nabizet ketoprofen enkapsulovany v EL pro 1é¢bu bolesti kosti [12], [15], [16].

V nasledujici ¢asti prace jsou uvedeny priklady vyuziti EL pro podavani riiznych typt

aktivnich latek.
Proteiny a peptidy

Proteiny a peptidy jsou velké biogenni molekuly, k jejichz nedostatkim patii obtizna
administrace do organismu; napf. pii peroralnim podavani, kdy podléhaji degradaci v
gastrointestinalnim traktu. To je také divodem, proc se tyto peptidy a proteiny stale podavaji
injekéné. Ulevu pacientfim mohou piinaset neinvazivni formulace EL, které jsou z hlediska
biologické dostupnosti do jisté miry srovnatelné s ucinky subkutanni injekce proteinové
suspenze. Pii opakované epikutanni aplikaci jsou EL s enkapsulovanymi proteiny schopny
rovnéz vyvolavat silnou imunitni odpovéd’. Napt. adjuvantni imunogenni sérovy albumin
v EL je po opakovaném topickém podéni stejné imunologicky aktivni jako odpovidajici

injekéné aplikované ptipravky [20].
Inzulin

Inzulin je obvykle podavan subkutidnni cestou, kterd neni pro pacienty piijemnd. Proto
pfedstavuje neinvazivni transdermadlni transfer inzulinu znacné zlepSeni pii 1€cb€ diabetes
mellitus. Diky deformovatelnosti membrany jsou EL schopny enkapsulovat i toto
vysokomolekularni 1é¢ivo [24]. Po aplikaci transferulinu (inzulin v systému EL) na
neporusenou klizi je pozorovan terapeuticky ucinek po 90-180 minutidch v zavislosti na
sloZeni nosice [20]. Pro Gspésné podavani inzulinu, piekonévajici problémy konvencniho
zpusobu, lze pfipravit také transferomalni suspenzi inzulinu inkorporovanou do
methylcelulosového gelu, jehoz prostup do kize je usnadnén aplikaci proudu na kizi

(iontoforézou) [12].Kortikosteroidy

Pomoci enkapsulace steroidnich 1é¢iv do EL lze potlacit bezpec¢nosti rizika spojena s jejich
podavanim. Nejcastéji se formulace na bazi EL vyuzivaji k transdermalnimu podavani
kortikosteroida (hydrokortizonu a dexamethasonu). Takto zapouzdiené kortikosteroidy jsou
biologicky aktivni v davkach nckolikandsobné nizSich, nez jsou davky v dermalnich
pfipravcich pouzivané v soucasné dobé k 1écbé koznich onemocnéni. Pfi aplikaci
kortikosteroidi inkorporovanych do vezikul EL dochézi rovnéz k rychlejSimu nastupu

antiedematdznich u¢inkt a bioaktivity aktivnich latek [12].
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Lokalni anestetika

Vétsina dostupnych lokalnich anestetik tlumi bolest kratkodob¢ a k dosazeni dlouhodobého
ucinku je tieba Castého a opakovaného podavani. Pro zajiSténi prodlouzeného uvoliovani
téchto latek, bez ohledu na zplsob jejich podani a davku, jsou piipravovany EL s obsahem
lokélnich anestetik [12]. Aplikace téchto formulaci vyvola nastup lokalni anestezie do 10
minut (za vhodnych podminek). V ptipad¢ bolesti a citlivosti, je mira u¢inku téméf stejna
(80 %) jako u odpovidajici podkozni injekce, ale EL s inkorporovanymi anestetiky vykazuji

trvalej$i ucinek [20].
Lokalni antimykotika a antibiotika

Plisnové infekce klize jsou velmi ¢astym onemocnénim, pii kterém se vyskyt ptitomnych
patogenii omezuje na rohovou vrstvu kize. K 1écbé téchto plisiovych infekei se proto
pouzivaji rizné lokalni pfipravky, jejichz ucinnost je vSak vzhledem k bariéte stratum
corneum snizena. K piekonani této bariéry jsou ptipravovany EL s obsahem antifungalnich
1é¢iv jako je Mikonazol nebo Nystantin. Vezikuly EL mohou diky své deformovatelnosti
snadno projit ptes stratum corneum a nasledné uvoliiovat zapouzdiené 1éCivo, coz vede

k maximalizaci protiplisnového ucinku [9].
Protinadorova léciva

Technologie vyuZivajici EL poskytuji novy pfistup k 1é€bé rakoviny. Zejména v oblasti
koznich karcinomt, jichz je kazdoro¢né€ na celém svéte hlaSeno vice nez milion ptipadd, je
potieba hledat nové Gi¢inng&jsi 1é¢ebné piistupy. U¢innost konvenénich formulaci s obsahem
chemoterapeutik je limitovéana jejich Spatnym prinikem do hlubsich ¢asti nadoru. Proto byly
vyvinuty nové nosicové systémy na bazi EL, které¢ mohou byt pouzivany k transdermélnimu
podavani protinadorovych latek, jako je napt. S-fluorouracil nebo methotrexat. Ty
prekonavaji nedostatky béZznych ptipravkd. Aplikaci EL dochazi ke zlepSeni in-vitro
permeace chemoterapeutika k0zi a k ukladani 1é¢iva v hlubSich ¢astech kiize [12], [20].
Dobrou antiproliferacni aktivitu vii¢i malignim buiikdm karcinomu ktize vykazuji rovnéz

formulace ultradeformovatelnych vezikul s enkapsulovanym sulforafanem [9].
Fytochemicke latky

Fytochemické latky obsazené v 1éCivych bylindch se dnes Casto pouzivaji k 1écbé riznych
onemocnéni. Omezena biologické dostupnost téchto latek vSak miize branit jejich optimalni
terapeutické vyuzitelnosti. Rovnéz zde je feSenim pouziti EL. Dosud byla do EL uspésné

enkapsulovana tada fytochemickych latek [15]. Byly pfipraveny napi. formulace ultra
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deformovatelnych lipozomii s obsahem Silymarinu, zamétené na 1écbu hyperglykémie. Ty
obstaly pii studiich in vivo, kde vyvinuty pfipravek vyznamné snizoval hladinu glukézy v

krvi. Vysledky ex vivo zase ukazaly vysoky transdermalni tok terapeutické latky [25].
Vitaminy a dopliky stravy

Elastické lipozomy se pouzivaji také jako nosiové systémy pro vitaminy a antioxidanty.
Retinoidy (derivaty vitaminu A) maji vyznamné U¢inky na kozni buiiky. Podileji na
spravném bunécném zrani keratinocytl, které zajist'uji nalezité fungovani kiize. Formulace
EL s enkapsulovanym retinylpalmitatem vykazuji lepsi penetraci pies stratum corneum ve
srovnani s kontrolni formulaci s volnym retinylpalmitatem. Dochéazi také k akumulaci

ucinné latky v epidermalni a dermalni vrstvé kize [12].

Rovnéz enkapsulace antioxidantli do EL zlepSuje jejich u€innost a vyuzitelnost. Ve srovnani
s konvenénimi krémy vykazuji formulace EL s antioxidantem resveratrolem vyssi

permeacni tok a ukladani aktivni latky do hlubsich vrstev kize [9].
Nesteroidni protizanétliva léciva (NSAID)

Problémy vétSiny NSAID jsou spojeny s jejich ordlnim podavanim vedoucim k fadé
nezadoucich ¢inki, jako jsou napf. zazivaci potize a bolesti Zaludku. Tyto obtize lze
prekonat zménou strategie administrace NSAID, a to transdermalnim podédnim pomoci EL.
Lze tak enkapsulovat IéCiva jako jsou diklofenak, ketoprofen nebo meloxikam. V porovnani
s konvencnimi lipozomy a suspenzemi vede aplikace NSAID ve formulacich EL k jejich
zvySené permeaci kiizi, kterd je zptisobend adsorpci vezikul a fuzi se stratum corneum [12],

[20].
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Obrazek 6: Aplikace elastickych lipozomt, upraveno podle [23]
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3 KANABINOIDY

Fytokanabinoidy piedstavuji skupinu biologickych sloucenin, které se vyskytuji jako
pfirozend soucast rostlin rodu Cannabis, vcetn¢ Cannabis sativa, Cannabis indica
a Cannabis ruderalis, nebo jsou takto oznacovany latky z nich ziskavané. Patii mezi
sekundarni metabolity rostlin spolecné se slozkami nekanabinoidniho typu jako jsou
terpeny, flavonoidy nebo alkaloidy. Béhem let bylo izolovano a identifikovéano vice nez 100
riznych kanabinoidi. Z nichz nejznaméjsimi predstaviteli je kanabidiol (CBD), kannabinol
(CBN), kannabigerol (CBG), a tetrahydrokanabinol (THC), jez je zodpovédny za
psychoaktivni uc¢inky konopi. Chemické slozeni kanabinoidd je ovlivnéno genetikou,
péstovanim, sklizni, suSenim a rostlin, jakoz i1 dal§imi vyrobnimi faktory. VSechny
fytokanabinoidy vznikaji z centralniho prekurzoru kyseliny kanabigerolové (CBGA)
a nejvyssi koncentrace téchto latek se nachéazi predevSim v kvétni Casti samici rostliny
[26]. Pro kategorii fytokanabinoidnich sloucenin je charakteristickd C21 terpenofenolicka
struktura, kterd je patrnd i napf. u nejznaméjSiho zastupce THC (Obrazek 7) [27], [28], [29],
[30], [31], [32], [33], [34], [35], [36].

OH

A1
\“\

O

9-A-tetrahydrocannabinol (THC)

Obrazek 7: Chemicka struktura THC, ptevzato z [37]

V kontextu ptivodu lze kanabinoidy délit na:
e Fytokanabinoidy — ziskavané ptirozenég z flory.
e Endokanabinoidy — vznikaji endogenné.

e Syntetické kanabinoidy — uméle pfipravené.
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Syntetické kanabinoidy jsou vyvijeny v laboratofich a maji chemickou a strukturni
podobnost s endokanabinoidy a fytokanabinoidy. Tato skupina molekul se diverzifikuje
a zdokonaluje za ucelem zkoumani terapeutického potencidlu kanabinoida. Prikladem

syntetickych kanabinoidli jsou dronabinol a nabilon [38].

Endogenni kanabinoidy (endokanabinoidy) jsou pfirozenymi produkty lidi a zivoc¢ich. Tyto
slouceniny jsou povazovany za neuromodulatory. Maji charakteristické vlastnosti, které je
odliSuji od typickych neurotransmitert. Jsou syntetizovany v misté¢ svého plisobeni
prostfednictvim receptorem stimulovaného Stépeni prekurzort lipidové membrany a nejsou
ulozeny v synaptickych vezikulach. Jsou to derivaty kyseliny arachidonové syntetizované z
fosfolipidli na vnitinim listu membrany a mezi nejzndméjsi zéstupce této tfidy patii

2-arachidonoylglycerol a anandamid [38], [35].

Biologicka aktivita téchto sloucenin z nich ¢ini atraktivni latky pro farmacii, ale predstavuji
1 latky se slibnym potencidlem pro aplikace v kosmetickém pramyslu [27], [28], [29], [30],
[31], [32].

3.1 Mechanismus uc¢inku kanabionoidu

Terapeutické ucinky kanabinoidt a jejich nasledné klinické vyuziti je z velké ¢asti zalozeno
na existenci endokanabinoidniho systému (ECS) a také na schopnosti kanabinoidi
interagovat a vysilat signaly prostfednictvim velkého poctu rtiznych receptorovych molekul
[30], [39]. Proteiny ECS, vcetn¢ kanabinoidnich receptori a enzymu syntetizujicich
a degradujicich jejich endogenni ligandy, pfedstavuji vhodné terapeutické cile pro 1écbu

mnohych onemocnéni [40], [41].

Endokanabionoidni systém je komplexni mezibunécna signalni sit’ zodpovédna za udrzovani
homeostazy v lidském téle [41]. Vykazuje v organismu vicetcelovy regulacni charakter.
Podili se na rozsadhlé¢ Skale fyziologickych procesli, v€etné nocicepce, neurogeneze
a neuroprotekce, modulace imunitniho systému, reprodukce, metabolismu lipidd, ovlivnéni
rustu a proliferace bun¢k a také na regulaci kognitivnich funkci, chuti k jidlu, néalady

a spanku [40], [41], [42], [43], [44], [45].

Rada biologickych u¢inkt kanabinoidi je zprostfedkovana jejich interakci se dvéma tizce
pfibuznymi receptory, znamymi jako kanabinoidni receptor typu 1 (CB1) a 2 (CB2). Jedna

se o0 metabotropni receptory spiazené s G-proteinem Siroce rozsifené v centralnim nervovém
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systému (CNS) s vyraznou expresi v bazalnich gangliich, mozecku a hipokampu. Receptory
CBI1 jsou lokalizovany pievazné v dieni a perifernich nervovych zakonceni ale funkéné
relevantni exprese byla identifikovana taktéz v jatrech, endokrinnich tkénich,
kardiovaskularnim systému a gastrointestindlnim traktu. Vyskyt CB2 receptorii pak
pfevazuje v imunitnim systému, zejména v buitkach makrofagového ptvodu, jako jsou

mikroglie. V niz$ich expresich ptisobi také v reprodukénim systému a kostnich tkanich.

Krom¢ vazby na CB1 a CB2 se endokanabinoidy a fytokanabinoidy vazou spolu s dal§imi
receptory sprazenymi s G proteiny, s receptory kyseliny gama-aminoméselné (GABA)
a serotoninovymi receptory. Pfitomny jsou i ve vazb¢ s fadou receptort s intracelularnimi
vazebnymi misty, z nichz nejdilezitéjsi jsou piechodné ionotropni vaniloidni receptory
(Transient receptor potential vanilloid, TRPV) a transkripéni faktory, jako jsou jaderné
receptory aktivované peroxizomovymi proliferatory (Peroxisome proliferator—activated
receptors, PPAR). Kanabinoidy zde mohou ptisobit jako ¢astecni, Giplni, neutrdlni a inverzni

agonisté a antagonisté [35], [40], [42], [43], [45], [46], [47], [48], [49].

V praktické ¢asti prace je vyuzivan CBD jako aktivni latka, proto bude dale podrobné&ji
popsan jeho mechanismus u¢inku. Kanabidiol ptisobi jako antagonista receptori CB1 a CB2.
Plsobi ale také na nekolik dalsich receptorti. Jeho antiemetické, anxiolytické a analgetické
ucinky mohou byt ¢astecné zprostiedkovany vazbou na serotonergni receptory, zejména
SHT1A. Stejna draha by se taktéZ uplatiiovala pfi sniZzeni excytotoxicity, oxida¢niho stresu
a prozanétlivé aktivace. Takovy tc¢inek by byl v souladu s moznym protektivnim ptisobenim
CBD u né&kolika onemocnéni, jako jsou neurodegenerativni onemocnéni (véetné
Parkinsonovy a Alzheimerovy choroby), chronicka bolest, zanétlivé, srdecni, jaterni, renédlni

a gastrointestinalni onemocnéni, sepse a u podptrné 1écby diabetu.

Jednim z prvnich objevenych zptisobt vyuziti CBD byla jeho schopnost vyznamné ptispét
ke zmirnéni obtizi u pacientl s epilepsii. Moznym piinosem by mohla byt také aplikace CBD
v oblasti protinadorové 1écby. Bylo zjisténo, Ze ve vyssich koncentracich inhibuje proliferaci
lidskych nadorovych bunék riiznych linii, napf. prostaty, prsu a tlustého stieva. Tato inhibice
je vysvétlovana piedpoklddanou interakci s vaniloidnimi receptory (TRPV1) a receptory
CB2 a PPAR. Existuji 1 diikazy o interakci CBD s mu—delta opioidnimi receptory, coz ve
spojeni s jeho afinitou k vaniloidnim receptorim podporuje jeho uplatnéni pii 1é€be bolesti

[36], [42], [43], [45], [46], [49].
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3.2 Farmaceutické a kosmetické vyuziti

Endokanabinoidni systém pifedstavuje komplexni molekularné-biologicky systém
rozmistény po celém téle. Hraje kliCovou roli v fadé fyziologickych procestu pro udrzeni
vnitini rovnovahy v mozku, kiizi, travicim traktu a jatrech a v dychacim, kardiovaskularnim
a reprodukénim systému. Regulace probiha skrze ovlivnéni vyvoje mozku, neurotransmitery
a uvoliovani cytokinli z mikroglii. Bylo zjisténo, Ze se zmény ve slozkach ECS podileji na
rozvoji ne¢kolika patologickych onemocnéni, jako je rakovina a neurodegenerativni
a kardiovaskularni choroby. Z téchto diivodu se stala farmakologickd modulace ECS
pfedmétem medicinského vyzkumu s cilem nalézt a vyvinout 1é¢iva schopna ovlivilovat
signalni drahy navazujici na ECS. Externé doddvané fytokanabinoidy, které maji uc¢inky na
kanabinoidni receptory, ptfedstavuji u téchto zdravotnich poruch zna¢ny terapeuticky

potencial [36], [45], [48].

Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) jiz schvalil nékolik 1é¢iv odvozenych z konopi.
Jsou to Epidiolex (na bazi kanabidiolu) a tfi 1é¢iva Cesamet (nabilon), Marinol (dronabinol)
a Syndros (dronabinol) obsahujici syntetické analogy A9-THC. Klinické studie prokazaly
ucinnost nabilonu, jako doplikové terapie onkologické 1écby, pii snizovani nevolnosti
a zvraceni u pacientll [50]. V posledni dobé je zkoumdna ucinnost nabilonu v 1é€bé
neuropatické a chronické bolesti a spasticity souvisejici s roztrousenou sklerézou [51].
Dronabinol je pouzivan pro své analgetické vlastnosti pacientekami s kostnimi metastazami
pii diagnoze karcinomu prsu a jako dopliikova 1écba opiaty u pacientl s chronickou bolesti.
Dronabinol se podava jako stimulant chuti k jidlu pfi syndromu chiadnuti AIDS a pfi
nevolnosti a zvraceni vyvolané chemoterapii, [35], [40]. Epidiolex obsahuje vice nez 98 %
CBD a mén¢ nez 0,15 % THC, jedna se o peroralné podavany roztok k 1écbé dvou forem
tézké deétské epilepsie (syndrom Dravetové a Lennoxiv-Gastautiv syndrom). Klinické
studie prokazaly, ze Epidiolex vyznamné¢ sniZuje frekvenci zachvatl u lé¢enych pacientt

1351, [52].

Dalsi z komer¢nich produktii, Sativex®, je farmaceuticky produkt na bazi konopi obsahujici
THC a CBD v poméru piiblizné 1:1, dodavany v oradlnim spreji. Je schvéalen ve Velké
Britanii, Némecku a Svycarsku pro mirnéni spasticity souvisejici s roztrousenou sklerozou.
V Kanad¢ je schvalen pro terapii bolesti spojené s roztrouSenou sklerdzou a jako analgeticka
1é¢ba u dospélych pacientl s pokroc¢ilym nadorovym onemocnénim a pretrvavajici bolesti,

kteti jiz nereaguji na nejvyssi tolerovanou davku silnych opioida [35], [45].
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Endokanabinoidni systém figuruje také v kiizi. Bylo objeveno, ze receptory CBR1 a CBR2
jsou piitomny v epidermalnich keratinocytech, melanocytech, dermélnich buiikach, zirnych
bunikach, potnich zlazach, vlasovych folikulech a koznich nervovych vlaknech. Tento
systétm hraje zasadni roli pfi udrzovani homeostdzy regulaci bunétné proliferace
a diferenciace. Podili se také na udrzovani bariérové funkce kize a ovlivnéni aspektt
zanétlivé signalizace. Jeho naruSeni muze vést k rozvoji poruch, jako je dermatitida, akné
a pruritus [41]. Modulace ECS tak piedstavuje slibny terapeuticky cil u rtznych

patologickych stavii kiize.

Postupem cCasu roste zadjem o pouziti ptirodnich lokalnich terapii, pfiCemz kanabinoidy se
jevi jako vhodna skupina sloucenin s rozlicnym spektrem uc¢inki. Napf. nepsychoaktivni
kanabinoid CBD miiZze byt uc¢inny u nckterych koznich onemocnéni, jako jsou ekzémy,

psoriaza, pruritus a zanétlivé stavy [39].

Pti acne vulgaris, rozsitené dermatologické poruse s multifaktoridlni povahou, je nutné
zaujmout inovativni lécebné strategie. V souvislosti s lé€bou akné jsou kanabinoidy
obzvlasté zajimavé diky svym lipostatickym, protizanétlivym, antiproliferativnim
a antimikrobidlnim G¢inkiim. Mezi t€mito bioaktivnimi slouceninami vynika CBD, ktery
v pre-klinickych a klinickych studiich prokazal schopnost modulovat produkci kozniho
mazu, snizovat zanét a inhibovat mnozeni bakterii, coz jsou kritické slozky v patogenezi této
dermatézy. Do budoucna by tak mohl piedstavovat aktivni slozku kosmetickych

1 farmaceutickych formulaci [38], [41].
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4 KANABIDIOL

Kanabidiol (CBD) je jednim z hlavnich aktivnich fytokanabinoidi Cannabis sativa L
s komplexnim farmakologickym profilem. Nevykazuje psychoaktivni aktivitu, ale ma fadu
[36]. Jedna se o terpenofenolovou slouceninu obsahujici 21 atomi uhliku s molekulovou
hmotnosti 314,464 g/mol. Chemicka struktura obsahuje terpenovy kruh (A), fenolovy kruh
(B) a pentylovy postranni fetézec (Obrazek 8). Chemicka aktivita CBD je dana pfedevsim
umisténim a okolim hydroxylovych skupin ve fenolickém kruhu (B) v polohach C-1"a C-5',
jakoz 1 methylové skupiny v poloze C-1 terpenového kruhu (A) a fetézce pentylu na pozici

C-3' fenolového kruhu (B) [36].

7
CH,

Obrazek 8: struktura CBD, pievzato z [36]

Stabilita CBD ve formé roztokd, je ovlivnéna vice faktory. Jeden z nejkritictéjSich parametra
predstavuje teplota. Pfi pokojové teploté je CBD vysoce nestabilni. Pfi teploté sniZzené na
5 °C v8ak vykazuje dobrou stabilitu az po dobu 12 mésicii. Je také nachylny k degradaci za
pfistupu kysliku a pisobeni svétla. Stabilita CBD v roztoku je ovlivnéna 1 rozpoustédlem
a je lepSi v ethanolu nez v prostredi vodném, coZ je nutné brat v ivahu pii vyvoji

zamyslenych 1ékovych forem [53].

Kanabidiol je vysoce lipofilni, dochézi k jeho rychlé distribuci z krve do mozku, tukovych
tkdni a dalSich orgént. Jeho administrace muze probihat prostiednictvim inhalacni,
perordlni, intraven6zni nebo transdermalni cesty, a muze byt podavan ve formé
purifikovaného izolatu extrahovaného z konopi, nebo jako soucast extraktu z konopi

s dal§imi fytokanabinoidy a chemickymi latkami [54]. Navzdory velkym potencidlnim
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farmakologickym pfinosim omezuje vyuziti CBD jeho nizkd rozpustnost ve vod¢, nizka
systémova biologicka dostupnost, Spatna stabilita a vyrazny pre-systémovy metabolismus

[55], [56]. Proto jsou v praci dale uvadény mozné strategie pro piekonani téchto omezeni.

4.1 Enkapsula¢ni strategie — vliv na cilené dorucovani, biologickou

dostupnost a stabilitu CBD

Jak bylo uvedeno vyse, §irsi vyuziti CBD pro klinickou praxi &eli jistym omezenim. Resenim
by zde mohl byt vyvoj novych systémil pro cilené dodavani této aktivni latky, které budou
schopny zlepsit farmakokineticky profil, biologickou dostupnost a zaroven ji ochrani pied

degradaci [56].

V poslednich letech byla navrzena tada strategii pro enkapsulaci bioaktivnich lipofilnich
molekul. Radu vyhod piedstavuji v této oblasti (nano)koloidni nosi¢e, zejména diky
vysokému pomeéru povrchu k objemu a jejich jedinecnym fyzikalné-chemickym vlastnostem
[56], [57]. Tyto systémy poméahaji zlepsit stabilitu enkapsulované latky, zvysuji jeji absorpci
a chrani ji pfed casnou enzymatickou degradaci v gastrointestindlnim traktu C¢i
metabolismem v téle. Enkapsulace do struktur nanonosi¢li vede také k prodluzeni doby
cirkulace aktivni latky v téle, ¢imz dochdzi k omezeni jejich nezadoucich ucinkl. Pii
enkapsulaci CBD, zlepSuji modifikované nanonosice jeho rozpustnost a prostupnost.
Rozméry v tadech nanometrii umoziiuji prostup pies biologické bariéry a napomahaji

doruceni do cilovych mist, ¢imz zlepSuji biologickou dostupnost [34], [55].

Mezi pouzivané systémy patii nanonosi¢e na bazi polymert nebo lipidi jako jsou
nanoemulze (NE), nanostrukturované lipidové nosic¢e (NLC), lipidové nanokapsle (LNC),
pevné lipidové nanocastice (SNC), Pickeringovy emulze (PE), nanogely, nanolipozomy,
etozomy a transferozomy (TF) [34]), [56], [57]. Hlavni charakteristikou téchto systému je
vysoka univerzalnost jejich zptisobli podavani, véetné parenteralnich, oralnich, nasalnich,

pulmondlnich, okularnich a transdermélnich cest [55].

Ve studii Shilo-Benjamino et al. (2022) bylo lipozomélni CBD formulovano s pouZzitim
hydrogenovaného sdjového fosfatidylcholinu. Bylo zjisténo, ze enkapsulaci CBD dochazi

ke zlepSeni jeho biologické dostupnosti pti lé€be bolesti ve veterindrni medicing [58].

Metodou odpatfovani na tenké vrstvé pfipravili Mogejwa et al. (2022) transferozomy
obsahujici cholesterol, sojovy lecitin, polysorbat 80 a CBD. Bylo pozorovéno, Ze po

enkapsulaci do TF se stabilita CBD zlepsila po dobu Sesti mésict pii pokojové teplote.
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Formulace transferozomi taktéz usnadiovala permeaci tohoto fytokanabinoidu rektdlni

tkani a umoznovala ménit kinetiku jeho uvolnovani [59].

Vyzkumnou skupinou Francke et al. (2021) bylo zjiSténo, ze dochazi k vyraznému zlepSeni
absorpce CBD z nanoemulzi ve srovnani s nosi¢em v podobé oleje na bazi triacylglycerolt

se sttedn¢ dlouhymi fetézci (MCT) [60].

Uvedené studie tedy jasné naznacuji, ze lze zlepSit vlastnosti, stabilitu, rozpustnost
a biologickou dostupnost CBD jeho inkorporaci do struktury nanonosict a ptekonat tak

omezeni spojenad s jeho vyuzitim ve farmaceutickém i kosmetickém primyslu.
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5 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V poslednich desetiletich se stdle vice pozornosti vénuje vyvoji inovativnich piistupt
k podavani léciv a jinych aktivnich latek. Zejména aplikace principi nanotechnologie
v kombinaci s pokrokem v chemickych védach vyznamné rozSifuje moznosti, s jakymi
muzeme pristupovat k 1éCbé fady onemocnéni. V soucasné dobé je zkouméno nékolik
lékovych forem zaloZenych na nanotechnologiich vedouci ke zlepSeni fyzikalné-
chemickych a farmakologickych vlastnosti 1é¢iv. Jednim z takovych nano nosic¢l jsou
1 elastické liposomy (EL), na védeckém poli znaméjsi pod ndzvem Transferozomy (TF).
Tyto vezikuly mohou diky své unikatni deformovatelné struktufe pronikat ptes zké pory.
Jsou schopny enkapsulovat latky o riznych molekulovych hmotnostech a pfenaset je dovnitt
bun¢k. Amfipatickd povaha TF nosi¢i ma potencial dopravovat léCiva pies obtizné¢
prostupné biologické membrany, jako je hematoencefalicka bariéra, vrstvy kiize nebo nosni
epitel. S védomim ohromného potencidlu pro klinické vyuziti se staly TF pfedmétem

nekolika studii [15], [18].

Systémy na bazi TF byly vyvinuty a studovany zejména v oblasti dermalni farmakologie
za vyuziti transdermalni cesty podani. Cilem studie Prashanthini et al. (2023) bylo vyvinout
transdermalni formulaci inzulinu. Transferozomy byly pfipraveny metodou protiepavani za
pouziti s6jového lecitinu a deoxycholatu sodného jako povrchové aktivni latky. Vysledky
studie ukdzaly, Zze tvar TF byl dobie definovany a sféricky. Primérna velikost TF byla
stanovena na 130 nm. Bylo zjisténo, ze TF vykazuji stabilitu po dobu c¢tyt tydnt.
Enkapsula¢ni G¢innost pro inzulin Cinila 87,3 %. Studie priiniku hydrogelu s obsahem TF
ex vivo na modelu kize ucha ukézala, Ze dochdzi k pomalému a trvalému uvoliovani
inzulinu aZ do 180 minut. Z vySe uvedené studie lze vyvodit zavér, Ze by TF mohly

predstavovat vhodné nosi¢e inzulinu [24].

Ve studii vyzkumné skupiny Mazhar et al. (2023) byly studovany TF jako novy systém pro
transdermalni podavani Metformin hydrochloridu (MF) pro 1écbu diabetu. Cilem bylo
zlepSeni biologické dostupnosti 1é¢iva v disledka zvySeni jeho jinak omezené permeability.
Transferozomy s obsahem MF (MF-TF) byly pfipraveny pomoci modifikované techniky
hydratace tenkého filmu. Pfipravené MF-TF byly nasledné prevedeny do karbopolového
gelu s obsahem enhancerti permeace. Vysledné MF-TF byly hladké a sférické o velikosti

185,3 + 3,2 nm a jejich enkapsulacni Gi€innost ¢inila 88 + 1,4 %.
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Profil uvolnovani 1é¢iva z MF-TF vykazoval dlouhodoby charakter. Studie permeace ktuzi
ukdzaly na G¢innéjsi prostup MF-TF gelu ve srovnani s gelem obsahujicim pouze samotné
1éCivo. V ptipad¢ glukdézového tolerancniho testu vykazoval MF-TF systém potencial
vyznamné snizovat hladinu glukézy v krvi u testovanych zvifat. Farmakokinetické
hodnoceni in vivo prokazalo zvySenou biologickou dostupnost MF-TF v gelu ve srovnani
s peroralnim roztokem lé¢iva. Na zdkladé vysledkii studie lze gel MF-TF povazovat za
moznou alternativu k perordlnimu podavani MF s potencidlem zvySovat biologickou
dostupnost a pomahat tak pacientim zvladat 1écbu diabetes mellitus typu 11 prostfednictvim

transdermalni aplikace [61].

Podévani kombinaci 1é¢iv pomoci nano-nosici je novym atraktivnim pfistupem, zejména
diky potencialni synergii G¢inkd enkapsulovanych latek a usnadnéni jejich penetrace kizi.
Transdermdlni podani kombinace lidokainu (LD) a kanabidiolu (CBD) mize byt uzitecné
pro lokalni 1écbu neuropatické bolesti. Piedpoklada se, ze by tyto latky mohly mit
komplementarni Gi¢inek na tlumeni bolesti pomoci plsobeni na sodno — vapenaté kanaly.
Ve studii Franz¢ et al. (2022) byla sledovana mozZnost podavat tuto kombinaci terapeuticky
aktivnich latek do hlubSich vrstev kiize pomoci elastickych lipozomt. Kanabidiol byl
inkorporovan do lipidové dvojvrstvy, zatimco lidokain byl enkapsulovan do vnitiniho
vodného jadra metodou pH gradientu za tvorby G-lipozomii nebo pomoci piedchozi
enkapsulace do micel (DiMiL). Systém s LD zapouzdifenym do micel (DiMiL) zvySoval jak
prinik kuzi, tak i retenci CBD a LD v dermis ve srovnani se systémem samotnych
G-lipozomi. DiMiL 1 G-lipozomy vykazovaly vyss§i Gi€innost a usnaditovaly permeaci 1éCiva
ktzi ve srovnani s kontrolnim piipravkem nesoucim neenkapsulované 1écivé latky.
Kombinace 1é¢iv by tak mohly byt doruovany soucasné pomoci elastickych lipozomi ¢imz

by se posilily jejich terapeutické vlastnosti [62].

Pro transdermalni doru¢ovani CBD mohou byt pouZity i dalsi systémy. Demisli et al. (2023)
ptipravili nanoemulze (NE) typu olej ve vodé a odpovidajici chitosanové hydrogely
naplnéné touto nanoemulzi (NE/HG) pro u€inné transdermalni podavani CBD. Vyhodnoceni
schopnosti permeace probéhlo ex vivo svyuzitim modelu prase¢i kuze. Diky velké
mezifazové ploSe vezikul a pfitomnosti povrchové aktivnich latek v ME, které solubilizuji
lipidy a proteiny SC, byla penetrace CBD kazi usnadnéna jak u NE, tak u NE/HG. Tato
prace naznacila, ze navrzené koloidni dorucovaci systémy mohou byt idealnimi kandidaty

pro u¢inné transdermalni podavani vysoce lipofilnich bioaktivnich slou€enin [57].
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V tad¢ védeckych praci bylo prokdzdno, ze CBD inhibuje rist mnoha nadorovych
bunéénych linii, vCetné¢ nddord prsu. Dokaze také tlumit bolest a uzkost spojenou
s nadorovym onemocnénim a u¢inn¢ zmiriuje zejména dopady nadorové kachexie.
Predstavuje tak slibné terapeutikum pro 1écbu onkologickych pacientt. Fu et al. (2022) ve
svych experimentech enkapsulovali 20(S)-Protopanaxadiol (PPD), ziskany z zenSenu,
spolecné¢ s CBD do lipozomti a zkoumali jejich synergii pfi inhibici nddorového bujeni.
Studie in vivo na mySich BALB/c s nadorem prsu (4T1 bunky) prokéazaly dobrou
protinadorovou ucinnost CBD-PPD lipozomu v zavislosti na davce. Bylo dosazeno vysoké
miry inhibice rastu nddoru (TIR) 82,2 % pfi soucasné dobré toleranci tohoto 1écCiva.
Souhrnné lze fici, ze kombinovana 1é¢ba s PPD se ukdzala byt slibnou strategii pro vyvoj
CBD jako nového protinadorového IéCiva, které se vyznaCuje UCinnosti, dobrou

snaSenlivosti a potencidlem prekonat nadorovou kachexii [63].

S ohledem na rostouci potifebou vyvoje novych nosi¢ovych systému pro podavani 1éCiv je
strategie vyuzivajici TF v odborné literatufe hojné¢ diskutovana a vyhodnocovéna jako
perspektivni cesta pro mozné dodavani riznych kategorii terapeutickych latek. V ndvaznosti
na zajem trhu o vyuzivani ptirodnich alternativ, vystupuje CBD jako atraktivni terapeuticka
latka. Jeji biologicka aktivita by ve spojeni s cilenim pomoci transferozomalniho zptisobu

dorucovani mohla do budoucna pfedstavovat pozitivni piinos pii 1é€bé fady onemocnéni.
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6 CILPRACE

Cilem prvni Casti prace bylo vypracovani literarni studie zamétené na tématiku elastickych
lipozomti a kanabinoidli. Prace se konkrétné¢ zaméfila na kanabidiol a moznosti jeho

enkapsulace pro cilené dorucovani.

Cilem praktické ¢asti prace bylo pfipravit elastické lipozomy o riizném sloZzeni membrany.
Za timto ucelem byl sledovéan vliv membranovych fosfolipidl a aktivator hran na vlastnosti
lipozom a byla zvolena optimalni formulace pro ucinnou enkapsulaci kanabidiolu.
U zvolenych lipozomalnich formulaci byly pomoci fyzikalné-chemickych metod stanoveny
jejich vlastnosti, véetné enkapsulacni u¢innosti, antioxidacni aktivity a stability v Case.
Testovany byly rovnéz biologické vlastnosti, konkrétné cytotoxicita a transdermdlni

penetrace ex vivo.
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II. PRAKTICKA CAST
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7 POUZITE MATERIALY
Nasledujici cast obsahuje vycet pouzitych pristroji, pomiicek, chemikalii a roztokt, vCetné

pouzitého biologického materialu.

7.1 Pristroje a pomucky
e Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern)
e Ultrazvukovy homogenizér UP400St (Hielscher)
e Vakuova rota¢ni odparka Hei-VAP (Heidolph)
e UV/VIS Spektrofotometr V-750 (Jasco)
e Sestava vysokoucinné kapalinové chromatografie (Shimadzu)
e Chromtograficka kolona Kintex 5u C18 100 A, 250 x 4,6 mm (Phenomenex)
e FTIR Spektrometr Nicolet Summit (Thermoscientific) s Everest ATR adaptérem
e Mikroskop atomérnich sil- AFM, easyScan2 (NanoSurf)
e Magneticka michacka se zdhtfevem (Heidolph)
e Infinite M200 Pro NanoQuant (Tecan)
e Inverzni mikroskop Olympus s fazovym kontrastem (IX 81)
e Reometr PHYSICA MCR-502 (Anton Paar)
e Analytické vahy (Kern)
e Automatické pipety (Eppendorf)
e Dialyzacni svorky (Spectralabs)
e Dialyzacni membrany MWCO: 12-14 kDa Spectra/Por (Spectralabs)
e Stiikackové membranové filtry 0,45 pm PFTE (VWR)
e Pienosny pH metr CPH 51 (Elteca)
e Stanice MPAS + Tewameter TM 300 (Courage + Khazaka)
e Mikrometr

e Ponorny ohtivaci cirkulator s lazni (Huber)
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Franzovy difuzni komurky

Bézné laboratorni sklo a plasty

7.2 Chemikalie a roztoky

D-a-Tocopherol polyethylene glycol 1000 sukcinat (Sigma Aldrich)
Diethylene glycol monoethyl ether — Transcutol® P (Sigma Aldrich)
Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok PBS (Bio Sera)
Sojovy L-a-fosfatidylcholin 95 % (Avanti polar lipids)
Sodium deoxycholat (Sigma Aldrich)
Polyoxyethylen-80-sorbitan monooleat — Tween® 80 (TW) (Carl Roth)
Ptirodni CBD, cista aktivni farmaceuticka ingredience (Lipomed AG)
Demineralizovand voda
Ethanol 96% (Penta)
Methanol >99,9%, HPLC kvalita (Riedel-de Haén, Honeywell)
Polygel CA Carbomer (M+H, Mica a Harasta)
Askorbyl palmitat (ZVC Dr. Hoffmann)
Tokoferyl acetat (Atok)
Glycerol (Fichema)
Hydroxid sodny (Sigma Aldrich)
2,2'-Azinobis-3-Ethylbenzthiazolin-6-Sulfonova kyselina (Sigma Aldrich)
Peroxodisiran amonny (Sigma Aldrich)
Receptorova kapalina:

o Brij® 98- Polyoyethylen (20) oleyl ether (Sigma Aldrich)

o Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (Biosera)

o Gentamicin sulfat (Sigma Aldrich)

Trypsin EDTA roztok (Sigma Aldrich)
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Tetrazoliova stil MTT ( Duchefa Biochemie B. V.)
M¢édium pro test cytotoxicity :
o Dulbecco's modifikované Eagle's médium (Biosera)
o Hydrogenuhlicitan sodny (Penta)
o Hovézi sérum 10 % (CS; Biosera)

o Penicilin/streptomycin 1 % (Biosera)

7.3 Material biologického piivodu

Kuze praseciho ucha

Bunééna linie mySich embryonalnich fibroblasti NIH/3T3 (ECACC 93061524)
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8 METODIKA

Nasledujici cast prace obsahuje popis metodik provadénych experimentt.

8.1 Priprava elastickych lipozomu

Koloidni disperze elastickych lipozomii byly pfipraveny pomoci metody hydratace tenkého
lipidového filmu. V preformulac¢ni fazi experimentt byly pfipraveny elastické lipozomy bez
obsahu aktivni latky a antioxidantti. Po vybéru formulaci s optiméalnimi vlastnostmi byly pro
samotnou formulacni studii pfipraveny elastické lipozomy s obsahem aktivni latky—
kanabidiolu a s obsahem antioxidant.

Pro vychozi sloZeni membran byl zvolen fosfolipid—smésny sojovy fosfatidylcholin (SPC)
v kombinaci vzdy s jednim zaktivatori hran Tweenem 80 (TW&80), Tocopherol
polyethylene glycol 1000 sukcinitem (SUK) a v preformulaéni fazi i se Sodium
deoxycholdtem (CHOL). V prvnim kroku bylo vzdy odvédzeno pfislusné mnozstvi SPC
a konkrétniho aktivatoru hran a rozpusténo v 10 ml ethanolu. Smés byla pfevedena do banky
s kulatym dnem a organické rozpoustédlo bylo odpafeno na rota¢ni vakuové odparce za
podminek 50 °C, 100 rpm po dobu 15 minut. Tenky film vytvofeny na sténach banky byl
zpétné hydratovan 10 ml roztoku pufru PBS s obsahem Transcutolu (TC) za stejnych
podminek. Pfipravend disperze byla za ucelem zmenSeni velikosti liposomii sonikovana
pomoci ultrazvukového sonikatoru UP400St po dobu 2 minut (amplituda 80 %, cyklovani
50:50) za chlazeni v ledové lazni. Postup piipravy je zndzornén na Obrazcich 9 a 10.

V ptipadé formulacni studie jiz bylo pfistoupeno k samotné enkapsulaci aktivni latky.
Ptislusné mnozstvi CBD a antioxidantu (askorbyl palmitatu — AP, nebo tokoferyl acetatu —
TA) bylo vzdy navazeno a ptfidavano v prvnim kroku piipravy do 10 ml ethanolu. Dalsi
postup byl stejny jako v ptipadé preformulacni studie. Konkrétni mnozstvi jednotlivych
slozek je predmétem preformulacni a formulacni studie a je uvedeno v dalsi ¢asti diplomové

prace.
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Obrazek 9 Piiprava formulace elastickych lipozom@ metodou hydratace tenkého
lipidového filmu na vakuové odparce

Obrazek 10 Tenky lipidovy film utvofeny na sténach banky po odpatfeni organické faze
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8.1.1 Preformulaé¢ni studie

Cilem preformulacni studie (pfiprava lipozomi bez aktivni latky) bylo vybrat vhodné slozeni
membran, zejména s ohledem na volbu optimalniho typu aktivatoru hran a jeho poméru
k obsahu lipidu. Taktéz byl hodnocen vliv rozdilného obsahu TC (zesilova¢ penetrace)
v hydratacnim roztoku na vlastnosti disperzi. Konkrétni slozeni ptipravovanych formulaci

elastickych lipozomi je uvedeno v Tabulce 4.

Tabulka 4 Slozeni elastickych lipozomu z preformulacni ¢asti studie (SPC — s¢jovy

fosfatidlycholin,
Formulace Lipid — SPC | Aktivator hran | Aktivator hran | Transcutol
(%) Typ (%) (%)
SPC 95 SUK 5 95 SUK 5 1
10
SPC 95 TW80 5 95 TW80 5 1
10
SPC 95 CHOL 5 95 CHOL 5 1
10
SPC 90 SUK 10 90 SUK 10 1
10
SPC 90 TWS80 10 90 TW80 10 1
10
SPC 90 CHOL 10 90 CHOL 10 1
10
SPC 80 SUK 20 80 SUK 20 1
10
SPC 80 TW80 20 80 TW80 20 1
10
SPC_80_CHOL_20 80 CHOL 20 1
10
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8.1.2 Formula¢ni studie

Pro formulaéni studii byl zvolen jako idedlni pomér lipid: aktivator hran 90 : 10 (w/w). Jako
lipid byl pouzit opét SPC a jako aktivatory hran byly zvoleny povrchové aktivni latky TW80
a SUK. Deoxycholat sodny byl z experimentu vytazen kvuli Spatné stabilité ptipravenych
vezikul pti del§im skladovani. Formulace byly pfipravovany vzdy v celkovém objemu
10 ml. V této fazi jiz bylo pfistoupeno k enkapsulaci aktivni latky CBD, a to v mnozstvi
10 mg na formulaci. Aby byla aktivni latka chranéna pied degradaci pii del§im skladovani,
byl do formulaci pfidavan antioxidant, AP nebo TA, vzdy v mnozstvi 5 mg na formulaci.
Obsah TC v hydratacnim roztoku c¢inil vzdy 10 %. Konkrétni slozeni je uvedeno

v Tabulce 5.

Tabulka 5 Slozeni elastickych lipozomil z formula¢ni ¢asti studie.

Formulace Lipid Aktivator hran Aktivni latka Antioxidant
SPC (%) CBD (mg)
Typ (%) Typ (mg)
SPC_SUK TA SUK 10 TA 5
SPC TW80 TA 9 TWS80 10 0 TA 5
SPC SUK AP SUK 10 AP 5
SPC_TWS80_ AP TWS80 10 AP 5

8.2 Charakterizace aktivni latky CBD

Aktivni latka CBD, dodana firmou Lipomed AG, byla pted jejim vyuzitim charakterizovana
pomoci ATR analyzy FTIR spektrometrii. Zakladnim principem této techniky je ozafeni
vzorku infracervenym zatfenim, u n€¢hoz dochazi k ndsobnému tplnému odrazu na fadzovém
rozhrani mezi méfenym materidlem a krystalem. V ptipadé¢ absorpce urcité frekvence zareni

vzorkem, dochazi k zeslabeni dané slozky v totaln€ odrazeném svétle [64].

Samotné méfeni bylo provedeno davkovanim prosté suroviny CBD v praSkové formé na
ZnSe krystal ATR aparatury FTIR. Mé&feni probihalo za laboratornich podminek na pozadi
vzduchu v oblasti od 600 do 4000 cm'.
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8.3 Charakterizace elastickych lipozomi

V nasledujici fazi studie byly pfipravené formulace elastickych lipozomu charakterizovany

pomoci nize uvedenych metod.

8.3.1 Velikost ¢astic a index polydisperzity

Pro zhodnoceni velikosti pfipravenych lipozomii a k urceni distribuce velikosti (poly
dispersity index, PDI) bylo vyuzito metody dynamického rozptylu svétla (DLS). Tato
metoda byla zvolena s ohledem na velikost pfipravovanych c¢astic, které spadaji do

nanometrové oblasti.

Technika DLS je zaloZena na analyze rozptyleného svétla, které se fidi mikroskopickymi
fluktuacemi, jez vznikaji v disledku Brownova tepelného pohybu castic v kapaling
obsahujici disperzni ¢astice. Frekvence svétla rozptyleného ¢éstici je posunuta v zavislosti
na rychlosti ¢astice. Malé ¢astice se v médiu pohybuji rychleji nez ¢astice velké, coz vede
k rychlejsi zméné intenzity signalu. Pomoci DLS jsou tyto charakteristické zmény intenzity
rozptyleného svétla zaznamenavany. Z intenzity rozptyleného zafeni namétené detektorem
jsou pak vyhodnoceny velikosti ¢astic a jsou vyjadieny jako z-primér velikosti (z-average),
coz je intenzitn¢ vazeny stfedni hydrodynamicky primér velikosti ¢astic. Dalsi parametr,
ktery Ize métenim DLS ziskat je index polydisperzity (PDI). Hodnota PDI nabyvaji hodnot
od 0 do 1, pficemZ hodnoty bliZici se 0 ukazuji na monodisperzitu systému, zatimco hodnoty
smétujici k 1 odkazuji na ptitomnost nékolika velikostnich frakci ¢i velmi Sirokou distribuci

[65], [66].

Stanoveni velikosti ¢astic elastickych lipozoml probihalo ihned po pfipravé formulaci.
Z disperze byl vzdy pipetovan objem 20 pl do kyvety a doplnén 980 ul DEMI vody. Méteni
bylo provedeno pomoci pfistroje Zetasizer Nano ZS90 (Malvern), pti zadanych parametrech
indexu lomu fosfolipidl v prostiedi disperzniho média (DEMI voda o pH 6) za teploty 25
°C auhlu 90°. M¢éteni bylo provadéno v 6 opakovanich. Data ziskand méfenim byla nasledné
vyhodnocena jako primérna velikost ¢astic (z-average a PDI) spolu s jejich smérodatnymi

odchylkami.

8.3.2 Zeta potencial

Zeta potencial (ZP), oznacovany také jako elektrokineticky potencial, je ukazatelem
povrchového néboje a koloidni stability. Zeta potencidl odrazi rozdil potenciali v roviné

skluzu mezi elektrickou dvojvrstvou elektroforeticky se pohyblivych astic a vrstvou
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disperzantu kolem nich. Zeta potencidl je méfen s vyuzitim elektroforetického rozptylu
svétla (ELS). Vyhodnocenim méteni elektroforetické pohyblivosti pomoci ELS

a pfevedenim této hodnoty pomoci Smoluchowského rovnice je ziskan zeta potencial [67].

Me¢teni ZP formulaci EL probihalo s vyuzitim pfistroje Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern) pfi
25 °C. Vzorky pro stanoveni byly pfipraveny prevedenim 20 ul disperze do 4 ml DEMI
vody. Ziskana disperze byla za pomoci stiikacky pfevedena do méficich kyvet. Méteni bylo
provedeno v 6 opakovanich. Z naméfenych dat byly vypocitany primérné hodnoty ZP

vcetné smérodatné odchylky.

8.3.3 Vizualni zhodnoceni

Disperze elastickych lipozomii byly ihned po piipravé vizualné zhodnoceny. Byla sledovana

barva, homogenita nebo ptipadna pfitomnost sedimentd.

8.3.4 Mikroskopické zobrazeni pomoci AFM

Pro mikroskopické zobrazeni pomoci atomarnich sil byl vybran reprezentativni vzorek
formulace EL s obsahem EA TWS80 a antioxidantu AP s enkapsulovanym CBD. Vzorek byl
pro samotné méfeni nafedén 100 x ultracistou vodou a deponovan na povrch slidy. Poté byl
vzorek vysuSen pii laboratorni teplot¢ a analyzovan mikroskopem skenujici sondou

Dimension ICON (Bruker).

Metoda AFM je zaloZena na detekci vzadjemnych pfitazlivych/ odpudivych meziatomovych
sil mezi skenujicim hrotem a povrchem zkoumaného vzorku. Detekovana je zména polohy
skenujiciho hrotu pfi prichodu nad vzorkem (vlivem mezi atomérnich sil) laserovym

paprskem odrazem na detektor [68].

8.3.5 Enkapsulaé¢ni u¢innost EL

Pro stanoveni koncentrace CBD enkapsulovaného do struktury EL byla pouzita metoda
HPLC. Mnozstvi CBD bylo stanoveno pomoci kalibra¢ni piimky, pro jejiz sestaveni byly
pfipraveny kalibracni roztoky CBD navazenim ptisluSného mnoZzstvi a jeho rozpusténim v
EtOH. Koncentrace kalibra¢nich roztokll jsou uvedeny v Tabulce 6. Tyto roztoky byly

nasledné analyzovany pomoci HPLC (Shimadzu).

Tabulka 6 Koncentra¢ni fada kalibra¢nich roztokt

Latka Koncentrace (pg/ml)
Kanabidiol s | 10 | 25 | s0 | 75 | 100
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Pred stanovenim enkapsulacni uc¢innosti byly formulace EL dialyzovany, aby doslo
k odstranéni ptfipadného nezaenkapsulovaného CBD. Pfislusna formulace byla nadavkovana
do dialyzacni membrany s velikosti pora 12-14 kDa, membrana byla z obou stran uzaviena
svorkami a ponechéna v destilované vod¢ za stalého michani k dialyze po dobu 8 hodin. Po
dialyze bylo z disperze odebrano 500 pl, které byly pirevedeny do 5 ml EtOH a sonikovany
na ultrazvukovém homogenizéru UP400St (Hielscher) po dobu 2 minut (Amplituda 80,
cyklovani 50) pod chlazenim, aby doslo k rozruSeni EL a uvolnéni enkapsulovaného CBD.
Tento vzorek byl piefiltrovan pfes PTFE membranu s velikosti pora 0,45 um a doplnén na
10 ml EtOH. V takto ziskaném extraktu by teoretické mnozstvi CBD mélo ¢init 50 pg/ml.
Obdobnym zpisobem byly pfipraveny vSechny extrakty pro stanoveni koncentrace CBD

ve formulacich EL.

Kvantifikace obsahu CBD v EL byla provadéna pomoci systému HPLC (Shimadzu). Jako
mobilni faze byla pouzita smés methanol : voda (85/15, v/v). Rychlost pritoku mobilni faze
kolonou byla stanovena na 0,8 ml/min. Objem vzorku pfi davkovani autosamplerem byl
nastaven na 5 pl. Pro chromatografickou separaci byla pouZita kolona Kintex C18 (250 mm
x 4,6 mm, 5 um, Phenomenex) pfi teplot¢ 35 °C. Detekce probihala pomoci detektoru

diodového pole (DAD) SPD-M20A (Shimadzu) pti vinové délce 207 nm.

Enkapsula¢ni ucinnosti (Encapsulation efficiency, EE) pfipravenych EL byla stanovena
podle Rovnice (1), kde creor je teoretickd maximalni koncentrace CBD v EL a creas j€

koncentrace CBD stanovena méfenim realnych vzorku disperzi.

EE (%) = -Real. 100 % (1)

CTeor

Pro ovéfeni opakovatelnosti extrakéniho postupu byl proveden test, v némz byly pfipraveny
paraleln¢ 3 extrakty (dle metodiky popsané vyse) zjednoho vybraného vzorku. Ty byly
nasledné pomoci HPLC zhodnoceny z hlediska koncentrace CBD. Namétené vysledky byly

porovnany mezi sebou za i¢elem posouzeni opakovatelnosti.

8.3.6 Stabilitni studie

U piipravenych vzorki EL z formulacni faze studie byly sledovany a hodnoceny zmény

vybranych charakteristik v ¢ase.
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Velikost a zeta potencidl

Stabilita formulaci elastickych lipozomii byla sledovana po dobu 4 tydnii pomoci hodnoceni
zmén ve velikostech castic, PDI a zeta potencialu stanovenych méfenim na Zetasizeru
(Malrvern). Vzorky byly méfeny v tydennich intervalech dle metodiky uvedené v kapitolach
8.3.1 a 8.3.2. Disperze lipozomt byly po celou dobu uchovavany v chladnicce pfi teploté

4 °C. Pripravené formulace byly hodnoceny rovnéz vizualnim pozorovanim.

Enkapsulacni ucinnost

Ze skladovanych disperzi byly kazdy tyden pfipraveny ethanolové extrakty podle metodiky
uvedené v kapitole 8.3.5. Kvantifikace obsahu CBD probihala analyzou na systému HPLC

popsanou ve stejné kapitole.

8.3.7 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity — ABTS test

Stanoveni antioxida¢niho potencidlu formulaci bylo provedeno pomoci testu ABTS. Ten
ur¢uje relativni schopnost latek s antioxidacni aktivitou vychytavat radikaly ABTSe+
vznikajici ve vodné fazi po reakci soli ABTS (2,2'-Azinobis-(3-Ethylbenztiazolin-6-
Sulfonova kyselina) se silnym oxida¢nim ¢inidlem. Antioxida¢ni aktivita je pak
vyhodnocovéna jako relativni pokles absorbance pii pozadované vlnové délce ve srovnani

se slepym vzorkem [69], [70].

Pfi samotném provedeni testu byl nejprve pfipraven vodny roztok ABTS (7 mM) a vodny
roztok persiranu amonného (2,45 mM). Roztoky byly nasledné smichdny ve stejném poméru
a ponechény k reakci ve tmé a pii pokojové teploté po dobu 12 h za vzniku ABTS++. Pted
vlastnim provedenim test byl pfipraveny roztok ABTSe+ (3,5 mM) ziedén

demineralizovanou vodou tak, aby bylo dosazeno absorbance 0,70 + 0,02 pii 736 nm.

Poté bylo smichano vzdy 50 pl pfislusné formulace EL s 1 ml ABTSe+, vysledna smés byla
jemn¢ protiepdna a ponechana ve tmé po dobu 2 hodin. Po uplynuti této doby byla u vSech
vzorkil zmétena absorbance (4bsrin) pii 736 nm na UV-VIS spektrofotometru V-750 (Jasco).
Jako reference byla misto vzorku formulace EL ddvkovano 50 pl demineralizované vody
(Absrey). Relativni inhibice radikalt (%RI) byla vypoctena podle rovnice (2). Experimenty

byly provedeny paralelné ve tfech opakovanich.

(AbSRef—ADbSFin)

%RI = Abs f
Re

+100% (2)
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8.3.8 Stanoveni cytotoxicity in vitro

Vybrané formulace EL byly testovany na cytotoxicitu s vyuzitim MTT testu. Redukce
¢inidla MTT monotetrazolové soli (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium
bromid) vede k rozruseni jadra tetrazolového kruhu a vzniku fialovomodrého formazanu.
Cinidlo MTT miize prochazet buné¢nou membranou i vnitini mitochondrialni membranou
zivotaschopnych bunék diky svému kladnému néaboji a lipofilni struktuie a je metabolicky
aktivnimi bunkami redukovan na formazan. Chromogenni povaha této redoxni chemické

reakce umoziuje kolorimetrické méteni intracelularni produkce formazanu [71].

Test byl proveden dle normy ISO 10993-5. Prvni den byla bunécnd suspenze mysich
embryonalnich fibroblastii o koncentraci 10° bunék na ml vyseta na desti¢ky a ponechana ke
kultivaci za podminek 37 °C s 5% obsahem CO: ve zvlh¢eném vzduchu. Druhy den byly
vzorky formulaci EL (slozeni identické s uvedenym v kapitole 8.1.2 Tabulka 5) ptidany
k bunkam v fedéni 1, 5, 10, 15, 20 a 25 objemovych % vychozi disperze, coz odpovida
koncentraci CBD 10, 50, 100, 150, 200 a 250 pg/ml. Tieti den byla morfologie bunck
pozorovana pomoci inverzniho mikroskopu Olympus s fdzovym kontrastem (IX 81)
a nasledné byl proveden test proliferace MTT. Absorbance byla méfena pomoci pfistroje
Infinite M200 Pro NanoQuant (Tecan) pti 570 nm a referen¢ni vinova délka byla nastavena
na 690 nm. Vysledky jsou uvedeny jako snizeni Zivotaschopnosti bun¢k v procentech ve
srovnani s buitkami kultivovanymi v médiu bez obsahu testovanych formulaci EL. VSechny

testy byly provedeny v péti opakovanich.

8.4 Priprava geli s obsahem EL

Z divodu optimalizace nanaSeni EL pii redlnych aplikacich byly vzorky vybranych
formulaci pfevedeny do formy gelu. Jako gela¢ni ¢inidlo byl pouzit polygel CA (Carbomer),
ktery byl vzdy v pfisluSném mnozstvi navazen a hydratovan v dané formulaci/disperzi
elastickych lipozomt. Jako reference byl pfipravovan gel tvofeny pouze karbomerem
a demineralizovanou vodou. Dva z geli obsahovaly rovnéz glycerol.

Suroviny byly navaZovéany na celkové mnozstvi 3 g formulace. Slozeni vzorki je uvedeno
v Tabulce7. U ptipravenych gelti bylo pH adjustovdno na hodnotu 7 pomoci 1M roztoku
NaOH. Hodnota pH byla ovéfena na ptrenosném pH metru CPH 51 (Elteca).
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Tabulka 7 Slozeni gelovych formulaci (3 g) s obsahem elastickych lipozomi

Vzorek Formulace EL — jeji Carbomer | Glycerol
mnoZstvi (mg) (mg) (mg)
Reference C_ 0,5 % DEMI H20 2985 15 -
Reference C 1% DEMI H;0 2970 30 —
SUK AP C 0,5 % Gx EL _SUK AP 2985 15 —
SUK AP C 1% Gx EL _SUK AP 2970 30 —
SUK AP C 0,5% G 10% EL _SUK AP 2685 15 300
SUK AP C 1% G 10% EL SUK_ AP 2670 30 300

8.5 Charakterizace gell s obsahem EL

Ptipravené gely sobsahem EL byly hodnoceny =z hlediska reologickych vlastnosti

a schopnosti transdermalni penetrace.

8.5.1 Reologické vlastnosti

U vybranych formulaci ve form¢ carbomerového gelu bylo sledovano reologické chovani.
Zkoumany material je podrobovan smykové deformaci mezi plochou, jez je v klidu (deska)
a plochou vykonavajici pohyb otacivy (kuzel). Viskozita je vyhodnocena z potiebné sily pro
otaceni kuzele ve zkoumaném materidlu [72]. Charakterizace gelti byla provedena pomoci
reometru PHYSICA MCR-502 (Anton Paar, Rakousko) v uspotadani kuzel deska (D-CP 40,
s prumérem desky 40 mm a uhlem 2°). Elasticky G* a viskdzni G** modul byly méteny jako

funkce uhlové frekvence v rozmezi od 100 do 1 rad/s pfi teplotach 25 a 37 °C.

8.5.2 Stanoveni transdermalni penetrace EL

Schopnosti transdermalni penetrace byla ovéfena na vybrané formulaci dle modifikované¢ho

postupu pokynu OECD 428: Absorpce pokozkou: metoda in vitro [73].

Priprava biologického materialu

Z dtivodu podobnosti lidské kiize s kizi vnitini strany ucha prasete byl tento model zvolen
jako biologicky material pro test transdermalni penetrace. Biologicky material byl
uchovavan v mrazicim boxu pfi teploté — 20 °C. Pted zahajenim experimentu bylo ucho
pozvolna rozmrazeno v chladnicce (4 °C). Ucho bylo po rozmrazeni zbaveno chlupii a poté

byla klize na vnitini strané ucha Setrné skalpelem oddélena od chrupavky. Z neporusené
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odseparované kiize byly vysttizeny vzorky o plose 2 cm? (Obrazek 11). Pomoci

mikrometru byla zméfena tloustka koznich vzorkd a pro nasledné testy byly vybrany

vzorky s podobnou tloust’kou.

Obrazek 11 Ptiprava koznich vzorkl
Overeni integrity kozniho vzorku

Pro zjisténi integrity kozni bariéry byla u pfipravenych vzorkti kize métena trans-
epidermalni ztrita vody (TEWL) pomoci sondy Tewameter™ 300. Sonda byla vzdy
pfiloZena k povrchu vzorku kiiZe a byl proveden odecet ztraty vody v g/h-m?. K samotnému
testu transdermalni absorpce byly vybrany vzorky, u nichz hodnota TEWL nepiekracovala
15 g/h'm?. Timto byla zajisténa integrita vzorkd kiize zarucujici reprodukovatelnost

vysledkl transdermalni propustnosti.

Provedeni testu transdermalni absorpce na Franzovych difuznich komurkach

Pro findlni testovani transdermdlni absorpce byly vybrany dva 0,5% carbomerové gely
pfipravené z formulace EL sobsahem aktivatoru hran SUK, stabilizatoru AP
s enkapsulovanym CBD. Jeden z gelti obsahoval glycerol (G+) a ve druhém gelu glycerol
pfitomen nebyl (Gx). Jako reference (Ref) byl pouzit ethanolovy roztok CBD. SloZeni

testovanych vzorki je uvedeno v Tabulce 8.
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Tabulka 8 Slozeni formulaci pro testovani transdermalni absorpce

Formulace Aktivator hran | Antioxidant | Aktivnilatka | Glycerol
CBD (%)
(mg/ml)
Ref - - 1 -
SUK AP CBD Gx SUK AP 1 -
SUK AP CBD G+ SUK AP 1 10

Samotny test transdermdlné penetrace byl proveden s vyuzitim aparatury Franzovych
difuznich komurek. Teplota termoregulacni 1azné¢ byla nastavena na 32 °C po celou dobu
experimentu. Tato teplota byla zvolena vzhledem k podobnosti s teplotou povrchu lidské
ktze proto, aby byly co nejlépe simulovany podminky realného pouziti gelti. Receptorova
kapalina simulujici krevni fecisté byla slozena z roztoku PBS s obsahem 1,5 % neionického
tenzidu Brij® 98 a 0,05 % gentamycin sulfatu. Pfipravené koZni vzorky byly umistény do
aparatury Franzovych komirek pokozkou smérem nahoru tak, aby byly spodni ¢asti
v dokonalém kontaktu s receptorovou kapalinou. Vzorky byly néasledné ponechany ke
kondicionaci po dobu 30 minut. Po uplynuti kondiciona¢ni doby bylo na kiizi rovnomérné
naneseno 100 pl ptipraveného carbomerového gelu s obsahem EL s enkapsulovanym CBD.
Jako reference bylo nanaSeno 100 pl ethanolového roztoku CBD. Komirka byla nasledné
prekryta pryZovou zatkou. Pro v§echny vzorky byla provedena trojice paralelnich stanoveni.

Doba experimentu ¢inila 24 hodin.

Analyza vzorkii po testu transdermdlni absorpce

Po 24 hodinach byly jednotlivé dily Franzovych komiirek oddéleny, kozni vzorky byly
vyjmuty a zpracovany za ucelem sledovani prichodu CBD kuzi. Pfitomnost CBD byla
ovetovana v nasledujicich ¢astech: 1) oplach donorové ¢asti Franzovych komirek, 2) zbytek
formulace na povrchu kozniho vzorku, 3) v okrajich kozniho vzorku mimo aparaturu
komurek, 4) ve Stratum Corneum (SC, stripovani paskou), 5) Epidermis, 6) Dermis a 7T)
receptorové kapaling.

Prvni ziskany vzorek pfedstavoval oplach donorové ¢asti Franzovy komiirky a pryzové zatky
methanolem (1 ml). Okraje kozniho vzorku mimo aparaturu byly nastifihany na malé kousky
za UCelem zvétSeni extrakeni plochy a pfevedeny do mikrozkumavky s 1 ml methanolu.
Vzorky ze SC byly ziskany technikou stripovani pomoci lepici pasky. Lepici paska byla vzdy

pfitisknuta k povrchu koZniho vzorku, prudce odtrzena a vloZena do 1 ml methanolu
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v mikrozkumavce. Celkem bylo takto ziskano 8 stripi pro kazdy kozni vzorek umisténych
po 2 do 3 mikrozkumavek s methanolem. Odd¢€leni Epidermis od Dermis probéhlo pomoci
trypsinové metody. Kozni vzorek byl ponechan 24 h pii 4 °C v 5 ml roztoku Trypsinu
o koncentraci 0,25 %. Po uplynuti této doby byly Epidermis a Dermis opatrné oddéleny
pomoci pinzety. Kazda z vrstev byla nastiihana na mensi kousky a vlozena do separatni
mikrozkumavky s 1 ml methanolu. Takto pfipravené extrakty byly pied samotnou analyzou
jeste vortexovany po dobu 1 minuty, za Ucelem uvolnéni obsazenych latek (CBD) do
methanolu, a prefiltrovany pfes PTFE membranové filtry o velikosti pora 0,22 um.

Z receptorové kapaliny byl rovnéz odebran vzorek k analyze.

Analyza ziskanych extraktl byla provadéna s vyuzitim vysokoucinného kapalinového
chromatografu s chromatografickou kolonou Kinetex C18 (5 pm) a detekce byla provadéna
pomoci DAD SPD-M20A detektoru (Shimidazu) pii vinové délce 207 nm. Signaly byly
vyhodnoceny softwarem LC Real Time Analysis. Analyza byla provadéna pii teploté 35 °C
a pratoku mobilni faze (methanol : voda, 85 : 15, v/v) kolonou nastaveném na 0,8 ml/min.
Vzorky byly ddvkovany pomoci autosampleru v objemu 5 pl. Kazdy vzorek byl analyzovan
jako triplikat. Vyhodnoceni bylo provedeno odectenim plochy piki v odpovidajici hodnoté
retenéniho ¢asu. Pro stanoveni koncentrace CBD v methanolovych extraktech byla pouzita

metoda kalibra¢ni ptimky dle metodiky uvedené v kapitole 8.3.5.

Navratnost z aplikované davky byla vyhodnocena podle rovnice (3) jako teoreticka
maximalni koncentrace CBD cmax v ddvkovaném mnoZzstvi gelu (100 pg/ml) v porovnani

s celkovou koncentraci CBD stanovenou Ceelstan V €xtraktech.

Navratnost (%) = —2%- 100 ?3)

Ccel,stan
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9 VYSLEDKY A DISKUSE

V nasledujici ¢asti prace jsou piedstaveny vybrané vysledky méteni a jejich diskuse.

9.1 Piiprava elastickych lipozomii

Metodou hydratace tenkého lipidového filmu byla pfipravena fada disperzi EL, u nichZ byly
sledovany a hodnoceny klicové vlastnosti, které ovlivituji dalsi aplikaéni moZnosti téchto

systémdl.

9.1.1 Preformulaé¢ni studie

Pro volbu optimalniho sloZeni membran byly pfipraveny zkuSebni disperze EL bez obsahu
aktivni latky. Testované formulace obsahovaly odlisné typy EA (CHOL, SUK, TWS80)
ariznym zastoupenim (5, 10 a 20 %) vzhledem k pouzitému typu lipidu (SPC). To umoznilo
sledovani jejich vlivu na vlastnosti EL, konkrétné na velikost vezikul a index polydispersity
(PDI). Hodnocen byl rovnéz vliv rizného obsahu zesilovace transdermalni penetrace TC

(1 a2 10 %) v hydratacnim roztoku na velikost vezikul.

Obrézek 12 Vzhled disperzi EL, s obsahem aktivatort CHOL, TW80, SUK a 10%
obsahem TC, bez aktivni latky

Vliv zvoleného typu EA na velikosti vezikul EL byl pozorovan jiZ pfi vizudlnim zhodnoceni
pfipravenych formulaci, kde CHOL v 10% obsahu poskytoval castice vétSi oproti
formulacim EL s vyuzitim SUK nebo TWS80 (Obrazek 12). To se projevilo mléénym

zabarvenim disperze oproti opalescentnimu vzhledu zbylych dvou disperzi. Tato skute¢nost
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byla potvrzena pii méfeni velikosti vezikul s vyuzitim techniky DLS na Zetasizeru Nano-
7590 (Mlavern).

Z vysledkti méfeni (Obrazek 13) je patrné, Ze nejvetsi vliv na velikost vezikul mél typ EA
a jeho obsah. Zejména u formulaci EL s CHOL bylo pozorovano vyznamné zmensSeni
velikosti vezikul v zavislosti na jeho nartistajicim obsahu. ZvySujici se mnozstvi této
povrchové aktivni latky zifejmé umoznovalo vétsi zakiiveni vezikul a tim 1 jejich
kompaktnéjsi sbaleni. Mirny pokles ve velikosti vezikul v zavislosti na zvySujicim se obsahu
EA byl pozorovan také u disperzi s TW80. Naopak u EL s SUK mé¢l rtizny obsah EA na
velikost vezikul jen nepatrny vliv. Rovnéz obsah TC v hydratacnim roztoku velikost vezikul

vyznamn¢ neovlivnil.
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Obrazek 13 Vliv typu (TW80, SUK, CHOL), mnozstvi (5, 10, 20 %) EA a mnozstvi
transkutolu TC (1, 10 %) na velikost ¢astic EL

Nizky obsah EA vedl u vSech formulaci k §ir§im distribucim, kde koncentrace 5 % vedly
k polydisperznim systémim se zastoupenim vice velikostnich frakci (Obrazek 14). Pii
navySeni obsahu EA na 10 % dochézelo k zuZeni distribuce, coZz je dokumentovano na

Obrazku 15). Ke zazeni distribuce ptispival také vyssi obsah TC (data nejsou prezentovana).
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Intenzita (%)
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Obrazek 14 Intenzitni distribuce velikosti vezikul EL s 5% obsahem EA TW80 a 1 % TC,
ihned po priprave, vysledek 3 méfeni
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Obrazek 15 Intenzitni distribuce velikosti vezikul EL s 10% obsahem EA TW80 a 1 % TC,
thned po ptiprave, vysledek 3 méfeni

Vizualni hodnoceni pfipravenych disperzi ukdzalo, ze u formulaci s 10 a 20% obsahem EA
CHOL byla pozorovana béhem skladovani nestabilita projevujici se shromazd’ovanim
vezikul na povrchu disperze (Obrazek 16). Z tohoto divodu byl CHOL jako EA pro dalsi
experimenty vyloucen. Na zékladé¢ uvedenych vysledkii bylo rozhodnuto vyuzit pro
formulacni studii (EL s aktivni latkou) EA SUK a TW80 v obsahu 10 % s 10% obsahem TC
v hydrata¢nim roztoku, pfi kterych vykazovaly vezikuly v disperzi vhodnou velikost i PDI

a byly z fyzikalniho hlediska stabilni.
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LTI

CHOL

Obrazek 16 Projev nestability u formulace EL s obsahem EA CHOL

Rada studii téZ upozoriiuje na vliv poméru lipid:EA na enkapsulaéni Gi¢innost EL, velikost
jejich vezikul a schopnost permeace. Obecné je uvadéno, Ze by mohla byt EE snizena
molekul povrchové aktivni latky ve struktute lipidové dvojvrstvy vezikul, coz by mohlo vést
ke vzniku poért a ke zvySené tekutosti membrany a tim padem i k uniku enkapsulované
aktivni latky. Tvorba port v membrané dvojvrstvy v disledku zvySeného obsahu EA muiZze

zaroven vést 1 ke sniZzeni permeacni schopnosti vezikul [14].

Z vyse uvedenych diivodi bylo pristoupeno k volbé poméru lipid: EA 90:10.

9.1.2 Formulaé¢ni studie

V této Casti jiz bylo pfistoupeno k enkapsulaci aktivni latky CBD do struktury EL se
zvolenym pomérem lipidu SPC:EA 90:10 dle metodiky uvedené v podkapitole 8.1.2.
Soucasti pripravenych formulaci byly rovnéz askorbyl palmitat (AP) nebo tokoferyl acetat
(TA), které byly pouzity jako antioxidanty pro stabilizaci CBD. VSechny dale pfipravené
a testované formulace EL obsahuji rovnéz 10 % Transkutolu (TC) jako zesilovace

transdermalni permeace. Nésledné byly hodnoceny vlastnosti ptipravenych vzorkd.
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9.2 Charakterizace aktivni latky

Jeste pied samotnou enkapsulaci aktivni latky CBD do struktury EL byla pomoci FTIR-ATR
oveétena jeho kvalita. Namétené spektrum CBD je ve srovnani se spektrem CBD dodaného
vyrobcem Lipomed AG shodné (Obrazek 17 a 18), coz ukazuje na jeho dobrou kvalitu

a absenci degradacnich projevll nebo znecisténi.

O dobr¢ stabilite¢ CBD v praskové forme informovali 1 Kosovic et al. (2021), kde testovana
surovina prasku CBD vystavena teploté 25 = 2 °C a 60 = 5 % relativni vlhkosti zGstala

statisticky nezménéna po dobu 270 dnti [44]. To hovoii o jeho dobré stabilité v Case.
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9.3 Charakterizace Elastickych lipozomu

Charakterizace vybranych formulaci EL je pfedstavena v nasleduji ¢asti prace, ktera se

soustiedila na popsani vlivu konkrétniho slozeni membran na vlastnosti disperzi EL.

9.3.1 Velikost ¢astic a index polydisperzity

V ptipad¢ vlivu slozeni membrany na velikosti disperznich vezikul a PDI bylo pozorovano
zejména pusobeni zvolené¢ho typu EA (SUK nebo TW80) a vybraného antioxidantu (TA
nebo AP). Ziskané vysledky z méfeni pomoci techniky DLS jsou prezentovany v Tabulce 9,
jako primérna hodnota 6 méfeni se smerodatnou odchylkou.

Tabulka 9 Velikost vezikul a PDI u testovanych formulaci EL SPC: EA 90:10, CBD
10 mg, antioxidant (TA nebo AP) 5 mg

Formulace Z-Ave £ SD (d.nm) PDI £SD
SPC_SUK _CBD_TA 103 +£2 0,29 + 0,03
SPC_TWS80_CBD_TA 125+2 0,28 +£0,03
SPC_SUK _CBD_AP 123+ 1 0,26 £ 0,01
SPC_TWS80_CBD_AP 152+4 0,26 + 0,02

Pouzity typ EA (SUK/ TW80) ani druh pomocného antioxidantu (AP/TA) nemél na velikost
vezikul jednozna¢ny vliv. Nejmensi vezikuly EL poskytovala kombinace SUK TA(103 + 2
nm) k naopak nejvétsim vezikulam vedlo slozeni TW80 AP (152 + 4 nm). Dopad na PDI
systému vykazoval prevazné obsazeny antioxidant, kde mirn€ uZzsi distribuci poskytoval AP
oproti TA. Enkapsulace aktivni latky CBD méla mirny vliv na zvétSeni velikosti vezikul
oproti formulacim prazdnych EL. Velikost EL SPC:EA 90:10 bez aktivni latky leZela

v intervalu od 110 do 112 nm.

Mogejwa et al. (2022) ptipravovali transferozomy slozené z lipidii s6jového lecitinu
a cholesterolu a EA TW80 metodou tenkého filmu. Pfipravené vezikuly vykazovaly
hydrodynamické velikosti ~ 130 nm a hodnoty PDI ~0,285 [59]. Podobné hodnoty

uvedenych parametrll byly pozorovany i u nami pfipravenych EL.
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9.3.2 Zeta potencial

U vybranych formulaci byl méfen zeta potencidl s vyuzitim ELS techniky. Vysledné
hodnoty jsou prezentovany v Tabulce 10 jako priméry 6 métfeni. Formulace s obsahem EA
SUK a TWS80 a antioxidantu AP vykazovaly hodnoty zeta potencidlu — 25 a —27 mV,
ukazujici na lepsi stabilitu tohoto disperzniho systému. U formulaci s obsahem antioxidantu
TA byly pozorovany hodnoty nizsi blizici se nule, coz by mohlo pfedstavovat systém
nachylnéjsi k nestabilitdm. Je zde velmi patrny vliv pfidavku podplrnych antioxidantt
AP/TA na vysledny zeta potencidl disperzi. Vliv pouZzitého EA se do hodnot zeta potencialu
vyrazné nepromitnul.

Tabulka 10 Namétené hodnoty zeta potencidlu s piesnosti = 2 mV, u vybranych formulaci
EL SPC: EA 90:10, CBD 10 mg, antioxidant (TA nebo AP) 5 mg

Formulace ZP (mV)
SPC_ SUK CBD TA -2
SPC_TW80 CBD_TA -5
SPC_SUK CBD_AP -25
SPC_TW80 CBD_AP =27

9.3.3 Vizualni zhodnoceni

Ihned po ptipravé byly vybrané disperze EL zhodnoceny rovnéz vizualné (Obrazek 19).
Vsechny formulace vykazovaly mlécéné zabarveni a nebyly v nich pozorovany zadné
nehomogenity. Patrnd mirna barevna odliSnost u disperzi s obsahem antioxidantu TA mohla

byt zplisobena nazloutlym zabarvenim vstupni suroviny tohoto antioxidantu.
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Obrazek 19 Vzhled formulaci EL s enkapsulovanou aktivni latkou CBD a EA (TW80 nebo
SUK) a antioxidanty (TA nebo AP), ihned po ptipraveé

9.3.4 Morfologie mikroskopické zobrazeni pomoci AFM

Na Obrazku 20 je zobrazena morfologie a profilovy fez vezikul u vybrané formulace EL
s obsahem EA TW80 a pomocného antioxidantu AP metodou mikroskopie atomdrnich sil
(AFM). Mikroskopicky snimek potvrdil pfitomnost vezikul o velikostech cca 0,1-5 pm.
I'kdyz hlavni populace castic EL vykazuje nanometrovou velikost, vezikuly
s mikrometrovou velikosti byly u nékterych vzorkli pozorovany i na distribucich
zaznamenanych DLS, coz dokumentuje napi. Obrazek 14. Pritomnost vétSich vezikul
detekovana pomoci AFM miize byt zplisobena pouzitou technikou pfipravy vzorku pro
mikroskopické zobrazovani, kdy byly disperze po ziedéni demineralizovanou vodou

aplikovany na slidu a vysuSeny.
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Obrézek 20 Nahote — 2D rekonstrukce a profilovy fez 3D snimkem EL SPC_TW80 AP
pomoci softwaru Gwyddion. Dole —3D rekonstrukce morfologie vezikul EL
SPC TW80 AP

9.3.5 Enkapsula¢ni ucinnost EL

Vyhodnoceni enkapsula¢ni G¢innosti ptipravenych systémt EL pro aktivni latku CBD
probihalo stanovenim jeho mnoZstvi zapouzdieného do struktury vezikul po odplaveni
nezaenkapsulovaného podilu dialyzou. Ptiprava extrakt pro HPLC analyzu probihala dle
postupu uvedeného v kapitole 8.3.5. V prvni fadé byla na zaklad¢ teoretické maximalni
koncentrace CBD v EL sestavena vhodna fada kalibra¢nich roztoki CBD v rozmezi
koncentraci 5-100 pg/ml. Tyto roztoky byly charakterizovany pomoci HPLC. Retencni ¢as
CBD byl stanoven na 6 min. Z naméienych hodnot ploch pikil v zavislosti na koncentraci
kalibra¢nich roztokl byla sestrojena kalibraéni pfimka (Obrazek 21). Z jeji rovnice
(y = 43936x + 21078) pak byly vyhodnoceny koncentrace CBD u testovanych formulaci.
Tyto hodnoty nasledné slouzily pro vypocet EE % formulaci (Tab. 12)
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Obrazek 21 Kalibrac¢ni ptimka pro CBD

Pro zajisténi reprodukovatelnosti vysledkli byl rovnéZz proveden test opakovatelnosti
extrakéniho postupu. Bylo zjiSténo, ze 3 pfipravené extrakty zjednoho vzorku se
koncentraci vyrazné nelisi (Tabulka 11), Ize tak tento zplsob pfipravy povazovat za
reprodukovatelny

Tabulka 11 Naméfené hodnoty koncentraci CBD u formulace EL SPC: SUK 90:10, CBD
10 mg, antioxidant AP 5mg b&hem testu opakovatelnosti extrakéniho postupu

Koncentrace extraktu (ng/ml)

1 2 3

EL_SPC_SUK_CBD_AP 34,233 38,263 34,952

Pramér 36

SD 2

Vysledky testu enkapsulacni u¢innosti jsou uvedeny v Tabulce 12, zuvedenych dat je
zfejmé, Ze ani typ EA, ani typ antioxidantl nevedl k signifikantnim odliSnostem mezi
jednotlivymi formulacemi z hlediska uc¢innosti EL na enkapsulaci CBD. Ve vSech ptipadech
dochézelo k velmi uc¢inné enkapsulaci aktivni latky blizici se 100 %. Mirn¢€ sniZzenou EE

98 £ 0,5 % vykazoval systém s EA TWS80 a antioxidantem TA.
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Tabulka 12 Enkapsula¢ni G¢innost vybranych systéma EL, SPC:EA 90:10, CBD 10 mg,
antioxidant (TA nebo AP) 5mg

Vzorek EE £ SD (%)
SPC SUK CBD TA 102 0,2
SPC_TW80 CBD TA 98 £0,5
SPC_SUK _CBD AP 102 + 1,1
SPC_TW80 CBD AP 105+0,1

O dobré enkapsulacni Gi€innosti transferozomalnich vezikul slozenych ze sdjového lecitinu,
cholesterolu a TW80 pfipravenych metodou tenkého filmu informoval také vyzkumny tym
Mogejwa et al. (2022). Pfipravené vezikuly vykazovaly 80,0 + 0,077 % ucinnost
enkapsulace pro CBD [59].

9.3.6 Stabilitni studie

Vzorky pfipravené ve formulacni Casti studie byly sledovany a hodnoceny z hlediska
stability. Hodnoceni probihalo po dobu 4 tydni, vzorky byly skladovany pii 4 °C.
U jednotlivych formulaci bylo provadéno v tydennich intervalech métfeni velikosti vezikul,
PDI, zeta potencialu a EE. Provadéno bylo rovnéz i vizudlni zhodnoceni. Naméfena data

jsou prezentovana na Obrazcich 22 az 27.

Velikost, zeta potencial a vzhled

il (1118} T
“\ SUK_AP TW80_AP | SUK_TA TWS80_TA
- | Ill‘”_” ! | TITFT

Obrazek 22 Vzhled vybranych formulaci EL po 4 tydnech skladovani pii 4°C.

Béhem skladovani byly u formulaci s obsahem pomocného antioxidantu TA pozorovany

vyrazné barevné zmény (Obrazek 22) ziejme jako dusledek moznych degradacnich procesti.
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Na grafickém zdznamu zmény velikosti vezikul EL v Case (Obrazek 23) je patrné, Ze v Case
nedochézi k vyraznym zménam ve velikostech vezikul ani u jedné z formulaci, coz znaci
schopnost systémii zachovavat si dobrou stabilitu. Mirné zmény ve velikosti v 2. tydnu
pro stanoveni mize vést v odebiraném mnozstvi ke zkresleni celkového vysledku velikosti

vezikul. Tento trend byl pozorovan i u distribuce ¢astic (Obrazek 24) a PDI (Obrazek 25).

160 -

150 -

140 +

130

120 -

110 +

Velikost ¢astic (d.nm)

100

90 T T T T 1
Tyden 0 Tyden 1 Tyden 2 Tyden 3 Tyden 4

SUK_ AP —#—SUK_TA —e—=TWS80 AP —e—TWS0 TA

Obrazek 23 Zmény v hodnotéch velikosti vezikul vybranych formulaci EL v pribéhu 4
tydna

Pro znézornéni intenzitni distribuce velikosti vezikul jsou niZe prezentovana vybrana data
pro formulaci EL SUK AP (Obrazek 24) V prubéhu skladovani dochazelo jen k mirnym

zméndm v distribuci velikosti vezikul, coz opét ukazuje na dobrou stabilitu systému.
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Obrazek 24: Zmény v intenzitni distribuci velikosti ¢astic v prubehu 4 tydnti u vybrané
formulace EL SUK AP

Hodnoty PDI ukazuji na zastoupeni frakci velikosti v pfipraveném systému EL. Pokud by
dochazelo k naristu této hodnoty smérem k hodnoté¢ PDI = 1 znacilo by to nestabilitu
systému vykazujici znacnou polydisperzitu. Ani u jedné z formulaci vSak k statisticky
vyznamnym zméndm v nartstu nedochdzelo (Obrazek 25), 1ze tak vSechny formulace
povazovat za stabilni minimalné¢ po dobu 4 tydnti. Nebyl pozorovan ani vliv konkrétniho

slozeni formulace EL na tento parametr.

05 r

03

PDI

01 |

Tyden 0 Tyden 1 Tyden 2 Tyden 3 Tyden 4

SUK_ AP —#—SUK TA —e—=TWS0 AP —e—TWS0_TA

Obrazek 25 Zmény v hodnotach PDI u vybranych formulaci EL v priibéhu 4 tydni
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U hodnot zeta potencidlu v ¢ase byl pozorovan nejvétsi vliv pridavku pomocného
antioxidantu AP/TA (Obrazek 26). U formulaci s obsahem TA dochazelo v pribéhu 4 tydnii
ke konstantnimu pozvolnému nartstu zeta potencidlu. U formulaci s obsahem AP doslo
behem prvnich dvou tydnl k riistu o zeta potenciadlu a ve zbyvajicich dvou tydnech k jeho
mirnému snizeni. Pokud vSak uvazujeme ptesnost méfeni hodnot zeta potencialu, ktera je
uvadéna v literature + 2 mV [74] Ize konstatovat, Ze v ramci sledovaného ¢asového intervalu
se zeta potencial zaddného ze sledovanych vzorki signifikantné neméni. Pfipadna nestabilita
systétmu by se projevovala poklesem zéporného zeta potencialu smérem k nulovym

hodnotam. Zde vsak Ize hovofit, z hlediska zeta potencidlu, o pomérné stabilnich systémech.

Tyden 0 Tyden 1 Tyden 2 Tyden 3 Tyden 4

Zeta potencidl (mV)
'_
'_

SUK_AP =#—=SUK_TA =—e=TWS80_AP =—e—=TWS8O0_TA

Obrazek 26 Zmény zeta potencidlu u vybranych formulaci EL v pribéhu 4 tydnt

7 rwe

Enkapsulacni ucinnost

V priibéhu 4 tydnii po které probihala stabilitni studie nedochéazelo u ptipravenych formulaci
k vyznamnému zhorSeni enkapsulacni ti¢innosti (méné nez 15 %). Vyjimkou byl vzorek EL
obsahujici SUK jako aktivator hran a antioxidant TA , kde dochazelo k poklesu EE az o 30

%, jak je prezentovano na Obrazku 27.
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Obrazek 27 Enkapsula¢ni t¢innost vybranych formulaci EL v pribéhu 4 tydni

Na zéklad€¢ shrnuti vysledkt stabilitnich studii byla pro nasledné testy transdermalni
penetrace vybrana formulace EL s enkapsulovanym CBD sobsahem EA SUK

a s pomocnym antioxidantem AP.

9.3.7 Stanoveni antioxidacni aktivity — ABTS test

Vyhodnoceni antioxidacniho potencialu vybranych formulaci probihalo pomoci ABTS testu
(viz kapitola 8.3.7). Jako reference byla pfidavana, misto vzorku, DEMI voda v odpovidajici
mnozstvi (50 pl na 1000 pl roztoku radikald ABTSe). Antioxidacni aktivita byla sledovana
u formulaci EL jak s obsahem CBD 1 antioxidantu (TA nebo AP), tak i u formulaci EL pouze
s obsahem CBD. Timto zpiisobem mohlo byt popséno antioxida¢ni pisobeni samotného

CBD, bez ptispévku ptidaného antioxidantu AT nebo TA.
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Obrazek 28 Test antioxidacni aktivity ABTS u vybranych formulaci ve srovnani s referenci

Antioxidac¢ni plsobeni studovanych formulaci se projevilo jiz n¢kolika sekundich po
pridani formulaci EL k roztoku ABTSe, kdy doslo k barevnym zménam (Obrazek 28).
Odbarveni roztoku ABTSe zna¢i schopnost testovanych latek zhaset volné radikaly.
Antioxidacni potencial vykazovaly, dle o¢ekavani, nejen formulace EL s obsahem CBD
v kombinaci s obéma antioxidanty (AP nebo TA), ale i formulace EL s CBD bez obsahu
antioxidantl. Po pfidavku EL zde rovnéz dochazelo k vyraznému odbarveni roztoku
vzhledem k referenci. K nevyraznéjsi barevné zméné dochézelo u EL s obsahem CBD
a antioxidantu AP, lze tak pfedpokladat, Ze synergie téchto latek vede k dobrému
antioxida¢nimu potencidlu pfipravenych vzorka. Navic i obsah EA SUK, ktery mé zaklad
ve vitaminu E, miize mirn¢ pfispivat k celkové antioxidacni aktivit¢ u téchto konkrétnich

formulaci EL [75].

Vizualné pozorované zmény byly nasledné potvrzeny meéfenim absorbance roztoki EL
s ABTS pfi vinové délce 736 nm ve srovnani s referenci a naslednym vypoctem relativni

inhibice radikalt (RI). Vysledky vyhodnoceni jsou uvedeny v Tabulce 13.
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Tabulka 13 Schopnost formulaci EL s enkapsulovanym CBD inhibovat volné radikaly
vyjéadiena jako relativni inhibice (RI %)

EA SUK TWS80
antioxidant AP TA neni AP TA neni
RI (%) 95 94 92 93 94 85

U témét vSech formulaci dochéazelo k vice nez 90% relativni inhibici radikala projevujici se
jako ubytek absorbance. Vyjimkou byla formulace EA s TW80 a obsahem CBD bez
antioxidantu, kde byl ubytek relativni absorbance o néco nizsi a ¢inil 85 %. Celkovée Ize ale

povazovat vSechny pfipravené formulace jako schopné inhibice volnych radikali.

Antioxidacni aktivita neutralnich kanabinoidd byla studovdna a hodnocena skupinou
Dawidowicz et al. (2021) pomoci testu zhaSeni ABTS radikalt. Vysledky pak autofi
porovnali s analogem vitaminu E Troloxem. Vysledky studie dokazuji, Ze CBD vykazuje
dobrou antioxidacni aktivitu, ktera se projevuje jeho schopnosti vychytavat volné radikaly,
a to ve veétsi mife nez Trolox [76]. To je v dobré shod¢ s nami prezentovanymi vysledky,
kde byla prokazana anitoxidacni aktivita i samotného CBD bez pfitomnosti pomocnych

antioxidantu.

9.3.8 Stanoveni cytotoxicity in vitro

Vyhodnoceni cytotoxicity vybranych formulaci EL probéhlo s vyuzitim MTT testu dle
metodiky popsané v kapitole 8.3.8.

Na Obrazcich 29 a 30 jsou uvedeny vysledné zavislosti relativni zivotaschopnosti bunék na
koncentraci testované latky CBD obsaZzené v pfidavaném mnozstvi formulace EL
s antioxidanty (AP, TA) a EA (SUK, TW80). Jako reference vystupovalo ¢ist¢ médium.
V grafu jsou vysledky vyjadifeny jako priimérné hodnoty z 5 opakovani se smérodatnou
odchylkou. Cytotoxicky ucinek byl hodnocen podle normy ISO 10993-5, dle které se
hodnoty Zivotaschopnost nizsi nez 0,7 povazuji za znamku cytotoxicity. Koncentrace CBD
vys$i nez 10 pg/ml vykazovaly u vSech formulaci EL silnou cytotoxicitu vaci buiikam
mysSich embryonalnich fibroblastli. Na cytotoxicitu mél vliv i formulace EL, v jaké byl CBD
zapouzdieno, kde pfitomnost EA TWS80 vyvolavala mirnéjSi cytotoxicitu ve srovnani
s formulacemi s obsahem SUK. S piihlédnutim ke smérodatné odchylce stanoveni, 1ze

hranici pro absenci cytotoxicity pro tento vzorek EL (TW80 TA) stanovit na 50 pg/ml CBD.
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V dostupnych publikacich byla cytotoxicita hodnocena pii nizsich koncentracich CBD, nez
byly koncentrace ndmi testované. Napt. v publikaci Li et al. (2022) byly testovany
koncentrace CBD v rozmezi od 3 do 6 pg/ml. Bylo zjisténo, ze koncentrace CBD od 4 do 6
ug/ml vedly ve srovnani s kontrolni skupinou po 48 h k vyznamnému snizeni
zivotaschopnosti mySich Sertoliho bunck TM4 [77]. Toto mnozstvi je dvakrat mensi nez

mnozstvi ndmi testované, pti némz jiz byly zaznamenany cytotoxické ucinky.

Z casovych divodii vSak neprobéhlo srovnani s prazdnymi EL a s EL s CBD bez obsahu
antioxidantli, ale jako reference vystupovalo pouze Cisté médium. Nelze tak vyloucit
ptipadny vliv ostatnich slozek na zvySeni cytotoxicity. Pouzitd bunécna linie byla rovnéz

v nedavné dob¢ osetfena antibiotiky, coZ mohlo vést ke zvysené citlivosti na testované latky.

TW80 AP TW80TA

Relativni Zivotaschopnost bunék
Relativni Zivotaschopnost bunék

»
"
% —
= Ll ey gy e - ”“ %@.
RO R q-é SIERCTIROIIR S e
Koncentrace CBD [pg/ml] Koncentrace CBD [pg/ml]

Obrazek 29 Relativni Zivotaschopnost bun¢k mysSich embryonalnich fibroblasti
v zavislosti na koncentraci CBD ve formulaci EL s obsahem EA TWS80 a antioxidanty
(AP nebo TA). Udaje jsou vyjadieny jako primér + SD
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Obrazek 30 : Relativni Zivotaschopnost bun¢k mysSich embryondalnich fibroblasta
v zévislosti na koncentraci CBD ve formulaci EL s obsahem EA SUK a antioxidanty
(AP nebo TA). Udaje jsou vyjadieny jako primér + SD

9.4 Priprava geli s obsahem EL

Vybrané disperze EL byly pfevedeny na formu carbomerového gelu dle metodiky uvedené

v kapitole 8.4.

9.5 Charakterizace geli s obsahem EL

Charakterizace pripravenych gelovych formulaci se soustfedila zejména na sledovani vlivu
konkrétniho sloZeni gelu, pfedevSim obsahu carbomeru a pfitomnost ¢i nepiitomnost
glycerolu, na reologické vlastnosti a u vybranych formulaci i na schopnost transdermalni

penetrace.

9.5.1 Reologické vlastnosti

Reologické charakteristiky byly stanoveny u vzorkl gelti ptfipravenych s 0,5 nebo 1%
carbomeru a EL ( sloZeni uvedené v kapitole 8.4. Tabulce 7). Vzhledem ke skutecnosti, Ze
gelové formulace mohou snizovat hydrataci pokozky, byl do gelt pfiddn i humektant
glycerol (10 hm.%). V testech bylo porovnano chovani gelu o rizné koncentraci carbomeru,
bez a v pfitomnosti glycerolu a bylo rovnéz srovnano chovani gelt pii teplotach 25 a 37 °C.
Viskoelastické vlastnosti geli byly hodnoceny pomoci elastického modulu G' (elasticka
slozka), ztratového modulu G" (viskézni slozka) a komplexni viskozity, které byly

stanoveny jako funkce frekvence. V piipadé vySSich hodnot G', je chovani gelu spise
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podobné chovani tuhého télesa, pokud ovSem pievazuje G", latka se chova spise jako

kapalina.

Typicky pribéh zavislosti moduli G’'a G*” na deformaci je uveden na Obr. 31, kde je
srovnano chovani gel s obsahem EL pfipravenych s 1 a 0.5 % carbomeru, ve kterych byl
pfitomen glycerol. Z obréazku je ziejmé, Ze pii obou koncentracich carbomeru ptrevazuje
elasticky modul nad viskozitnim a gely tedy vykazuji pfevahu elastického chovani, které se
v pouzitém frekvencnim rozsahu vyrazné¢ neméni. Zaroven je ze zavislosti viskozity na
frekvenci zfejmé, ze oba gely vykazuji ocekdvané pseudoplastické chovani. Srovnéani
reologického chovani gelt pak prokazalo, ze ptidavek glycerolu do gelu nemé¢l na jejich

charakteristiky Zadny vliv (graf neni uveden).
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Obrazek 31 Srovnani reologického chovani geld s obsahem EL a 10 % glycerolu
piipravenych s 0.5 a 1 % carbomeru. Stanoveno pfi teploté 25 °C

Drobné rozdily byly pozorovéany v reologickém chovani gelu ptipraveného s 1 % carbomeru
pii teplotach 25 a 37 °C (Obrazek 32). Tyto rozdily jsou zaznamenany pouze u viskozitniho
modulu, kdy pfi vyssich frekvencich dosahuje G™” nizsich hodnot svéd¢icich o lepsi tekutosti
tohoto gelu pfi zvySené teploté. Z analyzy je vSak ziejmé, Ze ndmi piipravené gely vykazuji
dobrou teplotni stabilitu, cozZ je v souladu se zadvéry publikovanymi Islam et al. (2004), kde

autofi studovali chovani carbomerovycgh gelt [78].
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Obrazek 32 Vliv teploty (25 a 37 °C) na reologické chovani geli s obsahem EL a glycerolu

9.5.2 Stanoveni transdermalni penetrace EL

Vybrané formulace EL ve formé carbomerovych gelii byly podrobeny testu na schopnost
transdermalni penetrace s vyuzitim aparatury Franzovych difuznich komtrek a vzorku
prase¢i kiize uSniho boltce. Pro samotné stanoveni transdermadlni penetrace byly pouzity
vozky ktize s hodnotami TEWL pod 9 g/h-m?, coZ odpovida velmi dobrému stavu kiize.
Vysledky méteni tak nejsou zkresleny piipadnou porusenou bariérou kiize, kterd by mohla

A4

vést k vySsi propustnosti testovanych latek

Pti testu transdermalni penetrace byl sledovan zejména vliv sloZzeni daného nosi¢e na
schopnost prostupu CBD do kiize ve srovnani sreferenci predstavenou prostym
ethanolickym roztokem CBD. Koncentrace aktivni latky v jednotlivych extraktech byla
stanovovana pomoci HPLC s naslednym vypoctem s vyuzitim rovnice kalibra¢ni piimky
z kapitoly 9.3.5. Vysledky stanovenych koncentraci a navratnost jsou uvedeny jako pramér

ze dvou paralelnich stanoveni v Tabulce 14.
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Tabulka 14 Namétené koncentrace CBD a jeho navratnost v jednotlivych vrstvach ktize po

testu transdermalni penetrace u formulace EL, ktera se 1i§i obsahem glycerolu

Cast pro piipravu CBD ¢ (pg/ml)

extraktu Ref | SPC_SUK_AP CBD | SPC_SUK_AP CBD G
Oplach donorové ¢asti 17,30 6,41 0,08
Povrch 0,10 49,61 73,75
l?;:;ljfkl;ﬁie mimo 29,06 3,06 3,38
SC stripy 1, 2 3,28 12,73 5,38
SC stripy 3, 4 0,50 2,61 0,92
SC stripy 3, 6 0,43 0,98 0,19
Epidermis 0,41 1,85 0,96
Dermis 0,27 0,08 0,08
Receptorova kapalina 0,00 0,00 0,00
Navratnost (%) 51 77 85

Z namétenych vysledkt je patrné, Ze konkrétni slozeni formulace ma vliv na prostup CBD
koZnim vzorkem. Nejvyssi procentualni zastoupeni CBD u obou gelovych formulaci EL, at’
uz s obsahem glycerolu nebo bez, bylo pfitomno v nevstfebaném zbytku gelu na povrchu
jako je patrné na Obrazku 33. K setrvavani vétsiho mnozstvi nevstiebaného gelu na povrchu
kozniho vzorku by pravdépodobné nedochazelo pfi zamySleném redlném uZivatelském
pouziti, kde by dochazelo k aplikaci formulace vtirdnim, coz by vedlo k lepSimu vstiebavani
vetsitho mnozstvi CBD. V tomto piipadé byla vSak gelova formulace pouze lehce rozetiena

klickou po povrchu koZniho vzorku a méla tak tendenci na povrchu setrvavat.

Dale bylo vyznamné mnozZstvi CBD z obou typt formulaci EL stanoveno v prvnich dvou
stripech ze Stratum corneum. U formulaci bez obsahu glycerolu dochazelo k mirnému
zlepSeni prostupu CBD oproti formulacim s obsahem glycerolu. To je patrné napf.
1 u pronikéni do Epidermis, kde byla zaznamenano témé&f dvakrat vétsi zastoupeni CBD

u formulaci bez glycerolu (2 %) ve srovnani s glycerolem obsazenym gelem (1 %).
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Nizké koncentrace byly u obou formulaci namétené také v Dermis. Do receptorové kapaliny
jiz neprochézelo zadné CBD ani u jedné z formulaci. Navratnost CBD byla u vzorkl geli
EL 77 % a 85 %, coz je niz8i hodnota ve srovnani s poZzadovanou navratnosti 100 + 10 %

uvadénou v pokynech OECD 428.

V ptipad¢ reference bylo zaznamenéano nejvétsi mnozstvi CBD 29 % v okrajich kiize mimo
komurku (viz. Obrazek 33). Referenci byl ethanolicky roztok CBD, ktery ziejm¢ umozioval
difundovani aktivni latky do okrajii kozniho vzorku, které nebyly omyvany receptorovou
kapalinou. Vyznamné mnozstvi CBD bylo stanoveno také v oplachu donorové casti
komurek, kde pravdépodobné dochazelo k zachyceni ¢asti odpafované¢ho referencniho
vzorku. Ackoliv v tomto pfipadé nebyla aktivni latka zapouzdiena do vezikul s obsahem TC,
které by mély usnadnovat proces prostupu kiizi, pronikalo odtud CBD az do vrstvy Dermis.
To je pravdépodobné vyvolano schopnosti pfitomného ethanolu pusobit jako zesilovac
penetrace. Navratnost CBD z aplikované davky cinila pouhych 51 %, coz neodpovida

pozadované navratnosti uvedené v pokynech OECD 428
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10,00 r
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Obrazek 33 Procentudlni zastoupeni CBD v jednotlivych frakcich kozniho vzorku po testu
transdermalni penetrace u vybranych formulaci ve srovnani s referenci
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Farmaceuticky aktivni latky s vysokym lipofilnim charakterem, jakou je i CBD, maji
tendenci se prednostné rozdélovat do rohové vrstvy nez do hlubSich vrstev kize
a systétmového ob¢hu, coz omezuje jejich pasivni difuzi. Za ucelem feseni tohoto problému
je ptfi formulaci transdermdlnich formulaci vyuzivano aplikace chemickych zesilovact
penetrace, kterymi lze usnadnit prostup CBD transdermalni cestou. Jako vhodna strategie je

taktéz navrhovana jejich enkapsulace do nanonosic¢ovych systémii [79].

Khabir et al. (2023) ve své studii dospé€li k podobnym vysledkiim pfii testu transdermalni
penetrace volného a enkapsulovaného CBD do PV A filmt. Vyssi koncentrace CBD byly
naméteny ve vrstve Stratum corneum. Pficemz systém s CBD zapouzdienym v PVA filmu
vykazoval lepsi prostupnost nez ¢ist¢ CBD. Dale byla prokazana ptitomnost CBD ve vrstvé
dermis, ale v koncentracich niz$ich nez terapeuticky relevantnich. Do receptorové kapaliny

pak nepronikalo jiz zadné CBD [80].

Ackoliv byla v nami ptipravenych formulacich aplikovana jak strategie doru¢ovani CBD
pomoci nananonosi¢ti EL s vyuzitim EA SUK, ktery je samotny taktéz hodnocen jako
enhancer penetrace [75] a do formulace byl zatazen i1 akcelerator penetrace TC, nedochézelo
k prili§ efektivnimu prostupu CBD koznim vzorkem. Pro zlepSeni prostupu CBD
enkapsulovaného do EL by bylo ziejm¢ potieba upravit slozeni gelové matrice, ve které byla
aktivni latka aplikovana. Vysledy test totiz ukazuji, ze pouzitd matrice carbomerového gelu

znesnadnovala prostup formulace z povrchu do kozniho vzorku do hlubsich vrstev ktize.
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ZAVER
Diplomova prace je soustfedéna na problematiku elastickych lipozoma se zaméfenim na
stanoveni vlivu jejich slozeni na vlastnosti, mechanismus prostupu vezikul kiizi a jejich

vyuziti v oblasti farmaceutické i kosmetické. Pozornost je rovnéz vénovana kanabidiolu

CBD) a vlivu enkapsulacni strategie na jeho stabilitu a biologickou dostupnost.

Praktickd c¢ast se soustfedila na piipravu elastickych lipozomii s enkapsulovanym CBD
a charakterizaci jejich fyzikaln¢ chemickych vlastnosti, jako je morfologie, velikost vezikul,
index polydisperzity a zeta potencial. Sledovana byla rovnéz schopnost pfipravenych
formulaci zachovavat stabilitu v ¢ase. U vybranych formulaci byla taktéz posouzena
enkapsula¢ni uc¢innost EL pro CBD. Pomoci testu zhaseni ABTS radikali byla ovéfena
antioxidacéni aktivita EL a formulace byly podrobeny testu in vitro cytotoxicity na bunééné
linii mySich embryondlnich fibroblasti s vyuzitim MTT testu. Za ucelem optimalizace
topické aplikace byly vybrané formulace pfevedeny na formu carbomerového gelu. Ty byly
charakterizovany z reologického hlediska a podrobeny ex vivo testu transderméalni penetrace

na praseci kizi.

V ramci prace byly pfipraveny formulace EL z lipidu SPC a EA v poméru 90:10 (w/w)
metodou hydratace tenkého filmu. Jako EA byly pouzity TW80 a SUK. Enkapsulovanou
terapeuticky aktivni latku pfedstavoval CBD v koncentraci 1 mg/ml. Stabilita aktivni latky
byla déale podpotfena piidavkem sekunddrniho antioxidantu AP nebo TA. Soucasti
hydratacniho roztoku byl rovnéZz zesilova¢ penetrace TC pouZity za G¢elem usnadnéni

prostupu vezikul kizi pro zamyslené transdermalni doru¢ovani CBD.

Vysledky analyzy formulaci EL provedenych ihned po ptipravé prokazaly zejména vliv
konkrétniho slozeni vezikul na jejich vlastnosti. Byl pozorovan jen mirny vliv pouZitého
typu EA (SUK nebo TW80) a pomocného antioxidantu (AP nebo TA) na velikost vezikul,
kde systém s SUK TA poskytoval nejmensi vezikuly (~103 =2 nm), a naopak k nejveétsim
vezikuldm (152 + 4 nm) vedla kombinace TW80_ AP. Co se tyké polysisperzity (hodnota
PDI), byl zaznamenam mirny vliv piidaného antioxidantu, kde byly patrné uzsi distribuce u
EL s obsahem AP (PDI < 0,26) ve srovnani s EL s obsahem TA (PDI < 0,29). Signifikantni
vliv slozeni byl pozorovany u zeta potencialu, kde jeho hodnotu nejvice ovliviiovala
ptitomnost podpirného antioxidantu. Formulace EL s obsahem TA dosahovaly nizsich

hodnot ZP a to -5 a -2 + 2 mV a formulace s obsahem AP vyrazn¢ vyssich hodnot —25

a—-27+2mV.
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Vysledky testu enkapsulaéni uCinnosti prokazaly velmi dobrou schopnost vSech
piipravenych systémut EL efektivné enkapsulovat aktivni latku CBD, kde se mira EE blizila
100 %. Schopnosti zapouzdieni velkého mnozstvi aktivni latky ziejmé pfispiva elasticky
charakter membrany vezikul jako disledek pfitomnosti inkorporovaného aktivatoru hran

(SUK/, TWS0).

Z hlediska stability bylo na zakladé¢ sledovani charakteristik velikosti vezikul, PDI a zeta
potencidlu po dobu skladovani 4 tydni (pfi 4 °C) mozné oznacit vSechny pfipravené
formulace za stabilni. Mirn¢ zhorSenou stabilitu s ohledem na EE pro CBD v case

vykazovaly formulace o sloZzeni SUK TA, kde dochazelo po 2 tydnech k 30 % ztraté EE.

Vysoky antioxidaéni potencidl pripravenych formulaci byl ovéten pomoci ABTS testu. Bylo
potvrzeno, ze jiz formulace EL pouze s obsahem CBD vykazuji dobrou schopnost zhaset
volné radikaly (> 85 %). Pfitomnost pomocnych antioxidanti (AP, TA) pak jen vedla
k synergickému ucinku schopnosti inhibice radikald a tyto formulace vykazovaly vice nez

90% schopnost zhaseni ABTSe.

Cytotoxicky uc¢inek viici buinkkdm mySich embryonalnich fibroblasti vykazovaly vSechny
studované formulace EL s koncentraci CBD vyssi nez 10 pg/ml. Na cytotoxicitu mélo
rovnéz vliv slozeni membrany EL, kde obsah EA TW80 vykazoval mirnéjsi cytotoxicitu ve

srovnani s formulacemi s obsahem SUK.

Vybrané¢ formulace EL, zaclenéné do carbomerového gelu byly podrobeny testu
transdermalni penetrace. Bylo zjisténo, Ze u vSech formulaci setrvavalo vétsiho mnozstvi
gelu na povrchu kozniho vzorku a gelova matrice tak ziejmé znesnadiiovala prostup EL kiZzi.
U vSech testovanych formulaci pronikal CBD nejddle do vrstvy dermis, ale to
v koncentracich tak nizkych (< 0,3 %), Ze je nelze povaZovat za farmaceuticky relevantni.
RovnéZ navratnost CBD z aplikované davky (< 90 %) nebyla ani u jedné z testovanych

formulaci, dle OECD standardt, uspokojiva.

Vysledky diplomové prace ukazuji, Ze EL mohou slouzit jako vhodné nosice aktivnich

latek s dobrou enkapsula¢ni ti¢innosti a schopnosti prodluzovat stabilitu systému ochranou
zapouzdiené aktivni latky viici degradaci. Z hlediska vhodnosti systému pro transdermalni
dorucovani CBD bude do budoucna potfebna optimalizace sloZeni formulaci, a pfedevSim

gelové matrice.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ULV Unilameléarni vezikuly

MLV Multilamelarni vezikuly

SUV Malé unilamelarni vezikuly
LUV Velké unilamelarni vezikuly
GUV Obrovské unilamelarni vezikuly
EL Elastické lipozomy

EA Aktivatory hran

HLB Hodnota hydrofilné lipofilni rovnovahy
NSAID Nesteriodni protizanétliva 1éciva
THC Tetrahydrokanabinol

CBD Kanabidiol

CBN Kannabinol

CBG Kannabigerol

ECS Endokanabinoidni systém

TF Trasferozom

SPC Smésny sojovy fosfatidylcholin
AP Ascorbyl palmitat

TA Tocopheryl acetat

TWS80 Tween 80

CHOL Deoxycholat sodny

SUK Sukcinat

PBS Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
TC Transcutol

DEMI Demineralizované voda

EE Enkapsula¢ni u¢innost
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ZP  Zeta potencial
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