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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva analyzou tfi rlznych typii liposomli pomoci
kapilarni elektroforézy s UV-VIS a laserem indukovanou fluorescen¢ni detekci a vyuzitim
liposomt jako pseudostacionarni faze pro separace analyti metodou liposomalni
elektrokinetické chromatografie.

V ramci experimentl s liposomy DSPC-DSPG-PEG2000-DMPE s enkapsulovanym
S-fluoruracilem byl v elektroferogramech tuspésné identifikovan pik liposomu
s enkapsulovanym 5-fluoruracilem a pik volné¢ho 5-fluoruracilu. Oba piky vykazovaly
shodné absorp¢ni spektrum v UV oblasti, ¢imz byla potvrzena jejich identita. Bylo tedy
ovéteno, ze kapilarni elektroforéza s UV-VIS detekci je pouzitelnd pro separaci a detekci
volného a enkapsulovaného 1é€iva, coZ je nezbytné pro stanoveni G¢innosti enkapsulace.

Sledovanim zmény efektivni mobility analytti po pridavku liposoma do zdkladniho
elektrolytu byla hodnocena pouzitelnost zkoumanych liposomit v liposomalni
elektrokinetické chromatografii. Zména mobility byla pozorovdna u zaporn¢ nabitého
5-fluoruracilu a kladné nabitého tryptaminu a p-toluidinu. Absolutni hodnota efektivni
mobility zaporné nabitého 5-fluoruracilu se snizila vlivem interakci s liposomy o 18,2 %
a efektivni mobilita kladn€ nabitych analytl tryptaminu a p-toluidinu 0 9,2 a 16 %.

Prazdné liposomy  DSPC-DSPG-PEG2000-DMPE-NBDPC s navazanou
fluorescen¢ni znackou byly na zavér analyzovany s vyuzitim kapilarni elektroforézy
s laserem indukovanou fluorescen¢ni detekci. V ramci experimentt s t€émito liposomy bylo
zjisténo, ze vlozenim napéti na kapilaru dochazi k separaci dvou riiznych frakci liposomt
a snizeni pH zakladniho elektrolytu vedlo ke zmenseni poméru pohyblivéjsi frakce vuci
frakci méné pohyblivé. Bylo tedy prokazano, Ze tuto detekéni techniku je mozné vyuzit

1 pro detekci prazdnych znacenych liposomd, coz je dillezité pro jejich charakterizaci.
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Abstract

This diploma thesis deals with the analysis of three different types of liposomes using
capillary electrophoresis with UV-VIS and laser induced fluorescence detection and the use
of liposomes as a pseudostationary phase for analyte separations by liposome electrokinetic
chromatography method.

In experiments with DSPC-DSPG-PEG2000-DMPE liposomes encapsulating
S-fluoruracil, the peak of liposomes with encapsulated 5-fluoruracil and the peak of free
5-fluoruracil were successfully identified in the electropherograms. Both peaks showed the
same absorption spectrum in the UV region, thus confirming their identity. It was proved
that capillary electrophoresis with UV-VIS detection is useful for the separation and
detection of free and encapsulated drug, which is necessary to determine the efficiency
of encapsulation.

By monitoring the change of effective analyte mobility after the addition
of liposomes to the background electrolyte the applicability of the investigated liposomes
in liposome electrokinetic chromatography was evaluated. A change in mobility was
observed for negatively charged 5-fluoruracil and positively charged tryptamine and
p-toluidine. The absolute value of the effective mobility of negatively charged 5-fluoruracil
decreased by 18.2 % due to interactions with liposomes and effective mobility of positively
charged tryptamine and p-toluidine by 9.2 and 16 %.

Empty DSPC-DSPG-PEG2000-DMPE-NBDPC liposomes with fluorescent label
were finally analyzed using capillary electrophoresis with laser induced fluorescence
detection. In experiments with these liposomes it was found that by applying voltage to the
capillary two different fractions of liposomes are separated and lowering the pH of the
background electrolyte led to a reduction in the ratio of more mobile fraction to the less
mobile fraction. Thus, it has been shown that this detection technique can be also used for

the detection of empty labeled liposomes, which is important for their characterization.
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Seznam pouzitych zkratek a symbolii

AFM
BGE
CE
CE-LIF

cryo-TEM

CTAB

DLS
DMPC
DMPG
DPPC
DPPG
DSPC
DSPG
EOF
GUV
HPLC

LEKC

LUV
MEKC

MVL
NBDPC

NEDA
PC
PE

mikroskopie atomarnich sil (atomic force microscopy)

zakladni elektrolyt (background electrolyte)

kapilarni elektroforéza (capillary electrophoresis)

kapilarni elektroforéza s laserem indukovanou fluorescenc¢ni detekcei
(capillary electrophoresis with laser-induced fluorescence)
kryo-transmisni elektronova mikroskopie (cryo transmission
electron microscopy)

hexadecyltrimethylamonium bromid (hexadecyltrimethylammonium
bromide)

dynamicky rozptyl svétla (dynamic light scattering)
dimyristoylfosfatidylcholin (dimyristoylphosphatidylcholine)
dimyristoylfosfatidylglycerol (dimyristoylphosphatidylglycerol)
dipalmitoylfosfatidylcholin (dipalmitoylphosphatidylcholine)
dipalmitoylfosfatidylglycerol (dipalmitoylphosphatidylglycerol)
distearoylfosfatidylcholin (distearoylphosphatidylcholine)
distearoylfosfatidylglycerol (distearoylphosphatidylglycerol)
elektroosmoticky tok (electroosmotic flow)

obii unilamelarni vezikuly (giant unilamellar vesicles)
vysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid
chromatography)

liposomalni elektrokinetickd chromatografie (liposome
electrokinetic chromatography)

velké unilamelarni vezikuly (large unilamellar vesicles)

micelarni elektrokinetickd chromatografie (micellar electrokinetic
chromatography)

multilamelarni vezikuly (multilamellar vesicles)

fosfatidylcholin s navdzanym nitrobenzoxadiazolem
(phosphatidylcholine with nitrobenzoxadiazol)
N-(1-naftylethylendiamin) (N-(1-naftylethylenediamine))
fosfatidylcholin (phosphatidylcholine)

fosfatidylethanolamin (phosphatidylethanolamine)



PEG
PEG2000-DMPE

PI
POPC

Pow

PS
RSD
SEC
SD
SUV
TEM

5-FU
3P NMR

Hpos FU

HUefs FU

polyethylenglykol (polyethylene glycol)
dimyristoylfosfatidylethanolamin s navdzanym polyethylenglykolem
(dimyristoylphosphatidylethanolamine with polyethylene glycol)
fosfatidylinositol (phosphatidylinositol)
palmitoyloleoylfosfatidylcholin
(palmitoyloleoylphosphatidylcholine)

rozdé€lovaci koeficient oktanol-voda (octanol-water partition
coefficient)

fosfatidylserin (phosphatidylserine)

relativni smérodatna odchylka (relative standard deviation)
vylu€ovaci chromatografie (size-exclusion chromatography)
smérodatné odchylka (standard deviation)

malé unilameldrni vezikuly (small unilamellar vesicles)

transmisni elektronova mikroskopie (transmission electron
microscopy)

5-fluoruracil (5-fluorouracil)

fosfor-31 nuklearni magneticka rezonance (phosphorus-31 nuclear

magnetic resonance)

teplota fazové prechodu lipidi
mobilita elektroosmotického toku
rychlost elektroosmotického toku
délka kapilary k detektoru
celkova délka kapilary

vlozené napéti

délka vkladani napéti

pozorovana mobilita 5-fluoruracilu
efektivni mobilita 5-fluoruracilu
koncentrace

absorbance

migracni ¢as

vlnova délka

iontova sila



1 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo prozkoumat moznosti analyzy a charakterizace
vybranych typt prazdnych liposomu a liposoml s enkapsulovanym lécivem pomoci
kapilarni elektroforézy s absorpéni detekci v UV-VIS oblasti a laserem indukovanou
fluorescencni detekci. Dale bylo cilem této prace zhodnotit potencidl zkoumanych liposomu
jako pseudostacionarni faze pro separace analytd metodou liposomalni elektrokinetické
chromatografie. Poznatky ziskané v ramci této prace budou slouzit jako voditka pro dalsi

sméefovani vyzkumu.
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2 Teoreticka cast

2.1 Liposomy

Liposomy jsou malé sférické vacky tvotené z lipidi, které jsou od svého objeveni
vroce 1964 usilovné zkoumany, protoze piedstavuji moznost jak 1épe dodavat velké
mnozstvi latek na cilovd mista v lidském téle'. Liposomy jsou tvofeny amfifilnimi
molekulami lipidi, které se ve vodném prostiedi samy skladaji za vzniku vacka, jez ve svém
sttedu enkapsuluji vodnou fazi, ve které jsou dispergovany*.

Mezi vyhody liposoml patii jejich slozeni, diky €emuz jsou biokompatibilni,
biologicky odbouratelné, netoxické a schopné enkapsulovat jak hydrofilni, tak i lipofilni
1éCiva (Obr. 1). Siln€ lipofilni 1€¢iva jsou témét vzdy zachycena v lipidové dvojvrstve,
zatimco hydrofilni 16¢iva ve vodném kompartmentu uvniti liposomu?. U&innost enkapsulace
lipofilnich 1é¢iv je vzdy vyssi ve srovnani s 1é¢ivy hydrofilnimi®.

Liposomy jsou vyuzivany jako transportni systém pro mnoho bioaktivnich materiald,
mezi které patii napiiklad cytostatika, proteiny, peptidy, enzymy, DNA nebo vakciny®.
Enkapsulaci 1é¢iva do liposomu je 1éCivo chranéno pred brzkou inaktivaci a pred
enzymatickymi procesy, které v organismu b&zné probihaji. Rada 16¢iv, které se vyuzivaji
k 1écbé rakoviny, maji terapeutickou koncentraci velmi blizko koncentraci toxické.
Vyuziji-li se liposomy k transportu téchto 1€Civ, sniZi se expozice zdravé tkdné toxickému

1é¢ivu, coz vede ke snizeni nezadoucich G¢inkd a zvyseni terapeutického indexu?’.

N )7
- PSR, .y%,;..
. E a vodna faize’ ﬁ_a
fosfolipid *:’—3 . ‘ ﬁ m
e 7 AP S

MR

S NS

Obr. 1 Stavba liposomu s enkapsulovanym hydrofilnim a lipofilnim lécivem. Prevzato

» hydrofilni hlava

hydrofobni ocas

a upraveno z citace®.
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I pfes to, Ze se daji liposomy pouZit pro transport Sirokého mnoZstvi latek, jejich
pouziti v praxi neni tak ¢asté. Hlavnim divodem je jejich fyzikalné-chemicka nestabilita
dand oxidaci a hydrolyzou fosfolipidii, nizka rozpustnost ve vodnych roztocich, kratka doba
cirkulace v lidském téle zpiisobend rychlou detekci retikuloendotelovym systémem a unik

enkapsulovanych 1&¢iv°.

2.1.1 SloZeni liposomu

Nejcasteji se pii pripravé liposomll vyuzivaji ptirozené se vyskytujici fosfolipidy,
zejména glycerofosfolipidy a déle pak sfingolipidy, polysacharidy, steroly anebo syntetické
lipidy, které vykazuji na rozdil od ptirozen¢ se vyskytujicich lipidii vyssi stabilitu. Molekula
glycerofosfolipidu se sklada z glycerolu, na ktery jsou esterovymi vazbami navdzany dvé
mastné kyseliny, které tvofi hydrofobni ¢ast. Hydrofobni ¢ast se miize lisit délkou fetézce
mastnych kyselin a stupném nasyceni. Hydrofilni ¢ast tvoii navdzany zbytek kyseliny
fosfore¢né, na niZ je navazana mald organickd molekula. Tato molekula miize byt nabita
ze zwitteriontovych fosfolipida fosfatidylcholinu (PC) a fosfatidylethanolaminu (PE). Mezi
zaporn¢ nabité fosfolipidy patii fosfatidylserin (PS), kyselina fosfatidova a fosfatidylinositol
(PI).  Fosfatidylethanolamin  byva ¢asto  modifikovan navdzanim  molekuly
polyethylenglykolu (PEG)*!*!1,

Jak jiz bylo feceno, diky slozeni fosfolipidi dochazi ve vodném prostiedi
ke spontanni tvorbé membran. Polarni ¢asti fosfolipidii davaji prednost interakci s vodnym
prostfedim, zatimco jejich alifatické fetézce mastnych kyselin jsou vodnym prostiedim
odpuzovany a upfednostiiuji vzajemnou interakci’. Ve vodném prostiedi je pro fosfolipidové
dvojvrstvy energeticky ptiznivéjsi vytvoftit liposomy. Hydrofilni ¢asti fosfolipidl interagu;i
s vn€j$im i vnitinim vodnym prostfedim, zatimco hydrofobni ¢asti molekul interaguji mezi

sebou, ¢imz se redukuje interakce s vodnym prosttedim!'!3,

2.1.2 Rozdéleniliposomu

Liposomy se nejcastéji rozdéluji podle velikosti a poctu fosfolipidovych dvojvrstev
v ramci liposomu (lamelarita). Podle poctu lamel se liposomy rozd€luji na unilamelarni,
multilamelarni a multivezikularni vezikuly!!. Unilamelarni vezikuly jsou tvofeny jednou
fosfolipidovou dvojvrstvou, multilamelarni vezikuly jsou tvofeny vice fosfolipidovymi

dvojvrstvami a maji primér vétsi nez 0,5 um a multivezikularni vezikuly, jejichz primér je
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vét$i nez 1 um, obsahuji v rAmci vezikuly dali mensi vezikuly!"'*. Liposomy s jednou
fosfolipidovou dvojvrstvou se pak podle velikosti déli na malé unilamelarni vezikuly (SUV),
jejichz prumér je v rozmezi 20 — 100 nm, velké unilamelarni vezikuly (LUV), které maji
pramér v rozmezi 100 — 1000 nm a obii unilamelarni vezikuly (GUV) s primérem veétSim
nez 1000 nm (Obr. 2)*!!. Multilamelarni vezikuly (MLV) maji priméry vétsi nez 100 nm
a obsahuji obvykle 5 — 25 fosfolipidovych dvojvrstev®!>.

Pro enkapsulaci hydrofilnich 1é¢iv jsou nejvhodnéjsi LUV, protoze maji oproti MLV
pouze jednu fosfolipidovou dvojvrstvu, a oproti SUV mnohem vétsi objem vodného roztoku
uvnitf liposomu. Multilamelarni vezikuly jsou naopak vhodnou volbou pro enkapsulaci
hydrofobnich 1é¢iv, protoZze obsahuji nékolik hydrofobnich fosfolipidovych dvojvrstev>.

Na zéklad¢ slozeni a pouziti se liposomy déli na konvencni, kationické,
pH — sensitivni, dlouho cirkulujici a immunoliposomy'. Konvenéni liposomy nazyvané také
prvni generace liposomu, jsou liposomy obsahujici neutrdlni nebo zaporné nabité
fosfolipidy, které se pouzivaji pti studiu enkapsulace 1é¢iv nebo se uplatiiuji jako modelové
bundéné membrany. Casto se li§i ve svych vlastnostech, jako je sloZeni, velikost, povrchovy
naboj a pocet fosfolipidovych dvojvrstev. Jejich doba cirkulace v krevnim ob&hu je pomérné
kratkd a dochazi kjejich akumulaci v buiikich retikuloendotelového systému'~>!!,
Kationické liposomy jsou vhodné pro transport zdporn€ nabitych makromolekul, jako jsou
DNA, RNA nebo oligonukleotidy, protoze obsahuji kladné nabité fosfolipidy'.
K prodlouzeni doby ob&hu v lidském téle se pouzivaji dlouho cirkulujici liposomy potazené
polymerem polyethylenglykolem. Navazanim PEG se prodlouzi cirkulace liposomu v krvi
z nékolika minut na n&kolik hodin. Cim del3i fetézec PEG se pouzije, tim je doba cirkulace
delsi>!'!. Liposomy citlivé na pH se v kyselém prostiedi destabilizuji, coz se vyuziva
k rychlému uvolnéni 1é¢iva a 1é¢b&é nadort!S. Posledni zmin&nou skupinu liposomi
predstavuji immunoliposomy. Jsou to liposomy na jejichz povrchu jsou navazany
monoklonalni protilatky nebo jejich fragmenty. Tyto modifikované liposomy pak mohou byt
vychytavany buitkami, které maji na svém povrchu specificky antigen pro danou protilatku.
Nejcastéji se vSak kombinuji dlouho cirkulujici liposomy s immunoliposomy navazanim
protilatek na PEG, ktery je vdzany na lipidech liposomu'!”.

Liposomy se mohou déle d¢lit na zdklad¢ parametra, které ovlivituji jejich chovani
in vivo. Mezi tyto parametry patii naptiklad tekutost fosfolipidové dvojvrstvy nebo
povrchovy ndboj liposomu. Pro lipidy existuje charakteristicka teplota fdzového prechodu
T, kterd je zavisla na délce fetézcii mastnych kyselin, jejich stupni nasyceni a iontové sile

roztoku, ve kterém jsou lipidy rozpustény. Pod touto teplotou se nachazi lipidy v gelovém
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stavu, zatimco nad touto teplotou ve stavu fluidnim. Tekutost fosfolipidové dvojvrstvy lze
ovlivnit pouzitim fosfolipidl s odliSnou hodnotou T.. Pokud se pfi ptipraveé liposomil pouziji
lipidy, jejichz T je vyssi nez télesna teplota lidského téla, bude fosfolipidovéa dvojvrstva
mén¢ tekuta, coz povede k mensimu tniku lé€iva z liposomu. Pokud se pouziji lipidy, jejichz
T. bude nizsi nez télesna teplota, budou liposomy néchylnéjsi k tiniku 1é¢iva, protoze jejich
fosfolipidové dvojvrstva bude vice tekuta!!>%,

Povrchovy néboj mulze ovlivnit interakci liposoml s cilovymi buiikami.
Mechanismus transportu liposoml do buriky je zalozen na jejich adsorpci k povrchu buiiky
anasledné endocytdze. U zaporné nabitych liposomti dochazi k endocytdze rychleji, zatimco
neutralni liposomy s cilovymi buiikami vyrazné neinteraguji a 1é¢ivo tak uvolnuji

extracelularng!®1°,

SUV

Obr. 2 Schématické zndzornéni jednotlivych typii liposomii*°.

2.1.3 Priprava liposomu

Existuje mnoho riznych metod pro ptipravu liposomt. Volba vhodné metody zavisi
na n¢kolika faktorech, jako je toxicita a koncentrace 1éCiva, jez ma byt enkapsulovano, typ
roztoku, ve kterém maji byt liposomy dispergovany, velikost liposomi, néklady na ptipravu
liposoml a také enkapsula¢ni u¢innost dané metody pro hydrofilni a hydrofobni 1é¢iva’2!.

Hydratace lipidového filmu je jednou z nejpouzivanéjSich metod pii pfipraveé
liposomti?2. Lipidy, ze kterych maji byt liposomy pfipraveny, jsou nejdiive rozpustény
v organickém rozpoustédle (nejcastéji chloroformu nebo methanolu) v bance s kulatym
dnem. Nasledn¢ je organické rozpoustédlo odpareno pomoci vakuové rota¢ni odparky, ¢imz

vznikne na bance tenky film lipidového filmu, ktery je dispergovan ve vodé nebo pufru

(Obr. 3). Hydrofilni 1é¢iva, ktera se maji do liposomu enkapsulovat, se ptidavaji do vodného
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pufru, zatimco hydrofobni 1é¢iva se spolu s lipidy rozpousti v organickém rozpoustédle”.

K jednodussimu vytvofeni fosfolipidové dvojvrstvy musi byt béhem hydratace teplota
lipidového filmu i teplota roztoku pufru nebo vody vyssi, nez je teplota T. lipida.
Intenzivnim tfepdnim nasledné vznikaji MLV rtiznych velikosti*2. Velikost vzniklych MLV
a ucinnost enkapsulace hydrofilniho 1éciva je siln€ ovlivnéna dobou, po kterou se necha

lipidovy film dispergovat®?

. Hydratace lipidového filmu patii k nejjednodussim metodam
na pfipravu liposomi, avSak ucinnost enkapsulace hydrofilnich 1é€iv €ini u této metody
pouhych 5 — 15%!®. Homogenni unilamelarni vezikuly o stejné velikosti se
z nehomogennich MLV, které vznikaji metodou hydratace lipidového filmu, mohou ziskat
procesem sonikace nebo extruze’.

Extruze je nejjednodussi a nejCastéj$i metoda, kterou se z MLV mohou pfipravit
unilamelarni liposomy. Béhem extruze dochdzi k protlateni lipidové suspenze skrze
polykarbonatovou membranu s danou velikosti porti. Po prichodu extrudérem vznikaji
homogenni liposomy, jejichZ primér je podobny velikosti péri membrany. Vyhodou extruze
je dobra reprodukovatelnost metody?*.

Sonikace je druhou nejpouzivanéjsi metodou pro zmenseni pripravenych liposomu.
U této metody dochéazi k rozbiti MLV pomoci ultrazvuku na mensi jednolamelarni nebo
multilamelarni vezikuly. Velikost vezikul je ur€ena dobou, po kterou je lipidova suspenze
sonifikovana. Sonikaci lze provést pomoci sonikaéni sondy nebo sonikaéni 14zn&?*. Problém,
ktery se mize vyskytnout pfi pouziti sonikacni sondy, je zneciSténi lipidové suspenze
materialem, ze kterého je sonda vyrobena'®. Hlavni vyhodou sonikace oproti extruzi je jeji

mensi ¢asova naro¢nost?.
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Fosfolipidy s hydrofobnim 1é¢ivem
v organickém rozpoustedle

e

Odpafeni na rota¢ni vakuové odparce Film lipidu Hydratace

Sonikace . \ l
Extruze © © Purifikace

Finalni liposom

Michani

SUV nebo LUV

Obr. 3 Schéma pripravy liposomii s vyuzitim metody hydratace lipidového filmu. Prevzato

a upraveno z citace®.

Mezi dal§i metody piipravy liposomil patii injekéni metoda, kterd je zalozena
na rychlém vstfikovani lipidové suspenze do vodné faze. K vyhoddm této metody patii
jednoduchost provedeni a moznost ptipravy velkého mnozstvi liposomi. Metoda vstiikovani
ethanolu se pouziva k ptipravé SUV. Typ liposomi, které¢ touto metodou vznikaji, zavisi
na koncentraci lipidd, rychlosti michani, rychlosti vstfikovani lipidové suspenze, objemu
ethanolu, pH vodné fadze a osmolalit¢ vodné faze. Rychlejsi michani vodné faze vede
k ptipravé homogennégjSich liposomii o mens$i velikosti, zatimco pouZiti ethanolu
o koncentraci vétsi nez 50 % vede k piiprave liposomt o vétsi velikosti. K tvorbé liposomt
nedochazi, pokud je koncentrace ethanolu vyssi nez 66 %. U této metody se za stalého
michani vstfikuji do nadbytku vodné faze lipidy rozpusténé v ethanolu, ¢imz dojde
k vystaveni lipidli vodné fazi a tvorbé fosfolipidové dvojvrstvy. Ethanol se nasledné
z vodného roztoku odstrafiuje destilaci. Nevyhodou této metody je nizkd ucinnost
enkapsulace hydrofilnich 1é¢iv a omezena rozpustnost lipidl v ethanolu. Dal§im problémem
pii pouziti ethanolu je, Ze ethanol s vodou tvofi azeotropni smés a je tedy velmi obtizné jej
zcela odstranit?>2627,

Alternativou metody vstiikovani ethanolu je metoda vsttikovani etheru, kdy se lipidy
rozpu$téné v diethyletheru vstiikuji do vodné faze. Ether se nasledné z vodného roztoku

liposom odstraituje zahtatim na teplotu 55 — 65 °C, ¢imzZ dojde k jeho odpateni. Vyssi
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rozpustnost lipiddl v etheru umoZiiuje piipravit liposomy o vyssi koncentraci®**2°,

Posledni zminénou metodou pro ptipravu liposomt je emulga¢ni metoda. Typickou
emulgacni metodou je technika, kterd se nazyva odpateni reverzni faze. U této metody se
lipidy rozpusti v organickém rozpoustédle, které se nasledné odpafi. Vznikly film lipidi se
opét rozpusti v organickém rozpoustédle, nejcastéji v diethyletheru. Nasledné piidani
mensiho mnoZstvi vodné faze k organické fazi s rozpusténymi lipidy vede k tvorbé emulze
vody a organické faze. Odpatfenim organického rozpoustédla za snizené¢ho tlaku dojde
k tvorbé suspenze LUV. Hlavni vyhodou emulgac¢ni metody je, Ze poskytuje vyssi

enkapsula¢ni G¢innost ve srovnani s injekénimi metodami®>**28,

2.1.4 Stabilita liposomu

Hlavnim problémem pfi pouziti liposomt je jejich nizka fyzikalni a chemicka stabilita.
Chemicka stabilita liposom je ovlivnéna dvéma procesy, a to bud’ oxidaci nebo hydrolyzou
fosfolipidii. Oxidace probiha snadnéji u téch lipidd, které obsahuji nenasycené mastné
kyseliny. Pfi vyssi teploté vSak mliZe dojit k oxidaci i nasycenych mastnych kyselin®. Lipidy
1ze chranit pted oxidaci pfidanim antioxidant, zkracenim jejich doby vyskytu na svétle nebo
piipravou liposomil v prostiedi dusiku nebo argonu?.

Stabilita liposomii mize byt ovlivnéna i jejich velikosti, slozenim fosfolipidové
dvojvrstvy, nabojem nebo zplisobem ptipravy. U menSich liposoml dochazi k snadnéjsimu
pruchodu bunéénymi membranami. Zaroven vSak dochazi ke snizeni u€innosti enkapsulace
léciva a zvysSeni povrchové energie, coz vede ke snizené stabilit¢ liposomu. Stabilitu
fosfolipidové dvojvrstvy liposomu Ize ovlivnit pfidanim cholesterolu, ktery zaroven snizuje
permeaci liposomu a tinik enkapsulovaného 1é¢iva’.

K zajisténi delsi stability se liposomy neuchovévaji ve formé vodného roztoku, ale
ve form¢ suchého prasku, ktery se ziskava procesem lyofilizace. Lyofilizace neboli suSeni
mrazem je metoda, béhem které se odstraituje voda z roztoku liposomu pfi velmi nizkém
tlaku. Lyofilizace pfedstavuje jedinou moznost, kterou lze pouzit k suseni liposomul
zapouzdtujicich termolabilni 1é€iva, kterd by mohla byt zvySenou teplotou degradovana.
Béhem suSeni mrazem se k liposomim piidavaji pomocné kryoprotektivni latky, aby
nedochazelo k neZddoucimu Uniku enkapsulovanych 1é€iv. Mezi tyto protektivni latky patii

napiiklad trehalosa, sacharosa nebo glukosa®!!.
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2.1.5 Vyuziti liposomii v praxi

V soucasné dob¢ se liposomy pouzivaji zejména k 1é¢bé rakoviny, plisnovych infekci,
k transportu analgetik a pfi vyrobé virovych vakcin. Prvnim produktem na bazi liposomd,
ktery byl schvalen v roce 1995 americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv, je 1é¢ivo
Doxil®. Tento ptipravek, obsahujici doxorubicin, se pouziva k 1é¢bé rakoviny vajeénikil
a prsu’’. Nejvétsi rozvoj vsak liposomy zaznamenaly s pfichodem pandemie onemocnéni
Covid-19. Vakciny od spolecnosti Pfizer/BioNTech 1 spole¢nosti Moderna vyuZivaji
k transportu mRNA do bunék kationické liposomy, které se zaporn€ nabitymi mRNA vytvari
stabilni komplex. Liposom tak chrani nestabilni mRNA pied rychlym rozpadem, ke kterému
by v lidském organismu doslo’!. Obé vakciny jsou tvofeny syntetickymi kationickymi nebo
ionizovatelnymi lipidy, distearoylfosfatidylcholinem (DSPC) a cholesterolem, ktery zvysuje
stabilitu fosfolipidové dvojvrstvy. Zaroven je na jednom z lipidii u obou vakcin navazan
PEG-2000, u kterého se predpoklada, ze je zodpoveédny za nekteré alergické reakce vuci

témto vakcinam?'-33.

2.2 Analyza a charakterizace liposomii

K zajisténi spravného fungovani liposomu jako transportniho systému bioaktivnich
latek je nutné charakterizovat vlastnosti liposomu jako je velikost, lamelarita, povrchovy
naboj, kvantitativni sloZeni a u¢innost enkapsulace®*. Mezi techniky, které se pouzivaji
k analyze a charakterizaci liposomi, patfi >'P NMR, dynamicky rozptyl svétla (DLS),
mikroskopie atomarnich sil (AFM), fluorescencni spektroskopie, vysokotc¢inna kapalinova

chromatografie (HPLC) a dalsi*.

2.2.1 Velikost a lamelarita

Velikost liposomt se nej€astéji stanovuje pomoci metod elektronové mikroskopie,
DLS, AFM a vylucovaci chromatografie (SEC)*. Hlavni metodou pro stanoveni velikosti
a lamelarity liposomt je transmisni elektronova mikroskopie (TEM). Obecnou nevyhodou
TEM je, Ze pii negativnim barveni pomoci oxidu osmicelého nebo uranylacetatu dochazi
ke zménam ve stavbé liposom@**. Alternativou TEM je kryo-transmisni elektronové
mikroskopie (cryo-TEM), u které nedochéazi k typickému barveni a fixaci vzorku jako
u elektronové mikroskopie, a je to tedy metoda vhodnéjsi pro analyzu liposomt. Ve zkratce
se u cryo-TEM metody nanese na mikroskopickou miizku tenky film vzorku liposomu, ktery

se nasledn¢ ponofti do chladiciho média, ¢imz dojde k rychlému zesklovaténi, aniz by doslo
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k nezadouci krystalizaci. Zesklovatély film liposoml se nasledné¢ analyzuje pomoci
mikroskopu pii teploté kapalného dusiku?®.

Metoda DLS je zaloZena na tom principu, Ze pii pruchodu paprsku laseru roztokem,
ktery obsahuje liposomy, dochazi k rozptylu zatfeni do vSech smérti v zavislosti na velikosti
a tvaru liposomtl.. Analyzou kolisani intenzity zéafeni, které je zplsobeno Brownovym
pohybem makromolekul v roztoku, lze =ziskat difizni koeficienty, které souvisi
s hydrodynamickou velikosti makromolekul®’.

Dal$imi metodami casto vyuzivanymi pro stanoveni velikosti liposoml jsou
vylucovaci chromatografie a vysokoucinna vyluovaci chromatografie, kterd ma vici SEC
lepsi reprodukovatelnost a uCinnost separace. Ob¢ tyto metody umoziuji separovat liposomy
od neenkapsulovanych analytii v roztoku a zaroven rozdélit liposomy do mensich skupin
na zikladé jejich podobné velikosti*®. Analyza probiha v kolon& naplnéné gelem
s definovanou velikosti porti a k separaci dochazi diky rozdilné permeaci analytli do téchto
port®. Interakce liposomil s gelem zavisi na typu gelu, slozeni fosfolipidové dvojvrstvy
liposomu a na enkapsulovaném analytu®®. K nevyhoddm SEC patii ztrata lipidé diky jejich
adsorpci v gelu. Aby se témto ztratam zabranilo, pfed kazdou analyzou se gel nasyti lipidy

nejéast&ji pouzitim malych sonikovanych liposom®®#,

2.2.2 U¢innost enkapsulace

Utinnost enkapsulace je definovana jako pomér mnozstvi enkapsulované latky
v liposomu vigi celkovému mnozstvi latky (volné i enkapsulované)*!. Ke stanoveni
ucinnosti enkapsulace se nejdiive separuje volné 1é¢ivo od liposomem enkapsulovaného
lé¢iva s vyuzitim dialyzy, gelové filtrace nebo ultracentrifugace. Pouziti dialyzy je vSak
Casové ndro¢né a pii centrifugaci mize dochdzet k destrukci liposomi a uvolnéni
enkapsulovaného l1é¢iva*>*. Po separaci enkapsulovaného a volného 1é¢iva se fosfolipidova
dvojvrstva liposomtl narusi, ¢imz dojde k uvolnéni enkapsulované latky, jejiz mnozstvi se
stanovuje pomoci fluorescenéni spektroskopie, enzymovych nebo elektrochemickych

metod®.

2.2.3 Kvantitativni sloZzeni

VétSina metod, které se pouzivaji ke stanoveni kvantitativniho slozeni liposomd, je
zalozena na vzniku barevnych  produktl, které se nasledné stanovuji

spektrofotometricky>*. Bartlettliv rozklad je metoda, kterd se pouziva pro stanoveni
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celkového obsahu fosfatu. Liposomy se pii 160 °C zahteji v kyselin€ sirové. Material je
nasledné peroxidem vodiku oxidovéan na anorganicky fosfat, ktery reaguje s molybdenanem
amonnym za vzniku fosfomolybdenanu. Fosfomolybdenan se nasledné redukuje za vzniku
modrého produktu, jehoZ absorbance se méfi pii vinové délce 830 nm>344,

Mnozstvi cholesterolu v liposomech Ize stanovit enzymatickymi metodami.
Hydrolyzou esteru cholesterolu vznikd volny cholesterol, ktery se cholesterol oxidasou
oxiduje za vzniku peroxidu vodiku. Peroxid vodiku nésledné reaguje s 4-aminoantipyrinem

a fenolem za vzniku barevného produktu, jehoz absorbance se méii pii vilnové délce

500 nm™.

2.3 Proliposomy

Predesle zminéné nevyhody liposomu (nizkd fyzikalni a chemicka stabilita, unik
enkapsulovanych 1é¢iv, hydrolyza, oxidace a agregace liposomil) vedly v roce 1986
k objeveni proliposoml. Proliposomy se na rozdil od liposomil vyznacuji vysokou

45,46

stabilitou™"™. Jedna se o suché, voln¢ tekouci Castice tvofené z lécCiva, fosfolipidi

a porézniho prasku, které po kontaktu s vodnou fazi nebo télnimi tekutinami vytvaii suspenzi

4347 Proliposomy jsou stejné jako liposomy slozené z fosfolipidii, znichz

liposomul
nejpouzivanéjsi jsou hlavné fosfatidylcholin a fosfatidylglycerol. Navic vSak proliposomy
obsahuji jest¢ ve vodé rozpustné porézni nosice jako je naptiklad sorbitol, mannitol nebo
mikrokrystalicka celulosa®.

Ptiprava proliposomi zahrnuje rozpusSténi lipidd s léCivem v organickém
rozpoustédle. Roztok se nasledné plnici trubici pfidava na porézni nosi¢ v batice vakuové
rotac¢ni odparky za vzniku volné tekoucich ¢astic. Druhd moZznost ptipravy proliposomil
zahrnuje pouziti superkritického CO,. Do reakéni naddoby se ptida roztok s rozpuSténymi
lipidy, 1é¢ivem a porézni nosic. Za stalého michani se do nadoby Cerpa superkriticky CO»,

¢imz dochazi ke vzniku filmu 1é¢iva a lipidd na povrchu &astic porézniho nosice*>#048,

2.4 Liposomy a kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektromigra¢ni metody jsou vhodné pro studium liposomt diky jejich
typickym vlastnostem, jako je nizka spotfeba analytl, rychla a G¢inna separace a vysoky
stupefi automatizace**’. Kapilarni elektroforéza (CE) je metoda vhodnd pro charakterizaci
interakce mezi [éCivem a liposomem, pro zkouméani ti€innosti enkapsulace 1é¢iv, pro studium

uniku 1é¢iv z liposomu a pro studium vlastnosti liposomd, jako je jejich velikost, povrchovy
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naboj a propustnost fosfolipidové dvojvrstvy?.

2.4.1 Stanoveni permeability

Permeabilita liposomt je kliC¢ovy parametr, ktery musi byt pfi studiu liposomt
charakterizovan, aby se predeslo nezadoucimu Uniku enkapsulovanych latek z liposomi,
b&hem jejich cirkulace v lidském t&le*®. Tsukagoshi a kol. analyzovali liposomy piipravené
z dipalmitoylfosfatidylcholinu  (DPPC) s enkapsulovanymi barvivy eosinem Y
a thodaminem B pomoci kapilarni elektroforézy s chemiluminiscenéni detekci. Zavislost
stability a permeace liposoml na koncentraci enkapsulovaného pufru byla nésledné
monitorovana vyskytem pikll volného barviva a liposomem enkapsulovaného barviva
na elektroferogramech. Experiment probihal tak, ze byly pfipraveny liposomy v 10 mM
uhli¢itanovém pufru (pH = 9,0) s enkapsulovanym eosinem Y a uhli¢itanovym pufrem
o ruzné koncentraci. Ze ziskanych elektroferogramt byl nasledné vypocitan pomér plochy
piku volného eosinu Y vii¢i enkapsulovanému eosinu Y. Cim vyssi byl tento pomér, tim
vetsi byla propustnost fosfolipidové membrany liposomu. Pomér ploch piku eosinu Y byl
vetsi, pokud koncentrace enkapsulovaného uhlic¢itanového pufru byla mensi nez koncentrace
uhli¢itanového pufru, ve kterém byly liposomy dispergovany. Toto bylo vysvétleno snahou
fosfolipidové membrany liposomu udrzet osmotickou rovnovahu. Protoze byla koncentrace
uhli¢itanového pufru uvnitf liposomu mensi, doSlo kuvolnéni vody z liposomu
za uCelem vyrovnani koncentraci, coz vedlo ke smrsSténi liposomu a tedy uvolnéni
enkapsulovaného barviva®!.

Franzen a kol. vyuzili kapilarni elektroforézu ke studiu wcinnosti enkapsulace
oxaliplatiny a k naslednému studiu unikéni 1é¢iva z liposomu. K vyvolani zrychlené¢ho tniku
1é¢iva byly liposomy sonikovany pomoci sonikacni sondy. Na elektroferogramech bylo
viditelné zvétSovani piku volné oxaliplatiny a zmenSovani piku enkapsulované oxaliplatiny
s rostoucim Casem sonikace. Franzen ptfedpokladal, ze uplné vymizeni piku liposomil
z elektroferogramu neznamena destrukci liposomi, ale spiSe uplné uvolnéni oxaliplatiny
z liposomu. Pomoci DLS také zjistili, Ze s rostoucim ¢asem sonikace doslo ke zmenSeni

liposom1*2.

2.4.2 Stanoveni velikosti

Kapilarni elektroforéza neni Siroce rozsifenou metodou pro stanoveni velikosti

liposom*. Kapilarni elektroforézu s laserem indukovanou fluorescenéni detekci (CE-LIF)
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vyuzil Duffy a kol. ke studiu vlastnosti liposomi. K eliminaci elektroosmotického toku
a snizeni adsorpce liposomi na stény kapilary probihalo méfeni v kapildte pokryté
poly(acryloylaminopropanolem). Liposomy piipravené zPC, PS, PE a cholesterolu
obsahovaly fluorescein o koncentraci 10 M ve 2,5 mM tetraboritanu sodném (pH = 9,3).
S vyuzitim zméfené korigované intenzity fluorescence, koncentrace fluoresceinu
v liposomech a citlivosti detektoru byli schopni vypocitat zachyceny objem v liposomu,
ze kterého nasledné vypocitali polomér liposomii®®. Stanoveni elektroforetické mobility
liposomti pomoci kapilarni elektroforézy s UV detekci pii vinové délce 200 nm vyuzila
Wiedmer a kol. Velikost liposomil stanovili technikou DLS. Liposomy byly pfipraveny
z palmitoyloleoylfosfatidylcholinu (POPC) a PS vriznych molarnich pomérech
a dispergovany v 50 mM 2-(N-cyclohexylamino)ethansulfonové kyseliné (pH = 9).
Ze ziskanych hodnot elektroforetické mobility, velikosti liposomli a ze znalosti hodnoty
viskozity pufru vypocitali naboj liposomti. Naboj liposomu byl tim vétsi, ¢im vyssi byl obsah

zaporné nabitych lipidf v liposomu®®.

2.4.3 Studium enkapsulovanych lé¢iv

Kapilarni elektroforézu lze vyuzit i pro studium liposomt jako transportniho systému
1é¢iv a pro stanoveni mnozstvi volného a liposomem enkapsulovaného 1é¢iva®. Liposomy
jsou €asto pouzivany k transportu toxickych 1é¢iv, a proto je dilezité nalézt metodu, kterou
1ze jednoduse a rychle stanovit mnozstvi volného a enkapsulovaného lé¢iva. Kromé CE lze
vyuzit k separaci dals$i metody jako jsou ultracentrifugace, dialyza nebo extrakce v pevné
fazi>>,

Jako ptiklad pouziti kapilarni elektroforézy k separaci volného a enkapsulovaného
1é¢iva lze uvést publikaci, v niZ se autofi zabyvali separaci 1é¢iva doxorubicinu pouzivaného
k 1écbé nadorh vajecnikii. Separace probihala v kiemenné kapilare a jako zékladni elektrolyt
byl pouzit 20 mM fosfatovy pufr s 10 % sacharosou (pH = 6,5). Stanoveni volného
doxorubicinu probihalo zméfenim vzorku s pfidavkem fluoresceinu jako vnitiniho
standardu. Fluorescein byl pouZit diky jeho dobré stabilit¢ ve fosfatovém pufru a diky
vysokému absorpnimu koeficientu. Mnozstvi volného doxorubicinu bylo nasledné
stanoveno pomoci kalibra¢ni zdvislosti. Ke stanoveni celkového mnozstvi 1éCiva byl
doxorubicin z liposom{l uvolnén pouzitim detergentu®.

Jako dalsi piiklad Ize uvést stanoveni mnozstvi volnych a enkapsulovanych

oligonukleotidli pomoci CE. Pro enkapsulaci byly pouzity velké liposomy neutraln¢,
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popiipad¢é kladné nabité. Neutralni liposomy totiz v elektrickém poli nemigruji, zatimco
velké kladn€ nabité liposomy migruji pomalu na opacnou stranu nez zaporn¢ nabité
oligonukleotidy. Volné oligonukleotidy tak lze stanovit jejich migraci k anod¢, ¢imz dojde
k jejich oddéleni od oligonukleotidi enkapsulovanych v liposomech, které migrovat
nebudou, anebo budou migrovat na opacnou stranu smérem ke katod€. Pro stanoveni
celkového mnozstvi oligonukleotidi byly liposomy rozruSeny extrakci smeési

fenol-chloroform, a nebo pouzitim detergentu Triton X-100°.

2.5 Liposomalni elektrokineticka chromatografie

Liposomy se mohou ve spojeni s kapilarni elektroforézou vyuzit ve dvou rliznych
uspotradanich. Kapilarni elektrochromatografie, jez v sobé zahrnuje vlastnosti kapilarni
elektroforézy a HPLC, vyuziva liposomy k pokryti stény kapilary za ucelem vytvoteni
stacionarni faze. Aplikaci napéti dochazi ke vzniku elektroosmotického toku, ktery unasi
mobilni fazi s analyty kapildrou. Neutrdlni analyty migruji s elektroosmotickym tokem
(EOF) a k jejich rozdéleni dochazi diky jejich rozdilné distribuci mezi stacionarni a mobilni
fazi. Nabité slouceniny jsou separovany jak diky distribuci mezi stacionarni a mobilni fazi,
tak diky jejich rozdilnym elektroforetickym mobilitim>’?. K pokryti stény kiemenné
kapilary liposomy lze vyuzit techniku, kterd je zalozena na silné interakci biotinu
navazan¢ho na fosfolipidech liposomu s proteinem avidinem, ktery je navazan
na agarosovem gelu®. Liposomy s navazanym biotinem jsou viak pomérné drahé a vznikly
komplex avidinu a biotinu v kapilate vytvaii dal$i misto, se kterym mutzou analyty

pfednostné interagovat®!

. Dal$i moznosti pokryti kapildry zahrnuji kovalentni navédzani
liposomt ke sténé¢ kifemenné kapilary aktivované 4-nitrofenylchloroformiatem nebo jsou
zaloZeny na elektrostatické interakci zdporn€ nabitych liposomi s kladné nabitou sténou
kapilary, ktera je pokryta polymerem derivatizované agarosy®>%. K vyhodam kapilarni
elektrochromatografie patfi zejména vyssi separacni u¢innost, nizka spotteba vzorkt a nizké
néklady na analyzu®®.

Druhou metodou vyuzivajici spojeni liposoml s kapilarni elektroforézou je
liposomalni elektrokineticka chromatografie (LEKC). Tato metoda je zaloZzena na ptidavani
liposomti do zakladniho elektrolytu, ¢imz dochazi k vytvofeni liposomalni
pseudostacionarni fize®*. Metoda LEKC funguje na stejném principu jako micelarni
elektrokinetickd chromatografie (MEKC). K rozdéleni analyti dochazi diky distribuci mezi

vodnou mobilni fazi a pseudostacionarni liposomalni fazi®-°.
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V roce 1996 se Nakamurovi a kol. povedlo poprvé vyuzit LEKC metodu k separaci
hydrofobnich neutralnich analyti (bifenylu a naftalenu). Liposomy byly pfipraveny
z dimyristoylfosfatidylcholinu (DMPC) a dimyristoylfosfatidylglycerolu (DMPG) v 10 mM
Tris-HCl pufru s 50 mM NacCl (pH = 7,0). Bez ptidavku liposomu do zékladniho elektrolytu
migrovaly oba analyty spolecné s EOF a nebylo mozZné je separovat. Pfidavkem liposomu
do zakladniho elektrolytu doslo k migraci zdporné€ nabitych liposomti smérem ke kladné
nabité elektrod¢, zatimco EOF unasel zakladni elektrolyt smérem k zaporné elektrode¢.
K separaci analytii doslo jejich rozdélenim mezi mobilni a pseudostaciondrni liposomalni
fazi®’.

Liposomalni elektrokineticka chromatografie byla vyuzita i pro separaci neutralnich
steroidnich hormont. Jako pseudostacionarni faze byly vyuzity zaporné nabité liposomy
pripravené z POPC, PS a cholesterolu. Zaporné nabité liposomy jsou pro LEKC metodu
vhodnéjsi, protoze pouzitim liposomtl se zwitteriontovym charakterem nedochazi k dobré
separaci nenabitych analyti. Je to dano tim, Ze mobilita vzniklé liposomalni
pseudostacionarni faze je velmi podobnd mobilité vodné faze uvniti kapilary. K méteni byla
vyuzita nepokrytd kiemenna kapilara i1 pres to, ze u liposomt Casto dochazi k adsorpci
na sténu kapildry, coz vede ke vzniku stacionarni faze. Predpokladd se vsak, ze tato
stacionarni faze viak miize mit pozitivni vliv na separaci nenabitych analytG®s.

Hlavni vyuziti metody LEKC je pfi studiu interakce 1é¢iv s bunéEnymi membranami,
protoze jsou liposomy membrandm strukturné velmi podobné®. Pti formulaci 1é¢iva hraje
dilezitou roli lipofilita, kterd umoziiuje 1é¢ivu projit skrz fosfolipidovou dvojvrstvu
membran’’. Pro stanoveni lipofility se bézn& vyuziva rozdélovaci koeficient oktanol-voda
Pow, ktery viak ke studiu interakce 1é¢iva s membranami neni piili§ vhodny’!. Nabita 1é¢iva
interaguji s membranami jak diky hydrofobnim, tak diky elektrostatickym interakcim.
Pro ionizované analyty je vSak Pow niz$i i pifes to, Ze s liposomy diky elektrostatické
interakci interaguji vice. Z toho diivodu je metoda LEKC pro studium interakce léciv
s bunéénymi membranami vhodngjsi®.

Carozzino a Khaledi jsou autofi publikace, ve které se zabyvali vlivem typu
a koncentrace pufru, iontové sily a slozeni liposomu na interakci kladné nabitych
a neutralnich analytl se zdporné nabitymi liposomy pomoci metody LEKC. Typ pufru, rizna
koncentrace pufru, rostouci iontova sila ani zména sloZeni liposomi nemély u neutrdlnich
analytt vliv na rozd€lovaci koeficient. Naopak u kladné nabitych analytti s rostouci iontovou
silou doSlo ke snizeni rozdélovaciho koeficientu. Je to dano tim, ze s vétSim mnozstvim

protiiontl v roztoku dochdzi ke snizeni elektrostatické interakce mezi analyty a liposomy.
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Zaroven zvysSenim obsahu zdporné¢ nabitych lipidd v liposomu dochdzi k naristu
elektrostatické interakce mezi kladné¢ nabitymi analyty a zaporné¢ nabitymi liposomy, coz

vede ke zvyseni rozdélovaciho koeficientu®.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie a instrumentace

3.11

3.1.2

Chemikalie

Hexadecyltrimethylamonium bromid (CTAB) (Merck, Némecko)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrét p. a. (Lachner, Neratovice, Ceské republika)
Hydrogenfosforeénan sodny dodekahydrat (Lachema, Neratovice, Ceska republika)
Tetraboritan disodny dekahydrat p. a. (Lachema, Neratovice, Ceska republika)
Hydroxid sodny p. a. (Penta, Praha, Ceska republika)

Kyselina octova 99% p. a. (Lachner, Neratovice, Ceska republika)

Octan sodny trihydrat p. a. (Lachner, Neratovice, Ceské republika)

Kyselina o-fosfore¢na 85% (Lachner, Neratovice, Ceska republika)

p-toluidin 99% (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

L-arginin hydrochlorid >98% (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

L-tyrosin >98% (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Tryptamin >97,5% (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Thiomocovina 99% (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Paracetamol (Zentiva, k. s., Praha, Ceska republika)

Abacavir (Zentiva, k. s., Praha, Ceské republika)

Adenin >99% (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

N-(1-naftylethylendiamin) (NEDA) >99%, p. a. (Karl Roth, Karlsruhe, Némecko)
Tetraarginin trifluoroacetat (Bachem, Bubendorf, Svycarsko)

17-B-estradiol >98% (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

16:0 PG sodna sil >99% (Avanti Polar Lipids, Alabaster, USA)

14:0 PEG-2000 PE amonna stl >99% (Avanti Polar Lipids, Alabaster, USA)

16:0 PC >99% (Avanti Polar Lipids, Alabaster, USA)

Instrumentace

Kapilarni elektroforéza 7100 s UV-VIS detekci (Agilent Technologies, Waldbronn,

Némecko)
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e Kapilarni elektroforéza 7100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko)
s laserem indukovanou fluorescencni detekci Zetalif LED 480 nm (Picometrics,
Francie)

e Kiemenna kapilara, pokrytd vrstvou polyimidu o délce 50,0 cm, efektivni délka
41,5 cm s vnitinim primérem 50 pm (Polymicro Technologies, Phoenix, USA)

e Kiemenna kapildra, pokrytd vrstvou polyimidu o délce 63,5 cm, efektivni délka
42,5 cm (LIF) a 55,0 cm (UV-VIS) s vnitinim pramérem 50 pm (Polymicro
Technologies, Phoenix, USA)

e Systém na piipravu deionizované vody Milli-Q (Millipore, Bedford, USA)

e pH metr 3540 pH & Conductivity Meter (Jenway, Staffordshire, UK)

3.1.3 Liposomy

Béhem experimentil byly pouzivany tii typy liposomd, které se liSily ve svém slozeni
a v koncentraci 5-fluoruracilu (5-FU), jenZz byl enkapsulovan ve vodném kompartmentu
uvnitf liposomu. K enkapsulaci byl 5-FU zvolen z toho diivodu, Ze je zaporné nabity,
vykazuje dostatecnou absorpci UV zafeni a na elektroferogramech by mél byt viditelny jak
enkapsulovany, tak i volny. Liposomy byly pfipraveny skupinou prof. Ing. FrantiSka
Stépanka, Ph.D. zUstavu chemického inzenyrstvi VSCHT, konkrétng studentem

Ing. Martinem Balouchem.

DPPC-DPPG-PEG2000-DMPE

Pocatecni experimenty byly provedeny s liposomy, které byly dispergovany ve fosfatovém
pufru o koncentraci 1-102 mol 1! a které byly piipraveny z dipalmitoylfosfatidylcholinu
(DPPC), dipalmitoylfosfatidylglycerolu (DPPG) a dimyristoylfosfatidylethanolaminu
s navazanym polyethylenglykolem (PEG2000-DMPE) (8 : 1,8 : 0,2) o sumarni koncentraci

5 mg ml"!' s enkapsulovanym 5-FU o koncentraci 0,5 mg ml.

DSPC-DSPG-PEG2000-DMPE

Pro pozdé;si experimenty byly pouZzivany liposomy ptipravené z distearoylfosfatidylcholinu
(DSPC), distearoylfosfatidylglycerolu (DSPG) a PEG2000-DMPE (7,5 : 2,2 : 0,3) o sumarni
koncentraci 5 mg ml™ s enkapsulovanym 5-FU o koncentraci 2 mg ml™!. Tyto liposomy byly
dispergovany v roztoku obsahujicim 10 % sacharézu a glukonat vapenaty o koncentraci

1-10%mol I'!. Liposomy pfiddvané do zékladniho elektrolytu u metody LEKC mély totozné
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sloZeni, avSak v sob& nemély enkapsulovany Zadny analyt.

DSPC-DSPG-PEG2000-DMPE-NBDPC

Pro méfeni s CE-LIF byly pouzity liposomy piipravené z DSPC, DSPG, PEG2000-DMPE
a z PC s navdzanym nitrobenzoxadiazolem (NBDPC) (7,5 : 2,2 : 0,3 : 0,05) o sumdrni
koncentraci 5 mg ml' s enkapsulovanym 5-FU o koncentraci 2 mg ml™!, popiipadé liposomy
s totoznym slozenim bez enkapsulovaného 5-FU. Tyto liposomy byly také dispergovéany

v roztoku obsahujicim 10 % sacharézu a glukonat vapenaty o koncentraci 1-102mol I,

3.2 Experimentalni podminky

3.2.1 Mérenis CE UV-VIS

Meéfteni s CE UV-VIS probihalo v kifemenné kapiléte o délce 50,0 cm, efektivni délce
41,5 cm a vnitfnim priiméru 50 um. Na zacatku kazdého dne méteni byla kapilara promyta
10 minut hydroxidem sodnym o koncentraci 1 mol 1" a 10 minut deionizovanou vodou.
Pied kazdym méfenim byla kapilara promyta 2 minuty zakladnim elektrolytem do odpadni
vialky a 1 minutu zékladnim elektrolytem do vialky se zakladnim elektrolytem. Vzorky byly
davkovany hydrodynamicky tlakem 5 kPa po dobu 5 s. Na kapilaru bylo vkladano napéti
o velikosti —30 kV a roztok v kapilafe byl zaroven mobilizovan tlakem 5 kPa aplikovanym
na vstupnim konci kapilary. Kazeta s kapilarou byla termostatovdna na teplotu 25 °C
a elektroferogramy byly zaznamenavany pii vinové délce 200 nm.

Jako zakladni elektrolyt (BGE) byl pouzit fosfatovy pufr (pH = 7,0) o koncentraci
1-102 mol 1"' s obsahem CTAB o koncentraci 2:10* mol 1!, pfipadné tetraboritan sodny

(pH =9,1) o koncentraci 1-102mol 1" s obsahem CTAB o koncentraci 2-10* mol I"!.

3.2.2 Mérenis CE-LIF

Na zacatku kazdého dne méfeni byla kapilara promyta 10 minut hydroxidem sodnym
o koncentraci 1 mol 1! a 10 minut deionizovanou vodou. Pied kazdym méfenim byla kapilara
promyta 3 minuty hydroxidem sodnym o koncentraci 1 mol 1!, 30 s deionizovanou vodou,
I minutu zdkladnim elektrolytem do odpadni vialky a 1 minutu zdkladnim elektrolytem
do vialky se zdkladnim elektrolytem. Kazeta s kapildrou byla termostatovana na teplotu
25 °C. Jako zakladni elektrolyt byl pouzit fosfatovy pufr (pH = 7,0) o koncentraci
1-10% mol I'",
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3.3 Meéreni elektroosmotického toku

Pro stanoveni zavislosti mobility elektroosmotického toku na koncentraci CTAB
v zékladnim elektrolytu byla pouzita metoda Williamse a Vigha, kterou se do kapilary
davkuji 3 zény markeru elektroosmotického toku’”. Jako marker EOF byla pouZita
thiomocovina o koncentraci 1 mg ml"' rozpusténd v deionizované vod&. Prvni zéna
thiomocCoviny byla ddvkovana tlakem 5 kPa po dobu 3 s. Tato zona byla poté tlakem 5 kPa
po dobu 150 s zasunuta do kapilary. Druha zoéna thiomocoviny byla nadavkovana a zasunuta
do kapilary stejné¢ jako zéna predesld. Nasledné bylo na kapilaru vlozeno napéti 30 kV
po dobu 30 s. Nakonec byla naddvkovana tieti zona thiomoc€oviny a zony byly tlakem 5 kPa
protlaceny skrze detektor (Obr. 4). VSechna méteni byla provedena tiikrat. Na zakladé casu
pruchodu jednotlivych zon detektorem byla vypocitdna mobilita EOF podle nasledujici

rovnice:

_ (t3—2t,+t1) lg ¢
Heof = ty U ts

(1)

kde t; je Cas pruchodu prvni zony thiomocoviny detektorem [s], t, ¢as pruchodu
druhé zony thiomocoviny detektorem [s], t3 ¢as prachodu tfeti zony thiomocoviny
detektorem [s], l4 délka kapilary k detektoru [m], [. celkova délka kapilary [m], ty Cas,
po ktery bylo na kapilaru vkladano napéti [s] a U vkladané napéti [V].
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Detektor

SkPax3s

SkPax150s

SkPax3s

S5kPax 1505

30kvx30s (|

SkPax3s

5 kPa

Obr. 4 Schéma méreni EOF. Marker EOF thiomocovina o koncentraci 1 mg ml!. BGE
tetraboritan sodny (pH = 9,1) o koncentraci 1-107 mol I! s obsahem CTAB v rozsahu
koncentraci 0,01-107 — 20-107 mol I

3.4 Meéreni mobility 5-fluoruracilu

Pro stanoveni zavislosti efektivni mobility 5-FU na koncentraci CTAB v zédkladnim
elektrolytu byl do kapilary davkovan tlakem 5 kPa po dobu 5 s vzorek obsahujici 5-FU
o koncentraci 0,5 mg ml™! a thiomocovinu o koncentraci 0,1 mg ml™!. Na kapildru bylo
nasledné vloZeno napéti —30 kV. VSechna méfeni pro rizné koncentrace CTAB v zdkladnim
elektrolytu byla provedena tfikrat. Na zakladé migracnich casti 5-FU a thiomocoviny byla

vypocitana efektivni mobilita 5-FU podle nasledujicich rovnic:

lalc
= 2
Ueof tenio U (2
lg lc
= 3
Hpos Fu = % 3)
Uef sFU = Mpos FU — Heof (4)
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kde peor je mobilita EOF [m*V™'s™'], ppes pu pozorovana mobilita 5-FU [m*V's'], pregs pu
efektivni mobilita 5-FU [m?V-!s!], I4 délka kapilary k detektoru [m], . celkova délka
kapilary [m], tyhio migracni ¢as thiomocoviny [s], ts gy migracni ¢as 5-FU [s] a U vkladané

napéti [V].

3.5 Metoda LEKC

Béhem metody LEKC byl do kapilary davkovan vzorek analytu s pfidavkem
thiomocoviny tlakem 5 kPa po dobu 5 s. Na kapildru bylo nasledné vlozeno napéti o velikosti
—-30 kV aroztok v kapilafe byl zaroven mobilizovan tlakem 5 kPa aplikovanym na vstupnim
konci kapilary. Jako BGE byl pouzit fosfatovy pufr (pH = 7,0) o koncentraci 1-102 mol 1!
s obsahem CTAB o koncentraci 2:10* mol I"'. Na zakladé migra¢nich ¢asti analytii
a thiomocoviny byla vypocitana efektivni mobilita analytt stejné, jako je uvedeno v kapitole
3.4. Nasledn¢ byla zmétena efektivni mobilita stejnych analytl s tim rozdilem, Ze byly
do BGE ptidany liposomy tak, aby jejich koncentrace byla 0,1, 0,2 nebo 0,3 mg ml™.
Pro metodu LEKC byly pouzivany prazdné liposomy, které byly pripraveny z DSPC, DSPG
a PEG2000-DMPE (7,5 : 2,2 : 0,3) o sumarni koncentraci 5 mg ml"!. V§echna méfeni byla

provedena tfikrat.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Velikost a {-potencial liposomii

Vysledky z méfeni velikosti liposomt a jejich {-potencialu pomoci metody DLS byly
laskavé poskytnuty Ing. Martinem Balouchem z Ustavu chemického inZzenyrstvi VSCHT.
Pii piipravé liposomt DSPC-DSPG-PEG2000-DMPE a DSPC-DSPG-PEG2000-DMPE-
NBDPC byla pfti extruzi lipidovéa suspenze protlacena skrze polykarbonatovou membranu
spory o velikosti 400 nm. Velikost vzniklych liposomi by tak méla byt
po extruzi mensi, popiipadé rovna 400 nm (Obr. 5 a 6). Z Tab. 1 je vSak patrné, ze je velikost
liposomti DSPC-DSPG-PEG2000-DMPE mnohem vétsi. V roztoku pufru totiz dochazi
ke vzajemné adhezi liposomil, coz se projevuje veétsi velikosti liposomil pii méteni DSL
metodou. V piipad¢ liposomi DSPC-DSPG-PEG2000-DMPE-NBDPC k adhezi nedoslo
a jejich velikost je skute¢né mensi nez 400 nm. Rozdil v chovani obou typt liposomit mtze
byt zpisobem pritomnosti fluorescencni znacky na povrchu castic, kterd jejich adhezi
potlac¢uje. Oba typy liposomi vykazuji negativni (-potencial, coz je pro kapilarni
elektroforézu dulezita informace, ktera potvrzuje, ze budou podle piredpokladu migrovat

smérem k anodé.

Tab 1. Median velikosti a medidan {-potencialu ze tii méreni vzorku liposomii.

d SD RSD {poten. SD RSD

Typ liposomt
[nm]  [nm]  [%]  [mV] [mV]  [%]
DSPC-DSPG-PEG2000-DMPE 906,8 859 95 -11,2 0,2 1,8
DSPC-DSPG-PEG2000-DMPE-
3209 238 74 -37.,8 1,4 3.8
NBDPC
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Obr. 5 Intenzitni distribuce velikosti liposomiu DSPC-DSPG-PEG2000-DMPE.

20

15

10

Intenzita [%)]

0 |
0 500 1000 1500 2000 2500
velikost [nm]

Obr. 6 Intenzitni distribuce velikosti liposomiit DSPC-DSPG-PEG2000-DMPE-NBDPC.

4.2 Mobilita elektroosmotického toku

P11 elektroforetickych separacich v klasickém uspotadani, s anodou na vstupnim konci
kapilary a elektroosmotickym tokem smétujicim ke katod€, migruji zaporné nabité latky
proti sméru EOF zpét ke vstupnimu konci kapilary. Pokud je jejich mobilita vysoka, mohou
vymigrovat z kapilary jejim vstupnim koncem, aniz by prosly detektorem. Pokud je jejich
mobilita nizsi, EOF je strhne s sebou smérem ke katod¢, nicméné jejich migracni Casy
mohou byt velmi dlouhé. Pti separacich zdporné€ nabitych latek se proto Casto ptistupuje
k obraceni sméru EOF. V této praci byly studovany zaporné€ nabité liposomy, v n€kterych
pfipadech spolecné se zaporné nabitym 5-FU, proto byl smér EOF obracen pifidanim

povrchové aktivni latky CTAB do zakladniho elektrolytu. Pro lepSi pochopeni dé&ji
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v kapilate byl tedy nejprve zkouman vliv koncentrace CTAB na mobilitu EOF (Obr. 7).
S rostouci koncentraci CTAB v zakladnim elektrolytu doslo k obraceni katodické mobility
EOF na anodickou mezi hodnotami koncentrace CTAB 1:10* a 2:10* mol I"!. Anodick4
mobilita EOF dosahla maximalni hodnoty pfi koncentraci 610 mol 1. P¥i této koncentraci
byla sténa kapilary jiz zcela pokryta CTAB. S dalSim zvySenim koncentrace CTAB
v zakladnim elektrolytu doslo k mirnému zpomaleni anodického EOF zplisobenému

zvysujici se 1ontovou silou zakladniho elektrolytu.
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Obr. 7 A: Zavislost mobility EOF na koncentraci CTAB v zdkladnim elektrolytu. B: Detail
pro nizké koncentrace CTAB v zdkladnim elektrolytu. Méreni bylo provedeno metodou
uvedenou v kapitole 3.3. Koncentrace thiomocoviny 1 mg ml!. BGE tetraboritan sodny

(pH = 9,1) o koncentraci 1107 mol ' sobsahem CTAB v rozsahu koncentraci

0,01-107 — 20107 mol I'.

4.3 Mobilita 5-fluoruracilu

Jelikoz v nékterych experimentech byl do liposomu enkapsulovan 5-FU, byla v ramci
piipravnych experimentii zmétfena jeho pozorovana mobilita v BGE o riizné koncentraci

CTAB. Z pozorované mobility 5-FU a mobility EOF byla nasledné¢ vypoctena efektivni
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mobilita 5-FU (Obr. 8). Z Obr. 8 je viditelné, ze 5-FU vykazuje zdpornou efektivni mobilitu,
coz odpovidd jeho aniontové povaze, a s rostouci koncentraci CTAB dochéazi k jeho
zpomalovani vlivem tvorby kladn¢ nabitych micel a jeho interakce s nimi. Kritickd micelarni
koncentrace CTAB ve vodé je 9-10* mol 1"! (cit. 73). Ke zpomalovani 5-FU dochazi viak
jiz pii nejnizsich koncentracich CTAB, tj. 5-10° a 1-10* mol I''. K poklesu mobilit dochazi
obecné také vlivem rostouci iontové sily, v takto nizkych koncentracich CTAB je vSak jeho
vliv na celkovou iontovou silu BGE zanedbatelny. Je tedy zfejmé, ze 5-FU interaguje

i s volnymi molekulami CTAB, jesté pted vznikem micel.
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Obr. 8 Zavislost efektivni mobility 5-FU na koncentraci CTAB v zdkladnim elektrolytu.
Meéreni bylo provedeno metodou uvedenou v kapitole 3.4. Koncentrace 5-FU 0,5 mg ml.
BGE tetraboritan sodny (pH = 9,1) o koncentraci 1-10> mol I'' s obsahem CTAB v rozsahu
koncentract 0,01-107 — 15107 mol I,

4.4 Mérenis DPPC-DPPG-PEG2000-DMPE

4.4.1 Optimalizace metody méreni s liposomy

Na zaatku experimentll s liposomy bylo nutné najit vhodny BGE a vhodné
experimentalni podminky. K méteni byly pouzity liposomy piipravené z DPPC, DPPG
a PEG2000-DMPE o sumarni koncentraci 5 mg ml™! s enkapsulovanym 5-FU o koncentraci
0,5 mg ml!. Prvnim vyzkou$enym BGE byl tetraboritan sodny (pH = 9,1) o koncentraci
1-102 mol I''. Stimto BGE byly zméfeny elektroferogramy vzorku samotného 5-FU
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o koncentraci 0,5 mg ml"! a vzorku liposomd, ke kterému byla pfidana thiomo&ovina jako
marker EOF o koncentraci 0,1 mg ml!. Vzorky byly ddvkovany hydrodynamicky tlakem
5 kPa po dobu 5 s. Na kapilaru bylo nasledné bud’ vlozeno napéti 30 kV (Obr. 9A), nebo byl
vzorek posunut do kapilary tlakem 10 kPa po dobu 120 s, nasledné¢ bylo na kapilaru
aplikovano napéti 30 kV po dobu 30 s a zony vzorku byly tlakem 10 kPa mobilizovéany skrze
detektor (Obr. 9B). Na Obr. 9A je viditelné, ze v tomto systému je rychly EOF, jelikoz
migracni ¢as thiomocoviny je necelé dvé minuty. V obou ptipadech se objevuje pik, jehoz
spektrum odpovida 5-FU (Obr. 10), a ktery ma del$i migracni ¢as nez thiomocovina. To je
v souladu se zapornym nabojem 5-FU a kladnou polaritou vloZené¢ho napéti. V piipade
vzorku s liposomem dochazi k vyraznému prodlouzeni migra¢niho ¢asu 5-FU a také rozmyti
jeho zony. To by mohlo byt zpisobeno mimo jiné interakci 5-FU s liposomy. Pokud by
liposomy migrovaly v anodickém sméru rychleji nez 5-FU, prodluzovala by jejich interakce
migracni ¢as 5-FU. Liposomy se €asto sorbuji na vnitini sténu kapilary. Druhym moznym
vysvétlenim prodlouzeni migraéniho Casu je interakce 5-FU s liposomy adsorbovanymi
na sténu kapilary.

Pfi experimentu na Obr. 9A bylo napéti vlozeno po celou dobu experimentu.
V nékterych ptipadech mlze v prubéhu méteni dochézet k vyraznému rozmyti zon, takze
v detektoru jiZ nemusi byt rozeznatelné. Pro zobrazeni stavu po kratSim case od vloZeni
nap¢ti, je mozno pouzit typ experimentu, jehoz vysledek je na Obr. 9B. Napéti se vlozi jen
na kratky casovy usek a zony se nésledné¢ mobilizuji vlozenim tlaku na vstupni konec
kapilary, diky ¢emuz projdou detektorem. Na Obr. 9B vsak neni pfitomen zadny pik, ktery
by bylo moZno pfisoudit liposomlm ani po pouhych 30 s vlozeni napéti.

Pti dalsim experimentu byl obracen smér EOF. Do tetraboritanu sodného (pH =9,1)
o koncentraci 1-102 mol I'! byl pfidan CTAB o koncentraci 2-10™* mol I"!. V tomto ptipadé
byla pouzita negativni polarita napéti, diky tomu meél 5-FU krat§i migracni ¢as nez
thiomoCovina. Pfi obou typech experimentu (Obr. 11A a 11B) se pfed pikem 5-FU (2)
objevil dalsi pik, ktery by mohl odpovidat liposomu s enkapsulovanym 5-FU. Pik volného
5-FU vykazoval absorpcni spektrum charakteristické pro 5-FU v UV oblasti, avSak pik,
ktery by mohl odpovidat liposomu s enkapsulovanym 5-FU, nevykazoval zadnou absorpci
zatfeni v UV oblasti. Tetraboritan sodny mé coby zakladni elektrolyt nekteré vyhodné
vlastnosti pti béZnych analytickych aplikacich. Pfi studiu sloZzitéjSich systému zahrnujicich
vzajemné interakce jejich slozek a podobné je vSak problematicky, protoze vytvaii rizné
klastry a komplexy. Proto byl na zavér vyzkouSen jako BGE fosfatovy pufr (pH = 7,0)

o koncentraci 1-10? mol 1"! s kladnou polaritou napéti (Obr. 12). Z Obr. 12 je patrné, Ze se
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na elektroferogramech vzorku liposomil nachéazi opét pik 5-FU (2) a pik thiomocoviny (1),
ale nenachdzi se tam zadny jiny jasné¢ rozliSitelny pik, ktery by odpovidal liposomu
s enkapsulovanym 5-FU. Ztohoto divodu byl pro dalsi méfeni s liposomy
DPPC-DPPG-PEG2000-DMPE pouzivan jako BGE tetraboritan sodny (pH = 9,1)

o koncentraci 1:102mol I'' s CTAB o koncentraci 2-10™* mol 1.
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Obr. 9 Elektroferogram vzorku liposomu s enkapsulovanym 5-FU s pridavkem
thiomocoviny a elektroferogram samotného 5-FU. Koncentrace 5-FU 0,5 mg ml!
a thiomocoviny 0,1 mg ml’. Pik (1) thiomocovina, pik (2) volny 5-FU. BGE tetraboritan
sodny (pH = 9,1) o koncentraci 1-107 mol I!, UV detekce 200 nm. A: hydrodynamické
davkovani (5 kPa, 5 s), separacni napéti 30 kV, B: hydrodynamickeé davkovani (5 kPa, 5 s),
vzorek zasunut do kapilary (10 kPa, 120 s), separacni napéti (30 kV, 30 s), zony vzorku

mobilizovany skrze detektor tlakem 10 kPa.
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Obr. 10 Absorpcni spektra thiomocoviny a volného 5-FU z elektroferogramu na Obr. 9.

A: absorpcni spektrum thiomocoviny, B: absorpcni spektrum volného 5-FU.
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Obr. 11 Elektroferogram vzorku liposomu s enkapsulovanym 5-FU s pridavkem
thiomocoviny a elektroferogram samotného 5-FU. Koncentrace 5-FU 0,5 mg ml'!
a thiomocoviny 0,1 mg ml'. Pik (1) thiomocovina, pik (2) volny 5-FU. BGE tetraboritan
sodny (pH = 9,1) o koncentraci 1-10 mol I'' s obsahem CTAB 2-10-* mol I, UV detekce
200 nm. A: hydrodynamické davkovani (5 kPa, 5 s), separacni napeti —30 kV,
B: hydrodynamické davkovani (5 kPa, 5 s), vzorek zasunut do kapilary (10 kPa, 120 s),
separacni napéti (=30 kV, 30 s), zony vzorku mobilizovany skrze detektor tlakem 10 kPa.
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Obr. 12 Elektroferogram vzorku liposomu s enkapsulovanym 5-FU s pridavkem
thiomocoviny a elektroferogram samotného 5-FU. Koncentrace 5-FU 0,5 mg ml’!
a thiomocoviny 0,1 mg ml-. Pik (1) thiomocovina, pik (2) volny 5-FU. BGE fosfatovy pufr
(pH = 7,0) o koncentraci 1-10> mol I!, UV detekce 200 nm. A: hydrodynamické davkovani
(5 kPa, 5 s), separacni napéti 30 kV, B: hydrodynamické davkovani (5 kPa, 5 s), vzorek
zasunut do kapilary (10 kPa, 120 s), separacni napeti (30 kV, 30 s), zony vzorku

mobilizovany skrze detektor tlakem 10 kPa.
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4.5 Mérenis DSPC-DSPG-PEG2000-DMPE

K identifikaci piku liposomt, pfipravenych z DSPC-DSPG-PEG2000-DMPE,

v elektroferogramech byl nejdiive zméfen elektroferogram samotného 5-FU (Obr. 13).
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Obr. 13 Elektroferogram vzorku samotného 5-FU. Hydrodynamické davkovani (5 kPa, 5 s),
separacni napéti —30 kV, koncentrace 5-FU 0,5 mg ml!, BGE fosfatovy pufr (pH = 7,0)
o koncentraci 1-10 mol I'' s obsahem CTAB o koncentraci 2-10* mol I!, UV detekce

200 nm.

Nasledné byl zméten elektroferogram smési, kterd obsahovala vzorek prazdného
liposomu a vzorek liposomu s enkapsulovanym 5-FU smisené v objemovém poméru 1:1.
Pik (1) na elektroferogramu odpovida liposomu s enkapsulovanym 5-FU a pik (2) odpovida
volnému 5-FU (Obr. 14). Oba tyto piky vykazovaly absorp¢ni spektrum 5-FU v UV oblasti
(Obr. 15).
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Obr. 14 Elektroferogram smési obsahujici vzorek prazdného liposomu a vzorek liposomu
s enkapsulovanym 5-FU smisené v objemovém pomeru 1:1. Pik (1) liposom
s enkapsulovanym 5-FU, pik (2) volny 5-FU. Hydrodynamické davkovani (5 kPa, 5 s),
separacni napéti —30 kV, BGE fosfatovy pufr (pH = 7,0) o koncentraci 1-10 mol I’
s obsahem CTAB o koncentraci 2:10% mol I'!, UV detekce 200 nm.
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Obr. 15 A: Absorpcni spektrum piku (1) z Obr. 14, B: Absorpcni spektrum piku (2)
z Obr. 14.

K ovéfeni piedpokladu, ze pik (1) z Obr. 14 patii liposomu s enkapsulovanym
5-FU a pik (2) volnému 5-FU, byly zméteny elektroferogramy vzork samotnych lipida
DPPG, DPPC a PEG2000-DMPE, ze kterych byly liposomy pfipraveny (Obr. 16).
Ke kazdému vzorku lipidi byl pfidan 5-FU. Na ziskanych elektroferogramech bylo patrné,
ze se pred pikem 5-FU nenachézi zadny jiny pik, a Ize tedy piedpokladat, ze pik (1)
na Obr. 14 patii liposomu s enkapsulovanym 5-FU, nikoli néjakému druhu asociatu

n¢kterého z lipida s 5-FU.

41



Ptiporovnani Obr. 13, 14 a 16 je zfejmé, Ze v pfitomnosti liposomt se vyrazné zkratil
migracni Cas 5-FU, zatimco pfitomnost jednotlivych lipidi ovlivnila migracni ¢as pouze
mirné. Pfi¢ina tohoto jevu neni zfejma. Jednim z moznych vysvétleni je interakce volného

5-FU s povrchem rychle migrujicich liposomt, ktera by urychlila jeho migraci.
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Obr. 16 Elektroferogramy jednotlivych lipidu. Pik na elektroferogramech patii 5-FU.
Hydrodynamické davkovani (5 kPa, 5 s), separacni napéti —30 kV, koncentrace jednotlivych
lipidii 10 mg ml', koncentrace 5-FU 0,5 mg ml!, BGE fosfatovy pufr (pH = 7,0)
o koncentraci 1-10> mol I'' s obsahem CTAB o koncentraci 2-10* mol I!, UV detekce

200 nm.

42



V ramci experimentli s DSPC-DSPG-PEG2000-DMPE byly pozorovany liposomy
obsahujici enkapsulovany 5-FU, coz bylo potvrzeno porovnanim spekter pika. Prazdné

liposomy nebyly detegovany, pravdépodobné kviili jejich slabé absorpci UV zafeni.

4.6 Liposomalni elektrokineticka chromatografie

4.6.1 Optimalizace podminek

Pii metodé¢ LEKC jsou liposomy pfidavany do zdkladniho elektrolytu. Diky tomu,
ze byl k dispozici velmi maly objem vzorku prazdnych liposomti, bylo nutné pokusit se snizit
jeho spotfebu. Namisto klasickych vialek o objemu 600 pl, které se bézné¢ pro BGE
pouzivaji, je mozné vyuzit konické vialky uréené pro vzorky, pfipadné sklenéné inserty
do klasickych vialek. V téchto nadobkach se pouZivaji objemy v fadu desitek mikrolitrti.
Pouzitim vialek s mensim objemem by tak doSlo ke sniZzeni spotiteby vzorku liposomtl.
Zaroven vsak pii kazdém méteni dochézi k elektrolyze BGE a miize dochazet k adsorpci
liposomt na stény vialek. Pokud je vyrazné¢ mensi objem BGE ve vialce, zména slozeni
zpisobena elektrolyzou i zména koncentrace volnych liposomt zpiisobend jejich adsorpci
se projevi nadsobn¢ vyraznéji a rychleji. Bylo tedy nutno ovéfit, jaky vliv mé pouziti mensiho
objemu BGE v konkrétnich podminkach této prace. Pro optimalizaci podminek byla
zméfena efektivni mobilita 5-FU podle metody wuvedené v kapitole 3.5
pro rizné typy vialek se zdkladnim elektrolytem bez piidavku liposomit (Tab. 2)
a spiidavkem liposomi (Tab. 3). Objem BGE byl v normélnich vialkach 600 pl,
v konickych vialkach 200 ul a ve sklenénych insertech 150 pl. Z Tab. 2 1 3 je viditelné, ze
v sérii tii méfeni dochéazi pro vSechny typy vialek k postupnému zvySovani absolutni
hodnoty efektivni mobility 5-FU. Relativni odchylky mobility ziskané pifi naslednych
méfenich jsou nejmensi pro normalni vialky, ve kterych byl pouzit nejvétsi objem BGE.
Plati to pro BGE s ptidavkem 1 bez ptidavku liposomti. Toto zjiSténi podporuje hypotézu, ze
posun hodnot je dan postupnou degradaci BGE zpasobenou elektrolyzou. Pfidanim
liposomti do zakladniho elektrolytu doslo ke snizeni absolutni hodnoty efektivni mobility
5-FU u v8ech tii méfeni v sérii pfi pouziti normalnich vialek se sklenénymi inserty. Naproti
tomu v normalnich polypropylenovych vialkach byly naméteny prakticky stejné hodnoty
mobility 5-FU jako bez liposomu. V piipadé polypropylenovych konickych vialek se
absolutni hodnota efektivni mobility 5-FU dokonce mirn¢ zvysila. To mtze byt zptisobeno
tim, ze u sklenénych insertli dochazi k mnohem mensi adsorpci liposomt na sténu vialek.

Naopak u polypropylenovych normalnich a kénickych vialek miize byt adsorpce vétsi, coz
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vede k tomu, Ze se v BGE nachazi mensi koncentrace volnych liposomt, se kterymi miize
5-FU interagovat. Vialky se sklenénymi inserty byly ztoho diivodu nésledné pouzity
pro BGE u metody LEKC.

Tab. 2 Vypocitana efektivni mobilita 5-FU pro ruzné typy vialek se zakladnim elektrolytem.
BGE: fosfatovy pufir (pH = 7,0) o koncentraci 1-107° mol I' s obsahem CTAB o koncentraci
2:10* mol I,

Uere-10° [m?V-1s] Duerr [%]
oL konické inserty normalni konické inserty normalni
¢. méfeni
(200 ul) (150 ul) (600 ul) (200 ul) (150 ul) (600 ul)
1 -5,08 -5,13 -5,03
2 -5,63 -5,66 -5,18 -10,8 -10,3 -3,0
3 -5,92 -5,80 -5,21 -16,5 -13,1 -3,6

Tab. 3 Vypocitana efektivni mobilita 5-FU pro riizné typy vialek se zakladnim elektrolytem.
BGE: fosfatovy pufir (pH = 7,0) o koncentraci 1-107 mol I' s obsahem CTAB o koncentraci

2:10* mol I'" a liposomy o koncentraci 0,1 mg ml-'.

Uere-10° [m?V-1s] Duetr [%]
oL konické inserty normalni konické inserty normalni
¢. méfeni
(200 ul) (150 ul) (600 ul) (200 ul) (150 ul) (600 ul)
1 -5,77 -4,35 -5,06
2 -5,95 -4,63 -5,15 -3,1 -6,4 -1,8
3 -6,36 -4,90 -5,16 -10,2 -12,6 -2,0

4.6.2 Efektivni mobilita analyta

Piinosem metody LEKC je moznost zvySeni selektivity separaci prostfednictvim
interakci analytl s liposomy. Aby mohla byt metoda k tomuto Gc¢elu vyuzita, musi analyty
interagovat s liposomy. Analyty s podobnymi mobilitami pak musi s liposomy interagovat
ruzn¢ siln¢€, aby mohly jejich interakce piispét k jejich separaci. Za ucelem hodnoceni
pouzitelnosti zkoumanych liposomil pro LEKC byly interakce nékterych analytti s liposomy
sledovany prostfednictvim zmény jejich efektivni mobility v zavislosti na koncentraci
liposomu v zdkladnim elektrolytu podle metody uvedené v kapitole 3.5. Z kladné nabitych
analytt byly vyzkouSeny tryptamin, p-toluidin, NEDA a tetraarginin. Ze zdporn¢ nabitych
analytti pak 5-fluoruracil, L-tyrosin a paracetamol a z latek neutralnich abacavir, adenin

a 17-B-estradiol. Struktury pouzitych analytd jsou ukdzany na Obr. 17 a jejich koncentrace
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jsou uvedeny v Tab. 4. Ke kazdému analytu byla pfiddna thiomocovina jako marker EOF

tak, aby jeji vysledna koncentrace ve vzorku byla 0,1 mg ml'.
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Obr. 17 Struktura jednotlivych analytii testovanych v metodé LEKC. A: tryptamin,
B: p-toluidin, C: NEDA, D: 5-FU, E: L-tyrosin, F: paracetamol, G: abacavir, H: adenin,

1: 17-B-estradiol a J: tetraarginin.
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Liposomy byly pfidavany do BGE tak, aby jejich vyslednd koncentrace byla
0,1 mg ml™!. Pro p-toluidin byla vyzkousena i vyssi koncentrace liposomii v BGE, a to
0,2 a 0,3 mg ml!. Vys§i koncentrace liposomii nebyly pouzity ztoho diivodu,
ze v elektroferogramech dochazelo ke vzniku velkého mnozstvi spikli. Pfidavek liposoml
do zékladniho elektrolytu ovlivnil efektivni mobilitu 5-fluoruracilu, tryptaminu a p-toluidinu
(Tab. 5). Efektivni mobilita 5-FU se diky jeho interakci se zdporn€ nabitymi liposomy snizila
o 18,2 %. Je zfejmé, Ze absolutni hodnota efektivni mobility liposomil byla vyrazné niZsi
nez absolutni hodnota efektivni mobility 5-FU. Tryptamin a p-toluidin jsou latky kladné
nabité a migruji tedy proti sméru migrace liposomi. Zaroveil se zaporné nabitymi liposomy
elektrostaticky interaguji, ¢imz dochazi ke zpomaleni jejich efektivni mobility. Efektivni
mobilita tryptaminu se sniZila 0 9,2 % a efektivni mobilita p-toluidinu o 16 %. Efektivni
mobilita p-toluidinu byla oproti efektivnim mobilitdm ostatnich analyti méfena i pii vyssi
koncentraci liposomt v BGE. Latky neutralni migrovaly s markerem EOF thiomoc¢ovinou
a pridavek liposomi do zakladniho elektrolytu nevedl ke zméné jejich efektivni mobility,
a tedy ani k separaci nenabitého analytu a thiomocoviny.

Provedené experimenty ukazaly, Ze studované liposomy v principu mohou byt
pouzity pro optimalizaci separace n¢kterych kladn€ nebo zaporné nabitych latek. Interakce
testovanych latek s liposomy nebyly extrémné silné, nicméné zména mobility o 10 nebo

témer 20 % v ptipade 5-FU mize pro separaci analyt v n¢kterych ptipadech postacovat.

Tab. 4 Koncentrace jednotlivych analytii vyzkousenych v metode LEKC.

o c . Y e c o c
kladn¢ nabité [mg ml'] zaporn¢ nabité [mg ml"'] neutralni [me ml!]
tryptamin 0,01 5-fluoruracil 0,5 abacavir 0,05
p-toluidin 0,05 L-tyrosin 0,1 adenin 0,05
NEDA 0,05 paracetamol 0,05 17-B-estradiol 0,25
tetraarginin 0,05
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Tab. 5 Vypocitané mediany efektivni mobility 5-fluoruracilu, tryptaminu a p-toluidinu.

Cliposom median per-10° SD - 10° RSD Aller
mgml"]  [mVls!]  [mPVis] [%] 1%].
5-fluoruracil 0 - 5,66 0,35 6,25
0,1 - 4,63 0,28 5,94 +18,2
tryptamin 0 252 0,25 0,99
0,1 22,9 0,38 1,65 9.2
0 1,25 0,04 3,34
. 0,1 1,26 0,04 3,07 +0,8
p-toluidin 0,2 1,19 0,05 4,45 48
0,3 1,05 0,39 38,1 16,0

4.7 Mérenis DSPC-DSPG-PEG2000-DMPE-NBDPC

Vzhledem k tomu, Ze s pouzitim UV absorpéni detekce se nepodatilo detegovat
prazdné liposomy, byly provedeny experimenty s pouZitim detekce fluorescencni.
Pro méteni s CE-LIF byly pouzity prazdné liposomy DSPC-DSPG-PEG2000-DMPE-
NBDPC o sumarni koncentraci 5 mg ml!. Na PC t&chto liposomii byl navizan
nitrobenzoxadiazol, ktery fungoval jako fluorescenéni znacka pro LIF detektor. Pro prvotni
méfeni s témito liposomy byly pouZity experimenty, pii kterych se davkoval vzorek
tradi¢né na konci kapildry vzdalenéjSim od detektoru. Zéna vzorku byla néasledné tlakem
zasunuta do kapilary a na kapildru se na kratky ¢asovy tsek vlozilo napéti. Nakonec byly
zony vzorku tlakem mobilizovany skrze detektor. V tomto uspotfadani nebylo dosaZeno
uspokojivych vysledki. Jednou z pficin mohla byt adsorpce liposoml na vnitini sténu
kapilary. Aby se zkratila doba pobytu liposomu v kapilaie a draha, kterou museji kapilarou
urazit, bylo pfistoupeno k davkovani liposomi na konci kapilary, ktery se nachézi blize
k detektoru. Pti davkovani vzorki na opaény konec kapilary je obvykle nutné rovnéz obratit
polaritu vloZzeného napéti. V tomto ptipad¢ bylo vkladano kladné napéti, coz znamena, ze
na konci kapilary, kam byly davkovany liposomy, se nachéazela katoda.
EOF v tomto uspotadani smétoval ke katod¢, tedy smérem od detektoru ke konci, na ktery
byl davkovan vzorek. Zaporn€ nabité liposomy migrovaly proti sméru EOF k anodg¢, a tedy
od konce, kam byly davkovany, k detektoru. Jednotlivé experimenty byly provedeny se 3

riznymi BGE o rozdilném pH a iontové sile.
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Pro jednotlivé BGE byla vypocitana iontova sila, mobilita EOF a rychlost EOF, které
jsou uvedeny v Tab. 6. Z Tab. 6 je patrné, ze snizenim pH dochazi ke snizeni rychlosti EOF.
To je v souladu s tim, ze kyselé pufry nepodporuji disociaci silanolovych skupin kifemenné
kapilary, ¢imZ dochazi ke sniZeni povrchového naboje vnitini stény kapilary a ke vzniku
pomalého EOF. Zrychleni EOF u acetatového pufru oproti fosfatovému pufru lze vysvétlit

Cwwr

(-potencialu vyssi, coz vede k rychlejSimu EOF.

Tab. 6 Vypocitana iontova sila, mobilita EOF a rychlost EOF pro jednotlivé typy pufrii.

Koncentrace vsech pufiii 1-10 mol I

. 3 . 104
I [mmol I"'] [’l;; gf\,_lls(_)l] Ve[or; Sll(;
Fosfatovy pufr pH = 7,0 20 2,32 7,32
Fostfatovy pufr pH = 6,4 14 2,18 6,87
Acetatovy pufr pH =15,5 8,5 3,13 9,85
Acetatovy pufr pH = 4,7 5 2,65 8,34
Kys. fosforecna pH = 2,6 7,6 0,58 1,82

Pro interpretaci vysledkii méteni je dualezité znat alesponl piibliznou polohu EOF
v elektroferogramu. Pfi méfeni EOF byla jako neutrdlni marker pouzita thiomocovina, ktera
byla detegovana UV detektorem. Liposomy vSak byly detegovany pomoci LIF, ktery
pro thiomocovinu signal neposkytuje. Proto byl cas, ve kterém prochazela zdna
thiomocCoviny LIF detektorem, dopocitana na zaklad¢ znalosti rychlosti EOF, rychlosti
pratoku v kapildfe pfi mobilizaci zon tlakem a dalSich experimentalnich parametri. Tento
vypocitany ¢as EOF byl v elektroferogramech oznacen oranzovou teckou. JelikoZ se jedna
o relativné komplikovany vypocet zahrnujici fadu proménnych, je pii hodnoceni vysledkil
nutno brat v potaz ur¢itou nejistotu takto vypocitané¢ho ¢asu EOF.

Na Obr. 18 jsou elektroferogramy vzorku prazdnych liposomt,, méfené pro rizné
dlouhou dobu vkladani napéti na kapilaru pii pouziti fosfatového pufru jako BGE (pH = 7,0)
o koncentraci 1-102mol I"'. Pokud bylo na kapilaru vkladdno napéti po dobu 20 s nachézel
se na elektroferogramu jeden pik, ktery se v podstaté piekryval s casem EOF. Pti vlozeni
napéti na kapilaru po dobu 50 s doslo k separaci vzorku liposomt na dvé rizné frakce. Obé
se pohybovaly v opa¢ném sméru nez EOF, tedy jako anionty. Jedna velmi pomalu, druha

vyrazné rychleji. Na Obr. 19 a 20 jsou elektroferogramy pro stejné experimenty, pfi kterych
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byly pouzity BGE o niz$im pH a to fosfatovy pufr (pH = 6,4) o koncentraci 1-102mol 1!
a acetatovy pufr (pH = 5,5) o koncentraci 1-102 mol 1", Stejné jako v predeslém piipadé
dochdzi k migraci liposomti smérem k anodé a s delSim ¢asem vkladani napéti k separaci
dvou frakci liposomu. Z elektroferogramii na Obr. 18 a 19 je patrné, Ze se s klesajicim pH
zmenSuje pomé&r pohyblivejsi frakee liposomi vici frakei méné pohyblivé. Tento trend je
patrny i na Obr. 21, kdy byl pouzit jako BGE acetatovy pufr o jesté nizsim pH (pH = 4,7)
a o koncentraci 1-102mol 1"'. To by mohlo byt snizenym stupném disociace fosfatovych
skupin fosfolipidl tvoticich liposomy. Na zavér byla pouzita jako BGE kyselina fosforec¢na
(pH = 2,6) o koncentraci 1-102 mol I"\. Elektroferogramy z t&chto méfeni obsahovaly velké
mnozstvi spikii a nebylo v nich mozné identifikovat zadné piky, které by odpovidaly

liposomum.
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Obr. 18 Elektroferogramy vzorku prazdného liposomu s ruznou dobou vkladani napeéti.
Hydrodynamickeé davkovani (-5 kPa, 5 s), vzorek zasunut do kapilary (-5 kPa, 30 s),
separacni napéti (20 kV po dobu 20 a 50 s), vzorek mobilizovan skrz detektor tlakem —5 kPa.
BGE fosfatovy pufr (pH = 7,0) o koncentraci 1-107° mol I!. EOF oznacen oranZovou teckou.
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Obr. 19 Elektroferogramy vzorku prazdného liposomu s riznou dobou vkladani napéti.
Hydrodynamicke davkovani (-5 kPa, 5 s), vzorek zasunut do kapilary (-5 kPa, 30 s),
separacni napéti (20 kV po dobu 10— 50 s), vzorek mobilizovan skrz detektor tlakem —5 kPa.
BGE fosfatovy pufir (pH = 6,4) o koncentraci 1-10° mol I!. EOF oznacen oranzovou teckou.
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Obr. 20 Elektroferogramy vzorku prazdného liposomu s riznou dobou vkladani napéti.

Hydrodynamické davkovani (=5 kPa, 5 s), vzorek zasunut do kapilary (-5 kPa, 30 s),

separacni napéti (20 kV po dobu 10— 50 s), vzorek mobilizovan skrz detektor tlakem —5 kPa.

BGE acetdtovy pufr (pH = 5,5) o koncentraci 110 mol I!. EOF oznacen oranzovou teckou.
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Obr. 21 Elektroferogramy vzorku prazdného liposomu s riznou dobou vkladani napeéti.

Hydrodynamické davkovani (=5 kPa, 5 s), vzorek zasunut do kapilary (<=5 kPa, 30 s),

separacni napéti (20 kV po dobu 10— 50 s), vzorek mobilizovan skrz detektor tlakem —5 kPa.

BGE acetatovy pufi (pH = 4,7) o koncentraci 1-107° mol I'. EOF oznacen oranZovou teckou.
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5 Zavér

V ramci této diplomové prace byly zkoumany moznosti vyuziti kapilarni elektroforézy
s UV-VIS a LIF detekci pro separaci a detekci prazdnych liposomi a liposomil
s enkapsulovanym 1é¢ivem. Béhem experimentti s liposomy DPPC-DPPG-PEG2000-
DMPE s enkapsulovanym 5-FU byly testovany zakladni elektrolyty rizného slozeni. Jako
vhodny zékladni elektrolyt pro méfeni byl nakonec vybran tetraboritan sodny (pH = 9,1)
o koncentraci 1-10% mol 1" s CTAB o koncentraci 2-10* mol I"!. P¥i analyze liposomi
s timto zakladnim elektrolytem se pfed pikem volného 5-FU objevoval dalsi pik, ktery
pravdépodobné pattil liposomim s enkapsulovanym 5-FU. Dal$imi studovanymi liposomy
byly liposomy pfipravené¢ z DSPC-DSPG-PEG2000-DMPE s enkapsulovanym 5-FU.
V ramci experiment byl v elektroferogramu identifikovan pik odpovidajici liposomim
s enkapsulovanym 5-FU i pik volného 5-FU, coz bylo potvrzeno porovnanim absorpcnich
spekter obou pikii.

Nésledné¢ byl zkoumdan potencial liposomti DSPC-DSPG-PEG2000-DMPE jako
pseudostacionarni faze pro separace analyti metodou LEKC na zdkladé zmény efektivni
mobility analytd po pfidavku liposomil do zdkladniho elektrolytu. Bylo testovano nékolik
kladn¢ nabitych, zaporn¢ nabitych 1 neutridlnich analyt. Interakci s liposomy doslo
ke zmén¢ efektivni mobility u zdporn¢ nabitého 5-FU a kladné nabitych analytt tryptaminu
a p-toluidinu. Efektivni mobilita zaporné nabitého 5-FU byla sniZzena o 18,2 % a efektivni
mobilita kladn€ nabitého tryptaminu a p-toluidinu o0 9,2 a 16 %. U neutralnich analyt
nedoslo ke zméné¢ efektivni mobility piidanim liposomt do zékladniho elektrolytu.

Na zavér byla kapilarni elektroforéza s LIF detekci pouzita pro analyzu prazdnych
liposomtit  DSPC-DSPG-PEG2000-DMPE-NBDPC obsahujicich fluorescen¢ni znacku.
Pro méfeni byla zvolena metoda, pfi které se naddvkovany vzorek liposomt tlakem zasune
do kapilary, nasledné¢ se na kratky casovy usek vlozi na kapilaru napéti a poté se zony vzorku
tlakem mobilizuji skrze detektor. V rdmci experimentl bylo zjiSténo, ze vlozenim napéti
dochazi k separaci dvou riznych frakei liposomti. Snizenim pH zdkladniho elektrolytu doslo
ke zmenSeni poméru pohyblivéjsi frakce liposomt vici frakei méné pohyblivé.

Tato prace slouzila jako zaklad pro dalsi vyzkum v oblasti analyzy a vyuziti liposomi
v kapilarni elektroforéze. Cilem bylo pifedevSim provéfit realizovatelnost rtznych
vyzkumnych sméri. Poznatky lze stru¢né¢ shrnout nasledovné: Kapilarni elektroforézu
s UV-VIS detekci lze pouzit kseparaci a detekci volného 1éCiva od liposomu

s enkapsulovanym léCivem, coz je zdkladem pro stanoveni ucinnosti enkapsulace.
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V kombinaci s LIF detekci je mozné separovat a detegovat také prazdné liposomy
bez enkapsulovaného 1éCiva, coz je dilezité pro charakterizaci liposomu jako takovych. Co
se tyCe moznosti vyuziti zkoumanych liposomi jako pseudostacionarni faze pro LEKC, bylo
zjisténo, Ze mobilita nékolika testovanych analytl se diky interakcim s liposomy méni.
Ackoli se zména mobility pohybuje do 20 %, je v principu mozné tuto metodu vyuZzit

v n¢kterych piipadech pro optimalizaci problematickych separaci.
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