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ABSTRAKT

Bakalatska prace se zabyva dermalni aplikaci kanabidiolu (CBD) pomoci lipidovych nosici,
konkrétné transferosomt, liposomil a nanostrukturovanych lipidovych nosict. V teoretické
¢asti jsou porovnany studované typy lipidovych nosict, jejich vyhody, nevyhody a zptsob
ptipravy. Déle je pfedstavena aktivni slozka CBD a jeji funkce v organismu. Zavérecna ¢ast
literarniho prehledu se zabyva studiemi, které zkoumaly feSenou problematiku. Prakticka
cast se vénuje pripraveé lipidovych nosicli a testovani jejich velikosti, zeta potencidlu
a stability. V konecné ¢asti prace je na modelu prase¢i kiize srovnana transdermalni

penetrace CBD enkapsulovaného do nosict.

Kli¢ova slova: lipidové nosice, transdermalni penetrace, CBD
ABSTRACT

The bachelor's thesis focuses on dermal application of cannabidiol (CBD) using lipid-based
carriers, specifically transferosomes, liposomes, and nanostructured lipid carriers. The
theoretical part compares studied types of lipid carriers, their advantages, disadvantages, and
methods of preparation. The active substance CBD and its function in the body is also
discussed. The final part of the literature review deals with studies that have summarised the
studied topic. The practical part deals with the preparation of lipid carriers and testing their
size, zeta potential and stability. In the final section of the thesis, the transdermal penetration

of CBD encapsulated in carriers is compared on a pig skin model.

Keywords: lipid carriers, transdermal penetration, CBD
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UVOD

Transdermalni a dermalni podani 1é¢iv i dalSich aktivnich latek pomoci nosicti na bazi lipida
ptfedstavuje alternativu k jejich tradicnimu zptsobu podéni a pfinasi fadu vyhod. Nevyhodou
této metody je vSak pfirozena bariérova funkce kize, zejména Stratum corneum, ktera

penetraci nékterych aktivnich molekul omezuje.

V posledni dobé se rozviji vyzkumy v oblasti lipidovych nosict, které mohou tuto
komplikaci vyfesit. Nosice na bazi lipidi mohou totiz zvysit penetraci u€innych latek do
ktze, jelikoz diky své lipidové povaze napodobuji strukturu kozni bariéry, coZ umoziuje
jejich efektivnéjsi prinik ptes Stratum corneum. Lipidové nosi¢e rovnéz zlepsSuji
biodostupnost latek, tedy jejich mnozstvi, které se dostane do cilového mista a zaroven
poskytuji aktivnim latkdm ochranu pted vnéjS$imi vlivy, jako je UV zéfeni nebo oxidace.
V neposledni fadé je jejich velkou vyhodou biokompatibilita a biodegradabilita, protoze jsou

tvofeny lipidy, které jsou télu vlastni a snadno odbouratelné.

Tato prace se zabyva studiem transferosomti, liposomll a nanostrukturovanych lipidovych
nosicl, které pro transdermalni podani aktivnich latek vyuzivaji své fyzikalné-chemické
vlastnosti jako napt. flexibilitu, schopnost enkapsulovat hydrofilni i lipofilni latky nebo

cileny transport k bunikam.

Pro enkapsulaci byl vyuzit kanabidiol (CBD), coz je jedna z nepsychoaktivnich slozek
rostliny Cannabis sativa. Diky svym protizanétlivym, analgetickym a antioxida¢nim
vlastnostem je CBD povazovan za vyznamnou latku pro vyuziti v dermatologii i farmacii.
Jeho hlavni nevyhodou vSak je skutecnost, Ze je to lipofilni molekula, coz komplikuje jeji
penetraci a absorpci kizi. Tento nedostatek 1ze odstranit pravé enkapsulaci CBD do

vhodného lipidového nosice.

Cilem préace bylo uvedené nosice ptipravit a zhodnotit jejich klicové vlastnosti (velikost,
zeta potencial vezikul a jejich stabilitu) a analyzovat jejich efektivitu, co se tyce

transdermalni absorpce.
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TEORETICKA CAST
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1 NOSICE AKTIVNICH LATEK NA BAZI LIPIDU

Hlavnim cilem u¢inného systému pro podéavani 1ékt (i dalich aktivnich latek) je dorucit
molekuly pfimo k specifickému mistu v téle, pfi¢emz je diilezité minimalizovat pfed¢asnou
degradaci 1éku a zajistit, aby se v misté ucinku udrzovala jeho optimalni koncentrace.
Metody pro tradi¢ni podavani 1¢kti maji n€kolik nevyhod, jako jsou riziko vynechédni davky,
kolisani hladiny 1éku v téle, vedlejsi ui¢inky, rychly metabolismus nebo toxicita. ReSenim
muze byt vyuziti modernich nosi¢ovych systémt, které jsou cilené na specifickd mista v téle.
Mezi tyto systémy patii nosice na bazi lipida, kterymi jsou napt. tuhé lipidové nanocastice,
liposomy, transferosomy, nanostrukturované lipidové nosi¢e a mnoho dalSich. V nasledujici

Casti bakalaiské prace budou nékteré z t€chto nosicl kratce predstaveny [1].

1.1 Liposomy

Liposomy jsou kulovité, jedno- i1 vicevrstvé vezikuly, které vznikaji diky schopnosti
fosfolipidii s diacylovymi fetézci spontanné tvofit organizované struktury ve vodnych
roztocich. V soucasné dob¢ jsou povazovany za jedny z nejbéznéji pouzivanych nano-nosici
hydrofobnich i1 hydrofilnich aktivnich molekul. Diky své dobré biokompatibilité, nizké
imunitni odpovédi a biodegradabilité jsou idedlnim prostiedkem pro dodani 1é¢iv i dalSich
aktivnich latek napf. pro kosmetiku. Tyto vezikuly umoziuji fizenou distribuci léciv
a zvysuji jejich rozpustnost v téle. Dalsi vyhodou liposomil je moznost modifikovat jejich
povrch, coz umoznuje cilené, dlouhodobé a stabilni uvoliiovani 1é¢iv. Mnoho liposomalnich
systému je jiz schvaleno pro pouziti v klinické praxi, zejména pfti 1€cbé rakoviny a infekci

zptisobenych plisnémi a viry [2].



14 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Cast

Hydrofilni 1éCivo

Hydrofobni |éCivo

Obrazek 1: Struktura liposomu [3] — upraveno

Liposomy lze podle jejich struktury rozdélit do ¢tyt kategorii, které se lisi velikosti a poctem

lipidovych dvojvrstev [2]:
e Malé unilamelarni vezikuly (SUV)
e Velké unilamelarni vezikuly (LUV)
e Multilamelarni vezikuly (MLV)
e Multivezikularni vezikuly (MVV)

Mezi nejbéznéjsi typ liposomu patii malé a velké unilamelarni vezikuly. Jejich struktura
umoziuje (dle lipofility/hydrofility) bud’ rovnomérné rozdéleni latek ve vnitinim prostoru
liposomu, ktery je naplnény vodnym prostfedim, nebo zachyceni latek do lipidové

dvojvrstvy [4].

Pii enkapsulaci hydrofilnich 1é¢iv/aktivnich latek se smés lipidii hydratuje vodnym
roztokem IéCiva. LéCivo se nasledné wuzavird do vnitini casti liposomu. Zbyly
neenkapsulovany material se odstraiiuje nejcastéji dialyzou. Kromé toho muze byt pro
dosazeni vysoké koncentrace 1é¢iva v liposomech vyuzita metoda dehydratace a rehydratace
jiz ptipravenych liposomt, coz je velmi efektivni pro zapouzdieni molekul, jako je DNA

nebo proteiny.

Pii enkapsulaci hydrofobnich 1é¢iv/aktivnich latek jsou léciva zachycena v hydrofobni

casti fosfolipidové dvojvrstvy liposomi. Pfi tomto procesu se 1é¢ivo rozpusti v organickém
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rozpoustédle a nasledné se smichd s fosfolipidy. Odpafenim tohoto roztoku se pfipravi suchy

lipidovy film s obsahem 1é¢iva a naslednou hydrataci se z n¢j vytvoti liposomy [4].

Pro vyrobu liposomt existuji ¢tyfi zdkladni metody, které se 1isi zptsobem, jakym jsou
lipidy extrahovany z organickych rozpoustédel a nasledné rozptyleny ve vodném prostredi.

V této casti bakalaiské prace jsou predstaveny dvé z téchto metod [5].

Metoda hydratace tenkého lipidového filmu (Banghamova metoda) je jednou
z nejstarsich a stale Siroce vyuzivanou technikou pro vyrobu liposomu. Pfi jejim pouziti se
smés fosfolipidl a cholesterolu (ptipadné lipofilnich aktivnich latek) rozpusti v organickém
rozpoustédle a nasledné se organické rozpoustédlo odstrani pomoci odpateni. Po odpareni
vznikne na stén¢ nadoby tenky lipidovy film. Tento film se poté hydratuje pfidanim vodného
roztoku pufru. Tato metoda se pouziva diky své jednoduchosti. Hydratované fosfolipidy ve
vodném roztoku vytvateji multilamelarni vezikuly (MLV), které jsou velikostné i tvarové
heterogenni. Pro ziskédni mensich a stejnych vezikul se MLV nasledné¢ podrobi napt. sonikaci

(pro tvorbu SUV) nebo extruzi ptes polykarbonatové filtry (pro tvorbu LUV).

Reverzni odparovaci technika je metoda, pti které se nejdtive lipidy rozpusti v organickém
rozpoustédle. Kdyz je tento roztok pfidan do vodného pufru, dochézi (napt. sonikaci)
k tvorbé emulze voda v oleji s obsahem velkych unilamelarnich reverznich vezikul (LUV).
Poté se rozpoustédlo odstrani na rotac¢ni odparce, coz vede k tvorbé viskdzniho gelu, nebo
dokonce suchého lipidového filmu. Ke gelu/filmu je nasledné ptidan pufr, kterym jsou
vezikuly rehydratovany Hlavni vyhodou této metody je, Ze znacna ¢ast vodné faze (az 62 %)
je zachycena uvnitf vezikul. Tento proces umoziuje efektivni zapouzdieni velkych

makromolekul.

Mezi dalsi metody patii napiiklad metoda odstranéni detergentu nebo technika vstiikovani

z rozpoustédla (ether nebo ethanol) [5].

1.2 Transferosomy

Tyto lipidové nosice jsou specidlnim typem liposomu a skladaji se z fosfolipidii (obvykle
fosfatidylcholinu) a aktivatoru hran, kterym je surfaktant. Maji ultradeformovatelnou
strukturu s hydrofilnim jadrem, které je obklopeno lipido-surfaktantovou dvojvrstvou.
Tranferosomy jsou flexibilni vezikuly, coZ je ¢ini idedlnimi nosi¢i pro uc¢inné dorucovani

aktivnich latek. Jsou navrzené tak, aby pfipominaly bunécny vezikul nebo buiiku. Vlastnosti
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lipidové dvojvrstvy transferosomd je mozné ovlivnit jejim slozenim, coz umoziuje

samoregulaci a optimalizaci vlastnosti transferosomu [6; 7].

Diky své schopnosti pfizpiisobovat se vné€j$im podminkam dokdZou tyto nosice prochazet
pory, které jsou mnohem mensi nez jejich vlastni velikost. Tohoto efektu dosahuji tim, ze
mohou ménit svilj tvar a velikost a snadno se pfizplsobi prostiedi lipidové dvojvrstvy.
To jim umoznuje efektivné transportovat i vétsi molekuly pfes neporusenou kiizi. Molekuly
s vysokou molekulovou hmotnosti totiz bézné¢ nemohou pronikat do hlubsich vrstev klize
ado krevniho ob¢hu, proto transferosomy predstavuji alternativu k tradicnimu

subkutannimu podavani latek, jako je naptiklad inzulin [8].

Vétsina transferosomi obsahuje fosfatidylcholin jako hlavni lipidovou slozku, jelikoz je to
nejbeéznéjsi lipid v bunéénych membranach. Mezi nejcastéji pouzivané aktivatory hran patii
deoxycholat sodny, Tween 80 a Span 80, které se diky délce svych fetézcii snadnéji zacleniuji

do fosfolipidové dvojvrstvy [8].

Metody piipravy téchto nosicl jsou totozné s metodami pro ptipravu liposomtl.

Fosfolipidy

\'..— Aktivator

Fosfolipidova dvojvrstva

Obrazek 2: Struktura transferosomu [3] - upraveno
1.3 Tuhé lipidové nanocastice

Dals$im typem nosicl na bazi lipida jsou tuhé lipidové nanocastice (SLN), které predstavuji
zajimavou alternativu k tradicnim koloidnim nosi¢im [éCiv. Tyto struktury kombinuji
vyhody béznych koloidnich nosi¢ii a zaroven potlacuji nékteré jejich hlavni nevyhody. Maji
vysoky stupen biologické dostupnosti a ti¢innosti, nizkou toxicitu, chrani citlivé latky pred

degradaci a umoziuji vyrobu ve velkém méfitku [9]. Jsou to v principu nanoemulze oleje ve
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vodé, ve kterych je kapalny olej nahrazen pevnym lipidem nebo smési nékolika
triacylglyceroli a vosku, které jsou v tuhém stavu i pfi pokojové a télesné teplote. Tyto
nosice odstranuji nedostatky typické pro polymerni nanocastice, napt. pouziti organickych
rozpoustédel, nedostatky spojené s emulzemi, jako je nekontrolovatelné rychlé uvoliovani
lé¢iva i nedostatky liposomt, které jsou nachylné k degradaci enkapsulovaného léciva
béhem skladovani [10]. Pfi vyrobé SLN se pouzivaji lipidy (mastné kyseliny,
triacylglyceroly, steroidy), emulgatory a voda, pficemz jejich pifiprava mulize probihat
riznymi metodami [11]. Vybér urcité techniky zavisi na rozpustnosti a stabilité
1é¢iva/aktivni latky, typu pouzitého lipidu a zpiisobu aplikace. Mezi nejbéznéjsi metody patii
vysokotlaka homogenizace, odpatfovani rozpoustédla nebo ultrazvukova homogenizace pfi

vysokych rychlostech [12]. U&innost SLN jako nosi¢ii zavisi na nékolika faktorech:
e Rozpustnost ucinné latky v lipidech
e Schopnost u¢inné latky a lipidi tvofit homogenni taveninu
e Fyzikalné-chemické vlastnosti této taveniny
e Struktura pevné lipidové matrice

Pro dosazZeni vyssi enkapsulace aktivni latky je tfeba, aby byla tato latka v lipidové taveniné
dobfe rozpustnd, pficemz rozpustnost aktivni latky klesa, jakmile tavenina chladne
a krystalizuje. Aby byla rozpustnost vyssi, pouzivaji se pro piipravu SLN i solubilizatory.
Pouziti mono- a diacylglycerolti mize podpofit lepsi solubilizaci aktivnich latek v lipidech,

ale dulezité je také pouzit typ lipidu, ktery netvoii krystalické struktury [11].

1.4 Nanostrukturované lipidové Castice

Nanostrukturované lipidové nosi¢e (NLC) piedstavuji druhou generaci pokrocilych nosict
na bazi lipidd, které maji pevnou strukturu pti pokojové teplote. Jsou, podobné jako SLN,
vyrabény z lipidd, které jsou biokompatibilni. Diky Sirokému vybéru lipidi, povrchové
aktivnich latek a kosurfaktantt, které jsou k dispozici pro jejich vyrobu, jsou NLC idedlni
pro ruzné aplikace, véetn¢ lokdlniho, perordlniho, inhala¢niho, o¢niho a parenteralniho
podani. Technologie NLC se v posledni dobé rychle rozviji a ukazuje velky potencial pro
lokalni pouziti také v kosmetickych ptipravcich. Tyto ¢astice maji diky pfitomnosti lipida

fadu prospésnych ucinki na plet, a zaroven funguji jako koloidni nosice aktivni latky [13].

Byly vyvinuty pro zlepSeni SLN tak, aby prekonaly nékteré jejich nevyhody. Na rozdil od

SLN, které maji vice uspofadanou strukturu, NLC umoznuji vyssi enkapsulacni kapacitu pro
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matrici. To je umoznéno diky tomu, ze se pii vyrobé NLC pouzivaji tekuté i pevné lipidy.
Proto maji NLC vyssi kapacitu pro uchovani 1é¢iv a nizsi pravdépodobnost, Ze dojde k jejich

vylouceni béhem skladovani [14].

NLC je mozné vyrabét n¢kolika metodami, piicemz velky diraz je kladen na udrzitelné
technologie, které nevyzaduji pouziti toxickych organickych rozpoustédel. Mezi tyto
metody patii vysokotlakd homogenizace za horka, kterd je diky své efektivité¢ vyhodna pro
pramyslové aplikace. Dalsi vyuzivanou metodou je technika ultrazvukové homogenizace

a nasledna sonikace, ktera se snadno aplikuje i v laboratornich podminkéch [15].

1.5 Kubosomy

Tento typ nosicl je tvofeny propojenymi kapalnymi krystaly v kubické fazi, které vykazuji
fadu zajimavych vlastnosti. Jednou z hlavnich vyhod kubosomi je jejich schopnost
enkapsulovat a efektivné dodéavat jak hydrofobni, tak hydrofilni 1é¢iva. Tato vSestrannost
¢ini kubosomy vhodnymi pro podévani Sirokého spektra terapeutickych latek, véetné malych
molekul, proteinti, nukleovych kyselin a peptidi. Krystaly jsou tvofeny pomoci povrchove
aktivni latky (nebo polarniho lipidu) a vody v daném poméru. Povrchové aktivni latky se
organizuji do dvojvrstev, které se skladaji do prostoroveé uspotadané struktury s minimalnim
povrchem. Pii hydrataci povrchové aktivni latky nebo polarniho lipidu, ktery tvoii kubickou
fazi, dochazi k rozptyleni pevné faze na castice o mensi velikosti, coz vede k tvorbé
kubosomtl. Diky své struktufe dokazou zachovévat Gcinnost a stabilitu aktivnich latek
(vitaminy, proteiny). Nanostruktury jsou termodynamicky stabilni a zlstavaji po urcitou
dobu nezménéné. Kubosomy vykazuji vysoky stupen usporadani a obvykle se vytvareji ve

vodném prostiedi s vysokou koncentraci amfifilnich latek [16; 17].
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2 KANABIDIOL JAKO AKTIVNI LATKA

Kanabidiol (CBD) patii mezi jednu z bioaktivnich slozek rostliny Konopi seté¢ (Cannabis
sativa). Diky svym lécebnym G¢inktim byla tato konopna rostlina péstovana a vyuzivana jiz
od starovéku. Obsahuje vice nez 80 riznych chemickych latek, které se nazyvaji

kanabinoidy [18].

HO

Obrazek 3: Chemicky vzorec kanabidiolu [19]

Kanabinoidy se mohou rozd¢lit do tii kategorii podle toho, kde jsou produkovany [18]:

¢ Fytokanabinoidy (PCB) jsou ziskavany z rostlin, vyskytuji se ve velkém mnoZzstvi

v pryskyfici produkované trichomy rostliny Cannabis sativa

¢ Endokanabinoidy (ECB) jsou pfirozené se vyskytujici slouceniny syntetizovany

v lidském téle

¢ Syntetické kanabinoidy (SC) jsou tvofeny synteticky pomoci riznych chemickych

procesii.

Nejznaméjsi z kanabinoidd je tetrahydrokanabinol (THC), ktery je zndmy pro své
psychoaktivni t€inky, a proto komplikuje Sirsi pfijeti rostliny pro pacienty a zdravotnické
pracovniky. Druhd nejrozsifenéjsi slozka konopi CBD vSak zasadné védomi neovlivilyje,
a proto ma velky potencial v mediciné a farmacii. Kromé seriézni védecké literatury se na
zdravotni pfinosy CBD zameéfila také znacna pozornost médii, ptiCemz produkty CBD jsou
obvykle prezentovany jako revolu¢ni léky nebo také zazraky fteSici Siroké spektrum

onemocnéni [20; 21].

Piestoze ma CBD tadu farmakologickych ucinkt, o jeho bezpecnosti a vedlejsich ucincich

u lidi a zvitat se stale vi jen malo. Ackoliv existuje mnoho vetejnych diskuzi o terapeutickych
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pfinosech kanabinoidi, terapeutickych studii na toto téma je stale malé mnozstvi, coz je
zpusobeno nelegalnim postavenim kanabinoidii v mnoha zemich [21].

Tato konopna slozka piisobi jako analgetikum, antipsychotikum, je G€inny proti epilepsii, je
se pro lécbu spojenou s rakovinou. CBD také ovliviiuje urcité receptorové systémy v mozku
a pusobi spolu s receptory, které reaguji na urcité léky a neurotransmitery. Latka ma
schopnost piedavat informace nervovym bunkam, vcetné receptort citlivych na opioidy,

které hraji klicovou roli ve vnimani jak mirné, tak intenzivni bolesti [21].

Zde hraje vyznamnou ulohu i tzv. endokanabinoidni systém (ESC). Je to evolu¢né stabilni
sit, ktera pomdaha udrzovat homeostazu téla. Je prokazano, Ze ovliviluje i biologii kiize,
ackoliv vyzkum o ucincich kanabinoidi pii aplikaci na kizi je stdle velmi omezeny [18].
Receptory tohoto systému byly objeveny v kiizi a zneuzivani syntetickych kanabinoidi je
spojeno s vyskytem rtiznych koznich problémil, coz ukazuje, ze ESC mé vliv na funkci

a zdravi pleti. Tento systém se skladéa z n¢kolika kli¢ovych slozek:
¢ Signalni molekuly — zvané jako endokanabinoidy, kter¢ se syntetizuji podle potieby

e Specifické receptory — CB1 receptory se nachazi predevsim v mozku a nervovém

systému, CB2 receptory se vyskytuji v imunitnich buiikach a perifernich tkanich

¢ Enzymy — syntetizuji a rozkladaji endokanabinoidy a nosice, které je prenaseji, ¢imz
ukoncuji jejich ucinky

Mezi hlavni funkce ESC zahrnujeme vliv na centralni nervovy systém a imunitni odpoveéd’

v téle. Jestlize se tento systém narusi, mize dojit k riiznym koznim problémtm, jako je

atopicky ekzém, akné, problémy s ristem nebo vypadavanim vlasi, svédéni a poruchy

pigmentace. ESC je stale rozvijejici oblasti vyzkumu, pfic¢emz jeho pochopeni by mohlo mit

vyznamny vliv na medicinu, nejen ve vztahu ke koznim problémim, ale zejména v 1é¢bé

bolesti, dusevnich poruch a zanétlivych onemocnéni [18].
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3 DERMALNI PODANI AKTIVNICH LATEK

Aplikace aktivnich latek skrz kazi pfedstavuje alternativu k tradi¢ni oralni terapii, protoze
se vyhyba problémiim spojenym s vedlej$imi ucinky, metabolickymi zménami pii prichodu
jatry a malou spolupraci pacientti. Transdermalni podani ma oproti subkutannim injekcim
1 dalsi vyhody — neni bolestivé, neprodukuje nebezpecny odpad a predstavuje mensi riziko
pfenosu infekei. Navic je neinvazivni a miize poskytovat postupné uvoliiovani latek v delSim

casovém rozmezi [22].

3.1 Penetrace latek kuzi

Hlavnim organem, ktery umoziuje prinik latek do téla je kiize, pfiCemz zaroven chrani
organismus pied ztratou vody a brani vniknuti potencialné toxickych latek, mikroorganismu

a alergent.

Lidska kize se skldda z epidermis (pokozka), dermis (Skara) a hypodermis (podkozni
vazivo) [22].

Epidermis se nachdzi mezi Stratum corneum a dermis. Je to vicevrstva epitelova vrstva, ktera
se sklada z bazalnich, spindznich a granuldrnich bunéénych vrstev a je zodpovédna za vznik
Stratum corneum (rohova vrstva) [22]. Buiiky epidermis jsou vazany pomoci tonofibril, coz
jsou bilkovinné vlakna z kolagenu a elastinu. Obsah vody v této vrstvé je pfiblizné 90 %

[23].

Stratum corneum je nejsvrchnéjsi vrstva kiize a predstavuje fyzickou bariéru pii priichodu
danych latek, které jsou v kontaktu s pokozkou. Jeji slozeni zahrnuje 5 az 15 % lipidd,
pficemz prevladaji glykosfingolipidy, cholesterol sulfat, fosfolipidy a neutralni lipidy,

a 75 az 85 % bilkovin, pficemz pievaznou ¢ast tvoii keratin [23].

Ptimo pod epidermis se nachazi dermis, ktera tvoii pevnou strukturu a mechanickou podporu
ktze. Tato vrstva je pfevazné tvorena strukturalni fibrozni tkani, kterd obsahuje jen velmi
malo bunék — podobné struktury se v normalnich tkanich vyskytuji vzacné. Dermis je silna

vrstva a sklada z volné pojivové tkané, ktera se sklada z vlaknitych proteinti [23].

Podkozni tkan, znama také jako hypodermis, lezi pod dermis a obsahuje tukové buiky, které
slouzi jako energetickd rezerva, nachéazeji se zde i vitaminy A, D, E a K. Jeji hlavni funkei
je izolace téla a ochrana svalli a nervl. Tato vrstva také rozhoduje o celkovém tvaru

a hmotnosti lidského téla [24].
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Aktivni latky penetruji a absorbuji se do systémového obéhu skrze vrchni vrstvu Stratum
corneum, epidermis a hlubsi vrstvy pokozky. Stratum corneum je nejméné propustnd vrstva

pro vybrané latky, zatimco epidermis slouzi jako bariéra predevsim pro lipofilni slouceniny.
Existuji tf1 hlavni moznosti cesty penetrace latek skrze pokozku:

e Appendagealni cesta transportuje latky skrze mazové a potni zlazy

e Transfolikularni cesta vede latky skrze vlasové folikuly

e Transceluldrni cesta se vyuziva pro dopravu aktivni latky ptes korneocyty

e Intercelularni cesta vede skrze intercelularni prostor.

Transcelulari cesta Cesty pres Zlazy

S o

Intercelulamn cesta

mezibunééna
korneocyty mazové 3laza lipidova matrix
i o
o o o S, o oo
o © o o (= o =
o o
oo oo o pug o o
o o
o o o e - o o o o O
o o o o o o
viasovy folikul potni Zlaza

Obrazek 4: Cesty priniku kazi [25] - upraveno

Prvni zminénd cesta se nepovazuje za ptili§ vyznamnou z divodu pomérné malé plochy
mazovych zl4z a je relevantni pouze pro ionty, latky s vysokou molekulovou hmotnosti
a vysoce polarni molekuly (v ptipadé¢ potnich zlaz), které maji potize pronikat neporuSenou
vrstvou Stratum corneum. Tato cesta je problematicka, protoze 1é¢ivo se muze ve zlaze
akumulovat a jeho piechod z lipofilniho prostfedi do organismu muize byt slozity. Stejny
problém se vyskytuje 1 u transfolikuldrni cesty. Zbyvajici dvé cesty se povazuji za

nejpravdépodobnéjsi a spoleéné se nékdy oznacuji jako transepidermalni [24].

3.2 Moznosti ovlivnéni dermalni penetrace

Zvyseni absorpce aktivnich latek pres pokozku miize byt dosazeno bud fyzikalnimi
metodami, nebo chemickymi zdsahy do struktury kozni bariéry. Mezi fyzikalni techniky se
fadi napf. iontoforéza, elektroporace a sonoforéza. Na druhé strané chemické modifikace

kozni bariéry zahrnuji pouziti riznych latek, obvykle oznafovanych jako akceleranty
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(enhancery) penetrace, kterymi mohou byt napt. organicka rozpoustédla, mastné kyseliny,

surfaktanty a alkoholy [26].

3.2.1 Fyzikalni postupy

Pro vSechny vySe uvedené¢ metody je pro dosazeni pozadovanych u¢ink nutné¢ dodéani

energie. Pro transdermalni podani se v soucasnosti tyto techniky jevi jako nejslibngjsi.

Tontoforéza je metoda, kterd pro pfenos nabitych latek skrze bunéénou membranu vyuziva
elektrické pole a usnadiluje a reguluje pohyb ionickych aktivnich latek pfes pokozku. Tato
technika je povazovana za efektivni a bezbolestnou, a umoznuje cilené dodani latek do urcité
oblasti tkang. Princip metody spociva v tom, Ze se pouzije aktivni elektroda, ktera ma stejny
naboj jako transportovanad latka, coz tuto latku odpuzuje a nuti ji pronikat do ktize. Tento
proces se fidi pomoci intenzity elektrického proudu a vlastnostmi aktivni latky a jejiho

nosice.

Elektroporace (elektropermeabilizace) je proces, pifi kterém se pomoci kratkych
a intenzivnich elektrickych pulzl vytvareji v bunééné membrané docasné pory o velikosti
nanometrti. Diky tomu mohou rtzné latky témito pory prochazet. Piikladem jsou proteiny,

DNA, RNA, sacharidy a dal$i malé molekuly [27].

Sonoforéza vyuziva ultrazvukové viny riznych frekvenci. Obecné se déa fict, Ze
nizkofrekven¢ni ultrazvuk (kolem 1 kHz) zlepSuje prostup pokozkou vice nez
vysokofrekvenéni ultrazvuk (3—16 kHz). Hlavnimi mechanismy fungovani sonoforézy jsou
tepelné ucinky, kdy se ultrazvukova energie absorbuje v pokozce, coz vede k mirnému
ohfevu, ktery poméha zmeékcit pokozku a zvySuje jeji propustnost. Prostupu latek kuzi
napomahaji rovnéz kavitaéni efekty, kdy ultrazvuk vytvari bubliny, které osciluji a kolabuji
v ultrazvukovém poli, vytvari malé trhliny nebo pory v kiizi a tim umoznuji snadnéjsi

prostup aktivnich latek [28].

3.2.2 Chemické postupy

U téchto metod se pouzivaji rizné chemické latky, které jsou farmakologicky inertni, coz
znamend, ze nemaji samy o sob& zadny terapeuticky ucinek. Pokud jsou vSak soucasti
transdermalniho ptipravku, mohou proniknout do Stratum corneum a interagovat s jejimi
slozkami. Touto funkci pomahaji snizit odpor pokozky vici pronikani 1€kt a usnadniuji tim

jejich absorpci [29]. V nasledujici ¢asti prace jsou uvedeny vybrané typy téchto akceleratora.
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Sulfoxidy — dimethylsulfoxid (DMSO) je jednou z nejvice zkoumanych latek, které zlepSuji
penetraci pokozkou. Je to rozpoustédlo, které je bez zdpachu a dobie pohlcuje vlhkost.
Nicméné miize mit i vedlejsi u€inky, které zavisi na koncentraci. Pro zlepSeni penetrace je
Casto potieba roztok, ktery obsahuje vice nez 60 % DMSO, avsak pii téchto koncentracich

mize DMSO vyvolat podrazdéni kiize, jako je zarudnuti, svédéni nebo tvorba puchyii [29].

Esencialni oleje zlepSuji pronikani malych aktivnich latek do pokozky tim, ze interaguji
s mezibunénymi lipidy. Tento proces zahrnuje fyzikalni mechanismy, jako je extrakce,
fluidizace a separace fazi. I kdyz esencialni oleje a jejich slozky snadno pronikaji kizi do
krevniho ob¢hu, maji tendenci se rychle vylucovat ztéla pomoci moci nebo stolice.
Esencidlni oleje z rostlin, jako je eukalyptus nebo ylang-ylang, byly shledany jako ucinné

pro zlepSeni pruniku aktivnich latek, naptiklad latky S-fluorouracilu [29; 30].

Mastné Kyseliny se bézné vyuzivaji jako zlepSovaCe penetrace v mnoha komeréné
dostupnych produktech. Jejich u¢innost je Gizce spojena s mirou nenasycenosti — ¢im vyssi
je stupen nenasycenosti, tim silnéjsi je efekt zvySeni prichodnosti membran. Také delsi
vzdalenost mezi karboxylovou skupinou a dvojnou vazbou podporuje lepsi tok 1é¢iv skrze
pokozku. Kromé toho i cis konformace u nenasycenych mastnych kyselin zptsobuje vétsi

naruseni lipidové struktury ve Stratum corneum nez konformace trans mastnych kyselin

[31].
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Kanabidiol patii mezi jednu z nejslibnéjSich slozek, kterd vykazuje Sirokou Skalu
farmakologickych ucinkti. Jeho vyuziti je vSak omezené z divodu nizké biologické
dostupnosti. Aby se tento problém vyftesil, védci se soustfedili na vyvoj novych postupi,
které by umoznily efektivnéjs$i vstiebavani CBD v téle. Jednim z téchto postupd je
enkapsulace CBD do nano-nosicli, které prekondvaji nedostatky spojené se Spatnou
biodostupnosti CBD. Tyto nanonosice zlepSuji terapeuticky ucinek a vykazuji lepsi
distribuci/cileni CBD v organismu. V nésledujicim oddilu se prace zamé&fi na vyuziti CBD

pfi 1é¢bé riznych onemocnéni [32].

Prvni studie zaméfend na vyzkum antiepileptickych ucinktt CBD byla publikovana jiz v roce
1980. Hodnotila t¢innost CBD u lidi trpicich nekontrolovatelnou epilepsii. Vysledky studie
prokazaly, ze po podani CBD v davkach 200-300 mg denné doslo u 88 % pacientti ke sniZeni
Cetnosti kieci, pfiCemz u 38 % pacientl bylo zaznamendno Castecné vyléceni. Dalsi
vyzkumy ukézaly, Ze kombinace CBD s jinymi antiepileptiky mohou G¢inné snizovat pocet
zachvatli u pacientti, kteti trpi nekontrolovatelnymi zéchvaty. Ackoli existuje nékolik
navrzenych mechanismu G¢inku CBD, zptlisob, jakym tato latka na epilepsii plsobi, zlstava

stale nejasny [32].

DalSim piikladem terapeutickych uc¢inki CBD je jeho vyuZiti proti rakoving. V experimentu,
kde byly pouzity mySi s kolorektalnim karcinomem, bylo zjisténo, Ze CBD plisobi
prostfednictvim nékolika chemo-preventivnich mechanismt, jako je zvyseni koncentrace
endokanabinoidi, ochrana DNA pfed oxidativnim poSkozenim a snizeni bunééné proliferace
v pfitomnosti antagonistti. Dalsi studie popsaly roli CBD pifi vyvolani bunétné smrti
a zvyseni citlivosti glioblastomu na radioterapii. CBD v tomto ptipad¢ vyvolalo apoptdézu
bun¢k glioblastomu, blokovalo bunéénou proliferaci a také tvorbu prozanétlivych cytokind.

Timto zpisobem zlepSovalo CBD ucinnost 1écby [33].

U pacientt, ktefi trpi chronickou bolesti, byly zaznamendny pozitivni G¢inky kanabinoidti
nebo konopi na jeji zmirnéni Predpoklada se, ze CBD funguje jako analgetikum tim, Ze se
vaze na CB1 a CB2 receptory, ale stile chybi jasné dikazy, které by tento mechanismus
potvrdily [32; 34].

Dal8i mozna terapie pomoci CBD je 1écba tizkosti. Mnoh¢ studie potvrdily terapeutické
ucinky CBD na tzkost, depresi a dalsi psychotické ptiznaky. Nicmén¢, nékteré vyzkumy

naznacuji, ze uc¢innost CBD je zavisla na davkovani, kdy nizsi davky vykazuji pozitivni
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anxiolyticky ucinek, naopak u vyssich davek ztraci CBD svou anxiolytickou aktivitu [33].
Jako ptiklad 1ze uvést studii na mysich kterd ukazala, ze davka 3 mg/kg mé mirny pozitivni
ucinek, davka 3-10 mg/kg vede k bunécné proliferaci a neurogenezi, coz ma antidepresivni
efekt, avSak u davky 10-30 mg/kg nebyl pozorovan zadny pozitivni farmakologicky t¢inek
[32].

CBD se vyuziva pro 1écbu Alzheimerovy choroby. Jeho terapeuticky potencial zatim neni
ucinky na nervovou soustavu. V dané studii bylo CBD injek¢éné aplikovano mySim po dobu
7 dnti a vysledky naznacily, ze CBD dokaze snizit aktivitu bun¢k v mozku, které se podileji
na zanétlivych procesech. Mezi dalsi funkci CBD se ukézalo, ze snizilo produkci zanétlivych
molekul, které mohou poskodit nervové buiiky. Molekuly, jako je oxid dusnaty a interleukin
1B, jsou spojeny s neurozanétlivymi reakcemi a mohou podporovat rozvoj

neurodegenerativnich onemocnéni mezi které patii Alzheimerova choroba [35].

Vyse uvedeny strucny prehled ukazuje Siroké moznosti pouziti CBD. V nésledujici casti
prace jsou uvedeny piiklady enkapsulace CBD do nosic¢li, které jsou studovany v této
bakalatské praci.

V roce 2024 provedli Jurgelane s kolegy studii, ve které ptipravili liposomy s obsahem CBD.
K tomuto ucelu pouzili distearoylfosfatidylcholin (DSPC), dipalmitoylfosfatidylcholin
(DPPC) a 1,2  distearoyl-sn-glycero-3  fosfoethanolamine-N-[karbonyl-amino
(polyethylene glycol)-4300] (DSPE-PEG). Liposomy byly pfipraveny metodou hydratace
tenkého lipidového filmu a byly charakterizovany infracervenou spektroskopii, skenovaci
transmisni elektronovou mikroskopii a dynamickym rozptylem svétla. Analyza ukazala, Ze
velikost liposomt se v disledku pfitomnosti CBD snizila o 23-53 %. Nejvyssi ucinnost
enkapsulace CBD vykazovaly liposomy s DSPC a DSPE-PEG (87 %). Uvoliovani CBD
bylo nejrychlejsi u liposomi DPPC, zatimco DSPC a DSPE-PEG uvoliovaly CBD
dlouhodobé (79 % uvoliiovani po dobu 504 hodin). Za¢lenéni DSPE-PEG zlepsilo ti¢innost
enkapsulace a stabilitu liposomi. Studie ukazala, Ze liposomy DSPC a DSPE-PEG jsou pro
dlouhodobé¢ uvolinovani CBD vyhodnéjsi [36].

Studie, ktera byla publikovana v roce 2022 Mogejwou a kolegy se zaméfila na formulaci
koloidniho systému, ktery by mohl nabidnout stabilngjsi zptusob podavani CBD. Byly
pouzity transferosomy s nano velikosti, které diky svym fyzikaln¢ chemickym vlastnostem

umoznuji lepsi absorpci, biologickou dostupnost a uvoliiovani CBD. Transferosomy byly
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slozeny z kombinace s6jového lecitinu, cholesterolu a polysorbatu 80 a pfipraveny pomoci
metody odpateni tenkého lipidového filmu. Byly analyzovany z hlediska velikosti, t¢innosti
enkapsulace, permeace a morfologie. Optimalni pfipravek mél nasledujici vlastnosti: az
80 % enkapsulace CBD, velikost ¢astic 130 nm a stabilita 6 mésict. Skenovaci a transmisni
elektronovy mikroskop ukazaly, Ze transferosomy maji kulovitou a unilamelarni strukturu,

coz vedlo k lepsi permeaci [37].

V dalsi studii zroku 2024 se Yang Xie a kolegové zaméfili na potencial CBD v 1écbé
deprese. Pro zlepSeni chemické stability a biodostupnosti CBD proto pouzili
nanostrukturované lipidové nosice (NLC). NosiCe byly pfipraveny metodou emulgace za
horka. Pfipravené nano-nosice vykazovaly primérnou velikost ¢astic ~54 nm, zeta potencial
—29,7 mV a vysokou uc¢innost enkapsulace (87,6 %). Testy stability ukazaly, ze NLC ucinn¢
chrani CBD pfed fotodegradaci a jsou stabilni az 42 dni. Uvoliiovani CBD z NLC bylo
nejdiive rychlé (vice nez 50 % béhem 20 minut), a nasledn¢€ se CBD uvolnovalo postupné.
Vysledky studie ukazuji, ze NLC by mohly byt slibnym nosi¢em CBD ve farmaceutickych
aplikacich [38].
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5 CILPRACE

Cilem teoretické Casti prace bylo zpracovat literarni ptehled, ktery poskytne informace
o jednotlivych typech lipidovych nosict a jejich vlastnostech. Pozornost byla vénovéana
1 kanabidiolu (CBD), ktery je v préci pouzit jako aktivni latka. Prace se zame¢fila i na metody

pro stanoveni transdermalni penetrace.

V praktické ¢asti prace bylo cilem pfipravit rizné formulace lipidovych nosiclt
(transferosomy, liposomy, nanostrukturované lipidové nosice) obsahujici CBD, a nasledné
je charakterizovat pomoci fyzikalné-chemickych metod. Soucasti prace bylo i zhodnoceni
antioxidacnich vlastnosti nosi¢ii pomoci ABTS testu a stanoveni transdermalni absorpce

CBD za pouziti modelu praseci ktze.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 MATERIALY A PRiSTROJE

6.1 Materialy a chemikalie pouzité v praci

95% Sojovy fosfatidyl cholin (Avanti® Polar Lipids, INC., USA)
Surfaktant Tween 80 — polyoxyethylen-80-sorbitan monooleat

Askorbyl palmitat (ZVC Dr. Hoffmann)

Cholesterol (Avanti® Polar Lipids, INC., USA)

Piirodni CBD prasek (lipomed AG, Svycarsko)

Glyceryl behenat Compritol® 888 CG ATO (Nature-store, Ceska republika)
90% kosmetick4 kyselina olejova (Sigma Aldrich, USA)

2,2¢-azinobis (3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat), Sigma Aldrich
(Merck Life Science)

Peroxodisiran amonny, Sigma Aldrich (Merck Life Science)
Ultracista voda (UPW)
Kuze z praseciho ucha

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) — fosfitem pufrovany roztok

(Biosera)

Gentamycin sulfat (Himedia)

Trypsin — EDTA roztok (Sigma Aldrich)
Demineralizovana voda

Ethanol

6.2 Pouzité pristroje a pomiicky

Analytické vahy (Kern)
Rotacni vakuova odparka Hei-VAP (Heidolph)
Laboratorni sonikacni zatizeni Hielscher UP400St, Némecko)

Vysokorychlostni homogenizér T 25 digital ULTRA TURRAX (IKA, Némecko)
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e Zetasizer (Malvern Nano ZS 90, Spojené kralovstvi)

e Kyveta SARSTEDT, DTS0012, kyveta DTS1070

e Jamkové desticky (Greiner 24-well flat bottom transparent, polystyrene)
e Multifunkéni modularni reader INFINITE 200 PRO (Tecan Group Ltd., Svycarsko)
e Sonda pro méteni transepidermalni ztraty vody (TEWL)

e Franzovy difuzni komulrky

e Michaci ploténka Multistirrer DIG 15 (VELP Scientifica)

e Membranové filtry 0,45 um PTFE (VWR)

e Aparatura vysokoucinné kapalinové chromatografie (Schimadzu)

¢ Kolona chromatografie Kintex 5u C18 100 A (Phenomenex)

e Automatické pipety (Eppendorf)

e Bé&zné laboratorni pomtcky (laboratorni pipety, kadinky, odmérné vélce, nalevky,

tyCinky, odpatrovaci bariky, laboratorni desti¢ka, lednice na skladovani)
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7 METODIKA

V tomto oddilu praktické ¢asti jsou popsany postupy piipravy lipidovych nosict s aktivni
latkou CBD. Pro bakaléiskou praci byly vyrobeny 3 typy nosi¢li — transferosomy, liposomy
a nanostrukturované lipidové ¢astice. Pro vyrobu transferosomt a liposomt byla pouzita
metoda hydratace tenkého lipidového filmu vytvofeného na sténé baiky a sonikace
vytvofenych vezikul. Pfiprava NLC byla provedena metodou emulgace za horka pomoci
ptistroje Turrax (homogenizace vzorku) s naslednou sonikaci pro vytvoieni stejné¢ velkych
lipidovych ¢astic. U vSech typt ¢astic byla provedena jejich charakterizace, tedy stanoveni

jejich velikosti, stability, antioxidacni aktivity a transdermalni absorpce.

7.1 Priprava transferosomii

V experimentalni ¢asti byly piipraveny dva vzorky transferosoml s riznym mnoZstvi
aktivatoru hran - Tween 80. Prvni vzorek obsahoval 5 mg a druhy 10 mg Tweenu 80, ktery
byl davkovan jako roztok v ethanolu o koncentraci 5 mg/ml. Pomoci pipet byly do baiiky
s kulatym dnem napipetovany roztoky, které jsou potieba k tvorbé transferosomti (roztok
SPC v koncentraci 10 mg/ml, roztok Tweenu, roztok AP v koncentraci 5 mg/ml a roztok
CBD v chloroformu v koncentraci 5 mg/ml), a baiika byla vlozena do rota¢ni vakuové
odparky. Rozpoustédlo byly odpateno pii teplote 55 °C. Po skonceni odpatovani (20 minut)
se na stén¢ banky vytvofil tenky film. Baiika byla ponechana v digestofi po dobu 30 minut
pro dodate¢né vyschnuti filmu. Poté se pipetou do banky ptidalo 10 ml demineralizované
vody, baiika se opét vlozila na odparku (bez spustén¢ho odpafovani), byla zapnuta rotace
a po dobu 20 minut byl lipidovy film hydratovan za vzniku transferosomu. Po tomto kroku
se vytvorend disperze transferosomu sonikovala 2 minuty v ledové lazni (80 % amplituda,
50:50 cyklovani). Formulace obou vzorki jsou uvedeny v Tabulce 1 a jsou oznaceny jako

TRI1 a TR2.

Tabulka 1: Mnozstvi zdkladnich komponent pro piipravu transferosomt (10 ml disperze)

SPC [mg] Tween 80 [mg] AP [mg] CBD [mg]
Funkce Lipid Aktivator hran Antioxidant Aktivni latka
TR1 95 5 5 7,5

TR2 90 10 5 7,5
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Obrézek 5: Vizualizace tenkého lipidového filmu pomoci barviva na sténach banky pied
samotném hydratovani disperze

7.2 Priprava liposomii

Liposomy byly pfipraveny stejnou metodou jako transferosomy. Do banky vSak byly
davkovany roztoky lipidi (SPC, cholesterol), aktivni latky (CBD) a antioxidantu (AP).
V liposomech nebyl ptitomen Tween 80. Cholesterol byl ptfiddvan ve formé roztoku

v ethanolu o koncentraci 5 mg/ml. Slozeni liposomt (LIP) je uvedeno v Tabulce 2.

Tabulka 2: Mnozstvi zdkladnich komponent pro piipravu liposomi (10 ml disperze)

SPC [mg] CHOL [mg] AP [mg] CBD [mg]
Funkce Lipid Lipid Antioxidant Aktivni latka
LIP 70 30 5 5

7.3 Priprava NLC

Pro ptipravu NLC byla pouzita olejova a vodné faze (OF, VF). Nejdiive byla sestavena
aparatura, kde byl pouzit homogenizator Ultraturrax a na jeho stojan se umistilo magnetické
michadlo s ohfevem. Ptfed vlastni ptipravou NLC byla v chladni¢ce vychlazena jedna ¢ast
demineralizované vody (15 ml) na teplotu ~ 5 °C. VSechny slozky olejové faze byly

smichany v kadince a roztopeny na vodni lazni, kterd byla vytemperovana na 70 °C. Byla
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rovnéz pripravena dalsi ¢ast vodné faze (15 ml) vytemperovéana na stejnou teplotu 70 °C.
K roztopené olejové fazi byla poté piidina zahtatd vodnd faze, cely obsah byl
homogenizovan po dobu 5 minut pomoci pfistroje Utraturrax pii otackach 13 500 rpm
a sonikovan 10 minut na vodni 14zni bez ledu (90 % amplituda, 80 % cyklovani). Poté se do
vodni l4zné ptidal led a do emulze se ptidala vychlazena demineralizované voda a opét doslo
k sonikaci po dobu 60 sekund (90 % amplituda, 80 % cyklovani). Formulace NLC je uvedena
v Tabulce 3.

Tabulka 3: Mnozstvi zékladnich komponent pro vyrobu NLC

Slozky MnozZstvi [mg]
Glyceryl behenat (OF) 141,3
Kyselina olejova (OF) 62,1
Askorbyl palmitat (OF) 25,7
CBD (OF) 5,7
Tween 80 (VF) 149,7
Demineralizovana voda (VF) I5g

7.4 Charakterizace nosi¢u

7.4.1 Velikost a distribuce ¢astic

Pro méteni velikosti a distribuce Castic byl pouzit pristroj Zetasizer. Velikost byla vyjadiena
jako intenzitné vazeny z-primér velikosti ¢astic v nanometrech a distribuce jako index
polydisperzity (PDI), ktery charakterizuje rozlozeni velikosti ¢astic v koloidnim systému.
Pro méfeni velikosti ¢astic byl do kyvety pipetovan 1 ml demineralizované vody a 10 ul
vzorku, kyveta byla poté vlozena do pfistroje a méfeni bylo provedeno pfi teploté 25 °C.
Hodnoty indexu lomu pro pouZité materidly byly nasledujici: pro liposomy a transferosomy

RI= 1,34, pro NLC RI = 1,47. VSechna méfeni byla provedena ve tfech opakovéanich.

7.4.2 Zeta potencial

Ptistroj zeta sizer byl rovnéz pouzit pro stanoveni zeta potencialu Castic, ktery urcuje jejich
elektricky ndboj na rozhrani mezi ¢astici a okolni kapalinou a je ukazatelem stability

koloidniho systému. Vzorek pro stanoveni zeta potencidlu byl pfipraven pipetovanim 4 ml
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demineralizované vody a 20 pl vzorku do kadinky, ze které se pomoci injekéni stiikacky
nadavkoval do specidlni kyvety uréené pro méfeni zeta potencialu. Vzorky byly opét méfeny

ve tiech opakovani.

7.4.3 Stanoveni stability

Stanoveni stability vSech vzorki lipidovych ¢astic v Case bylo provedeno sledovanim zmén
jejich velikosti, PDI a zeta potencidlu. Méfeni probihalo za pouziti metod popsanych
v kapitolach 7.4.1 a 7.4.2 v pravidelnych casovych intervalech po dobu 5 tydnd. Vzorky
byly skladovéany v chladnicce pfi teploté 5 °C.

7.4.4 Antioxidaéni stabilita zhasenim ABTS radikalu

Pro méfeni antioxida¢ni aktivity bylo nejprve smichdno 25 ml 7mM roztoku ABTS a 25 ml
2,45mM roztoku (NH4)2S>05 a smés byla ponechéna reagovat ve tmé pti laboratorni teplote
po dobu nejméné 12 hodin. Pfipraveny roztok kation-radikidlu ABTS™ o koncentraci
3,5 mmol/l byl té€sné pied zahajenim experimentu nafedén ultra Cistou vodou (UPW) tak,

aby vysledna absorbance pii vlnové délce 736 nm ¢inila 0,7 —0,75.

Experiment byl proveden ve 24-jamkovych destickdch (Greiner 24-well flat bottom
transparent, polystyrene). Do jamky bylo aplikovano 2000 pl roztoku ABTS " a 20 ul vzorku
disperze. Méfeni absorbance bylo provedeno v intervalech 1, 2, 4 a 6 hodin, vzdy 5% pro
kazdy vzorek. Pro ureni absorbance samotnymi disperzemi vzorkt bez ptidavku ABTS™*
byla absorbance prométena také u smési 2000 pl UPW a 20 pl daného vzorku. Vypocet
korigované absorbance (Abs”) byl proveden podle vztahu (1).

Antioxidacni aktivita vzorku byla vypoctena na zéklad¢ vztahu pro procentudlni inhibici

koncentrace radikalu dle vztahu (2).
Abs = Abs; — Abs, [-] (1
Kde:
Abs” — korigovana absorbance [-]
Abs; — hodnota pro smés ABTS™" se vzorkem

Abso — hodnota pro smés UPW se vzorkem
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Absi'nii -Absrma (2)
RI=( tal _* 0 ) -100 [%]
AbSiyitial

Kde:

RI — procentudlni inhibice radikala [%]

AbS’initial — korigovana hodnota absorbance referen¢niho roztoku ABTS™ bez vzorku
Abs’final —hodnota absorbance hodnoceného vzorku v daném Case

7.5 Transdermalni absorpce

Pro stanoveni transdermdlni absorpce nosicli s aktivni latkou CBD byla pouzita kiize
praseé¢iho ucha. Stétiny na uchu byly oholeny a ostrym skalpelem byla kiize ucha oddélena

od chrupavky. Z odseparované kiize byly vystiizeny kozni $t€py o plose 2 cm? a byla

zméfena jejich tloustka.

Obrazek 6: Piiprava koznich Stépi

Pro stanoveni integrity kozni bariéry byla zméfena jejich hodnota transepidermalni ztraty
vody (TEWL) pomoci sondy Tewameter™ 300, kdy se sonda pfilozila k povrchu vzorku
kiize a bylo provedeno méfeni v g/h-m? K experimentu byly pouzity vzorky, u nichz

hodnota TEWL nepiekracovala hodnotu 10 g/h-m?.

V dalsim kroku byla do Franzovych komurek naddvkovéna receptorova kapalina, ktera byla
pfipravena smichdnim 400 ml PBS, 100 ml absolutniho ethanolu a 0,25 g antibiotika
gentamycin sulfatu, ktery slouzi pro potla¢eni mikrobidlniho riistu. Pfipravené kozni §tépy
byly vloZeny na povrch receptorové kapaliny, upevnény donorovou ¢asti komurky a po

30 minutach bylo na §t€py nadavkovéano 100 ul kazdého z piipravenych vzorki. Teplota
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termoregulacni 1azné byla nastavena na 32 °C, ktera ptredstavuje teplotu povrchu kiize. Takto

se aparatura ponechala bez ptistupu svétla po dobu 24 hodin.

Obrazek 7: Franzova difuzni komurka s koznim vzorkem

Po 24 hodinach byly kozni vzorky vyjmuty a zpracovany pro sledovani prichodu CBD kuzi.

Ptitomnost CBD se analyzovala v nésledujicich oddilech:
1) Oplach donorové ¢asti difiznich Franzovych komurek
2) Vzorek seskrabnuty z povrchu kozniho stépu
3) Okraje kozniho vzorku mimo kontakt s receptorovou kapalinou v komtrce
4) Stripy jednotlivych vrstev ze Stratum corneum
5) Vzorek Epidermis
6) Vzorek Dermis
7) Vzorek receptorové kapaliny

Jako prvni byla oplachnuta donorova ¢ast Franzovych komtrek pomoci 1 ml methanolu
(vzorek oznaceny Oplach). Seskrabnuti zbytku vzorkll z povrchu kozniho vzorku bylo
provedeno pomoci Spachtle, kterd byla oplachnuta 1 ml methanolu (vzorek oznaceny

Povrch). Okraje kozniho vzorku, které nebyly v kontaktu s receptorovou kapalinou, byly
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nastfihany na malé kousky a vlozeny do mikrozkumavky s 1 ml methanolu (vzorek oznaceny
Okraj). Pro ziskani vzorkil ze Stratum corneum byla vyuzita technika stripovani pomoci
lepici pasky, ktera se ptelepila pies vzorek a piejelo se Spachtli tfemi tahy v jednom sméru
a tfemi tahy v druhém sméru. Lepici paska se poté odtrhla a vlozila do 1 ml methanolu
v mikrozkumavce. Pro kazdy vzorek bylo pfipraveno 6 stripii a do jedné mikrozkumavky se
vlozily vzdy 2 kusy lepici pasky se vzorkem (vzorky oznacené Strip 1,2; Strip 3,4 a Strip
5,6). Pro analyzu byl také pouzit vzorek z receptorové kapaliny (vzorek oznaceny Kapalina).
Pro odd¢leni Epidermis a Dermis se kozni vzorek vlozil do 4 ml Trypsinu a byl ponechan
24 hodin v chladniéce (4 °C). Po této dob¢ se pomoci pinzety oddélila Epidermis od Dermis.
Dermis se rozsttihala na mensi kousky a kazdy ze vzorka se vlozil do mikrozkumavky s 1 ml
methanolu (vzorky oznaceni Epidermis a Dermis). Pro uvolnéni CBD do methanolu byly
vSechny vzorky pied dal$i analyzou 1 minutu vortexovany a piefiltrovany pies PTFE

membranové filtry.

7.5.1 Analyza koZnich vzorka pomoci HPLC

Obsah CBD v ziskanych extraktech byl analyzovdn pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) s chromatografickou kolonou typu Kinetex C18 (5 um). Detekce
probihala pomoci detektoru DAD SPD-M20A (Schimadzu) ptfi vlnové délce 207 nm.
Signaly byly zpracovany softwarem LabSolution. M¢feni probihalo pii teploté 35 °C
a mobilni faze slozend z methanolu a vody v poméru 85:15 (v/v) méla pritok 0,8 ml/min.
Davkovani vzorku bylo provadéno pomoci autosampleru s nastiikem o objemu 5 pl a vzorky
byly analyzovany ve tfech opakovanych métfenich. Vyhodnoceni vysledki bylo provedeno
metodou kalibracni pfimky. Kalibra¢ni pfimka ve tvaru y = 43936x + 21078 byla pfevzata
z diplomové prace [39] a byla sestavena za pouziti standardd CBD v rozsahu koncentraci

5az 100 pg/ml.

Névratnost podané latky byla vypoctena pomoci rovnice (3).

C v
Navratnost = —2*¢ . 100 (3)
Cpoé. obsah

Kde:
Csoucet — SOucCet koncentraci CBD v jednotlivych vrstvach kiize

Cpot.obsah — obsah CBD, ktery byl davkovan na vzorek praseci kiize
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Velikost a distribuce nosicu

Pro studium lipidovych nosict byly pouzity ctyfi formulace. Transferosomy se dvéma
koncentracemi aktivatoru hran (TR1, TR2), lipozomy (LIP) a nanostrukturované lipidové
nosice (NLC). VSechny tyto nosi¢e byly vyuzity pro enkapsulaci aktivni laitky CBD
andsledn¢ byly sledovany jejich vlastnosti, konkrétné velikost vezikul a index

polydisperzity (PDI).

Vysledky ukézaly, ze typ zvoleného nosice mél vliv na velikost vezikul ihned po jejich
ptipravé, kdy NLC poskytovaly vétsi velikost oproti ostatnim nosi¢im. Rozdil byl
pozorovan i vizualng, kdy disperze NLC po ptipraveé vykazovala mlécné zakaleny vzhled,

zatimco zbyvajici tfi disperze byly transparentnéjsi (Obrazek 8).

Obrazek 8: Vzhled formulaci (TR1, TR2, LIP a NLC) po pfipraveé

Pomoci méfeni velikosti ¢astic na Zetasizeru Nano-ZS90 bylo toto zjisténi potvrzeno

(Obrazek 9).
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Obrazek 9: Vliv jednotlivych formulaci (TR1, TR2, LIP, NLC) na velikosti vezikul pti
prvnim méfeni
Z Obrazku 9 je patrné, ze formulace TR2 obsahovala vezikuly s nejmensi velikosti, jejiz
primérnd hodnota €inila 89 + 1 nm. Tato skutecnost miize byt vysvétlena vyS$im obsahem
surfaktantu Tween 80 (10 mg), ktery funguje jako aktivator hran vezikul. Obecné plati, Ze
vyssi koncentrace surfaktantu podporuje tvorbu mensich a stabilngjSich struktur. Davod
vzniku mens$ich vezikul u TR2 mohl byt dan také pomérem fosfatidylcholinu k surfaktantu.
Pii niz§im poméru je stabilizujici vrstva fosfatidylcholinu kompaktnéjsi, nez pfi vysSim
poméru lipid:surfaktant [40]. Lipozomy, které aktivator hran neobsahuji, a jejich membrana
je tvotena pouze fosfatidylcholinem mély velikost 103 & 1 nm. Nejvyssi velikost vezikul pak
byla pozorovéana u ¢astic v disperzich NLC (129 + 1 nm). Diivodem je jednak zcela odlisné
slozeni tohoto nosice, tedy pfitomnost glyceryl behenatu, ktery vyznamné ovlivituje velikost

Castic, a také jiny zpusob pfipravy tohoto vzorku.

V dalsi ¢asti prace byla analyzovéana distribuce velikosti C¢astic nosici, kterd popisuje
rozloZeni velikosti ¢astic ve zvolenych vzorcich. Jejim ukazatelem je index polydisperzity
(PDI). Thned po ptiprave bylo zjisténo, ze vSechny formulace (TR1, TR2, LIP, NLC) mély
PDI v rozsahu 0.25 — 0.4, pfi¢emz nejvyssi hodnota PDI byla zaznamenana u TR2. Tento
vysledek poukazuje na to, ze vzorky TRI1, LIP a NLC mély PDI hodnotu odpovidajici
relativné uzké az stfedni distribuci velikosti ¢astic, pouze distribuce vzorku TR2 byla §irsi

(Obrazek 10).
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Obrazek 10: Vliv formulaci (TR1, TR2, LIP, NLC) na PDI ihned po jejich vyrobé

Size Distribution by Intensity

Intensity {Percent)
@

Size {d.nm}

Record 2¢: trans ferosomy 5% T80 test 3
Record 34: lipesomy test 2

Record 32: transferosomy 10% T80 test 3
Record 37: NLC test 2

Obrazek 11: Distribuce velikosti lipidovych formulaci po jejich vyrobé. TR1 — cervena
¢ara, TR2 — zelena Cara, LIP — modra ¢ara, NLC — ¢erna Cara
Na Obrazku 11 jsou srovnany distribu¢ni kiivky vSech lipidovych formulaci po prvnim
tydnu méteni. Lze vidét, ze distribu¢ni kiivky jsou obdobné a lezi v rozsahu cca od 20 do
700 nm. Kromé¢ hlavnich pikt 1ze na kiivkach pozorovat i mensi vedlejsi piky, které indikuji

ptitomnost frakci s mensi, ¢i vétsi velikosti Castic. Diivodem piitomnosti frakei s velikosti
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Castic v fadu mikrometri mize byt nedostatecna sonikace behem piipravy formulaci.

8.2 Zeta potencial

Analyza zeta potencidlu u danych formulaci je dilezitym ukazatelem jejich stability. Tento
parametr uruje miru elektrostatického naboje na povrchu ¢astice, ktery ovlivituje jejich
agregaci. Na Obrazku 12 jsou znazornény hodnoty zeta potencidlu v zavislosti na typu

studovanych lipidovych disperzi.

Jednotlivé formulace disperzi
TR1 TR2 LIP NLC
0 ’ L L
-5 4
>
£
— -10 -
=
Q
s |
S -15 - \
2.
8
Q
N 20 -
| T
25 | L
-30

Obrazek 12: Vliv jednotlivych formulaci (TR1, TR2, LIP, NLC) na hodnotu jejich zeta
potencidlu po piiprave
Obrazek 12 dokumentuje, Ze zeta potencidl transferosomtll (TR1 a TR2) vykazoval hodnoty
TRI = -14 £ 5 mV a TR2 = —14 + 4 mV. Tento udaj naznacuje, ze vezikuly nemusi
dosahovat dostatecného elektrostatického odpuzovani a mohly by tedy mit vyssi tendenci k
agregaci. Oproti tomu, zbyvajici dvé formulace (LIP a NLC) mély zeta potencidl vyssi
(LIP =-24 + 3 mV, NLC = -23 £ 2 mV). Tyto vysledky ukazuji na vys$si negativni naboj,
coz je predpoklad pro lepsi stabilitu disperze, jelikoz se Castice od sebe vice odpuzuji.
Nicméné samotna hodnota zeta potencidlu neni jedinym ukazatelem stability disperznich
systému a pii hodnoceni stability v ¢ase musi byt v ivahu bréna i velikost Castic a jejich

distribuce, ¢i povaha disperzniho prostredi.
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8.3 Stanoveni stability vzorku

Stabilita lipidovych nosici je dilezitym parametrem pro urceni, zda je aktivni latka schopna
vykonévat svou roli v organismu. Urceni koloidni stability studovanych formulaci probihalo
po dobu 5 tydni pomoci piistroje Zetasizer Nano-ZS90. Vzorky (TR1, TR2, LIP) byly
uchovany pfi teplote 5 °C a disperze NLC pii laboratorni teploté ( ~ 20 °C). Test stability
byl hodnocen pomoci méteni velikosti ¢astic a zeta potencidlu. Vysledky shrnujici velikosti

vezikul jsou znazornény na Obréazku 13 a vysledky popisujici zeta potencidl na Obrazku 19.

Tabulka 4: Stabilita jednotlivych formulaci v ¢ase hodnocend ze zmén velikosti vezikul

Doba méieni [tyden]
1. 2. 3. 4. 5.

TR1 94 + 1 91+2 95+ 1 92+0 91 +2
TR2 89+ 1 93+ 1 89+ 1 91 +1 90 + 1
LIP 104 £1 99 + 1 101 £1 104 +£2 100 £2
NLC 129+ 1 124 £ 1 121 £3 122+ 1 120+ 1
150
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Obrazek 13: Grafické znazornéni velikosti ¢astic pripravenych formulaci v ¢ase (1., 2., 3.,
4., 5. tyden)
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Z namétenych hodnot lze fict, ze se velikost vezikul ménila jen malo. Vyjimkou byly
velikosti vezikul NLC, u kterych doslo béhem tii tydnt k poklesu (ze 129 = 1 nm na
1214 3 nm), po této dob¢ byla uz velikost témet konstantni. Tento pokles udava, ze NLC
mély vétsi tendenci ke zméndm velikosti. Mald zména velikosti ¢astic byla také pozorovéana
u formulace liposomtl, uvedené hodnoty velikosti vSak indikuji dobrou stabilitu i1 pro tento
vzorek. Obé transferosomélni disperze vykazovaly pomérné stabilni velikost. Velikosti
vzorku TR1 se pohybovaly mezi 94 + 1 nm (na zacatku méfeni) a 91 + 2 nm (na konci
meéteni), coz predstavuje jen malou zménu velikosti. U vzorku TR2 velikosti lezely
v intervalu 89 + 1 nm az 90 £ 1 nm, coz rovnéz ukazuje na velmi dobrou stabilitu tohoto

vzorku.

Na Obrazku 14 jsou zobrazeny lipidové formulace po 5. tydnu skladovani, které 1ze srovnat
s Obrazkem 8, kde je ptedstaven vzhled vzorkl po ptiprave. U vzorki TR1, TR2 a LIP lze
vidét, ze disperze jsou transparentnéjsi a doslo i k sedimentaci ¢astic. Disperze NLC je
zakalend a vykazuje mirnou zménu barvy ve srovnani se vzorkem v 1. tydnu skladovéni.

Ta miize byt zptisobena degradaci enkapsulovaného CBD.

Obrazek 14: Vizualizace lipidovych formulaci po 5. tydnu skladovani

Na Obrazcich 15-18 jsou srovnany distribu¢ni kiivky vezikul studovanych lipidovych
formulaci (TR1, TR2, LIP, NLC) v prab¢hu doby skladovani (na zacatku, po 3. a 5. tydnu).
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Obrazek 15: Zmény distribuce velikosti ¢astic u formulace TR1 po ptiprave (Cervena Cara),

ve 3. tydnu (zelend ¢ara) a 5. tydnu (modra ¢éra)
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Racaord 30: transferosomy 10% T80 test 1 == Raccrd 83: transferosomy 10% 3
Racord 132: ransferosomy 10% 1

Obrazek 16: Zmény distribuce velikosti ¢astic u formulace TR2 po ptiprave (Cervena Cara),

ve 3. tydnu (zelend ¢ara) a 5. tydnu (modra ¢éra)
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Obrazek 17: Zmény distribuce velikosti ¢astic u formulace LIP po ptiprave (Cervend Cara),
ve 3. tydnu (zelend ¢ara) a 5. tydnu (modra ¢éra)
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Obrazek 18: Zmény distribuce velikosti ¢astic u formulace NLC po pfipraveé (Cervena
cara), ve 3. tydnu (zelend ¢ara) a 5. tydnu (modré cara)
Obrazky znazoriuji, ze distribuce velikosti ¢astic u vzorkd TR1, TR2 a LIP zlstala po dobu
meéfeni relativné stabilni. Ve vSech sledovanych ¢asovych intervalech byly zaznamenany
obdobné distribucni kiivky. Tento fakt sveéd¢i o tom, Ze disperze maji dobrou stabilitu. Pouze
na zac¢atku méfeni byl u vzorki TR1 a TR2 pozorovan mensi vedlejsi pik v oblasti vyssich
velikosti ¢astic (cca 5—10 um). Lze tedy fict, Ze tyto vzorky se daji povaZovat za stabilni po

dobu 5 tydnt.

U formulace LIP byly vedlejsi piky v oblasti vysSich velikosti pfitomné v prib¢hu celého
obdobi sledovani stability. Tyto piky indikuji tendenci vzorku k agregaci nebo piitomnost

populace Castic, které maji veétsi velikost.
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Distribuce velikosti ¢astic u formulace NLC vykazovala po piipravé $irsi profil (Cervena
cara), coz ukazuje na pfitomnost rozdilngjSich velikosti Castic ve vzorku ihned po jeho
ptipravé. V pribehu skladovani dochazelo k postupné stabilizaci NLC ¢&astic, coz je
dokumentovano i na distribu¢nich kiivkach, které se mirn¢ zuzily a byly poté béhem
sledovan¢ho obdobi velmi podobné. Tato skutecnost je v souladu s mirnym poklesem
velikosti ¢astic uvedenym na Obrazku 13. Ve vSech Casovych intervalech byly vSak na
distribucnich kfivkach ptitomny i vedlejsi piky (cca 5—10 um), které svédc¢i o pritomnosti
Castic s vetsi velikosti.

Dalsi sledovanou hodnotou v pribéhu skladovani byl zeta potencial (Obrazek 19,

Tabulka 5).

Tabulka 5: Vysledné hodnoty zeta potencidlu u danych lipidovych formulaci

Doba méieni [tyden]
Formulace
1. 2. 4. 5.
TR1 -14+£5 21+1 25+1 2247
TR2 -14+4 -17+3 28+ 6 28 +1
LIP -24+3 20+4 24+4 29+3
NLC -23+2 22+1 30=+1 2244
1 2 4 5
O 1 1 1 1
-5
-10 -
£
& -15 -
15
g -20 I
g ] | :
N 25 - I
-30 I I
-35
Cas [tyden]
TR1 mTR2 LIP NLC

Obrazek 19: Grafické znazornéni hodnot zeta potencidlu ptipravenych formulaci v daném
¢asovém obdobi [1., 2., 4., 5. tyden)
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Ke zméndm dochdzelo také u zeta potencidlu. U vzorku TRI1 se potencidl snizoval
z pocatecni hodnoty —14 £ 5 mV na hodnotu —-25 £ 1,2 mV (4. tyden) a 22 £ 7 mV
(5. tyden). U vzorku TR2 byl rovnéz pozorovan snizujici se potencial v celém sledovaném
Casovém obdobi. V prvnim tydnu vykazoval vzorek zeta potencial -14 = 4 mV, avSak
v poslednim tydnu méfeni se jeho hodnota snizilana —28 £ 1 mV. Tato skute¢nost naznacuje,
ze vzorky TR1 a TR2 vykazuji v dlouhodobém métitku dobrou stabilitu. Vzorek znaceny
LIP projevil v prvnim az ¢tvrtém tydnu kolisani hodnot zeta potencialu (v rozmezi —20 az
— 24 mV) a jeho potencial se pak v patém tydnu snizil a vykazoval hodnotu —29 £ 3 mV.
Nejniz$i hodnota potencidlu ze vSech formulaci byla zaznamendna u disperze NLC ve
¢tvrtém tydnu méteni (=30 £ 1 mV), avSak v patém tydnu se jeji zeta potencial zvysil na
-22+ 4 mV. Celkové lze fict, Ze u vétSiny disperzi (TR1, TR2 a LIP) hodnoty zeta
potencialu béhem skladovani mirn¢ klesaly, zmény zeta potencidlu tedy neptedstavuji

faktor, ktery by mohl vést k vyrazné destabilizaci pfipravenych vzorki.

8.4 Stanoveni antioxidacni aktivity

Antioxidacni aktivita jednotlivych lipidovych disperzi byla stanovena pomoci metody
ABTS, ktera je zalozena na principu zhaSeni kation-radikalu ABTS™ (2,2°-azino-bis(3-
ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonatu) studovanou latkou. Nejprve je
jednoelektronovou oxidaci syntetického chromoforu ABTS vhodnym oxida¢nim ¢inidlem
(napt. peroxodisiran amonny) vytvofen radikal ABTS™, ktery je zhasen latkami
s antioxida¢nimi vlastnostmi (donory vodiku). Tato reakce je sledovana spektrofotometricky
pomoci zmén absorpéniho spektra ABTS™ (absorbance je méfena pii 734—736 nm). Pii
stanoveni je nutné, aby testované latky nevykazovaly vyraznou absorpci zafeni v této oblasti

[41].

Me¢fteni absorbance bylo provedeno v intervalech 1, 2, 4 a 6 hodin po smichani radikalu se
studovanymi disperzemi. Pokles absorbance byl pak pfimo tmérny antioxidacni aktivité
vzorku. Uéinnost antioxida¢nich vlastnosti miize byt pozorovana také vizualng ze zmény
barvy po smichédni roztoku radidlu a vzorku. Jestlize je celkovy roztok syt¢ zeleny, znamena
to, ze radikél je nedostate¢né zhaSen aktivni latkou (CBD), coz indikuje nizkou antioxidacni
aktivitu testované latky. Na Obrazku 20 je zndzornéna schopnost testovanych vzorki (TR1,
TR2, LIP, NLC) zhaset v ur€itém casovém intervalu ABTS radikaly stanovena pomoci

spektrofotometrického métent.
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Obrazek 20: Grafické zavislost radikalové inhibice (RI) vzorki (antioxidacni aktivity) v
case (1, 2, 4 a 6 hodin)

Na zakladé naméfenych dat byla zjisténa rozdilna Géinnost inhibice kation-radikalu ABTS™*
testovanych vzorki. U transferosomdlnich disperzi (TR1, TR2) a vzorku NLC byla
prokézana silna antioxida¢ni ucinnost. Po 6 hodinach kontaktu byly tyto vzorky schopné
zhéset vice nez 90 % radikalt. V piipadé liposomalni disperze byla antioxida¢ni schopnost
po 6 hodinach oproti ostatnim vzorkiim podstatné nizsi (~50 %). Tento rozdil miize byt
zpiisoben odlisnou koncentraci CBD v disperzich (v liposomech bylo obsazeno nejméné
CBD), rozdilnou velikosti nosicti a také odliSnou schopnosti reagovat s kation-radikalem
ABTS™ v zavislosti na typu lipidového nosi¢e. Antioxidaéni schopnosti NLC
s enkapsulovanym CBD byly potvrzeny i literarnimi daty. Autoti publikace [42] zjistili, Ze
cerstve piipravené NLC se 100 mg CBD byly schopné zhaset az 100 % DPPH (2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl) radikalt.

8.5 Transdermalni penetrace

Transdermdlni absorpce aktivni laitky CBD enkapsulované do pfipravenych formulaci
lipidovych nosicli byla testovdna na modelu prase¢i kiize pomoci Franzovych difuznich
komurek. Koncentrace aktivni laitky CBD v jednotlivych vrstvach klize byla stanovena

pomoci metody HPLC. Po vyhodnoceni vysledku byl sledovan vliv jednotlivych lipidovych



50 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

formulaci na jejich schopnost transportovat CBD do klize. Vysledné hodnoty koncentraci

CBD a navratnost byly vybrany ze dvou paralelnich méfeni a jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6: Vysledné koncentrace CBD ve vrstvach koZzniho vzorku pro studované
formulace (TR1, TR2, LIP, NLC) po transdermalni absorpci a nadvratnost CBD

Zastoupeni CBD [pg/ml] TR1 TR2 LIP NLC
Pocatecni obsah CBD [ug] 75 75 50 54

Oplach 11,20 11,57 18,56 9,78

Povrch 0,00 2,66 0,45 0,00

Okraje kiize 21,86 22,93 2,65 33,61

Stripy 1,2 9,57 6,55 3,44 4,10

Stripy 3.4 3,56 4,88 2,44 2,77

Stripy 5,6 2,40 4,65 1,46 2,52

Epidermis 4,78 12,37 0,90 0,90

Dermis 1,66 0,77 0,00 0,00

Receptorova kapalina 0,00 0,00 0,00 0,00
Navratnost [%] 73 89 60 99
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Obrazek 21: Procentudlni zastoupeni CBD v jednotlivych vrstvach kozniho vzorku u
studovanych formulaci (TR1, TR2, LIP, NLC)

Z Obrazku 21 je patrné, ze lipidové formulace maji vliv na prostup CBD vzorkem kiiZe.
Nejvyssi procentudlni zastoupeni CBD na povrchu donorové c¢asti Franzovy komtrky
(Oplach) bylo zaznamenéano u disperze liposomi (LIP), coz mlze byt zplisobeno nizsi
schopnosti tohoto nosi¢e udrzet CBD ve své struktufe nebo horSim prostupem CBD
liposom1 do vrstev kiize. Velmi malé mnozstvi CBD pak bylo pfitomno na povrchu koznich
vzorkil, kde u TR1 a NLC bylo mnozstvi nulové, coz prokazuje jejich dobrou schopnost
absorbovat se do kiize. Vétsi procentualni zastoupeni CBD bylo zaznamenano u disperzi
TR1, TR2 a NLC, které prostoupily do okraji kiize mimo plochu kontaktu kozniho vzorku
s receptorovou kapalinou (okraj Franzovy diftizni komiirky). Tento fakt Ize objasnit vyssi
deformovatelnosti a pohybem transferosomalnich disperzich a lepsi stabilitou NLC, které

maji nizsi schopnost agregovat, a tak mohou migrovat do okrajii mimo Franzovu komurku.

Co se tyka srovnani mnozstvi CBD, které z jednotlivych vzorkl prostoupilo do Stratum
corneum, tak bylo nejvyssi u disperze TR1. Do prvnich dvou vrstev (Stripy 1,2) proslo
17,4 %. Nasledné¢ se mnozstvi CBD po dal§im stripovani snizilo na 4,4 %. Obdobné chovani,
tedy postupné snizovani proslého mnozstvi CBD do hlubsich vrstev Stratum corneum bylo

pozorovano i pro ostatni formulace. V Epidermis bylo nejvyssi zastoupeni CBD prokazano
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uvzorku TR2 (18,7 %), coz mize byt vysvétleno pfitomnosti vyssiho obsahu aktivatoru hran
(Tween 80) v lipidové membrané, ktery zvySuje flexibilitu vezikul. Deformovatelné
vezikuly dokézou proniknout skrz Stratum corneum a maji vysokou povrchovou hydrofilitu,
coz jim umoziuje prostoupit skrz transkutanni kandly do hlubsich vrstev kize [43]. Nizké
procento CBD bylo naméteno u vzorkiit TR1 a TR2 také v hlubsi vrstv€ Dermis (3 a 1 %).
U formulaci LIP a NLC bylo mnozstvi CBD v Dermis nulové. V receptorové kapaling jiz
nebylo detekovano zddné mnozstvi CBD. Tento fakt naznacuje, Ze lipidové nosice s aktivni

latkou nepenetruji do systémového obchu.

Névratnost CBD u vzorkd TR1, TR2 a LIP byla 73, 89 a 60 %. Tyto hodnoty jsou nizsi
v porovnani s pravidly OECD 428 o kozni absorpci pomoci in vitro metody, kde pozadovana
navratnost ¢ini nejméné 90 %. Jedina formulace s aktivni latkou CBD, ktera splnila tento
pozadavek byla NLC (99 %). Vysledky studie jsou v souladu s publikovanymi daty [42],
kterd rovnéz prokézala, ze NLC vyznamné zlepSily penetraci CBD (ve srovnani
s neenkapsulovanym CBD) do hlubsich vrstev kiize, véetné Epidermis a Dermis, kam je pro

samotné CBD obvykle obtizné proniknout.
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ZAVER

Bakalafska prace je zaméfena na stanoveni transdermalni penetrace aktivnich latek
z lipidovych nosic¢l. Jejim cilem bylo pfipravit transferosomy s riznym obsahem aktivatoru
hran (TR1, TR2), liposomy (LIP) a nanostrukturované lipidové castice (NLC) s aktivni
latkou CBD, otestovat jejich vlastnosti a urcit stabilitu danych formulaci v ¢ase. V praci byly
pomoci analytickych metod stanoveny velikosti ¢astic lipidovych nosic¢t, jejich distribuce
velikosti (index polydisperzity — PDI) a zeta potencidl v pribéhu 5 tydna skladovéni.

Sledovana byla také antioxidacni stabilita zhaSenim ABTS radikalii

Na zékladé vyhodnoceni velikosti vezikul, PDI a zeta potencialu lze oznacit pfipravené
lipidové formulace za stabilni. Mirné snizeni velikosti vezikul vykazovala formulace NLC,

kde ze 129 + 1 nm se vezikuly zmenSily na 120 + 1 nm.

Antioxidacni aktivita nosi¢ii s CBD byla ovéfena pomoci ABTS testu. Silnad antioxida¢ni
aktivita byla prokazana u transferosomalnich disperzi (TR1, TR2) a formulace NLC, které
vykazovaly dobrou schopnost zhaset vice nez 90 % volnych radikéld. U liposomalni disperze
(LIP) byla antioxida¢ni vlastnost mensi jak 50 %, coz bylo zfejmé zplsobeno niz§im

obsahem CBD v této formulaci.

Schopnost vyrobenych lipidovych formulaci s CBD penetrovat ptes kiizi byla testovana
pomoci Franzovych difiznich komirek. Z vysledkt Ize zjistit, ze na povrchu kozniho vzorku
bylo po 24 hodinach testu pfitomno jen malé mnozstvi CBD. Tento fakt nasvéd¢uje tomu,
ze formulace maji dobrou schopnost absorbovat se do jednotlivych vrstev kiize. VSechny
testované formulace s CBD prochazely nejdale do vrstvy Epidermis, pti¢emz u vzorki TR1
a TR2 proniklo malé mnozstvi CBD (1 a 3 %) i do vrstvy Dermis. To je s velkou
pravdépodobnosti disledkem vyssi deformovatelnosti t€chto vezikul zplisobené ptitomnosti
aktivatoru hran. Navratnost CBD z celkového mnozstvi podané latky, pozadovana pravidly

OECD 428 (> 90 %), byla splnéna jen u formulace NLC (99 %).

Vysledky bakalaiské prace ukazuji, ze dané lipidové formulace jsou vhodnymi nosici aktivni
latky CBD. Typ nosi¢e a mnozstvi enkapsulovaného CBD pak ovliviiuji hloubku priniku a

koncentraci aktivni latky v jednotlivych vrstvach kiize.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

SUV

LUV

MLV

MVV

SLN

NLC

CBD

PCB

ECP

SC

THC

ESC

DMSO

DSPC

DPPC

DSPE-PEG

SPC

AP

CHOL

PDI

ABTS

UPW

OF

VF

Malé unilamelarni vezikuly
Velké unilamelarni vezikuly
Multilamelarni vezikuly
Multivezikularni vezikuly
Tuh¢ lipidové nanocastice
Nanostrukturované lipidové nosice
Kanabidiol
Fytokanabinoidy
Endokanabinoidy
Syntetické kanabinoidy
Tetrahydrokanabinol
Endokanabinoidni systém
Dimethylsulfoxid
Distearoylfosfatidylcholin

Dipalmitoylfosfatidylcholin

1,2-distearoyl-sn-glycero-3-fosfoethanolamine-N-[karbonyl-

amino(polyethylene glycol)-4300]
Sojovy fosfatidylcholin

Askorbyl palmitat

Cholesterol

Index polydisperzity

2,2-azino-bis-(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)

Ultra ¢ista voda
Olejova faze

Vodna faze
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PBS Fosfatovy pufr s fyziologickym solnym roztokem

DPPH 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl



