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ABSTRAKT

V teoretické casti byla vénovdna pozornost vstupu I|éfiv do organismu
sublingvalni cestou, popisu dutiny ustni (sliznice, epitel, sliz, sliny, MCGs), OCCAT

modelu, a zakladnim pojmUim bioimpedance.

V experimentdlni ¢asti byla metodou DLS ovérena hydrodynamicka velikost
nanocdstic PD-Chromeon 470. V prostredi vody, i dvou pufri pH 6,8 a 7,4 dle Sérensena
byly ziskany prakticky shodné vysledky na urovni hodnot 40 nm. Pufry byly pouzity
jako donorové, resp. akceptorové prostfedi v navazujicich in vitro permeacnich
pokusech. Jejich soucdsti bylo promérovani impedanci rozdilné zpracovanych
a uchovavanych sublingvdlnich membran zjazyk(li prasete domaciho. Pro testovani
praniku nanocastic pres tyto modelové mukosalni bariéry byly nanocastice nanaseny

v koncentrované (500 pg/ml), zfedéné (1:4) disperzi.

Nejnizsi impedance mély membrdny konzervované azidem sodnym, které byly
dlouhodobé zmrazeny pfi -18°C. Tyto také vykdazaly nejvyssi hodnoty in vitro permeace
nanocastic. Rychlé zmrazeni kapalnym dusikem membrany z hlediska hodnot impedance

zfejmé neovliviuje.

Nanocastice PD-Chromeon 470 byly schopny prliniku pres vsechny rlznym
permeacni hodnoty pro nanocastice byly naméfeny u membrany CcCerstvé
vypreparované, nebo membrany po preparaci rychle zchlazené kapalnym dusikem
a tyden uchovavané ptiminus 18°C. Obé takto ziskané sublingvalni membrany lze

pro in vitro permeacni pokusy rovnocenné pouzit.

Klicova slova: anatomie a fyziologie dutiny Ustni, sublingvalni permeace, OCCAT model,
Chromeon 470, transmembranova in vitro impedance, transmembrdnovad permeace

nanocastic



ABSTRACT

In the theoretical part, attention was paid to the entry of drugs into the body
by the sublingual route, description of the oral cavity (mucosa, epithelium, mucus,

saliva, MCGs), OCCAT model, and basic concepts of bioimpedance.

In the experimental part, the hydrodynamic size of the PD-Chromeon 470
nanoparticles was verified by the DLS method. In the environment of water, even two
buffers pH 6.8 and 7.4 according to Sorensen, practically identical results were obtained
at the level of 40 nm. Buffers were used as donor, resp. acceptor phase in vitro
permeation experiments. The experiments included measurement of impedances
of differently processed and stored sublingual membranes from pig tongue. To test
the penetration of nanoparticles through these model mucosal barriers, nanoparticles

were applied in a concentrated (500 pug / ml), diluted (1: 4) dispersion.

The lowest impedance had the sodium azide-preserved membranes, which were
frozen at -18 ° C for a long time. These also showed the highest in vitro permeation
values of nanoparticles. Rapid freezing with liquid nitrogen does not seem to affect

the membrane in terms of impedance values.

PD-Chromeon 470 nanoparticles were able to penetrate all differently processed
sublingual membranes. The highest impedance values and the lowest permeation values
for nanoparticles were measured for freshly prepared membranes or membranes
after preparation rapidly frozen with liquid nitrogen and stored at -18 ° C for one week.
Both thus obtained sublingual membranes can be equally used for in vitro permeation

experiments.

Key words: Anatomy and physiology of oral cavity, sublingual permeation, OCCAT
model, Chromeon 470, transmembrane in vitro impedance, transmembrane permeation

of nanoparticles



1 UVOD

Biotechnologické postupy umoznily vyvinout nové, velmi specifické, casto ale
také velmi labilni [éCivé latky. Doruceni téchto |éfiv do poZadovaného mista jejich
pusobeni je pro farmaceutickou technologii velkou vyzvou. Nanoddsticové systémy
se jevi dobrymi kandidaty pro cileny transport |éCiv, jsou vSak obecné rozlisitelné
jako cizorodé ¢dastice obrannym systémem téla. Pro dosaZzeni cilového mista a prostup
bunéénymi membrdanami je tfeba odhalit, jak se mozné ,vstupy” do bunék daji otevrit
a pak zase zavfit pro prinik Iéfiva s nosicem dovnitf buriky bez jeji desorganizace,
tj. stejnou cestou, jako to uméji viry. Tyto pozadavky zdlraziuji potfebu vyzkumu
avyvoje voblasti dodani aktivni formy léciv aZz do poZadovanych subceluldrnich
struktur.!

Nanotechnologie se zabyvaji studiem a vyuzitim struktur o velikostech
od 1 nanometru a? do 1000 nanometrd.” Dosud neexistuje jednotnd definice
pro nanotechnologii. Ocekava se, Ze nové technologie a materidly pfinesou revoluci
v mediciné, stejné jakoiv jinych oborech. Na druhou stranu nanotechnologie také
pfedstavuji urcita rizika. Rizika spojend s poskozenim lidského zdravi (toxicita,
teratogenita, aj.) nebo rizika pro Zivotni prostfedi (ekologickd toxicita, ovlivnéni
biogeochemickych cykli a dalsi).>*

Velikost nanocastic vyznamné ovliviuje jejich terapeutické a diagnostické
aplikace.

RlGzné terapeutické a diagnostické aplikace vyZzaduji v zavislosti na pozadovaném
cili rGzné typy a velikosti nanocastic. S pokroky v pochopeni vlivu velikosti nanocastic
na interakce s lidskym télem, a to jak prostfednictvim model(i, takiexperimentd,
je snahou posunout nanocdastice na uroven standardd pro klinické diagnostické
zobrazovani, ale také pfi biodistribuci lé¢ivych latek. Nanocastice maji extrémni
potencial byt pravé v tomto sméru efektivni. Pouziti nanocastic v oblasti farmakoterapie
by vedlo k nizs§im systémovym davkam, zvysené terapeutické Gcinnosti, mensimu poctu
nezadoucich vedlejSich Ucinkd, snadnéjSimu podavani |é¢iv a zvySeni kvality Zivota
pacienta. K posunu nanocastic az do klinického vyzkumu je zapotrebi dale objasriovat

interakce mezi nano¢asticemi a lidskym télem.’



Na Farmaceutické fakulté UK v Hradci Kralové probihaji na katedre farmaceutické

technologie vyzkumy nanodastic jiz po nékolik let.

Pfedlozend rigordzni prace navazuje na fadu diplomovych praci, vénuje
pozornost nanocasticim PD-Chromeon 470 znac¢enym fluorescencnim barvivem a jejich

schopnosti proniknout pres praseci sublingvalni membranu.



2 CIiLE PRACE

1. Proméreni hydrodynamickych rozmérd komeréné ziskanych nanocdstic PD-
Chromeon 470 v prostfedi vodnych aplika¢nich vehikul

2. Proméfeni in vitro hodnot transmembrdnovych impedanci rozdilné
zpracovanych, uchovdvanych a v pokusech exponovanych vzorkd sublingvalnich
membran

3. Ovéfeni transmembranového praniku dvou rozdilné koncentrovanych
donorovych vzork(i nanocastic PD-Chromeon 470 v permeacnich in vitro
pokusech pres sublingvdlni membranu prasete.
Vzorky nanocastic od vyrobce pouzit nefedéné (jak byly dodany) a vzorky redéné
pufrem pH 6,6 (fedéni 1:4 disperze: 200ul nanodcastic + 800ul roztoku kofeinu

s pufrem o pH 6,6).

4. Permeacni pokusy doplnit mikroskopickym hodnocenim sublingvalnich membran

z permeacnich pokust



3 TEORETICKA CAST

Ve v

Systémové plsobici léCiva zpravidla dosahuji cilového organu krevni, pfipadné
lymfatickou cestou. Do organismu se vpravuji riznymi aplikaénimi cestami, jejich ucinek
se ocCekdva ai po krevni distribuci. Vlastni volba pfivodni cesty je ddna uvahou

v v

o moZnych interakcich, moZnosti spolupriace s pacientem a vneposledni tadé

vlastnostmi samotného léciva.>”?

Systémové podani |éCiv mlZeme zjednodusené
rozdélit na poddni: peroralni, parenterdlni (intravendzni, subkutanni, intramuskularni,
intraarterialni, intrathekalni, intraperitonedlni), novéji téz transmukosalni (sublingvalini,

rektalni, vaginalni), transdermalni, specidlné se vyélefiuje cesta inhalagni. ”°

3.1 Sublingvalni vstup léciva do organismu

Nanesenim lé¢iva na Ustni sliznici se l|éCivo dostane do krve rychleji
nez po perordlnim podani tablety, protoZze |ékova forma doddava léCivo pfimo na misto
absorpce, a protoze pfi rozpusténi podané davky slinami vznikd na tomto misté roztok
velmi vysoké koncentrace, coz pranik epitelem Ustni sliznice urychluje.6'7'8'91°'11

Po bukalni nebo sublingvalni aplikaci obejde absorbovana latka zpracovani
v jatrech, protoze vendzni krev z Ustni sliznice sméfuje do horni duté Zily. Sublingvalni
podani je pro pacienta technicky nenarocné. Vzhledem kvysoké permeabilité
a bohatému privodu krve je sublingvalni cesta schopna vyvolat rychly nastup ucinku,
coz je vhodné pro léciva s kratkou dobou dodani a nepravidelnym davkovacim rezimem.
Permeabilita oromukosalnich membran stoupa vporadi palatindlni, bukalni
a sublingvalni sliznice.®”#%101

Na druhou stranu sublingvalni aplikace |éCiv neni vhodna pro latky Spatné
rozpustné ve vodé a pro latky, které se Spatné absorbuji z jinych divodl (povrchovy
naboj, velikost atvar molekuly aj.). Pro takova |éciva je vhodnd perordlni aplikace,
protoze mnozstvi tekutiny obsazené v tenkém stfevé i resorpéni povrch, ktery je
v tenkém stfevé k dispozici, jsou mnohondsobné vétsi nez v Ustni duting ®7891011

Pasaz jatry odpadd také po inhalaéni aplikaci. Pfi pouziti této privodni cesty
se Castéji zamysli dosahnout mistniho Ucinku nez celkového. Inhalaéni podani ma témér
okamzity ndstup ucinku, ale je narocné zhlediska technologie vyroby ¢&i pfipravy

. . 10,11
a techniky aplikace.®”#%1%



Lokalni aplikace na klzi, sliznice, do télnich dutin (vyplachy) se obvykle pouZiva

pro mistni G&inek, méné &asto pro celkovy uéinek.’

3.2 Dutina ustni - sliznice, epitel

Ustni dutina je lemovéna sliznici o celkové ploe pfiblizné 100 az 200cm?>.™
Sliznice dutiny Ustni se rozliSuje na sliznici bukalni, sublingvalni, sliznici mékkého patra,
tvrdého patra a sliznice pokryvajici dasné a rty. Sliznice (tunica mucosa) je vystelkovou
tkani, je tvofena vazivem a epitelem, kryje vnitfni povrchy téla. Ustni sliznice se sklada
ze tfi zakladnich vrstev, a to vrstevnatého dlazdicového epitelu, bazdlni membrany
a pojivové tkané, na kterou navazuje hladka svalovina. Epitel se obnovuje z bazalni

vrstvy bunék. V dstni dutiné se buriky sliznice obméni za 1 a7 2 tydny.™°

Bukalni sliznice je silnd 500 az 800 um, tvori ji 40 az 50 vrstev bunék,
zatimco sublingvalni sliznice je o néco ten&i.’®*? Nejtendi (100 — 200 pm) je na tvrdém
a mékkém patru, spodiné dutiny Gstni, dasnich a ventralni &asti jazyka.’® Ve sliznici
jsou uloZeny seromucindzni Zlazky. Kromé malych slinnych Zlaz, které se nachazeji
ve slizniénim vazivu, Usti do dutiny Ustni jesté vyvody velkych slinnych Zlaz (pfiusni,
podcelistni, podjazykova Zlaza). Bunky ustniho epitelu jsou obklopeny intercelularni
podkladovou latkou, hlenem, jejimiz hlavnimi slozkami jsou komplexy slozené z proteind
a sacharid(. Ackoli samotny epitel je avaskularni, sliznice je bohaté protkana krevnimi

a lymfatickymi cévam;, 01121314

3.2.1 Sliz, mukus

Sliz (mukus, hlen) je sloZzen prevainé z vody, bilkovin a sacharidu. Je produkovan
v poharkovych burikdch a slinnych Zlazach. Nejvyssi podil zaujima voda (95 az 99%),
zakladnimi stavebnimi komponentami slizu, dodavajicimi mu jeho specifické vlastnosti,
jsou makromolekularni latky zndmé pod oznafenim mucin (1 az 5%). Asi na 70 %
celkového mucinu nalezeného ve slinach pfispivaji malé slinné zlazky.*%**

Mucin je glykoprotein obsahujici velké mnoZstvi sacharidovych jednotek
na bilkovinné kostfe. Tyto molekuly jsou schopny tvofit kluzny material.™
Pti fyziologickém pH ma hlen negativni ndboj v disledku pfitomnosti kyseliny

sialové a sulfatovych zbytk(, mize hrat dlohu v mukoadhezi. Pfi kyselém pH muzZe hlen

tvofit silné soudrznou gelovou strukturu, kterd se bude vazat na povrch epitelidlnich

9



bunék obdobné jako Zelatinova vrstva. S touto vrstvou mohou interagovat |écivé latky,
¢imZ muze dojit k omezeni jejich transportu pres epitel, ale také prodlouzeni kontaktu
s nim (dUlezité z hlediska farmakokinetiky). Primérna doba obnovy hlenové vrstvy

je 6 hodin. PIni funkci ochrannou, bariérovou, adhezivni a zvihéujici.****

3.2.2 Sliny

Sliny predstavuji ochrannou tekutinu pro vSechny tkané ustni dutiny. Fyziologické
prostiedi dutiny Ustni je udrZiovano pomoci slin, které predstavuji vhodné médium
pro rozpousténi a naslednou absorpci Iéciva. Sliny jsou vylucovany tremi velkymi
slinnymi Zlazami (parové Zlazy - pfiusni, podcelistni a podjazykova, tedy sublingvalni),
a v mensi mife i malymi slinnymi Zlazkami. Malé slinné Zlazky jsou rozesety po celé Ustni
dutiné véetné jazyka a ve sliznici predsiné Ustni, a produkuji sliny neustale. Velké Zlazy
tvofi sliny jen na nervové podnéty. Zabezpecuji dostate¢nou vlhkost Ustni dutiny, obaluji
sousto, usnadnuji polykdni, snizuji tfeni sliznice, pfedchdazi demineralizaci zubni skloviny
a obsahuji enzym ptyalin, ktery Stépi Skroby. Reguluji ustni mikrofléru udrzovanim
spravného pH v Ustech s aktivitou enzym0 (alfa-amylaza, lysozym, lingvalni lipaza).
Za 24 hodin se vytvofi od 500 ml do 2 000 ml slin, toto mnozZstvi tekutiny je k dispozici

také pro hydrataci Ié&ivych p¥ipravkt podanych na dstni sliznice. '

Sliny maji pH 5,5 az 7,0 a obsahuji 99,5 % vody, zbytek tvofi organické
a anorganické latky (proteiny, glykoproteiny a elektrolyty). Hlavnim dlvodem pro vybér
hydrofilnich polymernich matric jako nosicl peroralnich transmukosalnich |ékovych

systéml je prostredi v Ustni dutiné, které je bohaté na vodu. 10,11,16,17

Struktura sliznice se odlisuje v rlznych ¢astech dutiny ustni:

Bukalni oblast zahrnuje oblast vnitfni strany tvari a vnitfni oblasti horniho
i dolniho rtu, zaujima asi 1/3 sliznice dutiny Ustni, tvofi ji nezrohovatélé burky, proto je
pro svou dobrou pfistupnost i vlastnosti nejCastéji vyuZivand pro aplikaci
mukoadhezivnich oralnich lékovych forem.™

Svnéjsim prostiedim je v kontaktu sliznice rtd (labidlni). V oblasti rt( epitel

v s ’ , v oy , . v.r »11
prechazi ve vicevrstevny dlazdicovy epitel rohovéjici.

10



Na povrchu jazyka se nachazi specializovana sliznice, jejiz povrch je tvoren
zrohovatélymi i nezrohovatélymi burikami a obsahuje také chufové poharky.**

Pod jazykem se nachazi sublingvalni sliznice, kterda umoznuje rychly prechod
lécivé latky do krve, protoZe je zde sliznice nezrohovatéld, tenkd a nejlépe prokrvena.
Vstiebani nékterych IéCiv (napf. trinitrat glycerolu) sliznici Ustni dutiny je pro néktera
|éCiva rychlejsi nez ze Zaludku a vzdalenéjSich ¢asti traviciho Ustroji. Malé tablety
se ponechaji rozpustit pod jazykem, vstfebané |écivo obchdazi jatra (vyhnuti
se presystémové eliminaci). Aplikace je nebolestivd, snadna, lokalni drdZdivost
pouzivanych lékovych forem je nizka.'%t1#1819

Sublingvalné podana léciva musi byt dostatecné lipofilni, aby se mohla vstfebat
difuzi, aktivni absorpéni mechanismy nebyly prokazany. Aby néstup systémového Ucinku
byl co nejrychlejsi, jsou sublingvalni tablety vétdinou malé a velmi rychle se rozpadaji.**

Na tvrdém patfe a dasnich se nachdzi palatalni sliznice, je pfizplsobena zatizeni
pfi Zvykani. Obsahuje zrohovatélé buriky, které snesou pfi zpracovani potravy vétsi tlak
(mechanické namdhani). Sliznice je zrohovatélda podobné jako u epidermis. Také
zde se nachdzeji neutrdini lipidy — ceramidy a acylceramidy, které vytvareji bariéru
pro vstup vétsSiny latek (témér nepropustné pro vodu). Nezrohovatéld mista sliznice
naopak obsahuji pouze malé mnozstvi ceramidl a propoustéji vétsi mnozstvi vody
nez keratinizované tkané. Mékké patro je pokryto vicevrstevnym dlazdicovym
nerohovéjicim epitelem.**?%!

Propojenost epitelidlnich vrstev sliznice je zvySena diky MCGs (membranova
vrstva granuli), které se v mezibunécném prostoru vyskytuji. Za relativni nepropustnost
sliznice dutiny ustni mlze vyskyt u sublingvalni sliznice spiSe mezibunécny material
MCGs nezZ keratinizovany epitel.”’15
V porovnani s bukdlni sliznici je permeabilita sublingvalni sliznice vyssi, naopak

propustnost palatalni sliznice vyrazné nizsi. ™

3.2.3 MCGs — membranova vrstva granuli

V soucasné dobé se predpokladd, Ze bariéra propustnosti v Ustni sliznici
je vysledkem mezibunééného materidlu odvozeného z tzv. membranovych povlakovych
granuli (MCGs). MCGs jsou organely kulovitého nebo ovalného tvaru, které maji

14,15

v priméru 100 az 300 nm. Vyskytuji se jak v keratinizovaném tak nekeratinizovaném
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epitelu ordlni mukdzy. Nachazeji se pod povrchovymi epitelialnimi bunkami, v jejich
tésné blizkosti. Komponenty MCGs v keratinizovaném a nekeratinizovaném epitelu
jsou odlisné. MCGs keratinizovaného epitelu jsou tvoreny vrstvami lamelarnich lipida
(sfingomyelin, glukosylceramidy, ceramidy a jiné nepoldrni lipidy),
zatimco nekeratinizovany epitel obsahuje MCGs, které nejsou lameldrni (estery
cholesterolu, cholesterol a glykosfingolipidy). Z dlivodu hydrofobniho charakteru téchto
struktur je prestup hydrofilnich latek komplikovan. Keratinizace epitelu ma urcitou
ulohu, ale nehraje vtomto pfipadé pfiovliviiovani propustnosti oralni bariéry

tak dominantni roli.***®

3.3 Prostup latek pres sublingvalni membranu

Pasivni difuze je nejéastéjsSim absorpénim mechanismem pro oblast dutiny Ustni.
Léky se mohou zdutiny duastni vstfebat dvojim mechanismem: paracelularné
a transceluldrné. Ackoliv v praxi probihaji oba zpuUsoby vétSinou simultdnné, vidy
je jeden z nich preferencni v zavislosti na fyzikdlné-chemickych vlastnostech podané
latky. Jestlize latka prochdzi kolem bunék a mezibunéénymi prostory, jedna
se o transport paraceluldrni. Paraceluldrni transport, kde je limitujicim faktorem typ
a funkéni stav ptitomnych intercelularnich kontakt(li (predevSim gap junctions =
skulinové spojeni a tight junctions = tésné spojeni). Pfi transceluldrnim transportu
prechazi latka skrze jednotlivé bunky. Tato trasa je vyhodnd pro léciva, kterd plsobi
na intracelularni cile. Tato lé¢iva musi mit vhodny rozdélovaci a difuzni koeficient,
nebot musi nejprve projit lipofilni membranou bunék a nasledné jejich hydrofilni vyplni.
Transceluldrni transport, ktery je zavisly na jednotlivych mechanismech transportu
transmembranového (pét zakladnich transportnich mechanismd bunéénych membran:
prosta difuze, prostup iontovymi kanaly, sekundarni aktivni transport - spraieny

. . ’ . , . 7 10,17,22
transport, primdrni aktivni transport, exocytdza a endocytoza). 0.17,
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Obr. 3.1: Stavba sliznice dutiny Ustni a paracelularni a transcelularni transport:*°

Epithelial cells — epitelidlni buriky, basement membrane — bazalni membrana,
connective tissue — vodiva tkan, intracellular route — transceluldrni transport,
extracellular route — paracelularni transport, keratinised layer — keratinizovany epitel,
granular cell layer — granuldzni bunky, spinous cell layer — spindzni buriky, basal cells —
bazalni buriky.

3.4 OCCAT model

OCCAT model popisuje absorpci a pfenos a distribuci 1éCiv pfes kompartmenty dutiny
ustni (pf. sublingvalni tablety se zolpidemem)

Tkan Pratok Povrch Tloustka Tloustka lamina | pH
krve [ml/min/100g [cm?] epitelu [um] propria [um]
tkané]
Bukalni 22,78 50,2 418,8 500 6,3
Dasné 19,54 46,6 263,8 250 6,8
Dno 12,23 13,3 117,6 200 6,5
Tvrdé patro 15,04 20,1 257,8 200 7,4
Vrch jazyka 100,61 25,7 701 500 7,4
Spodek jazyka 15,84 13,3 235 250 6,5

Tabulka 3.1: Fyziologické parametry jednotlivych kompartmentd dutiny Gstni u lidi.*
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Pro predikci a mechanickou analyzu klinické farmakokinetiky intraoralnich
formulaci byl vyvinut komplexni, fyziologicky zaloZeny model Ustni dutiny s oznacenim
OCCAT. Jednad se o vypocetni modul, ktery umoziuje vysvétlit vztahy rady proménnych
veli¢in, které se na sublingvdlnim podani Ié¢iv podileji, proto bude dale pojedndn

podrobngji.’®

Polykani a pohyb slin

Jednim z faktord vtomto modelu je neustdlda produkce slin bukdlni tkani
a sublingvalnimi Zlazami. Rychlost produkce kolisa v rozsahu 0,04 — 0,30 ml/min. U lidi
obvykle ¢ini bazalni objem slin 0,9 ml. Sliny tvofené bukdlni sliznici stékaji po tvafi,
dale po dasnich ke spodiné ust, kde se smisi se slinami, které vyprodukuji sublingvalni
Zlazy. Na spodiné ust se sliny nahromadi nebo proudi k vrcholu jazyka, kdy se spusti
polykani. Pfedpoklada se, Zze ke spolknuti slin dochazi ve chvili, kdy se zdvojnasobi
bazalni objem slin (nad 1,8 ml), pokud se nedostavi jiny impuls (napf. objekty dostanou
instrukci nepolykat). Pfi polknuti, se sliny pohybuji z dstni dutiny do zaludku
s odpovidajicim mnoZstvim pfitomné |éCivé Ilatky (rozpusténa, nerozpusténa).
Nepredpokladd se, Ze by se sliny hromadily v bukalni oblasti a oblasti dasni, ale model
bere v Gvahu fedéni léciva v téchto oblastech v dusledku toku slin (sliny produkované
bukalnimi slinnymi Zladzami), stejné jako ztratu léciva spolknutim. Tim se ustaluje
okamzitd rovnovaha koncentrace |éCiva mezi slinami, sublingvalni oblasti (spodina ustni
dutiny a spodni strana jazyka) a supralingvdlni oblasti (vrchni strana jazyka a tvrdé

patro).'®

Absorpce léciva

Absorpce v ustni dutiné je dana nejen propustnosti sliznice a koncentraci
rozpusténé latky, ale také komplikovanym obousmérnym délenim mezi slinami a tkani
a také oddélenymi kinetickymi procesy mezi Ubytkem lé¢iva z Ustni dutiny a jeho

. 1
absorpci do krve.*®

V modelu OCCAT je absorpce definovdna rozdélenim lécivé latky mezi sliny

a horni vrstvy epitelu. Volna koncentrace léciva v epitelidlni podvrstvé (Cy ,*') v dany ¢as

sal

jerovna koncentraci rozpusténého léciva ve slinach (C*). Volna frakce léciva (fy)
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v epitelu, nebo alternativné, prevracenou hodnotu rozdélovaciho koeficientu
(P) epitel/sliny, lze vypocitat pomérem celkové koncentrace Iléc¢iva v epitelové
podvrstvé 1 (C1+*') v meziprostoru sliny/epitel proti volné koncentraci lé¢iva v epitelové

podvrstvé 1 (C1,*) nebo csal 16

fur=Cu™/C1P'=C"/C, F'=1/P
Rov. 1

Z(istatek |é¢iva v mezipovrchu epitelu a slin je vyjadien rovnici:*®

(VP + V,°P) x dC1,tEPi/ dt = -Diff/h,* x SA x ( C1,uepi - Cz,uePi)

Rov. 2

kde

vealag v, oo objemy slin a podpovrchu 1 epitelu v daném kompartmentu
Diff (cm?/s) difuzivita Iéku pres ustni sliznici

h, " tloustka epitelové podvrstvy 1

SA (cm?) plocha povrchu daného oddéleni

Po vstupu léciva do epitelové podvrstvy 1, l1éCivo dale difunduje pfes zbyvajici
vrstvy tkdnového epitelu do lamina propria. Rychlost difuze je zavisld na schopnosti
IéCiva difundovat pres dany typ epitelu, exponované ploSe povrchu dané tkané ustni
dutiny atloustce vrstvy epitelu. Musi se brat v dvahu koncentracni gradient kvdli
pozvolné difuzi skrz tuto tkanovou vrstvu, epitel. Epitel se sklada zSesti vrstev.
Fyziologicky se tkan uastni sliznice sice obecné sklada zvice bunécnych vrstev,
ale pro vypocet rychlosti difuze pres epitel a lamina propria predpokladal navrieny

model est hypotetickych vrstev.®
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Obr. 3.2: Schematicky diagram usporadani modelu Ustni dutiny *°

Vlevé Ccasti tohoto schématu je pod pismenem a) znazornén fyziologicky
farmakokineticky model oddild dutiny Ustni: modré ¢ary zndzoriuji rozdéleni léciva
mezi jednotlivymi kompartmenty dutiny Ustni a systémovou cirkulaci, oranZové ¢ary
znazornuji tok slin v dutiné Ustni, oranZové prerusované ¢ary reprezentuji smér pohybu

spolykané Gcinné latky.*

V ¢asti b) je znazornén prostup IéCiva pres sliznici dutiny uUstni (jeji vrstvy): sliny
vduting Uustni |éCivo rozpousti, i srdzi, diky slindm se (¢ast rozpusténého
i nerozpusténého léciva spolykd, ¢ast se absorbuje do epitelu a z epitelu, dale do vrstvy
lamina propria. Mezijednotlivymi kompartmenty se udriuje rovnovdha volného
avazaného |éCiva. Zlamina propria se lélivo vstfebava do systémové cirkulace

ve . , v v . . 1
(koncentrace lé¢iva je v rovnovaze v plazmé a vrstvé lamina propria).*®

Kineticky model prfenosu Iéku v modelu OCCAT lze popsat ve trech fazich:
(1) okamzité rozdéleni Iéku mezi sliny a horni vrstvy epitelu (rozdélovaci koeficient),
(2) difuze lécCiv mezi podvrstvy v epitelu Ustni dutiny a lamina propria (omezena rychlost
difuzivity) a
(3) prijem léku do systémové cirkulace zdavisi na okamzitém déleni plazmy/lamina
propria a rychlosti pritoku krve lamina propria.

Transmukozdlni absorpce zolpidemu v Ustni dutiné se projevuje v rychlejSim

, 7 v e v s s ’ ;s 1
nastupu ucinku ve srovnani s konvenéni tabletou pro peroralni podani.*®
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Uspésna podani léciv pres Ustni sliznici predstavuje neustdlou vyzvu, stejné
jako skvélou prilezZitost. Lokalniho aplikace se vyuZiva u Ié¢by onemocnéni dasni, bolesti
zubU nebo bakteridlnich infekci. Transmukozalni aplikace se ¢asto vyuzivd u analgetik,
antidiabetik, antibiotik a u |éCiv pouZivanych pfi anginé pectoris, jak je ddle uvedeno
nékolika p¥iklady. **

Sublingvalné podany glycerol trinitrat je velmi efektivni, silny vasodilatator
p¥i akutnich srdeénich obtizich.? Poskytuje symptomatickou tlevu béhem jedné az dvou
minut.™ Karvedilol je 1ék pouzivany k 1é¢bé srde¢niho selhani, hypertenze a onemocnéni
koronarnich tepen. Nicméné ma nizkou peroralni biologickou dostupnost (25 az 35 %)
kvlli vysokému metabolismu jaterniho prichodu prvnim prichodem. Cilem citované
studie bylo vyvinout mukoadhezivni nanokapsle s karvedilolem jako systémy
dodavani sublingvdlniho podavani Ié¢iva. Nanokapsle byly pfipraveny za pouziti poly (e-
kaprolaktonu) (CAR-LNC) a Eudragit® RS 100 (CAR-NC) jako souéasti polymerni stény.??

Existuje nékolik zplsobl Iécby nedostatku vitaminu B12: k dispozici jsou
intramuskularni (IM), peroralni, sublingvalni (SL) a intranazalni pfipravky obsahujici
vitamin B12. Studie prokazala, zZe |é¢ba SL pripravky s B12 je dostacujici a dokonce lepsi
nez pfi IM podani. SL pfekondva také podani IM injekci a méla by byt prvni volbou

pro pacienty s nedostatkem B12.%°

Sublingvalni podavani takrolimu se ukazalo jako dobre proveditelné a poskytuje
podobnou expozici léCivem  jako pfi  perordlnim podani. Pfi  dlouhodobém

sledovani nebyla sublingvalni aplikace spojena s odmitanim jaternich transplantétfj.27

Hypertenzni poruchy jsou nejcastéjsi komplikaci v téhotenstvi, kterda muze
dokonce vést k udmrtnosti matek. Hydralazin hydrochlorid ma pfimy udcinek
vazodilatatoru, intravendézné se pouzivd v prvni linii 1é¢by ke kontrole hypertenze
v téhotenstvi (preeklampsie). Vykazuje Spatnou peroralni biologickou dostupnosti
(26 % az 50 %) v dlsledku metabolického first-pass efektu. Byla potvrzena vhodnost
pfipravenych rychle se rozpadajicich sublingvalnich tablet s obsahem tohoto [éciva
pfi rychlé kontrole hypertenzni krize, zejména u téhotnych Zen, jako vhodné alternativy

/ / s s 2
k parenteralnimu podéavani.?®
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Pripravky pro sublingvalni podani vSak nejsou dostupné pouze ve formé rychle
rozpustnych tablet. Vyuziva se také tenkych hydrofilnich filmU vyrabénych z polymerd,

spreju, pastilek, lizatek, zvykacich gum, past a Gstnich vod.®’

3.5 Nanocastice

S ohledem na zadani ¢asti experimentu této prace smérem k sublingvalnimu

podani prostfednictvim nanocastic budou nasledujici odstavce zaméreny timto smérem.

Definice nanocastic neni jednotna a tento pojem zahrnuje nékolik strukturou
znacné rozdilnych typl castic. Z farmakoterapeutického hlediska jsou nanocasticové
lékové formy stale vyvijeny a zavadény s cilem zmirnéni vedlejsi nezadoucich ucink

lé¢iv na lokalni i systémové Urovni, a tim zvyieni bezpeénosti a G&innosti terapie lécivy.?

v

Nanocdastice mohou slouZit jako nosice pro transport nékterych obtizné
vstfebatelnych |éciv (perordlné podany heparin, inzulin, hormony) do mist pro né
absorpéné prijatelnéjSich nebo mohou lécivou latku dopravit pfimo do cile jejiho
terapeutického plsobeni (k postizenym burikdm). Od nanocasticovych Iékovych forem

7 Ve vevs

se oCekadva ucinnéjsi a bezpecnéjsi farmakoterapie nadorovych onemocnéni, mély by
snizit vedlejsi ucinky chemoterapie. Jiz se podafilo pfipojit ke specidlnim RNA vidknim
nanocastice s prmérem kolem 10nm, které jsou naplnény chemoterapeutickou latkou.
Tato RNA vldkna jsou pfitahovana rakovinnymi burikami. Ve chvili, kdy se nanocastice
setka s rakovinnou burkou, dochazi k jejimu pfilnuti a uvolnéni léku do rakovinné buriky.

Pti Ié¢bé onkologickych pacientl se tak neobjevuji Skodlivé vedlejsi efekty v takové mire,

jako je tomu pfi bézné chemoterapii. *

Subcelularni velikost téchto nanoddsticovych nosicl umoZniuje transport léciv
do organ, tkani, bunék a nemocnych ¢asti téla, které zlstavaji jinym Iékovym formdam
nedostupné. Jsou uréeny pro cilené uvolfiovani a plsobeni |éCiva pfi peroralnim,
parenteralnim i lokalnim podani, pro aplikaci do oka i nosu. Volbou metody pfipravy

a aktivizaci povrchu &stic je mozné nasmérovat je na riizné cile. *

Nanocdastice mohou pronikat do fady organd, tkani, ale i bunék, kde mohou

pUsobit terapeuticky ale i toxicky a vytvaret tam neZzadouci toxické ucinky
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jako napt. cytotoxicita, genotoxicita, imunotoxicita, nefrotoxicita, hepatotoxicita,

karcinogenita a dal3i.*

Pro vyjadfeni ddvky nanocdstic se dosud nepodafilo definovat parametr
popisujici aplikovanou davku tak, aby korelovala s toxicitou. Ddvka je chapana

jako mnozstvi chemické latky, ktera pronikne do organismu.”

Vlastnosti nanomateriald

Z hlediska hlavnich fyzikalné-chemickych odliSnosti nanomaterial{
od konvencénich chemickych latek se jedna predevsim o velikost ¢astic ve vztahu k jejich
povrchu. S klesajici velikosti ¢astic nepfimo Umérné dramaticky roste plocha jejich
povrchu. Reaktivita ¢astic je v korelaci s po¢tem atom(/molekul na jejich povrchu, které
jsou tak dostupné pro interakce. S klesajici velikosti ¢astic se projevuje vyrazné vyssi
chemicka reaktivita latek. DalSimi vyznamnymi vlastnostmi povrchu, které maji vliv
na chovani castic, je povrchovy ndboj, chemické sloZeni povrchu, tvar povrchu, defekty
na povrchu, porozita apod. Nanocastice také mohou obsahovat zbytky rezidui
z chemickych procesi syntézy, zpouzitych stabilizatori, disperznich cinidel,
enkapsulovaného materidlu arlznych Uprav povrchu. DuleZitou vlastnosti ¢astic
a nanomaterialll je jejich morfologie a fyzikdlni forma (amorfni ¢i krystalické),

popf. zda tvofi agregaty nebo aglomeraty a jaky maji tvar (&astice, trubice apod.).

Pfi vSech pozitivné vyuzitelnych vlastnostech nanocastic je nutné mit na zreteli
i rlzna rizika. Jeden z mnoha prikladl Sirokého pouzivani nanomateridld predstavuje
vyuziti oxid( titanic¢itého a zinecnatého v opalovacich krémech jako ochranné Ilatky
proti UV zareni. Po aplikaci krému vytvofi na pokozce tenkou vrstvu a po kontaktu
s vodou mohou byt smyvany do vodniho prostfedi. Tim se znecistuje Zivotni prostredi

s dosud neprobadanymi a neznamymi dopady. *

Pfechod bariér:

Epitely tvofi materidlovou bariéru proti penetraci cizich substanci do krevni
a lymfatické cirkulace. Existuje ucinné a relativné nepropustné spojeni mezi bunkami.
Predpoklada se, Ze paraceluldrni transport, tedy transport v prostfedi mezi burikami,

je pro nanocéastice vzasadé malo pravdépodobny, kromé situaci patologickych
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nebo pri expozici toxickymi latkami, které ovliviuji permeabilitu epitelu. Prinik

nanotastic skrz epitel teoreticky zahrnuje i transceluldrni transport (tj. pres buriku).*

Prinik nanocastic do burky:

Pti pronikdni nanocastic do bunék hraje klicovou roli cytoplazmatickd membrana
bunky a transport ¢astic skrz ni. Rozhoduje, kterd latka a v jakém mnozstvi bude pfijata
nebo vylouéena z buriky. Udrzuje vnitfni prostfedi buriky, jez je odliSné od prostredi
mimo buniku. Makromolekuly a nanocastice mohou byt nakoncentrovany
pouze zachycenim ve vnéjsim prostiedi buriky pomoci endocytdzy, kdy je dand latka
nebo nanocastice obalena a zaclenéna do vacku (vezikulu) z cytoplazmatické

membrany.*

Endocytdza zahrnuje dva mechanismy: pinocytézu a fagocytdzu. Zjednodusené,
fagocytdéza znamena pohlcovani pevnych d¢astic z okolniho prostiedi. U pinocytdzy
se jedna o prijem tekutin a roztok(l, nékdy jsou i touto cestou prepravovany i plyny.
Pinocytéza neni zamérena na prepravu specifickych latek, ale pfijima tekutinu vcetné

latek v ni rozpusténych.*

Nékteré studie ukazuji, Ze diky adhezivni interakci mohou nanocdstice pasivné
difundovat pres plazmatickou membranu tim, Ze vni vytvofi docasné pory.
Tento zplsob prenosu nanocastic do buriky byl pozorovan u neutralnich a nabitych
fluorescenénich polystyrénovych nanodastic, nanocastic zlata a oxidu titaniéitého
a u nanocastic nalezenych v ¢ervenych krvinkdch, u kterych neprobihd standardni

endocyticky proces. 4

Pokud nanocastice vstoupi do bunky difdznim mechanismem, mohou jej v jiném
preferenénim misté cytoplazmatické membrany bunky stejnym mechanismem
také opustit a dosahnout tak transcytézy. Timto terminem oznaCujeme pienos latky
pres bunku, kdy latka vstupuje do bunky a vystupuje z ni ve stejné podobé v jiném misté

epitelidlni bariéry.*

Nékteré nanocastice mohou po inhalaci prechazet z plic do krve nebo byt
transportovany po axonech nervovych bunék do centrdlni nervové soustavy,

popf. pfechdzet pres buriky epitelu a sliznici gastrointestinalniho traktu, dalsi sliznice
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(nosni, vagindlni, v dutiné Ustni). Z krevniho obéhu mohou byt déle distribuovany dal

po téle k cilovym organdim (jatra, ledviny, slezina, lymfatické uzliny a mozek).*

V poslednich letech studie uvadéji nanocastice jako slibnou alternativu
k antibakteridlnim cinidlim z ddvodu jejich prokdzané antibakteridlni aktivity v nékolika
biomedicinskych aplikacich, véetné dodavky Iéki a genl, tkanového inZenyrstvi

a zobrazovani.”

Dalsi studie Uspésné vyvinuly vyhodny doxorubicin (Dox) zavedeny systém
Timto se dosahlo soubéZzného podani dvou lécivych latek (Dox a Cet). Dale se prokazalo,
Ze kombinace Cet-SLN/Dox ma lepsi ucéinnost u nadord a u protinddorové |écby
nez Cetuximab bez SLN/Dox a volny Dox, pravdépodobné
kvlli endocytdze zprostredkované EGFR a kombinovanym protinddorovym ucinkim Cet

a Dox (v Cet — SLN / Dox).*°

3.6 Zakladni pojmy bioimpedance *

Bioimpedance, tkanovy elektricky odpor, je pojem zahrnujici pasivni schopnost
tkdné branit prichodu (toku) elektrického proudu. U elektrickych vlastnosti tkani
existuje dualita. Tkan mulzZe byt povaZovana za fidiciho Cinitele, nebo za pasivni
dielektrikum. V kmitoétech 100 kHz nebo méné jsou tkané prevainé elektrolytickymi
vodici.

Impedance (Imp, Z) je pomérem mezi napétim a proudem. Vztahuje
se na stejnosmérny proud (DC) a stfidavy proud (AC), avSak v zasadé je bioimpedance
parametrem AC. Je-li stfidava frekvence v blizkosti 0 Hz, je logické, Ze se hodnoty
impedance stfidavého proudu AC pfiblizuji k hodnotdam DC. Nemusi to vSak platit
vzhledem k elektrolyze. Pfi dostatecné nizkych frekvencich trvani jedné polarity muze
byt jeji doba dostate¢nd pro nevratné vytvoreni produkt(, které trvale méni chemické
prostredi.

Bioelektrické experimenty se provadéji in vivo nebo ex vivo se snimacimi
elektrodami a stimulacnimi elektrodami. Elektroterapeutické metody vyuzivaji fizené
elektrické toky s regulaci proudu nebo napéti, ndboje, energie, a ¢asového priabéhu.

Impedanci lze vypocitat, pokud se hodnoty méreného napéti vydéli privadénym
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proudem. Pokud neni naméren Zadny proud, pfenosova impedance je nulova.
Biologickd tkan je velmi heterogenni materidl, jeji mezifazové procesy jsou velmi
daleZité.

Buriky maji nerovnomérnou velikost a maji velmi odlisné funkce, bunécné
membrany jsou povaZovany za vysoce kapacitni s nizkou, ale komplikovanou strukturou
vodivosti.

Pfi stejnosmérném a nizkém kmitocCtu prochdzi proud kolem bunék. Existuje
paralelni bo¢ni vodivost ve dvou vrstvach. Do jisté miry k prlchodu elektrického proudu
muZe pfispivat i vnitfek burky.

Pti vysSich frekvencich membrana propousti stfidavy proud. Membranovy brzdici efekt
zmizi a proud tece vSude podle mistni iontové vodivosti.

Obecné je tkan anizotropnim prostiedim kvili orientaci bunék, makromembrany
a organy maji anizotropii nizkofrekvencni.

Stanoveni vodivosti tkané, zejména Zivé tkané, je velmi obtizné. Tkan je v biologii
tradi¢né klasifikovdna do ¢tyf skupin: epitely, svaly, pojivo a nervova tkan (ucebnice
v histologie popisuji priblizné 35 typu), podle elektrickych vlastnosti bylo identifikovano
vice nez 30 typ( tkani.

V epitelech jsou buriky usporadany ve vrstvach. Mezi burikami v epitelidlni tkani
jsou vytvoreny mezery. Ve zvlasté tésnych membrdnach jsou tyto spojeny specidlnimi
tésnymi spoji. Transmembranova impedance zavisi na typu bunéénych spojeni a na tom,
do jaké miry je epitel protkdn kandly nebo specializovanymi organy (napf. potnimi
kandly v kdzi).

V kizi ma dominantni roli pfi impedanci rohova vrstva (SC), zejména pfi nizkych
frekvencich. Bylo uvedeno, Ze impedance kUZe je uréena hlavné SC pfi frekvencich
pod 10 kHz. Zavisi na faktorech, jako je hydratace klze, velikost elektrody a geometrie
atd., nicméné mize slouzit jako hrubé voditko. SC predstavuje pfiblizné 50% mérené
impedance kiZe pfi 10 kHz, ale pouze pfiblizné 10% pfi 100 kHz. Proto je dllezZita volba
kmitocta.

V predkladané praci byla pfi méreni impedance sublingvdlnich membran
pouzita frekvence 120 Hz, o které bylo pozitivné referovdno v souvislosti

se studiem transdermalni bariéry. *****
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité latky

Nazev suroviny Vyrobce (dodavatel)
Praseci jazyk Skali¢an a.s.,
Ceska Skalice, CR
Agua pro iniectione Ardeapharma a.s.,
Sevétin, CR
Aqua purificata FaF UK,
Hradec Kralové, CR
Dinatrii phosphas dodecahydricus Dr. Kulich Pharma, s. r. 0.,
Hradec Kralové, CR
Natrii chloridum Penta. Ing. Petr Svec,
Praha, CR
Natrii dihydrogenophosphas dihydricus RNDr. Jan Kulich,
Hradec Kralové/Ricany, CR
Nano beads based on PD, Sigma-Aldrich, a.s. (Merck)
Chromeon 470-marked Praha, CR

(Lot no.BCBC1020V)

Uvedené komercéné dostupné suroviny odpovidaly deklaracim vyrobc(, resp. dodavatelt
a byly pouzity tak, jak byly dodany.

4.2 Pristroje

Typ pristroje Vyrobce
Predvazky Kern 440-45N Kern ande Sohn GmbH, Balingen, Némecko
Zetasizer —Nano —ZS Malvern instruments, Worcestershire,

Velka Britanie

Digitalni pH-metr GRYF 209L Elektronické pfistroje,

Havli¢kav Brod, CR

Magneticka michacka, Fisher Scientific Fisher Scientific,

408 N Pardubice, CR
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Minitfepacka/ vortexova michacka, MS 3

digital

IKA, Wilmington, USA, NC 28405

Fluorescencni mikroskop, OLYMPUS BX 51

Olympus, Tokyo, Japonsko

Lednicka s mraznickou

Liebherr, Ochsenhausen, Némecko

Ohmmetr 41R

CHY, Taiwan

Termostatovana vodni lazen Grant JB 5

series

Grant, Anglie

Vicemistné ponorné michadlo

Variomag Tele system, Némecko

AMINCO BOWMAN Series 2,

Luminiscence spectrometer

Thermo Spectronic, Madison, USA

Analytické vahy PIONEER TM, PA 430

Ohaus, Pine Brook, New Jersey, USA

Zetasizer: jednorazova polystyrenova kyveta, teplota méreni 25 °C, dalSi parametry
jsou vyznaceny na zdznamech DLS méfeni ve vysledkové casti prace (Obr. 5.1, Obr. 5.2).

POMUCKY

VYROBCE (dodavatel)

Parafilm ,M“

Brand, Némecko

DLS plastové kyvety 12,5x12,5x45mm

Brand, Némecko

Plastova strikacka 5ml

Chirana Group a.s., Praha, CR

Bakteridlni filtr Millex® GP
(Milli pore Express® PES membrané)

Millipore, CArringtwohill, Ireland

Kyvety (luminiscenéni spektrometr) 10mm

Starna scientific Ltd, UK
(Chromspec s.r.o, Mnisek, CR)

Vialky Sroubovaci ND13 4ml

Fisher Scientific, Pardubice, CR

Pipety Transferpette® S
(2-20pl, 20-200ul, 100-1000ul)

Brand, Némecko

Laboratorni sklo

FaF UK, Hradec Kralové, CR

Sklenéné Franzovy cely

FaF UK, Hradec Kralové, CR
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4.3 Biologicky material

Pti permeacnich pokusech se pracovalo s jazyky ziskanymi z prasete domaciho
(Sus scrofa, v. domestica), dodanymi z regiondlnich jatek. Sublingvalni membranu
poskytla spodni ¢ast jazyka po odstranéni svalové hmoty s velkou opatrnosti za pomoci
skalpelu. Vypreparovany vzorek membrany byl vizualné kontrolovan proti svétlému
pozadi. Pokud dosSlo k mechanickému poskozeni membrany pfi preparaci,
byla z permeacnich pokusUl vyfazena.
Vypreparované sublingvalni membrany byly nasledné zpracovany riznymi zpGsoby:
1. Pfi prvnim permeacnim pokusu (P1) po konzervaci ponofenim do fyziologického
roztoku sazidem sodnym (0,01 %) na 10 minut byly osuseny, vlozeny do sacku
z polyethylenové folie, po odvzdusnéni zataveny a zmrazeny pfi -18°C (membrany
z22.3.2011 a membrany z 15. 9. 2011). Uchovéavéany byly dlouhodobé v mraznicce.
Opatrné rozmrazeny byly v den potfeby opatrnym ohratim v dlani (30. 5. 2012).
2. Pfi druhém permeacnim pokusu, P2 (6. 6. 2012), byly vyuzZity jednak cerstvé
membrany a také cerstvé membrany zmrazené ad hoc v kapalném dusiku po dobu
cca 10 vtefin.
3. Treti permeacni pokus P3 byl proveden (13. 6. 2012) se sublingvalnimi membranami
(bez azidu sodného), které byly po vypreparovani uloZeny na tyden do mraznicky
(-18°C). Po tydnu byla ¢ast z nich tésné pred permeacnim pokusem Setrné rozmrazZena
vdlania
4. Dalsi ¢ast byla jeSté dodate¢né zmrazena v kapalném dusiku a aZz poté pouzita

pro permeacni pokus.

4.3.1 SlozZeni a ptiprava pufrt

Pro permeacni pokusy byly vybrany Soerensen pufry o pH 7,4 a pH 6,6.
Pfed pfipravou téchto pufrd byla provedena kalibrace pH — metru Gryf 209 L
s THETA "90 elektrodou, typ HC 113.

Pti kalibraci pH — metru byl pouzit pufr s pH 7,0 (Orion application Solution,
Orion 910107) od firmy Thermo Electron Corporation a druhy pufr spH 10,01
(Orion application Solution, Orion 910110).
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Priprava fosfatovych pufra

A/ Fosfatovy pufr dle Sérensena pH 6,6 (500 ml)

Slozeni:

Natrii dihydrogenphosphas dihydricus 6,2¢g

Dinatrii phosphas dodecahydricus 95¢g
Natrium chloratum 49¢

Aqua purificata ad 1000,0 ml

Pfepocet na 500ml:

Natrii dihydrogenphosphas dihydricus 3,1g
Dinatrii phosphas dodecahydricus 4,75 g
Natrium chloratum 2,45¢g
Aqgua purificata ad 500,0 ml
Postup

1) Prislusnd mnoZstvi dihydrogenfosforecnanu sodného a chloridu sodného
byla rozpusténa v kadince s pfiblizné 250 ml ¢iSténé vody za pouziti michacky.

2) Hydrogenfosfore¢nan sodny byl rozpustén v ptiblizné 200 ml vody.

3) Do roztoku dihydrogenfosfore¢nanu sodného byl za stalého michani a pH metrické
kontroly postupné dolévan roztok hydrogenfosfore¢nanu dokud nebylo dosazeno
poZadovaného pH.

4) Po dosazeni dané hodnoty pH byl vznikly roztok prelit do odmérné barnky a doplnén
vodou na 500 ml. Odmérnda banka sroztokem byla uzaviena parafilmem,
aby se predeslo vniknuti necistot.

5) Po promichani byl vysledny roztok uchovavan v lednici pfi 2-6°C bez pfistupu svétla.

B/ Fosfatovy pufr dle Sérensena pH 7,4 (2000ml)

SlozZeni:

Natrii dihydrogenphosphas dihydricus 2,1¢g

Dinatrii phosphas dodecahydricus 19,1g
Natrium chloratum 44¢g

Agua purificata ad 1000,0 ml

Pfepocet na 2000ml:

Natrii dyhydrogenphosphas dihydricus 4,2

Dinatrii phosphas dodecahydricus 38,2
Natrium chloratum 8,8

Agua purificata ad 2000,0 ml
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Postup:

Fosfatovy pufr dle Séerensena o pH 7,4 byl pfipraven analogickym zplsobem,

jako predchozi fosfatovy pufr jen s tim rozdilem, Zze ho bylo pfipraveno vétsi mnozstvi

(slouZzil jako akceptorova faze).

4.3.2 Priprava kalibracnich vzorktis Chromeonem 470

Vzorky disperzi nanoc¢dstic Chromeon 470 byly pro kalibraci pfipraveny a proméreny

trikrat.

Priprava:

Zakladni disperze byla pfipravena smichanim 10pul disperze nanocastic (Nano

beads based on PD, Chromeon 470 - marked, Sigma Aldrich, 0,5%) s fosfatovym pufrem

dle Sérensena o pH 7,4 (akceptorovad faze) ve 100ml odmérné barice. Naslednym

fedénim zakladni disperze akceptorovou fazi (Sérensen pufr o pH 7,4) byly pfipraveny

kalibra¢ni vzorky o riznych koncentracich.

Standard Zakladni disperze PufropH 7,4 Koncentrace
(podil zakl. (ml) (ml) (ng/100ml)
disperze)

0 Cisty pufr 0 4,0 0

10 0,4 3,6 5

20 0,8 3,2 10

30 1,2 2,8 15

40 1,6 2,4 20

50 2,0 2,0 25

60 2,4 1,6 30

70 2,8 1,2 35

80 3,2 0,8 40

90 3,6 0,4 45

100 suspenze NC 4,0 0 50
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4.3.3 Priprava donorovych vzorkl pro permeaci

Neredéné a redéné vzorky Chromeonu 470 pro permeacni pokusy

Donor byl na apikdlni stranu sublingvalni membrany nandsen v mnozstvi 100pl.

Nefedény vzorek 100ul nanodastic (Nano beads based
on PD, Chromeon 470 — marked)

Redény vzorek 1:4 disperze: 200ul nanocastic + 800ul roztoku
kofeinu s pufrem o pH 6,6

Roztoku kofeinu 100pl roztoku kofeinu (bez nanocastic):

ve 100ml odmérné bance s fosfatovym
pufrem dle Sérensena o pH 6,6 (donorova
faze) bylo rozpusténo 0,5g kofeinu

Pfi méreni impedanci (pfi 120 Hz) bylo nandseno na sublingvalni membranu
uP1(15 cel) 400ul fosfatového pufru dle Soerensena o pH 6,6, u P2 (25 cel)

a P3 (24 cel) 600ul fosfatového pufru dle Séerensena o pH 6,6.

4.4 Provedeni permeace

Pro permeacni pokusy byly pouzity modifikované Franzovy cely, které obsahovaly
¢ast donorovou, akceptorovou o objemu cca 17 ml a plexisklovy meziblok pro umisténi
permeacni membrany.

Nejdfive byly cely sestaveny mezibloky s horizontalné umisténou sublingvalni
membranou, spodni ¢ast byla bo¢nim raménkem naplnéna akceptorovou fazi (pufr
opH7,4 dle SOerensena) za pomoci injekéni stfikacky. Postupovalo se opatrné,
aby do akceptorové faze nevnikl vzduch a nevytvofil bubliny, které by musely
byt odstranovany, coz by mohlo negativné ovlivnit integritu sublingvalni membrany
a timivysledky permeace nanocdstic. Do akceptorové faze bylo vidy umisténo malé
tyCinkové michadlo (cca 1 cm), které poté neustale promichavalo akceptorové médium.
Mezi dvé plexisklicka byla vlozena sublingvdlni membrana o vhodné velikosti
(cca2x2cm), ktera byla po bocich utésnéna silikovym tukem. Bylo za potrebi

opatrnosti, aby se membrana neprotrhla a pfitom byla napnuta.
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Do donorové c¢asti byl nandsen vzorek nanocastic Chromeon 470 ve vysSe
zminénych Upravach (fedény, koncentrovany).

Modifikované Franzovy cely mély kaidd ponékud odliSny objem akceptorové
faze, coiZje zplisobeno mirné rozdilnym objemem sklenéné nddobky, ale ¢astecné
i prohnutim sublingvalni membrany po naplnéni cely obéma fazemi. Tento fakt
byl pfi dalSich vypoctech zohlednén. Akceptorova ¢ast umoznuje pribéiné odebirani
vzorkd a zpétné doplniovani pufru. Kazda permeacni cela je umisténa do vodni lazné
oteploté asi 37°C na vicemistnou magnetickou desku, kterd zajistuje neustalé
promichdvani akceptorové faze pomoci tycinkového michadla v akceptorové ¢asti
kom(rek. Teplota ve vodni ldzni byla udrZovana termostatem na 37 °C a sledovdna

teplomérem.

4.4.1 Méfeni transmembranovych impedanci (Z) sublingvalnich membran

Po sestaveni byly vSechny cely vloZeny do termostatované lazné a ponechdny
asi 60 minut temperovat. Poté byly u vSech sestavenych cel zméreny impedance
jednotlivych sublingvalnich membrdn za pomoci ohmmetru, na ktery byly pfipojeny
snimaci kovové elektrody. Hodnoty impedance byly odeditany pred zahdjenim permeace
a po 24hodinach permeace (u P1, P2 tfikrat po sobé v 5 vtefinovych intervalech a u P3

pétkrat v 5 vtefinovych intervalech).

Odpory byly méfeny i po zdmérném prodéravéni vybranych sublingvalnich
membran jednim aZ péti vpichy injekéni jehlou o priméru 0,9 mm. Byla sledovana

zména namérenych hodnot elektrickych odpora.

Postup méreni s donorovymi vzorky nanocastic:

Po vytemperovani cel byla na sublingvalni membrany nandsena donorova faze
(pufr o pH 6,6 dle S6erensena) v mnozstvi 400 ul (P1) a 600 pl (P2, P3) do otvoru o plose
1cm? v mezibloku z plexiskla. Poté byla zméfena impedance membran pfi 120Hz.
Impedance kazdé membrany byla zmérfena v pétivtefinovych intervalech
trikrat ¢i pétkrat (P3). Z namérenych hodnot byla vyjadfena prliimérna impedance.

Po skonceni méreni byla donorova faze odsata mikropipetou a dosusena

bunicitou vatou.
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Po zméreni impedance byly do permeacnich komUrek nanaseny donorové vzorky
v mnozstvi 100 pl na vnéjéi povrch (plochu asi 1cm?) fixované sublingvalni membrany
pomoci mikropipety.

Po naneseni disperze nanocastic byly komurky opatrné zakryty krycim sklickem
a kompletné sestaveny. Ddle se zkontrolovala akceptorova faze, zda v ni neni pfitomnost

bublin.

Pfi prvnim permeacnim pokusu (P1 - zahajena 29. 5. 2012) bylo sestaveno 15 cel.

Byly pouZity dlouhodobé zmrazené sublingvalni membrany predem konzervované
0,01% roztoku v azidu sodného ve fyziologickém roztoku chloridu sodného
(1. az 13. bunka pochazela z membran zmrazenych 15. 9. 2011, 14. a 15. bunka
zmrazeny 22. 3. 2011):

Cislo buriky P1 Vzorek Sublingvalni membrana
1.-6. 100ul nanocastic (koncentrovany) dlouhodobé zmrazenda, NaN3
7.—12. 100ul disperze (fedény) dlouhodobé zmrazena, NaN3
13.-15. 100l roztoku kofeinu dlouhodobé zmrazena v NaNj;

U vzorku €. 6 (nefedény) se nachazela na sublingvalni membrané dvé tenci mista.

Pti druhém permecnim pokusu (P2 — zahajena 6. 6. 2012) bylo 25 bunék:

Cislo buriky P2 Vzorek Sublingvalni membrana
16.-21. 100ul nanodastic (koncentrovany) Cerstva

22.-27. 100ul disperze (fedény) Cerstva

28.-33. 100ul nanodastic (koncentrovany) zmrazena v kapalném dusiku
34, -39, 100ul disperze (fedény) zmrazenad v kapalném dusiku
40. cerstva

Vzorek €. 40 byl sestaven jen pro zkousku zmény impedance po zamérném
prodéraveéni sublingvalni membrany a také bez pfitomnosti membrany.
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Pfi tretim permeacnim pokusu (P3 — zahajena 13. 6. 2012) bylo sestaveno 24 cel:

Cislo buriky P3 Vzorek Sublingvalni membrana
41.-46. 100ul nanodastic (koncentrovany) zmrazené tyden + tekuty N,
47.-52. 100ul disperze (fedény) zmrazené tyden + tekuty N,
53.-58. 100ul nanodastic (koncentrovany) zmrazené tyden
59. - 64. 100ul disperze (fedény) zmrazené tyden

Casy odbért akceptorovych fazi:

Permeacni pokus Odebrané mnoistvi Intervaly odbéru
P1 0,7ml po1l,4,7,18, 24 hod
P2 0,7ml po1l,4,7,18, 24 hod
P3 0,7ml pol,4,7,18,24a43 hod

Odebrané mnoiZstvi akceptorové faze bylo ndsledné doplnéno predem
vytemperovanou akceptorovou fazi na 37°C. Odebrané vzorky byly ve vialkach uloZzeny
v chladu v lednici pti 2 az 6°C. Akceptorova faze byla doplnéna i po uplynuti 24hodin
permeace (P1, P2, P3), aby mohly byt znovu zméreny impedance sublingvalnich
membran.

Po 24 hodinach byly u vzorkd €. 1, 2, 4, 8, 9, 11 (P1) zméfeny impedance
po prodéraveéni a doplnéni pufru 6,6 do donoru.

U permeace P3 byl navic proveden odbér akceptorové faze po 43hodinach,
ale nebylo jiz pfitomno kryci sklicko nad donorovou fazi. Sklicko bylo odstranéno

po uplynuti 24hodin.

Po ukonceni pokust byly cely rozebrany a ndsledné byly vybrané vzorky
sublingvélnich membran prohlizeny pod fluorescenénim mikroskopem. Akceptorova
faze a oplachy donorovych povrchl prasecich sublingvalnich membran byly proméreny

spektrofluorimetrem a na velikost ¢astic metodou DLS Zetasizerem.
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4.5 Spektrofluorimetrie

Pomoci spektrofluorimetru AMINCO BOWMAN Series 2 byly zméfreny kalibra¢ni
vzorky a také vzorky odebranych akceptorovych fazi z permeacnich pokust (P1, P2 a P3).
Koncentrace jednotlivych kalibracnich roztok( byla stanovena ze dvou po sobé jdoucich
méreni. Byly proméreny vidy 2 vzorky (dvakrat) a pak nasledovalo proméreni slepého
vzorku (destilovand voda, také dvakrat). Ziskané hodnoty z obou jednotlivych méreni
byly zprimérovany. Z takto ziskanych dat byla v aplikaci Microsoft Excel pomoci linearni
regrese sestavena kalibracni pfimka. Tyto vysledky zpracovaval a poskytl k dalSimu
vyuZziti PharmDr. Pavel Berka, Ph.D.

Stejnym zplsobem byly proméreny odebrané vzorky akceptorové faze (400ul).
Jen slepy vzorek (destilovand voda) byl proméfen po stanoveni tfi vzork( akceptorové
faze. Ze dvou méreni byla vypoctena priamérna koncentrace nanocastic ve vzorku.
Méreni probihalo v semimikro-kyveté z kfemenného skla. Pfed kazdym mérenim byla
kyveta proplachnuta lihem a destilovanou vodou, aby se odstranily veskeré necistoty.

Parametry nastaveni spektrofluorimetru, jez jsou uvedeny nize, byly
se souhlasem Mgr. Josefa Janelky pievzaty z jeho diplomové prace. *

Parametry:
1. Excita¢ni vinova délka: 470nm +-5nm
2. Emisni vinova délka: 600 nm
3. Rychlost méreni: 5nm/s
4. Citlivost méfeni: 1275
5. Pocet cykll: 25

4.6 Zpracovani vysledkd permeaci

Vysledky byly vyhodnoceny na zdkladé Gdaji  Quexp)  ziskanych
spektrofluorimetricky, kde Qqexp) predstavuje mnozstvi permeantu proslého v daném

Ease pres 1cm” sublingvéalni membrany do akceptorové faze.

Mnozstvi nanocastic Qi proSlych do akceptorové faze za 24hodin v pribéhu

permeace P1, P2 a P3 bylo vyjadieno procentualné dle nasledujiciho vzorce:

R =Q: (exp) / Qq + 100.
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Qq (ug) — predstavuje mnozstvi nanocastic v donoru v sériich méreni P1, P2 a P3.
MnoZstvi nanocdstic v donoru ¢inilo 500 pug v nefedénych vzorcich a 100 pg v fedénych

vzorcich.

R (%) — procentualni vyjadfeni nanocastic proslych do akceptorové faze.

4.7 Fluorescencni mikroskopie

Pod fluorescenénim mikroskopem byly pozorovany vybrané vzorky sublingvalni
membrany, které byly predtim pouZity v permeacnich pokusech a vzorky odebrané
akceptorové faze. Po jejich skonceni byly vybrané vzorky membran (jen jejich cast,

ktera byla vymezena pro permeaci nanocastic) umistény na podlozni skli¢ko.
Sestava fluorescenéniho mikroskopu typu OLYMPUS BX 51:

- svételny zdroj OLYMPUS U —RFL-T

- WIBfiltr U-MWIB 3

- digitalni kamera OLYMPUS DP 72

- rtutova lampa model U — LH 100 H GAPO
- excitace pfi vinové délce 460 — 495 nm

Pozorovany byly jak neomyté membrany (jejich ¢ast), tak po omyti destilovanou vodou.

Preparaty s membranami byly pozorovany pod mikroskopem bez kryciho skli¢ka.

Nastaveni fluorescen¢niho mikroskopu

WIB filtr U-MWIB 3

Citlivost ISO 200, 400, 800, 1600
Objektiv 10x, 20x, 100x

Okular 10x

Expozice 7ms, 50ms, 100ms
Excitace 460 - 495nm

U akceptorové faze byla kapka vzorku prekryta krycim sklickem, prebytecna
tekutina byla odstranéna pomoci buniciny, po okrajich kryciho sklicka zafixovana lakem
na nehty.
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Zkoumané nanocastice znacené fluorescen¢nim barvivem Chromeonem 470 lze
sledovat za pomoci fluorescencniho mikroskopu, jelikoz fluoreskuji po excitaci zarenim
o vinové délce 470nm.

Vybrané vzorky sublingvalnich membran a odebranych akceptorovych fazi:
P1-vzorek 3,5, 7, 10
P2 —vzorek 21, 27, 33, 39
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

V predchazejicich diplomowvych pracich®®*?” bylo zjiéténo, 7e pH vodné disperze
vzorku nanoddstic PD-Chromeon 470 ma hodnotu 6,65. Donorovym médiem
pro navazujici in vitro permeacni pokusy ve zminénych pracich byl Sérenseniv pufr
o pH 6,6, akceptorovou fazi byl pufr o pH 7,4 (Sorensen). Pokud Slo o pH, odpovidala
pH donorové faze béinému pH acidité dutiny uUstni ¢lovéka, akceptorové médium svym
pH odpovidalo prostfedi systémového krevniho obéhu lidského téla (lidska krev

pH 7,36 az 7,44), do néhoz by permeovana Castice hypoteticky mohla dospét.

5.1 Hydrodynamické priiméry nanocastic

Vzhledem k tomu, Ze pro permeacni in vitro pokusy se sublingvadlni membranou
byly jako permeant pouzity nanocastice PD-Chromeon 470, bylo prvnim ukolem ovéfit
jejich hydrodynamickou velikost (priimér). Zamérem bylo zjistit, jestli experimentalné
nalezenou hodnotu velikosti nanocastic ovliviiuji obé uvaZovana disperzni prostredi
zamyslend pro permeacni pokusy (tedy vySe zminéné donorové a akceptorové pufry).
Relativné malé zmény rozmér(i nanoddstic, kromé dalSich parametrd, mohou mit

na vysledky permeaci zdsadni vliv.

Je dllezité dodat, Ze PD je polymer nanocastic Chromeon 470, ktery ma
ve srovnani s latexovymi polystyrenovymi casticemi mnohem nizsi propustnost
pro kyslik a vykazuji tudiz vétsi odolnost vici kysliku a oxidaénim zméndm celkové.
Fluorescencni castice PD jsou proto jako stabilni castice vhodné i pro oznadovani
proteinll a k detekci reakci antigen-protilatka.

Vyrobce charakterizuje PD polymer jako material nabizejici vlastnosti podobné
polystyrenu, povrch ¢astic PD Ize karboxylovat nebo jinak modifikovat. VSechny ¢astice

jsou dodavény v 0,5 % (hm./hm.) mirné pufrované vodné suspenzi (10 mM MES, pH 7).*®

V prvni fazi experimentll této prace bylo metodou DLS zjiStovano zastoupeni
nanocastic pfitomnych v komeréné dodané disperzi nanoédstic PD-Chromeon 470

dle objemu a podle poctu.

Hodnotové a grafické vystupy poskytované zafizenim Zetasizer Nanosizer

jsou prezentovany na Obr. 5.1 a Obr. 5.2. Kfivka pro prostfedi Sérensenova pufru
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o pH 6,6 je znazornéna Cervené (Record 44), pro Sérensentv pufr o pH 7,4 zelené

(Record 45) a pro vodu (Aqua pro injectione) modre (Record 46).

Obr. 5.1: Zastoupeni nanocastic ve vzorku disperze nanocdstic ve vodé Chromeon 470
z hlediska poctu.

Sample Name: Chromeon 4701

SOP Name: mansettings.dat

File Name: Chromeon.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 44 Dispersant Rl: 1,330
Material Rl: 1,58 Viscosity {cP): 08862
Material Absorbtion: 0,010 Measurement Date and Time: pond&|i 5. zaf 2011 10:08:51
Temperature (*C):. 250 Duration Used (s): 70
Count Rate (kcps): 2132 Measurement Position (mm): 4 65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: G
Size (d.nm}: % Number: St Dev (d.nm}:
Z-Average (d.nm): 1697 Peak 1: 147 2 15 56,44
Pdl; 0,217 Peak 2: 4196 98,5 8,677
Intercept: 0,973 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Number

AT rr e R R R R :

Mumber (Percent)

10000

Size (d.nm}

Record 44: Chromeon 470 1 Record 45: Chromeon 470 2

Recaord 456 Chromeon 470 3

Legenda: Cervené (Record 44) je ktivka pro Castice v pufru pH 6,6, zelené (Record 45)
pro pufr pH 7,4, a modre (Record 46) pro ¢astice ve vodé (Aqua pro injectione).

Jak je z Obr. 5.1 ziejmé, vysledky ukdzaly, Ze jednoznacné nejvétsi pocet Castic

(98,5 %) ma hydrodynamicky prdmeér v oblasti 40 nm, konkrétnéji 42,0 £ 8,7 nm.

Nejpocetnéji zastoupené cCastice pritom predstavuji asi 50 % objemu vsech

nanocastic ve vzorku, jak dokresluje Obr. 5. 2.
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Obr. 5.2: Zaznam DLS spektra

Sample Name; Chromeon 4701

S0P Name: mansettings. dat

File Name: Chromeon.dts Dispersant Name: Water
Record Humber: 44 Dispersant RE 1,330
Material Rl: 159 Viscosity (cP): 08862
Material Absorbtion: 0,010 Measurement Date and Time: pondé&li 5. zaf 2011 10:08:51
Temperature (°C): 25,0 Duration Used (s): 70
Count Rate (kcps): 2132 Measurement Position (mm): 4,65
Cell Description: Disposable sizing cuvetie Attenuator: &
Size (d.nm): % Volume: St Dev {d.nm):
Z-Average (d.nm): 1697 Peak 1: 2230 487 93 48
Pdl; 0217 Peak 2: 46,07 51,3 10,29
Intercept: 0973 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Volume
15

% 10
2
(7]
.
L]
E
=
g

0 e :

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)
—— Record 44: Chromeon 470 1 Record 45 Chromeon 470 2 Record 45: Chromeon 470 3

Legenda: Cervena krivka (Record 44) je Castice v pufru pH 6,6, zelend (Record 45)
je pro pufr pH 7,4, a modra ktivka (Record 46) je ¢astice ve vodu (Aqua pro injectione).

Prvnim zavérem je tedy potvrzeni skuteCnosti, Ze naméfeny udaj
o hydrodynamickém priméru nanocastic PD-Chromeon 470 je vzdsadé v souladu
s udajem distributora (Sigma-Aldrich), ktery uddvd velikost pfislusSnych nanocastic

v suchém stavu 40nm.

Druhym zavérem dulleZitym pro permeacni méreni je tedy konstatovani,
jak ukazuji vysledky z DLS, Ze oba navrzené Soérensenovy pufry pro vyuZziti v donorové,

resp. akceptorové fazi permeacnich pokust, pfi 6,8 a pH 7,4 nemaiji prokazatelny vliv
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na hydrodynamickou velikost ani distribu¢ni charakter velikosti nanocastic PD-

Chromeon 470.

Tyto experimentalné zjisténé a potvrzené udaje maji pro interpretaci vysledku
popisovanych v dalSich odstavcich zasadni vyznam v tom smyslu, Ze bude-li vérohodné
namérena fluorescence v donorovém kompartmentu permeacnich bunék, bude moziné,
pokladat pranik c¢dastic uvedeného rozméru 40nm pres sublingvalni membranu

za prokazany (za predpokladu chemické stability vazby fluoroforu na nanocastice).

Ponékud mensi ¢astice o rozmérech tésné nad urovni 10nm, které se v disperzi
nalézaji také, mohou zfejmé permeovat rovnéi, pokud se neshlukuji do vétSich
aglomeratd. Jejich zastoupeni v donorovych vzorcich je pravdépodobné pfili§ malé na to,
aby mohly vyznamnéji ovliviovat (zkreslovat) fluorescencni kvanta naméfend

v akceptorové fazi z in vitro pokusu.

Je také potfebné doplnit, Ze laterdlni prinik nanocastic v permeacich po okrajich
sublingvalni membrany v misté jejiho upevnéni v permeacni cele byl praktickymi
opatfenimi pfi pripravé apfi upevnéni membrdn vyloucen prolepenim obvodu

exponovaného povrchu membran akryldatovym lepidlem.

5.1.1 Meéreni impedance

Dalsi soucasti prace bylo méreni hodnot transmembranovych impedanci (Imp, 2),
tedy elektrickych odporl sublingvalnich membran. Toto méfeni je pod zkratkou
TEER (transepidermalni elektricky odpor) popisovano jako soucast testl integrity

koznich membran pfi provadéni in vitro testl transdemadlniho prlniku latek.

Provadi se jak pred tak po realizaci permeacnich méreni. Méreni byla provadéna

pfi 120 Hz, pricemz vysledky byly ziskavany pro membrany rozdilné zpracované.

Pfi permeaci 1 (P1) byla impedance mérena pred a po 24hodinovém
permeacnim pokusu na zmrazenych sublingvalnich membranach
konzervovanych azidem sodnym (méreny celkem tfikrat po 1, 5 a 10 sekundich).
Donorové vzorky pro P1 byly popsany shora, tedy v pfipadé 1P1 az 1P6 Slo
o koncentrované vzorky nanocastic, u 1P7 az 1P12 se jednalo o 100 ul fedéné disperze,

u 1P13 a7 1P15 slo 0 100 pl roztoku kofeinu (bez nanocastic).
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Vysledky ziskané s kofeinem (méreni 1P13 az 1P15) nebyly v dalSich ¢astech
prace z technickych dlvodi vyhodnoceny. V popisu experimentu byly zminény
pro pripadné zopakovani Ci revizi pokusnych podminek, resp. zaznam( z méreni, které

jsou uloZeny na pracovisti.

V Tab. 1 jsou shrnuty vysledky méreni, které predchazely aplikaci donorovych
permeacnich vzorkd. Byly pouZity sublingvdlni membrany ze tfi rldznych jazykd,
coz je v tabulce oznaceno v kddu permeacniho vzorku Cislem v zavorce.

Tabulka 1: Impedance membran konzervovanych azidem sodnym a zmrazenych

pfi -18°C po sestaveni 15 bunék pred zacatkem permeace P1.
Vzorek P1 — 6 mél na sublingvalni membrané 2 tenci mista.

Kod Imp1l Imp2 Imp3 Prameér
vzorku 1s 5s 10s Imp SD
[Q.cm™] [Q.cm™] [Q.cm™] [Q.cm™]
P1-1(y 491 461 459 470 +18
P1-2(y 857 854 838 850 +10
P1-3(y 322 313 311 315 +6
P1-4(, 582 584 580 582 2
P1-5( 307 305 309 307 +2
P1-6(y 543 548 556 549 +7
P1-7(3 261 277 275 271 +9
P1-83 773 756 748 759 +13
P1-9,) 514 516 515 515 +1
P1-10 456 448 447 450 +5
P1-11, 881 892 873 882 +10
P1-12; 464 463 464 464 +1
priumér 1P1 aZ 1P12 celkem 535
SD 1P1 aZ 1P12 celkem 1204

V Tab. 2 jsou shrnuty vysledky namérené ve stejnych burnkach na stejnych

membrandch, avSak po 24 hodinach permeaéniho pokusu.

Vzhledem ktomu, Ze v literatufe nebyla nalezena 7adnd podobnd data,
jsou hodnoty impedanci uvadény v tabulkdch vsechny tak, jak byly naméreny. Jejich

doplnéni hodnotami aritmetickych pramérd a smérodatnych odchylek SD
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jako zakladnich statistickych udaji ma vyznam pouze orientacni. Pocet hodnot, které
byly v tomto pokusu kdispozici, neumoinuje ovéfit typ jejich rozloZeni, lze
jen predpokladat, Zze tak, jako mnoho jinych hodnot naméfenych na biologickych

objektech, maji i tyto hodnoty Z impedance Gaussovskou distribuci.

Tabulka 2: Impedance a hodnoty Qt koncentraci nanocastic proslych pfes membrany
oplode 1 cm? (konzervované azidem sodnym a nasledné zmrazené) v pokusu P1
po 24 hodinach.

Vzorek P1 —6 mél na sublingvalni membrané 2 tenci mista.

K6d Imp 1 Imp 2 Imp 3 Pramér
vzorku 1s 5s 10s Imp SD Qt x4
[Q.cm™] [Q.cm™] [Q.cm™] [Q.cm™] [ng.cm™]

P1-1(y) 332 311 297 313 +18 7,2
P1-2y 313 298 270 294 422 6,6
P1-3(y 249 235 226 237 +12 54
P1-4 257 252 252 254 3 48
P1-5( 235 235 256 242 +12 5,2
P1-6y, 478 464 457 466 +11 6.4
P1-7( 291 284 285 287 +4 5,0
P1-83) 306 278 261 282 423 9,0
P1-93 405 385 379 390 +14 7,4
P1-10 242 236 230 236 46 4,8
P1-11 360 342 321 341 420 6,4
P1-125) 266 245 239 250 +14 7,6

primér 1P1 az 1P12 celkem 299

SD 1P1 az 1P12 celkem 167

Konkrétnéji lze z vysledk(i uzavfit, Ze sublingvalni membrana konzervovana
azidem sodnym a nasledné zmrazena vykazuje hodnoty impedance Z zpravidla na Urovni
500 Q.cm™ a wvy3%. Tato hodnota by mohla byt za danych okolnosti brana
jako referencni pro mechanicky neposkozenou membranu, ktera byla po konzervaci
afixaci azidem sodnym osusena, uloZena do polyethylenového sacku a po jeho
odvzdusnéni odsavackou uloZzena do béiného mrazaku a uchovdvana obvyklym

zplUsobem pfi cca -18 °C.
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Hodnoty impedanci po 24 hodinovém permeacnim pokusu vyrazné klesly,
pFitem? se dostaly na droveri pod 300 Q.cm™. Impedance Z vyjadujici odpor membrany
kladeny stfidavému elektrickému proudu o frekvenci 120 Hz tak dokladaji,
Ze v membrané v pribéhu 24 hodinové expozice v permeacni burice probéhly procesy,
jejichz charakter muaze (ale nemusi) ovliviovat i vysledky in vitro permeace léCiv.
Pritom urcité zaleZi také na aktudlni velikosti ¢astic a naboji uvazovaného léciva a dalSich

parametrech.

Do vybranych permeacnich bunék P1 (1, 2 a 4 s obsahem koncentrovanych
vzorkd nanodisperzi Chromeonu 470, a vzork( 8, 9 a 11 s fedénymi vzorky nanodisperzi)
bylo naneseno 400 ul Séerensen pufru o pH 6,6. Poté byly v sublingvdlnich membranach
zamérné vytvoreny otvory (jehlou) a opét celkem trikrat po 5 sekundovych intervalech
zméreny impedance (pti 120 Hz). Vysledky uvadi Tabulka 3.

Tabulka 3: Impedance vybranych vzork( sublingvalnich membran (konzervovanych
azidem sodnym a ndsledné zmrazenych) P1 po zdmérném prodéravéni.

Kéd vzorku Imp 1 Imp 2 Imp 3 Primérimp | SD A
[Q.cm™] | [Q.cm™] | [Q.cm™] [Q.cm™] [Q.cm™]

P1-1(;) pufr 6,6 (konc) 483 395 459 446 +46
P1-1(y pufr 6,6 + 1 dira 273 286 290 283 9 -163
P1-2, pufr 6,6 (konc) 270 254 250 258 +11
P1-2(;) pufr 6,6 + 1 dira 218 206 213 212 6 - 46
P1-4(,) pufr 6,6 (konc) 344 309 304 319 +22
P1-4(,) pufr 6,6 + 1 dira 291 292 290 291 *1 - 28
P1-4(,) pufr 6,6 + 2 diry 230 231 336 266 61 -53
P1-8;) pufr 6,6 (zfed) 260 270 257 262 +7
P1-8 pufr 6,6 + 1 diry 252 247 253 251 %3 -11
P1-9, pufr 6,6 (zied) 251 242 243 245 5
P1-9, pufr 6,6 + 1 diry 248 248 246 247 +1 +2
P1-9; pufr 6,6 velka 241 247 245 244 %3 -1
dira
P1-11, pufr 6,6 (zied) 257 252 252 254 %3
P1-11; pufr 6,6 velka 246 237 250 244 +7 -10
dira
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Vzorky 1,2,4,8,9,11 z permeace P1 slouzily tedy také pro zméreni zmény
impedance po zamérném prodéravéni membrany. Jak vyplyva z Tabulky 3, vytvoreni
makroskopicky zfetelného otvoru v sublingvalnich membranach vedlo ke snizeni hodnot
impedance. Toto sniZeni se dalo oc¢ekdvat, ale pfedevsim to ponékud podpofilo pozitivni
nazor navérohodnost provadénych impedancnich méreni. V pravém sloupci tabulky

jsou pro nazornost uvedeny diference A hodnot impedanci.

Je také dobré zaznamenat, Ze u membran exponovanych koncentrovanymi
disperzemi nanocastic v donorovych vzorcich, tedy v ptipadech vysledki P1-1 a P1-4,
doslo u hodnot impedanci k jejich vyraznéjSimu sniZeni. Oproti tomu u membran
po expozici zfedénou disperzi nanocdstic bylo toto snizeni nepatrné, nejspiSe na hranici
statistické chyby (tato nebyla pocitana pro maly pocet hodnot), jako kdyby se na vedeni
proudu nanocastice podilely. Proto bude zajimavé tyto vysledky porovnat

s fluorescenénim mérenim mnoZstvi permeovanych nanocastic.

Z uvedenych dat také nepfimo vyplyva, Ze na zvySeni Ci sniZzeni impedance,
tedy na zménach vodivosti v dlsledku zamérného prodéravéni membran, se mohlo

v danych pripadech podilet vedeni proudu nanocasticemi.

Impedance v jednotlivych permeacnich burnkach byla vidy méfena jako soucast
permeacnich pokustl, a to tésné pfed nebo po uplynuti ¢asu pro permeaci. Namérené
vysledky méreni impedance a permeaci jsou uvedeny vtabulkdch Tab. 1 az 12.

Permeacni data jsou dale prezentovana v podobé grafd na Obr. 5.3 aZ 5.5.

V ptipadé Permeace 2 (P2) byly impedance méreny pred zahdjenim permeacniho
pokusu na cerstvych sublingvalnich membranach (ziskanych ze trech jinych jazyka)
P2 16 az 27 a na membranach (opét ze tfi riznych jazyk(l), které po jejich separaci
byly rychle zmrazeny v kapalném dusiku P2 28 aZz 39 (méfeny celkem trikrat

po 5 sekundach).

Pro méreni impedanci bylo pro dobry kontakt kovové elektrody do donorového
kompartmentu naneseno 600 ul Séerensen pufru o pH 6,6, impedancni data byla opét

pofizena pfi 120 Hz.
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Vysledky impedancnich méreni pfed permeaci jsou zaznamenany v Tab. 4
pro dvé membrany (a, b, c — tfi rlzné jazyky) Cerstvé a v Tab. 5 pro dvé (d, e, f — tfi jiné

jazyky) membrany zmrazené v kapalném dusiku.

Pti permeacnim pokusu s kédy P2 16 aZz 21, a P2 28 aZ 33 obsahovaly permeacni
buriky koncentrované donorové vzorky nanodastic a permeacni bunky s kddy

P2 22 a7 27, a P2 34 az 39 obsahovaly fedéné (1:4) donorové vzorky nanocastic.

Tabulka 4: Impedance cerstvych membran (P2 16 az 27), pied zahajenim permeacniho
pokusu

Kéd vzorku imp 1 Imp 2 Imp3 Primér Imp SD
[Q.cm™] [Q.cm™] [Q.cm™] [Q.cm™]

P2 -16 Cerstvd (a) 6260 6021 5961 6081 +158
P2-17 Cerstvd (a) 5478 5521 5530 5510 +28
P2-18 ¢erstvd (a) 2594 2583 2571 2583 +12
P2-19 Cerstvd (b) 3335 3344 3348 3342 17
P2-20 cCerstva (b) 2499 2477 2473 2483 +14
P2-21 Cerstvd (b) 3149 3123 3152 3141 +16
P2-22 Cerstvd (b) 2226 2201 2229 2219 +15
P2-23 Cerstvd (c) 1888 1961 1991 1947 +53
P2-24 cerstvd (c) 1036 1050 1073 1053 +18
P2-25 Cerstvd (c) 552 554 564 557 16
P2-26 cerstvd (c) 1268 1283 1269 1273 8
P2-27 Cerstvd (c) 706 690 694 697 +8

P2 16 aZz 27 Primérna impedance (Q.cm™) 2574 SD+29

Tabulka 5: Impedance membran zmrazenych dusikem (P2 28 az 39), pfed zahajenim
permeacniho pokusu P2

Kod vzorku Imp 1 Imp 2 Imp3 Priimér Imp SD
[Q.cm™] [Q.cm™ [Q.cm™] [Q.cm™]

P2-28 (dusik) (d) 441 437 445 441 +4

P2-29 (dusik) (d) 587 597 597 594 +6

P2-30 (dusik) (d) 2211 2157 2189 2186 127

P2-31 (dusik) (d) 1829 1824 1826 1826 +3
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P2-32 (dusik) (e) 692 684 696 691 16
P2-33 (dusik) (e) 1883 1877 1895 1885 %9
P2-34 (dusik) (e) 2399 2377 2390 2389 +11
P2-35 (dusik) (e) 1231 1244 1237 1237 16
P2-36 (dusik) (e) 1152 1149 1153 1151 +2
P2-37 (dusik) (f) 1579 1574 1573 1575 43
P2-38 (dusik) (f) 2405 2434 2437 2425 +18
P2-39 (dusik) (f) 2333 2329 2364 2342 +19
P2 28 az 39 Primérna impedance [ Q.cm™] 1562 SD+10
Tabulka 6: Vysledky méfeni impedance a mnoZstvi Qt proslych nanodastic
po 24 hodinach permeacniho pokusu P2 €¢erstvou membranou
Kod vzorku Imp 1 Imp 2 Imp 3 Pramér SD Qtzan
[Q.cm™ | [Q.em™] | [Q.em™] | [Q.cm™] [ng.cm?]
P2-16 Cerstvd (a) 3547 3494 3303 3448 +128 3,2
P2-17 Cerstvda (a) 4217 4278 4370 4288 177 4,6
P2-18 Cerstvd (a) 2517 2026 2325 2289 1247 5,2
P2-19 Cerstvd (b) 2249 1272 1150 1557 +602 5,6
P2-20 cerstvd (b) 2000 1810 1857 1889 99 5,6
P2-21 cerstvd (b) 3072 3663 3354 3363 1296 4,4
P2-22 cerstvd (b) 1312 868 944 1041 +237 4,2
P2-23 Cerstvd (c) 752 754 772 759 +19 2,8
P2-24 Cerstvd (c) 569 500 591 553 47 3,2
P2-25 Cerstvd (c) 1476 1417 2443 1779 +576 3,4
P2-26 Cerstvd (c) 533 523 467 508 +36 4,6
P2-27 Cerstvd (c) 445 401 431 426 122 6,2
P2 16 az 27 Primérna impedance [ Q.cm™] 1825 +199
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Tabulka 7: Vysledky meéreni

impedance a

mnozstvi

po 24 hodinach permeacniho pokusu P2 membranou zmrazenou dusikem

Qt proslych nanodastic

Kod vzorku imp 1 Imp 2 Imp 3 Pramér SD Qtaan
[Q.cm™ [Q.cm™) [Q.cm™] [Q.cm™ [p.g.cm'Z]

P2-28 (dusik) (d) 345 305 294 315 +27 5,4
P2-29 (dusik) (d) 895 758 694 782 +103 5,8
P2-30 (dusik) (d) 1567 1341 1266 1391 | 157 5,8
P2-31 (dusik) (d) 599 769 687 685 185 6,4
P2-32 (dusik) (e) 930 791 685 802 +123 4,2
P2-33 (dusik) (e) 912 938 897 916 +21 3,8
P2-34 (dusik) (e) 2295 2312 2382 2330 | #46 2,4
P2-35 (dusik) (e) 1223 1186 1187 1199 | +21 3,8
P2-36 (dusik) (e) 688 597 618 634 48 2,6
P2-37 (dusik) (f) 1548 1269 1186 1334 +190 3,6
P2-38 (dusik) (f) 2190 2198 2123 2170 | #41 3,6
P2-39 (dusik) () 2787 3176 2800 2921 | 221 3,4
P2 28 az 39 Pramérna impedance [ Q.cm™] 1290 190

Cerstva sublingvalni membrana byla pouzita také v cele s &islem 40 u permeace
P2. Na sublingvdlni membranu byl nanesen donor o pH 6,6 v mnozstvi 600 pl a nasledné
probihalo méreni impedanci na dané Cerstvé sublingvalni membrané.

Tato cela byla sestavena azarazena pro orientaéni zjisténi vlivu prodéravéni
membrany na hodnotu impedance. Zkouska byla provedena pfi postupném pridavani
otvorl s ¢asovym odstupem cca 5 sekund aZz do poctu 5 a zavérecné zopakovana

i po odstranéni membrany.
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Tabulka 8: Vysledky méreni impedance cerstvé membrany ve vzorku ¢. 40
P2 po zdmérném prodéravéni dané membrany.

Vzorek Imp1 Imp2 Imp3 Primér | SD A
P2-40 [Q.cm™] | [Q.em™] | [Q.cm™) Imp [Q.cm™]
[Q.cm™

Sestavena cela 989 979 978 982 +6 -
Propichnuti 740 720 733 731 +10 | -251
1 dira 649 649 647 648 +1 -334
2 diry 585 594 595 591 +6 -391
3 diry 506 511 516 511 +5 -471
4 diry 435 437 433 435 +2 -547
5 dér 417 417 419 418 +1 -564
Bez membrany 181 200 196 192 +10 -790

Z hodnot namérenych impedanci uvedenych v Tabulce 8 vyplyvd, Ze malé
poskozeni (okem nepostiehnutelné) se hned ve vysledcich neprojevi. S nizSim poctem
dér byla namérena vyssi impedance. Vyraznéjsiho poklesu impedance si povSimneme
pfi zvySeném prodéravéni membrany, kdy jsou makroskopicky viditelné znamky

poskozeni membrany.

Permeace 3 (P3) — impedance méreny pred zahdjenim permeacniho pokusu
P3 41 ai 52 na zmrazenych sublingvalnich membrandach tyden (pfi -18°C) a nasledné
zmrazenych tekutym dusikem a P3 53 aZz 64 zmrazenych tyden (pfi -18°C), méreny
celkem trikrat (po 1, 5 a 10 sekundach) po naneseni 600 ul Séerensen pufru o pH 6,6
pfi 120 Hz. Donorové vzorky P3 41 az 46, P3 53 az 58 predstavovaly koncentrované
vzorky a P3 47 az 52, P3 59 az 64 = 100 pl disperze (fedéné vzorky).

Vysledky impedancnich méreni pred permeaci P3 jsou zaznamenany v Tab. 9
pro dvé membrany ziskané ze tfi jinych jazykd (g, h, i) zmrazené tyden pfi -18°C
a nasledné zmrazenych tekutym dusikem a v Tab. 10 pro dvé membrany (ze tfi jinych

jazykd j, k, 1) zmrazené tyden pfi -18°C.
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Vysledky namérfenych impedanci (méreny pétkrat po 5 sekundach)
po 24hodinach permeace P3 a mnoistvi proslych nanocastic Q; za 24 a 43 hodin
permeace P3 jsou uvedeny v Tab. 11 a 12. Odbér akceptorové faze po 43hodinach
permeace P3 byl proveden jiZz za neptitomnosti kryciho sklicko nad donorovou fazi.

Sklicko bylo odstranéno po uplynuti 24hodin.

Tab. 9: Impedance membran zmrazenych tyden pfi -18°C a nasledné zmrazenych
tekutym dusikem po sestaveni 12 bunék pred zacatkem permeace P3.

Kaéd vzorku Imp 1 Imp 2 Imp 3 Priamér SD
[Q.cm™ [Q.cm™] [Q.cm™] [Q.cm™]

P3-41, 1794 1814 1817 1808 +13
P3-42, 1958 1961 1970 1963 +6
P3-43, 873 882 887 881 +7
P3-44,, 2122 2123 2125 2123 +2
P3-454 1158 1162 1161 1160 +2
P3-46, 1154 1153 1158 1155 +3
P3-474, 1335 1350 1357 1347 +11
P3-48,, 1040 1045 1046 1044 +3
P3-494, 505 503 506 505 +2
P3-50,, 340 339 337 339 +2
P3-514 987 982 982 984 +3
P3-52 746 746 746 746 0
P3 41 a% 52 Primérna impedance [ Q.cm™ ] 1171 SD=+4,5
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Tabulka 10: Vysledky méfeni impedance membran zmrazenych tyden (pii -18°C)

pred zahajenim pokusu P3 po sestaveni 12 cel.

Kaéd vzorku Imp 1 Imp 2 Imp 3 Priamér SD
[Q.cm™] [Q.cm™] [Q.cm™] [Q.cm™]

P3-53, 987 942 974 968 +23
P3-54, 2059 2069 2071 2066 6
P3-554, 1375 1378 1380 1378 %3
P3-56. 1132 1155 1150 1146 +12
P3-57 4 599 604 607 603 4
P3-58 647 631 624 634 +12
P3-59 1402 1416 1307 1375 +59
P3-60 630 625 630 628 %3
P3-61 419 422 423 421 +2
P3-62 583 587 606 592 +12
P3-63 327 327 327 327 0
P3-64, 804 805 808 806 +2
P3 53 az 64 Prumérna impedance [ Q.cm™] 912 SD+12

Tabulka 11: Vysledky méreni impedance (méreni po 1s, 5s, 10s, 15s a 20s) a mnozstvi Qt

proslych nanocastic po 24 a 43 hodinach permeacniho pokusu P3 pres zmrazenou

sublingvalni membranu tyden (pfi -18°C) a nasledné zmrazenou tekutym dusikem

Kod Imp1 Imp2 Imp3 Imp4 Imp5 | Primér SD Qioan Qi43n
vzorku [Q.cm™] [Q.em™] | [Q.em™] | [Qem?] | [Qem?] [(I)T:ll [;(1:.)::')2] h(:_)::.)z]
P3-41 805 946 1268 1190 | 1290 1100 | +2/4| 34 6,8
P3-42 1464 1090 1159 1154 954 1164 | £187 4 6,2
P3-43 1287 1259 1195 1158 | 1076 1195 +84 4,4 5.4
P3-44 1478 1470 1497 - - 1482 +/4 4,6 6,2
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P3-45 746 719 686 | 594 | 656 680 | £59 | 44 6,4
P3-46 | 1263 1182 | 1134 | 1101 | 1176 | 1171 | %61 | 4,8 -
P3-47 833 634 719 | 684 | 663 708 | +77 | 42 52
P3-48 | 1181 571 517 | 518 | 526 663 |+291| 3.8 6,0
P3-49 500 503 530 | 504 | 526 513 | 14| 52 5,6
P3-50 363 366 407 | 408 | 325 374 | £35 | 54 6,4
P3-51 835 954 916 | 935 | 982 924 | £56 | 4.6 6,0
P3-52 721 557 573 | 559 | 461 574 | 93 | 54 -
P3 41 a3 52 Primérna impedance [Q.cm™| 879 | +99

Tabulka 12: Vysledky méfeni impedance (méreny celkem pétkrat po 5 sekundach)

a mnozstvi Qt proslych nanocdastic po 24 a 43 hodinach permeacniho pokusu P3

zmrazenou sublingvalni membranou tyden (pfi -18°C)

Kéd Imp1l Imp2 Imp3 Imp4 Imp5 | Primér SD Qu24n Qua3n
vzorku [Q.cm™] | [Q.em™] | [Q.cm™] [Q.cm™] [Q.cm™] [;T:ll [51:::?1] [51:::?1]

P3-53 416 364 387 367 372 381 +21] 4,8 7,0
P3-54 680 803 791 768 825 773 +56 5,2 6,8
P3-55 558 490 440 428 435 470 +55 3,6 6,6
P3-56 584 575 588 557 593 579 +/4 4,2 4,6
P3-57 731 599 639 559 640 634 +64 3,8 6,2
P3-58 1487 | 1283 1165 1104 1039 1216 | £176 3,2 -
P3-59 865 827 814 795 802 821 +28 4,6 6,2
P3-60 384 381 380 373 361 376 +9 3,8 5
P3-61 590 582 509 472 490 529 +54 3,4 4,2
P3-62 343 293 279 273 261 346 +32 4,2 5
P3-63 259 218 22 219 199 223 +93 3,4 4,8
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P3-64 522 464 465 462 472 477 +25 3.8 -

P3 53 aZ 64 Priimérna impedance [Q.cm™] 569 | +52

5.1.2 Transmembranova permeace nanocastic

DalsSim zcili experimentu bylo ziskat data pro srovnani impedancnich
a permeacnich udaji za in vitro podminek pro rozdilné zpracované sublingvaini
membrany.

Vysledky z permeacnich pokus( jsou prezentovany graficky na Obr. 5.3 aZ Obr. 5.5.

Obr. 5.3: Pribéh permeace P1 Chromeonu 470 pres dlouhodobé zmrazené membrany
konzervované azidem sodnym: vzorky P1 1 az 6 koncentrované disperze nanocastic,
vzorky P1 7 az 12 zfedéné disperze nanocastic

Permeace P1 (P1 1-12)- koncentrace proslého
permeantu do akceptorové faze
0,450
0,400
0,350
0,300
0,250
0,200

0,150

Koncentrace (ug/mL)

0,100
0,050

0,000
0 5 10 15 20 25 30

Casy odbér( akceptorovych fazi [h]

—@—P1 1-6 koncentrované vzorky —@— P1 7-12 zfedéné vzorky

Pro lepsSi zndzornéni koncentrace proslého permeantu na c¢ase vychazi linie
na grafu z nulového pocatku, i kdyZz nanocdstice urcité prochdazeji se zpozdénim.

V danych pripadech nebylo mozné lag-time praniku nanocastic hodnotit.

Hodnoty koncentrace proniknuvsich nanocastic vprvni hodiné odbéru
akceptorové fdze pokusu P1 ukazuji na stejny a v pripadé obou donorovych vzorku

pomérné rychly poc¢atecni narlst kvant nanocastic v akceptorové fazi.
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Tento fakt je zajimavy a vyznamny sam o sobé, kromé vysledk( predchozich dvou

diplomovych praci **%’

nebyl v dostupné literatufe transmembranovy prlinik nanocastic
o priméru cca 40nm nalezen. Naopak by se mélo ocekavat, Ze takovy nalez svédci
o porusenosti pouZité membrany. Prlnik nanocdstic nicméné pokracoval zplsobem,
ktery takovy ndzor na poruseni kvality membrany nepotvrzoval, jak je patrné napriklad
na Obr. 5.3. V pozdéjSich hodindch mnoZstvi nanocastic proslych do akceptorového
média vzdsadé pomalu stoupa, mirné vyssi prUnik je zaznamendn ze zfedénych
donorovych vzork(. V kazdém ptipadé jsou zajimavé vysledky z permeacnich méreni

za pouziti nejen membrany cerstvé, ale také sublingvdlni membrany zmraiené

v rozdilném teplotnim a ¢asovém rezimu.

Analogicky je na Obr. 5.4 zobrazen pribéh druhého permeacniho pokusu. Vzorky
P2 16 aZ 21 obsahovaly v donoru opét koncentrovanou disperzi, vzorky P2 22 az 27
mély v donoru disperzi zfedénou. Permeace probihala pres cerstvou sublingvalni

membranu.

Vzorky P2 28 ai 33 s membrdnou zmrazenou kapalnym dusikem nesly

koncentrovanou disperzi nanocastic, vzorky P2 34 az 39 donorovou disperzi zfedénou.

Obr. 5.4: Pribéh permeace P2 nanocastic Chromeonu 470 pres ¢erstvou membranu

Permeace P2 (P2 16-39)- koncentrace proslého
permeantu do akceptorové faze

0,300
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0 5 10 15 20 25 30

Casy odbér( akceptrovych fazi [h]

Koncentrace (ug/mL)

—®— P2 16-21 koncentrované vzorky —@— P2 22-27 zfedéné vzorky

P2 28-33 koncentrované vzorky —@— P2 34-39 ziedéné vzorky

Pfi permeaci P2 o néco vice pronikaly nanodastice z koncentrovanych
donorovych vzorkd, a to jak pres membranu Cerstvou (zelend kfivka), tak membranu

rychle zmrazenou kapalnym dusikem (svétle modra kfivka).
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Rozdily mezi namérenymi hodnotami koncentraci proniknuvsich castic nejsou
vSak natolik odlisSné, aby bylo nutné jejich rozdilnost statisticky dale provérovat.
Vzhledem kvariabilité by se jednalo nanejvys o velmi hrubé statistické odhady,
avsak se stejnym vyznénim.

Také v permeacnim pokusu P3 pronikaly nanocastice jiz v prvni hodiné (Obr. 5.5)
atostejné zdonorli se zfedénymi nanocasticemi tak z donord koncentrovanych.
Pfitom koncentrované disperze byly pouzity jako donorové vzorky u P3 41 a7 46
aP353a 58. Zredéné disperze nanocdstic byly jako donorové vzorky pouZity

uP347az52aP359az 64

Obr. 5.5: Permeace P3 nanocastic pfes membranu bez konzervace zmrazenou tyden
pfi-18 °C (P3 41 aZz 52) a membranu dopliikové zmrazenou kapalnym dusikem (vzorky
P3 53 a? 64)

Permeace P3 (P3 41-64)-koncentrace proslého permeantu
do akceptorové faze
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Casy odbér( akceptorovych fazi [h]
—®— P3 41-46 koncentrovany vzorky —@— P3 47-52 zfedény vzorky

P3 53-58 koncentrovany vzorky —@— P3 59-64 zfedéné vzorky

Narlst koncentrace permeovanych nanocastic od 1 hodiny do 10. hodiny ma
pfiblizné opét exponencidlni charakter, v pozdéjSich hodinach se ¢asovy profil priniku
blizi pfimce. NejduleZitéjsi je vSak konstatovani, Ze i v pfipadé tohoto pokusu, tedy P3,

byl prinik nanocastic opét potvrzen.

Prekvapiva byla skutecnost, Ze casovy prubéh prlniku nanocastic nesignalizoval
prodéravéni ¢i jiné vétsi poskozeni pouzitych sublingvalni membran, coz plati i pro oba

pomérné nesetrné zpusoby jejich uchovavani. Tedy jak membrany pomalu zmrazené
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na -18 °C bez konzervace, tak i pro cast téchto membran dodatecné exponované

zchlazenim v kapalném dusiku.

Je zfejmé, Ze z aplikacniho hlediska je za prakticky vyznamnou povaZovana
pfedevSim doba 1 hodiny expozice, mysleno od podani pfipravku na slizni¢ni
membranu. Ostatni hodnoty tedy potvrzuji predevsim skutecnost, Ze k praniku
nanocdstic v casovém intervalu 24 a 43 hodin stdle dochazi, jejich koncentrace

v akceptorovém kompartmentu pomalu ale méfitelné stoupa.

S opatrnosti Ize fici, Ze Qt po 24 hodinach u P1 poukazuje na lepsi prlnik

zfedénych vzork(, ale u P2 a u P3 tomu tak neni.

Ziskané vysledky transmembranového prlniku nanocastic Chromeon 470 jsou
shrnuty v Tabulkach 13 aZz 17, v nichZ jsou uvedeny procentualni podily nanocastic
proSlych za 24 hodin permeacniho pokusu z donorovych vzorkd koncentrovanych

(nefedénych) a donorovych vzorkd fedénych Sérensenovym pufrem pH 6,8.

Tab. 13: Permeace P1 pies membranu konzervovanou azidem sodnym a dlouhodobé

zmrazenou pfi-18 °C

P1 -1 koncentrovany — 1,44% P1 -7 fedény (1:4) - 5,0%
P1 - 2 koncentrovany — 1,32% P1 -8 fedény (1:4) -9,0%
P1 -3 koncentrovany — 1,08% P1-9tedény (1:4) -7,4%
P1 -4 koncentrovany — 0,96% P1-10fedény (1:4)-4,8%
P1 -5 koncentrovany — 1,04% P1-11tedény (1:4)-6,4%
P1 -6 koncentrovany — 1,28% P1-12tedény (1:4)-7,4%
Pramér 1,19% Prameér 6,67%

Tab. 14: Permeace P2 pres ¢erstvou membranu:

P2 — 16 koncentrovany — 0,64% P2 — 22 fedény (1:4) — 4,20%
P2 — 17 koncentrovany — 0,92% P2 — 23 fedény (1:4) - 2,80%
P2 — 18 koncentrovany — 1,04% P2 — 24 fedény (1:4) - 3,20%
P2 — 19 koncentrovany — 1,10% P2 — 25 fedény (1:4) - 3,40%
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P2 — 20 koncentrovany — 1,10% P2 — 26 fedény (1:4) — 4,60%
P2 — 21 koncentrovany — 0,89% P2 —27 fedény (1:4) — 6,20%

Pramér 0,77% Pramér 4,07%

Tab. 15: Permeace P2 pfes membranu zmrazenou v kapalném dusiku:

P2 — 28 koncentrovany — 1,10% P2 — 34 fedény (1:4) — 2,40%
P2 — 29 koncentrovany — 1,20% P2 — 35 fedény (1:4) — 3,80%
P2 — 30 koncentrovany — 1,20% P2 — 36 fedény (1:4) — 2,60%
P2 — 31 koncentrovany —1,30% P2 — 37 fedény (1:4) - 3,60%
P2 — 32 koncentrovany — 0,84% P2 — 38 fedény (1:4) — 3,60%
P2 — 33 koncentrovany — 0,77% P2 — 39 fedény (1:4) - 3,40%
Pramér 1,07% Prameér 3,23%

Tab. 16: Permeace P3 pres membranu tyden zmrazenou pfi -18 °C a dodatecné
zmrazenou v kapalném dusiku:

P3 — 41koncentrovany — 0,68% P3 —47 fedény (1:4) — 4,20%
P3 — 42 koncentrovany — 0,80% P3 — 48 fedény (1:4) — 3,80%
P3 — 43 koncentrovany — 0,88% P3 — 49 fedény (1:4) — 5,20%
P3 — 44 koncentrovany — 0,92% P3 — 50 fedény (1:4) — 5,40%
P3 — 45 koncentrovany — 0,88% P3 - 51 fedény (1:4) — 4,60%
P3 — 46 koncentrovany — 0,96% P3 - 52 fedény (1:4) — 5,40%
Primeér 0,85% Primeér 4,02%

Tab. 17: Permeace P3 pres tyden zmrazenou membranu:

P3 — 53 koncentrovany — 0,96% P3 —59 fedény (1:4) — 4,60%
P3 — 54 koncentrovany — 1,04% P3 — 60 fedény (1:4) — 3,80%
P3 — 55 koncentrovany — 0,72% P3 - 61 tedény (1:4) — 3,40%
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P3 —56 koncentrovany — 0,84%
P3 —57 koncentrovany — 0,77%
P3 — 58 koncentrovany — 0,64%

Pramér 0,83%

P3 — 62 Fedény (1:4) - 4,20%
P3 — 63 fedény (1:4) — 3,40%
P3 — 64 fedény (1:4) — 3,80%

Pramér 3,87%

Pti porovndni permeability zkoumanych membran se ukdzalo, Ze nanocastice vice
pronikaly pres sublingvdlni membrany zpracované béinym pomalym zmrazenim
to byt zplsobeno narusenim struktury membrany zmrazenim.

Cerstvé preparované membrany a po preparaci okamZité zamrazené v kapalném
dusiku vykazovaly pfiblizné stejné permeabilitni vlastnosti po aplikaci nanocastic
Chromeonu 470.

Podstatné je, Ze ve vSech ptipadech modelové castice Chromeonu 470
transmembranové prochazeji pres vSechny rlzné zpracované a uchovdavané membrany,
véetné Cerstvé vypreparovanych.

z dalSich  ukolll experimentu bylo porovnat hodnoty

Jednim impedance

sublingvdlnich membran sjejich permeabilitou pro nanodastice. Vysledky jsou

ilustrovany na Obr. 5.6 a Obr. 5.7.

Obr. 5.6 Vztah impedance a kvant Qt,, permeovanych nanoéastic z
nanodisperze u ¢erstvé membrany pro P2 16 az 27
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Obr. 5.7 Vztah impedance a kvant Qt,, permeovanych nanoéastic z
nanodisperze u membrany zmrazené kapalnym dusikem pro P2 28 a7 39
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Z pohledu na rozloZeni hodnot v obou bodovych prezentacich vysledk( je zfejmé,
Ze souvislost mezi hodnotami impedanci a permeacnich dat pro nanoddstice nebyla
nalezena.

Vysvétleni této skutecnosti pravdépodobné spociva v zdsadné rozdilné velikosti
a charakteru castic, které se podileji na mérenych hodnotach impedance na strané jedné

a nanocasticich Chromeon 470 jako permeantu (ostatné prekvapivého).

5.1.3 Fluorescencni mikroskopie

Pro mikroskopické pozorovani byly vybrany vzorky pouZitych sublingvalnich
membran z permeacnich experimentd P1 a P2. Prepardty byly sledovany
pod fluorescencnim mikroskopem, bez plexiskla, pod plexisklickem, pred oplachem
i po oplachu sublingvalni membrany destilovanou vodou. Membrany byly pozorovany

shora i ze spodni strany.

Nastaveni mikroskopu pro rizné obrazky se lisilo (filtr WIB, citlivost snimace 1SO,

objektiv, doba expozice, zvétseni).

Ziskané snimky dokumentuji fotografické zaznamy na nasledujicich obrazcich.
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Obr. 5.8: Vzorek P1-3

Popis: 20x, ISO 200, VIS-OFF, WIB, zvétseni 200x.
Jde o situaci po naneseni koncentrovaného donorového vzorku na dlouhodobé
zmrazenou membranu konzervovanou azidem sodnym, po oplachu vodou na injekce.

Nanocastice zlstdvaji na membrané a jsou nepravidelné rozprostreny.

Obr. 5.9: P1-3

Popis: 40x, ISO 200, Exp 8ms, WIB, VIS:OFF, zvétseni 400x.

Jde o snimek ziskany po naneseni koncentrované disperze nanocastic na
dlouhodobé zmrazenou membranu konzervovanou azidem sodnym mezi rdmeckem z
plexiskla na okraji vzorku vpravo od exponované 1 cm? plochy a krycim sklickem. Bylo
sledovano, zda nanocastice unikaly do stran pod kryci sklicko - pravdépodobné ano.

57



Obr. 5.10 : Vzorek P2 - 21 (koncentrovany vzorek, Cerstvd membrana), pohled zespoda,
bliz stfedu.

Popis: 10x, ISO 200, Exp. 14ms (Auto SFL), WIB, VIS — ON (6), zvétseni 100x.

Obr. 5.11: P2 vzorek P2 - 21 (koncentrovany, ¢erstva SL membrana), pohled shora.

Popis: 10x, 1SO 200, Exp. 100ms, WIB, VIS — OFF (P), zvétseni 100x.

V pozorovaném preparatu blize stfedu Obr. 5.10 nebyly pozorovany Zzadné
nanocastice, zespoda byly pritomny nanocastice jen u okraji vzork(. Na Obr. 5.11 byla
membrana sledovana shora, bylo mozné vidét shluk nanocastic.
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Obr. 5.12: P2 vzorek P2-27 (donor redény, Cerstva membrana) — pozorovan ze spodni

strany okraj vzorku.

Popis: 10x, VIS ON (P), WIB, IS 200, Exp 20ms, zvétseni 100x.

Nebyly viditelné Zadné nanocastice ze spodni strany okraje vzorku, ale byla
viditelnd struktura membrany. Zatimco pfi pohledu z horni strany vzorku 5. 13.byly
viditelné shluky nanodastic. Mozind, Zze tyto agregaty nanocastic mohly snizit
pridchodnost membrany.

Obr. 5.13: P2 vzorek P2-27 (donor fedény, Cerstvda membrdna) — pozorovani shora.

Popis: 10x, VIS- OFF, WIB, 1SO200, Exp 50ms, zvétseni 100x.
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Obr. 5.14: P2 vzorek P2-33 (donor koncentrovany, membrdna zmrazenda v kapalném

dusiku ), pohled shora, okraj vzorku.

Popis: 10x, VIS — ON (4), WIB, ISO 200, Exp.16,6ms (Auto SFL), zvétseni 100x.

Na obrazku jsou viditelné nanodastice, jez jsou pfi okraji vzorku, kde byla
nandsena donorova faze. Nanocastice byly i za okrajem vzorku, unikaly i do strany pod
plexisklo, pravdépodobné nikoli az do akceptorového oddilu, tomu by mélo branit
oblepeni membrany akrylatovym lepidlem.

Obr. 5.15: P2 vzorek P2-39 (donor fedény, membrana zmrazena kapalnym dusikem),
shora pozorovan stfed vzorku

Popis: 20x, VIS — OFF, ISO 200, Exp. 200ms, zvétseni 200x.

Na obrdzcich jsme mohli vidét rozlozeni nanocastic Chromeon 470 na membrané
a v jeji strukture.
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6 ZAVERY

Metodou DLS byla zmérena velikost a distribuce hydrodynamickych rozméra
nanocdstic PD-Chromeonu 470 dispergovanych v Sérensenové pufru pH 6,8, pH 7,4
a ve vodé na injekci. Namérené hodnoty velikosti na Urovni 40 nm ve vsech pouzitych
kapalindch odpovidaly udaji dodavatele o velikosti ¢astic v suchém stavu. Hodnota
pH disperze nanocastic PD-Chromeon 470 od dodavatele ¢inila 6,65.

Cerstvé sublingvalni membrany mély pfiblizné pétkrat  vy$si  hodnoty
transmembranové impedance nez membrany dlouhodobé zmrazené, konzervované
azidem sodnym nebo zmrazend tyden pfi -18°C a nasledné zmrazena dusikem,

zmrazené tyden pfi -18°C nebo zmrazena kapalnym dusikem.

Impedance v pokusu P1 pred za¢atkem permeace, membrana dlouhodobé zmrazen3,

konzervovand azidem sodnym: primér Z = 535 Q.cm™ (n=12)

Impedance v pokusu Pl po 24 hodinach permeace, membrana dlouhodobé
zmrazena, konzervovana azidem sodnym:

primér Z = 299 Q.cm™ (n=12)
Impedance v pokusu P2 pred zac¢atkem permeace, €erstva membrdana:

primér Z = 2574 Q.cm™ (n=12)
Impedance v pokusu P2 po 24 hodinach permeace, ¢erstva membrana:

primér Z = 1825 Q.cm™ (n=12)
Impedance v pokusu P2 pred zac¢atkem permeace, membrana zmrazena v kapalném
dusiku: primér Z = 1562 Q.cm™ (n=12)
Impedance v pokusu P2 po 24 hodinach permeace, membrana zmrazend v kapalném
dusiku: primér Z = 1290 Q.cm™ (n=12)
Impedance v pokusu P3 pred zacatkem permeace, membrdna zmrazend tyden
pfi minus 18°C a nasledné zmrazena tekutym dusikem:

primér Z = 912 Q.cm™ (n=12)
Impedance v pokusu P3 po 24 hodindch permeace, membrana zmrazena tyden
pfi minus 18°C a nasledné zmrazena tekutym dusikem:

primér Z = 879 Q.cm™ (n=12)
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Impedance v pokusu P3 pred zacatkem permeace, membrana zmrazena tyden
pfi minus 18°C: pramér Z = 1171 Q.cm™(n=12)
Impedance v pokusu P3 po 24 hodinach permeace, membrana zmrazenad tyden

pfi minus 18°C: primér Z =569 Q.cm™ (n=12)

Nejnizsi impedance tedy mély membrany konzervované azidem sodnym, které byly
dlouhodobé zmrazeny pfi -18°C.
Rychlé zmrazeni kapalnym dusikem membrany z hlediska impedance zrejmé

neposkozuje.

Nanocastice PD-Chromeon 470 byly schopny priniku, i kdyZz malého, pres vSsechny

riznym postupem zpracované praseci sublingvalni membrany.

Podily nanocdastic PD-Chromeon 470 zjejich celkového mnoiZstvi v donorovém
vzorku, které pronikly pies praseéi sublingvalni membranu (1cm?) do akceptorové
faze po 24 hodinach Cinily:
P1 pfes membranu konzervovanou azidem sodnym a dlouhodobé zmrazenou
pfi minus 18°C:  Koncentrované vzorky priimér 1,19% (n=6)
Ztedéné vzorky priimér 6,67% (n=6)
P2 pres ¢erstvou membranu:
Koncentrované vzorky prumér 0,77% (n=6)
Ztedéné vzorky pramér 4,07% (n=6)
P2 pfes membranu zmrazenou v kapalném dusiku:
Koncentrované vzorky priimér 1,07% (n=6)
Ztedéné vzorky priimér 3,23% (n=6)
P2 pfes membranu zmrazenou tyden pfi -18°C a dodatec¢né zmrazenou v kapalném
dusiku: Koncentrované vzorky prumér 0,85% (n=6)
Ztedéné vzorky primér 4,02% (n=6)
P3 pres tyden zmrazenou membranu pfi-18°C:
Koncentrované vzorky prumér 0,83% (n=6)

Ztedéné vzorky pramér 3,87% (n=6)
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Nejvice pronikaly nanocastice pres membranu konzervovanou azidem sodnym
nasledné dlouhodobé zmrazenou pfi -18°C. Prlniky nanocastic pres ostatni
membrany byl vzdy nizsi a navzajem hodné vyrovnané.

Pti permeaci P1 byl dle Q; hodnot za 24hodin vétsi priinik nanocastic zaznamenan pfi
pouziti fedénych donorovych vzorkd. Naopak u permeaci P2 a P3, byl zaznamenan
vysSi prlinik z koncentrovanych nez fedénych vzork.

Podle procentualniho vyjadreni podilu nanocastic PD-Chromeon 470 proslych
do akceptorové faze po 24 hodinach z celkového mnoiZstvi v donorovém vzorku
(Cinilo 500 pg pro neredéné vzorky, 100 pg pro redéné vzorky), lze s opatrnosti fici,
Ze nejsnaze pronikaly nanocastice PD-Chromeon 470 sestupné pres:

a) dlouhodobé zmrazenou (pfi -18°C) membranu konzervovanou azidem sodnym,

b) ptes tyden zmrazenou a znovu zmrazenou tekutym dusikem,

c) cerstvou membranu,

d) poté pres Cerstvou nekonzervovanou membranu zmrazenou tyden a

e) nejpomaleji pfes zmrazenou membranu kapalnym dusikem.
Mezi poslednimi ¢tyfmi jmenovanymi membranami jsou jen malé rozdily.

8. Celkové nejniisSi hodnoty impedance a nejvyssi hodnoty priniku nanocastic
namérené u permeaci pres sublingvdlni membrany dlouhodobé zmrazené pfi minus
18°C naznacuji, ze pravé dlouhodobé uchovavani sublingvalnich membran (az
nékolik meésicll) vede kjejich poskozeni. Naopak Ccerstvé vypreparované
ale také vypreparované a nasledné kapalnym dusikem zmrazené membrany

jsou pro permeacni pokusy tohoto typu kvalitativné rovnocenné.
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7 POUZITE ZKRATKY A SYMBOLY

P1-P3
t [h]

Q: [mg]

DLS

ISO

WwIB

SL membrana
Mr

NC

SD

SEM

Imp, Z

Z-Average

EGFR
TEER

Prvni az treti série permeacnich méreni

Cas

Mnozstvi permeantu proslého membrdnou v Case t
Dynamic light scattering, laserova difrakce

Citlivost — fluorescenéni mikroskop

Filtr — fluorescencni mikroskop

Sublingvdlni membrana

Relativni molekulovd hmotnost

Nanocastice

Smérodatna odchylka

Stfedni chyba prdméru, smérodatna odchylka vybérovych priiméru
Impedance

Stfedni vazena hydrodynamicka velikost ¢astic mérenych DLS

Receptor epidermalniho ristového faktoru

Transepidermalni elektricky odpor
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