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ABSTRAKT

Teoreticka cast se zabyva popisem dutiny ustni, jazyka a slinnych Zlaz
z anatomického a  fyziologického  hlediska. = Zachycuje  problematiku
sublingvalniho podavani 1é¢iv. Pfes strucnou historii oboru nanotechnologie se
dostava  k charakteristice nanoc¢astic  jako  zakladnich stavebnich  prvka
nanostruktur. Popisuje vyrobu a vlastnosti nanocastic, uvadi vyhody pouziti
nanoCastic jako systému pro podavani 1éciva, ale upozoriiuje také na jejich
moznou toxicitu. V zdvéru teoretické C¢asti jsou shrnuty a charakterizovany

principy a metody méfeni pouzité pii experimentech.

V experimentalni ¢asti jsou popsany a vyhodnoceny permeaéni pokusy in
vitro. V téchto permeacich byl sledovan prinik nanocastic znacenych
Chromeonem 470 pies prase¢i sublingvalni membranu o plose 1 ¢m? z donorové
faze o pH 6,6 do faze akceptorové o pH 7,4. Pro permeacni pokusy byly pouzity
cerstvé 1 dlouhodobé zmrazené sublingvalni membrany fixované v diftznich
Franzovych celdch vtefinovym lepidlem nebo silikonem. Pfed zahdjenim
permeacnich pokusii byla charakterizovana velikost nanoc¢astic pomoci metody

dynamického rozptylu svétla.

Bylo ovéfeno, ze dvé testované techniky fixace membrany v difuzni komurce

nemaji statisticky vyznamny vliv na mnoZstvi proniklych nanocastic.

Kli¢ova slova: sublingvalni podani, nanotechnologie, nanocastice, fluorescen¢ni

mikroskopie, Chromeon 470, in vitro permeace, Franzova komirka



ABSTRACT

The theoretical part describes anatomical and physiological aspects of the oral
cavity, tongue and salivary glands. It captures the issue of sublingual
administration of drugs. Through a brief history of nanotechnology it comes to
characterize nanoparticles as basic building blocks of nanostructures. It describes
the production and properties of nanoparticles, shows the advantages of using
nanoparticles as a drug delivery system, but also point out their potential toxicity.
At the end of the theoretical part principles and methods of measurement used in

the experiments are summarized and characterized.

In the experimental part in vitro permeation experiments are described and
evaluated. Permeation of nanoparticles marked Chromeon 470 through porcine
sublingual membrane in area of 1 cm? from the donor phase of pH 6.6 to acceptor
phase pH 7.4 was observed in these experiments. For the permeation experiments
were used both fresh and long-term frozen sublingual membranes fixed in Franz
diffusion cells with glue or silicone urease. Before starting the permeation
experiments the size of nanoparticles or agglomerates were characterized using

dynamic light scattering and by fluorescence microscopy.

It was verified that the two evaluated methods of fixing of membranes in
diffusion cells have no statistically significant influence on the quantity of

permeated nanoparticles.

Keywords:  sublingual  administration,  nanotechnology,  nanoparticles,

fluorescence microscopy, Chromeon 470, in vitro permeation, Franz cell



1 UVOD

Nanocastice, jejich vytvafeni a manipulace s nimi, tedy nanotechnologie,
bezpochyby pfedstavuji jeden z nejbouilivéji se rozvijejicich obori lidské
¢innosti. Chceme — li v této oblasti GspéSné pracovat, musime piijmout nova
pravidla a zdkonitosti odliSné oproti t€ém, na které jsme zvykli z bézné
experimentalni praxe ve fyzice, chemii nebo biochemii. Charakteristickymi
znaky této oblasti lidské €innosti jsou viceoborovost a piekryvani, ptipadné
uplné vymizeni hranic mezi participujicimi védeckymi odvétvimi (1).

Nanotechnologie naléza uplatnéni v mnoha odvétvich a ani zdravotnické
obory nejsou vyjimkou. Pokrok pii vyvoji zafizeni pracujicich v oblasti
nanometrtl, intenzivni vyuZivani nanomaterialli a vyrobnich nanotechnologii
jsou slibnou perspektivou pro brzkou implemantaci pii vyvoji 1€kt i v 1ékarské
praxi (2).

Rozvoj farmakokinetiky a biofarmacie v druhé polovin€é minulého stoleti byl
podnétem k vyvoji novych lékovych forem. V poslednich pftiblizné¢ padesati
letech je mozné pozorovat ve farmaceutické technologii piechod od kusovych
Iékovych forem (napi. tablet, tobolek) k vyvoji nasobnych casticovych forem
(pelet, mikrocCastic, nanocastic).
farmakoterapie nddorovych onemocnéni, ktera spociva v tom, Ze se 1é¢ivo lépe
dostane do postizené tkané nebo orgadnu a bude tam efektivnéji plsobit na
zhoubné bunky, ¢imZ se vyrazné snizi jeho nezadouci U€inky na zdravou tkan.
Volbou metody ptipravy a aktivizaci povrchu ¢astic je mozné je nasmérovat na
rizné cile. Ocekava se od nich vyuziti pfi fizeném transportu cytostatik,
specifickém doruceni antibiotik a antiparazitik do mista u¢inku, v peroralnich
I¢kovych transportnich systémech pro inzulin, proteiny, geny, pro vakciny i pti
topické aplikaci. Lze ocekavat, ze nanocasticové I€kové systémy najdou
V terapii chorob své nezastupitelné postaveni a castecné vytésni dosud
pouzivané konvencéni lékové formy, které s nimi nejsou srovnatelné¢ ani z

hlediska farmakokinetiky, ani z hlediska farmakodynamiky (3).



Na katedfe farmaceutické technologie Farmaceutické fakulty v Hradci
Kralové je studiu nanocastic vénovana pozornost v poslednich nékolika letech.
Ptedkladand diplomova prace se zabyva fluorescenéné¢ znacenymi
nano¢asticemi Chromeon 470 a jejich in vitro prinikem pies praseci

sublingvalni membranu.



2 ZADANI PRACE

Zéakladnim zadanim experimentu této diplomové prace bylo realizovat
a vyhodnotit dva bloky in vitro pokust s cilem zjistit permea¢ni schopnost
nanocastic znaCenych fluorescenénim barvivem Chromeon 470 ptes praseci

sublingvalni membranu.

Pro prvni blok in vitro pokust pouzit dlouhodobé zmrazené praseci
sublingvalni membrany, v druhém bloku pokusti pracovat s Cerstvé

vypreparovanymi prase¢imi membranami.
Pro experimentalni napli prace byly zadany tyto ukoly:

1. Stanovit hodnoty pH disperzi nanocastic fluorescencné znacenych
Chromeonem.

2. Zméfit velikost nanocastic, resp. aglomeratii zastoupenych v disperzich
metodou DLS.

3. Vyhodnotit agregacni stav disperzi S nanoc¢asticemi fluorescencni mikroskopii
4. Provést permeacni experimenty a kvantifikovat vysledky permeacnich pokusii
S kofeinem a nanocasticemi.

5. Vyhodnotit vliv zmrazeni sublingvalni membrany oproti membrané nativni na
tlouStku vzorkti membran.

6. Vyhodnotit vliv metody fixace sublingvalni membrany v difizni komurce na

permeacni charakteristiky.



3 TEORETICKA CAST
3.1 Sublingvalni podani

Zevni prostiedi je zdrojem minerdlnich latek, Zivin a dalSich latek a také
mistem, kam jsou odstranovany produkty metabolismu. Organy, které se podileji
na piipravé potravy k pteneseni (vstiebani) do krve a lymfy a na vlastnim
vstiebavani jsou sdruzeny v travici ustroji. Gastrointestinalni trakt (GIT) je
rozdélen na urcité prostory, jimiZ musi potrava projit, jeji zbytky jsou vylouceny

mimo télo. Tyto prostory lze pro zjednodusSeni délit na tyto Casti:

1. horni GIT (tsta, jicen, Zaludek)
2. stfedni GIT (tenké stfevo)
3. dolni GIT (tlusté stievo)
4. jako ctvrta ¢ast jsou uvadény akcesorni organy podilejici se na funkci GIT,
ale lezici mimo vlastni travici trubici — slinné zlazy, jatra, pankreas (4).
V problematice sublingvalniho podavani 1é¢iv hraje nejvétsi roli horni ¢ast
gastrointestindlniho traktu. Konkrétnéji bude popsén predev§im jazyk a slinné

zlazy a jejich tiloha v duting Gstni.
3.2 Anatomie dutiny ustni a jeji funkce

Dutina ustni (cavum oris) saha od stérbiny ustni (rima oris) az k zizeni na
pfechodu do hltanu, které se nazyva uzina hltanova (isthmus faucium). Dutina
ustni je vpredu a zevné ohraniéena rty (labia oris) a tvafemi (buccae); strop dutiny
ustni tvofi patro (palatum). Spodinu tst vyztuzuje musculus (m.) mylohyoideus, na
jehoz horni (Gstni) plose je m. geniohyoideus a na spodni plose piedni bfisko
m. digastricus. Na svalovém dnu Gstnim je sliznice. Uprostied spodiny ust je jazyk
(lingua), na ktery sliznice spodiny st pfechazi. Zuby a dasnémi je vpiedu a zevné
oddélena piedsin dutiny ustni (vestibulum oris), za kterou je vlastni dutina Ustni

(5).



Vlastni dutina Gstni (cavum oris propria) je ulozena za oblouky zubnimi; patii
do ni zuby (dentes), jazyk, patro, mandle patrova (tonsilla palatina) a slinné zlazy

(glandulae oris). Cavum oris piechazi uzinou hltanovou do hltanu (5).

Usta jsou mistem, kde se potrava dostava do prvniho kontaktu s travicim
traktem. Probiha zde jeji hrubé mechanické zpracovani (zvykani) a zaroven je
chuti, ¢ichem a dotykem ziskdvdna informace o jejich kvalitach. Mechanicka
piiprava potravy spocivd v jejim rozméliiovani pomoci zubli a jazyka a tvorbé
soust (bolus), ktera jsou obalovana do ochranné vrstvy mucinu. Potrava se zde
také C¢asteCné rozpousti ve slindch a zac¢ina vyrovnavani jeji teploty s teplotou téla

(4).

3.3 Lidsky jazyk jako organ

Jazyk (lingua) je protahly, svalnaty organ, ktery vypliuje skoro celou ustni
dutinu. Pfedni dv¢ tietiny jazyka lezi v duting ustni a tvofi tak pars oralis linguae
nebo corpus linguae, zadni tietina je masivnéjsi, je postavena skoro vertikalné

tvori pars pharyngae linguae nebo také radix linguae (6).

Zakladem jazyka jsou pfi¢né pruhované svaly kryté sliznici. V rozsahu hibetu
a hrotu jazyka sliznice vybiha v pocetné bradavky (papillae linguales). Epitelovou
vrstvu sliznice tvoii vrstevnaty dlazdicovity epitel, ktery na povrchu bradavek

rohovati a je z jazyka plynule stiran (6).

Na hibetu a hrotu jazyka ptitomné Ctyfi typy papil zvétSuji povrch sliznice,
zdrsnuji jej. Nékteré papily jsou opatfeny chutovymi poharky. Podslizni¢ni vazivo
je vyraznéji vytvotfeno pouze na spodni ploSe jazyka. Diky tomu je zde sliznice
dobfe pohyblivd a prosvitaji ji jazykové zily. Na hibetu jazyka naopak
podslizni¢ni vazivo zcela chybi a sliznice srista stuhou vazivovou blanou
obalujici svaly jazyka, aponeurosis linguae. Sliznice je zde proto nepohybliva. Pro

sublingvalni podani je vyznamna (6).



Jazyk je orgdnem chuti, jednoho z tradi¢nich péti lidskych smysla. Po
desetileti panovala shoda na ndzoru, Ze existuji ¢tyii zakladni chuti: sladka, slana,
kysela a hotka. V poslednich letech védci potvrdili jesté patou chut — umami,
kterou v potravinach vytvari glutamat sodny. V soucasné dobé se navrhuje uznat
jesté Sestou chut — tukovou (7). Casto se uvadi, ze napfiiklad sladkou chut
vnimame jen Spi¢kou jazyka, slanou chut’ jeho pfedni ¢asti, hotkou chut’ jeho
zadni ¢asti a kyselou chut’ po strandch jazyka. Pravdou je, Ze vSechny chuté
vnimame celou plochou jazyka, ale nékteré jeho ¢asti mohou byt na urcité typy

chuti citlivjii (8).

3.4 Sliny a slinné zZlazy

Slinné zladzy ust jsou Cetné Zlazy s vyvody do dutiny Ustni. Stavebné se
odliSuji drobné slinné zlazy, ulozené jako tubulosni aZz tuboalveolarni rozvétvené
zlazky ve slizni¢nim a podslizni¢nim vazivu, a velké slinné Zlazy, vysunuté jako
kompaktni vétsi organy dale od sliznice a ustici samostatnymi velkymi vyvody na
povrch sliznice. K velkym slinnym zlazam patii zlaza ptiusni (glandula parotis),
zlaza podcelistni (glandula submandibularis) a zlaza podjazykova (glandula
sublingualis). Zlazy jsou tvofeny aciny, na které navazuji vsunuté vyvody. Stény
acind a vyvodu jsou tvofeny jednovrstevnym epitelem, jehoz buniky jsou navzajem
spojeny pomoci tight junctions. V bunkach acinti se nachazeji sekre¢ni vacky. Do
stromatu zlaz vstupuji nervova vlakna sympatiku a parasympatiku. Tkan ma

pomérné bohaté cévni zasobeni (4) (5).

Sliny jsou sekretem slinnych zlaz. Funkce slin je vysledkem jejich slozeni.
Hlenovité latky (muciny) €ini sousta kluzkymi a tim umozZiuji jejich polykani,
usnadiiuji pohyby pfi zvykani a artikulaci. Soucasti potravy se ve slindch zc¢asti
rozpoustéji, coz je predpokladem uUCinnosti chutovych podnéth a ¢iSténi ust a
zubtl. Sliny obsahuji malé mnozstvi chloridu sodného, jsou hypotonické a jsou
uzpiisobeny pro intermitentni oplachovani chutovych receptortt béhem piijimani

potravy. Enzym a-amyldza (ptyalin) zahajuje traveni Skrobu jiz v tustech.
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Imunoglubulin A a lysozym slouzi kimunitni obrané. Vysoky obsah
hydrogenuhlicitanti pufruje sliny na pH pfiblizné 7,0, které odpovida optimalnimu
pH pro amylazu, a mimoto umoZiuje pufrovat polykanymi slinami kyselou
zaludecni st'avu, ktera se dostala do jicnu. Tuto tlohu ma i1 znacnd sekrece slin,
ktera predchazi zvraceni, pii kterém by Zalude¢ni kyselina mohla poskodit zubni
sklovinu. Produkce slin vyrazn¢ souvisi s obsahem vody v téle, a proto pii
nedostatku vody vysychaji usta a hltan; to ptispiva k pocitu zizné, ktera je dllezita

pro bilanci tekutin v téle (9).

V zavislosti na stupni stimulace je secernovano 0,1 az 4 mililitrd slin za
minutu, coz celkové odpovida 0,5 — 1,5 litru slin denné. Tvorba slin probihd ve
dvou stupnich. V acinech se tvofi primarni slina, kterd ma podobné elektrolytové
slozeni jako plazma aje potom ve vyvodnych kandlcich modifikovana
Vv sekundarni slinu a stdva se tak hypotonickou. Sekrece slin (z 95%
uskuteiiovdna velkymi slinnymi zldzami) je spousténa reflexné. Podnéty jsou
viné a chut potravin, mechanické doteky ustni sliznice, zvykani i nevolnost.

Dulezité jsou také podminéné reflexy. Sekreci slin tlumi spanek a dehydratace (9).
3.5 Sublingvalni podani 1é¢iv

Sublingvalni podani znamena umisténi 1é¢iva pod jazyk, odkud se spodni
plochou jazyka a spodinou ustni dostava 1éc¢ivo piimo do krve. Rozpusténa latka
rychle pronikd do sité kapilarnich cév ve sliznici jazyka a nasledné je
transportovdna obli¢ejovymi, vnitinimi krénimi a brachiocefalickymi Zilami do
systémového obehu. Absorpci z dutiny Ustni se 1é¢ivo vyhyba jaternimu first - pass
metabolismu, sublingvalni podani ma vSak mnoho dalSich vyhod (viz dale).
Systémové podani 1éciva sublingvalni cestou vzniklo z pozadavku poskytnout
pacientovi okamzity nastup farmakologického efektu podaného 1é¢ivého piipravku

(10).

Absorpéni potencidl Gstni sliznice je ovlivnén schopnosti 1é¢iva rozpoustét se
V tucich a vod¢ (logP 2 az 4), permeabilitou roztoku, ioniza¢nim potencialem (pKa

> 2 pro kyseliny a pKa < 10 pro baze), molekulovou hmotnostni latky (M mensi
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jak 500). Nekteré latky (napt. glycerol trinitrat) se ukézaly byt 1épe absorbovatelné
pii snizovani pH nosice, zatimco s pfechodem do zasaditéjsiho pH svoji schopnost

absorpce snizovaly (10).

Hlavnim mechanismem absorpce je pasivni difize ptes lipoidni membranu;
sublingvalni plocha snadno absorbuje latky. Hnaci silou je rozdil koncentraci
l1é¢iva na obou stranach membrany. Jakmile koncentracni gradient vymizi, difuze
ustava. Difuzi pres lipoidni membranu pronikaji lipofilni latky, zatimco latky
hydrofilni jsou absorbovany skrz membranové kanalky naplnéné vodou. Buinky
ustniho epitelu a pokozky jsou také schopné absorbovat latky endocytozou.
Rychlost absorpce sublingvalni cestou je asi 3 az 10krat rychlejsi nez pti ordlnim
podani, v rychlosti ji pfekona pouze injekéni a inhala¢ni forma podavaného

ptipravku (10) (11).

Sublingvalni podavani ptipravkt md mnoho vyhod. JiZ zminénéd rychlost
absorpce aokamzity nastup u¢inku jsou hojné vyuzivané v pohotovostnich
stavech, mnohdy =zachranujicich lidsky zivot (astma, infarkt myokardu).
Vstiebavanim léCiva z dutiny Ustni se G€inna latka dostava ptimo do systémového
ob¢hu, vyhybd se tak jaternimu first-pass metabolismu a také degradaci
pusobenim kyselého prostredi a enzymi ve stfedni Casti gastrointestinalniho
traktu. Pro dosaZeni pozadovaného Uc¢inku staci mensi davky podavaného 1éCiva,
1é¢ivo se rozpousti i bez zapijeni, pouze ve slinach. Pacient se vyvaruje bolesti
spojen¢ s injekénim podanim. Lze také snadno arychle ukonéit poddvani
podjazykového 1éku, napt. po dosazeni pozadované¢ho ucinku, diive nez pfi
projevu nezadoucich u¢ink. Tato forma podavani je také snadno piistupna détem,
lidem, ktefi nejsou schopni polknout tabletu nebo u nemoci s projevy zvraceni

(12).

Sublingvalni cesta podani se nehodi pro latky, které maji nepiijemnou chut’.
Béhem podani pacient nesmi jist, pit, koufit nebo mluvit. Toto misto neni vhodné
pro podani léCiv s prodlouzenym uvoliiovanim, latek s nevhodnym ionizacnim

potencidlem a vétSich objemt 1éCiv. K pieruseni absorpce 1éCiva dochéazi pfti

12



spolknuti tablety ¢i jejim vyjmutim z dutiny uUstni, nehodi se tak pro

nespolupracujici pacienty nebo pacienty v bezvédomi (12).

Jednim z nejznaméjSich, bézn¢ uzivanych 1éciv podavanych sublingvalné je
glycerol trinitrdt — velmi efektivni, silny vasodilatator pfi akutnich srdeCnich
obtizich. Poskytuje symptomatickou ulevu béhem jedné az dvou minut. Dobré
vysledky pii kontrole komorové srdeCni frekvence vykazuje také sublingvalné
podavany verapamil — antagonista vapnikovych kandli piedepisovany pfi
hypertenzi ¢i supraventrikularni arytmii. Uspokojivé sublingvalni absorpce bylo
dosazeno také u deoxykortizonu acetatu, morfinu, kaptoprilu, nifedipinu
a 17 p-estradiolu. Vyzkum prokazal, ze sublingvalni podani 17 B-estradiolu
vyzaduje pouze ctvrtinu davky poddvané oralng. V ptipad€, Ze je asenapin —
antipsychotikum pouzivané k 1écbé schizofrenie a bipoldrni poruchy — podavan
sublingvalné, dosahuje jeho biologicka dostupnost az 35 procent, zatimco pfi
oralnim podani pouze méné jak 2 procenta. Vhodnou volbou pro pacienty
S cystickou fibrozou je imunosupresivum takrolimus, ktery poskytuje jisté
farmakokinetické vyhody pfi sublingvalnim poddni — rychla absorpce, dobra
permeabilita, dostate¢né biodostupnost. Dalsi moznosti, v dneSni dobé& popularni je
substitu¢ni nikotinova terapie. Sublingvalni nikotinové preparaty se staly vhodnou

alternativou pfti odvykani koufeni (10) (11).

Ptipravky pro sublingvalni podani vSak nejsou dostupné pouze ve formé
rychle rozpustnych tablet. Vyuziva se také tenkych hydrofilnich filma vyrabénych
Z polymerq, spreji, pastilek, lizatek, zvykacich gum, past a ustnich vod. Na trhu
jsou takové formy sublingvalnich piipravki, které jsou vhodné jak pro malé déti,

tak pro starsi pacienty a také pro pacienty s polykacimi obtizemi (13).
3.6 Nanocastice, nanotechnologie

Slovo ,,nano* pochazi z fectiny a znamena malost, vzdalenéji trpaslik. Jako
nanotechnologie se obecné oznaCuje obor védy, vyzkumu a vyvoje, ktery se
zabyva cilenym vytvafenim a vyuzivanim struktur materidlii v métitku nékolika

nanometrl alesponl v jednom rozméru (0,1 nm az 100 nm). Konstrukénimi prvky
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nanotechnologie jsou molekuly i samotné atomy. Nanotechnologie zahrnuji oblasti
védy a technologie, jejichz cilem je pfesné ovladani jednotlivych atomt a molekul
tak, aby vznikl objekt nebo struktura s novymi vlastnostmi (elektrickymi,

optickymi, fyzikalnimi apod.), které 1ze pochopit a ovladnout (14) (15).

Prvnim prikopnikem této védni discipliny byl americky védec a nositel
Nobelovy ceny za fyziku Richard Philips Feynman. Ve své piednaSce There's
Plenty of Room at the Bottom zminil v roce 1959 moznost manipulace
s molekulami a atomy. Tehdy nazyval tento obor mikrotechnologii. Termin
nanotechnologie se objevil pozdé€ji v roce 1974. Japonsky fyzik Taniguchi jim
oznacil novou métici metodu, kterd umoziiovala vyrobu soucéstek s presnosti na
nanometry. V 70. letech na tyto myslenky navazal americky fyzik K. E. Drexler,
ktery ve svém Clanku o molekuldrnim inZenyrstvi navrhl vyuZit proteiny jako
zakladni stavebni kameny. Soucasné upozornil na pozitivni i1 negativni stranky

molekularni nanotechnologie (16).

Jednim z nejvyznamnéjSich objevll 80. let se staly pfistroje na pozorovani
a manipulaci s atomy a molekulami, konkrétn¢ rastrovaci tunelovy mikroskop
a mikroskop atomarnich sil. Pokrok stdle pokracoval, od vyroby cipu velké
integrace s rozméry 100 nm, pfes obrabéni povrchi s pfesnosti na nanometry, az

po vyuziti nanostruktur v medicing a biotechnologiich (16).

Nanocastice jsou zdkladnim stavebnim prvkem nanostruktur. Jsou
charakterizovany velikosti od 1 do 100 nm alesponn v jednom sméru, a urcitym
prostorovym uspofaddanim. Zatimco atomy jsou mensi neZ nanometr (do jednoho
nanometru se ,,vejde” asi Sest atoma uhliku ¢i deset atomti vodiku), velikost
vétSiny molekul, tj. skupin atoml poutanych chemickou vazbou, sahd od
nanometru vySe. Nékteré molekuly jsou tedy nanostrukturami. Mohou obsahovat
desitky az stovky atomi. Nanocastice mohou vytvafret nanodratky, nanotrubice,

nanokompozity, keramické nebo jiné tenké filmy nebo vrstvy (17) (18).

Vyznamnou charakteristikou je obrovsky nartist poméru plochy povrchu

k objemu ¢astic nanomaterialu. Tento pomér velmi silné ovliviiuje vétSinu
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chemickych a fyzikdlnich vazeb na hranicich ¢astic v materidlu. Rozdilné jsou

také vazby nanocastic se zakladni hmotou kompozitnich materialt (18).

V uplynulych dvaceti letech se zjistilo, Ze nanocastice maji celou fadu
jinych uzitenych vlastnosti, nez jen ty, které jsou dany jejich chemickych
slozenim. Tyto vlastnosti se mohou zasadné¢ lisit od pfedpoklddané¢ho chemického
nebo fyzikalniho chovani ve srovnani s podobnymi materidly, slozenymi ze
struktur veétsi velikosti. U nanocastic a nanomateridlii byly pozorovany zmény
mechanickych vlastnosti, a to pevnosti (napt. uhlikové nanotrubice jsou stokrat
pevnéjsi nez ocel, ale Sestkrat leh¢i), tvrdosti (nanoc¢astice pouzivané v metalurgii
jsou zodpoveédné za zvySovani tvrdosti a Zivotnosti kovill), taznosti, superplasticity
apod. Dochazi ke zménam vlastnosti magnetickych, elektrickych, optickych (napft.
oblast, ve které dochazi k maximalni absorpci fotond, se liSi pro rizné¢ velké
castice, a proto se v zavislosti na velikosti mohou ¢astecky zlata jevit jako Cerveng,
modré nebo zlaté¢) a fady dalSich. Tyto zmény vlastnosti jsou duasledkem
charakteristicky malé velikosti nanostruktur, pfipadné vyplyvaji z jejich vysoké

usporadanosti ¢i prostorové orientace (17) (18) (19).

Bylo také zjiSténo, Ze zmény v teplotach tani kova jsou funkei velikosti
jejich ¢astic. S klesajici velikosti ¢astic dochéazi k poklesu bodu tani az o nékolik
set stupiil (naptiklad rozdil v teploté tani zlata v kompaktnim stavu a ve formé

nanocastic o velikosti 2 nm je 1000 stupni) (17) (18) (19).

Principialné existuji dva zakladni rozdilné zpusoby vyroby nanocastic.
Prvnim je dezintegrace chemické slouceniny nebo ptirodni suroviny mechanickym
délenim agregatti. Druhy zplsob spociva v tvorbé chemické slouceniny o malé
velikosti ¢astic nukleaci a ristem zarodku. Jinymi slovy nanocastice vznikaji
principem zmensovani, ,,top-down* (odshora doll) nebo zvétSovani, bottom-up
(odzdola nahoru). Prvni postup vyroby se nékdy oznacuje jako fyzikalni, druhy
jako chemicky. Spolecnou snahou obou postupii je kontrolované vytvaret

nanocastice a nanostruktury stejného tvaru a velikosti (19).
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V soucasnosti prevladaji vyrobni postupy ,,top-down®. Podle nékterych
zdrojii je mnohem snadnéjS$i moznost piipravy nanocastic metodou ,,bottom-up*
(20) (21). Soucasné top-down technologie pracuji na dolni hranici v rozmérech

10 nm az 100 nm (19).

Vyrobni postupy bottom-up zacinaji se stavbou funkéniho nanostrukturniho
celku u nejmensich castic hmoty, u jednotlivych atomd a molekul. Z nich se
skladaji soucasti, které tvoii dalsi slozky komplikovangjSich systémii. Metody
bottom-up se pfirozené uplathuji Vv piirod¢ pii vytvareni biologickych struktur,
dosazena velikost se dnes pohybuje pouze v rozmezi asi 2 az 10 nm. Vyuzivaji
kontrolované chemické reakce a jsou proto levn&j§i nez metody litografické. Casto
se také wvyuziva piirozené schopnosti jednotlivych slozek vzijemné se
rozpoznavat, strukturovat, samosestavovat a samoorganizovat. Umoziuji pfipravu
velmi malych ¢astic, které jsou jen stézi dostupné rozdrobniovacimi metodami

(19).

Stabilita nanocastic je velmi dilezitd a nezbytna ve vztahu k jejich
dalSimu vyuziti. Z hlediska své velikosti jsou nanoc¢astice podskupinou koloidnich
¢astic. Pro komer¢ni pouziti jsou k dispozici jak v podobé praskil, tak z nich
piipravenych aplikacnich suspenzi, resp. disperzi nanocastic. Suspenze byvaji

vodné, lihové, ptipadné na bazi jinych organickych rozpoustédel (18) (21).

Stabilitu nanocastic v disperzich ovliviiuje nékolik faktort, naptiklad stupen
disperzity, koncentrace disperzich ¢astic €1 disperzni prostfedi. Pojmem stabilita
1ze oznacit schopnost disperznich soustav branit se pribéhu procest vedoucich ke
zméng jejich struktury, stupné disperzity ¢i charakteru rozdéleni castic podle

rozméru (22).

Lze rozliSovat mezi sedimentacni a agregatni stalosti. Sedimentac¢ni stalost
pfedstavuje stabilitu soustavy vii¢i snizeni potencidlni energie Castic disperzni faze
pii jejich sedimentaci plisobenim gravitacni sily. Agregatni stalost ptedstavuje
schopnost soustavy klast odpor procesim, které vedou ke snizeni povrchové

energie rozhrani castic disperzni faze s disperznim prostiedim. Jako procesy
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vedouci ke snizeni povrchové energie mezifazovych rozhrani se uplatiiuje
koalescence (sriistani castic), koagulace (agregace castic) a tzv. Ostwaldovo zrani.
Pti koalescenci je celkoveé sniZzeni povrchové energie zpiisobeno zmenSenim
plochy fazového rozhrani. Pfi koagulaci, zejména v téch piipadech, kdy mezi
Casticemi zistavaji zbytkové mezivrstvy disperzniho prostfedi, dochazi ke
zmenSovani velikosti povrchové energie v dusledku castecného nasyceni
nevykompenzovanych molekuldrnich sil na povrchu castic. Ostwaldovo zréani je
zapfi¢inéno tim, Ze pi1 velkém zakfiveni fazového rozhrani je rozpustnost velmi
malych Castic znaéné vEétSi neZ rozpustnost ¢astic vétSich. Jestlize tedy budou
V systému pritomny ¢astice riiznych velikosti, pak malé Castice budou mit tendenci
se rozpoustét, coz zaroven bude podporovat rast ¢astic vétSich. Diky tomuto jevu

se distribuce velikosti ¢astic béhem jejich rustu zuzuje (21).

Na rozdil od pravych roztokl jsou koloidni systémy agregatné nestalé
a koloidné dispergovana latka se pomérn€ snadno vylucuje z roztoku uz
pusobenim nepatrnych vnéjSich vlivli. V koloidnim systému se pak vytvari
srazenina, kterd je agregatem puivodnich castic. Koloidni soustavy maji znacné
rozdilnou agregatni stalost, nékteré vydrzi pouze nckolik sekund, jiné mohou
existovat déle. K vliviim zplsobujicim agregaci fadime ohiivani, zmrazovani,
intenzivni michani & pfidavani elektrolytd do koloidni soustavy. Uginnym
stabiliza¢nim faktorem koloidnich ¢astic je strukturné mechanickd bariéra, ktera
souvisi s tvorbou adsorp¢nich vrstev nizkomolekularnich ¢i vysokomolekuldrnich
povrchové aktivnich latek (derivaty celulosy, glykosidy, bilkoviny, a dalsi, tzv.
ochranné koloidy) na fazovém rozhrani. Tyto latky lyofilizuji povrch a jsou timto

schopné zajistit vysokou stabilitu ¢astic disperzni faze vici agregaci (21).

’

Vyhody pouziti nanocastic k poddvani 1éCiva jsou spojeny s rozmanitymi
cestami podani vcetné ordlniho, nosniho, nitroocniho, injekéniho atd. Nanocastice
jsou schopny vézat latky uvnitf sebe i na svou vnéjsi strukturu (hydrofilni i
hydrofobni) a pfitom nepiijit o svoje vyhodné vlastnosti. Mohou pronikat do tkéani
a materiald, kam se Castice jinych rozmérti nedostanou. Toho je vyuzivano jak pro

pasivni, tak aktivni cileni 1é¢iv. Nanocastice mohou kontrolovat a napomahat
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uvolnovani 1é¢iva béhem transportu a zacileni (targeting). Mize byt pozménéna
také distribuce a néslednd clearance nanocasticovych 1&Civ z téla, a tim mtZze byt
dosaZzeno zvySeni terapeutické UCinnosti léku a sniZzeni vedlejSich UCinkd.
Nanocastice mohou slouzit jako nosi¢e pro transport nckterych obtizné
vstiebatelnych 1éCiv (peroralné podany heparin, inzulin, hormony) do mist pro né
absorpéné piijatelnéjSich nebo mohou 1é¢ivou latku dopravit do cile jejiho
terapeutick¢ho ptisobeni. Léky proteinoveého ¢i  peptidového charakteru,
zabudované v nanocasticich, jsou chranény pied degradaci enzymy a Iépe
prochézeji pfes membrany. Dulezité je, ze peptidy, polysacharidy a glykoproteiny

jsou pomaleji degradovany, nez kdyz jsou voln¢ v roztoku (3) (23).

Vyplnit informacni deficit o zdravotnich rizicich v nanotechnologiich se snazi
obor nanotoxikologie. Je zatim v zacatcich a je povazovan i za brzdu rozvoje.
Jsou-li ovSem nové formy jinak Casto netoxickych latek uvadény do Zivotniho
prostiedi ve velkém mnozstvi, je tfeba se komplexné zajimat o disledky téchto
aktivit. Casto se ukazuje, Ze zmeéna tvaru, velikosti nebo dalSich vlastnosti
chemicky identickych nanocastic ma zasadni vliv na jejich toxicitu. Nanocastice se
od ¢astic vétsich rozmérh 1i8i pfedevSim schopnosti snadno pronikat do lidského
organismu, do fady tkéani, véetné mozku, ale n€kdy 1 pfes bunéénou membranu

(24).

Téchto unikdtnich vlastnosti lze uspéSn¢ vyuzivat v raznych védnich
oblastech, naptiklad v biomediciné ¢i farmakologii, ale nese to s sebou 1 jista
rizika spojend s nékterymi toxickymi ucinky, napt. oxidacni poskozeni biologicky

dulezitych molekul (DNA, RNA, proteiny, lipidy) (24).

Pti studiu nezadoucich U€inkli nanomaterial jsou v popiedi z4jmu zejména
kardiovaskularni, neurodegenerativni a karcinogenni u€inky ¢i vliv na imunitu.
Témét kazdy pouziva produkt, ktery se dotkl nanotechnologie, je tedy mozné, Ze
pfipadné dopady na zdravi mohou byt velkého rozsahu. Nevyhodou pouziti
nanocastic jsou vyssi vyrobni naklady produktd a dostupnost technického zazemi
potiebného pro jejich vyrobu. Pfesto je vyuZiti nanotechnologii a nanomateriali

velmi rozsahlé (25).
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3.7 Nanocastice znacené fluorescenénim barvivem Chromeon

Jsou tvofeny polymerem oznaCovanym bez dalsi specifikace jako polymer
PD. Dodavatel o ném poskytuje informaci, Ze jde o novy polymer, ktery je
odoln¢jsi vici kysliku a je fotostabilnéjsi oproti latexovym (polystyrenovym)
casticim. PD nanocastice znaCené fluorescen¢nim barvivem Chromeon vyuZivaji
novou formu zesitovaného polymeru k zapouzdieni tohoto barviva o vysoké
intenzité fluorescence, ¢imZ umoznuji méteni s vyssi citlivosti. Tyto fluorescencné
znacené nanocastice jsou vhodné ke znaceni proteinti a k detekci reakci antigen-

protilatka. Uchovavaji se pii teploté 2 °C az 8°C (26).

3.8 Pouzité metody méreni

3.8.1 Fluorescen¢ni mikroskop

Ve vE&tSiné noveé vyvinutych mikroskopickych technik se vyuziva
fluorescence. Fluorescenci molekul muizeme schematicky ilustrovat na
Jablonského diagramu (obr. 1). Ve fluorescencni mikroskopii se vyuziva kratSich
vlnovych délek v oblasti ultrafialového (UV) zéfeni, kdy latka v zdkladnim stavu,
ground state, absorbuje svételné paprsky, absorbed exciting light. a emituje
viditelné svétlo delSich vlnovych délek, emited fluorescence light, které je pak
pozorovatelné svételnym mikroskopem. Dochazi k ozafeni atomu, kde za
normdlnich okolnosti obihaji elektrony kolem jadra ve vrstvach (orbitalech)
s urcitymi energetickymi hladinami Si, Sz a Ss. Pfi excitaci elektrony absorbuji
energii a jsou vybuzeny do vys$i energetické hladiny, kde jsou ale nestabilni
a vraceji se zpet do zékladniho stavu. Presun elektronu z vyssi energetické hladiny

do nizsi je doprovazen vyzarenim fotonu (27) (28).
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Obr. 1 — Jablonského diagram (29)

Pro fluorescen¢ni zobrazeni je tieba mit k dispozici:

1) Fluorescen¢ni barvivo (fluorofor, fluorochrom), latku schopnou po ozafeni
svétlem urcité vinové délky absorbovat Cast svételné energie a uvoliiovat svétlo
0delsi vlnové délce. Struktury obsahujici fluorochromy zaii v obraze

fluorescenéniho mikroskopu v riznych barvach na temném pozadi.

2) Svételny zdroj, ktery musi emitovat dostatecné intenzivni zatfeni v ultrafialové
a viditelné oblasti. NejCastéji se pouzivaji vysokotlaké rtutové vybojky, xenonové

vybojky a halogenové Zarovky.

3) Soustavu filtri sefazenych do specialni ,filtrové kostky", kde excitacni filtr
propousti pouze svétlo, které je potfebné k excitaci fluorochromu, ostatni svétlo
pohlcuje. Dalsi filtr — dichroické zrcadlo — slouzi k oddé€leni excitaéniho
a fluorescen¢niho (emitovaného) svétla. Umisti-li se do optické drahy v thlu 45°,
kratS$i vlnové délky odrazi a delSi jim prochdzi. Jeho hlavni ptednosti je velka
efektivita odd&leni excitaéniho a fluorescenéniho svétla. Uginnost odrazu

excita¢niho svétla je vice nez 90 % a ucinnost priichodu fluorescenéniho svétla je
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také veétsi nez 90 %. Celkova ucinnost oddeleni je tedy vétsi nez 80 %. Posledni
filtr — bariérovy — propousti pouze fluorescenéni (emitované) svétlo, ¢imz
poskytuje  ¢erné pozadi k fluorescenénimu obrazu. Navic umoziuje
Z fluorescencniho spektra nechat projit pouze jeho cast. Vhodna kombinace
dichroického zrcadla, excitaéniho a emisniho filtru pro pouzity druh fluorochromu
je zakladem uspéSného pozorovani fluorescencnim mikroskopem nebo

mikroskopem s epifluorescenénim nastavcem (27).

Standardni soucasti fluorescenéni mikroskopie je vyuziti software pro
obrazovou analyzu, ktery umoznuje zpracovavat obrazovy vystup kvantitativnim

I kvalitativnim zptisobem (27).

3.8.2 Stanoveni velikosti ¢astic metodou DLS.

Dynamicky rozptyl svétla (dynamic light scattering — DLS) je rovnéz znam
jako fotonova korela¢ni spektroskopie nebo téz kvazielasticky rozptyl svétla.
Metoda slouzi ke stanoveni velikosti castic v nesedimentujicich koloidnich
disperzich. Zetasizer Nano ZS je svétov€ nejrozsifencj$i pfistrojovy systém.
Pouziva se pro méfeni velikosti, elektroforetické pohyblivosti proteinti, zeta
potencidlu koloidi a nanocastic, pifipadné méfeni mobility proteinu

a mikroreologie bilkovin a polymernich roztokt (30) (31).

Zetasizer vyuziva jako budici zdroj svétla Cerveny laser o vinové délce
633 nm. Timto laserem je osvétlen vzorek. Principem metody je méteni fluktuaci
intenzity svétla rozptyleného molekulami/¢asticemi vzorku v priabéhu Casu. Pfi
rozptylu svétla molekulou se rozptyli jen Cast dopadajiciho svétla. Kdyby byla
molekula stacionarni, mnozstvi rozptyleného svétla by bylo konstantni, ale jelikoz
vSechny molekuly v roztoku difunduji Brownovym pohybem vzhledem
k detektoru, existuji interference (pozitivni nebo negativni), které zptisobuji zmény
intenzity. Cim rychleji se ¢astice pohybuji, tim rychleji se intenzita rozptyleného
svétla méni. Rychlost téchto zmén je tudiz pfimo zévisld na pohybu molekuly.

Fluktuace intenzity rozptyleného svétla molekul v principu ovliviiuji nasledujici
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faktory: teplota — ¢im vyssi je teplota, tim rychleji se molekuly pohybuji; viskozita
rozpousStédla — ¢im vysSi je viskozita rozpoustédla, tim pomaleji se molekuly
pohybuji; velikost molekul — ¢im vétsi jsou molekuly, tim pomaleji se pohybuji

(30) (31) (32).

Pfed vlastnim méfenim se musi provést zakladni nastaveni programu piistroje.
Nastavuje se druh média, v kterém je rozptylen méfeny vzorek a vhodny material
nejblizsi svymi vlastnostmi zkoumanému vzorku (index lomu, absorpce zateni).
Po urc¢itou dobu probiha temperace vzorku, aby bylo dosazeno pozadované

konstantni teploty, za které bude probihat samotné méteni (31).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Suroviny a material

Nézev suroviny

Vyrobce (nebo dodavatel)

Praseci jazyk

Skali¢an a. s., Ceska Skalice, CR

Nano beads based on PD, Chromeon
470 marked

Sigma-Aldrich, Praha, CR

Nano beads based on PD, Chromeon
470 marked, karboxylované

Sigma-Aldrich, Praha, CR

Nano beads based on PD, Chromeon
545 marked

Sigma-Aldrich, Praha, CR

Nano beads based on polyacrylonitrile,
Chromeon 470 marked, karboxylované

Sigma-Aldrich, Praha, CR

Aqua purificata, Cisténa voda

FaF UK, Hradec Kralové, CR

Aqua purificata, UltraCista voda

FaF UK, Hradec Kralové, CR

Orion application solution pH 7.00 Buffer

Thermo electron Co., Waltham, MA, USA

Orion application solution pH 10.01
Buffer

Thermo electron Co. Waltham, MA, USA

Dinatrii phosphas dodecahydricus

Dr. Kulich Pharma, s.r.o., Hradec Kralové,
CR

Natrii dihydrogenophosphas dihydricus

Dr. Kulich Pharma s.r.o., Hradec Kralové,
CR

Natrii chloridum

Penta Ing. Petr Svec, Praha, CR

Carbaethopendecinii bromidum

Slovakofarma a.s., Hlohovec, SR

Vsechny suroviny byly podle deklaraci vyrobcti a dodavatelti kvality

1ékopisné nebo vyssi. Cisténa voda a voda pro HPLC (filtrace Millipore) pochazi

Z centralni ptipravny na FaF UK a nebyla podrobena Iékopisnym zkouSkam.
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Z dalSich materidlti a pomticek, kromé bézného laboratorniho vybaveni,

bylo vyuZito kyanoakrylatové lepidlo PowerFix CA stfedni a silikon Lukosan.

4.2 Pristroje

Typ pfistroje Vyrobce

Piedvazky Kern 440-45N Kern ande Sohn, Balingen, SNR

Analytické vahy PIONEER TM PA 430 | Ohaus, Pine Brook, NJ, USA

Magn. michacka, Fisher Scientific 408 N | Fisher Scientific, Pardubice, CR

Digitalni pH-metr GRYF 209L Elektr. piistroje, Havli¢kav Brod, CR

Lednicka s mrazni¢kou Frigera D118702 | Liebherr, Ochsenhausen, SNR

DLS — Zetasizer Nano ZS Malvern Instruments Ltd, VB

Termostatovana vodni lazen Grant JB 5 Grant Co., VB

Vicemistné ponorné michadlo Variomag Telesystem, SNR

Fluores. mikroskop, OLYMPUS BX 51 Olympus, Tokyo, Japonsko

Absolute Digimatic Indicator ID-S1012B | Mitutoyo America Co., IL, USA

Sestava pro fluorescencni mikroskop typ OLYMPUS BX 51 se sklada ze
svételného zdroje OLYMPUS U-RFL - T, rtutové lampy model U - LH 100 H
GAPO, WIB filtru U-MWIB 3 a digitalni kamery OLYMPUS DP 72. V tomto

ptipadé dochézi k excitaci pti vinové délce 460 - 495 nm.

4.3 Zpracovani biologického materialu

Jako modelové membréany pro permeacni pokusy byly pouzity sublingvalni

membrany z praseich jazykl, protoze jsou morfologicky velmi podobné
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sublingvalni membrané lidského jazyka. Modelovy material byl ziskan z prasete

domaciho (Sus scrofa, v. domestica).

Preparace samotné praseCi sublingvalni membrany byla provedena
v n€kolika néaslednych krocich. Nejprve byl odd€len cely jazyk od ostatnich ¢asti
ustni dutiny. Poté byla odstranéna vétSina svaloviny jazyka. Nakonec, pomoci
skalpelu a dikladné prace, byla membrana ociSténa a zbavena zbytka svaloviny.
Profiznuté, protrzené nebo jakkoliv jinak viditelné poSkozené membrany nebyly
vV permeacnich pokusech pouzity. OCiSténé sublingvalni membrany byly pro

aktualni pouziti v pokusech ulozeny a uchovavany ve fyziologickém roztoku.

Pro prvni permeacni pokus byly pouzity sublingvalni membrany z prasecich
jazykt, které byly dlouhodobé zmrazeny (29. 11. 2012) a uchovavany po celou
dobu v mraznicce v polyethylenové folii. Dne 12. 6. 2013 byly tyto membrany
rozmrazeny ponotfenim na cca 5 minut do destilované vody temperované na 37°C
a rozfezany na cCtverce vhodné velikosti cca 15 minut pfed sestavenim
permeacnich cel. Pomoci mikrometru Mitutoyo byly orientacné zméteny tloustky

n¢kolika nafezanych membran.

Pro druhy permeacni pokus, ktery byl uskutecnén 19. 6. 2013, byly pouzity
Cerstvé vypreparované membrany, které byly rozfezdny na ¢asti vhodné velikosti

jako pfi prvnim experimentu, a také u nich byla zmétena tloustka mikrometrem.

4.4 SloZeni a priprava pufra

Kalibrace pH — metru. Pred ptipravou fosfatovych pufrt dle Sérensena o pH 7,4
a pH 6,6 byla provedena kalibrace pH — metru Gryf 209 L, vybaveného elektrodou
THETA "90 (bev), typ HC 113. Ke kalibraci byly pouzity dva pufry, jeden o pH
10,0, druhy o pH 7,0.
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SloZeni fosfatového pufru dle Soérensena o pH 7,4

Surovina Mnozstvi (g)

Natrii dihydrogenphosphas dihydricus 2,1

Dinatrii phosphas dodecahydricus 19,1
Natrii chloratum 4,4
Aqua purificata ad 1000,0 mi

Piiprava fosfatového pufru dle Sérensena o pH 7,4

1. V kadince s 500 ml vody byla rozpuSténa dand mnoZstvi
dihydrogenfosfore¢nanu sodného a chloridu sodného za pouziti michacky.
Pti¢emz chlorid sodny byl pfidan k dihydrogenfosfore¢nanu sodnému.

2. Hydrogenfosfore¢nan sodny byl rozpustén ve 400 ml vody.

3. Do roztoku dihydrogenfosfore¢nanu sodného byl postupné dolévan roztok
hydrogenfosfore¢nanu, dokud pomoci pH-metru nebylo dosaZeno
pozadované¢ho pH.Po dosazeni dané hodnoty pH byl vznikly roztok doplnén
vodou na 1 000 ml.

4. Pufr byl pfeveden do odmérné banky. Odmérna banka s ptripravenym pufrem
byla uzaviena parafilmem, aby se pfedeslo vniknuti necistot do pufru a byla
uchovavana v lednicce pfi teploté 2°C — 6°C bez ptistupu svétla.

SloZeni fosfatového pufru dle Sérensena 0 pH 6,6

Surovina Mnozstvi (g)

Natrii dihydrogenphosphas dihydricus 6,2

Dinatrii phosphas dodecahydricus 9,5
Natrii chloratum 49
Aqua purificata ad 1000,0 mi
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Piiprava byla provedena stejnym zptisobem jako fosfatovy pufr dle Sérensena
opH7.4.

Oba pufry byly zhotoveny také ve ziedéné verzi a to zptisobem: 1 dil pufru
nami jiz ptipraveného dle rozpisu vyse byl smichén s 9 dily vody (¢isténa voda).
Pro dalsi pouziti tak byly nachystany pufry o pH 7,4 a 6,6, zfedéné v poméru 1:9.

Jejich uchovavani bylo totozné jako u pufri nefedénych.
Priprava fosfatovych pufri se surfaktantem

Pt1 ptipravé se vyuzivalo jiz pfipravenych fosfatovych pufria dle S6rensena
0 pH 6,6 a pH 7,4. Bylo pouze rozpusténo 0,1 g Carbaethopendecinii bromidum ve
100 ml fosfatového pufru. Toto rozpusténi surfaktantu bylo provedeno jak ve

fosfatovém pufru o pH 6,6, tak v pufru o pH 7,4.

Zaroven byly pfipraveny také redéné fosfatové pufry se surfaktantem.
Vychazelo se z fedénych variant fosfatovych pufrti dle Sérensena o pH 6,6 a pH
7,4. Navazka 0,1 g Carbaethopendecinii bromidum byla rozpusténa ve 100 ml
pufru fedéného 1:9 ¢iSténou vodou. Z piipraveného roztoku bylo odebrano 25 ml
do 100 ml odmérné banky a doplnéno fedénym pufrem po znacku. Vysledny pufr
byl nésledné zfiltrovan ptes jednorazovy PTFE filtr o velikosti port 0,22 um. Ten
samy postup byl proveden s fedénym fosfatovym pufrem o pH 6,6 i s pufrem o pH
7,4. Oba tedéné pufry se surfaktantem byly skladovany v odmérnych bankach

V lednici pii teploté 2°C az 6°C, uzavieny parafilmem a chranény pied svétlem.

4.5 Méreni hodnoty pH disperze nanocastic

Meérné elektroda pH-metru pro stanoveni ptisluSné hodnoty pH nanocastic
byla ponofena do celych vzorkll disperzi nanocastic. Pied kazdym ponotfenim
do disperzi nanocastic byla mérna elektroda oplachnuta destilovanou vodou
a lehce osuSena buni¢inou. Pfed méfenim byla provedena kalibrace pH-metru

pomoci pufrii o pH 7,00 a pH 10,01.

27



Me¢fteni hodnoty pH bylo provedeno u Sesti vzorkli (pracovné oznacovanych
A — F) disperzi nanocastic (Sigma-Aldrich, Praha). Vzorky A a B byly stejné Sarze
a obsahovaly nanocastice zaloZzené na polymeru PD, zna¢ené Chromeonem 470.
Vzorky C a D se rovnéz zakladaly na polymeru PD a byly znacené Chromeonem
470, ale byly karboxylované. Sarze u vzorki C a D nebyla totozna, vzorku C bylo
velmi malé mnozstvi a méteni pH se provadélo velmi obtizné€. Vzorek E obsahoval
karboxylované nanocastice zalozené na polyakrylonitrilu (PAN), fluorescenénim
barvivem byl Chromeon 470. Vzorek F tvofila disperze nanocastic také

zaloZenych na PD polymeru, ale nanocastice byly zna¢ené Chromeonem 545.
4.6 DLS stanoveni velikosti nanocastic v disperzi

Velikost nanocastic v disperzich byla zmétena pfistrojem Zetasizer Nano
ZS metodou laserové difrakce. Dané mnozstvi nanocasticové disperze bylo
rozptyleno ve stanoveném médiu piimo v kyveté ur¢ené k méfeni. Jako médium
byla zvolena c¢isténa voda, fosfatovy pufr pfipraveny dle Sorensena 0 pH 6,6
arovnéz o pH 7,4, jejich fedéné varianty (fosfatové pufry fedéné 1:9), fosfatové

pufry se surfaktantem a jejich fedéné varianty.

Vsechna média byla pfed pouzitim piefiltrovana pifes jednorazovy PTFE
filtr (velikost porii - 0,22 um). Vzorky byly pfipravovany pipetovanim a opatrnym
protiepanim v kyveté tésné pred vlastnim méfenim. Kazdy vzorek se v pfistroji po

urcitou dobu temperoval na teplotu 25°C.

Jako disperzni prosttedi byla v softwaru DTS nastavena voda a jako
materidl byl nastaven polystyrénovy latex. Méfeni bylo provadéno u vzorki A — F

(viz oddil 4.5).
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SloZeni vzorkt pro DLS:

Vzorek Dlspeir,ze. Médium ad 1 ml
nanocastic
1. 20 pl Cisténa voda
2. 20 ul Fosfatovy pufr (pH 6,6 a 7,4)
3. 20 ul Fosfatovy pufr fedény 1:9 (pH 6,6 a 7,4)
4, 20 ul Fosfatovy pufr se surfaktantem (pH 6,6 a 7,4)
S. 20 ul Fostatovy pufr se surfaktantem fedény (pH 6,6 a 7,4)

4.7 Desintegrace agregatii

Po uvodnim zjiSténi, Ze shlukovani nanocastic probiha ve fosfatovych
pufrech o pH 6,6 a 7,4, bylo dale provadéno méteni s fosfatovymi pufry fedénymi
1:9 C¢cisténou vodou. VyzkouSeno bylo také piidani povrchoveé aktivniho
surfaktantu (Carbaethopendecinii bromidum) k fosfatovym pufrim fedénym

I nefedénym se zamyslenym sniZzenim mezifazové energie.
4.8 Permeacni pokusy

K permeaénim pokusiim byly vyuzivany modifikované Franzovy difuzni
cely (viz obr. 2). Kompletni sestavu cely tvoti dvé plexiskla s kulatym otvorem ve
stiedu (otvory maji velikost 1 cm?) fixované k sob& pomoci malych diivek, spodni
c¢ast vhodna k plnéni a naplnéni akceptorovou fazi a cast vrchni slouzici

k uchyceni gumicéek pro celkovou celistvost cely a k nanaseni donorové faze.
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Vypreparované sublingvalni membrany nafezané na Ctverce potiebné velikosti
byly opatrné¢ umistény mezi plexiskla se
sttedovym otvorem, tak aby zistaly napnuté
aneposkozené. K uchyceni membran mezi
plexiskly bylo pouzito vtetinové kyanoakrylatové
lepidlo PowerFix CA stiedni (1.-4. cela obou
permeacnich pokust) a silikon Lukosan (cela 5.—

12. obou permeacnich pokusit).

Do spodni ¢asti kazdé Franzovy cely bylo jesté

pfed uzavienim sestavy vlozeno magnetické

Obr. 2 — Modifikovana michadlo. Po kompletnim sestaveni byly spodni

Franzova cela casti  cel naplnén akceptorovym ufrem
p y ptorovy p

(fosfatovy pufr dle Soérensena o pH 7,4, fedény 1:9) pomoci injekéni stiikacky

0 objemu 20 ml.

Prebytky pufrii v injek¢ni sttikacce, které jiz nebylo mozné doplnit do
spodni ¢asti cel, byly pfeneseny do kalibrovanych zkumavek, ze kterych bylo

mozn¢ odecist presny objem akceptorového pufru naplnéného do spodni Casti cely.

Takto ptipravené difuzni cely byly umistény do pfedem nachystané¢ vodni
lazné vytemperované na 37 °C + 0,5 °C, kde byly ponechany ptiblizn¢ hodinu pro
dosazeni ustalené teploty lazn€. Po hodinové temperaci cel ve vodnildzni
nasledovalo naneseni 200 pl donorové faze mikropipetou na membranu piesné do
prostoru vymezeného sttedovym otvorem v plexiskle. Jako donorovéd faze byl
vybran fosfatovy pufr o pH 6,6 piipraveny dle Sorensena, fedény v poméru 1:9
a pufr citratovy, oba s ptfidavkem kofeinu (0,25 g kofeinu na 50 ml pufru) jako
markeru membranové integrity. V obou pufrech byly rozptyleny nanocastice

vzorku A (Nanobeads based on PD, Chromeon 470 marked).
Konkrétni slozeni donorovych pufri bylo nasledujici:

1) 1 600 pl fosfatového pufru pH 6,6, fedéného 1:9 s 0,5% kofeinu + 400 pl
nanocastic PD znacenych Chromeonem 470 a
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2) 800 pl citratového pufru s 0,5% kofeinu + 200 pl nanocastic PD

znac¢enych Chromeonem 470.

Nanocastice rozptylené ve fosfatovém pufru byly pipetovany v mnozstvi 200 ul do
1. az do 8. Franzovy cely, nanocastice v citrdtovém pufru byly nanaSeny do cely
9- 12 ve stejném mnozstvi (200 pl). Po naneseni donorové faze na povrch
membrany uzavien¢ do Franzovy cely byla Uplnost sestavy doplnéna o vloZeni
kryciho sklicka na vrchni plexisklo, vzorku tak bylo zabranéno vyparovat se

Vv priib¢hu permeacniho pokusu.

V pfedem stanovenych ¢asovych intervalech, tj. po 1, 3, 5, 7, 18, 24
hodinach, od naneseni donorové faze byly odebirdny do vialek vzorky
akceptorového pufru a to v mnozstvi 1 ml. Odebrané mnozstvi pufru bylo zpét
doplnéno z vytemperovaného zasobniho akceptorového pufru. Po uplynuti 24
hodin se uz akceptorové faze nedoplnila pufrem o pH 7,4 a permeacni pokus byl
ukoncen. Vzorky ve vialkach byly uloZeny V lednici o teploté 2 C az 6 C. Cely
byly rozebrany a pouzité sublingvalni membrany ihned zkoumany fluorescen¢nim
mikroskopem nebo zataveny do polyethylenové folie, zmrazeny tekutym dusikem

a uloZeny v mraznicce pro pozdé&jsi mikroskopovani.

Pro prvni permeacni pokus byly pouzity sublingvdlni  membrany
Z prasecich jazykt, které¢ byly dlouhodobé zmrazeny (29. 11. 2012) a uchovavany
po celou dobu v mrazni¢ce v polyethylenové folii. Druhy permeac¢ni pokus jiz
probéhl s Cerstv€ vypreparovanymi membranami ulozenymi ve fyziologickém
roztoku. Ke stanoveni koncentrace nanocastic v akceptorové fazi byla vyuzita
metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie. Data jsou zpracovéana v oddile

54.2.
4.9 Priprava vzorki pro kalibraci

1. Zasobni roztok kofeinu s fosfitovym pufrem byl pfipraven smichanim
0,25 g kofeinu s 50 ml fosfatového pufru dle Sérensena 0 pH 7,4 v odmérné
bance. Vznikl tak 0,5 % (tj. 500 mg%) roztok, ktery byl dale jest¢ 100x

nafedén. Koncentrace v prvni zkumavce kalibra¢ni fady tak ¢inila 0,005 %
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(tj. 5 mg%). Naslednym fedénim roztoku v prvni zkumavce byla ziskana

cela kalibrac¢ni rfada:

?On}éf Zasobni roztok 5 mg% Fosfatovy pufr Koncentrace
redéni [mi] [mi] [mg%]
1 20 0 5
1/2 10 10 2,5
1/3 6,66 13,33 1,66
Ya 5 15 1,25
1/9 2,22 17,77 0,55

2. Zasobni roztok nanocastic ve fosfatovém pufru byl pfipraven smichanim 50

ul 0,5 % (tj. 500 mg%) disperze nanoc¢astic PD Chromeon 470 — marked a
10 ml fosfatového pufru dle Soérensena 0 pH 7,4. Vznikl tak 0,0025 % (tj.

2,5 mg%) roztok, ze kterého byla dal$im fedénim ptipravena kalibracni

fada:
Podil zasobniho Zasobni roztok Fosfatovy pufr Koncentrace

roztoku [%] [ul] [ul] [mg%]

20 200 800 0,5

10 100 900 0,25
5 50 950 0,125
2,5 25 975 0,0625
1,25 12,5 987,5 0,0313
0,625 6,25 993,75 0,0156
0,312 3,13 996,87 0,0078
0,156 1,56 998,44 0,0039
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4.10 Stanoveni nanocastic v kalibra¢nich a permeacnich vzorcich

Mnozstvi nanocastic v odebranych akceptorovych fazich a kalibracni
vzorky byly méfeny pomoci systému HPLC. K detekci byl pouzit UV/VIS
detektor (A = 272 nm) pro kalibra¢ni vzorky kofeinu v pufru a fluorescencni
detektor (Aex = 470nm; Aem= 600nm) pro vzorky akceptorovych fazi
S nanoc¢asticemi. Jako mobilni faze byl zvolen metanol s vodou v poméru 1:3,

pratokova rychlost ¢inila 0,5 ml/min.

Koncentrace kazdého odebraného vzorku akceptorové faze byla stanovena
zprimérovanim dvou néslednych méteni. Hodnoty koncentraci byly pak v Sabloné
pro zpracovani vysledkli z permeaci korigovany na odebrany objem. Vysledkové

protokoly této korekce §ablonou jsou uvedeny v kapitole PRILOHY.

Z hodnot méfenych kalibra¢nich vzorkl byla pomoci linearni regrese

sestavena kalibra¢ni piimka (viz oddil 5.3).

4.11 Fluorescencni mikroskopie

Fluorescen¢nim mikroskopem byly pozorovéany disperze karboxylovanych
nanocastic vzorku D (Nanobeads based on PD, Chromeon 470 marked,
carboxylated) v médiich, ve kterych dle méfeni metodou DLS vznikaly
aglomeraty, tj. ve fosfatovych pufrech o pH 6,6 a 7,4. Kapka vzorku byla
mikropipetou nanesena na podlozni skli€ko, piiklopena krycim sklickem

a pozorovana mikroskopem (vysledky viz oddil 5.2.1).

Fluorescen¢ni mikroskopie byla vyuzita také pro pozorovani praseCich
sublingvalnich membran pouzitych v permeacnich pokusech ze strany donoroveé
I akceptorové. Mikroskopovany byly jak membrany dlouhodobé zmrazené, tak
cerstvé, po pouziti v permeacich. Pfi mikroskopovani byly membrany piekryty
krycim sklickem, v pfipadé potieby (pozorovani vzorkli zvétSenych 1000x)

zakapnuty imerznim olejem. (vysledky viz oddil 5.5)
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Instrumentéalni a analytické piistroje a metody vyuzité v experimentalni
casti byly jiz diive konkrétné ovéfeny praktickym pouzivanim na katedie
farmaceutické technologie FaF UK. Usporadani permeacnich in vitro pokust
spliuje poZadavky na rychlé a citlivé stanoveni priichodu nanocastic praseci
sublingvalni membranou a bylo vyuzito také pro hodnoceni zachytu nanocastic

fluorimerickou mikroskopii.

Vybérem Sorensenova pufru o pH 7,4 (fedéného 1:9) jako akceptorové faze
meélo byt dosazeno simulace mirné alkalického pH systémového obchu lidského
téla. Rovnéz donorova faze v podobé¢ Sorensenova fosfatového pufru o pH 6,6

m¢éla predstavovat ptirozené pH v prostiedi dutiny Ustni.

Jako surfaktant byl pfi ptipraveé pouzit také Carbaethopendecinii bromidum
Tato latka je diky své antimikrobidlni aktivité Siroce pouZzivana jako antiseptikum,
laboratorni a primyslové dezinficiens, ale také jako analytické cinidlo

v technikach micelarni extrakce a separace (33).

Pted provedenim vlastnich permeacnich experimenti bylo dulezité zjistit
maximum informaci o pouzivanych nanocasticovych materialech z hlediska jejich
velikosti, pfipadné 0 agregacnich vlastnostech v pfitomnosti vySe zminénych
pufrii. Pfedmétem zkoumani byly pfedev§im nanocastice znaené fluorescenénim
barvivem, jejich charakteristika, chovani v samotné disperzi ¢i jejich vlastnosti
V jednotlivych médiich, vliv medii na podminky permeace, pouziti zmraZzenych

nebo nativnich sublingvalnich membran v experimentech.
5.1 Hodnoty pH nanocasticovych disperzi

Me¢éteni hodnoty pH disperzi nanocéstic probéhlo podle postupu a popisu
uvedeného v oddile 4.5. Vysledné hodnoty pH shrnuje tabulka 1. Z ni vyplyva, zZe
hodnoty pH sledovanych disperzi nanocastic se vzajemné pftili§ nelis§i. Namétena

hodnota pH se pohybuje ve velmi Gzkém rozmezi, nezavisle na konkrétnim typu
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vzorku. Vyraznou odliSnost hodnoty pH vzorku C Ize odvodnit zkreslenym
mefenim kvali velmi malému mnozstvi disperze, které bylo k dispozici. Mérna
elektroda nebyla v disperzi ponofena az po rysku. Z tohoto udaje nebude ¢inén
zadny zavér. Primérné dosahuji disperze nanocastic hodnoty pH 6,7 (po vypusténi

hodnoty pro ¢astice C).

Tabulka 1 — Hodnoty pH nanocasticovych disperzi

Vzorek | Popis Hodnota pH

A Nanobeads based on PD, Chromeon 470 marked 6,7

B Nanobeads based on PD, Chromeon 470 marked 6,72
Nanobeads based on PD, Chromeon 470 marked,

C . 7,67
karboxylované
Nanobeads based on PD, Chromeon 470 marked,

D . 6,54
karboxylované

E Nanobeads based on polyakrylonitrile, Chromeon 6.66
470 marked, karboxylované ’

F Nanobeads based on PD, Chromeon 545 marked 6,88

Pramér pH (bez vzorku C) 6,7 +0,1095

5.2 Velikost ¢astic v disperzich méfena metodou DLS

Meéieni velikosti nanocastic v disperzich bylo provadéno za ucelem zjisténi
agregatového chovani nanocastic v danych meédiich. Pfedevsim Slo o vyloucent,
resp. podchyceni zndmek shlukovani nanocéstic do agregatl, které by svoji
velikosti pfipadné znemoznovaly &1 ztéZzovaly prinik nanocéstic sublingvalni
membranou. Casteéné byla také uvazovana prevence aglomerace nebo
I elektrostatickd desintegrace vzniklych agregati karboxylovanych nanocastic
volbou vhodného média.
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Agregace jako proces, pii kterém se nanocastice shlukuji ve snaze vytvofit
energeticky vyhodnégjsi systém, je z hlediska dalSiho vyuziti ¢astic ¢asto velmi
nezadouci proces. Agregaci nanocastic se vyrazné¢ méni fada jejich vlastnosti

véetné pohyblivosti i vlastnosti soustavy jako celku (34).

Pii méieni velikosti nanocastic pomoci DLS bylo zjisténo, Ze disperze
karboxylovanych nanocastic (vzorek D) vytvaii ve fosfatovych pufrech o pH 6,6
i pH 7.4 agregaty. Vzorek dispergovany v ¢isténé vodé byl bez srazenin. Stejny
nalez byl ucinén také u vzorku F (Nanobeads based on PD, Chromeon 545

marked).

Pro dalSi praci byl pouzity vzorek D (agregovany) a vzorek C (bez
agregatil). Jejich vzijemnym srovnavanim byly sledovany rozlisné ucinky
pouzitych médii na tvorbu agregatl. Vzorky byly pozorovany pomoci metody

DLS, postup ptipravy vzorku pro vlastni méteni je popsan v oddile 4.6 a 4.7.

Me¢éfteni distribuce velikosti Castic v disperzich a pfiprava vzorkil probéhly

postupem popsanym v oddile 4.6.

Obrazek 3 zobrazuje vysledky méfeni fluktuaci intenzity svétla
rozptyleného casticemi vzorku A ve vodé. Graf pochazi z programu DTS, kterym
byly zpracovany vysledky z DLS, a je zaroven typickou ukéazkou 0dajh ziskanych

méfenim metodou DLS.

Vzorky A az F rozptylené v zékladnich médiich (voda a nefedéné fosfatové
pufry dle Sorensena) jsou dale ptehlednéji zpracovany v tabulkach 2 - 7. Jak jiz
bylo naznaceno dfive, vzorky D a F vytvaiely ve fosfatovych pufrech agregaty a
naméfené hodnoty velikosti ¢astic v téchto vzorcich tak nékolikandsobné presahuji
pramérné hodnoty velikosti u ostatnich vzorkl. Pfislusné hodnoty vybocujici
Z priméra jsou v tabulkach § a 7 zvyraznény tucné. K vlivim zpisobujicim
agregaci obecné patii ohfivani, zmrazovani, intenzivni michani ¢i pridavani
elektrolytli do koloidni soustavy. Co zplsobilo agregaci ¢astic v naSich vzorcich,
neni jednoznaéné. Do uvahy pfipadd istafi disperzi, opakované ohiivani a

zchlazovani disperzi nebo vysoka koncentrace pufru.
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Sample Name: A- PD Chromeaon 4701

SOP Name: Chromeaon.sop

File Name: HorejsovaSasurovaDP2013.dis Dispersant Name: ‘ater
Record Number: 1 Dispersant R: 1,330
Material Rl: 1,59 Viscosity (cP): 0,8370
Material Absorbtion: 0,010 Measurement Date and Time: 25 dubna 2013 14:46:11
Temperature (°C): 25,0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 463,83 Measurement Position {mm): 4,65
Cell Description: Disposahle sizing cuvette Attenuator: 7
Size (dbnm): % Intensity: St Dev {d.nm):
Z-Average (dom): 1660 Peak 1: 2243 495 6 1042
Pdl: 0,237 Peak 2: 40,93 4.4 9,952
Intercept: 0,948 Peak 3: 0,000 IR1] 0,000

Result quality : Goodl

Size Distribution by Intensity

Irtensity (Percent)

a4 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Record 1: A - PD Chromeon 470 1 Record 2; & - PD Chromeon 470 2
Record 3: A - PD Chromeon 470 3

Obr. 3 - Distribuce velikosti nanocastic v disperzi vzorku A podle intenzity
rozptyleného svétla, médium - ¢iSténd voda; ukdzka (daju ziskanych z programu
DTS
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Tabulka 2 — Velikost ¢astic v disperzi vzorku A, médium — voda a fosfatové pufry
nefedéné

.., |Z-Average Pik 1| Pik 2|Pik 1|Pik 2
Vzorek A Méieni [d.nm] g Pdl [d.nm] [d.nm] [%] [%]
1 166,0 0,237]224,3 41,0 95,6 |44
2 168,2 0,220/216,5 |0 100,0 |0
Cisténa voda |3 168,7 0,217|219,5 39,0 945 |55
Pramér | 167,6 0,225 220,1 26,7 96,7 33
sD |14 0,011
1 165,8 02322214 43,0 932 16,8
P F: 169,5 0232|2249 372 949 |51
gf_’f;‘g’vy ek 165,2 0,231|221,3 |405 94,0 [6,0
! Pramér | 166,8 0,232 2225 40,2 940 6,0
sD |23 0,001
1 1712 0230]234.4 548 90,9 9,1
Fosfitovy puft 2 1715 0,224|2254  |40,5 94,1 |59
oH 7.4 3 167,5 0,248(230,2  |49,6 92,7 |73
! Pramér | 170,1 0,234 2300 483 926 74
SD 2,2 0,012

Tabulka 3 — Velikost ¢astic v disperzi vzorku B, médium — voda a fosfatové pufry
nefedéné

.. .| Z-Average Pik 1|Pik 2|Pik 1|Pik 2

Vzorek B Mefteni [d.nm] 9 |pdi [d.nm] |[d.nm] [[%6] |[o]
1 167,2 0,222 1221,5 42,4 94,3 |5,7
2 164,9 0,223/218,9 42,5 936 |64
Cisténa voda 3 166,3 0,219218,1 40,3 93,7 16,3
Primér | 166,1 0,221 219,5 41,7 939 6,1

SD 1,2 0,002
1 167,4 0,237 226,8 40,6 94,0 |6,0
Fosfatovy pufr 2 168,7 0,240229,9 43,6 93,1 |69
OH 6.6 3 168,7 0,238 224,7 38,1 948 |5,2
’ Primér | 168,3 0,238 227,1 40,8 940 6,0

SD 0,8 0,002
1 170,7 0,233/228,4 45,5 93,1 |69
Fosfatov§  pufr 2 169,0 0,230227,8 47,4 93,8 6,2
OH 7.4 3 171,8 0,236 236,9 56,3 91,4 |8,6
’ Pramér [ 170,5 0,233 231,0 49,7 928 7,2

SD 14 0,003
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Tabulka 4 — Velikost ¢astic v disperzi vzorku C, médium — voda a fosfatové pufry

nefedéné
.. . |Z-Average Pik 1 | Pik 2|Pik 1|Pik 2
Vzorek C Meéieni [d.nm] 9 Ipdi [dom] |[dnm] |[2%] [%]
1 193,6 0,197 |243,7 0,0 100,0 |0,0
2 190,1 0,233|250,0 0,0 100,0 |0,0
Cisténa voda 3 196,7 0,199 |245,6 0,0 100,0 |0,0
Pramér |193,5 0,210 246,4 0,0 100,0 0,0
SD 3,3 0,020
1 197.8 0,229|266,3 54,1 93,6 6,4
o 2 202,2 0,211|261,5 51,0 94,0 6,0
lglc_)lsga'govy pufr |3 201,6 0,203/2557  |0,0 100,0 |0,0
’ Pramér | 200,5 0,214 261,2 35,0 95,9 4,1
SD 2,4 0,013
1 201,7 0,235(272,4 59,8 94,3 5,7
. 2 203,2 0,210263,2 53,0 94,3 |57
Egsgafvy puir |3 203,1 0223|2738 |683 |913 |87
’ Pramér | 202,7 0,223 269,8 60,3 93,3 6,7
SD 0,8 0,013
Tabulka 5 — Velikost ¢astic v disperzi vzorku D, médium — voda a fosfatové pufry
nefedéné
.. . |Z-Average Pik 1 | Pik 2|Pik 1|Pik 2
Vzorek D M¢éteni [d.nm] 9 | pdl [dom] |[dom] |[%] [%]
1 102,1 0,234|105,9 3075,0 |915 8,5
2 101,4 0,223]114,8 3939,0 |95,6 4,4
Cisténa voda 3 103,5 0,212(138,9 0,0 100,0 |0,0
Primér|102,3 0,223 119,9 2338,0 95,7 4,3
SD 1,1 0,011
1 3027 0,406 {1900 204,7 94,1 59
Fosfatovy pufr 2 2917 0,535|1604 4955 54,6 45,4
oH 6,6 3 2692 0,622 (4766 1262 61,6 38,4
’ Pramér | 2878,7 0,521 2756,7 2140,6 70,1 29,9
SD 170,8 0,109
1 4528 0,608 (1349 0,0 100,0 |0,0
Fosfatovy puft 2 5094 0,546 (1054 0,0 100,0 |0,0
OH 7.4 3 4439 0,469 | 1547 0,0 100,0 |0,0
’ Pramér | 4687,0 0,541 1316,7 0,0 100,0 0,0
SD 355,3 0,070
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Tabulka 6 — Velikost ¢astic v disperzi vzorku E, médium — voda a fosfatové pufry

nefedéné
.., |Z-Average Pik 1| Pik 2|Pik 1|Pik 2
Vzorek E Meéieni [d.nm] % |pdi [dom] |[dnm] |[2%] [%]
1 102,5 0,206126,7 0,0 100,0 10,0
2 103,5 0,201|130,3 |0,0 100,0 10,0
Cisténavoda |3 103,0 0,222]138,7 10,0 100,0 |0,0
Pramér | 103,0 0,210 1319 0,0 1000 0,0
sD |05 0,011
1 98,5 0,198[1251 0,0 100,0 10,0
- 2 100,0 0,213/129,8 10,0 100,0 10,0
E&Sgag’vy puir 3 1010 02231298 |0,0 100,0 10,0
! Pramér | 99,8 0,211 1282 0,0 100,0 0,0
sD 1,3 0,013
1 100,5 0,198]119,9 0,0 100,0 10,0
- 2 100,7 0,199(1280 |0,0 100,0 10,0
Egsgafvy puir 3 100.8 0,199/1302 |0,0 100,0 10,0
! Pramér | 100,7 0,199 1260 0,0 100,0 0,0
sD |02 0,001
Tabulka 7 — Velikost ¢astic v disperzi vzorku F, médium — voda a fosfatové pufry
nefedéné
.., |Z-Average Pik 1 | Pik 2|Pik 1|Pik 2
Vzorek F Me¢éteni [d.nm] 9 | pdl [dom] |[dom] |[%] [%]
1 134,1 0,190]167,6 0,0 100,0 10,0
2 133,0 0,185|164,7 |0,0 100,0 10,0
Cisténavoda |3 133,5 0,213|1727 10,0 100,0 |0,0
Pramér | 133,5 0,196 168,3 0,0 100,0 0,0
SD |06 0,015
1 2391 0,406]2837 2049 948 |52
- 2 2481 0,492|3894 |719,6 |836 |16,4
El‘j'sgatﬁovy B 2307 0,567|1829  |0,0 100,0 10,0
! Priimér | 2393,0 0,488 28533 3082 928 7.2
SD |87,0 0,081
1 3360 0,379]2414 0,0 100,0 10,0
- 2 3323 0527|1695  |5219  |57,4 |355
gasgazovy puff 3 3228 0353|2397 |5560 |961 |3.9
! Priimér | 3303,7 0,420 2168,7 35930 845 13,1
SD 68,1 0,094
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Zajimavy je fakt, ze ackoliv karboxylovany vzorek D agregaty vytvarel,
uvzorku C, také karboxylovaného, ale jiné Sarze a vzorku E, tedy
karboxylovaného, na polyakrylonitrilovém zaklad¢, agregaty ve fosfatovych

pufrech tvofeny nebyly.

Pro dalsi sledovani G¢inku pouzitych médii na tvorbu agregati byl zvolen
vzorek D, ktery byl srovnavan se vzorkem C. Oba vzorky (D i C) obsahovaly
karboxylované nanocastice zaloZené na polymeru PD, zna¢ené Chromeonem 470,
lisily se vSak vyrobni Sarzi. Vzorky byly rozptyleny ve fosfatovém pufru o pH 6,6
| 7,4 s pfidanym surfaktantem, ve fosfatovém pufru (pH 6,6 i 7,4) ziedéném 1:9 a
ve zfedéném fosfatovém pufru s pfidavkem surfaktantu. Ptiprava a slozeni pufri
byly popsany v oddile 4.4. Ziskané hodnoty méfeni vzorki na DLS jsou shrnuty
V nasledujicich tabulkach 8 — 13.

Tabulka 8 - Velikost ¢astic v disperzi vzorku C, médium — fosfatové pufry
nefedéné se surfaktantem

Z- . . . p
Vzorek C Méteni |Average |Pdl Ei(nm]l Ei(nm]z ﬁ;f] ! El/f]z
[d.nm]
1 947,8 0,706 |566,8 1450 (84,9 |151
Fosfitovy  pufr |2 1195 0,766 |5254 |122,0 (88,8 |11,2
pH 6,6 se |3 967,0 0,859 |987,9 1955 (789 |211
surfaktantem Primér | 1036,6 0,777 6934 1542 84,2 158
SD 137,5 0,077
1 3624 1,000 (380,8 0,0 100,0 |0,0
Fosfitovy  pufr |2 2438 1,000 (569,3 0,0 100,0 |0,0
pH 7,4 se |3 2446 1,000 (4846 0,0 100,0 |0,0
surfaktantem Primér | 2836 1,000 478,2 0,0 100,0 0,0
SD 682,4 0,000
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Tabulka 9 - Velikost ¢astic v disperzi vzorku D, médium — fosfatové pufry
nefedéné se surfaktantem

Z- , . . ,
Vzorek D M¢teni | Average |Pdl anm]l E;an]z E;i{]l E;Zz
[d.nm]
1 939,6 0,752 |531,5 112,7 (80,4 19,6
Fosfatovy pufr pH |2 715,1 0,819 |841,9 186,5 63,0 (37,0
6,6 se |3 549,6 0,807 |932,8 190,1 |55.2 32,8
surfaktantem Primér |734,8 0,793 768,7 1631 71,7 298
SD 195,7 0,036
1 634,9 0,735 |625,5 135,7 72,7 27,3
Fosfatovy pufr pH |2 486,1 0,784 | 1052 314,8 58,9 (30,0
7.4 se |3 484.,0 0,787 |808,4 1714 |61,3 |27,0
surfaktantem Prumér |535,0 0,769 828,6 207,3 64,3 28,1
SD 86,5 0,029

Tabulky 8 a 9 uvad¢ji vysledky méteni velikosti ¢astic v disperzich vzorku
C a D rozptylenych ve fosfatovém pufru dle Sérensena o pH 6,6 a 7,4
se surfaktantem. Porovnanim vysledkti méteni vzorka ve fosfatovych pufrech

se surfaktantem a bez né&j Ize zjistit nasledujici:

o vzorek C ve fosfatovych pufrech bez surfaktantu netvotil okem viditelné
agregaty, zjisténa praimérna velikost nanocastic ve fosfatovém pufru o pH
6,6 byla 200,5 d.nm, v pufru o pH 7,4 202,7 d.nm

e vzorek C ve fosfatovych pufrech se surfaktantem vytvarel v kyveté lehky
zakal, primérna velikost ¢astic se mnohonasobné zvétsila — 1036,6 d.nm
pro pufr o pH 6,6 a 2836 d.nm pro pufr o pH 7,4

o vzorek D ve fosfatovych pufrech bez surfaktantu tvofil agregaty detekované
metodou DLS, primérna namétena velikost ¢astic v pufru o pH 6,6 byla
2878,7 d.nm, v pufru o pH 7,4 4687 d.nm

e vzorku D ve fosfatovych pufrech pfidani surfaktantu pomohlo ve smyslu
zmenSeni velikosti ¢astic v disperzi, naméfend velikost ¢astic byla nizsi —

734,8 d.nm pro pufr o pH 6,6 a 535 d.nm pro pufr o pH 7,4
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K tomu je mozné doplnit, ze G. Niziri a kol. (35) ve své praci uvadeji, ze
surfaktanty v roztocich maji tendenci se vazat na polymery. Tento proces zacina
u dobfe definované koncentrace surfaktantu oznaCované jako kriticka agregacni
koncentrace. Experimentdlné¢ bylo vypozorovano, ze kritickd agregacéni
koncentrace u roztokd surfaktanti je mnohem niZ§i nez kritickd micelarni
koncentrace. Tato vyznamna studie se dale zabyva formovanim nanocastic
interakci anionického polyelektrolytu (polyakrylatu sodného) a opacné nabitych
surfaktantii s riznou délkou fetézce (alkyltrimetylamonium bromid). V systémech
obsahujicich nabity polymer a opacné nabity surfaktant dochazi diky silnym
elektrostatickym silam k fazové separaci. V urcitém rozsahu koncentrace

surfaktantu pak dochazi k precipitaci komplexu surfaktant—polymer.

Molarni pomér naboje mezi tenzidem a polymerem ovlivituje velikost a zeta
potencial vznikajicich castic, avSak nema vyznamny Vliv na vnitini strukturu
castic. Jako dulezita se ukazala délka fetézce surfaktantu, kterd predurcuje pramér
astice stejné jako jeji vnitini strukturu. Cim delsi je uhlovodikovy fetézec
surfaktantu, tim je vznikajici Castice vétSi a polymer ma vétsi schopnost se

formovat do nitkovitych micel agregati.

Touto studii tak mohou byt vysvétleny zmény velikosti Castic ve vzorcich
po dispergaci viedénych pufrech se surfaktantem, piedevSim pak zvétSeni

pramérné velikosti ¢astic vzorku C.

Uspokojivé vysledky pfineslo méfeni vzorkl dispergovanych v fedénych
fosfatovych pufrech. Jak vyplyva z tabulek 10 a 11, primémné velikosti Castic
vzorku C i D dosahuji hodnot, které jsou vice charakteristické pro nanocastice.
Ve fosfatovych pufrech fedénych 1:9 nevznikaly agregaty, primérné velikosti

¢astic se zmensily (v porovnani S vysledky v tabulkach 4 a 5).
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Tabulka 10 - Velikost ¢astic v disperzi vzorku C, médium — fosfatové pufry

fedéné
.. .| Z-Average Pik 1|/Pik 2|Pik 1|Pik 2

Vzorek C Meéieni [d.nm] Pdl [dom] |[dom] | [%] [%]

1 193,2 0,227(255,3 [46,2 96,8 |32
Fosfiton . 2 192,5 0,217(250,7 |44,9 965 |35
UILOTT  JRlle g 192,8 0,197 (2457 [50,2 954 |46
pH 6,6 fedény 1:9 ————

Prumeér|192,8 0,214 250,6 47,1 96,2 3,8

sD |04 0,015

1 197,2 0,198[248,7 0,0 100,0 10,0
Fosfiton . 2 193,6 0,193(244,8 (0,0 100,0 |0,0
TITUOTT Ll g 194,9 0,210(251,0 [473 947 |53
pH 7,4 tedény 1:9 ———

Primér | 195,2 0,200 2482 158 982 18

SD 1,8 0,009

Tabulka 11 - Velikost ¢astic v disperzi vzorku D, médium — fosfatové pufry

fedéné
.. .| z-Average Pk 1|Pik  2|Pik 1|Pik 2
Vzorek D Méfeni [d.nm] g Pdl [dom] |[dom] |[%] |[o]
1 100,8 02221096 3619|944 |56
- 2 100,4 0228|1157 |4601  |97,0 |30
z‘gsig’;lyyﬂ‘f PH I3 99,4 0,228/1103 (3883  |94,6 |54
’ “  [Pramer|100,2 0,226 1110 40343 953 47
sD |07 0,003
1 100,0 02081232 |4272  |97.4 |26
- 2 98,5 0,220(112.4 |2069  |94,4 |56
Ezsig’;lyyﬂ‘f PH I3 98,2 0231|1121 |3413  |94,6 |56
: “  [Pramer|98,9 0,229 1159  3551,3 955 46
sD |10 0,002
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Tabulka 12 - Velikost ¢astic v disperzi vzorku C, médium — fosfatové pufry

fedéné se surfaktantem

.« . | Z-Average Pik 1|Pik 2|Pik 1|Pik 2

Vzorek C M¢éfeni [d.nm] g Pdl [dom] |[dom] [[6] |[%]

1 903,2 0,731/4275 96,2 86,5 13,5
Fosfatovy pufr pH|2 659,3 0,693|548,1 (144,7 82,3 |17,7
6,6 ftedény 1:9 se|3 702,0 0,738(589,2 (129,0 |81,2 |18,8
surfaktantem Pramér | 754,8 0,721 521,6 123,3 83,3 16,7

SD 130,3 0,024

1 650,7 0,650(4429 (117,8 |81,7 |18,3
Fosfatovy pufr pH|2 612,0 0,517|408,6 (85,3 90,9 (9,1
7,4 ftedény 1:9 se|3 474,3 0,688(690,7 (2156 |54,4 43,5
surfaktantem Pramér|579,0 0,618 514,1 1396 75,7 23,6

SD 92,7 0,090
Tabulka 13 - Velikost ¢astic v disperzi vzorku D, médium — fosfatové pufry
fedéné se surfaktantem

.. .| Z-Average Pik 1|Pik 2|Pik 1|Pik 2

Vzorek D Me¢teni [d.nm] % pd [dm] |[dnm] [[%] |[]

1 437,8 0,523|640,8 [141,0 (69,4 |29,1
Fosfatovy pufr pH|2 359,8 0,806(618,9 |1146 |63,2 (22,6
6,6 fedény 1:9 se|3 354,3 0,769|773,6 |166,1 |56,5 |32,7
surfaktantem Pramér | 384,0 0,699 677,8 140,6 63,0 28,1

SD 46,7 0,154

1 279,7 0,471|159,7 [979,0 (49,0 48,1
Fosfatovy pufr pH|2 273,1 0,449|7449 |153,2 [52,9 44,0
7,4 ftedény 1:9 se|3 274,6 0,456 |405,0 [4704,0 |925 |7,5
surfaktantem Pramér | 275,8 0,459 436,5 19454 64,8 33,2

SD 3,5 0,011

Tabulky 12 a 13 zobrazuji vysledky méfeni vzorkit C a D v fedénych

fostatovych pufrech s pfidanym surfaktantem. Podle ocekavani namétené hodnoty

nejsou natolik uspokojivé jako hodnoty méfeni vzorki pouze v fedénych pufrech,

ani tolik vybocujici jako hodnoty u samotnych netfedénych pufri se surfaktantem.

Vysledky naméfené pomoci DLS lze prezentovat v nasledujicim souhrnu:

45




Vzorek A

Vzorek B

Vzorek C

Vzorek D

Vzorek E

Vzorek F

+ Cisténa voda - 167,6 + 1,4 nm

+ pufr o pH 6,6 - 166,8 + 2,3 nm
+pufropH 7,4-170,1 £ 2,2 nm

+ Cisténa voda - 166,1 + 1,2 nm

+ pufro pH 6,6 - 168,3 £ 0,8 nm
+pufropH 7,4-170,5 £ 1,4 nm

+ Cisténa voda - 193,5 + 3,3 nm

+ pufr o pH 6,6 - 200,5 + 2,4 nm

+ pufropH 7,4 - 202,7 £ 0,8 nm

+ Cisténa voda - 102,3 + 1,1 nm

+ pufr o pH 6,6 - 2878,7 + 170,8 nm
+ pufr o pH 7,4 - 4687,0 + 355,3 nm
+ Cisténa voda - 103,0 + 0,5 nm

+ pufropH 6,6 - 99,8 + 1,3 nm

+ pufropH 7,4 -100,7 £ 0,2 nm

+ Cisténa voda - 133,5 + 0,6 nm

+ pufr o pH 6,6 - 2393,0 = 87,0 nm
+ pufro pH 7,4 - 3303,7 + 68,1 nm
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5.2.1 Pozorovani nanocasticovych agregatii fluorescen¢nim

mikroskopem

Mikroskopické preparaty byly pfipraveny postupem popsanym v oddile
4.11, a to thned po zméteni distribuce velikosti ¢astic pfistrojem DLS. Nasledné
byly sledovany fluorescen¢nim mikroskopem a zachyceny fotograficky.
Pozorovany byly aglomeraty tvofené pii dispergaci vzorku D v nefedénych
fosfatovych pufrech. Velikost nalezenych shlukli ¢astic se pohybovala piiblizné
vrozmezi od 0,6 um do 18,5 pum. Tato skute¢nost byla zjisténa pfirovnanim
velikosti agregatu k méfitku fotografie, coz umoznoval pouzivany program

AnalySIS Auto. Piiklady nalezenych precipititi jsou dokumentovany na

nasledujicich obrazcich 4 — 7

Obr. 4 - Karboxylované nanocastice zalozené na PD polymeru znacené
Chromeonem 470 dispergované ve fosfatovém pufru dle Sérensena o pH 6,6;
nastaveni mikroskopu: filtr WIB, ISO 400, zvétSeni 100x, 2000 ms

Agregaty zdokumentované na Obrazku 5 byly jedny znejvétSich nami

nalezenych. Jejich velikost ¢inila pfiblizné 18,5 pm.
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Obr. 5 - Karboxylované nanocastice zalozené na PD polymeru (znacené
Chromeonem 470) dispergované ve fosfatovém pufru dle Sérensena o pH 6,6;
nastaveni mikroskopu: filtr WIB, ISO 400, zvétSeni 100x, 2000 ms

Obr. 6 - Karboxylované nanocastice zalozené na PD polymeru (znafené

Chromeonem 470) dispergované ve fosfatovém pufru dle Sorensena o pH 7.,4;
nastaveni mikroskopu: filtr WIB, ISO 400, zvétSeni 100x, 1000 ms
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Obr. 7 - Karboxylované nanocastice zalozené na PD polymeru (znacené

Chromeonem 470) dispergované ve fosfatovém pufru dle Sérensena o pH 7.,4;
nastaveni mikroskopu: filtr WIB, ISO 400, zvétSeni 100x, 2000 ms

Na Obrazku 6 a piedevsim pak na Obrazku 7 lze zaregistrovat vétsi tloustku
vrstvy agregovanych nanocéstic. Nanocastice se nachazely ve vice hladinéch,

proostfovanim obrazu vystupovaly jiné urovné fluoreskujicich ¢éstic.

5.3 Kalibraéni primky

Kalibra¢ni piimky byly sestrojeny pomoci linearni regrese z hodnot

namétenych HPLC systémem.

Ptiprava vzorkll kalibraéni tady je popsana Vv oddile 4.9. Piislusné
kalibracni pfimky vcetné vycisleni rovnic a udaje statistického koeficientu
determinace R? pro kofein a nanocastice ve fosfatovém pufru jsou zobrazeny
vGrafu 1 a 2. Ztéchto udaji je zfejmé, ze metodika v popsaném provedeni
splinuje pozadavky na vérohodné stanoveni obsahu sledovanych latek v roztoku ¢i

disperzi.
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5.4 Zhodnoceni permeacnich pokust

Rozdilem mezi pufrem fosfatovym a citratovym v priniku, podminkéach
a vlastnostech se zabyvala ve své diplomové praci Lenka HorejSova. Naplni mé
diplomové prace bylo zjistit, jaky vliv na prinik nanocastic maji dvé techniky
zpracovani sublingvdlnich membran a dv€ techniky fixace sublingvalni

membrany v modifikované Franzové difuzni cele.

Za timto ucelem byl v permeacnich pokusech sledovan priinik nanocéstic
a kofeinu do akceptorové faze, kterou tvofril fosfatovy pufr fedény 1:9 o pH 7,4.
Z toho divodu byly vytvofeny dvé riizné kalibracni pifimky — jedna pro kofein ve

fosfatovém pufru a druhd pro nanocastice ve fosfatovém pufru.

5.4.1 Tloustky membran

Jak jiz bylo popsano, permeacni pokusy prob&hly ve dvou fazich. Prvni
permeacni pokus (P1) byl proveden s dlouhodobé zmrazenymi membranami,
rozmrazenymi tésné pred pouzitim v permeacich. Mikrometrem byly zméfeny
tloustky membran u deseti ndhodnych vzorki, vysledek byl zprimériovan.
Tloustky rozmraZzenych membran dosahovaly v priméru 0,51 mm. Druhy
permeacni pokus (P2) byl uskutenén s membranami vypreparovanymi
z Cerstvych prasecCich jazyku tésné pied permeacnim pokusem. Také u nich byla
mikrometrem ovéiena tloustka. Hodnoty tloustky nativnich membran dosahovaly
V priméru 0,49 mm. Priimérnd tloustka membrany rozmrazené a nativni se pfilis

nelisi.

Lze tedy konstatovat, ze ani dlouhodobé zmrazeni membrany tak nema na

tloustku membrany méfitelny vliv.
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5.4.2 Srovnani metod fixace membrany - lepidlo vs silikon

Vysledky byly vyhodnoceny na zdkladé udaji Qt (exp) ziskanych analyzou

vzorkti HPLC a néslednou korekei v Sabloné pro zpracovani vysledkii permeaci.

Hodnoty Qt (exp) [g.cm™2] piedstavuji mnozstvi permeantu proslého pies
1 cm? sublingvalni membrany do akceptorové faze. Tyto hodnoty byly pro lepsi
nazornost nasledné prevedeny na hodnoty pomeérové veliCiny R [%]. Hodnota
R uddava pomér hodnoty Qt (exp) V jednotlivych casech odbéru k maximalnimu

naméfenému mnoZzstvi proniklych Castic.

V tabulce 14 jsou uvedeny hodnoty R vV jednotlivych ¢asech odbéru
permeace P1, coz nazorné zobrazuje Graf 3. Tabulka 15 a Graf 5 uvadi totéz pro
permeaci P2. V P1 i P2 jsou membrany v difuznich celach ¢. 1 — 4 fixované

lepidlem, v celdch €. 5 — 8 fixuje membrany silikon.
5.4.2.1 Permeacni pokus P1

Tabulka 14 - Tabulka hodnot R (%) pro permeaci P1; cely 1 —4 - lepidlo,
cely 5 -8 - silikon

Cas odbéru akceptorové faze (hod)
Cely
1 3 5 7 18 24
1 29,8 52,5 62,9 74,2 93,7 100,0
2 18,7 41,2 57,2 66,6 100,0 98,9
3 21,1 43,5 64,6 77,4 100,0 100,0
4 30,1 48,2 65,3 76,8 92,7 100,0
5 19,9 46,3 63,8 77,2 100,0 97,8
6 19,1 36,2 52,8 62,0 95,5 100,0
7 45,8 70,4 80,7 86,5 100,0 85,9
8 33,0 60,1 72,9 82,7 95,6 100,0

52




120,0%

T 100,0%
[«)
el —&— npFL1
£ 80,0% —#— npFL2
7]
;§ —#&— npFL3
= 60,0%
3 ° —— npFL4
N
% 40,0% - =¥ npFS1
)g —®— npFS2
> 20,0% - npFs3

npFS4

0,0% T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
¢as [h]

Graf 3 - Casové pribéhy permeovanych mnoZstvi [%] nanoéastic v pokusu P1

. 1,200
S 1,000 —
Q
Q= 0800 -
2 E
© 5 0,600
0 S 0,400
Z % !
@ £ 0,200
g = 0,000 . . : : : .
NG
g = 0 5 10 15 20 25 30
[
2 ¢as [h]
—¢—FP+lep T FP+sil
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V zobrazeni vysledkt na Grafu 3 je vyneseno normalizované procentualni

mnozstvi nanocastic v akceptorové fazi v jednotlivych casech odbéru. Kiivky
NnpFL1 — 4 piedstavuji mnozstvi proslych NC v celach 1 — 4 s membranou
fixovanou kyanoakrylatovym lepidlem, kiivky npFS 1 — 4 ptedstavuji cely 5 az 8
S membranou upevnénou v permeacni cele silikonovou pastou.
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Souhrnné srovnani prichodu nanocastic membranami v celach s lepidlem
a se silikonem v pribéhu permeacniho pokusu P1, jak je prezentovano na Grafu 4.
Vychazi z primérnych hodnot koncentraci nanocastic proslych do akceptorové
faze v jednotlivych hodindch odbéru. Kiivka FP + lep predstavuje prumérné
hodnoty koncentraci NC v akceptorové fazi z cel slepidlem, kiivka FP + sil

analogicky udava totéz pro cely se silikonem.

Se zaméfenim na zadani prace lze z obou typi pravé uvedenych srovnani
permeaci nanocastic konstatovat pfedevSim to, Ze pfes sublingvalni membranu
skutecné prochazeji. Toto potvrzeni jiz diive ziskanych vysledki je vyznamné
proto, ze vylucuje vliv ptipadného priniku nanocastic arteficidlni cestou kolem

fixované sublingvalni membrany v permeacni cele.
5.4.2.2 Permeacni pokus P 2

Tab. 15 - Tabulka hodnot R (%) pro permeaci P2; cely 1 az 4 - lepidlo, cely 5 az 8
- silikon

Cas odbéru akceptorové faze (hod)
Cely
1 3 5 7 18 24
1 59,5 79,0 84,9 83,3 90,5 100,0
2 39,7 70,8 79,9 79,8 89,3 100,0
3 44,3 68,4 73,0 75,4 92,1 100,0
4 37,2 63,0 68,2 75,6 88,8 100,0
5 48,4 74,6 79,2 81,7 93,8 100,0
6 49,5 65,7 67,9 71,2 85,8 100,0
7 41,1 59,3 66,2 69,8 81,2 100,0
8 50,9 69,5 76,0 77,9 88,6 100,0
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V Grafu 5 je zobrazeno normalizované procentudlni mnozstvi nanocastic
Vv akceptorové fazi v jednotlivych Casech odbéru; kiivky npFL5 — 8 predstavuji
mnozstvi proslych nanocastic v celach 1 — 4 s fixaci lepidlem, kiivky npFS 5 — 8

pfedstavuji cely 5 az 8 pii fixaci silikonem.

V Grafu 6 predstavuje kiivka ozna¢ena FP+lep primérné hodnoty koncentraci
nanocastic V akceptorové fazi z cel s lepidlem, kiivka FP + sil analogicky udava

totéz pro cely se silikonem.

Graf 7 je koneénym srovnanim vlivu obou metod fixace na mnozstvi nanocastic
proslych ptes sublingvalni membranu do akceptorové faze. Z grafu je patrné, ze
metoda fixace nema markantni vliv na prinik nanocastic pfes membranu pii in

vitro pokusech.
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Graf 7 - Vliv metody fixace membrany v difizni cele a rozdil mezi zmrazenou a

nativni sublingvalni membréanou pfii priinik nanoc¢astic

Z hodnot koncentraci nanocastic proSlych do akceptorové faze uvedenych
v Grafech 4, 6 a 7 vyplyva, ze nanocastice 1épe pronikaji zmrazenou membranou

nez nativni, Cerstvé vypreparovanou. Tento fakt byl po provedenych pokusech
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uveden také v diivéjSich diplomovych pracich Martiny Spurné a Pavliny

Dvorakové.

Pro uplnost hodnoceni je uveden Graf 8 zobrazujici prichod kofeinu
(markeru membranové integrity) do akceptorové faze. Graf je sestaven
ze zprimerovanych hodnot Qt (exp) ziskanych analyzou akceptorové faze
Z jednotlivych cel v pribéhu permeace P1 i P2. Také prinik kofeinu membranou
ajeho mnozstvi v akceptorové fazi vyznamné neovliviluje metoda fixace

membrany v cele.
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Graf 8 Vliv fixace membrany na permeaci kofeinu sublinvalni membranou

5.5 Pozorovani sublingvalnich membran po permeacich fluorescennim

mikroskopem

Cilem zavérecného pozorovani preparati fluorescencnim mikroskopem

bylo vizudlng ovéfit zda nanocastice prochdzi neporusenou membranou, jak jsou
’ . ’ . 2 ’ v v v . . .,

V preparatu situovany (zda u kraje 1 cm” vysece cely ¢i uprostied), a jestli 1ze najit

rozdil v priniku ¢astic preparaty rizné fixovanymi ve Franzovych difuznich
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celach (silikon, vtefinové lepidlo). Kvili ¢asové naro¢nosti tohoto sledovani byly
prohlédnuty pouze ndhodné vybrané reprezentativni vzorky, které zastupovaly
rizné kombinace pouzitych membran a metod fixace, s kterymi bylo pracovano
Vv permeacnich experimentech. Byly pozorovany jak zmrazené, tak nativni
membrany fixované silikonem 1 vtefinovym lepidlem a to ze své donorové

I akceptorové strany.

Preparaty sublingvalnich membran pro mikroskopii byly v zasadé

piipraveny postupem popsanym v oddile 4.11.

Obr. 8 - Zmrazena sublingvalni membrana fixovana lepidlem, donorova strana,

okraj; nastaveni mikroskopu — WIB, 1SO 400, zvétSeni 100x, 2000 ms, zapnuty
zdroj VIS

Najit nanocastice ve velkém poctu na donorové stran¢ bylo pomérné snadné
U zmrazené i nativni membrany, jsou prezentovany na Obr. 8, 10, 12, 14. Castice
se zachytavaly v rtiznych trovnich membrany podle toho, jak byla membrana
povrchové strukturovand. Proostfovanim obrazu se daly pozorovat fluoreskujici

nanocastice zanofené v riznych hloubkach, proto jsou néktera mista na Obr. 8, 10
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I 12 zaostfena Iépe nez jina. Na pozorovani samotného povrchu membrany je tieba

zvolit napf. mensi zvétSenti.

Obr. 9 - Zmrazena membrana fixovana lepidlem, akceptorova strana, okraj;
nastaveni mikroskopu — WIB, ISO 400, zvétSeni 100x, 2000 ms, zdroj VIS

Obr. 10 - Zmrazena membrana fixovana silikonem, donorova strana, uprostied;
nastaveni mikroskopu — WIB, ISO 800, zvétseni 100x, 2000 ms
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Obr. 11 - Zmrazena membrana fixovana silikonem, akceptorova strana, uprostied;
nastaveni mikroskopu — WIB, ISO 800, zvétSeni 100x, 2000 ms

Obr. 12 - Nativni membrana fixovana lepidlem, donorova strana, uprostied;
nastaveni mikroskopu — WIB, ISO 800, zvétSeni 100x, 2000 ms, zdroj VIS
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Obr. 13 - Nativni membrana fixovana lepidlem, akceptorova strana, okraj;
nastaveni mikroskopu — WIB, ISO 1600, zvétseni 100x, 1500 ms, zdroj VIS

Obr. 14 - Nativni membrana fixovana silikonem, donorova strana, okraj;
nastaveni mikroskopu — WIB, ISO 800, zvétSeni 100x, 1500 ms
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Obr. 15 - Nativni membrana fixovana silikonem, akceptorova strana, okraj;
nastaveni mikroskopu — WIB, ISO 1600, zvétSeni 100x, 1500 ms

Nanocastice byly pozorovany také na akceptorové stran¢ zmrazené i nativni
membrany (Obr. 9, 11, 13, 15), piestoze jejich hledani bylo vyznamné ztiZeno.
Castice se totiz vyskytovaly spise jednotlivé jako samostatné fluoreskujici tecky
nez ve vétSich koncentracich, jak tomu bylo u donorové strany membrany. Pfesto
byly nalezeny proSlé castice u vSech typii membran a fixaci, a to ve stfedu
I na kraji preparatu. Z vizualniho hodnoceni lze fict, Ze membrany nebyly
prodéravélé, snad jen Obr. 13 ukazuje zten¢eny povrch membrany ve vice mistech

¢i vétsi membranové pory (svétle zelend mista).
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6 ZAVERY

1. Primérné pH disperzi nanocastic A, B, D, E, F mélo hodnotu 6,7 + 0,1095.
Hodnoty pH hodnocenych disperzi nezavisi na typu obsazenych nanocastic.

2. Disperze karboxylovanych nanoc¢astic PD, Chromeon 470 marked,
karboxylované (vzorek D) vytvati ve fosfatovych pufrech o pH 6,6 i pH 7,4
aglomeraty. Vzorek dispergovany V Cisténé vod¢ byl bez aglomerath
nanocastic. Stejny nalez byl také u vzorku F (Nanobeads based on PD,
Chromeon 545 marked).

3. Aglomeraty vytvorené v disperzich nanocastic rozptylenych ve fosfatovych
pufrech lze desintegrovat zfedénim pufrt ¢isténou vodou v poméru 1:9.

4. Zmrazeni membrany nemd vliv na jeji tloustku. Primérné tloustky
membrany zmrazené (0,51 mm) a nativni (0,49 mm) se prakticky nelisily.

5. Nanocastice typu PD znacené Chromeonem 470 jsou schopné priiniku pies
praseci sublingvalni membranu.

6. Potvrzeni priniku je vyznamné tim, Ze vylu€uje vliv priniku nanocastic
arteficialni cestou.

/. Metoda fixace membrany ve Franzové diflizni cele nemd statisticky
vyznamny vliv na mnozstvi proniklych nanocastic.

8. Lépe pronikaji nanocastice pies dlouhodobé zmrazenou sublingvalni
membranu nez pies nativni membranu Cerstvé vypreparovanou.

9. Pouzité nanocastice bylo mozné pozorovat fluorescenénim mikroskopem na
membrang z donorové 1 akceptorove strany.

10. Doporuceni: provést mefeni S vEtSim poctem vzorkl ve vice sériich, aby
mnozstvi dat pro statistické zpracovani bylo dostacujici. Zamétit se na
moznosti ovlivnéni permeace nanocastic membranou, napf. vhodnou

upravou donorové faze.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Ck [mg/100ml] korigovana koncentrace permeantu v akceptorové fazi
Ck [mg/100ml] nekorigovana koncentrace permeantu v akceptorové fazi
DLS dynamicky rozptyl svétla

ISO citlivost — fluorescen¢ni mikroskop

J [ug.cm?.h?]

Mr [g/mol] molekulova hmotnost

n pocet naméienych bodu

NC nanocastice

P1 prvni blok méteni

P2 druhy blok méteni

Pdl index polydisperzity

pH zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych iontt

PTFE polytetraflorethylen

q absolutni ¢len

Qt [pg/em?] mnozstvi permeantu proslého pres 1cm? sublingvalni membrany

R [%0] pomér mnozstvi permeantu proslého membranou v urcitém case
K maximalnimu pro§lému mnozstvi permeantu

r korelacni koeficient

SD smérodatna odchylka

t [h] cas

UVIVIS ultrafialové/viditelné svétlo

Vo[ml] celkové mnozstvi akceptorové faze

AVdop [ml] mnozstvi doplilované akceptorové faze

WIB filtr — fluorescen¢ni mikroskop

flux nanoc¢astic
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9 PRILOHY

Protokol P1-1

Vo [mi] | Vo= 159 |
t [h]
Cnk [mg/100ml] ‘Jazyk
AVdop [mI]
Cxk [mg/100mi] |Fixace: lepidlo |
Qt [mg] ve Vo
Q: [mg] ve Vo/ 1cm?
t Crk AVdop Ck Qt Qt
1 0,444| 1 0,444 70,7| 70,7
3 0,756 1 0,784 124,7(124,7
5 0,864 1 0,939 149,31149,3
7 0,978 1 1,107 176,1(176,1
18 1,208 1 1,399 222,4(222,4
24 1,226 0 1,493 237,4|237,4
t Qtexp) | Qt (teor) Parametry regrese
1 70,7 109,2 Pocet bodu n==6
3 124,7| 121,7 Flux J= 6,251225
5 149,3| 134,3 Abs. ¢len gq= 102,9953
7 176,1| 146,8 Korela¢ni koef. r= 0,922971
18 222,4| 2155
24 237,4| 253,0

|

10

15 20 25
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Protoko P1-2

Vo [mI] | Vo= 177 |
t [h]
Crk [mg/100m| | Jazyk |
AVdop [ml]
Cxk [mg/100ml ‘Fixace: lepidl |
Qt [mg] ve Vo
Q: [mg] ve Vo/ 1cm?
t Crk AVdop Ck Qt Qt
1 0,157| 1 0,157 27,8| 27,8
3 0,337 1 0,346 61,3| 61,3
5 0453| 1 0,481 85,1| 85,1
7 0,506| 1 0,560 99,1 99,1
18 0,758| 1 0,841 148,8| 148,
24 0,706| O 0,831 147,2| 147,
t Qt (exp) Qt Parametry regrese
1 27,8 27,8 Pocet bodu n= 6
3 61,3| 61,3 Flux J= 4,81403
5 85,1 85,1 Abs. ¢len = 48,3444
7 99,1| 99,1 _Korf:laéni r= 0,92869
18 148,8| 148,8
24 147,2| 147,2
180
160
140 = o
T 120
S 100 =
£ 80 u
S 60 =
40
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OO T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

t [h]
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Protoko P1-3

Vo [mi] | Vo= 154 |
t [h]
Crk [mg/100m| | Jazyk |
AVap  [ml]
Cxk [mg/100ml ‘Fixace: lepidl ]
Qt [mg] ve Vo
Qt [mg] ve Vo/ 1cm?
t an AVdop Ck Qt Qt
1 0,142 1 0,142 21,8 21,8
3 0,283 1 0,292 45,01 45,0
5 0,406 1 0,434 66,8 66,8
7 0,466 1 0,520 80,0| 80,0
18 0,587| 1 0,671 103,4| 103,
24 0,549 0 0,671 103,4( 103,
t Qt (exp) Qt Parametry regrese
1 21,8 429 Pocet bodt n==6
3 45,0 49,1 Flux J= 3,13983
5 66,8| 55,4 Abs. ¢len q= 39,7191
7 80,0/ 61,7 Korela¢ni r= 0,88843
18 1034 96,2 N
24 103,4| 115,1
140
120
— 100 /Q//i
5 80 =
E 60 = /
ST yi/(
20
00 . . . . . .
0 5 10 15 20 25 30
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Protokol P1-4

Vo [ml] | Vo= 156 |
t [h]
Crk [mg/10] | Jazyk |
AVip  [mI]
Cxk [mg/10] | Fixace:  lepidlo]
Qt [mg] ve Vo
Qt [mg] ve Vo/lcm?
t an AVdop Ck Qt Qt
1 0,334 1 0,334 52,2 52,2
3 0,513 1 0,535 83,4| 83,4
5 0,671 1 0,725 113,11113,1
7 0,755| 1 0,852 132,91132,9
18 0,883 1 1,029 160,5|160,5
24 0,907 0 1,110 173,1(173,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
1 52,2\ 79,7 Pocet bodi n= 6
3 83,4 88,8 Flux J = 4554626
5 113,1] 98,0 Abs. ¢len q= 75,17825
7 132,9| 107,1 Korelaéni koef. r= 0,909836
18 160,5| 157,2
24 173,1| 1845
200
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15 20 25
t [h]

30

71




Protoko P1-5

Vo [mI] | Vo=179 |
t [h]
Crk [mg/100m| | Jazyk |
AVap  [ml]
Cxk [mg/100ml ‘Fixace: siliko ]
Qt [mg] ve Vo
Q: [mg] ve Vo/ 1cm?
t an AVdop Ck Qt Qt
1 0,114 1 0,114 20,5 20,5
3 0,259 1 0,266 47,6| 47,6
5 0,346 1 0,366 65,6 65,6
7 0,403 1 0,443 79,3| 79,3
18 0,511 1 0,574 102,71 102,
24 0,470, O 0,561 100,5| 100,
t Qt (exp) Qt Parametry regrese
1 20,5| 431 Pocet bodi n=6
3 47,6 49,2 Flux J= 3,03214
5 65,6| 55,2 Abs. ¢len q= 40,0563
7 79,3| 61,3 Korela¢ni r= 0,87713
18 102,7| 946 o
24 100,5| 112,8
120
100 /l(/i
&80 |
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Protoko P1-6

Vo [mI] | Vo= 154 |
t [h]
Crk [mg/100m| | Jazyk |
AVap  [MI]
Cxk [mg/100ml ‘Fixace: siliko ]
Qt [mg] ve Vo
Qt [mg] ve Vo/ 1cm?
t an AVdop Ck Qt Qt
1 0,257 1 0,257 39,5| 39,5
3 0,470 1 0,486 749| 74,9
5 0,663 1 0,710 109,3| 109,
7 0,743 1 0,833 128,3| 128,
18 1,145 1 1,283 197,7( 197,
24 1,131 0 1,343 206,9| 206,
t Qt (exp) Qt Parametry regrese
1 395| 66,4 Pocet bodi n= 6
3 749| 80,1 Flux J= 6,89318
5 109,3| 93,9 Abs. ¢len q= 59,4642
7 128,3| 107,7 Korela¢ni r= 0,95513
18 197,7| 1835 -
24 206,9| 2249
250
_n
200 )
NE 150 /
E 100 . )./
<7 %i/y/
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Protokol P1-7

Vo [ml] | Vo= 178 |
t [h]
Cnk [mg/100ml] ‘ Jazyk ‘
AVip  [mI]
Cx [mg/100ml] | Fixace: silikon |
Qt [mg] ve Vo
Qt [mg] ve Vo/ 1cm?
t an AVdop Ck Qt Qt
1 0,589 1 0,589 104,91104,9
3 0,872 1 0,905 161,0(161,0
5 0,955 1 1,037 184,61184,6
7 0977| 1 1,113 198,0/198,0
18 1,095 1 1,286 228,9(228,9
24 0,853 0 1,105 196,7(196,7
t Qt(exp) | Qt (teor) Parametry regrese
1 104,9| 151,3 Pocet bodi n= 6
3 161,0| 157,7 Flux J= 3,19797
5 184,6| 164,1 Abs. ¢len q= 148,1098
7 198,0| 170,5 Korela¢ni koef. r= 0,693301
18 228,9| 205,7
24 196,7| 224,9
250 -
200 5= )/.(
Ng 150 v/'/
éi 100 -®
Q
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Protokol P1-8

Vo [mi] | Vo= 161 |
t [h]
Crk [mg/100ml] | Jazyk |
AVip  [mI]
Cxk [mg/100mi] | Fixace: silikon |
Qt [mg] ve Vo
Qt [mg] ve Vo/ 1cm?
t Chk AVdop Ck Qt Qt
1 0,194 1 0,194 31,2131,2
3 0,340 1 0,352 56,7156,7
5 0,395 1 0,428 68,9168,9
7 0,427 1 0,485 78,1178,1
18 0477 1 0,561 90,3190,3
24 0473 O 0,587 94,4194,4
t Qtexp) | Qt (teor) Parametry regrese
1 31,2, 50,9 Pocet bodi n==6
3 56,7 55,3 Flux J= 2,192771
5 68,9| 59,7 Abs. ¢len q= 48,74075
7 78,1| 64,1 Korelaéni koef. r= 0,85851
18 90,3| 88,2
24 94,4| 101,44
120
100 /i
"‘E 80 u
g 40
|
20
00
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Protokol P2-1

Vo [mI] | Vo= 159 |
t [h]
Crk [mg/100ml] | Jazyk ‘
AVap  [ml]
Cxk [mg/100ml] |Fixace  lepidlo]
Qt [mg] ve Vo
Q: [mg] ve Vo/ 1cm?
t Cnk AVaop | Ck Qt Qt
1 0,245 1 0,245 38,9(38,9
3 0,310 1 0,326 51,8(51,8
5 0,315 1 0,350 55,6155,6
7 0,288 1 0,343 54,6154,6
18 0,300f 1 10,373 59,3159,3
24 0,320 0 (0412 65,5(65,5
t Qtexp) | Qtteor) Parametry regrese
1 38,9 472 Pocet bodd n= 6
3 51,8| 48,8 Flux J= 0,815615
5 55,6| 50,5 Abs. ¢len q= 46,4026
7 546 52,1 Korela¢ni koef. r= 0,84483
18 59,3| 61,1
24 65,5 66,0
70
o aiE— —
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E 40 m
£ 30
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10
00
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Protokol P2-2

Vo [ml] | Vo= 177 |
t [h]
Cnk [mg/100ml] ‘ Jazyk |
AVip  [mI]
Cxk [mg/100ml] Fixace  lepidlo]
Qt [mg] ve Vo
Qt [mg] ve Vo/ 1cm?
t Cnk AVgop | Ck Qt Qt
1 0,131 1 0,131 23,2(23,2
3 0,226 1 0,234 41,4141,4
5 0,244 1 0,264 46,7 (46,7
7 0,230 1 0,264 46,746,7
18 0,248 1 0,295 52,2152,2
24 0,269 0 0,330 58,5(58,5
t Qt(exp) | Qt(teon) Parametry regrese
1 23,2 23,2 Pocet bodi n=6
3 41,4 414 Flux J=1,07109
5 46,7| 46,7 Abs. ¢len q= 34,41653
7 46,7| 46,7 Korela¢ni koef. r= 0,817408
18 52,21 52,2
24 58,5/ 58,5
70
60
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Protokol P2-3

Vo [mI] | Vo= 154 |
t [h]
Crk [mg/100ml] | Jazyk ‘
AVdop [ml]
Ck [mg/100ml] |Fixace  lepidlo]
Qt [mg] ve Vo
Q: [mg] ve Vo/ 1cm?
t Cnk AVaop | Ck Qt Qt
1 0,199 1 0,199 30,6130,6
3 0,294 1 0,306 47,2147,2
5 0,295| 1 0,327 50,4 (50,4
7 0,286 1 0,338 52,0(52,0
18 0,343| 1 0,413 63,6 63,6
24 0,356 0 0,448 69,0]69,0
t Qtexp) | Qtteor) Parametry regrese
1 30,6| 40,5 Pocet bodu n==6
3 47,2 432 Flux J= 1,335057
5 50,4| 45,9 Abs. ¢len q= 39,20445
7 52,01 48,6 Korela¢ni koef. r= 0,912096
18 63,6 63,2
24 69,0 71,2
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€ 50 W
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30
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Protokol P2-4

Vo [ml] | Vo= 156 |
t [h]
Crk [mg/100ml] | Jazyk ‘
AVap  [ml]
Cxk [mg/100ml] |Fixace  lepidlo]
Qt [mg] ve Vo
Qt [mg] ve Vo/ 1cm?
t Cnk AVaop | Ck Qt Qt
1 0,134 1 10,134 20,9120,9
3 0,218 1 0,227 35,4135,4
5 0,223| 1 0,245 38,338,3
7 0,235 1 0,272 42,4 (42,4
18 0,268/ 1 0,320 49,9(49,9
24 0,291 0 0,360 56,2 56,2
t Qtexp) | Qt (teor) Parametry regrese
1 20,9| 30,0 Pocet bodt n==6
3 354 325 Flux J= 1,208535
5 38,3| 34,9 Abs. ¢len q= 28,82896
7 4241 37,3 Korela¢ni koef. r= 0,907079
18 49,9 50,6
24 56,2| 57,8
70
60
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Sy m
10
00 : : : '
0 5 10 15 20 30
t [h]
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Protokol P2-5

Vo [ml] | Vo= 179 |
t [h]
Crk [mg/100ml] | Jazyk |
AVip  [mI]
Cxk [mg/100mi] | Fixace silikon |
Qt [mg] ve Vo
Q: [mg] ve Vo/ 1cm?
t Cnk AVaop | Ck Qt Qt
1 0,279 1 0,279 49,9| 49,9
3 0,414 1 0,430 76,9 76,9
5 0,417 1 0,456 81,6| 81,6
7 0,409 1 0,471 84,2| 84,2
18 0,455 1 0,540 96,7| 96,7
24 0,466 0 10,576 103,11103,1
t Qtexp) | Qt (teor) Parametry regrese
1 499 67,1 Pocet bodi n=6
3 76,9 70,5 Flux J= 1,732544
5 816 74,0 Abs. ¢len q= 65,33652
7 84,2 775 Korela¢ni koef. r= 0,858449
18 96,7 96,5
24 103,1| 106,9
120
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Protokol P2-6

Vo [ml] | Vo= 154 |
t [h]
Crk [mg/100ml] | Jazyk |
AVap  [ml]
Cxk [mg/100mi] | Fixace silikon |
Qt [mg] ve Vo
Qt [mg] ve Vo/ 1cm?
t Cnk AVaop | Ck Qt Qt
1 0,165 1 0,165 25,4125,4
3 0,208 1 0,219 33,7133,7
5 0,202 1 0,226 34,9(34,9
7 0,200 1 0,237 36,6 (36,6
18 0,236 1 0,286 44,0144,0
24 0,268 0 0,333 51,3151,3
t Qtexp) | Qtteor) Parametry regrese
1 254 29,5 Pocet bodt n==6
3 33,7 31,4 Flux J = 0,939094
5 349 33,3 Abs. ¢len q= 28,57515
7 36,6| 35,1 Korelaéni koef. r= 0,963331
18 440| 455
24 51,3| 51,1
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Protokol P2-7

Vo [ml] | Vo= 178 |
t [h]
Crk [mg/100ml] | Jazyk |
AVip  [mI]
Ck [mg/100ml] | Fixace silikon |
Qt [mg] ve Vo
Q: [mg] ve Vo/ 1cm?

t Cnk AVaop | Ck Qt Qt

1 0,175 1 0,175 31,1(31,1

3 0,242 1 0,252 44,9144,9

5 0,258 1 0,281 50,1|50,1

7 0,259 1 0,297 52,8152,8

18 0,293| 1 0,345 61,4|61,4

24 0,356 0 10,425 75,6(75,6

t Qtexp) | Qt(teor) Parametry regrese

1 31,1 39,3 Pocet bodt n==6

3 449| 42,4 Flux J= 1541607

5 50,1 455 Abs. ¢len q= 37,74335

7 52,8| 48,5 Korela¢ni koef. r= 0,940859

18 61,4| 655

24 75,6 74,7
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Protokol P2-8

Vo [ml] | Vo= 161 |
t [h]
Crk [mg/100ml] | Jazyk |
AVap  [ml]
Cxk [mg/100mi] | Fixace silikon |
Qt [mg] ve Vo
Q: [mg] ve Vo/ 1cm?

t Cnk AVaop | Ck Qt Qt

1 0,192 1 0,192 30,9130,9

3 0,251 1 0,262 42,3142,3

5 0,259 1 0,287 46,2 146,2

7 0,250 1 0,294 47,3147,3

18 0,275 1 10,334 53,8(53,8

24 0,301 0 0,377 60,8 60,8

t Qtexp) | Qt (teor) Parametry regrese

1 30,9, 38,1 Pocet bodt n==6

3 42,3 40,1 Flux J= 1,01061

5 46,2 42,2 Abs. &len q= 37,10555

7 47,3 44,2 Korela¢ni koef. r= 0,913993

18 53,8| 55,3

24 60,8| 61,4
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