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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace bylo provést penetraéni experimenty polymernich micel
na bazi hydrofobizované kyseliny hyaluronové s vyuzitim nilské Cervené jako nesené latky.
Dale pak provést zakladni charakterizaci téchto polymernich micel pro potencialni
kosmetickou aplikaci s vyuzitim Coenzymu Q10 (CoQ10) jako nesené latky. Bylo zjiSténo,
ze velikost polymernich micel s navdzanym CoQ10 nepfesahovala 100 nm. NosiCové
systémy na bazi hydrofobizované kyseliny hyaluronové se ukazaly jako vhodné
pro potencialni topické pouziti. Tyto systémy s navazanou nilskou Cerveni prokazaly vyborné
penetracni vlastnosti. Da se predpokladat, ze stejné dobré penetracni vlastnosti prokaze
také systém s navazanym CoQ10. Byl zde také zminén problém: zda se nosic rozbije ve SC
nebo zda prostupuje spolu s NR skrz SC do klze. Byly navrzeny dal$i experimenty, které by
také mohly ovérit penetraéni vlastnosti téchto systému.

ABSTRACT

The aim of this thesis was to investigate the penetration features of the hydrofobized
hyaluronic acid — based polymeric micelles using Nile red as carried tracer. Furthermore,
to implement basic characterization of polymeric micelles for potential cosmetic applications
using Coenzyme Q10 (CoQ10) as carried substance. It was found that the size of the
polymeric micelles with carried CoQ10 did not exceed 100 nm. Applied delivery systems
based on hydrophobic hyaluronic acid were suitable for potential topical application. Delivery
systems with Nile Red as carried tracer demonstrated excellent penetration features. We
assume that delivery systems with CoQ10 will exhibit similar penetration features. An issue
has appeared whether the carrier breaks or proceeds along with NR to the skin. Moreover,
another experiments have been designed which could also verify the penetration features of
these systems.

KLICOVA SLOVA:

Penetrace, klGze, polymerni micely, nilska cerver, Coenzym Q10, fluorescenéni mikroskopie,
fluorescencni spektroskopie, zeta potencial.

KEYWORDS:

Penetration, skin, polymeric micelles, Nile Red, Coenzyme Q10, fluorescence microscopy,
fluorescence spectroscopy, zeta potential.
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Lidska kGze ma hodné funkci, ale tou nejdllezitéjsi je funkce ochrannd. Chrani totiz
vnitini organy pred ataky mikroorganismd, chemickymi i fyzikalnimi vlivy atd. Jeji stavba je
takova, aby tento Ukol zvladla témér za vSech okolnosti. Sklada se z nékolika vrstev, které
dohromady vytvari dimyslinou a téZce prostupnou bariéru.

Pro vyrobu kosmetického prostfedku (KP) musi vyrobce pouzit télu pfibuzné latky, které
nebudou zasahovat do pfirozeného prostiedi v kizi, nebo ji jakkoliv narusovat. Cilem
kosmetiky je dopravit ucinné latky tam, kde jsou potfeba, a ne vzdy to musi znamenat dostat
se co nejhloubéji do kize. Stratum corneum (SC) - svrchni ¢ast epidermis, je prvni
prekazkou, na kterou KP narazi. Pro fadu pfipravki je to také ,konec¢nd stanice“. Tato Cast
kGze totiz funguje jako §&tit, ktery zbylé vrstvy chrani pred infekci, necistotami,
mikroorganismy a zaroven zamezuje tomu, aby pokozka ztracela hydrataci. Obecné Ize fici,
ze kosmetické prostiedky slouzi predevS§im k ochrané pokozky [1] a k oddaleni procesu
starnuti [2]. K tomuto U€elu jsou pouzivany takzvané anti-ageing prostredky.

KP by mél obsahovat slozky konkrétni E&innosti. V nékterych pfipadech je zadouci
dosahnout co nejlepSiho penetracniho efektu, u jinych je tomu pravé naopak.

Jedineénym aspektem je v soucasné dobé také samotny vzhled finalniho pfipravku.
Inovace kosmetickych formulaci neni motivovana pouze z hlediska chovani aktivnich latek,
ale také tim, jak spotfebitel vnima vlastnosti a vzhled kosmetického produktu, a jaké jsou
jeho potreby a pozadavky. Tento aspekt vedl k vyvoji velkého pocétu nosicovych systému
kosmeticky aktivnich latek, nékdy i bez skute€ného, védecky ovéreného zlepSeni vlastnosti
nosicu oproti stavajicim produktim. Proto muzeme pfi analyze mnoha kosmetickych vyrobk
sledovat razné trendy v KP, jako jsou napfiklad transparentni emulze, gely bez pouziti
olejové faze, nebo pouZziti pfirodnich povrchové aktivnich latek a ucinnych pfirodnich latek
[1]. V Gvahu se ale musi brat také to, ze trvanlivost a stabilita kosmetickych prostiedkd by
méla byt minimalné 2 az 3 roky.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Kuze

Kize je nejvétsi organ lidského téla. Celkova plocha kiuze u dospélého Elovéka se
pohybuje okolo 2 m? Slouzi jako bariéra mezi organismem a vné&jim prostfedim [3].
Je sloZena ze dvou hlavnich &asti: epidermis (pokozka) a dermis (Skara). Celkova hmotnost
kize predstavuje asi 7% [3] celkové télesné hmotnosti. Podrobny fez kizi mizeme vidét
na Obr. 1.
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Obr. 1: Rez kizi [4].
2.1.1 Epidermis (pokozka)

Tloustka epidermis byva obvykle do 1 mm (1000 pm). Epidermis je tvofena
mnohovrstevnym dlazdicovym epitelem a sklada se z nékolika lipidd, jimiz jsou fosfolipidy,
fosfatidylcholin, cholesterol a triglyceridy [3]. Pokozku mizeme dale ¢lenit nasledovné:

Stratum corneum (SC) — rohova vrstva (tloustka 10 az 40 um) [4,5]; jednd se o vrstvu
odumfrelych, plné keratinisovanych bunék. Tato vrstva kiize obsahuje tzv.keratocyty. Jsou
to svrchni bunky pokozky, které syntetizuji bilkovinu keratin. Ta je souéasti odumfelych
bunék vlasl a nehtl. Rohovina keratin je odolna vicéi tlaku, mechanickym a chemickym
vlivim a tim tak zvySuje ochrannou funkci klize [4]. SC je odpovédné za bariérovou funkci
kize atohlavné vdusledku jeji lipofiini povahy [6]. Dal§i vrstvou v epidermis je
Stratum lucidum. Jedna se o tenkou vrstvu, ktera je dobfe zfetelnd v tlustém typu kize
(dlané, chodidla) a téméF nezfetelna v tenkém typu kize (rty, vicka, podpazi). Dale pak
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Stratum granulosum, ktera tvofi 3 az 5 vrstev plochych bunék, které jiz nejsou mitoticky
aktivni. Stratum spinosum pak tvofi nékolik vrstev bunék s vysokym stupném proteosyntézy.
Buriky jsou zde stale mitoticky aktivni a maji velmi dobfe vyvinuté spojovaci komplexy. Jako
posledni, nejhloubéji uloZzena vrstva epidermis je Stratum basale. Jedna se o zarode¢nou
vrstvu, ktera je tvofena jednou vrstvou nizkych cylindrickych bunék. Jde o kmenové bunky
kize, které jsou mitoticky velmi aktivni. Tato vrstva se nachazi ve spodni ¢asti pokozky.
Princip regenerace pokozky spocCiva v tom, ze zivé bunky se neustale déli a vytlaCuji starsi
bunky k povrchu. Tim se tyto buriky zploStuji, rohovati a odlupuji se. Na povrch se burka
dostane za 3 az 4 tydny. Vrstvy kiize pak mdzeme vidét na Obr. 2.

Stratum corneum

Stratum lucidum
BStratum granulosum

Obr. 2: Histologicky fez ukazujici rozdéleni vrstev kize [7].
2.1.2 Dermis (Skara, cutis)

Dermis je vrstva nachazejici se pod epidermis a nad podkozni tukovou vrstvou. Jedna se
0 pevnou a pruznou vazivovou vrstvu kiize. Je tvofena svazky kolagennich a elastickych
vldken [8]. Dermis také obsahuje viasové folikuly, potni Zlazy, mazové Zlazy a krevni cévy.
Cévy zasobuji zivinami nejen bunky dermis, ale také stratum basale v epidermis. Hranice
mezi epidermis a dermis neni rovna. Epidermis vysila do dermis bradavéité vybézky,
tzv. papily [5]. Tloustka dermis se pohybuje v rozmezi 1 az 4 mm. Dermis je tedy mnohem
silnéj8i nez epidermis. Dermis se d& rozdélit do dvou vrstev: papilarni a retikularni dermis,
coz mUzeme vidét na Obr. 3. Dermis je pevné pfipojena k epidermis membranou zvanou
bazalni membrdna. V dermis se nachazi také mnozstvi nervovych zakonceni, kterymi
vnimame napf. hmat a teplo.



papilarni dermis

retikularni dermis

Obr. 3: Histologicky rez: papilarni a retikularni dermis [9].
2.1.3 Funkce kuze

Jak jiz bylo vySe uvedeno, kize je nejvétsim organem lidského téla. Tento organ ma
nékolik zékladnich a velmi dlilezitych funkci, bez kterych bychom nemohli existovat.
Klize nas chrani pred:

e vniknutim mikroorganismu do téla;

e UV zarenim;

e vysuSenim téla;

e mechanickymi, fyzikalnimi a chemickymi vlivy [3].

Velmi dulezitymi funkcemi kdze jsou:

e dychaci;

e zasobni;

e jzolaéni;

e termoregulacni, kdy se vlivem koZnich cév a potnich Zlaz udrzuje stéla télesna
teplota;

e smyslova funkce, kterd slouzi k vnimani mechanickych, tepelnych i bolestivych
podnéty;

e schopnost tvorby vitaminu D z provitaminu D za pfispévku UV zareni;
e vylucovani chemickych latek z téla — zajisténo potnimi a mazovymi zlazami, jejichz
sekrety prispivaji k ochrané klze.
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2.2 Kozni bariéra

Stratum corneum je vrstva, ktera je pro bariérové vlastnosti kiize rozhodujici. Je tvorena
obvykle 18 az 21 vrstvami bunék a intercelularni hmotou slozenou ze specifickych lipidd.
Pro pochopeni bariérové funkce je nezbytné znat chemické slozeni SC. To totiz uréuje jeji
fyzikalné-chemické vlastnosti, které jsou pfi¢inou a podstatou bariérového chovani. SC je
sloZzena ze 75-80 % protein(l, 5-15 % lipidU a zbytek tvori dalsi organické slouceniny a voda
[4,5]. Proteiny jsou obsazeny pfedev§im v korneocytech (asi 70 % a-keratinu a pfiblizné
10 % B-keratinu), a asi 15 % proteint predstavuje jiné peptidické struktury, vcéetné koznich
enzymU. Korneocyty jsou vysoce nerozpustné a velmi rezistentni k plsobeni chemikalii.
Intercelularni prostor SC je vyplnén smeési specifickych lipidd s malym mnozstvim vody.
Lipidy tvofi lamely sloZzené z nékolika dvojvrstev, které jsou usporadany tak, Zze sméfuji svou
hydrofobni €asti dovnitf a hydrofilni, tvofenou hydroxylovymi a karbonylovymi skupinami, vné
do vodného prostredi. Lamely jsou tvofeny pfiblizné z 50 % ceramidy, 25 % cholesterolem,
10 % volnymi mastnymi Kkyselinami. Diky tomuto slozeni a uspofadani se ze stratum
corneum stava vrstva mimoradné odolna vici chemickym a fyzikalnim vliviim [5].

| kdyz je kize mimorfadné odolnou bariérou, mdzeme v ni najit mista, kterd prichazi
v Gvahu jako mozné cesty priniku latek do organizmu. Jsou to predevsim: prinik potni
zlazou, mazovou Zzlazou, transfolikularni, intercelularni a transcelularni cestou [10].
Pfi priniku latek do kiize zalezi také na velikosti a strukture penetrovanych latek [11].

2.3 Transport latek pies kuzi (penetrace, permeace kuizi)

Klze je malo propustna pro tekutiny a plyny, ¢imz chrani organizmus pred vysychanim.
Chemické latky, jako napf. Iéky uréené k topickému (lokalnimu, mistnimu) pouziti, vnikaji
do klze hlavné cestou mazovych a potnich zlaz. Transport latek do kize pres potni Zlazy ale
neni Uplné bézné pouzivanym zplsobem. To pfedevsim pro obtiznou, velmi klikatou cestu,
kterou davkovana latka musi projit, navic proti toku potu, ktery potnimi Zlazami z téla
odchazi.

Obecné plati, ze v tucich rozpustné latky se vstfebavaji nejvice zlazami mazovymi, latky
ve vodé rozpustné zase Zzlazami potnimi. Sama klze je pak pro vétSinu latek tézko
propustna [12].

Dal$i moznosti transportu latek do klize jsou vlasové folikuly. Ty jsou béznym zplisobem
transportu, predevSim iontd, polyfunkénich polarnich sloucenin a vysokomolekularnich
molekul [6,13]. Moznostmi pasivniho transportu latek pres klzi jsou pak dale cesty
intercelularni (pomoci rozpusténi latky v extracelularnich lipidové dvojvrstvé) a transceluléarni
(pomoci korneocytiim a lipidové dvojvrstvé).

Navzdory efektivni bariérové vlastnosti kiize existuji latky [14], které mohou penetrovat
pres jeji vrstvy. Stratum corneum je mirné propustnd jak pro hydrofilni, tak i pro lipofilni latky.
Neporusenost SC a koncentrace aplikovanych latek na kizi jsou dllezitymi aspekty, které
maji vliv na penetracni profil [15].
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Na schematickém prarezu klzi (Obr. 4) je zndzornéno pét moznych cest pruniku
(penetrace) latek do kuze a prachodu pres jeji strukturu (permeace) do krevniho recisté.

R
A Y/ 9y e
’ {“(’ I}E“r\{; 3 3

N <
N Al et R

Obr. 4: Schematicky fez kUzi; A — stratum corneum; B — epidermis; C — dermis ; D —
podkozni tuk; 1 — cesta potni zlazou; 2 — cesta mazovou Zlazou; 3 —
transfolikularni cesta; 4 — intercelularni cesta; 5 — transcelularni cesta [16].

Dllezitym faktorem pfi transportu latek do klze, je také rozdélovaci koeficient lékové
formy penetrované latky a epidermis. Tento faktor pak velmi ovlivhuje difuzni rychlost
prostupu latky pres kzi [14].

2.4 Kyselina hyaluronova (HA)

Kyselina hyaluronovd; jedna se o uhlovodik, pfirozené se vyskytujici ve vSech zivych
organismech. Jeden fetézec muze zahrnout az nékolik tisic sacharidovych jednotek. Volna
kyselina je velmi hygroskopicka, ale ne moc rozpustna ve vodé. Soli kyseliny hyaluronové
jsou ve vodé dobre rozpustné a tvofi vysoce viskézni roztoky v zavislosti na molekulové
hmotnosti.

2.4.1 Historie HA

Izolace hyaluronanu o vysoké molekulové hmotnosti z oéniho sklivce dobytka byla poprvé
popséna v roce 1934 Karl Mayeem a Johnem Palmerem. Dvé hlavni slozky, které byly v této
kyseliné rozpoznany, byly kyselina uronova a sacharid s aminovou skupinou. Nazev kyselina
hyaluronova pak vznikl spojenim slov ,hyaloid” (skelny) a ,uronova kyselina“ [17].
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2.4.2 Struktura HA

HA je negativné nabity nesulfatovany linearni glykosaminoglykan. Jedna se o linearni
polysacharid sestavajici ze dvou pravidelné se stfidajicich disacharidovych jednotek,
tvofenych D — glukuronovou kyselinou a N — acetyl — D — glukosaminem, vzajemné
spojenych stfidajici se B — 1,83 a B — 1,4 glykosidickou vaznou. Strukturu kyseliny
hyaluronové mizeme vidét na Obr. 5.

CcO CHs
CH3

Obr. 5: Kyselina hyaluronova.

Obé sacharidové jednotky jsou prostorové podobné glukose, ktera v beta konfiguraci
umoznuje véem objemnym skupinam (hydroxyly, karboxylaty ¢ anomerni uhliky na pfilehlych
sacharidovych jednotkach) zaujmout stericky vyhodnéjs§i pozice, zatimco vSechny malé
vodikové atomy obsazuji méné vyhodné pozice [18].

2.4.3 Kyselina hyaluronova v kosmetice

Kyselina hyaluronova se pfirozené vyskytuje v lidskych tkanich; velky podil této latky
nalezneme v k{iZi - v epidermis i v dermis, kde zajiStuje predevsim hydrataci, ale i ochrannou
a strukturné-stabiliza¢ni funkci. Celkové mnoZstvi hyaluronanu v lidské kizi se odhaduje
na zhruba tfetinu z celkového mnozstvi kyseliny hyaluronové v lidském téle [17]. Kyselina
hyaluronovd mize byt formulovana v rlznych kosmetickych pfipravcich, jako jsou krémy,
pletové vody, séra, Sampony, kondicionéry, koupelové oleje, rténky ¢i balzamy na rty.
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2.5 Koloidné disperzni soustavy

Koloidné disperzni soustavy predstavuji tzv. disperzum (disperzni podil) a disperzni
prostredi. Disperzum jsou rozptylené (dispergované) castice o velikosti 1 —500 (1000) nm
[19], které jsou rozptyleny v disperznim prostfedi. Koloidné disperzni soustavy, které vznikaji
z povrchové aktivnich latek, se nazyvaji micely.

Lyofobni koloidy (fazové koloidy, soly); jejich stabilizujicim faktorem je elektricka
dvojvrstva. Maji charakter vicefazového systému a jsou termodynamicky nestalé. O naboji
zde rozhoduje pevna Cast elektrické dvojvrstvy — ndboj sorbovaného iontu dle Fajansova
pravidla. Jsou nerozpustné v disperznim prostfedi. Nemaji tedy afinitu k molekulam
rozpoustédla [19]. DalSim typem jsou lyofilni koloidy. Jejich stabilizujicim faktorem je
solvatacni obal. Lyofilni koloidy se skladaji z pevné vnitini faze a z difuzni vnéjsi faze.
Chovaji se podobné jako pravé roztoky — maji charakter homogenniho systému a poutaji
na svUljj povrch ¢astice rozpoustédla. Lyofilni koloidy se dale rozdéluji na molekulové koloidy
— roztoky polymerd a micelarni (agregacni, asociativni) koloidy — roztoky nizkomolekularnich
latek (pf. mydla) [19].

Molekulové koloidy - jedna se o latky, které pfi pouhém smiSeni s rozpoustédlem vytvori
lyofilni koloidni roztok, homogenni soustavu s dispergovanymi makromolekulami €i makro-
molekularnimi ionty. Ty pak lze z roztoku vylou€it zménou rozpustnosti, napf. ochlazenim
¢i pfidavkem jinych latek.

Micelarni (asociativni, agregacni) koloidy: micely, tedy koloidné disperzni ¢astice, vznikaji
vratnou asociaci z pravych roztokl nékterych nizkomolekularnich latek po prekroceni urcité
koncentrace — kriticka micelarni koncentrace (CMC). Nepotfebuji umélou stabilizaci. Jejich
velikost a koncentrace jsou uréeny okamzitymi stavovymi veliCinami (teplotou, tlakem
a koncentraci). Tyto systémy jsou termodynamicky stabilni a I1ze pro né do jisté miry pouzit
termodynamiku pravych roztokl. Tyto latky jsou oznaCovany jako povrchové aktivni latky
(PAL), nebo také jako tenzidy. V praxi jsou tenzidy velmi €asto vyuZivané. Diky jejich
smacecim, emulgaénim a Cisticim G¢inkim se s nimi Ize setkat témérf na kazdém kroku,
a to v podobé sprchovych gell, Samponu, prostiedkd na myti nadobi a podobné [19].

Jedna micela je tvofena desitkami az stovkami molekul (zavisi vzdy od dané micely),
které jsou orientovany podle druhu rozpoustédla. Molekuly téchto latek maji vzdy polérni
a nepolarni ¢ast. V pfipadé polarniho rozpoustédla budou na povrchu micely polarni &asti
molekul. Polarni skupina muze byt schopna disociace (je ionogenni). Pokud skupina
uvolnuje kation a déle nese zdporny naboj, nazyva se anionaktivni. Pokud pfijima protony
a dale nese kladny naboj, nazyva se kationaktivni.
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Ve stavu dosazeni kritické micelarni koncentrace (po€atek asociace) plati rovnovaha mezi
volnymi molekulami A a micelami A,, popsana vztahem (1) [20]:

(1)

2.5.1 Micely

Jedna se o agregaty koloidnich rozmérd. Jsou tvofeny molekulami, které maji relativné
nizké molekularni hmotnosti. Zakladni rozdéleni micel je odvozeno od prostfedi, ve kterém
se nachazeji. V polarnim prostfedi (voda) je jadro micely tvofeno hydrofobnim uhlikovym
fetézcem, a povrch micely je tvofen vysoce polarni hydrofilni hlavou, rozpustnou v polarnim

prostredi [21] (Obr. 6).
c&q@ uhhk:aty nabita
TElEZEC  funkini
C{ﬁm skupina

Obr. 6: Micela v polarnim prostredi [21].

Naopak v nepolarnim prostfedi se vytvari reverzni micely, kde jadro micel tvofi hydrofilni
hlavy tenzidu a uhlikaté fetézce jsou orientovany do nepoléarniho prostredi [22] (Obr. 7).

reverzni micela

molekula fosfolipidu
- /- ‘

— ‘\/,‘

polarni fosfatova
“hlavicka

hydrofobni ocasek
mastnych kyselin

Obr. 7: Micela v nepolarnim prostredi [22].

Pokud koncentrace amfifilnich molekul v roztoku zlstava nad hranici CMC, micely jsou
termodynamicky stabilni a nejsou nachylné k rozpadu. Pfi zfedéni koncentrace amfifilnich
molekul pod hodnotu CMC se micely zacinaji rozpadat. Takovato disociace vede
k nechténému, nadmérnému rozpadu micel. Tim padem dochazi k uvolnéni nesenych I&Civ,
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¢i aktivnich latek z micely. Tento rozpad pak brani cilenému prenosu téchto aktivnich latek
v micele na pozadované misto [23].

Dal$im typem micel jsou tzv. polymerni micely. Ty maji obvykle primér v rozmezi
od 10 do 200 nm a jsou charakterizovany strukturou jadro — povrch. Vnitini jadro je slozeno
z hydrofobnich ¢&asti amfifilnich molekul, ve kterych se vytvari prostor pro rozpusténi
lipofilnich latek (léCiv, aktivnich latek). Oblast jadra je obklopena ,obalem® slozenym
z hydrofilnich €asti amfifilnich molekul — povrch micely. Pfi silném zfedéni maji amfifilni
polymerni micely vyraznou vyhodu oproti tém vytvofenym z béznych povrchové aktivnich
latek. V nékterych pripadech mohou fyzikélni interakce mezi retézci v jadru micely zabranit
rozpadu této micely, a to i pfi koncentraci mnohem nizsi, nez je samotna CMC. Polymerni
micely jsou ¢asto sloZzeny z polyestertd nebo polyaminokyselin, které jsou kovalentné vazany
s biologicky kompatibilni hydrofilni ¢asti, €asto se jedna o polyethylenglykol [24].
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2.5.2 Velikost a tvar micel

Jednd se bud o izometrické micely, coz znamena, Ze v8echny tfi rozméry jsou pfiblizné
stejné, nebo o anizometrické, kdy dva rozméry prevladaji nad ostatnimi. Podstatné ale je,

v

Ze alespon jeden rozmér odpovida rozméru koloidni ¢astice.

Je znamo nékolik typu micel. Hartleyovy micely — jedna se o sférické micely (Obr. 8: a).
Tyto micely vznikaji ve zfedénych vodnych roztocich. Jsou nejjednodussim typem, polomér
téchto micel je témér shodny s délkou jedné molekuly tenzidu. Se zvysujici se koncentraci
roztoku se prestavaji tvofit sférické micely a zacinaji se tvofit micely valcové (Obr. 8: b).
Jedna se o micely podobné sférickym. Rozdil tvofi jen jejich prodlouzené jadro. Micelarni
délka neni jednozna¢na — jedna se o polydisperzni micely. DalSim typem jsou laminarni,
McBainovy micely (Obr. 8: c), které vznikaji jeSté pfi vySSich koncentracich roztoku. Tyto
micely jsou sloZzeny ze dvou vrstev PAL (micely jsou k sobé obraceny uhlovodikovymi
retézci). V dlsledku tvorby laminarnich micel a jejich charakteristickému usporadani mohou
dostate¢né koncentrované roztoky prechazet v gel. DalSim typem je vySe zminéna reverzni
micela. Jadro téchto micel tvofi polarni skupiny a uhlovodikové retézce smérfuji ven
do nepolarniho prostredi [19].

a)
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Obr. 8: a) Hartleyova (sférickd) micela, b) valcovitd micela, ¢) McBainova (laminarni)

micela [19].
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V této diplomové praci byla pozornost vénovana pfedevsim penetraénim vlastnostem
nosicovych systémd na béazi polymernich micel, konkrétné hydrofobizované kyseliny
hyaluronové. A to pfedevs§im z dvodu myslenky, Zze obecné penetruji l1épe relativné malé
molekuly [13,14]. Kyselina hyaluronova, je ale vyjimka, do klze totiz prochazeji i vétsi
molekuly. Nastava zde otazka: Jedna se tedy o specialni transportni systém? Pokud ano,
mohl by tento systém na sebe navézat nékteré aktivni latky pouzivané v kosmetice? Mohl by
tyto latky dopravit do klze efektivné;i?

Abychom ale mohli na kyselinu hyaluronovou navazat nepolarni kosmetickou aktivni latku,
je nutné ji modifikovat — hydrofobizovat.

Takto modifikovana — hydrofobizovana kyselina hyaluronova vytvari tzv. polymerni micely.
Tyto micely jsou povazovany za potencialni nosi€ovy systém. Ten je ale vhodny pouze
pro transport hydrofobnich latek. Obecné ale plati, ze hydrofébni latky prochazeji pres kuZi
lépe nez hydrofilni [13].

Pro¢ tedy nosiCovy systém? Zkusme tedy do nosiového systému navazat nékteré
extrémné hydrofobni latky. Koenzym Q10 (CoQ10) by mohl byt vhodnou latkou k navazani
na tyto polymerni micely, a to predevsim z dlivodu jeho hydrofobicity. Dalsim divodem je
také to, ze CoQ10 je latka télu vlastni. Navic s vékem obsah CoQ10 v klzi klesa. Tento
pokles je mimo jiné spojen také s tvorbou vrasek a vy$si nachylnosti kiize k poskozeni UV
zarenim.

Pokud bychom ale chtéli penetrovat CoQ10, mohl by nastat problém s jeho kvantifikaci
v klizi. Ztohoto divodu byl CoQ10 nahrazen hydrofobni fluorescenéni latkou — nilskou
cerveni.

Hlavnim cilem tedy bylo provést penetracni experimenty se dvéma typy polymernich
micel s vyuzitim nilské Cervené jako nesené latky. Dale pak provést zakladni charakterizaci
téchto polymernich micel pro potencidlni kosmetickou aplikaci s vyuzitim CoQ10, jako
nesené latky.
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Xiao Wu a spol [25] chtéli svou praci zjistit, zda velikost a vlastnosti polymernich €astic
maji vliv na schopnost nést lipofilni ,aktivni latku“ (v jejich pfipadé se jednalo o nilskou
cerven (NR)) v sub-mikronové polymerni ¢&astici. Problémy které vtomto E&lanku FfeSili
a davody, proc se jim vénovali, jsou nasleduijici: chtéli védét, co se stane se sub-mikronovou
polymerni €astici, kdyz se priblizi ke kidzi. Dale pak zjistit, zda existuje néjaky dikaz, ze tyto
¢astice mohou prostoupit kozni bariérou (stratum corneum - SC); a v neposledni fadé také
to, co se stane s aktivni latkou (napf. Iéky, kosmetické aktivni latky), které jsou navazany
na sub-mikronové polymerni Castice. Metody, které pouzili pro zkoumani téchto vlastnosti,
byly nasledujici: dynamicky rozptyl svétla pro zjisténi velikosti a polydisperzity CEastic;
mnozstvi navazané NR pomoci HPLC; invitro prinik do kiiZze; stratum corneum tape-
stripping; a LSCM (Laser Scanning Confocal Microscopy). V jejich pokusech byly pouzity tyto
polymery: Poly-(e-caprolactone) — CAPA, cellulose acetate butyrate — CAB a polystyrene —
PS, a jako aktivni ¢astice pak NR.

Ve své praci zjistili, Ze v ¢asticich vyrobenych z CAPA bylo navazano relativné konstantni
mnozstvi NR (46 — 49 %). Zjistili, ze vice NR se navazalo do hydrofobnich polymernich
castic PS (cca 77 %), a méné NR do vice hydrofilni formulace CAB (24 %). Vysledkem bylo,
Ze v supernatantu se nachazelo relativné konstantni mnozstvi NR a to u vSech zkoumanych
castic. Tento fakt si vysvétlili tim, ze zbytek NR bylo navazano do micel. Ukazalo se,
Ze ve vétSich casticich bylo vysledné navazano vétSi mnozstvi NR, a Ze vétsi castice byly
schopny ,aktivni latku“ donést do stratum corneum efektivnéji. Podle jejich vysledkd byly
hydrofobni polymery schopny do kiize donést vétsi mnozstvi lipofilni ,aktivni latky* nez
polymery hydrofilni. Z pouziti metody LSCM bylo zjisténo, Zze NR navazana v CAB pronikala
do klGze mezibunécnymi cestami. Tento postup byl ale omezen pouze na SC, protoze
v hlubsi vrstvé kize byly jen malé naznaky priniku do kize (po 6 — ti hodinové aplikaci).

Chovani nano a mikro €astic jako nosic¢ovych systémud zkoumali Tarl W. Prow a kolektiv
[26]. Nejpouzivanéjsi zplsob transportu lokalnich Ié€iv je pres kizi. Tento zpusob je také
potencidlni cestou k dopraveni nanocastic do kiize. Kiize jako takova poskytuje pfirozenou,
fyzikalni bariéru a zabrariuje prostupu castic. Existuji ale moznosti, kdy do kize mizeme
dopravit terapeutické nanocéastice. Predevsim tehdy, pokud je kize nemocna - narusena,
anebo pomoci vlasovych folikulh. Zatimco nanocasticové nosiCové systémy byly zvoleny
jako mozna technologie budoucnosti, jejich potencial v Ié€bé lokalnich koznich onemocnéni
musi byt jesté provéren. VétSina nosicovych systémul je zalozena na lipidovych nosicich,
tj. pevné lipidové nanocéastice a nanoemulze s ¢asticemi o velikosti v prdméru 300 nm,
kterym nyni fikdme mikrocCastice.

Ve svém ¢lanku prezentovali své nepublikované klinické ddaje o pronikani nanocastic
do klize a také drive publikované vysledky, které podporovaly hypotézu, Ze pravdépodobnost
toho, Ze nanocastice v priiméru vétsi nez 10 nm, proniknou skrz stratum corneum do Zivé
lidské klze, je velmi mald. Tyto nanocastice se hromadi u otvord vlasovych folikuld,
ato zejména po masazi. Nicméné byl pozorovan zvySeny vyskyt nanocastic v kizi
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a to predevs§im u poskozené a nemocné kuze. Vtomto c¢lanku se vénuji klzi jako
nanocasticové bariéfe, nedavné praci v oblasti nanocasticovych nosiCovych systémi
pro aplikaci do kGize a budoucim smérdm, které jsou nyni zkoumany.

Dopraveni ibuprofenu (IBU) do kiZze se vénovala skupina Avnish Patel a kolektiv [27].
Ibuprofen je dostupny jako kozni pfipravek vice nez dvacet let. Jeho primarni indikace je
k Ulevé od bolesti azanétll u revmatickych onemocnéni a také pfi dalSich obtizich
pohybového aparatu. Tento ¢lanek shrnuje rizné strategie, které byly doposud zkoumany
pro perkutanni dodani IBU. Dirraz je kladen na studie, které byly provedeny s IBU v jeho
zakladni formé na lidské nebo praseci kizi. Dale se vénoval rozvijejicim se technologiim
pro lepsi dodani IBU do kuze, véetné metod, které vyzadovaly fyzické naruSeni membrany.
V ¢lanku byla také diskutovana uloha biofyzikalnich technik, jako je konfokalni Ramanova
spektroskopie v racionalnim rozvoji ibuprofenovych formulaci.

Aktualné pouzivana lokalni analgetika byla popularni po mnoho let. K lokalnim aplikacim
ve formé masti a mazadel se pouziva methyl salicylat. Tyto masti se pouzivaly desetileti
pro ulevu od bolesti pfi sportovnich zranénich. Vice nez 50 let po objevu IBU stale poskytuje
terapeuticky pfinos pro pacienty a je komeréné velmi Uspésny. Kozni podani nabizi mnoho
vyhod ve srovnani s perordlnim. Jsou zde patrné i zna¢né inovace ve vyvoji formulaci
v prubéhu nékolika let. Je véak stale nejasné, jak ibuprofen dosahne Gcinku v lokalnim misté
pusobeni. Poskozena tkan by mohla vysvétlit Gcinnost lokalniho analgetika. Nicméné
hlavnim Ukolem bude navrhnout "inteligentni" formulace, které Gc€inné dopravi optimalni
mnozstvi Iéku do své cilové lokality.

Kazunori Kataoka a spol. [28] se v €lanku Block copolymer micelles for drug delivery:
design, characterization and biological significance vénovali uziteCnosti polymernich micel
vytvofenych pomoci multimolekularni kompletace blokovych kopolymer(l jako nového typu
.jadrového” koloidniho nosiCe pro IéCiva a genové cileni. Proces micelizace ve vodném
prostfedi zde byl podrobné popsan na zakladé rozdilll v hnaci sile jaderné segregace,
v€etné hydrofobni a elektrostatické interakce.

Oddélené jadro v hydrofiinim obalu ukazalo, ze mGze fungovat jako rezervoar pro geny,
enzymy a variaci lé¢iv s riznymi vlastnostmi. Moznost vnéjsiho povrchu polymerni micely
zménit své fyzikdlné-chemické i biologické vlastnosti zde byla zminéna z hlediska
navrhovani novych nosi¢ovych micelarnich systému. Dale zde byla zminéna také distribuce
polymernich micel, kdy tyto micely prokazovaly dlouhou Zivotnost a zna¢nou akumulaci
unadord. Tim se tyto systémy stavaji slibonym nastrojem pro budouci cilené léceni
nadorovych onemocnéni.

Lenka Kotingova a kolektiv [29] se v ¢&lanku Testovani transdermalni absorpce
chemickych latek in vitro vénovali pfedevS§im struénému prehledu moznosti a pravidel
laboratorniho testovani dermalni formy prenosu chemickych latek s cilem pfispét k dalSimu
rozvoji této oblasti vyzkumu. Zlatym standardem pro testovani transdermalni absorpce
chemickych latek pres absorpéni membranu in vitro je lidska kiize. Tato klize je ziskavana
z tkariové banky anebo od darcl, vétSinou pacientl pfi chirurgickych operacich (zde je
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nezbytny informovany souhlas darce). Alternativou k lidské kizi je kiize praseci nebo opici,
které jsou lidské kUzi velice blizké svou anatomii, fyziologii a chemickym slozenim.
Vzhledem k dostupnosti se vice pouziva kuze praseci. Velmi vhodné je pouziti kiize usniho
boltce, ktery je svou anatomickou stavbou lidské klzi nejvice podobny.

V tomto ¢lanku také zminuji moznosti pouziti kGzi. Lidskou nebo zvifeci kizi je mozno
pouzit v plné tloustce 500 — 1000 pum. Takovéto vzorky kiize obsahuiji rohovou vrstvu,
zbyvajici vrstvy pokozky a Skaru. Lze téz pouzit tzv. dermatomovanou klzi, kterd je
dermatomem sefiznuta na tloustku 200 — 500 pm a obsahuje rohovou vrstvu, zbyvajici
vrstvy pokozky a jen horni ¢ast Skéry.

Dal$i moznosti je pouzit zmrazené kize. Vzorky odebrané kuze se po osetfeni zmrazi pfi
-18 az -20 °C. Zmrazena klize nemda zachovany aktivni enzymaticky systém a je mirné
anatomicky poskozena krystalizaci vody (bezvoda rohova vrstva je poSkozena minimalné).
Pri srovnani s Cerstvou kUzi vykazuje vy$Si Uroven ustaleného prUtoku testované latky
(steady state flux) a je zde i kratSi doba do zagatku pronikani testované latky do akceptorové
tekutiny.

Glen S. Kwon a Teruo Okano [30] se v ¢lanku Polymeric micelles as new drug carriers
zabyvaji pokroky v syntéze blokovych kopolymer(, které vedly k tvorbé polymernich micel.
Tyto polymerni micely mohou slouZit jako nosice I€Civ. Pro potencionalni pouziti v mediciné,
kopolymer(. Polymerni micely maji své funkéni skupiny na povrchu, kde se mohou navazat
dalsi dllezité molekuly. Védci se snazi do polymernich micel navazat Ié¢ivo jak chemickou,
tak i fyzikalni cestou. Polymerni micely by mély slouZit zejména k rozpusténi hydrofobniho
léCiva, které je samo o sobé ve vodé nerozpustné. Nedavné studie naznacuji, Ze polymerni
micely mohou mit velmi pevna jadra. Mohou tedy zUstat beze zmény, a to po velmi dlouhou
dobu. Diky této vlastnosti mohou také postupné uvolnovat 1éky.

V Elanku Polymeric micelles — a new generation of colloidal drug carriers [31], se Marie-
Christine Jones spolu s Jean-Christophe Leroux zabyvali polymernimi micelami a jejich
schopnosti transportovat 1é€iva. Polymerni micely se v posledni dobé objevily jako nové,
velmi slibné koloidniho nosiCové systémy pro cileny transport ve vodé Spatné rozpustnych
a amfifilnich Ié€iv. Polymerni micely jsou mnohem stabilnéjsi nez povrchové aktivni micely
ave svém vnitfnim jadru mohou rozpoustét znaéné mnozstvi hydrofobnich slouc€enin.
Vzhledem k jejich hydrofilnimu obalu a malé velikosti nékdy vykazuji prodlouzenou cirkulaci
in vivo a také se mohou hromadit u nadorovych tkani. Tento €lanek se zabyva jak chemickou
povahou polymernich micel, tak i metodami pouzivanymi k jejich charakterizaci s ohledem
na zpUsob podavani Iékd. Zvlastni diraz je zde kladen na stanoveni kritické micelarni
koncentrace a na proces transportu Ié€iva. V ¢lanku jsou také popsany potencialni aplikace
v lékarstvi, zejména v chemoterapii pfi [é€bé rakoviny.
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Experimentalni €ast diplomové prace byla rozdélena do dvou fazi.

V prvni fazi byla provedena zakladni charakterizace polymernich micel pro potenciélni
kosmetickou aplikaci s vyuzitim CoQ10 jako nesené latky. Ta stejna charakterizace byla
provedena také u systému s navazanou nilskou Cerveni.

Ve druhé fazi byly penetrovany nosi€ové systémy HA C6 (kaproylhyaluronat sodny)
aHA C18:1 (oleylhyaluronat sodny) snavazanou NR. Vzorky ziskané po téchto
penetracnich experimentech byly vzdy rozpuleny. Jedna polovina kize byla nakrajena
a vyfocena pomoci fluorescen¢niho mikroskopu, a druha polovina této kize byla pouzita na
kvantitativni vyhodnoceni (extrakce a proméreni NR na fluorescenénim readeru).
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5.1 Seznam pouzitych chemikalii, materialti a pristroja

Pfiprava nosi¢ovych systému probihala na zakladé patentové prihlasky PV 2012 — 842,
ktera je v fizeni.

Kaproylhyaluronat sodny - kyselina hexanova (kapronova) navadzana na kyselinu
hyaluronovou (Obr. 9). Kaproyl HA; HA C6, MW 15 kDa, stupen substituce DS — 55 %.

HaC /O
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R =H-,CH3-(CHy)4-CO-

Obr. 9: Kaproylhyaluronat sodny.
Kaproylhyaluronat sodny s fyzikalné navazanou nilskou ¢erveni nebo koenzymem Q10.
HA C6 — navazano 0,034 % (hm.) NR.
HA C6 — navazano 8 % (hm.) CoQ10.

Oleylhyaluronat sodny - kyselina olejova navdzana na kyselinu hyaluronovou (Obr. 10).
Oley HA, HA C18:1; Sarze: OA1-081112, MW 15 kDa, stupen substituce DS — 14,4 %.

@]
_/\/\/\/\/
H3C/\m ./

Na' O
0O RO-
[O R& &/Ok’ ------ $]H
NH
R = H-, octadec-9-enay- O =<

Obr. 10: Oleylhyaluronat sodny.
Oleylhyaluronat sodny s fyzikalné navazanou nilskou €erveni nebo koenzymem Q10.
HA C18:1 — navazano 0,068 % (hm.) NR.

HA C18:1 — navazano 17 % (hm.) CoQ10
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Fluorescenéni sonda — Nilska €erven: Nile Red (Obr. 11); vyrobce — Sigma; CooH1sN2O2;
CAS number: 7385-67-3; MW 318,37 g.mol™.

KI”I
HsC”~ >N 0 0
y p

3C
Obr. 11: Nilska Cerven.

Koenzym Q10:. Mitsubishi Japan Ubiquinone, Batch: 60341101, Selco. CsgHgoO4; CAS
number: 303-98-0; MW 863,34 g.mol” (Obr. 12)

O

O CH,
H,C

N H

O ChH, 6-10

Obr. 12: Koenzym Q10.

PBS, Phosphate Buffered Saline, Fosfatovy pufr - pufrovany fyziologicky roztok — 10mM.
Slozeni, postup pfipravy: 8,0 g NaCl; 0,2 g KClI; 2,85 g Na,HPO, -12 H.,0O; 0,2 g KH,PO, —
bylo rozpusténo v 1 litru destilované vody, a autoklavovano.

ACN (acetonitril): CoHsN; CAS number:75-05-8; MW 41,05 g/mol; Cistota > 96 %; Lot #
SZBC356SV; 34851 —2,5 L.

Destilovana voda, stolni olej. Kize z boltce prasete. Histologicka sklicka MENZEL-GLASER,
Thermo Scientific, 76 x 26 mm, Braunschweig, Némecko. Penetra¢ni cely; PermeGear, Inc.;
Pennsylvannia; USA. Destitky pro fluorescenéni reader, 96 jamek, TPP, Svycarsko.
Mikropipety eppendorf (100 ul, 200 ul, 1000 ul a 5000 pl), Polsko. Mikrozkumavky eppendorf
(500 pl, 1500 pl, 2000 ul a 5000 ul), Polsko. Parafilm, Pechiney Plastic Packaging Company,
Chicago, USA. Inkubator Jouan, IGO 150, ThermoFisher SCIENTIFIC, USA. Minicentrifuga
MiniSpin Eppendorf; Polsko. Microcentrifuga eppendorf 5418; Polsko. ZetaSizer Nano range;
Malvern Instruments Ltd; Anglie. Cryostat Leica CM 1950; Némecko. Fluorescenéni
mikroskop Nikon Eclipse Ti; Amsterdam, Nizozemi. Fluorescencni reader; TECAN infinite
M200; Mannedorf; Svycarsko.
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5.2 Zeta potencial, velikost €astic, polydisperzita a stabilita ¢astic
5.2.1 Pouzita metoda — Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Nékdy je také oznaCovan jako kvazielasticky rozptyl svétla (QELS). Jedna se
o neinvazivni, dobfe zavedenou techniku, ktera se vyuziva pro méreni velikosti a distribuce
velikosti molekul a €astic (zpravidla v submikronovych rozmérech). Mezi hlavni aplikace
dynamického rozptylu svétla patfi charakterizace €astic, emulzi nebo molekul, které jsou
rozptylené nebo rozpusténé v kapaliné [32]. DLS méfi Browndv pohyb, ktery pak vztahuje
k velikosti ¢astic. Jedna se o nahodily pohyb ¢astic v dusledku bombardovani okolnimi
molekulami rozpoustédla. Se zvysujici se velikosti ¢astic dochazi ke zpomalovani Brownova
pohybu [33].

Velikost Eastic je vypoctena z translacniho difuzniho koeficientu za pouziti Einstein —
Stokesova vztahu (2):
k,T

dH)=—?%2—, 2
()=t @)

kde d(H) je hydrodynamicky primér, kg je Boltzmannova konstanta, T je teplota, 7 je
viskozita a D je translacni difuzni koeficient. Primér ¢astic ziskany timto méfenim je vlastné
prameér koule, kterd ma stejny translaéni diftzni koeficient jako dana ¢astice [33].

Pokud je korelaéni funkce fitovana monoexponenciélni funkci, je ziskana stredni velikost
castic a je odhadnuta Sirka distribuce (index polydisperzity - Pdi). Tento pfistup se nazyva
kumulativni analyza. Index polydisperzity se v tomto pfipadé pocita nasledovné (3):

o 2
par-(2) o

kde Pdl je index polydisperzity, oje standardni odchylka a d je primérna velikost
(prdmeér) castice.

Vhodnou charakteristikou tepelného pohybu disperznich ¢astic v kapalném prostredi neni
pramérna rychlost, ale stfedni kvadrat posuvu x zaznamenaného za dobu t, coz je v Uzkém
vztahu s difuznim koeficientem (4).

(x*)
t

=2D, (4)

kde (x”)je stfedni kvadrat posunu x, t je éas a D je difuzni koeficient.
Zeta potencial (¢-potencidl; ¢ — z latinského dzéta) je funkci povrchového naboje, ktery

vznika v pfipadé, Ze je jakykoliv material umistén v kapaliné. Zeta potencial je velmi dobrym
indexem rozsahu elektrostatickych odpudivych interakci mezi ¢asticemi. Bézné se pouziva
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k predpovézeni a kontrole disperzni stability [34]. Aby systém zlstal v disperznim stavu, je
nutné udrzovat zeta potencial nad 25 mV (pozitivni nebo negativni). Obecné feeno, ¢im
bude vyss&i absolutni hodnota zeta potencialu, tim vice stabilni systém bude [35]. Znaménko
{ potencidlu je opacné nez znaménko iontll vnéjSi vrstvy elekirické dvojvrstvy (podle
konvence je potencial v objemové fazi roven nule) [35].

RozliSujeme dvé casti vrstvy kapaliny, kiera obklopuje Castici. Za prvé, oblast vnitini,
kterou nazyvame Sternovou vrstvou. V této vrstvé jsou ionty vazany silné. Za druhé, oblast
vnéjsi, tzv. difuzni oblast, ve které jsou ionty vazany méné pevné. Schéma je znazornéno
na obrazku nize (Obr. 13). Uvnitf difazni vrstvy se nachazi teoreticka hranice, kde tvofi ionty
a Castice stabilni subjekty. Pokud se €astice pohybuje, napf. diky gravitaci, ionty uvniti této
hranice se pohybuji s ¢astici. VSechny ionty za touto hranici s €astici ale neputuji. Tuto
hranici nazyvadme jako povrch hydrodynamického smyku nebo rovina skluzu. Potencial, ktery
existuje na této hranici je znam jako potencial zeta [33].

1
:-—u Elektricka dvojvrstva

Rovina skluzu

Castice se zapornym
povrchovym nabojem

Difuzni vrstva

Povrchovy potencial

Sternliv potencial
mV
Potencial zeta

dalenost od povrchu ¢astice

Obr. 13: Castice a jeji elektricka dvojvrstva [33].
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5.2.2 Pracovni postup

Méreni velikosti ¢astic a stability systému bylo provedeno metodou dynamického rozptylu
svétla, a to tak, Zze byly proméfeny 2 koncentrace vzork( v prostiedi voda a PBS. Méreni
probihalo na pfistroji ZetaSizer Nano range (méreno pfi 25 °C; laser 532nm, 50mW zeleny
laser).

Touto metodou byly proméreny vzorky HA C6 s navazanymi 0,034% NR a s navazanymi
8% CoQ10. Dale pak vzorky HA C18:1 s navazanymi 0,068% NR a navazanymi 17%
CoQ10. Toto mérfeni bylo provedeno proto, abychom védéli, jak se ménily vlastnosti
zkoumanych systému v ¢ase. Ze vSech Ctyr pfipravenych nosic¢ovych systému polymernich
micel na bazi hydrofobizované kyseliny hyaluronové byly pfipraveny roztoky o koncentraci
1 mg/ml a 5 mg/ml; a to ve dvou prostredich (voda a PBS).

Méreni pfipravenych vzorkG bylo provedeno tentyz den. Vysledky jsou uvedeny
v tabulce 1. Byly proméfeny nosi€ové systémy ve dvou koncentracich: 1 mg/ml a 5 mg/ml.
Proméreni stejnych vzorkl bylo provedeno také 3 dny po pfipravé vzork(. Vysledky jsou
uvedeny v tabulce 1.

Pristroje fady Zetasizer Nano provadéji mérfeni velikosti €astic s pouZitim procesu
nazyvaného dynamicky rozptyl svétla (Dynamic Light Scattering (DLS). Metoda je zaloZzena
na méfeni Brownova pohybu, ktery je uvadén do vztahu s velikosti €astic. To je provedeno
osveétlenim Castic laserem a analyzovanim fluktuaci intenzity v rozptyleném svétle.

Velikost ¢astic byla méfena vcetné solvatacniho obalu a byla uvedena v jednotce [d.nm]
(prdmér castice v nanometrech). Zéta potencial ur€uje, jak moc byl méreny systém stabilni.
Za kritérium stability se povazuje absolutni hodnota zeta potencidlu. Pokud byla tato
absolutni hodnota vy$&i nez 25 mV (30 mV), systém byl povaZzovan za stabilni.

Co se tyka polydisperzity, ta byla ozna¢ena jako Pdi a jeji hodnoty byly ve stupnici 0 az 1
(Tabulka 2). Pokud by vysledek byl roven 1, znamenalo by to, Zze méfeny systém byl
polydisperzni. Za monodisperzni by se dal povazovat systém, pokud by Pdi bylo 0,1 [36].
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5.3 Cryo SEM
5.3.1 Pouzita metoda

Rastrovaci (skenovaci) elektronova mikroskopie za velmi nizké teploty (Cryo - SEM) se
stala zavedenou technikou pro zachyceni a sledovani biologickych vzorkl v jejich
pfirozeném stavu. Je vhodnou metodou zvlasté tam, kde tradiéni zplsob pripravy vzorkl
(napr. suseni) zpUsobuje nezadouci zmény ve struktufe vzorku. Cryo - SEM obvykle
zahrnuje fixaci vzorku bud pomoci zmrazeni v kapalném dusiku, nebo vysokym tlakem. Tyto
zmrazené vzorky jsou pak preneseny ve vakuu na kryo-katodové rozpraSovani, kde jsou
potazeny vodivou vrstvou kovu nebo uhliku. Nakonec jsou vzorky vlozeny do SEM komory
vybavené kryo-fazi a jsou pozorovany za vysokého vakua.

5.3.2 Pracovni postup

Vzorky byly poslany na stanoveni velikosti micel pracovisti Akademie véd CR v Ceskych
Budéjovicich.
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5.4 Penetra¢ni experimenty

Pro penetracni experimenty byla na zakladé provedenych predexperimentli zvolena jedna
kone€na koncentrace nosi€e s navazanou nilskou Cerveni a jeden davkovany objem. Byl
vybran systém o koncentraci 1 mg/ml a davkovany objem 200 pl.

5.4.1 Priprava usniho boltce pro penetrace

Pro penetraéni experimenty byly pouzity usni boltce prasete, které byly dodany z jatek
Letohrad. Jednalo se o €erstvé vzorky ziskané ihned po porazce. Podminkou bylo ziskat
usni boltce nepodkozené, tzn. netetované, nesparené a bez jakychkoliv vnéjSich poranéni
tak, aby nebyla porusena kozni bariéra a nedoslo ke zkresleni vysledkd. Usni boltce byly
omyty, odmastény mydlem a oholeny holitkem, opatrné tak, aby nedoslo k poskozeni kiize.
Na boltcich byly vyznaceny Etvere€ky o velikosti Franzovy cely (cca. 2x2 cm) v mistech, kde
nebyla kiize poSkozena. Tyto Ctverecky byly vyfiznuty. Pro samotné experimenty byla
pouzita kiize zbavena chrupavky. Narfezané kousky kiize byly viozeny do PBS a pouzity
na penetraéni experimenty jesté ten den. Schéma Franzovovy cely je znazornéna
na Obr. 14. Z usnich boltcli byla odebirana klize vzdy z vnitini strany, kterd je nejvice
podobna kizi lidské. Pouziti kiize z prase¢iho usniho boltce je popséno v literature i obecné
platnych guidelines (OECD Guidelines for the Testing of Chemicals, Test No. 428: Skin
Absorption: In Vitro Method [37]), které uvadéji, jakym zplsobem by mély penetraéni
experimenty probihat.

Membrana - kuze

Akceptor

Obr. 14: Franzova cela [38].
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5.4.2 Priprava difuznich cel

Cela byla zkompletovana, diikladné dotaZzena a do spodni akceptorové c¢asti bylo
napipetovano 370 pl PBS. Kuze byla vyjmuta z PBS, lehce osuSena papirovym ubrouskem
a vlozena jako membrana mezi ¢asti cely. Kize byla napnuta. Cely byly zkompletovany,
dostate¢né utazeny a temperovany po dobu 15 minut pfi 37°C. Na povrch kiize (Obr. 10 —
donor) bylo poté napipetovano dané mnozstvi vzorku. Cela byla prekryta parafilmem
(minimalné dvé vrstvy), aby nedo$lo k odpafeni davkované latky.

Takto pfipravené cely se vzorky byly ponechany v inkubatoru pfi teploté 37 °C. Cely byly
z inkubatoru odebirany dle pfedem stanoveného harmonogramu (po 5 nebo 20 hodinach).
Fotografie cel, které byly pro penetraéni experimenty pouZzity, jsou na obrazcich nize
(Obr. 15 a 16).

Obr. 15: RozloZzend penetraéni cela.

Obr. 16: Zkompletovana penetracni cela; pohledu z boku a shora.
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5.4.3 Pracovni postup — penetrace NR v nosic¢i (HA C6 a HA C18:1)

Byla provedena penetrace nosiCovych systémi HA C6 (navazano 0,034 % NR)
a HA C18:1 (navazano 0,068 % NR) v PBS o koncentraci 1 mg/ml. Davkovan byl objem
200 pl.

5.4.4 Pracovni postup — penetrace NR v oleji

Penetrace NR v oleji (koncentrace NR ¢ = 1,15 ug/ml). Tento pokus byl pouzit jako
kontrola, zda do klGze penetruje také NR rozpusténa ve stolnim oleji. Byl davkovan objem
200 pl. V tomto objemu bylo obsazeno 0,23 ug NR. Byly zvoleny dva ¢asy penetrace: 5 a 20
hodin.

5.4.5 Pracovni postup — penetrace NR v PBS

Penetrace NR v PBS - disperze. Koncentrace NR voleji byla ¢; = 0,339 pg/ml;
acy,=0,687 ug/ml. Koncentrace NR byly shodné jako vysledné koncentrace NR
u penetraénich experimentd nosic¢l. Tento pokus byl opét proveden jako kontrola a srovnani
penetracnich vlastnosti s nosi€ovymi systémy. Byly zvoleny dva Casy penetrace: 5 a 20
hodin.

5.4.6 Pracovni postup — penetrace NR v emulzi

Jako daldi kontrola byl zvolen systém NR vemulzi. Tato emulze byla pfipravena
nésledovné:

1) NR byla rozpusténa v oleji. Vysledna koncentrace NR v celém systému (emulzi) byla
¢ = 0,687 ug/ml. Samotny nosi€ HA C18:1 byl rozpustén v PBS, vysledna koncentrace
nosice v emulzi byla ¢ = 1 mg/ml).

2) NR byla rozpusténa v oleji. Vysledna koncentrace NR v celém systému (emulzi) byla
¢ = 0,339 ug/ml. Samotny nosi¢ HA C6 byl rozpustén v PBS, vysledna koncentrace nosice
v emulzi byla ¢ = Tmg/ml).

Penetrovany byly obé emulze a to vzdy v ¢asech 5 a 20 hodin.
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5.4.7 Odbér vzorkl po penetraci

Po skonceni penetraéniho experimentu byla odebrana kapalina, ktera zbyla v donoru
i v akceptoru. Klze byla vyjmuta zcely, lehce osuSena papirovou utérkou a nasledné
rozpUlena (Obr. 17). Jedna polovina byla zamraZena pro fluorescen¢ni mikroskopii a druha
byla ur€ena pro kvantifikaci mnozstvi NR v epidermis a dermis.

-
-
[}

Obr. 17: RozpUleni penetrované kiize.
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5.5 Analyza vzorkd na fluorescenénim mikroskopu

5.5.1 Pouzité metody — Fluorescenéni mikroskopie (fluorescenéni mikroskop Nikon
Eclipse Ti)

Klicovym terminem fluorescenéni mikroskopie je fluorofor — latka schopna absorbovat
svétlo urcité vinové délky a poté emitovat svétlo o delsi vinové délce. Svétlo rlznych
vinovych délek je mozné od sebe oddélit pomoci filtrl — do okularu tak mize proniknout
pouze pozitivhi emitovany signél na Cerném pozadi (excitujici zareni je odfiltrovano), ¢imz se
vyrazné zvySuje citlivost celé techniky. Fluorofory jsou detekovany pomoci fluorescenéniho
mikroskopu — pfistroje, ktery je velice podobny klasickému svételnému mikroskopu —
odlinosti je doplnéni o velice silny zdroj svétla a dva typy filtrd. Prvni sada filtrl je umisténa
mezi zdroj svétla a vzorek (umoznuje excitovat jednotlivé fluorofory svétlem o vybranych
vinovych délkach), druha pak vpousti do objektivu svétlo, které bylo emitovano pfislusnym
fluoroforem. Vitéto diplomové praci byl pouzit fitr TRITC (TRITC -
tetrametylrhodaminizothiokyanat); jedna se o €ervenou emisi — excitace je zde nastavena
mezi 545 az 565 nm, a emise se detekuje vrozmezi 580 az 620 nm. Vysledkem byly
struktury barevné zéafici vtemném poli [39].

Ultrafialové a viditelné spektralni prenosové profily pro kombinaci DAPI-FITC-TRITC filtry
fluorescenéniho mikroskopu Nikon jsou uvedeny nize na Obr. 18. Tento filtr je ur€en
k optimalni detekci DAPI, FITC (fluorescein isothiokyanatem) a TRITC (tetramethylrhodamin
isothiokyanat) sond. Zahrnuje excitaéni filtry s Uzkymi Useky ve fialové (385-400 nanometrti),
modré (475-490 nm) a zelené (545-565 nanometrll) spektralni oblasti.

100

80

Transmise (%)

400 450 500 550 600 650

Vinova délka (nm)

Obr. 18:  Excitaéni filtry DAPI, FITC a TRITC a rozsahy vinovych délek snimani emise [40].
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5.5.2 Pracovni postup
Zpracovani vzorku pro fluorescenéni mikroskopii

Kize uréena k fluorescencni mikroskopii byla nakrajena na platky tloustky 10 pum
na kryostatu — z kazdého vzorku cca 10 ks, z rdznych mist. Pro krajeni kize byl pouzit
Cryostat Leica CM 1950, ktery je zobrazen nize na obrazku (Obr. 19).

Obr. 19: Cryostat CM 1950 [41].

Nasledné nafoceni nakrajenych vzork{ probéhlo pod fluorescenénim mikroskopem Nikon
Eclipse Ti (Obr. 20) — pomoci software NIS — Elements. Podminky fluorescenéni
mikroskopie: pouzit filtr TRITC, fotografie bez filtru — automaticky €as expozice (5 ms),
fotografie TRITC — €as expozice vzdy 3 s. Fotografie byly ulozeny ve dvou formatech (.jpeg a
.nd2).

Obr. 20: Fluorescenéni mikroskop Nikon Eclipse Ti [42].
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5.6 Kvantifikace NR v kuzi (TECAN infinite M200)
5.6.1 Pouzité metody — Fluorescenéni spektroskopie

Jednd se o metodu, ktera se vyuziva v mnoha odvétvich. Jde pfedev§im o genetickou
analyzu, stopovou analyzu, medicinu a analyzu polymert [43]. Zakladni fyzikalni déje mezi
absorpci (pohlcenim) a emisi (vyzafenim) svétla popisuje Jabloiskiho diagram.

i Vnutini E—
i ? konverze .
S, I : p—( Vibracni
“ ' —— <2 relaxace
T,
; Mezisystémovy
prechod
F | v v
Sy BE ‘ o
Y
Absorpce _ Fluorescence
- Y
\ Y
¥ Y
So So

Obr. 21: Jabloriskiho diagram.

Jablonskiho diagram (Obr. 21) vysvétluje déje a procesy, které mohou nastat po absorpci
svétla. Jedna se o zjednodusené schéma zafivych a nezafivych prfechodl mezi elektronovée
vibraénimi stavy molekuly. Diagram nazorné ukazuje molekularni procesy, které se déji
pfi excitaci sledovaného fluoroforu a pfi jeho cesté zpét na zakladni hladinu — do zakladniho
stavu, ktery se oznac€uje symbolem S,.[44]

Fluorofor v zakladnim stavu absorbuje svétlo (foton). Touto absorpci dojde k excitaci
elektronu, ktery pfejde do nejbliz§iho neobsazeného orbitalu s vySsSi energii. Elektrony maji
tendenci se vracet zpét na zékladni hladinu Sy; tento jev nazyvdme deexcitaci [43].

Proces fluorescence je opakovatelny. Pokud neni fluorofor zni€en v excitovaném stavu
(fotovybélovani — dochazi k nevratnému zni€eni excitovaného fluoroforu); je mozné tento
fluorofor opakovatelné excitovat [45].
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Fluorescenéni sondy; jedna se o nevlastni fluorofory, které se ke zkoumané latce vazi
nekovalentné. Na volbé fluorescenéni sondy zavisi vysledky experimentl ve fluorescenéni
spektroskopii — jeji vlastnosti umoznuji ziskat potfebné informace. V soucasné dobé je
znamo nékolik tisic rznych sond. Fotochemické vlastnosti sond jsou ale ovliviiovany
prostiedim, ve kterém se nachazi. Nejpouzivanéj§imi sondami ve vyzkumu systémd, jak ve
védeckych, vyzkumnych tak i v primyslovych odvétvich, jsou napfiklad pyren, prodan nilska
cerven a dalsi.

Nilska ¢erven (NR) slouzi jako fluorescenéni sonda. Tato fluorescenéni sonda je citliva
na polaritu svého okoli. Se zvySujici se polaritou klesa intenzita fluorescence a maximum
vinové délky emisniho spekira se posouva k vyS§Sim hodnotam. V polarnim prostiedi se
maximum pohybuje okolo 640-650 nm, v nepolarnim prostfedi maximum klesa az k 610 nm.
V prostiedi pufru se emisni maximum obvykle pohybuje v rozmezi 635 - 650 nm. Bylo
zjisténo, Ze nilskd Cerven je dobfe rozpustnd a silné fluoreskujici v organickych
rozpous$tédlech, nicméné ve vodném prostredi je zhaSena. Diky své rozpustnosti v lipidech
mUize nilska cerven slouzit jako vyborna fluorescenéni sonda lipid(; a pouziva se pro detekci
intracelularnich  lipidd pomoci fluorescenéni  spektrofotometrie [46] a pritokové
cytofluorometrie [47]. Nilskou Cerven Ize vhodné vyuzit pro méfeni biologickych membran
nebo micelarnich systému [48].

5.6.2 Pracovni postup

Po uskute€néném penetraénim experimentu (5 nebo 20 hodin) byla kapalina zbyla
v donorové a akceptorové Céasti cely odebrana do mikrozkumavek (k 50 pl vzorku bylo
pfidano 250 pl ACN). Polovina kuze uréena pro kvantifikaci byla oplachnuta v 400 ul PBS.
K tomuto oplachu byl pfidan pétindsobny obsah (2 ml) ACN. Seskrabem, pomoci skalpelu,
byla odebrana epidermis, kterd byla extrahovana v 300 pl smési ACN:PBS = 5:1. Dermis
byla nakrajena na co nejmens$i kousky a byla extrahovana v 500 ul smési ACN:PBS = 5:1.
V8e bylo extrahovano pfes noc ve tmé na trepacce. Druhy den byly vSechny vzorky
zcentrifugovany (14000 rpm, 10 min), odebrany a proméfeny.

Kvantifikace se provadéla na fluorescenénim readeru TECAN infinite M200 (Obr. 22), kdy
se podle pfedem stanoveného schématu napipetovaly vzorky (150 pl), blanky a kalibrace
do 96 — jamkovych destiCek. Pro méfeni intenzity fluorescence NR byla excitaéni vinova
délka nastavena na 545 nm a emise byla snimana pfi 610 nm.
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Obr. 22: TECAN infinite M200 [49].

5.7 Zpracovani experimentalnich dat

V8echna data byla zpracovavana v programu MS Excel. V tabulkach kvantifikovaného
mnozstvi NR v kuzi jsou hodnoty uvedeny vzdy jako primér + SEM (vzdy v hmotnostnich %).
Odchylka SEM jako stiedni chyba priméru (Standard Error of Mean).

V&echny pokusy byly provedeny vzdy v minimalné 3 nezavislych opakovanich (penetraéni
experimenty nosi¢ovych systémd HA C6, HA C18:1 a NR voleji byly provedeny
v 6 nezavislych opakovacich; penetracni experimenty NR v PBS a NR vemulzi pak
pro kazdou koncentraci vzdy ve 3 nezavislych opakovanich). Statistické vyhodnoceni
vysledku bylo provedeno pomoci parového T.TESTu.

Jako kontrola byl zvolen systém NR v oleji. Pokud pfi srovnani dvou systému vysly
hodnoty p < 0.05, byly vysledky povazovany za statisticky vyznamné. V grafech byly
nasledné oznaceny symbolem * vysledky pro p < 0,05 (nosi€ovy systém vs kontrola — NR
v oleji vdaném €ase), a ** pro p < 0,01 nosiCovy systém vs kontrola — NR v oleji vdaném
case).
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6.1
castic

Tabulka 1: Promérené vlastnosti — primérna velikost, zeta potencial.

Vysledky méieni — Zeta potencial, velikost ¢astic, polydisperzita a stabilita

Pramérna velikost ¢astic [nm]

Zeta potencial [mV]

Vzorek
den pripravy po 3 dnech |den pripravy | po 3 dnech
HA C6 s NR ve vodg, ¢ = 1 mg/ml 423,9 £27,0 399,8 + 20,7 -49,8 -54,4
HA C18:1 s NR ve vodé, ¢c = 1 mg/ml 212,8 £29,6 193,2 + 39,1 -46,2 -47,3
HA C6 s NR ve vodé, ¢ = 5 mg/ml 586,8 £ 20,2 521,4 +19,4 -43,8 -43,3
HA C18:1 s NR ve vodé, ¢ = 5 mg/ml 242,8 +6,3 255,0 + 18,8 -37,7 -39,6
HA C6 s NRv PBS, ¢ = 1 mg/ml 2449140 267,3+27,2 -20,2 -21,0
HA C18:1 s NRv PBS, c = 1 mg/ml 171,3£24.8 127,3+3,3 -15,2 -13,2
HA C6 s NR v PBS, ¢ = 5 mg/ml 352,5+57 326,1 £4,2 -20,0 -18,5
HA C18:1 s NRv PBS, c = 5 mg/ml 191,56 +2,7 206,6 + 13,1 -21,3 -18,0
HA C6 s CoQ10 ve vodé, c = 1 mg/ml 1138,0 24,3 | 1099,7 £18,8 -55,0 -56,2
HA C18:1 s CoQ10 ve vodé, ¢ = 1 mg/ml 338,1+45 336,3 + 3,1 -49.4 -47,3
HA C6 s CoQ10 ve vodé, ¢ = 5 mg/ml 1654,0+ 16,5 | 1619,0+2,6 -40,9 -40,6
HA C18:1 s CoQ10 ve vodé, ¢c = 5 mg/ml 432,4+438 426,9 £5,7 -44 .9 -39,7
HA C6 s CoQ10v PBS, c = 1 mg/ml 651,5£24,3 563,9 £ 6,6 -19,8 -20,2
HA C18:1 s CoQ10 v PBS, ¢ =1 mg/ml 373,3+27 316,5+19,7 -21,6 -21,0
HA C6 s CoQ10 v PBS, ¢ =5 mg/ml 1015,0 + 13,1 902,1 +18,9 -20,1 -20,7
HA C18:1 s CoQ10 v PBS, ¢ = 5 mg/ml 295,6 + 4,1 206,6 +4,4 -20,1 -20,3
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Tabulka 2: Polydisperzita vzorkl v ¢ase.

Polydisperzita (Pdi)
Vzorek
den pripravy po 3 dnech
HA C6 s NR ve vodg, ¢ = 1 mg/ml 0,371 0,368
HA C18:1 s NR ve vodé, ¢ = 1 mg/ml 0,364 0,436
HA C6 s NR ve vodg, ¢ = 5 mg/ml 0,370 0,320
HA C18:1 s NR ve vodég, ¢ = 5 mg/ml 0,306 0,333
HA C6 s NR v PBS, ¢ = 1 mg/ml 0,329 0,438
HA C18:1 sNRv PBS, c =1 mg/ml 0,369 0,411
HA C6 s NR v PBS, ¢ = 5 mg/ml 0,407 0,332
HA C18:1 s NR v PBS, ¢ = 5 mg/ml 0,331 0,354
HA C6 s CoQ10 ve vodé, c =1 mg/ml 0,194 0,157
HA C18:1 s CoQ10 ve vodé, c = 1 mg/ml 0,158 0,145
HA C6 s CoQ10 ve vodé, c =5 mg/ml 0,194 0,173
HA C18:1 s CoQ10 ve vodég, ¢ = 5 mg/ml 0,165 0,208
HA C6 s CoQ10 v PBS, ¢ = 1 mg/ml 0,214 0,260
HA C18:1 s CoQ10 v PBS, c = 1 mg/ml 0,163 0,260
HA C6 s CoQ10 v PBS, ¢c = 5 mg/ml 0,165 0,241
HA C18:1 s CoQ10 v PBS, ¢ = 5 mg/ml 0,179 0,200

20

1138,0 £ 24,3 nm
104.
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Obr. 23:  Distribuce velikosti dle po¢tu; HA C6 s navdzanym CoQ10 ve vodé o koncentraci
1 mg/ml, ziskana pomoci metody DLS (histogramova analyza).
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Obr. 24: Distribuce velikosti dle poc¢tu; HA C18:1 s navazanym CoQ10 ve vodé
o koncentraci 1 mg/ml, ziskana pomoci metody DLS (histogramova analyza).
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Obr. 25:  Distribuce velikosti dle po¢tu; HA C6 s navdzanym CoQ10 v PBS o koncentraci
1 mg/ml, ziskana pomoci metody DLS (histogramova analyza).
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Obr. 26: Distribuce velikosti dle poctu; HA C18:1 s navazanym CoQ10 v PBS
o koncentraci 1 mg/ml, ziskana pomoci metody DLS (histogramova analyza).
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Z uvedenych vysledkd méreni velikosti Castic a zeta potencialu (Tabulka 1) vyplyva,
Ze Castice systému HA C6 byly vétsi nez u systému HA C18:1. U vétSiny vzork( platilo,
Ze velikost ¢astic HA C6 byla zhruba dvakrat vétsi nez u HA C18:1. Dillezité je pfipomenout,
Ze velikost ¢astic zde byla mérena jako hydrodynamicky pramér dané ¢astice.

Zeta potencial poukazoval na to, Ze oba nosiCové systémy byly stabilni. Pokud byly
rozpu$tény ve vodé, absolutni hodnoty zeta potencialu se pohybovaly kolem 40 mV a vice.
Absolutni hodnoty zeta potencialu polymernich micel v PBS se pohybovaly okolo 20 mV.
Toto snizeni zeta potencialu v PBS oproti vodé si vysvétluji pfitomnosti soli v PBS.
Za kritérium stability systému se obecné povazuje absolutni hodnota zeta potencialu 25 mV.

Myslime si, Ze vétsi velikost ¢astic u vice koncentrovanych roztokul je zplsobena moznou
asociaci molekul, kdy se mohly zacit tvorit agregaty. Pokud se na oba systémy podivame
s odstupem casu (Cerstvé pfipravené a po 3 dnech), mizeme vypozorovat, ze témér u vSech
systémU se snizila prdmérna velikost ¢astic. Tento jev si vysvétluji ustalenim rovnovahy
v systému.

Dalsi vypozorovanou vlastnosti téchto systémli je, Ze velikost ¢astic nosicovych systémi
v prostfedi PBS byla vzdy mens$i nez v prostiedi vody. Myslime si, Ze tento jev byl zpUsoben
tim, Ze v prostfedi PBS byly molekuly schopné se vice sbalit do sebe a tim zmensSit svou
celkovou velikost. V tomto prostiedi na sebe také polymerni micely nenavéazaly tolik vody
a v dusledku toho byl jejich hydrodynamicky priimér celkové nizsi.

Pokud se podivame na vysledky mérfeni indexu polydisperzity (Pdl), které jsou uvedeny
v tabulce vys$e (Tabulka 2), vidime, ze se hodnoty Pdl u vzorkl s navdzanou NR pohybovaly
v rozmezi cca 0,31 az 0,46. U vzorkd s navazanym CoQ10 se pak hodnoty Pdl pohybovaly
v rozmezi cca od 0,15 do 0,26. Za monodisperzni se dle literatury [36] povazuje systém,
ktery ma hodnotu Pdl 0,1.

Pro ukazku byly zobrazeny grafické zavislosti distribuci velikosti €astic vzhledem k jejich
pocetnimu zastoupeni (Obr. 23, 24, 25 a 26). Tyto ukazkové grafy byly vybrany pro nosicové
systémy HA C6 a HA C18:1 v prostfedi vody a PBS o koncentraci nosi€e 1 mg/ml. Tyto
grafické zavislosti byly v pribéhu méreni sledovany také pro systémy s navazanou NR.
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6.2 Vysledky méreni — Cryo SEM

Diky této metodé byly ziskany fotografie z elektronového mikroskopu, distribuce €éstic
a prlimérna velikost micel.

HA C6 (15 kDa) + CoQ10 HA C18:1 (15 kDa) + CoQ10

50
45 4 42.6+5.0 nm 26
s gg ﬂ 64.8*11.2nm
B 30 <20
E 25 - 8 15 -
2 20 - E
'S 15 - 5 10 -
e 10 - S 5 -
5 | a
0 ™17 lT ™ T T T T T T T 0 -1
0 30 60 90 120 150 0 30 60 90 120 150
Velikost micel (nm) Velikost micel (nm)

Obr. 27:  Fotografie z elektronového mikroskopu (méfitko 1 um) a distribuce velikosti
micel.

Primérna velikost polymernich micel systému HA C6 s navazanym CoQ10 byla
stanovena na 42,6 + 5,0 nm. Velikost polymernich micel systému HA C18:1 s navdzanym
CoQ10 byla stanovena na 64,8 + 11,2 nm (Obr. 27). Z vysledkl jasné vyplyva, Ze velikost
polymernich micel HA C18:1 je nepatrné vétsi nez velikost polymernich micel HA C6.

42



Pfi srovnani téchto vysledkl s vysledky méreni hydrodynamického praméru castice
(metodou DLS) tomu bylo pravé naopak. U méfeni velikosti €astic pomoci DLS bylo zjisténo,
ze veétsi byly €astice systému HA C6 oproti systému HA C18:1.

Vysledky v ¢lanku Drug Delivery to the Skin From Sub-micron Polymeric Particle
Formulations: Influence of Particle Size and Polymer Hydrophobicity [25], ukazaly, Zze vice
NR se navazano do vice hydrofobnich polymernich &astic PS (cca 77 %) a méné NR do vice
hydrofilni formulace CAB (24 %). Zde je nyni nutné zdlraznit fakt, Ze v polymernich micelach
HA C18:1 bylo navazano vzdy véts§i mnozstvi (zhruba dvakrat) NR nez v polymernich
micelach HA C6. Vzhledem kvysledkim uvedenym ve zminéném ¢lanku se da
predpokladat, Ze polymerni micely HA C18:1 jsou hydrofébnéjSi nez polymerni micely
HA C6.

Tento pfedpoklad potvrzuje také to, ze kyselina olejova ma velmi dlouhy uhlikaty retézec,
ktery se nebude ochotné rozpoustét ve vodé. Za tohoto predpokladu by se dal vysvétlit fakt,
Ze pii méreni velikosti €astic pomoci DLS byla zmérena vétsi velikost €astic u systému HA
C6. Pokud je systém HA C6 opravdu méné hydrofébnéjsi nez systém HA C18:1, da se
piedpokladat, ze jeho molekuly byly schopny na sebe navazat mnohem vétsi mnozstvi vody,
a tim padem se zvétsil cely jeho hydrodynamicky primér. Naopak, pokud byl systém
HA C18:1 opravdu vice hydrofébnéjsi nez systém HA C6, da se predpokladat, Zze jeho
molekuly na sebe nevazaly vodu tak ochotné, jako v pfipadé HA C6. Diky tomu se
ve vysledku tolik nezvétSoval hydrodynamicky primér tohoto systému (HA C18:1), i kdyz
jsou ve skuteénosti (vysledky Cryo SEM) jeho micely vétsi.
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6.3 Vysledky méreni — penetra¢ni experimenty
Penetrovany byly systémy NR v nosici, NR v oleji, NR v PBS a NR v emulzi.
6.3.1 Penetrace NR v nosic¢i (HA C6 a HA C18:1)

Byla provedena Cerstvé kalibrace nilské Cervené v prostfedi ACN:PBS = 5:1; tuto kalibraci
muUzeme vidét na Obr 28. Kalibrace a veskeré extrakce probihaly v prostfedi ACN:PBS = 5:1.
Podobné experimenty byly totiz uskute¢nény a popsany v ¢lanku Drug Delivery to the Skin
From Sub-micron Polymeric Particle Formulations: Influence of Particle Size and Polymer
Hydrophobicity [25], kde NR extrahovali ze SC z adhezivnich pasek (metoda Tape —
Stripping) v ACN a to tfepanim po dobu minimalné 12 hodin. V naSem pfipadé jsme
extrahovali NR jak z epidermis tak z dermis. Kvantifikovano ale bylo také mnozstvi NR
vdonoru a akceptoru. Vzhledem ktomu, Ze nosiCové systémy byly davkovany na kuozi
v prostiedi PBS a faktu, Ze se nosi€ovy systém rozbije po pfidani pétinasobku organiky, byl
zvolen systém extrakce a veSkerého kvantifikacniho stanoveni v prostiedi ACN:PBS = 5:1.
Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 3.
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Obr. 28: Cerstva kalibrace NR v ACN:PBS = 5:1.
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Tabulka 3: Prehled vysledk(i penetraci nosi¢l, vyhodnoceno dle cerstvé kalibrace NR

vACN:PBS = b5:1; Vysledky ukazuji detekované mnozstvi NR oproti
davkovanému mnozstvi NR: priimér + SEM (hm. %), n = 6.
Vzorek Donor Epidermis Dermis Akceptor Recovery
HA C18:1, 5 hodin 37,51 £0,85 % 17,09 + 2,86 % 8,44 £2,78 % 0,00 % 63,04 + 4,07 %
HA C18:1, 20 hodin 21,93 £0,74 % 13,16 + 2,42 % 18,95 + 2,56 % 0,00 % 54,04 + 5,67 %
HA C6, 5 hodin 50,19 £3,19 % 10,24 + 0,95 % 4,64 £ 0,83 % 0,00 % 65,07 + 5,48 %
HA C6, 20 hodin 36,29 £0,99 % 10,69 + 1,11 % 16,68 + 1,46 % 0,00 % 63,66 + 1,84 %

Vzhledem k velmi nizkému celkovému recovery a zjisténi, Ze intenzita fluorescence
se meéni v Case, byla proméfena kalibra¢ni kfivka NR v ACN:PBS = 5:1 v €asech 5 a 20
hodin. Vzorky byly pfed proméfenim uloZeny v inkubatoru, za stejnych podminek, jako mély

penetrované vzorky. Tuto kalibraéni kfivku vidime na Obr. 29.
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Obr. 29: Kalibraéni krivka NR v ACN:PBS = 5:1 v inkubatoru 5 a 20 hodin.

Z rovnic ziskanych touto kalibraci (Obr. 29) je jasné patrné, ze pro ¢as 5 hodin celkové
recovery poklesne. Tento pokles Cinil asi 10 % (hm.) oproti Cerstvé kalibraci. Konkrétné
uHAC6 z63,04 £4,07 % (hm.) na 54,05 = 3,49 % (hm.). Podobné tomu bylo u systému
HA C18:1. U 20ti hodinové penetrace se vysledné recovery nepatrné zvysilo.
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Na zékladé poznatku z literatury [50] jsem predpokladala, Ze se nosiCové systémy rozbiji
ve SC, a do epidermis, pfipadné dermis pak penetruje pouze nilskd Cerven. Napadné nizka
vysledna recovery, ziskana prozatim vyzkousenymi kalibracemi ale naznagila jiny problém.
Vysledky naznacovaly, Ze by se do klze spolu s NR mohl dostat také samotny nosic.

Na zakladé téchto vysledkl byla pfipravena jesté jedna nova kalibra¢ni kfivka. Tato
kalibra€ni krivka byla pro nosiCové systéemy HA C6 a HA C18:1 s navazanou NR v prostiedi
ACN:PBS = 5:1 v €asech penetrace 5 a 20 hodin. Vzorky pfed proméfenim této kalibracni
kiivky byly uchovany za stejnych podminek, jaké mély vzorky pfi samotné penetraci (5 a 20
hodin v inkubatoru pfi 37 °C, po odebrani byly minimalné 15 hodin na tfepacce a poté bylo
provedeno promeéreni vzorkl). Kalibracni kfivky obou nosi¢ovych systéml v ¢asech
5 a 20 hodin jsou znazornény nize (Obr. 30 a 31).
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N

XHA C6 v ACN:PBS = 5:1, inkubovano 5 hodin
XHA C18:1 v ACN:PBS = 5:1, inkubovéano 5 hodin
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Obr. 30:  Kalibra¢ni kfivka nosic¢ovych systém( HA C6 a HA C18:1; 5 hodin v inkubatoru,
minimalné 15 hodin na tfepacce a nasledné proméreni.
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Obr. 31:  Kalibra¢ni kfivka nosic¢ovych systémd HA C6 a HA C18:1; 20 hodin v inkubatoru,

minimalné 15 hodin na tfepacce a nasledné proméreni.

Na zakladé téchto kalibraénich kfivek byly znovu vyhodnoceny vysledky a to vzdy
pro kazdy ¢as zvlast. Vysledky vztazené ke kalibraénim kfivkam nosicd v ¢ase jsou uvedeny
v Tabulce 4.

Tabulka 4: Prehled vysledkl penetraci nosicl, kvantifikace vyhodnocena dle kalibrace
nosict s navazanou NR v ACN:PBS = 5:1 pro ¢asy 5 a 20 hodin. Vysledky

ukazuji detekované mnozstvi NR oproti davkovanému mnozstvi NR:
prdmér + SEM (hm. %), n = 6.
Vzorek Donor Epidermis Dermis Akceptor Recovery
HA C18:1, 5 hodin 38,73 £0,88 % 17,64 + 2,95 % 8,71 £2,87 % 0,00 % 65,08 + 4,20 %
HA C18:1, 20 hodin 28,92 £0,97 % 17,36 + 3,19 % 25,00 £ 3,38 % 0,00 % 71,28 +7,48 %
HA C6, 5 hodin 57,87+ 2,32 % 12,81 +1,18 % 5,80 £ 1,04 % 0,00 % 76,48 £ 6,85 %
HA C6, 20 hodin 49,90 £1,34 % 14,70 + 1,52 % 22,93 +2,01 % 0,00 % 87,53 £2,53 %

Pfi vyhodnoceni vysledkl dle kalibra¢ni kfivky nosic¢h v danych ¢asech bylo zjisténo
celkové vys$Si recovery. U systému HA C6 jsou vysledna recovery vySSi nez u systému
HA C18:1. Usystému HA C6 v Ease 20 hodin se v€. odchylky dostavame k recovery
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90 % (hm.). Tyto vysledky by mohly naznaCovat, ze se do epidermis i dermis dostala NR
v nosici, nikoli samotna NR.

Z vysledkill (Tabulka 4) je také patrné, ze mnozstvi detekované v epidermis je pro vSechny
systémy a Casy témér shodné. U dermis toto pravidlo ale neplati. Pro penetrace v ¢ase 20
hodin je v dermis mnohem vys$&i mnozstvi NR, nez pro penetrace v €asech 5 hodin.

Veskeré ziskané vysledky byly také ovéreny pomoci fluorescenéni mikroskopie, kdy byly
vSechny penetrované vzorky — resp. jejich histologické fezy vyfoceny. Jako prvni byla
vyfocena Cista kGize penetrovana pouze PBS. Tyto snimky mizeme vidét na Obr. 32.

Obr. 32:  Histologicky fez - cista kGze. Vlevo fotografie bez filtru, ¢as expozice 5 ms.

v v/

Vpravo fotografie s filtrem TRITC, €as expozice 3 s. Méfitko 500 pum.
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Obr. 33:  Histologicky fez: nosi€ HA C6. V levé €asti — fotografie bez filtru (Cas expozice
5 ms), v pravé casti — fotografie s filtrem TRITC (€as expozice 3 s). V horni ¢asti
obrazku systém HA C6, €as penetrace 5 hodin. Ve spodni &asti systém HA C6,

v v/

¢as penetrace 20 hodin. Méfitko 500 pm.

Na Obr. 33 vidime histologické fezy jednotlivych kizi s penetrovanou NR v nosic¢i HA C6.
Tyto snimky byly nafoceny stejnym zplsobem jako Cista kGze (dllezité jsou stejné expozicni
¢asy). U systému HA C6 je rozdil mezi 5 a 20 hodinami malo viditelny, ale presto vidime,
Ze u 20ti hodinové penetrace je vétsi mnozstvi NR v dermis. Tyto vizualni vysledky nam
potvrdily kvantitativni vyhodnoceni NR v epidermis a dermis.

Na Obr. 34 pak vidime stejné fotografie pro systém NR v nosi¢i HA C18:1. U systému
HA C18:1 je rozdil v Casech penetrace zfetelnéjSi. Na prvni pohled je patrno, ze u 20ti
hodinové penetrace je mnozstvi NR v dermis mnohem vétsi, nez u 5ti hodinové penetrace.
Tyto fotografie nam opét potvrdily vysledky u kvantitativniho vyhodnoceni vzorka.
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Obr. 34:  Histologicky fez: nosi¢ HA C18:1. V levé €asti — fotografie bez filtru (Cas expozice
5 ms), v pravé casti — fotografie s filtrem TRITC (€as expozice 3 s). V horni ¢asti
obrazku systém HA C6, €as penetrace 5 hodin. Ve spodni &asti systém HA C6,
¢as penetrace 20 hodin. Méfitko 500 pm.

V pfipadé penetrovanych polymernich micel HA C6 a HA C18:1 bylo mnozstvi NR
navazané v micele HA C18:1 vzdy vy$8i a to zhruba dvakrat oproti mnozstvi NR navazané
v polymerni micele HA C6.

Z provedenych penetraénich experimentl vyplyvd, Ze polymerni micely HA C18:1
vykazuji lepSi penetracni vlastnosti nez polymerni micely HA C6. Tento fakt koresponduje
s vysledky v €lanku Drug Delivery to the Skin From Sub-micron Polymeric Particle
Formulations: Influence of Particle Size and Polymer Hydrophobicity [25].
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6.3.2 Penetrace NR v oleji

Byla promérena kalibracni kfivka NR v oleji (Obr. 35), dle této kalibracni kfivky pak bylo
vyhodnoceno mnozstvi NR v donoru. Mnozstvi NR v epidermis a dermis bylo stanoveno dle
Cerstvé kalibragni kfivky NR v ACN:PBS = 5:1 (Obr. 28).

Tisice

Intenzita fluorescence (AU)

60

50 1 y = 47486x
R2 = 0,981

40 -

20

0,4

0,6 0,8

Koncentrace NR (pg/ml)

Obr. 35: Kalibraéni kfivka NR v oleji

1,2

Tabulka 5: Prehled vysledkl penetraci NR v oleji. Vysledky ukazuji detekované mnozstvi NR

oproti davkovanému mnozstvi NR: pramér + SEM (hm. %), n = 6.

Vzorek Donor Epidermis Dermis Akceptor Recovery
NR v oleji, 5 hodin 79,57 + 3,46 % 0,67 £ 0,04 % 0,92 £ 0,08 % 0,00 % 81,16 £ 3,44 %
NR v oleji, 20 hodin | 52,61 + 3,05 % 0,93 £0,12 % 0,93 £ 0,06 % 0,00 % 54,47 +3,15 %

Fotografie z fluorescenéniho mikroskopu mizeme vidét na Obr. 36.
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Obr. 36:  Histologicky fez: nilska Cerven v oleji. V levé €asti — fotografie bez filtru (Cas
expozice 5 ms), v pravé €asti — fotografie s filtrem TRITC (Eas expozice 3s).
V horni €asti obrazku €as penetrace 5 hodin. Ve spodni Casti as penetrace
20 hodin. Méfitko 500 pm.

Z uvedenych vysledkl (Tabulka 5) a pfi pohledu na snimky z fluorescenéniho mikroskopu
(Obr. 36) je evidentni, Ze nilska cerven v oleji do kiize nepenetrovala témér vibec. Jediné,
co na snimcich sviti oproti Cisté kGzi je SC, které svou bariérovou funkci kiize v tomto
piipadé splnilo dokonale. Detekované mnozstvi NR v epidermis i dermis bylo pro oba &asy
penetrace pod hranici 1 % (hm.) oproti davkovanému mnozstvi NR.
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6.3.3 Penetrace NR v PBS - disperze

Tento pokus byl opét proveden jako kontrola a srovnani penetraénich vlastnosti
s nosicovymi systémy. Pro vyhodnoceni vSech €asti, které byly kvantifikovany, byla pouzita
Cerstvad kalibrace NR v ACN:PBS = 5:1. Tuto kalibraéni kfivku muzeme vidét vySe
na Obr. 28.

Tabulka 6: Prehled vysledkl penetraci NR v PBS. Vysledky ukazuji detekované mnozstvi
NR oproti davkovanému mnozstvi NR: primér + SEM (hm. %), n = 3. Udaje
u vzorku (v zavorce) znaci: HA C18:1 — koncentrace nilské ¢ervené v PBS byla
stejnd jako navazané mnozstvi NR v systému HA C18:1. To samé plati pro
systém HA C6. Udaj 5 a 20 hodin znaéi dobu penetrace.

Vzorek Donor Epidermis Dermis Akceptor Recovery

NR v PBS, (HA C18:1, | 69,48 +4,02 % 2,32+0,31% | 1,67+0,70 % 0,00 % 73,47 + 6,55 %
5 hodin)

NR v PBS, (HA C18:1, | 7711 +4,41% 6,00 +2,89% | 6,21+1,16% 0,00 % 89,32 + 8,92 %
20 hodin)

NR v PBS, (HA C6,| 66,57+491% | 1,85+0,31% | 1,09+1,07% | 000% | 69,51 +8,73 %
5 hodin)

NR v PBS, (HA C6, | 63,73+1,34% 3,86 +0,86% | 3,28+0,54 % 0,00 % 70,87 + 4,43 %
20 hodin)

Z vysledkd uvedenych v tabulce (Tabulka 6) vyplyva, Zze se do klze napenetrovalo
relativné velké mnozstvi NR a to hlavné v pfipadé penetrace 20 hodin. NR je nerozpustna
v PBS. NR byla v tomto pfipadé davkovana jako disperze — tedy pevny, nerozpustény podil
NR dispergovany v PBS.

Predpokladala jsem, Ze Casem cCastice sedimentovaly na klzi. Kize je sama o sobé
mastnd a tim si také vysvétluji vysledky penetracnich experimentl. NR, ktera sedimentovala
na kuzi, se postupné rozpustila v tuku z kiize a diky tomu se snaze dostala i do hlubsi vrstvy
kize — dermis. Pro vizudlni ovéreni téchto vysledk( byly opét porizeny fotografie
z fluorescenéniho mikroskopu. Tyto snimky mdzeme vidét na Obr. 37. Zobrazeny jsou
fotografie, kde bylo penetrovano vétsi mnozstvi NR (tedy stejné mnozstvi NR, jako bylo
obsazeno v systému HA C18:1).
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Obr. 37:  Histologicky rez: Nilska ¢erven v PBS, koncentrace NR jako v HA C18:1. V levé
casti — fotografie bez filtru (€as expozice 5 ms), v pravé ¢asti — fotografie s filtrem
TRITC (¢as expozice 3s). V horni &asti obrazku &as penetrace 5 hodin.

v v/

Ve spodni €asti €as penetrace 20 hodin. Méfitko 500 um.

Na Obr. 37 vidime v horni ¢asti fotografie penetraci v ¢ase 5 hodin. MiZzeme zde vidét,
ze fluoreskuje v podstaté jen SC a lehce epidermis, u dermis neni fluorescence pfili§ patrna.
Na spodni ¢asti obrazku vidime stejny systém v Case penetrace 20 hodin. Zde je jasné
fluoreskujici SC, epidermis a €aste€né i dermis. Tyto vizualni vysledky opét koresponduji
s vysledky kvantitativniho vyhodnoceni obsahu NR v epidemis i dermis.
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6.3.4 Penetrace NR v emulzi

V$e bylo vyhodnoceno dle kalibrace nosi¢d s NR v ¢asech 5 a 20 hodin.

Tabulka 7: Prehled vysledkd penetraci NR v emulzi. Vysledky ukazuji detekované mnozstvi
NR oproti davkovanému mnozstvi NR: primér £ SEM (hm. %), n = 3.

Vzorek Oplach Epidermis Dermis Akceptor Recovery
NR v oleji + HA C18:1;

19,89 + 2,07 % 0,54 £0,13 % 0,60 £ 0,18 % 0,00 % 21,03 +1,97 %
5 hodin
NR v oleji + HA C18:1;

27,44 + 0,89 % 0,66 + 0,09 % 0,82 £ 0,00 % 0,00 % 28,92 + 0,98 %
20 hodin
NR v oleji + HA C6;

34,96 + 2,69 % 1,18+ 0,17 % 1,19 £ 0,09 % 0,00 % 37,33 +2,93 %
5 hodin
NR v oleji + HA C6;

46,63 + 8,02 % 0,74 £ 0,20 % 1,48 £ 0,31 % 0,00 % 48,85 + 8,49 %

20 hodin

Donor nebyl v pfipadé emulze na fluorescenénim readeru proméfen. Emulze by se
na fluorescenénim readeru proméfovala velmi $patné. Kiize byla pouze oplachnuta v PBS.

Mnozstvi NR kvantifikované v oplachu je uvedeno ve sloupci ,Oplach®.

Dale byla

extrahovana nilska cerven z epidermis a dermis. Z uvedenych vysledk( (Tabulka 7) vyplyva,
Ze v pfipadé penetrovaného systému NR v emulzi, do epidermis a dermis penetrovalo jen
minimalni mnozZstvi NR. Fotografie z fluorescenéniho mikroskopu jsou zobrazeny nize
(Obr. 38 a 39). Na téchto fotografiich Ize vidét pouze lehce fluoreskujici SC. U systému HA
C6 je i na fotografiich vidét, ze se do epidermis i dermis dostalo nepatrné vétsi mnozstvi NR.
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Histologicky fez: Nilska €erven v emulzi + nosi¢ HA C6; v levé Casti — fotografie
bez filtru (Eas expozice 5 ms), v pravé casti — fotografie s filtrem TRITC (Cas
expozice 3s). V horni €asti obrdzku €as penetrace 5 hodin. Ve spodni ¢asti ¢as

v v/

penetrace 20 hodin. Méfitko 500 pm.

56



Obr. 39:

Histologicky fez: Nilska cervenn v emulzi + nosi€ HA C18:1; v levé Casti —
fotografie bez filtru (Cas expozice 5 ms), v pravé €asti — fotografie s filtrem TRITC
(Cas expozice 3s). V horni €asti obrazku €as penetrace 5 hodin. Ve spodni Easti
¢as penetrace 20 hodin. Méfitko 500 pm.
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6.4 Shrnuti vSech vysledkd

Tabulka 8: Vysledky kvantifikace mnozstvi NR v epidermis a dermis v ¢asech penetrace

5 a 20 hodin.
Epidermis, Epidermis, Dermis, Dermis,
S hodin 20 hodin 5 hodin 20 hodin
W HA C6 ' 12,81 A 14,70 ' 5,80 ’ 22,93
HHA C18:1 [ 17,64 17,36 871 25,00
B NR v oleji . 0,67 0,93 0,92 0,93
ENRvPBS(HACS6) ' 1,85 ‘ 3,86 ‘ 1,09 ‘ 3,28
B NRvPBS (HAC18:1) . 2,32 ’ 6,00 . 1,67 ' 6,21
B NRvemulzi (HA C6) . 1,18 . 0,74 ‘ 1,19 A 1,48
NRvemulzi (HA C18: 1). 0,54 . 0,66 . 0,60 . 0,82

Z celkovych vysledkl srovnani vSech penetrovanych systémd a mnozstvi NR
kvantifikované v epidermis a dermis v ¢asech penetrace 5 a 20 hodin (Tabulka 8) vyplyva, ze
nejlepsi penetracni vlastnosti vykazoval systém HA C18:1. Z epidermis i dermis bylo v obou
¢asech extrahovano nejvétsi mnozstvi NR ze véech penetrovanych systémd.

Dalsim bodem, ktery by se dal diskutovat je samotné kvantitativni vyhodnoceni. Misto
fluorescencni spektroskopie a stanoveni mnozstvi NR na fluorescenénim readeru by se dalo
uvazovat o pouziti stejného zplsobu jako pouzili v ¢lanku Drug Delivery to the Skin From
Sub-micron Polymeric Particle Formulations: Influence of Particle Size and Polymer
Hydrophobicity [25]. V jejich pfipadé extrahovali NR ze SC v acetonitrilu (pomoci
adhezivnich pasek). Extrakt po minimalné 12 hodinovém trepani filtrovali pfes 0,45 um filtr
do HPLC vialek. Mobilni faze byla 80:20 v/v acetonitril a voda. NR byla méfena pomoci
metody HPLC s fluorescenénim detektorem. Excitace byla nastavena na 559 nm a emise
byla snimana pfi 630 nm. V tomto ¢lanku udavali, ze detekéni limit touto metodou byl 0,34
ng/ml. Pomoci kalibra¢nich kfivek pfi méfeni na fluorescenénim readeru jsme zjistili, Zze
detekéni limit NR touto metodou byl cca. 5 ng/ml. Metoda HPLC tedy dokaze detekovat
mnohem mensi mnozstvi NR. Z téchto Gdaju tedy vyplyva, Ze detekce na HPLC by byla
pravdépodobné presnéjSi. Museli bychom ale zavést novou metodu na stanoveni NR timto
zpusobem. Vyhodou kvantifikace mnozstvi NR na fluorescenénim readeru byla predevsim
rychlost analyzy.
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6.5 Statistické zpracovani vysledku
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ENR v PBS (HA C18:1) 2,32 1,67
uNR v emulzi (HA C6) 1,18 1,19
NR v emulzi (HA C18:1) 0,54 0,60

Obr. 40:  Statistické srovnani navazaného mnozstvi NR v epidermis a NR v dermis pro ¢as
penetrace 5 hodin (n = 6), * pro p < 0,05 zkoumany systém vs. kontrola (NR
v oleji), ** pro p < 0,01 zkoumany systém vs. kontrola (NR v oleji).

Vysledky na Obr. 40 ukazuji statisticky vyznamné rozdily mezi kvantifikovanym
mnozstvim NR v epidermis a dermis u penetrovanych systémud a NR v oleji v ¢ase penetrace
5 hodin. Z vysledkl jasné vyplyva, ze signifikantni vaéi kontrole (NR v oleji) byly v epidermis
oba nosi€ové systémy s navazanou NR, a dale pak NR v PBS, pfi koncentraci NR stejné
jako byla u penetrovaného systému HA C18:1. V dermis vykazovaly signifikantni vysledky
oba nosic¢ové systémy (HA C6 a HA C18:1) s navazanou NR vUci kontrole (NR v oleji).
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Obr. 41:  Statistické srovnani navazaného mnozstvi NR v epidermis a NR v dermis pro
¢as penetrace 20 hodin (n = 6), * pro p < 0,05 zkoumany systém vs. kontrola (NR v oleji),
o pro p < 0,01 zkoumany systém vs. kontrola (NR v oleji).

Vysledky na Obr. 41 ukazuji signifikantni rozdily u kvantifikovaného mnozstvi NR
v epidermis a dermis mezi penetrovanymi systémy a NR v oleji v €ase penetrace 20 hodin.
Z vysledkud vyplyva, ze signifikantni viéi kontrole (NR v oleji) byly v epidermis oba nosi¢ové
systémy s navazanou NR a dale pak NR v PBS, pfi koncentraci NR stejné jako byla
v penetrovaném systému HA C6. V dermis vykazovaly signifikantni vysledky vici kontrole
(NR v oleji) oba nosicové systémy (HA C6 a HA C18:1) s navazanou NR a také NR v PBS
o koncentraci NR stejné, jako byla v nosiCovém systému HA C18:1.

Z vyse uvedenych vysledk(l vyplyva, Ze oba nosiCové systémy s navazanou nilskou
Cerveni vykazovaly vyborné penetrani vlastnosti. Dale se ukazalo, ze i systém NR v PBS
penetroval do kuze. Ovéem u tohoto systému bylo detekovené mnozstvi NR v epidermis a
dermis mnohem mensi nez u obou systém( NR v nosicich.

60



30

25 -
£ 2 -
£
£ 15 -
X
g 10 -
b
>
]
£ s
=
w 0 i
Epidermis, Epidermis, Dermis, Dermis,
5 hodin 20 hodin 5 hodin 20 hodin
m HA C6 12,81 14,70 5,80 22,93
m HA C18:1 17,64 17,36 8,71 25,00

Obr. 42:  Statistické srovnani navazaného mnozstvi NR v epidermis (v€. SC) a dermis
u systémud HA C6 a HA C18:1 mezi sebou v penetrovanych ¢asech 5 a 20 hodin
(n=6). * pro p < 0,05 nosi€ovy systém HA C6 vs. nosi€ovy systém HA C18:1.

Ze statistického srovnani nosi¢ovych systémd HA C6 a HA C18:1 mezi sebou nevyplyva
Zadny statisticky vyznamny rozdil. Toto srovnani mazeme vidét na Obr. 42.

Diky tomuto statistickému srovnani obou nosicovych systém(i s navazanou NR mlzeme
vyvratit to, ze systém HA C18:1 je lepSim penetracnim systémem nez systém HA C6, jak
nam naznacily predchozi vysledky.
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Byly shromazdény literarni poznatky o nosi€ovych systémech s dirazem na polymerni
micely. Na zakladé téchto literarnich poznatkl byly navrzeny postupy a metody
pro penetracni experimenty.

Byly provedeny penetrani experimenty se dvéma typy polymernich micel (HA C6
a HA C18:1) s vyuzitim nilské ¢ervené jako nesené latky. Mnozstvi NR navazané v kiizi bylo
nasledné kvantifikovano a vzorky kuze byly nafoceny pod fluorescenénim mikroskopem.

Z vyhodnoceni téchto penetraénich experimentd vyplynulo, Ze polymerni micely na bazi
hydrofobizované kyseliny hyaluronové byly vhodné pro topické pouziti. Tyto micely byly
schopny penetrovat kUzi, a to az do dermis, pficemZz do akceptoru se nilska Cerven
nedostala. Tento vysledek byl velmi pozitivni, da se z néj totiz pfedpokladat, ze tyto nosi€ové
systémy alatky, které jsou v nich navazany, pravdépodobné nebudou prostupovat
do krevniho fecisté. Cas penetrace 20 hodin byl zvolen jako kontrola rizikovosti prichodu
polymernich micel do krevniho fecisté. Ze statistického srovnani systému HA C6 a HA C18:1
nevyplynuly Zadné statisticky vyznamné rozdily.

Byla provedena z&kladni charakterizace polymernich micel s vyuzitim CoQ10 jako nesené
latky, pro potencialni kosmetickou aplikaci.

V této diplomové praci bylo dosazeno vSech predepsanych cill.

Béhem reseni této DP vyvstala otazka, zda do kiize prochazi pouze samotna NR a nosic¢
se rozbije ve SC, nebo prochazi NR spolu s nosi€ovym systémem. Na tuto otazku jesté
dlouho nebudeme znat odpovéd. Tato nejasnost by mohla byt impulzem k dal§imu badani
v této oblasti.

Dal$i véci, nad kterou by bylo vhodné se do budoucna zamyslet, je volba fluorescenéni
sondy. Nilska cerven, jakozto fluorescenéni sonda, citlivd na polaritu svého okoli se zdala byt
problematickou pfi kvantitativnim vyhodnocovani NR. Navic bylo zji§téno, ze se intenzita
fluorescence NR ménila v ¢ase. Za zvazeni by stdla zména fluorescencni sondy, nebo
pouziti jiné metody pro kvantifikaci mnozstvi NR v kazi.

Byla provedena z&kladni charakterizace polymernich micel na bazi hydrofobizované
kyseliny hyaluronové. Tato charakterizace byla provedena u obou polymernich micel (HA C6
a HA C18:1) snavazanym CoQ10 a NR. Ztéto zakladni charakterizace bylo zjisténo,
Ze vysledna velikost polymernich micel se pohybovala pod hranici 100 nm.

Na zakladé provedenych penetracnich experimentli nosi¢ovych systému s navazanou NR
bych navrhovala provedeni dalSich penetracnich experiment(, pfipadné také in vivo testd
téchto nosi¢ovych systému. Tentokrate véak s navazanym CoQ10 pro potvrzeni ¢i vyvraceni
piedpokladu, ze by tyto systémy mély prokazovat velmi dobré penetraéni vlastnosti, a byt tak
kdzi velmi prospésné.
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