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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Bc. Michaela Rosecka

Skolitel: Doc. PharmDr. Hana Sklenafova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Monitorovani toxikologickych testl

Cilem této prace bylo monitorovani kinetickych profili permeace fluorescencniho
markeru pfes monovrstvu bunék (MDCKII-MDR) pomoci sekvencni injekéni analyzy.
K tomuto ucelu byl vyuzit novy typ cely, ktery umoznuje méfeni ze 2 kompartmentu

— donorového a akceptorového.

Cela byla béhem experimentu termostatovana na 37°C a obsah akceptorového
kompartmentu byl nepfetrzité michan. Experiment byl vZzdy nékolikrat opakovan, aby
byla zajisténa opakovatelnost interakce latky s membranovym transportérem.

Inserty s monovrstvou bunék MDCKII-MDR byly po kazdém experimentu vyménény.

Bunky pouzité v tomto experimentu mély geneticky modifikovany P-glykoprotein. K
on-line monitorovani extracelularniho transportu byl vyuzit Rhodamin 123 jakoZzZto

fluorescencéni marker.

Kinetika prichodu tohoto markeru byla sledovana pomoci plné automatizovaného
systému sekvencni injekéni analyzy, a to v pétiminutovych intervalech vzdy po dobu
120 minut. Vzorek byl vzdy v jednom cyklu odebiran z donorového kompartmentu,

v nasledujicim cyklu pak z kompartmentu akceptoroveho.
Dale byl zkouman vliv inhibitoru P-glykoproteinu, kterym byl v této praci verapamil.
Byl sledovan jeho ucCinek na vysledny kineticky profil, ktery se projevil inhibici

testovaného transportéru.



ABSTRACT
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The aim of this work was to monitor kinetic profiles of permeation of fluorescent
marker through cell monolayer (MDCKII-MDR) by sequential injection analysis. For
this purpose, a new type of permeation module was prepared that could measure

from 2 compartments — donor and acceptor.

The module was thermostated at 37°C during the experiment and liquid in the
acceptor compartment was continuously agitated. Experiments were repeated to
observe difference in interaction of fluorescent marker with cell membrane
transporter. MDCKII-MDR monolayer cell inserts were replaced after the

experiments.

The cell line used in this experiment include a genetically modified P-glycoprotein.
Rhodamine 123, the fluorescent agent, was applied for on-line monitoring of

extracellular transport.

The permeability kinetics of this marker was monitored using a fully automated
sequential injection analysis system with five minutes sampling intervals for the
testing period of 120 minutes. The sample was taken from the donor compartment

in one cycle, and from the acceptor one in the next cycle.

Then, the effect of the P-glycoprotein inhibitor, which was verapamil in this work,
was investigated. Its inhibition effect on the cell membrane transporter was proved

in the resulting obtained kinetic profile.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
DMSO - dimethylsulfoxid

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle's medium
FIA — pratokova injekéni analyza

LOV - lab-on-valve

MSFIA — multisyringe flow injection analysis
P-gly — P-glykoprotein

Rho 123 — Rhodamin 123

SIA — sekvencéni injekéni analyza

SIC — sekvencni injekéni chromatografie
SI-LOV — lab-on-valve v kombinaci se sekvencni injek¢ni analyzou

Ver — verapamil



1. UvoD

V dnesni dobé je kladen dliraz na zpracovani co nejvétsiho poctu vzorku, a to nejen
v klinickych laboratofich, ale i ve vyzkumu. Pokud by se kazdy vzorek musel
zpracovavat rucné, nebyly by vysledky ziskané dostatecné rychle ani dostatecné
presné. Proto je vyvijen velky tlak na automatizovani odbéru a analyzy vzorku. K
tomuto ucelu se mohou vyuzivat neseparacni pritokové metody, jako je pratokova
injekCni analyza a sekvencni injekCni analyza. Jednak pro jejich nenarocnost na
obsluhu, rychlost analyzy a kompatibilitu s mnoha detektory, tak i pro usporu
organickych rozpoustédel a mnozstvi modifikaci jednotlivych pFistroj0 a metod.
Presto jejich vyuZziti v nemocnicni klinické praxi je mizivé, uplatiiuji se zejména v
analyze Zivotniho prostfedi a ve vyzkumu napf¥. pfi farmakologickych/toxikologickych

experimentech.

V této diplomoveé praci byl vyuzit novy typ permeacni cely, ktery byl vytiStén na 3D
tiskarné. Pravé 3D tisk umoziuje rychlé uskuteCnéni nékterych zajimavych
modifikaci, k nimz patfi i tato cela. Tato cela byla testovana pro automatizaci
permeace Rhodaminu 123 pfes monovrstvu bunék s P-glykoproteinovym
membranovym transportérem, a jeho pfipadné inhibice verapamilem, s pouZitim

sekvencni injekCni analyzy.



2. CILE A POPIS ZADANI PRACE

Cilem této prace bylo vyzkouset novy typ 3D tisténé permeacni cely s pomoci
sekvencni injekéni analyzy a optimalizovat podminky méfeni pro permeacni studii
transportu Rhodaminu 123 monovrstvou bunék MDCKII-MDR1. Cilem bylo zjistit
pomér koncentraci Rhodaminu 123 a verapamilu, inhibitoru P-glykoproteinového
transportéru, ktery chrani bunku pfed vstupem Rhodaminu, a ¢as nutny pro tuto
inhibici, respektive blokaci tohoto transportéru, jelikoZ bylo provedeno monitorovani
permeace Vrealném case. DalSim cilem bylo ovéfit kompatibilitu pouZzitého
materialu 3D tisténé cely a to nejen s pouzitymi chemikaliemi, ale

i s Zivotaschopnosti bunék a s funkénosti membranového transportéru.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Neseparacni prutokové metody

Neseparacni prutokové metody prosly od zavedeni pratokové injekéni analyzy
velkym vyvojem, coz dokazuje znacné mnozstvi ¢lankl na toto téma. Jedna se tedy

0 vyspélé a Siroce uznavané techniky [1].

3.1.1 Pratokova injekéni analyza (FIA)

Pratokova injekéni analyza (FIA) vedla k vyznamnému pokroku v oblasti
automatizace pripravy vzorku, pfedevsim diky své ucinnosti, spolehlivosti, rychlosti
a robustnosti, a to vSe bez rizika chyb pfi manualnim provedeni. Od svého zavedeni

v roce 1975 si ziskala fadu pfiznivcua [1].

Principem této metody je vstfiknuti definovaného objemu vzorku do nosného
proudu, ktery slouzi zaroven jako nosic, a jeho transport do pratokoveé cely detektoru.
V Case mezi vstiiknutim a vlastni detekci mize byt vzorek chemicky i fyzikalné

modifikovan, aby bylo mozné analyt co nejlépe detekovat [2].

Vyhodou této metody je jednoznacné to, Ze nepotiebuje Zadné drahé vybaveni. Ve
srovnani s jinymi metodami nabizi rychlé davkovani vzorkd, pfesnost a pfredevsim
univerzalnost. Tato metoda se zda jako vhodna pro tzv. zelenou chemii, jelikoz se
vyznacuje jak nizsi spotfebou organickych rozpoustédel, tak Cinidel obecné [2].

VysSe uvedené vyhody jsou hlavnim divodem pro rostouci zajem o tuto metodu.

Tomu napomaha i fakt, zZe pfistroj FIA je kompatibilni se Sirokou Skalou detektoru,

od jednoduchého UV spektrofotometru, prfes fluorescencéni, chemiluminiscenéni a

Vi vivs

spektrometru [2]. V rutinnich analyzach se FIA uplatiuje pouze v kontrole kvality

povrchové vody.
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Obrazek 1 — Schéma pristroje FIA (S — vzorek; C — nosny proud; R — &inidlo;
Pp — peristaltické ¢erpadlo; RC — reakéni civka; D — detektor; W — odpad) [3]

3.1.2 Sekvencéni injekéni analyza (SIA)

Sekvencni injekéni analyza (SIA) byla pfedstavena v roce 1990 a ihned se stala

jednou z nejvyznamnéjsich pritokovych metod.

Principem této metody je to, Zze vzorek, Cinidla a dalSi roztoky jsou postupné
nasavany pres vicecestny selekéni ventil smérem k misici civce a poté pfi obraceni
sméru toku transportovany do pratokové cely detektoru [4]. SIA systém je zalozen
na presné naprogramovanych cyklech, které zabezpecuji dokonalé sladéni
pistového Cerpadla s vicecestnym selekénim ventilem. Pravé tato synchronizace a
reprodukovatelnost téchto krokl je nutnou podminkou spravného fungovani SIA

systému [5].

Béhem nékolika let se SIA ukazala jako vykonna a univerzalni technika pro
automatizaci nejriznéjSich analytickych postupu. Stejné jako u FIA systému, i SIA
systém Ize spojit se Sirokym spektrem detektord od UV spektrofotometrie,
fluorescence, chemiluminiscence, turbidimetrie, pfes elektrochemické detektory,

atomovou absorpéni i emisni spektrofotometrie az po hmotnostni spektrometrii [6].

Tato technika proto nalezla uplatnéni v Siroké Skale oboru. V analyze Zivotniho
prostiedi se vyuziva ke stanovovani nékterych anorganickych iontd ve vodé, jelikoz
je mozné stanoveni vice iontl najednou. Nejvyznamnéjsi analytickym vyuzitim SIA
v tomto odvétvi je nejspis§ stanoveni dusitant a dusi¢nand v pitné vodé, v rutinnich
laboratofich se ale stale vyuZivaji pouze FIA systémy. V SIA systému je mozné
stanovovat také herbicidy nebo stopova mnozstvi tézkych kovd. DalSim polem
pusobnosti SIA metod je bioanalyza, zejména pak imunoanalytické reakce antigenu

12



s protilatkou, pfipadné reakce enzymu se substratem. Imunoanalyza pomoci SIA se

vyuziva i ve farmacii ke stanoveni nékterych druhu léCiv [7].

HC SV RC

Obrazek 2 — Schéma pristroje SIA (P — ¢erpadlo; HC — misici civka; SV — selekéni ventil;
S — vzorek; R — éinidlo; RC — reakcni civka; D — detektor; W — odpad) [3]

3.1.3 Budoucnost prttokovych metod

Ackoliv by se mohlo zdat, Ze prltokové metody jsou na takové urovni, ze je neni
mozné dale zdokonalovat, opak je pravdou. At uz v oblasti miniaturizace celého

systému, analyzy vice vzorkl nebo v tzv. zelené chemii.

3.1.3.1 Lab-on-valve (LOV)

Treti generace prutokovych metod, lab-on-valve (LOV), ma oproti svym star§im
kolegynim specifické vyhody umoznujici nové aplikace. Pravé zavedeni této
metody, zejména v kombinaci se SIA metodou (SI-LOV), vedlo k odstranéni
nékterych nevyhod pfedeslych prutokovych metod. Jednou z téchto nevyhod, kterou
SI-LOV pomohlo odstranit, bylo naruseni reaktivniho povrchu kolonky pfi online

extrakci na tuhych fazich nebo vznik zpétného tlaku v plnéném reaktoru [1].

Miniaturizovany systém LOV ma velky potencial byt zafizenim, které by umozriovalo

automatizovat jakykoliv chemicky nebo fyzikalni proces [1].
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Obrazek 3 — Miniaturizovany LOV systém (carrier — nosny proud; holding coil — zadrZzova
civka; mixing coil — misici civka; LOV — lab-on-valve; peristaltic pump — peristaltické
Cerpadlo; waste — odpad; syringe pump — pistové Cerpadlo; flow cell — pritokova cela; fiber
in/out — vstup/vystup optického viakna; closed channel — zavieny kanal; sample solution —
roztok vzorku) [1]

3.1.3.2 Multisyringe flow injection analysis (MSFIA)

Jedna se o zajimavou metodu vyuzivajici moznost paralelni prace jako u FIA
systému a zaroven robustnost systému SIA [8]. Zakladem této techniky je napojeni
vice pistd v bloku na stejny motor. Na kazdy pist pak navazuje trojcestny
elektromagneticky (nékde oznacovany jako solenoidni) ventil, ktery umoznuje jeho
prepnuti mezi systémem a rezervoarem roztoku/Cinidla. Jsou zde dva sméry toku,
jeden pro davkovani roztoku do systému, druhy pro uzavieny okruh, kdyz davkovani

neni potreba [9].
Vlastnosti MSFIA systému jsou:

¢ robustnost SIA metod, ktera je dana pouzitym materialem — hlavy pistu
jsou vyrobeny z odolného polytetrafluorethylenu, coz umozriuje pouziti

agresivnich Cinidel a organickych rozpoustédel

e (inidla jsou ulozena podobné jako u SIA systému — vstfikuji se v

pfesné daném Case do presné daného objemu vzorku

e mohou byt davkované odliSné objemy vzorku a rozpoustédla — dané

vétSim mnozstvim pistd, které mohou mit rizné objemy [9].
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3.1.3.3 Sekvencéni injekéni chromatografie (SIC)

Sekvenéni injekéni chromatografie (SIC) vznikla na Katedfe analytické chemie,
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové vloZzenim monolitické
kolony do SIA systému. Tato pomérné nova metoda spojuje vyhody SIA a

chromatografie, a tak umozriuje souCasné stanoveni vice latek ve smési [5].

Nejvétsi vyhodou SIC v porovnani s kapalinovou chromatografii je snizeni nakladu
na analyzu, a to nejen nakladl finan¢nich, ale pfedevSim zmenseni dopadu na
Zivotni prostredi (Uspora €inidel i organického odpadu) [5]. DalSimi vyhodami jsou
predevsim rychlost analyzy, maly rozmér pfistroje a jeho snadna udrzba [10]. SIC je
tedy vhodna pro rychlé stanoveni jednoduchych smési s moznosti snadné
manipulace a pfedupravy vzorku. Vzhledem k vysoké automatizaci systému je zde
omezen kontakt vzorku a obsluhy, a tim i sniZzena chyba lidského faktoru. Tyto
vlastnosti prfedurcuji SIC jako vhodnou metodu pro stanoveni agresivnich nebo

lidskému zdravi nebezpecnych latek [11].

Nevyhodami systému jsou predevSim absence softwaru pro vyhodnocovani

chromatografickych dat a niZSi robustnost [12].

Hlavni oblasti pouziti SIC je farmaceuticka analyza, ale napfiklad i separace barviv

v potravinach [11].

FlAlab® -0 0

N

Obrazek 4 — Schéma SIC (MP — mobilni faze; SP — pistové ¢erpadlo; SV — prepinaci
ventil; MV — vicecestny ventil; S1, S2, S3 — vzorky; MC — monoliticka kolona, UV — zdroj
UV svétla, ZFC — Z-flow cela, DAD — diode-array detektor, PC — pocita¢, W — odpad) [11]
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3.2 Permeacni studie

Permeacni studie se bézné vyuZzivaji pro studium a analyzu biologické dostupnosti
latek. Pravé udaje z téchto studii jsou dulezitou informaci pro urCovani, zda je
vhodné dané podani, tedy zda latka prostupuje biologickou membranou ¢i nikoliv. K
témto studiim jsou vyuzivany permeacni cely. Ty jsou nej¢astéji vyrobené z plastu a
maji nejriznéjSi velikosti. Nevyhodou provedeni permeacnich testl je off-line
analyza vzorkl manualné odebiranych v urcitych intervalech, nejCastéji max. 3

Casove useky ve 2 hod permeacnim testu.

Pro automatizaci permeacniho testu je mozné pouzit sklenéné Franzovy cely nebo
design upravit pro vyhodnéjsi odebirani vzorkl z donorového i akceptorového
kompartmentu permeacni cely. V permeacni studii provedené v ramci této
diplomové prace byla zkoumana interakce Rhodaminu 123 jako substratu a
verapamilu jako inhibitoru s P-glykoproteinovym membranovym transportérem.

Design permeacni cely byl upraven pomoci 3D tisku.

3.2.1 P-glykoprotein (P-gly)

P-glykoprotein (P-gly) je efluxni transmembranova pumpa, kterou burika vyuziva k
transportu nezadoucich latek ven z buriky pomoci hydrolyzy ATP. Ug&astni se

metabolismu xenobiotik, zejména IéCiv [13].

Jelikoz je P-gly kédovan genem (konkrétné genem MDR-1 lokalizovaném na 7.
chromozomu), kde se vyskytuje velké mnozstvi polymorfisma, je ¢asto zodpovédny

za lékove rezistence a nasledné selhani l1éCby [14].

Pravé tyto polymorfismy jsou zodpovédné za fadu onemocnéni (zanétlive
onemocnéni stfev, rakovina plic, nadory ledvin). Naopak nékteré polymorfismy se
zkoumaji pro jejich ochranny ucinek ve vyvoji nékterych onemocnéni, jakym je

napfiklad Parkinsonova choroba [14].

K ur€eni exprese P-gly se vyuzivaji nejriznéjSi metody, at uz Western blot,
imunohistochemie nebo pratokova cytometrie v kombinaci s monoklonalnimi

protilatkami [14].
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EXTRACELLULAR

INTRACELLULAR
Obrazek 5 — Struktura P-glykoproteinu (N — N-konec proteinu; C — C-konec proteinu; TM —

transmembranoveé useky; NB — oblasti vazajici nukleotidy, extracellular — extracelularni
prostor; intracellular — intracelularni prostor) [13]

3.2.2 Rhodamin 123 (Rho 123)

Rhodamin 123 (Rho 123) je kationické, lipofilni, zelené fluorescencni barvivo vysoce
specifické pro fluorescenéni znaceni mitochondrii v Zivych burikach. Na rozdil od
jinych barviv z rodiny rhodamind, ktera mohou byt excitovana pouze zelenym
svétlem za vzniku Cervené fluorescence, Rho 123 muze byt excitovan svétlem o
dvou barvach — modrym a zelenym za vzniku Zlutozelené az Cervené fluorescence.

Toho se vyuziva zejména pfi fluorescenéni mikroskopii a cytometrii [15].

Rho 123 se vyuziva jako fluorescenéni barvivo v pratokové cytometrii k znazornéni
mnozstvi mitochondrii a jejich aktivity. Dale slouzi k analyzam funk&nosti
nejriznéjSich membranovych transportérd, kde slouzi jako fluorescenéni marker a

soucCasné substrat téchto transportérd [15].

Obrazek 6 — Chemicka struktura Rhodaminu 123 [16]
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3.2.3 Verapamil (Ver)

Verapamil (Ver) byl prvnim blokatorem vapnikovych kanall. Jedna se o Iécivo,
které se vyuziva k |éCbé ischemické choroby srdecni, anginy pectoris, jako
antiarytmikum a antihypertenzivum [17]. V této praci byl Ver pouZit jako inhibitor

testovaného membranového transportéru.

Clﬂa CH(CH3)2
CH30 CH2CHZNCHaCH2CHCCN
CH30
OCH4y
OCH3

Obréazek 7 — Chemicka struktura verapamilu [18]

3.3 Moznosti provedeni liberacnich/permeacnich testu

Soucasti této diplomové prace je reSerSe odbornych €lanku, které pojednavaji o

moznostech provedeni liberanich/permeacnich studiich rlznych druhl latek.

Testované latky jsou vétSinou IéCiva nebo latky, které by mohly mit pfiznivy u€inek

na lidské zdravi. V €lancich jsou pouzity rizné bunécéné linie, lidska kuze ziskana od

dobrovolnych darcu, praseCi kize z ucha prasete nebo jen samotna synteticka

membrana. Tyto testy maji za cil vyzkouSet novy typ podani jednotlivych latek.

ResSersni informace z €lanku jsou shrnuty v nasledujici tabulce €. 1.

Nékteré ze studii byly automatizovany pomoci prutokovych metod, kdy bylo vyuzito

pripojeni liberaCnich/permeacnich jednotek a on-line odebirani vzorku a jejich

analyza v daném pratokovém systému.
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Tabulka 1 — Prehled liberacnich/permeacnich studii

Testovana CAEEIEEE Zpracovani
. testovanych Médium Provedeni | <P Bunécna linie Metoda Detekce Citace
latka latek vzorku
rhodamin, 8,92-41,99 uM, . K562/S, mérfeni . .
verapamil 100 UM PRMI1640 permeace off-line K562/ADR fluorescence fluorimetrie [19]
propanolol, 1,49 mg/cm?; fyziologicky
diklofenak, | 1,29 mg/cm; roztok
nitroal ceri’n 2 68 m /szé s azidem liberace off-line lidska klze HPLC DAD [20]
gl oo MIEM° 8 1 s6dnym (100
3,2 mg/cm
pg/ml)
propanolol 10 mg DMEM disoluce + on-line Caco-2 SIA fluorimetrie | [21]
hydrochlorid permeace
1. pfipravek: 30
sl(a};ifzflllg\?é 2m ?)F\l’/pla%;rllfz[é pJ?rs(fSIt-(l) \;y 4) liberace on-line nebyla vyuzita SIA fluorimetrie [22]
mg v 1 g masti
prilokain, 25mgv1g, nebylo ; b o uv
lidokain 25mgv1g vyuZito liberace on-line nebyla vyuZita SIC, HPLC spekirometr [23]
Caco-2, UV
insulin 2-100 pym/ml DMEM permeace off-line Caco-2/HT29- HPLC spekirometr [24]
MTX-E12
lipidové
nanocastice | 6-650 UM HEPES liberace on-line lidska kuze LPC UV-VIS [25]
obsahujici (kofein) spektrometr
kofein
o . 5 % roztok (5 g/ fosfatovy . n lidska/praseci uv
niacinamid 100 mi) pufr (pH 7.4) liberace off-line KiZe HPLC spektrometr [26]
synteticka
rivastigmin | 1,8 mg/cm? plf?rs(fs'tj";y 4y | liberace on-line ‘r’rf’e'%”k‘)f;?]‘:/‘ HPLC DAD [27]

praseci kiize
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albumin
rozpustény

kyselina 2 mg/ml ve fosfatové | liberace off-line lidska kiize HPLC uv [28]
salicylova spektrometr
m pufru (pH
7,4)
fosfatovy bra
ufr + 10 % membrana o
gestoden neni uvedeno ?nethanol + liberace on-line z PDLLA/PTMC/ méfeni UV UV-VIS [29]
: . PCL/PCDLLA/PT spektra spektrometr
destilovana
CL
voda
L fosfatovy ; . e uv
izoniazid 500 pg/ml oufr (pH 7.4) liberace off-line praseci kiize HPLC spektrometr [30]
vitamin B1z a . Caco-2/
jeho derivaty 200 pg/mi HBSS permeace off-line potkani stfevo HPLC DAD [31]
alkohol-
nanoemulze fosfatovy uv
10 pg/ml pufr (pH 7,4; liberace off-line praseci kiize HPLC [32]
ketoprofenu 50:50) spektrometr
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pristroje a pomucky

4.1.1 SIA aparatura

Pro experiment byl vyuzit MicroSIA systém (FIAlab Instruments, Bellevue, WA, USA)
s externim peristaltickym Cerpadlem Minipuls 3 (Gilson, USA). Tento systém se
skladal z programovatelného pistového Cerpadla o objemu 2,5 ml, misici civky o
objemu 400 pl a Sesticestného selekéniho ventilu. Hadi¢ky, o prdméru 0,75 mm,

pouzité v tomto experimentu, byly vyrobeny z fluorovaného ethylen-propylenu [33].

SIA pfistroj byl ovladan za pomoci softwaru FlAlab pro Windows 5.0, ktery ovladal
v8echny jeho soucasti (Cerpadlo, selekéni ventil, v pfipadé prvniho detektoru i

zpracovani signalu).
COMPUTER
© S powt

SELECTION

—— VALVE
* waste FLUOROMETER
»

~— CIRCULATION LOOP

INSERT

E — plastic cover
' C

« THERMOSTAT

SYRINGE
carrigr PUMP

\ FRANZ N\
(water) E DIFFUSION |l —

CELL
LabJack -

magnetic

stirrer

Obrazek 8 — Schéma pouzitého systému (computer — pocitac; carrier (water) — nosny
proud (voda); syringe pump — pistové &erpadlo,8-port selection valve — osmicestny
selekcni ventil; fluorometer — fluorimetr; waste — odpad; peristaltic pump — peristaltické
Cerpadlo; Franz diffusion cell — Franzova difuzni cela; insert — insert; plastic cover — viko;
thermostat — termostat; magnetic stirrer — magnetické michadlo) [33]
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4.1.2 Fluorescencni detektor ¢. 1 — PMT-FL

Pratokovy fluorescencni detektor PMT-FL (FIAlab Instruments) byl vybaven zdrojem
UV svétla (D-1000-CE; Analytical Instrument Systems, Inc., USA). Pritokova
detekéni cela o objemu 100 pl se skladala z kiemenné Hellma kyvety (model
176.751, Helma-Analytics, Mullheim, Némecko) [33].

4.1.3 Fluorescencni detektor ¢. 2 — Shimadzu RF-6000

Spektrofluorimetr RF-6000 od firmy Shimadzu je schopen méfit v rozsahu vinovych
délek 200-900 nm. Je vybaven 150 W xenonovou lampou s dlouhou Zivotnosti.
Ovlada se pomoci LabSolutions RF softwaru, kde najdeme nékolik moduld

pfizpusobenych pfimo ucelu méfeni [34].

4.1.4 3D tisténa permeacni cela

Upravena Franzova cela pouzita v tomto pokusu byla vyrobena na nasi fakulté.
Material pouzity k vyrobé je polyakrylat, pryskyfice pro tisk pak nese oznaceni Clear

— prUhledna.

Jeji uprava spocCiva v tom, ze je mozné souCasné odebirat vzorky z donoroveho i
akceptorového kompartmentu. S timto souvisi i zmenseni objemu v akceptorovém
kompartmentu, coZ umoznuje presnéjsi stanoveni koncentrace v této ¢asti. Dale je
zde pouzit vétsi insert, Cimz se zvétSila i plocha pro bunéénou membranu, coz
umoznuje zpresnéni vysledkld méfeni. Jediné, co se nezménilo, bylo umoznéni

nepfetrzittho michani akceptorového kompartmentu.
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Viko se vstupy pro méfeni v
donorovém kompartmentu

Insert

Vlastni cela se vstupy pro méfeni v
akceptorovém kompartmentu

Stojanek

Obrazek 9 — 3D tiéténé;ﬁérmeaéni cela (autor: Dr. Horstkotte)

4.2 PouZité chemikalie
Firma Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika)
¢ Rhodamin 123, Mr = 380,82 g/mol, = 85 % (HPLC)
e Verapamil (verapamil hydrochlorid), Mr = 491,06 g/mol
e Dimethylsulfoxid, Mr = 78,13 g/mol
Firma Thermo Fisher Scientific — Gibco
e Opti-MEM Reduced Serum Medium
Burniky (Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova)

e bunécéna linie MDCKII-MDR1
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4.3 Popis pristroje

Pristroj znazornény na obrazku €. 8 pracuje na zakladé sekvencni injek¢ni analyzy
(SIA). Mezi jeho nejdulezitéjsi Casti patfi dvousmérné pistové Cerpadlo, vicecestny
ventil a misici civka. Dvousmérné pistové Cerpadlo, jak uz nazev napovida, pracuje
ve dvou smérech, a tim umoZznuje davkovani nosného proudu a manipulaci s dalSimi
roztoky. Nosnym proudem muize byt jakakoliv kapalina, kterou pro experiment
potfebujeme, nejcastéji je to destilovana voda, pufr nebo v nasem pfipadé kultivacéni
meédium. ZakonCenim pistového Cerpadla je dvoucestny ventil, ktery slouzi k
pfepinani mezi nasavanim a vyprazdnovanim rezervoaru Cerpadla. Nasledné vede
z Cerpadla hadicka, stoCena v podobé misici civky, do vicecestného selekéniho
ventilu. Podle toho, v jaké pozici se zrovna ventil nachazi, dojde k davkovani vzorku,
standardu nebo Cinidel, nebo k jejich transportu do detektoru a do odpadu. Pokud
dojde k davkovani vzorku, je tento objem za pomoci nosného proudu transportovan
do misici civky, kde maze dojit k promiseni s Cinidlem. Misici civka je vétSinou
hadi¢ka ve tvaru spiraly, diky ¢emuz dochazi k velmi efektivnimu promiseni vlivem
turbulentniho proudéni. Poté je vzorek, nebo produkt reakce mezi vzorkem a
¢inidlem, transportovan do prutokové cely v detektoru, kde jiz probiha vlastni méreni.
Po skoncéeni mérfeni je pritokova cela dukladné promyta nosnym proudem, aby
nedoslo ke kontaminaci dalSich vzork(. Na§ méfeny vzorek nebo produkt reakce

mezi nim a Cinidlem nasledné odtecCe do odpadni nadoby [35].

4.4 Priprava roztoku a bunék

Roztok Rhodaminu 123 (Rho 123) byl pfipraven rozpusténim vypocitané navazky v
dimethylsulfoxidu (DMSO) a nasledné doplnénim vodou na pfislusny objem. Bylo
navazeno 1,53 mg Rho 123, ktery byl nasledné rozpustén v 7 ml DMSO a doplnén
vodou na objem 20 ml za vzniku roztoku o koncentraci cca 200 pymol/l. Z tohoto
roztoku bylo nasledné pfipraveno 25 ml zasobniho roztoku o koncentraci 100 pmol/l.
Nasledné koncentrace byly pfipraveny nafedénim tohoto roztoku vodou nebo
médiem. Roztoky byly v dobé, kdy se nepouZzivaly, skladovany v lednici pfi 4°C,

nejvyssi koncentrace byla navic uchovavana v tmaveé lahvicce.
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Roztok verapamilu (Ver) byl pfipraven rozpusténim vypocitané navazky v
prislusném objemu vody. Bylo navazeno 9,94 mg verapamilu a rozpusténo ve 20 mi
destilované vody za vzniku roztoku o koncentraci cca 1 mmol/l. Z tohoto roztoku byl
nasledné pfipraven zasobni roztok verapamilu o koncentraci 100 ymol/l. Pokud se

roztoky nepouzivaly, byly uskladnény v lednici pfi 4°C.

Buriky byly kultivovany v médiu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium)
doplnéném 10 % fetalnim hovézim sérem. Nasledné byly buriky uchovavany pfi
teploté 37°C, v atmosfére s 5% oxidu uhli€itého a 95% relativni vihkosti. Kazdy den
bylo médium vyménéno za nové. Pro provedeni experimentu bylo nutné buriky
kultivovat na insertech Transwell opatfenych polykarbonatovou membranou
(200 000 bunék/cm2) [33]. Po tfech dnech byla monovrstva kompaktni a

nedochazelo k pasivni difuzi mezi burikami.

4.5 Postupy pri méreni

Po pfipravé roztoki Rho 123 a Ver doSlo k promyti celého systému a detektoru,
nasledné i k promyti port, ke kterym byla pfipojena 3D tist€éna cela. V pfipadé
méreni kalibraénich roztokl byl promyt i port, ze kterého byl davkovan vzorek. Na
pristroji byly poté nastaveny podminky vlastni analyzy (pratokova rychlost, mnozstvi
pfivadéného nosného proudu a vzorku, upfesnéni Cisel portd pro kazdy krok

analyzy).

3D tisténa cela byla umisténa v termostatu nastaveném na 37°C a zaroven byl jeji
spodni kompartment nepretrzité michan. Insert byl vkladan poté, co byl spodni
kompartment naplnén pfislusnym objemem (9 ml) média. Nasledné byl pfislusny
objem roztoku Rho 123/Rho 123 + Ver (4 ml) nadavkovan v daném poméru

jednotlivych slozek na insert. Insert se po kazdém experimentu vymeénil za novy.

4.5.1 Postup pfi méreni kalibrace

Byly testovany 4 druhy kalibraci. Prvni z nich byla provedena s detektorem FlAlab a
jednalo se o kalibraci vodného roztoku Rho 123. Jeji rozsah byl v rozmezi

koncentraci 5-40 ymol/l. Tato kalibrace byla pouze orientani a poskytla nam udaje

25



o rozsahu kalibraci nasledujicich. Pfi druhé kalibraci provadéné na tomto typu
detektoru jiz byl pouZzit roztok Rho 123 v médiu. Zde byl rozsah koncentraci 5-50
pmol/l. Nasledovaly dvé kalibrace, které byly provedeny s detektorem Shimadzu,
ovérfujici spravné nastaveny davkovany objem a rychlost s jakou byl poslan do
detektoru. Prvni z nich byla provedena s davkovanym objemem 50 ul rychlosti 30
pI/s. Druha byla provedena s davkovanym objemem 60 pl rychlosti 20 ul/s. V prvnim
pfipadé byl rozsah koncentraci od 2,5 pmol/l do 50 pmol/l, ve druhém pfipadé od 5

pmol/l do 50 pmol/l.

Pfi méfeni kalibrace bylo nejprve aspirovano 50 ul vzorku, nasledné byl tento objem
poslan do detektoru rychlost 30 pl/s, odkud putoval do odpadu. Cely tento proces se
opakoval 3x. Kalibrace probihala stejnym zplsobem u obou typu detektorl, s
vyjimkou optimalizace objemu a pritoku, v tomto pfipadé bylo aspirovano 60 ul
vzorku a do detektoru byl tento objem davkovan rychlosti 20 pl/s. Pfesné pouzité
programy jsou uvedeny v souboru Programy méreni, konkrétné se jedna o programy
€. 1 (kalibrace pro detektor FIAlab), €. 2 (kalibrace pro detektor Shimadzu — 30/50)
a C. 3 (kalibrace pro detektor Shimadzu — 20/60).

4.5.2 Postup pii méreni permeacnich testt

Program pro vlastni méfeni obsahoval navic i cyklus promyti. Nasledné byl
aspirovan vzorek o objemu 50 pl a rychlosti 30 pl/s poslan do pfislusného detektoru.
Promyti i aspirace vzorku byly provedeny dvakrat. Nejprve se odebiral vzorek z
vrchniho kompartmentu (donorového), v dalSim cyklu nasledoval kompartment
spodni (akceptorovy). Jeden cyklus trval pfesné 5 minut, celé méfeni se skladalo ze
12 cykld (6 cykld pro vrchni kompartment a 6 cykld pro spodni kompartment).
Kompletni program je uveden v souboru Programy méfeni, konkrétné se jedna
o programy €. 4 (detektor FlAlab) a €. 5 (detektor Shimadzu). Jediné, co se liSilo,
mezi méfenimi s detektorem FlAlab a Shimadzu, byl ovladaci program. Program na
ovladani detektoru FlAlab byl sou€asti programu, ktery ovladal cely SIA systém.
Detektor Shimadzu mél naopak ovladaci software vlastni, proto se podminky méfeni

zadavali pfimo tam. Dal8i zménou a sou€asné nevyhodou tohoto uspofradani, tedy
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toho, Ze detektor mél vlastni software, byla skute¢nost, Ze se po 30 minutach muselo

celé méfeni spustit znovu kvuli limitu naméfenych dat v jednom cyklu méfeni.
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Tabulka 2 — Podminky méfeni

Podminky
Objem davkovaného vzorku 30 ul

Rychlost davkovani vzorku 50 pl/s
Objem nosného proudu 400 pl
Rovnice pfimky

Doplnéné rozpoustédlo 250 pl
Objem systému

Vrchni kompartment 4000 pl

Spodni kompartment 9000 ul

Po skoncCeni méreni bylo nutné dopocitat koncentrace ve jednotlivych Casech

davkovani vzorku, a to u obou kompartmentu.

_ pramér naméfenych hodnot—q _ primér naméfenych hodnot + 6176,9
B k B 6740,3

Rovnice 1 — Vypocet koncentrace z rovnice kalibracni kiivky

koncentrace (pmol/ |)

Vlastni vypocCet koncentrace, ktery zahrnuje i nafedéni diky doplnéni objemu
akceptorového kompartmentu Cistym kultivaénim médiem, byl vypocten

nasledujicim vztahem:

doplnéné rozpoustédlo
celkovy objem kompartmentu

dopocet koncentrace (pmol/l) = koncentrace (pmol/l) + * suma predchozich méreni

Rovnice 2 — Vypocet koncentrace (obecny vztah)
Dale uvadim tuto rovnici konkrétné pro kazdy kompartment zvlast.
250 pl

4000 pl
Rovnice 3 — Vypocéet koncentrace pro donorovy kompartment

dopocet koncentrace (pmol/l) = koncentrace (meI/I) + * suma predchozich méreni

250 pl
9000 pl
Rovnice 4 — Vypocet koncentrace pro akceptorovy kompartment

dopocet koncentrace (“m°'/|) = koncentrace ('"“°'/|) + * suma predchozich méfeni

Byly testovany tfi koncentraci Rho 123, konkrétné 50 pmol/l, 20 ymol/l a 10 pmol/l.
Snizeni koncentrace bylo provedeno kvuli porovnani profili a interakce s
membranovym transportérem v rizném pomeéru. Zaroven tak bylo ovéfeno, Ze ani
nejvyssi koncentrace nepusobi na burky toxicky. Dale byla provedena méfeni v
kombinaci s Ver, coz je latka, ktera plsobi jako inhibitor a blokuje P-glykoprotein,

jenz je zodpovédny za transport Rho 123 ven z burky. Timto zplisobem jsou buriky
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chranéné proti vstupu exogennich latek. PFi plsobeni inhibitoru je naopak prichod
do bunky usnadnén a rozdily jsou viditelné na ziskanych profilech Rho 123. Opét
byly vyzkouseny rlizné poméry Rho 123 a Ver, aby bylo prokazano, jestli se

interakce s P-gly transportérem liSi nebo zlstava stejna.

Pro Rho 123 o koncentraci 50 pmol/l byly provedeny 3 experimenty, a to se
samotnym Rho 123 a nasledné s Ver o koncentracich 10 ymol/l a 50 pymol/l, tedy
poméry 5:1 a 1:1. S Rho 123 o koncentraci 20 ymol/l byly provedeny experimenty
dva — samotny Rho 123 a poté v kombinaci s Ver o koncentraci 50 uymol/l, pomér
2:5. Pro Rho 123 o koncentraci 10 umol/l byly provedeny 3 experimenty. Jeden z
nich byl se samotnym Rho 123, nasledujici poté s Ver o koncentraci 50 umol/l a
posledni s Ver o koncentraci 100 pymol/l, tedy v pomérech 1:5 a 1:10. U posledni
koncentrace verapamilu bylo cilem i potvrzeni nebo vyvraceni toxicity takto

koncentrovaného roztoku.
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5.VYSLEDKY

5.1 Kalibrace

Veskera méreni kalibraci byla provadéna v tripletech a nasledné byla vypocitana
primérna hodnota téchto tfi méreni, ktera byla zanesena do grafu linearni kalibrace.
Kalibrace byla nejprve testovana na detektoru firmy FlAlab, ktery zaznamenava
signal ve v8ech vinovych délkach a pak na detektoru firmy Shimadzu, kde je nutné

nastaveni emisni vinové délky.

5.1.1 Kalibrace Rhodaminu 123 s detektorem FlAlab

Linearni cast této kalibraéni kfivky Rho 123 se pohybovala v koncentracich
5-40 umol/l.

Tabulka 3 — Vysledky kalibrace Rho 123 v rozsahu koncentraci 5-40 umol/l — detektor FIAlab
¢ (umolll) 1. méreni 2. méreni

_ 428057 459258 456142 447819
_ 842572 815109 825807 827830

944221 945634 943647 944502
1077605 991440 986703 1018583
1220972 1221161 1220259 1220797

Tabulka 4 — Statistické hodnoceni kalibracni kiivky Rho 123 v rozsahu koncentraci
5-40 umol/l — detektor FIAlab

Statistické parametry pro regresi: y = kx+q

pocet bodu n 6

k 22 261
absolutni ¢len q 355 573
korelacni koeficient 0,993
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Graf 1 — Kalibraéni krivka Rho 123 v rozsahu koncentraci 5-40 umol/l — detektor FIAlab

5.1.2 Kalibrace Rhodaminu 123 v médiu pomoci detektoru FlAlab

Linearni rozsah této kalibracni kfivky pro roztok Rhodaminu 123 v médiu byl
v rozmezi koncentraci 5-50 pymol/I.
Tabulka 5 — Vysledky kalibrace Rhodaminu 123 v médiu v rozsahu koncentraci

5-50 umol/l — detektor FIAlab
c (umol/l) 1. méreni 2. méreni 3. méreni

_ 122967 131525 131850
_ 137757 137757 141398
_ 142834 180043 199463
_ 183847 190068 193711
B
]
B

218884 218859 229673 222472
239935 254632 251915 248827
328360 308226 315837 317475

Tabulka 6 — Statistické hodnoceni kalibracni kiivky Rho 123 v médiu v rozsahu koncentraci
5-50 umol/l — detektor FIAlab
Statistické parametry pro regresi: y = kx+q

pocet bodu n
smémice B
absolutni ¢len q

korelacni koeficient r
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Graf 2 — Kalibracni kiivka Rho 123 v médiu v rozsahu koncentraci 5-50 umol/l — detektor
FlAlab

5.1.3 Kalibrace Rhodaminu 123 v médiu pomoci detektoru
Shimadzu

Pfed pouzitim tohoto detektoru bylo provedeno nastaveni spravné vinové délky

proméfenim emisniho spektra. Nejprve byla provedena reSerse literatury, kde bylo

zjisténo teoretické maximum pfiblizné 530 nm v zavislosti na pouzitém rozpoustédle.

Pfi promérfeni na detektoru Shimadzu bylo zjiSténo maximum emisniho pasu pfi 533

nm.

Tabulka 7 — Nastaveni detektoru Shimadzu

50 ms
0,2s
5Hz

Kalibrace byla testovana za riznych podminek objemu vzorku a rychlosti jeho

transportu do detektoru.
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5.1.3.1 Kalibrace Rhodaminu 123 v médiu pri davkovani 50 ul rychlosti
30 ul/s

Tato kalibracni kfivka roztoku Rho 123 v médiu byla linearni v rozmezi koncentraci
2,5-50 ymol/I.
Tabulka 8 — Vysledky kalibrace Rho 123 v médiu v rozsahu koncentraci 2,5-50 umol/l,

davkovani 50 ul rychlosti 30 ul/s
¢ (pmolll) 1.méreni 2.méreni 3.méreni pramér

13149 12321 12192

24759 25828 28125 26237

56813 57820 57216 57283
122692 119805 118763 m

196419 195991 195444 m
267515 271368 269286 269390
329113 321146 321546 m

Tabulka 9 — Statistické hodnoceni kalibracni kfivky Rho 123 v médiu pfi davkovani 50 ul
rychlosti 30 ul/s v rozsahu koncentraci 2,5-50 umol/l
Statistické parametry pro regresi: y = kx+q

_ 175329 174876 174542 174916

pocet bodu
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Graf 3 — Kalibracni kfivka Rho 123 v médiu v rozsahu koncentraci 2,5-50 umol/l, davkovani
50 ul rychlosti 30 ul/s
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5.1.3.2 Kalibrace Rhodaminu 123 v médiu pri davkovani 60 ul rychlosti
20 ul/s

Tato kalibrani kfivka roztoku Rho 123 v médiu vykazovala linearitu v rozmezi
koncentraci 5-50 pmol/l.
Tabulka 10 — Vysledky kalibrace Rho 123 v médiu v rozsahu koncentraci 2,5-50 umol/l,

davkovani 60 ul rychlosti 20 ul/s
¢ (pmolll) 1.méreni 2.méreni 3.méfreni priamér

10245 7072 8024 8447
18505 16373 16773 16884

77228 75917 73910 75685
102408 100021 97533 99987

Tabulka 11 — Statistické hodnoceni kalibracni kfivky Rho 123 v médiu pfi davkovani 60 ul
rychlosti 20 ul/s v rozsahu koncentraci 5-50 umol/
Statistické parametry pro regresi: y = kx+q

_ 49384 48045 47248 47647
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Graf 4 — Kalibracni kiivka Rho 123 v médiu v rozsahu koncentraci 5-50 umol/l, davkovani
60 ul rychlosti 20 ul/s
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Jak je vidét z predchozich Udajli méfeni, nebyl zaznamenan statisticky vyznamny
rozdil mezi davkovanim 50 pl rychlosti 30 pl/s a davkovanim 60 ul rychlosti 20 pl/s.
Vzhledem k tomu, Ze optimalizace metody i kalibrace s pouZitim starSiho typu
detektoru byly provedeny za podminek 50 pl/ 30 pl/s, které zaroven experiment
urychluji, byly nadale vyuzity tyto podminky stanoveni.

5.2 Monitorovani permeacniho testu pomoci FlIAlab
detektoru

S pomoci tohoto detektoru byla provedena optimalizace metody pro 3D tisténou

celu, a to s pouzitim samotného Rhodaminu 123.

Donorovy kompartment byl naplnén 4 ml roztoku Rho 123 o koncentraci 100 pmol/l,
akceptorovy kompartment byl naplnén 9 ml destilované vody. Prostor mezi
kompartmenty vyplfioval prazdny, Cisty insert. Tento pokus mél ukazat prubéh
permeace v pfipadé, ze koncentrace Rho 123 v obou kompartmentech se po Case
vyrovnaji. Zaroven by tento profil odpovidal poSkozené monovrstvé bunék, kdy by

dochazelo k pasivni difuzi Rho 123 mezi burikami.

Tabulka 12 — Vysledky mérfeni Rho 123 o koncentraci 100 umol/l ve 3D t/stené cele
AKCEPTOROVY - AK DONOROVY -

WMWMWW

259380 101466 742948 708587

187330 278280 -m 623454 621791
226789 277082 -m 477268 500509
288858 275977 -m 408125 417199
265837 273195 -m 366437 378332
263786 266481 -m 332465 336457
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Graf 5 — Pasivni difuze Rho 123 o koncentraci 100 umol/l ve 3D tiSténé cele
5.3 Monitorovani permeacniho testu pomoci detektoru
Shimadzu

Méreni s pomoci detektoru Shimadzu probihalo za podminek, které jsou shrnuty
v nasledujici tabulce.

Tabulka 13 — Podminky méreni

Podminky
Objem davkovaného vzorku 30 pl
Rychlost davkovani vzorku 50 pl/s
Objem nosného proudu 400 pl
Rovnice primky

DoplInéné rozpoustédio 250 pl
Objem systému

Donorovy kompartment 4 ml

Akceptorovy kompartment 9 ml

Veskera nasledujici méfeni byla provedena s pouzitim insertd, které obsahovaly
monovrstvu bunék MDCKII-MDR1.

Diky malo opakovatelnym hodnotam prvnich méfeni jsou tyto body vynechany
v porovnavacich grafech.
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5.3.1 Permeace Rhodaminu 123 o koncentraci 50 pymol/l

Pfi tomto experimentu byl donorovy kompartment naplnén 4 ml roztoku Rho 123
o koncentraci 50 ymol/l, akceptorovy kompartment byl naplnén 9 ml média. Prostor

mezi kompartmenty vyplfioval insert s bunéCnou monovrstvou.

Tabulka 14 — Viysledky méreni koncentrace Rho 123 v donorovém kompartmentu pfi pouZiti
Rho 123 o koncentraci 50 umol/l

DONOROVY -D

81008
149656
133475
122569
112738
106272
97353
91250
87342
81481
76013
70652

23771
162596
144233
133220
121983
114930
104776
97384
93218
86125
80693
75382

52390
156126
138854
127895
117361
110601
101065
94317
90280
83803
78353
73017

37

8,69

24,08
21,52
19,89
18,33
17,33
15,91
14,91
14,31
13,35
12,54
11,75

Cas Suma predch. | Vysledna
: ¢ (umolll) -
(min) méreni ¢ (pmol/l)




Tabulka 15 — Vysledky méfeni koncentrace Rho 123 v akceptorovém kompartmentu pfi

Ot

(mln)

pouZiti Rho 123 o koncentraci 50 umol/| )
AKCEPTOROVY - AK

Suma predch. | Vysledna
c (umol/l)
méreni (o (pmolll)

_ 4487 2184 3336 1,41
m 6672 7836 7254 1,99 1,41 m
m 6397 7236 6817 1,93 3,40 m
m 5923 6911 6417 1,87 5,33 m
m 8654 7243 7949 2,10 7,20 m
m 7153 6835 6994 1,95 9,30 m
m 8252 6728 7490 2,03 11,25 “
9491 6828 8160 2,13 13,28 m
m 8695 7105 7900 2,09 15,40 m
m 9314 7025 8170 2,13 17,49 m
m 7788 5088 6438 1,87 19,62 “
“ 7883 6753 7318 2,00 21,49 m
30

%25 © o o o [0} (o}
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Graf 6 — Monitorovani permeace Rhodamin 123 o koncentraci 50 umol/l

Z grafu je patrné, ze Rho 123 neprostupuje bunécnou vrstvou a zlstava tedy v
donorovém kompartmentu. Tak je potvrzena funkce P-gly transportéru, ktery chrani

buriky pfed vstupem exogennich latek.
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5.3.2 Permeace Rhodaminu 123 a verapamilu v poméru 5:1

Pfi tomto experimentu byl donorovy kompartment napinén 4 ml roztoku smési Rho
123 o koncentraci 50 pmol/l a Ver o koncentraci 10 ymol/l, a to v poméru 5:1, tedy
3,34 ml Rho 123 a 0,67 ml Ver. Akceptorovy kompartment byl naplnén 9 ml média.
Prostor mezi kompartmenty vyplfioval insert s bunéCnou monovrstvou.

Tabulka 16 — Viysledky mérfeni koncentrace Rho 123 v donorovém kompartmentu pfi pouZiti
Rho 123 o koncentraci 50 umol/l a Ver o koncentraci 10 pmol/l
DONOROVY - DK

as Suma predch. | Vysledna
: c (umol/l) -
(min) meéreni ¢ (pmolll)
0

204735 264092 234414 35,69
247467 268820 258144 39,21 35,69

185171 201712 193442 29,62 74,91

170319 187218 178769 27,44 104,52
156416 174325 165371 25,45 131,96
146719 161750 154235 23,80 157,41
135711 148977 142344 22,03 181,21
70 122783 134193 128488 19,98 203,25
111961 123549 117755 18,39 223,23

(@

Tabulka 17 — Vysledky méreni koncentrace Rho 123 v akceptorovém kompartmentu pri
pouziti Rho 123 o koncentraci 50 umol/l a Ver o koncentraci 10 umol/l
AKCEPTOROVY - AK
Cas Suma predch. | Vysledna
: c (umol/l) -

(min) mereni ¢ (umoll/l)
_ 6631 5154 5893 1,79 0,00
“ 6197 9070 7634 2,05 1,79 m
“ 7240 6334 6787 1,92 3,84 “
m 5529 5842 5686 1,76 5,76 m
m 6197 5308 5753 1,77 7,52 “
“ 6491 5452 5972 1,80 9,29 “
m 6756 4971 5864 1,79 11,10 m
5827 4469 5148 1,68 12,88 “
“ 5291 4341 4816 1,63 14,56 “
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Graf 7 — Monitorovani permeace Rho 123 o koncentraci 50 umol/l v kombinaci s Ver o
koncentraci 10 umol/l (pomér 5:1)

Z tohoto grafu je patrné, Ze verapamil v takto nizké koncentraci dostatecné

neinhibuje P-gly transportér, a tudiz zastadva Rhodamin 123 pfedevsim v donorovém
kompartmentu.
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5.3.2.1 Porovnani permeace Rhodaminu 123 o koncentraci 50 umol/l

samotného a v kombinaci s verapamilem o koncentraci 10
umol/l

Na nize uvedeném grafu je vidét, Ze v tomto pfipadé inhibice Ver nenastala, z
divodu jeho nizké koncentrace. Pfevazuje tedy interakce Rho 123 s membranovym

transportérem, ktery chrani bunky pfed vstupem exogennich latek.
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Graf 8 — Porovnani permeace Rhodaminu 123 o koncentraci 50 umol/l samotného a v
kombinaci s verapamilem o koncentraci 10 umol/l (pomér 5:1)
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5.3.3 Permeace Rhodaminu 123 s verapamilem v poméru 1:1

Pfi tomto experimentu byl donorovy kompartment naplnén 4 ml roztoku smési Rho
123 o koncentraci 50 ymol/l a Ver o koncentraci 50 ymol/l, a to v poméru 1:1, tedy
2 ml Rho 123 a 2 ml Ver. Akceptorovy kompartment byl napinén 9 ml média. Prostor
mezi kompartmenty vyplfioval insert s bunéCnou monovrstvou.

Tabulka 18 — Viysledky mérfeni koncentrace Rho 123 v donorovém kompartmentu pfi pouZiti

Rho 123 o koncentraci 50 umol/l a Ver o koncentraci 50 umol/l
DONOROVY - DK

T R
c (umol/l)

(min) méreni ¢ (umol/l)
208670 80210 144440 22,35 0

175270 189441 182356 27,97 22,35 29,37
162870 173393 168132 25,86 50,32
148707 158442 153572 23,70 76,18 28,46
133549 143605 138577 21,48 99,88 27,72
123869 133871 128870 20,04 121,35 27,62
117470 126922 122196 19,06 141,39 27,88
70 109863 115483 112673 17,63 160,44 27,66
101036 106581 103809 16,32 178,07 27,45
92838 98618 95728 15,12 194,39 27,27
86195 90786 88491 14,05 209,50 27,14
78896 83202 81049 12,94 223,55

(@
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Tabulka 19 — Vysledky méfeni koncentrace Rho 123 v akceptorovém kompartmentu pfi
pouZziti Rho 123 o koncentraci 50 umol/l a Ver o koncentraci 50 umol/I
AKCEPTOROVY - AK

Cas Suma predch. | Vysledna
: c (umol/l) -

(min) meéreni ¢ (umoll/l)
_ 3790 2479 3135 1,38 0,00 m
“ 3246 3013 3130 1,38 1,38 m
m 3132 2796 2964 1,36 2,76 m
m 2959 2807 2883 1,34 4,12 m
m 2647 2384 2516 1,29 5,46 “
“ 2234 2497 2366 1,27 6,75 m
m 2489 2821 2655 1,31 8,02 m
2754 2558 2656 1,31 9,33 1,57
m 2659 2594 2627 1,31 10,64 m
m 2483 2557 2520 1,29 11,95 m
m 2728 2322 2525 1,29 13,24 m
“ 2464 2422 2443 1,28 14,53 m
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Graf 9 — Permeace Rho 123 o koncentraci 50 umol/l a Ver o koncentraci 50 umol/l (pomér
1:1)

—_

20

Na tomto grafu je vidét, Ze tento pomér koncentraci Rho 123 a Ver stale neni

dostatecny k tomu, aby Ver inhiboval transport Rho 123 ven z buriky.
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5.3.3.1 Porovnani permeace Rhodaminu 123 o koncentraci 50 umol/I

samotného a v kombinaci s verapamilem o koncentraci 50
umol/l

| na tomto grafu muzeme vidét, Ze k inhibici Ver, a tedy k blokaci P-gly transportéru,
nedoSlo. Pravdépodobné opét z divodu nizké koncentrace Ver, ktera nezplsobi

zablokovani membranoveého transportéru.
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Graf 10 — Porovnani permeace Rhodaminu 123 o koncentraci 50 umol/l samotného a v
kombinaci s verapamilem o koncentraci 50 umol/l (pomér 1:1)
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5.3.4 Permeace Rhodaminu 123 o koncentraci 20 ymol/l

Pfi tomto experimentu byl donorovy kompartment naplnén 4 ml roztoku Rho 123 o
koncentraci 20 uymol/l, akceptorovy kompartment byl naplnén 9 ml média. Prostor
mezi kompartmenty vyplioval insert s buné€nou monovrstvou. Pfi tomto pokusu se
vyskytla chyba a ve 30. minuté nebylo provedeno jedno méfeni.

Tabulka 20 — Viysledky méfeni koncentrace Rho 123 v donorovém kompartmentu pfi pouZiti
Rho 123 o koncentraci 20 umol/l

DONOROVY - D

Cas Suma predch. | Vysledna c
: c (umol/l) -
(min) meéreni (nmoll/l)
0

54581 59586 57084 SAEY
56389 60401 58395 9,58 LB 10,17
51831 53449 52640 8,73 18,97
47421 47421 7,95 27,69 9,68

40473 42270 42270 7,19 35,64 m
35174 36479 36479 6,33 42,83 m
30588 32295 31442 5,58 6,33 m
70 26268 27778 27023 4,93 54,74 m
23723 28824 26274 4,81 59,67 m
20444 21998 21221 4,06 64,48 _
18827 19877 19352 3,79 68,55 _
16696 17403 17050 3,45 72,33 _
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Tabulka 21 — Vysledky méfeni koncentrace Rho 123 v akceptorovém kompartmentu pfi
pouZiti Rho 123 o koncentraci 20 umol/|

AKCEPTOROVY - AK

Suma predch. | Vysledna
¢ (umolll) o
(min) méreni c (pmolll)

7592 5514 6553 1,89

“ 7694 5745 6720 1,91 1,89 m
m 7591 5859 6725 1,91 3,80 m
m 7461 7850 7656 2,05 5,72 m
m 7450 6412 6931 1,95 7,77 m
m 7315 6225 6770 1,92 9,71 m
m 7087 6529 6808 1,93 11,63 m
7217 6034 6626 1,90 13,56 2,75
m 6651 6074 6363 1,86 15,46 m
m 6606 5997 6302 1,85 17,32 m
m 6257 5842 6050 1,81 19,17 m
“ 6147 5655 5901 1,79 20,98 m
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Graf 11 — Permeace Rho o koncentraci 20 umol/l

Tento graf opét ukazuje, Ze zde nedochazi k Zadné inhibici a Rho 123, i pfes zvySeni
v akceptorovém kompartmentu, setrvava spiSe v donorovém kompartmentu.
ZvySeni je vidét diky celkové nizSim hodnotdm koncentrace Rho 123. Stéle je vSak
patrna dostatecna citlivost stanoveni Rho 123 i v této nizSi koncentracni hladiné.
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5.3.5 Permeace Rhodaminu 123 s verapamilem v poméru 2:5

Pfi tomto experimentu byl donorovy kompartment naplnén 4 ml roztoku smési Rho
123 o koncentraci 20 ymol/l a Ver o koncentraci 10 umol/l, a to v poméru 2:5, tedy
1,14 ml Rho 123 a 2,86 ml Ver. Akceptorovy kompartment byl naplnén 9 ml média.
Prostor mezi kompartmenty vyplioval insert s buné€nou monovrstvou.

Tabulka 22 — Viysledky mérfeni koncentrace Rho 123 v donorovém kompartmentu pfi pouZiti

Rho 123 o koncentraci 10 umol/l a Ver o koncentraci 50 pmol/|
DONOROVY - DK
Cas

c Suma predch. | Vysledna
(umol/l) | méreni ¢ (pmolll)
0

(min)

35091 50027 42559 7,23
46646 48673 47660 7,99 7,23 8,44
41335 43319 42327 7,20 15,22
35804 37445 36625 6,35 22,41
31036 32546 31791 5,63 28,76
26897 28563 27730 5,03 34,40
24203 24642 24423 4,54 39,43
70 21481 22443 21962 417 43,97
18567 19633 19100 3,75 48,14
16464 16844 16654 3,39 51,89
14549 15160 14855 3,12 55,28
12969 13111 13040 2,85 58,40

~
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6,63
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Tabulka 23 — Vysledky méfeni koncentrace Rho 123 v akceptorovém kompartmentu pfi
pouziti Rho 123 o koncentraci 20 umol/l a Ver o koncentraci 50 umol/l
AKCEPTOROVY - AK

Suma predch. | Vysledna
¢ (pmolll)
méreni c (pmolll)

(min)
14571 13879 14225 3,03

“ 15451 14712 15082 3,15 3,03 “
m 14691 14011 14351 3,05 6,18 m
m 13802 12899 13351 2,90 9,23 “
m 12692 12289 12491 2,77 12,12 “
m 12079 11457 11768 2,66 14,89 “
m 11577 11084 11331 2,60 17,56 m
10918 10610 10764 2,51 20,15 3,07
m 10543 10306 10425 2,46 2267 “
m 9776 9867 9822 2,37 25,13 3,07
“ 9675 9549 9612 2,34 27,50 m
“ 9129 9183 9156 2,27 29,85 m
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Graf 12 — Zavislost permeace Rho 123 o koncentraci 20 umol/l a Ver o koncentraci 50 umol/
(pomér 2:5)

Z grafu je patrné, Zze koncentrace Ver neni dostateCna k blokaci P-gly transportéru,
ale jedna se o pomér, ve kterém se zacina projevovat u€inek Ver na P-gly, ale

kompletné ho neblokuje.
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5.3.5.1 Porovnani permeace Rhodaminu 123 o koncentraci 20 umol/I
samotného a v kombinaci s verapamilem o koncentraci 50
umol/l

Na nize uvedeném grafu je vidét, Ze nedochazi k inhibici P-gly transportéru

verapamilem.
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Graf 13 — Porovnani permeace Rhodaminu 123 o koncentraci 20 umol/l samotného a v
kombinaci s verapamilem o koncentraci 50 umol/l (pomér 2:5)
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5.3.6 Permeace Rhodaminu 123 o koncentraci 10 pmol/l

Pfi tomto experimentu byl donorovy kompartment naplnén 4 ml roztoku Rho 123 o
koncentraci 10 uymol/l, akceptorovy kompartment byl naplnén 9 ml média. Prostor

mezi kompartmenty vyplfioval insert s bunéCnou monovrstvou

Tabulka 24 — Viysledky méreni koncentrace Rho 123 v donorovém kompartmentu pfi pouZiti
Rho 123 o koncentraci 10 umol/l

DONOROVY -D

K
Cas Suma predch. | Vysledna
i ctma | )
_ 29515 34469 31992 5,66 0 m
m 31842 33283 32563 5,75 5,66 m
m 28804 30714 29759 5,33 11,41 m
m 26164 27703 26934 4,91 16,74 m
m 23616 25248 24432 4,54 21,65 m
m 21758 23462 22610 4,27 26,20 “
m 19927 20562 20245 3,92 30,47 m
18030 19188 18609 3,68 34,39 m
m 16343 16901 16622 3,38 38,06
m 14897 15766 15332 3,19 41,45 5,78
m 14372 13834 14103 3,01 44,64 “
m 12375 12763 12569 2,78 47,65 5,76
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Tabulka 25 — Vysledky méfeni koncentrace Rho 123 v akceptorovém kompartmentu pfi
pouZiti Rho 123 o koncentraci 10 umol/|

(')<

(nun)

4626
4658
4809
5179
4147
4356
4983
4445
4632
4977
5110
4705

75

3416
3627
3696
4226
4971
5368
4553
4858
5010
4558
4529
4411

AKCEPTOROVY - AK

4021
4143
4253
4703
4559
4862
4768
4652
4821
4768
4820
4558

1,51
1,53
1,55
1,61
1,59
1,64
1,62
1,61
1,63
1,62
1,63
1,59

1,51
3,04
4,59
6,21
7,80
9,44
11,06
12,67
14,30
15,92
17,55

Suma predch. | Vysledna
c (umoll/l) o
méreni ¢ (umol/l)
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Graf 14 — Permeace Rho 123 o koncentraci 10 umol/l

Z grafu je patrna témér konstantni koncentrace Rho 123 v obou kompartmentech.
Opét je dokumentovana dostatecna citlivost stanoveni pro takto nizkou koncentraci
Rho 123.
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5.3.7 Permeace Rho 123 s verapamilem v poméru 1:5

Pfi tomto experimentu byl donorovy kompartment napinén 4 ml roztoku smési Rho
123 o koncentraci 10 pmol/l a Ver o koncentraci 50 pmol/l, a to v poméru 1:5, tedy
0,67 ml Rho 123 a 3,34 ml Ver. Akceptorovy kompartment byl naplnén 9 ml média.

Prostor mezi kompartmenty vyplfioval insert s bunéCnou monovrstvou.
Tato permeace byla provedena dvakrat vzdy se stejnym vysledkem.

Tabulka 26 — Viysledky mérfeni koncentrace Rho 123 v donorovém kompartmentu pfi pouZiti
Rho 123 o koncentraci 10 umol/l a Ver o koncentracz 50 umol/l
DONOROVY -

Suma predch. | Vysledna
¢ (pmolll)
(min) méreni (o3 (pmoIII)

20995 22136 2156 4,12

20714 21405 21060 4,04 4,12
19728 19409 19569 3,82 8,16
17546 17533 17540 3,52 11,98
15622 15711 15667 3,24 15,49
13925 13549 13737 2,95 18,74
12630 12422 12526 2,77 21,69
11768 12230 11999 2,70 24,46
10872 11144 11008 2,55 27,16
10107 10312 10210 2,43 25,60
8763 8888 8826 2,23 23,99
8159 7289 7724 2,06 22,39
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Tabulka 27 — Vysledky méfeni koncentrace Rho 123 v akceptorovém kompartmentu pfi
pouziti Rho 123 o koncentraci 10 umol/l a Ver o koncentraci 50 umol/l
AKCEPTOROVY - AK

Suma predch. | Vysledna
¢ (umol/l)
méreni c (pmoIII)

(min)

0,92
264 1012 638 1,01 0,92
798 1651 1225 1,10 1,93
594 1481 1038 1,07 3,03
549 1829 1189 1,09 4,10

769 1469 1119 1,08 5,19
687 916 802 1,04 6,27

75 1134 2259 1696 1,17 7,31 1,37
1443 1607 1525 1,14 8,47 m
1845 2346 2095 1,23 8,70 1,47
348 1824 1086 1,08 8,92 m
1376 1732 1554 1,15 8,85 m
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Graf 15 — Permeace Rho 123 o koncentraci 10 umol/l a Ver o koncentraci 50 umol/l (pomér
1:5)

Zde je jiz patrné, Zze Ver v této koncentraci uspésné blokuje P-gly transportér, coz
se na grafu objevilo jako pokles v koncentraci Rho 123 v donorovém kompartmentu
a velmi mirny narast koncentrace Rho 123 v akceptorovém kompartmentu. VétSina

Rho 123 tedy zUstava uvnitf bunék.
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5.3.7.1 Porovnani permeace Rhodaminu 123 o koncentraci 10 umol/I
samotného a v kombinaci s verapamilem o koncentraci 50
umol/l

Na nize uvedeném grafu je vidét inhibice zpisobena schopnosti Ver blokovat P-gly

transportér, a tim i vyluCovani Rho 123 ven z buriky. Blokace P-glykoproteinového

transportu je patrna po 90. minuté.
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Graf 16 — Porovnani permeace Rhodaminu 123 o koncentraci 10 umol/l samotného a v
kombinaci s verapamilem o koncentraci 50 umol/l (pomér 1:5)
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5.3.8 Permeace Rhodaminu 123 s verapamilem v poméru 1:10

Pfi tomto experimentu byl donorovy kompartment napinén 4 ml roztoku smési Rho
123 o koncentraci 10 ymol/l a Ver o koncentraci 100 ymol/l, a to v poméru 1:10, tedy
0,36 ml Rho 123 a 3,64 ml Ver. Akceptorovy kompartment byl naplnén 9 ml média.
Prostor mezi kompartmenty vyplfhoval insert s bunéCnou monovrstvou.

Tabulka 28 — Viysledky mérfeni koncentrace Rho 123 v donorovém kompartmentu pfi pouZiti

Rho 123 o koncentraci 10 umol/l a Ver o koncentraci 100 umol/|
DONOROVY -

(@

55

as Suma predch. | Vysledna
: c (umoll/l)
(min) méreni ¢ (pmol/l)

w
N
(=]

_ 19660 20001 19831 3,86 0,00

“ 18381 18608 18495 3,66 3,86

m 15909 16367 16138 3,31 7,52 :
m 14909 14652 14781 3,11 10,83 3,79
m 13754 14197 13976 2,99 13,94 m
m 12360 12794 12577 2,78 16,93 m
m 10949 11574 11262 2,59 19,71 m
10234 10360 10297 2,44 22,30 m
m 9195 10540 9868 2,38 24,74 “
m 9322 9809 9566 2,34 23,26 -
m 8583 8743 8663 2,20 21,94 -
m 7673 7963 7818 2,08 20,83 -



Tabulka 29 — Vysledky méfeni koncentrace Rho 123 v akceptorovém kompartmentu pfi
pouziti Rho 123 o koncentraci 10 umol/l a Ver o koncentraci 100 umol/l
AKCEPTOROVY - AK

Suma predch. | Vysledna
c (umoll/l) o
méreni c (pmolll)

mln)

1088 1,04
1234 1453 1344 1,12 1,04
1517 1714 1616 1,16 2,16
1408 1495 1452 1,13 3,32
1299 1304 1302 1,11 4,45
987 1502 1245 1,10 5,56
1109 1550 1330 1,11 6,66
75 1470 1496 1483 1,14 7,77
1625 1789 1707 1,17 8,91
1190 1996 1593 1,15 9,03
1075 1533 1304 1,11 9,07
1497 1486 1492 1,14 9,02

Koncentrace (umol/l)

0
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Graf 17 — Permeace Rho 123 o koncentraci 10 umol/l a Ver o koncentraci 100 umol/l (pomér
1:10)

Z grafu mdzeme vidét snizeni koncentrace Rho 123 v donorovém kompartmentu a
zaroven zvysSeni koncentrace Rho 123 v akceptorovém kompartmentu v disledku

blokace P-gly transportéru Ver.
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5.3.8.1 Porovnani permeace Rhodaminu 123 o koncentraci 10 umol/I
samotného a v kombinaci s verapamilem o koncentraci 100
umol/l

Na nize uvedeném grafu je vidét inhibice zpusobena Ver, konkrétné jeho blokaci P-

gly transportéru. Inhibice je opét patrna po 90. minuté, kdy je P-gly transportér

blokovan vazbou Ver.
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Graf 18 — Porovnani permeace Rhodaminu 123 o koncentraci 10 umol/l samotného a v
kombinaci s verapamilem o koncentraci 100 umol/l (pomér 1:10)
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6. SHRNUTI

Nasledujici grafy ukazuji souhrnné porovnani provedenych permeaci pro
koncentrace Rho 123 50 ymol/l, 20 umol/l a 10 pymol/l.

Prvni graf znazornuje permeaci s pouzitim Rho 123 o koncentraci 50 pmol/l
samotného a nasledné v kombinaci s Ver o koncentraci 10 umol/l a 50 ymol/l, tedy
vpomeéru 5:1 a 1:1. Je patrné, Ze tyto poméry nestaCi k tomu, aby dosSlo

k zablokovani P-gly transportéru a zadrzovani Rho 123 uvnitf bunék.

45

8 &8
: o
e o

o

o

e

)

e

RGN
[@2Ne)]

Koncentrace (umol/l)
N
o

[@Ne)]

m
m
m
m
m
m
m
m
m
a

m

o

o
—
o
N
o

30 40 50 60 70 80 9 100 110 120

Cas (min)
50 Rho - DK 50 Rho - AK 050 Rho + 10 Ver - DK
050 Rho + 50 Ver - DKO50 Rho + 50 Ver - AKO50 Rho + 10 Ver - AK

Graf 19 — Porovnani veSkerych permeaci s pouZitim Rho 123 o koncentraci 50 umol/l

Druhy graf znazorriuje permeaci pro koncentraci Rho 123 20 ymol/l, jak samotného,
tak s pouZitim Ver o koncentraci 50 pmol/l, tedy pomér 2:5. Opét je vidét, ze k zadné
inhibici nedochazi, jen se sniZzuje koncentrace Rho 123 v akceptorovém
kompartmentu pfi souCasném pouziti Ver, coz je dano postupnou vazbou Ver
na P-gly.
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Graf 20 — Porovnani veSkerych permeaci s pouzitim Rho 123 o koncentraci 20 umol/l

Treti graf pak znazorfiuje permeace s pouzitim 10 pymol/l koncentrace Rho 123 a 50
pmol/l a 100 umol/l koncentrace Ver, poméry 1:5 a 1:10. V 90. minuté jiz dochazi
k viditelnému poklesu koncentrace Rho 123 v donorovém kompartmentu, coz
signalizuje, Ze je Rho 123 zadrZzovan burikami. Tuto skuteCnost doklada i to, ze

v akceptorovém kompartmentu nedochazi ke zvyseni koncentrace Rho 123.
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Graf 21 - Porovnani veSkerych permeaci s pouzitim Rho 123 o koncentraci 10 umol/l
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Z grafli je vidét, ze Ver blokuje P-glykoproteinové transportéry az ve vySSich
koncentracich, respektive pokud je ve vét§im poméru k Rho 123 (pomér 1:5, 1:10).
Dale mazeme vidét, Ze rozdil v koncentracich Rho 123 v donorovém i akceptorovém
kompartmentu mezi pomérem 1:5 a 1:10 je nepatrny. V obou pfipadech dochazi
v 90. minuté k tomu, Zze se Rho 123 zaCne hromadit v burice, ktera neni schopna ho
pomoci P-gly transportéru vyloucit ven. Timto jevem dochazi ke snizovani
koncentrace Rho 123 v donorovém kompartmentu, ale nezvySuje se koncentrace
v akceptorovém kompartmentu. Ta by se zvySovala také v pfipadé, pokud by byla
bunécna monovrstva nekompaktni a Rho 123 by tak prochazel vzniklymi mezerami

mezi bufikami do akceptorového kompartmentu, nebo pokud by byl stale funkéni

P-gly.
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7.ZAVER

Z provedenych experimentl vyplyva, ze Ver ucinné blokuje P-gly transportér, pokud
je pomér Rho 123 a Ver vétSi nez 2:5, v tomto pfipadé se jedna o poméry 1:5a 1:10.
Dale bylo prokazano, ze material pouzity k vyrobé 3D tiSténé cely je kompatibilni
nejen s pouzitymi chemikaliemi, ale i s zivymi bunkami bez ztraty funkce
membranovych transportéri. Diky provedeni monitorovani v realném cCase byly
zjiStény podrobné kinetické profily interakce Rho 123 a Ver s P-glykoproteinovym

transportérem.

Dale bych chtéla uvést nékolik vyhod 3D tisténé permeacni cely. Jednou z nich je
moznost stanovovat koncentrace Rho 123 v obou kompartmentech, coz u bézné
Franzovy cely neni mozné. To umoznuje provedeni experimentl, pfi kterych se
sleduje, zda dana latka prochazi burikami, €i je jimi zadrzovana. DalSi vyhodou je i
pouzity material, ktery je odoln&jSi nez sklo, ze kterého se bézné tyto cely vyrabi.
Nespornou vyhodou je i moznost pouziti vétSiho insertu, ktery napomaha presnéjsim

vysledkim méreni, diky vétSimu poctu bunék.
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