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Abstrakt
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Nézev diplomové prace: Vliv PAMAM dendrimert na rozpustnost a kozni permeaci
diklofenaku sodného

Diklofenak sodny (DIC) je 1éciva latka patfici do kategorie nesteroidnich antiflogistik
(NSAID). Tato skupina 1é¢iv je rozsdhle vyuzivana diky pleiotropnimu u¢inku. Dokaze
snizovat horecku, zanét a tiSit bolest. Indikacni Skala je Sirokd. Nevyhodou je vSak mnoho
nezadoucich G¢inkii. Nekteré z nich Ize zmirnit nebo uplné eliminovat jednou z moznych cest
podani, a to transdermalni aplikaci. Dale mize byt ze zminénych divoda piizniva lokalni

aplikace.

Jednou z dominantnich vyzev pfi snaze dostat 1é¢ivou latku pies lidskou kiizi nebo
do ni je vyhovét kritériim, kterd jsou kzi definovana. Jednd se o vyvazeni hydrofilnich
a lipofilnich vlastnosti. LéCivo musi byt schopno penetrovat pies hydrofilni ¢ast a zaroven
dokézat prostupovat lipofilni lamelarni lipidovou multivrstvou, nachazejici se v epidermis.
Pro =zlepSeni rozpustnosti DIC ve vodé bylo vyuzito piihodnych vlastnosti

poly(amidoaminovych) (PAMAM) dendrimert.

PAMAM dendrimery jsou globularni makromolekuly s vysoce organizovanou
strukturou. Funguji 1 jako akceleranty koZzni permeace. Tato skupina pomocnych latek
piechodné snizuje propustnost kozni bariéry a usnadituje transdermalni podani 1é€iv. Dal§imi

vyhodnymi vlastnostmi jsou vyborna rozpustnost ve vod¢ a velka vazebna kapacita molekul.

V této praci vyslo najevo, Ze PAMAM dendrimery zvysSuji rozpustnost DIC ve vodném
prostiedi zpisobem zavislym na koncentraci a generaci. Vliv PAMAM dendrimert na zlepSeni

penetrace do kliZze a permeaci kliZi nebyl prokdzan.



Abstract
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Title of the thesis: Effect of PAMAM dendrimers to the solubility and the skin permeation of
diclofenac sodium

Diclofenac sodium (DIC) is a drug belonging to the category of nonsteroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs). This group of drugs is widely used due to its pleiotropic effect.
It can reduce fever, inflammation and relieve pain. The range of indications is wide. However,
the disadvantage is the many side effects. Some of them can be alleviated or completely
eliminated by one of the possible routes of administration, namely transdermal application.

Furthermore, local application may be favorable for the aforementioned reasons.

One of the dominant challenges in trying to get a drug through or into human skin is to
meet the criteria defined by the skin. This is a balance of hydrophilic and lipophilic properties.
The drug must be able to penetrate through the hydrophilic part and at the same time be able to
penetrate the lipophilic lamellar lipid multilayer found in the epidermis. To improve the
solubility of DIC in water, the convenient properties of poly(amidoamine) (PAMAM)

dendrimers were used.

PAMAM dendrimers are globular macromolecules with a highly organized structure.
They also function as skin permeation accelerators. This group of excipients temporarily
reduces the permeability of the skin barrier and facilitates transdermal drug delivery. Other

advantageous properties are excellent water solubility and high molecular binding capacity.

In this work, it was revealed that PAMAM dendrimers increase the solubility of DIC in
aqueous media in a concentration- and generation-dependent manner. The effect of PAMAM

dendrimers on improving skin penetration and permeation has not been demonstrated.
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1. Seznam zkratek

API Aktivni farmaceuticka latka
Chol Cholesterol

COX Cyklooxygenasa

DIC Sodna stl diklofenaku
EDA Ethylendiamin

Gl prvni generace

G2 druha generace

G3 treti generace

G4 ¢tvrta generace

NSAID Nesteroidni antiflogistikum
PAMAM Poly(amidoaminové)

PEG Polyethylenglykol

SC Stratum corneum



2. Uvod a cil prace
Ptfi dermalnim/transdermalnim podani léciva je léciva latka aplikovana na kiizi
se zamySlenym ucinkem v kiizi, ¢i systémovym efektem. Tyto aplikacni zpiisoby jsou vyhodné

zejména kvuli redukci nezddoucich Gcinkt plynoucich z podani peroréalniho.

Kize je slozena ze tfi hlavnich vrstev: epidermis, dermis a hypodermis. Epidermis,
jakozto nejsvrchnéjsi vrstva kize, predstavuje nejvyznamnéjsi piekazku pro exogenni latky.
Zamezuje jejich vstupu do téla a je mu tak G¢innou ochrannou bariérou. Moznosti vstupu
jednotlivych typl xenobiotik do kiize jsou determinovany vlastnostmi epidermis. Cilem je tedy
nalezeni takovych pomocnych latek, které by prinik xenobiotik (1é¢iv) do klize usnadnily,

zaroven ale jeji strukturu nenarusily ireverzibiln¢ a samy nebyly pro organismus toxické.

PAMAM dendrimery jsou kategorii pomocnych latek, které se fadi mezi kozni
enhancery. Jejich pfednostmi jsou dobra rozpustnost ve vod¢, jeZ umozni lepsi rozpousténi
Spatné€ rozpustnych latek, a také schopnost usnadnit prostup 1é¢iva kazi. Funguji totiz jako

akceleranty kozni permeace.

Cilem této prace bylo dosahnout zvySené rozpustnosti ve vodé Spatné rozpustného DIC
pomoci PAMAM dendrimert a usnadnit trans(dermalni) ptestup DIC pfes kiizi a dosahnout tim

protizanétlivého a analgetického ucinku v organismu.



3. Teoreticka cast
3.1. Lidska kaze

Lidska ktize tvofi ochrannou vrstvu na povrchu téla slozenou z rozli¢nych druht bun¢k.
Je to nejveétsi orgdn v naSem organismu. U dospélého ¢loveéka se jeji povrch pohybuje zhruba
V mistech, kde je kize vystavovana mensSimu tlaku, jako jsou napiiklad oc¢ni vicka, je
mnohonasobn¢ tenc¢i nez tam, kde musi odolavat extrémni namaze (chodidla). U télnich otvora

voln¢ prechézi ve sliznice.[1]

Kize zastava tfadu riznorodych funkci. Vytvaii pomyslnou bariéru od okolniho svéta.
Zabraiiuje tniku vody z téla, a naopak pro organismus Skodlivych latek vstupu dovnitt. Je
propustnd pro plyny a latky rozpustné v tucich. Klize je slozena ze tii hlavnich vrstev: pokozky

(epidermis), skary (dermis) a podkozniho vaziva (tela subcutanea)[1], [2].

epidermis
céva
dermis
vlasovy folikul
potni zlaza

hypodermis, tela subcutanea

Obrdzek 1: Struktura lidské kizZe [3]

3.1.1. Epidermis
Nejsvrchngjsi a nejtenci vrstvou je pokozka. Ma ektodermalni pivod a tvofti vrstevnaty
dlazdicovy (jeji svrchnéjsi vrstvy) epitel rohovéjici. Jako ostatni epitely ma minimum
mezibunécné hmoty a je bezcévna. Je tudiz vyzivovana z hlubSich vrstev difuzi.[2] V hlubSich
vrstvach se tvoii nové builky, které vytlacuji ty starsi smérem k povrchu, kde se vzdaluji zdroji

zivin a tudiz degeneruji. Tyto buiiky se napliiuji rohovinou a odumiraji. Casem se odloupnou.
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Veskera pokozka se obmeéni asi za tii tydny.[4] V pokoZce jsou zastoupeny Ctyii druhy bunék:
keratinocyty, melanocyty (pigmentové bunky), Langerhansovy buitky a Merkelovy buriky.

RozliSujeme pét vrstev pokozky s riznym zastoupenim téchto typt bunck.[2], [4]
= Stratum corneum

Prvni vrstva smérem od povrchu se nazyva stratum corneum (SC). Sklada se z plochych
odumfelych bunék bez jader, organel a naplnénych keratinem. Témto keratinocytickym
bunkdm se tika korneocyty. Existuje jich okolo sedmnécti vrstev. Vytvaii jakysi ochranny
krunyt, chranici pfed infekci (nejen diky kyselému pH), dehydrataci a mechanickym
namdhanim. U déti jsou korneocyty mensi, coz je jednim z faktori zptsobujicich snazsi prostup
latek (tento fakt ma vyznam pfi transdermalni aplikaci 1é¢iv) pies SC. V kiZi seniorl je tomu

naopak.[5]

Korneocyty jsou ulozeny v lipidové matrici slozené z ceramidii, cholesterolu (Chol)
a mastnych kyselin. Odchylky ve struktufe (naptiklad nedostatek lipidli) nebo rychlosti
deskvamace (odlupovani mrtvych bunék) se projevuji jako rizna kozni onemocnéni (atopicky

ekzém, psoriaza).[4],[6]

keratin korneocyt

mezibunééné
spojeni

lipidova matrice

Obrazek 2: Struktura SC [6]
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= Stratum lucidum

Tato vrstva epidermis je tvofena pouze 2-3 vrstvami bunck. Jeji keratinocyty jsou ploché

odumfelé¢ (jadra nejsou barvitelnd).[2] (Viz Obrazek 3)

-
-

_=|I 3‘* 5

Obrdzek 3: Vrstvy epidermis, stratum lucidum [7]

= Stratum granulosum

Stratum granulosum je taktéz tenka vrstva bunck. Pro jeji keratinocyty je typickeé,
ze obsahuji bazofiln¢ se barvici zrna (granula), obsahujici keratohyalin, jez je meziproduktem

rohovaténi.[2], [8]
= Stratum spinosum

Dalsi vrstvou je stratum spinosum. Zde lezi polygondlni bunky spojené pomoci

desmosomil. V mezibunéénych prostorech nalezneme tkanovy mok. (Obrazek 4) [1]
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Stratum corneum

a Stratum lucidum
Stratum granulosum

Stratum spinosum

A

Obrdzek 4: Vrstvy epidermis [9]

=  Stratum basale

Nejspodné&jsi vrstva epidermis se nazyva stratum basale. Je tvotena palisadove
uspofadanymi kubicko-cylindrickymi buiikami. VéEtSina bunék jsou keratinocyty. Nad svym
jadrem maji ¢epicku zrn melaninu (kozni pigment). Melanin je tvoten pouze v melanocytech,
zastoupenych ve stratum basale z 5 %.[10] Melanocyty posléze zasobuji keratinocyty timto
barvivem skrze vybéZzky. Propojeni keratinocytii navzajem zajistuji desmozomy. V misté

bazalni membrany hemidesmozomy.[1], [2], [10]

V pokozce, napfi¢ vSemi vrstvami, nalezneme 1 tzv. Langerhansovy buiky. Tyto
dendritické bunky prezentuji antigen lymfocytiim. Jejich pocet stoupa pii zanétech a naopak

klesa vlivem UV zafeni. Vznikaji v kostni dfeni.[11], [12]

Zajimavym typem bunck jsou Merkelovy buiiky. Maji ovalna jadra, granula a nachazi se

v pochvé vlasového folikulu i stratum basale. Slouzi jako mechanoreceptory.[12], [13]

3.1.2. Dermis
Dermis neboli corium, Cesky Skéara, je silnd wvrstva kiize nachdzejici se
pod pokozkou.[12] Ma mezenchymalni ptivod a dodava kiizi pruznost a mechanickou odolnost.
Sklada se ze tii hlavnich typt bunék: fibroblasti, makrofagu a zirnych bunék. Mezibunécnou

hmotu tvoii kolagenni a elasticka vlakna.[12]
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Déle zde nalezneme lymfatické a krevni cévy, nervy, vlasové folikuly a mazové ¢i potni
zlazy. Cévy v dermis jednak vyzivuji ji samotnou, jednak také umoznuji dermis vyzivovat
bezcévnou epidermis. Ve Skafe hraji dilezitou roli pro lidské smyslové vnimani nervova
zakonCeni. [13]Muzeme je rozdélit na volnd a opouzdiend. Mezi opouzdiena nervova
zakoncCeni patii Meissnerova téliska, ktera rozpoznavaji jemny dotek. Nejvice se jich nachazi
na koneccich prstt a rtech. Dale Ruffiniho téliska reagujici na tlak, tah a napéti. Diskutuje se i
o jejich mozné vnimani teploty. Chlad dokazi vnimat Krauseho téliska. Dermis je s epidermis

spojena pres bazalni membranu.[13], [14], [15]

Skara se sklada ze dvou vrstev. Svrchni, tenéi vrstvu nazyvame papilari (stratum
papilare). Svymi vybézky zasahuje do epidermis a vytvari tzv. dermalni papily. Stratum
papilare obsahuje jemnou sit’ elastickych a kolagennich vldken. Druhou vrstvou je retikularni
vrstva (stratum reticulare). Obsahuje vice elastickych vldken neZ papilarni. Navic, svlij ndzev

ziskala diky velmi husté neusporadané siti kolagennich vldken.[12]

3.1.3. Hypodermis
Nejhlubsi vrstva kiize se nazyva hypodermis, ¢esky podkozni vazivo. Tato vrstva také
obsahuje elastickd a kolagenni vlakna. Navic jsou zde tukové buiky. Hypodermis je nejvétsi
zasobarnou tuku v téle. Dale zde nalezneme cévy a nervy.[16] V podkoznim vazivu se nachdzi
Hypodermis ptipojuje k0Zi k hlubS§im strukturdm, kostem a svalim. V neposledni fadé
mechanicky chrani vnitini organy a je soucasti termoregulace. Na rtiznych mistech téla je

tlouStka podkozniho vaziva rizna.[12], [16]

3.2. Prestup latek pres lidskou kGZi
Jednim ze zpisobi, jak Ize podat 1éCivo a dosdhnout systémového ucinku, je
transdermalni podani.[17] Pii této cesté aplikujeme xenobiotikum na kizi. Jeho naslednému
prostupu skrz se fika permeace (prichod). Je tfeba odliSit podani dermalni. U tohoto typu
podani je cilem léciva klize sama, xenobiotikum tedy pouze penetruje (vstupuje) do jejich

vrstev. Nedochazi k resorpci (ptijmu) 1é¢iva vaskularnim systémem. [17], [18]

Ne kazdé 1écivo je vhodné pro transdermalni podani.[19] Existuji urcita kritéria, ktera
musi latka spliiovat (fyzikélné-chemické vlastnosti a stim souvisejici vlastnosti
farmakokinetické), aby mohla prostupovat volnou difuzi, jeZ je hlavnim mechanismem

permeace 1é€iva kizi. Jedna se o nasledujici:
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=  Molekulova hmotnost do zhruba 500 Da
= Nizky bod tani

= Rozpustnost jak ve vodé, tak v olejich. Amfifilita je dilezitd pro vytvofeni

dostatecné difuzni sily na ktizi vlivem koncentra¢niho gradientu

*  Vhodny rozdélovaci koeficient. LéCivo musi pfi vstupu do organismu piekonat
membrany bunék, proto je tieba jeho vhodna lipofilita. Protoze vSechny tkan¢ téla
obsahuji také vysoké procento vody (cca 70 %), a nelze opomenout ani télni
tekutiny, je pro pohyb léCiva v organismu dulezita i urcita rozpustnost ve vodé.
Pomér celkové koncentrace latky rozpusténé v lipidech k celkové koncentraci latky
rozpusténé ve vodné fazi vyjadiuje jiz zminény rozdelovaci koeficient.[18] Pokud
by byl rozd€lovaci koeficient pfilis nizky, 1é¢ivo bude dobfe rozpustné ve vode, ale
jeho prostup biologickymi membranami bude nedostate¢ny.[17] Naopak latka
s ptili§ vysokym rozd€lovacim koeficientem by se hromadila v kazi (tukové

tkani).[17], [18]

Existuje nekolik cest, kudy mtze 1é¢ivo ptes kiizi proniknout (viz Obrazek 5). Prvni tfi
z nich jsou zfidka vyuzivany. U velmi hydrofilnich 1é€iv je moZny prostup pies potni Zlazu.
Varianta zdanliveé snadnd, avSak hydrofilnich 1€¢iv je mélo. V neposledni fad€ 1 v tomto ptipadé
musi byt vytvofen znatelny koncentracni spad. Dalsi nepopulédrni moZznosti je prostup mazovou
zlazou. Toto je realné pro velmi lipofilni 1é¢iva. Lipofilni 1éCivo se ale po prichodu bude
hromadit v okolni tukové tkéni a do organismu se ho dostane malo. N&které latky jsou schopny

pronikat transfolikularne.[18], [19], [20]

Dalsi variantou je priichod transceluldarni (skrz buniky, korneocyty) nebo intercelularni

(mezibunéénymi prostory, lipidovou matrici).[20]
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intercelularni cesta  transcelulamni cesta priunik pres folikuly a Zlazy

Obrdzek 5: Cesty pruniku léciva pres SC [20]

Prichod 1é¢iva skrz korneocyty neni jednoduchy. Lze ho usnadnit zvySenim mnozstvi
vody ve SC. Keratin v korneocytech totiz obsahuje hydrofilni skupiny, které kdyz navazi vodu,
buiiky zbytni a navaZzou vodu do intercelularniho prostoru. Narusi se tak soudrznost lipidovych

lamel.[19], [20]

Nejhojnéji vyuzivanou cestou prostupu latky do organismu je interceluldrni cesta.
Timto zpiisobem lé¢ivo prochazi lamelarni lipidovou multivrstvou (Obrazek 6) mezi
korneocyty. Cesty je vyuzivano diky dobré znalosti chemického slozeni lamel.[21] To
umoznuje syntetizovat nebo vybrat latky, které umozni nebo i urychli prostup 1é¢iva. Témto
latkam tikdme akceleranty kozni permeace.[22] Mechanismus ucinku a dal$i je popsano

nize.[21], [22]
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Obrazek 6: lameldrni lipidovd multivrstva [23]

3.3. Akceleranty kozni permeace

Jak jiZ bylo zminéno, lidska kliZe je efektivni bariéra zabranujici vstupu cizich latek
do t¢la a prostupu latek vlastnich ven. Nejproblematictéjsi bariéru z hlediska snahy dostat 1é¢ivo
skrz predstavuje SC.[19], [22] SC je vrstvou s vysoce uspoiadanou strukturou a prave na ni cili
vétsina zesilovacl kozni permeace. Konkrétné mezibunécné lamelarni lipidy jsou strukturou,
do niZ je snaha zasdhnout a jejiz vlastnosti je potfeba pomoci akcelerantli koZzni permeace
nejcastéji ovlivnit. Dnes je na trhu Siroky vybér zesilovact kozni permeace, pomoci kterych 1ze
umoznit a urychlit prostup 1éCiva, s rozlicnymi mechanismy ucinku. Existuji vSak vlastnosti,

které musi mit kazda z t€chto farmaceutickych pomocnych latek.[19], [20], [22], [23] (Viz nize)

3.3.1. Spolecnd kritéria akcelerant( kozni permeace
ZesilovaCe permeace jsou farmaceutické pomocné latky. Z toho vyplyva pozadavek
na jejich nulovou vlastni farmakologickou aktivitu. Dale je naprosto zdsadni, aby nebyly
toxickeé, drazdivé nebo nezplsobovaly alergie. Musi mit definovanou dobu ucinku a zndmou

rychlost nastupu Gcinku. Jejich €¢inek by mél byt jednosmérny. Latky by mél akcelerant do téla
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propoustét, ale bariérové vlastnosti kiize musi byt nasledné¢ obnoveny. Dulezita je také
kompatibilita s latkami, které budeme pomoci akcelerantu ptenaset, ale i s ostatnimi

pomocnymi latkami v ptipravku.[22]

3.3.2. Mechanismus ucinku zesilovacl kozni permeace
Jak jiz bylo naznaceno, akceleranty nespecificky interaguji se strukturami ve SC, a to
s polarnimi nebo lipoidnimi strukturami. Z chemického hlediska jsou zesilovace velmi

ruznorodou skupinou, avsak urcité strukturalni podobnosti maji.[24]

Jsou jimi naptiklad funk¢ni skupiny, kdy ¢asto nalezneme fragment X-CO-N=, kde X
je -CHz, -NH:z nebo -NH-. Dalsi strukturalni podobnosti u akcelerantii je, Ze obsahuji alkylovy
nebo alkylenovy fetézec, rozvétveny &i nerozvétveny. Retézec by mél byt dlouhy osm az dvacet

uhlikti. Vy$e zminéné struktury se fyziologicky nachazi v kozni bariéte.[25]

Vlastnosti zesilovaci permeace je predurcuji k nékolika mechanismiim Uc¢inku, které

nejsou zcela objasnény, ale jsou silné predpokladany.

Prvni moznosti, jiz mize akcelerant zlepSovat permeaci 1é¢iva, je dezintegrace lipidové
vrstvy lamel. Timto mechanismem pisobi nejvice zesilova¢ll. V usporadané struktufe
intercelularnich lipidii vznikne vice prostoru pro difuzi 1é¢iva, ¢imz se zvysi difuzni koeficient.
Dalsi moZnosti je interakce zesilovace s intracelularnimi proteiny. Keratin, ktery se nachazi
v korneocytech, je tim rozvolnén a bunky se stanou propustnéjSimi. Poslednim zpisobem
zlepSeni permeace 1é¢iva je ovlivnéni rozdélovaciho koeficientu mezi aplikovanym ptipravkem

a kizi.[20], [21], [22], [23]

Mezi akceleranty koZni permeace patfi napiiklad voda, ethanol, propylenglykol,
mocovina, alkylsulfoxidy, azony atd. Oblibenymi akceleranty jsou také dendritické molekuly,

kterym je vénovana nasledujici kapitola.[24], [26]

3.3.3. Dendritické molekuly
3.3.3.1. Charakteristika

Dendrimery jsou vysoce uspofadané syntetické polymerni molekuly. Maji v roztoku
sféricky tvar a sviij nazev ziskaly diky vétvené struktufe. Vyznacuji se monodisperzitou.[26]
Dendrimery se 1i§i svymi molarnimi hmotnostmi, jejich rozméry se pohybuji obvykle mezi 1 az
10 nm. Strukturaln€ u nich mizeme rozlisit jadro, ze kterého vychézeji opakujici se (vétvici se)
monomery. Jadro je bud’ tvofeno jednim atomem, nejcastéji dusikem ¢i uhlikem, nebo mize

byt slozeno z vice atomti. Na povrchu globularni molekuly, vnéjSich monomerech, se nachazi

18



funk¢ni skupiny, které spolu s ostatnimi parametry dendrimeru determinuji jeho fyzikalné-
chemické vlastnosti, farmakologické vlastnosti a toxicitu.[27] Dal$im parametrem, na jehoz
zakladé¢ se mezi sebou odlisuji dendritické molekuly, je pocet vétvicich se vrstev. Podle vrstev

kategorizujeme dendrimery do generaci. (Obecna struktura viz Obrazek 7)[26], [27]

Prvni dendrimery pfipravil Fritz Vogtle v roce 1978. Poté jiz ostatni védci pokracovali

ve vyzkumu a syntetizovali dendrimery také jinymi zptsoby.[28]

Dendrimery maji oproti konvenéné vyuzivanym akcelerantim mnoho vyhod. Vysoka
biologickéa dostupnost a schopnost penetrovat skrz biologické membrany je jednou z nich. Déle
je mozné dendritick¢é molekuly navrhnout tak, aby vyhovovaly svému ucelu. Maji tedy
kontrolovatelnou molekularni hmotnost. Toho je dosahovédno naptiklad vétvenim, zvySujicim

vazebnou kapacitu, ale i dalSimi parametry.[26], [27], [28]

® Terminal groups

Obrdzek 7: Struktura dendrimert [29]

Pomoci dendritickych molekul 1ze dosdhnout cilené distribuce 1é¢iv do riiznych tkani
pravé diky moZznosti vytvoreni jedine¢ného a specifického dendrimeru.[29] Cilend distribuce
umoziuje sniZeni toxicity 1é¢iva i podavaného mnozstvi. Nékteré dendrimery vSak maji
1 vlastni farmakologickou aktivitu.[28] Zplisobl, pomoci kterych lze dosdhnout interakce
aktivni farmaceutické latky (API) se strukturou dendritické makromolekuly, je n€kolik. Lécivo

muZe byt specificky vdzano kovalentnimi vazbami na povrchovych funkénich skupindch nebo
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nespecificky inkorporovano v dutiné dendrimeru. Dal§i moznosti je kombinace obou vyse

zminénych.[28], [29]

Jak uz bylo zminéno, struktura dendrimeru ovliviiuje jak jeho fyzikalné-chemické
vlastnosti, tak farmakologicky a toxikologicky profil dané substance. Charakter povrchu
jednotlivych dendrimert tedy ovliviiuje vyslednou farmakokinetiku, specifitu vici cili a také
neopomenutelnou toxicitu.[30] Toxicita dendritické makromolekuly roste s rostouci generaci,
tedy s vétvenim. Déle, co se naboje na povrchu tyce, jsou pro biologické struktury Skodlivejsi
funk¢ni skupiny s kladnym nabojem. Stejné€ je tomu u nepolarnich ¢asti. Ty dokazi hydrofébné
interagovat s plazmatickymi membranami.[28], [30] Do urcit¢ miry je toxicita feSitelny
problém. Povrchovy ndboj dendrimerd lze pozménit tzv. PEGylaci. PEGylaci se rozumi
navazani polyethylenglykolu (PEG), ktery poté funguje jako ,,Cepi¢ka* napiiklad na aminovych
skupinach, a zamezuje tak cytotoxicité kationtu. N&které studie vSak naznacuji, ze by PEGylace

mohla zpomalit uvoliiovani 1é¢iva z dendrimeru a prodlouzit cirkulaci v organismu. Toxicita je

ptisné hlidanym parametrem dendrimerti.[28], [30], [31]

3.3.3.2. Priprava
Jak jiz bylo zminéno, dendrimery jsou vysoce organizované polymerni molekuly.
Z tohoto divodu jejich syntéza vyzaduje fizeny a po castech jdouci postup. Valnou vétSinu
syntéz dendrimerti tvoii dva hlavni postupy (viz Obrazek 8). Divergentni a konvergentni
zpiisob. V 70. letech 20. stoleti Fritz Vogtle provedl prvni syntézu dendrimeru divergentni

cestou. Nasledn¢ v letech 90. byla popséna syntéza konvergentni védci Craig Hawker a Jean

Fréchet.[26], [28], [32]

Divergentni metoda probihd navazovanim monomerd na iniciacni jadro. Dendrimer je
tedy postupné vétven od stiedu k periferii. Nevyhodou této metody je Casty vznik chyb,
nechténych odchylek ve struktufe. K tomuto dochézi, kdyZ na nékteré z vétvi reakce probehne
neuplné. Problému lze z ¢asti predchdzet vhodnym pouZitim ¢inidel. I tak je ale dosaZeni Cistoty
u této metody velmi obtizné, protoze odchylky ve struktuie byvaji jen malé. Vyhodou metody
je moznost vytvotfeni dendrimeri vyssich generaci. Divergentni metoda je ¢asto vyuzivanym

typem syntézy. Pfipravuji se ji naptiklad PAMAM dendrimery.[32]

Konvergentni metoda spocivd ve vytvareni kratSich vétvi, které se posléze navazuji
na iniciaéni jadro. Dochazi tedy k syntéze smérem od periferie. Vyhodou je snadnéjsi zajisténi

Cistoty makromolekul. Nevyhodou mtze byt nemoznost syntézy vétSich dendrimeri.[33]
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Konvergentni syntéza r .\?/.

Obrdzek 8: Metody syntézy dendrimert [32], [33]

3.3.3.3. Vyuziti dendrimerd
Dendrimery se t&€$i v medicing 1 farmacii velké oblibé diky svému potencialu pro Siroké
vyuziti. Jejich strukturu je mozné nasyntetizovat tak, aby uspokojivé prostupovaly
biologickymi bariérami a dosahovaly svého cile, byly co nejméné toxické a nebyly

imunogenni.[32], [34]

Dendrimery mohou navézat 1é¢ivo a tim ho dopravit na pozadované misto, souc¢asné
jsou schopny zvySovat rozpustnost APL. ZvySeni rozpustnosti 1é¢iva umozni lepsi absorpci
a vys$si biodostupnost. VétSina léciv je Spatné rozpustna ve vode. Dendritické molekuly
s hydrofobnimi jadry a hydrofilnimi periferiemi mohou do svych struktur navazat 1é¢ivo
podobné jako micely. Dendrimery vSak mohou navézat i jiné slou€eniny, ¢imZ zafunguji jako

radioligandy, detek¢ni latky nebo kontrastni latky.[28], [32], [34]

Soucasti skvélého potencidlu je 1 vicevaznost téchto molekul.[35] Jedna molekula
dendrimeru disponuje desitkami az stovkami mist, kam lze navéazat ptfenaSené substance. [34],

[35]

V posledni dobé je dendrimerti hojné vyuZivano v antineoplastické terapii.[36]
U konvenc¢ni chemoterapie je problémem silnd toxicita pro zdravé bunky. Klasicka cytostatika
cili na buiiky rychle se délici. Diky dendrimeriim je mozZné 1é€ivo dopravit pfimo k nddorové
buiice. (Obrazek 9). Pro nadorové bunky je piiznacnd napiiklad zvySend mira exprese
folatovych receptorti. Pii navazani kyseliny listové na dendrimer nesouci chemoterapeutikum
je docileno zvyseni koncentrace 1é¢iva u nadoru, a naopak sniZeni jeho toxicity na zdravych

buiikach.[34], [36]
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Obradzek 9: Cilend protinddorova terapie[37]

3.4. PAMAM dendrimery

PAMAM dendrimery jsou jako ostatni dendrimery sférické, vysoce usporadané
a rozvétvené molekuly. Jejich vlastnosti jsou podobné globularnim proteintim. Patii k rozséhle
pouzivanym, hlavné diky rozmanitym mozZnostem vyuziti.[38] Také relativné nizké naklady
spolu s nepfili§ slozitou pfipravou znich ¢ini, oproti podobné vyuZivanym biologickym
molekulam (protilatkdm a proteiniim), oblibené struktury. Zaobiraly se jimi mnohé studie
a staly se komer¢nimi mezi prvnimi. Tato tfida dendrimera byla zkouméana, charakterizovana
a syntetizovana poprvé v osmdesatych letech dvacatého stoleti, kdyz prof. Dr. Donald A.

Tomalia popsal divergentni syntézu dendrimerti generaci 1-7.[39], [40]

Tyto molekuly zlepSuji biologickou dostupnost substanci cilicich na rozlicnd mista
organismu. Jsou schopny nést 1é¢iva i geny.[41] Déle zvySuji rozpustnost a stabilitu ve vodé
malo rozpustnych 1é¢iv. PAMAM dendrimery maji velkou vazebnou kapacitu. PfendSena
substance mtize byt inkorporovana uvnitt molekuly PAMAM dendrimeru nebo navazana
na funkéni skupiny nachazejici se na povrchu (Obrazek 10). Velikost PAMAM dendrimert se
pohybuje mezi hodnotami 1 az 14 nm, a to v zdvislosti na generaci. Vazebnd schopnost

s rostouci generaci klesa, zejména pak od G6, nejlepsi vazebné schopnosti vykazuji dendrimery
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do c¢tvrté generace. [38], [39], [40], [41], [42] Obecné je ale jejich vazebna kapacita velmi

vysoka, diky relativné malé molekulové hmotnosti vici povrchu.

<«—— PEG chains

Non-covalently

\ encapsulated drug
= =
(e
C
Covalently and electrostaticly
attached drug to terminal
amines .

Obrdzek 10: PAMAM dendrimery s navdzanou substanci [43]

e v

amoniakem (NH3). Jednotlivé vétve dendrimert jsou tvofeny postupnym navazovanim N-(2-

aminoethyl)akrylamidu pomoci dvoustupniového procesu (Obrazek 11).[38], [39]

.......

ve druhém kroku, nastavd amidace vzniklych esterit EDA. Kazda dal$i generaci dendrimert je
vétsi o 1 nm.[43] Molekulovd hmotnost je s kaZzdou dalsi generaci dvojnasobna. Oproti jinym
tiiddm dendrimerd disponuji PAMAM dendrimery vys$$i biokompatibilitou, moznd diky
kombinaci aminovych a amidovych skupin. Tyto funkéni skupiny se pfirozené vyskytuji

v organismu.[39], [41], [43]

Koncové aminové skupiny mohou byt upravené nejcastéji pomoci hydroxylove (-OH)
skupiny, karboxylové (-COOH) skupiny, konjugované s uhlovodikovymi fetézci nebo
pegylované (Obrazek 10). Uprava aminovych skupin je vyuZivana za tuéelem sniZeni
toxicity,[30] jelikoZ bylo dokazano, Ze s rostouci generaci a koncentraci dendrimeru roste

1jejich toxicita.
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Obrazek 11: Struktura PAMAM dendrimeru [40]

Toxicita je také ovlivnéna ndbojem na povrchu molekul. Kladné nabité ¢i neutralni
funkéni skupiny na povrchu jako (-NH») a (-OH) zptsobuji lepsi prostupnost membranami,
destabilizuji je, a jsou tak vice toxické vlivem lyzy a smrti buiiky. Bylo zjiSténo, Ze primarni
aminoskupiny jsou vice toxické nez sekundarni a tercialni. Zaporny naboj na povrchu (-COOH)
je méné¢ toxicky. V porovnani s jinymi tfidami jsou, dle mnohych studii, PAMAM dendrimery
mén¢ toxické. Toto plati, co se primé&rné toxicity na organismus tyc¢e, protoze vici nékterym

tkanim naopak vykazuji toxicitu vyssi.[30], [31], [42]
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3.5. Diklofenak
DIC je sodna sil diklofenaku, derivatu kyseliny fenyloctové. Jednd se o NSAID, tedy

1é¢ivou latku plisobici proti bolesti, horecce a zanctu. Konkrétni indikace se lisi dle toho,

ve které 1ékové formé je diklofenak obsazen.[44], [45]

DIC je malda molekula (viz Obrazek 12) s molekuldrni hmotnosti 318.1 g/mol.

Cl

NH

Cl O Nat

Obrdzek 12: 2D struktura DIC [46]

Jedna se o bily nebo slab& nazloutly krystalicky prasek, slabé hygroskopicky, mirné

rozpustny ve vod¢, snadno rozpustny v methanolu a dobte rozpustny v lihu 96 %.[45]

Mechanismus ucinku spocivd v kompetitivni a reverzibilni blokaci cyklooxygendsy

(COX).

Roli COX je preménovat kyselinu arachidonovou na prostaglandiny a tromboxany.
Prostaglandiny jsou mediatory zanétu a zplsobuji d&je jako: zvySeni teploty, vazodilatace,
bolest, stahy uteru, vylu¢ovani sodiku a vody. Diklofenak patii mezi neselektivni blokatory
COX-2, coz znamena, ze prirozen¢ blokuje 1 COX-1. COX-1 ma v organismu tzv. konstitutivni
ulohu, to znamend, Ze se podili na udrZzovani fyziologickych dé&i a stavili, jako naptiklad
na ochrané Zalude¢ni sliznice. Oproti tomu syntéza COX-2 je indukovatelnd zanétlivymi

faktory. DIC ma mirnou preferenci k blokaci COX-2.[44], [47]

DIC je vyuZivan v mnoha lékovych formach. Maximalni hladiny v plazmé dosahuje

po 2-3 hodinach, kde se zaroven z velké ¢asti vaZze na plazmatické bilkoviny (95-99 %). Oproti
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draselné soli ma DIC mirné pomalejsi nastup ucinku. Biologicky polocas DIC je kratky, mezi
1-2 h. Jeho terapeuticky ucinek je v§ak o mnoho delsi, protoze se hromadi v synovialni tekuting.
Toho je v praxi vyuzivano.[48] DIC byva soucasti ptipravka s indikaci na bolest kloubii. Jak
topickych (naptiklad Olfen gel), tak peroralnich. Své uplatnéni ale nachazi i v terapii

dysmenorrhey nebo migrény.[48], [49]

Nezadouci t€inky DIC nevyhnutelné souvisi s mechanismem u¢inku. Bylo prokazano,
ze jejich vyskyt stoupd s davkou.[45] Blokaci COX-1 dochézi k sniZené obnové Zalude¢ni
mukozy a hrozi eroze sliznice Zaludku, ulcerace ¢i perforace, jeZ se mohou vyskytnout 1 bez
varovnych pfiznakd. Oproti indometacinu, patficimu do stejné strukturalni skupiny, je vSak
DIC k zaludec¢ni sliznici Setrnéjsi. Opatrni by pii uzivani méli byt pacienti s problémy s jatry,
protoze DIC je pfeméiovan na neaktivni metabolity v jatrech. Dochazi zde k oxidativnim
pfeménam pomoci enzymi CYP2C9, CYP2CS8, CYP3A4 atd. Z tohoto dlivodu se dlouhodobé

uzivani nedoporucuje u nikoho.[45], [50]

DalSim organem spojenym s neZadoucimi U¢inky jsou ledviny. Snizenim produkce
ledvinnych prostaglandini dochazi k snizeni exkrece sodiku, ¢imz se zvysuje zadrzovani vody
organismem. Nasleduji otoky, zvyseni tlaku atd. Pacienti s ledvinnym nebo srde¢nim selhanim
¢1 hypertonici by se méli NSAID vyhnout.[51] Obecné, pii rozsahlych studiich bylo potvrzeno
zvySeni kardiovaskularniho rizika pfi uzivani DIC. Toto riziko bylo srovnatelné s koxiby,
ibuprofenem a naproxenem. Byly pozorovany alergické reakce (Obrazek 13), vzacné
i anafylaktickd, z toho divodu neni vhodné uzivani DIC u astmatikti. VSechna NSAIDs jsou
do urcité miry fototoxicka, vyhybat se sluneCnimu zafeni je na misté. Nekdy se miize

vyskytnout kopftivka.

Obrdzek 13: KiZe pacienta uZivajiciho NSAID po expozici slune¢nimu zareni [52]
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U topickych piipravki je toto riziko vyssi nez u podani systémového. Pii dlouhodobém
uzivani NSAID mohou nastat bolesti hlavy, které by nemély byt feSeny navysSenim davky.[50],
[51]

Vlivem blokace COX-1 krevnich desticck ma DIC protisrazlivy tcinek.
Ke komplikacim (krvaceni) maze dojit, pokud pacient souc¢asné uziva Iéky na fedéni krve nebo
jina NSAIDs.[53] DIC mize maskovat projevy infekénich onemocnéni, proto je treba dbat
opatrnosti. Z divodu hepatotoxicity a gastrotoxicity je krajné nevhodné pii 1écbé pozivat
alkohol.[54] U starSich pacientl je potfeba peclivé zvazit davky. Ty by mély byt co nejnizsi,
protoze u geriatrické populace je Ccastéjsi vyskyt nezddoucich ucinkl, zejména
gastrointestinalniho krvaceni (Obrazek 14). Divodem muze byt jednak sniZzené prokrveni
sliznice traviciho traktu, a tedy zpomaleni jeji reparace, jednak vy$s§i pravdépodobnost
soucasného uzivani dalSich gastrotoxickych léc¢iv (SSSR, kortikosteroidi, ASA). V piipadé
uzivani gastrotoxickych 1éCiv je tieba zvazit uzivani protektivnich latek, jako inhibitort

protonoveé pumpy. [53], [54]

Obrdzek 14: Gastropatie pfi uzZivani NSAID [55]
Je nutnd obezfetnost u pacientll s poruchou funkce ledvin nebo jater. Jelikoz byly

v souvislosti s NSAIDs hlaSeny ptipady retence tekutin a edémil, nedoporucuje se uzivat DIC

pacientim s vazné€j$i hypertenzi nebo srdecnim selhavanim.[54]

DIC je kontraindikovan u téhotnych z divodu moZnych malformaci plodu nebo
uzavieni ductus arteriosus v pozd¢;si fazi (tfetim trimestru) t¢hotenstvi. Vlivem inhibice tvorby
prostaglandinlt dochazi k snizeni d€loznich kontrakci a moznému oddéaleni porodu
¢i prodlouzeni jeho pribéhu. Antiagregacni G€inek zase miize zptsobit komplikace s porodnim

krvacenim. Stejné jako jind NSAIDs i DIC prostupuje do matetského mléka. Z divodu

27



vylouc¢eni moznych nezddoucich uCinkti na kojence je zdhodno se uzivani pii kojeni

vyhnout.[56]
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Chemikalie, material a pfistroje

Pro experimentalni ¢ast diplomové prace byly pouzity Ctyfi generace PAMAM
dendrimerd s aminoskupinami na jejich periferii. Konkrétnéji byly pouzity 20 w9% roztok prvni
generace (G1) dendrimeru v methanolu (Mw=1429,85 g/mol, hustota=0,82 g/ml, CAS Number:
142986-44-5), 20 w% roztok druhé generace (G2) dendrimeru v methanolu (Mw=3256,18
g/mol, hustota=0,86 g/ml, CAS Number: 93376-66-0), 20 w% roztok tfeti generace (G3)
dendrimeru v methanolu (Mw=6908,84 g/mol, hustota=0,863 g/ml, CAS Number: 153891-46-
4), a 10 w% roztok Ctvrté generace (G4) dendrimeru v methanolu (Mw=14214,17 g/mol,
hustota=0,813 g/ml, CAS Number 163442-67-9) zakoupené od firmy Merck (Darmstadt,

Némecko).

K ptiprave vSech vodnych roztokl byla pouzita ultra ¢isténa voda. Pro Cisténi byl vyuzit
Milli-Q RG water purification system (Millipore, Burlington, USA). Jako modelova 1é¢iva
latka pro permeacni pokusy byl zvolen DIC s 98 % cistotou (Tokyo chemical industry, Tokyo,
Japonsko). Gemtamicin, hydratované i nehydratované anorganické soli, pouzité pro piipravu
izotonického fosfatového pufru, a rozpoustédla pro HPLC (methanol, voda, kyselina octova)
byla, kromé methanolu (Altium International s.r.o0., Zeneva, gvycarsko), zakoupena od firmy

Merck (Darmstadt, Némecko).

Lidska kuze, pouzitd v tomto experimentu, pochazela z plastické chirurgie Sanus
v Hradci Kralové. Byla odebrana pfi plastické operaci Zenam, nasledné zbavena podkoZzniho

tuku, omyta a uchovavana zmrazena pii teploté -20 °C.

Pro filtraci vzorki poslouzily nylonové filtry s velikosti port 0,45 pm znacky GVS

z italské Boloné.

Vialky sroztokem dendrimerii v methanolu byly suSeny (bylo odpafovéno
rozpoustédlo) po dostatecné dlouhou dobu v proudu dusiku. Nasledné byly vzorky dosouSeny
ve vakuové olejové pumpé 2 hodiny. Nakonec byly vzorky ponechény jednu hodinu v exikatoru
s oxidem fosforecnym. Exikator byl pfipojeny s membranovou vakuovou pumpu KNF
Laboport (Freiburg im Breisgau, Némecko). Permeace se uskutecnily ve vodni lazni WNB 29
(Memmert, Schwabach, Némecko) s teplotou nastavenou na 32 °C. Ve vodni ldzni byly
umistény Franzovy difuzni cely ru¢ni vyroby. Dikladné homogenizace vzorkl bylo umoznéno

surovin byla vyuZzivana analytickd vdha Ohaus Pioneer (Ohaus, Parsippany, NJ, USA).
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Pro odebirani specifickych objemt byly pouzivané automatické mikropipety VWR (Randor,
PA, USA). Vzorky byly centrifugovany pomoci centrifugdtoru MPW-260R (MPW MED.

Instruments, VarSava, Polsko) s 15 000 otackami za minutu, teplotou 21 °C po dobu 10 minut.

HPLC analyza DIC byla provedena pfistrojem HPLC Agilent 1200 series (Agilent
Technologies, Waldbronn, Némecko) vybavenym G1379B degasserem, G1310A pumpou,
G1316A termostatem pro kolonu, G1329A autosampler a G1321B fluorescen¢nim detektorem.

Pro chromatografickou analyzu byla pouzivana kolona LiChroCART 250-4 naplnéna
LiChrospher 100 RP-18 ¢asticemi o velikosti 5 um (Merck, Darmstadt, Germany). Mobilni faze
pro DIC byla smés MeOH:H>0:CH3COOH v poméru 80:20:0,5 (v/v). Pritok analyzy byl 1,35
ml/min (tlak okolo 22 MPa) a teplota kolony 25 °C. Objem vzorku nastfiknuty na kolonu byl
20 pl. Detekeni vinova délka byla 275 nm a retencni as 4 min (celkova délka analyzy byla
6 min). Vzdy bylo pouzito vialek kompatibilnich s HPLC pfistrojem (Agilent technologies,
Santa Clara, CA, USA).

4.2. Priprava vzorkd DIC ve vodé pro méreni rozpustnosti

4.2.1. Priprava nasycenych vodnych roztokud s DIC
Pro ptipravu nasycenych vodnych roztokti DIC bylo navdZeno zndmé mnoZstvi (okolo
12 mg) DIC do pfedem piipravenych vialek oznacenych &isly 1 az 5. Poté bylo do vialek
napipetovano po 400 pl ultracisté vody. Nasledné byly smési promichdny na michacce
a vlozeny na 24 h na tiepacku k dikladné homogenizaci. Poté byla provedena centrifugace.
Nakonec byl nasyceny roztok z kazdé vialky obezietné odebran (zhruba 250 pl) a napipetovan

do pfedem ptipravenych a oznaCenych vialek s insertem pro HPLC analyzu.

4.2.2. Pfiprava vodnych roztokll PAMAM dendrimer(
Pii ptipravé vzorkl vodnych roztokit PAMAM dendrimeri bylo vytvofeno n€kolik sérii.
Kazda série byla tvofena jinou generaci dendrimerd. V této experimentalni praci byly pouzity
G1 az G4. V kazdé z generaci byly pfipraveny tfi rizné koncentrace dendrimert (0,5 mM,
I mM a 2 mM). Od kazdé koncentrace bylo vytvofeno pét vzorki. Celkem tedy 60 vzorki

vodnych roztokli dendrimerti, jez byly na skle vialek nalezit¢ oznaceny.

Pro ptipravu urcenych koncentraci vzorkii dendrimert (viz vyse) bylo tieba vypocitat
objem jednotlivych generaci, ktery bude ze zdsobnich roztoki dendrimerti v methanolu
pipetovan. Za pomoci automatické mikropipety bylo odebrano 67,13 ul PAMAM dendrimeru
G1 a vlozeno do predem zvéazené vialky. PAMAM dendrimeru G2 bylo odebrano 145,77 ul
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a také vlozeno do predem zvazené vialky. Stejny postup byl aplikovan u G3 a G4, u prvni

zminovang se jednalo 0 308,22 ul a u druhé o 1346,23 pl.

Pro ziskani suchych dendrimeri bylo tfeba odpafit methanol. To bylo provedeno
v proudu dusiku na katedfe organické a bioorganické chemie. Nasledovalo dvouhodinové
suseni v olejové pumpée s vakuem. Poté byly vialky ponechiny v exikdtoru s vakuem
za pritomnosti oxidu fosforecného 24 hodin. Timto bylo odstranéno zbylé rozpoustédlo.

Nakonec byly vialky zvazeny pro srovnani realné hmotnosti s teoretickou.

Do kazdé vialky s ¢istymi PAMAM dendrimery bylo pfidano 3,85 ml ultracisté vody.
Vznikly tak roztoky o koncentraci 2 mM. Vialky byly nélezit€¢ oznaceny a na tfepacce jejich
obsahy zhomogenizovany. Aby byly ziskdny také roztoky o koncentraci 1 a 0,5 mM, bylo tieba
provést fedéni. Pro matematické zjednoduseni byl nejprve odebran 2 mM roztok o objemu
2,2ml a pfenesen automatickou mikropipetou do oznacené vialky. Pomoci automatické
mikropipety bylo odebrano 1,1 ml roztoku o koncentraci 2 mM a pteneseno do patficné
oznacen¢ vialky. Nasledné bylo pfidano 1,1 ml ultracisténé vody, ¢imz vznikl roztok PAMAM
dendrimerd o koncentraci 1 mM. Pro vytvofeni roztoku o koncentraci 0,5 mM PAMAM
dendrimert bylo z pfedchoziho roztoku odebrano 0,55 ml, pfeneseno do oznacené vialky
a zfedéno 1,65 ml ultracisté vody. VySe zminény postup byl proveden se vSemi generacemi
od methanolu vysuSenych a v ultracist¢ vodé rozpustenych PAMAM dendrimerd.

K homogenizaci vSech roztokl byla opét vyuzita michacka.

Z roztokii danych koncentraci nasledné mohl byt pfipraven pozadovany pocet vzorkd.

Vsechny byly na svych vialkach oznaceny dle generace PAMAM dendrimert a koncentrace.

4.2.3. Pfiprava nasycenych vodnych roztok( DIC s PAMAM
dendrimery

Pro pfipravu nasycenych vodnych roztokit DIC s PAMAM dendrimery bylo tfeba
piipravit si a popsat dostatek vialek. Vialky byly oznaceny jednak podle generace a koncentrace
dendrimertd a také pismeny A az E. Pismena reprezentovala jednotlivé vzorky od jednoho

koncentracniho a generac¢niho typu dendrimert.

Nasledn¢ byla do kazdé z ptipravenych vialek navazena znama hmotnost DIC, okolo
14 mg. Pomoci automatické mikropipety bylo do kazdé z vialek ptidano 400 pl pfipraveného
roztoku dendrimeru podle generace a koncentrace. Vialky byly ponechdny v tfepacce na
24 hodin. Dalsi den byly suspenze vlozeny do centrifugy a byla provedena centrifugace. Poté

byly pfipraveny vialky s insertem vhodné pro HPLC analyzu a byly popsany stejnym zptisobem
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vysvétlenym vyse. Do téchto vialek bylo opatrné (aby nedoslo k nasati nerozpusténé sedliny
pipetou) napipetovano 250 pl odpovidajicich roztokli pfipravenych centrifugaci. Vzniklé

roztoky byly podrobeny metodé¢ HPLC a nasledné byly pouzity pii permeacnich pokusech.

Pted vlastni HPLC analyzou bylo tieba jesté nékolika krokli. Nastavena metoda HPLC
byla kalibrovana pro nizsi koncentrace DIC. Proto bylo potieba pied vlastni analyzou vzorky
jesté ziedit. Nejprve byly vzorky ziedény 10x a poté jesté¢ 100x. Nasledné byly ovéfeny
nastavené parametry HPLC metody pomoci vytvoteni kalibracni kiivky. Pro kalibra¢ni kiivku
bylo pfipraveno nékolik roztokii DIC o znamé koncentraci. Poté byly zhodnoceny nastavené

parametry analyzy. Nakonec byly vzorky vloZzeny do HPLC a probéhla vlastni analyza.

4.3.  Prvni permeace

4.3.1. Priprava vzorkd pro donorovou fazi
Pro potteby zkousky permeace této diplomové prace bylo nejprve pfipraveno pét
vzorkll. V prvnim byl obsaZen pouze vodny roztok DIC. Do zbylych &tyfech vialek bylo
napipetovano potfebné mnozstvi vodnych roztok dendrimerti generaci 1 az 4 (viz nize)
pro vytvoteni roztoku DIC s koncentraci dendrimerti 0,5 mM. Koncentrace DIC ve vSech

vzorcich byla 15 mg/ml.

4.3.1.1. Detaily pfipravy
Do prvni vialky bylo na analytickych vahach navazeno 12,0 mg DIC. Nasledné byla
piidana ultra ¢isténa voda do vysledného objemu 0,8 ml (vysledna koncentrace kontrolniho
vodného roztoku byla 15 mg/ml). Do vialek 1 aZ 4 byl napipetovan vypocteny potiebny objem

methanolického roztoku dendrimerti generaci 1 az 4 (viz Tabulka 1).

Tabulka 1 Objemy roztoku jednotlivych generaci

Potiebna
Generace Mw Pipetovany objem
dendri . (e/mol) koncentrace (L)
endrimeru mo
g (mM) n

G1 1429,85 0,5 4,36

G2 3256,18 0,5 9,47

G3 6908,84 0,5 20,01

G4 14214,14 0,5 87,42
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Methanol bylo tieba nechat par hodin odpatfovat v proudu dusiku. Nasledn¢ byly vialky
umistény na dvé hodiny do vysokovakuové olejové pumpy. Nakonec na jednu hodinu
do exsikatoru s pfitomnosti oxidu fosfore¢né¢ho. Do kazdé z vialek 1-4 byl pfidan 1 ml vody,
aby byl ziskan 0,5 mM roztok kazdé generace. Do nové prazdné vialky bylo navazeno 12,4 mg
DIC a ptidano 0,83 ml 0,5 mM roztoku G1 (vysledna koncentrace DIC je 15 mg/ml v 0,5 mM
dendrimeru G1). Podobnym zpiisobem bylo do dalsi prazdné vialky navazeno 12,1 mg DIC
a pfidano 0,81 ml 0,5 mM roztoku G2 (vyslednd koncentrace DIC je 15 mg/ml v 0,5 mM
dendrimeru G2), do dalsi prazdné vialky bylo navazeno 12,0 mg DIC a piidano 0,80 ml 0,5 mM
roztoku G3 (vyslednd koncentrace DIC je 15 mg/ml v 0,5 mM dendrimeru G3) a do dalsi
prazdné lahvicky bylo navazeno 13,0 mg DIC a ptidano 0,87 ml 0,5mM roztoku G4 (vysledna
koncentrace DIC je 15 mg/ml v 0,5 mM dendrimeru G4).

Nésledné byly vzorky umistény na tfepacku po dobu 24 hodin. Nakonec z kazdého
roztoku vzorku bylo pfipraveno Sest vzorkli po sto mikrolitrech. Téchto tficet vzorkl slouzilo

jako donorova faze pro Franzovy cely (viz nize).

4.3.2. Priprava Franzovych cel a naneseni donorové faze

4.3.2.1. Sestaveni Franzovych cel
Pro zkousku permeace ex vivo byly ru¢né sestaveny Franzovy difuzni cely (viz

Obrazek 15) s lidskou kuzi.

_ sklendna Cist pro
~  donorovou fan

teflonové desticky — lidska kilze
o sklendna trubitka
diivka s gmnickamif/’ pro odbér vzorku
pro upevnéni
o —__sklenénd &ast s
michadlo akceptorovou fazi

Obrdzek 15: Franzova difuzni cela [57]
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Franzova cela byla slozena ze dvou sklenénych casti (trubicovité¢ho tvaru) a dvou
teflonovych desticek, mezi kterymi byla umisténa lidska ktize. Kize byla predem rozmrazena,
nasledné skalpelem nafezana na ¢asti, plochou zhruba odpovidajici teflonovym destickam. Poté
znovu omyta a oc€isténa vatovou tyCinkou. Teflonové desticky, s plochou zhruba 2 cm?
a otvorem uprostied o plose 1 cm?, byly potfeny silikonem pro lepsi piilnuti ke sklenénym

castem. Klize mezi né byla umisténa tak, ze epidermalni strana smétovala vzhiiru.

Sklenéna cast pro akceptorovou fazi byla naplnéna 10 mM PBS o pH 7,4. Bylo tfeba
znat presny objem PBS ve Franzové cele, ¢ehoz bylo dosazeno pomoci injekcni stiikacky
a odmérného valce. Pro vSechny cely bylo tfeba ptipravit celkem1000 ml pufru. Bylo navazeno
314,5 mg NaH>PO4-2 H20, 2,874 g NaaHPO4-12 H20, 207,9 mg KCl a 7,989 g NaCl. Navazky
byly rozpustény ve zhruba pul litru ultra ¢isténé vody a roztok posléze doplnén na 1000 ml.
Nésledné byl roztok kratce zahtivan a bylo pfidano 50,8 mg gentamicinu. Na zavér bylo

ptekontrolovano pH a PBS pfefiltrovan ptes filtra¢ni papir.

4.3.2.2. Naneseni donorové faze
Nejprve bylo tfeba pfipravit vodni lazen, vytemperovat ji na 32 °C a nechat ustalit 12
hodin. Posléze do ni byly umistény Franzovy difuzni cely. Od kazdého vzorku se aplikovalo

po 100 pL do Sesti cel (sklenéné ¢asti pro akceptorovou fazi — kiizi). Pribézné byla dopliovana

odpafena voda z 1azné€ 1 odpafeny PBS z akceptorové ¢asti cel.

4.3.2.3. Odebrani akceptorové faze pro HPLC a méfeni permeace DIC

kazi

Po 24 hodinach od naneseni donorovych vzorka byly odebrany vzorky z akceptorové

faze. Z kazdé cely 1 ml. Tyto vzorky byly nasledné ptefiltrovany pomoci poloautomatické

pipety pres Spicku s vatou do vialek uréenych k HPLC analyze.

4.3.2.4. Priprava vzorku kdze pro zjisténi retence DIC v k(zi pomoci
HPLC

Po odebrani vzorkdi =z akceptorové faze byly Franzovy cely demontovany
a nasledovalo omyti kiize stfickou. Findlni doc¢isténi naneseného vzorku z klize bylo provedeno
pomoci vatové tyCinky. Poté se skalpelem vyftizla pouze ¢ést, na kterou bylo aplikovéno. Tato
ktze byla vloZena do pfedem zvazenych vialek a nasledné€ byly vialky zvaZeny 1 s kiiZi. Ve
bylo peclivé zaznamenano. Nasledné bylo do kazdé vialky pfidano extrakéni ¢inidlo stejného

slozeni jako mobilni faze, tedy methanol, ultraisténa voda a kyselina octovd v poméru
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800:200:0,5. Vialky byly pfipevnény na ttepacku. Po dobu 24 hodin byl nechan extrahovat DIC
z kiize.
Jakmile uplynula potiebna doba tfepani pro extrakci, byly extrakty piefiltrovany

za pomoci poloautomatické pipety s vatou ve Spicce do vialek uréenych k HPLC analyze.

Pomoci HPLC analyzy bylo zjisténo mnozstvi DIC zadrzeného kuzi.

4.4. Druha permeace

4.4.1. Ptiprava vzork( pro donorovou fazi
Pro druhou permeaci byly pouzity pouze dvé generace PAMAM dendrimerti (G2
a G4) ve dvou raznych koncentracich (1 a 2 mM). Koncentrace DIC v kazdé formulaci byla

15 mg/ml a byly ptipraveny obdobnym zpiisobem, jaky byl popséan diive pfi prvni permeaci.

4.4.2. Priprava Franzovych cel a naneseni donoroveé faze
Ptiprava Franzovych difuznich cel a objemy aplikovanych novych vodnych roztokl
DIC v rtiznych koncentracich PAMAM dendrimerii pro druhou permeaci byly podobné jako ty

diive popsané u prvni permeace.
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5. Vysledky a diskuze
5.1. Rozpustnost DIC

Jak jiz bylo popsano, DIC je sul, ktera je pouze mirn¢ rozpustnd ve vodé. V této
diplomové praci byl zkouman vliv PAMAM dendrimert na rozpustnost DIC ve vodném
prostfedi. Byl hodnocen vyznam koncentraci i generaci. Byly zvoleny ¢tyfi generace
dendrimerti (G1-G4) a u kazdé z nich testovany koncentrace 0,5, 1,0 a 2,0 mM. Posuzovan byl
tedy jak vliv velikosti molekuly dendrimeru, tak koncentrace dendrimeru na rozpustnost DIC.
Z dostupnych literdrnich zdroji vyplyva, ze PAMAM dendrimery by mohly diky svym
vyhodnym vlastnostem zlepSovat rozpustnost 1€¢iv Spatné rozpustnych ve vodé, a poméhat tak
s feSenim tohoto technologického problému v praxi. [41], [58] Vysledek tohoto pokusu je

znazornén v nasledujicim grafu (Obrazek 16).
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Obrdzek 16: Prehled vysledki rozpustnosti DIC
Pokusy demonstrovaly, Ze koncentrace nasyceného vodného roztoku DIC je
v pruméru 17,70 £ 0,51 mg/ml, coZ uzce koreluje s diive publikovanymi tdaji (20,23 +

0,12 mg/mL). [59]

Ptidanim PAMAM dendrimerti do média doslo k zvyseni rozpustnosti. U G1 doslo
k zvySeni rozpustnosti DIC o 6,4 %, 7,11 % a 10,78 %, kdyZ byly koncentrace dendrimerii
0,5, 1 a2 mM v tomto poradi. U G2 se rozpustnost DIC zvysila o 13,2 %, 16, 59 % a 17,89 %,
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také pii koncentracich 0,5, 1 a 2 mM v tomto potadi. Pfi pouziti ostatnich generaci byl trend

obdobny (Tabulka 2).

Tabulka 2 Koncentrace DIC v roztocich s PAMAM dendrimery

Typ roztoku Rozpustnost DIC (mg/ml)
Vodny roztok 17,72 £ 0,51
G1 0,5 mM 18,85+ 1,43
Gl 1 mM 18,98 + 1,03
Gl 2 mM 19,63 + 1,67
G2 0,5 mM 20,06 + 1,65
G2 1 mM 20,66 + 1,37
G2 2 mM 20,89 + 1,23
G3 0,5 mM 21,13+ 1,44
G3 1 mM 20,95 + 0,98
G32mM 21,79 + 1,45
G4 0,5 mM 22,31 +£2,26
G4 1 mM 22,33 +£0,91
G4 2 mM 25,51 £1,48

Z vysledki je patrné, ze ptitomnost PAMAM dendrimer ve vodném médiu dokaze
zvySovat rozpustnost DIC v zavislosti na koncentraci 1 generaci. AvSak neexistuje korelace
mezi koncentraci dendrimeru a zvySenim rozpustnosti. Pfi zdvojnasobeni koncentrace
dendrimeru nedoSlo u Z&dné z generaci ke dvojnadsobnému zlepSeni rozpustnosti. U prvni
generace miiZeme pozorovat zlepSenou rozpustnost zhruba o 1 % pfi pouZiti koncentrace | mM
misto 0,5 mM. Pfi zdvojnasobeni koncentrace PAMAM dendrimeru v médiu azZ na koncentraci
2 mM pozorujeme zlepSeni rozpustnosti pouze o dalsi 3 %. U ctvrté generace Cini rozdil
v rozpustnosti DIC mezi koncentracemi 0,5 a 1 mM PAMAM dendrimerti pouhych 0,12 %.
Ovsem pfi pouziti koncentrace 2 mM PAMAM dendrimerd uz byl rozdil markantni, a to

17,94 %. Obecny trend tak byl platny i u této generace.

Nizk4 rozpustnost DIC ve vodé je jednou zlimitaci pro dosazeni uspokojivé
biologické dostupnosti. Vyssi rozpustnost by umoznila aplikovat nizsi davky 1é¢iva a zaroven
1épe predvidat distribuci i1 efekt. DoSlo by tak k snizeni vyskytu nezadoucich tc¢inkt, které
plynou z podavani vysokych davek NSAIDs. [60]
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5.2.  Koini permeace
Zkouska kozni permeace byla provadéna in vitro ve Franzovych diftznich celach,

jez jsou povazované za nejvhodnéjsi pro tyto ucely a jsou bézné vyuzivany. [57], [61]

Pro ucely této diplomové prace byly provedeny dva permeacni pokusy. Po provedeni
ptedchozich pokusti na moznosti zlepSeni rozpustnosti DIC pomoci PAMAM dendrimert byly
vybrany specifické koncentrace PAMAM dendrimerti: 0,5, 1 a 2 mM. V prvni permeacni
zkousce byla zvolena koncentrace 0,5 mM, jelikoz tato koncentrace dendrimert vykazuje pouze
zanedbatelnou toxicitu vici buitkdm. [62] Ve druhém permeacnim pokusu byly testovany
i koncentrace 1 mM a 2 mM PAMAM dendrimerd. Vzorky s DIC obsahovaly stl v koncentraci
15 mg/ml.

Za akceptorovou fazi byl zvolen roztok PBS, protoze je izotonicky vuci prostiedi

v hlubsich vrstvach kiize a systémovém obéhu. [63]

5.2.1. Prostup DIC do klze
5.2.1.1. 1. zkousSka penetrace
Vliv PAMAM dendrimertt na penetrované mnozstvi DIC do klze je znazornén

v nasledujicim grafu (Obrazek 17).
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Obradzek 17: Vliv PAMAM dendrimert na penetrované mnoZstvi DIC do kiiZe u prvni permeace
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Pro tento penetracni pokus byla zvolena koncentrace dendrimert 0,5 mM a byly

testovany G1-G4. Kontrolnim roztokem byla voda s koncentraci DIC 15 mg/ml.

U vsech vzorki s pouzitymi generacemi PAMAM dendrimert bylo analyzovano velmi
podobné mnozstvi DIC v kizi ve srovnani se vzorkem kontrolnim. Naptiklad u G1 bylo
analyzovéano 219,93 + 84,21 ng/mg ktze sledované soli. Hodnota u kontrolniho vzorku byla
179,48 + 38,6 ng/mg kize. U vzorku s G2 bylo analyzovdno dokonce pouze 145,27 +
29,48 ng/mg ktze. Podrobné vysledky jsou zpracovany v tab. 3. Nebyl prokazan zadny
statisticky vyznamny vliv PAMAM dendrimert v koncentraci 0,5 mM na zlepSeni prostupu
DIC do lidské ktize. VSechny vysledky retence DIC v kizi z prvni permeace jsou shrnuty
v nasledujici tabulce (Tabulka 3).

Tabulka 3 MnoZstvi DIC namérené v k(Zi béhem prvni permeace

Typ roztoku Mnoistvi DIC (ng) v 1 mg klize
15 mg/ml DIC ve vodé 179,48 + 38,60
15 mg/ml DIC v 0,5 mM G1 219,93 + 84,21
15 mg/ml DIC v 0,5 mM G2 145,27 + 29,48
15 mg/ml DIC v 0,5 mM G3 370,51 £ 248,42
15 mg/ml DIC v 0,5 mM G4 339,68 + 128,31
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5.2.1.2. 2. zkouska penetrace
Vliv PAMAM dendrimerti na penetrované mnozstvi DIC do klze je znazornén

v nasledujicim grafu (Obrazek 18).
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Obrdzek 18: Vliv PAMAM dendrimeri na penetrované mnoZstvi DIC do kiiZe u druhé permeace

Pro tento penetracni pokus byla zvolena koncentrace dendrimerti I mM a 2 mM a byly

testovany G2 a G4. Kontrolnim roztokem byla voda s koncentraci DIC 15 mg/ml.

Také u druhé penetracni zkouSky bylo u vzorkl s pouzitymi generacemi PAMAM
dendrimert analyzovano velmi podobné mnozstvi DIC v kizi ve srovnani se vzorkem
kontrolnim (viz Tabulka 4). V tabulce miZeme vidét, Ze s pfihlédnutim k smérodatnym
odchylkdm neprokazuji vysledné hodnoty ve vét§iné zlepSeny prostup DIC do klize. Pouze
u G2 v koncentraci 1 mM doslo k vice nez ¢tyfndsobnému zlepSeni prostupu DIC do vrstev
kize. U kontrolniho vzorku bylo v kiizi analyzovano 554,08 + 83,09 ng/mg ktize. Statisticky
vyznam pro zlepSeni penetrace DIC do kiZze mél vzorek 1 mM G2 PAMAM, kde bylo
detekovano 2251,32 + 361,08 ng/mg ktze.

40



Tabulka 4 Mnozstvi DIC naméfené v kiizi béhem druhé permeace

Typ roztoku Mnoistvi DIC (ng) v 1 mg klize
15 mg/ml DIC ve vodé 554,08 + 83,09
15 mg/ml DICv 0,5 mM G1 2251,32 £ 361,08
15 mg/ml DIC v 0,5 mM G2 680,40 + 335,97
15 mg/ml DIC v 0,5 mM G3 821,95 + 621,91
15 mg/ml DICv 0,5 mM G4 553,23 £+ 118,47

Lze tedy shrnout, Ze pokud by bylo cilem formulace s obsahem DIC proniknout
do ktze, bylo by vhodné vyuzit G2 PAMAM dendrimery v koncentraci 1 mM. Tehdy by

PAMAM dendrimer zafungoval jako kozni enhancer a usnadnil penetraci 1é¢iva do klize.

5.2.2. Prostup DIC do akceptorové faze

5.2.2.1. 1. zkousSka permeace

Vliv PAMAM dendrimerti na permeaci DIC kizi je zndzornén v nasledujicim grafu

(Obrazek 19).
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Obrdzek 19: Vliv PAMAM dendrimeri( na permeované mnoZstvi DIC do akceptorové fdaze béhem prvni
permeace
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Pro tento permeacni pokus byla zvolena koncentrace dendrimera 0,5 mM a byly

testovany G1-G4. Kontrolnim roztokem byla voda s koncentraci DIC 15 mg/ml.

Hodnoty naméiené pii1 prvni permeacni zkouSce nenaznacuji, ze by PAMAM
dendrimery G1 az G4 o koncentraci 0,5 mM fungovaly jako kozni enhancery pro permeaci.
Naopak s rostouci generaci dendrimeru mnozstvi DIC v akceptorové fazi klesalo. Z kontrolniho
vzorku permeovalo do akceptorové faze 15,0 = 5,20 ug na 1 cm? kiize. U vzorku s G1 bylo
detekovano 2,45 + 1,4 pg na lem? kiize. Ostatni hodnoty jsou podrobné rozepsany v tab. 5.
nize.

Tabulka 5 Namérené mnozstvi DIC v akceptorové fazi béhém prvni permeace

Typ roztoku Mnoistvi DIC (pg) v akceptorové fazi
15 mg/ml DIC ve vodé 15,00 £ 5,20
15 mg/ml DICv 0,5 mM G1 2,45+ 1,40
15 mg/ml DIC v 0,5 mM G2 1,06 £0,24
15 mg/ml DIC v 0,5 mM G3 0,40 +0,13
15 mg/ml DICv 0,5 mM G4 0,17 £0,09

5.2.2.2. 2.zkousSka permeace
Vliv PAMAM dendrimerti na permeaci DIC kiizi je zndzornén v nasledujicim grafu

(Obrazek 20)

42



w
o
]

N
(=]
1

-
o
1

Acceptor

%k %k %k %k

%k %k %k k

——
%k %k %k %k

k2

%k %k %k %k

Mg of Dic Na permeated 1 cm? skin
o

Obrdzek 20: Vliv PAMAM dendrimert na permeované mnoZstvi DIC do akceptorové faze béhem druhé

permeace

Pro tento permeacni pokus byla zvolena koncentrace dendrimeri 1 a 2 mM a byly

testovany G2 a G4. Kontrolnim roztokem byla voda s koncentraci DIC 15 mg/ml.

U kontrolniho vzorku bylo v akceptorové fazi detekovano 21,15 + 2,78 ug na lem?

kize. To je zhruba 6krat vice nez nejvyssi z hodnot namétfenych pii pouZiti roztoku s PAMAM

dendrimery. Tedy, u G2 v koncentraci 1 mM bylo v akceptorové fazi naméteno 3,51 + 3,18 pg

na lem? kiize. U vyssich koncentraci i generaci byly hodnoty jesté o néco nizsi. Ostatni

vysledky jsou podrobné rozepsany v nésledujici tabulce (Tabulka 6).

Tabulka 6 Namérené mnozstvi DIC v akceptorové fazi béhem druhé permeace

Typ roztoku Mnoistvi DIC (pg) v akceptorové fazi
15 mg/ml DIC ve vodé 21,15+2,78
15 mg/mlI DICv 1 mM G2 3,51+3,18
15 mg/ml DICv 2 mM G2 0,89 £ 0,85
15 mg/ml DICv 1 mM G4 1,11 +0,82
15 mg/ml DICv 2 mM G4 0,62 £0,58

Z vysledkti obou permeacnich zkousek vyplyva, ze PAMAM dendrimery nemély vliv

na zlepSeni prostupu DIC kazi a neprokéazaly svou funkci koZnich enhancert.
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Lze tedy konstatovat, Zze nebyl prokazan vyznamny vliv PAMAM dendrimeri jako
koznich enhancerti usnadnujicich permeaci a penetraci. Pokud by byla pfipravovana formulace
s cilem distribuovat DIC do vrstev kiize, mize byt vyuzito PAMAM dendrimert G2
v koncentraci 1 mM. Tehdy by dendrimery zafungovaly jako kozni enhancery. Umoznilo by to
lokalni aplikaci DIC, a tim snizeni podavaného mnozstvi 1éCiva, jehoz vyssi davky jsou
nezbytné pii podani perordlnim. Vyssi davky NSAIDs jsou spojeny s ¢etnymi nezadoucimi
ucinky. [64], [65] N&které zdroje poukazuji na vyznamny vliv PAMAM dendrimerii pfi snaze

zlepsit prostup 1é¢iva do kize. [66]

Toho lze vyuzit pti ptipraveé topickych 1ékovych forem s 1é¢ivou latkou plsobici proti
bolesti a zanétu v muskuloskeletarnim aparatu. To, ze v pokusech této diplomové prace bylo
prokazano byti vyhodnym pouzit spiSe nizsi generaci i koncentraci (G2 v koncentraci 1 mM)
z hlediska ucinku, ma své vyhody i z hlediska toxicity. Mnohé publikace naznacuji, Ze toxicita

dendrimeri roste s generaci i koncentraci. [67], [68]
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6. Zaver
Cilem této diplomové prace bylo zvysit rozpustnost ve vod¢ Spatné rozpustného DIC
pomoci PAMAM dendrimerti. Byl pfedpokladan vliv ptihodnych vlastnosti téchto pomocnych
latek pro zvyseni solubility DIC. Pfedpoklad byl ovéten, a bylo prokazano, Ze rozpustnost DIC

vyrazné roste s pouzitou generaci i koncentraci PAMAM dendrimert.

Ptipravené formulace s obsahem DIC a PAMAM dendrimerii ve vodném médiu byly
aplikovany na lidskou kuzi s cilem prokazat vliv dendrimerd jako koznich enhancert. Vliv

PAMAM dendrimeri na zlepSeni prostupu DIC ptes SC nebyl zcela prokazan.

V akceptorové fazi, kterd slozenim a vlastnostmi piedstavovala lidskou krev, bylo
detekovano mensi mnozstvi DIC v ptipad¢ vyuziti PAMAM nez ve vzorcich bez dendrimerd.
Ve vrstvach kize nebyla detekovana takovd mnozstvi DIC, kterd by potvrzovala obecny
statisticky vyznamny efekt PAMAM dendrimert jako koznich enhancert. Vliv PAMAM
dendrimeri na penetraci DIC do ktiZe a jejich vlastnosti koznich enhancerti zlepSujicich prostup

1é¢iva ptes SC byl potvrzen pouze v ptipadé pouziti G2 o koncentraci 1 mM.

Zavérem lze konstatovat, Ze ne vSechny predpokladané vlastnosti a efekty PAMAM
dendrimerid byly touto diplomovou praci potvrzeny. Pokud by mélo byt navazdno na tento
experiment a bylo snahou blize prozkoumat efekt G2 PAMAM dendrimert, jez se ukéazaly byt
u¢innymi enhancery kozni permeace, bylo by zahodno ovétit podrobné jesté jejich toxicitu.
Dale by bylo vhodné experimenty provedené v této diplomové praci zopakovat jeste s jinymi
aplika¢nimi formami, jako jsou napfiklad gely, krémy a masti, protoZze roztoky jsou

pro klinickou praxi formulaci zna¢né nepraktickou.
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