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Abstrakt 

 

Dendrimery jsou charakterizovány jako syntetické sférické makromolekuly                   

s větvící se strukturou. Díky možnosti dobře kontrolovat jejich velikost (3-10 nm), 

snadné modifikaci struktury, vysoké rozpustnosti ve vodě, dobře definované chemické 

struktuře a biokompatibilitě jsou tyto nanomateriály aktraktivní pro biomedicínské 

využití. 

Dosud byly v transdermálním i topickém podání léčiv rozsáhle testovány 

peptidické a poly(amidoamino) (PAMAM) dendrimery. Strukturální charakteristiky 

těchto molekul nás vedly k vývoji nových opakujících se jednotek dendrimerů 

(monomerů), které by obsahovaly aminoskupiny v bodech větvení a zároveň opakující 

se amidové vazby, které by umožnily růst generací dendrimerů. 

Tyto nové monomery byly vhodně modifikovány a využity k vývoji nižších 

generací poly(amidoamino) dendritických struktur. Izolované dendrimery byly plně 

charakterizovány běžnými spektroskopickými metodami. 

Tyto nové dendrimery budou testovány pro jejich vliv na propustnost kůže                   

v in vitro permeačních pokusech na lidské kůži. 

  



 
 

Abstract 
 

Dendrimers are characterized as synthetic, spherical macromolecules with tree-

like branched structures. Their well-controlled sizes (3 - 10 nm), ease                                            

of functionalization, high water solubility, well-defined chemical structure,                              

and biocompatibility make these nanomaterials attractive for a wide spectrum of 

promising biomedical applications. 

Peptide dendrimers and polyamidoamine (PAMAM) dendrimers have been 

used to date as effective transdermal or topical drug delivery systems, with the latest 

in a much greater extent. The structural characteristics of the aforementioned 

molecules guided us to design a novel repeating unit for dendrimers (monomer) 

possessing amino branching point and able to afford generation expanding through 

repeating amide bonds. 

The novel monomer, after appropriate modifications, was used to develop 

lower generations of polyamidoamino dendritic structures having amide groups                      

and amino-branching points in their interior. The new dendrimers were isolated                      

and fully characterized by typical spectroscopic technics. 

The final molecules will be used in human skin permeation experiments and will 

be evaluated for their effect on skin permeability. 
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1. Úvod a cíl práce 
 

Cílem (trans)dermálního podání léčiv je doručení léčivých látek do určitých 

vrstev kůže, případně přes kůži. Primární funkcí kožní bariéry, respektive stratum 

cormeum, je zabránit ztrátám endogenních látek a zároveň ochránit lidský organismus 

před vstupem látek cizorodých. Proto je velkou výzvou nalézt molekuly, které by byly 

schopny zlepšit průchod léčiva přes kůži, případně do kůže, a zlepšily tak efektivitu 

(trans)dermálního podávání léčiv bez nežádoucího ireverzibilního narušení kožní 

bariéry. A právě dendrimery se ukázaly jako účinné nosiče léčiv přes kožní bariéru. 

Dendrimery jsou makromolekuly, které jsou charakteristické přesně 

definovanou strukturou, vysokou molekulovou hmotností, rozvětvením jednotlivých 

ramen a velkým množstvím různých koncových funkčních skupin. Právě tyto aspekty 

ovlivňují vlastnosti celé molekuly a umožňují prostupnost dendrimeru přes kůži. 

Jedním z nejznámějších nanonosičů léčiv tohoto typu, u nichž byla testována permeace 

kůží, jsou polyamidoaminové denrimery (PAMAM). 

Naším cílem bylo izolovat a charaketrizovat dendrimery, které mají podobné 

strukturální aspekty jako dendrimery již dříve použité pro (trans)dermální použití, ale 

s odlišnými opakujícími se jednotkami. Dále budou testovány schopnosti těchto 

dendrimerů zlepšovat prostup léčiv přes kožní bariéru.  
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2. Teoretická část 
 

2.1. Lidská kůže 
 

2.1.1. Stavba a funkce kůže 
 

Kůže (cutis, derma) tvoří bariéru, která chrání lidský organismus před vstupem 

látek z vnějšího prostředí (patogeny, chemické látky, záření) a zároveň zabraňuje 

ztrátám vody zevnitř z organismu. 1–3 

Lidská kůže se skládá ze tří vrstev (Obr. 1: epidermis (zevní vrstva), dermis 

(střední vrstva) a hypodermis (podkoží)). 

 

 

 

Obrázek 1.4  Stavba lidské kůže. A představuje epidermis, B dermis a C hypodermis. 

A 

B 

C 
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Hypodermis je nejspodnější vrstva kůže, jejíž funkcí je spojit její ostatní 

vrstvy se svalovinou, případně kostmi. Obsahuje tukové buňky, které mají izolační 

funkci, chrání tělo před mechanickým poškozením a taktéž slouží jako zásoba energie. 

Dermis je primárně tvořena kolagenními a elastickými vlákny, která zajišťují 

její pružnost a pevnost. Její zásadní rolí je výživa kůže, kterou zde zajišťuje přítomnost 

krevních a lymfatických cév. Také jsou zde uloženy nociceptivní, termo-, 

a mechanoreceptory, které zajišťují vnímání bolesti, teploty a tlaku. 1 

Epidermis je nejvrchnější vrstva kůže a je dále složena ze čtyř vrstev: stratum 

basale, stratum spinosum, stratum granulosum a stratum corneum. Všechny tyto 

vrstvy se podílí zejména na odolnosti kůže proti mechanickému poškození a proti 

průniku cizorodých látek skrze ni. Buňky, které tvoří epidermis, můžeme rozdělit dle 

jejich tvaru a funkce na čtyři základní typy:  

- Keratinocyty – tyto buňky se v epidermis vyskytují ve všech vrstvách 

nejčastěji. Směrem k povrchu kůže dochází k diferenciaci struktury těchto 

buněk, zplošťují se, ztrácí svou životaschopnost (úbytek organel) a v jejich 

cytoplazmě se zvyšuje hladina keratinu. V důsledku se keratinocyty 

odloučí ve formě keratinových šupinek. Popsané změny ve struktuře 

keratinocytů, potažmo celé epidermis, se nazývají keratinizace. Obnova 

epidermis trvá 30 dnů, přičemž 15 dnů dochází ke keratinizaci stratum 

corneum. 1,4,5 

- Melanocyty – buňky obsahující pigment melanin. Ten chrání hlubší vrstvy 

kůže před UV zářením. 

- Langerhansenovy buňky – původ těchto buněk je v kostní dřeni a podílejí 

se na imunitě. 1 

- Gransteinovy buňky – spolu s Langerhansenovými buňkami hrají 

nezastupitelnou roli při imunitní ochraně kůže (potažmo celého těla). Jsou 

schopny zachycovat antigeny a následně je přenášet do lymfatických uzlin. 

1,6  
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2.1.2. Stratum corneum 
 

Nejvíce vystavovaná vlivům vnějšího prostředí je nejsvrchnější vrstva 

epidermis Stratum corneum (SC), která má funkci kožní bariéry. Tato vrstva je tvořena 

korneocyty a lipidovou matrix, která tvoří „pojivo“ mezi korneocyty.1,6 Korneocyty 

jsou odumřelé, oploštělé keratinocyty, vyplněné přibližně z 80% keratinem a v lidském 

SC se běžně nachází 10-25 vrstev korneocytů. 7 Lipidovou matrix tvoří volné mastné 

kyseliny, ceramidy a cholesterol přibližně v ekvimolárním množství. Lipidy jsou 

v mezibuněčných prostorech uspořádány do lamel, které jsou složené z lipidových 

dvojvrstev. 4,7  

 

  

 

 

Obrázek 2.8 Na obrázku vlevo jsou jednotlivé vrstvy epidermis, ve výřezu vpravo 

nahoře je znázorněno lamelární uspořádání lipidů v mezibuněčných prostorech           

ve SC, výřez vpravo dole představuje uspořádání lipidů do dvojvrstev v jednotlivých 

lamelách. 
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2.1.3. Prostup látek lidskou kůží 
 

Přestože je kůže velmi dobře uzpůsobena k ochraně před vnějšími vlivy, 

mohou se skrze ni dostat cizorodé látky. Toho se využívá při (trans)dermálním 

podávání léčiv. Je potřeba odlišit dermální podávání (léčivo působí ve vrstvách kůže) 

a podání transdermální (aplikace léčiva skrze kůži do krevního oběhu, tím pádem 

dochází k systémovému účinku). 4 

Látky mohou pronikat lipidovou matrix (intercelulárně, Obr. 3A), 

transcelulárně (intracelulárně, Obr. 3B) nebo přes mazové či potní žlázy a vlasové 

folikuly (Obr. 3C). 

 

Potní žlázou mohou pronikat pouze hydrofilní látky. Mazovou žlázou                               

a vlasovým folikulem naopak pronikají látky lipofilní. Problémem je hromadění léčiva 

v lipofilním prostředí a jeho neschopnost prostupovat dále. K transcelulárnímu průniku 

dochází přes korneocyty. Vzhledem k tomu, že korneocyty obsahují velké množství 

aminokyselin (tím pádem i hydrofilních skupin), mohou na sebe vázat vodu, buňka 

zvětšuje svůj objem, mění uspořádání korneocytů, čímž dojde ke změně viskozity 

lipidové matrix, a tím pádem i k narušení celistvosti lipidových lamel.  

Intercelulární průnik se v poslední době jeví jako nejvíce perspektivní. Byly 

vyvinuty, a nadále se vyvíjí, sloučeniny, které dočasně ovlivňují vlastnosti kožní 

bariéry a usnadňují nebo urychlují tak průnik léčiv do kůže nebo přes kůži do krevního 

řečiště, tzv. akceleranty kožní permeace. Jako příklady mohu uvést laktamy, 

Obrázek 3.8 Možné cesty průchodu látek přes kožní bariéru. 

A B C 
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substituované amidy karboxylových kyselin (dodecylamid kyseliny izomáselné), 

analogy ceramidů, 4,5 nebo dodecylester kyseliny 6-dimethylaminohexanové (DDAK) 

(Obr. 4). 

 

V posledních letech začaly být testovány jako akceleranty transdermální 

permeace vysoce větvené molekuly, tzv. dendrimery. 

  

Obrázek 4. 11 DDAK – akcelerant kožní permeace 
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2.2. Dendrimery 
 

2.2.1. Obecné informace 
 

Dendrimery jsou syntetické monodisperzní molekuly s dobře definovanou, 

symetrickou strukturou. Skládají se z uspořádaných ramen nebo větví a jejich struktura 

tak připomíná strom, od toho je také odvozen jejich název (skládá se ze dvou řeckých 

slov „dendron“, což znamená „strom“, a „meros“, což můžeme přeložit jako „část“)8 

Tyto rozvětvené molekuly byly objeveny v 80. letech 20. století. První skupinu, jež 

v roce 1978 zveřejnila publikaci týkající se dendrimeru, vedl Fritz Vögtle. Mezi další 

vědce, zabývající se výzkumem dendrimerů, patří G. R. Newkome či D. A. Tomalia.9  

Dendrimery se skládají z opakujících se, symetricky se větvících jednotek 

(monomerů) navázaných radiálně na jádro. Jádro může být malá molekula nebo 

lineární polymer a má více vazebných míst. Na tato vazebná místa jsou připojovány 

jednotlivé monomery a vznikají tzv. generace dendrimerů (Obr. 5). S každou další 

vrstvou monomerů vzniká vyšší generace 10,11 

 

Obrázek 5. Příklad struktury dendrimeru: „core“ je jádro a G značí jednotlivé 

generace. 
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Dendritické molekuly mají tendenci s rostoucí generací lineárně zvýšit průměr 

a přijmout kulovitý tvar. Díky tomu je možné kontrolovat jejich velikost, takže jsou 

dendrimery ideálním kandidátem pro studium vlivu struktury molekuly (velikost, 

náboj, složení) na biologické vlastnosti (interakce na lipidové dvojvrstvě, cytotoxicita, 

internalizace, retenční čas v krevní plazmě, biodistribuce a filtrace). 12–14  

Dendrimery mají v biomedicínské oblasti široké využití. Například při terapii 

nádorových onemocněná mají dendrimery potenciál zlepšovat farmakokinetiku léčiv. 8 

Dále také jako nosič v rámci genové terapie, kde je se nyní jeví jako největší problém 

specifické a účinné dodání léčiva do požadovaných částí buňky. Dendrimery by se 

mohly podílet na vyřešení tohoto problému. 15  Kovové cheláty na bázi dendrimerů                   

se zdají být vhodné pro použití pro magnetickou rezonancí jako kontrastní látky. 16 

Díky velkému počtu periferních skupin by mohly dendrimery najít využití jako 

dendritické senzory. 17 Využití mohou najít i jako potenciální krevní náhrady, 18 

v léčbě popálenin, 19 či při (trans)dermálním podání léčiv. 14,20 Poslední zmíněnou 

možností se budeme zabývat v kapitole 2.2.3.  
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2.2.2. Syntéza dendrimerů 
 

Syntéza dendrimerů je na hranici molekulární chemie a chemie polymerů.                      

Je řízená krok za krokem, což je charakteristické pro molekulární chemii, ale kvůli 

opakujícím se monomerům ve struktuře ji můžeme přiřadit k chemii polymerů. Hlavní 

rozdíl mezi polymery a dendrimery spočívá v tom, že polymery vytváří polydisperzní 

molekuly s různou molekulovou hmotností, ale syntéza dendrimerů umožňuje tvořit 

monodisperzní soustavy, které jsou podobné strukturám v biologických systémech. 

Dendrimery se obecně připravují dvěma způsoby – konvergentní nebo divergentní 

metodou, které budou popsány dále v samostatné podkapitole.  

Při tradičním postupu růstu dendrimerů, každá následující reakční posloupnost 

generuje vyšší generaci s dvojnásobným počtem terminálních skupin a přibližně 

dvojnásobnou molekulární hmotností. 21–23 Teoreticky je syntéza dendrimerů snadný 

proces, avšak ve skutečnosti je pracná a časově náročná. 24 I při použití vysoce 

selektivních reakcí je konečný výtěžek velice nízký. Dalšími nevýhodami jsou vysoké 

finanční náklady a problémy se získáním vyšších generací bez konstrukčních vad. Tato 

fakta zapříčiňují, že je komerčně dostupných pouze několik málo tříd dendrimerů, 

např.: poly(propylenimin) (DABs, Sigma-Aldrich), phosphorous (PMMH, Sigma-

Aldrich) nebo poly(amidoamin) (PAMAMs, Sigma-Aldrich) dendrimery.  25  

Při syntéze vyšších generací (G4, G5,…) hrají důležitou roli sterické faktory, 

tj. faktory, které mají vliv na sterickou přístupnost terminálních skupin. Příkladem                        

je vsunutí vnějších skupin dovnitř molekuly. Jak moc bude tento účinek nepříznivý, 

určuje jak chemické prostředí (pH, polarita rozpouštědla a iontová síla), tak samotná 

struktura molekuly (pružnost dendronu a schopnost strukturálních prvků navzájem 

spolupracovat). 26 Dalším omezujícím faktorem je sterická překážka na povrchu 

dendrimeru. Jak bylo popsáno v práci Maciejewski27 a později v de Gennes, 28 počet 

terminálních skupin roste rychleji než poloměr molekuly, proto se v určité fázi stává 

povrch dendrimeru hustě obalený. Tento efekt se nazývá „de Gennes dense packing“ 

nebo „starburst limit effect“, volně přeloženo Gennesův hustý obal nebo efekt 

omezení výbuchu a pravděpodobně činí povrch dendrimeru nedokončený (v rámci 

stechiometrické chemické modifikace). Hustě zabaleného dendrimeru je dosahováno 

v různých generacích. Zde záleží na valenci a velikosti jádra a monomerů                               
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a na schopnosti povrchové funkce tvořit síť mezi sebou (např.: pomocí vodíkových 

vazeb), čímž se zpevňuje vnější obal. 27,28 

2.2.2.1. Divergentní metoda 

 

Divergentní metoda syntézy dendrimerů je založena na postupné syntéze                      

od jádra na periferii, kdy s každou další generací dendrimeru prodloužíme každou 

větev o novou sekvenci monomeru. Monomer je tvořen dvěma typy funkčních skupin, 

viz Obrázek 6. Skupina A je aktivní a funkční (na Obr. 6 je vyznačen jako modrý 

čtverec). Díky této skupině jsme schopni monomer připojit k substrátu (jádro či 

rostoucí monomer). Další skupina B monomeru (na Obr. 6. má červenou barvu)                           

je deaktivovaná/chráněná a tím je jí prozatím znemožněno reagovat se substrátem. 

Jakmile dojde k napojení monomeru, skupiny na periferii (dosud chráněné) můžeme 

zaktivovat reakcí napojením dalšího monomeru nebo odstraněním chránících skupin. 

Nejčastěji využívané jsou monomery se třemi funkčními skupinami. Jádro se nejčastěji 

využívá di-, tri- nebo tetra-funkční. Prvním krokem bývá navázání monomeru na jádro, 

tím vzniká první generace monomeru. Další dva kroky vedou k aktivaci funkčních 

skupin B a jejich napojení s další sadou monomerů. Tím vzniká druhá generace 

denrimeru. Opakováním těchto dvou kroků zvyšujeme generaci dendrimeru. 

 

Obrázek 6. 25 Syntéza dendrimeru pomocí divergentní metody. „Core“ je jádro         

a G označuje jednotlivé generace dendrimerů. 
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Známým příkladem divergentní metody syntézy dendrimeru jsou PAMAM 

dendrimery. PAMAM dendrimery s ethylendiaminovým jádrem byly syntetizovány 

Tomalay a kol. až do desáté generace sekvencí dvou základních reakcí: Michaelovou 

adicí aminoskupin k methyl-akrylátu a následnou aminolýzou výsledného esteru 

s přebytkem ethylendiaminu. 11  

Při použití divergentní metody čistota produktu s narůstající generací 

dendrimeru klesá. Důvodem je vysoký počet reakcí na jedné molekule. Abychom 

získali produkt bez defektů (tj. částečně dendrizovaných molekul), musely by reakce 

probíhat kvantitativně v každém kroku napojení monomeru k substrátu a v aktivaci 

všech periferních skupin. Protože počet terminálních skupin exponenciálně roste 

u každé generace, vzniká překážka v podobě hustého sterického obalu. Ani přebytek 

reakčních činidel s dlouhými reakčními časy nemusí tuto komplikaci odstranit. Další 

komplikací je složité oddělování plnohodnotných dendrimerů od defektních. Běžnými 

čistícími metodami je velmi obtížné dosáhnout této separace, jelikož molekuly jsou si 

velmi podobné jak velikostí, tak chemicky. Toto jsou důvody, proč je syntéza 

dendrimerů časově náročná a přes veškerou snahu s velmi nízkým výnosem. 29 

Mezi výhody divergentní metody patří rychlost vytvoření knihovny různých 

generací dendrimerů a to díky možnosti zastavení sletu reakcí v jakémkoliv kroku. 

Další výhodou je možnost automatizace opakujících se kroků. 30,31 Divergentní metoda 

umožňuje syntézu dendrimerů s vysokou molekulární hmotností, i když u molekul 

vyšších generací je téměř nemožné získat strukturálně dokonalé dendrimery. Pozitivní 

je také fakt, že modifikace celého povrchu v jednom kroku je velmi snadná. 10 

 

2.2.2.2. Konvergentní metoda 

 

Konvergentní metoda je alternativou k syntéze divergentní. Jedná se o syntézu 

větví (dendronů) a jejich následného připojení k jádru molekuly (Obr. 7). Syntéza 

dendronů se provádí za použití konvenčního monomeru, který má reaktivní/aktivní 

skupiny B (Obr. 7 modrá kulička) a chráněnou/deaktivovanou skupinu A (Obr. 7 

červený čtverec). V prvním kroku skupina B monomeru reaguje se sloučeninou, která 

naváže skupinu ležící na periferii konečného dendrimeru. Klíčovým krokem k syntéze 
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dendronu první generace bývá nejčastěji zavedení chránících skupin těchto funkčních 

zakončení. Dalšími kroky jsou aktivace ohniska (na Obr. 7 znázorněno změnou 

červeného čtverce na modrý čtverec) a jeho spojení s monomerem. Tímto vzniká 

dendron druhé, případně při opakování, další generace. Samotný dendrimer je nakonec 

vytvořen reakcí aktivovaných dendronů příslušné generace a aktivovaného jádra. 

 

 

Příkladem syntézy dendrimerů konvergentní metodou jsou polyaryletherové 

denrimery, 10 kde syntéza periferních dendronů byla provedena Williamsovou 

etherifikační reakcí mezi bromidem a 3,5-dihydroxybenzylalkoholem.  

Při použití konvergentní metody je možné získat denrimery bez strukturálních 

defektů, máme větší kontrolu nad procesem a oproti jiným metodám snížíme množství 

použitých činidel. Všechna tato fakta jsou důsledkem omezeného počtu reakcí na jedné 

molekule. Čištění produktu je relativně snadné, a to zejména díky velkým rozdílům 

mezi polaritou či molekulární hmotností produktu a ostatních nečistot.  

Konvergentní metoda má ale i svá úskalí. Jelikož s rostoucí generací dendronu 

se snižuje jeho reaktivita a dostupnost ohniska, může následkem těchto jevů dojít                       

ke kopulační reakci na jiný monomer nebo jádro. Příliš velké dendrony mohou zastínit 

jádro, tím pádem nedojde v posledním kroku k napojení všech potřebných řetězců                        

na jádro. Jsme tedy omezeni velikostí výsledného dendrimeru a reálně lze touto 

Obrázek 7. 25 Syntéza dendrimeru pomocí konvergentní metody. „Core“ je jádro         

a G označuje jednotlivé generace dendrimerů. 
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metodou připravit dendrimery maximálně šesté generace. Oproti tomu můžeme touto 

metodou snadno syntetizovat dendrimery lišící se pouze jádrem, s jádrem které je 

citlivé a podlehlo by destrukčním procesům při opakovaném navazování monomerů, 

případně jádro obsahující uvnitř chelatační prvek. 32–34  
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2.2.3. Použití dendrimerů v (trans)dermálním přenosu léčiv 
 

Dodnes bylo mnoho dendritických struktur použito jako akceleranty kožní 

permeace pro různé účinné látky. Některé z nich byly používány méně 

(oleodendrimery, polypropylamino dendrimery a peptidové dendrimery) a některé 

více (PAMAM dendrimery). 

Esterově vázané oleodendrimery první a druhé generace (Obr. 8A a 8B) byly 

použity pro gely se sodnou solí diklofenaku (Obr. 8C). Připravené formulace byly 

netoxické (do koncentrace 80 μg/mL) a bez potencionálně dráždivého účinku. Navíc 

tyto gely zvýšily permeabilitu sodné soli diklofenaku. 35 

  

Obrázek 8. Esterově vázaný oleodendrimer první generace (A), esterově vázaný 

oleodendrimer druhé generace (B) a sodná sůl diklofenaku (C) 



22 
 

Mutalik a kol. publikovali syntézu peptidových dendrimerů a následné 

permeační pokusy na lidské epidermis. Vyvinuté peptidové dendrimery (Obr. 9A, 9B) 

zvyšovaly prostupnost 5-fluorouracilu (Obr. 9C) lidskou epidemis. 36 

 

Pátá generace polypropylenimin (PPI) dendrimerů (Obr. 10) byla použita 

Agrawalem a kol. pro přípravu komplexů s dithranolem. 37 Tento komplex léčiva                        

a dendrimeru byl studován pro topickou aplikaci. Byla prokázána biodostupnost 

léčiva, a navíc byl prodloužen retenční čas a snížena dráždivost. 

 

Obrázek 9. Peptidové dendrimery (A, B), 5-fluorouracil (C) 

Obrázek 10. 42 Pátá generace PPI dendrimeru a dithranol 
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Vzhledem k tomu, že různé generace PAMAM dendrimerů (Obr. 11) jsou 

komerčně dostupné, byly široce testovány jako akceleranty kožní permeace. 

In vivo studie na myších provedené Chauhanem a kol. odhalily, že plazmatická 

koncentrace indometacinu (Obr. 12A) byla zvýšena, když byly jako enhancery použity 

dendrimery s amino- nebo hydroxyskupinami na periferii. 38 Třetí generace PAMAM 

dendrimerů mírně zlepšovala prostupnost tamsulosinu (Obr. 12B) z transdermálních 

náplastí na bázi polyhydroxyalkanoátu (pro permeační studie byla použita hadí 

kůže). 39 Další experimenty prokázaly, že krystaly tamsulosinu jsou v matrix tvořené 

komplexem polyhydroxyalkanoát-dendrimer velmi dobře uspořádány. 40  

 

Obrázek 12. Indometacin (A), tamsulosin (B) 

 

Obrázek 11. PAMAM první generace (A), druhé generace (B) a třetí generace (C) 
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Třetí a čtvrtá generace PAMAM dendrimerů s aminoskupinami na periferii 

zvyšovala transdermální prostup 8-methoxysporalenu (Obr. 13A) in vitro i in vivo 

(pokusy byly prováděny na kůži potkanů). Na obrázcích z konfokálního mikroskopu 

bylo vidět, že 8-methoxysporalen aplikovaný s dendrimery byl transportován                            

do hlubších vrstev kůže lépe než samotný roztok léčiva. Dále byla čtvrtá generace 

prokázána jako více efektivní akcelerant permeace než třetí generace stejného 

dendrimeru. 41,42 V jiné studii, prokázaly úplné generace (Gn-NH2) a poloviční 

generace (Gn.5-COOH) slabé zlepšení rozpustnosti riboflavinu (Obr. 13B) v pořadí 

G2>>G2.5>G3>>G3.5>G4. Dendrimery zlepšovaly permeaci riboflavinu v pořadí 

G2>G3>>G2.5>G3.5>G4. 43 

 

Obrázek 13. 8-methoxysporalen (A), riboflavin (B) 

 

Yang a kol. provedli studii, ve které se snažili objasnit, jak dendrimery 

interagují s vrstvami kůže v závislosti na velikosti a skupinách na periferii. Bylo 

zjištěno, že G2-NH2 PAMAM dendrimery mohou být absorbovány do SC a živé 

epidermis.  

Obrázek 14. 49  Schopnost interakce různě modifikovaných dendrimerů s vrstvami 

kůže. 
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Oproti tomu G4-NH2 PAMAM dendrimery zůstaly pouze na vnější vrstvě SC. 

Ze studie také vyplývá, že pokud jsou dendrimery povrchově modifikované acetylací 

(G2-Ac) nebo karboxylací (G2-COOH), vykazují zvýšenou kožní permeaci a zřejmě 

difundují extracelulární cestou. Dále byla zkoumána konjugace kyseliny olejové             

s G2-NH2 dendrimery (G2-OA). Toto spojení vedlo ke zvýšené absorpci kůží                              

a k většímu zadržování v kůži. Výsledky této studie jsou schematicky znázorněny                      

na následujícím obrázku (Obr. 14). 44 
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3. Experimentální část – syntéza 
 

3.1. Chemikálie a přístroje 
 

 Výchozí látky, rozpouštědla a ostatní chemikálie byly zakoupeny od firem: 

Penta, Lach-Ner, Sigma-Aldrich, Merck a VWR. Pro TLC byly použity desky firmy 

Merck, Silica gel 60 F254. K detekci TLC byly použity tyto metody: 1) detekce 

pomocí UV lampy, model ENF – 280C, 2) KMnO4, voda a následné lehké zahřátí. 

Sloupcová chromatografie byla prováděna na Silica gel 60 od firmy Merck.  

 K charakterizaci látek jsme použily tyto metody: 1H NMR, 13C NMR, MS, IR, 

Rf, teplota tání. NMR spektra byla měřena v deuterovaných rozpouštědlech při 

laboratorní teplotě na přístroji Varian V NMR S500 (1H/300 MHz, 13C/125 MHz, 

Varian Comp., Palo Alto, CA, USA) nebo Varian Mercury-Vxbb 300 (1H/300 MHz, 

13C/75,5 MHz, Varian, Inc., Palo Alto, CA, USA). Chemické posuny δ jsou udávány 

v ppmvzhledem k tetramethylsilanu, který byl použit jako vnitřní standart. Interakční 

konstanty (J) jsou uvedeny v Hz. IR spektra (KBr) byla měřena na FT-IR spektrometru 

(Nicolet 6700 FT-IR) v rozmezí 400–4000 cm. MS spektra byla měřena metodou 

Agilent Tech 500 Iontrap s ESI. Teploty tání byly stanoveny na zařízení Buchi Melting 

Point B540 s použitím otevřených kapilár. Uváděné hodnoty jsou nekorigované.  
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3.2. Syntéza  
 

3.2.1. N,N″-Bis(terc-butyloxycarbonyl)diethylenetriamin 
 

 

24 g imidazolu (0,35 mol, 2,0 eq) bylo rozpuštěno ve 200 ml CH2Cl2. Za stálého 

míchání bylo následně po malých částech během 1,5 h přidáváno 80 g Boc2O (0,37 

mol, 2,1 eq). Směs se míchala 1 h, posléze se odpařilo CH2Cl2 na odparce a směs se 

nechala 1 h vysušit za sníženého tlaku pod olejovou pumpou. Dále bylo přidáno 80 ml 

toluenu a 19 ml diethylentriaminu (1,0 eq, 0,18 mol). Reakce byla míchána přes noc 

při 60 °C. Po 14 h se reakce zchladila na pokojovou teplotu, přidalo se 500 ml CH2Cl2 

a extrahovalo se s H2O (3x250 mL). Organická fáze byla vysušena bezvodým Na2SO4, 

zfiltrována, a bylo odpařeno přebytečné množství rozpouštědla. Výsledná směs byla 

vyčištěna pomocí sloupcové chromatografie. Jako mobilní fáze byla použita směs 

CHCl3/MeOH (100/1, která byla během eluce změněna na 50/1). Bylo izolováno 53 g 

produktu (výtěžek 59 %). Rf = 0,13 v CHCl3/MeOH (50/1). Mp 71 oC. ESI-MS (m/z): 

304.3 (M+1)+. 1H NMR (CDCl3, 500 MHz), δ/ppm: 4.94 (br, 1H), 3.19 (q, 4H, J=5.5 

Hz), 2.71 (t, 4H, J=6.0 Hz), 1.43 (s, 18H) 13C NMR (CDCl3, 125 MHz) δ 156.1, 79.2, 

48.8, 40.3, 28.4. IR (KBr) 3322, 2974, 2933, 2820, 1671, 1541, 1281, 1163. 

3.2.2. N,N″-Bis(terc-butyloxycarbonyl)diethylenetriaminyl-N′-

[glycin-benzyl ester]  

  

4,5 g N,N''-Bis(tert-butoxycarbonyl) diethylenetriaminu bylo rozpuštěno v 50 

ml DMF. Do tohoto roztoku bylo přidáno 2,38 ml benzylbromoacetátu (15 mmol,                   

1 eq) a 2,51 ml triethylaminu (18 mmol, 1,2 eq).  Reakce probíhala 14 h za laboratorní 
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teploty. Dále bylo přidáno 200 ml EtOAc a proběhla extrakce nasyceným roztokem 

NaCl (2x150 mL) a nasyceným roztokem NaHCO3 (2x100 mL). Organická fáze byla 

vysušena bezvodým Na2SO4, zfiltrována, a bylo odpařeno přebytečné množství 

rozpouštědla. Výsledná směs byla vyčištěna pomocí sloupcové chromatografie. Jako 

mobilní fáze byla použita směs CHCl3/MeOH (100/1). Bylo izolováno 4,35 g produktu 

(výtěžek 65 %). Rf = 0,45 v CHCl3/MeOH (50/1). Mp: 55 oC. ESI-MS (m/z): 374.4 

(M+Na)+. 1H NMR (CDCl3, 500MHz), δ/ppm: 7.35 (m, 5H), 5.14 (s, 2H), 3.41 (s, 2H), 

3.14 (q, 4H, J=5.0 Hz), 2.73 (t, 4H, J=5.5 Hz), 1.44 (s, 18H) 13C NMR (CDCl3, 125 

MHz) δ 171.4, 156.1, 135.5, 128.6, 128.4, 128.3, 79.1, 66.4, 55.1, 54.1, 38.6, 28.4. IR 

(KBr) 3368, 2974, 1745, 1696, 1564, 1526, 1506, 1163, 1145. 45 

 

3.2.3. N,N″-Bis(terc-butyloxycarbonyl)diethylenetriaminyl-N′-

glycin  
 

  

Do roztoku 2,1 g N,N''-bis(terc-butyloxycarbonyl)diethylenetriaminyl-N′-

[glycin-benzylesteru (4,65 mmol) v 30 ml DMF byla přidána směs 0,5 g Pd/C (10 %) 

s 10 ml DMF. K baňce byl pomocí kohoutku připevněn balonek s H2 a rekci běžela                

za pokojové teploty 14 h. Dále byla reakce zfiltrována přes Celite a promyta 

methanolem. Na odparce bylo odpařeno rozpouštědlo, dále byl přidán ether, směs 

zfiltrována a pevný zbytek vysušen za sníženého tlaku pod olejovou pumpou. Bylo 

izolováno 1,68 g produktu (výtěžek 88 %). Rf = 0,70 v MeOH. Mp: 164 oC. ESI-MS 

(m/z): 384.3 (M+Na)-. 1H NMR (DMSO-d6, 500MHz), δ/ppm: 3.85 (s, 2H), 3.20 (bs, 

4H), 3.10 (bs, 4H), 1.38 (s, 18H) 13C NMR (DMSO-d6, 125 MHz) δ 155.6, 78.0, 53.3, 

53.1, 36.0, 28.1. IR (KBr) 3348, 2977, 2925, 1748, 1693, 1630, 1522, 1379, 1366, 

1293, 1249, 1168. 45 
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3.2.4. 1,2-Bis(bromoacetylamino)ethan  

 

 

 6,68 ml ethylendiaminu (0,1 mol, 1 eq) bylo rozpuštěno ve 100 ml CH2Cl2. Do 

roztoku ethylendiaminu byl současně kapán roztok 33g uhličitanu draselného (0,24 

mol, 2,4 eq) ve 120 ml vody a roztok 26 ml bromoacetylbromid (0,26 mmol, 2,6 eq) 

ve 120ml CHCl3. Po dokapání reakce běžela 12 h za pokojové teploty. Vodná fáze 

byla vyextrahována ethylacetátem, smíchána s již při reakci použitou fází CHCl3. Tato 

směs byla vysušena bezvodým Na2SO4, zfiltrována a bylo odpařeno organické 

rozpouštědlo. Následně produkt rekrystalizoval z ethanolu. Bylo izolováno 28 g 

produktu (výtěžek 93 %). Rf = 0,18 v CHCl3/MeOH (50/1). Mp: 150 oC. ESI-MS 

(m/z): 302.9 (M+H)+. 1H NMR (CDCl3, 500MHz), δ/ppm: 6.55 (bs, 2H), 3.87 (s, 4H), 

3.29 (m, 4H) 13C NMR (CDCl3, 125 MHz) δ 165.5, 40.1, 29.50. IR (KBr) 3294, 2938, 

2860, 1645, 1542, 1480. 46,47 

3.2.5. N,N′-Bis[(bis{2-[(terc-butoxycarbonyl)amino] 

ethyl}amino)acetyl]-1,2-diaminoethane, G0-Boc  
 

 

 1,04 g N,N''-Bis(terc-butoxycarbonyl) diethylenetriaminu (3,4 mmol, 2 eq) byl 

rozpuštěn v 20ml AcOEt. Následně bylo přidáno 0,52 g                                                                    

1,2-bis(bromoacetylamino)ethanu (1,7 mmol, 1eq) a 0,71 g uhličitanu draselného (5,1 

mmol, 3eq) v 5ml vody. Reakce probíhala pod zpětným chladičem 14 h a potom 

vyextrahována s vodou (2x20 ml), vysušena bezvodým Na2SO4, zfiltrována                                 

a rozpouštědlo odpařeno. Výsledná směs byla vyčištěna pomocí sloupcové 

chromatografie. Jako mobilní fáze byla použita směs CHCl3/MeOH (20/1).                       
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Bylo izolováno 1,03 g produktu (výtěžek 80 %). Rf = 0,55 v CHCl3/MeOH (10/1).       

Mp: 149 oC. ESI-MS (m/z): 769.7 (M+Na)+. 1H NMR (CDCl3, 500MHz), δ/ppm: 7.58, 

(bs, 2H), 6.33 (bs, 4H), 3.54 (s, 4H), 3.19 (m, 8H), 3.00 (s, 4H), 2.47 (m, 8H), 1.46         

(s, 36H) 13C NMR (CDCl3, 125 MHz) δ 171.72, 156.75, 79.12, 58.35, 55.01, 38.81, 

38.37, 28.55. IR (KBr) 3370, 3285, 2979, 2943, 2827, 1685, 1655, 1564, 1521, 1277, 

1211, 1174.  

3.2.6. Trifluoroctová sůl nulté generace, G0-TFA  
 

 

0,30 g G0-Boc (0,4 mmol, 1 eq) bylo rozpuštěno v 8 ml CH2Cl2. K roztoku 

bylo přidáno 1,22 ml TFA (16 mmol, 40 eq) a reakce byla míchána za pokojové teploty 

14 h. Následně bylo odpařeno rozpouštědlo, znovu přidáno 8 ml CH2Cl2 a tento postup 

byl opakován celkem třikrát. K olejovitému zbytku byl přidán ether, takže byl získán 

pevný produkt. Tento produkt byl zfiltrován, vyčištěn etherem a vysušen za sníženého 

tlaku pod olejovou pumpou. Bylo izolováno 0,28 g produktu (výtěžek 87 %). Mp: 

155 oC. ESI-MS (m/z): 347.3 (M+H)+. 1H NMR (DMSO-d6, 500MHz), δ/ppm: 8.17 

(bs, 2H), 7.89 (bs, 12H), 3.17 (m, 4H), 2.91 (bs, 8H), 2,71 (t, 2H, J=6.0 Hz) 13C NMR 

(DMSO-d6, 125 MHz) δ 170.6, 158.6 (q, J=32.5 Hz), 116.6 (q, J=32.5 Hz), 56.364, 

38.205, 36.588. IR (KBr) 3343, 3059, 1660, 1546, 1200, 1178, 1132. 
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3.2.7. Boc- chráněná první generace, G1-Boc  
 

 

 

2,11 g G0-TFA soli (2,6 mmol, 1 eq) bylo rozpuštěno v 60 ml DMF a roztok 

byl zchlazen na 0°C. Dále bylo přidáno 4,58 ml DIEA (26,0 mmol, 10 eq) a směs byla 

míchána při 0°C. Po 15 minutách bylo přidáno 4,56 g N,N″-bis(terc-

butyloxycarbonyl)diethylenetriaminyl-N′-glycinu (12,6 mmol, 4,8 eq), 4,79 g HBTU 

(12,6 mmol, 4,8 eq) a 2,20 g HOBt hydrát (12,6 mmol, 4,8 eq). Reakce probíhala 14 h 

za laboratorní teploty. Následně bylo přidáno 600ml AcOEt, a proběhla extrakce 

vodou (2x250 ml) a nasyceným roztokem NaHCO3 (2x250ml). Organická fáze byla 

vysušena bezvodým Na2SO4, zfiltrována a odpařena. Výsledná směs byla vyčištěna 

pomocí sloupcové chromatografie. Jako mobilní fáze byla použita směs CHCl3/MeOH 

(20/1). Bylo izolováno 2,17 g produktu (výtěžek 48 %). Rf = 0,4 v CHCl3/MeOH 

(10/1). Mp: 90 oC. ESI-MS (m/z): 882.7 (M+2Na)2+, 1742.1 (M+Na)+. 1H NMR 

(CDCl3, 500MHz), δ/ppm: 7.69, (bs, 2H), 6.21 (bs, 4H), 6.00 (bs, 8H), 3.45 (s, 4H), 

3.29 (q, 8H, J=6 Hz), 3.20 (bs, 4H), 3.16 (m, 16H)3.11 (bs, 8H), 2.65 (bs, 8H), 2.58 

(bs, 16H), 1.42 (s, 72H) 13C NMR (CDCl3, 125 MHz) δ 171.91, 156.60, 79.07, 59.07, 

55.57, 55.05, 39.81, 39.15, 38.59, 37.91, 28.51. IR (KBr) 3317, 2976, 2932, 1692, 

1659, 1526, 1273, 1250, 1170. 
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3.2.8. Trifluoroctová sůl první generace, G1-TFA  
 

 

 

3,0 g G1-Boc (1,74mmol, 1eq) byly rozpuštěny ve 150ml CH2Cl2. K roztoku 

bylo přidáno 10,7 ml TFA (140 mmol, 80eq) a reakce byla míchána za laboratorní 

teploty 14 h. Následně bylo odpařeno rozpouštědlo, znovu přidáno 100 ml CH2Cl2 a 

tento postup byl opakován celkem třikrát. K olejovitému zbytku byl přidán ether, takže 

byl získán pevný produkt. Tento produkt byl zfiltrován, vyčištěn etherem a vysušen za 

sníženého tlaku pod olejovou pumpou. Bylo izolováno 2,9 g produktu (výtěžek 91 %). 

Mp: 150 oC. ESI-MS (m/z): 460.4 (M+2H)2+, 919.7 (M+H)+. 1H NMR (CDCl3, 

500MHz), δ/ppm: 8.68 (bs, 2H) 8.34 (bs, 4H), 7.92 (bs, 24H), 3.81 (bs, 4H), 3.40 (m, 

8H), 3.20 (s, 8H), 3.12 (bs, 12H), 2.92 (bs, 16H), 2.75 (t, 16H, J = 5.5 Hz) 13C NMR 

(CDCl3, 125 MHz) δ 171.16, 158.67 (q, J = 32.4 Hz), 116.66 (q, J = 295.13), 64.84, 

55.89, 53.33, 51.44, 38.03, 36.53, 34.29, 15.08. IR (KBr) 3065, 1672, 1539, 1197, 

1128.  
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3.2.9. Boc- chráněná druhá generace, G2-Boc  
 

 

3,134 g G1-TFA soli (1,7 mml, 1eq) bylo rozpuštěno ve 100ml DMF a roztok 

byl zchlazen na 0°C. Dále bylo přidáno 5,95 ml DIEA (34,2 mmol, 20 eq) a směs byla 

míchána při 0°C. Po 15 minutách byl přidáno roztok 5,93 g N,N″-bis(terc-

butyloxycarbonyl)diethylenetriaminyl-N′-glycinu (16,4 mmol, 9,6 eq) ve 40ml DMF, 

6,22 g HBTU (16,4 mmol, 9,6 eq) a 2,85 g HOBt hydrát (16,4 mmol, 9,6 eq). Reakce 

probíhala 14 h za laboratorní teploty. Následně bylo přidáno 600ml AcOEt, a proběhla 

extrakce vodou (2x250 ml) a nasyceným roztokem NaHCO3 (2x250ml). Organická 

fáze byla vysušena bezvodým Na2SO4, zfiltrována a odpařena. Výsledná směs byla 

vyčištěna pomocí sloupcové chromatografie. Jako mobilní fáze byla použita směs 

CHCl3/MeOH (8/1). Bylo izolováno 2,32 g produktu (výtěžek 37 %). Rf = 0,3 

v CHCl3/MeOH (10/1). Mp: 125 oC. ESI-MS (m/z): 1244.9 (M+3Na)3+, 1855.7 

(M+2Na)2+, 1H NMR (CDCl3, 500MHz), δ/ppm: 3.39-3.24 (m, 40H), 3.18 (bs, 16H), 

3.13 (s, 16H), 2.71 (m, 24H), 2.60 (s, 32H), 1.43 (s, 144H) 13C NMR (CDCl3, 125 

MHz) δ 171.92, 156.66, 79.10, 59.10, 55.52, 39.59, 38.65, 37.84, 28.60. IR (KBr) 

3306, 2975, 2933, 1689, 1658, 1526, 1273, 1250, 1170. 
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3.2.10. Trifluoroctová sůl druhé generace, G2-TFA  
 

 

2,0 g G2-Boc (0,55 mmol, 1eq) byly rozpuštěny v 50 ml CH2Cl2. K roztoku 

bylo přidáno 6,7 ml TFA (87 mmol, 160 eq) a reakce byla míchána za laboratorní 

teploty 14 h. Následně bylo odpařeno rozpouštědlo, znovu přidáno 100 ml CH2Cl2 a 

tento postup byl opakován celkem třikrát. K olejovitému zbytku byl přidán ether, takže 

byl získán pevný produkt. Tento produkt byl zfiltrován, vyčištěn etherem a vysušen za 

sníženého tlaku pod olejovou pumpou. Bylo izolováno 1,85 g g produktu (výtěžek 87 

%). Mp: 119 oC. ESI-MS (m/z): 517.2 (M+4H)4+, 689.2 (M+3H)3+, 1033.3 

(M+2H)2+.  1H NMR (CDCl3, 500MHz), δ/ppm: 8.70 (bs, 4H), 8.57 (bs, 2H), 8.33 (bs, 

8H), 7.92 (bs, 48H), 3.73 (bs, 12H), 3.37 (q, 28H, J = 7 Hz) 3.20 (s, 24H), 3.06 (bs, 

16H), 2.92 (bs, 32H), 2.75 (t, 32H, 4.5 Hz) 13C NMR (CDCl3, 125 MHz) δ171.08, 

158.65 (q, J = 33.1 Hz), 116.46 (q, J = 294 Hz), 64.82, 55.82, 54.96, 53.26, 52.67, 

51.42, 36.52, 15.07. IR (KBr) 2982, 1672, 1539, 1197, 1127. 
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3.2.11. Boc- chráněná třetí generace, G3-Boc  
 

 

2,0 g G2-TFA soli (0,5 mmol, 1 eq) byly rozpuštěny ve 50ml DMF a roztok 

byl zchlazen na 0°C. Dále bylo přidáno 3,58 ml DIEA (20,6 mmol, 40 eq) a směs byla 

míchána při 0°C. Po 15 minutách byl přidáno 3,57 g N,N″-bis(terc-

butyloxycarbonyl)diethylenetriaminyl-N′-glycinu (9,9 mmol, 19,2 eq), 3,74 g HBTU 

(9,9 mmol, 19,2 eq)  a 1,72 g HOBt hydrát (9,9 mmol, 19,2 eq). Reakce probíhala 14 

h za laboratorní teploty. Následně bylo přidáno 500ml AcOEt, a proběhla extrakce 

vodou (2x250 ml) a nasyceným roztokem NaHCO3 (2x250ml). Organická fáze byla 

vysušena bezvodým Na2SO4, zfiltrována a odpařena. Výsledná směs byla vyčištěna 

pomocí sloupcové chromatografie. Jako mobilní fáze byla použita směs CHCl3/MeOH 

(10/1 která byla během eluce změněna na 5/1). Bylo izolováno 0,97 g produktu 

(výtěžek 25 %). Rf = 0,2 v CHCl3/MeOH (10/1). Mp: 120 oC. ESI-MS (m/z): 706.2 

(M+9Na+2H)11+.  1H NMR (CDCl3, 500MHz), δ/ppm: 3.36-3.05 (m, 184H), 2.67 (m, 

56H), 2.57 (s, 64H), 1.40 (s, 288H) 13C NMR (CDCl3, 125 MHz) δ 171.96, 156.62, 

78.99, 58.99, 55.42, 54.93, 39.55, 38.59, 37.79, 37.48, 28.52.. IR (KBr) 3310, 2977, 

2934, 1689, 1659, 1525, 1273, 1251, 1169 
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3.2.12. Trifluoroctová sůl třetí generace, G3-TFA  
  

 

0,2 g G3-Boc (0,03 mmol, 1eq) bylo rozpuštěno v 20 ml CH2Cl2. K roztoku 

bylo přidáno 0,65 ml TFA (9,6 mmol, 320 eq) a reakce byla míchána za laboratorní 

teploty 14 h. Následně bylo odpařeno rozpouštědlo, znovu přidáno 20 ml CH2Cl2 a 

tento postup byl opakován celkem třikrát. K olejovitému zbytku byl přidán ether, takže 

byl získán pevný produkt. Tento produkt byl zfiltrován, vyčištěn etherem a vysušen za 

sníženého tlaku pod olejovou pumpou. Bylo izolováno 0,2 g produktu (výtěžek 95 %). 

Mp: 150 oC. ESI-MS (m/z): 545.5 (M+8H)8+, 727.0 (M+6H)6+.   1H NMR (CDCl3, 

500MHz), δ/ppm: 8.71 (bs, 14H), 8.37 (bs, 16H), 7.96 (bs, 94H), 3.81 (bs, 28H), 3.38 

(q, 60H, J = 7.0 Hz), 3.20-3.00 (m, 88H), 2.92 (bs, 64H), 2.75 (bs, 64H) 13C NMR 

(CDCl3, 125 MHz) δ 171.21, 158.83 (q, J = 32.9 Hz), 116.59 (q, J = 295 Hz), 64.86, 

55.92, 53.30, 52.61, 51.46, 36.55, 34.31, 15.10, 13.41. IR (KBr) 3063, 1671, 1543, 

1198, 1129. 
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4. Diskuse a výsledky 
 

Jak již bylo dříve zmíněno (viz. 2.2.3), bylo prokázáno, že dendrimery jsou 

vhodné pro doručení účinných látek do nebo přes kůži. Mezi dendrimery, které již 

dříve byly použity pro (trans)dermální podání patří peptidové dendrimery (Obr. 15.)   

a hlavně PAMAM dendrimery (Obr. 16). 

 

 

Když blíže porovnáme struktury těchto dvou skupin dendrimerů, je zřejmé, že 

mají některé podobné charakteristiky, jako: 

 Amido- skupiny mezi jednotlivými generacemi 

 Amino- skupiny na periferii (nabité nebo nenabité), které lze snadno 

modifikovat 

 Krátké alifatické řetězce mezi body, ve kterých dochází k větvení 

Obrázek 15. Peptidový dendrimer Gly-Lys-(Arg)2 

Obrázek 16. PAMAM dendrimer druhé generace 
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Když tedy zohledníme výše zmíněná fakta, nabízí se hypotéza, že nové 

dendridické molekuly, které by měly tyto strukturální charakteristiky, by mohly být 

potencionálními kandidáty pro (trans)dermální aplikaci. Aby byly syntetizovány 

takovéto dendrimery, byl navržen monomer, který má ve své struktuře jak znaky 

aminokyselin (karboxy- a aminoskupiny), tak aminoskupinu ve větvícím bodě (Obr. 

17A).  

 

Kromě toho, je potřeba tento monomer navrhnout tak, aby umožnil růst 

generací bez nežádoucích vedlejších reakcí mezi karboxylovými a aminoskupinami. 

To je důvod, proč by každá terminální funkční skupina měla být chráněna skupinami, 

které je poté možné odstranit bez narušení stability nebo reaktivity produktu. Proto 

byla pro chránění karboxyskupiny vybrána benzylesterová chránící skupina a pro 

chránění aminoskupiny terc-butyloxykarbonylová chránící skupina (Obr. 17B). 

Benzylesterová skupina může být odstraněna katalytickou hydrogenací (vzniká volná 

karboxylová kyselina) za podmínek, při kterých je Boc- skupina stabilní. Na druhou 

stranu, Boc- skupinu můžeme odstranit reakcí se silnou kyselinou, vznikne tak 

protonovaná aminoskupina (respektive sůl) a zároveň je za těchto podmínek stabilní 

BE skupina.  

Syntéza plně chráněného monomeru začíná ochráněním primárních 

aminoskupin diethylentriaminu. Výše popsaného chránění bylo dosaženo syntézou 

terc-butyloxykarbonyl-imidazolu (1) z di-terc-butyl dikarbonátu v dichlormethanu a 

umožněním reakce in situ s diethylentriaminem v toluenu za mírného zahřívání bez 

Obrázek 17. N,N″-Bis(terc-butyloxycarbonyl)diethylenetriaminyl-N′-glycin  (A), 

N,N″-Bis(terc-butyloxycarbonyl)diethylenetriaminyl-N′-[glycin-benzyl ester] (B) 
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izolace meziproduktu. Reakce poskytla N,N''-Bis(terc-butoxykarbonyl) 

diethylentriamin (2) ve výtěžku 59 % (Obr. 18). 

 

Obrázek 18. Reakční schéma syntézy molekuly 2. 

 Získaný chráněný triamin (2) byl použit kvůli tomu, aby mohl být izolován 

plně chráněný monomer (3) během alkylace aminu beznylbromoacetátem 

v přítomnosti Et3N v DMF. Produkt byl izolován ve výtěžku 65 % (Obr. 19). 

 

Obrázek 19. Reakční schéma syntézy molekuly 3. 

Pro aktivaci (3) byla použita hydrogenace palladiem adsorbovaném na uhlíku 

v  DMF. Požadovaný aktivovaný monomer (4) byl izolován v 88% výtěžku (Obr. 20). 

 

Obrázek 20. Reakční schéma syntézy molekuly 4. 

Jako jádro byl vybrán ethylendiamin, protože byl již úspěšně použit jako jádro 

PAMAM dendrimerů pro kožní aplikaci. Nejdříve se připravila nultá generace (6), 

která byla syntetizována od jádra „zpětnou” adicí bromoacetylbromidu na 
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ethylendiamin (Obr. 21) a následnou reakcí dibromidu (5) s N,N''-Bis(terc-

butyloxykarbonyl)diethylentriaminem (Obr. 22). 

 

Obrázek 21. Reakční schéma syntézy molekuly 5. 

Adice bromoacetylbromidu na ethylendiamin byla provedena ve dvoufázovém 

systému (CHCl3/H2O) za použití K2CO3 jako báze, a výtěžek byl 59 % (Obr. 21). 

Následující reakce byla provedena ve dvoufázovém sytému AcoEt/H2O, za použití 

K2CO3 jako báze, a výtěžek byl 80 % (Obr. 22). 

 

Obrázek 22. Reakční schéma syntézy molekuly 6. 

Aby mohla být připravena následující generace dendrimeru, byly 

aminoskupiny na periferii odchráněny dichloromethanem za použití kyseliny 

trifluoroctové, a byly tak izolovány TFA soli nulté generace (7) ve výtěžku 87 % (Obr. 

23).  

 

Obrázek 23. Reakční schéma syntézy molekuly 7. 
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Když byly získány základní stavební kameny (aktivovaný monomer (4) a TFA 

sůl nulté generace (7)), byla provedena amidace za standartních podmínek                      

pro kapling peptidů (HBTU/HOBt a DIEA v DMF), a následně byla izolována první 

generace dendrimeru (8). Boc- chráněný dendrimer první generace (8) byl izolován           

ve výtěžku 48 % (Obr. 24). 

 

Obrázek 24. Reakční schéma syntézy molekuly 8. 

Odchránění boc skupin (8) bylo provedeno TFA v DCM a poskytlo 

aktivovanou TFA sůl první generace dendrimeru (9) s výtěžkem 91 % (Obr. 25). 

 

 

Obrázek 25. Reakční schéma syntézy molekuly 9. 

Boc-chráněný dendrimer druhé generace (10) byl izolován po reakci TFA soli 

první generace (9) a aktivovaného monomeru (4) za použití stejných podmínek pro 

kapling peptidů jako u molekuly (6). Výtěžek byl 37 %. Následná deprotekce Boc- 
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skupiny s TFA v DCM poskytla TFA sůl druhé generace (11) s výtěžkem 87 % (Obr. 

26). 

 

Obrázek 26. Reakční schéma syntézy molekul 10 a 11. 

Po zopakování růstu generace a podmínek pro odchránění, byla získána Boc-

chráněná třetí generace dendrimeru (12) ve výtěžku 25 %, respektive TFA sůl třetí 

generace (13) ve výtěžku 95 % (Obr. 27). 
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Obrázek 27. Reakční schéma syntézy molekul 12 a 13. 
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Za povšimnutí stojí, že během růstu jednotlivých generací, se výtěžek 

kaplingových reakcí snižoval s každou další generací. Výtěžky jsou: 48 % pro první 

generaci, 37 % pro druhou generaci a 25 % pro třetí generaci. Je to pravděpodobně 

proto, že kapling reakce jsou méně efektivní kvůli zvyšujícímu se sterickému bránění. 

Při reakcích, kdy se odstraňovaly chránící skupiny, nebyl tento jev pozorován. 

Všechny izolované molekuly byly plně charakterizovány běžně používanými 

spektroskopickými metodami. Některá data jako Rf, NMR, IR a MS si zaslouží 

zvýšenou pozornost a jsou zde dále diskutována. 

Protože se počet Boc- chráněných skupin během růstu generací zvyšuje, dalo 

by se čekat, že Boc- chráněné molekuly vyšších generací budou méně polární, a kvůli 

tomu se budou eluovat rychleji než jejich analogy nižší generace ve stejné mobilní 

fázi. Avšak hodnoty Rf (Obr. 28) ukázaly, že izolované dendrimery se s růstem 

generace eluují pomaleji. Z toho můžeme vyvodit, že vyšší počet vnitřních amido- a 

aminoskupin při růstu generací ovlivňuje polaritu více, než periferní Boc- skupiny 

nebo že větší molekuly silněji interagují se silikagelem TLC desky. 

 

MS spektra izolovaných sloučenin byla měřena na přístroji s m/z detektorem 

(rozsah mezi 100 a 2000). Je tedy zřejmé, že v tomto rozmezí není možné detekovat 

molekulovou hmotnost iontů vyšších generací (druhá a třetí). Přesto bylo možné 

izolované sloučeniny charakterizovat MS tohoto rozsahu kvůli násobně nabitým iontů 

Obrázek 28. TLC v mobilní fázi CHCl3/MeOH 10/1 pro jednotlivé 

Boc-chráněné molekuly G0 (A), G1 (B), G2 (C), G3 (D). 
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molekul. Byly tedy pozorovány nabité molekuly obsahující sodné ionty pro Boc- 

chráněné dendrimery vyšších generací. 

Dalo by se čekat, že analýza NMR spekter těchto molekul s vyšší molekulovou 

hmotností bude náročná. Jenže díky symetrii ve struktuře požadovaných produktů, 

najdeme mnoho ekvivalentních uhlíků, a díky tomu bylo NMR spektra možné snadno 

vyhodnotit. Každá další generace dendrimerů tak má v porovnání s generací 

následující pouze omezené množství přidaných signálů.  

IR spektra Boc- chráněných dendrimerů jednotlivých generací jsou velmi 

podobná, protože IR spektrum závisí jen na typu funkčních skupin, což se s růstem 

generací nemění. Podobná byla i IR spektra TFA solí jednotlivých generací. 

Izolované dendritické molekuly mají všechny strukturální vlastnosti, u kterých 

bylo prokázáno, že jsou klíčové pro doručení účinných látek do kůže či přes kůži. 

Konkrétně mají syntetizované molekuly  amidoskupiny mezi generacemi, 

aminoskupiny na periferii a krátké alifatické řetězce mezi body větvení. Avšak 

můžeme si povšimnout dvou zásadních charakteristik, kterými se tyto molekuly liší od 

PAMAM dendrimerů: 

a) Struktura amidové vazby od jádra k periferii je opačná (NHCO u nových 

dendrimerů vs. CONH u PAMAM dendrimerů). 

b) Vzdálenost mezi amido- a amino- větvenými jednotkami je menší (jeden uhlík 

vs. dva uhlíky u PAMAM dendrimerů). To novým dendrimerům umožňuje mít 

stejný počet periferních skupin jako jejich PAMAM analogy, ale menší 

hmotnost.  

Na následujícím obrázku (Obr. 29) je porovnání první generace nových 

dendritických molekul a první generace PAMAM dendrimerů.  
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S připravenými dendrimery budou provedeny in vitro permeační pokusy na 

lidské kůži pro zhodnocení jejich schopnosti zlepšovat prostup účinných látek do kůže 

a skrz kůži.  

 

 

Obrázek 29. První generace nových dendritických molekul (A), první generace 

PAMAM dendrimerů (B). 

A 

B 
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5. Závěr 
 

Cílem této práce bylo připravit čtyři generace nových, plně definovaných, 

polyamidoaminodendrimerů s ethylendiaminovým jádrem a aminoskupinami na 

periferii. Získáním G0, G1, G2 a G3 se nám tento závazek podařilo splnit.  

Jak bylo původně plánováno, nové dendrimery mají aminoskupiny na periferii 

a amidoskupiny s aminoskupinami ve struktuře. Díky tomu očekáváme zvýšení 

prostupnosti účinných látek kůží. Dalším krokem výzkumného projektu je provedení 

permeačních pokusů na lidské kůži.  

Co se týče syntézy, byly zaznamenány nízké reakční výtěžky v klíčových 

krocích generačního růstu. Konkrétní reakční kroky by měly být revidovány a měly by 

být zkoumány nové reakční podmínky pro vyšší výtěžnost. 
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6. Seznam zkratek 
 

AcOEt  ethylylacetat 

Boc  tercbutyloxykarbonyl 

DCM  dichloromethan 

DDAK  dodecylester kyseliny 6-dimethylaminohexanové 

DIEA  N,N´-diisopropylethylamin 

DMF  dimethylformamid 

DMSO  dimethylsulfoxid 

ESI  ionizace elektrosprejem 

Et3N  ethylentriamin 

G0  generace nula 

G1  první generace 

G2  druhá generace 

G3  třetí generace 

HBTU  N,N,N´,N´-tetramethyl-O-(1H-beznotriazol-1-yl)uronium 

hexafluorophosphate 

HOBt 1-hydroxybenzotriazol 

IR  infračervená spektroskopie 

MeOH methanol 

MS hmotnostní spektrometrie 

Mp teplota tání 

NMR spektroskopie magnetické nukleární rezonance 

PAMAM polyamidoamino  



49 
 

PPI  polypropylenimin 

Rf  retenční faktor 

SC  stratum corneum 

TFA  trifluoroctová kyselina 

TLC  tenkovrstvá chromatografie 
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