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Abstrakt

Dendrimery jsou charakterizovany jako syntetické sférické makromolekuly
s vétvici se strukturou. Diky moznosti dobie kontrolovat jejich velikost (3-10 nm),
snadné modifikaci struktury, vysoké rozpustnosti ve vodé, dobie definované chemické
struktuie a biokompatibilité jsou tyto nanomaterialy aktraktivni pro biomedicinské
vyuZziti.

Dosud byly v transdermalnim i topickém podani 1éCiv rozséhle testovany
peptidické a poly(amidoamino) (PAMAM) dendrimery. Strukturdlni charakteristiky
téchto molekul néas vedly k vyvoji novych opakujicich se jednotek dendrimerti

(monomert), které by obsahovaly aminoskupiny v bodech vétveni a zaroven opakujici

se amidové vazby, které by umoznily rist generaci dendrimert.

Tyto nové monomery byly vhodné modifikovany a vyuzity k vyvoji nizSich
generaci poly(amidoamino) dendritickych struktur. Izolované dendrimery byly plné

charakterizovany béznymi spektroskopickymi metodami.

Tyto nové dendrimery budou testovany pro jejich vliv na propustnost klize

v in vitro permeacnich pokusech na lidské ktzi.



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.



1. Uvod a cil prace

Cilem (trans)dermalniho podani lé¢iv je doruceni 1€Civych latek do urcitych
vrstev klize, ptipadné pies kiizi. Primarni funkci kozni bariéry, respektive stratum
cormeum, je zabranit ztratdm endogennich latek a zaroven ochrénit lidsky organismus
pted vstupem latek cizorodych. Proto je velkou vyzvou nalézt molekuly, které by byly
schopny zlepsit prichod 1é¢iva pies kiizi, pripadné do ktize, a zlepsily tak efektivitu
(trans)dermalniho podavani 1é¢iv bez nezadouciho ireverzibilniho naruseni kozni

bariéry. A pravé dendrimery se ukazaly jako Gi€inné nosice 1éCiv ptes kozni bariéru.

Dendrimery jsou makromolekuly, které jsou charakteristické ptesné
definovanou strukturou, vysokou molekulovou hmotnosti, rozvétvenim jednotlivych
ramen a velkym mnozstvim riiznych koncovych funkénich skupin. Prave tyto aspekty
ovliviuji vlastnosti celé molekuly a umoziuji prostupnost dendrimeru pres kiizi.
Jednim z nejzndméjSich nanonosici 1é¢iv tohoto typu, u nichZ byla testovana permeace

ktzi, jsou polyamidoaminové denrimery (PAMAM).

Nasim cilem bylo izolovat a charaketrizovat dendrimery, které maji podobné
strukturalni aspekty jako dendrimery jiZ dfive pouZité pro (trans)dermalni pouziti, ale
s odlisSnymi opakujicimi se jednotkami. Dale budou testovany schopnosti téchto

dendrimert zlepSovat prostup 1€¢iv pies kozni bariéru.



2. Teoreticka ¢ast

2.1. Lidska kiize

2.1.1. Stavba a funkce kuze

Kuze (cutis, derma) tvoti bariéru, ktera chrani lidsky organismus pted vstupem
latek z vnégj$iho prostiedi (patogeny, chemické latky, zareni) a zaroven zabrailuje

ztratdm vody zevnitt z organismu. '

Lidska kiize se sklada ze tii vrstev (Obr. 1: epidermis (zevni vrstva), dermis

(stfedni vrstva) a hypodermis (podkozi)).

© Eucerin®

Obrdzek 1.7 Stavba lidské kiize. A predstavuje epidermis, B dermis a C hypodermis.
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Hypodermis je nejspodnéjsi vrstva kiize, jejiz funkci je spojit jeji ostatni
vrstvy se svalovinou, pfipadné kostmi. Obsahuje tukové bunky, které maji izola¢ni

funkci, chrani télo pred mechanickym poskozenim a taktéz slouzi jako zasoba energie.

Dermis je primarné tvoiena kolagennimi a elastickymi vldkny, kteréd zajist'uji
jeji pruznost a pevnost. Jeji zasadni roli je vyziva klize, kterou zde zajist'uje pfitomnost
krevnich a lymfatickych cév. Také jsou zde ulozeny nociceptivni, termo-,

a mechanoreceptory, které zajistuji vnimani bolesti, teploty a tlaku. !

Epidermis je nejvrchnéjsi vrstva kiize a je dale slozena ze Ctyft vrstev: stratum
basale, stratum spinosum, stratum granulosum a stratum corneum. VSechny tyto
vrstvy se podili zejména na odolnosti kiize proti mechanickému poskozeni a proti
priniku cizorodych latek skrze ni. Bunky, které tvofi epidermis, mizeme rozdélit dle

jejich tvaru a funkce na Ctyti zékladni typy:

- Keratinocyty — tyto bunky se v epidermis vyskytuji ve vSech vrstvach
nejcasteji. Smeérem k povrchu kiize dochézi k diferenciaci struktury téchto
bunék, zplost'uji se, ztraci svou zZivotaschopnost (ibytek organel) a v jejich
cytoplazmé se zvySuje hladina keratinu. V duasledku se keratinocyty
odlou¢i ve form¢ keratinovych Supinek. Popsané zmény ve struktufe
keratinocytli, potazmo celé epidermis, se nazyvaji keratinizace. Obnova
epidermis trva 30 dna, pfi¢emz 15 dnl dochdzi ke keratinizaci stratum

corneum. 1+

- Melanocyty — buniky obsahujici pigment melanin. Ten chrani hlubsi vrstvy
ktze pted UV zatfenim.

- Langerhansenovy buiiky — ptivod téchto bunék je v kostni dfeni a podileji
se na imunitg. !

- Gransteinovy buiky — spolu s Langerhansenovymi bunikami hraji

nezastupitelnou roli pfi imunitni ochrané kiize (potazmo celého téla). Jsou

schopny zachycovat antigeny a nasledn¢ je ptenaset do lymfatickych uzlin.
1,6
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2.1.2. Stratum corneum

Nejvice vystavovana vlivim vné¢jSiho prostfedi je nejsvrchnéjsi vrstva
epidermis Stratum corneum (SC), ktera ma funkci kozni bariéry. Tato vrstva je tvofena
korneocyty a lipidovou matrix, ktera tvoii ,,pojivo” mezi korneocyty.!® Korneocyty
jsou odumfelé, oplostélé keratinocyty, vyplnéné ptiblizné z 80% keratinem a v lidském
SC se b&zn& nachazi 10-25 vrstev korneocytd. ' Lipidovou matrix tvoii volné mastné
kyseliny, ceramidy a cholesterol pfiblizné v ekvimolarnim mnozstvi. Lipidy jsou

v mezibunécnych prostorech usporadany do lamel, které jsou slozené z lipidovych

dvojvrstev. 47
Corneocyte
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Obrazek 2.° Na obrdzku vlevo jsou jednotlivé vrstvy epidermis, ve vyiezu vpravo
nahore je zndazornéno lamelarni usporadani lipidii v mezibunécnych prostorech
ve SC, vyrez vpravo dole predstavuje usporadani lipidii do dvojvrstev v jednotlivych
lamelach.
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2.1.3. Prostup latek lidskou kiizi

Prestoze je klize velmi dobie uzplsobena k ochrané pred vnéjsimi vlivy,
mohou se skrze ni dostat cizorodé latky. Toho se vyuziva pfi (trans)dermalnim
podavani 1éCiv. Je potieba odlisit dermalni podavani (Ié¢ivo pisobi ve vrstvach kiize)
a podani transdermalni (aplikace 1éCiva skrze kazi do krevniho ob&hu, tim padem

dochézi k systémovému ucinku). 4

Latky mohou pronikat lipidovou matrix (intercelularné, Obr. 3A),
transcelularné (intracelularné, Obr. 3B) nebo pies mazové ¢i potni Zlazy a vlasové

folikuly (Obr. 3C).

A B C

Intercellular route Intracellular route Follicular route

Obrazek 3.° Mozné cesty priichodu ldtek pies kozni bariéru.

Potni Zldzou mohou pronikat pouze hydrofilni latky. Mazovou Zlazou
a vlasovym folikulem naopak pronikaji latky lipofilni. Problémem je hromadéni 1é¢iva
v lipofilnim prostiedi a jeho neschopnost prostupovat dale. K transcelularnimu praniku
dochdzi pfes korneocyty. Vzhledem k tomu, Ze korneocyty obsahuji velké mnozstvi
aminokyselin (tim padem i hydrofilnich skupin), mohou na sebe véazat vodu, bunika
zvetSuje svlj objem, méni uspotfadani korneocytd, ¢imz dojde ke zméné viskozity

lipidové matrix, a tim padem 1 k naruSeni celistvosti lipidovych lamel.

Intercelularni prinik se v posledni dobé jevi jako nejvice perspektivni. Byly
vyvinuty, a nadale se vyviji, slouCeniny, které doCasné¢ ovliviiuji vlastnosti kozni
bariéry a usnadiiuji nebo urychluji tak prinik 1é¢iv do kiize nebo ptes kiizi do krevniho
fecisté, tzv. akceleranty kozni permeace. Jako piiklady mohu uvést laktamy,

12



substituované¢ amidy karboxylovych kyselin (dodecylamid kyseliny izomaselné),
analogy ceramidi, > nebo dodecylester kyseliny 6-dimethylaminohexanové (DDAK)

(Obr. 4).

| 0]
N CyoH
- MO/ 127725

Obrazek 4. ' DDAK — akcelerant kozni permeace

V poslednich letech zacaly byt testovany jako akceleranty transdermalni

permeace vysoce vétvené molekuly, tzv. dendrimery.
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2.2. Dendrimery

2.2.1. Obecné informace

Dendrimery jsou syntetické monodisperzni molekuly s dobie definovanou,
symetrickou strukturou. Skladaji se z uspotadanych ramen nebo vétvi a jejich struktura
tak pfipomind strom, od toho je také odvozen jejich nazev (sklada se ze dvou feckych
slov ,,dendron “, coz znamena ,,strom“, a ,, meros , coz mizeme pielozit jako ,,¢4st*)3
Tyto rozvétvené molekuly byly objeveny v 80. letech 20. stoleti. Prvni skupinu, jez
v roce 1978 zvetejnila publikaci tykajici se dendrimeru, vedl Fritz Vigtle. Mezi dalsi

védce, zabyvajici se vyzkumem dendrimerd, patii G. R. Newkome ¢i D. A. Tomalia.’

Dendrimery se skladaji z opakujicich se, symetricky se vétvicich jednotek
(monomerii) navdzanych radidlné¢ na jadro. Jadro mize byt mald molekula nebo
linearni polymer a ma vice vazebnych mist. Na tato vazebna mista jsou ptipojovany

jednotlivé monomery a vznikaji tzv. generace dendrimert (Obr. 5). S kazdou dalsi

10,11

vrstvou monomeru vznika vysSi generace

Obrazek 5. Priklad struktury dendrimeru: ,,core* je jadro a G znaci jednotliveé
generace.
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Dendritické molekuly maji tendenci s rostouci generaci linedrné zvysit primér
a ptijmout kulovity tvar. Diky tomu je mozné kontrolovat jejich velikost, takze jsou
dendrimery idedlnim kandidadtem pro studium vlivu struktury molekuly (velikost,
naboj, sloZzeni) na biologické vlastnosti (interakce na lipidové dvojvrstve, cytotoxicita,

internalizace, retenéni as v krevni plazmé, biodistribuce a filtrace). 12714

Dendrimery maji v biomedicinské oblasti Siroké vyuziti. Naptiklad pii terapii
nadorovych onemocnéna maji dendrimery potencial zlepsovat farmakokinetiku 1é¢iv. 8
Dale také jako nosi¢ v ramci genové terapie, kde je se nyni jevi jako nejvétsi problém
specifické a ucinné dodani 1é¢iva do pozadovanych ¢asti bunky. Dendrimery by se
mohly podilet na vyfeseni tohoto problému. !> Kovové chelity na bazi dendrimerd
se zdaji byt vhodné pro pouziti pro magnetickou rezonanci jako kontrastni latky. '°
Diky velkému poctu perifernich skupin by mohly dendrimery najit vyuziti jako
dendritické senzory. !” Vyuziti mohou najit i jako potencialni krevni nahrady, '8
v 16¢bé popalenin, '° &i pii (trans)dermalnim podani 1é¢iv. '*?° Posledni zminénou

moznosti se budeme zabyvat v kapitole 2.2.3.
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2.2.2. Syntéza dendrimerii

Syntéza dendrimerd je na hranici molekularni chemie a chemie polymert.
Je fizena krok za krokem, coz je charakteristické pro molekularni chemii, ale kviili
opakujicim se monomeriim ve struktuie ji mtizeme ptiradit k chemii polymert. Hlavni
rozdil mezi polymery a dendrimery spociva v tom, Ze polymery vytvari polydisperzni
molekuly s riznou molekulovou hmotnosti, ale syntéza dendrimer umoziuje tvofit
monodisperzni soustavy, které jsou podobné strukturdm v biologickych systémech.
Dendrimery se obecné pfipravuji dvéma zptisoby — konvergentni nebo divergentni

metodou, které¢ budou popsany déale v samostatné podkapitole.

Pti tradi¢nim postupu riistu dendrimerti, kazda nasledujici reak¢éni posloupnost
generuje vys$i generaci s dvojnasobnym poctem termindlnich skupin a pfiblizné
dvojnasobnou molekularni hmotnosti. 2"2* Teoreticky je syntéza dendrimer snadny
proces, avsak ve skutecnosti je pracna a asové naro¢na. 2* I pfi pouziti vysoce
selektivnich reakci je konecny vytézek velice nizky. Dal§imi nevyhodami jsou vysoké
finan¢ni ndklady a problémy se ziskanim vysSich generaci bez konstruk¢énich vad. Tato
fakta zapficinuji, ze je komeré¢né dostupnych pouze n€kolik malo tfid dendrimerq,
napt.: poly(propylenimin) (DABs, Sigma-Aldrich), phosphorous (PMMH, Sigma-
Aldrich) nebo poly(amidoamin) (PAMAMSs, Sigma-Aldrich) dendrimery.

Pti syntéze vysSich generaci (G4, G5,...) hraji dillezitou roli sterické faktory,
tj. faktory, které maji vliv na sterickou pfistupnost terminalnich skupin. Ptikladem
je vsunuti vné&jSich skupin dovnitt molekuly. Jak moc bude tento u¢inek nepiiznivy,
urcuje jak chemické prostiedi (pH, polarita rozpoustédla a iontova sila), tak samotna
struktura molekuly (pruZznost dendronu a schopnost strukturalnich prvkl navzijem
spolupracovat). 2° Dal§im omezujicim faktorem je sterickd prekazka na povrchu
dendrimeru. Jak bylo popsano v praci Maciejewski?’ a pozdgji v de Gennes, 2 pocet
terminalnich skupin roste rychleji neZ polomér molekuly, proto se v ur€ité fazi stava
povrch dendrimeru husté obaleny. Tento efekt se nazyva ,, de Gennes dense packing
nebo ,,starburst limit effect, volné pielozeno Gennesiv husty obal nebo efekt
omezeni vybuchu a pravdépodobné ¢ini povrch dendrimeru nedokoncéeny (v ramci
stechiometrické chemické modifikace). Husté zabaleného dendrimeru je dosahovéano
v ruznych generacich. Zde zdlezi na valenci a velikosti jaddra a monomert
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a na schopnosti povrchové funkce tvofit sit’ mezi sebou (napf.: pomoci vodikovych

vazeb), ¢imz se zpeviiuje vnéjsi obal. 272

2.2.2.1. Divergentni metoda

Divergentni metoda syntézy dendrimeri je zalozena na postupné syntéze
od jadra na periferii, kdy s kazdou dalsi generaci dendrimeru prodlouzime kazdou
vétev 0 novou sekvenci monomeru. Monomer je tvofen dvéma typy funkénich skupin,
viz Obrazek 6. Skupina A je aktivni a funkéni (na Obr. 6 je vyznacen jako modry
¢tverec). Diky této skupiné jsme schopni monomer pfipojit k substratu (jadro ¢i
rostouci monomer). Dalsi skupina B monomeru (na Obr. 6. ma Cervenou barvu)
je deaktivovana/chranéna a tim je ji prozatim znemoznéno reagovat se substratem.
Jakmile dojde k napojeni monomeru, skupiny na periferii (dosud chranén¢) mizeme
zaktivovat reakci napojenim dal§iho monomeru nebo odstranénim chranicich skupin.
Nejcastéji vyuzivané jsou monomery se tfemi funkénimi skupinami. Jadro se nejcastéji
vyuziva di-, tri- nebo tetra-funkcni. Prvnim krokem byva navazani monomeru na jadro,
tim vznikd prvni generace monomeru. Dalsi dva kroky vedou k aktivaci funkénich
skupin B a jejich napojeni s dalSi sadou monomert. Tim vznik4d druhd generace

denrimeru. Opakovéanim téchto dvou krokd zvySujeme generaci dendrimeru.

monomer
couplmg actwatmn couplmg actwatlon
core

G=1 G=1

dendrimer dendrimer dendrlmer dendrlmer

T

— —p active complementary
coupling activation [ functional groups
_
coupling @ inactive (protected)
functional group
G=3 G=4
dendrimer dendrimer

Obrazek 6. % Syntéza dendrimeru pomoci divergentni metody. ,, Core* je jadro
a G oznacuje jednotlivé generace dendrimerii.
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Znamym piikladem divergentni metody syntézy dendrimeru jsou PAMAM
dendrimery. PAMAM dendrimery s ethylendiaminovym jadrem byly syntetizovany
Tomalay a kol. az do desaté generace sekvenci dvou zakladnich reakci: Michaelovou
adici aminoskupin k methyl-akrylatu a naslednou aminolyzou vysledného esteru

s prebytkem ethylendiaminu. !

Pfi pouziti divergentni metody Ccistota produktu s narGstajici generaci
dendrimeru klesd. Divodem je vysoky pocet reakci na jedné molekule. Abychom
ziskali produkt bez defektl (tj. castecné dendrizovanych molekul), musely by reakce
probihat kvantitativné v kazdém kroku napojeni monomeru k substratu a v aktivaci
vSech perifernich skupin. Protoze pocet terminalnich skupin exponencidlné roste
u kazdé generace, vzniké piekdzka v podobé hustého sterického obalu. Ani prebytek
reak¢nich ¢inidel s dlouhymi reakénimi ¢asy nemusi tuto komplikaci odstranit. Dalsi
komplikaci je slozité oddélovani plnohodnotnych dendrimert od defektnich. Béznymi
Cisticimi metodami je velmi obtizné dosahnout této separace, jelikoz molekuly jsou si
velmi podobné jak velikosti, tak chemicky. Toto jsou diivody, pro¢ je syntéza

dendrimerti ¢asové naro¢na a pies veskerou snahu s velmi nizkym vynosem. %

Mezi vyhody divergentni metody patii rychlost vytvofeni knihovny riiznych
generaci dendrimerd a to diky moZnosti zastaveni sletu reakci v jakémkoliv kroku.
Dalsi vyhodou je moznost automatizace opakujicich se krokt. 3**! Divergentni metoda
umoznuje syntézu dendrimerti s vysokou molekularni hmotnosti, i kdyz u molekul
vyssich generaci je téméf nemozné ziskat strukturdlné dokonalé dendrimery. Pozitivni

je také fakt, ze modifikace celého povrchu v jednom kroku je velmi snadna. '°

2.2.2.2. Konvergentni metoda

Konvergentni metoda je alternativou k syntéze divergentni. Jedna se o syntézu
vétvi (dendronil) a jejich nasledného ptipojeni k jadru molekuly (Obr. 7). Syntéza
dendronil se provadi za pouziti konvencniho monomeru, ktery ma reaktivni/aktivni
skupiny B (Obr. 7 modra kulicka) a chranénou/deaktivovanou skupinu A (Obr. 7
Cerveny ¢tverec). V prvnim kroku skupina B monomeru reaguje se slouceninou, ktera

navaze skupinu lezici na periferii kone¢ného dendrimeru. Kli¢ovym krokem k syntéze
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dendronu prvni generace byva nejcastéji zavedeni chranicich skupin téchto funkénich
zakonceni. Dal$imi kroky jsou aktivace ohniska (na Obr. 7 znazornéno zmeénou
cervené¢ho Ctverce na modry Ctverec) a jeho spojeni s monomerem. Timto vznika
dendron druhé, ptipadné pti opakovani, dalsi generace. Samotny dendrimer je nakonec

vytvoren reakci aktivovanych dendronti ptislusné generace a aktivovaného jadra.

2 couplmg jselectn.ve i couplmgNIELs;ectwe\LrL‘cwplmg

monomer =1 activation G=1 =2 activation G=3

dendron dendron dendron dendron dendron

ene | active complementary
core functional groups
_— _
selective coupling inactive (orthogonally
activation G=3 L protected) functional
dendron G=3 groups
dendrimer

Obrazek 7. % Syntéza dendrimeru pomoci konvergentni metody. ,, Core*“ je jadro
a G oznacuje jednotlivé generace dendrimerii.

Ptikladem syntézy dendrimer konvergentni metodou jsou polyaryletherové
denrimery, ' kde syntéza perifernich dendronti byla provedena Williamsovou

etherifika¢ni reakci mezi bromidem a 3,5-dihydroxybenzylalkoholem.

Pti pouziti konvergentni metody je mozné ziskat denrimery bez strukturalnich
defektl, mdme véEtsi kontrolu nad procesem a oproti jinym metodam snizime mnozstvi
pouzitych ¢inidel. VSechna tato fakta jsou disledkem omezeného poctu reakci na jedné
molekule. Cisténi produktu je relativné snadné, a to zejména diky velkym rozdilim

mezi polaritou ¢i molekularni hmotnosti produktu a ostatnich necistot.

Konvergentni metoda ma ale i sva uskali. JelikoZ s rostouci generaci dendronu
se snizuje jeho reaktivita a dostupnost ohniska, mize nasledkem téchto jevil dojit
ke kopulaéni reakci na jiny monomer nebo jadro. Pfili§ velké dendrony mohou zastinit
jadro, tim padem nedojde v poslednim kroku k napojeni vSech potiebnych fetézct

na jadro. Jsme tedy omezeni velikosti vysledného dendrimeru a redlné lze touto
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metodou pfipravit dendrimery maximalné Sesté generace. Oproti tomu mizeme touto
metodou snadno syntetizovat dendrimery liSici se pouze jadrem, s jadrem které je
citlivé a podlehlo by destrukénim procestim pii opakovaném navazovani monomert,

piipadné jadro obsahujici uvnitt chelataéni prvek. 234
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2.2.3. Pouziti dendrimerii v (trans)dermalnim pienosu l1éciv

Dodnes bylo mnoho dendritickych struktur pouzito jako akceleranty kozni
permeace pro ruzné ucinné latky. Ne&které z nich byly pouzivany méné
(oleodendrimery, polypropylamino dendrimery a peptidové dendrimery) a nékteré

vice (PAMAM dendrimery).

Esterové vazané oleodendrimery prvni a druhé generace (Obr. 8A a 8§B) byly
pouzity pro gely se sodnou soli diklofenaku (Obr. 8C). Ptipravené formulace byly
netoxické (do koncentrace 80 pg/mL) a bez potencionalné drazdivého tcinku. Navic

tyto gely zvysily permeabilitu sodné soli diklofenaku. *°

CEC. ° A

Obrazek 8. Esterové vazany oleodendrimer prvni generace (A), esterové vazany
oleodendrimer druhé generace (B) a sodna sul diklofenaku (C)
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Mutalik a kol. publikovali syntézu peptidovych dendrimerii a nasledné
permeacni pokusy na lidské epidermis. Vyvinuté peptidové dendrimery (Obr. 9A, 9B)

zvysovaly prostupnost 5-fluorouracilu (Obr. 9C) lidskou epidemis. *

H
OYjVMN NH;
HoN i NH 7]/H
2 o) NH
TN H N H
o N\H)\A/N NH, HN)H/\/\m Nt
A
o} NH OO NHy o NH
H
F o H oH NH
o
B
mH HN)J\(\/\ﬁ NH,
hig HN NH
0 NH
° 0 PN
c N N “NH,
Ho H

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

Pata generace polypropylenimin (PPI) dendrimerd (Obr. 10) byla pouzita
Agrawalem a kol. pro ptipravu komplexii s dithranolem. ¥’ Tento komplex 1é¢iva
a dendrimeru byl studovén pro topickou aplikaci. Byla prokazana biodostupnost

lé¢iva, a navic byl prodlouZen reten¢ni ¢as a sniZzena drazdivost.

5.0 G PPI dendrimer

Drithranol

Obrazek 10. ** Pata generace PPI dendrimeru a dithranol
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Vzhledem k tomu, Ze rizné generace PAMAM dendrimerti (Obr. 11) jsou

komeréné dostupné, byly Siroce testovany jako akceleranty kozni permeace.

H

H N __~
HN N © ;/ NH,
H
0N H

(] N\/\
NH H
HZN/\/ 2 H ~_N._0 N~
\E ; HzN/\/N\n/\/N \q \/II/ NH,
/\/NW\W N/\/N o
N~ H
/\/NYr NH; \H(N\/\N/\)J\N/\/NHZ
ZN\/\NJK/\ Ny

=2}

Obrazek 11. PAMAM prvni generace (A), druhé generace (B) a treti generace (C)

In vivo studie na mySich provedené Chauhanem a kol. odhalily, ze plazmaticka
koncentrace indometacinu (Obr. 12A) byla zvySena, kdyz byly jako enhancery pouZity
dendrimery s amino- nebo hydroxyskupinami na periferii. *® Tteti generace PAMAM
dendrimerd mirn¢ zlepSovala prostupnost tamsulosinu (Obr. 12B) z transdermalnich
naplasti na bazi polyhydroxyalkanoatu (pro permeacni studie byla pouZzita hadi
kiize). *° Dalsi experimenty prokézaly, Ze krystaly tamsulosinu jsou v matrix tvorené

komplexem polyhydroxyalkanoat-dendrimer velmi dobte usporadany. 4

Obrazek 12. Indometacin (A), tamsulosin (B)
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Ttreti a Ctvrtd generace PAMAM dendrimerd s aminoskupinami na periferii
zvySovala transdermdlni prostup 8-methoxysporalenu (Obr. 13A) in vitro 1 in vivo
(pokusy byly provadény na ktzi potkanti). Na obréazcich z konfokalniho mikroskopu
bylo vidét, ze 8-methoxysporalen aplikovany s dendrimery byl transportovan
do hlubsich vrstev kiize 1épe nez samotny roztok léciva. Déle byla Ctvrtd generace
prokazana jako vice efektivni akcelerant permeace nez tfeti generace stejného
dendrimeru. ** V jiné studii, prokazaly uplné generace (Ga-NH2) a poloviéni
generace (Gns-COOH) slabé zlepSeni rozpustnosti riboflavinu (Obr. 13B) v poradi
G2>>G2.5>G3>>G3.5>G4. Dendrimery zlepSovaly permeaci riboflavinu v potadi
G2>G3>>G2.5>G3.5>G4. ¥

o
200 OO
N \NAO

OH

b

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

Yang a kol. provedli studii, ve které se snazili objasnit, jak dendrimery
interaguji s vrstvami kize v zavislosti na velikosti a skupindch na periferii. Bylo
zjisténo, ze G2-NH, PAMAM dendrimery mohou byt absorbovany do SC a zivé

epidermis.
NH; @— NH, (G2)—Ac —cooH (G2)— oA
I I [l ] I JL I
o e e T g
I Jl J

Obrazek 14. * Schopnost interakce riizné modifikovanych dendrimerii s vrstvami
kuize.
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Oproti tomu G4-NH> PAMAM dendrimery ztistaly pouze na vnéjsi vrstvé SC.
Ze studie také vyplyva, ze pokud jsou dendrimery povrchové modifikované acetylaci
(G2-Ac) nebo karboxylaci (G2-COOH), vykazuji zvySenou kozni permeaci a zfejme
difunduji extracelularni cestou. Dale byla zkoumdna konjugace kyseliny olejové
s G2-NH> dendrimery (G2-OA). Toto spojeni vedlo ke zvySené absorpci kizi
a k vétSimu zadrzovani v kuzi. Vysledky této studie jsou schematicky znazornény

na nasledujicim obrazku (Obr. 14).
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3. Experimentalni ¢ast — syntéza
3.1. Chemikalie a pristroje

Vychozi latky, rozpoustédla a ostatni chemikalie byly zakoupeny od firem:
Penta, Lach-Ner, Sigma-Aldrich, Merck a VWR. Pro TLC byly pouzity desky firmy
Merck, Silica gel 60 F254. K detekci TLC byly pouzity tyto metody: 1) detekce
pomoci UV lampy, model ENF — 280C, 2) KMnOys, voda a nasledné lehké zahrati.

Sloupcova chromatografie byla provadéna na Silica gel 60 od firmy Merck.

K charakterizaci latek jsme pouzily tyto metody: 'H NMR, *C NMR, MS, IR,
Rf, teplota tani. NMR spektra byla méfena v deuterovanych rozpoustédlech pii
laboratorni teplot& na piistroji Varian V. NMR S500 (‘H/300 MHz, '*C/125 MHz,
Varian Comp., Palo Alto, CA, USA) nebo Varian Mercury-Vxbb 300 (\H/300 MHz,
13C/75,5 MHz, Varian, Inc., Palo Alto, CA, USA). Chemické posuny & jsou udavany
v ppmvzhledem k tetramethylsilanu, ktery byl pouzit jako vnitini standart. Interak¢ni
konstanty (J) jsou uvedeny v Hz. IR spektra (KBr) byla méfena na FT-IR spektrometru
(Nicolet 6700 FT-IR) v rozmezi 400-4000 cm. MS spektra byla méfena metodou
Agilent Tech 500 Iontrap s ESI. Teploty tani byly stanoveny na zatizeni Buchi Melting

Point B540 s pouzitim otevienych kapilar. Uvadéné hodnoty jsou nekorigované.
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3.2. Syntéza

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

H H
O._N._~~~_N_0O
RS R
24 g imidazolu (0,35 mol, 2,0 eq) bylo rozpusténo ve 200 ml CH>Cl,. Za stalého
michéani bylo néasledné po malych ¢astech béhem 1,5 h ptidavano 80 g Boc,O (0,37
mol, 2,1 eq). Smes se michala 1 h, posléze se odpatilo CH>Cl> na odparce a smés se
nechala 1 h vysusit za snizené¢ho tlaku pod olejovou pumpou. Déle bylo pfidano 80 ml
toluenu a 19 ml diethylentriaminu (1,0 eq, 0,18 mol). Reakce byla michana pfes noc
pii 60 °C. Po 14 h se reakce zchladila na pokojovou teplotu, ptidalo se 500 ml CH>Cl»
a extrahovalo se s H2O (3x250 mL). Organicka faze byla vysusSena bezvodym Na>SOq,
zfiltrovana, a bylo odpafeno piebyte¢né mnozstvi rozpoustédla. Vyslednd smés byla
vycisténa pomoci sloupcové chromatografie. Jako mobilni faze byla pouzita smés
CHCIl3/MeOH (100/1, ktera byla béhem eluce zménéna na 50/1). Bylo izolovéno 53 g
produktu (vytézek 59 %). Rr= 0,13 v CHCI3/MeOH (50/1). Mp 71 °C. ESI-MS (m/z):
304.3 (M+1)". 'TH NMR (CDCls, 500 MHz), 8/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) *C NMR (CDCl;, 125 MHz) § 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]

(@]
SN sED”

N N
H H

4,5 g N,N"-Bis(tert-butoxycarbonyl) diethylenetriaminu bylo rozpusténo v 50
ml DMF. Do tohoto roztoku bylo pfidano 2,38 ml benzylbromoacetatu (15 mmol,
1 eq) a 2,51 ml triethylaminu (18 mmol, 1,2 eq). Reakce probihala 14 h za laboratorni
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teploty. Dale bylo pfidano 200 ml EtOAc a probéhla extrakce nasycenym roztokem
NaCl (2x150 mL) a nasycenym roztokem NaHCO3 (2x100 mL). Organicka faze byla
vysusena bezvodym Na>SOs, zfiltrovana, a bylo odpaieno piebyte¢né mnozstvi
rozpoustédla. Vysledna smes byla vycisténa pomoci sloupcové chromatografie. Jako
mobilni faze byla pouzita smés CHCl3/MeOH (100/1). Bylo izolovéano 4,35 g produktu
(vytézek 65 %). Rf= 0,45 v CHCI3/MeOH (50/1). Mp: 55 °C. ESI-MS (m/z): 374.4
(M+Na)". '"H NMR (CDCls, 500MHz), §/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) '3C NMR (CDCl;, 125
MHz) 8 171.4,156.1, 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. 4

3.2.3. N,N"-Bis(terc-butyloxycarbonyl)diethylenetriaminyl-N’-
glycin

OH

O (& o O
>LOJ\H/\/N\/\HJ\OJ<

Do roztoku 2,1 g N,N"-bis(terc-butyloxycarbonyl)diethylenetriaminyl-N'-
[glycin-benzylesteru (4,65 mmol) v 30 ml DMF byla pfidana smés 0,5 g Pd/C (10 %)
s 10 ml DMF. K bartice byl pomoci kohoutku pfipevnén balonek s H» a rekci bézela
za pokojové teploty 14 h. Dale byla reakce zfiltrovana pies Celite a promyta
methanolem. Na odparce bylo odpatfeno rozpoustédlo, dale byl pfidan ether, smés
zfiltrovana a pevny zbytek vysuSen za sniZen¢ho tlaku pod olejovou pumpou. Bylo
izolovéano 1,68 g produktu (vytéZek 88 %). Rr= 0,70 v MeOH. Mp: 164 °C. ESI-MS
(m/z): 384.3 (M+Na). 'H NMR (DMSO-ds, 500MHz), §/ppm: 3.85 (s, 2H), 3.20 (bs,
4H), 3.10 (bs, 4H), 1.38 (s, 18H) '3C NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & 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. **
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3.2.4. 1,2-Bis(bromoacetylamino)ethan

H o]
Br /\ér N._~ ﬁ )k_/ Br

6,68 ml ethylendiaminu (0,1 mol, 1 eq) bylo rozpusténo ve 100 ml CH>Cl,. Do
roztoku ethylendiaminu byl souc¢asné kapan roztok 33g uhli¢itanu draselného (0,24
mol, 2,4 eq) ve 120 ml vody a roztok 26 ml bromoacetylbromid (0,26 mmol, 2,6 eq)
ve 120ml CHCIs. Po dokapani reakce bézela 12 h za pokojové teploty. Vodné faze
byla vyextrahovana ethylacetatem, smichana s jiz pfi reakci pouzitou tazi CHCI3. Tato
smés byla vysuSena bezvodym NaSOs, zfiltrovana a bylo odpafeno organické
rozpoustédlo. Nasledné produkt rekrystalizoval z ethanolu. Bylo izolovano 28 g
produktu (vytézek 93 %). R = 0,18 v CHCI3/MeOH (50/1). Mp: 150 °C. ESI-MS
(m/z): 302.9 (M+H)". 'H NMR (CDCls, 500MHz), 6/ppm: 6.55 (bs, 2H), 3.87 (s, 4H),
3.29 (m, 4H) *C NMR (CDCls, 125 MHz) & 165.5, 40.1, 29.50. IR (KBr) 3294, 2938,
2860, 1645, 1542, 1480. 4647

3.2.5. N,N'-Bis[(bis{2-[(terc-butoxycarbonyl)amino]
ethyl}amino)acetyl]-1,2-diaminoethane, GO-Boc

Boc.
NH

Bloc

NH
LW H .J/
HN > N

o
Joo

HN N

| Boc

Boc

HN

1,04 g N,N"-Bis(terc-butoxycarbonyl) diethylenetriaminu (3,4 mmol, 2 eq) byl
rozpusttn v 20ml  AcOEt.  Nasledn¢  bylo  pfidano 0,52 g
1,2-bis(bromoacetylamino)ethanu (1,7 mmol, leq) a 0,71 g uhli¢itanu draselného (5,1
mmol, 3eq) v Sml vody. Reakce probihala pod zpétnym chladi¢em 14 h a potom
vyextrahovdna s vodou (2x20 ml), vysuSena bezvodym NaxSOs, zfiltrovana
a rozpoustédlo odpafeno. Vyslednd smeés byla vyciSténa pomoci sloupcové

chromatografie. Jako mobilni faze byla pouzita smés CHCl3/MeOH (20/1).
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Bylo izolovano 1,03 g produktu (vytézek 80 %). Rt = 0,55 v CHCls/MeOH (10/1).
Mp: 149 °C. ESI-MS (m/z): 769.7 (M+Na)". "H NMR (CDCls, 500MHz), §/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) 3C NMR (CDCls, 125 MHz) § 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. Trifluoroctova sil nulté generace, GO-TFA

+ +
NH; NH3
o J

H NN N
VY I8 N

s

0,30 g GO-Boc (0,4 mmol, 1 eq) bylo rozpusténo v 8 ml CH2Cl,. K roztoku

.
HsN - NH
3 4CF,C0O0 el

bylo ptidano 1,22 ml TFA (16 mmol, 40 eq) a reakce byla michana za pokojové teploty
14 h. Nasledné¢ bylo odpaieno rozpoustédlo, znovu ptidano 8 ml CH»Cl; a tento postup
byl opakovan celkem tfikrat. K olejovitému zbytku byl pfidan ether, takZe byl ziskan
pevny produkt. Tento produkt byl zfiltrovan, vy¢istén etherem a vysuSen za snizené¢ho
tlaku pod olejovou pumpou. Bylo izolovano 0,28 g produktu (vytézek 87 %). Mp:
155 °C. ESI-MS (m/z): 347.3 (M+H)". 'H NMR (DMSO-ds, 5S00MHz), &/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) '*C NMR
(DMSO-dg, 125 MHz) 6 170.6, 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- chranéna prvni generace, G1-Boc

Boc I?oc
HN HN
I H

N N/\/N“Boc

~ ] ©
Boc=NH  o”>NH NH
N -l
N/WHN/\/N N
Joe 0

2,11 g GO-TFA soli (2,6 mmol, 1 eq) bylo rozpusténo v 60 ml DMF a roztok
byl zchlazen na 0°C. Déle bylo ptidano 4,58 ml DIEA (26,0 mmol, 10 eq) a smés byla
michana pfi 0°C. Po 15 minutach bylo pfidano 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 hydrat (12,6 mmol, 4,8 eq). Reakce probihala 14 h
za laboratorni teploty. Nasledné bylo pfiddno 600ml AcOEt, a prob¢hla extrakce
vodou (2x250 ml) a nasycenym roztokem NaHCOj3 (2x250ml). Organicka faze byla
vysuSena bezvodym Na>SOs, zfiltrovdna a odpafena. Vyslednd smés byla vyciSténa
pomoci sloupcové chromatografie. Jako mobilni faze byla pouzita smés CHClz;/MeOH
(20/1). Bylo izolovano 2,17 g produktu (vytézek 48 %). Rr = 0,4 v CHCIl3/MeOH
(10/1). Mp: 90 °C. ESI-MS (m/z): 882.7 (M+2Na)**, 1742.1 (M+Na)". 'H NMR
(CDCl3, 500MHz), &/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) 3*C NMR (CDCl3, 125 MHz) § 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. Trifluoroctova sul prvni generace, G1-TFA

+
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3,0 g G1-Boc (1,74mmol, 1eq) byly rozpustény ve 150ml CH2Cl. K roztoku
bylo pfidano 10,7 ml TFA (140 mmol, 80eq) a reakce byla michana za laboratorni
teploty 14 h. Nasledn¢ bylo odpatreno rozpoustédlo, znovu ptidano 100 ml CH>Cl; a
tento postup byl opakovan celkem tiikrat. K olejovitému zbytku byl ptidan ether, takze
byl ziskan pevny produkt. Tento produkt byl zfiltrovan, vyc¢iStén etherem a vysuSen za
sniZzeného tlaku pod olejovou pumpou. Bylo izolovano 2,9 g produktu (vytézek 91 %).
Mp: 150 °C. ESI-MS (m/z): 460.4 (M+2H)**, 919.7 (M+H)". 'H NMR (CDCl;,
500MHz), &/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) 3C NMR
(CDCls, 125 MHz) 6 171.16, 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- chranéna druha generace, G2-Boc

Boc—NH

HNT > N
L
Boc. /r © o] HN-Boc
NH HN HN._O un
o) (&o \EN/ N
BOC*N/\/N\)LN/\/N HN-Boc
H H \L
NH NH
o
0 zg
N

3,134 g G1-TFA soli (1,7 mml, 1eq) bylo rozpusténo ve 100ml DMF a roztok
byl zchlazen na 0°C. Dale bylo ptidano 5,95 ml DIEA (34,2 mmol, 20 eq) a smés byla
michana pfi 0°C. Po 15 minutach byl pfiddno 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 hydrat (16,4 mmol, 9,6 eq). Reakce
probihala 14 h za laboratorni teploty. Nésledné bylo pfidano 600ml AcOEt, a prob¢hla
extrakce vodou (2x250 ml) a nasycenym roztokem NaHCO; (2x250ml). Organicka
faze byla vysuSena bezvodym Na>SOs, zfiltrovana a odpafena. Vysledna smés byla
vycisténa pomoci sloupcové chromatografie. Jako mobilni faze byla pouzita smés
CHCI13/MeOH (8/1). Bylo izolovéno 2,32 g produktu (vytézek 37 %). Rr = 0,3
v CHCI3/MeOH (10/1). Mp: 125 °C. ESI-MS (m/z): 1244.9 (M+3Na)**, 1855.7
(M+2Na)**, '"H NMR (CDCls, 500MHz), 8/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) '3C NMR (CDCls, 125
MHz) 6 171.92, 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. Trifluoroctova siil druhé generace, G2-TFA
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2,0 g G2-Boc (0,55 mmol, leq) byly rozpustény v 50 ml CH>Cl,. K roztoku
bylo pifidano 6,7 ml TFA (87 mmol, 160 eq) a reakce byla michéna za laboratorni
teploty 14 h. Nésledné¢ bylo odpatreno rozpoustédlo, znovu ptidano 100 ml CH2Cl; a
tento postup byl opakovan celkem tfikrat. K olejovitému zbytku byl pfidan ether, takze
byl ziskan pevny produkt. Tento produkt byl zfiltrovan, vyciStén etherem a vysuSen za
snizeného tlaku pod olejovou pumpou. Bylo izolovano 1,85 g g produktu (vytézek 87
%). Mp: 119 °C. ESI-MS (m/z): 517.2 (M+4H)*, 689.2 (M+3H)*", 1033.3
(M+2H)**. '"HNMR (CDCls, 500MHz), §/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) *C NMR (CDCl3, 125 MHz) §171.08,
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- chranéna tieti generace, G3-Boc
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2,0 g G2-TFA soli (0,5 mmol, 1 eq) byly rozpustény ve 50ml DMF a roztok
byl zchlazen na 0°C. Déle bylo ptfidano 3,58 ml DIEA (20,6 mmol, 40 eq) a smés byla
michana pifi 0°C. Po 15 minutich byl pfidano 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 hydrat (9,9 mmol, 19,2 eq). Reakce probihala 14
h za laboratorni teploty. Nasledné bylo ptfidano 500ml AcOEt, a probéhla extrakce
vodou (2x250 ml) a nasycenym roztokem NaHCOs3 (2x250ml). Organicka faze byla
vysuSena bezvodym Na>SOs, zfiltrovdna a odpafena. Vyslednd smés byla vyciSténa
pomoci sloupcové chromatografie. Jako mobilni faze byla pouzita smés CHClz;/MeOH
(10/1 ktera byla béhem eluce zménéna na 5/1). Bylo izolovano 0,97 g produktu
(vytézek 25 %). Rr= 0,2 v CHCI3/MeOH (10/1). Mp: 120 °C. ESI-MS (m/z): 706.2
(M+9Na+2H)!!"". "H NMR (CDCls, 500MHz), §/ppm: 3.36-3.05 (m, 184H), 2.67 (m,
56H), 2.57 (s, 64H), 1.40 (s, 288H) '*C NMR (CDCl;3, 125 MHz) § 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. Trifluoroctova siil tieti generace, G3-TFA
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0,2 g G3-Boc (0,03 mmol, 1eq) bylo rozpusténo v 20 ml CH>Cl,. K roztoku
bylo ptfidano 0,65 ml TFA (9,6 mmol, 320 eq) a reakce byla michana za laboratorni
teploty 14 h. Nasledné bylo odpateno rozpoustédlo, znovu ptidano 20 ml CH>Cl; a
tento postup byl opakovan celkem tiikrat. K olejovitému zbytku byl ptidan ether, takze
byl ziskan pevny produkt. Tento produkt byl zfiltrovan, vy¢iStén etherem a vysuSen za
sniZzeného tlaku pod olejovou pumpou. Bylo izolovano 0,2 g produktu (vytézek 95 %).
Mp: 150 °C. ESI-MS (m/z): 545.5 (M+8H)*', 727.0 (M+6H)*". 'H NMR (CDClI;,
500MHz), é/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) *C NMR
(CDCl3, 125 MHz) & 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 vysledky

Jak jiz bylo dfive zminéno (viz. 2.2.3), bylo prokazano, ze dendrimery jsou
vhodné pro doruceni u¢innych latek do nebo ptes kizi. Mezi dendrimery, které¢ jiz
diive byly pouzity pro (trans)dermélni podéani patii peptidové dendrimery (Obr. 15.)
a hlavné PAMAM dendrimery (Obr. 16).

NH,

H
OYK/\/N NH,
o
HN o~ AN NH T
\I( 2

z
oz
T

H
H (o] N

NH

HgN/\/N\?O ;r 2

H
H N 0] N N
/\/ \/\
~_N N ~r NH,
H2N \(lg)(\/ K 5

(o]
b I j

0] H

Obrazek 16. PAMAM dendrimer druhé generace

Kdyz blize porovname struktury téchto dvou skupin dendrimerti, je zifejmé, ze

maji nekteré podobné charakteristiky, jako:

e Amido- skupiny mezi jednotlivymi generacemi

e Amino- skupiny na periferii (nabité nebo nenabit¢), které lze snadno
modifikovat

e Kratké alifatické fetézce mezi body, ve kterych dochéazi k vétveni

37



Kdyz tedy zohlednime vySe zminénad fakta, nabizi se hypotéza, ze nové
dendridické molekuly, které by mély tyto strukturdlni charakteristiky, by mohly byt
potencionalnimi kandidaty pro (trans)dermalni aplikaci. Aby byly syntetizovany
takovéto dendrimery, byl navrzen monomer, ktery ma ve své struktufe jak znaky
aminokyselin (karboxy- a aminoskupiny), tak aminoskupinu ve vétvicim bodé (Obr.

17A).

OH
L :

HN> Nk, o) (1\\0 o)
R >LO)J\H/\/N\/\H OJ<

Obrazek 17. N,N"-Bis(terc-butyloxycarbonyl)diethylenetriaminyl-N'-glycin (A),
N,N"-Bis(terc-butyloxycarbonyl)diethylenetriaminyl-N'-[glycin-benzyl ester] (B)

Krom¢ toho, je potieba tento monomer navrhnout tak, aby umoznil rust
generaci bez nezadoucich vedlejSich reakci mezi karboxylovymi a aminoskupinami.
To je ditvod, pro€ by kazda terminalni funkéni skupina méla byt chranéna skupinami,
které je poté mozné odstranit bez naruseni stability nebo reaktivity produktu. Proto
byla pro chranéni karboxyskupiny vybrana benzylesterova chranici skupina a pro
chranéni aminoskupiny ferc-butyloxykarbonylova chranici skupina (Obr. 17B).
Benzylesterova skupina mize byt odstranéna katalytickou hydrogenaci (vznika volna
karboxylova kyselina) za podminek, pfi kterych je Boc- skupina stabilni. Na druhou
stranu, Boc- skupinu muizeme odstranit reakci se silnou kyselinou, vznikne tak
protonovana aminoskupina (respektive stl) a zaroven je za téchto podminek stabilni

BE skupina.

Syntéza pln€¢ chranéného monomeru zafina ochranénim primarnich
aminoskupin diethylentriaminu. VySe popsané¢ho chranéni bylo dosazeno syntézou
terc-butyloxykarbonyl-imidazolu (1) z di-terc-butyl dikarbonatu v dichlormethanu a

umoznénim reakce in situ s diethylentriaminem v toluenu za mirného zahtivani bez
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izolace  meziproduktu. = Reakce  poskytla  N,N"-Bis(terc-butoxykarbonyl)
diethylentriamin (2) ve vytézku 59 % (Obr. 18).

H
H N
o o N DCM -~ HoN™ > NH, H
>L J\ JJ\ J< * «_/7 BOC’_N/i Boc’N\/\N/\/
o 0 © N rt =N toluene H
2,5h 60°C
1 12h 2

Obrazek 18. Reakcni schéma syntézy molekuly 2.

Ziskany chranény triamin (2) byl pouzit kvili tomu, aby mohl byt izolovan
plné¢ chranény monomer (3) béhem alkylace aminu beznylbromoacetatem

v pritomnosti EizN v DMF. Produkt byl izolovan ve vytézku 65 % (Obr. 19).
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Obrazek 19. Reakcni schéma syntézy molekuly 3.

Pro aktivaci (3) byla pouZzita hydrogenace palladiem adsorbovaném na uhliku

v DMF. Pozadovany aktivovany monomer (4) byl izolovan v 88% vytéZzku (Obr. 20).
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Boc\N/\/N\/\N,Boc B Boc\N/\/N\/\N,Boc
H H DMF, rt H H
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Obrazek 20. Reakcni schéma syntézy molekuly 4.

Jako jadro byl vybran ethylendiamin, protoze byl jiz uspé$né pouzit jako jadro
PAMAM dendrimerii pro kozni aplikaci. Nejdiive se pfipravila nulta generace (6),
kterda byla syntetizovana od jadra ,,zpétnou” adici bromoacetylbromidu na
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ethylendiamin (Obr. 21) a néaslednou reakci dibromidu (5) s N N"-Bis(terc-
butyloxykarbonyl)diethylentriaminem (Obr. 22).
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Obrazek 21. Reakcni schéma syntézy molekuly 5.

Adice bromoacetylbromidu na ethylendiamin byla provedena ve dvoufazovém
systému (CHCI3/H20) za pouziti KoCO; jako baze, a vytézek byl 59 % (Obr. 21).
Nasledujici reakce byla provedena ve dvoufazovém sytému AcoEt/H»O, za pouziti

K>COs jako baze, a vytézek byl 80 % (Obr. 22).
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Obrazek 22. Reakcni schéma syntézy molekuly 6.

Aby mohla byt pfipravena nasledujici generace dendrimeru, byly
aminoskupiny na periferii odchrdnény dichloromethanem za pouziti kyseliny
trifluoroctové, a byly tak izolovany TFA soli nulté generace (7) ve vytézku 87 % (Obr.
23).

H J/ TFA, DCM
J/ S o} rt, 14h ) J/ I o H

6 7

Obrazek 23. Reakcni schéma syntézy molekuly 7.
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Kdyz byly ziskany zékladni stavebni kameny (aktivovany monomer (4) a TFA
sul nulté generace (7)), byla provedena amidace za standartnich podminek
pro kapling peptidi (HBTU/HOBt a DIEA v DMF), a nasledn¢ byla izolovéna prvni
generace dendrimeru (8). Boc- chranény dendrimer prvni generace (8) byl izolovan

ve vitezku 48 % (Obr. 24).
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Obrazek 24. Reakcni schéma syntézy molekuly 8.

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

aktivovanou TFA stl prvni generace dendrimeru (9) s vytézkem 91 % (Obr. 25).
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Obrazek 25. Reakcni schéma syntézy molekuly 9.

Boc-chranény dendrimer druhé generace (10) byl izolovan po reakci TFA soli
prvni generace (9) a aktivovaného monomeru (4) za pouziti stejnych podminek pro

kapling peptidii jako u molekuly (6). Vytézek byl 37 %. Nasledna deprotekce Boc-
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skupiny s TFA v DCM poskytla TFA stl druhé generace (11) s vytézkem 87 % (Obr.
26).
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Obrazek 26. Reakcni schéma syntézy molekul 10 a 11.

Po zopakovani rlstu generace a podminek pro odchranéni, byla ziskdna Boc-
chranéna treti generace dendrimeru (12) ve vytézku 25 %, respektive TFA stl treti

generace (13) ve vytézku 95 % (Obr. 27).
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Obrazek 27. Reakcni schéma syntézy molekul 12 a 13.
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Za povSimnuti stoji, ze behem rastu jednotlivych generaci, se vytézek
kaplingovych reakci snizoval s kazdou dalsi generaci. Vytézky jsou: 48 % pro prvni
generaci, 37 % pro druhou generaci a 25 % pro tfeti generaci. Je to pravdépodobné
proto, Ze kapling reakce jsou mén¢ efektivni kviili zvySujicimu se sterickému branéni.

Pti reakcich, kdy se odstrafiovaly chranici skupiny, nebyl tento jev pozorovan.

Vsechny izolované molekuly byly pIlné charakterizovany bézn¢ pouzivanymi
spektroskopickymi metodami. Nektera data jako Rf, NMR, IR a MS si zaslouzi

zvySenou pozornost a jsou zde dale diskutovana.

Protoze se pocet Boc- chranénych skupin béhem ristu generaci zvysSuje, dalo
by se ¢ekat, ze Boc- chrdnéné molekuly vysSich generaci budou méné polarni, a kvili
tomu se budou eluovat rychleji nez jejich analogy niz$i generace ve stejné mobilni
fazi. AvSak hodnoty Rf (Obr. 28) ukézaly, ze izolované dendrimery se s ristem
generace eluuji pomaleji. Z toho mizeme vyvodit, Ze vyS$i pocet vnitinich amido- a
aminoskupin pii ristu generaci ovliviiuje polaritu vice, nez periferni Boc- skupiny

nebo ze vetsi molekuly silnéji interaguji se silikagelem TLC desky.

A B CD

Obrazek 28. TLC v mobilni fazi CHCIls/MeOH 10/1 pro jednotlivé
Boc-chranéné molekuly GO (A), GI (B), G2 (C), G3 (D).

MS spektra izolovanych sloucenin byla méfena na pfistroji s m/z detektorem
(rozsah mezi 100 a 2000). Je tedy ziejmé, Ze v tomto rozmezi neni mozné detekovat
molekulovou hmotnost iontli vysSich generaci (druhd a tfeti). Pfesto bylo mozné

izolované slou¢eniny charakterizovat MS tohoto rozsahu kviili ndsobné nabitym iontt
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molekul. Byly tedy pozorovany nabité molekuly obsahujici sodné ionty pro Boc-

chranéné dendrimery vyssich generaci.

Dalo by se ¢ekat, ze analyza NMR spekter téchto molekul s vyssi molekulovou
hmotnosti bude naro¢nd. Jenze diky symetrii ve struktufe pozadovanych produkti,
najdeme mnoho ekvivalentnich uhliki, a diky tomu bylo NMR spektra mozné snadno
vyhodnotit. Kazdd dalsi generace dendrimeri tak mé& v porovndni s generaci

nasledujici pouze omezené mnozstvi pridanych signald.

IR spektra Boc- chranénych dendrimerti jednotlivych generaci jsou velmi
podobna, protoze IR spektrum zavisi jen na typu funkénich skupin, coz se s ristem

generaci neméni. Podobna byla i IR spektra TFA soli jednotlivych generaci.

Izolované dendritické molekuly maji vSechny strukturdlni vlastnosti, u kterych
bylo prokéazéano, ze jsou klicové pro doruceni u€innych latek do klize ¢i pres kizi.
Konkrétné maji syntetizované molekuly = amidoskupiny mezi generacemi,
aminoskupiny na periferii a kratké alifatické fetézce mezi body vétveni. AvSak
muzeme si povSimnout dvou zésadnich charakteristik, kterymi se tyto molekuly 1isi od

PAMAM dendrimeru:

a) Struktura amidové vazby od jadra k periferii je opacna (NHCO u novych
dendrimert vs. CONH u PAMAM dendrimertt).

b) Vzdalenost mezi amido- a amino- vétvenymi jednotkami je mensi (jeden uhlik
vs. dva uhliky u PAMAM dendrimerti). To novym dendrimertim umoziuje mit
stejny pocet perifernich skupin jako jejich PAMAM analogy, ale mensi

hmotnost.

Na nasledujicim obrazku (Obr. 29) je porovnani prvni generace novych

dendritickych molekul a prvni generace PAMAM dendrimerd.
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Obrdazek 29. Prvni generace novych dendritickych molekul (A), prvni generace
PAMAM dendrimerii (B).

S ptipravenymi dendrimery budou provedeny in vitro permeacni pokusy na
lidské ktizi pro zhodnoceni jejich schopnosti zlepSovat prostup t¢innych latek do ktize

a skrz kuzi.
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5. Zavér

Cilem této prace bylo pfipravit Ctyfi generace novych, plné definovanych,
polyamidoaminodendrimertt s ethylendiaminovym jadrem a aminoskupinami na

periferii. Ziskdnim GO, G1, G2 a G3 se nam tento zavazek podafilo splnit.

Jak bylo ptivodné planovéano, nové dendrimery maji aminoskupiny na periferii
a amidoskupiny s aminoskupinami ve struktufe. Diky tomu ocekavame zvyseni
prostupnosti uc¢innych latek kizi. Dal$im krokem vyzkumného projektu je provedeni

permeacnich pokust na lidské kizi.

Co se tyce syntézy, byly zaznamenany nizké reakéni vytézky v kliCovych
krocich genera¢niho riistu. Konkrétni reakéni kroky by mély byt revidovany a mély by

byt zkoumany nové reakéni podminky pro vyssi vytéznost.
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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

EtsN ethylentriamin

GO generace nula

Gl prvni generace

G2 druha generace

G3 treti generace

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

HOBt 1-hydroxybenzotriazol

IR infracervena spektroskopie

MeOH methanol

MS hmotnostni spektrometrie

Mp teplota tani

NMR spektroskopie magnetické nuklearni rezonance

PAMAM polyamidoamino
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PPI

Rf

SC

TFA
TLC

polypropylenimin
reten¢ni faktor
stratum corneum

trifluoroctova kyselina

tenkovrstva chromatografie
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