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Abstrakt
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Autor: Tereza Stépnickova

Nazev diplomové prace: Formulace liposomii obsahujicich imiquimod v piitomnosti

dendrimeru

Dendritické molekuly, jakozto vysoce rozvétvené polymery, jsou velmi ldkavymi
nanosystémy pro Siroké biomedicinské aplikace. Jejich specifické vlastnosti zahrnuji schopnost
zvysit transdermalni permeaci G€innych latek a stejné tak schopnost zvysit rozpustnost ve vodé
jinak Spatné rozpustnych latek.

Primarnim zamérem této prace bylo vyuziti dendrimerti pro zvySeni koncentrace
chemoterapeuticky pusobiciho 1é¢iva imiquimodu uvniti liposomalnich formulaci. Postupné
byly pfipraveny roztoky dendritickych molekul nulté, prvni, druhé a tieti generace, kazdé vzdy
o koncentracich 5 mg/ml a 10 mg/ml. Tyto byly nasledné€ pouZzity pro hydrataci tenkého filmu
lipidi pfi pfipravé liposoml s enkapsulovanou ucinnou latkou. Bylo vyuzito dvou metod
zaclenéni imiquimodu do liposomu. Prvni metoda ptedstavovala vneseni 1é¢iva do lipidi, druha
pak jeho rozpuSténi v roztoku dendrimert. Nasledné byla zjiStovana koncentrace
zapouzdfeného imiquimodu ve vztahu k jednotlivym generacim dendrimerti, vcetné
enkapsulaéni u¢innosti.

Bylo zjisténo, Ze dendritické molekuly skutecné zvysuji koncentraci imiquimodu uvnitf
liposomtl. Presto vSak nebyla nalezena Zadna korelace, kterd by naznacovala vliv jednotlivych

generaci dendrimerti na hodnotu koncentrace uc¢inné latky.
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Title of the thesis: Formulation of Imiquimod loaded liposomes in the presence of dendrimers

Dendritic molecules, as highly branched polymers, are very attractive nanosystems for
broad biomedical applications. Their specific properties include the ability to increase
transdermal permeation of active ingredients as well as the ability to increase the water
solubility of poorly soluble drugs.

The main purpose of this thesis was the utilization of dendrimers to raise the
concentration of the chemoterapeutic drug imiquimod inside liposomal formulations. Solutions
of dendritic molecules zero, first, second and third generation were prepared, each at
concentrations of 5 mg/ml and 10 mg/ml. These were subsequently used for the hydration of
thin film lipid during the preparation of liposomes with the encapsulated drug. Two methods of
the incorporation of imiquimod to liposomes were used. The first method represented insertion
of the drug to lipids, the second was dissolution of the drug in the dendrimer solution. The
concentration of encapsulated imiquimod, including the encapsulation efficacy, was detected
in relation to generations of dendrimers.

It has been found that dendritic molecules truly increase the concentration of imiquimod
within liposomes. Despite this fact, no correlation has been noticed to suggest the influence of

dendrimer generations on the concentration value of the active substance.
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Uvod a cil prace

Kozni bariéra tvofena rohovou vrstvou neboli stratum corneum omezuje penetraci
nekterych 1€Civ skrze epidermis. Jednou z moznosti, jak tuto limitaci obejit, je vyuziti
nanocastic k (trans)dermalnimu pienosu 1é¢iv, jako jsou liposomy a dendrimery. Ackoliv se
liposomy ukazaly jako velice efektivni nosice 1€Civ, které zvysuji jejich penetraci skrze kiizi,
stale roste tendence tyto formulace zdokonalovat.

Hlavni zamér této prace spocival v kombinaci dendritickych molekul a liposomu
spolecné s lipofilnim 1é¢ivem imiquimodem do jedné formulace. Cilem bylo zvysit mnozstvi
enkapsulované latky uvnitt liposomd, a tim ve vysledku zajistit i jeji vy$si doruceni do kize.
Diky schopnosti dendrimerd zvySovat rozpustnost jinych latek, bylo hlavnim cilem vyuzit je
pro zvyseni solubility ve vodé¢ Spatné rozpustného imiquimodu, a tim zvysit jeho koncentraci

uvnitf liposomu.



Teoreticka cast

Teoreticka ¢ast této diplomové prace predstavuje uvod do nanocasticovych systémil,
které se vyuzivaji pro cilenou distribuci 1éCiv. Popisuje zdkladni charakteristiky kiize, které
ovliviiuji transport 1éCiv do kGize a pres kiizi. Detailnéji se zabyva piedev§im liposomy a
dendrimery. Je popsana ptiprava liposomli metodou hydratace lipidového filmu, véetné jejich
dalsich uprav, jako je extruze a sonikace. Dale se zaméfuje na fyzikalné-chemické
charakteristiky liposomu. Na konci teoretické Casti jsou popsany dendritické molekuly, jejich

charakteristika, vyuziti a zdkladni informace o imunomodula¢nim Ié¢ivu imiquimodu.



1 Cilena distribuce 1é¢iv do kuze/pres kizi

Kuze je slozity organ lidského téla, jehoz hlavni funkci je schopnost pusobit jako
ochrannd bariéra proti vniknuti cizich ¢astic, ale také ztrat¢ endogenniho materidlu, jako je
voda. [1] Jednotlivé vrstvy kiize odspodu tvoti hypodermis (podkozni vazivo), dermis (Skara)
a nejsvrchngjsi vrstva epidermis (pokozka). [2] Epidermis se sklada predevsim z keratinocytti
a tvori ji pét vrstev. Jednd se (odspodu) o stratum basale, stratum spinosum, stratum
granulosum, stratum lucidum a stratum corneum (obrazek €. 1). [3] Bariérové funkce kiize jsou
umoznény praveé diky epidermis, a to konkrétné diky jeji svrchni vrstve stratum corneum (SC),
ktera vykazuje selektivni permeabilitu jen pro nékter¢ latky. [4] Buiiky ve SC (korneocyty) jsou
pevné spojené, keratinizované, tvotici 10-20 vrstev. [S] Mezibunécné prostory vypliiuje matrix

bohaté na lipidy, ktera je tvofena volnymi mastnymi kyselinami, cholesterolem a ceramidy. [6]
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Obrazek ¢. 1 — Struktura epidermis [10]

Vyznamnou soucasti epidermis (zejména stratum spinosum) jsou také Langerhansovy
bunky, které vznikaji z mezenchymu kostni dien€. [7] Tyto buitky hvézdicovitého tvaru jsou

soucasti imunitniho systému tim, ze vazou antigeny a nasledné je prezentuji T-lymfocytim.
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Tim indukuji aktivaci a proliferaci predev§im regulacnich T-lymfocyti. Migruji z kiize do
odtokovych lymfatickych uzlin, kde aktivuji dal$i buniky imunitniho systému. Rychlost migrace
se zvySuje predevSim béhem zanétu. Uplatiuji se u patologickych stavi kiize (infekéni a
zanétlivda onemocnéni, rakovina ktze), kdy plni dilezitou roli pfi detekci ciziho antigenu
vstupujiciho do téla klizi a pfi imunitni kontrole. [8, 9]

V zévislosti na schopnosti permeantu pronikat do riznych vrstev kize lze rozlisit
dermdlni a transdermalni aplikaci. Dermalni podani znamend penetraci do vrstev epidermis,
pritom nedochazi k systémovému ucinku. [ 1] Transdermalni podani je omezeno pouze pro latky
s molekulovou hmotnosti do 500 g/mol, rozdélovacim koeficientem (log P) 1-3 a vyvazenymi

hydro/lipofilnimi vlastnostmi. [10]
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2 Systémy pro cilenou distribuci

Systémy pro cilenou distribuci jsou technologické formulace, jejichz hlavnim cilem je
kontrolovan¢ zavést a uvolnit 1é¢ivo do pozadovaného organu ¢i tkdn€ v organismu. Diky tomu
se pak nachazi vyssi mnozstvi 1éCiva pravé v daném orgénu, coz ve vysledku umoziuje snizit
davku 1é¢iva a snizuje se i systémova toxicita. Jedna se tedy predevs§im o nosice 1¢éCiv, které
vSak maji fadu dalSich benefiti. Mezi né patii jejich biodegradabilita, ochrana 1éCiva proti
enzymatickému a hydrolytickému rozkladu v organismu, zvyseni stability i prodlouzeni ucinku
1é¢ivé latky. Zajisténi fizeného uvoliiovani t€émito systémy pak umoziuje snizenou frekvenci
podavani 1é¢iva. [11, 12] Z téchto ditvodi patii systémy pro cilenou distribuci mezi nejrychleji

se rozvijejici oblasti nejen farmaceutického prumyslu. [13]
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3 Nanosystémy pro cilenou distribuci v protinadorové

terapii

Pomérné velka ¢ast zdjmu o systémy s cilenou distribuci je vénovana nanotechnologiim.
[13] Jedna se o pevné koloidalni systémy s vysokou stabilitou a charakteristickou velikosti
castic od 1 do 1000 nm. Lécivo v nich mize byt zapouzdieno nebo kovalentné navdzano na
povrch. Mohou integrovat lipofilni i hydrofilni 1é¢iva. [13, 14] Hlavnim pokrokem téchto
systému je predevsim jejich kontrolovana velikost, tvar i struktura ¢astic, diky cemuz se pak
mohou specificky vazat na cilova mista v organismu a selektivné se v nich akumulovat. Toho
dosahuji bunécnou adhezi, endocytézou nebo intracelularnim prenosem. [11]

Kromé¢ ptekonani farmakokinetickych a farmakodynamickych omezeni mnoha
ucinnych latek, mohou byt také uzite¢né pro pokrocilejsi ucely podavani 1éciv, jako je jiz
zminéné fizené uvolnovani ¢i zajisSténi zvySené permeability skrze kozni bariéru. [12] Neni tedy
divu, ze se nanocastice staly centrem pozornosti zejména protinadorové terapie. Prave zacileni
ucinné latky do zhoubné tkdn€ snizuje vyskyt nezddoucich ucinkd, které jsou jinak typické pro
konven¢ni systémy podavani 1éCiv a chemoterapii. [15] Toho muze byt dosazeno dvéma

zékladnimi typy transportu, pasivnim a aktivnim. [16]

Pasivni transport

Pii pasivnim transportu (targetingu) se nanocastice s léCivem dostava do cilové
nadorové tkané na zéklade vyuziti n€které ze svych vlastnosti (napt. velikost ¢astic, povrchovy
naboj apod.), ale také diky patofyziologickym charakteristikAim nadorovych cév. Ty jsou
obvykle pomérmné dilatované s velkym mnoZstvim porti. Mezerové spoje mezi endotelovymi
bunikami jsou rozsifeny, coz umoziuje migraci molekul (napfiklad liposomi) z cév piimo do
oblasti nadoru. [16] Jedna se o tzv. efekt zvySené permeability a retence, zndmy také jako EPR
efekt, kdy se molekuly urcitych velikosti, obvykle do 200 nm, hromadi v nadorové tkani
mnohem vice nezZ v té nepostizené. V oblasti tumoru navic nebyva funkéni lymfaticka drenaz,
ktera by za normalnich okolnosti tyto ¢astice odstraniovala. [17, 18] Ackoliv je pasivni transport
zéklad klinickeé terapie, propustnost cév nemusi byt v celém nadoru stejna a dokonce nékteré

nadory nemusi vykazovat EPR efekt, coz limituje vyuziti tohoto ptistupu. [16]
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Aktivni transport

Aktivni transport predstavuje zptsob, jak se vyhnout omezeni pasivniho targetingu. [16]
Spociva v navazani specifického ligandu (Casto se jedna o protilatky, peptidy) na povrch nosice.
[16, 19] Cilem téchto inteligentnich pienasect jsou builky, které nadmérné exprimuji proteiny
(receptory), na které se nosi¢ pomoci ligandii, vystavenych na svém povrchu, vaze. Cili tedy
piedevsim na nadorovou tkan, pro kterou je typické, ze ve vysSsi mife exprimuje na povrchu
svych bunék pravé bilkoviny. [15] Nanoc¢astice mohou byt rovnéz navrzeny tak, ze reaguji na
urcity stimul. Mezi takové spoustéce patii naptiklad pH, kontakt s ur€itym enzymem, ultrazvuk
¢i teplota. Naptiklad reakci na zménu pH lze dosdhnout toho, ze se léCiva latka uvolni
v konkrétni Casti gastrointestinalniho traktu. [13]

Jednou z dalSich moznosti tvorby chytrych nanocastic je pegylace (PEG). Tato metoda
povrchové modifikace ¢astic vyuziva ke svému tcelu hydrofilnich polymert. Takovymi jsou
polyethylenglykol ¢i polyvinylalkohol, které¢ vytvaii okolo nanocastic ochrannou vrstvu a
snizuji tak jejich opsonizaci makrofagy v organismu. Retikuloendotelovy systém (RES) totiz
ptedstavuje jednu z hlavnich ptfekazek pro konvenéni systémy s cilenou distribuci, a to zejména
zkracenim doby cirkulace v organismu. Pravé PEG je jednim z feSeni, jak ochranit nanoc¢astici
pred timto ¢isténim RES a zaroven moznosti, jak zvysit jeji stabilitu. [15]

Vyznamnou ¢ast nanotechnologie tvofi liposomy a dendrimery. [11]
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3.1 Liposomy

Liposomy ptedstavuji jeden z hlavnich pfistupti pokrocilych systému pro cilenou
distribuci 1é¢iv. [20] Poprvé je popsal britsky hematolog Alec D Bangham, a to v roce 1961.
Od té doby jsou pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Jednak diky tomu, ze se jejich struktura
podoba morfologii bunéénych membran, a také diky tomu, Ze maji schopnost enkapsulace

riiznych 1é&ivych latek. [21, 22]

3.1.1 Zakladni informace

Jedna se o castice skladajici se z jedné nebo vice koncentrickych fosfolipidovych
dvojvrstev zapouzdiujicich vodny oddil. [21] Fosfolipidy, které jsou souc¢asti dvojvrstvy, jsou
pak tvofeny z polarni hlavy a dvou na ni pfidruzenych hydrofobnich uhlovodikovych konct.
[12, 15] Polarni skupiny, ze kterych se fosfolipidy skladaji, smétuji vzdy do vodného média a
nepolarni konce obou vrstev k sobé (obrazek €. 2). [15, 20] Pfitom lze rozliSovat dva zakladni
druhy fosfolipidi, glycerofosfolipidy, které jsou i soucasti bunéénych membran eukaryotickych
bunék a sfingomyeliny. V ptipad¢ glycerofosfolipidi 1ze modifikaci hlavni skupiny ziskat dalsi
typy, jako naptiklad fosfatidylcholin, fosfatidylserin, fosfatidylinositol ¢i kardolipin. Stejné tak
1 obménou délky uhlovodikového fetézce 1ze ziskat odlisné variace glycerofosfolipidi. [20, 23]

Velikost téchto castic se miize pohybovat od nckolika nanometri po nékolik
mikrometrt, pro lékarské vyuziti vSak nejveétsi uplatnéni nachazeji liposomy o velikosti mezi

50 az 450 nm. [20, 21]

L
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e

|

hth

polarni hlavicky

Obrazek ¢. 2 — zakladni struktura liposomu a lipidové dvojvrstvy [21]
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Bézné zdroje fosfolipidli pro syntézu liposomu tvofi zdroje zivocisné (hoveézi mozek,
vajecny zloutek) i rostlinné (ptedevsim oleje - sdjovy, kukuticny, slune¢nicovy apod.). Zejména
vajeCny zloutek se vyznacuje vy$Sim obsahem fosfolipidii s polynenasycenymi mastnymi
kyselinami s dlouhym fetézcem (k. arachidonova a dokosahexaenova - DHA). [20]

Ptestoze se liposomy zdaji byt témét idedlnim nosi¢em lé¢iv, maji nékolik omezeni,
ktera limituji jejich pouziti. Konvenéni liposomy jsou pomérné rychle fagocytovany z krevniho
ob&hu makrofagy, maji tedy pomérné kratky biologicky polocas. Mohou byt vSak upraveny tak,
aby byla tato omezeni minimalizovana, a to jiz diive zminénou pegylaci. Liposomy jsou diky
tomu méné nachylné k hepatalni degradaci, coz v konecném disledku prodluzuje jejich
cirkulaci v krevnim fecisti. Dalsi moznosti je vneseni protilatek ¢i jinych ligandd, jako jsou
peptidy a sacharidy, na povrch liposomu. Tim vznikaji liposomy, které selektivné zacili
konkrétni bunky s odpovidajicim receptorem. [24, 22, 25] Ptikladem mohou byt
imunoliposomy, které maji na svém povrchu pravé protilatky. Kationické liposomy jsou
pozitivng nabité, a tak je 1ze na zékladé elektrostatickych interakci vyuzit pro prenos negativné

nabitych nukleovych kyselin. [20, 21]

3.1.2 Priprava liposomi
Pro pfipravu liposoml lze vyuzit zejména tfi riznych technik, mezi které patii
mechanické metody, metoda disperze rozpoustédla, metoda zaloZend na fuzi liposomi nebo na

pfeméné jejich velikosti. [20]

3.1.2.1 Mechanické metody - Hydratace lipidového filmu

Vseobecné nejpouzivangj$i metodou je hydratace lipidového filmu (obrazek ¢. 3). Tato
methanol nebo jejich smés. Poté nasleduje odpateni rozpoustédla nejprve rotaéni vakuovou
odparkou pfi sniZeném tlaku a nasledné s vyuZitim vysokého vakua. To zajisti vytvoreni
tenkého filmu lipidd, ktery je nésledné hydratovan vodnym médiem pii teploté fazového

piechodu a za soucasného michani. [23]
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Teplota fazového ptechodu 7c¢ je teplota, pfi které se dvojvrstva fosfolipidi méni

z uspotadané gelové faze na tekutou neuspotfadanou tazi. Pokud jsou totiz fosfolipidy pod svou

specifickou 7¢, jsou té€sné u sebe a tvoii pevnou gelovou vrstvu. Jestlize se vSak teplota ptiblizi

Te, fosfolipidy se za¢nou rozvoliiovat a z dosud pevné biomembrany se stane neuspotradana

kapalna faze (obrazek €. 4). [26] Lipidy spontanné bobtnaji a vytvari se tak liposomy. [20]

Leéciva latka, kterd ma byt v liposomu zapouzdiena, mize byt na zaCatku tohoto procesu

dispergovana ve vodném médiu, uzitého k hydrataci lipidového filmu, ale i v organickém

rozpoustédle spolecné s lipidy. To, ve které ¢asti finadlniho vezikulu se pak 1é¢iva latka nachazi,

zavisi na jejich vlastnostech. Je-1i u€inné latka hydrofilni, je zapouzdiena ve vodném jadru

liposomu a naopak, je-li hydrofobni, nachéazi se v lipidové dvojvrstvé. [20, 21]

usporadana gelova

faze

prechodna faze neusporadana tekuta

of¥eesiline
]

Vzrastajici teplota

Obrazek ¢. 4 - Vliv teploty fazového prechodu na lipidovou dvojvrstvu [27]
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Mechanické metody vSak vytvéaii nehomogenni multilamelarni vezikuly o rtznych
velikostech od desitek nanometri po nékolik mikrometrd v priméru, coz vyzaduje pouziti
navazujicich technik, které zajisti tvorbu mensSich unilamelédrnich vezikul homogenniho

charakteru. Mezi tyto se fadi sonikace a extruze. [20, 21, 26]

3.1.2.2 Navazujici metody upravy liposomi
Sonikace

Jednim z klicovych parametrii, které mohou ovlivnit chovani liposomt v organismu, je
jejich velikost. Castice s primérem >0,1 um jsou imunitnim systémem rozpoznany a zniéeny
rychleji nez jejich mensi protéjsky. [28]

Jednou z moznosti, jak zmensit liposomalni velikost je sonikace. Jedna se o metodu
vyuzivajici ultrazvukovych vin k rozruSovani ¢astic. [20, 28] Zatizeni k tomuto ucelu vyuzivané
se nazyva sonikator, pficemz lze rozliSit sonikator s vodni ldzni nebo se sondou. V prvnim
ptipadé se vzorek ve zkumavce vklada do vodni 1azné sonikatoru generujici vinéni, které tlakem
naruSuje zejména Casticové agregaty. Z velkych multilamelarnich vezikul se pak tvofi mensi
unilamelérni. V ptipadé druhého typu je hrot sonikétoru, ktery generuje energii, ptimo ponoien
do liposomalni disperze. Tento typ sonikace je vSak spojen s rizikem degradace fosfolipidu i
enkapsulované slouc¢eniny. [22]

Ackoliv je proces sonikace pomérné rychly a jednoduchy, nezajisti pfiblizné jednotnou

velikost ¢astic, a tak se musi pfistupovat k dalsSim metodadm, napftiklad extruzi. [20, 28]

Extruze

Extruze neboli vytlaCovani liposomtl patii mezi velmi Casto pouzivany zptsob, jak
dosdhnout jejich poZadované wvelikosti. Pfi tom jsou castice protlacovany skrze
polykarbonatové filtry obsahujici pory o konkrétnim rozmeéru. [20] Jednou z moZnosti je rucni
extruze pomoci plynotésnych sklenénych stiikacek, vlozenych do extrudéru, jehoz soucasti je
pordzni membrana. Skrze tuto membranu je vzorek protlacovan z jedné injekéni stiikacky do
druhé (obrazek ¢. 5). [29] Vysledkem je homogenni smés liposom, jejichz primérna velikost
je ovlivnéna velikosti périt v membrang a aplikovanym tlakem. Cim vétsi je tlak, tim mensi
Castice vznikaji. [20, 30] Nemén¢ dulezita je i teplota, pii které se extruze provadi. Extrudér by
mél byt vZzdy temperovan na teplotu fazového piechodu lipida. Tak se umozni rozvolnéni pevné

struktury lipidové dvojvrstvy a usnadni se zmensSovani velikosti liposomii. [31]
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Obrazek ¢. 5 — Zarizeni rucniho extrudéru s plynotésnymi injekcnimi stiikackami [31]

Pti extruzi multilamelarnich liposomalnich suspenzi s vyuzitim membran o velikosti
po6rt >0,2 um nevznikaji v§ak unilamelarni liposomy. Obvykle membrany s vétsi velikosti port
poskytuji polydisperzni suspenze multilamelarnich liposom. Naopak unilamelarni liposomy
navic s nizkou polydisperzitou mohou byt pifipraveny pouze extruzi s vyuZitim membran
o velikosti port <0,2 pm. [20, 31]

Oproti diive uvedené sonikaci ma extruze tu vyhodu, ze je k dispozici cela tada
membran o riznych rozmérech pori. Stejné tak i rozpéti velikosti vyprodukovanych liposomil
je pomérné uzké. Na druhou stranu pory maji tendenci se ucpavat zejména pii zpracovani
koncentrovanych suspenzi. Proplachovani membrany z diivodu jeji kiehkosti neni mozné, casto
ma tendenci se trhat a praskat. Samotné membrany musi byt v extrudéru polozeny oproti ploché
mechanické podpéte. Tim je omezena plocha dostupna pro vytlacovani extrudované smési, coz

muze Casto vést k pomalejsi propustnosti membrany a cely proces se tak prodluzuje. [22]

3.1.3 Charakterizace liposomii

Chovani liposomt pii skladovacich podminkéch a tak stejné i v organismu je ovlivnéno
specifickymi faktory. Mezi né€ patii jejich velikost, povrchovy naboj, permeabilita membrany a
také mnozstvi enkapsulované latky. Z tohoto diivodu jsou informace o téchto parametrech

klicové. [23]

3.1.3.1 Velikost a lamelarita
Velikostni charakteristika liposomu je jeden ze zékladnich faktort, ktery urcuje jejich
budouci terapeutické vyuZiti, t¢innost v organismu 1 jejich stabilitu. Ptiprava tedy musi byt
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proces kontrolovany prave z hlediska distribuce velikosti vyslednych Castic, které by mély byt
v uréitém rozpéti. Zejména pokud jsou tyto formulace uréené pro parenteralni pouziti, at’ uz
injek¢ni, inhala¢ni nebo topické. Pro dosazeni pozadované velikosti jsou dostupné metody jako
vyse uvedena sonikace ¢i extruze. [20, 23]

Velikost ovliviiuje jejich distribuci in vivo, a tak miize urCovat dobu, po kterou budou
cirkulovat v krevnim fecisti. [23] Rovnéz se ukézalo, ze velikost méa vyznamny vliv na aktivni
dodéavani 1é¢iva do kize. Obecné ¢astice o priméru 600 nm a vice nejsou schopny dodavat
1é¢ivo do hlubsich vrstev pokozky, naopak maji sklon zlstavat na povrchu piipadné uvnitf
stratum corneum. Do hlubsich vrstev pokozky dokazou dodavat sviij obsah ¢astice s primérem
300 nm a méné. Nejveétsi schopnost ukladani 1é¢iva v derméalnich a epidermalnich vrstvach
prokézaly castice o velikosti 70 nm a méné. [32]

Ve vztahu k lamelarit¢ liposomt, lze rozdilnymi metodami pfipravy 1 jejich
postformacnimi upravami dosdhnout rizného poctu dvojvrstev. Dle poctu vrstev je 1ze rozdélit
na unilamelarni (ULV) s jednou dvojvrstvou, obklopujici vodné jadro. Tyto se dale déli na malé
(SUV) dosahujici velikosti 20-100 nm, a velké unilamelarni (LUV) o typické velikosti 100-
1000 nm. Jestlize se tyto castice skladaji z vice koncentrickych dvojvrstev, jednd se o
multilamelarni vezikuly (MLV) o velikostech obvykle >500 nm. [13] Lamelarita pak ovliviiuje
predevsim kinetiku uvoliiovani navazaného 1éc¢iva. Bylo zjisténo, ze zejména LUV vykazuji
mnohem vyssi rychlost uvoliiovani enkapsulovaného 1é¢iva nez je tomu u MLV. Divodem
pomalejsiho uvoliiovani u MLV je vyssi pocet dvojvrstev, které musi byt naruseny, aby se dané

1é¢ivo uvolnilo. [21, 33]

3.1.3.2 PDI

Index polydisperzity, také znamy jako PDI, je dillezity parametr, ktery popisuje rozpéti
distribuce Castic v pozorovaném vzorku. Charakterizuje tedy rozsah jejich velikosti. Tento
index je bezrozmérny a v adekvatnim piipad¢ by hodnota PDI méla byt <0,3, coZ znamena
monodisperzni ¢astice. Hodnoty >0,3 naznacuji, Ze vzorek ma velmi Sirokou distribuci velikosti

¢astic, odkazuji na polydisperzitu a moznou agregaci ¢i aglomeraci. [32, 34]

3.1.3.3 Zeta potencial
Zeta potencial (ZP) je zakladni charakteristikou ¢astice, kterd poskytuje informace o jeji
stabilité¢. V roztoku je povrch kazdé nabité Castice obklopen elektrickou dvojvrstvou. Tato

dvojvrstva je vytvotrena tak, ze k povrchu dispergovanych nabitych ¢astic jsou siln€ vazany
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opacn¢ nabité ionty, vznika tak souvisla tenkd a kapalna, tzv. Sternova vrstva. Za touto vrstvou
jsou jiz ionty mobiln¢jsi a mnohem méné pevné vazany a déavaji tak za vznik diftzni vrstve.
Uvnitf této vrstvy je pak tzv. rovina skluzu, coz je v podstaté imagindrni hranice, kterd odd€luje
nepohyblivé ionty okolo povrchu ¢astice od pohyblivych, které jsou souc¢asti roztoku. Potencial,
ktery je pak na této skluzové rovin€ generovan, je nazyvan Zeta potencial (obrazek €. 6). [20,
35]

Nestabilita systému mtze byt dana interakci malo nabitych nebo nenabitych ¢astic, kdy
dochazi k tvorbé agregati. Hodnoty ZP vétsi nez +30 mV a mensi nez -30 mV obecné svédéi o
stabilnich podminkach. Zatimco hodnoty mezi -30 mV a +30 mV spiSe poukazuji na nestabilni
podminky, které se mohou projevit agregaci, koagulaci ¢i flokulaci castic. [36]

Nejcastéji se k méteni ZP vyuziva principu elektroforetického rozptylu svétla (ELS).
Tato technika primarné méii elektroforetickou pohyblivost ¢astic v disperznim prostiedi.
Zakladni princip spociva v elektroforéze, kdy se do ziedéné disperze v kyveté zavede s vyuzitim
elektrody elektrické pole. Nabité Castice poté migruji k opacné nabité elektrodé urcitou
rychlosti, kterd odpovida jejich zeta potencidlu. Jeho hodnota je vysoce zavisld nejen na
hodnoté pH a iontové sile disperzniho prostiedi, ale také na povrchovych charakteristikach

gastic. [35, 36]

Rovina skluzu
Negativné nabita
astice

Difuzni vistva

i

Stermiv potencidl

my
-~ Zeta potencidl

Wezdalenost od povrchu Edstice

Obrazek ¢. 6 - Zndzorneni elektrické dvojvrstvy na povrchu nanocastic [37]
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3.1.3.4 Enkapsulaéni u¢innost

Enkapsula¢ni t€innost (EE) je dllezitd chemickad charakteristika vyjadiujici pomér mezi
realnym a teoretickym obsahem 1é¢iva v liposomech a je udavana v procentech. [38] Jinak
feCeno je to podil l1éciva skutecné zapouzdieného uvnitt nanocastic a celkového mnozstvi

1é¢iva, které bylo ptidano k disperzi na zacatku piipravy.

K jejimu vypoctu se vyuziva jednoduché rovnice:

mnozstvi enkapsulovaného léCiva

EE (%) = x 100

mnozstvi celkového léCiva

Zjistuje se po odstranéni volného lé¢iva z média, které nebylo enkapsulovano.
K separaci volného lé¢iva od zapouzdiené¢ho se vyuziva technik jako je centrifugace neboli
odstied’ovani. [23] Jedn4d se o metodu vyuZivajici odstfedivou silu, kterd oddéluje Castice
z roztoku podle jejich velikosti, hustoty i rychlosti rotoru centrifugy. Pii aplikaci této metody
je vzorek vlozen do rotoru centrifugy, ktery se otaci kolem pevné osy, tim je vytvarena sila
kolma k této ose a dochézi k sedimentaci volnych ¢astic. [38] Po separaci je stanoveno mnozstvi
zapouzdieného 1éciva, ¢ehoZ se dosahne rozruSenim lipidové dvojvrstvy liposomi nejb&znéji
methanolem nebo chloroformem a naslednym métenim koncentrace 1é¢iva.

ZvySovani enkapsulacni ucinnosti prispiva ke zvySovani biologické dostupnosti 1é¢ivé

latky. [20]
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3.2 Dendrimery

Dendrimery jsou vysoce rozvétvené polymerni obvykle sférické makromolekuly s
kompaktni trojrozmérnou architekturou a dobie definovanymi velikostmi i tvary. Velikost se
pohybuje v rozmezi 1-10 nm v zévislosti na jejich generaci. [39, 40] Poprvé o dendritickych
molekulach padla zminka v roce 1978, a to v publikaci védecké skupiny vedené Fritzem
Vogtlem. Od té¢ doby pfispély ¢etné vyzkumné skupiny k vyvoji novych typt dendrimerti 1
k jejich biomedicinskym aplikacim. [41, 42]

3.2.1 Struktura a vlastnosti

Zakladni struktura se sklada ze tii hlavnich komponent, kterymi jsou centralni jadro,
opakované se vétvici jednotky, zvané také jako dendrony a koncové funkéni povrchové
skupiny. Nartstem poctu opakujicich se vétvicich jednotek okolo centralni jednotky se vytvaii
jednotlivé generace dendrimert (obrazek €. 7). Tyto generace se tedy odvijeji od poctu vrstev

pripojenych k jadru a oznacuji se jako Gn, kde n se mize pohybovat od 0 az po 12. [39, 41, 42]

Jadro

Rozvétvené jednotky

Obrazek ¢. 7 — Schématické znazornéni struktury dendrimeru vcetné vytvareni generaci

zobrazenych jako G1, G2 a G3 [43]

Dendritické molekuly se za posledni dvé dekady staly jednim z nejzajimavéjSich
pokrocilych systému pro distribuci 1é¢iv. Jednou z vlastnosti, ktera je ¢ini natolik atraktivnimi,
je moznost ptesné navrhnout jejich strukturu. Béhem syntézy Ize ovliviiovat vétveni fetézct a
upravovat koncové skupiny, €¢imz lze modifikovat vlastnosti téchto molekul a tim je
piizpisobovat k rtiznym terapeutickym potiebam. [39, 42] Vyznamnym rysem je jejich

rozpustnost ve vodnych roztocich. Touto pro né typickou vlastnosti vyrazné zvysuji absorpci a

23



biologickou dostupnost ve vod¢ jinak nerozpustnych léCiv. To celé je umoznéno fyzikalni
interakci dendrimeru s G¢innou latkou, ktera mitize byt enkapsulovana uvniti dutiny nebo
navazana na terminalni povrchové skupiny. Obvykle jsou mensi organické molekuly 1é¢iv
vazany ve vnitinim prostoru dendrimeru, kde se hydrofobni 1é¢ivo asociuje s nepolarnim
centrem zejména diky hydrofobnim interakcim. VétSi, zejména biomolekuly (naptiklad
nukleové kyseliny), preferuji adsorbci na periferii (obrazek ¢. 8). Sily, které vedou k témto
interakcim, zahrnuji dale vodikové vazby, van der Waalsovy sily a elektrostatické interakce
mezi opacnymi naboji dendrimeru a 1é¢iva. [39, 42, 43] Technika zapouzdieni latky byva
umoznéna Cisté¢ na fyzikalnim zakladu nebo zahrnuje interakce se specifickymi strukturami
nanonosice. Kupfikladu existence atomil kysliku a dusiku ve vnitini struktufe dendrimeru
zajistuje vznik interakci s 1é¢ivem typu vodikovych vazeb. [44]

Dendrimery také poskytuji ochranu 1éciva, se kterym jsou konjugované, a tak zajist'uji

jeho stabilitu. [45]
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Obrazek ¢. 8 — Moznosti vazby molekul s dendrimerem a zaroven zobrazeni struktury

PAMAM dendrimeru [41]
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3.2.2 Typy dendrimert

Od 80. let 20. stoleti byla vyvinuta a pouzivdna fada dendrimert, piesto vsSak
polyamidoaminové (PAMAM) dendrimery jsou nepochybné nejpouzivanéjsi a nejlépe
studované. [39] Jadro PAMAM je nejcastéji ethylendiamin, vétvici se jednotky jsou zalozeny
na methylakryladtu a ethylendiaminu. Koncové skupiny jsou tvofeny aminem, u nékterych
generaci karboxylem. Jejich struktura a vlastnosti je tak ¢ini vhodnymi kandidaty pro fixaci a
zapouzdieni 1éCiv. Lze je vyuzit ke zlepSeni solubilizace, biologické dostupnosti i permeace
kazi. V disledku toho hraji dendrimery PAMAM dilezitou roli v riznych aplikacnich
systémech, a to zejména transdermalnich, o¢nich a plicnich. [39, 44, 46]

Prvotnimi prikopniky se vSak staly dendrimery na bazi poly(propyleniminu) (PPI).
Jejich jadro byva zaloZzeno na 1,4-diaminobutanu, jako vétvici jednotky se pouzivaji
propyleniminové monomery. Jejich interiér tak obsahuje rtizné terciarni tris-propylenaminy.
Vyhodou tohoto typu dendrimerti je jednoducha povrchovd modifikace. Mechanismus
zvySovani rozpustnosti spo¢iva ve vazb¢ 1é¢iva skrze elektrostatické interakce. [41, 44]

DalSim typem jsou dendrimery poly-L-lysinu. S peptidovymi vazbami ve svych
strukturéach jsou jejich zdkladni 1 vétvici jednotky zalozeny na aminokyselin€ lysinu. Diky jejich
vynikajici kondenzaci s oligonukleotidy je Ize vyuzit jako genové nosice. Piestoze maji fadu
vyhodnych vlastnosti, kvili jejich vysoké bunécéné toxicit€ maji limitované pouziti. [44]

Glykodendrimery jsou novéj$im typem dendrimert, které se vyznacuji nizsi
cytotoxicitou. Jejich struktura se sklada ze sacharidovych zbytki v podobé¢ terminélnich skupin.
Stejné tak 1 jadro téchto ¢astic obsahuje cukerné jednotky. [47]

Z dalsich typt za zminku stoji dendrimery karbosilanové, peptidové, hybridni ¢i

dendrimery zaloZené na polyesteru. [44]

3.2.3 Vyuziti dendrimert k transdermalni aplikaci

Dendrimery jsou diky svym vyhodnym vlastnostem pouZivany v riznych
terapeutickych oborech, zejména v terapii zanétlivych onemocnéni, virovych i bakteridlnich
infekct, v poslednich letech vSak ptedevsim v nadorové terapii. [47]

Bylo prokazéano, ze dendrimery jsou G¢inné jako transdermalni systémy pro podavani
diflunisal. Konjugaty téchto latek s dendrimery paté generace byly syntetizovany a testovany.
Komplexy vykazovaly vyrazné zlepSenou rozpustnost, coz vedlo az k tfikrat vyssi permeabilité

ve srovnani s podanim ketoprofenu a diflunisalu samostatné. Tato vysoka prostupnost
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dendrimerti skrze biologické bariéry a buné¢né membrany z nich ¢ini vhodné akceleranty pro
kozni permeaci. [47, 48]

Stratum corneum, ale i dal$i epidermalni vrstvy predstavuji pomérné velkou vyzvu pfi
dosahovani uc¢inného (trans)dermalniho podavani 1éCiv. Interakce dendrimer s vrstvami
pokozky 1 jejich prinik skrze ni jsou zavislé na velikosti molekul a jejich povrchovych
funkénich skupinach. Vysledky studie, ktera porovnéavala prinik PAMAM dendrimert
generace 2 a 4 (G2 a G4) skrze SC v zavislosti na jejich velikosti, povrchovém naboji a
hydrofobicité, potvrdily, ze velikosti mensi G2 dendrimery pronikaji do SC 1 dalSich vrstev
epidermis 1épe nez vétsi G4. Tyto naopak vykazuji vyssi retenci ve SC. Stejné tak bylo zjisténo,
ze pokud jsou G2 PAMAM povrchové modifikovany, a sice acetylaci nebo karboxylaci,
vykazuji zvySenou permeaci kizi a pravdépodobné extracelularné difunduji. Naopak, pokud
byla na G2 navazana kyselina olejova, vedlo to k jejich zvySené absorbci a zadrZzovani ve SC
(obrazek €. 9). [46]

Pravdépodobné jeden z nejvétSich potencialli dendrimerii spocivd ve zlepSeni
farmakokinetickych vlastnosti 1é¢iv na nadorova onemocnéni. Léciva konjugovand s
dendrimery vykazuji zvySenou rozpustnost ve vodé, vyssi biologickou dostupnost i stabilitu a
naopak snizenou systémovou toxicitu. Navic patofyziologické vlastnosti nddoru, mezi které
patii rozsahld angiogeneze, zvySena propustnost cév a omezend lymfodrenaz, umoznuji pasivni
transport nanocastic a tim jejich selektivni akumulaci v nadorové tkani. [49]

Velice perspektivni kombinaci tvofi dendrimery s jinymi nanosystémy. Mohou byt
spojeny s liposomy ¢i uhlikovymi nanotrubickami za ucelem modulace rozpustnosti 1éCiva,

které je témito systémy dopravovano do pozadované tkan¢. [50]

Obrazek ¢. 9 — Znazornéné porovnani schopnosti penetrace G2 a G4 PAMAM
dendrimerii [46]
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4 Imiquimod

Imiquimod (IMQ), jakozto modulator imunitni odpovédi, se pouziva k lokalni 1écbé
perigenitalnich a perianalnich kondylomat, aktinické keratdzy a povrchovych bazocelularnich
karcinom dospélych. Na trhu je dostupny ve formé krémd, konkrétné se jedné o 3,75% Zyclara
a 5% Aldara. [51] Mechanismus jeho pusobeni spoc¢iva v aktivaci imunitnich buné¢k
prostiednictvim tzv. toll like receptoru 7, ktery se nachdzi na membrandch monocytl
(makrofagll)) a dendritickych bunék. Vazbou na tento receptor dozravaji epidermalni
Langerhansovy buiiky, které¢ migruji do lymfatickych uzlin, kde na svém povrchu vystavuji
dané antigeny pro dalsi buiiky imunitniho systému. Produkuji prozanétlivé cytokiny - interferon
alfa, interleukin 1 a tumor nekrotizujici faktor alfa, které spousti celou kaskadu bunécnych déju.
Dochézi ke stimulaci protinddorové imunity, k modifikaci bunéénych funkei jako je spusténi
apoptdzy a celkové zniceni nddorovych bunék. 8, 52, 53]

Chemicky se jedna o imidazochinolon (obrazek ¢. 10) s velmi nizkou rozpustnosti ve
vodé (<0,2 mg/ml) i vétSin¢ farmaceutickych pomocnych latek. [6, 54] Kvili tomu velmi
Spatné penetruje kiizi. [54] Pti jeho aplikaci na povrch kiize ¢asto zpusobuje lokalni nezadouci
reakce jako je erytém, paleni, bolest a pruritus v misté podani. [51, 52] V souvislosti s poddnim
IMQ se mohou objevit 1 systémové nezadouci ucinky typu bolesti hlavy ¢i myalgie. Jejich
vyskyt a intenzita vSak souvisi s mnozstvim aplikovaného krému, prodlouzenou dobou
plusobeni na pokozce 1 frekvenci podéavani této 1€kové formy. [52] Systémové nezddouci ufinky
byvaji obvykle méné casté. Je to dano niZsi absorpci latky kiizi do systémové cirkulace, ktera

pii aplikaci 3,75% krému Zyclara (pfi jediné topicky aplikované davce) predstavovala méné

nez 0,9 %. [55]
NH,
ST
Z~N

Obrazek ¢. 10 — Struktura imiquimodu [55]
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Experimentalni ¢ast

5 Pouzité pristroje a chemikalie
Pro experimentalni ¢ast diplomové prace byly pouzity nize uvedené vychozi latky a

rozpoustédla:

Ultracista voda, ¢isténa systémem mili-Q, Faf UK

Dendrimery G-0, G-1, G-2, G-3, Faf UK [56]

Chloroform, PENTA, CR

Imiquimod, Tokyo Chemical Industry CO., Japonsko

L-a-Phosphatidylcholine, Sigma-Aldrich, Némecko

Methanol, PENTA, CR

Sephadex G-50, Sigma-Aldrich, Némecko

Z pouzitych piistroji bylo pro navazovani jednotlivych surovin vyuzito analytickych
vah, Ohaus Pioneer a Ohaus Discovery. Kapalné latky byly odméfovany pomoci pipet
s nastavitelnym objemem Transferpette S, Brand. Homogenizace pfipravenych roztokl byla
umoznéna diky pfistroji Vortex MS 3 Digital, IKA. Sonikace byla provadéna v ultrazvukové
lazni K-12 LE, Kraintek. Odpafovani organického rozpoustédla bylo zajisténo diky vyuziti
rotacni vakuové odparky IKA RV 10, Basic. Nasledna extruze pfipravenych liposomalnich
smési byla provadéna pomoci extrudéru Mini Extruder, Avanti Polar Lipids. Aby bylo dosazeno
pozadované teploty fdzového prechodu lipidl pii extruzi, extrudér byl zahfivan magnetickou
michackou MR Hei-Standard, Heidolph s nastavitelnou teplotou. Pfi samotné extruzi byly
liposomy protlacovany pomoci plynotésnych injekénich sttikacek o objemu 1000 pL, firmy
Avanti Polar Lipids, skrze membranu Nuclepore o velikostech 400 nm a nasledné 100 nm,
firma Whatman. Membrana byla vzdy ukotvena mezi dvéma podpirnymi filtry o velikosti 10
mm, Avanti Polar Lipids. Po provedené extruzi byly hodnoty zeta potencialu, velikosti a PDI
namétfeny pristrojem Zetasizer Nano-ZS, Malvern, pficemz méfeni bylo vzdy provadéno
v kyvetach typu DTS 1060, Malvern. Pro centrifugaci pfipravenych liposomt s dendrimery,
bylo vyuzito Centrifugy MPW 260 R. Zjist'ovani koncentrace imiquimodu po purifikaci a stejné
tak 1 enkapsula¢ni uc¢innost byla umoznéna diky systému HPLC 1290 Infinity, Agilent.
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6 Priprava liposomu s enkapsulovanym imiquimodem a

dendrimery

6.1 Struktury pouzitych generaci dendrimert
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6.2 Priprava metodou imiquimod inkorporovany do lipida

Nazev prvniho pfipravovaného vzorku GO-5 odkazuje na pouziti nulté generace
dendrimert a jejich zamyslenou koncentraci 5 mg/ml. Pro jeho ptipravu bylo do banky
s kulatym dnem navéazeno 200 mg vajecného fosfatidylcholinu (PC) a zaroven bylo ptidano 5
mg IMQ. K rozpusténi bylo pfidino 10 ml smeési organickych rozpoustédel
chloroform/methanol (MeOH) v poméru 4:1. Barika s touto smési byla na 10 minut vloZena do
lazné sonikatoru pro homogenizaci.

Podobné byl ptipraven vzorek G0-10 - vzorek s opétovnym pouzitim nulté generace
dendrimert, ale s jejich vyssi koncentraci, a sice 10 mg/ml. Do baiiky bylo navazeno 200 mg
PC, avSak tentokrat spole¢né¢ s 10 mg IMQ. Pro rozpusSténi bylo pfiddno 10 ml smési
vlozenim bariky se smési na 10 minut do sonikatoru.

Nésledujici kroky probihaly pro oba vzorky stejné. Pro odpafeni organickych
rozpoustédel bylo vyuzito rotacni vakuové odparky, kdy pod snizenym tlakem béhem nékolika
minut doslo k vytvoreni tenké lipidové vrstvy na dn€ bainky. Odstranéni veskerého rozpoustédla
bylo zajisténo pumpou s vysokym vakuem, kde byla batika ponechana 1 hodinu. Poté byla tenka
vrstva lipidl hydratovana roztokem dendrimerti odpovidajici koncentrace. Pro hydrataci vzorku
GO0-5 byl roztok pfipraven rozpuSténim 10 mg dendrimerit GO ve 2 ml ultraciSténé vody,
k dosazeni koncentrace 5 mg/ml. Pro vzorek GO-10 byl pfipraven roztok dendrimerii navdzenim
20 mg GO a jejich rozpusSténim ve 2 ml vody, pro koncentraci 10 mg/ml, kterym byla vrstva
lipidli nasledné hydratovana.

Po hydrataci patfiénymi roztoky jizZ opét probihala pfiprava obdobné. Pro michani a
soubéZnou tvorbu liposomil bylo vyuZito rota¢ni vakuové odparky. Bainka se vzorkem byla
napojena na odparku, kterd byla piekryta folii tak, aby nedochazelo k nechténému odpateni,
nybrZ jen k michani. Cely proces michani probihal nad teplotou fazového ptechodu lipida
(>65°C), a to diky vodni 14zni, u které byla po celou dobu tato teplota kontrolovéana, a do které
byla baitka se smési béhem michdni z€asti ponofena. Po 1 hodiné byla smés liposomi
s dendrimery vloZena do l4zné€ sonikatoru a sonikovana po dobu dalsi 1 hodiny, jakoZto prvni
krok zmenSovani Castic a rozruSovani agregatli. Poté byly vzorky ve zkumavkéach uloZeny
do lednice, kde byly ponechany pies noc.

Totoznym zpusobem byly ptipraveny vzorky G1-5; G1-10; G2-5; G2-10; G3-5 a G3-

10, jak je znazornéno v tabulce €. 1.

31



Tabulka ¢. 1 — Pripravené liposomdalni vzorky s obsahem odlisnych generaci dendrimeru a

imiquimodu a tomu odpovidajici dosazené koncentrace

Vzorek | Generace MnozZstvi Koncentrace Mnozstvi Koncentrace
dendrimert | dendrimeri | dendrimerti | imiquimodu | imiquimodu
(mg) (mg/ml) (mg) (mg/ml)
GO0-5 0 10 5 5 2,5
GO0-10 0 20 10 10 5
G1-5 1 10 5 5 2,5
G1-10 1 20 10 10 5
G2-5 2 10 5 5 2,5
G2-10 2 20 10 10 5
G3-5 3 10 5 5 2,5
G3-10 3 20 10 10 5

6.2.1 Extruze

Pro zmensSeni pfipravenych liposomt na pozadovanou velikost byla zvolena metoda
ruéni extruze. Po celou dobu bylo nutné, aby extruze probihala nad teplotou fazového ptechodu
lipidii (>65°C). Pro tento cel byla vyuZita magneticka michacka s ohfevnou plochou, ktera
byla temperovana pravé na vySe zminénou teplotu. Na zahfivaci plochu byl vloZen stojan
extrudéru a pomoci teploméru vlozeného do jamky extrudéru byla teplota kontrolovana.

Do stojanu extrudéru byl vnesen vlastni extrudér, do né¢hoz byla vlozena zvlhéena
polykarbonatova membrana o velikosti portt 400 nm a dva pfedvlhcené podpirné filtry z obou
stran membrany. Pfed kazdou samotnou extruzi liposomi bylo nutné membranu pfipravit na
vlastni zmenSovani €astic pro zajisténi co nejlepSich vysledkli. Toho bylo dosazeno tak, ze
jedna z plynotésnych stiikac¢ek byla naplnéna vodou a vlozena do jednoho z koncii extrudéru,
zatimco druhd prazdna injekéni stiikacka s pistem nastavenym na nulu byla vloZena do
opacného konce extrudéru. Nasledné byla voda ptetlacovana skrze membranu z jedné injekéni
sttikaCky do druhé, a to v celkovém poctu 11 protlaceni, které bylo shledano jako
nejadekvatnéj$i pro hydrataci membrany 1 naslednou extruzi. Poté byla injekéni stiikacka
vyprazdnéna, hned opé€t naplnéna liposomalni suspenzi GO-5 a vloZena do jednoho konce
extrudéru, zatimco druhd injek¢ni sttikacka na stran€ opacné zistala prazdna. Po dobu 15 minut

byla suspenze ponechédna v extrudéru na topném bloku, aby doslo k ekvilibraci na pozadovanou
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teplotu 7¢. Poté jiz nésledovala vlastni extruze. Pist naplnéné stiikacky byl jemné tlacen, aby
nedoslo k protrzeni membrany, ale k celkovému pieneseni vzorku GO-5 skrze membranu do
stiikacky opacné, a to opét 11x. Po extruzi s membranou 400 nm byla suspenze pienesena do
zkumavky. Zafizeni extrudéru bylo vycisténo a dovnitf byla vnesena nova membrana o
velikosti 100 nm a dva podpurné filtry. Membrana byla opét zvlhcena protlacovanim vody 11x
z jedné plynotésné stiikacky do druhé. Po jejich ndsledném vyprazdnéni byla jedna z nich
naplnéna vzorkem GO-5 extrudovanym skrze membranu 400 nm. Suspenze byla 11X
protlacovana skrz nitro extrudéru z jedné stiikacky do druhé a po dokoncené extruzi byla smés
uloZena do lednice.

Analogicky byly extrudovany i dalsi vzorky liposomt s dendrimery a IMQ GO0-10; G1-
5; G1-10; G2-5; G2-10; G3-5 a G3-10.

6.2.2 Méreni velikosti a Zeta potencialu

Pro zjisténi ziskané velikosti po provedené extruzi bylo vyuzito méfeni na piistroji
ZetaSizer. Pomoci néj bylo mozné rovnéZ zméfit hodnotu zeta potencialu, ktera vypovida o
stabilité¢ vzorku a stejné tak i PDI, ktery je méfitkem heterogenity vzorku.

Meéfeni probihalo v kyveté odebranim 0,1 ml extrudovaného vzorku a jeho smichanim
s 0,5 ml ultracisténé vody.

U kazdého z ptipravenych vzorkl byla v prib¢hu 8 tydnil sledovana stabilita pomoci
méteni pfipadné ménici se velikosti ¢astic a PDI. V tabulce €. 2 jsou uvedeny hodnoty, kdy 0.
tyden odkazuje na prvotni méfeni bezprostiedné po extruzi a kazdé dal§i méteni probihalo vzdy

v odstupu 2 tydni.

6.2.3 Purifikace

Pied samotnym ¢isténim vzorku od nezapouzdieného 1é€iva bylo nutné zjistit mnozstvi
celkového IMQ ve vzorku pro nasledny vypocet G€innosti enkapsulace. Aby bylo mozné
koncentraci 1éc¢iva kvantifikovat pomoci HPLC, bylo nutné vzorek nejprve ziedit. Pozadované
ziedéni bylo 1000%, proto bylo odebrano 0,1 ml liposomii a ztedéno 0,9 ml MeOH, pro ziskani
10x ztedéného vzorku, a takto zopakovano jeste 2x, aby vysledné zedéni bylo 1000. Methanol
slouzil nejen pro zfedéni, ale predevSim k naruseni membrany liposomil, diky ¢emuz bylo
mozno zm¢étit celkovou koncentraci 1€Civa, tj. 1é¢iva enkapsulovaného i neenkapsulovaného.
Z takto nafedéného vzorku bylo odebrano 0,3 ml a ptefiltrovano skrze vatu do vialky pro méteni

koncentrace IMQ pomoci HPLC.
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Purifikace byla provadéna za ucelem vycisténi liposomi od nezapouzdieného 1€Civa, a
bylo pro ni vyuzito metody centrifugace. Do odstiedivky (centrifugy) byly vlozeny zkumavky
s injekénimi stfikackami uvniti. Kazda z nich byla naplnéna 3 ml Sephadex gelu, ktery byl
piipraven nabobtnanim sypkého prasku Sephadex G-50 ve vod¢. Kazdy 1 g tohoto prasku
potiebuje 20 ml vody, aby nabobtnal do 10 ml gelu. Pro ziskani gelu bylo den pfedem navazeno
3 g Sephadex G-50, ktery byl smichan s 60 ml vody, a tato sm¢s prekryta hlinikovou folii byla
uchovavana v lednici pies noc.

Do koncii stiikacek byl vlozen smotek vaty, aby pii odstfed’ovani dochdzelo pouze
k filtraci tekutiny. Po naplnéni stiikacek gelem bylo zbylé mnozstvi roztoku z gelu odstfedéno
do zkumavek vyuzitim rotoru 11746 pti otackach 1500/min po dobu 3 minut.

Kazdy 1 ml gelu byl nasycen 0,044 ml tzv. prazdnych liposomd, tedy 3 ml gelu nasyceny
0,132 ml a odstfedény. Prazdné liposomy neobsahovaly zadné 1é¢ivo ani dendrimery. Byly
pfipraveny navazenim 200 mg vaje¢n¢ho PC a jeho rozpusténim v 10 ml rozpoustédla
chloroform/MeOH (4:1). Baiika s touto smési byla vlozena do 14zn¢ sonikatoru na 10 minut.
Pro odpateni organického rozpoustédla byla vyuzita rotacni vakuova odparka po dobu ptiblizné
15 minut, dokud se na dn¢ baiiky nevytvofila tenka vrstva lipidového filmu. Aby bylo zajisténo
plné odpateni rozpoustédla, byl lipidovy film podroben jesté odpafovani s vyuzitim pumpy
vysokého vakua na 1 hodinu. Nasledovala hydratace lipidového filmu 2 ml ultracisténé vody a
vloZeni banky na rota¢ni vakuovou odparku na 1 hodinu pfi teploté 7c. Vyvéva odparky byla
opet prekryta folii, aby nedochédzelo k odpatfovani tekutiny. Po hodiné michani na vakuové
odparce byla smés sonikovana po dobu dalsi 1 hodiny. Nasledné byl vzorek pfemistén do
lednice a zde uchovavan. Stejné tak extruze prazdnych liposomu k ziskani finalni velikosti 100
nm, byla provedena analogicky jako u vSech ostatnich vzorkt, jak je popsano v kapitole 6.2.1
Extruze.

Po nasyceni gelu prazdnymi liposomy, nasledovalo jeho vymyti 0,2 ml vody a
odstfedéni. Tento krok byl zopakovan celkem 3% po sobé. Dal§im krokem bylo odstranéni
zkumavek s profiltrovanym roztokem a vloZeni stitikacek do novych zkumavek pro pozdé;si
odbér purifikovanych liposomti. Posléze bylo aplikovano 0,3 ml sledovaného vzorku do stiedu
gelu a odstfedéno 2x po sob€. Pti centrifugaci bylo volné 1é¢ivo diky své mensi molekulové
hmotnosti zachyceno v porech gelu, zatimco samotné liposomy se zapouzdienym lécivem byly
odstfedény do zkumavky.

K méfeni koncentrace zapouzdieného IMQ bylo odebrano 0,1 ml purifikovaného

vzorku a zfedéno 0,9 ml MeOH. Vysledné ziedéni bylo 1000. Z tohoto roztoku bylo odebrano
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0,3 ml, u kterého byla po ptefiltrovani skrze vatu métena koncentrace 1éCiva a enkapsulacni

ucinnost pomoci systému HPLC.

6.3 Priprava metodou imiquimod rozpustény v roztoku

dendrimeru

6.3.1 Priprava roztoku dendrimeri s imiquimodem

Postupné byly pfipraveny roztoky IMQ a dendrimerti generace 0, 1, 2 a 3 tak, aby kazdy
z roztokli dané generace byl pfipraven ve dvou koncentracich. Tedy pro ptipravu vzorku GO-5
bylo rozpusténo 10 mg dendrimer GO ve 2 ml ultracisténé vody pro dosazeni koncentrace 5
mg/ml. Spole¢né s dendrimery bylo rozpusténo 5 mg IMQ a tato smés byla nékolik vtefin
vortexovana a nasledné na 10 minut vlozena do ultrazvukové ldzné€, aby vznikl homogenni
roztok. Obdobné¢ byl ptipraven vzorek GO0-10, kdy 20 mg dendrimertt GO bylo opét rozpusténo
ve 2 ml vody k ziskani koncentrace 10 mg/ml. V tomto roztoku byl nésledné rozpustén IMQ
v mnozstvi 10 mg. Roztok byl opét s vyuZitim pfistroje Vortex a poté i sonikadtoru
homogenizovan. Analogickym zptsobem byly pfipraveny roztoky dendrimert s IMQ G1-5,
G1-10, G2-5, G2-10, G3-5 a G3-10, jak bylo mozné vidét v tabulce €. 1. Ptipravené vzorky

byly nésledné uchovavany v lednici.

6.3.2 Priprava liposomi

Pro ptipravu liposomt byl vyuzit PC, kterého bylo navaZeno 200 mg do varné banky.
Nasledné bylo ptfidano 10 ml rozpoustédla — chloroform/MeOH (4:1). Baiika byla poté po dobu
10 minut sonikovéna, aby doslo ke kompletnimu rozpusténi fosfolipid v rozpoustédle.
S vyuzitim rotacni vakuové odparky byla pod sniZenym tlakem odpafena po piiblizné 10
minutich vétSina organického rozpoustédla, pficemz na dné baiky ulpél tenky film lipidi. Aby
bylo zajisténo odpateni veSkerého rozpoustédla, byla baiika s lipidovym filmem ponechéana
jeste 1 hodinu pod vysokym vakuem.

Poté byl vytvofeny lipidovy film hydratovan diive pfipravenym 2 ml roztokem
dendrimerd s IMQ. S vyuZzitim rota¢ni vakuové odparky byla smés hodinu michana pfi teploté
T, za tcelem vzniku liposomi. Po celou dobu michéani byla vyvéva rota¢ni vakuové odparky
piekryta folii. Po hodiné byla barika s liposomalni smési vyjmuta a vloZena na dal$i hodinu do

sonikatoru. Nakonec byla celd smés uloZena ve zkumavce do lednice.
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6.3.3 Extruze, méreni velikosti, Zeta potencidlu a nasledna purifikace
Veskeré dalsi kroky jako extruze, méfeni fyzikalné-chemickych charakteristik na

piistroji ZetaSizer, véetné nasledujiciho ¢isténi liposomti od nezapouzdieného 1éCiva probihaly

totozné jako v pfipadé ptipravy liposomi s imiquimodem inkorporovanym do lipidi, viz

kapitola 6.2.1 Extruze, 6.2.2 Méfeni velikosti a Zeta potencialu a 6.2.3 Purifikace.
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7 Vysledky a diskuze

Schopnost dendritickych molekul zvySovat rozpustnost ve vod¢ hydrofobnim latkdm a
tim nasledné zlepSovat i jejich biodostupnost, byla prokazana fadou studii. [41, 43, 47, 57]
Liposomy diky své strukturdlni podobnosti s buné¢nou membranou, schopnosti inkorporovat
rizné substance a dal$im dokazanym benefitiim, byly jiz nespoctem predchozich praci vyuzity
a oznaceny jako idedlni systémy pro distribuci 1éCiv. [11, 13, 20, 21, 25] Sloucené liposomy
s dendrimery neboli liposomélné uzamcené dendrimery (LLD) zminuje jiz studie, ktera
porovnavala G¢innost enkapsulace u cytostatika doxorubicinu. Ten byl enkapsulovan v jednom
ptipadé v liposomech spole¢né s dendrimery, v druhém piipadé€ do Cistych liposomu. Vysledky
prace jasn¢ ukazaly, ze ucinnost enkapsulace byla zietelné vyssi u doxorubicinu uzavieného
v LLD. [58]

Predmétem této prace se proto stala kombinace obou vySe uvedenych formulaci za
ucelem dosazeni zvySené koncentrace chemoterapeutika imiquimodu v misté cileného
pusobeni.

Ptiprava liposomt probihala metodou hydratace lipidového filmu. Nékteré studie uvadi
potencidlni nevyhody tohoto procesu, jako je nizkd enkapsulac¢ni G€innost zejména u ve vodé
rozpustnych 1éCiv, produkce velkych nehomogennich MLV a tedy nutnost dalSich
postsyntetickych uprav velikosti liposomi. [21, 23] Na druhou stranu ostatni zptsoby piipravy
liposomt, jako je metoda ethanolové injekce, etherové injekce, reverzné fazova evaporace ¢i
nanofluidizace nepiedstavovaly zadné benefity. Nevyhodou ethanolové injekce je pomérné
naro¢né odstranéni veskerého ethanolu. Etherova injekce pak neni vhodna pro vSechny latky
kvili mozné degradaci vysokymi teplotami. [20, 21] Metoda hydratace lipidového filmu byla
vybrana z nékolika divodi: lipofilita 1€¢iva, nutnost extruze pro ziskani ¢astic o definované
velikosti a jednoduché vyuziti. Mimo jiné, v popiedi zdjmu této diplomové prace byla tendence
dodrzet obdobny postup piipravy, jako tomu bylo u piedeslé prace, kterd méla podobny zdmér,
a to enkapsulaci IMQ do ¢istych liposomi (bez pouziti dendrimertt). [6]

Primarni postup, ktery byl pouzit, bylo zaclenéni IMQ do lipida s naslednou hydrataci
roztokem dendrimerd. Tento pfistup byl zvolen pro z piedchozi prace zjiSt€énou vyssi
enkapsulacni G¢innost prave, pokud je IMQ zaclenén do lipidd (EE byla 62%) oproti tomu,
kdyz je v roztoku (EE byla 31%). [6]

K ptipravé byl vyuzit vajecny PC, neutralni lipid pattici do skupiny glycerofosfolipidu,
ktery je jeden z nejvyuzivanéjSich pro tvorbu liposomu. Literatura vSak zminuje i moznost

aplikace dalSich fosfolipidi k ovlivnéni vlastnosti finalnich liposomi. Jedna se napiiklad o
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zavedeni fosfatidylglycerolu, ktery udéluje lipidim naboj k zabranéni fuze ¢astic nebo zavedeni
cholesterolu pro snizeni propustnosti lipidové dvojvrstvy. [22]

Jako prvni krok zmenSovani ¢astic byla vyuzita sonikace v ultrazvukové lazni, jako
piiprava castic na naslednou extruzi. Studie porovnavajici efekt homogenizace, sonikace a
extruze zminuje tuto metodu jako méné uUCinnou ke zmenSovani Castic. Uvadi, ze pii
30minutové sonikaci nebylo dosazeno pozadované velikosti ¢astic a bylo rovnéz nutné vyuzit
extruzi s membranou 100 nm pro ziskani definované velikosti vyslednych liposomi. Ze studie
rovnéz vyplyva, ze prodlouzené plisobeni ultrazvuku mize vést k peroxidacnimu poskozeni
lipidt ¢i degradaci latky, ktera ma byt zachycena. Delsi aplikace ultrazvuku s cilem efektivnéjsi
redukce velikosti ¢astic neni proto vhodna. [28] Béhem experimentélni ¢asti této diplomové
prace byly vzorky po jejich pfipravé sonikovany 1 hodinu. Z vysledki méfeni se hodnoty
velikosti ¢astic bezprostfedné po sonikaci pohybovaly okolo 1000 nm v priiméru. Nutnost
provedeni extruze byla tedy naprosto zfejma.

Extruze po celou dobu probihala nad teplotou fazového piechodu lipida. Ve vztahu
k adekvatnimu poctu protlaceni vzorku membranou byla hodnota 11x pifevzata z predchozi
obdobné prace piipravy liposomi s IMQ bez dendrimeri. [6] Podle dostupnych informaci by 5
az 10 protlaceni membranou o rozmérech pord 100 nm mélo zajistit tvorbu unilamelarnich
vezikul s primérnou velikosti 110-120 nm. [20] Vysledky velikosti liposomt této diplomové

prace jsou vsak dikazem, ze pocet 11 opakovani byl zvolen spravng.
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7.1 Vzorky pripravené metodou imiquimod inkorporovany do

lipidi

Tabulka ¢. 2 — Primeéry namérenych velikosti a PDI u jednotlivych vzorkii vzdy v odstupu 2

tydnui
Vzo 0. tyden 2. tyden 4. tyden 6. tyden 8. tyden
rek
Velik | PDI | Velik | PDI | Velik | PDI | Velik | PDI | Velik | PDI
ost ost ost ost ost
+SD +SD +SD +SD +SD
GO- | 115,0 | 0,146 | 120,6 | 0,230 | 147,9 | 0,352 | 157,5 | 0,265 | 169,9 | 0,204
5 | +£0,8 +1,0 +1,8 +1,6 +1,4
GO- | 131,0 | 0,161 | 132,5 | 0,158 |236,2 | 0,457 | 156,7 | 0,247 | 141,4 | 0,245
10 [ £1.3 +0,3 49,1 +5,1 +1,6
G1- | 102,510,196 | 198,2 | 0,240 | 98,2 0,223 |132,9 {0,306 |137,7 | 0,299
5 | +0,5 +38,2 +3.4 +2,6 +0,5
G1- | 127,6 | 0,253 | 121,9 | 0,172 | 131,8 | 0,229 | 120,3 | 0,244 | 123,1 | 0,251
10 [ £1,0 +0,4 +3.,5 +2,0 +0,9
G2- | 103,210,155 | 102,7 | 0,217 |109,7 | 0,271 |143,2 |0,244 | 147,3 | 0,245
5 | +£0,8 +1,5 +1,9 +2,3 +2,7
G2- | 120,210,172 | 121,1 | 0,203 | 124,6 | 0,187 | 127,3 |0,193 | 128,1 | 0,192
10 | £3,7 +2.0 +2.7 +0,7 +0,6
G3- 97,7 10,202 |101,0 | 0,236 |103,9 | 0,238 | 105,3 | 0,239 | 106,8 | 0,241
5 |+0,9 +1,1 +2.7 +0,3 +0,3
G3-|127,6 | 0,251 | 1254 | 0,213 |135,0 | 0,271 | 140,2 | 0,268 | 148,6 | 0,266
10 | £1,6 +3,0 +2.1 +0,5 +0,5

Tabulka €. 2 shrnuje namétfené velikosti ¢astic se smérodatnou odchylkou (SD) a PDI.
Jedna se o primérné hodnoty vypocitané vzdy ze tfi méfeni. 0. tyden odkazuje na méfeni tésné
po extruzi membranou o velikosti porid 100 nm a pak vZdy po 2 tydnech. Celkova doba méteni
8 tydnii byla zvolena z diivodu zjisténi stability pro budouci praktické vyuziti hotového lé¢ivého
pripravku. Pro fadu (trans)dermalnich 1éCivych piipravki ptipravovanych v Iékarné plati
doporuéené doby pouzitelnosti vychazejici z Ceského Iékopisu 2017, a tyto se obvykle pohybuji
kolem 1-2 mésicii. [59] Cilem tedy bylo zjistit, zda a ptipadné& i jak dlouho zlstava vzorek po
jeho ptiprave stabilni. Vysledky v tabulce naznacuji, ze velikost ¢astic 1 PDI se v pribehu tydna
zvySovaly veelku jen minimalné€ a vzorky tak 1ze povazovat za stabilni.

Jedinou vyjimku z hlediska PDI pfedstavovaly vzorky namétené ve 4. tydnu, a sice GO-
5 s hodnotou 0,357 a GO-10 s hodnotou 0,457. Jak bylo jiz zminéno v teoretické ¢asti, hodnoty
PDI by se mély pohybovat do 0,3. Tyto vzorky by tak bylo mozno povazovat za potencionalné

nestabilni, paklize by hodnoty PDI 1 v dalSich tydnech méfeni stale rostly. Jak je v§ak uvedeno
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v tabulce €. 2, nasledujici méteni z 6. a 8. tydne jsou jiz opét v limitnich hodnotéch, a tak Ize
nanejvys predpokladat, Ze méteni bylo nespravné. O tom svéd¢i i veétsi velikost ¢astic u G0-10
ve 4. tydnu méfeni (236,2 nm), kdy pfi dal§ich méfenich v 6. a 8. tydnu byly hodnoty jiz opét
podobné a liSily se od sebe nepatrné. Moznym feSenim by tedy bylo bezprosttedni zopakovani
extruze u G0-5 1 GO-10. Tyto vykyvy v hodnotach je také mozno shlédnout na obrazku ¢. 11 a
12.

IMQ v lipidech
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Obrazek ¢. 11 - Grafické zobrazeni zavislosti velikosti castic na case
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Obrazek ¢. 12 - Graficke zobrazeni zavislosti indexu polydisperzity na case
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Tabulka ¢. 3 — Zndzorneni ubytku IMQ béhem extruze a vysledna enkapsulacni ucinnost

Vzorek Cimo (celkovy, | Cimg(celkovy, Cmo EE
pred extruzi, po extruzi, (enkapsulovany, | (enkapsula¢ni
mg/ml) mg/ml) mg/ml) ucinnost, %)
GO-5 2,5 1.4 0,4 16
GO0-10 4,8 2,6 1,1 23
G1-5 2,6 1.3 0,5 21
G1-10 5,0 2,7 1,2 23
G2-5 24 1,3 0,4 17
G2-10 5,0 3,0 1,0 20
G3-5 2,5 1,1 0,4 16
G3-10 5,0 2,6 1,0 21

V tabulce €. 3 je mozno srovnat celkovou koncentraci IMQ zméfenou pred extruzi, tedy
mnozstvi IMQ, které bylo prakticky navazeno a koncentraci IMQ po kompletni extruzi. Rozdily
v obou hodnotach u vSech vzorktl jasné naznacuji ztratu latky, ke které pravdépodobné béhem
extruze doslo. Nizké hodnoty poc¢atecni koncentrace po extruzi zpisobily o to niz§i naméfené
koncentrace zapouzdieného IMQ, a tim i dosti nizké hodnoty enkapsulaéni ucinnosti. To vSe
vedlo k rozhodnuti pokracovat v ptipravé liposomli druhou metodou - imiquimod rozpustény
v roztoku dendrimerd.

Stejné tak lze zhodnotit koncentraci enkapsulovaného IMQ oproti ptivodni celkové

koncentraci na obrazku ¢. 13 v grafu.

IMQ v lipidech
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Obrazek ¢. 13- Porovnani celkové koncentrace IMQ (nezapouzdrieného i zapouzdieného) a

koncentrace IMQ po purifikaci (pouze zapouzdreného)
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7.2 Vzorky pripravené metodou imiquimod rozpustény v roztoku

dendrimeru

Tabulka ¢. 4 — Prumery vysledkii mérent velikosti ¢astic a PDI vzdy v odstupu 2 tydnii

Vzo 0. tyden 2. tyden 4. tyden 6. tyden 8. tyden
rek
Velik | PDI | Velik | PDI | Velik | PDI | Velik | PDI | Velik | PDI
ost ost ost ost ost
+SD +SD +SD +SD +SD
GO- | 107,9 | 0,229 | 112,6 | 0,253 | 140,5 | 0,305 | 1354 | 0,289 | 224,8 | 0,398
5 |+0,6 +2.0 +5,2 +2.0 +7,0
GO- | 113,5 | 0,164 | 1099 | 0,159 | 108,6 | 0,229 | 114,0 | 0,266 | 117,7 | 0,200
10 | £1,3 +0,7 +0,4 +0,8 +0,1
G1- | 122,5 | 0,148 | 123,8 | 0,189 | 121.4 | 0,131 | 128,1 | 0,217 | 123,4 | 0,256
5 |=+0,7 +1,1 +0,9 +0,6 +1,9
G1- | 128,5 | 0,230 | 130,4 | 0,232 | 1324 | 0,245 | 1354 | 0,349 | 138,7 | 0,407
10 | £1,0 +2.1 +0,5 +0,7 +1,0
G2- | 98,7 0,169 | 100,9 | 0,181 | 102,8 | 0,211 |109,8 | 0,213 | 115,8 | 0,229
5 |08 +1,4 +1,2 +1,4 0,1
G2- | 217,5 | 0,308 |216,8 | 0,307 |219,8 | 0,298 |220,3 | 0,301 | 222,1 | 0,288
10 |24 +0,9 +4.8 +1,0 0,1
G3- | 1124 | 0,248 | 111,8 |0,245 | 118,8 | 0,258 | 1204 | 0,266 | 125,4 | 0,281
5 |09 +1.,5 +0,5 +2.9 +3.0
G3- | 1349 | 0,153 | 132,8 | 0,148 | 138,2 | 0,163 | 141,8 | 0,160 | 150,9 | 0,170
10 | £3,2 +1,0 +2.4 +3.4 +0,2

V tabulce €. 4 je mozné zhodnotit ménici se velikost ¢astic a PDI vzorkt pfipravenych
rozpusténim IMQ v roztoku dendrimerti. Opét jsou uvedeny priméry tii méfeni. Z pohledu
velikosti ¢astic se ostatnim vzorkiim vymyka G2-10, jehoz velikost se od pocatku pohybuje
okolo 220 nm. Tento fakt 1ze zdlvodnit nejpravdépodobnéji tim, Ze extruze nebyla provedena
efektivné a spravné, o ¢emz svédci 1 zvySeny PDI. Na druhou stranu lze konstatovat, Ze
optimalni velikost ¢astic pro (trans)dermélni podavani je do 300 nm. [32] Této velikosti bylo
dosazeno u veSkerych vzorkl. Dany vykyv G2-10 lze pozorovat také na obrazku ¢. 14.

Z hlediska PDI lze u GO-5 v 8. tydnu pozorovat vyssi hodnotu 0,398. Hodnoty PDI u
G1-10 se zvysuji jiz od 6. tydne z 0,349 na 0,407 naméfené v 8. tydnu. Veskeré predchozi
hodnoty PDI u té€chto vzorki byly vSak v normé a pfedevsim po 8 tydnech l1ze zvySeny PDI jiz

predpokladat. VSe je uvedeno také na obrazku €. 15.
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IMQ v roztoku dendrimeru
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Obrazek ¢. 14 — Grafické zndzorneni ovlivnéni velikosti castic jednotlivych vzorkii casem
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Obrazek ¢. 15 — Grafické znazornéni ovlivnéni hodnot PDI jednotlivych vzorku casem
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Tabulka ¢. 5 — Koncentrace imiquimodu pred purifikaci a po ni, véetné vypoctené enkapsulacni

ucinnosti
Vzorek Cvo (celkovy, Cimo EE (enkapsulacni
mg/ml) (enkapsulovany, ucinnost, %)
mg/ml)
GO0-5 2,4 0,9 37
G0-10 4.6 1,6 35
G1-5 2,6 1,0 37
G1-10 4,7 1,7 36
G2-5 2,5 1,0 40
G2-10 5,1 1,7 34
G3-5 2,4 1,0 40
G3-10 5.2 1,4 28

Tabulka ¢. 5 predstavuje vysledky naméfenych koncentraci IMQ, a to koncentraci
celkového IMQ v liposomech i mimo n¢ a také pouze enkapsulovaného IMQ. Z vysledkt 1ze
odvodit, Ze uspéSnost enkapsulace latky byla u vSech generaci 1 pouZitych koncentraci
dendrimeri téméf totoZzna a v priiméru se pohybovala okolo 36 %. Neni tedy moZno ani o jedné
z generaci tvrdit, Ze by byla G¢innéjsi ve vztahu ke zvySeni rozpustnosti IMQ, nez jind generace
dendrimerd.

Pro ptehled je moZno obé€ koncentrace porovnat i na obrazku €. 16.

IMQ v roztoku dendrimerut
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Obrazek ¢. 16 — Porovnani celkoveé koncentrace IMQ a koncentrace enkapsulovaného IMQ
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Obrazek ¢. 17 - Graf porovnavajici enkapsulacni ucinnost u obou metod

Na obréazku ¢. 17 je bezpochyby vidét, Ze metoda, kdy byl IMQ rozpustén v roztoku
z pfedchozich uvedenych vysledkl u metody, kde byl IMQ zaveden do lipidd, vyplyva, ze
ur¢ité mnozstvi IMQ bylo z jeho piivodniho mnozstvi ztraceno. A tak je tedy pravdépodobné,
ze V}'/sledné niz8i koncentrace enkapsulovaného IMQ (tim 1 niz$i enkapsulaéni ﬁéinnost) nebyla
a to zfejmé extruzi. Vhodnym feSenim by bylo zopakovani celého postupu od pfipravy
liposoml zaclenénim IMQ do lipidd, pfes extruzi, az po zméfeni vyslednych hodnot

koncentraci.
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Zavér

Tato diplomova prace zkombinovala vyhodné vlastnosti dendrimerti a liposomu
k vytvotfeni nové formulace pro doruceni 1éCiv do kiize. Dendrimery nulté, prvni, druh¢ a treti
generace v koncentracich 5 mg/ml a 10 mg/ml byly pouzity ke zvyseni rozpustnosti lipofilniho
lé¢iva imiquimodu, a tim k dosazeni jeho vysSi koncentrace uvnitf liposomalnich ¢astic.
Formulace liposomil probihala metodou hydratace lipidového filmu s vyuzitim dvou ptistupti.
Postupné byly piipraveny vzorky inkorporaci imiquimodu do lipidi s néslednou hydrataci
roztokem dendrimert. V druhém piipad¢€ byl imiquimod rozpustén v roztoku dendrimert, ktery
byl vyuzit pro hydrataci samotnych lipidii. Vzorky byly nésledn¢ testovany z hlediska u¢innosti
enkapsulace.

Vysledky prokézaly, Ze dendrimery skute¢né zvySuji koncentraci imiquimodu uvnitt
liposomd, a to bez generacni ¢i koncentracni zavislosti. Méfenim bylo zjiSténo, Ze metoda, kdy
byl imiquimod zaveden do lipidi je méné efektivni z hlediska ucinnosti enkapsulace (tato se
pohybovala primérné okolo 16 %), nez v ptipadé pouziti metody s rozpusténim imiquimodu
v roztoku dendrimerd (pramérnad enkapsulacni u¢innost byla 36 %). Presto vSak neni mozno
efektivnosti metody nebo chybou v né€kterém z krokii béhem experimentu. Do budoucna by
tedy bylo vhodné proces zaclenéni imiquimodu do lipida s hydrataci roztokem dendrimert

zopakovat pro ovéfeni spravnosti.
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Seznam zkratek

Cmmo
EE
ELS
EPR
GO0-5
G0-10
G1-5
G1-10
G2-5
G2-10
G3-5
G3-10
HPLC

IMQ
LLD
LUV
MeOH
MLV
NSAID
PAMAM
PC

PDI
PEG
PPI
RES
SC

SD
SUv
Tc
ULV
ZP

koncentrace imiquimodu
enkapsulacni ucinnost (encapsulation efficacy)

elektroforeticky rozptyl svétla (electrophoretic light scattering)

efekt zvysené permeability a retence (enhanced permeability and retention effect)

vzorek s generaci dendrimeru 0 o jejich koncentraci 5 mg/ml
vzorek s generaci dendrimeru 0 o jejich koncentraci 10 mg/ml
vzorek s generaci dendrimeru 1 o jejich koncentraci 5 mg/ml
vzorek s generaci dendrimeru 1 o jejich koncentraci 10 mg/ml
vzorek s generaci dendrimeru 2 o jejich koncentraci 5 mg/ml
vzorek s generaci dendrimeru 2 o jejich koncentraci 10 mg/ml
vzorek s generaci dendrimeru 3 o jejich koncentraci 5 mg/ml
vzorek s generaci dendrimeru 3 o jejich koncentraci 10 mg/ml
vysokoucinnd  kapalinovd  chromatografie  (high-performance
chromatography)

imiquimod

liposomalné uzamcené dendrimery (liposomal locked dendrimers)
velké unilamelarni vezikuly (large unilamellar vesicles)
methanol

multilamelarni vezikuly (multilamellar vesicles)

nesteroidni protizanétliva 1éciva

polyamidoamino

fosfatidylcholin (phosphatidylcholine)

polydispersity index

pegylace

poly(propylenimin)

retikuloendotelovy systém

Stratum corhneum

smérodatnd odchylka (standard deviation)

malé unilamelarni vezikuly (small unilamellar vesicles)
teplota fazového prechodu

unilamelarni vezikuly (unilamellar vesicles)

zeta potencial (zeta potential)

liquid
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