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Nézev diplomové prace: 2-hydroxyethylcelul6zové gely s novymi

polyamidoaminovymi dendrimery pro kozni aplikaci imiquimodu

Imiquimod (IMQ) je 1é¢iva latka pouzivana pfi 1é€bé koznich onemocnéni (karcinomtt).
Hydrofobicita IMQ neumoziiuje jeho zaclenéni do hydrofilnich geld, které jsou
nejpouzivangj§imi gelovymi formulacemi pro topickou aplikaci. Dendritické molekuly,
které jsou vysoce rozvétvenymi polymery, by mohly potencidlné zvysit rozpustnost IMQ

v hydrofilnich formulacich pro pfipravu koncentrovanéjsich hydrofilnich 1ékovych forem.

Ugelem této prace bylo zvysit koncentraci IMQ v hydrofilnich formulacich pomoci
dendritickych molekul. Nejprve byly ptipraveny vodné roztoky obsahujici IMQ v pfitomnosti
nebo nepfitomnosti riznych generaci a koncentraci dendritickych molekul. pH roztoki bylo
upraveno na 5,5, coz odpovidd pH pokoZky. Poté byla pouZita 2-hydroxyethylceluldza jako
gelujici latka pro ptipravu hydrofilnich geltl, jako vyhodnych formulaci pro topickou aplikaci.

Vybrané roztoky a gelové formulace byly pouzity pro permeacni experimenty na lidské kazi.

Vysledky této prace dokazuji, Ze ptitomnost dendritickych molekul mize zvysit
rozpustnost IMQ ve vodném prosttedi pii pH 5,5. Ve srovnani s komeréné dostupnou formulaci
Aldara jsou gelové formulace obsahujici dendrimery schopny dodat 3x niz§i mnoZzstvi IMQ
do cilové tkang (epidermis), pticemz obsahuji 1000x méné t¢inné latky. Na druhou stranu bylo
zjisténo, ze gelové formulace obsahujici dendrimery dodéavaji detekovatelnd mnozstvi IMQ
do akceptorové faze. Do budoucna by bylo vhodné provést dalsi experimenty, aby se zjistilo,
zda lze niZ$i koncentraci dendritickych molekul pouzit v hydrofilnich gelech k dodéani
podobnych mnozstvi IMQ do epidermis. Zaroven by tyto gely nemély dorucit u¢innou latku

do akceptorové faze, aby se minimalizovaly potencialni vedlejsi ucinky.
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Imiquimod (IMQ) is a medicinal substance used in the therapy of skin diseases
(carcinomas). IMQ’s hydrophobicity does not allow its incorporation in hydrophilic gels, which
are the most used gel formulations for topical application. Dendritic molecules, which are
highly branched polymers, could potentially increase the solubility of IMQ in hydrophilic

formulations for the preparation of more concentrated hydrophilic dosage forms.

The purpose of this work was to increase the concentration of IMQ in hydrophilic
formulations using dendritic molecules. First, aqueous solutions containing IMQ were
prepared, in the presence or absence of different generations and concentrations of dendritic
molecules. The pH of the solutions was adjusted to 5,5, which corresponds to the pH of the skin.
After that, 2-hydroxyethyl cellulose was used as gelling agent to prepare hydrophilic gels
as preferable formulations for topical application. Selected solutions and gel formulations, were

used for permeation experiments on human skin.

The results of this thesis prove that the presence of dendritic molecules can increase
the solubility of IMQ in aqueous medium at pH 5,5. In comparison with the commercially
available formulation Aldara, the gel formulations containg dendrimers are able to deliver 3
times less IMQ amount to the target tissue (epidermis) while containing 1000 times less active
substance. On the other hand, the gel formulations containing dendrimers were found to deliver
detectable amounts of IMQ to the acceptor phase after the permeation experiment. Additional
experiments are needed to evaluate if lower concentration of dendritic molecules can be used
in hydrophilic gels to deliver similar amounts of IMQ in epidermis. At the same time, these gels

should not deliver the active substance to the acceptor phase, minimizing potential side effetcs.



Obsah

eoTo [=1. 01721 | FO PP 3
LY o 1 - | PSPPSR PR 4
Y o1 1 - Tt PSPPSR PRR 5
(0] 017 o [P TSPPRR 6
1. S@ZNAM ZKIALEK....eeiieieiiie ettt e e e s e e s nr e e e e nee e e e eaas 8
2. UVOO @ CHEPIACE ..ottt ettt ettt ettt sa et sae st sae s sae e saeneens 9
K T 1= To ] =1 ol & [ of- ) A PSP PPP 10
BLd. KUZE ittt bbbt et bt e a e bt ea e et e ehe et e sbeeat e beeheenee bt eatas 10
3.1.1. HYDOUCIINIS ... e 11
3.1.1. DOIIMNIS .o 11
3.1.1. EDIGEIIIIS ..o et 11
3.1.2. BURKY @PIAEIMNIS oo e 13
3.1.3. FUNKCE KUZE ..ottt 14

3.2, Akceleranty KOZNi PEIMEACE ......ccccuiiieeciee et e tee e et e e e te e e e e tre e e e e sabae e e enbeeesenbeeeeenrenas 14
3.2.1. CharakteriSTiKa ...ouvviie et 14

3.3, Dendritick@ MOIEKUIY.......uviiiiiiee e s 15
3.3.1. POPIS, STIUKEUIA ...eei it 15
3.3.2. TYPY AENAIMEIT. . 16
3.3.3. VYUZIEE AeNAIIMEIT ©oeiiiieeeeee e 17

B oY1 01T Y 2SRRI 17
3.4.1. CharakteriZACE . .ovvviee i 17
3.4.2. PEIrOANT POIYIMEIY L e, 18
3.4.3. 2-Hydroxyethyl CelUlOzZa.........oooiiii e 18

I T o1 1Y/ 01T s T = =] VPSP 19
3.5.1. CharakteriZACE ...ovvviie i 19
3.5.2. PEIDIAVA BEIU ittt bttt ettt 19
3.5.3. [ Ve ToT={] YU SRR 19

ST 1 oo [ 1 o T Yo PR UEPUOt 20
3.6.1. CRAraKEEIIZACE ...t 20
3.6.2. MEChANISMUS UCTNKU ...ttt 21
3.6.3. KINICKE UA@J8 ..o, 21
3.6.4. REAING ZKUSENOST ..ottt nnee s 22

4. EXPerimentalni CASst .....ccooviiiiiiiiiii e 23

4.1. Chemikalie, materidl @ PFiStrOj ..cccccueiee et e e et e e e 23



4.2.  Priprava hydrofilnich gelli s obsahem IMQ a dendritickych molekul..........c..ccccoeeeveeenennnnee. 24

4.2.1. Priprava vodnych roztokl IMQL.........cooiiiiiiiicee e 24
4.2.2. Pfiprava vodnych roztokd dendritickych molekul..........cccoooviiiiiiiii e, 24
4.2.3. Pfiprava vodnych roztokd IMQ s obsahem dendritickych molekul ............cc.coovvvenienn 25
42.4. HPLC stanoveni koncentrace IMQL.......oouiiiiiiiaiieiee e 25
4.2.5. Priprava hydrofilnich gell ........cc.oooiiiii e, 26

4.3, POIMIBACE...iiii ittt e e e e e 27
IV 1Yo | (V- [ [ (U 32
LT I 2 o4 o 1U ) 4 Vo 1y V2o 1 8 U N 1Y, NS 34
LI R o oV oo 1= o 4 =T Tl T PP PP 36
LT T B (U] o= oY=l o g1 T ol < PSR 42
ST - 1Y/ PR 47

R U= (=1 =] 1 (oL =T 48



1. Seznam zkratek
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KCl
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NaOH

PAMAM

PBS

PPI
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chlorid sodny

dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného
dodecahydrat hydrogenfosforecnanu sodného
hydroxid sodny
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fosfatovy pufr

poly(propylenimin)



2. Uvod a cil prace

Pro terapii koznich onemocnéni je mozné vyuzivat hydrofobni latku imiquimod (IMQ),
ktera je Spatné zpracovatelna do pozadovanych formulaci k aplikaci na ktzi. Nasledkem
je 1 Spatny prechod do svrchni vrstvy ktize epidermis, kde je koncentrace IMQ Zadouci. Jedno

z potencialnich feseni tohoto problému je aplikace dendritickych molekul.

Cilem této prace je vyuziti dendritickych molekul pfi tvorbé hydrofilnich gelu,
které se aplikuji na kUzi v pfipadé koznich onemocnéni. Byl zjistovan vliv dendritickych
molekul na zménu rozpustnosti IMQ v hydrofilnich roztocich a gelech. Formulace byly
nasledné testovany pomoci permeacnich pokusti na lidské kizi, kdy byla sledovéana jejich

schopnost dorucit IMQ do jednotlivych vrstev kiize.



3. Teoreticka ¢ast
3.1. K{ze

Kuze je nejveétsim orgdnem lidského téla. Tvofi asi 15 % télesné hmotnosti dospélého
¢loveka. Hraje roli v mnoha dulezitych zivotnich funkcich, véetné ochrany pred chemickymi,
fyzikdlnimi a biologickymi vlivy. Také zabraniuje nadmérné ztraté¢ vody ztéla a podili
se na fizeni termoregulace. Klize spolu se sliznicemi souvisle lemuje povrch téla. (1) Fyzickou
bariéru tvoii stratum corneum, chemickd bariéra se sklada z lipidi, kyselin, hydrolytickych
enzymil, antimikrobidlnich peptidi. Imunologickou bariéru tvoii humoralni a bunécné slozky
imunitniho systému jako jsou napiiklad makrofagy. (2) Kize se sklada ze tii zakladnich vrstev,
kterymi jsou epidermis, dermis a hypodermis, pticemz se vSechny vyrazné li§i svoji anatomii
a funkci. Tloustka kiize se 1i8i v zavislosti na oblasti téla a kategorizuje se na zéklad¢ tloustky
vrstev epidermis a dermis. Kize s nejvétsi tloustkou se nachazi na dlanich a chodidlech,
protoze obsahuje navic dalsi vrstvu stratum lucidum. Horni ¢ast zad pokryva kiize s nejtlustsi
vrstvou dermis, ale epidermis postrada vrstvu stratum lucidum, proto z tohoto hlediska se jedna

o k0zi s mensi tloustkou. (3)

pokodka

Skara

podkod

Obrazek 1 - Kize (4)



3.1.1. Hypodermis
Hypodermis (podkozni fascie) je vrstva hluboko pod dermis. Obsahuje tukové lalicky
s dal§imi koznimi derivaty jako vlasové folikuly, nervové zakonceni, cévy. (3) Poskytuje té€lu

vztlak a funguje jako zdsobarna energie. (1)

3.1.1. Dermis

Dermis (Skara) je dalsi z vrstev klize, ktera je spojena s epidermis na Grovni bazalni
membrany. (3) Z druhé strany je ohrani¢ena podkoznim tukem. Tloustka dermis se v raznych
oblastech vyrazné¢ lisi. Je to tuha, pruzna vrstva, ktera chrani télo pfed mechanickym poranénim
a obsahuje specializované struktury. (5) Je tvofena papilarni a retikuldrni vrstvou. Papildrni
je horni, ten¢i vrstva, ktera je v kontaktu s epidermis. Retikularni vrstva je hlubsi, silnéjsi
vrstva, obsahuje méné bunék, skladd se zpojivové tkané (svazkii kolagennich vlaken).
V dermis se nachazi potni Zlazy, vlasy, vlasové folikuly, svaly, senzorické neurony a cévy. (3)
Hlavni slozkou je kolagen, hlavni strukturdlni protein pro celé télo. Soucasti jsou i elasticka

vlakna, které zajist'uji elasticitu kiize, ale jen malo odolavaji deformaci. (1)

3.1.1. Epidermis

Epidermis (pokozka) je vrstva dlazdicového epitelu, kterd se prevazné sklada ze dvou
typti bunék — keratinocytti a dendritickych bunék. V pokozce se vyskytuji dalsi bunééné utvary
jako melanocyty, Langerhansovy buiiky, Merkelovy bunky. PokoZka je stile obnovujici
se vrstva a dava vzniknout dalS$im strukturam jako jsou nehty nebo potni Zlazy. Bazalni buiiky
prochdzeji proliferatnimi cykly, které zajiStuji obnovu vné&jsi Casti epidermis. (1) Epidermis
se tradicné d€li do nékolika vrstev — stratum basale (nejhlubsi Cast epidermis), stratum
spinosum (vrstva dlazdicovych bunék), stratum granulosum (vrstva granularnich bunck),

stratum lucidum a stratum corneum (nejsvrchnéjsi cast epidermis — zrohovatéla vrstva). (2)



~ | Epidermis

Stratum corneum

Stratum lucidum

¢ | Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

Obrazek 2 — llustrace bunék epidermis (6)

Stratum basale (bazélni vrstva, stratum germinativum) je nejhlubsi vrstvou epidermis.
Od dermis je oddélena bazalni membranou (bazalni lamina) a k bazalni membrané je pfipojena
hemidesmosomy. (3) Tato vrstva obvykle obsahuje jednu vrstvu bunék (vyjimkou muize byt
hyperproliferativni epidermis). Hlavni stavebni bunkou této vrstvy je keratinocyt, ktery muize
byt délici se nebo nedélici. (5) Keratinocyty jsou buriky ve tvaru sloupce a pfipojuji se k bazalni
membrané svou dlouhou osou kolmo k dermis. Tyto bazalni buiiky nasedaji na sebe navzajem
prostiednictvim desmosomdalnich spojeni. Maji tmavé zbarvena protahla jadra. (1) Tuto vrstvu

v mens$i mife tvofi 1 melanocyty, které tvoti 5 az 10 % bunétné populace. (5)

Stratum spinosum (dlazdicova vrstva) nasedd na vrstvu bazalni. Obsahuje 5-10 vrstev
bun¢k. Skladd se zrtiznych bunék, které se odlisuji tvarem, strukturou a subceluldrnimi
vlastnostmi. (1) Soucasti jsou polyedrické bunky s cytoplazmatickymi vybézky, které jsou
n¢kdy nazyvany ,trny*, které se rozprostiraji smérem ven a komunikuji se sousednimi butikami
desmosomy. Tato vrstva obsahuje 1 dendritické bunky. (3) Buiky se pohybuji smérem
k povrchu. (5) DalS$im typem spojeni jsou gap juctions, které vytvaii pdr a umoziuji

fyziologickou komunikaci prostfednictvim chemickych signala. (1)

Stratum granulosum (granularni vrstva) je vrstva epidermis, kterd obsahuje zivé bunky.

Jedna se o zplostélé buiky, které obsahuji ve své cytoplazmé keratohyalinova granula. (1)



Obsahuje 3-5 vrstev bunék. (3) Vrstva se méni v tloust’ce v poméru k tloust’ce prekryvajici
zrohovatg€lé vrstvy. Velmi tenka nebo chybéjici granuldrni vrstva mtize vést k parakeratoze. (1)
Bunky vylucuji své lipidové slozky do mezibunééného prostoru, ktery hraje diilezitou roli
v bariérové funkci. (5) Granularni vrstva je keratogenni zonou epidermis, protoze obsahuje
ve vysokych koncentracich lysosomalni enzymy. Dochéazi zde k rozpousténi bunécnych
organel, kdyz bunky granuldrni vrstvy podléhaji ndhlému diferencidlnimu procesu na bunky

zrohovatglé vrstvy. (1)

Stratum lucidum (zrohovatéla vrstva) je tvofena 2-3 vrstvami bunék, tato vrstva
se nachazi v oblasti chodidel a dlani. (3) Tyto buiky se také nazyvaji piechodné a doba

od bunééného déleni do oddéleni od rohovité vrstvy je asi 28 dni. (5)

Stratum corneum tvoii 20-30 vrstev bun¢k. Poskytuje mechanickou ochranu spodni
epidermis a brani ztratdm vody. Buiiky, které se zde nazyvaji korneocyty, maji zplostély tvar
a jsou mnohosténného tvaru, béhem diferenciace ztratila sv4 jadra, a proto se povazuje za buniky
odumfelé. (1) Jedna se o nejsvrchnéjsi vrstvu tvofenou keratinem a zrohovatélymi Supinami,
které jsou tvofeny mrtvymi keratinocyty. Zde mrtvé keratinocyty vylucuji defensiny, které jsou

slozkou prvni imunitni obrany. (3)

3.1.2. Bunky epidermis

Keratinocyty jsou bunky, které¢ v epidermis ptevladaji, syntetizuji keratin a jsou
zodpovédné za tvorbu vodni bariéry, syntézu lipidl a reguluji vstiebavani vapniku. (3) Keratin
je protein obsahujici stoené polypeptidové fetézce, které se spojuji. Keratinocyty také

produkuji cytokiny jako odpoveéd’ na poranéni. (5)

Melanocyty jsou bunky, které primarné produkuji melanin, ktery je zodpovédny
za pigment kliZze. Je moZné je najit mezi buitkami stratum basale. UVB zéteni stimuluje sekreci

melaninu a ten chrani pted UV zafenim. (3)

Merkelovy buiiky jsou modifikované epidermalni bunky ovalného tvaru nachdzejici
se ve stratum basale v blizkosti bazalni membrany. Plni smyslovou funkci jako
mechanoreceptory, nejcastéji v koneccich prsti. (3) Jsou ptripojeny k bazalnim keratinocytim.

(1)

Langerhansovy buiiky jsou obrdnci prvni linie kiize. Vychytavaji antigeny v kizi

a transportuji je do lymfatickych uzlin. (3) Jsou odvozené od kostni diené. (1)



3.1.3. Funkce klze

Kize ma mnoho funkci. Jako prvni je bariérova funkce, kterou poskytuje epidermis,
po jejim odstranéni je dermis velice propustna. (5) Slouzi jako ochrana proti vodé¢,
mikroorganismim, UV zafeni, chemickym a mechanickym vlivim. Kize je prvni fyzicka
bariéra, kterou télo ma vici okolnimu prostredi. (7) Kiize ma imunitni funkci, kdy piedstavuje
prvni linii imunitniho sytému c¢lovéka. Neustdlé vylucovani keratinocytti slouzi k blokaci
jakéhokoli ristu mikroorganismil na povrchu téla. (5) Imunitni odpoveéd je zprostiedkovana
na zakladé Langerhansovych bunék. (3) Dale udrzuje télesnou homeostazu regulaci teploty
a ztratami vody. (3) Ma endokrinni 1 exokrinni aktivitu. Endokrinni aktivita spo¢iva v fizeni
biochemickych procesii a fizeni syntézy vitaminu D. (7) Syntéza vitaminu D probiha
v keratinocytech. (3) Exokrinni funkce je zprostfedkovana pomoci potnich a mazovych zlaz.

(3) Dulezitou funkei je zprosttedkovani pocitu bolesti, teploty, doteku, tlaku. (7)

3.2. Akceleranty kozni permeace
3.2.1. Charakteristika

Jak jiz bylo feceno, kliZze svymi vlastnostmi slouZi jako bariérova ochrana lidského téla.
U zdravé a neporuSené kiiZe je velmi obtizné, aby xenobiotika tuto vrstvu piekonala. Ve vrstvé
epidermis, konkrétné stratum corneum, tvoii velké zastoupeni kozni lipidy — ceramidy,
které jsou mimo jiné zodpovédné za bariérovou funkci klize. (8) Aby bylo mozné podavat
1é¢iva ptes kizi nebo do kiize, neboli (trans)dermalné, je tedy potfeba koZni bariéeru prekonat.

K tomu slouzi latky zndmé jako akceleranty koZni permeace.

Akceleranty jsou skupinou farmaceutickych pomocnych latek, které usnadiuji prostup
xenobiotik skrz kozni bariéru. Mechanismus ucinku akceleranti neni v soucasné dobé plné
objasnén, nejspis je zaloZen na nespecifickych interakcich se strukturami ktize. Jejich u¢inkem
pravdépodobné dochazi k rozruSeni organizované struktury lipidd v intercelularnich prostorach
ktze, k interakci s keratinem (intracelularni prostory kiize) nebo k optimalizaci hodnoty
rozdélovaciho koeficientu 1é¢iva mezi 1é€ivym piipravkem a kizi. (9) Mezi nepifimé ucinky

akcelerantii patfi modifikace termodynamické aktivity a rozpustnosti 1é¢iva. (10)

Na akceleranty jsou v dne$ni dobé kladeny vysoké pozadavky, pfedevS§im nesmi byt
drazdivé a toxické, jejich t¢inek musi byt doCasny a po jejich odstranéni se musi obnovit
bariérové vlastnosti kiize, musi byt kompatibilni s lé¢ivem a s ostatnimi slozkami 1é¢ivého

ptipravku. (11) Dalsi idealni vlastnosti akcelerantl jsou specifita (sam akcelerant by nemél mit



farmakologicky efekt), rychlost a ptfedvidatelnost plsobeni, nemél by zplsobovat ztraty

endogennich latek. (10)

Akceleranty je mozné d€lit podle ptivodu na ptirodni, syntetické nebo polosyntetickeé.
Podle chemickych vlastnosti na rozpoustédla, amfifilni latky (obsahuji povrchove aktivni latky)
a peptidy. Dale podle obsazenych chemickych skupin. (10) Nejzékladnéjsi vyskytovanou
skupinou je X-CO-N=, kde X je -CH-R, -NH>, -NH-. Molekula by vZdy méla obsahovat dlouhy
alkylovy nebo alkenylovy fetézec. (9) Mezi vybrané skupiny akcelerantl patii alkylsulfoxidy,
alkoholy, mastné kyseliny a jejich estery, derivaty hydroxykyselin, aminokyseliny a jejich
derivaty, laktamy, derivity mocoviny, ketony, derivaty sacharidi a amidy kyselin,
které miizeme najit ve strukturdch pouzivanych dendritickych molekul. (11) Dendritické

molekuly byly €asto vyuzity jako akceleranty kozni permeace. (12)

3.3. Dendritické molekuly
3.3.1. Popis, struktura

Dendrimery, znamé jako starburst polymery, kaskddové polymery nebo arboroly,
jsou molekuly, které maji kompaktni strukturu a ptesné predvidatelnou molekulovou hmotnost.
Jsou monodisperzni, polyvalentni, globularni molekuly s vysoce rozvétvenou, trojrozmérnou
strukturou. (13) Maji pfesné definovanou strukturu, jejich velikost se pohybuje okolo 1-10 nm
v zavislosti na jejich generaci. Trojrozmérna struktura poskytuje rozdily ve vlastnostech
od linedrnich molekul, jako jsou schopnost pfizplisobit velikost a tvar, moZznost prochézet
bunéénymi membranami, mozZnost zapouzdieni 1éCiv a jejich cilend distribuce do tkané
nebo sniZeni toxicity. Skladaji se ze tfi hlavnich domén: jadro, které je umisténo ve stfedu,
muze obsahovat jeden nebo vice atomi; vétvici se jednotky, které jsou kovalentné spojeny
s jddrem a jejich opakovani vede ke vzniku soustfednych vrstev — pocet téchto vrstev vede
ke vzniku generaci; a terminalni skupiny, umisténé na povrchu dendritického skeletu
a zodpovédné za jeho vlastnosti. (14) Obecné tedy tyto molekuly vystupuji z jadra a postupné
se vétvi. Principidlné existuji dveé syntetické cesty: divergentni a konvergentni metoda.
Pfi divergentni metod¢ se jedna jednotka za druhou postupné piipojuje k jadru. Timto
zpusobem lze dendrimer vytvaret krok za krokem, dokud sterické efekty nezabrani dalSim
reakcim koncovych skupin. Konvergentni metoda ma opacny pribéh, kdy je kostra

konstruovana opacné. (15)
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Obrdzek 3 — Struktura dendrimeru (16)

Pocet vrstev odpovida generaci, pocet vrstev se oznacuje pismeny Gn, kde n muize

nabyvat hodnoty 0-12. (13)

3.3.2. Typy dendrimerd

NejcastéjSimi typy dendrimert jsou poly(amidomin) (PAMAM) a poly(propylenimin)
(PPI) dendrimery. Fosforové (P-dendrimery), karbosilanové (CBS), poly(L-lysin) (PLL), poly
(2,2 bis(hydroxymethyl)) dendrimery kyseliny propionové (bis-MPA) a peptidové dendrimery
jsou také Siroce prozkoumany. Vsechny tyto skupiny byly v biomedicinské oblasti zkoumany
jako nanonosice léCiv, kontrastni latky pro magnetickou rezonanci, umélé proteiny, nosice
genetického materidlu, syntetickd vakcinace. (13) PAMAM dendrimery, farmaceuticky
velmi atraktivni, dosahuji az desaté generace sruznymi jadry a termindlnimi skupinami
(ptevazné —NH»; -OH). Maji ptiznivé vlastnosti jako vysoké rozpustnost ve vodé nebo hlavni
fetézec napodobujici peptid. PPI dendrimery, zndmé jako POPAM nebo DAB, obsahuji vice
terciarnich amind na skeletu a primérnich v koncové ¢asti, jsou pomérné mensi nez PAMAM
dendrimery, maji vice hydrofobni skelet. Pfevladaji v biomediciné diky perifernim
aminoskupinam. PLL dendrimery, obsahujici aminokyselinu lysin, vynikaji biokompatibilitou
a biologickou rozlozitelnosti, od ostatnich se li§i asymetrii vétvicich se ¢asti. To ovliviiuje
vlastnosti enkapsulace, protoZe nemaji témeét Zadny vnitini prostor. Karbosilanové dendrimery
obsahuji ve svych skeletech vazby uhlik-uhlik a uhlik-kiemik, které zpasobuji flexibilni,
nepolarni a teplotné stabilni vlastnosti. Casto obsahuji polarni skupiny, které zvysuji
rozpustnost ve vod¢. Jsou klasifikovany jako ,,anorganické dendrimery* a vykazuji vyznamné

rozdily ve srovnani s ,,organickymi* jako jsou PAMAM dendrimery. (14)
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Obrdzek 4 — 2. generace PAMAM dendrimer (17)

3.3.3. Vyuziti dendrimeru

Nejvice prozkoumanym vyuzitim dendrimerd je jejich schopnost prenaset 1é¢ivé latky
na pozadované misto pusobeni. Tento jev je zprostiedkovan zapouzdienim nebo navdzanim
1é¢iva na molekulu dendrimeru. Dendrimery mohou zlepSovat kinetiku a rozpustnost 1éc¢iva,
kontroluji uvolnovani, zprostiedkovavaji pohodIngjsi cesty podéani, dosahuji cilovych mist
s obtiznym pfistupem. Pii zapouzdieni je 1€Civo fyzicky zachyceno v dutin€é dendrimeru. Tyto
dutiny jsou hydrofobni, takZze maji afinitu k 1é¢iviim se Spatnou rozpustnosti ve vodé (napf.
IMQ). (14) Tyto dendrimery s hydrofobnim jadrem jsou vyuZzivany jako unimolekuldrni
micely. Konjugaty lécivo-dendrimer by mohly sniZit systémové ucinky a zvySit ucinnost
v cilovém misté. U zapouzieni 1é¢iva maji dendrimery nizké generace nizkou kapacitu plnéni
dutiny dendrimeru. PEGylované dendrimery maji tuto kapacitu zvySenou diky aglomeraci

PEGylovaného dendrimeru. (18)

3.4. Polymery
3.4.1. Charakterizace

Polymery jsou velké molekuly (makromolekuly), které jsou sloZené z opakujicich
se celki. Tyto podjednotky jsou spojeny kovalentné chemickymi vazbami. Dostupné jsou
syntetické 1 pfirodni polymery. Pfirodni jsou farmaceuticky atraktivnéjsi, protoZze jsou
biologicky odbouratelné a na vyjimky i biokompatibilni. (19) Polymery, jejichz zéklad vyroby

je zptirodnich zdroj, se nazyvaji biopolymery. Polymery, které se poji s biologickymi



strukturami téla, se nazyvaji biokompatibilni polymery. Ty, které se rozkladaji na biologicky

ptijatelné molekuly, se nazyvaji biodegradovatelné polymery. (20)

3.4.2. Prirodni polymery

Ptirodni polymery jsou rozsdhlou skupinou makromolekuldrnich latek. Nazyvaji
se prirodni, protoze se hojné vyskytuji v rostlinné i zivoc¢isné tisi. Slozité je jejich ziskavani.
Extrakce ze zdroje je ndkladna a pomérné komplikovana, jsou vysoce komplexni a variabilni.
Jejich vyhodou je, Ze jsou méné toxické nez syntetické polymery, jsou biokompatibilni, snadno
rozlozitelné a nezévadné pro zivotni prostfedi. (21) Materidly na pfirodni bazi zahrnuji
sacharidy (Skrob, alginat, chitosan, celul6za) nebo proteiny (s6ja, kolagen, hedvabi). Jedna
se 0 vysoce organizované struktury. (22) Prirodni polymery se daji klasifikovat podle piivodu

na rostlinny (celul6za) a Zivoc¢isSny (xanthamova guma, chitin). (19)

3.4.3. 2-Hydroxyethyl celuldza
Hydroxyethyl celuléza (2-HEC) je neiontovy, rozpustny polymer odvozeny od celuldzy.
Ve farmaceutickém prostiedi ma Siroké uplatnéni jako zahustovadlo, polymer s fizenym

uvoliovanim v pevné 1€kové formé, bioadhezivni ¢inidlo, pojivo nebo potahovaci ¢inidlo. (23)

Jadrem tohoto polymeru je celul6za, kterd je tvofena anhydroglukézovymi jednotkami,
kdy kazda z nich nese tii hydroxylové skupiny. VSechny komeréné dostupné derivaty celulozy
se ziskavaji esterifikaci nebo etherifikaci hydroxylovych skupin. Obecné plati, Ze mira
rozpustnosti derivatd celuldzy souvisi se stupném substituce a povahou substitu¢nich skupin.

Stupeni polymerace urcuje do urcité miry i stupeni viskozity.

Vyrobni procesy 2-HEC jsou zalozeny na reakci alkalické celulézy a ethylenoxidem
nebo ethylen chlorhydrinem za pfitomnosti hydroxidu a vody. Funkce hydroxidu je bobtnat

celul6zova vldkna a katalyzovat etherifikaci.

2-HEC jako materidl je bila, vlaknitd, pevna latka bez chuti a zapachu. (24)

R=H or CHQCHZOH

Obrdzek 5 — Struktura 2-HEC (25)



3.5. Polymerni gely
3.5.1. Charakterizace

Polymerni gely se skladaji z elastické polymerni sité¢ a tekutiny, ktera vypliuje prostor
této sit€. Gely jsou meékké struktury, které jsou schopny podstoupit velké deformace. (26)
Prestoze maji vlastnosti pevnych latek, jako je stalost tvaru, odolnost ve smyku atd., mohou
absorbovat rozpoustédlo a bobtnat do rozmértt mnohem vétsich, nez je jejich velikost v suchém
stavu. Skutecnost, ze gel je pevna latka prostoupend rozpoustédlem, znamena, Ze je lze
povazovat za kombinace pevnych latek a kapalin a jejich rovnovazny stav je urc¢en souhrou
mezi obéma slozkami. (27) Podle Ceského lékopisu se obecn& gely fadi mezi polotuhé

ptipravky. (28)

Existuji rtizné zpiisoby klasifikace gelil, jako je pfirodni nebo synteticky gel — podle
zdroje, hydrogel nebo organogel — podle kapalného média, chemicky nebo fyzikalni gel — podle
zesitovani. Typické ptirodni gely Ize vyrobit ochlazenim vodnych roztoki biologickych latek

jako jsou proteiny nebo polysacharidy (Zelatina, pektin, agar6za). (26)

3.5.2. Pfiprava gell

Struktury typu gela lze ziskat chemickymi nebo fyzikalnimi procesy. Chemickou gelaci
1ze uskute¢nit dvéma riznymi zplsoby. Prvni zptisob vyuziva aditivni polymeraci, kdy dochazi
k adici volnych radikalti na dvojnou vazbu napfiiklad vinylového monomeru. Druhy zptsob
je zalozen na kondenzaci polyfunk¢nich jednotek, kdy reakce vede k rozvétvenym fetézctim.

Tyto polymerni sit¢ ve vhodnych rozpoustédlech bobtnaji, ale nerozpousti se, stupeit bobtnani

cvwr

Fyzikalni gelace vyuziva principt, ze jakykoli fyzikalni proces, ktery podporuje spojeni
mezi urCitymi body na riznych fetézcich, mize vést ke vzniku gelu. Vznik vodikovych vazeb
vede ke vzniku Sroubovicovych struktur, pfi vzniku coulombickych vazeb dochézi k zesit'ovani

mezi dvéma nebo vice polymernimi fetézci prostrednictvim iontovych interakei. (26)

3.5.3. Hydrogely

Hydrogely jsou definovany jako trojrozmérné zesitované hydrofilni polymerni sité,
které jsou schopné nasat az tisicinasobek své suché hmotnosti ve vodé nebo biologickych
tekutinach. Vzhledem k vysokému obsahu vody a vysoké podobnosti s nativni extracelularni

matrici jsou hydrogely vysoce biokompatibilni. (29)



Hydrogely lze klasifikovat podle piivodu na ptirodni a syntetické. Pfirodni jsou typicky
odvozené od polypeptidi (fibrin, kolagen, zelatina) nebo polysacharidi (alginat, kyselina
hyaluronova). Jejich hlavni vyhodou je, Ze jsou biokompatibilni a biodegradovatelné.
Syntetické hydrogely (PEG, PVA) poskytuji vysokou miru manipulativnosti. Je to proto,
ze molekulové hmotnosti a poméry zesitovani syntetickych polymert lze fidit, aby se vyladily
fyzikalni vlastnosti (elasticita, pordzita, viskozita). (30) Dalsi zptsob klasifikace je zalozen

na povaze vedlejsich skupin — mohou byt iontové nebo neutralni. (31)

Hydrogely se obvykle pfipravuji spojenim malych molekul, jako jsou monomery
a oligomery, a reakci za vytvoteni sitové struktury. Nékolik metod zesitovani je zalozeno
nareakci volnych radikali. DalSi zptisob pfipravy vyuzivd pifimou reakci linearniho
nebo rozvétveného polymeru s difunkénim nebo multifunkénim zesitovacim ¢inidlem s nizkou
molekulovou hmotnosti. Toto ¢inidlo spojuje dva fetézce s vyssi molekulovou hmotnosti.

Tvorba hydrogelovych siti mtize byt i vysledkem chemicko-fyzikéalnich reakci. (32)

Hydrogely maji Siroké vyuziti v medicinské praxi pro aplikaci 1é¢iv. Hydrogely patii
mezi vynikajici kandidaty pro fizené uvolnovani, adhezivni aplikaci nebo cilenou distribuci.
Nejbéznéjsi vyuziti je pro peroralni aplikaci (usta, zaludek, tenké stfevo, tlusté stievo),
kdy mohou byt vyuZity k fizenému uvoliiovani nebo mohou v urcité ¢asti pfilnout a tim zajistit
uvoliiovani pouze v tomto miste. U rektalniho podani mohou hydrogely fesit problém vstiebani
lé¢iva z konvencnich €ipkli, kdy neni zajiSténa jejich jednotna poloha v rektu. Hydrogelové
¢ipky mohou opét ke sliznici pfilnout a zajistit pfesné misto vstiebavani. Pii1 aplikaci 1éciv
na ktizi je vyhodou dobra pfilnavost hydrogelu a libovolné pieruseni dodavky léc¢iva jejim
odstranénim z pokoZzky. Navic diky vysokému obsahu vody mohou hydrogely poskytnou lepsi

pocit na pokoZce ve srovnani s konvenénimi mastmi. (31)

3.6. Imiquimod
3.6.1. Charakterizace

IMQ, nukleosidovy analog rodiny imidazochinolini, je modifikator imunitni reakce
a prokazal ucinnost proti mnoha nadorovym entitdm. (33) Ma synteticky vzorec (1-(2-
methylpropyl)-1H-imidazo[4,5-C]chinolin-4-amin) a molekulovy Ci4Hi¢N4. (obrazek ¢.6)
Poprvé byl schvalen FDA v roce 1997 k 1é¢bé vnéjsich genitalnich a perianalnich bradavic. (34)
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Obrazek 6 — Struktura IMQ (35)

Dnes je topicky IMQ 5% krém (Aldara), indikovan k 1écbé vnéjSich perigenitalnich
bradavic, povrchového a aktinickych keratéz. Krém se aplikuje dvakrat az pétkrat tydné
na razné¢ dlouhou dobu v zavislosti na indikaci. Lokalni krém byl také hodnocen v n€kolika
dalsich koznich indikaci. Zda se, Ze topicky IMQ je dobfe snasen, s moznosti prestavek v 1écbe
pfi mistnich koznich reakcich. Stimuluje vrozené i1 buiikami stimulované imunitni reakce
na viry a naddorové buiiky prostfednictvim fady molekularnich d&jt. Zatimco vétSina aktivity
se vyskytuje v misté podani, byla také zaznamendna minimalni systémova imunomodulace
po topickém podani. Systémova absorpce byla minimalni po aplikaci 5% IMQ denné po dobu
sedmi dnli u zdravych dobrovolnikli a po dobu 16 tydnii u pacientid s perigenitdlnimi
bradavicemi. Lécivo je v kizi zadrzovano delsi dobu, to méa za nasledek polocas eliminace

jeden den. IMQ a jeho aktivni metabolity jsou vyluCovany moci a stolici. (36)

3.6.2. Mechanismus ucinku

Mechanismus uc¢inku probihd prostfednictvim membranového toll-like receptoru 7
na monocytech a makrofazich a na dendritickych bunikach epidermis a dermis. Pti navazani
IMQ na tento receptor se aktivuji Langerhansovy buiky, které zac¢nou uvoliovat
interleukin 1). Langerhansovy buiiky zaroven migruji do lymfatickych uzlin k prezentaci
antigenu. Stimulaci vrozené 1 ziskané protinddorové imunity dochézi k inhibici ristu nadoru,
k indukci apoptézy a k destrukci nadoru specializovanymi butikami imunitniho systému

(natural killer buiiky) a T-lymfocyty. (37)

3.6.3. Klinické udaje



Frekvence nanéseni a délky 1écby se 1isi podle indikace. V ptipad¢ zevnich kondylomat
se krém aplikuje tfikrat tydné na noc po dobu 16 tydnl. U povrchového basoceluldrniho
karcinomu se aplikuje pétkrat do tydne na 8 hodin po dobu 6 tydnt. Pouziti u pediatrickych
pacientl se nedoporucuje. Krém se nandsi na omytou a osusenou pokozku v tenké vrstve a vtira
se do kize, dokud se zcela nevstieba. Aplikuje se na noc, béhem jeho puisobeni neni mozné
se sprchovat. Pfed i po aplikaci krému je nutné si umyt ruce. LéCenou oblast je potieba chranit

pred sluncem. (38)

Mezi nejcastéjsi nezadouci Gcinky patfi mistni kozni reakce, ze systémovych reakci byly

hlaSeny bolesti hlavy, symptomy podobné chfipce a myalgie. (38)

3.6.4. Realna zkuSenost

V kontrolovanych studiich s pouzitim 5% krému s IMQ k 1écb¢ perianalnich virovych
bradavic bylo Casté podrazdéni kiize v misté aplikace, ale nebyla pozorovana zadna systémova
toxicita. U 50leté pacientky s koZznimi metastatickymi 1ézemi melanomu probihala lokalni 1é¢ba
dacarbazinem, kdy 1éze zlstavaly stabilni, ale na levém prsu se objevil novy shluk koznich
metastdz. Po pfidani terapie IMQ tiikrat tydné se velikost nddoru zmensila a po 12 tydnech
jiznebyla mozna sonografickd detekce nadoru. Nelécené kozni metastizy soucasné
progredovaly. Lokalni podrazdéni v mistech aplikace IMQ bylo jedinym nezadoucim ucinkem.

(39)
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Chemikalie, material a pfistroje

Pro experimentalni ¢ast diplomové prace byla pouzita ultra ¢ista voda ¢isténa systémem
milli-Q na katedfe biochemickych véd (FaF, UK). Syntéza dendritickych molekul, které byly
v této praci vyuzivany, je popsana v obhajenych diplomovych pracich. (40) (41) Syntetizovana
a uplatnéna byla 0. generace (Mw=492,31 g/mol), 1. generace (Mw=1210,90 g/mol) a 2.
generace (Mw=2648,09 g/mol). Pouzity IMQ (Mw=240,31 g/mol) byl zakoupen od firmy TCI,
Japonsko. Pro tpravu pH vodného roztoku byla pouzita 36% kyselina chlorovodikova (HCI)
(Mw=36,46 g/mol) nebo hydroxid sodny (NaOH) (Mw=40,00 g/mol) od vyrobce Penta, CR.

Pro pfipravu acetdtového pufru jako soucast mobilni faze vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) byl upotieben chlorid sodny (NaCl) (Mw=58,40 g/mol) zakoupeny
od firmy Merck, Némecko a kyselina octova (CH;COOH) od vyrobce Penta, CR. Zbytek
mobilni faze tvofil methanol (MeOH) pro HPLC (Mw=32,04 g/mol) a acetonitril (ACN)
pro HPLC (Mw=41,05 g/mol), Merck, Némecko. Pfi vakuové filtraci mobilni faze byla vyuZita
nylonova membréana 0,45 um od vyrobce Fisher Scientific, EU. Analyza koncentrace IMQ

v jednotlivych fazich probéhla pomoci systému HPLC 1290 Infinity, Agilent, Némecko.

Pii permeacich byl jako kontrolni vzorek pouzit 1éCivy ptipravek Aldara od vyrobce
Meda, Svédsko, jedna se o krém, ktery obsahuje 5 mg IMQ na 100 mg krému. 2-HEC
(Mw=1300000,00 g/mol), pouzity k ptipravé gelli, byl zakoupen od firmy Merck, Némecko.
Jako akceptorova faze pro permeace byl vyuzit 10mM izotonicky fosfatovy pufr (PBS) o pH
7,4, ptipraveny z dihydratu dihydrogenfosfore¢nanu sodného (NaH,PO4*2H,0) (Mw=156,00
g/mol), dodecahydratu hydrogenfosforecnanu sodného (Na;HPO4*12H,0) (Mw=358,00
g/mol), NaCl (Mw=58,40 g/mol), chloridu draselného (KCI) (Mw=74,60 g/mol) potizeno
zPENTA, CR a gentamicin sulfatu zakoupeno od firmy Merck, Némecko. Pouzité
rozpoustédlo na extrakci jednotlivych vrstev kozni bariéry se skladalo z ACN pro HPLC
(Mw=41,05 g/mol) a amonium acetatu, vSechny tyto uvedené suroviny byly zakoupeny
od firmy Merck, Némecko. Cely, které byly vyuzity pfi permeacich, jsou ruc¢ni vyroby, maji
objem ~7 ml. Poté byly vlozeny do vany s vodni 1azni temperovanou na 37 °C a pro snazsi
oddélovani epidermis a dermis bylo potifeba kratkodobé plisobeni vyssich teplot, a proto byla

vyuzita trouba, oba pfistroje od vyrobce Memmert, Némecko.

Navazovani jednotlivych surovin probéhlo pomoci analytickych vah Ohaus Pioneer

a Ohaus Discovery od vyrobce Ohaus, USA. Specifické objemy byly odméfovany pipetou



s nastavitelnym objemem Transferpette S, Brand Tech Scientific, USA. Roztoky byly
kratkodobé homogenizovany pomoci pfistroje Vortex MS 3 Digital, IKA, Némecko,
pro dlouhodobou homogenizaci byla vyuzivana tiepatka LT3, Nedform, CR. Sonikace
provadéna v ultrazvukové lazni K-12 LE, Kraintek, CR. Pro centrifugaci roztokd byl vyuzit
piistroj miniSpin, Eppendorf, Némecko s nastavenym ¢asem 5 minut a 3000 otacek za minutu.
Pii méfeni pH byl pouzivan pfistroj SevenCompact, Mettler Toledo, CR pro pH malych objemi
Hanna model 210, Merck, Némecko a magneticka michacka MR Hei-Standard, Heidolph.

4.2. Ptiprava hydrofilnich gell s obsahem IMQ a dendritickych
molekul

4.2.1. Priprava vodnych roztok’ IMQ

Postupné byly provedeny dva pokusy. Pro kazdy byly ptipraveny dvé skupiny vodnych
roztokd IMQ za u¢elem stanoveni koncentrace IMQ v roztoku pomoci metody HPLC. V obou
ptipadech prvni skupina vzorki (A) byla pfipravena pfidanim 1 mg IMQ do 1 ml vodného
roztoku o pH 5,5, ktery vzniknul upravenim ultra ¢isté vody pro HPLC pomoci 36% HCI. Voda
s upravenym pH na 5,5 byla pfipravena v nadbytku a skladovana pfi laboratorni teploté
pro budouci pouziti. pH 5,5 bylo pouzito z diivodu, Ze odpovida fyziologickému pH povrchu
kize, a proto by mélo byt pro nase formulace idealni. Druha skupina vzorki (B) byla pfipravena
stejnym postupem, kdy 1 mg IMQ byl pfidan do 1 ml ultra ¢isté vody o pH 7. Tento roztok
vzniknul upravenim ultracisté vody pomoci NaOH, byl pfipraven v nadbytku a uchovan
pro dal$i pouziti. Pro druhou skupinu vzorka bylo zvoleno pH 7, aby bylo zji§téno, jaka je
rozpustnost IMQ v neutralnim pH. Vysledné vodné roztoky IMQ byly pfipevnény na tfepacku

a ponechany 24 hodin homogenizovat, aby doslo ke vzniku nasycenych roztoki IMQ ve vodé.

Vsechny roztoky byly nasledn¢ podrobeny metodé HPLC (viz dale). Vodné roztoky
s obsahem IMQ a hodnotou pH 5,5 byly dale pouzity k tvorbé gelu a vyuZity pti permeacich.

4.2.2. Pfiprava vodnych roztokd dendritickych molekul

Pti ptipravé vodnych roztokl dendritickych molekul bylo vytvofeno nékolik skupin
vzorktli. Pro prvni pokus byly vytvofeny vzorky s obsahem pouze 2. generace dendritickych
molekul s koncentraci 2,5mM. Pro druhy pokus byla pfipravena prvni skupina 0. generace
s koncentraci 10mM, oznacena GO-10, druha skupina 0. generace SmM, oznacena GO0-5, teti
skupina 1. generace SmM, oznacena G1-5, ¢tvrta skupina 1. generace 2,5mM, oznacend G1-
2,5, pata skupina 2. generace 2,5mM, oznacena G2-2,5 a Sestd skupina 2. generace 1,25mM,

oznacend G2-1,25. Bylo vypocteno potfebné mnozstvi vodného roztoku dendritickych molekul



na zéklad¢ potfebného objemu k HPLC, tvorbé gelu a minimalniho odpadu. Poté byla
vypoctena i teoretickd navazka dendrimerti, pomoci hmotnosti, moladrni hmotnosti a objemu,
pro ptipravu téchto vodnych roztokii dendritickych molekul. Do vialek bylo navazeno potiebné
mnozstvi dendritickych molekul, podle redlné navazky byl k navazkam ptidan realny objem

vodného roztoku o pH 5,5.

Ve vsech piipadech vysledné pH vodnych roztokt dendritickych molekul odpovidalo
hodnoté¢ okolo 2. Pozadavkem bylo, aby vysledné roztoky mély hodnotu pH 5,5, aby bylo
nejblize fyziologickému pH kuze. Z toho divodu bylo pH roztokt upravovano pomoci velmi
koncentrovanych roztoki NaOH v nejmensim mozném mnozstvi, aby nedoSlo ke zméné

vysledné koncentrace z diivodu velkého zasahu do objemu.

Vzniklé roztoky dendritickych molekul byly pouzity k tvorbé roztokti IMQ s obsahem
dendritickych molekul (viz dale).

4.2.3. Pfiprava vodnych roztok( IMQ s obsahem dendritickych molekul

Do oznacenych vialek byl navazen 1 mg IMQ. Pro prvni pokus byla skupina vzorki 2.
generace s koncentraci 2,5mM oznacend G2-2,5 1.4. Pro druhy pokus prvni skupina 0. generace
s koncentraci 10mM oznacend G0-10 1.5, druhd skupina 0. generace SmM, oznacena GO-5 s,
tieti skupina 1. generace SmM, oznacena G1-5 1.5, ¢tvrta skupina 1. generace 2,5mM, oznacena
G1-2,5 1.5, pata skupina 2. generace 2,5mM, oznacend G2-2,5 1.5 a Sestd skupina 2. generace
1,25mM, oznacend G2-1,25 i.5. Potiebné mnozstvi IMQ pro tvorbu téchto roztokii bylo
vyvozeno z vysledki HPLC analyzy vzorkd IMQ ve vodném roztoku, ktery neobsahoval
dendritické molekuly. Potfebné mnozstvi IMQ s pfitomnosti dendritickych molekul roste.
Ke kazdé navazce ve skupinach vzorki bylo ptidano potfebné mnozstvi prislusného roztoku
dendrimerii. Takovy objem byl zvolen na zéklad¢ potfebného objemu k HPLC, pottebného
objemu pro pfipravu gelu a zaroven minimalniho odpadu. VSechny piipravené vzorky byly
upevnény ve stojanu a piipevnény na tfepacku, kde byly 24 hodin homogenizovany do vzniku

nasycenych roztoki.

Vzniklé roztoky byly podrobeny metodé HPLC a nasledné z nich byly pfipraveny gely,

dale vyuzité pfi permeacich (viz déle).

4.2.4. HPLC stanoveni koncentrace IMQ
HPLC je metoda, kterd byla vyuzita pro zjiSténi koncentrace IMQ v pfipravenych

vzorcich. Pro pfipravu mobilni faze pro HPLC byl nejprve pfipraven acetitovy pufr,



a to rozpusténim 9,04g CH3COOH a 8,77g NaCl v 1500 ml vody a tpravou pH na hodnotu 4
pomoci NaOH. Vysledny acetitovy pufr byl zfiltrovan pomoci vakua pies nylonovou
membranu. Findlni sloZzeni mobilni faze bylo: acetatovy pufr, MeOH a ACN v poméru

1080:370:550, a do méteni byla uchovavana v lednici.

Ptiprava vzorki pro HPLC probihala po 24h homogenizaci. Vzorky byly podrobeny
centrifugaci a nasledné filtraci ptes vatu. Pti filtraci bylo vyuzito maximalni mozné mnozstvi
bez odebrani sedimentu. U vSech vzorkl bylo zkontrolovano pH. Dale bylo nutné ziedit kazdy
vzorek 10x anasledné 100x. Pro fedéni 10x bylo odebrano 100 ul ptivodniho vzorku a nafedéno
900 pl vody o pH 5,5. 100x zfedény vzorek vzniknul odebranim 10 pl 10x fedéného vzorku
a pfidanim 900 pl zasobniho roztoku. Po kazdém fedéni bylo nutné vzorek kratkodobé
homogenizovat. Vzorky bylo potieba fedit z dlivodu nastavené metody pro HPLC, ktera je

kalibrovana pro koncentrace 20-5000 ng/ml.

Pro metodu HPLC byla pouzivana pfipravena mobilni faze acetatovy pufr (100 mM,
pH=4)/MeOH/ACN v poméru 1080:370:550. Analyza probéhla na koloné¢ HS Discovery C-
18 150 mm x 4,6 mm (5 pm &astice s porozitou 100 A) pii temperaci kolony 25 °C. Podminky
byly nastavené na injektovany objem 1 ul, pritok 1 ml/min, doba analyzy 5 minut. IMQ byl
detekovan pomoci fluorescenéniho detektoru (Aexc = 240 nm, Aem = 360 nm) a jeho retencni
cas byl 3,1 minuty. Tlak byl okolo hodnoty 120 barti. Vysledné hodnoty byly uvedené
v jednotkach ng/ml.

Prvné¢ byly HPLC podrobeny vzorky, které neobsahovaly dendritické molekuly,
aby byla zji§téna hodnota koncentrace IMQ pouze ve vodném prostiedi, bez specifického pH
abylo mozné predikovat potfebné mnozstvi IMQ pro roztoky s obsahem dendritickych
molekul. Nésledné¢ byly HPLC podrobeny vSechny vzorky sriznymi generacemi

1 koncentracemi dendritickych molekul a IMQ.

4.2.5. Pfiprava hydrofilnich gel(

Do vody ve vialce byla postupné piidavana navazka polymeru. Po pfidani kompletniho
mnozstvi polymeru bylo vloZeno do roztoku magnetické michadlo, roztok upevnén
na magnetickou michacku, kde vzorky byly homogenizovan. Do tvorby ¢irého a viskdzniho
gelu byla potfeba minimaln€ hodina casu. Takto byl pfipraven gel s obsahem 2-HEC

v koncentraci 1 %.

Pii tvorbé gell pro permeace polymer bobtnal vroztoku pH 5,5 sobsahem

dendritickych molekul riiznych generaci a koncentraci a s obsahem IMQ. Pro prvni pokus byly



smiseny pfipravené roztoky IMQ s obsahem druhé generace dendritickych molekul
o koncentraci 2,5mM s primérnou koncentraci IMQ 0,04 mg/ml a pH 5,57. Pro druhy pokus
byl z kazdé skupiny vzorkd vybran jeden podle primérné hodnoty koncentrace IMQ, jak je
uvedeno v tabulce €. 1.

Tabulka 1 — Namérené hodnoty ve vybranych roztocich pro pfipravu gelu s obsahem dendrimert pro
druhy pokus

Generace Koncentrace Koncentrace IMQ Hodnota pH
dendrimer (mM) (mg/ml)
0 5 0,04 5,84
0 10 0,03 5,53
1 2,5 0,03 5,44
1 5 0,02 5,45
2 1,25 0,03 5,66
2 2,5 0,04 5,55

Pro oba pokusy byl jeden vzorek ponechan bobtnat ve vodném roztoku IMQ o pH 5,5
bez piitomnosti dendritickych molekul. Tento roztok vzniknul smisenim jiz pfipravenych

vzorku bez dendrimeru.

4 3. Permeace

o 24

ktze (obrazek €. 7).



Obrdzek 7 — Soucasti cely

Vrchni sklenénd, spodni sklenénd ¢ast a dvé rizné vysoké teflonové desticky s otvorem
1 cm? byly natfeny silikonem. Do spodni sklenéné &asti o objemu ~ 7 ml bylo vlozeno
magnetické michadlo. Mezi teflonové desticky byla vlozena lidska ktize, ktera predem byla
nafezana na malé ctverce, které plochou odpovidaly ploSe teflonové desticky. Pouzité klize byly
darovany Zenami, které podstoupily abdominoplastiku v chirurgickém centru Sanus, Hradec
Kralové. Po operaci byl z kiize odstranén podkozni tuk a kiize byla az do pouziti uchovavana
pii -20 °C. V ¢ase potieby byla volné rozmrazena a pouzita na permeaci. Cely proces probihal
po souhlasu Etické komise (No. 5/4/2018) a podle principti Helsinské deklarace. VSechny ¢asti

cel byly postupné sestrojeny a upevnény pomoci diivek a gumicek (viz obrazek ¢. 8).

Obradzek 8 — Sestrojend sklenénd cela



Akceptorova faze byla tvofena 10mM izotonickym PBS s hodnotou pH 7.4, ktery byl
pfipraven postupnym navazenim a rozpuSténim 0,31g NaH>PO4*2H>O, 2,87g
Na,HPO4*12H,0, 8,00g NaCl, 0,20g KCl a 0,05g gentamicinu v 1000 ml ultra ¢isté vody.

Po sestrojeni byl do spodni sklenéné ¢asti pomoci stiikacky pfidan 10mM izotonicky
PBS s hodnotou pH 7,4 az po okraj a byly odstranény vzduchové bubliny. Zbylé mnozstvi
10mM izotonického PBS ze stiikacky bylo pfevedeno do odmérného valce, timto zplisobem
byl zjiStén aplikovany objem 10 mM izotonického PBS do cely. Takto byly pfipraveny vSechny
cely, které byly vloZzeny do stojanu ve vané s vodni lazni (obrazek €. 9), vytemperovanou
na teplotu 32 °C, kterd odpovida fyziologické teploté kiize. Temperace se pfedem nechala

ustalit 24 hodin.

Obrdzek 9 — Cely ve vodni ldzni

Druhy den byly piekontrolovany vSechny cely, znovu odstranény vzniklé vzduchové
bubliny a doplnéna odpatfend akceptorova faze. Byla doplnéna odpaiena voda z vodni 1azné,
aby méla dostateCnou hladinu. Do kazdé cely bylo aplikovano 50 ul vzorkt, kazdy vzorek byl
aplikovan pfi prvnim pokusu 4% (tabulka €. 2). Pfi druhém pokusu byl kazdy vzorek s obsahem

IMQ a dendrimer aplikovan 5%, 1é¢ivy ptipravek Aldara 7%, jak je zndzornéno v tabulce €. 3.



Tabulka 2 — MnoZstvi vzorki aplikovanych na kiZi pfi prvnim pokusu

Cislo cely Vzorek MnoZzstvi
1.-4. Roztok pH 7 50 ul
5.-8. Roztok pH 5,5 50 ul

9.-12. Roztok pH 5,5 + G2 2,5mM 50 pl
13.-16. Gel pH 5,5+ G2 2,5mM 50 ul
17.-20. Aldara 25 mg

Tabulka 3 — MnoZstvi vzork( aplikovanych na kizi pri druhém pokusu

Cislo cely Vzorek MnozZstvi

1.-5. Gel pH 5,5 50 ul
6.-10. Gel pH 5,5 + GO SmM 50 pl
11.-15. Gel pH 5,5 + GO 10mM 50 pl
16.-20. Gel pH 5,5 + G1 2,5mM 50 ul
21.-25. Gel pH 5,5 + G1 SmM 50 pl
26.-30. Gel pH 5,5 + G2 1,25mM 50 pl
31.-35. Gel pH 5,5 + G2 2,5mM 50 ul
36.-42. Aldara 25 mg

Kontrolnim vzorkem byl 1é¢ivy ptipravek Aldara. Aplikace Aldary do jednotlivych cel
byla naro¢na z diivodu jeji 1ékové formy. Prvné tedy byla zvaZena prazdna plastova Spicka, poté
do Spicky nabran 1écivy piipravek v nadbytku, Spi¢ka byla zvaZena, krém aplikovan na kizi
a Spicka opét zvazena. Odecitanim bylo zjistovano, jakd hmotnost krému jiz byla aplikovéana
a postupné se aplikovalo piiblizn€ 25 mg 1é€ivého pripravku do kazdé cely. Toto mnozstvi mélo
podobny obsah IMQ jako pfipravené vzorky. Po aplikaci byly vzorky ponechany v celach

ve vytemperované vodni ladzni 8 hodin.

Po 8 hodinach od aplikace byly z kazdé cely formulace odstranény pomoci vatové
tyCinky a destilované vody. Nejprve bylo aplikovano 500 pl destilované vody, kterd byla
postupné odstrailovana spolu s aplikovanou formulaci pomoci vatové ty¢inky, podruhé bylo
aplikovano 300 pl destilované vody a kiize vatovou ty¢inkou dociSténa. Pfi Cisténi byla jasné
zietelna oddélena vrstva zaschlého gelu, ktera se pfichytila na vatovou ty¢inku. Po odstranéni

formulaci byly sestrojené cely ponechany do druhého dne ve vytemperované vodni lazni.



Bylo pfipraveno potiebné mnozstvi vialek, byly piipraveny zvlast pro epidermis,
dermis, zbytek kiuize bez aplikované formulace a pro 10mM izotonicky PBS. Pro filtraci
extrakéniho Cinidla byly pfipraveny plastové Spicky pro poloautomatickou pipetu naplnéné
vatou. Pro extrakci bylo potieba extrak¢niho Cinidla, které bylo pfipraveno smisenim ACN

a acetatu amonného (5 mM, pH 2,7) v poméru 98:2.

Teti den byly rozebrany viechny cely. Cast kiize, na které byla aplikovana formulace,
byla oddé€lena od zbytku. Nasledn¢ pouzitim pinzet byla oddé€lovana epidermis a dermis,
pro podporu oddéleni byla vyuzito zahtati navlh¢ené kiize na 80 °C po dobu jedné minuty.
Odd¢lené vrstvy byly zvlast’ vlozeny do piipravenych vialek a zvazeny. Na zbytku kize,
na ktery nebyla aplikovana formulace, nebyly jednotlivé vrstvy oddélovany a cely kus byl
vlozen do pfipravené vialky a zvdzen Do kazdé vialky bylo pfiddno ptfedem piipravené
extrakéni ¢inidlo. K epidermis 1 ml, k dermis 2 ml a ke zbytku kize 3 ml extrakéniho ¢inidla.
Vsechny vialky byly pfipevnény k tfepacce a ponechany 24 hodin intenzivné protfepavat
a extrahovat. Mezi tim byly v§echny vzorky akceptorové faze pieneseny do pfipravenych vialek
a poté pomoci poloautomatické pipety zfiltrovany pies plastovou Spicku naplnénou vatou

do pfipravené vialky pro HPLC VSechny vzorky byly podrobeny HPLC.

Ctvrty den, po 24hodinové extrakci epidermis, dermis a zbytku kiize, byl kazdy extrakt
zfiltrovdn pomoci poloautomatické pipety a plastové Spicky naplnéné vatou do vialky

pro HPLC. V8echny vzorky pak byly podrobeny HPLC analyze.



5. Vysledky a diskuze

Vyuziti schopnosti dendritickych molekul pii zvySovani rozpustnosti hydrofobnich
1é¢iv a nasledné zvysSeni jejich biodostupnosti bylo popsano jiz v nékolika publikovanych
Clancich. (42) (43) (44) IMQ je hydrofobni 1éciva latka, kterd se prokazala jako ucinna

proti nddorovym lézim a je vyuzivana v klinické praxi. (33)

Cilem této prace je zvySovani rozpustnosti hydrofobni 1écivé latky IMQ ve vodném
roztoku za vyuziti dendritickych molekul. ZvySeni rozpustnosti zprostfedkované dendritickou
molekulou je zavislé hlavné na faktorech jako generace a koncentrace dendrimeru nebo pH
roztoku. (44) Struktury dendrimert, které byly pouzity v této diplomové praci, jsou na obrazku
10. Nasledovala formulace tohoto roztoku do hydrofilniho gelu pro zlepSeni

jeho aplikovatelnosti na kazi.
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Obrdzek 10: Struktury dendrimert



Prvni ¢ast této prace spocivala v pfipravé vodnych roztokt lécivé latky. Priprava
nasycenych vodnych roztokii IMQ bez dendritickych molekul i IMQ s dendritickymi
molekulami probihala prostym rozpousténim za laboratorni teploty s dodanim mechanické
energie. Tento postup rozpousténi byl dostacujici k pfipravé nasycené roztoku IMQ. pH
vytvofenych roztokii odpovidalo pH lidské kiaze (pH 5,5) z diivodu, aby vSechny faktory,
které by mohly negativné ovliviiovat vlastnosti lidské kize, byly potlaceny. (45) DalSim
krokem byla tvorba gell, které jsou jako l€ékové formy vice vhodné pro aplikaci na kizi
pro svoji vyssi viskozitu nez roztoky. Na zéklad¢ publikovanych clanki byla jako zakladni
polymer vybrana 2-HEC, ktera vytvari gely s hladkou a homogenni strukturou s vyhodnymi
reologickymi a mechanickymi vlastnostmi. (46) (47) Poslednim krokem experimentalni Casti
byly permeacni pokusy na lidské ktizi, kdy bylo nasledné zjistovano mnozstvi IMQ vstfebané
do jednotlivych vrstev kiize a vnitiniho prosttedi. Pfipravené gelové formulace byly aplikovany
na lidskou kizi po dobu 8 hodin, doba aplikace byla stanovena na zékladé¢ aplikace 1é¢ivého
ptipravku Aldara, ktery mé byt aplikovan po dobu 8 hodin. (38) Bylo aplikovano 50 pl
ptipravené formulace, protoze po ptedchozi zkusebni aplikaci bylo zjisténo, ze takové mnozstvi
je dostacujici k pokryti celé plochy zkouSené kiize. Po odstranéni gelu nésledovala separace
jednotlivych vrstev kiize, pro lepsi separaci byla kiize vystavena vys$§im teplotdm, pomoci
kterych bylo mozné lepsi oddéleni epidermis a dermis a nésledné¢ byla provedena

jejich extrakce.



5.1. Rozpustnost vzork IMQ
Tabulka ¢islo 4 zndzornuje prumérné hodnoty naméfenych hodnot rozpustnosti vodnych
roztoki IMQ a vodnych roztoki IMQ s riiznymi generacemi a koncentracemi dendritickych
molekul, v tabulce jsou uvedeny i smérodatné odchylky naméienych hodnot. Primérné hodnoty

byly vyhodnocovéany vzdy z péti méteni ve skupin€ vzorkda.

Tabulka 4 - Primérné hodnoty namérenych hodnot rozpustnosti jednotlivych vzorki IMQ

Vzorek Rozpustnost [pug/ml] SD
Roztok pH 7 2,30 +1,08
Roztok pH 5,5 3,01 +0,91
R((;zzt(il,(z ;s»g 1\54,5 26,86 +2,53

Jak je shrnuto v tabulce 4, tak je zfetelné 1 v grafickém znazornéni na obrazku 11, neni
vyznamny rozdil v rozpustnosti IMQ mezi roztoky o hodnoté pH 5,5 a pH 7 bez ptitomnosti
dendritickych molekul. Pfedchozi studie ukazala, Ze rozpustnost IMQ je vyssi pfi niz§im pH,
ale tento jev byl vice patrny pii hodnotach pH niz§ich nez 5. (48) Naopak pfitomnost
dendritickych molekul ve vodném roztoku IMQ jeho rozpustnost vyznamné zvySuje (pfiblizné
10x vyS$8i rozpustnost). Mezi rozpustnosti IMQ v roztocich bez ptitomnosti dendritickych
molekul a vroztocich s jejich pfitomnosti je statisticky vyznamny rozdil (neni ukadzano
v grafu). Vodné roztoky obsahujici dendrimery prokazaly 10x% vy$§i rozpustnost IMQ,
coz dokazuje, Ze nizs§i pH neni jediny divod zvysSené rozpustnosti. Na druhou stranu, nebyla

pozorovana Zadna zavislost na generaci nebo koncentraci dendrimert.
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Obrdzek 11 — Rozpustnost IMQ



5.2. Prvni permeace
V tabulce 5 jsou uvedeny priimérné hodnoty z jednotlivych méteni vsttebaného IMQ
do epidermis a jejich smérodatné odchylky. Primémé hodnoty jsou vypocitany vzdy

z minimaln¢ 3 riiznych méteni ve skupin€ vzorki.

Tabulka 5 - Primérné hodnoty naméreného mnoZstvi vstiebaného IMQ v epidermis

Priumérné mnozstvi vstirebaného
Vzorek SD
IMQ [ng IMQ/mg epidermis]

Roztok pH 7 8,33 +6,95
Roztok pH 5,5 17,13 +8,93
Roztok pH 5,5 76,73 +42.81

G2 2,5mM
Gel pH 5,5 +28.14
G2 2,5mM 76,57

Aldara 257,42 +222.53

Jak je zndzornéno na obrazku 12, ze vzorkli s obsahem dendritickych molekul
se do epidermis vstiebalo 5-9% vys§§i mnozstvi IMQ nez ze vzorkl, které dendritické molekuly
neobsahovaly. AvSak neni vyznamny rozdil v mnozstvi vstfebané 1é¢ivé latky z roztoku
a z gelu. Mnozstvi vstiebaného IMQ z pfipravenych vzorki s dendrimery je asi 3% nizsi

nez mnozstvi IMQ vstiebaného z kontrolniho vzorku (1é€ivy piipravek Aldara).
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Obrdzek 12 - Grafické zndzornéni mnoZstvi vstfebaného IMQ do epidermis

I kdyZ je mnozstvi vstiebané 1é€ivé latky 3% nizsi u ptipravenych vzorkii nez u kontroly,
je potteba dodat, Ze aplikované mnozstvi IMQ ve formulacich obsahujicich dendrimery
je cilené niz8i nezZ u 1écivého pripravku Aldara. Naptiklad, kdyZ bylo aplikovano 50 pl gelu
o pH 5,5 s obsahem G2 dendritickych molekul v koncentraci 2,5mM, mnoZzstvi IMQ je 1,34 pg
(koncentrace IMQ je 26,8 pg/ml). Na druhou stranu pfi aplikaci 25 mg pfipravku Aldara,
je mnozstvi IMQ 1,25 mg (koncentrace IMQ je 5mg/100mg). Tento rozdil v aplikovaném
mnozstvi IMQ je téméf 1000x nizsi. Proto z tohoto grafického znazornéni miizeme vyvodit,
ze dendritické molekuly pozitivné ovlivituji vstiebavani hydrofobni 1é¢ivé latky IMQ
bez zavislosti na aplikacni formulaci. Z hlediska aplikace na kizi je vSak vice vhodny

viskoznéjsi gel.



V tabulce 6 jsou uvedeny primérné hodnoty z jednotlivych méfeni vsttebaného IMQ
do dermis. Primérné hodnoty jsou vypocitany vzdy z minimaln¢ 3 riznych méfeni ve skupiné

vzorku.

Tabulka 6 - Priimérné hodnoty naméreného mnoZstvi vstfebaného IMQ v dermis

Prumérné mnozstvi vstirebaného
Vzorek SD
IMQ [ng IMQ/mg dermis]

Roztok pH 7 1,12 +1,09
Roztok pH 5,5 0,55 +0,75
Roztok pH 5,5

G2 2,5mM 174 +0,53

Gel pH 5.5

G2 2,5mM 2,93 +1,09
Aldara 3,99 +1,51

Primérné mnozstvi vsttebaného IMQ v dermis je v porovnani s epidermis nizsi.
Mezi jednotlivymi formulacemi nebyl nalezen Zadny statisticky vyznamny rozdil (obrazek 13).
ProtoZe je cilem dosahnout pouze lokéalniho plsobeni 1éCiva v epidermis, bylo by idealni
dosahnout nulového vstrebani 1é¢ivé latky do dermis 1 akceptoroveé faze. Nejvyssich hodnot zde
dosahl kontrolni vzorek Aldara, v dermis jsou hodnoty pfipravenych formulaci v porovnani

s kontrolou nizsi, ale v akceptorové fazi vyssi, coz neni Zadouci.
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Obradzek 13 - Grafické zndzornéni mnoZstvi vstfebaného IMQ do dermis



V tabulce 7 jsou uvedeny primérné hodnoty z jednotlivych méteni detekovaného IMQ
v akceptorové fazi. Primémé hodnoty jsou vypocitdny vzdy z minimélné 3 raznych méieni

ve skuping vzork.

Tabulka 7 - Primérné hodnoty naméreného mnoZstvi detekovaného IMQ v akceptorové fazi

Primérné mnoZstvi
Vzorek SD
detekovaného IMQ [ng/cm?]

Roztok pH 7 252,94 +258,340
Roztok pH 5,5 695,25 +814,06
Roztok pH 5,5

G2 2,5mM 508,18 +468,55

Gel pH 5,5

G2 2.5mM 846,11 +839,35
Aldara 418,58 +430,41

Jako v ptipad¢ dermis, nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil mezi detekovanym
mnozstvim IMQ v akceptorové fazi po aplikaci jednotlivych formulaci. Kvili pfitomnosti IMQ
v akceptorové fazi lze fict, ze vSechny formulace dorucuji 1€¢ivo do systémového obéhu, coz je
v pfipadé IMQ neZadouci. Systémova cirkulace IMQ po topické aplikaci patii mezi hlavni

nevyhody topické formulace Aldara a je zodpov&dna za jeji neZadouci vedlejsi U€inky.
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Obrdzek 14 - Grafické zndzornéni mnoZstvi vstfebaného IMQ do akceptorové fdze

V dermis 1 akceptorové fazi je urcity trend vice vstiebaného IMQ z gelové formulace
(obrazek 13, 14), coz miize byt vysvétleno nedokonalym odstranénim formulace po 8 hodinach

aplikace. Gel mlZe byt ztak malé casti kiize s omezenym pfistupem hlfe odstranitelny

kvali své viskdzni struktufe.

Po prvni permeaci bylo rozhodnuto pokracovat dal§i permeaci s gely s riznymi
generacemi a koncentracemi dendritickych molekul, aby bylo mozné zjistit, jestli ma generace

a koncentrace dendritickych molekul vliv na vstfebavani IMQ.



5.3. Druha permeace
Pti druhé permeaci byly na zakladé vysledkli z prvni permeace pouzity pouze gelové
formulace. Jeden gel pouze s obsahem IMQ a zbylych 7 formulaci s obsahem IMQ a riznych
generaci a koncentraci dendritickych molekul. V tabulce 8 je znazornéno mnozstvi vsttebané¢ho
IMQ do epidermis, véetné jejich smérodatnych odchylek. Je zde mozné porovnat hodnoty
vsttebaného IMQ mezi jednotlivymi zhotovenymi formulacemi a porovnat tak mozny vliv
meénici se generace a koncentrace dendritickych molekul na prostup IMQ do jednotlivych

vrstev. Uvedené hodnoty jsou vysledkem minimaln€ 4 riznych méfenti.

Tabulka 8 - Priimérné hodnoty naméreného mnoZstvi vstfebaného IMQ v epidermis

Primérné mnozstvi vstirebaného
Vzorek SD
IMQ [ng IMQ/mg epidermis]
Gel pH 5,5 12,39 +20,93
Gel pH 5,5
GO 10mM 70,73 +26,92
Gel pH 5,5
GO 5mM 45,10 +29,18
Gel pH 5,5
G15mM 54,08 +25,77
Gel pH 5,5 37,35
G12,5mM +£22,69
Gel pH 5,5
G2 2.5mM 56,86 +18,97
Gel pH 5,5
G2 1,25mM 31,21 +12,89
Aldara 205,93 122448

Jak je mozné vidét na obrazku 15, nejvétsi vstiebané mnozstvi IMQ je znovu z 1é€ivého
ptipravku Aldara. AvSak jak jiz bylo zminéno dfive, Aldara ma vyssi koncentraci 1écivé latky
IMQ nez pfipravené gelové formulace. Mnozstvi vstiebaného IMQ je ve vSech piipadech
minimalné 2,5x vyss§i oproti pfipravenym geliim, ale koncentrace IMQ v pfipravku Aldara
je vice nez 1000x vyssi. U vzorku, ktery se shoduje v obou permeacich (gel pH 5,5 G2 2,5mM)
jsou vysledky podobné.
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Obrdzek 15 - Grafické zndzornéni mnoZstvi vstfebaného IMQ do epidermis

Protoze ze vSech zhotovenych piipravkl s obsahem dendritickych molekul se vstiebalo
vyrazng vys$§i mnozstvi IMQ, Ize vyvodit, Ze dendritické molekuly maji vliv na vstiebdvani této
1é¢ivé latky. Jako u prvni permeace existuje 1 zde urcity trend zavislosti zvysujiciho se mnozstvi
vstiebaného IMQ na rostouci koncentraci dendritickych molekul vté samé generaci.
V porovnani s kontrolnim vzorkem Aldara je mnozstvi vstfebaného IMQ v epidermis
z ptipravenych vzork minimaln€ 4% niz$i. Tato skute¢nost miize byt ovlivnéna nedokonalym
odstranénim lécivého piipravku Aldara, jednd se o krém, proto zde neni tak jednoduché

odstranéni jako u gelu, kde je mozné pfi odstraiiovani sloupnout celou vrstvu gelu najednou.



V tabulkéch 9 a 10 je zndzornéno mnozstvi vstiebaného IMQ do dermis a detekovaného
v akceptorové fazi, véetné jejich smérodatnych odchylek. Uvedené hodnoty jsou vysledkem

minimaln¢ 4 riznych méteni.

Tabulka 9 - Priimérné hodnoty naméreného mnoZstvi vstifebaného IMQ v dermis

Priumérné mnozstvi vstirebaného
Vzorek SD
IMQ [ng IMQ/mg dermis]
Gel pH 5,5 0,08 +0,14
Gel pH 5,5
G0 10mM 0,42 +0,19
Gel pH 5,5
GO SmM 0,32 +0,21
Gel pH 5,5
G15mM 0,40 +0,13
Gel pH 5,5
G12,5mM 0,55 0,31
Gel pH 5,5
G2 2,5mM 0,55 +0,14
Gel pH 5,5
G2 1,25mM 0,41 +0,12
Aldara 8,13 +7,25

Tabulka 10 - Priimérné hodnoty naméreného mnozstvi detekovaného IMQ v akceptorové fdzi

Primérné mnozstvi
Vzorek SD
detekovaného IMQ [ng/cm?]
Gel pH 5,5 2,95 +6,61
Gel pH 5,5
G0 10mM 105,56 +120,18
Gel pH 5.5
GO 5mM 78,77 +64,67
Gel pH 5.5
G15mM 24,79 +53,80
Gel pH 5.5
G12.5mM 32,31 +27,24
Gel pH 5.5
G2 2.5mM 136,19 +143,84
Gel pH 5.5
G2 1.25mM 34,16 +30,70
Aldara 418,58 +430,40




Jak jiz bylo feCeno, mnozstvi vstiebané¢ latky do dalSi vrstvy kize a nasledné
akceptorové faze by mélo byt idedlné nulové, protoze mistem ucinu IMQ je epidermis.
Avsak na obrazcich 16 a 17 je vidét, ze 1 z 1é¢ivého ptipravku Aldara se 1éciva latka do téchto
vrstev vstiebava. V kozni vrstvé dermis je rozdil mezi kontrolnim vzorkem Aldara
a zhotovenymi piipravky vétsi, nez bylo v epidermis. V akceptorové fazi je tento pomér mensi,
to muze byt vysvétleno nedokonalym odstranénim formulace z kize po 8 hodinach aplikace
jako tomu muze byt v pfipad¢ u epidermis i dermis. Ve vsech téchto Castech existuje urcity
trend zavislosti vstfebavani na rostouci koncentraci dendritickych molekul v ramci jednotlivych

generaci.
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Obrdzek 16 - Grafické zndzornéni mnoZstvi vstfebaného IMQ do dermis
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Obrdzek 17 - Grafické zndzornéni mnoZstvi detekovaného IMQ v akceptorové fazi



6. Zaver

V této diplomové praci byly pouzity nové dendritické molekuly nulté, prvni a druhé
generace jako enhancery rozpustnosti IMQ ve vodném roztoku pii pH 5,5. Pfipravené roztoky
byly pozdéji pouzity pro ptipravu hydrofilnich geli ptfidanim 2-HEC. Gelové formulace
obsahujici dendritické molekuly byly testovany pro jejich schopnost dodavat u¢innou latku

do riiznych vrstev lidské kuze.

Vysledky této prace prokazaly, ze pfitomnost dendrimerti zvySuje rozpustnost IMQ
ve vodnych roztocich o pH 5,5 bez zéavislosti na pouzité generaci nebo koncentraci. Pfidavek
2-HEC v téchto vodnych roztocich na kone¢nou koncentraci 1 % poskytuje €iré gely. Hydrofilni
gely jsou schopny dodat do epidermis piiblizné¢ 3x menSi mnozstvi IMQ nez komeréné
dostupna formulace, pticemz obsahuji 1000x mensi mnozstvi aktivni latky. Na druhou stranu,
po permeacnim experimentu bylo detekovano znacné mnozstvi aktivni latky v dermis

a akceptorové fazi.

Zavérem lze fici, ze hydrofilni gely 1 % 2-HEC obsahujici nové dendritické molekuly
ptipH 5,5 mohou byt potencidlnimi kandidaty pro topickou aplikaci IMQ. Je tieba provést dalsi
experimenty, aby se zabranilo nebo snizilo mnozstvi G€inné latky, které dosdhne dermis

a akceptorové faze.
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