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Abstrakt
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Nazev diplomové préace: Interakce PAMAM dendrimert s lidskym stratum corneum

Dendrimery jsou vysoce rozvétvené, monodisperzni makromolekuly. Na zaklad¢ stupné
vétveni pak rozliSujeme jednotlivé generace dendrimerd, které v souvislosti s rozsifovanim
dendrimeru vznikaji. VyS$i generace denrimert vytvareji kulovité struktury s vnitini dutinou,
do které je mozno enkapsulovat molekuly, napt. 1é€ivo. Diky své struktuie, kterou lze
specificky a fizené¢ upravit, maji dendrimery vysoky biomedicinsky potencidl. Jednou
z nejrozsitenéj$ich skupin dendrimertt jsou polyamidoaminové (PAMAM) dendrimery
zalozené na ethylendiaminovém jadru, rozvétvenych jednotek amidovych a aminovych skupin
a terminalnich funkénich skupin. PAMAM dendrimery s aminovymi skupinami se v minulosti
prokazaly jako uZzitecné v oblasti akcelerace kozni penetrace 1é¢iv. Doposud vSak neni znam

mechanismus, jakym tyto molekuly ovliviiuji bariérovou funkci kiize.

Proto byl v této praci zkouman mechanismus interakce PAMAM dendrimeri s lipidy
stratum corneum (SC), neboli vrchni ¢asti kiize, kde se nachazi kozni bariéra. Pfi experimentu
byly pouZity PAMAM dendrimery druhé, tfeti a Ctvrté generace, s povrchové vazanymi
primarnimi aminovymi skupinami. Nejprve se pfipravily ImM a 10mM roztoky dendrimerti
od kazdé pouzité generace. Takto pfipravené roztoky dendrimerii se nasledné aplikovaly
na hydratovan¢ izolované SC. Ke zhodnoceni u¢inku PAMAM dendrimera byly vyuzity dvé
metody méfeni. Prvni metodou byla infracervena spektroskopie (IR). Druhou metodou byla

diferenc¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC).

V ramci experimentu a dosazenych vysledkil bylo zjiSténo, Ze pfi interakci PAMAM
dendrimeri se SC, dochézi ke zméné uspotadani lipidi SC. To naznacuje, ze by tak dendrimery
mohly umoznovat intercelularni priichod 1é¢iv pies kozni bariéru. Navic byla zjiSténa zavislost
tohoto u¢inku na generaci dendrimerti, kdy ke signifikantnim zménam v uspotfadani koZnich
lipidi doslo po aplikaci PAMAM dendrimert ¢tvrté generace a tento Ucinek nebyl zavisly

na koncentraci.
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Dendrimers are highly branched, monodisperse macromolecules. On the basis
of the degree of branching, can be distinguished different generations of dendrimers that arise
as the dendrimers expand. Higher generations of dendrimers form spherical structures with
an internal cavity, where molecules such as a drug can be encapsulated. Due to their structure,
which can be specifically and controllably modified, dendrimers are investigated for their use
in biomedicine. One of the most widely used groups of dendrimers are polyamidoamine
(PAMAM) dendrimers, based on an ethylenediamine core, branched amide and amine units,
and terminal functional groups. PAMAM dendrimers with amine groups have proven useful
in the past as skin penetration enhancers of different drugs. However, the mechanism how these

molecules affect skin barrier function is not yet known.

Therefore, in this work was investigated the mechanism of interaction of PAMAM
dendrimers with lipids of stratum corneum (SC), the uppermost skin layer where the skin barrier
is found. Second, third and fourth generation of PAMAM dendrimers with surface-bound
primary amine groups were used in the experiment. First, ImM and 10mM solutions
of dendrimers from each generation were prepared. These dendrimer solutions were then
applied to the hydrated isolated SC. Two measurement methods were used to evaluate the effect
of PAMAM dendrimers. The first method was infrared spectroscopy (IR). The second method

was differential scanning calorimetry (DSC).

Obtained results showed that during the interaction of PAMAM dendrimers with SC
a change in the skin lipid arrangement occured. This fact suggests that dendrimers could allow
transportation of a drug through the skin by the intercellular route. Moreover, the dependence
on the dendrimers generation was found. Significant changes in the skin lipids arrangement
occurred after the application of PAMAM dendrimers of the fourth generation. This effect was

not dependent on the concentration of dendrimers in the applied solution.
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1. Uvod a cile prace

Nejsvrchngjsi vrstva kiize, stratum corneum (SC, neboli rohova vrstva), tvoii primarni
mechanickou bariéru ktze, respektive lidského téla. Slouzi jako ochrana proti vnéjSimu
prostiedi, reguluje ztraty vody a blokuje penetraci Skodlivych latek nebo mikroorganismt
z povrchu pokozky a vnéjsiho prostfedi do organismu. Bariérova funkce SC je dana jejim

jedine¢nym sloZenim a uspotfadanim.

Vedle své role kozni ochranné bariéry, pfedstavuje SC 1 jednu z moZnych cest podani
1éciv. Diky svym vlastnostem piedstavuje SC hlavni ptekazku pro prinik 1é¢iv v oblasti
transdermalniho podani. Pro piekonéani kozni bariéry se mimo jiné vyuzivaji tzv. enhancery
neboli akceleranty kozni permeace (SPE), mezi které se fadi
1 nanocasticové systémy — lipozomy, polymerické nanocéstice a dendrimery. Tato prace je
zaméfena na polyamidoaminové (PAMAM) dendrimery, které zlepSuji penetraci 1é¢iv kuzi
a jejich interakci se SC. Cilem této diplomové prace je poskytnout nové a hlubsi poznatky

o mechanismu, kterym probiha interakce mezi PAMAM dendrimery a lipidy SC.



2. Teoreticka ¢ast

Teoreticka ¢ast této diplomové prace se v ivodu vénuje popisu zékladnich vlastnosti
kize a predstaveni hlavnich slozek ktize. Podrobnéji se pak zabyva stavbou, funkcnosti
a uspofadanim slozek SC. Soucasti teoretické Casti je i seznameni s transportem latek pies kozni
bariéru. Popisuje vlastnosti a pouziti SPE. V samotném zavéru se zabyva z hlediska struktury

a vyuziti dendritickymi molekulami a konkrétni skupinou dendrimert PAMAM.
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2.1 Struktura a vyznam lidské kiize

KtZe predstavuje nejrozsahlejsi organ lidského téla, dosahuje v priméru 1,6-1,8 m?
plochy a tvofi pfiblizn¢ 10 % celkové hmotnosti ¢lovéka. Tloustka kiize se v zavislosti
na riznych ¢astech téla 1isi a pohybuje se od 0,5 do 4,0 mm. Nejtenci je kiize v oblasti ocnich

vicek, nejsilnéjsi v oblasti zad.!

Kuze plni primérné funkci vnéjsi bariéry mezi organismem a vnéj$im prostiedim. Kozni
bariéra poskytuje ucinnou ochranu vuci fyzikdlnim, chemickym a mikrobiologickym vliviim
z okoli. Dédle kiize zabraiuje nadmérnym ztrdtdm vody a elektrolytl. Podili se na regulaci
télesné teploty. Pisobenim slunecniho zéfeni tvoii z prekurzoru (ergosterol) vitamin D.
Uplatiiuje se pfi latkové vymeéné a piispiva k udrzeni homeostazy vnitiniho prostredi. Kuze je
téz dulezitou soucdsti imunitniho systému, jelikoz obsahuje imunokompetentni bunky
jako napftiklad Langerhansovy butiky, mastocyty, granulocyty, makrofagy a dal§i. Mimo jiné,
ktze zastupuje funkci senzorickou, pficemz zajist'uje skrze receptory vnimani bolesti, tepla,

chladu a tlaku.'?

Lidska ktze se sklada ze 3 hlavnich vrstev, podkozni vrstvy — hypodermis, vazivové

vrstvy — dermis a povrchové vrstvy — epidermis.'>

Skin Structures

/

Epidermis —
= GoGagg anvoogl
+ A =
Dermis —
<
Hypodermis — |
Z

Obrazek ¢. 1. Prehled tri hlavnich vrstev lidské kiize — epidermis, dermis, hypodermis.

https.://www.rnceus.com/wound_care/Images/Skin_structure.jpg
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2.1.1 Hypodermis

Predstavuje nejspodnéjsi vrstvu kize, kterd je tvotrena podkoznim vazivem a vrstvou
tukovych bunék (adipocytl). Stabilni spojeni kiize k fasciim a okostici zajist'uje vazivo. Tukové

buriky slouzi jako tepelnd izolace, ochrana pied fyzickymi narazy a zdsobarna energie.!»>

2.1.2 Dermis

Dermis tvofi stfedni vrstvu ktze. Skladd se zvaziva sobsahem kolagennich
a elastickych vlaken, ktera zajistuji jeji pevnost, pruznost a odolnost vii¢i deformacim.
V dermis se nachazi systém krevniho zasobeni, receptory smyslového vnimani, lymfatické

cévy, dale pak mazové a potni zlazy.!>>

2.1.3 Epidermis

Epidermis je povrchovou vrstvou kuze, jejiz tloustka se pohybuje v rozmezi
od 0,06 mm do 0,8 mm, jedna se tedy o nejtenci vrstvu klize. V této vrstvé nalezneme nékolik
typt bunck. Pro epidermis je charakteristicky vyskyt keratinocytl v riizném stadiu jejich
vyvoje. Mezi dalsi bunky patii melanocyty, Merkelovy bunky a Langerhansovy bunky.

Epidermis je tvofena vrstevnatym dlazdicovym epitelem, ktery smérem k povrchu rohovati.!>?

V zavislosti na vyvojovém stadiu keratinocytii definujeme 5 vrstev epidermis — stratum
basale, stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum a stratum corneum. Stratum
basale tvoti nejspodnéjsi vrstvu a dochézi zde ke vzniku novych keratinocytl. Na stratum
basale navazuje stratum spinosum, kde se buniky keratinocytl oplostuji a ziskévaji kopinaty
tvar. Ve stratum granulosum zaCinaji keratinocyty produkovat zrna keratohyalinu
(prekurzor keratinu), dale se diferencuji a postupuji ptes vrstvu pevné stlacenych bezjadernych

bunek (stratum lucidum) az do rohové vrstvy (stratum corneum).'

12



Stratum
corneum

Stratum
lucidum

Stratum

granulosum —Epidermis

Stratum
spinosum

Stratum
basale

Basement
membrane

—Dermis

Obrazek ¢. 2. Jednotlivé vrstvy epidermis — stratum corneum, stratum lucidum, stratum
granulosum, stratum spinosum, stratum basale.

https://cdn.ps.emap.com/wp-content/uploads/sites/3/2019/1 1/Fig-2-Layers-of-the-skin-
1024x758.jpg
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2.2 Stratum corneum

SC je nejsvrchnéjsi vrstvou lidské kize a plni funkci primarni ochranné bariéry
organismu vu¢i vnéjSimu prostiedi. Tato bariéra reguluje ztraty vody z téla a zabranuje
pronikani potencialné Skodlivych latek a mikroorganismi z povrchu kiize a wvnéjsiho

prostiedi. !

SC je nejtenci vrstvou epidermis o velikosti 10-15 um. Je tvofena pln¢ zrohovatélymi,
zplostélymi a protdhlymi buiikami — korneocyty (bezjaderné oplostélé keratinocyty), které
pfedstavuji findlni stddium epidermalni diferenciace keratinocytli. Korneocyty se skladaji
z 70 az 80 % a, B-keratinu a 20 % lipidd. V kizi jsou pevnym zplisobem sestaveny v 18-21
vrstvach. Déle je SC tvofeno intercelularni hmotou s obsahem specifickych lipidt, ktera
spole¢né s korneocyty vytvari typickou strukturu ptipominajici cihlovou zed’. Na zaklad¢ toho,
se korneocyty Casto oznacuji jako ,.cihly* a lipidova matrix v mezibunéénych prostorech
jako ,,malta“. V této struktuie dale sehrévaji roli desmozomy, pomoci nichz jsou korneocyty

vzajemné spojeny. >

Stratum corneum structure

Stratum corneum
structure

Corneocyte Intercellular lipid

Corneocyte )
lipid envelope matrix

Obrazek ¢.3. Struktura SC a jeji hlavni slozky — korneocyty, korneocytarni lipidova obadlka
a intracelularni lipidova matrix.

https://www.lipotype.com/lipidomics-applications/skin-lipidomics-for-moisturizer-research/

14


https://www.lipotype.com/lipidomics-applications/skin-lipidomics-for-moisturizer-research/

2.2.1 Korneocytarni lipidova obalka

Obal korneocytit ve SC je tvofen korneocytarni lipidovou obdlkou (CLE). CLE se
sklada z vrstvy zesitovanych proteinti kovalentné vazanych na vrstvu lipidi. Mezi strukturalni
proteiny CLE, zajiStujici kovalentni zpiisob vazby na lipidy, patii zejména loricrin (z 80-85 %),
zmen$i Casti pak involucrin. Vrstva lipidi CLE je slozena z neobvykle dlouhych fetézct
w-acylovanych hydroxyceramidii s menSim mnozstvim o-hydroxykyselin. Lipidova ¢ast CLE
je nezbytna pro tvorbu mezibunéénych lipidovych lamel SC. Lipidovy obal CLE, v ,,ukotveni‘

na proteinovou matrici, je dileZitym aspektem bariérové funkce lidské kize.>"

2.2.2 Lipidova matrix SC

Lipidova matrix (LM) ptedstavuje specifickou smés lipidd, ktera vypliiuje mezibunécny
prostor SC a obklopuje korneocyty. Hlavnimi slozkami LM jsou ceramidy (CER), volné mastné
kyseliny (VMK) a cholesterol (CHOL) v ekvimolarnim poméru ptiblizn€ 1:1:1. Z mensi ¢asti
je LM tvofena organickymi estery CHOL, cholesteryl sulfatem a glukosylceramidy. Na rozdil
od vétsiny biologickych membran LM neobsahuje fosfolipidy.>®!? Lipidy tvoiici LM jsou
lamelarné uspotadany.'® SloZeni a uspofddani lipidovych lamel piedstavuje dilezity

prvek chemické a fyzikalni odolnosti koZni bariéry.% 13

2.2.3 Ceramidy (CER)

CER jsou jednou z hlavnich sloZek lipidi ve SC a jsou nezbytnym predpokladem dobie
fungujici kozni bariéry. Jedna se o komplexni skupinu sfingolipidii, obsahuji sfingosinové baze
v podobg alifatickych aminoalkoholl, zejména sfingozin, fytosfingozin a 6-hydroxysfingozin.
Prostfednictvim jejich primarni aminoskupiny se v poloze 2 spojuji s fetézci mastnych kyselin
amidovou vazbou. Délka mastné kyseliny je nejcasteji 24 uhlikd, jejich pocet se vSak miize
pohybovat v rozmezi od 16-34 uhlik. Mastné kyseliny jsou obvykle nasycené, nerozvétveneé,
mohou byt substituovany hydroxyskupinou v poloze alfa ¢i omega, ¢i nesubstituovany.%!1%!415
Omega hydroxyl je déle esterové vazan bud’ na kyselinu linolovou nebo na glutamatové zbytky
proteinfi (vétsinou na involucrin) na povrchu korneocytu.'> VLM se vyskytuji 3 vyznamné

typy CER sobsahem o-hydroxykyseliny o délce 30 uhlikti, které =zastupuji funkci

molekularnich spojnik{i mezi jednotlivymi lamelami.'*
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CER mitzeme rozliSovat na zaklad¢ délky fetézce a typu vazané mastné kyseliny,
dle jejich  polarity a  typu  sfingosinové  baze. CER  maji bud N
(nehydroxylovanou), A (a-hydroxylovanou), nebo EO (w-esterifikovana kyselina linolova),
acylovou skupinu navéazanou bud’ na S (sfingosin), dS (dihydrosfingosin), P (fytosfingosin),
nebo H (hydroxylsfingosin).!""'®40 V souvislosti s rozdily v chemické struktufe délime CER do
16 podtiid — CER-NdS, CER-AdS, CER-EOdS, CER-OdS, CER-NS, CER-AS, CER-EOS,
CER-OS, CER-NP, CER-AP, CER-EOP, CER-OP, CER-NH, CER-AH, CER-EOH a CER-
OH. SniZené nebo zméneéné hladiny CER uzce souviseji se zménami bariérové funkce kize.
Pokles CER ve SC vede ke zvySeni transepidermalni ztraty vody a porucham bariérové funkce
kaze, coz miize vést ke vzniku koznich onemocnéni, jako je atopickd dermatitida, psoridza

nebo ichtyéza.!!:16

- Esternied

e S Acyl chain Sphingoid base
H - -
.ﬂ. H
A, . cH
N C_H,_
= H :
OH

e ey

Polar haad growp

Obrazek ¢. 4. Obecna struktura ceramidu. Acylovy Fetézec (muze mit skupinu: -
hydroxylovou (O), a-hydroxylovou (A) nebo nehydroxylovanou (N)). Na w-hydroxylovou
skupinu muzZe byt vazana esterifikovand kyselina linolova (esterifikovand omega, EO).
Sfingosinova baze miize byt bud’ nenasycend (sfingosin, S), nebo je nenasycena s jednou
hydroxylovou skupinou (hydroxylsfingosin, H), nebo je sfingosinova bdze nasycenda
(dihydroxysfingosin, dS) nebo nasycena s dalsi hydroxylovou skupinou (fytosfingosin, P).

https://'www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1388198116301962

2.2.4 Volné mastné kyseliny (VMK) a cholesterol (CHOL)

VMK v rohové vrstvé se skladaji z fady nasycenych kyselin s dlouhym fetézcem,
z nichZ nejvyznamnéjsi jsou kyselina lignocerova (C24) a hexakosanova (C26). Ve stopovém
mnozstvi se ve SC vyskytuji nasycené a mononenasycené¢ VMK s velmi dlouhym fetézcem
(C32-C36).> CHOL a estery CHOL tvoii vyznamnou slozku SC, kde slouzi jako stabilizatory

lipidickych struktur, pficemz snizuji fluiditu mezibunéénych lipidovych lamel. >

2.2.5 Usporadani lipidi v lipidové matrix

Lipidové slozky mezibunééné LM vytvareji lamelarni struktury charakteristické pro SC.

Lamely se skladaji z n¢kolika dvojvrstev, ty se skladaji na sebe a vytvareji tak multivrstvé
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utvary. Hydrofobni casti se vtéchto lipidovych dvojvrstvach orientuji  dovnitt,
naopak hydrofilni ¢4sti smé&fuji vné, do vodného prostedi.® Lipidové molekuly v lamel4ch se

vyskytuji v lameldrnim (podélném) nebo lateralnim (piiéném, bo¢nim) uspotadani.'>!’

Lipidy v lamelarnim uspofadédni jsou orientovany paraleln¢ k bunéné sténé
korneocyti. RozliSujeme zde dvé koexistujici lamelarni faze — faze s kratkou periodicitou
s opakujici vzdalenosti piiblizn¢ 5,3-6,4 nm a faze s dlouhou periodicitou s opakujici
vzdalenosti 11,9-13,4 nm, tfeti fizi lamelarniho uspoiadani tvoii separovany CHOL.>™

Pro tvorbu dlouhé faze jsou nezbytné acylceramidy.'?

V piipad¢ laterdlniho uspotadani bylo pomoci Sirokothlé rentgenové difrakce
pozorovano orthorhombické (krystalické), hexagonalni (gelové) a fluidni uspoiadani.>!3
Prevladajici laterdlni uspotfddani v lidském SC je konformace orthorhombickd, zde jsou
lipidové molekuly uspotadany velmi tésné a maji omezenou pohyblivost. Orthorhombicka
konformace ma hlavni podil na propustnosti kozni bariéry.>!* Smérem k povrchu kiize piechazi
orthorhombické uspotddani k vice propustné a méné tésné hexagonalni miizkové struktute,
pro kterou je charakteristickd vé&tsi rota¢ni volnost.»'*!7 Fluidni uspotadini se vyskytuje

u mensi ¢asti lipidl a vykazuje nejvyssi propustnost.®!?

Lateral organization

_Orthorhombic
./ (ordered, densely packed)
Human Epidermis

_Hexagonal
- (ordered, less densely packed)

Human stratum corneum:
Bricks (corneocytes) and

Mortar (lipid matrix) model @/ Liquid

(disordered)

Lamellar organization
N

s

pesszszssesssacas

Lipid layers (lamellae) |
in between corneocytes FIEEsesasiatanesnsan

paseessecanssneensasansse:
eesiseaseatiactattssasaa:

z=6nm
(SPP)

Obrazek ¢.5. Lamelarni a lateralni usporadani lipidii v lipidové matrix SC a tri mozZna
lateralni usporadani lipidu — orthorhombické, hexagonalni a fluidni.

https://www.researchgate.net/figure/Lamellar-and-lateral-organization-in-human-stratum-
corneum-1-The-outermost-layer-of fig4 231613918
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2.3 Transport latek pres kozni bariéru

Jak jiz bylo zminéno, hlavni funkci klize je zajisStovat ucinnou ochranu vnitiniho
prostiedi organismu pfed vnéjSimi vlivy, zabraiiovat Uniku vody a priniku toxint.
Vedle bariérové funkce predstavuje klize také jednu z moznych cest pro podavani 1éciv, a to
jak lokalné¢, tak i transdermalné. Lokalni ptipravky umoziuji ucinné latce ptisobit na povrchu
kiize nebo v jejich hlubSich vrstvach. Transdermalni ptipravky jsou urceny k piisobeni

na urovni systémové cirkulace.>!8

K dosazeni systémového obéhu, je nutny piechod latky/lé¢iva ptes kiizi. Transport latek
je zde vyznamné omezen mechanickymi bariérami kiiZze, zejména povrchovou vrstvou SC
a t&snymi spoji v interfolikularni epidermis a ve vlasovych folikulech.! SC predstavuje hlavni
bariéru pii prostupu latek ptes kizi, jejiz bariérova funkce je prisuzovana jedineénému
uspotadani hydrofilnich keratinovych proteinii kompaktné obalenych hydrofobnimi lamelarné
uspotradanymi lipidy.?® SC obecné prostupuji volnou difuzi pouze lipofilni 1é¢iva s malou

molekulou (<400 Da).'®

Z anatomického hlediska existuji tfi mozné mechanismy priniku lé€iv pfes kuzi.
Mezi tyto mechanismy fadime transcelularni (intraceluldrni) prostup pies korneocyty SC,
prinik mezibunéénymi prostory SC, prunik pies vlasovy folikul a prostup pfes mazové
nebo potni zlazy. Absorpci velkych molekul napomahaji také nékteré transportni proteiny,

jako jsou efluxni transportéry (napt. P-glykoprotein).?°

Transcelularni difuze se vyuziva u hydrofilnich nebo poldrnich rozpusténych latek,
korneocyty zde poskytuji vodni prostfedi diky pfitomnosti hydratovaného keratinu. Nicméné
korneocyty jsou obklopeny lipidovym obalem, ¢imz spojuji butiky s lipidovou dvojvrstvou.
Transport  prostfednictvim  mezibunéénych  prostor umoziuje difuzi lipofilnich

nebo nepolarnich roztokt ptes celistvou lipidovou matrici.?!

Transport latek ptes kiizi zahrnuje prostup pies lipofilni oblasti SC (lipidové dvojvrstvy)
a hydrofilngj§i prostiedi ,,zivé“ epidermis. Latky prostupujici kGzi musi byt dostatecné
rozpustné ve vod¢ a zaroven dobie rozpustné v lipidech, a mély by proto vykazovat pfiméfené

vysoky rozdélovaci koeficient. Pfili§ hydrofilni latky Spatn€ penetruji do SC. Latky vysoce
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lipofilni zase vykazuji pftiliSnou afinitu k SC a neptechazi do hydrofilnéjSiho prostiedi

epidermis.>*

Schopnost molekuly prostupovat kizi dale zavisi na velikosti molekuly, teploté tani

a ionizaci. Idedln¢ by takové molekuly mély disponovat mensi velikosti, nizkou teplotou tani

transceliuiar
it sl
inierce i ar route transappendageal
rouie route

)
4
o)

a nizkym stupném ionizace.??

Stratum corneuwm

Obrazek ¢. 6. Zndzornéni tri hlavnich cest priiniku molekul kozni bariérou.

htips..//www.simplepharmanotes.com/2022/10/permeation-enhancers.html

2.3.1 Enhancery koZni permeace

SPE jsou farmakologicky neaktivni latky, které umoznuji nebo usnadiiuji, prostup latek
skrze kozZni bariéru, doasnym sniZenim bariérovych vlastnosti kiize. V idealnim piipadé by
tyto latky mély byt netoxické, nedrazdivé, nealergizujici, farmakologicky inertni, fyzikalng
a chemicky kompatibilni s penetrantem (naptf. lé¢ivem), mély by disponovat dobrymi
rozpousStécimi vlastnostmi a nemély by zpusobovat unik endogennich latek z organismu.

Po eliminaci SPE, by mélo dojit u kiize k okamzité a tiplné obnové bariérovych vlastnosti.?**

Pfesné mechanismy uc¢inku SPE nebyly doposud zcela objasnény. Predpoklada se,
ze latky zvySujici prostupnost kiize, mohou pulsobit jednim z nasledujicich mechanismi
nebo jejich kombinaci. Prvnim z téchto mechanism je interakce SPE s mezibunéénymi lipidy
SC, vedouci k naruseni vysoce organizovanych lamelarnich struktur, ¢imz se zvysuje difuzivita
latek ptes lipidovou oblast. Druhym mechanismem je interakce SPE s intraceluldrnimi proteiny
ktze, timto se podpofi prostup latek pies vrstvu korneocyti. Dal$i mechanismus G€inku spociva

v optimalizaci hodnoty rozdé€lovaciho koeficientu penetrantu mezi nosicem penetrujici latky
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a koznimi membranami.?>?° Dle teorie lipid-protein-partitioning, kterou navrhl B. W. Barry,
pusobi SPE v mezibunéénych oblastech SC na tfech hlavnich mistech. Témito misty
jsou — oblast polarnich skupin lipid, hydratovana oblast lipidovych dvojvrstev a oblast
alkylovych fetézci lipidi. Tyto interakce vedou k rozruseni organizovanych struktur
lipidovych vrstev, ¢imz dochazi ke zvySeni fluidity a zvySeni propustnosti kiize. V ptipadé
intracelularné pisobicich SPE dochazi k interakci s intracelularnimi proteiny korneocytt,
predevsim s a-keratinem, konkrétné s jejich polarnimi hlavami, tyto interakce vedou ke snizeni

vazebnych sil mezi molekulami proteind a zmé&né konformace proteinovych struktur.® 2% 2

V soucasnosti je vyuzivano mnoho tfid SPE, jen velmi malo z nich ma vsak idealni
vlastnosti. U nékterych SPE je nutné vyuzit velmi vysokych koncentraci k dosaZeni G¢inku,
zna¢né mnozstvi SPE zplsobuje pfili§ velké naruSeni lipidovych vrstev SC, coz miize vést
k podréazdéni kize. Mezi pouzivané skupiny SPE fadime napiiklad mastné kyseliny, terpeny,
dioly, alkoholy, glykoly, oxazolidinony a dal$i. Mezi akceleranty transdermalniho podani
fadime téz latky s nadmolekularni strukturou — nanonosi¢ové systémy (napt. lipozomy,

polymerické nano&astice nebo dendrimery).?*->34!
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2.4 Dendrimery

2.4.1 Struktura a vlastnosti dendrimeru

Dendrimery pfedstavuji jedinecnou skupinu symetrickych, multifunkénich, vysoce
rozvétvenych syntetickych polymeri. Diky jejich kontrolované syntéze vznikaji monodisperzni
makromolekuly s trojrozmérnou strukturou. Velikostné¢ se tyto makromolekuly pohybuji
v priméru od 1 do 20 nm. Makromolekuldrni struktury mohou byt charakteru linearniho,
rozvetveného nebo zesitovaného, coz podminuje jejich velikost, funkci a strukturni flexibilitu.
V porovnani s tradi€énimi polymery se dendrimery vyznacuji lepSimi fyzikalnimi, chemickymi

a biomedicinskymi vlastnostmi.?6-?’

Dendrimery se skladaji ze tfi hlavnich ¢éasti — iniciacniho jadra molekuly,
multifunkénich vétvi (vychéazejicich z jadra) a funkénich skupin. Jadro dendrimeru piedstavuje
bud’ jednim atomem, nebo atomovou skupinou s nejméné dvéma shodnymi chemickymi
funkcemi. Dale miizeme jadro charakterizovat poctem chemickych vazeb, které spojuji
monomery (vétve) s povrchem prvni opakujici se jednotky (generace nula, G0). Vyssi generace,
s piiblizné dvojnasobnou molekulovou hmotnosti, 1ze ziskat vytvofenim novych vrstev z centra
vétveni. Dendrimery niz§ich generaci (0, 1 a 2) maji zna¢né asymetricky tvar pfipominajici disk
a otevienéjsi strukturu. U vySSich generaci se fetézce vychazejici z jddra molekuly prodluzuji,
rozvétvuji a vytvareji tak kompaktni globuldrni struktury. Pfi rozSifovani dendrimeru
k periferii, se jejich struktury velmi tésné¢ a pevné zabali v kouli, coZ vytvafi uzavienou
strukturu podobnou membrang.??’?8 Tento jev ma velky vliv na reologické vlastnosti
dendrimerid. Roztoky dendrimertit maji vyrazn€ nizSi viskozitu neZz linearni polymery.
Pritomnost mnoha koncovych fetézct stoji za vysokou rozpustnosti, misitelnosti a reaktivitou.

Rozpustnost dendrimeri je ovlivnéna povahou (polaritou) povrchovych skupin.*

Zminované tfi hlavni ¢asti dendrimeru mohou byt specificky upraveny v zavislosti
na pozadované vlastnosti nebo funkci molekuly dendrimeru, jako je napf. podavani 1éCiv
nebo molekuldrni senzory. Dendrimery jsou jedinym typem syntetickych polymert,
jejichz velikost a strukturu Ize presné fidit. Diky své jedinecné a piesné definované struktute
maji dendrimery Siroky aplika¢ni potencidl a vyuziti, zejména v biomedicin€é. Mezi vyhody

dendritické struktury fadime tyto vlastnosti — pravidelny tvar molekuly, vysoky pocet
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povrchovych funkénich skupin, pfitomnost vnitinich dutin tvofené vétvemi nebo — speciadlni

27,28,29

zapouzdiujici mikroprostiedi v jadru dendrimeru.

____— Interior cavity

I

First generation
_— Second generation

Third generation

___——Fourth generation

____—Fifth generation

Obrazek ¢.7. Obecna struktura dendrimeru — iniciacni jadro molekuly, z jadra vychazejici
vetve, vnitini dutina molekuly, funkcni skupiny. Zndzornéni strukturnich zmen v zavislosti na
rostouct generaci.

https://'www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014305722006395

2.4.2 Vyuziti dendrimeri ve zdravotnictvi

Diky snadné modifikaci struktury a vlastnosti dendrimeri maji tyto molekuly
velmi Siroké uplatnéni. Co se ty¢e aplikace v medicin€ a farmacii, mohou byt vyuzity jednak
pro diagnostické ucely, pro cilené podavani 1é¢iv (naptiklad o¢ni a transdermalni), zvySeni
rozpustnosti 1é¢iv, v genové terapii atd.?® Nejcast&jsi aplikace a jejich ptiklady jsou uvedeny

dale.

Pii diagnostickych aplikacich, mohou dendrimery slouzit jako molekularni sondy,
rentgenové kontrastni latky, pfipadné jako kontrastni latky pro zobrazovani magnetickou
rezonanci. Dendrimery jsou v této oblasti perspektivnimi ptedevsim proto, ze disponuji velkym
povrchem, s riznymi funkénimi skupinami. Diky tomu mohou na sviij povrch navézat rizné
molekuly. Naptiklad dendrimery slouZici pro magnetickou rezonanci mohou mit na sviij povrch
chelatované gadoliniové ionty. Bylo zjiSténo, Ze takto upravené dendrimery, jsou G€innéjSimi

kontrastnimi latkami neZ konvenéni chelatované gadoliniové komplexy.?*%°
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Dalsi oblasti mozného uplatnéni dendrimert je (cilené) podavani 1éCiv. Prostfednictvim
vétvi a jadra dendrimeru vznika dutina, ve které miize byt 1é¢ivo zapouzdieno, coz efektivné
fesi Spatnou biologickou dostupnost 1é¢iv. Moznosti je 1 navazani 1é¢iva na funkéni skupiny na
povrchu dendrimeru, podobné jako bylo vysvétleno u diagnostickych aplikaci. Diky amfifilni
povaze dendrimert je mozné integrovat do jejich struktury jak hydrofilni, tak hydrofobni IéCiva.
V posledni dobé¢, se na zakladé téchto strukturnich vlastnosti, vyuzivaji urcité typy dendrimerti
pro transport protinddorovych 1é¢iv, a to zejména PAMAM (polyamidoamin), PPL (poly-
propylenlysin) a PPI (poly-propylenimin) dendrimery.>!

Dendrimery slouzi také jako latky zvySujici rozpustnost 1éCiv. Ve vod€ rozpustné
dendrimery jsou schopné vdzat a rozpoustét malé kysel¢é hydrofobni molekuly
s antimykotickymi nebo antibakteridlnimi vlastnostmi. Dendrimery s hydrofobnim jadrem
a hydrofilnimi koncovymi skupinami se oznacuji jako unimolekularni micely. Na rozdil
od tradi¢nich micel nemaji dendrimery kritickou micelarni koncentraci, diky tomu jsou
dendrimery aktivni v mnohem §ir§im koncentracnim rozsahu. Tato vlastnost nabizi moznost
rozpoustét Spatné€ rozpustnd 1é¢iva jejich zapouzdienim do dendritické struktury a zvySovat tak

jejich biologickou dostupnost.*®

2.4.3 PAMAM dendrimery

Prvni publikace o této skupiné dendrimert sahaji do roku 1985, kdy prof. Dr. Donald
A. Tomalia, popsal jejich charakter a predstavil koncept jejich syntézy.*> PAMAM dendrimery
patifi mezi nejrozsifenéj$i skupinu dendrimerti, ktera obsahuje riizny pocet karbonylovych,
primarnich a terciarnich aminovych skupin vrdmci své rozvétvené struktury, spolu
s multifunkénimi aktivnimi nebo pasivnimi terminalnimi skupinami. PAMAM dendrimery jsou
v posledni dob¢ velmi intenzivné zkoumany pro svoje potencialni zpisoby vyuziti v riznych

oblastech.??

Struktura

Makromolekulédrni struktura PAMAM dendrimert se skldda z vnitiniho multifunkéniho
jadra, opakujicich se rozvétvenych jednotek amidovych a aminovych skupin pfipojenych
k jadru a termindlnich funkénich skupiny. Termindlni skupiny je mozZné dale modifikovat

spojenim s riznymi biomolekulami, kontrastnimi latkami nebo 1€Civy. Dilezitym faktorem
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jejich struktury je pfitomnost intramolekularnich dutin, které maji zdsadni vyznam pro jejich

dalsi vyuziti.3?

Klicovou centralni ¢asti PAMAM dendrimerti je multifunk¢ni jadro, z néhoz vychazeji
vétve. Jadro uréené pro generovani dendrimeri typu PAMAM obsahuje molekulu s otevienym
fetézcem s primarnimi aminy, které piedstavuji reaktivni funkéni mista. Pocet atomt vodiku
v molekule jadra se vztahuje k nasobnosti jadra, ktera se rovna poctu vétvi. Molekulou slouzici
jako jadro v ptipadé¢ PAMAM miiZe byt napt. amoniak, ethylendiamin, tris(2-aminoethyl)amin,

ethyl(2-aminoethyl)amin, 4-diaminobutan, cystamin a dalsi.*

Vnitini vétvici se ramena PAMAM obsahuji amido- a aminoskupiny, které vznikaji
opakovanou reakci jadra s nenasycenymi akrylaty pomoci Michaelovy adice a amidacni reakce.
Michaelova adice zahrnuje alkylaci jadra a vytvaii skupinu zakoncenou esterem, ktera se
oznacuje jako polovi¢ni generace (G 0,5). Nasledujici krok zahrnuje amidaci esterové skupiny
s ptebytkem molekul jadra. Vyslednym produktem je Uplnd generace zakoncend aminem
(generace 1, Gl). Opakovanim vySe uvedenych krokti lze syntetizovat vysSi generace

PAMAM 324

Na periferii makromolekul PAMAM jsou umistény terminalni funkcéni chemické
skupiny, které zajiStuji specifické fyzikalné-chemické vlastnosti. Polovi¢ni generace PAMAM
(GO,5, GI,5,...) jsou vétsinou zakonceny esterovou nebo karboxylovou skupinou, zatimco
uplné generace (G1, G2,...) disponuji na povrchu primarnimi aminovymi skupinami. Tyto
reaktivni terminalni skupiny se mohou déle synteticky upravit na dal§i funk¢ni skupiny.
Terminalni amino- nebo karboxylové skupiny se mohou dale chemicky nebo fyzikalné
konjugovat s riznymi molekulami za uUcelem zlepSeni jejich specifickych chemickych,

biologickych nebo biomedicinskych aplikaci.*?

PAMAM dendrimery jako SPE

PAMAM dendrimery byly v minulosti Usp&$né testovany jako SPE pro podéavani
protizanétlivych nebo protinadorovych 1é¢iv.>!** Jak jiz bylo uvedeno vyse, struktura
dendrimerd ovliviiuje jejich vlastnosti z tohoto divodu bylo v minulosti zji§tovano, které
vlastnosti jsou kliové pro uspesné doruceni 1éCiv pies kiizi za pomoci PAMAM dendrimerd.
Napftiklad ve studii z roku 2009 bylo zjisténo, Ze G4 PAMAM dendrimery s aminoskupinami

na periferii zvySuji permeabilitu 1é¢iva 5-fluorouracil (SFU) v porovnani s karboxylovanou
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Gs,s5. Ve stejné studii byl také sledovan vliv koncentrace dendrimerti na prostup 1é¢iva kizi,
avSak nebyla nalezena 7adna korelace.*® Vliv generace na permeabilitu 1&¢iv skrz kiizi byl
testovan naptiklad ve studii Borowska et al, kde byla zjisténa vyssi permeabilita pii pouziti G4
v porovnani s G3.% Dalim parametrem, ktery ma vliv na permeabilitu 1é¢iv byl stanoven naboj

PAMAM dendrimert, kdy se zdaji nejvhodn&jsi kationické dendrimery.*’

Je tedy zfejmé, ze schopnosti dendrimerti na zlepSeni propustnosti klize pro 1é¢iva jsou
zéavislé na mnoha faktorech. Co vSak neni doposud jasné, je mechanismus tohoto efektu. Neni
znamo, jestli dendrimery prochazi kazi spole¢né s 1é¢ivem nebo jen narusuji strukturu kozni
bariéry, ktera se pak stdva prostupnou pro samotné lé¢ivo.** Ze struktury dendrimert
a experimentd nalezenych v publikované literatufe je tedy pravdépodobné, Ze bude nejspis
dochézet k interakcim dendimerii s koznimi lipidy. To potvrdily 1 v nasi vyzkumné skupiné
diive provedené experimenty na monovrstevném modelu koznich lipida po piiddni PAMAM
dendrimerti G2-G4.*” Proto bylo cilem této prace na diiv&j$i vyzkum navazat a zjistit interakci

lipidl s dendrimery v komplexnéj$im modelu, lidském izolovaném SC.
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3. Experimentalni ¢ast

Vénuje se experimentalni ¢asti diplomové prace. Nejprve popisuje chemikélie,
materialy a ptistroje, které byly pfi experimentu vyuzity. Nasleduje popis postupu experimentu

zaméieny na interakci PAMAM dendrimert (G2-G4) s nejsvrchnéjsi vrstvou lidské kiize SC.

3.1 Material a chemikalie

Rozdé€leni vzorkil kiize na mensi ¢asti a odstranéni podkozniho tuku bylo provedeno
za pomoci skalpelu. K omyti ktize byl vyuzit fosfatovy pufr z tablet (PBS, 10mM, pH — 7.4;
Merck, Némecko), ultracisténa voda Millipore, ¢isténa systémem Milli-Q (FaF, UK) a aceton.
Pfi omyvani vzorkd SC byly pouzity kadinky. Manipulace se vzorky SC byla provedena

pomoci pinzet.

PBS a trypsin z praseci slinivky (Merck, Némecko) byly pouzity k izolaci SC.
Odstranéni necistot ze vzorki SC po izolaci bylo provedeno za vyuZiti vatovych tycCinek.
K osuseni vzorkli po ocisténi byla vyuzita gdza, ktera slouzila také jako podlozni material
Petriho misek pfti suSeni vzorki SC. Malé¢ a velké Petriho misky slouzily k uloZeni vzorkti SC
béhem hydratace a suSeni. Exsikator, ktery byl vyuzit k suseni vzorkii SC, obsahoval

susidla — tuhy parafin a oxid fosfore¢ny (P.Os, PENTA, CR).

K ptiprave roztokti dendrimerti byly k dispozici komeréné dostupné metanolické
roztoky PAMAM dendrimerti s ethylendiaminovym jadrem, generace Gz, G3, Ga (Merck,
Némecko). Pti ptipravé roztoki PAMAM dendrimert jednotlivych generaci byly vyuzity
sklenéné vialky o objemu 2 ml. Sklenéné vialky byly pouzity také k uchovavani vzork SC.
K ptekryti Petriho misek nebo vialek slouzil parafilm. Prostiednictvim jehly byly do parafilmu

vytvoieny drobné perforace.

3.2 Lidska kize a izolace stratum corneum

Vzorky lidské kuze byly zprostiedkovany z abdominoplastik pacientii privatniho
chirurgického centra Sanus v Hradci Kralové, CR. Experimentilni vyuZiti je podminéno
podepsadnim informovaného souhlasu pacientd a schvalenim etickou komisi privatniho

chirurgického centra Sanus (€. 5/4/2018) a provadénim experimentd podle Helsinské deklarace.
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3.3 Pristrojové vybaveni

Pro upravu tloustky ktize byl pouzit dermatom. K navazovani vzorki SC byla pouzita

analyticka vaha Ohaus PR SERIES (Ohaus, USA).

Za pouziti pipet s nastavitelnym objemem Research a Research Plus (Eppendorf,
Némecko) byly odmétovany kapalné latky pro ptipravu roztoki dendrimerti. Homogenizace
roztoku dendrimerti byla provedena za pomoci ultrazvukové lazné K-12 LE (Kraintek, CR)
a orbitalni ttepacky Vortex MS 3 Digital (IKA, Némecko). Za vyuziti koncentratoru s ptfivodem
dusiku Digital Dry Bath (Labicom, CR) a rotaéni vakuové odparky Hei-VAP Core
(Heidolph, Némecko) bylo zajisténo odpateni organického rozpoustédla, metanolu z roztoku

dendrimeru.

K suSeni vzorkl kiize byl vyuzivan vakuovy exsikator s obsahem suSidel oxidu

fosfore¢ného (P20Os) a tuhého parafinu.

Prostiednictvim inkubatoru IN30 (Memmert, Némecko) byly vzorky kiize v prubéhu

experimentu hydratovany.

Pro méfeni vzorkid pomoci metody diferencné skenovaci kalorimetrie (DSC) byl pouZzit
piistroj DSC 200 F3 Maia (NETZSCH, Némecko). Pro vyhodnoceni dat byl pouzit program
NETSCH Proteus Thermal Analysis. Pfiprava vzorkli na méeni DSC zahrnovala navazovani
v hlinikovych kelimcich (NETZSCH, Némecko) na analytické vdze Ohaus Discovery (Ohaus,
USA). Pifed méfenim byly hlinikové kelimky utésnény pfistrojem Sealing Press 6240
(NETSZCH, Némecko).

Pfi méfeni vzorkd pomoci metody infraervené spektroskopie (IR) byl pouzit pfistroj
Nicolet 6700 FTIR (Thermo Fisher Scientific, USA). Pro zpracovani spekter byl vyuZit
program Bruker OPUS.

Pti méfeni vzorkll pomoci metody Ramanovy mikrospektroskopie (RMS) byl vyuzit
Ramantiv mikrospektometr WITec alpha300R (WITec, Némecko). pro vyhodnoceni byl vyuzit
software Project FIVE 5.3.

Statisticka analyza byla provedena v programu GraphPad Prism (GraphPad Software, USA).
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3.4 Izolace SC z lidské kuze

Lidska ktze byla ziskana celkem od 2 darcii, ktefi podstoupili abdominoplastiku.
Po operaci byl z klize skalpelem odstranén podkozni tuk, kize byla omyta v PBS, osuSena

gazou a skladovana pii -20 °C v mrazicim boxu az do pouziti.

Po vyjmuti z mraziciho boxu se vzorky ktize nechaly rozmrazit pii laboratorni teplot¢.
Za pouziti skalpelu se kize rozdélila na mensi ¢asti pro usnadnéni nasledné manipulace

s dermatomem. Pomoci dermatomu byla upravena tloustka kiize na ~5 mm.

Nasledné se jednotlivé vzorky kiize vlozily do Petriho misek s obsahem PBS o pH 7,4
a trypsinu. Poté se ulozily pfes noc do inkubatoru pti 32 °C. Dosavadné popisovany postup

zajistil odd&leni (izolaci) rohové vrstvy od zbytku epidermis.*®

Po izolaci byly vzorky SC ocistény od zbylych bun¢k epidermis a necistot pomoci
vatovych ty€inek. Kazdy vzorek SC byl nasledné ponotfen do kadinky s vodou Millipore,
pak krétce do acetonu a poté opét do kadinky s vodou Millipore. V dal§im kroku se vzorky SC

vyskladaly na gazu v Petriho misce, nechaly se susit ve vakuovém exsikatoru 24 hodin.

3.5 Priprava roztoki PAMAM dendrimeru G2-G4

K dispozici byl komeréné dostupny 20% metanolicky roztoky PAMAM dendrimert
druhé (G2) a teti generace (G3) a 10% metanolicky roztok PAMAM dendrimert ¢tvrté generace
(Ga).

Samotné ptipraveé roztoku dendrimert G2, G3 a G4 vzdy predchazel vypocet potfebného
objemu metanolického roztoku PAMAM dendrimert a vody Millipore pro vznik 1 ml 10mM
a 1mM roztoku dendrimerti. Déle se ptipravily dvé sklenéné vialky. Za pouziti pipety se
do jedné vialky prenesl dany objem metanolického roztoku PAMAM dendrimeru. Poté se
vialka umistila do koncentratoru, kde se nechal odfoukdvanim dusiku odpatit z roztoku
metanol. K odpafeni metanolu byla dale vyuzita rotatni vakuova odparka. Nasledné se
do vialky po odpareni metanolu pfidal stanoveny objem vody Millipore. Pro homogenizaci se

vialka umistila na 1 minutu do orbitélni tfepacky Vortex a na 20 vtefin do ultrazvukové lazné.
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Timto  zpusobem se nejprve  piipravil 10mM  roztok  dendrimera
(G2/G3/G4-10mM) respektive, a to v nadbyte¢ném objemu 1,2 ml. Z tohoto roztoku, se pipetou
prevedlo 100 ul do druhé vialky, ktera byla doplnéna 900 pl vodou Millipore, ¢imz se ptipravil
I ml 1mM roztoku dendrimert (G2/G3/G4-1mM). Homogenizace roztoku byla provedena

stejnym postupem.

3.5.1 Vypocet objemu

Pro vypocet objemu metanolického roztoku PAMAM dendrimert potiebného
pro piipravu roztoku dendrimert (G2/G3/G4-10mM) byly vyuzity molarni hmotnosti a hustoty
dendrimerid uvedené v Tabulce 1. V tabulce jsou také shrnuty vysledné objemy metanolickych
roztokil (vypocitany pomoci vzorce pro koncentraci; c=mxM!), ze kterych byl pied fedénim

Millipore vodou odpaien metanol.

Tabulka 1 Hodnoty pouZité pro pripravu vzorku dendrimerii

Generace Molérni hmotnost Hustota Vysledny objem pro

dendrimeru (g/mol) (g/ml) pripravul 0OmM roztoku
(1D

G2 3256,18 0,860 226,8

G3 6908,84 0,863 480,3

Gy 14214,17 0,813 2098,0

3.6 Hydratace SC

Pted aplikaci roztoku dendrimerti na SC se provedla hydratace vzorki SC. V prvni fadé
se vysuSené SC rozdélilo niizkami na mensi ¢asti, tak aby odpovidaly hmotnosti cca 3 mg.
Vzorklim SC byla pfifazena €isla, zvazily se prosttednictvim analytické vahy a zaznamenala se

jejich presna hmotnost.

Vzorky SC umisténé v malych ciselné oznacenych Petriho miskach, se ulozZily
(vzdy po 3) do velkych Petriho misek s obsahem 40 ml vody Millipore. Velké Petriho misky se
nasledné ptiklopily vicky a vlozily se do inkubatoru pii 32 °C na 24 hodin, aby doslo k nasyceni

SC vodnimi parami.
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3.7 Aplikace roztoku dendrimeri na SC

Po hydrataci se na vzorky SC aplikovaly roztoky dendrimert (G2-G4). Prostfednictvim
pipety se naneslo 100 pl G2-1mM, G3-1mM, G4-1mM, 100 pl G2-10mM, G3-10mM, G4-10mM
nebo 100 pl vody Millipore (kontrolni vzorky) na hydratované SC. Dany objem byl rovnomérné
napipetovan na vzorek a pod vzorek v Petriho misce. K manipulaci se vzorkem byla vyuzita

pinzeta.

Po aplikaci se vzorky SC v Petriho miskach vlozily na 24 hodin do inkubatoru pfi teploté
32 °C.

3.8 SusSeni

Vzorky SC byly po aplikaci roztoku dendrimer omyty ve vodé (ponofenim do kadinky
s Millipore vodou, nésledné¢ oplachem stfickou). Poté se kratce polozily z kazdé strany
na filtraéni papir pro eliminaci ptebytecné vlhkosti a vlozily se do vialek. Ty se prekryly
parafilmem, do kterého se vytvofily drobné priduchy jehlou. Vialky se vzorky se umistily
do exsikatoru, kde se za plsobeni vakua nechaly suSit 24 hodin. SuSeni bylo nezbytné
pro méteni pomoci DSC, a provedeni kontrolované hydratace vodnimi vypary pfed méfenim

na IR.

3.9 Metody hodnoceni u¢inku PAMAM dendrimerii

3.9.1 DSC

Piiprava vzorku a pribéh méfeni

Pro méfeni na DSC bylo potieba vzorky zalisovat do hlinikovych kelimk. Nejdiive se
zvazil cely kelimek bez vzorku (cca 40 mg). Poté se pomoci pinzety vzorek SC rozprostiel
na dné kelimku, ptfiklopil se vickem a zalisoval se na lisu. Uzavieny kelimek se zvazil, odecetla
se hmotnost vzorku a spole¢né s prazdnym referen¢nim kelimkem se vlozil do métici cely DSC

pfistroje.

Priabéh méreni

SC bylo méfeno podle jiZz publikovaného postupu.’! Pogate¢ni teplota méteni byla

nastavena na 20 °C. Béhem méfeni byl vzorek vystaven zahfivani, poté chlazeni a znovu

30



zahiivani. Teplota se v prubéhu experimentu ménila rychlosti 2 °C/min, az dosahla 120 °C
pfi zahtivani, respektive 20 °C pfi chlazeni. Celkovy ¢as méteni byl cca 2 hodiny a 50 minut.
Kazda generace dendrimert byla vzdy zméfena v obou koncentracich, véetné kontrolniho

vzorku (1ImM koncentrace-10mM koncentrace-kontrolni vzorek), a to ve tiech opakovanich.

3.9.2 IR

Piiprava vzorku

Pro méteni na IR byly vzorky po vysuseni v exsikatoru, fizen¢ hydratovany v inkubatoru
(pti 32 °C). Vzorky v malych Petriho miskach se umistily do velkych Petriho misek s obsahem
Millipore vody (cca 40 ml na kazdé tii vzorky). Piiklopené velké Petriho misky se vzorky

uréené pro hydrataci pii 32 °C se ulozily ptfes noc do inkubatoru na 32 °C.

U pilotniho experimentu byla testovana i hydratace pii laboratorni teploté a vlhkosti.
V tomto piipad¢ se Petriho misky pouze pretahly parafilmem, do kterého se udé€laly praduchy
a nechaly se vprostfedi laboratofe. Tato metoda se vSak dale nevyuzila kvili Spatné

kontrolovatelnosti podminek hydratace.

Priabéh méreni

Meéfeni probihalo na Katedfe bioorganické a organické chemie, Faf UK. Byla vyuzita
IR analyza metodou Fourierovy transformace pii laboratorni teploté. Hydratované SC bylo
pfimo aplikovano na ATR krystal a bylo zméfeno z kazdé strany na 128 skentl pfi rozliSeni

2 cm’!

. Kazda generace dendrimeri byla vzdy zméfena vobou koncentracich, vcetné
kontrolniho vzorku (1mM koncentrace-10mM koncentrace-kontrolni vzorek), a to ve tfech

opakovanich.
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4. Vysledky

4.1 Infracervena spektroskopie

Me¢éieni pomoci IR zobrazuje nékolik jevi, které charakterizuji uspoiadani lipidu.
Na grafu na Obrazku ¢&. 8 pozorujeme v oblasti 2848-2854 cm™' symetrickou valenéni vibraci
methylenovych skupin typickou pro acylové fetézce lipidti SC.** Kontrolni vzorek je oznacen
Sed¢, zatimco vzorky po aplikaci dendrimer jsou barevné odliSené pro jednotlivé
generace: G2 modra, Gz zelend, G4 hnéda. Nejnizsi primérné hodnoty dosahl kontrolni vzorek
(2849,30 + 0,15 cm™). Po aplikaci dendrimerii byl zjiStén rostouci trend této hodnoty
v zavislosti na rostouci generaci dendrimerii, av§ak nebyla pozorovéna zavislost na rostouci
koncentraci jednotlivych generaci. Nejvyssich hodnot dosahl vzorek po aplikaci 1mM roztoku
PAMAM dendrimert G4 (2849,57 + 0,12) a statisticky signifikantni rozdil byl zjistén dale
u 10mM G4 (2849,51 + 0,006).

sk
2850.0-
%k %k

\—I_| ] I
' -
52849.5— _
"65 i T I
&
2 2849.01
> -

28485111, . .

S & F P > P

Obrazek ¢. 8. Hodnoty methylenové symetrické vibrace jednotlivych vzorkii. Je porovnano
kontrolni SC po aplikaci vody (ctrl) se SC po aplikaci 1 nebo 10 mM roztoku PAMAM
dendrimerii G>-G4. Hodnoty jsou prezentovany jako priimer + SD, * znaci statisticky
signifikantni rozdil (p>0,05) hodnoceny testem ANOVA, n>35.
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Na Obrazku ¢. 9 graf zobrazuje vyrez spektra kolem vilnoctu 720-730 cm”, coz je
hodnota charakterizujici deformaéni kyvavou vibraci vypovidajici o laterdlnim uspotradani
lipidii. Je uvedeno pouze reprezentativni spektrum pro Gs, protoze jednotlivé generace
a koncentrace se mezi sebou piili§ neliSily. U vSech kontrolnich vzorki byl vtéto oblasti
pozorovan charakteristicky dublet, ktery odpovida uspotadani orthorhombickému a je tedy

rrrrrrr

neobjevuje, je pozorovan singlet, ktery zna¢i hexagonalni, tedy méné tésné, usporadani lipidu.
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Obrazek ¢. 9. Reprezentativni spektrum oblasti deformacnich kyvavych vibraci (720-730 cm-
!) pro kontrolni vzorek (sedé) a SC po aplikaci ImM (svétle zelend) nebo 10mM (tmavé
zelena) roztoku Gz PAMAM.
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Pro lepsi ptehlednost byly vypo¢itdny poméry hodnot intenzit pii vinoétu 730 cm’
a 720 cm’!, které kvantifikuji rozdil intenzity téchto dvou vibraci, a tedy p¥itomnost dubletu.
Poméry pro kontrolu a jednotlivé generace a koncentrace jsou graficky znazornény

na Obrazku ¢. 10.
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Obrazek ¢. 10. Hodnoty reprezentuji poméry intenzit pri vinoctu (720-730 cm-1) jednotlivych
vzorki. Je porovnano kontrolni SC po aplikaci vody (ctrl) se SC po aplikaci 1 nebo 10mM
roztoku PAMAM dendrimeriit G2-G4. * znaci statisticky signifikantni rozdil vyhodnoceny
testem ANOVA, n >5.

Je vidét, Ze nejvyssi hodnoty tohoto poméru vykazuje kontrolni SC (0,35 + 0,06), kdy
v porovnani s ImM G2 (0,27 = 0,04) a 10mM G4 (0,18 = 0,14) nebyl nalezen statisticky
signifikantni rozdil. Naopak nejniz§ich hodnot dosahuji vzorky 10mM G2 (0,08 + 0,12)
a ImM G4 (0,08 £ 0,12).
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Poslednim sledovanym parametrem byl pomér intenzit pii vlnoétu 2850 cm’
(methylenova symetrickd vibrace) a 1640 cm™ (Amid I vibrace), coZ je parametr pouzivany
pro jednoduché hodnoceni poméru lipidi a proteinii ve SC.*> Avsak kviili vibracim amidovych

skupin dendrimerti v oblasti kolem 1640 cm

byl vtéto praci tento parametr vyuzit
pro sledovani inkorporace dendrimer do SC. Primérna hodnota kontrolniho vzorku byla
0,35+ 0,06 (Obrazek €. 11) a po aplikaci dendrimert byl pozorovan klesajici trend v zavislosti

na  rostouci  generaci.  Signifikantné nejniz§i  hodnoty  vykazoval  vzorek

10mM Gq (0,26 + 0,01).

0.5+

0.2-
0.1+

Pomér intenzit pfi
vinoé&tech 2850/1640 cm™

0.0-—5 |

Obrdzek ¢. 11. Hodnoty reprezentuji poméry intenzit pri vinoctu 2850 cm™ a 1640 cm™’
Jjednotlivych vzorku. Vzorky SC po aplikaci ImM nebo 10mM roztoku PAMAM dendrimeru
G2-Gy, jsou porovnany s kontrolnim SC po aplikaci vody (ctrl). *znaci statisticky signifikantni
rozdil vyhodnoceny testem ANOVA, n >5.
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4.2 Diferencialni skenovaci kalorimetrie

Typickym termogramem SC ziskany z DSC zobrazuje tii hlavni tepelné prechody
v oblasti 65 °C, 80 °C a 100 °C,>® které jsou vidét na reprezentativni kiivce prvniho zahiivani

kontrolniho SC (Obrazek €. 12, tmavé Cervend barva).

0.4
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Obrazek ¢.12. Krivky termogramu DSC kontrolniho vzorku SC prvniho zahiivani
(tmavé Cervena), druhého zahrivani (Cervena) a chlazeni (modrad). Zobrazuje tepelné
prechody typické pro termickou analyzu SC.

Pti 65 °C pozorujeme piechod volnych lipidi ve SC, kdy dochazi k fluidizaci jejich
struktury. Tato zména je reverzibilniho charakteru a mlZe tak byt pozorovana i pii druhém
zahtivani (svétle Cervend kiivka, Obrazek ¢. 12) a chlazeni (modra, Obrazek ¢. 12).
Peak kolem 80 °C znazorfiuje naruseni kovaletnich vazeb mezi lipidy a proteinovymi
strukturami korneocytli. Dochdzi zde k ireverzibilnimu naruSeni kovalentni vazby lipida
na proteiny. Teplotni pfechod kolem 100 °C je spojen s nevratnou denaturaci epidermalniho

keratinu.>”
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Dale byly analyzovany jednotlivé termogramy po aplikaci dendrimerti na SC. Vzdy je
uveden kontrolni vzorek (Sed¢) a reprezentativni termogram po aplikaci 1mM koncentrace
PAMAM dendrimerti. Na Obrazku €. 13 je termogram prvniho zahtivani, pozorujeme kiivky
termogramu (hnéda, zelena, modra), které jsou obecné plossi a teplotni piechody, jsou zde
posunutéjsi. Pfi rozmezi teplot 70-75 °C pozorujeme teplotni piechod volnych lipidi ve SC,
ktery se v pripad¢ kontrolniho vzorku SC objevil v oblasti 65 °C. Dale je na grafu mozné
pozorovat teplotni prechod pti 85 °C, ktery neni pfili§ zietelny a oproti kontrolnimu vzorku SC
je mnohem mén¢ vyrazny. Kolem 100 °C pozorujeme teplotni pifechod znacici nevratnou
denaturaci epidermalniho keratinu. V porovnani s kontrolnim vzorkem SC (Sed¢€) je tento

prechod u kiivek (hnédé, zelené, modré) vice plochy a plynulejsi.

Tepelny tok [a.u.]

SC

T T T 1
40 50 60 70 80 90 100 110
Teplota (°C)

Obrazek ¢. 13. DSC termogram po aplikaci dendrimerii jednotlivych generaci (G4,G3,G2) na
SC (hnédé, zelené, modre). Sedd kiivka nalezi kontrolnimu SC pro porovnani.
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Na Obrazku ¢. 14 je termogram chlazeni, které¢ nésleduje po prvnim zahtivani. Je zde
pozorovan teplotni pfechod pii 65-70 °C, kdy dochazi k reverzibilni fluidizaci lipida.
V porovnani s kontrolni SC, je ptechod v ptipadé SC po aplikaci dendrimery plossi a mirné
posunuty. Vzorky SC po aplikaci dendrimerti, se mezi sebou mirné lisi. Nejplossi kiivku
vykazuje SC+G4 1 mM (hnéd€). Naopak nejvice viditelny piechod je patrny u vzorku
SC+G; 1mM.

Tepelny tok [a.u.]
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Obrazek ¢. 14. DSC termogram chlazeni po prvnim zahiivani. Hnéde, zelené a modre jsou
vyznaceny krivky pro SC po aplikaci dendrimery. Sedé je vyznacen kontrolni vzorek SC pro
porovnani.
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Po chlazeni nasledovalo druhé zahtivani (Obrazek ¢. 15), v porovnani s prvnim
zahfivanim se termogramy lisi. Pozorujeme pouze jeden dobie zietelny tepelny ptechod
pti 65 °C, charakteristicky pro reverzibilni zménu usporadani lipidd a jejich fluidizaci.
U kontrolniho vzorku SC vidime tento piechod nejlépe. Kiivky SC po aplikaci dendrimert jsou
v porovnani s kontrolnim SC plossi, neni zde vSak tolik patrny posun, jako tomu bylo v pfipadé
prvniho zahtfivani. U vzorku SC+G4 (hnéd€) 1mM je tento piechod nejméné jasny. Peaky
v ptipadé¢ zelené a modré kiivky jsou ,,roztahlejsi* oproti kontrolnimu vzorku SC, ale jsou lépe
pozorovatelné nez v pripadé SC po aplikaci G4 ImM. Teplotni prechody, které byly patrné
u prvniho zahtivani, v pfipadé druhého zahtivani nepozorujeme. Kiivky SC po aplikaci

dendrimert se po tepelném piechodu velmi podobaji kiivee kontrolniho SC.

Tepelny tok [a.u.]
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Obrazek ¢. 15. Termogram druhého zahrivani. Hnéde, zelené a modre jsou vyznaceny krivky
pro SC po aplikaci dendrimery. Sedé je vyznacena kifivka kontrolniho SC bez aplikace
dendrimerii pro porovnani.
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5. Diskuze

Co se tyce vysledkii ziskanych z IR, hodnoty symetrickych vibraci naznacuji,
ze PAMAM dendrimery nezpusobuji nezddouci zmény v uspotadani lipida ve SC. Hodnoty
symetrickych methylenovych vibraci se pohybuji vrozmezi 2849,30-2849,57 cm™.
I kdyz po aplikaci dendrimert je pozorovan rostouci trend této hodnoty v zavislosti na rostouci
generaci, viechny naméfené hodnoty nepiesahuji hodnotu 2850 cm™. To znamen4, Ze lipidy
zustavaji v konformaci orthorhombické a SC tak zlstdva viceméné nepropustna. Pokud by
hodnota vInoétu presahla 2850 cm™', znamenalo by to, Ze lipidy ptechazeji z uspofddaného

stavu do neuspofadaného.*’

Dublet v oblasti deformacni kyvavé vibrace, ktery je typicky pro tésné orthorhombické
G4 se misto dubletu objevuje singlet, coz naznacuje piechod z orthorhombické do hexagonalni
faze. Singlet ukazuje na hexagonalni uspofadani lipidd, které je charakterizovano vyssi
singlet objevuje v dusledku interakce lipidi SC s G4 PAMAM dendrimery. Tento jev odrazi
schopnost dendrimerti naruSovat strukturu kozni bariéry. Na zdklad¢ tohoto znaku, je zfejmé,
7ze PAMAM dendrimery mohou ménit bariérové funkce klize ve smyslu jeji propustnosti.
I ptes to, ze SC bylo po pusobeni dendrimert diikladné omyto, z poklesu pomérii intenzit
methylenové symetrické a amidové vibrace vyplyva, Ze dendrimery byly zfejmé zadrZeny

ve struktute SC. Tento pokles byl signifikantni v pfipad€ Ga.

Je znamo, Ze se PAMAM dendrimery vyuZivaji jako enhancery kozniho podani.
Napftiklad studie z roku 2008 se zabyvala interakci PAMAM dendrimert s 5-fluorouracilem
(5FU) a ovlivnéni propustnosti kozni bariéry. Pfi interakci PAMAM dendrimeru s 5FU doslo
ke zmeéné difuzniho koeficientu, rozpustnosti a kozniho rozdé€leni. Dale bylo zjisténo,
ze v disledku hydrofilni povahy SFU byl prinik do kiize snizen. OvSem v ptipad¢ interakce
S5FU s dendrimerem mitize tato forma slouZit jako depotni systém a zvySovat jeho kozni

permeaci.*’

vvvvvv

zvySenim jejich rozpustnosti ve vod¢ prostfednictvim komplexace s povrchovymi funkénimi
skupinami a/nebo enkapsulace v jadfe dendrimeru.*® V této studii bylo také zjiténo,

ze dendrimery slouzi jako nosi¢e a transportuji 1é¢ivo v solubilni formé na povrch kize,
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odkud se diky vysoké afinité lipofilniho 1é¢iva ke koznim lipidim rozdéli do SC.>® Z literatury
je také ziejmé, ze dendrimery zakon¢ené aminovymi skupinami jsou schopny pronikat 1épe do

SC nez aniontové nebo neutralni dendrimery.*’

V dostupnych zdrojich doposud neni popsano, jakym zptisobem PAMAM dendrimery
mohou interagovat s koznimi lipidy. Zajimavym zjiSténim nalezenym v literatufe je,
ze dendrimery interaguji pravdépodobné s negativnimi fosfatovymi skupinami polarnich hlav
modelovych fosfolipidi a fluidizuji tak lipidové dvojvrstvy.>® Mezi fosfolipidy a lipidy
v lidském SC muzeme najit nékolik podobnosti. Sice se od sebe lisi chemickou strukturou,
ale jejich molekuly se uspotadavaji do podobnych utvart diky pfitomnosti polarnich hlav
a hydrofobnich casti v jejich struktufe. Dilezitym rozdilem je, Ze molekula fosfolipidii nese
ve své struktufe naboj, ktery vSak neni pfitomen u lipidii SC. To by mohlo hrat klicovou roli
ptiinterakcich s nabitymi PAMAM dendrimery. Proto 1ze o¢ekavat, ze v piipad¢ koznich lipida

bude dochézet k fluidizaci ¢aste¢né jinym mechanismem, nez je tomu u fosfolipidu.

Z informaci nalezenych v literatute tedy vyplyva, ze PAMAM dendrimery ovliviiuji
propustnost kozni bariéry. Z dostupnych dat v§ak neni zfejmé¢, zda se jedna o enkapsulaci 1é¢iva
do struktury dendrimert a spolecny prinik do nizsich vrstev klize ¢i naruseni struktury kiize
dendrimerem a prinik samotného 1éciva. Vysledky IR v této praci naznacuji, Ze by se mohlo
jednat o druhy pfipad. Z literatury je téZ patrné, ze zvySujici se koncentrace dendrimert
nekoreluje se zménou propustnost kozni bariéry.’> Tato skute¢nost vyplyva i z vysledki

experimentu, kdy nebyl zjistén signifikantni rozdil mezi jednotlivymi generacemi, pouze Ga

rrrrrrr

Pomoci diferencni termické analyzy DSC bylo podrobeno SC experimentu v teplotnim
rozmezi 20 az 120 °C. Hydratované kontrolni SC pfi termické analyze, nabidlo charakteristické
teplotni pfechody v oblastech 65 °C, 80 °C a 100 °C. Jak jiz bylo fe€eno, teplotni pfechod
pii 65 °C znaci reverzibilni zménu uspotfddani lipidd z lamelarni na neuspofadanou,
hexagonalni az tekutou fazi. Teplotni piechod pii 80 °C je typicky pro naruSeni kovaletnich
vazeb mezi lipidy a proteiny a tato zména je ireverzibilniho charakteru. Pti 100 °C doslo
k ireverzibilni denaturaci proteini. Obecné jsou vysledky u kontrolniho SC v souladu

s pozorovanymi vysledky v literatufe.®’
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Kiivky SC po aplikaci dendrimerti byly obecné posunutéjsi a plo$si v porovnani
s ktivkami kontrolnich vzorkd SC. V piipad€ prvniho zahtivani byly patrné teplotni ptechody
pti teplotach 70-75 °C, doslo tedy k posunu ptechodu k vyssim teplotdm. Zplosténi peaku
v tomto teplotnim rozmezi znaci, ze pii vzdjemné pusobeni lipidi a dendrimert, dochazi
mirnéji. Z termogramu je také patrné, Ze je tato zmeéna reverzibilniho charakteru, coz by mohlo

dokazovat Setrnost dendrimerti, jakozto enhancert, vii¢i kozni bariéfte.

Dle studie z roku 2006, ktera se zabyvala interakci PAMAM dendrimert (G4,G35)
s modelovymi lipidovymi membranami slozenymi z dipalmytoylfosfatidylcholinu (DPPC)
pomoci DSC, bylo zjisténo, ze inkorporace dendrimert PAMAM G4 a G35do DPPC dvojvrstev
zpusobuje zvyseni fluidity membrany v zavislosti na koncentraci dendrimert. Zaroven bylo
navrzeno, ze dendrimery mohou siln¢ interagovat prostiednictvim své strukturni konformace
¢i povrchového naboje, jak s lipofilni ¢asti DPPC, tak s polarni hlavovou skupinou fosfolipidu
DPPC. Déle bylo v této studii zjiSténo, Ze maximalni procentudlni podil PAMAM Gs a Gs3s,

které lze zaclenit do DPPC membrény, aniz by se narusila jeji integrita, je 5 %, resp. 3 %.*

Pfi experimentu v této praci byly vyuZzity PAMAM dendrimery G2-G4 o koncentraci
ImM a 10mM. Na rozdil od publikované studie, se mezi koncentracemi jednotlivych generaci
dendrimert nejevil signifikantni rozdil v souvislosti s interakei s lipidy SC. Vedle koncentrace,
byl zde faktor generace dendrimeru. Z vysledkd je patrné, Zze k interakci mezi lipidy SC
a dendrimery, dochdzi u vSech pouzitych generaci. V porovnani s uvedenou studii nebyly
zmeény pozorované v tomto experimentu piili§ znatelné. To je nejspis zplisobeno tim, Ze nebyly
pouzity samotné smési koznich lipidd, ale biologicky material — izolované SC — kde se kromé
lipidii nachazi i1 korneocyty. JelikoZ zmény, ke kterym doslo pfi interakci mezi PAMAM
dendrimery a lipidy koZni bariéry byly nejspi$§ velmi malé (jak je zietelné z IR experimenti),
byly jejich termické ptechody nejspis zakryty ostatnimi pochody ve SC. Také je potieba dodat,
ze ve studii se opét jednalo o fosfolipidy a plati tedy i to, co bylo komentovano vyse v rdmci

diskuze k IR.
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6. Zavér

V ramci této diplomové prace, byl proveden experiment ke zhodnoceni interakce
mezi PAMAM dendrimery a SC. Z vysledkt, které byly ziskany pii vyhodnocovani
experimentu, je patrné, ze PAMAM dendrimery maji vliv na zménu uspotadani lipida SC.
Tésné, t€émet nepropustné orthorhombické uspotradani lipida SC tak v zavislosti na ptisobeni
PAMAM dendrimert piechazi do méné tésného uspotradani hexagonalniho az fluidniho. Tento
piechod byl nejvyraznéjsi po aplikaci G4 PAMAM dendrimerti, zatimco u G2 a Gs byl
pozorovan pouze stoupajici trend hodnot znacici méné uspotfddané lipidy v porovnani
s kontrolnim SC. Kozni bariéra se tak stava vlivem PAMAM dendrimerd propustnéjsi, coz je

vyhodné tieba i1 z pohledu transdermalniho podani.

Z vysledkti DSC je ziejmé, ze pii interakci PAMAM dendrimert a lipidd SC, dochézi
k reverzibilni zméné vlastnosti kozni bariéry. Pouziti PAMAM dendrimerti se v zavislosti
na tomto poznatku profiluje jako bezpeénym SPE. Pii experimentu se dale zkoumal vliv
koncentrace a generace dendrimeri PAMAM. Mezi koncentraci a miry zvySeni ¢i snizeni
ovlivnéni vlastnosti lipidit SC nebyla zjisténa korelace. Co se tyce faktoru generace, nejvice

bylo SC ovlivnéno opét aplikaci G4 PAMAM dendrimerd.

Je mozné shrnout, Ze PAMAM dendrimery G4 interaguji s lipidy kozni bariéry, coz
naznacuje potencionalni prinik [éCiv intercelularni cestou pii vyuziti téchto latek
jako enhancerti kozni permeace. Zda se, Ze nejvice kozni lipidy ovlivituji dendrimery ctvrté

generace, coZ bylo pozorovano pomoci obou metod.
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