UNIVERZITA KARLOVA
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceuticke technologie

Hodnoceni uC¢inku PAMAM dendrimeru na

rozpustnost imiquimodu

Rigordzni prace

Mgr. Thu Thao Truongova

V Hradci Kralové 2023

Vedouci prace: Dr. Georgios Paraskevopoulos, Ph.D.

Konzultant prace: Eleni Panoutsopoulou



., Prohlasuji, Ze tato prdace je mym piivodnim autorskym dilem, které jsem
vypracoval(a) samostatné (pod vedenim konzultanta). Veskera literatura a dalsi zdroje, z
nichz jsem pri zpracovani cerpal(a), jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury a v prdci

3

radné citovany. Prace nebyla vyuZita k ziskani jiného nebo stejného titulu.

V Hradci Kralové Mgr. Thu Thao Truongova



Podékovani

Timto bych rdda pod€kovala svému vedoucimu rigorézni prace Dr. Georgiosovi
Paraskevopoulosovi, Ph.D. za jeho ¢as, odborné vedeni a cenné rady. Dale bych také chtéla
podékovat mé konzultantce Eleni Panoutsopoulou za jeji pomoc a ochotu v prub¢hu

praktické Casti této prace.

Za finan¢ni podporu dékuji Univerzit¢ Karlové (GAUK 184217, SVV 260661) a
Grantové agentuie Ceské republiky (19-096008).



Abstrakt
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Nézev rigordzni prace: Hodnoceni u¢inku PAMAM dendrimert na rozpustnost imiquimodu

Dendrimery jsou velmi rozvétvené polymerické slouceniny s definovanymi
vlastnostmi. Pouzivaji se jako nanocasticovy distribucni systém, zaroven vSak maji
vyznamny potencidl v oblasti zvySovani rozpustnosti ve vod¢ Spatné rozpustnych 1éciv.
Dendrimery funguji jako nosice 1é¢iva bud’ na principu enkapsulace molekuly 1é¢iva ve své
rozveétvené vnitini struktufe nebo vytvareji interakce s léCivem ve vnéjsi vrstvé skrze

terminalni funkéni skupiny.

Cilem této prace bylo zhodnotit G¢inek polyamidoaminovych (PAMAM) dendrimert

na rozpustnost hydrofobniho 1é¢iva imiquimod.

Postupné byly pfipraveny roztoky dendrimert nulté, prvni, druhé a tfeti generace
v Sesti riznych koncentracich. BEhem experimentu se méfilo pH roztokii pred a po ptidani
nadbytecného mnoZstvi imiquimodu. Nasledné byla provedena analyza vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii. Z naméfenych vysledkd pouzitych generaci PAMAM
dendrimert vyplyva, Ze prvni generace téchto dendrimerti dokéizala nejvice zvysit
rozpustnost imiquimodu ve vodném prostfedi. Do budoucna by bylo tfeba experiment
zopakovat za ucelem prozkouméani moznosti zmény pH prostiedi k ziskani jest¢ vétsiho

efektu.



Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmaceutical Technology

Supervisor: Dr. Georgios Paraskevopoulos, Ph.D.
Consultant: Eleni Panoutsopoulou

Author: Mgr. Thu Thao Truongova

Title of the thesis: The evaluation of the effect of PAMAM dendrimers in the solubility of

Imiquimod

Dendrimers are highly branched polymeric compounds with defined properties. They
are used as a nanoparticle delivery system, however concurrently they have significant
potential in enhancing the solubility of poorly water soluble drugs. Dendrimers work as drug
carriers either by encapsulating the drug in their branched internal structure or they create

interactions with the drug in the outer layer via terminal functional groups.

The aim of this work was to evaluate the effect of polyamidoamine (PAMAM)
dendrimers on the solubility of the hydrophobic drug imiquimod.

Solutions of zero, first, second and third generation dendrimers were prepared at six
different concentrations. During the experiment, the pH of the solutions was measured
before and after addition of excess amount of imiquimod. Subsequently, analysis was
performed by high-performance liquid chromatography. The measured results show that the
first generation of PAMAM dendrimers is able to increase the solubility of imiquimod in
aqueous medium the most among the used generations. In the future, the experiment should
be repeated to investigate the possibility of changing the pH of the medium to obtain even

higher effect.
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2. Uvod a cil prace

V soucasné dobé mnoho novych Ié¢ivych latek neni mozné ptivést do klinické praxe.
Je to pfevazné z ditvodu jejich vlastnosti, zejména kviili jejich nizké schopnosti rozpoustét
se ve vodé. Hydrofobicitu latek lze ovlivnit kombinaci s dendritickymi molekulami.
Interakcei s dendrimery se zvysuje schopnost 1é¢iv rozpoustét se, s ¢imz nasledné souvisi i

jejich biodostupnost a distribuce po téle k dosazeni cilového mista ptisobeni.

Hlavnim cilem této rigordzni prace bylo zjistit, zda polyamidoaminové dendrimery

dokézi pozitivn€ ovlivnit rozpustnost hydrofobniho Ié¢iva imiquimodu ve vodném prostredi.



3. Teoreticka ¢ast

3.1. Imiquimod

Imiquimod (IMQ) patii mezi derivaty imidazochinolonti (Obrazek 1). Pouziva se
predevsim jako lokdlni chemoterapeutikum a virostatikum klécbé povrchovych
bazocelularnich karcinomtl, solarnich kerat6z a akuminétnich kondylomat. Mechanismem
ucinku je aktivace imunitni odpovedi vazbou na bunécny receptor toll 7 uvnitt makrofagi a
dendritickych bun¢k (IMQ zde figuruje jako agonista). Navazanim na membranovy receptor
dochazi k indukci sekrece prozéanéctlivych cytokinli (zejména interferonu o, tumor
nekrotizujiciho faktoru a a interleukinu 12). Uvolnéné cytokiny spousti adaptivni imunitni
bunécnou kaskadu za ucasti T-lymfocytd a NK bunck (,,natural killer cells*). Stimulace
protinadorové imunity vede ke zpomaleni riistu nadorovych bunck, dale je aktivovéana
apoptdza a dochazi k destrukci nadoru. Ve formé krému je imiquimod marketovan pod

obchodnimi nazvy Aldara 5 % nebo Zyclara 3,75 %. [1] [2] [3] [4]

IMQ je hydrofobni, ve vodé $patné rozpustna latka s nizkou permeabilitou pies kiizi.
Kvili témto nevyhodnym vlastnostem je pouziti imiquimodu omezeno pouze na topické
1€kové formy (LF). [5] [6] V klinickych studiich bylo prokazano, Ze se u lidi vstieba kiizi
méné nez 0,9 % topicky aplikované jedné davky radioizotopicky zna¢ené¢ho imiquimodu.
[3] Lécivé piipravky s 5% imiquimodem vykazuji nizkou systémovou absorpci, kterd je dana
pravé fyzikalné-chemickymi vlastnostmi ucinné latky a poji se s dalSimi komplikacemi
1é¢by (pf. niZ8i bezpecnost a toleralibita). Lokalni podani zplisobuje v misté uziti neZzddouci
reakce typu erytém, svédeéni, paleni ¢i bolest. K systémovym nezadoucim uéinktim dochazi

také, avSak jejich frekvence byva obvykle méné Casta. [3]

HBC\(CHS
N

NH,

Obrazek 1 — Chemicky vzorec imiquimodu [7]
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3.2. Metody pro zvySeni rozpustnosti hydrofobnich 1é¢iv
Vyznamny pocet novych, ale i jiz obchodovanych 1éCiv se skladd pievazné z
hydrofobnich 1é¢iv, kterd jsou Spatné¢ rozpustna ve vod¢ a maji nizkou biologickou
dostupnost. [8] Nedostate¢na rozpustnost ve vod¢ vytvari prekazky pfi ptipraveé a vyvoji
1&Civ. [9] V soucasnosti nemalé mnozstvi marketovanych 1é¢iv méa nedostatecné vlastnosti
jako je Spatna rozpustnost, nizka permeabilita, rychly metabolismus a eliminace z téla spolu

s vysokym rizikem nezadoucich ucink. [8]

Hydrofébni 1éciva casto vyzaduji vysokodavkovy rezim k dosazeni terapeutické
koncentrace v plazmé po oralnim podani. [9] Vstiebani 1€¢iv zavisi do zna¢né miry na 2
faktorech: rozpustnosti a propustnosti. S pfibyvajicim mnozstvim Spatné rozpustnych 1é¢iv
se projevily snahy o zvySeni rozpustnosti téchto latek. [ 10] Rozpustnost je jeden z dulezitych
parametri determinujici terapeutickou odpovéd’ daného 1é¢iva v systémové cirkulaci. [9]
Z tohoto diivodu se stalo zvySovani biodostupnosti 1écivych latek, které se ve vodé Spatné

rozpoustéji, zdjmem farmaceutické technologie. [11]

Strategie zvySujici rozpustnost lipofilnich latek mizeme pro ptehled rozdé¢lit na

fyzikélni, chemické a technologické metody. [11]

3.2.1. Fyzikalni metody

e ZmenSeni velikosti ¢astic

Jedné se o jednu z nejcastéji pouzivanych technik ke zvySeni rozpustnosti 1éciva.
Cilem je ziskat ¢astice mensi nez 10 um. [11] Cim mensi bude velikost &astic, tim se zvétsi
jejich povrch pro interakci léciva s médiem. VEtsi pocet interakei vede ke zlepSeni
rozpustnosti latky. [12] Existuje nékolik metod, jenZ mohou byt pouzity pro redukci Castic:

mechanické rozméliiovani, metoda sprejového suseni anebo vytvofeni nanosuspenze. [9]

[11]

Mechanické rozdrobniovani probihd podle vybrané metody (bud’ suchou nebo
mokrou cestou) za pouziti riiznych typi mlynu sohledem na vybranou cestu.
Mikronizovanych sférickych ¢astic 1ze dosahnout pomoci metody sprejového suSeni. Lé€ivo
se rozpusti, pfipadné¢ suspenduje v kapalin€. Vytvofeny roztok/suspenze se ndsledné
nastfikuje do expanzni nadoby pfi vyssich teplotach a susi se v proudu vzduchu ¢i inertniho

plynu. Podminky procesu je mozné upravit, a tim ziskat ¢astice definovaného tvaru, velikosti
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a hustoty. [11] Nanosuspenze jsou bifazické systémy slozené z nanocastic, které jsou
stabilizované pomoci surfaktantu. Jedna se o sub-mikron kolloidalni disperze ¢astic 1éCiva.
Velikost téchto castic se nachazi vétSinou v rozmezi 200-600 nm. Lze je vyuzit k topickému,
oralnimu, parenteralnimu nebo pulmonarnimu podani. Nanosuspenze byly vyuzity pro rtizna

1é¢iva, kde jednim z nich je napft. atovachon [12] [13]

e Lyofilizace (neboli suSeni mrazem)

Jedna se o proces vysouseni 1é¢ivé latky nebo jejiho roztoku/suspenze pii velmi
nizkych teplotach. Kryogenni metodou jsou ziskévany latky porovité struktury tvorené
kanalky, které vznikaji po sublimaci rozpoustédla. Postup mrazového suSeni je sloZen ze tii
¢asti: zmrazeni, primarni a pak sekundarni suseni. Béhem prvni faze mrazeni je
roztok/suspenze ochlazovana do chvile, nez za¢nou vznikat krystalky ledu, jenz postupné
nabyvaji na velikosti. V dal$i fazi dochazi k primarnimu suSeni (sublimaci) ledovych
krystalii za nizkého tlaku. Pro tuto chvili meziprodukt stale obsahuje zbytkové mnozstvi
vody (okolo 20 %), tudiz se musi provést jesté 3. faze — sekundarni suseni neboli desorpce.
Tato faze probiha za vyssi teploty a nizkého tlaku, kdy se na konci vyprodukuje latka
s dostate¢né nizkou vlhkosti. Proces lyofilizace je jak energeticky, tak i financné a asové
narocny. Z tohoto divodu se v praxi preferuje metoda sprejové lyofilizace, kterd je

skloubenim lyofilizace a sprejového suseni. [11] [12]

Metoda sprejové lyofilizace vytvaii vysoce porézni sférické castice v dané velikosti.
Existuje nékolik zplsobl pfipravy, jehoz ptikladem je sprejové mrazeni s kryogenni
tekutinou. Mrazova sublimace je vyuzivana Casto u injekénich pfipravka s nestabilnimi
ucinnymi latkami ve vodé. Dale mtiZze byt soucasti piipravy oraln€ dispergovatelnych tablet,
kde se jednd o zavedeny technologicky postup s patentem pt. Zydis®. [11] [14] [15]
Piikladem lyofilizatu na ¢eském trhu je imunostimulacni 1é¢ivy pifipravek Imunor. Jedna se

o transfer faktor z veptové krve, ktery se musi uchovavat pfti teplotach 2 °C — 8 °C. [16]

e Modifikace krystalové mfizky

Rozpustnost 1€¢ivé latky je mozné ovlivnit Gpravou fyzikdlni formy. [11] Obmény v
krystalické struktufe zlepSuji rychlost rozpousténi, a tedy i biologickou dostupnost

hydrofébniho 1éciva. Polymorfie (schopnost u¢inné latky existovat ve vice krystalickych
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formach) umoziuje latkdm meénit své fyzikalné-chemické vlastnosti podle krystalické
miizky. Obecné plati, ze amorfni latky jsou lépe rozpustné nez jejich krystalické formy. [9]

[11]

3.2.2. Chemické metody

e Pfiprava rozpustnych soli

Jedna se o v praxi nej¢astéji uzivanou metodu, ktera prispiva ke zvyseni solubility a
rychlosti rozpousténi lipofilnich 1éCiv. Kysela a zasaditd 1éCiva jsou pfeménovéana na
odpovidajici soli, ktera jsou pak ve vod¢ Iépe rozpustna, pi. teofylin. [9] Rychlost
rozpousténi urcité soli se obvykle lisi od rychlosti rozpousténi vychozi latky. Sodné a
draselné soli se rozpoustéji rychleji nez jejich Cisté soli. Nevyhodou je jejich vysoka

alkalita, kvili které mize dochézet u n¢kterych pacientt k epigastrickym potizim. [13]

e Zména pH

Léciva Spatné rozpustna ve vodé mohou byt kladné/zaporné€ nabita na zaklad¢ svych
vlastnosti (dle toho, zda se jedna o zasadu ¢i kyselinu) pfidanim pH modifikatord. Tyto
pufrovaci pomocné latky se pfidavaji k 1éc¢ivé latce a pomahaji vytvofit mikrooblasti
s pH, ve kterém se 1é¢ivo mlze rozpoustét bez ohledu na pH okolniho prostfedi. Vliv pH
modifikatord zavisi na vlastnostech jako je rozpustnost nebo rychlost uvoliiovani. Mezi
zasadité modifikatory se fadi napt. hydrogenfosfore¢nan sodny, uhli¢itan vapenaty ¢i oxid
hotecnaty. Tyto pufrovaci latky se pfidavaji do roztoku slabych kyselin a jejich soli (pf.
kyselina acetylsalicylovd anebo methotrexat). Naopak kyselé modifikidtory pH jsou
pouzivany pro zvySeni rozpustnosti slabych zasad jako je atropin nebo kodein. Za kysel¢é
modifikdtory jsou povazovany kyselina fumarova, kyselina citronova nebo kyselina
askorbova. Po upravé pH jsou ionizovatelné slouceniny stabilnéjsi, 1épe rozpustné, a timto
je zajisténa optimalizovana absorpce i biologickd dostupnost. Nevyhodou této metody je
riziko tvorby sraZzenin v disledku fedéni vodnym roztokem média s pH, pfi kterém je
sloucenina méné rozpustna, coz v ptipad€ intravendzniho podani mize vést ke vzniku
embolii. Dale je tfeba brat v potaz rizika spojend s toleranci a toxicitou pii pouZiti

nefyziologického pH. [9] [11] [17]
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e Hydrotropie

Hydrotropni latky (téz hydrotropy) je skupina latek, ktera pti dostatecné koncentraci
dokaze zvysit rozpustnost lipofilnich latek ve vod¢€. Na rozdil od surfaktantt se 1isi kratkou
hydrofobni Casti. Za zlepSenim solubility stoji tvorba slabych interakci mezi hydrotropnim
¢inidlem a $patné rozpustnym lécivem. Mezi jejich pozitivni vlastnosti pro pouziti v praxi
patfi zejména jejich jednoduchost. Hydrotropy jsou nezavislé na pH, maji vysokou
selektivitu a neni potieba chemické modifikace hydrofobniho 1é¢iva nebo pouziti
organického rozpoustédla ¢i piiprava emulzniho systému. Dale mezi vyhody hydrotropnich
latek patii nizké naklady a toxicita. Naopak jejich nevyhodou se stava potieba vysokych
koncentraci a také moznost vzniku interakci mezi hydrotropni a 1é¢ivou latkou. Piikladem
bézné uzivanych hydrotropti je napt. benzoan sodny, nikotinamid, mocovina nebo salicylan

sodny. [9] [11] [12]

3.2.3. Technologické metody

e Pevna disperze

Dalsi metodou ovliviiyjici rozpustnost je ptiprava pevné disperze. [18] Disperze
v pevné fazi se skladd minimalné ze 2 odliSnych komponent — Gc¢inné latky (hydrofobni
1é¢ivo) a hydrofilniho nosice (matrix). [12] Lécivo je dispergovano v prostfedi matrix a tim
vytvaii molekularni smés. Vlastnosti hydrofilniho nosi¢e zvySuji rychlost rozpousténi a
uvolnovani u€inné latky. [11] BéZné pouZivanym nosi¢em byva dobie rozpustny polymer
napf. poly(vinylpyrrolidon), polyvinylchlorid, hydroxypropyl methylcelul6za, kopolymery
derivatii kyseliny akrylové a jiné. [12] [18] Disperze 1éCiva v matrix je mnohondsobné
rozpustngj$i neZ samotna krystalickd latka. Jestlize se dispergovana latka oddéli v tuhém
stavu, jedna se o heterogenni disperzi. Pokud ale vznikne molekuldrni, pfipadné iontova

disperze, miizeme se bavit o0 homogenni disperzi neboli tuhém roztoku. [18]

Na zékladé¢ molekularniho uspotfddani je mozné rozliSit pevné disperze do 6
kategorii: pevna eutektickd smés, pevny roztok, sklenény roztok a suspenze, amorfni
precipitace v krystalickém nosici. O jaky typ se bude jednat rozhoduje zptisob ptipravy. [13]
[19]

Pevné disperze jsou snadno ptipravitelné a daji se jednoduse zformulovat do béznych

pevnych lékovych forem, coz je jedna z jejich vyhodnych vlastnosti. Mezi dalsi vyhody patii
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krom¢ zvySeni rozpustnosti a biodostupnosti také redukce velikosti Castic, zvySeni
porovitosti, zlepSeni smacivosti a polymorfni zmény léc¢iva. Nevyhodou pevnych disperzi
byvéa zhorSena stabilita z divodu rekrystalizace 1éCiva, ktera pak muze vést ke snizené

biologické dostupnosti tohoto 1éCiva. [11]

o Komplexy s cyklodextriny (inkluzni komplexy)

Rozpustnost hydrofoébnich 1é¢iv 1ze navysit spojenim do komplexti s vhodnou
latkou, kdy se pak 1éciva latka pii styku s télesnou tekutinou zkomplexu uvoliuje.
Cyklodextriny (CD) jsou slozeny zjednotek D-glukosy. [18] Jednda se o cyklické
oligosacharidy, které se bézné€ vyskytuji v ptirodé€. [11] Existuji tii typy CD: alfa, beta a
gamma. Alfa CD tvofi inkluzni komplexy s alifatickymi uhlovodiky, beta CD zase obvykle
formuji komplexy s malymi aromatickymi molekulami. Objemnéjsi slouceniny naopak
vazou gamma CD. [10] CD maji tvar dutého komolého kuzele s nepolarni vnitini dutinou a
polarnim vnéj§im povrchem, kde se nachazi volné hydroxylové skupiny. Lipofilni prostiedi
centrdlni dutiny umoziiuje zachyceni hydrofébni molekuly uvnitf dutiny a diky hydrofilnimu
povrchu vznika ve vodé dobie rozpustny inkluzni komplex. [8] [11] Lécivo je v komplexu
vazéano slabymi nekovalentnimi vazbami, které zvladaji snadno uvolnit lé¢ivo z vazby pfi
styku s vodnou fazi LF nebo télesnou tekutinou. Pevnost vazby ovSem také zalezi na tom, jak
lé¢ivo ,,zapada* do dutiny a také na specifickych interakcich mezi povrchovymi atomy. [11]
[18]

CD se pouzivaji v technologii nejen pro zvySovani rozpustnosti, ale také pro zvyseni
stability léciva, zlepSeni smacivosti, k omezeni interakcim mezi 1é€ivem a pomocnymi
latkami, dale ke sniZeni iritace gastrointestinalniho traktu (GIT) nebo k zamaskovani
nepiijemné chuti ¢i zépachu. [8] [11] V praxi se mizeme setkat s komplexy beta-CD a
paklitaxelu (pod komerénim nadzvem Taxol) nebo v kombinaci s nesteroidnimi antiflogistiky

ibuprofenem ¢i naproxenem. [10]

e Liposomy

Liposomy byly poprvé pfipraveny v Anglii vroce 1961 Alecem B.
Banghamem, ktery se zabyval fosfolipidy a sraZzenim krve. [20] Jedna se o sférické vezikuly

tvotené fosfolipidovou membranovou dvojvrstvou, uvnitt kterych se skryva polarni faze. [8]
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Podle struktury membrany je lze rozdélit na unilamelarni a multilamelarni liposomy. [20]
Molekuly 1é¢iv mohou byt na zédklad€ svych charakteristik bud’ enkapsulovany ve vodném
prostoru liposomti anebo mohou byt inkorporovany do jejich membrany. Z téchto davodi
se liposomy v soucasnosti pouzivaji jako jeden z typt nosiCového systému, jehoz cilem je
dopravit 1é¢ivo na misto urceni k dosazeni terapeutického ucinku. [8] Jako nosi¢ové systémy
s fizenym uvoliiovanim se liposomy uZzivaji pfedevSim pro hydrofilni 1éCiva, zatimco pro
slouCeniny Spatné¢ rozpustné ve vod¢ nabizi novou cestu ke zvySeni rozpustnosti a

postupnému dosazeni lepsi biodostupnosti. [8] [11]

Liposomalni latky nejsou toxické ani imunogenni, ba naopak se jednd o
biokompatibilni a biodegradabilni molekuly, které jsou schopny zapouzdfit Siroké mnozstvi
lipofilnich sloucenin, coZ byva jejich vyraznou vyhodou. [8] Schopnost enkapsulace se
odviji u liposomii od dvou nasledujicich faktora — fyzikalné chemickych vlastnostech 1é¢iva
(pt. lipofilita) a slozeni dvojvrstvy spolu s metodou piipravy. Uspé$na liposomalni
formulace byla pfipravena s antimykotikem amfotericinem B, kterd vedla ke snizeni jeho

renalnich nezadoucich ac¢inkt. [21]

e Micelarni solubilizace

Micelarni solubilizace je proces, pii kterém se zvySuje lékova rozpustnost skrz
snizeni povrchového napéti. K rozpousténi 1€civa piispivaji micely povrchové aktivnich
latek (tenzidii), které s l1é¢ivem interaguji a nésledné diky tomu vznikd termodynamicky
stabilni izotropni roztok. Tyto micely se tvoii rozpusténim tenzidli ve vodé v koncentraci
vy$$i nez je kriticka micelarni koncentrace. [ 12] Potfebna koncentrace tenzidu se rtizni a jeji
hodnota byva zjiSténa experimentalné, jelikoZz zalezi na chemickych vlastnostech
rozpousténé faze. [18] VétSina surfaktantl ma hodnotu kritické micelarni koncentrace
v rozmezi 0,05 — 0,10 %. [11] Jakmile se vytvoii micely, dochazi v nich k zachyceni 1é¢iva.
Tento stav se nazyva micelizace a obecné vede ke zvySeni rozpustnosti Spatné rozpustnych
latek. [14] Rozpusténi daného mnozstvi lipofilni latky je zprostfedkovano ur€itym
mnozstvim tenzidii, jenZz je vyjadfeno maximalni aditivni koncentraci. Plsobenim
teploty, zménou polarity/hodnoty disociaéni konstanty rozpousténé latky nebo jeji

molekulovou hmotnosti je mozné tuto hodnotu ovlivnit. [18]

Bézné se pouzivaji neionogenni surfaktanty vcetné polysorbatl, polyoxyethylovany

ricinovy olej nebo glyceridy ¢i estery nizkomolekularnich polyethylenglykol. V praxi je
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aplikovana metoda micelarni solubilizace u antidiabetik napt. u gliklazidu nebo glimepiridu.

[12] [14]

e Proces superkritickych kapalin (Supercritical Fluid = SCF)

V soucasnych letech je metoda superkritickych kapalin v technologii jednou
z nejpopularnéjSich metod pro redukci velikosti ¢astic a zvysSeni rozpustnosti. Superkriticka
kapalina je tekutina, jejiz teplota a tlak jsou nad kritickymi body (teplotnim a tlakovym). Za
téchto podminek uz neexistuji oddélené faze kapaliny a plynu, ¢imz latka ziskava vlastnosti
obou skupenstvi (kapalného i plynného). [12] [14] Pokud SCF dosahne blizkosti kritické
teploty, stdva se vysoce stlacitelnou, a nasledné je mozné pozmeénit vlastnosti materialu (ve
smyslu zmény hustoty, viskozity, difuzivity anebo ptenosu hmoty). Toto pak uréuje miru
rozpousténi latky pfi malych zménach tlaku. Jakmile je 1éCivo rozpusténo za pomoci
superkritické kapaliny, rekrystalizuje ve form¢ mikro- nebo nanocéstic. Rekrystalizace

ptispiva ke zvySeni rozpustnosti 1é¢iva. [12] [14]

Oxid uhlicity se bézn¢ pouziva jako cinidlo v procesu superkritickych kapalin z
diavodu nizké toxicity, ndkladové efektivnosti, bezpecnosti a recyklovatelnosti. [12] Dal$im
ptikladem superkritickych rozpoustédel je oxid dusny, ethylen, propylen, ethanol, ¢pavek a
voda. Zavedeni superkritickych tekutin v primyslu nezatézuje vyrazné Zzivotni
prostiedi, diky ¢emuz byva pouziti této metody zadouci. [14] Nevyhodou jsou vysoké

naklady a komplexnost procesu. [12]

e Samoemulgujici systémy (Self-emulsifying drug delivery systems = SEDDS)

Samoemulgujici systémy jsou nosiCoveé systémy lécCiva zaloZzené na lipofilni
formulaci. Jedna se o izotropni roztoky 1é¢iva, lipofilnich latek (oleji), povrchové aktivnich
latek a v nekterych piipadech i1 kosolventi. [22] Principem téchto systémul je jejich
schopnost vytvofit samovolné emulze typu olej ve vodé (o/v) pii styku s vodnou fazi
(travicimi tekutinami). LéCivo se zfedi travici Stdvou, a to pak umoziiuje rychlou absorpci
vody, ktera ma za nasledek samoemulgaci u¢inné latky. Po podani se diky tomu emulgované
1éCivo lépe vstiebava. [11] [23] Kdyz se 1éCiva latka dostane do tenkého stieva, tyto
exogenni lipidy stimuluji exkreci ZluCovych lipidii, coz zajiStuje kontinuitu lipidového

prostiedi. [22]
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Velikost ¢astic emulze zavisi na typu pouzitého samoemulgujiciho systému a
pohybuje se v rozmezi mensi nez 150 nm az k 10-20 nm. [22] SEDDS lze na zédklad¢
velikosti Castic a vlastnosti vzniklé emulze rozdélit na: samoemulgujici systéemy (self-
emulsifying drug delivery systems), samomikroemulgujici systémy (self-microemulsifying
drug delivery systems = SMEDDS), samonanoemulgujici systémy (self-nanoemulsifying
drug delivery systems = SNEDDS), samodvojemulgujici systéemy (self-double-emulsifying
drug delivery systems = SDEDDS), samoemulgujici fosfolipidové suspenze (self-
emulsifying phospholipid suspensions = SEPS).

Samoemulgujici systém nezavisi na podminkéach GIT diky emulgaci 1é¢iva jesté pred
absorpci, proto je pusobeni jidla na vstfebani 1éCiva porovnatelné mensi nez u jinych
lipofilnich formulaci. [22] Dalsi vyhodou je moznost snizeni poddvané davky léciva diky
zvySeni biologické dostupnosti. [11] V praxi se pak pouzivaji jako népln do méekkych

zelatinovych tobolek. [22]
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3.3. Dendrimery

Dendrimery jsou mimotadné rozvétvené globularni monodisperzni polymery s velmi
dobfte charakterizovanou trojrozmérnou stavbou a velikosti. [24] Nazev dendrimer vychazi
z feckého slova dendron (neboli strom), jemuz se svoji stavbou dendrimery podobaji. Dalsi
oznaceni, se kterym se mizeme potkat bylo odvozeno z latinského slova pro strom — arbor

- arboroly, avSak ozna¢eni dendrimery se v praxi pouziva nejcastéji. [12] [24]

Dendrimery byly poprvé zminény v roce 1978 v publikaci Fritze Vogtle, ktery je
spolu se svou védeckou skupinou piipravil divergentni metodou. [24] Od té doby se
dendrimery zatadily mezi polymery, které mohou byt konjugovany s riznymi chemickymi
entitami jako detek¢ni Cinidlo, biomolekula, latka ovliviiujici farmaceutické/terapeutické

vlastnosti nebo jako nosi¢ 1é¢iva v ramci cilené distribuce. [25]

3.3.1. SloZeni a vlastnosti

Zakladni struktura je predstavena tfemi jedinecnymi komponenty: centralnim
jddrem, vnitini vrstvou a periferni oblasti. Multifunkénim jadrem muze byt mala
molekula, nanocastice nebo polymerni ¢astice. Dendritické molekuly jsou slozeny
z opakujicich se jednotek vnitini vrstvy spojenymi s centralnim jadrem. Vnéjsi vrstva je pak
zakonCena funkénimi skupinami. [12] Kazdd nova vétvici se vrstva je reprezentovana
repetitivni monomerni jednotkou téchto makromolekul. Timto se vytvaii novd generace
smétujici od centra na periferii. [25] [26] Pro lepsi pedstavu l1ze na Obrazek 2 vidét generace

pojmenované pismenem Gn, kde n znaci pocet vrstev.
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Obrazek 2 Riizné generace dendrimerii [27]
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Dendritické polymery nabizi Sirokou skalu potencionalniho vyuziti v praxi. Diky své
3D struktuie jsou dendrimery obohaceny o jedinecné rysy. [25] Jedna z jejich nejvétsich
prednosti je moznost plné kontroly procesu ptipravy. Molekuly dendrimerti 1ze modifikovat
podle jejich terapeutického vyuziti napt. upravou termindlnich skupin nebo mnozstvi vétveni
béhem piipravy. Dalsi atraktivni vlastnosti je jejich vSestrannost, uniformni design, nizka
polydisperzita nebo multivalentnost. V cilené¢ distribuci 1é¢iv se pak pohlizi na jejich
rozpustnost ve vodé a dostupnost hydrofobnich dutin ve vnitinich vrstvach, které mohou

slouzit k enkapsulaci lipofilnich latek. [12] [25]

Dalsi jejich hlavni pozitivni charakteristikou jsou jejich statické micelarni vlastnosti.
Na rozdil od micel nepotiebuji k formulaci dosdhnout kritické micelarni koncentrace. Studie
prokazaly, Ze pouziti dendrimerd ke zvySeni rozpustnosti hydrofobnich latek je vyhodné;si
v porovnani s micely nebo cyklodextriny, nebot’ nezavisi na kritické micelarni koncentraci.
Prikladem lé¢iv, které pouzivaji dendrimery jsou nifedipin nebo indometacin. Nifedipin se
poji s polyamidoaminovymi (PAMAM) dendrimery, zatimco indometacin byva v kombinaci

s polyethylenglykol polyether dendrimery.. [10]

3.3.2. Syntéza dendrimeri
Jak jiz bylo zminéno, kazdy krok v procesu syntézy dendrimert je pln€ kontrolovany.
Kromé vysSe uvedené divergentni metody existuje jesté konvergentni metoda pro piipravu

dendritickych polymert. [28]

A) Konvergentni metoda

Ptiprava dendrimerd konvergentni metodou probih4 ve sméru dovnitt k centralnimu
jadru postupnym piidavanim koncovych jednotek s reaktivnimi monomery. Vedlejsi
produkty vyprodukované béhem reakce jsou oddéleny purifikaci, avSak u vysSich generaci
je vycisténi produktu téz§i kvili podobnosti mezi produktem a reaktantem. [25]
Konvergentni strategie vyuziva ke svému prospéchu symetrickou strukturu téchto polymert
a diky malému poctu reakci probihajicich v kazdém daném kroku je riziko pfipravy
strukturdlné chybnych produktii méné pravdépodobné. [28] Nevyhodou tohoto piistupu je
omezena moznost piipravy velkych struktur, tudiZ metoda je vhodnéd spiSe pro vyrobu

nizSich generaci dendrimerd. [25]
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B) Divergentni metoda

Divergentnim zptisobem jsou dendrimery budovany vrstvu po vrstvé smérem ven.
[28] Dochazi ke spojovani monomernich jednotek s centrdlnim jadrem, které vede k
postupnému napojovani dalSich generaci okolo jadra s naslednym odstranénim ochrannych
skupin. [25] Kazdé nové vétventi je piidano pouze po redukci nitrilové skupiny na aminovou.
Tento proces je opakovan, dokud neni dosahnuto pozadovaného mnozstvi vétveni a syntéza
je touto cestou plné pod kontrolou. [28] Divergentni metodou mohou byt pfipraveny
dendrimery s modifikovanymi koncovymi skupinami, ¢imz je mozné ovlivnit jejich

fyzikaln€ chemické vlastnosti dle pouziti v praxi. [25]

Methodologies of Dendrimers synthesis
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Obrazek 3 Pristupy k syntéze dendrimeru (A) Konvergentni metoda (B) Divergentni
metoda [25]

3.4. Vliv dendrimerii na rozpustnost hydrofobnich 1é¢iv

Dendrimery maji diky svym fyzikaln€ chemickym vlastnostem potencidl zvysit
rozpustnost 1é¢iv Spatné€ rozpustnych ve vode. [24] Tento objev vedl k vy$§imu prozkoumani
vztahu mezi 1é¢ivem a dendrimery. Dendrimery funguji jako nosic¢e 1é¢iv bud’ formou
enkapsulace 1€¢iva uvniti dendritické struktury, nebo interakci 1é¢iva s terminalnimi
skupinami, kdy tvofi dendrimer-lé¢ivo konjugaty spojené elektrostatickymi nebo

kovalentnimi vazbami. [25]
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e Enkapsulace 1é¢iva v dendrimerech

Enkapsulace lipofilni 0¢inné latky lze dosahnout plsobenim nekovalentnich
interakci mezi 1é¢ivem a vnitinimi skupinami dendrimer nebo na zakladé pouhého

fyzikélniho zachyceni léCiva. [25]

Vnitini vrstva dendrimert byva obvykle hydrofobni z diivodu lipofilnich interakci a
vodikovych vazeb. Timto je zajiSténo vhodné prostiedi pro enkapsulaci hydrofobnich 1é¢iv.
Cim vys$§i je generace dendrimert, tim se zvétSuje prostor pro zapouzdieni hydrofobni
aktivni latky. Je tieba brat v potaz, Ze zvySenim poctu vétveni a povrchovych skupin dochazi
k signifikantnimu sniZeni interakci mezi mobilni fazi z divodu strukturdlniho slozeni a
hustoty (,,de Gennes dense packing®). Tvorba komplexu za pomoci nekovalentnich vazeb
v dendrimerech je preferovany zpiisob pro zvySeni rozpustnosti 1€¢iv, ktery mé ale také sva
omezeni. V tomto piipadé muize dojit pfi styku biologické tekutiny s komplexem 1é¢ivo-

dendrimer k rozpadu vazby a naslednému uvolnéni 1é¢iva z dendritické dutiny. [12] [26]

e Konjugace 1é¢iva

Koncové funkéni skupiny umoziiuji vytvofit prostor pro vznik kovalentnich vazeb
pro terapeutické molekuly. Konjugaci je pak mozno vyuZit pii vyvoji prolé€iva. Spojovacim
¢lankem mohou byt esterové nebo amidové skupiny, acidolabilni acylhydrazon nebo
disulfidické¢ mustky kovalentné¢ navazané na lé¢ivo a dendrimery. Dendritické komplexy
jsou v praxi uspé$né zavedeny v diagnostice. Kontrastni latky konjugované s dendrimery
nabizi vétsi tkdnovou specifitu, nedochazi k rychlé exkreci a podavaji se v niz8i koncentraci
v porovnani s konven¢nimi diagnostickymi latkami. [12] [26] I pfestoze jsou dendrimery
jedna molekula, mohou obsahovat na svém povrchu rozsahlé mnoZzstvi funkénich skupin.
Diky tomu je jejich vyuZiti pro rizné druhy latek velmi atraktivni obzvlast v pfipadech, kde

je potifeba kovalentni nebo jiny typ vazby. [28]

3.4.1. Faktory ovliviiujici piisobeni dendrimerii na rozpustnost 1é¢iv
Ackoliv se dendrimery daji pouzit na zvySeni rozpustnosti Siroké skaly latek, je nutno
brat v potaz také ostatni Cinitele, které ji ovliviiuji. Existuje n¢kolik faktord, na které se musi
brat ohled pii vyvoji, pt. pH roztoku, generace dendrimerti, povrchové funk¢ni skupiny,

povaha centralniho jadra nebo koncentrace dendrimert v roztoku. [12]
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Obrazek 4 Faktory ovlivijici dendrimery zprostredkovanou rozpustnost léciva

[12]

e Pusobeni pH

Parametr ptsobici nejen na povrchové skupiny, ale i na vnitini funkéni uskupeni
dendritickych molekul je pH média. Svym plisobenim miiZze vyznamné zvysit schopnost
lé¢iva solubilizace ve vodném prostiedi v komplexu s dendrimery. Protonizovany stav
dendrimerd v daném pH pfispiva klep$i rozpustnosti hydrofobnich latek. [12]
K protonizovanému stavu muze dojit na zékladé¢ tvorby elektrostatickych sil mezi
hydrofobnim lé¢ivem a perifernimi (ale i internimi) aminovymi ¢astmi dendrimert. [29] U
dendrimert s PAMAM zakonc¢enim dochazi pfi nizkém pH (pH < 4) k otevfeni
konformace, ktera je zaloZzena na vysoce uspotadané struktute. Pii tomto pH se vnitini
prostory dendrimerti vyprazdiuji v disledku repulznich sil mezi pozitivné nabitymi
sekundarnimi aminy ve vnéjsi vrstvé a negativné nabitymi terciarnimi aminy ve vnitinich
prostorach dendrimeru. Pfi neutralnim pH dochéazi k zpétnému skladani neboli “back-
folding®, coz mlze vyvstat jako diisledek nenabitych terciarnich amind uvnitf a pozitivne
nabitych povrchovych amint. Naopak pii vysokém pH (pH > 10) maji dendrimery neutralni

naboj, a kviili tomu ziskavaji vice globularni tvar. [25]

e VIiv generace dendrimeru

Velikost dendrimert se zvySuje Umérné se zvysujici se generaci. Se zvySujici se

velikosti ziskdvaji dendrimery sféricky, 1épe definovany tvar. U menSich velikosti je stavba
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dendrimert méné definovana, zatimco vyssi generace si osvojuje globularni tvar, ktery se
nasledné stava nosi¢em molekul 1é¢iva bud’ interakci s vnitini vrstvou nebo zapouzdienim
v duting dendrimert. Cim vy$§i bude generace, tim se zvétSuji prostory ve vnitinich
vrstvach, coz piispiva k lepsSim solubilizacnim vlastnostem 1é¢iva. Z divodu mensi
cytotoxicity, imunogenity a lepsi biokompatibility se obecné preferuje pouziti dendrimert
niz8i generace nez vyssi. [12] VétSinou se voli dendrimery do tfeti generace. Studii, ve
kterych se pracuje se Ctvrtou generaci, je v porovnani s ostatnimi niz§imi generacemi velmi

malo. [29]

e Vliv koncentrace dendrimera

Studie potvrdily, Ze =zvySenim koncentrace dendrimeri v roztoku dochazi
k amplifikaci rozpustnosti lipofilnich 1é¢iv v komplexu s dendrimery. Pfi ur€ovani vhodné
koncentrace je dileZzité miti na paméti potencialni riziko toxicity dendrimert a problémy
spojené s jejich biokompatibilitou. Existuje maximalni bezpe¢na koncentrace
dendrimerq, ktera byla odvozena z kontextu kationtové toxicity vzhledem k terminalnim
aminovym skupindm. [12] Dale struktura dendrimert byva ovliviiovana nejen malymi
molekulami (rozpoustédlo, protony, soli), ale i vét§imi subjekty jako jsou dalsi molekuly
dendrimerd, které mohou vytvaret vazby mezi sebou, a tim pisobit na molekularni hustotu

a konformacni strukturu dendrimera. [25]

e Povaha vnéjsi vrstvy a centralniho jadra

Cytotoxicita dendrimeri se odviji od chemické povahy povrchovych skupin a jadra.
Pozitivné nabité molekuly dendrimerd vykazuji vyS$$i toxicitu v porovndni s negativné
nabitymi dendrimery. To potvrzuji dendrimery s koncovymi karboxylovymi skupinami
(tedy dendrimery s negativnim néabojem), které v koncentraci 5 mg/ml nebo nizsi

neprokazaly toxické vlastnosti pfi aplikaci v rtiznych bunécnych liniich. [12]

Vnitini stavba dendrimert je dand povahou jadra, vétvenim a pouzitymi funkénimi
skupinami. Vhodné zvolené jadro zajistuje lepsi flexibilitu a dostatecné mnozstvi schranek
pro enkapsulaci latek. [12] Pti syntéze dendritickych molekul je pak jednoduse mozné ménit
vlastnosti dendrimerti zménou centralniho jadra. [29] Studie Liu et al. prokazala tuto teorii.

Béhem syntézy analogu unimolekularnich micel pouzili jako zékladni stavebni kdmen 4,4-
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bis(4-hydroxyphenyl) pentanol misto bézn¢ pouzivaného 3,5-dihydroxybenzyl alkoholu.
Touto zménou doslo ke zvétSeni vnitinich prostort, coz vedlo nasledné ke zlepSeni vodné

solubility pyrenu. [29] [30]

e Pusobeni rozpoustédla

Schopnost solvatace jakéhokoliv rozpoustédla je dilezitym parametrem pfi
zjiStovani konformacniho stavu dendrimerii. Pfi snizené solvatacni kvalité¢ vykazuji
dendrimery ve vSech generaci zpétné skladani (,,back-folding*). Niz§i generace dendrimert
jsou flexibilngj$i, a proto byvaji ndchylnéjsi k tomuto jevu vice nez jejich vyssi
generace v piipad¢ Spatného rozpousténi. Pokud je kyselé rozpoustédlo v prostiedi
zasaditého dendrimeru (nebo naopak), dochdzi k vyznamnému ovlivnéni interakci mezi
dendritickymi funkénimi skupinami a molekulami rozpoustédla, které vedou ke
konformaénim zméndm. Nepolarni rozpoustédla vyvolavaji svym plsobenim zpétné
skladéani (dochézi ke zvySeni molekularni denzity v okoli centralniho jadra), zatimco polarni
solventy tvorbou vodikovych mustkd zvysuji molekuldrni hustotu na povrchu dendrimert.
Moznost zpétného skladani by meélo byt zvazovano pii snaze dosdhnout dendrimery
zprostfedkované rozpustnosti. Zpétné skladani polarnich vazeb muze vést k expozici

hydrofobnich ¢asti dendrimeru, a s tim byva spojena redukce povrchové polarity. [12] [25]

e Efekt soli

Vysokd koncentrace soli signifikantné ovliviluje ndboj polypropylen-imin
dendrimert a podporuje kontrahovanou konformaci dendrimerti s vysokym stupném tzv.
,»back-foldingu®. Tento jev je podobny chovani, které bylo pozorovéno pii zvyseni pH nebo
Spatné solvataci. Nizka koncentrace soli a repulzni sily mezi nabitymi ¢astmi dendrimeru

vedou k oteviené konformaci, coz souvisi se snizenim odporovych sil ve struktute. [12] [25]

e Pusobeni teploty

Ve studii Milhem et al. bylo popséano pozitivni ovlivnéni rozpustnosti ibuprofenu za
pouziti G4 PAMAM dendrimerti. Rozpustnost ibuprofenu byla pozorovana pfi riznych

teplotach (27, 35, 40, 45 a 50 °C). Béhem experimentu doslo k proporciondlnimu zlepSeni
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rozpustnosti se zvysujici se teplotou roztoku. [31] Teplo mlze vyznamné ovlivnit chovani
1é¢iva ve vodé, predevsim pak jeho schopnost rozpoustét se, avSak ve studii nebyly dale

vysvétleny priciny tohoto jevu. [12] [29]

3.5. Polyamidoaminové dendrimery

Polyamidoaminové (PAMAM) dendrimery byly prvnimi dendrimery, které zacaly
byt syntetizovany a komercéné vyrabény. Miizeme je v praxi nalézt pod obchodnim nazvem
Starburst®. Jejich jadro je slozeno z linearniho fetézce obsahujici primarni aminy. Nejcastéji
se v centru nachazi ethylendiamin. Z centralniho jadra se pak opakovanim amidoaminovych

jednotek dale vétvi a vytvari dendritickou strukturu. [31] [32]
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Obrazek 5 PAMAM dendrimer [32]

PAMAM dendrimery vykazuji ur¢itou toxicitu, kterd omezuje jejich klinické pouziti.
Specifickymi postupy Ize tuto jejich vlastnost snizit. [33] Cytotoxicita zavisi na
koncentraci, ndboji a generaci. Kladné nabité molekuly maji vyssi toxicitu v porovnani
s jejich neutradlné¢ nebo negativné nabitymi protéjSky. Se zvySujici se koncentraci nebo

generaci se zaroven zvysuje také toxicita PAMAM dendrimert [32]

Zavislost toxicity na generaci souvisi s poctem primarnich aminovych skupin

v dendritické molekule. Cim vyss$i je generace dendrimerti, tim vice se v nich nachézi
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primarnich amind. Tyto skupiny pak vyvoléavaji oxidativni stres a zpisobuji vyssi produkci

cytokinl v organismu, se kterou souvisi nasledna toxicka odpovéd’. [34]

Jeden ze zpusobii jak snizit tuto toxicitu je PEGylace. Navazanim molekul
polyethylenglykolu (PEG) na povrchové funkéni skupiny dochézi k neutralizaci kladného
naboje, coz zabranuje elektrostatickym interakcim s biologickou membranou. Omezenim
kationickych skupin jsou PAMAM dendrimery biokompatibilngj$i a neindukuji imunitni
systém k zanétlivé reakci. [35] [36]

PAMAM dendrimery maji schopnost aktivovat imunitni systém zvySenim produkce
cytokinii. Diky tomu je zvaZovan jejich potencial v distribuci vakcin (ve formé nosicl).
Samotné¢ molekuly dendrimer nejsou imunogenni, avSak jejich spojeni s plazmatickou
bilkovinou vyvolava odpovéd protilatek. Z tohoto diivodu se do budoucna uvazuje o

konjugaci PAMAM dendrimert s proteinovym nosic¢em k ziskéni antigenniho efektu. [32]
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4. Prakticka Cast

4.1. Pouzité pristroje a chemikalie
K provedeni experimentalni Casti rigordzni prace byly pouzity vychozi latky a

rozpoustédla:
PAMAM dendrimery (GO, G1, G2, G3), Sigma Aldrich, Schnelldorf, Némecko
Ultracista voda, ¢isténa systémem mili-Q, Faf UK
Methanol, Sigma Aldrich, Schnelldorf, Némecko
Imiquimod, TCI chemicals, Tokio, Japonsko
Dusik pro evaporaci, Faf UK

Pro odmétovani kapalin byla pouzita pipeta znacky BRAND® Transferpette® S
(Sigma Aldrich, Némecko). Diky pfistroji IKA® VORTEX 3 byla zajiSténa homogenizace
pfipravenych roztokli. V ultrazvukové lazni KRAINTEK 12 byla provedena sonikace
vzorkli. Méfeni pH bylo umoznéno mikro-pH metrem znacky Hanna precision pH meter,
model pH 210 spolecnosti Sigma Aldrich. Mechanické michani bylo zabezpeceno zatizenim
LT3, Sigma Aldrich. Odstfed’ovani pfipravenych koncentratli s imiquimodem probihalo
v centrifuze MPW-260R od firmy MPW (VarSava, Polsko). Vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie (HPLC) byla provadéna Agilent 1200 series pfistrojem (Agilent
Technologies, Némecko) vybaveného odplytiovatem G1379B, izokratickou pumpou
G1310A, termostatovanou kolonou G1316A, autosamplerem G1329A a fluorescen¢nim
detektorem G1321B. IMQ byl analyzovan na koloné¢ HS Discovery C-18 150 x 4,6 mm
(Castice 5 pm s porozitou 100 A) pii 25 °C. Mobilni fize byla slozena z
methanolu/acetonitrilu/acetdtového pufru (100 mM, pH = 4) 185:275:540 v/v pii pritoku 1
ml/min s injekénim objemem 1 pl. Doba analyzy byla 5 minut a IMQ byl detekovan pomoci
Aexc =240 nm a Aem = 360 nm po 3,2 minutach. Kalibra¢ni kfivka byla linedrni v rozsahu

0,02 - 10 pg/ml (R?> 0,999, p < 0,001).
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4.2. Priprava vzorki s dendrimery
K ptipravé vzorkl bylo vyuZzito komeréné vyrabénych PAMAM dendrimert Ctyt
ruznych generaci (G0, G1, G2 a G3). VSechny tyto generace mély pfedem znamou molarni

hmotnost viz. Tabulka 1

Molarni hmotnost (Mw,
Generace dendrimert g/mol)
G0 516,68
Gl 1429.85

Tabulka 1 Prehled molarni hmotnosti dendrimerii

Kazda generace byla pfedem pfipravena po tfech vzorcich (oznacené pismeny A, B,
C) v Sesti riznych koncentracich. Prehled koncentraci je k nalezeni v Tabulka 2. Rozmezi

koncentraci vzorkl bylo stanoveno podle pfedchozich experimentt.

Nazvy vzorku

GO-1 A G1-0,5 A G2-0,25 A
GO0-1B G1-0,5B G2-0,25 B
GO0-1C G1-0,5C G2-0,25 C
G0-2,5 A Gl-1A G2-0,5 A
G0-2,5B Gl-1B G2-0,5B
G0-2,5 C G1-1C G2-0,5C
GO0-5 A Gl-25A G2-1 A

G0-5B G1-2,5B G2-1B

GO0-5 C G1-2,5C G2-1C
G0-10 A Gl-5A G2-2,5A
G0-10B G1-5B G2-2,5B
G0-10 C G1-5C G2-2,5C
G0-20 A Gl1-10 A G2-5A
G0-20 B G1-10 B G2-5B
G0-20 C G1-10 C G2-5C
G0-30 A G1-20 A G2-10 A
G0-30 B G1-20 B G2-10B
G0-30 C G1-20 C G2-10 C

Tabulka 2 Prehled koncentraci dendrimerii
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e Piiprava vzorkt GO dendrimeru

Pro ptipravu roztoku G0-30 bylo do sklenéné 8 ml vialky odméteno 545 ul PAMAM
dendrimerii generace 0 v roztoku s methanolem. K ziskani Cist¢ho dendrimeru bylo nutné
nechat methanol vypafit za pouziti dusiku. Evaporace trvala 30 minut, dokud vzorek neziskal
gelovity vzhled, ktery znacil zndmky vysusSeni. Nésledné byla vialka vloZena na 1 hodinu

pod vysoké vakuum k zajisténi uplného vypareni rozpoustédla.

Po odpateni nadbytecného methanolu bylo pfidano 6 ml vody. Vodny roztok se
homogenizoval pomoci laboratorni tfepacky a ultrazvukové ladzné, dokud nebyl zcela
rozpus$tén. Timto byl pfipraven vzorek G0-30. Naslednym fedénim GO-30 byly pfipraveny
zbylé koncentrace. Z roztoku G0-30 se vzaly 2 ml do 4 ml sklenéné vialky a smichaly se s 1

ml vody. Vytvofil se G0-20 roztok.

Pro pfipravu roztoku GO-10 byl vychozim roztokem opét GO0-30, ze kterého se
odebral 1 ml do 4 ml vialky. Do této vialky se pfidaly 2 ml vody a GO-10 byl zhotoven.
Z G0-10 se odebral 1 ml a smichal se s 1 ml vody, ¢imzZ byl ziskan roztok G0-5. Naslednym
fedénim roztoku G0-5 v poméru 1:1 s vodou byl vytvoien roztok G0-2,5. Pro zhotoveni
roztoku GO-1 se opét pouzil GO-10 roztok. Odmétenim 1 ml a ztedénim 9 ml vody byl roztok

piipraven.

e Piiprava vzorkt G1 dendrimeru

Ptiprava vzorkli prvni generace PAMAM dendrimerd byla provedena obdobnym
zpusobem jako u GO generace. Do 8 ml sklenéné vialky se ptidalo 1 046 ul PAMAM
dendrimerd G1. Opét se roztok nechal odpafit pod dusikem po dobu 40 minut a nasledné
pak pod vakuem po dobu 1 hodiny. Poté se ptidalo 6 ml vody. Vodny roztok se mechanicky
michal a nasledné zhomogenizoval v ultrazvukové lazni do Uplného rozpusténi. Touto

metodou byl vytvoten vychozi roztok G1-20.

Postupnym fedénim byly pfipraveny zbylé vzorky prvni generace — G1-10, G1-5,
G1-2,5, G1-1 a G1-0,5.
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e Piiprava vzorkt G2 a G3 dendrimeru

Naésledujici kroky pro pfipravu vzorkil probihaly stejné s vyjimkou pouzitého
pocatecniho mnozstvi dendrimerti. Pro tvorbu G2 vzorkt se pouzilo 1 136 ul G2 roztoku a
pro G3 vzorky 1 201 ul. V téchto ptipadech vypatrovani za pomoci dusiku trvalo déle nez u
ptedchozich vzorki (50 minut) a posléze byla pouzita vakuova pumpa do uplného vypareni

organického rozpoustédla. Vzorky G2-10 a G3-5 se rozpustily v 6 ml vody.

Postupnym fedénim se pfipravily zbylé roztoky podle Tabulka 2. Na konci jsme
ziskali 1,5 ml z kazdé formulace. Jednotlivé roztoky byly rozdéleny do 3 mikrozkumavek
po 0,5 ml. Dale byly pfipraveny 3 porovnavaci vzorky (S vzorky) po 0,5 ml ultracisté vody
v kazdé mikrozkumavce. V mikrozkumavkach bylo zméteno pH vSech roztoki za pouziti

mikro-pH metru. Méfeni pH-metrem bylo provedeno dvakrat pro kazdy vzorek.

4.3. Priprava vzorki s imiquimodem

Nadbytecné mnozstvi imiquimodu bylo pfidano do roztokii dendrimert (G vzorky)
a vodnych roztokt (S vzorky) v 1,5 ml mikrozkumavkach. Roztoky byly homogenizovany
v ultrazvukové 1azni po dobu 20 minut. V ptipad¢ uplného rozpusténi IMQ, dalsi mnozstvi
bylo pfidano. Mikrozkumavky se zabezpecily parafilmem a nechaly se pfes noc mechanicky
michat. Nasledujici den se vzorky centrifugovaly pii 10 000 otackach po dobu 10 minut.
Supernatant byl opatrné prenesen (v mnozstvi 300 ul) za pomoci pipety do novych ¢istych

mikrozkumavek. Opét se u vzorkli zmétilo pH mikro-pH metrem v duplikatech.

4.4. Meéreni koncentrace IMQ HPLC metodou

Supernatanty byly zfedény 100x methanolem a analyzovany vysokoUc¢innou

kapalinovou chromatografii.
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5. Vysledky a diskuze

Imiquimod je 1é¢iva latka vyuzivana v 1é¢bé Siroké Skaly koznich patologii. Diky své
schopnosti indukovat imunitni systém zvySenim poctu cytokinl pietrvavd velka snaha
vyuzit IMQ vice v praxi jako chemoterapeutikum. Pro své fyzikalné chemické vlastnosti je
jeho pouziti omezeno pouze na topické podani. IMQ je malo rozpustny jak
v hydrofilnich, tak i v hydrofébnich cCinidlech. ZvySenim rozpustnosti IMQ je mozné

dosahnout lepsi biodostupnosti v organismu, coz by mohlo vést k rozsiteni jeho klinického

vyuziti. [37] [38]

Pfedmétem této rigordzni prace bylo vyhodnoceni vlivu PAMAM dendrimerti na

rozpustnost imiquimodu ve vode¢.

V poslednich letech jsou dendritické polymery vyuzivany jako pfidatné latky
zvySujici rozpustnost hydrofobnich 1é¢iv, ¢emuz vdécéi svym vlastnostem. Pisobeni
dendrimert zavisi na riznych faktorech, jak jiz bylo zminéno v teoretické Casti vyse. [12]

[24]

Vlastnosti dendritickych  PAMAM molekul vyuzivd chemoterapeutikum 5-
fluorouracil (5- FU). Na rozdil od IMQ spada pod hydrofilni 1é¢iva s rozpustnosti 11 100
mg/L (pii 22 °C). [39] Jednd se o pyrimidinovy analog, ktery inhibuje déleni bunck
interferenci se syntézou DNA. Jeho antineoplasticka aktivita vznika metabolizaci 5-FU na

fosforylované formy 5- fluoruridin a 5-fluordeoxyuridin. [12] [40]

Studie prokézaly linearni souvislost mezi zvySenim rozpustnosti 5-FU a koncentraci
PAMAM dendrimerii. Zkouska rozpustnosti 5-FU ve vodé v ptitomnosti G4 PAMAM
dendrimert potvrdila tvorbu supramolekularnich komplexii spolu s timto antimetabolitem.
K tomuto jevu doslo v disledku plisobeni elektrostatickych interakei a vodikovych vazeb
mezi pozitivn€ nabitymi amoniovymi skupinami a nedisociovanymi aminovymi skupinami

dendrimert spolecné s molekulami 5-FU. [12] [41] [42]

Pro ucely této prace byly také zvoleny komeréné vyrabéné PAMAM dendrimery.
Jejich vodny roztok s IMQ byl méfen za pomoci HPLC. Jedna se o separani metodu, pii
které dochézi k oddéleni slozek vzorku za Gi€elem stanoveni jejich pfitomnosti i koncentrace

ve vzorku. [43]
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5.1

Vysledky G0 dendrimerii s IMQ

GO dendrimery s IMQ
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Obrazek 6 Graf rozpustnosti IMQ v roztoku GO dendrimerii

Na obrazku ¢islo 6 lze vidét graf s maximalni rozpustnosti IMQ v roztoku s GO
dendrimery ziskanou v koncentraci 1 mM, zatimco minimalni rozpustnost byla namétena v
koncentraci 10 mM GO dendrimerti. Hodnota maximalné rozpusténého IMQ byla 60,38
pg/ml. Porovnanim se slepym vzorkem (s hodnotou 33,41 pg/ml) se jednalo o dvojnasobné
vEtsi rozpustnost. V nasledujicich koncentracich 20 a 30 mM se pak mnozstvi rozpusténého

IMQ pohybuje stabiln€ mezi 30-40 pg/ml.
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5.2. Vysledky G1 dendrimeri s IMQ
G1 dendrimery s IMQ
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Obrazek 7 Graf rozpustnosti IMQ v roztoku G1 dendrimeru

Graf na obrazku ¢islo 7 zobrazuje vzestupnou tendenci koncentrace IMQ, jenz byl
nejvice rozpustén v roztoku 20 mM G1 dendrimerd. V této koncentraci byla dosazena také
nejvyssi rozpustnost IMQ (106 pg/ml) ze vSech pouzitych generaci PAMAM dendrimert.
Pokud bychom porovnali tuto hodnotu se slepym vzorkem, jedna se o trojnasobné mnozstvi

rozpusténého IMQ ve vodném prostiedi.
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5.3. Vysledky G2 dendrimeri s IMQ

G2 dendrimery s IMQ
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Obrazek 8 Graf rozpustnosti IMQ v roztoku G2 dendrimerii

Na obrazku ¢islo 8 je grafické zobrazeni rozpustnosti IMQ v roztoku G2 PAMAM
dendrimert. Nejvetsi zmeéna probéhla pii koncentraci 1 mM G2 dendrimerd, pii které se
nameéfilo 49 pg/ml. Po dosaZeni této maximalni mozné koncentrace rozpusténého IMQ doslo
k ndhlému poklesu naméfeného mnozstvi IMQ pravdépodobné z diivodu dosazeni
maximalni nasycené koncentrace. Oproti porovnavacimu vzorku s koncentraci 33,41 pg/ml

je maximalni mnoZstvi IMQ s G2 dendrimery nevyznamné na rozdil od generace 1.
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5.4. Vysledky G3 dendrimeri s IMQ

G3 dendrimery s IMQ
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Obrazek 9 Graf rozpustnosti IMQ v roztoku G3 dendrimeru

Pro tuto generaci dendrimerd (G3) byla experimentem prokazédna nejvyssi
rozpustnost IMQ ve vodé v koncentraci 1 mM stejné jako tomu bylo u GO PAMAM
dendrimert. Hodnota naméfené¢ho IMQ v této koncentraci €inila 75,1 pg/ml. Podobné jako
tomu bylo v pfipadé generace 0 muzeme fici, ze se jednalo o dvojndsobné zvySeni v

porovnani se slepym vzorkem (33,41 pg/ml).
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5.5. Porovnani vSech generaci dendrimeri

Porovnani vSech generaci dendrimera
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Obrdazek 10 Graf zobrazujici viechny generace PAMAM dendrimerii a jejich viiv na
rozpustnost IMQ

Jak Ize odvodit z grafického zobrazeni na obrazku 10, nejvyssi schopnost rozpoustét
IMQ prokazala prvni generace. V této generaci byla naméfena primérna hodnota
rozpuSténého IMQ 56,35 pg/ml. Nejvyssi koncentrace rozpusténého IMQ se
doséhlo hodnotou 106 pg/ml. Naopak nejhife si vedla druha generace PAMAM
s hodnotou 9,7 pg/ml. Porovna-li se tato hodnota se slepym vzorkem (33,41 pg/ml), jedna

se o trojnasobné sniZeni rozpustnosti.

Pro vSechny generace dendrimerd kromé G1 byla optimélni rozpustnost IMQ
v blizkosti hodnoty 1 mM. Po dosaZeni maximalni mozné koncentrace doSlo nasledné
k poklesu rozpustnosti. Jednou z pti¢in mize byt dosazeni maximalni nasycené koncentrace.
Vliv PAMAM dendrimert GO, G2 a G3 na rozpustnost IMQ byl v téchto piipadech podobny.
Vsechny tyto 3 generace vykazuji nizkou rozpustnost IMQ ve vodé¢. Naopak koncentrace
rozpustéeného IMQ vroztoku s Gl dendrimery je nejvyS§i v porovnani s ostatnimi

generacemi.
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5.6. Vysledky méreni pH roztoki G0-G3 pred a po pridani IMQ

Pied IMQ Po IMQ
Go-1 10,21 9,30
G0-2,5 10,42 9,82
G0-5 10,55 10,08
G0-10 10,62 10,32
G0-20 10,80 10,54
G0-30 10,83 10,65
G1-0,5 10,16 9,57
Gl-1 10,43 9,94
G1-2,5 10,65 10,36
G1-5 10,81 10,56
G1-10 10,98 10,75
G1-20 11,07 10,90

Tabulka 3 Hodnoty mereni pH roztoku GO-G3 pred a po pridani IMQ

Meéteni pH kazdého roztoku probihalo dvakrat, v Tabulce 3 je jejich primeérna
hodnota. Pfiddnim nadbyte¢ného mnozstvi IMQ doslo k lehkému poklesu pH, ale vysledky
se potad pohybovaly nad pH 7. To mtize byt vysvétleno tim, Ze pKa primarnich aminoskupin
PAMAM dendrimerti je 3-6, zatimco pKa sekundarnich amint je 7-9. [44] Na druhou stranu,
IMQ je slaba baze s pKa=7,3. [45] TakZze se ptedpokladd, Ze po pfidani slabé baze do uz
zasaditého roztoku dendrimerti nedojde k dramatické zméné pH. Hlavnim divodem
zésaditosti roztoku jsou tedy primarni aminoskupiny PAMAM dendrimert a IMQ uz k tomu
prilis neptispiva. Z namétenych hodnot tedy mizeme potvrdit, Ze roztoky dendrimert byly

zasadité a ptidanim zasaditého 1éciva IMQ nedoslo k vyznamné zméné v pH.
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S ohledem na slepy vzorek miizeme z grafli vypozorovat, ze PAMAM dendrimery
pfispivaji ke zvyseni rozpustnosti IMQ ve vodé. Tato rozpustnost IMQ ve vodném prostiedi
neni signifikantné vyrazna, avsak je zde vidét urcity potencial pro pouziti dendrimerti. Zda
se IMQ bude rozpoustét ovliviiuje dand generace PAMAM dendrimert. Dal§im faktorem je

také koncentrace pouzit¢tho PAMAM dendrimeru.

Experimentem bylo prokdzdno, ze dendritické polymery pomahaji zvySovat
rozpustnost 1é¢iva IMQ ve vodném prostiedi. Je otazkou, jakym zptisobem k tomu dochazi.
V teoretické casti bylo jiz zminéno, ze dendrimery mohou s 1é¢ivem interagovat bud’ pomoci
nevazebnych interakci s terminalnimi skupinami nebo formou enkapsulace 1é¢iva do vnitini

struktury dendrimeru. [12]

Vzhledem k velikosti a fyzikalné chemickym vlastnostem naseho 1é¢iva jsme dosli k
ptedpokladu, ze by se IMQ mohl enkapsulovat do vnitini lipofilni struktury dendrimerd.
Tato forma navazani byla jiz popséna napt. u molekuly beklometason-dipropionatu. Jedna
se o kortikosteroid s omezenou rozpustnosti ve vodé. V komplexu s PAMAM dendrimery
diky jeho steroidni struktute dochdzi k zachyceni molekul beklometasonu v hydrofobni ¢asti
dendrimert. Ve studii Nasr et al. bylo dokdzéna zavislost mezi mirou rozpousténi
beklometasonu na hydrofobicité jddra dendrimert, nebot’ jsou tim také ovlivnény hydrofobni
interakce mezi léCivem a vnitfnimi prostory dendrimert. Tvorba komplexii s PAMAM
dendrimery zavisela na pouzité generaci a koncentraci dendrimert stejné tak jako na pH

pouzitého disperzniho média. [46]

IMQ je zasadité latka jako PAMAM dendrimery, které maji volné aminové funkéni
skupiny. Rozpustnost IMQ ve vodé¢ je 0.6 pg/mL pii teploté 25 °C. [47] Pti rozpousténi ve
vodé vytvari zasadité prostiedi. Behem experimentu bylo naméfené pH IMQ ve vodném
prostiedi vétsi nez 7. Zasadité prostiedi podpofilo nas predpoklad o mozZné inkorporaci
molekul IMQ do vnitini struktury PAMAM dendrimeri, coz nasledné vedlo ke zvySeni

rozpustnosti IMQ ve vodé.

Z vysledki experimentu muzeme zhodnotit rozpustnost IMQ v kombinaci
s PAMAM dendrimery mirné vyssi neZ rozpustnost samotného IMQ ve vodé. Konkrétné se
jednalo o trojndsobné zlepSeni v pfitomnosti G1 PAMAM dendrimerii v porovnani se

slepym vzorkem.

Predmétem dalSiho studia k prokazani efektivnosti PAMAM dendrimerQ

s ethylendiaminovym jadrem vzhledem k rozpustnosti IMQ by bylo métfeni 4 generaci
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PAMAM dendrimeri pfi riznych pH. Zménou pH je mozné dosédhnout vyssi rozpustnosti
hydrofobniho 1é¢iva v pfitomnosti téchto dendrimerti. [12] V potaz by se mélo brat zasadité
pH dendrimera i IMQ. Ptidani pufrovacich latek by mohlo pfispét k pozitivnim zménam

v rozpustnosti IMQ ve vodg.

Dalsi zptisob jak ovlivnit rozpustnost je pouziti dendrimerti s rozdilnou koncovou
funk¢ni skupinou napft. karboxylovou skupinou. Jedna se o kyselou skupinu, jenz ma
potencial interagovat se zasaditou aminovou skupinou IMQ na zaklad¢ vztahu kyseliny a

zasady.
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6. Zavér

Tato rigorozni prace se vénovala zhodnoceni efektu PAMAM dendrimert na zvySeni
rozpustnosti hydrofobniho Ié¢iva imiquimodu. Teoreticka cast prace obsahuje piehled
riznych metod pouzivanych ke zvySeni rozpustnosti Spatné¢ rozpustnych 1é¢iv ve vodé
s podrobng¢ji popsanym piehledem o dendrimerech, jejich vlastnostech, syntéze a faktorech

ovliviiujicich piisobeni dendrimert na rozpustnost hydrofobnich 1é¢iv.

Vysledky praktické prace prokazaly, z2 PAMAM dendrimery pozitivné ovliviiuji
rozpustnost imiquimodu ve vodném prostiedi. Nejlépe si v experimentu vedly PAMAM
dendrimery 1. generace, kdy doslo ke zlepSeni rozpustnosti IMQ o trojnasobné mnozstvi
v porovnani se slepym vzorkem. Z toho miizeme usoudit, ze PAMAM dendrimery dokdzou

prispét ke zvyseni rozpustnosti hydrofobniho chemoterapeutika IMQ.

V budoucnu by bylo vhodné provést dalsi pokusy s upravou pH prostiedi za ucelem
zjisténi mozného vlivu zasaditého/kyselého prostfedi na rozpustnost IMQ. Dale by bylo

vhodné experiment zopakovat za Gcelem reprodukovatelnosti.
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