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Abstrakt
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Nézev diplomové prace: Vliv PAMAM dendrimert na rozpustnost a kozni permeaci kyseliny
flufenamové

Kyselinu flufenamovou (FFA) patii do skupiny nesteroidnich antiflogistik. Léciva ze
skupiny nesteroidnich antiflogistik jsou nejhojnéji uzivané léky na celém svété. Skala pouziti
zejména peroralné, tkvi ve velkém mnozstvi nezadoucich U€inkli. Pro snizeni vyskytu

nezédoucich ucinki 1ze FFA podévat v lokélni formé.

Prestup latek pfes kozni bariéru je obtizny. Latky musi spliiovat urcita kritéria, aby
molekuly byly schopné penetrovat ptes hydrofilni a zaroven hydrofobni ¢ast lamelarni lipidové
multivrstvy obsazené v Casti epidermis. Pro zlepSeni rozpustnosti FFA ve vod¢ bylo vyuzito

vyhodnych vlastnosti poly(amidoaminovych) (PAMAM) dendrimert.

PAMAM dendrimery jsou sférické makromolekuly s velmi dobfe organizovanou
strukturou. Funguji i jako akceleranty kozni permeace neboli kozni enhancery. Skupina téchto
pomocnych latek pfechodné sniZzuje propustnost kozni bariéry a usnadiiuje transdermalni
podani 1é¢iv. Mezi dals$i vyhodné vlastnosti patii vyborna rozpustnost ve vod¢ a velké vazebna

schopnost molekul.

V této praci se ukazalo, ze PAMAM dendrimery zvySuji rozpustnost FFA ve vodném
prostiedi zplisobem zavislym na koncentraci a generaci. Dale byly pfipraveny vodné ptipravky

obsahujici PAMAM dendrimery pro topickou aplikaci FFA.
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Title of the thesis:

Flufenamic acid (FFA) belongs to the group of non-steroidal anti-inflammatory drugs.
Medicines from the group of non-steroidal anti-inflammatory drugs are the most widely used
drugs worldwide. The range of uses is very extensive. The effect of the drugs is anti-
inflammatory, they also serve against pain and fever. The problem with their use, especially
orally, lies in the large number of side effects. To reduce the incidence of adverse effects, FFA

can be administered topically.

The transfer of substances through the skin barrier is demanding. The substances must
meet certain criteria so that the molecules are able to penetrate through the hydrophilic and at
the same time hydrophobic part of the lamellar lipid multilayer contained in the epidermis. To
improve the solubility of FFA in water, we used the advantageous properties of

poly(amidoamine) (PAMAM) dendrimers.

PAMAM dendrimers are spherical macromolecules with a very well-organized
structure. They work well as skin permeation accelerators or skin enhancers. A group of these
excipients temporarily reduces the skin barrier and facilitates the transdermal administration of
drugs. Other advantageous properties include excellent water solubility and high binding

capacity.

In this work, PAMAM dendrimers were shown to increase the solubility of FFA in
aqueous media in a concentration- and generation-dependent manner. Furthermore, aqueous

preparations containing PAMAM dendrimers were prepared for topical application of FFA.
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Seznam zkratek

API
COX
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CH3;COOH
MeOH
Mw
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SC

Active pharmaceutical ingredient — aktivni farmaceutické latka

Cyklooxygenaza
Flufenamic acid — Kyselina flufenamova
Druhé generace

Ctvrta generace

High-perfomance ligiud chromatography — Vysokouc¢inna kapalinova

chromatografie

Kyselina octova

Methanol

Molecular weight — Molekulova hmotnost
Non-Steroidal Antiinflammantory Drugs
Nezadouci uc¢inek

Poly(amidoaminové)

Phosphate-buffered saline — Fyziologicky roztok pufrovany fosfatem

Poly (propyleniminové)

Stratum corneum



1. Uvod a cil prace

Trans(dermalni) podani 1éCiv je aplikace 1écivé latky na kiizi s dorucenim léciva do
jednotlivych vrstev kiize ¢i dosazenim systémového ucinku. Aplikace je vyhodna zejména diky
redukci nezadoucich Uc€inkli plynoucich z podani peroralniho. Kuze je slozena z nékolika
vrstev-epidermis, dermis a hypodermis. Epidermis jako nejsvrchngj$i ¢ast lidské klze je
neprostupnd pro exogenni latky a zajistuje i¢innou ochrannou bariéru lidského téla. Prestup
jednotlivych xenobiotik ptes epidermis je limitovan vlastnostmi kiize. Pro snadnéjsi prinik
exogennich latek je velkou vyzvou nalézt pomocné latky, které by prestup jednotlivych

xenobiotik usnadnily a zaroven ireverzibilné neposkodily kozni bariéru.

Poly(amidoaminové) (PAMAM) dendrimery jsou velkou skupinou pomocnych latek,
které jsou fazeny mezi kozni enhancery. Maji vyhodné vlastnosti, zejména diky své dobré
rozpustnosti ve vod¢ zvysuji rozpustnost malo rozpustnych xenobiotik. Dale usnadniuji prinik

podanych latek ptes kizi, jelikoz molekuly funguji jako kozni enhancery.

Cilem této prace, bylo zajistit zvySenou rozpustnost ve vodé Spatné rozpustné kyseliny
flufenamové (FFA) pomoci PAMAM dendrimert a usnadnit trans(dermalni) prestup FFA pies

ktzi a dosdhnout tak zejména protizanétlivého a analgetického ucinku.



2. Teoretickd Cast
2.1. K(ze

Kuze neboli cutis, je nejvétsim organem lidského téla. Kiize dospélého clovéka dosahuje
velikosti az 2 m? (pramérné 1,6-1,8 m?). Zaujima asi jednu desetinu lidské hmotnosti. Kize
pokryva povrch téla a diky tomu zajistuje Gcinnou ochranu pied fyzikalnimi, chemickymi
a mikrobiologickymi Skodlivinami z okoli. Primérna hmotnost kiize se pohybuje okolo 3 kg,
avSak miize dosahovat hmotnosti az 20 kg, pokud se jedna o kiizi s vysokym obsahem tuku.
Diky uspofadani potnich Zl4z, krevniho fecist¢ a vlastnosti Spatného vodice tepla hraje kiize
nezastupitelnou tlohu v termoregulaci lidského organismu. Lidské klize ma v riznych ¢astich
téla riznou tloustku. Rozmezi tloustky ¢ini od 0,5 mm do 4 mm. Nejtenci kazi 1ze lokalizovat

na ocnich vickach, ta nejsilngjsi se nachazi v oblasti zad. [1-3]

Barva ktize zavisi na mnoha faktorech. Mezi tyto faktory patii tloustka ktze, celkové
mnozstvi pigmentu a mira prokrveni. Pigment neboli melanin, je uloZzen ve form¢ zrnécek ve
specializovanych bunkach melanocytech. Melanin vznika ztyrosinu pomoci enzymu
tyrosinasy. Melanocyty se nachdzeji v bazalni ¢asti vrstvy epidermis. Diky tomuto pigmentu
miva kize nazloutlou az hnédou barvu. Mnozstvi pigmentu se béhem zivota méni. Nejméné
pigmentli maji novorozenci. Mira pigmentu se napiiklad v prub¢hu téhotenstvi zvysuje. Pii
vystaveni lidského téla slunci dochazi ke zvySovani produkce pigmentu, ktery chrani hlubsi

vrstvy kiize pred pisobenim skodlivého slune¢niho zareni. [2]

Kize je slozena ze tii vrstev. Témi jsou epidermis, dermis a hypodermis (Obr.1). [1, 4,
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Obr 1: Stavba lidské kizZe [6] ( prevzato a upraveno)
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2.2.

Epidermis

Epidermis neboli pokoZzka, je nejtenci vrstva, ktera se nachazi bezprosttedné na povrchu

ktize. Primérna tloustka je 0,1 mm. Nejtenci ¢ast 1ze najit na ocnich vickach (0,04 mm) a

nejtlust§si na dlanich (1,6 mm). Sklad4d se z vrstevnatého dlazdicovitého epitelu, ktery je

v povrchovych ¢astech zrohovatély. V epidermis se nachazi dva druhy bunék, a témi jsou buiky

dendritické¢ (Merkelovy, Langerhansovy buiiky a melanocyty) a keratinocyty. [1, 2, 5] Mezi

derivaty epidermis jsou fazeny chlupy, nehty a kozni z1azy. Pokozka se skladé z n¢kolika vrstev

v zavislosti na stadiu keratinizace neboli rohovaténi a barveni. Nejspodnéjsi vrstvou je stratum

basale, nésleduje stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum a stratum corneum

(Obr.2). Obnova celé epidermis trva 26 dnii — prvnich 13 dnii se bunky posouvaji ze stratum

basale do stratum corneum (SC), nasledné trva 13 dnii odlouceni bun¢k z povrchu epidermis.

Vrstva je avaskularni a vyzivu ziskava ptes spodnéjsi vrstvu dermis. 1, 4, 5]
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Obr 2: Obrdzek vlevo zndzorriuje jednotlivé vrstvy epidermis. Pravy horni obrdzek zndzorfiuje
multilameldrni usporddadni lipidi v mezibunécnych prostorech ve vrstvé SC. Pravy spodni obrdzek
zndzorhuje sloZzeni multilameldrni vrstvy [7]

Stratum basale je tvoteno cylindrickymi bufikami, které jsou spojeny pomoci

hemidesmosomii

s okolnimi

buiitkami a také s bazalni

membranou.

V cylindrickych buiikdch dochéazi zejména k syntéze keratini 5. a 14. typu.

Z této vrstvy dochazi k vyvoji ostatnich keratinocytli vrchnéjsich vrstev. [1, 2,

5]
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Stratum spinosum je tvotreno ne€kolika fadami (2-5) bun¢k ostnitého tvaru. V této
vrstveé se nachéazeji keratiny 1 a 10. V horni ¢asti 1ze nalézt lamelarni granula,
kterd uvoliluji svlij obsah do mezibuné¢ného prostoru. Hlavni soucasti granul
jsou volné steroly, polarni lipidy a hydrolytické enzymy. Diky tomu dochazi

k reorganizaci do lamel a zaji$t'uji u¢innou permeabilni bariéru. [1, 2]

Stratum granulosum je vrstva epidermis, kde za¢ina keratinizace. Buniky jsou
obsazeny v 1-3 vrstvach a obsahuji zrna s keratohyalinem, ktery je prekurzorem
keratinu. Buiiky postupné postupuji k povrchu, kde dochazi k diferenciaci a
nasledné bunééné smrti, kdy dochazi ke ztrat€ jadra. Bunky, u kterych doslo ke

ztraté jadra, jsou soucasti dalsi vrstvy stratum lucidum. 1, 2]

Stratum lucidum tenkd vrstva, ktera je viditelnd elektronovym mikroskopem.
Optickym mikroskopem ji lze pozorovat jen na ploskach a dlanich. [1] Bunky
v této vrstvé nemaji jadro a pfechazeji presnou hranici do posledni nejsvrchnéjsi

vrstvy. [2]

Stratum corneum (SC) nejsvrchnéjsi vrstva epidermis, kterd obsahuje jiz plné
zrohovatelé bezjaderné keratinocyty. Tyto bunky jsou znamé jako kormeocyty
neboli rohové buiky a tvoii 90% vrstvy. [1, 2, 4, 5, 8] Korneocyty jsou
shromazdéné v 15-25 vrstvach, které na nékterych mistech jako jsou chodidla,
mohou dosahovat az 100 vrstev. SC je zodpovédna za ochranu lidského
organismu pred infekci, dehydrataci, chemickym ¢i fyzikadlnim plsobenim

okoli. [1, 2, 4, 5, 9]

Jak jiz bylo vySe feCeno, epidermis obsahuje dva typy bunc¢k. Mezi jednotlivé typy

bun¢k fadime keratinocyty, dale melanocyty a buiiky Langerhansovy ¢i Merkelovy. [1, 2]

Melanocyty jsou bunky produkujici pigment melanin. Pochazi z neurdlni liSty a jsou

nakumulovany v bazalni vrstveé epidermis. Zde zastupuji zhruba 4% veskeré bunééné populace.

Kazdy melanocyt mé dendritické vybézky, diky kterym pfedavd melanin do okolnich bunék.

Jednotlivy melanocyt obsahuje endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat. Zde vznikaji

submikroskopicka téliska melanosomy, ve kterych dochazi k tvorbé pigmentu melaninu. Takto

vzniklé melanosomy postupuji do vrchnéjSich vrstev epidermis pomoci dendritickych vybézk,

zvétSuji se, dozravaji a hromadi melanin. Nasledn¢ zbarveny melanin opusti dendritické

zakoncCeni a prechdzi do sousednich keratinocytii (Obr.3). Nejvice melanocytli 1ze nalézt na
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Castech téla, kterd jsou pod Castym plisobenim slunecniho zatreni. Barva lidské kiize je zavisla

na velikosti, poctu a rychlosti rozpadu melanosomii nikoliv na po¢tu melanocyta. [1, 2, 5]

Melanin

Hair

Dermis

Subcutaneous
tissue (fat)

Obr 3 Lokalizace a struktura melanocytu[10]

Langerhansovy buiiky lze nalézt ve vrstve stratum spinosum. Buniky maji ptivod z kostni
dfen¢ a funkci jsou si rovny s makrofagy. Hlavni funkci téchto bun€k je detekce antigenu a
nasledné zpracovani pomoci lymfocytli. Bunky ¢ini 4-5 % veskeré bunécné populace
epidermis. Langerhansovy buiiky jsou spojovany s alergickymi reakcemi na kizi a jsou velmi

citlivé na svétlo. [1, 2, 5]

Merkelovy buiiky zajistuji mechanickou ochranu kiize. Lze je nalézt na bazalni vrstveé
epidermis. Bunky c¢ini 4-6 % bunck bazalni vrstvy epidermis. Bunky patii do nervového
systému a slouzi jako mechanoreceptory. Casto byvaji u savcil vazané na hmatové chlupy. [1,

2,5]

Keratinocyty jsou buiiky, kterd obsahuji vyrazny cytoskelet, ktery je tvofen pomoci
keratinovych tonofilament. Tato keratinova tonofilamenta jsou prekurzorem keratinu a v burce

je mozné je nalézt ve formé svazku, které jsou ukotveny do desmosomii. Pomoci desmosomai
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jsou keratinocyty pevné svazané a diky prubézné degradaci desmosomii dochazi k posouvani

keratinocytli do vrchnéjsi casti kaze. [2]

Epidermis jako nejsvrchnéjsi vrstva klize zajist'uje zevni ochranu organismu. Diky svym
unikdtnim vlastnostem je tato vrstva ucinnou chemickou, mechanickou a antimikrobialni

bariérou. 3, 4, 11]

2.3. Dermis
Dermis, corium neboli Skara je stiedni vrstva klize, kterd je lokalizovana mezi epidermis
a hypodermis. Skara je sloZena zejména znebunééné pojivové tkang, ktera je tvofena
kolagennimi a elastickymi vldkny, zdkladni hmotou a builkkami (fibrocyty, dermalni
dendrocyty, histiocyty, Langerhansovy buiiky a vzacné lymfocyty). [1, 2, 11] Dermis je vrstvou
ktize ve které se nachazeji cévy, hladké svaly a nervova zakonceni. Tloustka dermis se nachazi
v rozmezi 0,6-3 mm a je zhruba 15- 40krat siln€j$i nez vrstva epidermis. Vrstvu lze rozd¢lit na

dv¢ zakladni Casti — pars retucularis a pars papilaris. [1, 4]

Pars papilaris je tenkd vrstva, kterd se nachazi ptimo pod epidermis. Sklada se
z tenkych neuspotadanych kolagennich vlaken, elastickych fibril, fibrocyttli, zakladni hmoty a
bohatého mnozstvi kapilar, diky kterym dochézi k vyzivé epidermis. [1, 2, 4, 5]

Pars reticularis silna vrstva, ktera je lokalizovana pod ¢asti pars papilaris a je slozena
ze silnych uspofadanych svazkl kolagenu a elastickych fibril. Tato vrstva obsahuje méné
fibrocyti, cév i zakladni hmoty. Pars reticularis saha az do vrstev podkozniho tuku, diky cemuz
1ze najit v této vrstveé piitomnost adipocytil. Vrstva se podili zejména na regulaci krevniho tlaku,
teploty, a predevsim diky vysokému obsahu kolagennich a elastickych vldken zajistuje

mechanickou pruznost a elasticitu ktize. [1, 2, 4, 5]

Zakladni hmota se sklada z vody, elektrolytii, proteini plazmy a mukopolysacharidi.
Mukopolysacharid je tvofen ve fibrocytech a je kovalentné véazan k polypeptidu. Hlavnimi
mukopolysacharidy obsazené v dermis jsou kyselina hyaluronova, dermatansulfat, v mensim
mnozstvi chondroitin-6-sulfat, heparansulfat a heparin. Tyto substance maji schopnost

zadrZovat az tisickrat vice vody, nez je jejich objem. [1]

Hlavni funkci této vrstvy kiize je zajiSténi zejména mechanické odolnosti klze
pfedevsim diky vysokému obsahu kolagennich a elastickych vlaken. [3] Dulezitou roly hraji
bunky jménem fibrocyty. Tyto buiiky jsou odpovédné za syntézu a degradaci proteint pojivové

tkang. Jsou soucasti imunologické funkce kize, kde interaguji s buiikami epidermis a dermis a

14



maji schopnost uvoliiovat prozanétlivé cytokiny. Diky vysokému obsahu kolagennich a

elastickych vldken tato vrstva zajiSt'uje mechanickou odolnost a pruznost ktize. [1, 2, 11]

2.4, Hypodermis
Hypodermis, neboli podkozi, je nejspodnéjsi vrstva kiize. Nachéazi se pod vrstvou
dermis. Tato vrstva je sloZzena zejména z fibrocytii a adipocytit. Adipocyty jsou bunky, které
maji schopnost syntetizovat tuk v cytoplazmé. Jsou dilezité z hlediska tepelné-izolacniho,
slouzi jako rezervodr energie a zvysuji mechanickou odolnost kiize. [1, 4, 5, 11] Diky této

vrstve je kiize pomoci vaziva upevnéna ke kostem nebo svalim. [5, 11]

2.5. Funkce kdze
Kuze zastava pro lidsky organismus fadu dulezitych funkei zajiStujicich predevsim
ochranu vnitiniho prostfedi organismu. [3] Jednou z nich je ochrana organismu pied Skodlivymi
vlivy zevniho prostfedi. Jedna se zejména o ochranu mechanickou, chemickou, ochranu pred
riznymi druhy zafeni ¢i mikroorganismy. Ochrannou funkci 1ze rozdélit na fyzikalni,

chemickou a biologickou. [2, 4, 5]

Fyzikalni bariéra zajiStuje mechanickou ochranu pfedevS§im diky desmosomim,
keratinocytiim, hydratované rohové vrstvé a také podkozni tukové tkédni. Za fyzikalni ochranu
ktze lze povazovat také ptirozenou fotoprotekci pted ultrafialovym (angl. ultraviolet; UV)
zafenim. Tato ochrana je zajiSténa zejména diky pfitomnosti a distribuci melaninu

v keratinocytech. [11]

Chemické bariéra je zajiSténa diky nizké propustnosti kiize pro vodu a také pro latky
rozpusténé ve vode. Latky, které jsou rozpustné v tucich, pronikaji kazi 1épe. Mazové zlazy

tvoii kozni maz, ktery zvySuje nepropustnost kize. [4, 11]

Biologicka ochrana lidského téla je tvofena na dvou Urovnich. Prvni uroven zajistuje
ptitomnost potu a kozniho mazu z divodu obsahu antibakteridlnich latek. Povrch klize ma
kyselé pH (5,4-5,9) a minimalni vlhkost, diky ¢emuz je také zajisténa biologickéd ochrana kize
vaci patogenim. [3, 4] Druhd uroven je tvoiena buiikami imunitniho systému v hlubsich

vrstvach kiize (napt. Langerhansovy buiky). [3, 11]

Mezi dalsi funkce klize je fazena termoregulace. Termoregulaci zajistuji zmény priitoku
krve cévami, poceni a odpafovani vody. Metabolickd funkce klze spocivad v pfeméné
provitaminu na vitamin D piisobenim UV zéfeni. Diky vysokému mnozstvi bilkovin v kiizi

dochazi k pfeméné bilkovin na aminokyseliny v ptipadé nedostatku ¢i zvySené spotiebé téchto
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latek. Senzoricka funkce je zprostfedkovana pomoci receptorii doteku, tlaku, vibraci, teploty a
hroziciho nebezpec¢i. Diky nim lidsky organismus ziskdva informace o zevnim a vnitinim

prostedi. [3, 11]

2.6. Pfestup latek pres klzZi
Jak jiz bylo dfive feceno, kiize svym slozenim ptfedstavuje u¢innou ochranu pro lidsky
organismus pied plisobenim latek z vnéjSiho prostredi. Aplikace xenobiotika skrz neporuSenou
ktzi kvtli dosazeni trans(dermalni) aplikace 1éCiva je velmi obtizn4, ale neni nemozna. [7, 9,
12] Nejsvrchnéjsi vrstva epidermis SC je zodpoveédna za zajisténi ucinné bariéry pro absorpci
chemickych a biologickych toxinti. Pro usnadnéni pfestupu xenobiotika pies SC bylo nejdiive

nutné popsat chemické slozeni vrstvy SC. [4, 9, 12—-15]

SC je slozena 75-80 % proteinti, 5-15 % lipidi a zbytek je tvofen organickymi
slouc¢eninami, vodou a ptirozené zvlhcujicimi latkami. [9, 13, 16] Intercelularni prostor SC je
slozen z multilamelarni lipidové matrice a minimalniho mnozstvi vody. Lamely jsou svymi
hydrofilnimi ¢astmi uspotfadany vné a hydrofobni ¢asti dovniti. Intercelularni lamelarni vrstva
je tvotena piedevs§im z 50 % ceramidi, 25 % cholesterolu, 15 % volnych mastnych kyselin a
zbytek je tvofen estery cholesterolu. [9, 13, 16-18] Usporadani SC popisuje n€kolik modela.
Nejstars$i z nich SC pfirovnava k modelu cihel a malty, kdy korneocyty ptedstavuji roli cihel,
které jsou upevnéné pomoci lipidové matrix-malty. Diky této vysoce organizované strukture

SC tvofti vysoce ucinnou bariéru lidského organismu (Obr. 4) [9, 13, 14, 16, 19, 20]

Ceramides ——»

Corneodesmosome

Corneocyte

Keratin
Cholesterol —»

Lipid lamellar
bilayers

Intracellular humectants Free

Cornified cell envelope Acids

Obr 4 Na obrdzku vlevo se nachdzi popis organizované struktury SC, na obrdzku vpravo je zobrazeno
interceluldrni usporadadni a chemické sloZeni lipidové multivrstvy [15]

Trans(dermalni) aplikace je jedna z moznych zpiisobu aplikace léciva. Je nutné

rozliSovat podani transdermdlni, kdy dochazi k priniku léCiva do krve pifes kizi s
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cilem systémového ucinku 1é¢iv. Tento zplsob aplikace je oznacovan jako permeace. [12]
Druhou moznosti je dermalni zpisob aplikace, kdy lé¢ivo podané na kizi pronika
do jednotlivych vrstev kiize a nedochazi k systémovému ucinku. V literatute je druhy zptsob

aplikace oznaCovan jako penetrace. [9, 12, 21]

Hlavni vyhoda trans(dermalni) aplikace je zaloZena na eliminaci first-pass efektu jatry.
Tim je dosazeno snizené metabolizace podaného lé¢iva. Dal§imi vyhodami jsou sniZeni
drazdivosti gastrointestinalniho traktu, zamezeni proménlivé absorpci xenobiotika vlivem
gastrointestinalni naplné a rychlosti. U transdermalni aplikace je vyhodné, ze pokud dojde u
pacienta k vedlejSim ¢i neocekavanym tc€inktim podaného lé€iva, 1ze jednoduse ukoncit podani
lé¢iva do organismu. Mezi komplikace perordlniho podani mize byt vlastni nutnost polykani,
kterd u nékterych skupin pacientli miize byt velmi problematicka. Oproti parenteralni aplikaci
je transdermalni aplikace xenobiotika bezbolestna, neni naro¢na na vybaveni a Ize ji aplikovat
bez odborné¢ho dohledu. [9, 12, 21-23] Hlavni mechanismus pfestupu léciv pres kuzi je

zprostifedkovan predevsim difuzi, ktera je popsana prvnim Fickovym zakonem. [24]

Obecné mohou volnou diftizi prostupovat léciva, kterd jsou lipofilni a s malou
molekulou (<400 Da). [14, 21] Zptsob podéni je zavisly na fyzikalné-chemickych vlastnostech
1é¢iva a je nutna spravna lékova forma. [21] Vzhledem k tomu, ze vSechny lidské tkan¢ a té€lni
tekutiny obsahuji vysoky obsah vody (50-70 %), je pro systémovy ucinek dilezité, aby 1éciva
byla pfijatelné rozpustnad ve vodé. [14, 25] Pro piestup 1é¢iv pfes membrany je nutnd také
vhodna lipofilita 1é¢iv. Tyto fyzikalné-chemické vlastnosti je nutné chapat ve vzajemném
vztahu a jsou popsany rozdélovacim koeficientem. Rozdélovaci koeficient vyjadiuje pomér
celkové koncentrace latky rozpusténé v lipidech k celkové koncentraci latky rozpusténé ve
vodné fazi. Vysledek rozdélovaciho koeficientu popisuje pohyb lé¢iva v organismu. Pokud
1é¢iva latka je charakterizovana nizkym rozdélovacim koeficientem, 1é¢ivo je dobie rozpustné

ve vod¢, avSak prostup biologickymi membranami je velmi Spatny. [15, 25]

Pro prestup latek odolnou vrstvou SC je mozné vyuzit potencionalné nékolik mist
mozného priiniku xenobiotika. Uplatiiuji se zejména tfi hlavni cesty piestupu latek (Obr.5). [22,

26, 27]
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Intercellular route Intracellular route Follicular route

Obr 5 Mozné zpusoby prestupu latek pres vrstvu SC [7]

Intercelularni cesta je prvni z moznosti, jak 1é¢iva mohou ptestoupit pte SC do
lidského systému (Obr.5A). Lécivé latky se do organismu dostavaji pies
lamelarni lipidovou multivrstvu. Tato cesta se stala hojné¢ vyuzivanou, a to
pfedevsim diky poznani chemického sloZeni. Diky poznéani chemického slozeni
byly pfipraveny chemické substance, které cilen¢ plisobi na lamelarni lipidovou
multivrstvu a umozni ¢i v né€kterych ptipadech mohou i urychlit prestup 1é¢iva
pfes kizi. Takové pomocné latky jsou nazyvany jako akceleranty kozni

permeace, kterym bude vénovana dalsi kapitole. [7, 9, 14, 15, 18, 22]

Druhou moznou alternativou je cesta piestupu lé¢iv pies kiizi oznaovana jako
transcelularni nebo také intracelularni prinik, kdy dochézi k priniku molekul
ptes korneocyty (Obr.5B). Tato cesta je zaloZzena na zvysSeni mnozstvi vody ve
vrstvé SC predevS§im diky korneocytliim, které obsahuji aminokyseliny s
funkénimi skupinami (-NHa, -COOH, -OH) schopné vazat vodu. Dochézi tedy
k nabobtnani korneocytl a zvySeni mnozstvi vody ovlivituje prostupnost kozni

bariéry. [7, 9, 14, 15, 18, 22]

Dalsi alternativa ptestupu xenobiotik pfes SC je pomoci potnich ¢i mazovych
zlaz a transfolikularni pfestup (Obr.5C). Jednotlivé cesty jsou velmi
problematické z hlediska pouziti. Pro vyuziti piestupu potni zIazou je nutné, aby
1é¢iva byla hydrofilni. VyuZiti je limitovano minimalnim mnozstvim 1é€iv, ktera

splituji tuto podminku. Prinik mazovou zldzou je podminén dostatecnou
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lipofilitou. Problém tkvi ve snadné¢ kumulaci xenobiotik v mazové zlaze. [7, 9,

14, 15, 18]

2.7. Akceleranty kozni permeace
2.7.1. Charakteristika

Akceleranty kozni permeace jsou skupinou farmaceutickych pomocnych latek, které
maji schopnost reverzibilné snizit bariérovou funkci kiize a usnadnit (trans)dermalni ptestup
1écive latky. [9, 12, 13, 18, 28] Je znamé, Ze pro pouziti latek jako permeacnich akcelerantii

panuji ptisna kritéria. Idealni akcelerant by mél spliovat tato kritéria. [4, 9, 12, 13, 18, 28]
e netoxicky, nedrazdivy a nealergizujici
e nesmi mit vlastni farmakologickou aktivitu
e rychly nastup G€inku
e jednosmérny prestup latek — endogenni latky neopousti kiizi
e kompatibilni s 1é€ivymi a pomocnymi latkami
e rychld obnova kiize po odstranéni ptipravku
e kosmeticky pfijatelny

Neni tedy prekvapujicim jevem, Ze v soucasné dob¢ neexistuje idealni akcelerant. Pti
praktickém pouzivani akcelerantll je volen kompromis mezi terapeutickym piinosem dané
substance a rizikem nezddoucich u¢inka. [12, 18, 28] Pii volbé vhodného akcelerantu je nutné

dbat na fyzikalni a chemické vlastnosti pouzivaného léCiva. [22]

Piesné mechanismy ucinku akcelerantl nejsou zcela objasnény. Jedné se chemicky o
velmi rtiznorodou skupinu latek, kterd obsahuje strukturalni podobnost. Velmi casto se
v molekule akcelerantu objevuji shodné funkéni skupiny. Zpravidla je mozné nalézt fragment
X-CO-N=, kde X je CH,nebo NH; a také by méla molekula akcelerantu obsahovat dlouhy (C8-
C20) alkylovy nebo alkylenovy fetézec, ktery mize byt rozvétveny ¢i nerozvétveny. [12]
Pritomnost téchto funkénich skupin fyziologicky lze nalézt v kozni bariéte. Mechanismus
ucinku je zaloZzen piedev§im na nespecifickych interakcich se strukturami SC (Obr.6.).
Predpoklada se, ze mechanismus tc¢inku je zaloZen na jedné ze tii moznych cest, nebo se miize

jednat o jejich vzajemnou kombinaci. [12—14, 18]
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U prvniho z pifedpokladaného mechanismu ucinku akceleranti dochézi k dezintegraci
intercelularnich lipida v lamelarni vrstvé pfedevsim ve vrchni ¢asti SC. Druhym mechanismem
ucinku je myslend zejména interakce akcelerantt s intracelularnimi proteiny ktize. U tietiho ze
zakladnich mechanismi u¢inku akcelerantii dochazi ke zméné rozdélovaciho koeficientu mezi

l1é¢ivym piipravkem a kazi. [12, 13, 18, 22]

} polarni skupiny
polarni

akcelerant E/
e}

.} fluidizace

i
extrakce lipidu \

lipofilni
f akcelerant } lipofilni fetézce

/ fluidizace
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rezervoar j dvojyrstva \
vody polarni skupiny *

i
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Obr 6 Mechanismus ucinku akcelerantt transdermdini aplikace interceluldrni cestou [18]

Jak jiz bylo diive zminéno, akceleranty kozni permeace jsou velkou a rGznorodou
skupinou chemickych latek. Jako jednotlivé piiklady lze uvést vodu, derivaty sulfoxidu
(decylmethylsulfoxid), alkohol (ethanol), ureu a terpenoidy. Prvni specificky vytvotfenou
molekulou byl azon. [28] V dnesni dobé se veédci pokousi najit molekuly, které by 1épe
spliiovaly pfisnd kritéria. Jednd se predev§im o upravena analoga jiz znamych latek naptiklad
analoga azonu ¢i analoga ceramidil, ktera jsou hojné zastoupena v intercelularnim prostoru SC.
[17, 22] Mezi velmi vyhodné akceleranty jsou v soucasné dob¢ fazeny dendritické molekuly,
kterym bude vénovana nasledujici kapitola. [29]
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2.7.2. Dendritické molekuly
2.7.2.1. Popis, struktura

Dendrimery jsou tfida unikatnich syntetickych polymerd, které jsou charakterizované
svou jedinecnou symetrickou strukturou. [29] PredevSim diky symetrické struktuie tvofi
dendrimery monodisperzni makromolekuly s trojrozmérnou globuldrni strukturou s velikosti
v priméru 1-20 nm. [30] Dendrimery jsou slozené z vétvicich, opakujicich se jednotek
(monomertl), které vychazeji zohniska molekuly (jadro). [31] Struktura dendrimerd je
pfirovnavana ke stromu a vétvim, odkud je odvozen jejich nazev (sklada se ze dvou feckych
slov ,,dendron*, které znamend strom a ,,mer“, které v prekladu znamena cast). [31] Prvni
prace, ktera zminovala dendritické molekuly byla publikovana védeckou skupinou vedenou
panem Vogtlem v roce 1978. V 80. letech 20. stoleti byla dendritickym molekuldm vénovana

velikéd pozornost a objeveni téchto molekul bylo potvrzeno mnoha védeckymi skupinami. [29]

Dendrimery se skladaji ze tii hlavnich ¢asti (Obr. 7). Obsahuji inicia¢ni jadro, vétvici se
jednotky a funkéni skupiny lokalizované na povrchu dendrimert. [32] Jadro dendrimerti byva
tvofeno jednim atomem (dusik, fosfor, uhlik) nebo mize byt tvofeno i atomovou skupinou se
dvéma shodnymi chemickymi funkcemi. [29, 33] Z jadra vychdzeji vétvici se monomery, které
se mohou nasledné délit a zajistuji velmi organizovanou strukturu charakteristickou pro
dendrimery. [33] Jednotlivé generace dendrimertl jsou oznaGovany jako GO — G12. Cislo

oznacuje pocet vétvicich vrstev (Obr.7). [30]

Obr 7 Obecnd struktura dendrimert s ukdzkou jednotlivych generaci [34]
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Vlastnosti dendrimert jsou ve srovnani s konvenéné vyuzivanymi povrchové aktivnimi
latkami vyhodnéjsi. Jako hlavni vyhodu vyuzivani dendrimerti v porovnanim s povrchové
aktivnimi latkami, patfi vysoka schopnost molekul penetrovat skrz biologické membrany. Mezi
dalsi vyhody dendrimeru je fazena vysoka vazebnd kapacita, zvySend biologickd dostupnost
podanych 1éciv a diky molekuldm lze také dosahnout cilené distribuce 1é¢iv do specifickych
tkani a snizit toxicitu podanych 1é¢iv. [29, 35] Jsou hojné vyuzivané jako ptenaSecové systémy
pro léky a geny. Rozsahlé studie ukéazaly, Ze nckteré dendrimery mohou mit vlastni
farmakologickou aktivitu. Jedna se zejména o antibakterialni, antimykotickou a cytotoxickou

aktivitu. [36]

Pro zavedeni nové molekuly pro terapeutické a diagnostické uzivani u lidi je nutné
dokonale zdokumentovat veskeré vlastnosti dané substance. Jednd se predevSim o popis
fyzikalné-chemickych vlastnosti, farmakologického a toxikologického profilu dané substance.
[29] Bylo zjisténo, ze charakter povrchu jednotlivych dendrimert ovliviiuje vyslednou
farmakokinetiku, specifitu viici cili a predevsim toxicitu. [34] Toxicita je zvySena predevsim u
dendrimert s kladnym nabojem nebo s amino- skupinou na povrchu. [34, 37] Po podrobném
prostudovani stuktury byly definovany charakterické znaky toxicity pro molekuly dendrimert

(Obr.8.). [29]

Branches - indirect toxicity influence -
linked to size and the number and type
of available surface groups

- Low generation (<G5)- low toxicity
O - High generation - high toxicity

Surface groups - strong toxicity
influence

- Electric charge - electrostatic
interaction with biological
structures (Cationic groups - high
toxicity; Aninonic groups - low ?
toxicity)

- Uncharged - Polarity -
hydrophobic interactions with
membranes (Polar groups - low
toxicity; Nonpolar - high toxicity)

®
O L

-«— Core - toxicity influence related to
generation

- Influences toxicity of lower generation
dendrimers

- Sterically hidden - in higher generations

Obr 8 Charakteristické znaky pro toxicitu dendrimerti [29]

Jak bylo jiz zminéno, dendrimery jsou velmi kvalitnimi akceleranty koZni permeace.
Hlavnich mechanismt, kterymi dendrimery interaguji s aktivni farmaceutickou latkou (API) a
usnadiiuji transdermélni ptestup, je vice. Inkluze API do dutiny dendrimert je jednim

z mechanismil interakce. Druhou moznosti byva spojeni API s funkénimi skupinami na
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povrchu dendrimerti a posledni moznosti mtize byt jednak inkluze API do dutiny a také spojeni

s funkénimi skupinami na povrchu. [29, 36]

2.7.2.2. Syntéza dendrimerd
Dendrimery ptedstavuji vysoce organizovanou strukturu, pro jejichz vznik je dualezita
postupné fizena syntéza. [38] Rozdil mezi konvencné pouzivanymi polymery a dendrimery tkvi
ve tvorbé monodisperzni soustavy a moznosti postupné syntézy. [29, 34] Pro syntézu
dendrimeri jsou pouzivany zejména dva odlisné zplsoby tvorby molekul - konvergentni a
divergentni syntéza a jejich kombinace (Obr.9). Divergentni syntéza byla poprvé popsana
v roce 1983 védcem Tomalia a spol. [29, 36] Konvergentni metoda byla popsana v pozd&jsi

dob¢ v roce 1990 védci Hawker a Frechet. [29, 36]

A. Divergent synthesis

Y %L%L%

B. Convergent synthesis

C. Combined divergent/converngent synthesis

RO S
y Yo ‘

Obr 9 Hlavni metody syntézy dendrimer( A) divergentni B) konvergentni C) kombinace divergentni a
konvergentni metody [31]

Divergentni metoda je zaloZena na postupné syntéze dendrimerd od jadra k periferii,
kdy dle specifické generace jsou prodluzovany vétve jednotlivych monomert. [15, 20]
Divergentni metoda je hojn€ vyuzivana pti produkei velkého mnozstvi dendrimerti. Predevs§im

diky divergentni syntéze lze zajistit vznik dendrimerG vysSich generaci. Problémem této
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metody byva vznik strukturalnich defektii diky vedlejSim reakcim ¢i neuplna reakce koncovych
skupin. Vzniklé¢ molekuly dendrimerti Ize velmi obtizné oddélit od molekul se strukturdlnimi
defekty diky podobnému chemickému slozeni a fyzikdlnim vlastnostem. [31] Problém lze
Casten¢ zredukovat diky nadmérnému pouziti cinidel. [40] Nejcastéji pouzivané
poly(amidoaminové) (PAMAM) a poly(propylen iminové) (PPI) dendrimery vznikaji pravé

pomoci divergentni metody. [34]

Konvergentni metoda zacind na periferii, kde vznikaji malé molekuly, které se po
predevsim kvili nevyhodam divergentni metody. Jako vyhody Ize uvést predevsim snadné
¢iSténi vyslednych molekul dendrimerti diky rozdilné velikosti, struktufe a fyzikdlnim
vlastnostem. Jako dal$i vyhody metody lze zminit redukci ¢i uplnou eliminaci vzniku
strukturalnich defekt ve findlni molekule ptedevsim diky lepsi kontrole syntézy. [31] Pomoci
konvergentni metody nelze pfipravit dendrimery vysSich generaci, coz je limitaci pouziti této

metody. [34, 40]

Nékteré publikace zmifluji moznost syntézy dendrimerti pomoci kombinace dvou
zminénych metod. Metoda je zalozena na tvorbé jednotlivych stavebnich blokii pomoci
divergentniho pfistupu. Nasledn¢ jsou pomoci konvergentni metody pfipojeny koncové Casti
jednotlivych dendrimert. Mezi hlavni vyhody této metody 1ze zminit predev§im: efektivnéjsi

pfiprava, sniZzeni reak¢nich krokd, 1ze dosdhnout strukturalni diverzity. [31, 34]

2.7.2.3. Potencionalni vyuZziti dendrimer( ve farmacii a mediciné
Molekuly maji velmi Siroké uplatnéni v medicing a ve farmacii. Pro vyuziti téchto latek
ve zdravotnictvi je zapotiebi splnit pfedem stanovena kritéria. Dendrimery by mély byt co
nejméné toxické pro lidsky organismus, nemély by byt imunogenni a mély by byt schopné
dobfe prostupovat biologickymi bariérami a dosahovat specifického cile. [29, 40] Latky maji
také schopnost zvysit rozpustnost API a tim zvySuji absorpci a biodostupnost jednotlivych

16&iv. [41]

Vysoky potencial pouziti maji dendrimery v antineoplastické terapii. Problémem
klasické chemoterapie v soucasné dob¢ tkvi v nespecifickém pulsobeni cytostatik pouze na
nadorové bunky. Pouziti dendrimert v tomto odvétvi mediciny vyrazné redukuje nezadouci
ucinky klasické chemoterapie. Soucasné zvySuje koncentrace cytostatika v postizené tkani

pfedevsim diky cilenému protinddorovému pisobeni na specifické molekuly lokalizované na
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povrchu nddorové tkané. [29, 34, 42] Vyuziti dendrimert v terapii onkologickych onemocnéni

ma v budoucnu velky potencial. [30, 43—45]

-----

antiflogistika (NSAIDs) jsou skupina nejvice uzivanych 1ékli na svété. [46] Limitace pouziti je
déna zvySenou toxicitou asociovanou s nezadoucimi u¢inky NSAIDs a $patnou rozpustnosti
latek, ktera zptsobuje nizkou biodostupnost. [29, 47] Z divodu redukce toxicity této skupiny

1é¢iv l1ze uplatnit transdermalni aplikaci za pouziti dendrimerd. [29, 46]

Dendrimery jsou vramci vyzkumu pouzité u mnoha Ilékafskych specializaci.
V publikacich lze najit pouziti u neurodegenerativnich onemocnéni, kardiovaskularnich
onemocnéni, antibakteridlni terapie, antivirové terapie. [29, 48, 49] Pouziti dendrimerti ma
slibny potencial pouziti jako kontrastni latka v diagnostickych metodach, pfedev§im u

magnetické rezonance a rentgenu. [34, 40]

2.7.2.4. PAMAM dendrimery
PAMAM dendrimery se fadi mezi nejrozséahleji studované dendrimery, pedev§im diky
variabilité potenciondlniho uziti. [31, 37] Molekuly mohou diky vysoké vazebné schopnosti
zlepsovat biologickou dostupnost podanych 1é¢ivych substanci a zlepsit rozpustnost a stabilitu
ve vodé Spatné rozpustnych 1é¢iv. [40, 50] Ttida téchto dendrimert byla poprvé zminéna jiz
v roce 1985, kdy prof. Dr. Donald A. Tomalia, popsal charakter molekul a popsal divergentni

syntézu dendrimerti generaci 1-7. [31, 32]

Inicia¢ni jaddro PAMAM dendrimert je tvofeno zejména ethylendiaminem (EDA) (Obr.
10), amoniakem (NH3) nebo cystaminem. [37, 49] Vétve jednotlivych dendrimert jsou tvoteny
postupnym navazanim N-(2-aminoethyl)akrylamidem pomoci dvoustupiového procesu.
V prvnim stupni probiha adice methylakrylatu k jadrové aminoskupiné. Nasledn¢ ve druhém
kroku dochéazi k amidaci vyslednych esteri ethylendiaminem. S kazdou dal$i generaci se
velikost dendrimerii rozriisti o 1 nm. Molekulovd hmotnost se s rostouci generaci
zdvojnéasobuje. Koncové aminové skupiny mohou byt upravené nejcastéji pomoci hydroxylové
(-OH) skupiny, karboxylové (-COOH) skupiny, konjugované s uhlovodikovymi fetézci nebo
pegylované. [37, 49]

25



0:</‘N">:O

N
Hzt 0 J o) /NHZ
)I\K HN 0= NH N
H H o H
N4 N H‘fN
N N
HYV ol N %Hj\
H o \\‘ (o] Q NH NH
H,N N\ﬁ‘
H, HN4El ;NH
o O 1 H
O 2

T

NH;~'H

o) N NH PN N NH O HN— 0

NH o; Lo o \-éo N
nH—~ HN—0 HN “LNH
E r\ NH HN HN N :

NH, 5 2 L, <\,
NA, NH, NH s
2

Obr 10 Chemicka struktura PAMAM dendrimert A) G2 B) G3 [50]

26



PAMAM dendrimery maji sférickou, velmi rozvétvenou a vysoce organizovanou
strukturu, kterd méa zna¢nou kapacitu a schopnost slouzit jako pfenase¢ pro jiné substance.
Molekula miize byt inkorporovdna do dutiny dendrimeru, nebo ji lze navadzat na funkéni
skupiny lokalizované na povrchu. Na povrchu dendrimeru je lokalizovan naboj molekuly.
Kationické a neutrdlni PAMAM dendrimery, které maji na povrchu lokalizovanou zejména
aminovou (-NHz) nebo hydroxylovou (-OH) skupinu, jsou dostupné jako celé generace (GO-
G10). Anionické molekuly, kter¢ na povrchu maji karboxylovou (-COOH) skupinu, jsou
dostupné ve formé polovicnich generaci (G1,5 - G9,5). [49, 50] Velikost PAMAM dendrimerti
dosahuje hodnot od 1 nm do 14 nm v zévislosti na jednotlivych generaci. [37] Vazebna
schopnost PAMAM dendrimert je lepsi u nizSich generaci (typicky do G4) ve srovnani

s generacemi vys$imi nez G6, predevsim diky oteviené struktuie molekul. [49]

Pouziti PAMAM dendrimeri pro své vyhodné vlastnosti je zna¢né€ limitovana toxicitou.
Bylo zjisténo, ze toxicita PAMAM dendrimerti je pfimo umérnd koncentraci a generaci
pouzitého dendrimeru diky aminoskupindm lokalizovanych na povrchu. Toxicita jednotlivych
PAMAM dendrimert se odviji také dle naboje. ZvySenou toxicitu lze nalézt u molekul
s kladnym nabojem. Pro redukci lze zneutralizovat naboj na neutralni ¢i az anionicky a také

upravit funkéni skupiny na povrchu. [29]

2.8. Kyselina flufenamova
Kyselinu flufenamovou (FFA) (angl. Flufenamic acid) (obr. 11) patii do skupiny
1écivych latek oznacované jako NSAIDs. Od roku 1960 jsou jiz znamé jeji ucinky. [51] Tato
skupina 1é¢iv miva v riznych publikacich riznad oznaceni. Ekvivalentnimi oznacenimi této
kategorie 1éCiv jsou 1 nesteroidni antirevmatika a neopiodni analgetika. [52] Z chemického

pohledu je FFA fazena mezi N-substituované derivaty anthranilové kyseliny. [53] Pro

-----

w1

lé¢iv ztéto kategorie je limitovano piitomnosti orgdnové toxicity a vys§i pifitomnosti
nezadoucich ucinkt. [52, 53] Lokdlni podéni castecné redukuje vyskyt systémovych
nezddoucich ucinkd a také minimalizuje vznik potenciondlnich 1ékovych interakei s jinym

lécivem €i s potravou. [47, 54, 55]
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- COH

Obr 11 Chemicka struktura FFA [56]

NSAIDs patii diky rozsdhlému uc¢inku mezi nejoblibené;jsi 1é¢iva na svété. Prvni latka,
kterd vykazovala tyto ucinky, byla izolovana z vrbové kury jiz v roce 1830, kterd byla pozd¢ji
upravena védcem Felixem Hoffmanem a vroce 1897 byla poprvé pouzita jako kyselina

acetylsalicylova neboli Aspirin. [54]

Mechanismus u¢inku je zaloZzen na reverzibilni inhibici enzymu cyklooxygenazy
(COX). V lidském téle se nachéazi dveé izoformy toho enzymu — COX 1 a COX 2 (Obr.12.). [54]
COX 1 je oznacovana jako konstitutivni, kterd je vzdy v lidském téle pfitomna a aktivni.
Ovliviiyje fyziologické funkce a jeji inhibici dochdzi k vyvolani zejména nezédouci ucinky
podanych 1é¢iv napt. porucha zaludeéni sliznice a funkce ledvin. COX 2 je oznafovéna jako
indukovatelna, ktera se produkuje zejména pfi rozvoji zanétu a plsobi i vasodilatacné. [23, 52,
54] Pusobenim COX vznikaji z kyseliny arachidonové endogenni latky zvané ikosanoidy,
n¢kdy oznacované jako eikosanoidy. Eikosanoidy se dale v lidském organismu pfeménuji na
prostacyklin, prostaglandin a tromboxan. Takto vzniklé molekuly jsou oznacovany jako hlavni

mediatory zanétu a uzivani NSAIDs reverzibilné blokuje vznik zminénych mediatori. [52]
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Obr 12 Mechanismus ucinku nesteroidnich antiflogistik na preménu kyseliny arachidonové[57]

NSAIDs jsou déleny dle chemické struktury, dle délky ptsobeni nebo dle piisobeni na
jednotlivé izomery COX. Dle specifity U¢inku NSAIDs jsou rozliSeny na neselektivni,
preferencni a selektivni ke COX 2. Vyvoj selektivné ptisobicich NSAIDs mél potencionalné
redukovat nezddouci uc¢inky plynouci z inhibice konstitutivni COX. Avsak ¢asem se ukazalo,
7e sice znamé NU plynouci zinhibice COX 1 redukuje, naproti tomu u pacientii doslo

k vyraznému zvySeni rizika aterotrombotickych vaskularnich ptihod. [52, 54]

FFA je latka, kterd je velmi malo rozpustnd ve vodé (9,09 mg/l) a mé rozd¢lovaci
koeficient logP = 5,25. [53] Tyto vlastnosti vedly k vyvoji specialnich formulaci, které zlepsuji
topické ¢i systémové podani. [53] Pro 1é¢ivé latky ve skupiné NSAIDs je charakteristicka jejich

$patné rozpustnost ve vod¢ a nizka biologickd dostupnost. [54]

Navzdory nizs§i ucinnosti nez ostatni NSAIDs, jsou lokalni piipravky s FFA pouzivané

zejména proti bolesti a zanctu spojenym s muskuloskeletadlnimi poruchami, kloubnimi
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problémy, poruchami mékkych tkani a také jako soucast antirevmatickd terapie. [51, 58]
Peroralni podani bylo zastaveno kvili interindividualni variabilité v absorpci FFA. S pfipravky

obsahujici FFA se lze setkat pouze ve formé topickych ptipravki. [51, 59]

V Ceské republice nyni neni zadny registrovany ptipravek s obsahem FFA. V zahrani&i
je registrovan piipravek nesouci nazev ,Mobilisin“. Jedna se o kombinaci FFA
s hydroxyethylsalicylatem a benzylnicotindtem ur¢ené pro lokalni aplikaci. [60] Na ¢eském
trhu se Ize setkat s n€kolika registrovanymi piipravky s etofenamatem. Jednéa se o prolécivo

FFA, které vznika esterifikaci karboxylové skupiny. [52, 55]

V prfedeslém vyzkumu, ktery se zaméfoval na permeacni pokusy s formulacemi
obsahujicimi FFA, byly testovany emulze [61], mikroemulze [62—64], suspenze polymert [65]
a nanocastice [59, 66]. Doposud vsak nebylo popsano pouziti PAMAM dendrimert pro zvySeni

rozpustnosti a kozni aplikaci FFA.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Chemikalie, material a pfistroje
Pro experimentdlni cast diplomové prace byly pouzity dvé generace PAMAM
dendrimert s aminoskupinami na jejich periferii. Konkrétnéji byly pouzity 20 w% roztok
dendrimeru G2 v methanolu (Mw=3256 g/mol, hustota=0,86 g/ml, CAS Number: 93376-66-0)
a 10 w% roztok dendrimeru G4 v methanolu (Mw=14215 g/mol, hustota=0,818 g/ml, CAS
Number 163442-67-9) zakoupené od firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Déle byla pouzita
FFA (Mw=281,23 g/mol, CAS Number 530-78-9) od stejné firmy.

Pro navazovani jednotlivych surovin byla pouzivana analytickd vdha Ohaus Pioneer
(Ohaus, USA). Pro odebirani specifickych objemi byly pouzivané automatické mikropipety
VWR (Randor, PA, USA). Ke zrychleni kratkodobé homogenizace vzorki byla pouzita
trepacka MS2 (IKA, Némecko). Pro dlouhodobou homogenizaci byla vyuzita ttepacka LT3
(Nedform, CR). V piipadé potieby byly vzorky i centrifugovany pomoci centrifugatoru MPW-
260R (MPW MED. Instruments, Polsko) a nastavené hodnoty byly: 15 000 otacek za minutu,
21 °C, 10 minut. Pro odpafeni methanolu z roztoku dendrimert byl pouzit plynny dusik. Pro
dosuSeni vzorkli byl pouzit exikator obsahujici oxid fosforecny pfipojeny s membranovou

vakuovou pumpu KNF Laboport (Freiburg im Breisgau, Némecko).

Analyza FFA byla provedena pomoci HPLC 1200 Infinity series (Agilent technologies,
Santa Clara, CA, USA). Vzdy bylo nutné dbat na pouziti spravnych vialek (Agilent
technologies, Santa Clara, CA, USA), jelikoz musi byt kompatibilni s pfistrojem HPLC. Pro
analyzu byla pouzita kolona LiChroCART 250-4 naplnéna LiChrospher 100 RP-18 ¢asticemi
o velikosti 5 um (Merck, Darmstadt, Némecko). Pouzivana mobilni faze byla slozena
z methanolu (HPLC kvalita, Merck, Darmstadt, Némecko), vody (ultracistd voda, ¢iSténa
pomoci systému milli-Q RG (Millipore, Burlington, MA, USA)) a kyseliny octové (Penta,
Hostivat, CR).

Pro permeaci bylo nutné pfipravit akceptorovou fazi. Jako akceptorova faze byl pouzit
10 mM izotonicky fosfatovy pufr (PBS) o pH 7,4. Pufr byl pfipraveny z nasledujicich soli:
dihydrat dihydrogenfosfore¢nan sodny (NaH,PO4-:2H>0) (Mw= 156,00 g/mol), dodekahydrat
hydrogenfosfore¢nan sodny (NaxHPO4-12H>O) (Mw= 358,00 g/mol), chlorid sodny (NaCl)
(Mw= 58,40 g/mol) a chlorid draselny (KCl) (Mw= 74,60 g/mol) vSe pofizeno z Penta
(Hostivat, CR) a obsahoval gentamicin sulfat, ktery byl zakoupen od firmy Merck (Darmstadt,

Neémecko). VSechny soli byly rozpustény v ultracisté vode ¢isténé pomoci systému milli-Q RG
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(Millipore, Burlington, MA, USA). Franzovy diftizni cely jsou ru¢ni vyroba a primérny objem
je 7 ml. Do kazdé Franzovy cely bylo vlozeno magnetické michadlo. Permeace byla provadéna

ve vodni 1azni WNB 29 (Memmert, Schwabach, Némecko) s teplotou nastavenou na 32 C°.

3.2. Pfiprava roztok( s obsahem flufenamové kyseliny a
dendritickych molekul

3.2.1. Pfiprava nasycenych vodnych roztokd s flufenamovou kyselinou

Pii ptipravé vodnych roztoki FFA byla navdzena znama hmotnost (pfiblizné¢ 1,5 mg)
FFA, ktera byla vlozena do ptfedem pfiipravenych vialek oznacenych W (1.5). Nasledné bylo
pfidano do kazdé vialky 500 pl ultracisté vody. Takto pfipravené systémy byly promichané na
michacce a vlozeny do tfepacky na 24hodinovou homogenizaci. Nésledné byla provedena
centrifugace. Do pfedem piipravenych vialek s insertem bylo opatrné odebrano 250 pl

nasycenych vodnych roztokl s FFA, které byly nasledné vloZzeny do HPLC.
3.2.2. Pfiprava vodnych roztokd PAMAM dendrimerd

Pii ptipravé vodnych roztoki dendritickych molekul bylo vytvofeno nékolik skupin
vzorkl. V prvni ¢asti experimentalni prace byly pfipraveny vzorky PAMAM dendrimert G2
s koncentraci 0,5 mM, 1 mM a 2 mM oznacené jako G2-X (kde X je ptipravena koncentrace).
Kazda koncentrace byla zastoupena péti vzorky. Déle byl piipraven stejny pocet vzorkl
PAMAM dendrimerit G4 s koncentraci 0,5 mM, 1 mM a 2 mM oznaceny jako G4-X (kde X je

ptipravena koncentrace). Dohromady tedy bylo 30 vzorkd.

Pouzivané dendrimery byly rozpusténé v methanolu. Proto bylo nutné vypocitat, kolik
mikrolitrG bude nutno odebrat pro pfipravu pfedem stanovené koncentrace roztoku dendrimeru.
PAMAM dendrimeru G2 bylo odebrano 189,3 ul pomoci automatické mikropipety, ktery byl
vlozen do predem zvazené vialky o objemu 8§ ml. PAMAM dendrimeru G4 bylo odebrano
1748,5 pl, ktery byl také vlozen do predem zvazené 8 ml vialky. Po odebrani stanovené¢ho
mnozstvi bylo nutné odstranit piebyte¢ny methanol a ziskat suché dendrimery. Odpatrovani
bylo provedeno pomoci dusiku na katedie organické a biorganické chemie. Po odpateni byly
vzorky vloZeny do vakuového exikatoru do druhého dne. Druhy den byly vialky vyndany
z exikatoru za piitomnosti oxidu fosfore¢ného, kde byla pies noc odstranéna zbyla

rozpoustédla. Vialky se po vyndani znovu zvaZily a porovnala se redlnd hmotnost s teoretickou.

Do vialky k suchym dendrimerim G2 a G4 bylo ptiddno 5 ml ultracisté¢ vody. Pro

urychleni homogenizace byla pouzita tfepacka. Vzniklé roztoky dendrimert méely koncentraci
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2 mM a byly oznaeny jako G2-2 a G4-2. Bylo nutné provést fedéni, kvtli vzniku roztokt
dendrimeru o koncentraci I mM a 0,5 mM. Pro vznik G2 dendrimeru o koncentraci 1 mM bylo
pouzito 1,5 ml dendrimeru G2-2 a ptidano 1,5 ml ultracisté vody. To samé bylo provedeno i
s G4-2. Vzniklé roztoky byly oznacené jako G2-1 a G4-1. Nasledné bylo provedeno dalsi
fedéni, diky némuz vznikly 0,5 mM roztoky. Pro vznik G2 dendrimeru o koncentraci 0,5 mM
bylo pouzito 0,75 ml G2-2 a pfidano 2,25 ml ultracisté vody. Pro homogenizaci vzniklych
roztokll byla opét pouzita michacka. To samé bylo provedeno i s G4-2. Vzniklé roztoky byly
oznaceny jako G2-0,5 a G4-0,5. Takto pfipravené roztoky dendrimert o specifické koncentraci
byly pouzity k dalsi ptipravé vzorki. Vialky byly oznac¢eny dle pouzivaného dendrimeru a dané

koncentrace.

3.2.3. Pfiprava nasycenych vodnych roztokd flufenamové kyseliny
s PAMAM dendrimery

Pro ptipravu nasycenych roztoki FFA s PAMAM dendrimery bylo nutné pfipravit si
pozadovany pocet vialek a popsat je dle pouzité koncentrace a generace dendrimeru. Vialky
byly oznaceny G2-0,5 (1.5, G2-1 (1.-5.) a G2-2 (1.5). Stejné byly oznaceny vialky i pro G4. Do
kazdé vialky byla navaZzend zndma hmotnost (primérné 3,5 mg) FFA a ptfiddno 500 pl
pfipraveného roztoku dendrimeru podle generace a koncentrace. Vzniklé vialky byly vlozeny
do tfepacky na 24 hodin. Po 24 hodinach byly vzniklé suspenze vloZeny do centrifugy a byla
provedena centrifugace. Bylo nutné pfipravit dalsi vialky, které byly oznaeny jiz zndmym
postupem. Museli jsem dbat na to, aby vialky byly kompatibilni s HPLC. Do kazd¢ vialky byl
vloZen insert a nasledné bylo do kazdé vialky odebrano 250 pl pfipraveného vzorku. Vzniklé

roztoky byly podrobeny metodé¢ HPLC a nasledné byly pouzity na permeaci.

3.2.4. HPLC stanoveni koncentrace flufenamové kyseliny bez a s PAMAM
dendrimery

Pro stanoveni touto metodou bylo nutné pfipravit mobilni faze. Pouzitd mobilni faze
byla slozena zMeOH, HoO a CH3COOH v poméru 80:20:0,5. Pro pfipravu bylo pouzito
1600 ml MeOH, 400 ml milli-Q vody a 10 ml CH;COOH. Podminky HPLC metody byly
nastaveny: teplota 25 °C, injektovany objem 50 pl, priitok 1,35 ml/min, doba analyzy 8 minut.
FFA byla detekovana pii vinové délce 275 nm a jeji retencni ¢as byl 5,9 minut. Tlak byl okolo
230 bart.

Piiprava vzorki pro HPLC analyzu byla popsana v pfedchozich kapitolach. Pied
provedenim vlastni analyzy vzorka bylo nutné zkontrolovat, zda naSe pfipravené koncentrace

jsou mefitelné nastavenou metodou HPLC. Metoda byla kalibrovana pro koncentrace
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0,05-60 pl/ml. Jeden vzorek prezentujici odpovidajici oznaceni byl vyzkousen a pokud byla
koncentrace vzorkli mimo dané koncentra¢ni rozmezi, bylo provedeno tfedéni. Nejdiive se

vzorek fedil 10 a pokud i to nestacilo, bylo provedeno fedéni 100xnebo 1000x%.

Pted vlastni analyzou pfipravenych vzorki byla ovéfena nastavend metoda HPLC. Pro
ovéteni nastavenych parametri byla provedena kalibra¢ni kiivka. Pro kalibra¢ni kiivku bylo
ptipraveno nékolik roztokti FFA o zndmé koncentraci. Jako rozpoustédlo byl pouzit MeOH
o HPLC kvalité. Nasledn¢ byly zhodnoceny nastavené parametry vybrané metody. Poté byly

vzorky vlozeny do HPLC a byla provedena vlastni analyza.

3.3. Permeace
byly sklenéné Franzovy cely, do kterych byla upevnéna lidské kiize. Kazda cela byla sloZzena
z vrchni sklenéné ¢asti a spodni sklenéné casti (Obr.13.). Mezi sklenénymi ¢astmi se nachazely
dvé teflonové desticky, které byly riizné tlusté a obsahovaly otvor o velikosti 1 cm?. Kazda ¢ast
cely byla pfed permeaci promazana silikonem pomoci vaticky. Do spodni sklenéné casti o

pramérném objemu 7 ml bylo vloZzeno magnetické michadlo.

Donorovy vzorek

BB EIE(E[3[2

Lidska kuze L Odbér vzorkn
akceptorové faze

Akceptorova . .
faze em—-)

Obr 13 Schéma Franzovy difuzni cely [18]

Kuze, kterd byla vloZzena mezi teflonové Casti, byla darovana darci, kteti podstoupili
abdominoplastiku v chirurgickém centru Sanus, Hradec Kralové. Po operaci byly kiize
vyzvednuty a byl odstranén piebytecny tuk. Nésledné byla klize vlozena do mrazaku, kde byla
uchovana pii teploté¢ -20 °C (Obr.14). V Case potieby byla kiize voln¢ rozmrazena a byly
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vytiznuty ¢tverce, které velikosti odpovidaly velikosti teflonové desti¢ky. Cely proces probihal
po souhlasu Etické komise (No. 5/4/2018) a podle principti Helsinské deklarace. VSechny ¢asti
cel s kiizi mezi teflonovymi destiCkami byly postupné sestaveny ve spravném potadi a byly

zpevnény pomoci gumicek a Spejli.

Obr 14 KuZe zbavena tuku a ndsledné pouZitd pro nasi permeaci

Akceptorovou fazi predstavoval 10 mM izotonicky roztok PBS spH 7.4, ktery
predstavoval pH krve a byl pfipraven postupnym navdzenim a rozpusténim 0,31 g
NaH>PO4-2H,0, 2,87 g NaxHPO4-2H,0, 8 g NaCl, 0,20 g KCl a 0,05 g gentamycinu v 1000 ml
milli-Q vod¢. Nasledné byla akceptorova faze po sestrojeni cel aplikovana do spodni Casti
Franzovych cel pomoci stiikacky s jehlou. Piebytek PBS byl vloZzen do odmérného vélce, kde
byl zjistén redlny objem kazdé cely. Takto ptipravené cely byly vlozeny do stojanu ve vodni
lazni. Lazen byla vytemperovana na teplotu 32 °C, ktera odpovida fyziologické teploté povrchu

ktze a byla zapnuta magneticka michacka.

Pro permeaci byly pouzivané roztoky PAMAM dendrimerd G2 o koncentraci 0,5 mM
oznacené jako G2-0,5 a PAMAM dendrimert G4 o koncentraci 0,5 mM oznacené jako G4-0,5,
ve kterych byla rozpusténa FFA. Dalsi skupina vzorkt byla slozena z FFA a milli-Q vody, které
byly oznaceny jako W (bez dendrimerti). Piiprava roztokl byla popséna v kapitole 4.2. Kazdy
typ vzorkl byl aplikovan 6%, dohromady bylo tedy pro permeaci ptipraveno 18 cel. Vzniklé
roztoky byly aplikovany ptes horni dil Franzovy cely pomoci automatické mikropipety. Objem,
ktery byl aplikovan na ktzi, byl 100 pl. Pied spusténim permeace byl do Franzovych cel
doplnén objem akceptorové faze do konce hrdla (Obr.15).
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Obr 15 Franzovy cely vloZené do vodni ldzné pfi priibéhu permeace

Po 24 hodinach permeace byla kazdd Franzova cela rozebrana. Z kazdé cely bylo
odebrano 300 ul akceptorové faze, ktera byla zfiltrovana ptes vatu do pfedem piipravené a
oznacené vialky s insertem. Kize, kterd se nachazela mezi teflonovymi destickami byla
oplachnuta milli-Q vodou, osusena vatou a poloZena na tic dle poradi cel. Nasledné byla
vytlu€ena kolecka kiize o velikosti 1 cm?, na ktera byly aplikovany roztoky. Takto pfipravena
kolecka ktize byla vlozena do vialek, které byly predem zvazeny a po vlozeni byly opétovné
zvéazeny. Do kazdé vialky bylo odméfeno 1 ml pfedem ptipravené mobilni faze. Vialky s ktzi
byly vloZeny do tfepacky na 12 hodin pfi laboratorni teploté. Druhy den bylo z kazdého roztoku
s kiizi po centrifugaci odebrdno 500 pl rozpoustédla pomoci automatické mikropipety a
zfiltrovano pres vatu do vialek. Vialky byly vlozeny opét do centrifugy, aby doslo k sedimentaci
zbylych casti kize. Po provedeni centrifugace bylo z vialek opatrné odebrano 300 pl a

zfiltrovano opét pres Spicku naplnénou vatou do vialek s insertem.

Vzorky ptipravené z akceptorové faze a vzorky z klize byly podrobeny HPLC analyze

stejnou metodou, jak bylo pfedem napsano.
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4. Vysledky a diskuse
4.1. Rozpustnost

Jak jiz bylo zminéno, FFA je velmi lipofilni molekula s omezenou rozpustnosti ve vode.
V této praci byla hodnocena rozpustnost FFA ve vodném médiu obsahujicim riizné koncentrace
a generace PAMAM dendrimert. Tyto typy dendrimerti byly vybrany jako potencionalni
solubilizatory, protoZze maji na své periferii aminoskupiny, diky ¢emuz se chovaji jako
organické baze. Ocekavalo se, Ze zasaditost dendritickych molekul zvysi rozpustnost mirné
kysel¢ FFA. Byly vybrany dvé rGzné generace PAMAM dendrimert (G2 a G4) ve tfech
riznych koncentracich (0,5, 1,0 a 2,0 mM). Byl tedy hodnocen ucinek velikosti a koncentrace
dendrimeru na rozpustnost FFA. Literatura poukazuje na fakt, Ze pravé vyhodné vlastnosti
PAMAM dendrimerd, jako naptiklad vyborna rozpustnost ve vod¢, by mohly pomoci v praxi u

1€¢iv se Spatnou rozpustnosti ve vode¢. [40, 42]

Vysledky rozpustnosti FFA jsou zobrazené v nasledujicim grafu (Obr.16.).
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Obr 16 Zpracované vysledky rozpustnosti FFA

Bylo zjisténo, Ze koncentrace nasycené¢ho vodného roztoku FFA ve vodé je 7,8 pg/ml.
Tento vysledek je ve shodé¢ s ptfedchozimi zjiSténimi. [65] Zaclenéni PAMAM dendrimert do

vodného média dramaticky zvysilo rozpustnost FFA. Konkrétné, rozpustnost FFA v roztoku
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obsahujicim dendrimer G2 PAMAM byla zvySena 20krat, 50krat a 380krat, kdyz koncentrace
G2 PAMAM byla 0,5, 1,0 a 2,0 mM, v daném potadi. Podobné byla koncentrace zvysena
30krat, 275krat a 1350krat, kdyz koncentrace G4 PAMAM byla 0,5, 1,0 a 2,0 mM. Vysledky

rozpustnosti FFA jsou zpracovany v piehledné tabulce (Tab.1.).

Tabulka 1 Vysledky rozpustnosti pripravenych roztokd

Typ roztoki Rozpustnost FFA (ng/ml)
Pouze vodny roztok FFA 7,8+0,6

G2 0,5 mM 162,4+ 7,6
G2 I mM 382,2+30,0
G22mM 2946,0 + 67,4

G4 0,5 mM 235,6 £ 67,4
G4 1 mM 2142,0 + 885,2
G4 2 mM 10555,0 + 728.,9

Tato zjisténi dokazuji, Ze pfitomnost PAMAM dendrimert ve vodném médiu muize
zlepsit rozpustnost FFA, a to v zavislosti na generaci a koncentraci. Nicméné neexistuje zadna
korelace mezi koncentraci dendrimeru a zvySenim rozpustnosti. Dvojnasobna koncentrace
dendrimeru stejné generace nezlepSuje rozpustnost pouze dvakrat (napiiklad zména
koncentrace dendrimeru G2 z 1 mM na 2 mM zvysila rozpustnost 8krat a zménou koncentrace
G4 dendrimeru z 1 mM na 2 mM se zvysila rozpustnost Skrat). To je dikaz, ze zvySeni
rozpustnosti je pravdépodobné zplisobeno rozdilnym pH ve vodném roztoku zptisobeném
ptitomnosti dendrimeru. Tato hypotéza je v souladu s piedchozi publikaci, kde bylo uvedeno,

ze rozpustnost FFA se méni v zavislosti na zméné pH. [67]

Limitaci terapeutického pouziti FFA je pravé zminéna Spatna rozpustnost ve vodeé, ktera
je typickym rysem pro léCiva z kategorie NSAIDs. [40] Diky tomu dochazi ke snizené
biologické dostupnosti, kterou je fesena podanim vysoké davky 16¢iv, z nichz plynou &asté NU.
Aplikaci komplexi PAMAM dendrimerti-NSAIDs by bylo dosazeno redukce davky pro
dosazeni ekvivalentniho vysledku s redukci NU. [29]
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4.2. Kozni permeace
Kozni permeace byla provadéna pomoci Franzovych difuznich cel, coz je metoda, ktera

je v nékterych publikacich oznacovéna jako zlaty standard jednotlivych permeacnich pokust.

[15]

Dle vysledkii z ptedchazejiciho pokusu, kde byly prokazdny vyhodné vlastnosti
PAMAM dendrimerti na rozpustnost FFA, byly zvoleny konkrétni koncentrace roztokl
s obsahem PAMAM dendrimerid. Pro permeacni experiment byly pfipravené roztoky
s obsahem PAMAM dendrimerd o koncentraci 0,5 mM, predevsim kviilli minimalizaci
potencionalnich toxickych ti¢inkii na kizi. Ptes jejich cetné vyhody bylo zjisténo, Ze dendritické
molekuly vykazuji vyznamnou toxicitu vii€i riznym bunéénym liniim. [68] I kdyz nebyly
provedeny zadné experimenty s lidskou kizi, ireverzibilni morfologické zmény byly popsany
u krysi kiize pro koncentrace dendrimert vys$si nez 6 mg/ml, coz odpovida ~ 2 mM pro G2
PAMAM dendrimer. Bylo také prokazano, ze PAMAM-NH> G2 a G3 byly dobfe snaSeny

v koncentracich az 3 mg/ml, coz odpovida ~ 1 mM pro G2. [50]

Akceptorovou fazi byl roztok PBS, protoze ma izotonicky charakter a podobd se
podminkam ptevladajicim v hlubsich vrstvach lidské kiize a v systémovém ob&hu. [69] Kromé
toho m4 FFA znac¢nou rozpustnost v PBS (0,87 + 0,01 mg/ml), coz umoznuje udrzet ,,sink”

podminky béhem permeacniho experimentu. [55]

4.2.1. Mnozstvi FFA v kdzi
Vliv PAMAM dendrimerti na penetraci FFA do koZni tkang je zobrazen na nasledujicim

grafu (Obr.17.).
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Obr 17 MnoZstvi FFA namérené v kazi

Piesné hodnoty jsou zpracovany v nésledujici tabulce (Tab.2.) U vodného roztoku bez
PAMAM dendrimeru bylo naméfeno pouze 7,4 + 2,1 ng/ mg kize. U PAMAM dendrimeru G2
0,5 mM doslo az k 6ndsobnému zvyseni mnozstvi FFA v kizi. U PAMAM dendrimeru G4

0,5 mM v porovnani s vodnym roztokem doslo k 7ndsobnému zvyseni mnozstvi FFA v kazi.

Tabulka 2 MnoZstvi FFA v namérené v kGZi

Typ roztoku Mnozstvi FFA (ng) v 1 mg kiiZe
Nasyceny vodny roztok FFA 74+2,1
Nasyceny vodny roztok FFA s G2 0,5 mM 44,7+ 9,7
Nasyceny vodny roztok FFA s G4 0,5 mM 56,8 + 8,6

Za zminku stoji, Ze roztoky dendrimert obsahovaly zvySené mnozstvi FFA ve srovnani
s kontrolnim roztokem (G2 0,5 mM obsahoval 20krat vice FFA a G4 0,5 mM obsahoval 30krat
vice FFA). Tento rozdil koncentraci neni podobny mnozstvi 1é¢iva, které bylo detekovano v
kozni tkani, ale pfitomnost dendrimeru zvySovala mnozstvi 1é€iva, které bylo dodano do kuze.
Je tedy patrné, Ze PAMAM dendrimery jako koZni enhancery opravdu usnadnuji penetraci FFA
do kiize. Pokud by byla vytvotend Iékovéa formulace slouzici pouze k penetraci FFA do kiize,
bylo by vyhodnéjsi pouzit roztoky s obsahem G4, jelikoz doslo ke zvySenému mnozstvi

obsazen¢ latky.
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4.2.2. Mnozstvi FFA v akceptorové fazi

Vliv PAMAM dendrimerti na permeaci FFA je zobrazen na nasledujicim grafu

(Obr.18.).
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Obr 18 Vliv PAMAM dendrimert na koZni permeaci FFA

U vodného roztoku s obsahem G2 0,5 mM doslo k 1,4ndsobnému zvySeni mnoZzstvi
FFA v akceptorové fazi v porovnani s vodnym roztokem bez obsahu PAMAM dendrimerd. U
PAMAM dendrimertt G4 0,5 mM doslo k 1,6nasobnému zvyseni mnozstvi FFA v akceptorové
fazi. Mezi jednotlivymi generacemi neni signifikantni rozdil v mnozstvi FFA nalezen¢ho

v akceptorové fazi. Hodnoty jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tab.3.).

Tabulka 3 Namérené mnoZstvi FFA v akceptorové fazi

Typ roztoku Mnozstvi FFA v akceptorové fazi (ug)
Nasyceny vodny roztok FFA 5,8+04
Nasyceny vodny roztok FFA s G2 0,5 mM 8,1+1,3
Nasyceny vodny roztok FFA s G4 0,5 mM 9,1+1,7

Lze tedy shrnout, Ze je prokdzan vyznamny vliv PAMAM dendrimert jako koznich
enhancertl usnadnujici permeaci. Schopnost PAMAM dendrimert jako koznich enhancert je

pfimo umérnad pouzité generaci. Diky této formulaci by bylo mozné v budoucnu usnadnit
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permeaci lokalné aplikované FFA, a tim redukovat NU plynouci z podavani peroralnich
ptipravki. Neékteré publikace poukazuji na perspektivni aplikaci PAMAM dendrimerd na
zlepseni permeace celé skupiny NSAIDs. [40] Této vlastnosti Ize vyuzit u topicky podavanych
NSAIDs s cilem ulevit pacientlim s akutni ¢i chronickou bolesti u muskuloskeletalniho aparatu.
Lokalni aplikace je vyhodna piedev§im ve vyrazném snizeni NU plynouci z peroralniho podéni
1é¢iv z této skupiny. [55] Pro ptipravu lékovych formulaci s cilem dosdhnout systémového
ucinku, by bylo vyhodnéjsi volit PAMAM dendrimery G2 diky mensi toxicité, snadnéjsi
syntéze a také vyhodnéjsi cen¢ v porovnani s PAMAM dendrimery G4. [70, 71]
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5. Zaveér

Cilem této prace bylo zvysit rozpustnost Spatn¢ rozpustné FFA ve vodé pomoci
PAMAM dendrimerti. Byl ptedpokladan vliv vyhodnych vlastnosti, které tyto dendritické
molekuly poskytuji. Byl potvrzen prvotni pfedpoklad, Ze vliv na rozpustnost je vyrazny a pfimo

umeérny pouzité generaci a koncentraci.

Pipravené formulace byly aplikovany na lidskou kuzi s cilem zvysit permeaci diky
pouziti koznich enhancerti. VyuZziti PAMAM dendrimert jakoZto koznich enhanceri usnadnuji
kozni permeaci pies SC bylo potvrzeno. Vysledkem permeacniho experimentu bylo zvySené
mnozstvi FFA vkazi a také v akceptorové fazi, ktera svym slozenim a vlastnostmi

pfedstavovala lidskou krev.

Pii ptipravé formulaci FFA s PAMAM dendrimery usnadiiujici penetraci je vyhodnéjsi
volit G4 diky signifikantnimu rozdilu mezi jednotlivymi generacemi. Pro permeacni formulaci
by byla preferovana spise formulace FFA s PAMAM dendrimery G2, jelikoz mezi testovanymi

generacemi nebyl vyznamnéjsi rozdil a nabizi piivétivéjsi vlastnosti.

Lze s jistotou shrnout, Ze vSechny prvotni teze byly experimentalné potvrzeny. Pokud
se bude navazovat na tento experiment, bylo by vhodné prostudovat toxicitu po aplikaci
formulaci s PAMAM dendrimery. Dale bude vyhodné zvolit jiné aplikacni formy. Naptiklad

krémy, gely ¢i masti. Aplikace roztokt je z hlediska pacienta dosti neprakticka.
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