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1. CiL PRACE

K okruhlim, feSenym na katedie anorganické a organické chemie, Farmaceutické
fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy v Praze patii problematika akcelerantt
transdermalni penetrace. Béhem vyzkumu na tomto pracovisti byl vyvinut Transkarbam 12
(5-(dodecyloxykarbonyl)pentylamonium-5-(dodecyloxykarbonyl)pentylkarbamat)

(obr.1.1.), akcelerant vykazujici vysokou biologickou uc¢innost.
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Obr. 1.1.: Transkarbam 12.
Za uCelem prozkoumani vyznamu funkéni skupiny uprostied uhlovodikového

fetézce na aktivitu této latky byly syntetizovany a testovany isostery, které vznikly

zaménou esterové funk&ni skupiny za keton, amid, alkan®, karbonat a karbamat® (obr 1.2.).
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Obr. 1.2.: Funk¢ni skupiny v T 12 a jeho isosterech.

Cilem této rigordzni prace je syntetizovat a ovétit biologickou aktivitu isosteri
Transkarbamu 12 s moc¢ovinovou funk¢éni skupinou uprostied uhlovodikového tetézce

(obr. 1.3.), a uzavfit tak sérii vySe uvedenych analogt.
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Obr. 1.3.: Mocovinova funkéni skupina.



Vystupem této rigorézni prace jsou tedy 4-(alkylkarbamoylamino)butylamonium-4-

(alkylkarbamoylamino)butylkarbamaty (obr. 1.4.):
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Obr. 1.4.: Isostery T 12 s moc¢ovinovou funk¢éni skupinou, R = nonyl, decyl, undecyl,
dodecyl.



2. TEORETICKA CAST

2.1. UVOD

Transdermalni podani 1€Civ pifinasi oproti konvenénim zpisobuim aplikace fadu
vyhod. Tato aplikacni cesta je vSak limitovana kozni barierou, za kterou je odpovédna
nejsvrchngjsi cast pokozky, stratum corneum. Pfes kozni barieru vétSina 1€¢iv prochazi jen
velmi omezené, nebo dokonce vibec. Tento problém lze vyteSit aplikaci akcelerantl
transdermalni penetrace, pomocnych farmaceutickych latek, které reverzibiln€ snizuji
bariérové schopnosti pokozky. Cini tak porufenim organizace lipidii v mezibundéném
prostoru stratum corneum, ¢i interakci s proteiny v bunéénych membranach, coz zpusobi
botnani bun¢k, kterymi pak polarni 1é¢iva sndze proniknou, nebo snizenim rozdélovaciho

koeficientu mezi vehikulem a pokozkou, poptipadé kombinaci téchto mechanizm.

2.2. VYVOJ TRANSKARBAMU

Akceleranty transdermalni penetrace jsou chemicky velmi heterogenni skupina
latek. Dosud byla schopnost urychlovat prinik 1éciv pfes kiizi popsana u latek typu
alkoholii, sulfoxidd, mastnych kyselin, esterti, terpent, derivati m—aminokyselin, amidd,
derivatl mocoviny, a mnoha dalSich struktur®. Za nejucinnéjsi, a proto také nejstudovangjsi
skupinu lze povazovat derivaty o—aminokyselin. Velmi efektivnim akcelerantem, patiicim
do této skupiny latek, je napt. Azone®, N-dodecyl-g-kaprolaktam (obr. 2.1.), patentovany
v USA v roce 1976".
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Obr. 2.1.: Azone®.
Jako jeho oteviené analogy byly od Azonu® odvozeny estery 6-aminohexanové

kyseliny, vykazujici také vysokou ucinnost. Teprve pozdéji se pfiSlo na fakt, Ze

aminoskupina téchto latek ma obrovskou afinitu k oxidu uhli¢itému, takze reaguje na



vzduchu za vzniku amonium-karbamatového seskupeni, které je za vysoky akceleracni
ucinek téchto struktur odpovédné, zatim co samotny aminoester je zcela neucinny, jak
prokazalo jeho testovani pod argonovou atmosférou. Takto vznikl Cesky patentovany
akcelerant Transkarbam 12, 5-(dodecyloxykarbonyl)pentylamonium-5-
(dodecyloxykarbonyl)pentylkarbamat (obr. 1.1.).

Na zékladé vyse uvedenych zjisténi byla vyslovena hypotéza, Ze nositelem uc¢inku
Transkarbamu 12 je pravdépodobné karbamatové uskupeni, a ze zbytek molekuly pouze
modifikuje jeji biologickou aktivitu. Tuto teorii mélo potvrdit provétreni biologické aktivity
oktadecylamonium-oktadecylkarbamatu®  (obr. 2.2.), tedy struktury s amonium-

karbamatovym uskupenim, ale bez esterové funkéni skupiny uprostied lipofilnich fetézca.
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Obr. 2.3.: Oktadecylamonium-oktadecylkarbamat.

Tato struktura vSak nevykdzala témét zadny akceleracni ucinek, coz ukazuje, ze se na
vysoké akceleracni aktivité Transkarbamu 12 podili také esterova funkéni skupina. Tato
skutecnost dala podnét k syntéze a hodnoceni biologické aktivity dalSich isosterii
Transkarbamu 12, se zaménénou esterovou funkéni skupinou za keton, amidl, karbamat a
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karbonat®, za ucelem objasnéni vyznamu funkéni skupiny uprostred lipofilnich fetézct.

2.3. VLIV FUNKCNI SKUPINY UPROSTRED LIPOFILNiHO RETEZCE NA
AKTIVITU TRANSKARBAMU

Tabulka 2.1. uvadi isostery Transkarbamu 12 szaménénou funkéni skupinou
uprostied lipofilniho fetézce a jejich biologickou aktivitu® 2, vyjadifenou akcelera¢nimi

pomeéry (za pouziti smési propylenglykol/voda v poméru 6/4 jako donorového média).
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Tab. 2.1.: Isostery T 12 a jejich aktivita.

Z vysledkti uvedenych v tabulce 2.1. vyplyva, Ze aktivita isosteri (se stejné
dlouhym uhlovodikovym fetézcem) klesa v poradi ester, karbonat, keton, amid, karbamat,
alkan.

Také porovnani rozpustnosti jednotlivych isosteri (se stejnou délkou
uhlovodikového fetézce) v donorovém médiu (smés propylenglykol/voda v poméru 6/4) a
rozpustnosti theofilinu (jako modelového 1é¢iva) v pritomnosti té€chto isostert mélo prispet
K objasnéni vlivu funkéni skupiny na akcelera¢ni piisobeni’. Vysledky uvadi tabulka 2.2.

Rozpustnost je vyjadiena koncentraci: C(A) = koncentrace akcelerantu v donorovém

médiu, C(Th) = koncentrace theofilinu v donorovém médiu.

Isoster AP C(A) [mg/ ml] C(Th) [mg/ ml]
- 1,0 - 35,0£0,0
Ester (T 12) 22,8+ 1,1 3,5+0,1 £28+1,5
Alkyl 1,8£0,6 0,5+0,1 39,6 £1,6
Keton 3,4+0,7 1,0+ 0,1 42,7+39
Amid 2,2+0,5 1,8+ 0,0 40,6 + 1,5
Karbamat 1,9+0,3 1,6 £0,0 37,8 £0,6
Karbonat 84+33 6,4+0,3 39,6 £0,9

Tab. 2.2.: Rozpustnost isosternich akcelerantii v donorovém médiu a rozpustnost theofilinu

v donorovém médiu za ptitomnosti téchto akcelerantl




Z tabulky 2.2. je patrné, ze piidavkem akcelerantu se zvysi rozpustnost theofilinu
v donorovém médiu, ale rozdily v jeho rozpustnosti s uzitim jednotlivych akcelerantl
nejsou vyznamné. Rozpustnost isosterd Transkarbamu 12 a tudiz jejich dostupnost
z donorového média linearné koreluje s jejich aktivitou, ktera neni pfilis§ rozdilna, a lze tak
vysvétlit relativné vysokou aktivitu isostertl s karbonatovou funkéni skupinou. Rozpustnost
Transkarbamu 12 je vSak velmi nizka, vzhledem k jeho vysoké aktivité. Byla proto
vyslovena hypotéza, Ze Transkarbam 12 plisobi ne zcela stejnym mechanizmem jako jeho
isostery.

Akceleranty na bazi soli karbamovych kyselin se ve slabé kyselém prostiedi
rozkladaji na amin a oxid uhligity, jak prokazala prace A. Hrabalka® a kol., coZ je zfejmé z
IR spekter smési Transkarbamu 12 a kyseliny palmitové (postupny nartist vibrace oxidu
uhli¢itého (2334 cm™) za soudasného ubytku vibrace karbaméatové skupiny (1626 cm™)).
TGA (termogravimetrické analyzy) ukazuji, ze isostery Transkarbamu 12 se chovaji
stejnym zpusobem. Proto se i u téchto substanci predpoklada stejny mechanismus ucinku
spocivajici v uvolnéni oxidu uhli¢itého pii kontaktu téchto molekul s kyselym prostfedim
ve stratum corneum (mastné kyseliny vypliujici mezibunéény prostor). Uvolnény oxid
uhlicity, a s tim spojené konformac¢ni zmény molekuly akcelerantu pak zptisobi rozvolnéni
usporadané struktury lipida této vrstvy kiize, coz urychli prinik 1&¢iv.

Vyse uvedenou hypotézu, ze Transkarbam 12 plsobi ne zcela stejnym
mechanizmem jako jeho isostery, potvrdil 1 rozbor jeho IR spektra, kde zdvojena vibrace
C=0 vazby esterove skupiny (1735 a 1743 cm'l)6 prokazuje piitomnost dvou
neekvivalentnich esterovych skupin v lipofilnich fetézcich, zatim co na IR spektrech
ostatnich isosteril ke zdvojeni C=0 absorpcniho pasu nedochazi. Piedpoklada se, ze jedna
z esterovych skupin tvofi vodikové mistky samonium-karbamatovou skupinou, coZz
zasadnim zpisobem ovlivni stabilitu polarni hlavy akcelerantu. Toto tvrzeni podporuje
fakt, Ze pfi vySe zminovaném rozkladu soli karbamové kyseliny na amin a oxid uhlicity,
dochazi vedle ubytku vibrace karbamatu a narGstu vibrace oxidu uhlicitého také
K vymizeni dubletu C=0O vazby esteru. Prostorové uspofadani Transkarbamu 12,
podminujici jeho stabilitu, se z velkou pravdépodobnosti podili na jeho vysoké akceleracni
aktivité. V tivahu pfichazi také moznost odlisného vélenéni molekuly T 12 do struktur
mezibunéného prostoru stratum corneum. S nejvétsi pravdépodobnosti je vSak rozklad
amonium-karbamatu v kyselém prostfedi doprovazen zménou konformace (zplsobené
vodikovym mistkem mezi esterem a karbamatem), ktera spolecné s uvolnénim oxidu

uhli¢itého zplsobi rozvolnéni mezibunéénych struktur stratum corneum.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. SYNTEZA

3.1.1. Pristroje, chemikalie

Vsechny chemikélie byly pofizeny u firmy Sigma - Aldrich. Sloupcova

chromatografie byla provedena na Silica gelu 60 (230-400 mesh) a chromatografie na

tenké vrstvé na TLC deskach (silica gel 60 Fass) firmy Merck. Teploty tani byly méfeny na

Koflerové pfistroji. Struktura a Ccistota pfipravenych sloucenin byla provéfena IR

spektrofotometrii (Nicolet Impact 400 spectrophotometer) a spektry *H a *C NMR (Varian

Mercury-Vx BB 300 instrument: *H pii 300 MHz, *C pii 75 MHz).

3.1.2. Metodologie

4-(alkylkarbamoylamino)butylamonium-4-(alkylkarbamoylamino)butylkarbamaty

byly syntetizovany podle nésledujiciho schématu: (obr. 3.1.)

socCl NaN
HOOC-R ——22» CIOC-R —% N,OC-R ——= O=C=N-R
+ —_—
HZN\/\/\NH (BOC)ZO BOCNH\/\/\
2 - NH,
0 CF.COOH o)
3
BocNH R - +
ocC \/\/\NAN/ —_— > CF3COO HSN\/\/\ )J\ /R
H H NN
H H
N. N
+/\/\/ ~
TEA H,N \[( R
—_— B

Obr. 3.1.: Schéma syntézy, R = nonyl, decyl, undecyl, dodecyl.
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Syntéza vychazela z ptislusnych karboxylovych kyselin - dekanova, undekanova,
dodekanova, tridekanova. Jejich reakci s chloridem thionylu vznikaly acylchloridy, ty pak
s azidem sodnym poskytovaly acylazidy. Zahtivanim acylazidii dochazelo ke Curtiovu
presmyku za vzniku alkylisokyanatt s alkyly vzdy o jeden uhlik kratSimi, nez byly vychozi
karboxylové kyseliny. Parcialni chranéni 1,4-diaminobutanu terc-butoxykarbonylovou
skupinou bylo provedeno podle Wakisaki’ reakci s diterc-butoxy-dikarbonatem
v piislusném molarnim poméru. Alkyl[4-(terc-butoxykarbonylamino)butylJmocoviny
vznikaly spontanné reakci isokyanatl s parcialné¢ chranénym 1,4-diaminobutanem. Za
pusobeni kyseliny trifluoroctové pak dochdzelo k odstépeni terc-butoxykarbonylové
chranici skupiny za vzniku 4-(alkylkarbamoylamino)butylamonium-trifluoracetati. Jejich
amoniova skupina byla pomoci triethylaminu pfevedena na priméarni amin, ktery pak byl
probublavan oxidem uhli¢itym. Z této reakce vzeSly vysledné produkty -—

4-(alkylkarbamoylamino)butylamonium-4-(alkylkarbamoylamino)butylkarbamaty.

3.1.3. Postup

Piiprava alkylisokyanatu:

0,03 molu piislusné karboxylové kyseliny (o jeden uhlik delsi nez potiebny alkyl)
bylo michano s chloridem thionylu (ve 40% piebytku) po dobu jedné hodiny pii teploté
50 °C a poté predestilovano za snizeného tlaku (pouzité tlaky a teploty varu acylchloridi

pti téchto tlacich jsou v tabulce 3.1.):

R T.v. (R-COCI) / tlak (Pa)
Nonyl 100°C / 40 Pa
Decyl 121°C /50 Pa

Undecyl 126°C /30 Pa
Dodecyl 129°C /20 Pa

Tabulka 3.1. Pouzité tlaky a teploty varu acylchloridii pfi téchto tlacich.

Predestilovany acylchlorid byl rozpustén v malém mnoZstvi suchého acetonu a tento
roztok byl po kapkach ptidavan k nasycenému vodnému roztoku azidu sodného za stalého
michani pfi teploté nepiekracujici 5 °C. Po piidani celého mnozstvi acylchloridu byla smés

jeste 20 minut promichavéana a poté byla pomoci injekéni stiikacky odsata vrchni olejova
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faze, kterd byla ihned pomalu pfekapana do suchého toluenu ptedehiatého na teplotu
60 °C, za soucasné¢ho vyvijeni plynu (N3). Smés byla jest¢ asi hodinu promichavana a
udrzovana pii této teploté. Toluen byl pak odstranén odpatenim za snizeného tlaku a zbyly
isokyanat byl piecistén destilaci za snizeného tlaku (pouzité tlaky a teploty varu isokyanatt

pfi téchto tlacich jsou uvedeny v tabulce 3.2.):

R T. v. (R-N=C=0) / tlak (Pa)
Nonyl 90°C /40 Pa
Decyl 106°C /30 Pa
Undecyl 117°C /50 Pa
Dodecyl 118°C /20 Pa

Tabulka 3.2.: Pouzité tlaky a teploty varu isokyanatt pii téchto tlacich.

Produkty byly lehce nazloutlé ¢ir¢ viskozni kapaliny. Vytézky isokyanatii se pohybovaly
od 45 do 65 %.

Priprava N-(4-aminobutyl)-terc-butylkarbamatu:

K roztoku 0,3 molu 1,4-diaminobutanu v 850 ml suchého chloroformu byl pomalu
piikapavan roztok 0,15 molu diterc-butoxy-dikarbonatu v 850 ml suchého chloroformu pii
teploté 0 °C za stalého michani. Smés pak byla pfi stejné teploté jesté 1 hodinu intenzivné
michana. Poté byla smé&s zfiltrovéna, z filtratu byl za snizeného tlaku odpatren chloroform a
zbyla smés byla preciSténa pomoci sloupcové chromatografie (mobilni faze —
chloroform/methanol/triethylamin v poméru 80/20/3). Produkt byl mirné nazloutla
viskozni kapalina. Vytézek €inil 20 %.

'"H NMR (300 MHz, CDCls): 8 4.75 (1H, bs, NH), 3.17-3.03 (2H, m, CHy), 2.70 (2H, t,
J=6.7 Hz, CHy), 2.17 (2H, bs, NHy), 1.55-1.44 (4H, m, CH,), 1.41 (9H, s, CH3); *C NMR
(75 MHz, CDCl3): 8 156.0, 79.0, 41.5, 40.3, 30.3, 28.4, 27 4.

Priprava alkyl[4-(terc-butoxykarbonylamino)butyljmocovin:

0,01 molu pfislusného isokyanatu bylo rozpusténo v 5 ml diethyletheru. Stejné tak
0,1 molu N-(4-aminobutyl)terc-butylkarbamatu bylo rozpusténo v 5 ml diethyletheru. Oba
roztoky pak byly slity za intenzivniho michani. Vznikly bily precipitat byl odfiltrovan a

suSen za snizeného tlaku v exsikatoru. Vytézky se pohybovaly od 80 do 95 %.
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Nonyl[4-(terc-butoxykarbonylamino)butyljmo¢ovina.

T.t. =76 — 78 °C; "H NMR (300 MHz, CDCl5): & 5.04 (3H, bs, NH), 3.18-3.04 (6H, m,
CHy), 1.54-1.43 (6H, m, CHy), 1.41 (9H, s CH3), 1.31-1.18 (12H, m, CH,), 0.85 (3H, t,
J=6.5 Hz, CH3); *C NMR (75 MHz, CDCl5): & 158.8, 156.3, 79.1, 40.4, 40.1, 39.9, 31.8,
30.3, 29.5, 29.4, 29.2, 28.4, 27.5, 27.3, 26.9, 22.6, 14.1; IR (KBr): v 3350 (N-H), v 1681
(NHC=ONRH).

Decyl[4-(terc-butoxykarbonylamino)butyllmo¢ovina.

T.t =81 - 83 °C; 'H NMR (300 MHz, CDCl5): §4.75 (2H, bs, NH), 3.22-3.03 (6H, m,
CHy), 1.51-1.45 (6H, m, CH,), 1.42 (9H, s, CH3), 1.33-1.19 (14H, m, CHy), 0.86 (3H, t,
J=6.6 Hz, CH3); *C NMR (75 MHz, CDCls): § 158.7, 156.3, 79.2, 40.5, 40.0, 31.8, 30.2,
29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 28.4, 27.5, 27.2, 26.9, 22.6, 14.1; IR (KBr): v 3347 (N-H), v 1681
(NHC=ONRH).

Undecyl[4-(terc-butoxykarbonylamino)butyl]mocovina.

T.t. = 85— 87 °C; "H NMR (300 MHz, CDCls): & 4.69 (2H, bs, NH), 3.23-3.05 (6H, m,
CHy), 1.56-1.45 (6H, m, CH,), 1.43 (9H, s, CH3), 1.33-1.19 (16H, m, CHy), 0.87 (3H, t,
J=6.6 Hz, CH3); *C NMR (75 MHz, CDCls): § 158.6, 156.3, 79.3, 40.7, 40.1, 31.9, 30.2,
29.6, 29.3, 28.4, 27.6, 27.0, 26.9, 22.7, 14.1; IR (KBr): v 3347 (N-H), v 1682
(NHC=ONRH).

Dodecyl[4-(terc-butoxykarbonylamino)butyljmocovina.

T.t. =87 - 88 °C; 'H NMR (300 MHz, CDCls): & 4.74 (2H, bs, NH), 3.20-3.07 (6H, m,
CHy), 1.56-1.45 (6H, m, CH,), 1.42 (9H, s, CH3), 1.35-1.16 (18H, m, CHy), 0.86 (3H, t,
J=6.7 Hz, CH3); *C NMR (75 MHz, CDCls): & 158.7, 156.3, 79.2, 40.5, 40.0, 31.9, 30.3,
23.6, 29.6, 29.4, 29.3, 28.4, 27.6, 27.2, 26.9, 22.6, 14.1; IR (KBr): v 3347 (N-H), v 1682
(NHC=ONRH).

Priprava 4-(alkylkarbamoylamino)butylamonium trifluoracetati:
4-(alkylkarbamoylamino)butylamonium-trifluoracetaty byly pfipraveny
z ptislusnych  alkyl[4-(terc-butoxykarbonylamino)butyl]mocovin  jejich ~ smichanim
Smalym mnoZstvim suchého chloroformu a pomalym pfikapavanim kyseliny
trifluoroctové (v 900% piebytku) do této smési chlazené na teplotu 0 °C v ledové lazni.
Smés pak byla jesté michana pfi této teploté 10 minut. Chloroform a vétSina piebyte¢né

trifluoroctové kyseliny pak byly odstranény odpatfenim za snizeného tlaku v exsikatoru nad
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hydroxidem draselnym. Reakce probihaly kvantitativng, produktem byly slabé nazloutlé
viskézni olejovité kapaliny.

4-(monylkarbamoylamino)butylamonium trifluoracetat.

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 8.71 (3H, bs, NH3), 7.63 (2H, bs, NH), 3.24-2.97 (6H, m,
CHy), 1.81-1.41 (6H, m, CHy), 1.36-1.17 (12H, m, CHy), 0.87 (3H, t, J=6.9 Hz, CHj3); IR
(nujol): v 3343 (N-H), v 1691 (NHC=ONH), v 1641 (COO).
4-(decylkarbamoylamino)butylamonium trifluoracetat.

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 8.98 (3H, bs, NH3), 7.53 (2H, bs, NH), 3.26-2.94 (6H, m,
CH,), 1.81-1.42 (6H, m, CH,), 1.37-1.14 (14H, m, CH,), 0.87 (3H, t, J=7.1 Hz, CH5); *C
NMR (75 MHz, CDCls): 6 161.3 (q, J=38.7 Hz), 159.8, 115.3 (q, J=280.3 Hz), 41.3, 40.0,
39.7, 31.8, 29.5, 29.4, 29.2, 29.1, 26.6, 25.7, 24.1, 22.6, 14.0; IR (nujol): v 3346 N-H), v
1690 (NHC=ONH), v 1626 (COO").

4-(undecylkarbamoylamino)butylamonium trifluoracetat.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 8 7.79 (3H, bs, NH3), 3.41-2.81 (6H, m, CH,), 1.88-1.39
(6H, m, CH,), 1.39-1.11 (16H, m, CH,), 0.87 (3H, t, J=6.7 Hz, CH3); *C NMR (75 MHz,
CDCls): 6 161.6 (g, J=39.2 Hz), 159.8, 115.6 (g, J=289.5 Hz), 41.1, 39.8, 39.5, 31.9, 29.6,
29.5, 29.3, 29.2, 28.3, 26.7, 26.0 24.2, 22.6, 14.0; IR (nujol): v 3344 (N-H), v 1691
(NHC=ONH), v 1626 (COO).

4-(dodecylkarbamoylamino)butylamonium trifluoracetat.

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 7.78 (1H, bs, NH), 6.36 (3H, bs, NHj), 3.39-2.88 (4H, m,
CHy), 1.94-1.41 (4H, m, CHy), 1.37-1.08 (14H, m, CHy), 0.87 (3H, t, J=6.6 Hz, CH3); IR
(nujol): v 3161 (N-H), v 1678 (NHC=ONH), v 1620 (COO").

Priprava 4-(alkylkarbamoylamino)butyl-4-(alkylkarbamoylamino)butylkarbamat:

Piislusny 4-(alkylkarbamoylamino)butylamonium-trifluoracetat byl rozpustén ve
vod¢é a tiikrat extrahovan do roztoku triethylaminu (v 50% ptebytku) v diethyletheru.
Spojené etherové extrakty byly zbaveny zbytkli vody pomoci bezvodého siranu sodného a
po jeho odfiltrovani probubldvany oxidem uhli¢itym po dobu 10 minut. Vznikly bily
precipitat byl odfiltrovan a suSen za sniZzeného tlaku v exsikatoru nad kyselinou sirovou
(odstranéni zbyl€ho triethylaminu). Vytézky se pohybovaly od 45 do 60 %.
4-(nonylkarbamoylamino)butylamonium-4-(nonylkarbamoylamino)butylkarbamat.
T.t. =101 - 104 °C; IR (KBr): v 3339 (N-H), v 1681 (NHC=ONH), v 1622 (NHC=00),
0 1524 (N-H).
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4-(decylkarbamoylamino)butylamonium-4-(decylkarbamoylamino)butylkarbamat.
T.1. =97 - 101°C; IR (KBr): v 3343 (N-H), v 1679 (NHC=ONH), v 1622 (NHC=00"), §
1555 (N-H).

4-(undecylkarbamoylamino)butylamonium-4-
(undecylkarbamoylamino)butylkarbamat.

T.t. =107 — 109 °C; IR (KBr): v 3335 (N-H), v 1684 (NHC=ONH), v 1621 (NHC=00),
5 1494 (N-H).

4-(dodecylkarbamoylamino)butylamonium-4-
(dodecylkarbamoylamino)butylkarbamat.

T.t. =74 —-77 °C; IR (KBr): v 3343 (N-H), v 1681 (NHC=ONH), v 1623 (NHC=00"), 6
1523 (N-H).

3.2. BIOLOGICKA AKTIVITA

3.2.1. Priprava kiiZe pro testovani

Pro testovani byla pouZita praseci kiize v plné sile (tj. obsahujici vSechny vrstvy),
odpreparovand z dorzélni strany usi (praseci klize se svym slozenim nejvice podoba klzi
lidské, na niz se pokusy v soucasné dob¢ vzhledem ke stavajici legislativé neprovadéji).
Prasei usi byly ziskany z jatek (Skali¢an — Ceské Skalice). Kize byla o¢isténa a byly z ni
oholeny chlupy. Poté byla ponofena do 0,05% roztoku azidu sodného ve fyziologickém
roztoku na cca 5 minut z divodu konzervace. Takto ziskané preparaty byly skladovany ve
vakuovanych obalech v mraznicce pfi teploté¢ —18 °C, nejdéle vSak 2 mésice. Rozmrazeny

pak byly tésné pied pouZitim.

3.2.2. Priprava donorovych fazi

Donorové vzorky byly ptipraveny jako 5% suspenze theofilinu coby modelového
1é¢iva a soucasné 1% suspenze akcelerantu v donorovém médiu. Jako donorové médium
byla pouzita smés propylenglykol / voda v poméru 6 / 4. Suspenze byly michany 5 minut
pti 50 °C, a poté ponechany 96 hodin pfi teploté 37 °C v inkubéatoru.

Volba modelového 1é¢iva neni ndhodna: theofilin méa molekulu pfiblizné stiedni velikosti a

polarity a sam pronika k0zi velmi Spatné.
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3.2.3. Vlastni testovani (obr. 3.2.)

Akceleracni aktivity potencidlnich akcelerantli transdermalni penetrace byly
méfeny in vitro pomoci Franzovych diftznich cel. Vzorky kiize o rozmérech cca 2 x 2 cm
byly vlozeny do Franzovy cely mezi jeji donorovou a akceptorovou ¢ast s vyfezem pro
permeacni prostor 1 cm®. Akceptorové &ast Franzovy cely byla pomoci injekéni stiikacky
naplnéna fosfatovym pufrem (17,4 — 18,8 ml) o pH 7,4 (odpovida pH plazmy), v némz byl
rozpustén azid sodny (0,03%) jako konzervans. V tomto stavu byly cely ponechany cca 30
minut ve vodni ldzni za ucelem vytemperovani na 32 °C (odpovida teploté¢ povrchu
lidského tela). Poté bylo do donorové Casti difuzni cely aplikovano pomoci mikropipety
200 pl donorového vzorku a donorova ¢ast byla prekryta krycim sklickem. Akceptorova
¢ast byla beéhem celého pokusu udrzovana pii teplot¢ 32 °C a promichavéna pomoci
elektromagneticky fizenych michadel. Béhem nasledujicich 48 hodin bylo sedmkrat
odebrano pomoci injekéni stiikacky 0,6 ml a toto mnozstvi bylo vzdy hned doplnéno
novou akceptorovou fazi. Odebrané vzorky byly analyzovany pomoci HPLC. Kazdy
akcelerant byl testovan ve Ctyfech celach a Ctyfi cely byly bez jakéhokoliv akcelerantu —

jako slepy vzorek pro porovnani.

Donorova faze -
theofilin,

akcelerant, -\\
—

donorové médium

Alcceptorova faze -
fosfatovy pufr -
pH=74 at=32°C

—_—

——

Franzova difumi cela

LiChroCART 250-4 column, UY detekce - 272 nm,
methanol0. 1M NaH2PO4 6:4 v'v 1.2 ml/min

Obr. 3.2. Franzova cela.
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3.2.4. Stanoveni theofilinu ve vzorcich akceptorové faze

Obsah theofilinu ve vzorcich akceptorové faze byl stanoven pomoci HPLC
s autosamplerem (Shimadzu SIL-20AC, Kyoto, Japonsko), vysokotlakou pumpou
(Shimadzu LC-20AD, Kyoto, Japonsko), kolonou LiChroCART 250-4 (LiChrospher 100,
RP 18, 5 um, Merck, Darmstadt, Némecko), UV detektorem ECOM LCD 2083 a
softwarem CSW 1,7. Byla pouzita mobilni fiaze methanol/0,1 molarni
dihydrogenfosforecnan sodny v poméru 3/2 (v/v). Rychlost pritoku mobilni faze byla 1,2
ml/minutu. Obsah theofilinu v efluentu byl stanovovan UV detektorem pii vinové délce

272 nm. Reten¢ni ¢as theofilinu byl 2,9 £ 0,1 minuty.

3.2.5. Vyhodnoceni naméfenych hodnot

Byl sestrojen graf zavislosti kumulativniho mnozstvi [ug/cm?] theofilinu
v akceptorové fazi na Case. Flux [],Lg/cmz.h] byl vypocitan z linearni oblasti kiivky. Dale
byl spocitan akceleracni pomér (AP) jako pomér fluxu theofilinu ze vzorku s danym
akcelerantem a fluxu theofilinu ze slepého vzorku (tj. bez akcelerantu). Statisticka

vyznamnost ziskanych dat byla provéfena pomoci Studentova t — testu.
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4. VYSLEDKY

Jako akceleranty transdermalni penetrace byly testovany vSechny finalni produkty
(viz tabulka 4.1.):

4-(nonylkarbamoylamino)butylamonium-4-(nonylkarbamoylamino)butylkarbamat

4-(decylkarbamoylamino)butylamonium-4-(decylkarbamoylamino)butylkarbamat

4-(undecylkarbamoylamino)butylamonium-4-(undecylkarbamoylamino)butylkarbamat

4-(dodecylkarbamoylamino)butylamonium-4-(dodecylkarbamoylamino)butylkarbamat

Tab. 4.1.: Findlni produkty

Nésleduje tabulka 4.2., kterd uvadi Uc¢innost latek ztabulky 4.1. vyjadfenou
akceleracnim pomérem se smérodatnou odchylkou v porovnani s predlohovou strukturou,

Transkarbamem 12, od které jsou tyto latky odvozeny.

Akcelerac¢ni poméry +
Struktura R
smérodatnd odchylka
H H nonyl 3,3+0,5
+/\/\/
H,N R decyl 36=2,6
_ O
o o undecyl 1,7+ 1,9
Y o)
HN\/v\ N)k R dodecyl 1,3+0,9
H H
+ 0
H,N M
0.0 ©
Y o 22,8+1,1
NN N NN N NN
0 T12

Tab. 4.2.: Utinnost findlnich produktii ve srovnani s Transkarbamem 12, vyjadfena

akcelera¢nimi poméry se smérodatnou odchylkou.
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Utinnost finalnich produktdi v porovnani se slepym vzorkem vyjadiuje grafické

znadzornéni akceleracniho poméru se smérodatnymi odchylkami a graf zavislosti

kumulativniho mnozstvi theofilinu na Case (obr. 4.1. a 4.2.):

7,0

6.0 -
5,0 -
4,0 -

slepy vzorek nonyl decyl undecyl dodecyl

AP
3,0
2,0 1
o
0,0 \

Obr. 4.1.: Grafické znazornéni akceleratniho poméru se smérodatnymi odchylkami

finélnich latek v porovnani se slepym vzorkem.

180
160 || —*—kontrola N
140 {79
. '120 . 10
kumulvatlvr'u100 | 11
mnozstvi —%— 12
theofilinu
60 -
40 -
20 -
0 [ [ [ [
0 10 20 30 40
cas

50

Obr. 4.2.: Graf zavislosti kumulativniho mnoZstvi theofilinu [ug / cm?] na Gase [hod].
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5. DISKUZE

Strukturni predlohou pro latky syntetizované a hodnocené jako akceleranty
transdermalni penetrace v experimentalni Casti této rigorézni prace byl Transkarbam 12
(obr. 1.1.), akcelerant vyvinuty na katedfe anorganické a organické chemie Farmaceutické
fakulty v Hradci Kralové, vykazujici vysokou akceleracni aktivitu.

Cilem této rigordzni prace bylo syntetizovat isostery Transkarbamu 12, které maji
zameénénou esterovou funkéni skupinu za mocovinovou (obr. 5.1.), provéfit jejich
akceleracni schopnosti, a pfispét tak ke stanoveni vlivu funkcni skupiny uprostied
lipofilnich fetézcl téchto struktur na jejich akcelera¢ni ptisobeni. Navic byly syntetizovany
a hodnoceny homology s riznou délkou koncového fetézce, coz umoziuje pozorovat vliv

délky koncového fetézce na jejich aktivitu.

NN
+/V\/ ~
H,N T R
_ O
O O
b X
HN\N\ P R
N N
H H
Obr. 5.1.: Struktura isosterti s mo€ovinovou funkéni skupinou; R = nonyl, decyl, undecyl,

dodecyl.

Latky byly syntetizovany v laboratofich na katedfe anorganické a organické
chemie, podle postupu popsaném v kapitole 3.

Struktura vSech finalnich latek byla provéfena IR spektry, NMR spektra nebyla
ziskana, nebot’ se pii jejich proméfovani amonium-karbamatové uskupeni rozkladalo za
vzniku pfislusné vychozi aminomocoviny. Pomoci NMR spekter byly ale prokdzany
struktury vSech 4-(alkylkarbamoylamino)butylamonium-trifluoracetatd i alkyl[4-(terc-
butoxykarbonylamino)butylmocovin, tedy poslednich a ptedposlednich meziprodukti.

Hodnoceni biologické aktivity probéhlo rovnéz na katedfe anorganické a organické
chemie, metodikou vypracovanou na katedife farmaceutické technologie pod vedenim doc.
RNDr. Pavla Dolezala, CSc. Tato metodika je uvedena v kapitolach 3.2.1. az 3.2.5. Pti

testovani akcelera¢niho plsobeni téchto latek byla jako donorové médium pouzita pouze
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smés propylenglykol/voda v poméru 3/2, vzhledem k tomu, ze Transkarbam 12 i vSechny
jeho dosud syntetizované a jako akceleranty proveéfované isostery vykazovaly nejveétsi
aktivitu praveé z tohoto média.

Seznam finalnich produkti a vysledky hodnoceni jejich aktivity je uveden
Vv kapitole 4. Zaménou esterové funkeni skupiny za mocovinovou se schopnost téchto latek
urychlovat prunik 1é¢iv ptes kiizi znaéné€ snizila. Tento vysledek tedy podporuje hypotézu,
uvedenou V kapitole 2, Ze se esterova funk¢ni skupina Transkarbamu 12 podili na
mechanizmu ucinku této vysoce aktivni latky a jeji zaménou dojde ke snizeni aktivity. Lze
sledovat také vliv délky koncového fetézce na aktivitu. S prodluzujicim se koncovym
fetézcem aktivita nejprve roste, maxima dosahuje u homologu s decylovym koncovym
fetézcem, a poté opét klesd, coz odpovidéa vztahlim, pozorovanym i u ostatnich isosterd.

Naésledujici tabulka 5.1. porovnava akceleracni aktivity isostert Transkarbamu 12

se zaménénou funkéni skupinou uprostied lipofilnich fetézca.

Spojovaci fetézec — | Koncovy fetézec —
Isoster AP
pocet uhlik pocet uhlika
ester ) 12 22,8+ 1,1
8 12,4+2,6
5 10 11,8 0,7
12 74+0,2
karbonat
8 7,1 +0,4
6 10 7,9+ 1,6
12 84+33
11 3,8+1,2
keton 5
12 3,4+0,7
6 3,8+ 0,5
7 3,8+0,7
8 5,0+1,2
amid 5 9 8.6+£238
10 6,0+ 1,4
12 2,2+0,5
18 0,9+0,4
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Spojovaci fetézec — | Koncovy fetézec —
Isoster AP
pocet uhlikt pocet uhlikti

8 3,2+0,8
9 6,3+ 1,8

4
10 5,6+0,5
11 2,9 +£0,4
10 5,3+0,9

karbamat

5 11 2,3 +0,5
12 1,7+0,5
10 4,3+0,6
6 11 3,7+0,3
12 1,9+0,3
9 3,3+0,5
10 36+26

mocovina 4
11 1,7+19
12 1,3+£0,9
alkyl - 18 1,8+0,6

Tab. 5.1.: Srovnani akceleracni aktivity isosterti Transkarbamu 12.

Zaveérem lze konstatovat, ze funkcni skupina uprostied lipofilnich fetézch ma vliv

na aktivitu téchto latek, kterd klesa v potfadi ester > karbonat > keton > amid > karbamat >

mocovina > alkyl.
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6. ZAVER

V ramci této rigordézni prace byly pfipraveny Ctyii findlni produkty, latky
Vv literatufe dosud nepopsané. Jejich struktura byla potvrzena IR spektry. Béhem jejich
syntézy bylo izolovano devét meziproduktl, osm z nich nebylo v literatufe dosud popséano.
Také jejich struktura byla provéfena pomoci IR, a také 'H NMR a *C NMR spekter.
Finalni produkty byly hodnoceny in vitro jako akceleranty transdermalni penetrace. Tato
prace doplnila sérii isosteri Transkarbamu 12, vyvinutych na katedfe anorganické a
organické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, a jeji vysledky tak pfispély ke
stanoveni vlivu funkéni skupiny uprostfed lipofilnich fetézcii téchto latek na jejich

akceleraéni aktivitu.
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