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ABSTRAKT

Akceleranty transdermalni permeace jsou chemich&,l&teré usnatlji prechod Iéiva
pies Kizi. Ovliviiuji stratum corneum jako ¥$i vrstvu epidermis. Zakladnimi pozZadavky
akcelerantu jsou bezgmost, kompatibilita s Bvem, biodegradabilita, musi byt netoxické a
nedrazdivé.

Predlohovou strukturou byla molekul&igného akcelerantu transkarbamu 12, podle niz

byly syntetizovany jeho cyklické analogy:

= Decylester kyseliny piperidin-3-karboxylové ve farimydrobromidu

= Dodecylester kyseliny piperidin-3-karboxylové venfg hydrobromidu

= N-acetylderivat decylesteru kyseliny piperidin-FHkaxylové

» N-acetylderivat dodecylesteru kyseliny piperidifk&boxylové

» 3-(decyloxykarbonyl)piperidinium-3-(decyloxykarbd)giperidin-1-karbamat

» 3-(dodecylexykarbonyl)piperidinium-3-(dodecyloxykanyl)piperidin-1-karbamat

Pripravené latky byly charakterizovany agteny dostupnymi spektralnimi metodami.

Nasled® byla testovdna permé&si aktivita ges praséi kazi ve Franzovych difuznich
celach za pouziti teofylinu jako modelovéhaiva.

Stanoveni aktivity bylo provedeno pomoci HPLC mgtad nasledé& vyhodnoceno v
programu Microsoft Excel.

Testy ukazaly, Ze syntetizované latky, hiaWracetylderivaty a karbamaty, vykazuji vyssi

permed&ni aktivitu nez transkarbam 12 a ostatni mnou sipoeané latky.



ABSTRACT

Transdermal permation enhancers are chemical comdgowhich facilitate the drug
delivery through the skin. They influence the stmatcorneum, as the outer layer of the
epidermis. Basic requirements for the enhancesafety, drug compatibility, biodegradability,
and that they must be non-toxic and non-irritating.

The model structure was effective trancarbame IZording to which have been

synthetized its cyclic analogues:

» Hydrobromide of piperidine-3-carboxylic acid decstker

= Hydrobromide of piperidine-3-carboxylic acid dodkster

= N-acetylderivative of piperidine-3-carboxylic aaddcylester

= N-acetylderivative of piperidine-3-carboxylic aclddecylester

= 3-(decyloxycarbonyl)piperidinium-3-(decyloxycarb®mperidine-1-carbamate

= 3- (dodecylexycarbonyl)piperidinium-3-(dodecyloxylwanyl)piperidine-1-carbamate

Those compounds have been characterized by compeciral methods.

The transdermal permation activity has been coresgtyuevaluated on the porcine skin in
the Franz cells, using theophylline as the modeépating drug.

The activity has been evaluated using the HPLC atktnd determined by the Microsoft
Excel. The results demonstrated higher activitythbof N-acetyl derivatives of piperidin-3-
carboxylic acids, and of carbamates of those estiees transcarbam and coumpunds, which i

have synthetized, have.



CIL PRACE

Cilem této diplomové prace je syntéza defiidtseliny piperidin-3-karboxylové, studium
jejich akcelerani aktivity pri permeaci teofylinu fes pras& kazi v podminkach in vitro a
porovnani jejich aktivity s latkou transkarbam 12.

Cilem je syntetizovat a hodnotit tyto latky:

= Decylester kyseliny piperidin-3-karboxylové ve fartmydrobromidu

» Dodecylester kyseliny piperidin-3-karboxylové venfg hydrobromidu

= N-acetylderivat decylesteru kyseliny piperidin-3kaxylové

» N-acetylderivat dodecylesteru kyseliny piperidik&foxylové

» 3-(decyloxykarbonyl)piperidinium-3-(decyloxykarbd)giperidin-1-karbamat

» 3- (dodecylexykarbonyl)piperidinium-3-(dodecyloxykanyl)piperidin-1-karbamat
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1. UvVOD

Transdermalnii@chod I€iv nabizicetné vyhody oproti klasickym cestam podéani. Jeéna s
predevsim o vyhnuti se first-pass efektu v jatrecbn$n kolisani koncentraceciéa v plasn¢
(dalezité u I€iv s nizkym terapeutickym indexem), redukované nshdznezadoucichinka,
prodlouZzenou dobutgobeni a pohodiné ukéeni podavani Bva. VSechny tyto vyhody vedou
k vét$i compliance pacienta

Hlavnim omezenimigchodu léiva pres KiZi je vrgjSi vrstva nazyvana stratum corneum.
Pouziti transdermalniho akcelerantu je jednou 1, gak tento pechod usnadnit. Enhancery
mohou interagovat se sloZkami stratum corneum &@rsédlre redukovat vlastnosti kozni
bariéry. V disledku kontinualniho uspédani lipidové bariéry stratum corneum je interakce
s lipidy rozhodujici pro &innost transdermalnich akceleranDiky své struktie jsou schopny
vmezdit se mezi hydrofobnéasti ceramidové dvojvrstvy a timto narusit jejiélsriost, zvysit
fluiditu a nasledi vést k jednodussi difuzi penetrujicickilé® 2

Pouze maly peet I&iv ma optimalni fyzikald-chemické vlastnosti, které jim umozni
piechod pes Kizi v dostaténém mnoZstvi a dosahnuti terapeutické koncentta®iva, ktera
jsou v sodasné dob aplikovana transdermainjsou nap. testosteron, fentanyl, skopolamin nebo
nitroglycerin. Mezi vlastnosti échto snadno transdermdlnprochazejicich latek @ieme
jmenovat nizkou denni davku, molarni hmotnost d® &@nol*, nizkou teplotu tani a vyvaZzenou
lipofilitu *.

Cilem této prace byla syntéza a testovani aktigityfifilnich akcelerarit transdermalni

permeace, konkrétrderivati esteti kyseliny piperidin-3-karboxylové.



2. STAVBAKUZE

Kuze savé je sloZzena ze dvou hlavnich vrstev: dermis a epige Dermis je tvena
fibroblasty a extracelularni matrix, je bohata mpikary a nervova vliakraEpidermis je tvtena
keratinocyty (95 %), melanocyty, Langerhansovymiikami a Merkelovymi biikami. Je
rozdslena do &tyi vrstev: stratum basale, spinosum, granulosum aecof. Tyto vrstvy
predstavuji rozdilné faze diferenciace Bkinkteré jsou tvieny kmenovymi bilkami v basalni
vrstw a které migruji vzéiru k povrchu kZe. V €chto mistech je koncentrace kysliku a Zivin
snizena, biky jsou ploché, organely jsou degradovaneé, kumusgekeratin a lipidy. Proces

vedouci k tvor® kozni bariéry se nazyva keratinizace
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pacinian corpuscle

Obrazek 1. Stavbaikée’
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2.1. STRATUM CORNEUM

Funkce kozZni bariéry jefjguzovana stratum corneum (SC), coZ je nejswjshrvrstva
epidermis. SC je tweno korneocyty a intracelularni lipidovou matrivat®d struktura je nazyvana
cihly a maltd a pedstavuje klikatou cestu pro latky, které penetimfércelularg pres kiZi.
Lidské SC je tveeno 18 - 21 vrstvarl. Korneocyty jsou ploché kiky hexagonéainiho tvaru,
v praméru 20-40 um. Hrany a vémi korneocyt napomahaji zvySeni stability vrstvy. DalSim
specialnim znakem korneodyje korneocytalni obéalka, ktera je silna, neproséu@ hoj

zesitna. Koheze SC je zajita dezmozomy.

2.1.1. LIPIDY SC

Lipidy lidské kiZze se skladaji z ceraniid triacylglyceridi (TAG), volnych mastnych
kyselin (MK), skvalenu, cholesterolu (chol.) a esteholesterolu.
Epidermis obsahuje pouze mnozstvi celkovych powgtio lipidd, jejichz vyskyt je

zavisly na potu mazovych 7142° =3

pritomnych v jednotlivych prozkoumanych mistech. Qipro
pokoZce hlavy, kterd obsahuje kolem 900 mazovyéh ébklopujicich chlup na é&nzadné se
nevyskytuji na dlanich a chodidlech. Tyto povrchéipé&ly na pokoZce hlavy (kde je produkce
lipidii nejmért 100 pg na cR) ** vyjadiuji rozumné fiblizeni lipidového sloZeni mazovych Zlaz
kolem chlupu, tzn. 43 % TAG, 16 % volnych MK, 25é&sgtefi vosku, 12 % skvalenu a 2,5 %
estefi chol. V op&ném pipadt, kde lipidy dlag nebo chodidla jsou produkovany pouze
v mnoZstvi 10 pg/cf sebum chybi a povrchové lipidy zastupuiji lipigsidermalniho pivodu:
variabilni mnozstvi TAG, 20-25 % ceramiid20 % volnych MK, 15 % estéichol. a 20 % chol.

Vlastnosti koZni bariéry jsou zaloZeny na specéiitkobsahu a sloZeni ligidSC™ *°, tak
jako na strukturnim uspédani intracelularni matrix, ste&jni lipidické obalce obklopujici
korneocyty’. Ve SC zaujimaiji lipidy 10-15% celkové hmotnokére '3, Lipidicka faze pronika
SC a prochéazejici substance interaguji s touto, faziuz penetruji intraceluldén nebo
intercelulars.

V piipad kozniho onemocmi s pozrgnénou lipidickou sloZkou stoupa permeabilita
v obou smrech® *°, tzn. ztrata vody &i a piinik exogennich latek je zvySen. Topicka aplikace

koZnich lipidi nebo jejich derivédit maze obnovit funkci koZni bariéf9**.
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2.1.1.1. Ceramidy

Ceramidové lamely obsahuji kolem 50 % chol., 25 @&aywch MK, 10 % celkové tukové
hmoty?>. V malém mnoZstvi se zde vyskytuji estery chdiglesterolsulfat a glukosylceramidy.
Slozeni lipidické faze se li&f v zavislosti n#ku, typu a stavuie a na celkovém povrcheld®,

Hlavni skupinou lipid tvoiici bariéru SC jsou ceramidS?, struktural® heterogenni
skupina 9 i#iznych podtyf %°. Ceramidy jsou sloZzeny z polarni hlavy a dvou bfalbnich
fezci. Jadro ceramidu t¥do aminoalkohol sfingosin (S), fytosfingosin (P) oeb6-
hydroxysfingosin (H) s fimérnou délkouietzce obsahujiciho 18 uhtik MK je napojena na
primarni aminoskupinu v poloze 2 molekuly aminoléo amidovou vazbou. MK fiZe byt
nehydroxylovana (N), aneba- (A) nebo o- hydroxylovana (O), fipadré esterifikovana
kyselinou linolenovou (E¥°. Kyselina &tSinou obsahuje 24 uhlik krom - hydroxylovanych
ceramidi obsahujicich kyselinu linolovou. V ceramidech ty@OS, EOP a EOHw-
hydroxykyselina obsahuje 30-34 uhiikTyto druhy ceramitl jsou esencialnimi slozkami kozni
bariéry, kterou formuji a stabilizuji. Mohou sloufako molekularni skelet, ktery stabilizuje
multilamelarni strukturu v intercelularnim prost®€ ** #”. V piipads deficitu esencialnich MK
jsou produkovany glukosylceramidy a ceramidy typuO,Eoleat nahrazuje linoleat,
monosaturovand- hydroxylovana kyselina nahrazuje saturovdfioBylo zjis&no, Ze takto
pozmeénény ceramid se dima cis dvojnymi vazbami v &ité vzdalenosti pracuje na bazi

endogenniho transdermalniho perme&hntu
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2.1.1.2. VoIné mastné kyseliny

Volné MK jsou skoro vZzdy nasycené, neréxxene, ¥tSinou obsahujici od & do Gy,
nejvice vyskytujici se kyseliny jsou dokosanové@taakosanova’. Epidermis hoji syntetizuje
MK za zékladnich podminek a jako odpdvna pozninéné pozadavky bariéry. Navic vSechny
epidermalni vrstvy, zahrnujici stratum granulosmadrzuji kapacitu pro syntézu MK

Mnozstvi volnych MK se zvySuje vé&tyiech nejsvrch&sSich vrstvach, coz by mohl byt
vysledek odbouravani ceramijdhydrolyzy fosfolipidi (v men$im mnozstvi i TAG)? ¢i

kontaminace lipidy*
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2.1.1.3. Cholesterol

Hlavni sloZkou lipid SC je cholesterol, ktery zaujim& kolem 20-25 %ltdthmotnosti
lipida. Je to ubikvitarni sloZka biologickych membrantlaazpisobuje misenitznych lipidi a
napomaha udrzet stabilitu lamelarnich strukturZ@ei citlivost lamelarnich struktur lipidické
slozky na zniny v ceramidu a naifiomnost exogennich tistot >,

Zda se, ze chol. také zprieikovava odlupovanitZe. \&tSina epidermalniho chol.
pochazi z lokalni syntézy za bazalnich podminekistech, kde je bariéra poruSena, dochazi ke
stimulaci syntetického aparatu.

VétSina savich burgk je vybavena povrchovymi receptory gidici komplex pro transport
chol., tzn. LDL receptory. Tento receptor zpfedkovava zgtnovazebnou kontrolu syntézy

|.*® regulaci aktivity HMG-CoA reduktazy stejré tak i transkripce genu pro LDL receptor.

cho
Prvni rozpoznany ovliwje nedostatek LDL receptoma keratinocytech, zatimco v normalni
lidské epidermis pouze bazalni iy vyjackuji LDL receptory’. Navic cirkulujici chol.
neovlivni kozni de novo syntézu cH8|. pravdspodobré kvili nedostatku LDL receptér
v plasmatické membrénve vice diferenciované b&mé populaci®® *° ¥, TrebaZe je stratum
basale vybaveno LDL receptory, které umgz uptake exogenniho chol., bazalniiky jsou
také aktivni soeésti syntézy chol’* *? *3 Ve skuténosti syntéza sterolu v sévkaZi zaujima
kolem 30 % celkové syntézy steroludlet®, ze kterych 70-80 % je lokalizovano v dermis a
zbytek v epidermié. Vngjsi jaderné vrstvy epidermis héjsyntetizuji volné sterol§* 4243

Steroly jsou takéidezitymi prekurzory pro syntézu vitaminu DieBto nahrady vitaminu D

v systému neovlivni epidermélini sterologeriézi

2.1.1.4. Cholesterolsulfat

Cholesterolsulfat je mé&nvyznamna slozka SC a jehéitpmnost je spojovana s procesem
odlupovani svrchni vrstvyiize?’.

Mensi ¢ast volného chol. je sulfatovana enzymem cholest@fotransferazou, ktery
piendsi sulfatovou skupinu z aktivniho sulfatu (3féadenosin-5"-fosfosulfat) na cfblle to
jeden z méala polarnich lipidve SC, zajimajici kolem 3 - 5 % ligididského SC* *®. Diky
svému amfifiinimu charakteru a fyzik&hchemickym vlastnostem jeukbzity pro vyskyt
interkorneocytarni lipidické dvojvrst§f. Enzym steroidsulfataza, ktery hydrolyzuje est@fy

hydroxysteroly, zahrnujici cholesterolsulfat, j&dbzovan v mikrozomech strata granuldSa
15



Diky enzymatické rovnovaze mezi syntézou a degiag@obsah cholesterolsulfatu nejvyssi ve
cholesterolsulfatu z kohezivniho k odloupanému S&lppruje hypotézu, Ze kontrolovana
hydrolyza cholesterolsulfatu steroidsulfatazodze byt jednim z faktdr, ktery destabilizuje

interkorneocytarni lipidické lamely, a tudiz vedademalnimu odlupovanitize >2.

2.1.1.5. Estery sterolu

Frakce estér sterolu primaré obsahujefettzce MK s ¥tvenim na koncirettzce, MK
s ethylovym ¥tvenim na koncifetzce, stejd tak i fetzce slichym p&em uhliki a
mononenasycené MR Zda se, Ze estery sterolu ve SC vznikaji z mado#éz. Ucloveka je
obecr piijato, Ze estery sterolu jsou syntetizovany v epide>* a tvai 6-7 % vSech lipid ve
SC*. Funkce estérsterolu je stdle neznama. Jestlize jsou estergrapinovany do struktur

meziburg¢nych membran, mohou mit podil na hydrofoliSC.

2.1.1.6. Estery cholesterolu

NejcastjSim esterem cholesterolu je oleat, ktery ale rfépatzi lipidy tvaici dvojvrstvu a
v podstat neni umisin ani v dvojvrst¢, kterd je tvéena ostatnimi lipidy. fsto niize byt
ptitomen v nelamelarnich prostorach SC. TdZen poskytnout mechanismus pro &edi

zbytkovych nenasycenych MK aguichazeni jejich zkapaini na intercelularni membréA’.

2.1.2. FOSFOLIPIDY

Fosfolipidy jsou esencialni pro existenci membré&alwvojvrstvy ve vSech znamych
organelach. Stegnjako v ostatnich tk&nich t¥io45 % celkovych lipid v basalni a spinalni
vrsté a 25 % celkovych lipiél ve stratum granulosurlf. Hlavni typy fosfolipidi, které byly
nalezeny v jadernych vrstvach lidské epidermis,rmah fosforylovany cholin, ethanolamin,
serin, inositol, a sfingomyelin a lysolecithin. Fat&dylserin Zistava v malém mnoZzstvi v nizSich
vrstvach SC, kdy dochazi k diferenciaci Bkinale z vijSich vrstev SC mizi se vSemi ostatnimi
47 55 51 56

fosfolipidy
Tyto znmeny ve stavb fosfolipidi mohou odrézet furtki pozadavky, které jsougrlepsany
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terminalni diferenciaci. Fosfolipidy jsou také Zd&mou arachidonoveé kys. a nasledné kaskady
regulatornich eikosanaid®’. Epidermalni MK odvozené od fosfoligidmohou slouZit jako
substraty pro acyltransferazy, které selekiivkompletuji tyto MK uvnit sfingolipida
akumulujicich se #hem terminalni diferenciac® Velky podil MK odvozenych od fosfolipid
neni redistribuovan do ostatnich lipjchamisto toho mohourigpivat k vytvdgeni kapének MK,

které zahrnuji hlavni podil sfsi lipidi >

2.1.3. SFINGOLIPIDY

Sfingolipidy jsou prominentnimi sloZkami b&iimych membran, lipoproteida dalSich
struktur bohatych na lipidy. Epidermalni sfingotlpizastupuji 7,3 % vSech lipid v bazalnich
vrstvach, 30 % ve stratum granulosum, 40 % vé'STudiZ je transformace stratum granulosum
do SC doprovéazena nejen depleci fosfolipidle také ndistem sfingolipid. Glykosfingolipidy
jsou pesto pitomny v malych mnoZstvich ve stratum basale awstragranulosum, kde jsou
lokalizovany v lamelarnicteliskach, prakticky chybi ve S€°°,

Glykosfingolipidy i ceramidy jsou amfifiini molekyl schopny plnit roli fosfolipid
v udrZeni stabilni membranové faze v mezidmém prostoru SC. Dlouhketzec nasycenych
MK esterifikovanych ve form glykosfingolipidi a ceramid maji vysoké teploty tani a jsou stalé
vici oxidaci, a proto mohou zvladnout velké vykyvy ltdp UV z&eni a oxidanich proces.
Ceramidy jsou struktugnheterogenni skupinou latek, ktera zastupuje hlgatarni lipidy, ze

kterych jsou sloZeny extracelularni komplexy $€,

2.1.4. Organizace lipida SC

Intercelularni lipidy ve SC twd multilamelarni struktury uspadané paraleths povrchem
kaze ®3 % V lamelarni oblasti se pet a charakter lamel li&i. V krajbisti korneocyt je ¢asto
viditelné trojpasové uspadani (Siroké-uzké-Siroké vzorovaniggeho pasu, oddujiciho se od
tmavého Gzkého pasu. Celkov&kai této jednotky je jfiblizng 130 A %> Swtlé pasy niz&i
elektronové hustoty odpovidaji uhlovodikoveietEzci lipida SC, zatimco tmavé pasy o vysSi

elektronové hustét zastupuji polarni hlavu skupiny. Mezi Sirokym gigm povrchem
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korneocyt jsou nejvice zastoupeny 6- nebo 9- pasy. Tyto wZsou sloZzeny z podobnych
tifpasovych jednote®.

Duvody malé prostupnosti SC ve srovnani s ostatnioidgickymi membranami jsou:

= Atypicka délka volnych MK a acylovéhetzce ceramidu

» Relativre mala polarni hlava ceramidu (ve srovnaniinagosfolipidy), ktera umaiuje
silngjSi seésnani

» Vysoka grlnavost zgisobené vodikovymi vazbami

» Uspadadani komplek vicevrstevnych lamel

Kuze musi zajistit optimatnfungujici bariéru za jakychkoli z#n (teplota, pH, koncentrace
soli, relativni vihkost apod®f ©’.
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3. AKCELERANTY TRANSDERMALNI PENETRACE

Tyto latky jsou také nazyvany jako enhancery. Usnfdabsorpci léiva pres KiZi
reversibilnim sniZenim bariérového odpdtu Idedlni akceleranty by #y byt netoxické,
nedrazdivé a farmakologicky inertni.éM by rychle &inkovat, aktivita a doba trvani by&a
byt predvidatelna a vratnariRdstrarni akcelerantu zike by vlastnosti bariéry &y byt velmi
rychle a pl# obnoveny. Tyto latky by #hy pracovat jednosgng, tzn. nély by umoznit ptichod
terapeutickych latek dogla a zaroveé zamezit ztrat endogennich latek. 8y by také byt
kompatibilni s Iéivem a byt kosmeticky akceptovatelf7€°.

Dosud byly objeveny a identifikovany stovky strukitiodliSnych latek, kterétgsobi jako
transdermalni akceleranty.

V podstat miZzeme akceleranty rolit do dvou velkych skupin:

= polarni rozpousgdla, jako ethanol, propylenglykol, dimethylsulfoxethylacetat
= amfifilni latky obsahujici polarni hlavu a hydrofdl¥ettzec, jako MK a alkohol (Azon,
SEPA 009, DDAIP).

Malé polarni akceleranty jsowtéinou aktivni ve velmi vysokych koncentracich ajima
tendenci pracovat na baZiznych mechanistn Nekteré z nich zfisobuji nevratné zémy v SC,
proto jsou pro klinickou praxi nepouzitelné. Drubfiiované jsoucasto aktivni v mensich
koncentracich a jejich mechanismu&niku je zaloZzen na ztekuceni intracelularni lipdic
matrix. Nekteré z &chto latek jsou biodegradabilfti’® > 7.

3.1. MECHANISMUS U CINKU

Mechanismus d&inku transdermalnich akcelerénfe rozdtlen do dvou idiznych rovin.
Penetrace akcelerantu do mist@sqgbeni. Nasledné rozruSeni specifické bariéry vede
k jednodusSimu festupu léiva. Navic mohou enhancery rf@po ovlivnit chovani léiva
V NOsti.

Presny mechanismus, kterym mnoho akceléraozneiuje viastnosti kozni bariéry, nebyl
jeS€ do detaili popsan, je ale té&hjisté, ze dinek €chto latek se projevi hned po absorpci do
SC.
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Jednoducha klasifikace akcelefiape zaloZzena na lipidicko-proteinové teoriifigpbi na

intracelularni keratin SC, ovliwji desmosomy, pozériuji intercelularni lipidické domény nebo

nahrazuji rozpou&ti vlastnost SC, to v&e Usti ve snizeni rezistkozai bariéry*"#"3"

Intercellular route Transcellular route

Obrézek 2. Pechod latek pes kizi °

3.1.1. Interakce s koznimi lipidy

Timto mechanismemugobi \tSina akceleraft jednd se o interakci s intercelularnimi
lipidickymi doménami SC°.

Malé polarni molekuly mohou rozgiit vodikovou vazbu, ktera drzi molekuly ceratnid
pohromad. Amfifilni akceleranty jsou pravghodobré vsunuty do lamel, jejich polarni hlavou na
polarni stranu a hydrofobriettzec mezi hydrofobnietzce SC lipid. Toto mize navodit
narudeni shlukovani lipid zkapalgni lamel a nasledné sniZeni rezistence kozni lyaffér
Nekteré akceleranty, jako kys. olejova nebo terpemghou ve vysokych koncentracich vyiet
separované faze na lamel&dchTyto sloweniny vytvéeji vysoce permeabilni péry pro polarni

7879

latky
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3.1.2. Interakce s proteiny

Tyto akceleranty mohou ovlivnit utééni keratinu v korneocytech nebo protein
v desmosomech. Tento mechanismus mé ve srovngsesuwedenymi akceleranty nizginek.
Toto miZze byt zgisobeno pitomnosti lipidické faze, ktera prochazi celym Sktarou tyto
akceleranty neovliwiji ®.

3.1.3. Tvorba dep

Vytvoreni zasoby k&va na Kizi nebo ve SC vede ke zvySené absorpgivéena zaklad
difuze.

3.2. VZTAH STRUKTURA — AKTIVITA TRANSDERMALNICH
AKCELERANT U

Do této doby bylo identifikovdno mnoho akcelefanstruktura polarni hlavy je vSak

Iimitovéna81 828384 85

3.2.1. Hydrofobni retézec

Vztahy struktury a aktivity hydrofobnihtettzce fiznych akceleraiitjsou velmi dobe a
podrobré popsany®.

3.2.1.1. Nasycené&‘etézce

V nerozwtvenych nasycenyctetzcich byl zjis¢n vztah mezi aktivitou a gtem uhlilé,
jedna se zejména o MK a mastné alkoholy, derivatynakyselin, akceleranty odvozené od
laktami apod. Optimalni délkéetszce je mezi 8 a 14 uhliky (rigistji 10 nebo 12)%, co? je
priblizné polovina délky ceramidu a MK ve SC. Zabudovaichto latek s kratSinetzcem by
mohlo zpmisobit volné misto uvnitlamely, tento prostor by mohl byt vygim sousednimietzci
s naslednym zkapainim €sné spojenych lamelarnich lipid Tyto latky mohou také odtit faze

uvniti lamely, poskytuji permeabijsi cestu pro penetrujici latky.
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Bylo také zjis¢tno, Ze délkarettzce takového akcelerantu odpovida délce molekuly
cholesterolu a jehotsobenim mMze nasledd dojit k narusSeni interakce mezi ceramidem a

cholesterolem nebo dma molekulami cholesterofti.

3.2.1.2. Nenasycenéetézce

Ve srovnani s nasycenymietzci jsou nejvice aktivni delSi nenasycené derivaty,
s optimalni délkoudetzce 18 az 20 uhltk Aktivita stoupd a klesa s nasledujici délketézce:
Coo > Gy = Cig = Cis > Cis 8. Kyselina olejova byla z této skupiny studovamgvite. Ve
srovnani s nasycenyrfetzci je aktivita nejaktivijSich zastupi podobna. Zalezi ovsem také na
pouZitém nosi a I&ivu, které penetrujé ®.

Béhem formovani kozni bariéry jsou nenasycené MK takeareny Stpenim fosfolipid.
Zkapalréni lipidickych lamel je br&¥no tva‘enim ester cholesteroludchto nenasycenych MK

Druha dvojna vazba zpravidla zvySuje akceierakinek (kys. linolovd), zatimco dalsi

nenasycenfetszce nema dalsi vyrazny efekt? %3,

3.2.1.3. Rozwtvenéretézce

Bylo zjisteno, Zze MK o délcéettzce G — Cy4, Nezavisle nadtveni isomeil, maji podobné
acinky %,

Na druhé strah co se tge rozwtvenych alkohal, permea&ni inek klesa s vySSim
stuprém wétveni. Navic se dinek zmenSuje, pokud dojde kgsunu OH skupiny z konce do
centrafetszce®.

Bylo prokazano, Ze éveni vietzci nebo cyklizace maji negativni dopad na petmiea
aktivitu 6-aminohexano@t’’

Presto nebyl pozorovan zadny vyrazny znak v dék®zce, ve srovnani s linearnimi
fetézci. Je pravépodobné, Ze relatignmaly stupé vétveni €chto molekul je nechraniied

interakcemi s lipidickymi komponenty SC.

3.2.1.4. Poléarni skupina v retézci

Bylo prokdzano, Ze hydroxylace kys. olejové a ot#jpvé vede ke ztré&tpermedni

s

aktivity molekuly. Ta je tim vyraziji, &im vice se hydroxylifblizuje dvojné vazbv MK .
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3.2.1.5. Dva hydrofobni retézce

Zatimco &tSina akceleraitobsahuje jeden hydrofobrgszec® * %, byly popsany i latky

obsahuijici dvaetzce. Podob# jako u latek s jednintiettzcem, nejvice aktivni dvéetzcové

v s

molekuly jsou s délkou o & Bylo potvrzeno, Ze délk&ettzce je pro aktivitu dleZitejSi nez

celkova lipofilita molekuly. Dosud nebyly jedno-daiourettzcoveé akceleranty z pohledu aktivity

porovnany™.

3.2.2. Polarni hlava

Methylestery kys. L- O 0O
amino-N-dodekanové R - _R1
@) @)
HNTCM H,, YRZ
O O
Estery N-acetylprolin® 0
_R
0]
NY
O
Ethylester kys. @)
aminododekanové R\Hko/\
HN C, H,,

e
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Analogy ceramidu 0O O

odvozené od glycinu a Rg%o/Rl R3 O/Rl
serinu®’

T Os__NH
O
@)
@) @)
R3 _R1 R3 _R1
O O
@) NH O NH
j: 0 0
R4 NLRZ HO o—R2
H
OH
Esteryo-aminokys. an- 0 R
aminoalkylalkanoaty® HzNW R HzNW
100101 @) O
Estery kys. 6- | O
dimethylaminohexanové /NMO/R
102
Estery N,N- Il?l @)
disubstituovaného alaninu Z/N O/R
a glycinulOS 104 105 106
Acyklické amidy® 0
R1 /N/C12H25
R2
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Aminy 1%/ H,N—C_,H,.
C.H—N—C. H OMe
12" '25 H 12" '25 AN N—C H
H 12" '25
HZN—C18H37 HO
NN —
H C12H25
OMe OMe
> N—C,,Hys }N_Clz 25
OMe H OMe H
HO OMe
MeO
OMe% <;N Clezs
/N C12H25
N\
N—C, ,H,. N—C,,Hyg
/ \ o ,CiiHys
ClZH25 /N
\_/ OMe
Analogy azond®’ @)
@ "
O

25



12

O
NKCBHZ?
O
(@)
O
N L
O
Y
(@) N—
AN / ClZHZS
(@)

25

Estery laktam-1-yloctové @]

Pyrrolidiny 1°° 110 R1
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N-alkyl laktamy, amidy a O O

aminy***
N=Cy,Hys N—C,,Hy
HO C‘(O
N—
™~ CH
HO N\C H 12772
\ / 12° 25
@)
T o
\ / \012H25 /
O N—
\ / C12H25
@)
[ : C9H19
@)
Laktamy, amidy a O
cyklické ketony'*?
N—C,H,s
@) @)
A\
N—C,Hys C..H
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10" 21

N/C12H25
/ “C..H

12" 25

10" 21

Cyklické amidy**®
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N-substituované 7-(2- O
oxopyrrolidin-1-

yl)azepan-2-ony™* R

N
o~
2,3-dihydroimidazol-2- R\ o
ony — Nenasycené N\\//
&N R1
H

cyklické masoviny **°11°

117 )

o<
XR

2

3.2.2.1. Role polarni hlavy

VySe uvedené latky nemohou byt porovnany, protodéd& z nich byla testovana za
odliSnych podminek. #8sto nmiizeme najit 8kolik spole&nych znak. Zda se, Ze iftomnost
vodikové vazby spojujici tité skupiny, lipofilita a velikost polarni hlavyga ukazateli aktivity
a musi byt pdivé vyvazeny. Nejaktivéisi akceleranty obsahuji pouze jednuét$inou
disubstituovany amin) nebo &wpolarni skupiny. Polarni hlavatze byt bd’ cyklicka nebo
acyklicka, pa@et uhlikovych atora v polarni hla¥ (zpravidla methylenové skupiny) je vipnéru
od 1,5 do 5 na jednu polarni skupinu. Polarni skypiejvice aktivnich akceleranjsou pouze
akceptory vodikové vazby, napdisubstiuované amidy, estery, acetaly a terciaminy. U
mnohych latek s perméai aktivitou bylo prokdzano, Ze sila vodikové vazghjzuje aktivitu.

Amfifilni akceleranty mohou hii odclit faze intercelularniho prostoru SC, nebo se
inkorporovat mezi lipidické lamely. V druhéntipact je hydrofobni¢ast umistna uprosted
hydrofobnihotetzce ceramidu, polarni hlava je v polarnim predi lipidické lamely. Polarni
hlava by mohla pozamit vodikové vazby mezi lipidy, hla¥énu ceramid. Tyto H-vazby jsou
nenahraditelné pro celistvé a rigidni usimanf lipidi v intercelularnim prostoru S€8 Narugeni
H-vazeb by mohlo byt jednim z moZnyckinka téchto typi akcelerant **°.
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3.3. BIODEGRADABILNiI AKCELERANTY

Vyzkum biodegradabilnich akcelerénbyl proveden z#élvodu redukce jejich toxicity.
Jejich odbouravanim se dosahneéatmého psobent?’. Tyto akceleranty jsou navrhovany tak,
je zndmo, Ze esterazy se vyskytuji jak v lidskié vie zvieci kizi *2* *?% Logickym postupem je
umiseni biodegradabilni vazby mezi polarni hlavu a hyobai rettzec. Amfifilni estery navodi
perme&ni efekt a poté jsou &eny na malé molekulgasto polarni alkoholy nebo kyselingi,

na mastny alkohol nebo MK, hned jak dosdhnou méityoaktivni vrstvy kize.

3.4. VLIV STEREOSELEKTIVITY NA PERMEA CNi AKTIVITU
AKCELERANTU

Ceramidy jsou latky vyskytujici se ve SC a kteréadtuji dva, if, nebo étyti chiralni
uhliky. Vzhledem k tomu, Ze latka prochazi mezidmou difuzni cestou, je vyskyt interakci
mozny. Tyto interakce s ceramidy byly provedenynantiomery efedrinu*?® bez rozdit
v permedni aktivit.

Konformace akcelerantu by mohla ovlivnit perg@aviastnosti léiva vzhledem k tomu,
ze slozky SC nezby#npredstavuji chiraini progtdi. Racemat i oba enantiomery 2-oktylesteru
kyseliny 6-aminohexanové’ (s jednim chirdlnim centrem) byly pouZity jako retm/é
akceleranty pro ovlivni penetrace teofylinu. Bylo zji&to, Zze mira permeace jednotlivych
enantiomei a jejich racemdt nema pravépodobré spojitost se stereoselektivnimi interakcemi.
Rozdilnéa rychlost fechodu teofylinu je spiSe vy&litelna rozdilnostmi ve fyzikakhchemickych
vlastnostech akcelerantti komplexu teofylin — akcelerant.

k'2* 1% nebyl vsak prokéazan

Byly popsany mnohé stereoselektivni procesyuZi
enantiomericky rozdil v permeaci propanoltiti*?’, ketorolaku'?®, efedrinu'*3, metoprololu™?*,

ketoprofenu**® a oxybutyninu**,
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. CHEMIKALIE

Chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrichc{elldorf, Nmecko). Silikagel
60 (230 — 400) pro sloupcovou chromatografii, TL&Skly (silikagel 60 fs4) a HPLC kolony
byly ziskany od firmy Merck (Darmstadtghiecko).

4.2. VYBAVENI

Chemikélie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrichtéheim, Nmecko). Silikagel 60
(velikost zrn 0,015 az 0,040 mm) pro sloupcovouontatografii, TLC desky (silikagel 60
F2s4 @ HPLC kolony byly ziskany od firmy Merck (Darradt, Nemecko).

Struktura acistota syntetizovanych latek byla potvrzena FTIRc(t Impact 400
Spektrofotometr, Madison, USA) ‘ a **C NMR spektry (pistroj Varian Mercury-Vx BB
300 pracujici na 300 MHz prid a 75 MHz pro**C spektra). Bod tani byl &n na pistroji
s automatickou detekci teploty tani BUCHI B — 588y(carsko).

4.3. DERIVATY KYSELINY PIPERIDIN-3-KARBOXYLOVE

4.3.1. Decylester kyseliny piperidin-3-karboxylove

4.3.1.1. Priprava 1-benzyloxykarbonylderivatu kyseliny piperidin-3-karboxylové:

Metoda podle Bergmanna a Zervd$elouzi obvykle k reakcim aminokyselitii gyntéze
peptidi. Pouziva se ke chrémi bazického dusiku proti nezadoucim doprovodnyakeem i
esterifikaci.

Reakce se provadi za chlazeni na 0 °C.
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|T| |T| OYO\/Q
N NaOH N benzylchlorformiat
O —_— O
o]
OH O Na
l.

I OH 1.

Reaktanty:

oo L

Cl benzylchlorformiat

Ozn&eni: 3Br10

Ke 4,0 g (31 mmol) kys. piperidin-3-karboxylové dyidano 2,6 g (62 mmol) NaOH.
Kroztoku bylo za chlazeni na teplotu -2 °C pomgltikapavano 5,22 ml (31 mmol)
benzylchlorformiatu. Reaki snts byla michana za laboratorni teploty 10 minut & dayla
piidana voda do rozpusti sraZenin. Produkt byliikrat vytrepan do diethyletheru (DEE),
okyselen HCI, itikrat vytrepan do ethylacetatu a potéepytek HCI fikrat vytrepan do vody.
Produkt byl vykrystalizovan ze ssi DEE/hexan, krystaly odfiltrovany a suSeny v k&siru.

Vytézek 72 % (5,98 g)

Tt = 95,5 °C'*®

IR (0,9 mg/200 mg KBr): 2951, 2586, 1732, 1658, 7,58440 crit.

M = 263,12 g.mot.

4.3.1.2. Esterifikace chranéné kyseliny piperidin-3-karboxyloveé:

.....

estefi, resp. amid.
Dicyklohexylkarbodiimid (DCC) usnadije esterifikaci karboxylu alkoholem, 4-
pyrrolidinopyridin slouzi jako katalyzator reakc®eakce je obvykle chlazena. VedlejSim

produktem je N,N’-dicyklohexylmimvina, ktera se z reaéki snesi snadno odfiltruje z DEE.
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We

C10H21
n.  ——— 0
DCC kat.
O~
V.
Reaktanty:

OO
dicyklohexylkarbodiimid (DCC)
()~

2,16 g (9,5 mmol) dicyklohexylkarbodiimidu, 2,5 g (9,5 mmol) chnénkys. (lll.) a 0,15 g

(2 mmol) katalyzatoru bylo rozpu$to ve 25 ml pedestilovaného chloroformu a tato réak

4-pyrrolidinopyridin

smes byla chlazena na T = 0 °C. Do této¢sirbyl pomalu za stalého michani fgiech dilech
pridavan chloroformovy roztok decylalkoholu (1,51 g = 9,5 mmol). Reakzeld 20 hodin, poté
bylo pridano rekolik kapek kys. octové, po 5 minutach byla reakce ukom a N, N’'-
dicyklohexylma@ovin odfiltrovana pomoci DEE.Produktem naZloutla olejovita kapalina,
preciSténa chromatograficky — mobilni fazi hexan/DEE 8:1.

Vytézek: 91 % (3,5 g)

NMR: *H NMR (300 MHz, CDCJ) &: 0,87 (t, J = 6,5Hz, 3H), 1,15-1,40 (m, 14H), 1,40-
1,90 (m, 5H), 1,95-2,15 (m, 1H), 2,30-2,60 (m, 1H), 2,80-3,00 (m, 1H),B1®{m, 1H), 3,90-
4,00 (m, 1H), 4,06 (t, J = 6,5Hz, 2H), 4,10-4,30 (m,1H), 5,13 (s, 2H), 7580, 5H)*°C
NMR (75 MHz, CDC}) 6: 173.281, 155.149, 136.715, 128.449, 127.952, 127.824, 127.795,
67.107, 64.761, 45.736, 44.167, 41.380, 31.853, 29.525, 29.497, 29.471, 29.264, 29.191, 28.520,
27.300, 25.835, 22.648, 14.090.

M = 403,27 g.mot

Ca4H37NO4
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4.3.1.3. Odstranéni chranici skupiny:

K 3,3 g (8,1 mmol) chr&mého esteru (IV.) bylofmano 15 ml HBr/CHCOOH, reakce
probihala za laboratorni teploty a bez michani 20 hodin. Potéiigémo 50 ml DEE. Filtrace a

krystalizace DEE/hexan.

HBr/CH,COOH

v

Vytezek 79 % (2,25 g)

Tt=80,6 °C.

NMR:'H NMR (300 MHz, CDCJ) &: 0,86 (t, J = 6,5 Hz, 3H), 1,20-1,40 (m, 14H), 1,50-
1,80 (m, 3H), 1,90-2,40 (m, 3H), 2,70-3,20 (m, 2H+1H3033,80 (m, 2H), 4,10 (t, J = 6,5Hz,
2H), 9,00-9,50 (m, 2H):*C NMR (75 MHz, CDCJ) &: 171.337, 65.608, 44.724, 44.023, 38.123,
31.865, 29.593, 29.538, 29.452, 29.304, 29.17%328.25.779, 25.579, 22.645, 21.214, 14.087.

IR (ATR): 2915, 2848, 1740, 1593, 1583, 1194'cm

M= 349,3 g.mol.

C1eH32NO,.Br

4.3.2. N-acetylderivat decylesteru kyseliny 3-piperidinkaboxylové

COCH,
|

N
AcCBr

V. —_— O

O
V.

Ozna&eni: 3A10
0,2 g (0,57 mmol) hydrobromidu esteru (V) zreagovabrsl chloroformu, 10 ml DEE,

0,07 ml (1 mmol) acetylbromidu (AcBr) a 0,25 ml (1,8 oijnsuchého triethylaminu (TEA).
Reakce BZela 30 minut za laboratorni teploty a stdlého michan
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Po 30 minutach byl odpan chloroform a DEE na vakuové odparce do sucha, Ipdté
produkt tikrat protepan s 10 ml 3% roztoku NaHG®oté gtkrat s 10 ml HO. Etherova vrstva
byla 20 minut suSena M&O,. Filtrace pes vatu. Produktipcisttn chromatograficky-mobilni
faze DEE.

Vytézek 65 % (0,1 g)

NMR: *H NMR (300 MHz, CDCI3)s: 0,86 (t, 6,5Hz, 3H), 1,20-1,35 (m, 14H), 1,40-1,95
(m, 6H), 2,00-2,20 (s, 3H), 2,35-2,50 (m, 1H), 2,75-Z85 1H), 2,95-3,15 (m, 1H), 3,65-3,80
(m, 1H), 4,06 (t, J =6,5, 2H), 4,60-4,70 (m, Tfg. NMR (75 MHz, CDCI3)s: 173.274,
169.101, 65.008, 64.784, 47.992, 46.672, 43.3306991 41.669, 41.187, 31.837, 29.457,
29.246, 29.183, 29.161, 28.513, 27.340, 27.158325.24.998, 23.750, 22.631, 21.479, 21.430,
14.074 (izomer).

IR (ATR): 2923, 2854, 1729, 1649, 1173¢tm

M= 311,25 g.mof.

C1gH33NO3

4.3.3. Dodecylester kyseliny piperidin-3-karboxylove

OYOJQ

N

C,,H,OH
11, O

DCC, kat.

O\/\/\/\/\/\/
VILI.
Br
H\N+H

HBr/CH,COOH

VII. —_— o
O\/\/\/\/\/\/

VIII.
Ozn&eni: 3Br12
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Priprava probihala analogicky jakoriprava decylesteru kys. piperidin-3-karboxylové.
Pouzit byl dodecylalkohol ekvimol&r{1,77 g = 9,5 mmol).

Vytszek: 87 % (3,6 )

NMR:*H NMR (300 MHz, CDC}J) &: 0,88 (t, 6,5 Hz, 3H), 1,20-1,35 (m, 18H), 1,40-1,80
(m, 6H), 2,00-2,20 (m, 1H), 2,80-3,00 (m, 2H), 3,90-40 4H), 5,13 (s, 2H), 7,20-7,40 (m,
5H). *C NMR (75 MHz, CDGJ) &: 173.285, 155.160, 136.725, 128.457, 128.006,9E37.
127.831, 67.121, 64.777, 45.752, 44.221, 44.186448] 41.402, 31.898, 29.841, 29.755,
29.730, 29.717, 29.623, 29.562, 29.491, 29.33£129.28.540, 27.322, 25.854, 22.676, 14.115.

M = 431,30 g.mot.

Ca6H41NO4

3,2 g (7,4 mmol) chr&mého esteru (VII.) bylo smichdno s 15 ml HBrAO®OH a
nechano 2 hodiny ustat. 55 ml vychlazeného DEE bghitéle chlazeno na T = 0 °C, na midea
do rgj byla injekéni stikackou kontinual® prikapavana sis ester/HBr/CHCOOH. Krystaly
byly ihned odfiltrovany pes Bichnerovu nalevku, vysuseny nad NaOH.

Vytézek 72 % (2,0 g)

Tt=87,2°C.

NMR: 'H NMR (300 MHz, CDC})) &: 0,87 (t, 6,5 Hz, 3H), 1,20-1,40 (m, 18H), 1,50-1,80
(m, 3H), 1,90-2,30 (m, 3H), 2,80-3,20 (m, 3H), 3,40-3T(RH), 4,09 (t, J = 6,5Hz, 2H), 9,00-
9,50 (m, 2H).13C NMR (75 MHz, CDCJ) 6: 171.337, 65.608, 44.724, 44.023, 38.123, 31.865,
29.593, 29.578, 29.538, 29.452, 29.304, 29.17%3323.25.779, 25.579, 22.645, 21.214, 14.087.

IR (ATR): 2914, 2874, 1740, 1593, 1583, 1195%cm

M = 378,30 g.mot.

CigH36NO2H,.Br
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4.3.4. N-acetylderivat dodecylesteru kyseliny piperidin-3karboxylové
ICOCH3

AcBr

VIII. - O

o\/\/\/\/\/\/
IX.

Oznaeni: 3A12
K 0,2 g (0,5 mmol) hydrobromidu dodecylesteru kys.epitin-3-karboxylové (VIII)
bylo piidano 2 ml suchého chloroformu, 0,25 ml (1,8 mmolh&o TEA a 10 ml suchého
DEE. Vznikly srazeniny, do kterych bylaigano 0,07 ml (1 mmol) acetylbromidu (AcBr).
Reakce probihala 1 hodinu za stalého michani. ¥edpacetylbromidu a vigpani jednou
3% NaHCQ. Poté vytepani ptkrat malym mnozstvim $#0 a vysuSeni N&O,. Produkt
jsme Zfiltrovali ges vatu, rozpoustlla odpdili a latku precistili na kolorg. Mobilni faze
DEE.
Vytézek 82 % (0,13 g)
NMR: *H NMR (300 MHz, CDCI3)5: 0,86 (t, 6,5Hz, 3H), 1,20-1,35 (m, 18H), 1,40-
1,95 (m, 6H), 2,00-2,20 (s, 3H), 2,35-2,55 (m, 1H), 2,Bqm, 1H), 2,95-3,15 (m, 1H),
3,60-3,80 (m, 1H), 4,06 (t, J =6,5, 2H), 4,60-4,70 {H). **C NMR (75 MHz, CDC}) &:
172.982, 169.103, 64.924, 48.019, 46.665, 43.36832, 31.866, 29.583, 29.522, 29.459,
29.301, 29.176, 28.517, 27.212, 25.834, 22.644(0%1.14.083.
IR (ATR): 2922, 2853, 1729, 1649, 1174¢tm
M = 339,28 g.mot
CaoH37NO;3
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4.3.5. 3-(decyloxykarbonyl)piperidinium-3-(decyloxykarbonyl)piperidin-1-

karbamat

Oznaeni: 3K10

50 mg (0,8 mmol) hydrobromidu decylesteru piperidin-Bkaylové kyseliny (V.) bylo
rozpus¢no v 10 ml HO, k tomu byly gidany 0,5 ml (2 mmol) TEA. Poté 3 wgpani s DEE,
vysuSeni Ng5O, a Zzfiltrovano, odp@eno na vakuové odparce. Vznikla olejovita latkarteyla
dosuSena v exsikatoru nagdBa H,SO, konc., aby byl odstram zbyly TEA. Po 24 hodinach byl
na vznikly olej nafoukan C{a baika byla umistna do mrazriky. Po 48 hodinach byla hka
vyjmuta a ponechanaigaboratorni teplat 2 hodiny. Vypadly nazloutlé krystaly.

Vytézek: 81 % (47 mg)

IC: 2916, 2849, 1725, 1554, 1211 tmNa IC byla prokéazana iftomnost karbonylu
karbamatové skupiny 1638 ¢m

M = 583,88 g.mot.

C17H30NOy . CieH31NO2H>
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4.3.6. 3- (dodecyloxykarbonyl)piperidinium-3-(dodecyloxykabonyl)piperidin-1-

karbamat
O
O~
N
o)\o
N +’H
N
2 N NG P N
O

Xl

Oznaeni: 3K12

100 mg (0,13 mmol) hydrobromidu dodecylesteru kys.mipe3-karboxylové (VIIl.) bylo
rozsuspendovano v 15 ml@. Bylo pidano 0,9 ml (2 mmol) TEA fikrat vytrepano DEE,
vysuSeno Ng5O, a ihned vakuoy odpdeno. Baka byla umisina do exsikatoru nad,®s a
H,SO, konc., kterym jsme se zbavili zbytkového TEA. Pohddlinach byl na olej nafoukan GO
a baika byla umistna do mrazrky. Po 48 hodinach byla bka z mrazniky vyjmuta a
ponechana 2 hodinyidaboratorni teplat Vypadly oranZzové krystaly.

Vytézek: 55 % (35 mg)

Tt = 49,3 °C.

IC: 2915, 2848, 1725, 1555, 1211. Na $pektru byla prokazanaifmnost karbonylu
karbamatové skupiny 1638 &m

M = 638,96 g.mot.

C10H34aNOy . CigH3sNO2H>
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5. HODNOCENIi AKCELERA CNi AKTIVITY

5.1. PRIPRAVA K UZE PRO PERMEACE

Akcelerani aktivita syntetizovanych latek byla studovana praseéi kazi, ktera byla
ziskana na mistnich jatkachi®e byla ze spodni strany uSi opatwdctlena skalpelem od
podkoznich tkani, chlupy byly odstrary strojkem. Kuwili konzervaci byla kze @i uchovavani
namaena 5 minut v 0,05% roztoku azidu sodného. Takéatie$a Kize byla vakuo¥ uzawena a
uskladrgna v mraznice. Maximalni doba skladovatelnosti je 2gite pi teplo& —18 °C.

Jeden z pokus byl proveden na dermatomovandizk ktera byla ziskana rovh

z praséich usi pomoci dermatomu (Acculan Il, Aesculap AG, Bramecko).

5.2. PRIPRAVA DONOROVYCH VZORK U

Vzorek byl gipraven jako 5% suspenze teofylinu s 1 % testovaredoelerantu v 60%
roztoku propylenglykolu. Suspenze byla michana Butmha mich&ce @i teplo€ 50 °C. Poté
byla na 24 hodin umi&ta do termostatu ( 37 °C) &vnavozeni rovnovazného stavu.

Kontrolni vzorek obsahoval 5% roztok teofylinu. Byligpaven stejnym postupem jako

ostatni vzorky.

5.3. TESTOVANI PERMEA CNi AKTIVITY

Akcelerani vlastnost nasyntetizovanych latek byla zkou3endtro za pouziti Franzovych
difuznich cel a teofylinu jako modelovéhailéa.

Praseéi kuze byla ped pouzitim pomalu rozmrazena a pomoci skalpetazdaa na malé
kousky o rozmiru pxiblizné 2 x 2 cm. Kize byla upevéna do Franzovy cely tak, aby vznikla
plocha 1 crh KaZda cela byla napina akceptorovou fazi ( fosfatovy pufr o pH 7,4, azichgod
0,03% jako konzervans a NaCl jako izotokidaptisada). Byl zji&n presny objem kazdé cely
(16 — 19 ml). Cely byly na 30 minut umisy do vodni laz#é o teplot 32 °C kwili navozeni

rovnovahy. Nasledn bylo na kazdou &i umistnou v cele aplikovano 200 pl donorového
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vzorku, ktery byl poté jikryt sklickem. Akceptorova faze byla po celou dobu testovdohéma
a temperovana na teplotu 32 °C.
V prabéhu testovani byly v intervalech po 16, 20, 24, 28, 44 a 48 hodinach odebrany

vzorky z kazdé cely (V = 0,6 ml) a nahrazeny akceptasdaai ve stejném objemu.

5.4. STANOVENI TEOFYLINU POMOCI HPLC

Koncentrace teofylinu ve vzorcich akceptorové faze Ilstlnovena pomoci HPLC
Shimadzu (Japonsko) za pouziti LC — 20AD vysokotlake&gdrpadla (Shimadzu), SIL — 20 A
HT autosampleru (Shimadzu), LiChroCART 250-4 kolonyCiospher 100, RP - 18uf,
Merck, Darmstadt, Bmecko), RF — 10 A fluorescemiho detektoru (Shimadzu), SPD — M20
A diode array detektoru (Shimadzu) a softwaru Sigmastathadmol a 0.1M NapPO,

v porreru 6:4 byl pouzit jako mobilni faze. Rokova rychlost byla nastavena na 1,2 ml/min.
Eluat byl monitorovanip A = 272 nm. Retefmi ¢as teofylinu byl 3.80.1 min.

5.5. HODNOCENI DAT

Q.4 (nglenf) je kumulativni mnoZstvi téva, které proniklo plochou 1 c¢heza 24 hodin.
Zmetené hodnoty kumulativniho mnoZstvi teofylinu prosl@kes 1 crf byly vyneseny do grafu
v zavislosti naase. Hodnota fluxu byla ziskana jakoesnice linearnicésti této kivky.

VSechny testované sldeniny byly charakterizovany pomoci urychlovaciho
(akceleréniho) pongru (AP). AP vypovida o efektivit pouzitého akcelerantu je definovan jako

poner fluxu latky v gritomnosti akcelerantuy) a fluxu standardu tj. latky bez akceleranig):(

Statistické zpracovani bylo provedeno za pouziti Qvi@y Analysis of Variance se
Student-Newman-Keulsovym post testem (SigmaStat).
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6. VYSLEDKY

Decylester kyseliny piperidin-3-karboxylové (3Brl1Byl piipraven rkolikastupiovou

syntézou, ktera zahrnovala tyto kroky:

» Chrareni dusiku benzylchlorformiatem, ktery bykigan v ekvimolarnim mnoZstvi.
Vznikl 1-benzyloxykarbonylderivat kys. piperidin-3-karlytowvé s vytZzkem 72 %.
Tato latka byla ostena zndirenim teploty tani.

» Esterifikace karboxylové skupiny. Byl pouZzit decyldlod ekvimolarg. Reakce
probihala s vizkem 87 %. Byla provedena NMR analyza pro potvraemnitury.

» Qdstragni chranici skupiny na dusiku pomociésmHBr/CH;COOH. Vytzek této
reakce byl 79 %. Strukturu potvrdila NMR a IR analyza.

Tato latka byla ppravena ve form hydrobromidu. Akcelekmi poner je 4,7; tento

derivat je nejméakinny ze vSech mnou syntetizovanych skenin.

Dodecylester kys. piperidin-3-karboxylové (3Bri®)l pripraven analogicky, k syntéze

byl pouzit dodecylalkohol.

» Esterifikace probihala s Witkem 87 %
» Reakce vedouci k odstrar chranici skupiny #la vytezek 72 %.

Akcelerani porner této latky taktéz fipravené ve form hydrobromidu, je 8,1. Je tedy
acinngjSi nez decylester téZe kyseliny.

Kyseliny piperidin-3-karboxylova i benzyloxykarbonyleiidin-3-karboxylova jsou
latky popsané v literata.

N-acetylderivat decylesteru kys. piperidin-3-karboxyld@®10) byl pripraven reakci

hydrobromidu daného esteru s acetyloromidem v {@dstTEA a DEE. Reakce préfila
s vykZkem 65 %. Struktura byla potvrzena NMR a IR analyZdgcelera&ni poner této latky

je 16,1, coz znamena vySsi pertdaaktivitu nez hydrobromidu téhoz esteru.
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N-acetylderivat dodecylesteru kys. piperidin-3-karboxgloy3A12) byl piipraven

analogicky, reakce préhla s vytzkem 82 %. Struktura byla &tena NMR a IR analyzou.
Akcelerani poner tohoto derivatu je 11,7, je tedy méenicinny nez N-acetylderivat
decylesteru této kyseliny, v porovnani s hydrobromiddadecylesteru dané kyseliny je
acinngjsi.

N-acetylderivaty obou estiekys. piperidin-3-karboxylové nebyly popsany.

NejvetSi akcelerani aktivity se éekavalo od karbam@danych estér.

3-(decyloxykarbonyl)piperidinium-3-(decyloxykarbonyl)pipenidl -karbamat (3K10)

K reakci byl pouZzit TEA k odstrani hydrobromidu, po ziskani volného dusiku byl na
olejovitou latku nafoukan COa doSlo k vytvéeni karbamatu. Strukturu potvrdila IR analyza.
Reakce prokhla s vytZkem 60 %, akceletai ponmer je 46,3. Tato latka vykazuje nejvysSi

aktivitu ze vSech mnou syntetizovanych skexin.

3- (dodecyloxykarbonyl)piperidinium-3-(dodecyloxykarbonypgridin-1-karbamat (3K12)

Latka byla pipravena analogicky jakor@dchozi derivat. Strukturu potvrdila IR analyza.
Vytézek je 55 %, akceletai pontr 32,7. V porovnani s vySe uvedenym karbamatem jgg¢mé
G¢inny, srovnani s ostatnimi dodecylestery je karbgetitoznané nej&inngjsi.

Ani jeden karbamat nebyl popsan v litetatu

Posledni pokus byl proveden na dermatomovaing. Klato Kize je prosta &Si casti
dermis. Jelikoz akceleranty transdermalni permeace mojilivpouze SC, ne#ha by mit
piitomnost ostatnich vrstevike vliv na gechod I€iva pres Kizi. Testovani na tomto typuike
ukazalo, Ze odstr&ni ¢asti dermis neovlivni akcelenai pormer akcelerant, zkrati pouzetas,

ktery je poteba k rovnordrnému ptichodu I€iva pres Kizi.
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PG

Kontrola |[3Brl10 3Bri12 3A10 3A12 3K10 3K12 T12
14.4.2008 1 2 6 39 29
1 1 5 40 15
2 7 24 6
0
23.4.2008 2 21 40 29 23 100 70 38
3 8 16 28 12 130 45 36
1 56 64
1 106 58
28.4.2008 2 5 8 35 45 78 83 42
3 26 66 43 45 60 62 44
4 120 80
154 112
5.5.2008 5 18 57 60 158 94
27 81 39 174 106
124 124
7 183 122
Kontrola | 3Br10 3Bri12 3A10 3A12 3K10 3K12 T12
Pramer fluxi 2,6 12,1 21,0 41,8 30,5 120,3 85,0 39,9
Pramérna odchylkal 1,5 9,5 18,1 12,4 15,1 33,6 22,1 3,2
Smeérod. odch.
Praiméru 0,5 3,6 8,8 59 6,0 12,0 7,6 1,9
Stat.vyzn. rozdil
proti kontrole * * * * *
Akcelera&ni poner 4,7 8,1 16,1 11,7 46,3 32,7 15,3

* = statisticky vyznamny rozdil proti kontrole (p<0,05)

t = statisticky vyznamny rozdil proti T12 (p<0,05)

One Way Analysis of Variance se Student-Newman-Keulsopgst testem.
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7. DISKUZE

Dle strukturni pedlohy T 12 byly syntetizovany jeho cyklické analpgderivaty kyseliny
piperidin-3-karboxylové. Jedna se o estery s délkpafilniho fettzce 10 a 12 C ve forn
hydrobromidi, N-acetylderivat a soli karbamovych kyselin.

@)

OYNV\/\/MO\/\/\/\/W

O

Ho . 0
/NM
e

H O

T\ N

Obrazek 3 Vzorec transkarbamu 12

Ze srovnani aktivity u mnou syntetizovanych deiiwé forne hydrobromid: (AP = 4 - 7)

a karbamadt (AP = 33 - 45) majici shodnou kationickou skupinplyya, ze akceletmi (inek
nese #ejm¢ anionickacast karbamatu. iledpokladem je uvolmi CO, ze struktury karbamatu
v mirné kyselém prosedi kize. Tento vysledek potvrzuje dodémku, Ze dinek karbamat je
zpasoben nejen naruSenim lamelarniho wégani lipidi ve SC, ale i rozvoknim lamel
kumulaci CQ, ktery je Zejme netoxicky a z kZe lehce unika.

N-acetylované derivaty dosahly riesavag vysokych hodnot AP (11 — 16) oproti N-
acetylovanému T 12, jehoZ aktivita byla zanedbatelMnou syntetizované N-acetylované
derivaty maji shodné AP jako modelova latka T 12.

Soutasré byly syntetizovany derivaty kyseliny piperidin-4-karytové *°. Z porovnani
aktivit derivati téchto dvou izomer vyplyva, Ze derivaty kys. piperidin-3-karboxylové majssi
(einnost. Divodem by mohla byt strukturni Zma viivem polohy karboxylové skupiny a z toho
vyplyvajici prostorové usgédani molekuly. Derivaty kyseliny piperidin-3-karboxydoebsahuji
chiralni uhlik, jenZz poskytuje optické izomery. Tdig mohlo vést k variabilnim interakcim
s tiznymi typy lipidi SC.

Latky obsahujici bazicky sekundarni dusik (hydrobrgnddkarmabéty) jsou akti¢jsi a

VVVVVV
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Z vySe uvedenych AP vyplyva, Ze praéinek je vhodejSi délka hydrofobnihdetézce
obsahujiciho 10 C, coZ? bylo dok&zéno jiivd pi syntéze transkarbamu 10 (AP = 33%

s délkouretzce o 10 C, ktery je strukturnim analogem T 12.

Jelikoz akceleranty transdermalni permeace oujivpouze SC, nedéta by mit gitomnost
ostatnich vrstevike vliv na gechod Iéiva pres KiZi. Pro porovnani bylo provedeno i testovani
na dermatomovanéiki, ktera je tenka a obsahujeedevsim epidermis. Tento pokus ukazal, zZe
barierovou funkci zajiiije hlavié SC (AP dermatomovanéike a kize plné tlougky byly
shodné).
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8. ZAVER

V ramci své diplomové prace jsem nasyntetizovalat€k|gejichz strukturnim zakladem

byla kyselina piperidin-3-karboxylova. Bylyipraveny tyto latky:

= Decylester kyseliny piperidin-3-karboxylové ve farimydrobromidu

» Dodecylester kyseliny piperidin-3-karboxylové ve férhydrobromidu

» N-acetylderivat decylesteru kyseliny piperidin-3-karboxgd

= N-acetylderivat dodecylesteru kyseliny piperidin-3-kagdoxé

» 3-(decyloxykarbonyl)piperidinium-3-(decyloxykarbonyl)pipenid.-karbamét

» 3- (dodecylexykarbonyl)piperidinium-3-(dodecyloxykarboniggryidin-1-karbamat

U vySe zmignych latek jsem testovala akcekaraaktivitu na teofylinu jako modelovém
lécivu. K pokusim jsem pouZila &Zi praséich usSi. Testy byly prové&dy in vitro ve Franzovych

difuznich celach v prosdi 60% proplylenglykolu.

Ze ziskanych vysledkjsem odvodila vztah mezi strukturou @&nkem:

= V ptipads hydrobromid: je dodecylester nepatridicinnéjSi nez decylester

= Porovnanim hydrobromid a N-acetylderivdi jsou druhé zniiované jednozriamé
acinngjsi, pricemz N-acetylovany derivat decylesteru je akijsh

» Karbamat decylesteru vykazuje vySsi aktivitu nez &arét dodecylesteru

= Karbamaty maji nejvySSi aktivitu ze vSethstrukturnich obrén

» N-acetylované derivaty a karbamaty maji vySSi aktivitez pedlohova latka

transkarbam 12, zatimco hydrobromidy estegji aktivitu nizsi

Sousasre byly syntetizovany derivaty kyseliny piperidin-4-karytové **° jejichZ aktivita

byla testovana s@asrt s derivaty kys. piperidin-3-karboxylové.
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