
KARLOVA UNIVERZITA V PRAZE 

FARMACEUTICKÁ FAKULTA V HRADCI KRÁLOVÉ 

KATEDRA ANORGANICKÉ A ORGANICKÉ CHEMIE 

SYNTÉZA AKCELERANT Ů TRANSDERMÁLNÍ PERMEACE NA BÁZI 

DERIVÁT Ů PIPERIDINKARBOXYLOVÝCH KYSELIN I. 

Diplomová práce 

Vedoucí diplomové práce: Doc. PharmDr. Alexandr Hrabálek, CSc. 

Hradec Králové, 2008 Veronika Fratričová 



2 

PROHLÁŠENÍ O SAMOSTATNÉM VYPRACOVÁNÍ 

DIPLOMOVÉ PRÁCE 

Prohlašuji, že tato diplomová práce je mým původním autorským dílem, které jsem 

vypracovala samostatně. Veškerá literatura, z níž jsem při zpracování čerpala, je uvedena 

v seznamu použité literatury a v práci řádně citována. 

Veronika Fratričová 
V Hradci Králové 15. května 2008 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Děkuji Doc. PharmDr. Alexandru Hrabálkovi, CSc. za vstřícný přístup, pomoc při řešení 

problémů a cenné rady. Za odborné konzultace dále děkuji PharmDr. Kateřině Vávrové, Ph.D. a 

Doc. PharmDr. Jiřímu Kunešovi, CSc. 



3 

ABSTRAKT 

Akceleranty transdermální permeace jsou chemické látky, které usnadňují přechod léčiva 

přes kůži. Ovlivňují stratum corneum jako vnější vrstvu epidermis. Základními požadavky 

akcelerantu jsou bezpečnost, kompatibilita s léčivem, biodegradabilita, musí být netoxické a 

nedráždivé.  

Předlohovou strukturou byla molekula účinného akcelerantu transkarbamu 12, podle níž 

byly syntetizovány jeho cyklické analogy: 

� Decylester kyseliny piperidin-3-karboxylové ve formě hydrobromidu 

� Dodecylester kyseliny piperidin-3-karboxylové ve formě hydrobromidu 

� N-acetylderivát decylesteru kyseliny piperidin-3-karboxylové 

� N-acetylderivát dodecylesteru kyseliny piperidin-3-karboxylové 

� 3-(decyloxykarbonyl)piperidinium-3-(decyloxykarbonyl)piperidin-1-karbamát 

� 3-(dodecylexykarbonyl)piperidinium-3-(dodecyloxykarbonyl)piperidin-1-karbamát 

Připravené látky byly charakterizovány a ověřeny dostupnými spektrálními metodami. 

Následně byla testována permeační aktivita přes prasečí kůži ve Franzových difuzních 

celách za použití teofylinu jako modelového léčiva. 

Stanovení aktivity bylo provedeno pomocí HPLC metody a následně vyhodnoceno v 

programu Microsoft Excel.  

Testy ukázaly, že syntetizované látky, hlavně N-acetylderiváty a karbamáty, vykazují vyšší 

permeační aktivitu než transkarbam 12 a ostatní mnou syntetizované látky. 
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ABSTRACT 

Transdermal permation enhancers are chemical compounds which facilitate the drug 

delivery through the skin. They influence the stratum corneum, as the outer layer of the 

epidermis. Basic requirements for the enhancer are safety, drug compatibility, biodegradability, 

and that they must be non-toxic and non-irritating.  

The model structure was effective trancarbame 12, according to which have been 

synthetized its cyclic analogues:  

� Hydrobromide of piperidine-3-carboxylic acid decylester 

� Hydrobromide of piperidine-3-carboxylic acid dodecylester 

� N-acetylderivative of piperidine-3-carboxylic acid decylester 

� N-acetylderivative of piperidine-3-carboxylic acid dodecylester 

� 3-(decyloxycarbonyl)piperidinium-3-(decyloxycarbonyl)piperidine-1-carbamate 

� 3- (dodecylexycarbonyl)piperidinium-3-(dodecyloxycarbonyl)piperidine-1-carbamate 

Those compounds have been characterized by common spectral methods. 

The transdermal permation activity has been consequently evaluated on the porcine skin in 

the Franz cells, using theophylline as the model penetrating drug.  

The activity has been evaluated using the HPLC method and determined by the Microsoft 

Excel. The results demonstrated higher activity, both of N-acetyl derivatives of piperidin-3-

carboxylic acids, and of carbamates of those esters, then transcarbam and coumpunds, which i 

have synthetized, have. 
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CÍL PRÁCE 

Cílem této diplomové práce je syntéza derivátů kyseliny piperidin-3-karboxylové, studium 

jejich akcelerační aktivity při permeaci teofylinu přes prasečí kůži v podmínkách in vitro a 

porovnání jejich aktivity s látkou transkarbam 12. 

Cílem je syntetizovat a hodnotit tyto látky: 

� Decylester kyseliny piperidin-3-karboxylové ve formě hydrobromidu 

� Dodecylester kyseliny piperidin-3-karboxylové ve formě hydrobromidu 

� N-acetylderivát decylesteru kyseliny piperidin-3-karboxylové 

� N-acetylderivát dodecylesteru kyseliny piperidin-3-karboxylové 

� 3-(decyloxykarbonyl)piperidinium-3-(decyloxykarbonyl)piperidin-1-karbamát 

� 3- (dodecylexykarbonyl)piperidinium-3-(dodecyloxykarbonyl)piperidin-1-karbamát 
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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

SC stratum corneum 

Chol. cholesterol 

TAG triglyceridy 

TEA triethylamin 

DEE diethylether 

AcBr acetylbromid 

Kys. kyselina 

IR infračervené spektrum 

NMR nukleární magnetická rezonance 

T 12 transkarbam 12 
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1. ÚVOD 

Transdermální přechod léčiv nabízí četné výhody oproti klasickým cestám podání. Jedná se 

především o vyhnutí se first-pass efektu v játrech, menší kolísání koncentrace léčiva v plasmě 
(důležité u léčiv s nízkým terapeutickým indexem), redukované množství nežádoucích účinků, 

prodlouženou dobu působení a pohodlné ukončení podávání léčiva. Všechny tyto výhody vedou 

k větší compliance pacienta 1. 

Hlavním omezením přechodu léčiva přes kůži je vnější vrstva nazývaná stratum corneum. 

Použití transdermálního akcelerantu je jednou z cest, jak tento přechod usnadnit. Enhancery 

mohou interagovat se složkami stratum corneum a reversibilně redukovat vlastnosti kožní 

bariéry. V důsledku kontinuálního uspořádání lipidové bariéry stratum corneum je interakce 

s lipidy rozhodující pro účinnost transdermálních akcelerantů. Díky své struktuře jsou schopny 

vmezeřit se mezi hydrofobní části ceramidové dvojvrstvy a tímto narušit jejich těsnost, zvýšit 

fluiditu a následně vést k jednodušší difuzi penetrujících léčiv 2, 3. 

Pouze malý počet léčiv má optimální fyzikálně-chemické vlastnosti, které jim umožní 

přechod přes kůži v dostatečném množství a dosáhnutí terapeutické koncentrace. Léčiva, která 

jsou v současné době aplikována transdermálně, jsou např. testosteron, fentanyl, skopolamin nebo 

nitroglycerin. Mezi vlastnosti těchto snadno transdermálně procházejících látek můžeme 

jmenovat nízkou denní dávku, molární hmotnost do 500 g.mol-1, nízkou teplotu tání a vyváženou 

lipofilitu 4. 

Cílem této práce byla syntéza a testování aktivity amfifilních akcelerantů transdermální 

permeace, konkrétně derivátů esterů kyseliny piperidin-3-karboxylové. 
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2. STAVBA K ŮŽE 

Kůže savců je složena ze dvou hlavních vrstev: dermis a epidermis. Dermis je tvořena 

fibroblasty a extracelulární matrix, je bohatá na kapiláry a nervová vlákna5. Epidermis je tvořena 

keratinocyty (95 %), melanocyty, Langerhansovými buňkami a Merkelovými buňkami. Je 

rozdělena do čtyř vrstev: stratum basale, spinosum, granulosum a corneum6. Tyto vrstvy 

představují rozdílné fáze diferenciace buněk, které jsou tvořeny kmenovými buňkami v basální 

vrstvě a které migrují vzhůru k povrchu kůže. V těchto místech je koncentrace kyslíku a živin 

snížena, buňky jsou ploché, organely jsou degradované, kumuluje se keratin a lipidy. Proces 

vedoucí k tvorbě kožní bariéry se nazývá keratinizace7. 

 

Obrázek 1. Stavba kůže8 
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2.1. STRATUM CORNEUM 

Funkce kožní bariéry je přisuzována stratum corneum (SC), což je nejsvrchnější vrstva 

epidermis. SC je tvořeno korneocyty a intracelulární lipidovou matrix. Tato struktura je nazývána 

cihly a malta9 a představuje klikatou cestu pro látky, které penetrují intercelulárně přes kůži. 

Lidské SC je tvořeno 18 - 21 vrstvami10. Korneocyty jsou ploché buňky hexagonálního tvaru, 

v průměru 20-40 µm. Hrany a vlnění korneocytů napomáhají zvýšení stability vrstvy. Dalším 

speciálním znakem korneocytů je korneocytální obálka, která je silná, neprostupná a hojně 
zesítěná. Koheze SC je zajištěna dezmozomy11. 

2.1.1. LIPIDY SC 

Lipidy lidské kůže se skládají z ceramidů, triacylglyceridů (TAG), volných mastných 

kyselin (MK), skvalenu, cholesterolu (chol.) a esterů cholesterolu. 

Epidermis obsahuje pouze množství celkových povrchových lipidů, jejichž výskyt je 

závislý na počtu mazových žláz 12 13 přítomných v jednotlivých prozkoumaných místech. Oproti 

pokožce hlavy, která obsahuje kolem 900 mazových žláz obklopujících chlup na cm2, žádné se 

nevyskytují na dlaních a chodidlech. Tyto povrchové lipidy na pokožce hlavy (kde je produkce 

lipidů nejméně 100 µg na cm2) 14 vyjadřují rozumné přiblížení lipidového složení mazových žláz 

kolem chlupu, tzn. 43 % TAG, 16 % volných MK, 25 % esterů vosku, 12 % skvalenu a 2,5 % 

esterů chol. V opačném případě, kde lipidy dlaně nebo chodidla jsou produkovány pouze 

v množství 10 µg/cm2, sebum chybí a povrchové lipidy zastupují lipidy epidermálního původu: 

variabilní množství TAG, 20-25 % ceramidů, 20 % volných MK, 15 % esterů chol. a 20 % chol. 

Vlastnosti kožní bariéry jsou založeny na specifickém obsahu a složení lipidů SC15 16, tak 

jako na strukturním uspořádání intracelulární matrix, stejně i lipidické obálce obklopující 

korneocyty17. Ve SC zaujímají lipidy 10-15% celkové hmotnosti tkáně 13. Lipidická fáze proniká 

SC a procházející substance interagují s touto fází, ať už penetrují intracelulárně nebo 

intercelulárně. 
V případě kožního onemocnění s pozměněnou lipidickou složkou stoupá permeabilita 

v obou směrech18 19, tzn. ztráta vody kůží a průnik exogenních látek je zvýšen. Topická aplikace 

kožních lipidů nebo jejich derivátů může obnovit funkci kožní bariéry20 21. 
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2.1.1.1. Ceramidy 

Ceramidové lamely obsahují kolem 50 % chol., 25 % volných MK, 10 % celkové tukové 

hmoty22. V malém množství se zde vyskytují estery chol., cholesterolsulfát a glukosylceramidy. 

Složení lipidické fáze se liší v závislosti na věku, typu a stavu kůže a na celkovém povrchu těla23. 

Hlavní skupinou lipidů tvořící bariéru SC jsou ceramidy 24, strukturálně heterogenní 

skupina 9 různých podtypů 25. Ceramidy jsou složeny z polární hlavy a dvou hydrofobních 

řetězců. Jádro ceramidu tvoří aminoalkohol sfingosin (S), fytosfingosin (P) nebo 6-

hydroxysfingosin (H) s průměrnou délkou řetězce obsahujícího 18 uhlíků. MK je napojena na 

primární aminoskupinu v poloze 2 molekuly aminoalkoholu amidovou vazbou. MK může být 

nehydroxylovaná (N), anebo α- (A) nebo ω- hydroxylovaná (O), případně esterifikovaná 

kyselinou linolenovou (E) 26. Kyselina většinou obsahuje 24 uhlíků, kromě ω- hydroxylovaných  

ceramidů obsahujících kyselinu linolovou. V ceramidech typu EOS, EOP a EOH ω- 

hydroxykyselina obsahuje 30-34 uhlíků. Tyto druhy ceramidů jsou esenciálními složkami kožní 

bariéry, kterou formují a stabilizují. Mohou sloužit jako molekulární skelet, který stabilizuje 

multilamelarní strukturu v intercelulárním prostoru SC 24 27. V případě deficitu esenciálních MK 

jsou produkovány glukosylceramidy a ceramidy typu EO, oleát nahrazuje linoleát, 

monosaturovaná ω- hydroxylovaná kyselina nahrazuje saturovanou28. Bylo zjištěno, že takto 

pozměněný ceramid se dvěma cis dvojnými vazbami v určité vzdálenosti pracuje na bázi 

endogenního transdermálního permeantu29. 
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2.1.1.2. Volné mastné kyseliny 

Volné MK jsou skoro vždy nasycené, nerozvětvené, většinou obsahující od C12 do C24, 

nejvíce vyskytující se kyseliny jsou dokosanová a tetrakosanová 30. Epidermis hojně syntetizuje 

MK za základních podmínek a jako odpověď na pozměněné požadavky bariéry. Navíc všechny 

epidermální vrstvy, zahrnující stratum granulosum, zadržují kapacitu pro syntézu MK 31. 

Množství volných MK se zvyšuje ve čtyřech nejsvrchnějších vrstvách, což by mohl být 

výsledek odbourávání ceramidů, hydrolýzy fosfolipidů (v menším množství i TAG) 32 či 
kontaminace lipidy 33 
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2.1.1.3. Cholesterol 

Hlavní složkou lipidů SC je cholesterol, který zaujímá kolem 20-25 % totální hmotnosti 

lipidů. Je to ubikvitární složka biologických membrán. Látka způsobuje mísení různých lipidů a 

napomáhá udržet stabilitu lamelárních struktur. Snižuje citlivost lamelárních struktur lipidické 

složky na změny v ceramidu a na přítomnost exogenních nečistot 34. 

Zdá se, že chol. také zprostředkovává odlupování kůže. Většina epidermálního chol. 

pochází z lokální syntézy za bazálních podmínek. V místech, kde je bariéra porušena, dochází ke 

stimulaci syntetického aparátu. 

Většina savčích buněk je vybavena povrchovými receptory pro řídící komplex pro transport 

chol., tzn. LDL receptory. Tento receptor zprostředkovává zpětnovazebnou kontrolu syntézy 

chol. 35 regulací aktivity HMG-CoA reduktázy 36 stejně tak i transkripce genu pro LDL receptor. 

První rozpoznaný ovlivňuje nedostatek LDL receptorů na keratinocytech, zatímco v normální 

lidské epidermis pouze bazální buňky vyjadřují LDL receptory37. Navíc cirkulující chol. 

neovlivní kožní de novo syntézu chol.38, pravděpodobně kvůli nedostatku LDL receptorů 

v plasmatické membráně ve více diferenciované buněčné populaci 39 40 37. Třebaže je stratum 

basale vybaveno LDL receptory, které umožňují uptake exogenního chol., bazální buňky jsou 

také aktivní součástí syntézy chol. 41 42 43. Ve skutečnosti syntéza sterolu v savčí kůži zaujímá 

kolem 30 % celkové syntézy sterolu v těle 44, ze kterých 70-80 % je lokalizováno v dermis a 

zbytek v epidermis 41. Vnější jaderné vrstvy epidermis hojně syntetizují volné steroly 41 42 43. 

Steroly jsou také důležitými prekurzory pro syntézu vitaminu D. Přesto náhrady vitaminu D 

v systému neovlivní epidermální sterologenezi 45. 

2.1.1.4. Cholesterolsulfát 

Cholesterolsulfát je méně významná složka SC a jeho přítomnost je spojována s procesem 

odlupování svrchní vrstvy kůže 27. 

Menší část volného chol. je sulfátována enzymem cholesterolsulfotransferázou, který 

přenáší sulfátovou skupinu z aktivního sulfátu (3´-fosfoadenosin-5´-fosfosulfát) na chol46. Je to 

jeden z mála polárních lipidů ve SC, zajímající kolem 3 - 5 % lipidů lidského SC 47 48. Díky 

svému amfifilnímu charakteru a fyzikálně-chemickým vlastnostem je důležitý pro výskyt 

interkorneocytární lipidické dvojvrstvy 48. Enzym steroidsulfatáza, který hydrolyzuje estery 3β-

hydroxysteroly, zahrnující cholesterolsulfát, je lokalizován v mikrozomech strata granulosa 49. 
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Díky enzymatické rovnováze mezi syntézou a degradací, je obsah cholesterolsulfátu nejvyšší ve 

stratum granulosum (5 %) a nejnižší ve vnějších vrstvách SC (1,5 %) 47, 50 51. Pokročilý úbytek 

cholesterolsulfátu z kohezivního k odloupanému SC podporuje hypotézu, že kontrolovaná 

hydrolýza cholesterolsulfátu steroidsulfatázou může být jedním z faktorů, který destabilizuje 

interkorneocytární lipidické lamely, a tudíž vede k normálnímu odlupování kůže 52. 

2.1.1.5. Estery sterolu 

Frakce esterů sterolu primárně obsahuje řetězce MK s větvením na konci řetězce, MK 

s ethylovým větvením na konci řetězce, stejně tak i řetězce s lichým počtem uhlíků a 

mononenasycené MK 53. Zdá se, že estery sterolu ve SC vznikají z mazových žláz. U člověka je 

obecně přijato, že estery sterolu jsou syntetizovány v epidermis 54 a tvoří 6-7 % všech lipidů ve 

SC 47. Funkce esterů sterolu je stále neznámá. Jestliže jsou estery zakomponovány do struktur 

mezibuněčných membrán, mohou mít podíl na hydrofobicitě SC. 

2.1.1.6. Estery cholesterolu 

Nejčastějším esterem cholesterolu je oleát, který ale nepatří mezi lipidy tvořící dvojvrstvu a 

v podstatě není umístěn ani v dvojvrstvě, která je tvořena ostatními lipidy. Přesto může být 

přítomen v nelamelárních prostorách SC. To může poskytnout  mechanismus pro oddělení 

zbytkových nenasycených MK a předcházení jejich zkapalnění na intercelulární membráně 27. 

2.1.2. FOSFOLIPIDY 

Fosfolipidy jsou esenciální pro existenci membránové dvojvrstvy ve všech známých 

organelách. Stejně jako v ostatních tkáních tvoří 45 % celkových lipidů v basální a spinální 

vrstvě a 25 % celkových lipidů ve stratum granulosum 13. Hlavní typy fosfolipidů, které byly 

nalezeny v jaderných vrstvách lidské epidermis, zahrnují fosforylovaný cholin, ethanolamin, 

serin, inositol, a sfingomyelin a lysolecithin. Fosfatidylserin zůstává v malém množství v nižších 

vrstvách SC, kdy dochází k diferenciaci buněk, ale z vnějších vrstev SC mizí se všemi ostatními 

fosfolipidy 47 55 51 56. 

Tyto změny ve stavbě fosfolipidů mohou odrážet funkční požadavky, které jsou předepsány 
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terminální diferenciací. Fosfolipidy jsou také zásobárnou arachidonové kys. a následné kaskády 

regulatorních eikosanoidů 57. Epidermální MK odvozené od fosfolipidů mohou sloužit jako 

substráty pro acyltransferázy, které selektivně kompletují tyto MK uvnitř sfingolipidů 

akumulujících se během terminální diferenciace 58. Velký podíl MK odvozených od fosfolipidů 

není redistribuován do ostatních lipidů, namísto toho mohou přispívat k vytvoření kapének MK, 

které zahrnují hlavní podíl směsi lipidů 51 

2.1.3. SFINGOLIPIDY 

Sfingolipidy jsou prominentními složkami buněčných membrán, lipoproteidů a dalších 

struktur bohatých na lipidy. Epidermální sfingolipidy zastupují 7,3 % všech lipidů  v bazálních 

vrstvách, 30 % ve stratum granulosum, 40 % ve SC 47. Tudíž je transformace stratum granulosum 

do SC doprovázena nejen deplecí fosfolipidů, ale také nárůstem sfingolipidů. Glykosfingolipidy 

jsou přesto přítomny v malých množstvích ve stratum basale a stratum granulosum, kde jsou 

lokalizovány v lamelárních tělískách, prakticky chybí ve SC 59 60. 

Glykosfingolipidy i ceramidy jsou amfifilní molekuly, schopny plnit roli fosfolipidů 

v udržení stabilní membránové fáze v mezibuněčném prostoru SC. Dlouhý řetězec nasycených 

MK esterifikovaných ve formě glykosfingolipidů a ceramidů mají vysoké teploty tání a jsou stálé 

vůči oxidaci, a proto mohou zvládnout velké výkyvy teplot, UV záření a oxidačních procesů. 

Ceramidy jsou strukturně heterogenní skupinou látek, která zastupuje hlavní polární lipidy, ze 

kterých jsou složeny extracelulární komplexy SC 61 62. 

2.1.4. Organizace lipidů SC 

Intercelulární lipidy ve SC tvoří multilamelární struktury uspořádané paralelně s povrchem 

kůže 63 64. V lamelární oblasti se počet a charakter lamel liší. V krajní části korneocytů je často 

viditelné trojpásové uspořádání (široké-úzké-široké vzorování) světlého pásu, oddělujícího se od 

tmavého úzkého pásu. Celková šířka této jednotky je přibližně 130 Å 65. Světlé pásy nižší 

elektronové hustoty odpovídají uhlovodíkovému řetězci lipidů SC, zatímco tmavé pásy o vyšší 

elektronové hustotě zastupují polární hlavu skupiny. Mezi širokým plochým povrchem 
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korneocytů jsou nejvíce zastoupeny 6- nebo 9- pásy. Tyto vzory jsou složeny z podobných 

třípásových jednotek 68. 

Důvody malé prostupnosti SC ve srovnání s ostatními biologickými membránami jsou: 

� Atypická délka volných MK a acylového řetězce ceramidu 

� Relativně malá polární hlava ceramidu (ve srovnání např. s fosfolipidy), která umožňuje 

silnější stěsnání 

� Vysoká přilnavost způsobená vodíkovými vazbami 

� Uspořádání komplexů vícevrstevných lamel 

Kůže musí zajistit optimálně fungující bariéru za jakýchkoli změn (teplota, pH, koncentrace 

solí, relativní vlhkost apod.) 66 67. 
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3. AKCELERANTY TRANSDERMÁLNÍ PENETRACE 

Tyto látky jsou také nazývány jako enhancery. Usnadňují absorpci léčiva přes kůži 

reversibilním snížením bariérového odporu 68. Ideální akceleranty by měly být netoxické, 

nedráždivé a farmakologicky inertní. Měly by rychle účinkovat, aktivita a doba trvání by měla 

být předvídatelná a vratná. Při odstranění akcelerantu z kůže by vlastnosti bariéry měly být velmi 

rychle a plně obnoveny. Tyto látky by měly pracovat jednosměrně, tzn. měly by umožnit průchod 

terapeutických látek do těla a zároveň zamezit ztrátě endogenních látek. Měly by také být 

kompatibilní s léčivem a být kosmeticky akceptovatelné 69 70. 

Dosud byly objeveny a identifikovány stovky strukturně odlišných látek, které působí jako 

transdermální akceleranty. 

V podstatě můžeme akceleranty rozdělit do dvou velkých skupin: 

� polární rozpouštědla, jako ethanol, propylenglykol, dimethylsulfoxid, ethylacetát 

� amfifilní látky obsahující polární hlavu a hydrofobní řetězec, jako MK a alkohol (Azon, 

SEPA 009, DDAIP). 

Malé polární akceleranty jsou většinou aktivní ve velmi vysokých koncentracích a mají 

tendenci pracovat na bázi různých mechanismů. Některé z nich způsobují nevratné změny v SC, 

proto jsou pro klinickou praxi nepoužitelné. Druhé zmiňované jsou často aktivní v menších 

koncentracích  a jejich mechanismus účinku je založen na ztekucení intracelulární lipidické 

matrix. Některé z těchto látek jsou biodegradabilní 71 72 73 74. 

3.1. MECHANISMUS ÚČINKU 

Mechanismus účinku transdermálních akcelerantů je rozdělen do dvou různých rovin. 

Penetrace akcelerantu do místa působení. Následné rozrušení specifické bariéry vede 

k jednoduššímu přestupu léčiva. Navíc mohou enhancery nepřímo ovlivnit chování léčiva 

v nosiči. 
Přesný mechanismus, kterým mnoho akcelerantů pozměňuje vlastnosti kožní bariéry, nebyl 

ještě do detailů popsán, je ale téměř jisté, že účinek těchto látek se projeví hned po absorpci do 

SC. 
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Jednoduchá klasifikace akcelerantů je založena na lipidicko-proteinové teorii: působí na 

intracelulární keratin SC, ovlivňují desmosomy, pozměňují intercelulární lipidické domény nebo 

nahrazují rozpouštěcí vlastnost SC, to vše ústí ve snížení rezistence kožní bariéry 71,72,73,74. 

 

Obrázek 2. Přechod látek přes kůži 75 

3.1.1. Interakce s kožními lipidy 

Tímto mechanismem působí většina akcelerantů, jedná se o interakci s intercelulárními 

lipidickými doménami SC 70. 

Malé polární molekuly mohou rozštěpit vodíkovou vazbu, která drží molekuly ceramidů 

pohromadě. Amfifilní akceleranty jsou pravděpodobně vsunuty do lamel, jejich polární hlavou na 

polární stranu a hydrofobní řetězec mezi hydrofobní řetězce SC lipidů. Toto může navodit 

narušení shlukování lipidů, zkapalnění lamel a následné snížení rezistence kožní bariéry 76. 

Některé akceleranty, jako kys. olejová nebo terpeny, mohou ve vysokých koncentracích vytvářet 

separované fáze na lamelách 77. Tyto sloučeniny vytvářejí vysoce permeabilní póry pro polární 

látky 78 79. 
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3.1.2. Interakce s proteiny 

Tyto akceleranty mohou ovlivnit utváření keratinu v korneocytech nebo proteinů 

v desmosomech. Tento mechanismus má ve srovnání s výše uvedenými akceleranty nižší účinek. 

Toto může být způsobeno přítomnosti lipidické fáze, která prochází celým SC a kterou tyto 

akceleranty neovlivňují 80. 

3.1.3. Tvorba dep 

Vytvoření zásoby léčiva na kůži nebo ve SC vede ke zvýšené absorpci léčiva na základě 
difuze. 

3.2. VZTAH STRUKTURA – AKTIVITA TRANSDERMÁLNÍCH 

AKCELERANT Ů 

Do této doby bylo identifikováno mnoho akcelerantů, struktura polární hlavy je však 

limitována 81 82 83 84 85. 

3.2.1. Hydrofobní řetězec 

Vztahy struktury a aktivity hydrofobního řetězce různých akcelerantů jsou velmi dobře a 

podrobně popsány 86. 

3.2.1.1. Nasycené řetězce 

V nerozvětvených nasycených řetězcích byl zjištěn vztah mezi aktivitou a počtem uhlíků, 

jedná se zejména o MK a mastné alkoholy, deriváty aminokyselin, akceleranty odvozené od 

laktamů apod. Optimální délka řetězce je mezi 8 a 14 uhlíky (nejčastěji 10 nebo 12) 86, což je 

přibližně polovina délky ceramidu a MK ve SC. Zabudování těchto látek s kratším řetězcem by 

mohlo způsobit volné místo uvnitř lamely, tento prostor by mohl být vyplněn sousedními řetězci 

s následným zkapalněním těsně spojených lamelárních lipidů. Tyto látky mohou také oddělit fáze 

uvnitř lamely, poskytují permeabilnějsí cestu pro penetrující látky. 
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Bylo také zjištěno, že délka řetězce takového akcelerantu odpovídá délce molekuly 

cholesterolu a jeho působením může následně dojít k narušení interakce mezi ceramidem a 

cholesterolem nebo dvěma molekulami cholesterolu 87. 

3.2.1.2. Nenasycené řetězce 

Ve srovnání s nasycenými řetězci jsou nejvíce aktivní delší nenasycené deriváty, 

s optimální délkou řetězce 18 až 20 uhlíků. Aktivita stoupá a klesá s následující délkou řetězce: 

C20 > C22 = C18 = C16 > C14 
88. Kyselina olejová  byla z této skupiny studována nejvíce. Ve 

srovnání s nasycenými řetězci je aktivita nejaktivnějších zástupců podobná. Záleží ovšem také na 

použitém nosiči a léčivu, které penetruje 89 90. 

Během formování kožní bariéry jsou nenasycené MK také vytvářeny štěpením fosfolipidů. 

Zkapalnění lipidických lamel je bráněno tvořením esterů cholesterolu těchto nenasycených MK27. 

Druhá dvojná vazba zpravidla zvyšuje akcelerační účinek (kys. linolová), zatímco další 

nenasycení řetězce nemá další výrazný efekt 91 92 93. 

3.2.1.3. Rozvětvené řetězce 

Bylo zjištěno, že MK o délce řetězce C5 – C14, nezávisle na větvení isomerů, mají podobné 

účinky 94. 

Na druhé straně, co se týče rozvětvených alkoholů, permeační účinek klesá s vyšším 

stupněm větvení. Navíc se účinek zmenšuje, pokud dojde k přesunu OH skupiny z konce do 

centra řetězce 95. 

Bylo prokázáno, že větvení v řetězci nebo cyklizace mají negativní dopad na permeační 

aktivitu 6-aminohexanoátů 97 

Přesto nebyl pozorován žádný výrazný znak v délce řetězce, ve srovnání s lineárními 

řetězci. Je pravděpodobné, že relativně malý stupeň větvení těchto molekul je nechrání před 

interakcemi s lipidickými komponenty SC. 

3.2.1.4. Polární skupina v řetězci 

Bylo prokázáno, že hydroxylace kys. olejové a ricinolejové vede ke ztrátě permeační 

aktivity molekuly. Ta je tím výraznější, čím více se hydroxyl přibližuje dvojné vazbě v MK 96 . 
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3.2.1.5. Dva hydrofobní řetězce 

Zatímco většina akcelerantů obsahuje jeden hydrofobní řetězec 97 98 99, byly popsány i látky 

obsahující dva řetězce. Podobně jako u látek s jedním řetězcem, nejvíce aktivní dvouřetězcové 

molekuly jsou s délkou o C12. Bylo potvrzeno, že délka řetězce je pro aktivitu důležitější než 

celková lipofilita molekuly. Dosud nebyly jedno- a dvouřetězcové akceleranty z pohledu aktivity 

porovnány 98. 

3.2.2. Polární hlava 
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3.2.2.1. Role polární hlavy 

Výše uvedené látky nemohou být porovnány, protože každá z nich byla testována za 

odlišných podmínek. Přesto můžeme najít několik společných znaků. Zdá se, že přítomnost 

vodíkové vazby spojující určité skupiny, lipofilita a velikost polární hlavy jsou ukazateli aktivity 

a musí být pečlivě vyváženy. Nejaktivnějsí akceleranty obsahují pouze jednu (většinou 

disubstituovaný amin) nebo dvě polární skupiny. Polární hlava může být buď cyklická nebo 

acyklická, počet uhlíkových atomů v polární hlavě (zpravidla methylenové skupiny) je v průměru 

od 1,5 do 5 na jednu polární skupinu. Polární skupiny nejvíce aktivních akcelerantů jsou pouze 

akceptory vodíkové vazby, např. disubstiuované amidy, estery, acetaly a terciární aminy. U 

mnohých látek s permeační aktivitou bylo prokázáno, že síla vodíkové vazby snižuje aktivitu. 

Amfifilní akceleranty mohou buď oddělit fáze intercelulárního prostoru SC, nebo se 

inkorporovat mezi lipidické lamely. V druhém případě je hydrofobní část umístěna uprostřed 

hydrofobního řetězce ceramidu, polární hlava je v polárním prostředí lipidické lamely. Polární 

hlava by mohla pozměnit vodíkové vazby mezi lipidy, hlavně u ceramidů. Tyto H-vazby jsou 

nenahraditelné pro celistvé a rigidní uspořádání lipidů v intercelulárním prostoru SC 118. Narušení 

H-vazeb by mohlo být jedním z možných účinků těchto typů akcelerantů 119. 
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3.3. BIODEGRADABILNÍ AKCELERANTY 

Výzkum biodegradabilních akcelerantů byl proveden z důvodu redukce jejich toxicity. 

Jejich odbouráváním se dosáhne dočasného působení120. Tyto akceleranty jsou navrhovány tak, 

aby metabolickými produkty byly netoxické látky. Nejrozšířenější jsou látky typu esterů, protože 

je známo, že esterázy se vyskytují jak v lidské, tak ve zvířecí kůži 121 122. Logickým postupem je 

umístění biodegradabilní vazby mezi polární hlavu a hydrofobní řetězec. Amfifilní estery navodí 

permeační efekt a poté jsou štěpeny na malé molekuly, často polární alkoholy nebo kyseliny, či 
na mastný alkohol nebo MK, hned jak dosáhnou metabolicky aktivní vrstvy kůže.  

3.4. VLIV STEREOSELEKTIVITY NA PERMEA ČNÍ AKTIVITU 

AKCELERANTU 

Ceramidy jsou látky vyskytující se ve SC a které obsahují dva, tři, nebo čtyři chirální 

uhlíky. Vzhledem k tomu, že látka prochází mezibuněčnou difuzní cestou, je výskyt interakcí 

možný. Tyto interakce s ceramidy byly provedeny s enantiomery efedrinu 123 bez rozdílů 

v permeační aktivitě. 
Konformace akcelerantu by mohla ovlivnit permeační vlastnosti léčiva vzhledem k tomu, 

že složky SC nezbytně představují chirální prostředí. Racemát i oba enantiomery 2-oktylesteru 

kyseliny 6-aminohexanové 97 (s jedním chirálním centrem) byly použity jako modelové 

akceleranty pro ovlivnění penetrace teofylinu. Bylo zjištěno, že míra permeace jednotlivých 

enantiomerů a jejich racemátů nemá pravděpodobně spojitost se stereoselektivními interakcemi. 

Rozdílná rychlost přechodu teofylinu je spíše vysvětlitelná rozdílnostmi ve fyzikálně chemických 

vlastnostech akcelerantů, či komplexu teofylin – akcelerant.  

Byly popsány mnohé stereoselektivní procesy v kůži 124 125, nebyl však prokázán 

enantiomerický rozdíl v permeaci propanololu 126 127, ketorolaku 128, efedrinu 123, metoprololu 129, 

ketoprofenu 130 a oxybutyninu 131. 
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1. CHEMIKÁLIE  

Chemikálie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Německo). Silikagel 

60 (230 – 400) pro sloupcovou chromatografii, TLC desky (silikagel 60 F254) a HPLC kolony 

byly získány od firmy Merck (Darmstadt, Německo). 

4.2. VYBAVENÍ 

Chemikálie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (Steinheim, Německo). Silikagel 60 

(velikost zrn 0,015 až 0,040 mm) pro sloupcovou chromatografii, TLC desky (silikagel 60 

F254) a HPLC kolony byly získány od firmy Merck (Darmstadt, Německo). 

Struktura a čistota syntetizovaných látek byla potvrzena FTIR (Nicolet Impact 400 

Spektrofotometr, Madison, USA) a 1H a 13C NMR spektry (přístroj Varian Mercury-Vx BB 

300 pracující na 300 MHz pro 1H a 75 MHz pro 13C spektra). Bod tání byl určen na přístroji 

s automatickou detekcí teploty tání BÜCHI B – 545 (Švýcarsko). 

4.3. DERIVÁTY KYSELINY PIPERIDIN-3-KARBOXYLOVÉ 

4.3.1. Decylester kyseliny piperidin-3-karboxylové 

4.3.1.1. Příprava 1-benzyloxykarbonylderivátu kyseliny piperidin-3-karboxylové: 

Metoda podle Bergmanna a Zervase132 slouží obvykle k reakcím aminokyselin při syntéze 

peptidů. Používá se ke chránění bazického dusíku proti nežádoucím doprovodným reakcím při 
esterifikaci.  

Reakce se provádí za chlazení na 0 °C. 
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N

H

O

OH

N

H

O

O Na
+

NaOH

I. II.

N

O

O O

OH
III.

benzylchlorformiát

 

Reaktanty: 

O O

Cl benzylchlorformiát 

Označení: 3Br10 

Ke 4,0 g (31 mmol) kys. piperidin-3-karboxylové bylo přidáno 2,6 g (62 mmol) NaOH. 

K roztoku bylo za chlazení na teplotu -2 °C pomalu přikapáváno 5,22 ml (31 mmol) 

benzylchlorformiátu. Reakční směs byla míchána za laboratorní teploty 10 minut a poté byla 

přidána voda do rozpuštění sraženin. Produkt byl třikrát vytřepán do diethyletheru (DEE), 

okyselen HCl, třikrát vytřepán do ethylacetátu a poté přebytek HCl třikrát vytřepán do vody. 

Produkt byl vykrystalizován ze směsi DEE/hexan, krystaly odfiltrovány a sušeny v exsikátoru. 

Výtěžek 72 % (5,98 g) 

Tt = 95,5 °C 133 

IR (0,9 mg/200 mg KBr): 2951, 2586, 1732, 1658, 1587, 1440 cm-1.  

M = 263,12 g.mol-1. 

4.3.1.2. Esterifikace chráněné kyseliny piperidin-3-karboxylové: 

Metoda podle Hassnera a Alexaniana134 se používá při přípravě složitějších a chirálních 

esterů, resp. amidů. 

Dicyklohexylkarbodiimid (DCC) usnadňuje esterifikaci karboxylu alkoholem, 4-

pyrrolidinopyridin slouží jako katalyzátor reakce. Reakce je obvykle chlazena. Vedlejším 

produktem je N,N´-dicyklohexylmočovina, která se z reakční směsi snadno odfiltruje z DEE. 
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N

O

O

O

O

III.

IV.

C10H21

DCC,kat.

 

Reaktanty: 

NN

dicyklohexylkarbodiimid (DCC) 

NN

4-pyrrolidinopyridin 

 

2,16 g (9,5 mmol) dicyklohexylkarbodiimidu, 2,5 g (9,5 mmol) chráněné kys. (III.) a 0,15 g 

(1 mmol) katalyzátoru bylo rozpuštěno ve 25 ml předestilovaného chloroformu a tato reakční 

směs byla chlazena na T = 0 °C. Do této směsi byl pomalu za stálého míchání po čtyřech dílech 

přidáván chloroformový roztok decylalkoholu (1,51 g = 9,5 mmol). Reakce běžela 20 hodin, poté 

bylo přidáno několik kapek kys. octové, po 5 minutách byla reakce ukončena a N, N´- 

dicyklohexylmočovin odfiltrována pomocí DEE. Produktem nažloutlá olejovitá kapalina, 

přečištěna chromatograficky – mobilní fází hexan/DEE 8:1.  

Výtěžek: 91 % (3,5 g) 

NMR: 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 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), 3,00-3,15 (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), 7,30-7,50 (m, 5H).13C 

NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 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.mol-1 

C24H37NO4 
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4.3.1.3. Odstranění chránicí skupiny:  

K 3,3 g (8,1 mmol) chráněného esteru (IV.) bylo přidáno 15 ml HBr/CH3COOH, reakce 

probíhala za laboratorní teploty a bez míchání 20 hodin. Poté bylo přidáno 50 ml DEE. Filtrace a 

krystalizace DEE/hexan.  

N
+

O

O

H H
Br

IV

V

HBr/CH3COOH

 

Výtěžek 79 % (2,25 g) 

 Tt = 80,6 °C.  

NMR:1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 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+1H), 3,40-3,80 (m, 2H), 4,10 (t, J = 6,5Hz, 

2H), 9,00-9,50 (m, 2H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 171.337, 65.608, 44.724, 44.023, 38.123, 

31.865, 29.593, 29.538, 29.452, 29.304, 29.175, 28.432, 25.779, 25.579, 22.645, 21.214, 14.087.  

IR (ATR): 2915, 2848, 1740, 1593, 1583, 1194 cm-1. 

M= 349,3 g.mol-1.  

C16H32NO2.Br  

4.3.2. N-acetylderivát decylesteru kyseliny 3-piperidinkarboxylové 

N

O

O

COCH3

AcBr
V.

VI.  

Označení: 3A10 

0,2 g (0,57 mmol) hydrobromidu esteru (V) zreagovalo s 2 ml chloroformu, 10 ml DEE, 

0,07 ml (1 mmol) acetylbromidu (AcBr) a 0,25 ml (1,8 mmol) suchého triethylaminu (TEA). 

Reakce běžela 30 minut za laboratorní teploty a stálého míchání.  
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Po 30 minutách byl odpařen chloroform a DEE na vakuové odparce do sucha, poté byl 

produkt třikrát protřepán s 10 ml 3% roztoku NaHCO3, poté pětkrát s 10 ml H2O. Etherová vrstva 

byla 20 minut sušena Na2SO4. Filtrace přes vatu. Produkt přečištěn chromatograficky-mobilní 

fáze DEE.  

Výtěžek 65 % (0,1 g) 

NMR: 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 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), 2,75-2,85 (m, 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, 1H).13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 173.274, 

169.101, 65.008, 64.784, 47.992, 46.672, 43.330, 41.699, 41.669, 41.187, 31.837, 29.457, 

29.246, 29.183, 29.161, 28.513, 27.340, 27.158, 25.832, 24.998, 23.750, 22.631, 21.479, 21.430, 

14.074 (izomer).  

IR (ATR): 2923, 2854, 1729, 1649, 1173 cm-1.  

M= 311,25 g.mol-1.  

C18H33NO3 

4.3.3. Dodecylester kyseliny piperidin-3-karboxylové 

N

O

O

OO

III.
C12H25OH

DCC, kat.

VII.  

N
+

O

O

H H
Br

VII. 

VIII.

HBr/CH3COOH

 

Označení: 3Br12 
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Příprava probíhala analogicky jako příprava decylesteru kys. piperidin-3-karboxylové. 

Použit byl dodecylalkohol ekvimolárně (1,77 g = 9,5 mmol). 

Výtěžek: 87 % (3,6 g) 

NMR:1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 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), 3,90-4,10 (m, 4H), 5,13 (s, 2H), 7,20-7,40 (m, 

5H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 173.285, 155.160, 136.725, 128.457, 128.006, 127.958, 

127.831, 67.121, 64.777, 45.752, 44.221, 44.186, 41.443, 41.402, 31.898, 29.841, 29.755, 

29.730, 29.717, 29.623, 29.562, 29.491, 29.334, 29.214, 28.540, 27.322, 25.854, 22.676, 14.115.  

M = 431,30 g.mol-1.  

C26H41NO4 

 

3,2 g (7,4 mmol) chráněného esteru (VII.) bylo smícháno s 15 ml HBr/CH3COOH a 

necháno 2 hodiny ustát. 55 ml vychlazeného DEE bylo nadále chlazeno na T = 0 °C, na míchačce 

do něj byla injekční stříkačkou kontinuálně přikapávána směs ester/HBr/CH3COOH. Krystaly 

byly ihned odfiltrovány přes Büchnerovu nálevku, vysušeny nad NaOH.  

Výtěžek 72 % (2,0 g) 

Tt = 87,2°C.  

NMR: 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 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), 3,40-3,70 (m,2H), 4,09 (t, J = 6,5Hz, 2H), 9,00-

9,50 (m, 2H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 171.337, 65.608, 44.724, 44.023, 38.123, 31.865, 

29.593, 29.578, 29.538, 29.452, 29.304, 29.175, 28.432, 25.779, 25.579, 22.645, 21.214, 14.087.  

IR (ATR): 2914, 2874, 1740, 1593, 1583, 1195 cm-1.  

M = 378,30 g.mol-1.  

C18H36NO2H2.Br  
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4.3.4. N-acetylderivát dodecylesteru kyseliny piperidin-3-karboxylové 

N

COCH3

O

O

IX.

VIII.
AcBr

Označení: 3A12 

K 0,2 g (0,5 mmol) hydrobromidu dodecylesteru kys. piperidin-3-karboxylové (VIII) 

bylo přidáno 2 ml suchého chloroformu, 0,25 ml (1,8 mmol) suchého TEA a 10 ml suchého 

DEE. Vznikly sraženiny, do kterých bylo přidáno 0,07 ml (1 mmol) acetylbromidu (AcBr). 

Reakce probíhala 1 hodinu za stálého míchání. Odpaření acetylbromidu a vytřepání jednou 

3% NaHCO3. Poté vytřepání pětkrát malým množstvím H2O a vysušení Na2SO4. Produkt 

jsme zfiltrovali přes vatu, rozpouštědla odpařili a látku přečistili na koloně. Mobilní fáze 

DEE.  

Výtěžek 82 % (0,13 g ) 

NMR: 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 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), 2,75-2,85 (m, 1H), 2,95-3,15 (m, 1H), 

3,60-3,80 (m, 1H), 4,06 (t, J =6,5, 2H), 4,60-4,70 (m, 1H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ: 

172.982, 169.103, 64.924, 48.019, 46.665, 43.368, 41.632, 31.866, 29.583, 29.522, 29.459, 

29.301, 29.176, 28.517, 27.212, 25.834, 22.644, 21.403, 14.083.  

IR (ATR): 2922, 2853, 1729, 1649, 1174 cm-1.  

M = 339,28 g.mol-1 

C20H37NO3 
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4.3.5. 3-(decyloxykarbonyl)piperidinium-3-(decyloxykarbonyl)piperidin-1-

karbamát 

N
+

O

O

H H

N

O

O

OO

X.
 

Označení: 3K10 

50 mg (0,8 mmol) hydrobromidu decylesteru piperidin-3-karboxylové kyseliny (V.) bylo 

rozpuštěno v 10 ml H2O, k tomu byly přidány 0,5 ml (2 mmol) TEA. Poté 3 vytřepání s DEE, 

vysušení Na2SO4 a zfiltrováno, odpařeno na vakuové odparce. Vznikla olejovitá látka, která byla 

dosušena v exsikátoru nad P2O5 a H2SO4 konc., aby byl odstraněn zbylý TEA. Po 24 hodinách byl 

na vzniklý olej nafoukán CO2 a baňka byla umístěna do mrazničky. Po 48 hodinách byla baňka 

vyjmuta a ponechána při laboratorní teplotě 2 hodiny. Vypadly nažloutlé krystaly.  

Výtěžek: 81 % (47 mg) 

IČ: 2916, 2849, 1725, 1554, 1211 cm-1. Na IČ byla prokázána přítomnost karbonylu 

karbamátové skupiny 1638 cm-1. 

M = 583,88 g.mol-1.  

C17H30NO4 . C16H31NO2H2 



39 

4.3.6. 3- (dodecyloxykarbonyl)piperidinium-3-(dodecyloxykarbonyl)piperidin-1-

karbamát 

N
+

O

O

H H

N

O

O

OO

XI.

 

Označení: 3K12 

100 mg (0,13 mmol) hydrobromidu dodecylesteru kys. piperidin-3-karboxylové (VIII.) bylo 

rozsuspendováno v 15 ml H2O. Bylo přidáno 0,9 ml (2 mmol) TEA, třikrát vytřepáno DEE, 

vysušeno Na2SO4 a ihned vakuově odpařeno. Baňka byla umístěna do exsikátoru nad P2O5 a 

H2SO4 konc., kterým jsme se zbavili zbytkového TEA. Po 24 hodinách byl na olej nafoukán CO2 

a baňka byla umístěna do mrazničky. Po 48 hodinách byla baňka z mrazničky vyjmuta a 

ponechána 2 hodiny při laboratorní teplotě. Vypadly oranžové krystaly.  

Výtěžek: 55 % (35 mg) 

Tt = 49,3 °C.  

IČ: 2915, 2848, 1725, 1555, 1211. Na IČ spektru byla prokázána přítomnost karbonylu 

karbamátové skupiny 1638 cm-1.  

M = 638,96 g.mol-1.  

C19H34NO4 . C18H35NO2H2 
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5. HODNOCENÍ AKCELERA ČNÍ AKTIVITY 

5.1. PŘÍPRAVA K ŮŽE PRO PERMEACE 

Akcelerační aktivita syntetizovaných látek byla studována na prasečí kůži, která byla 

získána na místních jatkách. Kůže byla ze spodní strany uší opatrně oddělena skalpelem od 

podkožních tkání, chlupy byly odstraněny strojkem. Kvůli konzervaci byla kůže při uchovávání 

namočena 5 minut v 0,05% roztoku azidu sodného. Takto ošetřená kůže byla vakuově uzavřena a 

uskladněna v mrazničce. Maximální doba skladovatelnosti je 2 měsíce při teplotě –18 °C. 

Jeden z pokusů byl proveden na dermatomované kůži, která byla získána rovněž 

z prasečích uší pomocí dermatomu (Acculan II, Aesculap AG, Braun, Německo). 

5.2. PŘÍPRAVA DONOROVÝCH VZORK Ů 

Vzorek byl připraven jako 5% suspenze teofylinu s 1 % testovaného akcelerantu v 60% 

roztoku propylenglykolu.  Suspenze byla míchána 5 minut na míchačce při teplotě 50 °C. Poté 

byla na 24 hodin umístěna do termostatu ( 37 °C) kvůli navození rovnovážného stavu. 

Kontrolní vzorek obsahoval 5% roztok teofylinu. Byl připraven stejným postupem jako 

ostatní vzorky. 

5.3. TESTOVÁNÍ PERMEA ČNÍ AKTIVITY 

Akcelerační vlastnost nasyntetizovaných látek byla zkoušena in vitro za použití Franzových 

difuzních cel a teofylinu jako modelového léčiva. 

Prasečí kůže byla před použitím pomalu rozmražena a pomocí skalpelu nařezána na malé 

kousky o rozměru přibližně 2 x 2 cm. Kůže byla upevněna do Franzovy cely tak, aby vznikla 

plocha 1 cm2. Každá cela byla naplněna akceptorovou fází ( fosfátový pufr o pH 7,4, azid sodný 

0,03% jako konzervans a NaCl jako izotonizační přísada). Byl zjištěn přesný objem každé cely 

(16 – 19 ml). Cely byly na 30 minut umístěny do vodní lázně o teplotě 32 °C kvůli navození 

rovnováhy. Následně bylo na každou kůži umístěnou v cele aplikováno 200 µl donorového 
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vzorku, který byl poté přikryt sklíčkem. Akceptorová fáze byla po celou dobu testování míchána 

a temperována na teplotu 32 °C.  

V průběhu testování byly v intervalech po 16, 20, 24, 28, 40, 44 a 48 hodinách odebrány 

vzorky z každé cely (V = 0,6 ml) a nahrazeny akceptorovou fází ve stejném objemu. 

5.4. STANOVENÍ TEOFYLINU POMOCÍ HPLC 

Koncentrace teofylinu ve vzorcích akceptorové fáze byla stanovena pomocí HPLC 

Shimadzu (Japonsko) za použití LC – 20AD vysokotlakého čerpadla (Shimadzu), SIL – 20 A 

HT autosampleru (Shimadzu), LiChroCART 250-4 kolony (LiChrospher 100, RP - 18, 5µm, 

Merck, Darmstadt, Německo), RF – 10 A fluorescenčního detektoru (Shimadzu), SPD – M20 

A diode array detektoru (Shimadzu) a softwaru Sigmastat. Methanol a 0.1M NaH2PO4 

v poměru 6:4 byl použit jako mobilní fáze. Průtoková rychlost byla nastavena na 1,2 ml/min. 

Eluát byl monitorován při λ = 272 nm. Retenční čas teofylinu byl 3.3±0.1 min. 

5.5. HODNOCENÍ DAT 

Q24 (µg/cm2) je kumulativní množství léčiva, které proniklo plochou 1 cm2 za 24 hodin. 

Změřené hodnoty kumulativního množství teofylinu prošlého přes 1 cm2 byly vyneseny do grafu 

v závislosti na čase. Hodnota fluxu byla získána jako směrnice lineární části této křivky. 

Všechny testované sloučeniny byly charakterizovány pomocí urychlovacího 

(akceleračního) poměru (AP). AP vypovídá o efektivitě použitého akcelerantu je definován jako 

poměr fluxu látky v přítomnosti akcelerantu (JX) a fluxu standardu tj. látky bez akcelerantu (J0): 

0

X

J

J
AP =  

Statistické zpracování bylo provedeno za použití One Way Analysis of Variance se 

Student-Newman-Keulsovým post testem (SigmaStat). 
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6. VÝSLEDKY 

Decylester kyseliny piperidin-3-karboxylové (3Br10) byl připraven několikastupňovou 

syntézou, která zahrnovala tyto kroky:  

� Chránění dusíku benzylchlorformiátem, který byl přidán v ekvimolárním množství. 

Vznikl 1-benzyloxykarbonylderivát kys. piperidin-3-karboxylové s výtěžkem 72 %. 

Tato látka byla ověřena změřením teploty tání.  

� Esterifikace karboxylové skupiny. Byl použit decylalkohol ekvimolárně. Reakce 

probíhala s výtěžkem 87 %. Byla provedena NMR analýza pro potvrzení struktury. 

� Odstranění chránící skupiny na dusíku pomocí směsi HBr/CH3COOH. Výtěžek této 

reakce byl 79 %. Strukturu potvrdila NMR a IR analýza.  

Tato látka byla připravena ve formě hydrobromidu. Akcelerační poměr je 4,7; tento 

derivát je nejméně účinný ze všech mnou syntetizovaných sloučenin. 

 

Dodecylester kys. piperidin-3-karboxylové (3Br12) byl připraven analogicky, k syntéze 

byl použit dodecylalkohol.  

� Esterifikace probíhala s výtěžkem 87 % 

� Reakce vedoucí k odstranění chránící skupiny měla výtěžek 72 %. 

Akcelerační poměr této látky taktéž připravené ve formě hydrobromidu, je 8,1. Je tedy 

účinnější než decylester téže kyseliny. 

Kyseliny piperidin-3-karboxylová i benzyloxykarbonylpiperidin-3-karboxylová jsou 

látky popsané v literatuře.  

 

N-acetylderivát decylesteru kys. piperidin-3-karboxylové (3A10) byl připraven reakcí 

hydrobromidu daného esteru s acetylbromidem v prostředí TEA a DEE. Reakce proběhla 

s výtěžkem 65 %. Struktura byla potvrzena NMR a IR analýzou. Akcelerační poměr této látky 

je 16,1, což znamená vyšší permeační aktivitu než hydrobromidu téhož esteru.  
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N-acetylderivát dodecylesteru kys. piperidin-3-karboxylové (3A12) byl připraven 

analogicky, reakce proběhla s výtěžkem 82 %. Struktura byla ověřena NMR a IR analýzou. 

Akcelerační poměr tohoto derivátu je 11,7, je tedy méně účinný než N-acetylderivát 

decylesteru této kyseliny, v porovnání s hydrobromidem dodecylesteru dané kyseliny je 

účinnější. 

N-acetylderiváty obou esterů kys. piperidin-3-karboxylové nebyly popsány. 

 

Největší akcelerační aktivity se očekávalo od karbamátů daných esterů: 

3-(decyloxykarbonyl)piperidinium-3-(decyloxykarbonyl)piperidin-1-karbamát (3K10)  

K reakci byl použit TEA k odstranění hydrobromidu, po získání volného dusíku byl na 

olejovitou látku nafoukán CO2 a došlo k vytvoření karbamátu. Strukturu potvrdila IR analýza. 

Reakce proběhla s výtěžkem 60 %, akcelerační poměr je 46,3. Tato látka vykazuje nejvyšší 

aktivitu ze všech mnou syntetizovaných sloučenin.  

 

3- (dodecyloxykarbonyl)piperidinium-3-(dodecyloxykarbonyl)piperidin-1-karbamát (3K12) 

Látka byla připravena analogicky jako předchozí derivát. Strukturu potvrdila IR analýza. 

Výtěžek je 55 %, akcelerační poměr 32,7. V porovnání s výše uvedeným karbamátem je méně 
účinný, srovnání s ostatními dodecylestery je karbamát jednoznačně nejúčinnější.  

Ani jeden karbamát nebyl popsán v literatuře. 

  

Poslední pokus byl proveden na dermatomované kůži. Tato kůže je prosta větší části 

dermis. Jelikož akceleranty transdermální permeace ovlivňují pouze SC, neměla by mít 

přítomnost ostatních vrstev kůže vliv na přechod léčiva přes kůži. Testování na tomto typu kůže 

ukázalo, že odstranění části dermis neovlivní akcelerační poměr akcelerantů, zkrátí pouze čas, 

který je potřeba k rovnoměrnému průchodu léčiva přes kůži. 
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* = statistický významný rozdíl proti kontrole (p<0,05) 

t = statistický významný rozdíl proti T12 (p<0,05) 

One Way Analysis of Variance se Student-Newman-Keulsovým post testem. 

PG          

  Kontrola 3Br10 3Br12 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   

  4 27   81 39 174 106   

            124 124   

  7         183 122   

  Kontrola 3Br10 3Br12 3A10 3A12 3K10 3K12 T12 

Průměr fluxů 2,6 12,1 21,0 41,8 30,5 120,3 85,0 39,9 

Průměrná odchylka 1,5 9,5 18,1 12,4 15,1 33,6 22,1 3,2 

Směrod. odch. 

Průměru 0,5 3,6 8,8 5,9 6,0 12,0 7,6 1,9 

Stat.význ. rozdíl 

proti kontrole       * * * * * 

Akcelerační poměr   4,7 8,1 16,1 11,7 46,3 32,7 15,3 
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7. DISKUZE 

Dle strukturní předlohy T 12 byly syntetizovány jeho cyklické analogy, deriváty kyseliny 

piperidin-3-karboxylové. Jedná se o estery s délkou lipofilního řetězce 10 a 12 C ve formě 
hydrobromidů, N-acetylderivátů a solí karbamových kyselin. 

O

O
N

+

H

H

H

O

O
NO

O

 

Obrázek 3 Vzorec transkarbamu 12 

Ze srovnání aktivity u mnou syntetizovaných derivátů ve formě hydrobromidů (AP = 4 - 7) 

a karbamátů (AP = 33 - 45) mající shodnou kationickou skupinu vyplývá, že akcelerační účinek 

nese zřejmě anionická část karbamátu. Předpokladem je uvolnění CO2 ze struktury karbamátu 

v mírně kyselém prostředí kůže. Tento výsledek potvrzuje domněnku, že účinek karbamátů je 

způsoben nejen narušením lamelárního uspořádání lipidů ve SC, ale i rozvolněním lamel 

kumulací CO2, který je zřejmě netoxický a z kůže lehce uniká. 

N-acetylované deriváty dosáhly neočekávaně vysokých hodnot AP (11 – 16) oproti N-

acetylovanému T 12, jehož aktivita byla zanedbatelná. Mnou syntetizované N-acetylované 

deriváty mají shodné AP jako modelová látka T 12.  

Současně byly syntetizovány deriváty kyseliny piperidin-4-karboxylové 136. Z porovnání 

aktivit derivátů těchto dvou izomerů vyplývá, že deriváty kys. piperidin-3-karboxylové mají vyšší 

účinnost. Důvodem by mohla být strukturní změna vlivem polohy karboxylové skupiny a z toho 

vyplývající prostorové uspořádání molekuly. Deriváty kyseliny piperidin-3-karboxylové obsahují 

chirální uhlík, jenž poskytuje optické izomery. Toto by mohlo vést k variabilním interakcím 

s různými typy lipidů SC.  

Látky obsahující bazický sekundární dusík (hydrobromidy a karmabáty) jsou aktivnější a 

zřejmě i toxičtější, což potvrzuje myšlenku vztahu bazicity s aktivitou.  
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Z výše uvedených AP vyplývá, že pro účinek je vhodnější délka hydrofobního řetězce 

obsahujícího 10 C, což bylo dokázáno již dříve při syntéze transkarbámu 10 (AP = 33) 135 

s délkou řetězce o 10 C, který je strukturním analogem T 12. 

Jelikož akceleranty transdermální permeace ovlivňují pouze SC, neměla by mít přítomnost 

ostatních vrstev kůže vliv na přechod léčiva přes kůži. Pro porovnání bylo provedeno i testování 

na dermatomované kůži, která je tenká a obsahuje především epidermis. Tento pokus ukázal, že 

barierovou funkci zajišťuje hlavně SC (AP dermatomované kůže a kůže plné tloušťky byly 

shodné).  
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8. ZÁVĚR 

V rámci své diplomové práce jsem nasyntetizovala 6 látek, jejichž strukturním základem 

byla kyselina piperidin-3-karboxylová. Byly připraveny tyto látky:  

� Decylester kyseliny piperidin-3-karboxylové ve formě hydrobromidu 

� Dodecylester kyseliny piperidin-3-karboxylové ve formě hydrobromidu 

� N-acetylderivát decylesteru kyseliny piperidin-3-karboxylové 

� N-acetylderivát dodecylesteru kyseliny piperidin-3-karboxylové 

� 3-(decyloxykarbonyl)piperidinium-3-(decyloxykarbonyl)piperidin-1-karbamát 

� 3- (dodecylexykarbonyl)piperidinium-3-(dodecyloxykarbonyl)piperidin-1-karbamát 

U výše zmíněných látek jsem testovala akcelerační aktivitu na teofylinu jako modelovém 

léčivu. K pokusům jsem použila kůži prasečích uší. Testy byly prováděny in vitro ve Franzových 

difuzních celách v prostředí 60% proplylenglykolu. 

 

Ze získaných výsledků jsem odvodila vztah mezi strukturou a účinkem: 

� V případě hydrobromidů je dodecylester nepatrně účinnější než decylester 

� Porovnáním hydrobromidů a N-acetylderivátů jsou druhé zmiňované jednoznačně 
účinnější, přičemž N-acetylovaný derivát decylesteru je aktivnější 

� Karbamát decylesteru vykazuje vyšší aktivitu než karbamát dodecylesteru 

� Karbamáty mají nejvyšší aktivitu ze všech tří strukturních obměn 

� N-acetylované deriváty a karbamáty mají vyšší aktivitu než předlohová látka 

transkarbam 12, zatímco hydrobromidy esterů mají aktivitu nižší 

 

Současně byly syntetizovány deriváty kyseliny piperidin-4-karboxylové 136, jejichž aktivita 

byla testována současně s deriváty kys. piperidin-3-karboxylové.  
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