UNIVERZITA KARLOVA 'V PRAZE

FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

Katedra anorganické a organické chemie

Syntéza akceleranttli transdermdlni permeace na bazi

derivata piperidinkarboxylovych kyselin Il.

Vedouci diplomové prace: Doc. PharmDr. Alexandr Hrabalek, CSc.

Hradec Kralové

2008 Michal Kofinek



Prohlasuji, Ze tato prace je mym puvodnim autorskym dilem, které jsem
vypracoval samostatné. Veskera literatura a dalsi zdroje, z nichZ jsem pfi zpracovani

Cerpal, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury a v prdci fadné citovany.



Rdd bych podékoval doc. PharmDr. Alexandru Hrabdlkovi, CSc. za odborné
vedeni a cenné rady pfi vzniku této prdce.

Dékuji také celé jeho vyzkumné skupiné zabyvajici se vyvojem novych
akceleranti transdermdini penetrace. Predevsim PharmDr. Katefiné Vdvrové, Ph.D.,
Mgr. Jaroslavu Rohovi, Mgr. Michalu Novotnému a Mgr. Jakubovi Novotnému za jejich
pomoc v syntetické, resp. biologické experimentdlni ¢dsti prdce i za odborné rady.
Specidlni podékovani si zaslouZi Veronika Fratricova.

Ddle dékuji pani Katefiné Kolovratnikové za zmérieni teplot tdni, pani
Ivé Vencovské za zméreni IR spekter, doc. PharmDr. Jifimu. KuneSovi, CSc. za zmérfeni a

interpretaci NMR spekter.



Abstrakt

Akceleranty transdermalni permeace jsou latky usnadnujici pranik IéCiva pres
kGzi. Reversibilné ovliviiuji stratum corneum, vnéjsi ochrannou vrstvu epidermis.
Pfedlohovou latkou pro syntézu byla vysoce Ucinnd latka transkarbam 12. Cilem bylo
zjistit vliv cyklizace molekuly na jeho akceleracni aktivitu.

Byly syntetizovany tyto derivaty esterl piperidin-4-karboxylové kyseliny:

e  4-(decyloxykarbonyl)piperidinium-bromid

e 4-(dodecyloxykarbonyl)piperidinium-bromid

e decylester kyseliny 1-acetylpiperidin-4-karboxylové

e dodecylester kyseliny 1-acetylpiperidin-4-karboxylové

e 4-(decyloxykarbonyl)piperidinium-4-(decyloxykarbonyl)piperidin-1-
karbamat

e 4-(dodecyloxykarbonyl)piperidinium-4-(dodecyloxykarbonyl)piperidin-1-

karbamat

Tyto dfive nepopsané latky byly charakterizovany spektralnimi metodami.
Hodnoceni akcelera¢ni aktivity pfipravenych sloucenin bylo provedeno in vitro testy
na praseci kazi v modifikované Franzové difuzni cele za pouziti theofylinu jako
modelového permeantu. Mnozstvi theofylinu bylo stanoveno metodou HPLC s UV
detekci.

Z vysledkd vyplyva vyrazna akceleracni aktivita nejen soli karbamovych kyselin,
ale i N-acetylderivatli odvozenych od esterl piperidin-4-karboxylové kyseliny. Jejich
aktivita je na Urovni transkarbamu 12. Decylestery pfipravenych latek jsou Ucinéjsi nez
dodecylestery. Byla potvrzena nezastupitelna role karbamatové aniontu pfi interakci
s lipidy stratum corneum. OvSem zdaroven vysoka akceleraéni aktivita N-acetylovanych
derivatll dokazuje dulezitost zachovani zakladni struktury amfifilniho enhanceru
s odpovidajici vzdalenosti mezi dusikem a karbonylem poldrni hlavy, esterovou vazbou
a vhodnou délkou hydrofobniho fetézce.

Ze studie vyplyvd, Ze rigidni analogy ucinnych flexibilnich akcelerant(

transdermalni permeace neztraci aktivitu.



Abstract

Transdermal permeation enhancers are substances facilitating penetration
of drugs through the skin. They temporarily influence stratum corneum, the outermost
protective layer of epidermis. Highly effective transkarbam 12 served as a model
substance. The aim of my work was to find out the effect of cyclization on its
enhancing activity.

The following derivatives of piperidine-4-carboxylic acid esters were

synthesized:

e 4-(decyloxycarbonyl)piperidinium bromide

e 4-(dodecyloxycarbonyl)piperidinium bromide

e 1l-acetylpiperidine-4-carboxylic acid decyl ester

e l-acetylpiperidine-4-carboxylic acid dodecyl ester

e  4-(decyloxycarbonyl)piperidinium 4-(decyloxycarbonyl)piperidine-1-
carbamate

e 4- (dodecyloxycarbonyl)piperidinium 4-(dodecyloxycarbonyl)piperidine-1-

carbamate

These unknown substances were characterized by spectral methods.

The biological activity of the prepared compounds was evaluated in vitro on porcine
skin in modified Franz diffusion cell with theophylline as a model permeant. The
amount of theophylline was measured by HPLC method with UV detection.

The results showed a significant permeation-enhancing activity of both the
carbamic acid salts and N-acetyl derivatives of piperidin-4-carboxylates. Their activity
was comparable to transkarbam 12. The decyl esters of the prepared compounds were
more effective than dodecyl esters. The essential role of the carbamate anion for the
interaction of these enhancers with the stratum corneum lipids was confirmed.
However, the high activity of the N-acetyl derivatives demonstrated the importance
of the basic structural features of amphiphilic enhancer such as an appropriate linking
chain of polar head between the nitrogen and carbonyl, ester bond, and a suitable

hydrophobic chain length.



The study presented that the rigid analogues of the effective flexible

transdermal permeation enhancers do not lose their activity.
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1 Pouzité zkratky

SC

AP

PG

IR

NMR

T12

UP

\'l

Vil

VI

stratum corneum

akcelerant permeace

propylenglykol

infraervené spektrum

nukledrni magneticka rezonance

transkarbam 12

urychlovaci pomér (syn. akceleracni pomér)
1-(benzyloxykarbonyl)piperidin-4-karboxylova kyselina
decylester 1-(benzyloxykarbonyl)piperidin-4-karboxylové kyseliny

dodecylester 1-(benzyloxykarbonyl)piperidin-4-karboxylové
kyseliny

4-(decyloxykarbonyl)piperidinium-bromid
4-(dodecyloxykarbonyl)piperidinium-bromid

decylester 1-acetylpiperidin-4-karboxylové kyseliny

dodecylester 1-acetylpiperidin-4-karboxylové kyseliny
4-(decyloxykarbonyl)piperidinium-4-(decyloxykarbonyl)piperidin-
1-karbamat

4-(dodecyloxykarbonyl)piperidinium-4-
(dodecyloxykarbonyl)piperidin-1-karbamat



2 Cil prace

Cilem této prace bylo zhodnotit vztah struktury a Gcinku derivatd
piperidinkarboxylovych kyselin jako potencidlnich akcelerantd transdermalni
permeace.

Podle predlohovych latek syntetizovanych a testovanych na katedie
anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové v predeslych
letech byly navrzeny nové potencidlné uc¢inné akceleranty transdermalni penetrace. Jiz
drive byla patentovana velmi Ucinna latka transkarbam 12 (T 12) s flexibilni acyklickou
strukturou. Hlavni myslenkou proto bylo syntetizovat cyklické formy T 12, tedy
derivaty esterQl piperidinkarboxylové kyseliny. V této praci bylo syntetizovano Sest
derivati estert piperidin-4-karboxylové kyseliny. Délka hydrofobniho retézce latek
byla zvolena na zékladé predchozich praci’, podle kterych se optimalni délka Fetézce
akcelerantu pohybuje mezi 10 az 12 uhliky.

Jsou to latky téchto struktur:

e 4-(decyloxykarbonyl)piperidinium-bromid (IV)

e 4-(dodecyloxykarbonyl)piperidinium-bromid (V)

e decylester 1-acetylpiperidin-4-karboxylové kyseliny (V1)

e dodecylester 1-acetylpiperidin-4-karboxylové kyseliny (VII)

e  4-(decyloxykarbonyl)piperidinium-4-(decyloxykarbonyl)piperidin-1-
karbamat (VIll)

e 4-(dodecyloxykarbonyl)piperidinium-4-(dodecyloxykarbonyl)piperidin-1-
karbamat (1X)

Cilem bylo provést test akceleracni aktivity téchto latek pti permeaci pres
praseci kUzi za pouziti theofylinu jako modelového |éciva. Dale vzajemné porovnat
ucinnost jednotlivych derivatl navzajem i ve vztahu k aktivité T 12. Ugelem bylo
zhodnotit potencial akcelerace u latek s rigidnim cyklickym fetézcem mezi dusikem a

esterem u tohoto typu latek.
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3 Uvod

Transdermalni aplikace |éCiv skytda mnohé vyhody oproti béZznym cestam
podani.> * Mezi né pat¥i vylouéeni first-pass efektu v jatrech a v travicim traktu, které
vede k vyssi biologické dostupnosti, nizSim lékovym i potravnim interakcim a nizSim
nezadoucim ucinklm. Také je dosazeno stabilni plasmatické hladiny, coz je dllezité
predeviim u léCiv s uzkym terapeutickym indexem. Transdermadlni aplikace je
pohodlna, ndaplast muize byt kdykoli jednodusSe odstranéna, pokud se vyskytne
nezadouci reakce. Toto vSe vede k vétsi compliance pacienta.

Nicméné velice nizky pocet IéCiv ma optimalni fyzikalné chemické vlastnosti pro
permeaci pres kuzi v dostatecné koncentraci, aby bylo dosaZzeno terapeutické hladiny
v krvi. Toto limituje pouZiti a rozsifeni transdermalni aplikace u béznych |éCiv. Mezi
latky v soucCasné dobé pouzivané v aplikaci pres kazi patfi napf. klonidin, fentanyl,
lidokain, nikotin, nitroglycerin, estradiol, testosteron. Tyto, skrz k(zi lehce prochazejici
latky, musi spliovat urcité podminky. Musi mit nizkou denni davku (do jednotek
miligram(), molekulovou hmotnost do 500 g.mol™, nizkou teplotu tani a vyvazenou
lipofilitu. Latky s jinymi vlastnostmi jsou pro pfimou transdermalni aplikaci nevhodné.
Proto je rozsifeni moznosti této aplikace i pro vétsi a hydrofilnéjsi molekuly obrovskou
wyzvou. !

Tuto situaci Ize fesSit pouZitim metod, které docasné snizuji bariérovou funkci
kGize. Proto byly vyvinuty urychlovace transdermalni permeace (akceleranty permeace
= AP), tedy latky usnadnujici prinik lécCiv skrz kizi. Existuji ale i jiné metody: ultrazvuk,
iontoforéza, elektroporace, magnetoforéza, fotoakustické viny, mikrojehly, cilena
folikularni absorpce, uziti lipozdm( a jinych ,kavit“, eutektické systémy, iontové pary
atd.”

Tato prace je zamérena na syntézu a zjisténi permeacni aktivity amfifilnich AP,
konkrétné derivatl ester( piperidin-4-karboxylové kyseliny. Latky tohoto typu mohou

pUsobit rGznymi mechanismy ucinku, které jsou stale studovany.
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4 Teoreticka cast

4.1 Stavba kuze

Kdze ¢lovéka ma povrch praimérné 1,8 m? a hmotnost 4,35 kg.® Kize odolava
tlaku az 0,176 MPa pfi celkové tloustce 1 az 4 mm podle mista na téle. Kysela reakce
k@ize kolem pH 5,5 brani rGstu mikroorganismu. Kdze je prostupna pro vzdusny kyslik a
oxid uhli¢ity, Ucastni se tak dychani. Periferni cévy a potni Zlazy se podileji na
termoregulaci organismu.” Kiize savct je sloZzena ze dvou hlavnich vrstev a to dermis a
epidermis, jejichz primérnd tloustka je 1,2 mm. Dermis je tvorena fibroblasty a
mimobunécnou matrix. Ta je sloZena zkolagenu, elastinu a glykosaminoglykand.
Dermis je bohatd na krevni kapildry a nervy. Tak zasobuje Zivinami avaskularni
epidermis.

Epidermis o tloutce 100 az 150 pm® ® ma celkovou hmotnost asi 0,45 kg.” Je
tvofena z95% keratinocyty, ddle melanocyty, Langerhansovymi (nervové burky) a
Merkelovymi burikami (mechanoreceptory). MizZzeme ji rozdélit do Ctyr vrstev, a to
stratum basale, spinosum, granulosum a konecné stratum corneum (SC),9 viz. Obr. 1.
Tyto vrstvy predstavuji rlizné stupné diferenciace bunék, které se vyvijeji z kmenovych
bunék ve stratum basale a migruji vzhlru na povrch. Smérem k hornim vrstvam
koncentrace kysliku a Zivin klesa, bunky se stavaji plossi, organely degraduji a dochazi
k akumulaci keratinu a lipidi. Tento proces utvareni vlastni kozni bariéry se nazyva
,keratinizace.’® Pfi poskozeni se kompletni epidermis vytvofi za 30 dni, z toho 15 dni

trva obnova SC.°
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Obr. 1. Stavba kize'" 1

4.1.1 Stratum corneum

Funkce kozini bariéry je striktné pfisuzovana SC, tedy nejsvrchnéjsi vrstvé
epidermis. SC je tvofeno korneocyty, coZ jsou keratinocyty v posledni fazi diferenciace,
a mezibunéénou lipidovou matrix. Tato struktura je ¢asto nazyvana ,cihly a malta“® a
predstavuje komplikovanou cestu pro penetrujici latky. U ¢lovéka ma SC obvykle 18 az
21 vrstev.*® Korneocyty jsou zplo§télé, nepravidelné Sestihranné buriky, které maji
v prdiméru 20 aZ 40 um na délku (v porovndni s 6 az 8 um u bunék ve stratum basale).
Nerovnosti a zvinéni povrchu korneocytll pomahaji prekryvajicim se bunnkam vzajemné
zapadnout a zvysuji tak pevnost vrstvy. Dalsi specifikaci téchto bunék je ztlustél3,

vysoce zesiténd a neprostupna ,korneocytdlni obalka“, kterd se u membran Zivych

bunék epidermis nevyskytuje.'® Navic je soudrznost SC posilena desmozomy.
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4.1.1.1 Lipidy SC - slozeni

Bariérové vlastnosti kiize zavisi na specifickém obsahu a stavbé lipida SC,** */

predevsim tedy na jedine¢ném usporddani interceluldrni lipidové matrix a na
vlastnostech , korneocytalni obélky” obklopuijici korneocyt.™® Lipidy tvofici nejvétsi ast
SC jsou rozprostieny skrz celé SC, a tedy kazda penetrujici latka musi interagovat
s touto fazi, at uz prochazi intercelularné nebo intracelularné pres korneocyty. Je-li

19,20 hebo vyjmuta, prostupnost kiize se zvysi,

lipidicka vrstva porusena kozni chorobou
a to oboustranné. Stoupaji transkutanni ztraty vody i permeace cizorodych latek.
Aplikace topickych lipid(i kidZe a jejich analog pak pom(Ze obnoveni bariérové funkce
kiize.*" ?

Lipidickou ¢dast SC tvofi z 50 % (hmotnostné) ceramidy, 25 % cholesterol, 10 %
volné mastné kyseliny (MK),?® dale mensi mnozstvi estery cholesterolu, cholesterol
sulfat a glukosylceramidy. Neobsahuje zddné fosfolipidy. Toto lipidické slozeni se

u &lovéka individualné lii v zavislosti na véku, typu a stavu kdZe & lokalizaci na téle.?

4.1.1.1.1 SFINGOLIPIDY

Sfingolipidy, viz. Obr. 2, jsou zakladnimi slozkami bunécnych membran,
membran organel, lipoproteinli a dalSich struktur. Sfingolipidy epidermis zastupuji
7,3 % véech lipidG ve stratum basale, 30 % ve stratum granulosum a 40 % ve SC.*> Je
zfejmé, Ze diferenciace korneocytll smérem k povrchu klze je doprovazena depleci
fosfolipid a prirastkem sfingolipidli. Glykosfingolipidy jsou naproti tomu pfitomny ve
stratum basale a granulosum v lamelarnich téliskach, prakticky vSak chybi ve SC 26,27

Glykosfingolipidy a ceramidy jsou amfifilni molekuly plnici dllezitou funkci
v mezibunééném prostoru SC. UdrZuji zde stabilitu mezibunécnych lipidovych lamel.
Glykosfingolipidy a ceramidy esterifikované dlouhym fetézcem nasycené MK maiji

vysoké teploty tani, jsou stalé proti oxidaci, a proto mohou jako dllezita soucast kozni

bariéry odoldvaji velkym vykyvim teplot, pusobeni UV zareni a oxidacnich proces.
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Obr. 2. Obecna struktura sfingolipidi

Ceramidy

Ceramidy patfi do rodiny sfingolipidl, viz. Obr. 2. Ceramidy jsou strukturné

heterogenni skupinou latek formujici hlavni polarni lipidy, ze kterych jsou sloZeny

28, 29 30, 31

intercelularni casti SC. Jako hlavni lipidickd slozka SC se vyskytuji v deviti
raznych strukturalnich typech®?, viz. Tab. 1. Koini ceramidy jsou vieobecné slozeny
z polarni hlavy a dvou hydrofobnich fetézcli. Zdkladem kazidého ceramidu je 18-ti
uhlikaty aminoalkohol sfingosin (S), fytosfingosin (F) nebo 6-hydroxysfingosin (H). MK
je navazana vidy k primarni aminoskupiné ,S“, ,F“ ¢i ,H” v poloze 2 amidickou vazbou.
MK muize byt nehydroxylovand (N), a—hydroxylovana (A) nebo @—hydroxylovana (O).
,0“ je navic vidy esterifikovana linolovou kyselinou.33 MK ceramidu je 24 uhlik( dlouha
kromé 30 az 34 uhlikaté ,0“. Skupina ceramid(, tvorenych ,0“ MK s navazanou
linolovou kyselinou, je esencidlni komponentou pro tvorbu koini bariéry a jeji
stabilizaci.>* Tyto ceramidy mohou na molekuldrni Grovni upeviiovat a stabilizovat

3135 Navic bylo zjisténo, Ze

vicelamelarni struktury v intercelularnim prostoru SC.
modifikovany ceramid s dvémi cis dvojnymi vazbami v odlehlych ¢astech molekuly

funguje jako endogenni AP.3*
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Jednotlivé slozky ceramidui:

1. aminoalkohol

H
° X
HO

NH

2

sfingosin (S)
OH
HO

HO

NH,

6-hydroxysfingosin (H)
OH

HO N\

HO

NH,

fytosfingosin (F)

2. mastna kyselina

»N“ nehydroxylovana MK
OH

o)\/\/\/\/\/\/\/\/\/\A

»A” a-hydroxylovana MK
OH

OH

,0“ w—hydroxylovana MK esterifikovana kyselinou linolovou

OJ\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/VWVO\'WW/

O
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Typy ceramida:

HO OH
- W o
NH
HO.
O)\/\/W\/\/\/\/\/W )Ni/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/
Ceramid ,,NS*“ o

JNF”

OH Ceramid ,AS“
IIAFII

OH OH
HO X HO. X
HO HO
NH NH
OW 0)\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/

OH ”NHII
»~AH"

Tab. 1 Typy ceramidii ve SC &lovéka™
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Volné mastné kyseliny

Volné MK jsou vétSinou nasycené, nevétvené a vice nez 18-ti uhlikaté.
Nejrozsitenéjsi je behenova (C,;) a lignocerova (Cy4) kyselina. Mnozstvi MK se vyrazné
zvySuje ve Ctyfech nejsvrchnéjsich vrstvach SC, coi je zfejmé dlsledek degradace

ceramidd nebo také kontaminace mazovymi lipidy.>®

4.1.1.1.2 Cholesterol

Cholesterol je béinou slozkou biologickych membran. Svymi amfifilnimi
vlastnostmi napomahd miseni rGznych lipidd a podporuje udrzovani stability
lamelarnich struktur SC. Cholesterol rozsifuje prechodové oblasti lamel, a tim cini
seskupeni lamel méné citlivé k obménam v ceramidovém sloZzeni a k pfitomnosti

cizorodych latek. 3’

Cholesterolsulfat

Cholesterolsulfat je mezi lipidy SC obsazen v minimalnim mnoZstvi. Jeho obsah

je pripisovan procesu odlupovani kdze.

Estery cholesterolu

Estery cholesterolu (predevsim oleaty) netvoti lipidickou dvojvrstvu samy ani
spolu s jinymi lipidy. Mohou byt proto pfitomny v nelameldrnich c¢astech SC. Tak
zfejmé tyto latky zachytavaji prebyteéné nenasycené MK a tim zabranuji jejich

. e v s , . vv s s 4
fluidiza¢nimu efektu na domény mezibunééné membrany.?

4.1.1.2 Lipidy SC — seskupeni

Intercelularni lipidy SC tvofi vicelamelarni vrstvy usporadané rovnobéiné
s povrchem kbze.*® *2 V rdznych interceluldrnich oblastech se poéet lamel i forma
lameldrni organizace |is§i. Tak se na okraji korneocytl vyskytuje tripasé
,Siroké-uzké-iroké” (5-U-S) seskupeni, kdy dva Siroké svétlé pasy hydrofébnich
lipidickych retézcl SC jsou oddéleny uzkym tmavym pasem hydrofilnich hlav lipidd, viz.
Obr. 3. Siroké jasné pasy maiji nizkou elektronovou hustotu, kdeZto Gzké tmavé pasy

vysokou. Tloustka celé této tiipasé vrstvy je 130 A (Angstrom).*® Podél korneocytd jsou

18



v s ¥ ¥ s v

vevys

tekuté krystaly.*> 2

Ceramidy Fosfolipidy
HO R L oo 0
Hom 1 s \O/}_OJWVW
o~ 0
O”‘\—L\’\l/w
HO e e
HOJ‘/I\J\I-I/ 0
o (O e e e e
Ceramidové lamely v SC Fosfolipidové dvojvrstvy
Q “
w Q
2
L K "D
. 2 ) nd
(W 1-: 1T B
il T
[ e _ M

f\{}ﬁ@ /\
A/ ERY

Obr. 3. Srovndni prostorového uspoFdddni ceramidii a fosfolipidi.*

4.1.2 Stratum granulosum, spinosum a basale

Tyto vrstvy jsou mistem produkce keratinu. Ve stratum basale se
z melanodendrocytl vyviji pigment melanin, jehoZ tvorba je ovlivnéna pisobenim UV

zafeni. Do této &asti kGze vyustuji mazové a potni zlazy.’
4.1.2.1 Lipidy Zivych vrstev epidermis

V Zivych vrstvach epidermis je pfitomno velké mnozstvi fosfolipidd. Tento fakt
souvisi s postupnou diferenciaci a vyvojem keratinocytll v korneocyt odlupujici se

vrstvy SC. Smérem k povrchu kiiZe ptibyva sfingolipidd na tkor fosfolipida.?*
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4.1.2.1.1 FOSFOLIPIDY

Fosfolipidy jsou nezbytné slozky membranové dvojvrstvy v plasmatickych
membrandch i ve vSech organelach buriky. Podobné jako v ostatnich Zivych bunkach a
tkanich tvofi podstatnou ¢ast celkovych lipidd Zivych vrstev epidermis. Ve stratum
basale a spinosum je to 45 % celkovych lipidi a ve stratum granulosum 25 %.** Jsou
tvoreny polarni kationickou ¢asti, fosfatem, glycerolem a dvéma hydrofobnimi retézci
MK, viz. Obr 3.*> Fosfolipidy Zivé &asti epidermis obsahuji fosforylovany cholin,
ethanolamin, serin i inositol, dale sfingomyelin a lysolecithin. Fosfolipidy smérem
k vrchnim vrstvdam epidermis postupné s proliferaci keratinocytd mizi, jsou

nahrazovany sfingolipidy.*® *’

Fosfolipidové MK epidermis mohou byt totiz substraty
acyltransferazy. Tyto enzymy pomahaji zakomponovat MK do sfingolipid(, které se
tvofi a kumuluji pfi diferenciaci keratinocytd.*® Velky podil fosfolipidovych MK viak
neni podroben dal$im pfemé&nam a zdstava zde ve formé kapének MK.*

Fosfolipidy obsahuji ve svych molekulach mnozstvi arachidonové kyseliny a tim

mohou mit vliv na pochody eikosanoid(, slouéenin s regulatorni funkci. *°

Davody vyjimecné nizké propustnosti pres SC v porovnani s jinymi biologickymi

membranami jsou:

e Neobvykla délka volnych MK a acylovych fetézcli ceramid(

e Relativné mala polarni hlava ceramid( (oproti fosfolipidiim) umoznujici
tésnéjsi spojeni vrstev

e Vysokd soudrZznost diky vodikovym vazbam®!

e  Formovani kompaktnéjsich vicevrstevnych lamel

KGzZe musi zajistit optimalni bariéru i za extrémnich a nahle se ménicich podminek

(teplota, pH, koncentrace soli, vihkost prostiedi atd.)>?

4.2 Moznosti permeace latek

Transdermadlni absorpce do systémové cirkulace zahrnuje prostup nejen pres

vvvvvv
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rychlost permeace je nejméné prostupna vrstva, tedy SC. Avsak i Ziva ¢ast epidermis
tvofi bariéru, a to hlavné pro latky vysoce lipofilni.”*>*

Existuji tfi potencialni cesty permeace latek pres kizi:

e SC
e vlasové folikuly

e mazové a potni zlazky’

Cesta vlasovych folikuld a mazovych ¢i potnich Zlazek je limitovana, protoze
tyto tvofi pouze 0,1 % povrchu kdzZe a navic pocet vhodnych latek pro cestu ,pory“ je

vymezena pro vysokomolekularni substance.” °

Napriklad molekula DNA muze
. . v v v. .1 . . 56
imunizovat ¢lovéka pfi topické aplikaci touto cestou.

Ptfes SC jsou mozné dvé cesty, viz. Obr. 4. Intracelularni (syn. transcelularni) skrz
korneocyty Ci interceluldrni pres mezibunécné lipidy.

Velké mnozstvi rtizné polarnich latek jde cestou intercelularni.>” >

Byly uréeny
nejdllezitéjsi fyzikalné-chemické vlastnosti ovliviiujici rychlost permeace latek. Témi

jsou velikost, lipofilita molekuly a akceptor-donorové vlastnosti vodikovych vazeb.>® *°

Intercellular route Transcellular route

Lipid Aqueous
cholesteryl sulphate

Obr. 4 Cesty permeace Idtek pFes stratum corneum®*
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4.3 Akceleranty transdermalni permeace

AP ulehduji 1éCivu prlnik skrz khzi reversibilnim snizenim bariérové resistence.
Byly popsany mechanismy G&inku, ®* fyzikalné-chemické koncepty modulace funkce
kozni bariéry a transportu xenobiotik,?® vliv AP na strukturaini zmény SC,** ale také
., v. . . ., ,v. 65
potencial AP pfi aplikaci veterinarnich IéCiv.

Idedlni AP by mél byt

e  netoxicky

e  nedrazdivy

e  nealergizujici

e s nulovou farmakologickou aktivitou

e svelmirychlym nastupem ucinku

e s predpovidatelnou a reprodukovatelnou aktivitou i trvanim tGcinku

e  kompatabilni s IéCivy i pomocnymi latkami v |éCivém pFipravku

e  kosmeticky pfijatelny

e  bariérové vlastnosti kiize musi byt po odstranéni AP z pokozky rychle a
plné obnovitelné

e  Ucinek musi byt jednosmérny, tedy umoZiujici prostup pouze léciva do

téla (brdnici ztraté endogenniho materialu)®®?

Dodnes bylo pfipraveno velké mnozZstvi AP rlznych struktur. Nicméné zadnd
z téchto latek nespliuje pozadavky ,idedlniho“ AP. Proto se stale hledaji nové,

vhodnéjsi slouceniny. Prispévkem budiz i tato prace.

AP mlzZeme obecné rozdélit do dvou velkych skupin.
e Jsou to mald polarni rozpoustédla

Napf. ethanol, propylenglykol, dimethylsulfoxid, ethylacetat atd. Jsou obvykle
ucinnd az pfi vysokych koncentracich a pusobi riznymi mechanismy. Néktera z nich
ovsem zpUsobuji nevratné zmény ve strukturach SC, a proto nejsou vhodna pro klinické

uziti.
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e Amfifilni slouceniny obsahujici polarni hlavu a hydrofdbni retézec

Napf. MK a alkoholy, Azone (= 1-dodecylazepan-2-on), DDAIP

Ve 7

(= dodecyl-2-dimethylaminopropanoat), T12 atd. Jsou ucinné jiz pfi nizkych

koncentracich. Jejich mechanismus ucinku zfejmé zahrnuje reversibilni fluidizaci lipida

interceluldrni matrix. Nékteré z nich jsou biodegradabilni.®” %% %70

Ve

4.4 Mechanismus ucéinku akcelerantu

U¢inek AP na kGZi zahrnuje penetraci enhanceru do mista G¢inku a nasledné
rozruseni specifickych bariérovych struktur, které vede k ulehéeni priniku Iéciva pres
kGzi. Navic mohou AP pusobit nepfimo ovlivnénim IéCiva ve vehikulu.

Pfesny mechanismus sniZeni bariérovych vlastnosti kize akcelerantem neni

zatim detailné objasnén. Je témér jisté, Ze po absorpci do SC plsobi AP vice efekty,

Ve

které se podileji na celkovém Ucinku. Klasifikace AP je zaloZzena na

tzv. lipid - protein - oddélovaci teorii: urychlovace plsobi na intracelularni keratin SC,

’

ovliviiuji desmozomy, modifikuji mezibunécné lipidické domény ¢&i pozménuji

v s

rozpoustéci podminky ve SC. VSechny efekty, viz. Obr. 5, vedou k oslabeni kozni

bariérové rezistence.®” %% 6% 70

Lipid
enhancer
Polar
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Obr. 5 MozZné ovlivnéni lipidi SC enhancery43
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4.4.1 Interakce s intercelularnimi lipidy

V klinicky vhodnych koncentracich vétSina AP interaguje s mezibunécnymi
lipidickymi strukturami SC.*® Malé polarni molekuly mohou narusit vodikové vazby,
které drzi molekuly ceramidi pohromadé. Amfifilni enhancery maji tendenci vstoupit
do lamely s polarni hlavou v hydrofilni ¢asti lipidd a s hydrofobnim fetézcem mezi
lipofilnimi ¢astmi lipidd SC. Takto vmezefené mohou navodit rozruseni stalého
lipidického usporadani, navodit fluidizaci lamel a tak sniZit odolnost koZni bariéry,
viz. Obr. 6.”! Nékteré AP, napt. kyselina olejova & terpeny vytvéreji pory prostupné pro
polarni slou¢eniny.”” Rozpoustédla jako je ethanol & dimethylsulfoxid mohou pésobit

mechanismem lipidové extrakce.”>”*

9o —

Enhancer

% , Ceramide

Obr. 6 Mechanismus ucinku enhanceru v interceluldrni lipidické lamele®

4.4.2 Interakce s proteinovymi strukturami

Tyto AP mohou ovlivnit konformaci keratinu v korneocytech nebo proteiny v
desmozédmech. Napftiklad latka dithiothreitol (Obr. 7), kterd redukuje disulfidické
mUstky v keratinu, spolehlivé urychluje prostup hydrofilnich latek do kliZze. Presto je
efekt téchto latek v porovnani s interceluldrné plsobicimi enhancery relativné nizky.®*
To je zfejmé zplisobeno kontinudlni pfitomnosti intercelularni lipidické faze v celé
tloustce SC, kterd neni ovlivnéna témito akceleranty. Navic jsou nékteré konformacni

zmény protein( irreversibilni.
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Obr. 7 Dithiothreitol”

4.4.3 Oddélovani léciva

Pozménéni rozpoustécich vlastnosti SC vlivem enhanceru vede ke kumulaci

lé¢iva v kazi. Latka pak lépe difunduje pres kazi.”®

Ve

4.5 Vztah struktury a ucinku akcelerantd transdermalni

permeace

Dodnes bylo syntetizovdno velké mnoZstvi AP, ovsem vztah aktivity a ucinku,
tykajici se predevsim polarni hlavy enhanceru, je limitovdna. NejvétSim problémem
pfi hodnoceni a vzajemném srovnani jednotlivych latek v dané studii je fakt, ze
kazda vyzkumna skupina pouZiva jiné podminky testovani, jiny druh kize, rozdilné
modelové |écivo, jiné vehikulum a odliSné koncentrace. Byly snahy porovnat

akceleraéni u¢innost latek pomoci potitatovych metod a modelovani.”” 78 7 80 81,

4.5.1 Hydrofobni retézec

Vliv  hydrofobniho fetézce rlznych AP je dostatecné prozkouman

a zdokumentovan, pfedevsim u MK a alkoholt®2.

4.5.1.1 Nasyceny retézec

Byla popsana parabolickd zavislost akcelera¢ni aktivity na poctu uhlik(
v nevétveném nasyceném retézci MK, alkohol(, derivatl aminokyselin, laktamU atd.
Optimalni délka se pohybuje mezi 8 a 14 uhliky, vétsinou Iépe 10 az 12 uhlika.®? To
je priblizné polovina délky ceramid(i a MK ve SC. Vmezereni enhanceru s krat$im
hydrofobnim retézcem oproti fyziologickym ¢astem lipidickych lamel SC zde vytvari

volny prostor, ktery je pravdépodobné vyplnén sousednimi fetézci pritomnych
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lipidd. Tak dochazi k fluidizaci a rozvolnéni tésné spojenych lamelarnich lipidd. Tyto
enhancery zde mohou také tvofit separované faze formujici prostupnou zkratku pro
penetrujici slouceniny. Je mozné, Ze délka hydrofobniho retézce AP, ktera odpovida
molekule cholesterolu, oslabuje vzdjemnou interakci mezi ceramidy, ceramidem a

cholesterolem & mezi dvéma molekulami cholesterolu.®.

4.5.1.2 Nenasyceny retézec

Na rozdil od nasycenych, u nenasycenych retézca byla urcena optimalni aktivita
délky od 18 do 20 uhlika.®*. Nejvice byla studovana olejové kyselina. Akceleraéni
aktivita nejvhodnéjSich AP ztéto skupiny odpovida latkdm s nasycenym
hydrofobnim retézcem. Vysledky studii se liSi podle pouzitého modelového
permeantu® a vehikula.®®

Fyziologicky pfi tvorbé koZzni bariéry jsou nenasycené MK produkovany degradaci
fosfolipid(. OvSem pfripadné fluidizaci lipidové lamely plsobenim téchto MK je
zabranéno tvorbou ester( cholesterolu a jejich oddélenim.3*

Druha dvojna vazba vétSinou zvySuje urychlovaci aktivitu (linolova MK), zatimco

dal3i dvojné vazby v Fetézci nevykazuji lepsi efekt®” %,

4.5.1.3 Vétveny retézec

Vétvené i nevétvené 5 az 14 uhlikaté MK maji shodny akceleracni efekt.*

Nicméné ze srovnani vétvenych a nevétvenych alkoholl vyplynula sniZujici se aktivita
s vySSim stupném vétveni.”! Navic se akceleraéni schopnost AP snizuje, pokud je
hydroxylova skupina pfesunuta z konce ke stfedu hydrofobniho fetézce.

U latek typu 6-aminohexanoatu byl dokdzan negativni vliv vétveni i cyklizace
molekuly na akceleraéni pomér.92

Je pravdépodobné, Zze maly stupen vétveni v molekule nebrani jeji interakci

s lipidy SC.

4.5.1.4 Polarni skupina v retézci

Hydroxylace v centru retézce kyseliny olejové vedla ke ztraté akceleracniho

aginku.>
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4.5.1.5 Dva hydrofobni retézce

Stejné jako u latek sjednim hydrofobnim fetézcem v molekule je optimalni
délka AP s dvéma nasycenymi fetézci 12 uhlik(. Je moZné se domnivat, Ze pro

akceleraéni aktivitu je dileZita délka Fetézce, nikoliv celkova lipofilita molekuly.**

4.5.2 Polarni hlava a jeji role

Odlisnost podminek pfi hodnoceni vlivu polarni hlavy na aktivitu AP ztéZuje
vzajemné porovnani amfifilnich enhanceri. Nicméné, nékteré béiné strukturdlni
predpoklady byly stanoveny. Rozhodujicimi znaky polarni ¢asti amfifilnich akcelerantt
jsou: pritomnost vazby poskytujici vodikové mustky, lipofilita a velikost polarni hlavy.
Tyto vlastnosti musi byt peclivé vyvazeny. Nejaktivnéjsi AP obsahuji jednu
(napft. disubstituovany amin) nebo dvé polarni skupiny. Retézec polarni hlavy madze byt
cyklicky nebo alifaticky. Pocet uhlikovych atom( v polarni hlavé (obvykle methylenové
skupiny) vztazenych na jednu polarni skupinu se pohybuje mezi 1,5
(DDAA = dodecyldimethylaminoacetat) a 5 (Azone = 1-dodecylazepan-2-on). Polarni
skupiny nejaktivnéjSich akcelerantl tvofi hlavné akceptory vodikové vazby, tedy
disubstituované amidy, estery, acetaly a tercidrni aminy. Sila vodikové vazby snizuje
aktivitu akcelerantu.

Mechanismus ucinku neni dosud presné znam. Amfifilni typ akcelerantll mlze
vytvofit separovanou fazi v intercelularniho prostoru SC, nebo se vmezefit do lipidické
lamely (viz. kapitola 4.4.1). Polarni hlava muize ovlivnit vodikové vazby mezi lipidy
v poldrni ¢asti lamely, kterou tvofi prevazné ceramidy. Tyto H-vazby jsou esencidlni pro
stabilitu a pevnost lipidické lamely interceluldrniho prostoru SC % Naruseni H-vazeb by

proto mohlo byt jednim z moznych uginkd téchto typd akcelerantd *°.

Mezi latky studované v rdmci vyzkumu AP patfi:

e Rozpoustédla, alkoholy, MK (kyselina olejova)
° EsteryN—acetyIproIinu89

e Analogy ceramidu odvozené od glycinu a serinu (A)®’
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Estery w-aminokyselin (B) a jejich reverzni analogy w-aminoalkylalkanoaty

(c)97,98

[[o~)

Estery N,N-disubstituovaného alaninu a glycinu (napf. DDAA = dodecyl

dimethylaminoacetat) (E) '

O

A e

R1 N 12" 25

/
9% R2

Im

Acyklické amidy
Aminy (F/, F) 1

H—N—C. _H N—=C,,H,s
12'25 |y Y127 s F : : E

Analogy Azonu (= 1-dodecylazepan-2-on) (G*, G*)*%’

O O
g' O gu
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C12 H25 O 1225

Pyrrolidiny (H)**
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le’l

N R2

R5
0,

R3

e N-alkyl laktamy, amidy a aminy (CH)'%

O

N—C,,H,;

CH

e Laktamy, amidy a cyklické ketony (1)'**

{ N% ° 1
C,H

b3
e Nenasycené cyklické mocoviny (J) **
R\ o

H< . {/o
XR,

4.5.3 Biodegradabilita akcelerant

Aby byla zajiSténa bezpecnost, je vhodné, aby byla polarni hlava AP spojena
s hydrofobnim fetézcem pomoci biodegradabilni vazby. Nejvhodnéjsi se ukazuje vazba
esterova pro hojny vyskyt esterdz v kizi. Amfifilni estery se tak kratce po vyvolani

akceleracniho ucinku rozpadnou na volny alkohol a kyseIinu.lOG' 107, 108
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5 Metodicka cast

5.1 Esterifikace aminokyselin a jinych dusikatych

karboxylovych kyselin

5.1.1 Zavedeni chranici benzyloxokarbonylové skupiny na bazicky dusik

molekuly
o) o\/©
N Y
benzylchlorformiat N
o} OH
0 OH
reaktanty:
e

c benzylchlorformiat

Metoda podle Bergmanna a Zervase’® obvykle dobie slouzi k reakcim
aminokyselin pfi syntéze peptidd. Pouzivd se k ochranéni bazického dusiku proti
nezadoucim doprovodnym reakcim pfi esterifikaci

Reakce se provadi za chlazeni na -2 °C. PFi reakci vznika HCl jako vedlejsi

produkt.
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N N
alkylalkohol

DCC, 4-pyrrolidinopyridin
o- o o1t T

reaktanty:

Q ———N @
dicyklohexylkarbodiimid (DCC)
)

Metoda podle Hassnera a Alexaniana®™® se pouziva pfi pfipravé slozitéjdich a

4-pyrrolidinopyridin

chirdlnich ester(, resp. amida.

Dicyklohexylkarbodiimidu (DCC) usnadnuje esterifikaci karboxylu i méné
reaktivnim alkoholem a 4-pyrrolidinopyridin slouzi jako katalyzator reakce. Reakce je
obvykle chlazena ledem na 0 °C. Vedlejsim produktem je N,N’-dicyklohexylmocovina,
ktera se z reakéni smési snadno odstrani odfiltrovanim z diethyletheru.

Tyto metody ochranéni bazického dusiku pomoci pravé benzyloxokarbonylové
skupiny a ndsledné esterifikace v pritomnosti DCC a 4-pyrrolidinopyridinu jsou na
Katedfe anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové
osvédCeny a hojné pouzivany. Slouzily kpfipravé mnoha AP na bazi ester(
syntetizovanych na katedre. Proto byly tyto reakce za danych podminek pouzZity také

pfi syntéze esterl piperidin-4-karboxylovych kyselin.
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6 Experimentalni cast

6.1 Chemikalie a instrumentalni vybaveni

Chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko).
Silikagel 60 (velikost zrn 0,015 az 0,040 mm) pro sloupcovou chromatografii, TLC desky
(silikagel 60 F3s4) @ HPLC kolony byly ziskany od firmy Merck (Darmstadt, Némecko).

Struktura a Cistota syntetizovanych latek byla potvrzena FTIR (Nicolet Impact
400 Spektrofotometr, Madison, USA) a 'H a BC NMR spektry (pfistroj Varian
Mercury-Vx BB 300 pracujici na 300 MHz pro 'H a 75 MHz pro **C spektra). Bod tani byl

uréen na pfistroji s automatickou detekci teploty tani BUCHI B-545 (Svycarsko).
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6.2 Syntéza derivati piperidin-4-karboxylové kyseliny

6.2.1 1-(benzyloxykarbonyl)piperidin-4-karboxylova kyselina (1)

syn. chranéna piperidin-4-karboxylova kyselina, M=263,3 g.mol"l, C14H17NOy4
N N

NaOH

— +

0] OH 0] 0] Na

K 4,00 g (31 mmol, M=129,14 g.mol™) kyseliny piperidin-4-karboxylové bylo
pfidano 2,48 g (62 mmol) NaOH za vzniku sodné soli piperidin-4-karboxylové kyseliny

OYOJ@

benzylchlorformiat N

HCI

(M=151,15 g.mol™).

0] OH

K roztoku sodné soli kyseliny bylo za chlazeni na ledové [azni pfidano pomalu
po kapkach 5,29 g (31 mmol benzylchloroformiatu). Reakéni smés byla michana
10 minut. Vzniklé srazeniny byly rozpustény pridanim odpovidajictho mnozZstvi vody.
Prebytecny benzylchlorformiat byl trikrat vytfepan do diethyletheru. Posléze byla
vodnd faze okyselena pridavkem HCl. Produkt byl tfikrdt vytfepan do ethylacetatu
a poté prebytek HCI tfikrat tfepan do vody. Zbytek vody byl odstranén pomoci Na,SO,4
a susidlo bylo odfiltrovano. Ethylacetat byl odparen.

Krystalizace produktu probéhla ze smési diethylether/hexan. Krystaly byly

odfiltrovany a vysuseny v exsikatoru.
Zavér: Bylo ziskano 3,21 g produktu ve formé krystala.

Vytézek 82 %.
T, =75,6 °C**.

Dulkaz byl proveden podle teploty tani.
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6.2.2 Decylester 1-(benzyloxykarbonyl)piperidin-4-karboxylové kyseliny
(n

M= 403,27 g.mol ™. C,4H3;NO,

OTOQ O\N(u@

C,oH,,OH

| C, 4-pyrrolidinopyridin I

OH R S S g g N

(@)

1,30 g (5 mmol) “1”, 1,13.g (5,5 mmol) dicyklohexylkarbodiimidu (DCC) a 0,074 g
(0,5 mmol) katalyzatoru (4-pyrrolidinopyridin) bylo rozpusténo ve 20ml
predestilovaného chloroformu. Tato reakéni smés byla chlazena na ledové lazni. Do
smési bylo pomalu za stalého michani pfidavdano 0,79 g (5 mmol) decylalkoholu
rozpusténého v chloroformu. Reakce probihala 20 hodin. Poté bylo priddano nékolik
kapek ledové kyseliny octové pro ukonceni reakce. VedlejSi produkt
N,N” - dicyklohexylmocovina, izolovatelny diky Spatné rozpustnosti v diethyletheru, byl
odfiltrovan.

Produktem byla naZloutld olejovitd kapalina, precisténa chromatograficky

mobilni fazi hexan/diethylether 8:1.
Zavér: Bylo ziskano 1,5 g produktu ve formé oleje.

Vytézek 75 %.

NMR: "H NMR (300 MHz, CDCl3) &: 0,88 (t, J = 6,5Hz, 3H), 1,15-1,40 (m, 14H),
1,55-1,75 (m, 4H), 1,80-1,95 (m, 2H), 2,40-2,55 (m, 1H), 2,93 (t, J = 11Hz, 2H), 4,07 (t, J
= 6,7Hz, 2H), 4,11 (prekryv pfedchozim signdlem, 2H), 5,13 (s, 2H), 7,25-7,45 (m, 5H).

13C NMR (75 MHz, CDCl5) &: 174.423, 155.162, 136.732, 128.464, 128.443,
127.969, 127.847, 127.828, 67.081, 64.734, 43.235, 43.114, 40.992, 31.848, 29.520,
29.476, 29.258, 29.190, 29.044, 28.560, 27.885, 25.885, 22.646, 14.089.
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6.2.3 Dodecylester 1-(benzyloxykarbonyl)piperidin-4-karboxylové
kyseliny (1l1)

M= 431,30 g.mol ™. C6Ha1NO,4

<IN

N C,,H,;OH N

>
>

DCC, 4-pyrrolidinopyridin 1

oM 0 O/\/\/\/\/\/\

(@)

Reakce probihala analogicky jako u “Il” za pouZiti 1,3 g (5 mmol) “1”, 1,13.g
(5,5 mmol DCC) a 0,074 g (0,5 mmol) 4-pyrrolidinopyridinu. Posléze bylo pfidano 0,93 g
(5 mmol) dodecylalkoholu.

Produktem byla naZloutld olejovitd kapalina, precisténa chromatograficky

mobilni fazi hexan/diethylether 8:1.
Zaveér: Bylo ziskano 1,7 g produktu ve formé oleje.

Vytézek 80 %.

NMR: 'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6: 0,88 (t, J = 6,5Hz, 3H), 1,15-1,40 (m, 18H),
1,55-1,75 (m, 4H), 1,80-2,00 (m, 2H), 2,40-2,55 (m, 1H), 2,93 (t, J = 11Hz, 2H), 4,07 (t, )
= 6,7Hz, 2H), 4,11 (prekryv pfedchozim signdlem, 2H), 5,125 (s, 2H), 7,25-7,45 (m, 5H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) &: 174.400, 155.144, 136.720, 128.645, 128.449,
127.953, 127.833, 127.788, 67.066, 64.718, 43.255, 43.222, 40.976, 31.867, 29.675,
29.612, 29.582, 29.528, 29.469, 29.304, 29.187, 28.551, 27.865, 25.856, 22.648,
14.086.
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6.2.4 4-(decyloxykarbonyl)piperidinium-bromid (IV)

M= 349,3 g.mol™. C1gH3,NO,.Br

1,17 g (2,90 mmol) “lI” bylo smiseno s 5 ml (2,90 mmol HBr) HBr/CH3COOH. Do
barnky s 20 ml v mraznicce pfedem vychlazeného suchého diethyletheru byla injekéni
stfikackou tato smés po kapkach pridana. Produkt se z roztoku ihned vysrazel. Kyselina
octova byla odparena.

Krystaly byly odfiltrovany pomoci Blichnerovy nalevky. Piebyteény HBr byl

odstranén a produkt vysusen v exsikatoru nad NaOH.
Zavér: Bylo ziskano 0,65 g produktu ve formé krystald.

Vytézek 65 %.

T,=77,9 °C.

NMR: *H NMR (300 MHz, CDCls) &6: 0,86 (t, J = 6,5Hz, 3H), 1,15-1,40 (m, 14H),
1,50-1,70 (m, 2H), 2,05-2,35 (m, 4H), 2,55-2,75 (m, 1H), 3,00-3,20 (m, 2H), 3,35-3,50
(m, 2H), 4,08 (t, J = 6,7Hz, 2H), 8.50-9.50 (m, 2H).

3C NMR (75 MHz, CDCls) 6: 172.464, 65.363, 42.965, 42.810, 37.808, 31.814,
29.497, 29.466, 29.432, 29.226, 29.160, 28.467, 25.811, 24.340, 22.616, 14.064.

IR (ATR): 2921, 2854, 1731, 1595, 1585, 1193 cm™.
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6.2.5 4-(dodecyloxykarbonyl)piperidinium-bromid (V)

M= 378,30 g.mol ™. C1gH3sNO,Br

e y

N 1 HBr/CH,COOH Vv

\J

0 N N NP NN 0
(0} 0

Reakce probihala analogicky jako u “IV”. K 1,1 g (2,55 mmol) “lll” bylo pfidano
5ml (2,55 mmol HBr) HBr/CHsCOOH.
Krystaly byly odfiltrovany pomoci Bichnerovy ndlevky. Prebytecny HBr byl

odstranén a produkt vysusen v exsikatoru nad NaOH.
Zavér: Bylo ziskano 0,62 g produktu ve formé krystald.

Vytézek 65 %.

T, = 88,3 °C.

NMR: *H NMR (300 MHz, CDCls) 6: 0,86 (t, J = 6,5Hz, 3H), 1,15-1,40 (m, 18H),
1,50-1,70 (m, 2H), 2,05-2,30 (m, 4H), 2,55-2,70 (m, 1H), 3,00-3,20 (m, 2H), 3,30-3,50
(m, 2H), 4,08 (t, ) = 6,7Hz, 2H).

3C NMR (75 MHz, CDCls) 6: 172.490, 65.358, 42.729, 42.578, 37.811, 31.842,
29.573, 29.559, 29.513, 29.433, 29.280, 29.163, 28.458, 25.806, 24.322, 22.623,
18.350, 14.063.

IR (ATR): 2920, 2849, 1731, 1595, 1585, 1194 cm™.
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6.2.6 Decylester 1-acetylpiperidin-4-karboxylové kyseliny (VI)

M= 311,25 g.mol ™, C1gH33NO;

(0]
H\N+ H Br* Y
N
TEA, AcBr

v - = VI

S N N N
0 0 o) R S g g N

0,2 g (0,57 mmol) “IV” bylo rozpusténo ve 2 ml suchého chloroformu. Bylo
pfidano 0,25 ml (1,8 mmol) suchého triethylaminu a 10 ml suchého diethyletheru.
Vznikly srazeniny TEA'Br". Do smési bylo pfikapano 0,07 ml (1,14 mmol) acetylbromidu
(AcBr). Reakce byla michana 1 hodinu za laboratorni teploty. Poté byl odparen
acetylbromid. Smés byla vytfepana tfikrdt s 10 ml 3% NaHCO; a nasledné pétkrat
malym mnozstvim H,0. Etherova faze byla vysuSena pomoci Na,SO,4. Produkt byl
dosusen v exsikatoru.

Latka byla precisténa chromatograficky pomoci mobilni faze diethylether.

Produktem byla za laboratorni teploty hnédd olejovitd kapalina.
Zaveér: Bylo ziskdano 0,110 g produktu ve formé oleje.

vytéiek 72 %.

NMR: "H NMR (300 MHz, CDCls) &: 0,86 (t, J = 6,5Hz, 3H), 1,15-1,40 (m, 14H),
1,50-1,75 (m, 4H), 1,85-2,00 (m, 2H), 2,07 (s, 3H), 2,45-2,60 (m, 1H), 2,70-2,85 (m, 1H),
3,05-3,20 (m, 1H), 3,70-3,85 (m, 1H), 4,06 (t, J = 6,7Hz, 2H), 4,30-4,50 (m, 1H).

13C NMR (75 MHz, CDCl5) &: 174.177, 168.771, 64.765, 45.591, 40.952, 40.754,
31.817, 29.635, 29.454, 29.225, 29.153, 28.522, 28.365, 27.784, 25.831, 22.612,
21.407, 14.058.

IR (ATR): 2918, 2850, 1725, 1637, 1174 cm™.
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6.2.7 Dodecylester 1-acetylpiperidin-4-karboxylové kyseliny (VII)

M= 339,28 g.mol ™, CoH3;NO3

O
HO _H . Y
N r N
TEA, AcBr

\' Vil
e U AN /\/\/\/\/\/\

Reakce probihala obdobné jako ptiprava “VI”. Na reakci se podilelo 0,10 g
(0,26 mmol) “v”, 0,12 ml (0,82 mmol) TEA a 0,03 ml (0,52 mmol) AcBr.
Produktem byly ovSem krystaly. PreciSténa byla latka opét chromatograficky

pomoci mobilni faze diethylether.
Zavér: Bylo ziskano 0,050 g produktu ve formé krystalu.

Vytéziek 64 %.

T.= 43,0 °C.

NMR: *H NMR (300 MHz, CDCls) 6: 0,86 (t, J = 6,5Hz, 3H), 1,15-1,40 (m, 18H),
1,50-1,75 (m, 4H), 1,85-2,00 (m, 2H), 2,09 (s, 3H), 2,45-2,60 (m, 1H), 2,70-2,90 (m, 1H),
3,05-3,20 (m, 1H), 3,70-3,85 (m, 1H), 4,07 (t, ) = 6,7Hz, 2H), 4,30-4,50 (m, 1H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 6: 174.173, 168.871, 64.800, 45.638, 40.939, 40.841,
31.861, 29.688, 29.578, 29.520, 29.461, 29.297, 29.176, 28.539, 28.371, 27.794,
25.849, 22.640, 21.413, 14.078.

IR (ATR): 2917, 2850, 1725, 1636, 1174 cm™.
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6.2.8 4-(decyloxykarbonyl)piperidinium-4-(decyloxykarbonyl)piperidin-
1-karbamat (VIII)

M= 583,88 g.mol'l, C17H30NO4 . C15H32N002

O\/\/\/\/\/
N
H\ +_H - )\
N TEA, CO, o o
—_—
lv H\ +'H
N VIl
2 N N 2N
0 (0]
16) O/\/\/\/\/\

0,15 g (0,429 mmol) “IV” bylo pomalu rozpusténo v 10 ml destilované H,O.
Do roztoku byl pfidan 0,15 ml (1,1 mmol) TEA. Poté byl bazicky ester tfikrat vytfepan
do 10 ml diethyletheru. Organickd faze byla vysuSena pomoci Na,SO4. Siran byl
odfiltrovan pres vatu. Etherova faze byla zahus$téna na vakuové odparce. Banka byla
umisténa na 24 hodin do exsikatoru s oxidem fosforecnym pro dosuseni
a s koncentrovanou kyselinou sirovou pro odstranéni prebytecného TEA. Poté byl
do oleje rozlitého po co nejvétsim povrchu barky foukdn CO,. Ihned se tvofila vrstvicka
produktu. Barnka byla umisténa v mraznicce.

Produktem byla bila krystalicka latka.
Zavér: Bylo ziskano 0,090 g produktu ve formé krystald.

Vytézek 72 %.

T:=69,6 °C.

NMR: "H NMR (300 MHz, CDCl3) &: 0,92 (t, J = 6,5Hz, 6H), 1,15-1,40 (m, 30H),
1,40-1,80 (m, 12H), 2,05-2,35 (m, 6H), 2,70-2,85 (m, 4H), 4,00 (t, J = 6,7Hz, 4H)

3C NMR (75 MHz, CDCl;) 6: 174.857, 64.555, 46.559, 42.477, 32.750, 30.414,
30.206, 30.105, 29.565, 26.734, 23.524, 21.524, 21.267, 21.012, 20.757, 20.502,
20.247,19.993, 14.722,

V NMR spektru neni dliikaz karbamatu, ten je ovSem v IR spektru.

IR (ATR): 2919, 2851, 1727, 16321, 1538, 1174 cm"™.
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6.2.9 4-(dodecyloxykarbonyl)piperidinium-4-
(dodecyloxykarbonyl)piperidin-1-karbamat (IX)

M= 638,96 g.mol'l, C19H34NO4 . C1gH36NO;

N

H_ H
°NDBr )\
TEA, CO, o

—* 5 0

H H
N+
N
/\/\/\/\/\/\
(e} 0}
0 O/\/\/\/\/\/\

Tato reakce probihala analogicky jako pfiprava “VII”. Bylo pouZito 0,10 g
(0,264 mmol) “v”, 10 ml destilované vody, 0,1 ml (0,65 mmol) TEA a tfikrat 10 ml

diethyletheru.
Produktem byla bila krystalicka latka.
Zavér: Bylo ziskano 0,065 g produktu ve formé krystald.

Vytéiek 67 %.

T.=77,1°C.

NMR: *H NMR (300 MHz, CDCl;) &: 0,92 (t, J = 6,5Hz, 6H), 1,15-1,40 (m, 38H),
1,40-1,80 (m, 12H), 2,05-2,35 (m, 6H), 2,70-2,85 (m, 4H), 4,00 (t, J = 6,7Hz, 4H)

13 NMR (75 MHz, CDCl5) 6: 174.816, 64.578, 46.449, 42.372, 32.787, 30.564,
30.499, 30.443, 30.278, 30.127, 30.057, 29.571, 26.746, 23.544, 21.521, 21.266,
21.011, 20.756, 20.502, 20.246, 19.992, 14.732,

V NMR spektru neni diikaz karbamatu, je ovSiem v IR spektru.

IR (ATR): 2916, 2848, 1725, 16321, 1541, 1174 cm™.
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6.3 Hodnoceni akceleracni aktivity

6.3.1 Priprava kliZze pro permeace

Pro testovani akceleracCni aktivity syntetizovanych latek byla pouZita praseci
kGize plné tloustky a pro jeden pokus i kliZze dermatomovana. Klze ze zadni strany
prasecich usi ziskanych z jatek byla opatrné odfiznuta skalpelem od ostatnich tkani.
Chlupy byly zastfizeny. Tak byla pfipravena kize plné tloustky. Dermatomovana kize
pak byla ziskana za poutziti elektrického dermatomu (Acculan 1l, Aesculap AG, Braun,
Némecko). Poté byla kGiZze namocena na 5 minut v 0,05% roztoku azidu sodného.
Vakuové uzavrené ¢asti kGize byly uskladnény v mrazniéce. Maximalni doba uchovavani

je 2 mésice pfi teploté —18 °C.

6.3.2 Priprava donorovych vzorki

Kazdy donorovy vzorek byl pfipraven jako 5% suspenze modelového |éciva
theofylinu s 1 % testovaného AP v 60% propylenglykolu (PG). Suspenze byla 3 minuty
michana pti 50 °C a poté byla prenesena do termostatu a uskladnéna 48 hodin pfi
teploté 37 °C pro navozeni rovnovazného stavu.

Byl pfipraven kontrolni vzorek, ktery obsahoval 5 % theofylinu bez akcelerantu

v 60% PG. Dalsi postup byl totozny.

6.3.3 Permeacni experimenty

Urychlovaci schopnost pripravenych latek byla hodnocena in vitro za pouziti
Franzovych difaznich cel a theofylinu jako modelového permeantu.

Prase¢i klUze byla pred pouZitim rozmrazena, ihned opatrné nakrajena
na kousky o velikosti zhruba 2 x 2 cm a co nejdtive umisténa do Franzovych difuznich
cel. Kazda cela byla radné upevnéna a byla pfipravena tak, aby vznikla plocha kize pro

. 2
permeaci 1 cm®.
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Kazda z Franzovych cel s michadlem byla naplnéna akceptorovou fazi. Ta byla
pfipravena smisenim fosfatového pufru o pH 7.4 s pridavkem konzervacni latky 0.03 %
azidu sodného a izotonizacni latky NaCl. Byl zméren presny objem akceptorové faze
(16 az 18 ml) kazdé z Franzovych difuznich cel. Tento udaj byl potom zahrnut do
vypocta. Cely byly umistény alesporn na 30 minut do vodni |dzné o teploté 32 °C kvili
ustaveni rovnovahy. Poté bylo 200 pl donorového vzorku ¢i kontrolniho donorového
vzorku aplikovdno na kizi do komarky nad kdzi ve Franzové cele, viz. Obr. 8. Vzorek byl
prikryt krycim sklickem. Akceptorova faze byla po celou dobu trvani experimentu
michana a temperovdana na teplotu 32 °C ve vodni lazni.

Jednotlivé vzorky byly z Franzovych difuznich cel odebirdny v pfesnych ¢asovych
intervalech v pribéhu 48 hodin, konkrétné po 16, 20, 24, 28, 40, 44 a 48 hodinach.
Odebrané porce mély objem 0,6 ml a vidy byly nahrazeny prfesnym objemem cerstvé
akceptorové faze. Tyto objemové zmény byly zohlednény pti vypoctech.

Test permeace na prased kiizi — Franzovy difuzni cely

modelové IC. THEOFYLIN
Vyhodnoceni HPLC

donorovy vzorek:

|&é€ivo (+ akcelerant)

Bl B/EfE

faze 16-48 h - HPLC

prasec¢i kize plné

tloustky, 1 cm? L 10001
800
600
. ) 4004
< 2004
s rr ) 04

akceptorova faze: 0 10 20 30 40 50

PBS pH 7,4, 32 °C Time (h)

Obr. 8. Franzova cela™®
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6.3.4 HPLC stanoveni theofylinu

Koncentrace theofylinu ve vzorcich akceptorové faze byla stanovena pomoci
HPLC Shimadzu (Japonsko) za poufZiti LC — 20AD vysokotlakého cerpadla (Shimadzu),
SIL — 20 A HT autosampleru (Shimadzu), LiChroCART 250-4 kolony (LiChrospher 100, RP
- 18, 5um, Merck, Darmstadt, Némecko), RF — 10 A fluorescencniho detektoru
(Shimadzu), SPD — M20 A diode array detektoru (Shimadzu) a softwaru Sigmastat. Jako
mobilni faze byl pouZit methanol a 0.1M NaH,PO, v poméru 6:4. Prlitokova rychlost
kolony byla nastavena na 1,2 ml/min. Eluat byl monitorovan pfi 272 nm. Retencni Cas

theofylinu byl 3.3 £ 0.1 min.

6.3.5 Zpracovani dat

Zmérené hodnoty kumulativniho mnozstvi theofylinu v ug proslého pres 1 cm?’

byly vyneseny do grafu v zavislosti na ¢ase. Hodnota fluxu byla ziskana jako smérnice
linearni ¢asti této krivky.

Vsechny testované slouceniny byly charakterizovdany pomoci urychlovaciho
(akceleraéniho) poméru (UP). UP vypovidd o efektivité pouzitého akcelerantu.
Je definovan jako pomeér fluxu latky v pfitomnosti akcelerantu (Jx) a fluxu standardu,
tedy latky bez akcelerantu (Jo):

_
Jo

Statistické zpracovani bylo provedeno za pouziti One Way Analysis of Variance

UP

se Student-Newman-Keulsovym post testem (program SigmaStat).
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7 Vysledky

Dle strukturni predlohy T 12 byly syntetizovany jeho cyklické analogy, derivaty
kyseliny piperidin-4-karboxylové. Jedna se o estery s délkou lipofilniho fetézce 10 a 12
C ve formé hydrobromid(, N-acetylderivatu a soli karbamovych kyselin.

Prvnim krokem syntézy bylo zavedeni chranici benzyloxokarbonylové skupiny
na bazicky dusik molekuly komeréné dostupné kyseliny piperidin-4-karboxylové.
Reakce byla provedena podle Bergmanna a Zervase (viz. Metodicka ¢ast). Byla ziskana
krystalickd chranéna kyselina piperidin-4-karboxylova (1) s vytézkem 82 %. TotoZnost
byla dokazana podle teploty tani.

Dale byla ochranéna kyselina esterifikovdna podle Hassnera a Alexaniana
v pfitomnosti DCC a 4-pyrrolidinopyridinu (viz. Metodickd ¢ast). A to dekanolem
za vzniku decylesteru chrdnéné kyseliny (ll) s vytézkem 75 %. Byl pouzitdodekanol 80 %
vytézku dodecylesteru chranéné piperidin-4-karboxylové kyseliny (lll). Obé olejovité
latky byly precistény chromatograficky. Vzhledem k tomu, Ze tyto meziprodukty nebyly
dosud v literatufe popsané, jejich totoznost byla popsdana NMR a IR spektry.

Chranici skupina téchto esterl byla odstranéna pomoci 33% HBr. Byl pfipraven
krystalicky decylester kyseliny piperidin-4-karboxylové ve formé hydrobromidu (IV)
s vytézkem 65 %. Také hydrobromidu dodecylesteru (V) bylo ziskano 65 % krystalické
latky. Tyto latky byly rovnéz dokazany spektralnimi metodami.

Hydrobromidy (IV,V) byly podrobeny dalSim substituénim reakcim
na piperidinovém dusiku. Byla to jejich acetylace acetylbromidem na bazickém
piperidinovém dusiku po reakci s TEA. Bylo ziskano 72 % acetylovaného decylesteru
(V1) ve formé oleje a 64 % krystalického acetylovaného dodecylesteru (VII). Latky byly
opét dokdzany NMR a IR spektry.

Poté byla provedena reakce hydrobromidud (IV,V) s TEA a nasledné s CO,. Byla
syntetizovana sll karbamové kyseliny decylesteru (VIII) s vytézkem 72 % a karbamat
dodecylesteru kyseliny piperidin-4-karboxylové (IX) pfi vytézku 67 %. Bilé krystaly se
pfi této reakci tvofily ihned po aplikaci CO,. Tyto nepopsané latky byly

charakterizovany NMR spektrem, které ani u jednoho z karbamatd (VIILIX) neprokazaly
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pfitomnost podvojné soli. Avsak provedena IR spektra pak u obou potvrdili pfitomnost

karbamdatového karbonylu (1632 cm ™).

Testovani akceleracni aktivity pfipravenych slouéenin bylo provedeno in vitro

testy na praseci kizi v modifikované Franzové difuzni cele za pouZiti theofylinu jako

modelového permeantu. Vehikulem byl 60% propylenglykol.

Detekce mnoizstvi teofylinu prosSlého kizi byla provedena HPLC metodou.

Hodnoty akceleracni aktivity byly stanoveny pomoci statistickych vypoc¢td v programu

SigmaStat, viz. Tab. 2.

kontrol
Vehikulum PG a 174 74 Vi Vil viii IX |T12
14.4.2008 1 4 13 33 17 36 22
KiZe plné tloustky 1 6 12 52 15 27 36
5 7 26 19 38 33
0
23.4.2008 2 32 22 56 19 82 38
KizZe plné tloustky 3 22 2 40 29 57 36
1 34
1
28.4.2008 2 40 12 40 33 43 32 42
KiZe plné tloustky 3 19 28 41 59 69 51 | 44
4 60
44
41
5.5.2008 5 18 21 89 44 102 53
Dermatomovanda kiiZe 4 10 35 65 69 77 46
110 48
7 85 39
kontrol
a 174 74 Vi vil viii IX |T12
Pramer fluxa 2,6 17,3 | 17,0 | 49,2 | 33,7 | 63,5 | 42,0 |39,9
Primérna odchylka 1,5 9,9 85 | 14,6 | 159 | 24,1 | 81 | 3,2
Smérod. odch. priméru 0,5 4,2 3,5 6,4 6,6 | 81 3,0 | 1,9
Stat. vyzn. rozdil proti
kontrole * * * * *
Akceleracni pomér 6,6 6,6 | 189 | 13,0 | 24,4 | 16,1 | 15,3

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

Tab 2. Statistické vyhodnoceni akceleracni aktivity Iatek
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Graf 1. Flux a smérodatnd odchylka syntetizovanych Iatek a transkarbamu 12

Graf 1 ukazuje naméfené hodnoty theofylinu pro$lého 1cm? kdze za hodinu
(flux) pri aplikaci IéCiva s testovanymi potencialnimi AP (IV az IX), |éCiva s ucinnym
akcelerantem T 12 ¢i samotného |éciva (kontrola). Je nutné si vSimnout, Ze hodnoty
latek oznacené ,*“ (VI az IX) vykazuji statisticky vyznamny rozdil proti kontrole.
O latce ,IV“ a ,V“ toto fici nelze pro vysokou smérodatnou odchylku z pribéhu
jednotlivych méreni. Podobné latky, které maji vyssi flux nez modelova latka T 12,
nevykazuji pfi statistickém vyhodnoceni dostatecny rozdil této hodnoty oproti T 12.
Divodem jsou znovu odchylky u dil¢ich méreni. Proto nelze tvrdit, Ze latka ,VI“, resp.

HSVITY ma vyssi aktivitu nez T 12.
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Graf 2 Vyjadfuje urychlovaci pomér, hodnotu fluxu latky vztazenou k fluxu
kontrole. UP umoznuje pohodIné srovnani aktivit jednotlivych latek.

Pti biologickém testovani akceleracni aktivity hydrobromidd (IV,V) se ukazal
jejich nezanedbatelny, ale ve srovnani s dalSimi syntetizovanymi latkami slaby Ucinek
(UP u obou 6,6). Akcelera¢ni aktivita acetylovanych derivatd byla nad ocekavani
vyrazna. PredevSim decylester (UP = 18,9) vykazoval vysokou aktivitu. Dodecylester
pak UP = 13,0. Decylester soli karbamové kyseliny odvozené od
piperidin-4-karboxylové kyseliny (VIIl) pak vykazal v pokusech nejvyssi akceleracni
aktivitu viibec (UP = 24,4). Dodecylester (IX) mél urychlovaci pomér 16,1. Tyto hodnoty
UP byly pfi statistickém vyhodnoceni porovnany s T 12 (UP = 15,3).

Ze zjisténych aktivit jednotlivych latek (viz. Graf 1. a 2.) Ize vycist tyto poznatky:

e Je zde urcita aktivita hydrobromidl ester( piperidin-4-karboxylové kyseliny

(IV, V), avsak je nizka oproti T 12 i ostatnim testovanym latkdm
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Aktivita N-acetylovanych derivatt (VI, VIl) a karbamatl soli ester(
karbamovych kyselin (VIII, IX) je vysoka, na Urovni T 12

Akceleracni schopnosti decylester( téchto derivat( (VI, VIII) jsou vyssi nez
u dodecylesterl (VII, IX), a to i oproti T 12. Pfi statistické m vyhodnoceni
vsak rozdil aktivity decylestert a T 12 neni vyznamny

Pti srovnani N-acetylovanych derivat(l a soli esterll karbamovych kyselin,
vyssi ucinnost maji karbamaty (VII, IX). Vyraznéjsi je tento rozdil u
decylesteru. Ten ma jednoznacné nejvyssi aktivitu ze vSech testovanych

latek.
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8 Diskuse

Cilem této prace bylo pfipravit sérii derivata esterd piperidin-4-karboxylovych
kyselin a zhodnotit jejich pfipadnou akceleraéni aktivitu pfi permeaci teofylinu pres

praseci kliZi in vitro.

Transkarbam 12, T 12“

Struktury latek byly odvozeny od jiz dfive patentovaného velice Ucinného
akcelerantu permeace (AP) transkarbamu 12 (T 12). Myslenkou bylo pfipravit latky
s rigidni cyklickou ¢asti retézce mezi dusikem a karbonylem oproti flexibilni acyklické

této ¢asti v molekule T 12.

N O NS

%

Karbamat soli dodecyesteru kyseliny piperidin-4-karboxylové ,, IX“

Piperidin-4-karboxylova kyselina jako potencidlni AP byla jiz dfive prezentovana
ve studii transdermdlni naplasti s estradiolem.*

Proto byly syntetizovany derivaty ester(l piperidin-4-karboxylové kyseliny, a to
hydrobromidy, N-acetylované derivaty a soli karbamovych kyselin estertd

piperidin-4-karboxylové kyseliny s 10 a 12 uhlikatym hydrofobnim retézcem.
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Pfi dlkazu karbamath (VILIX) NMR spektry nebyla spolehlivé prokdzana
pfitomnost jejich struktury. AvSak provedend IR spektra pak u obou soli ester(
karbamovych kyselin potvrdily pfitomnost karbamatového karbonylu (1632 cm ™).

Ze srovnani aktivity hydrobromidl (UP decylesteru i dodecylesteru = 6,6) a
karbamatl (UP = 24,4 u decylesteru, resp. 16,1 u dodecylesteru), které maji totoznou
kationickou skupinu vyplyvd, Ze akceleracni Ucinek nese pravdépodobné karbamovy
anion. To potvrzuje predchozi domnénku nezastupitelné role karbamatového aniontu
pfi interakci s lipidy stratum corneum. Pfedpokladem mechanismu ucinku téchto latek
je uvolnéni CO, ze struktury karbamatu v mirné kyselém prostredi kize. Vlastni ucinek
akcelerantu této struktury je zfejmé zpUsoben nejen narusenim usporadani lipidickych

13 1en

lamel lipid( ve SC, ale snad i rozvolnénim interceluldrnich struktur kumulaci CO,.
by mohl jako mala molekula plynu lehce a rychle z kGiZze unikat. Lze se také domnivat,
Ze zaroven vzniklé degradacni produkty karbamdatl mohou mit stdle urcitou aktivitu
(viz. aktivita hydrobromidu). Ester je pak esterdzami pfitomnymi ve tkanich snadno
degradovan.

Akceleracni aktivita N-acetylovanych derivatli dosahla prekvapivé vysokych
hodnot (UP = 18,9 u decylesteru, resp. 13,0 u dodecylesteru) oproti zanedbatelné
aktivité N-acetylovanych derivatll T 12. Vysoka aktivita téchto latek poukazuje také na
dllezitost zachovdani zdakladni struktury amfifilniho enhanceru s odpovidajici
vzdalenosti mezi dusikem a karbonylem polarni hlavy, s esterovou vazbou a vhodnou
délkou hydrofobniho retézce.

Uspokojiva aktivita syntetizovanych derivatd piperidin-4-karboxylové kyseliny s
bazi¢téjSim sekundarnim aminem oproti T 12 s primarnim aminem v molekule
naznacuje urcity vliv bazicity na uc¢inek akcelerantu.

Aktivita decylester hydrobromid(i a karbamatd je zretelné vyssi, optimalni
délka hydrofobniho fetézce je tedy ziejmé 10 uhlik(l u latek tohoto typu. To bylo také
potvrzeno jiz dfive pti syntéze transkarbamu 10 (AP = 33)1 ktery je strukturnim
analogem T 12.

Ze srovnani aktivit derivatQ ester(l piperidin-4-karboxylové kyseliny s derivaty
esterl  piperidin-3-karboxylové, prezentované v diplomové praci Veroniky

Fratricové'™, vyplyvaji nékteré zajimavé poznatky. Obecné se tyto latky chovaji

51



obdobné jako derivaty derivaty piperidin-4-karboxylové kyseliny. Aktivita
hydrobromid( (nizkd), N-acetylderivatl (vy$sSi, na stejné urovni jako vysledky
prezentované v této praci). Avsak akceleraéni poméry soli karbamatl odvozenych
od piperidin-3-karboxylové kyseliny dosahuji vice neZ dvojndsobku hodnot UP jejich
4-isomerQ (UP = 46 u decylesteru, resp. UP = 32 u dodecylesteru). Tyto latky maji pak
prokazatelné (i statisticky) vyssi aktivitu nez T 12. Divodem jejich vysoké ucinnosti by
mohlo byt rozdilné usporadani molekuly ester( piperidin-3-karboxylové kyseliny oproti
pravidelnéjsi strukture jejich 4-isomerld. Mlze tak dochazet k odliSnym interakcim
s rznymi typy lipida SC.

V jednom z experimentl bylo pouZito tenké dermatomované kize. Té chybi
znacna Cast dermis oproti kzi plné tloustky. Tento pokus ukazal, Ze barierovou funkci
zajistuje hlavné SC, protoze flux, resp. UP nevykazovaly u dermatomované ¢i klize plné
tloustky vyrazné rozdily. Pritomnost dalSich vrstev klze (plna dermis, podkozZni vazivo)
neovlivnila ucinek AP. Bylo tak potvrzeno, Ze akceleranty transdermdlni permeace
Ucinkuji pouze ve SC.

Lze konstatovat, Ze zacyklené formy T 12, vtomto pripadé derivaty esterl

v es

spektrum latek vhodnych k pouZiti pfi transdermalni systémové i lokalni aplikaci [éCiv.
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9 Zaveér

Cilem mé prace bylo pripravit a otestovat cyklické analogy u¢inného amfifilniho
akcelerantu transdermalni permeace Transkarbamu 12 (T 12).

Podafilo se mi syntetizovat 6 novych dosud nepopsanych latek, a to:

e 4-(decyloxykarbonyl)piperidinium-bromid (IV)

e 4-(dodecyloxykarbonyl)piperidinium-bromid (V)

e decylester 1-acetylpiperidin-4-karboxylové kyseliny (VI)

e dodecylester 1-acetylpiperidin-4-karboxylové kyseliny (VII)

e 4-(decyloxykarbonyl)piperidinium-4-(decyloxykarbonyl)piperidin-1-
karbamat (VIlI)

e 4-(dodecyloxykarbonyl)piperidinium-4-(dodecyloxykarbonyl)piperidin-1-
karbamat (I1X)

Struktura téchto latek byla ovéfena pomoci spektralnich metod, NMR i IR. Byly
stanoveny nékteré jejich vlastnosti (T, skupenstvi, barva).

U danych latek jsem studoval jejich schopnost urychlit prostup theofylinu jako
modelového lécliva pres praseci kGzi. Experimenty byly provedeny in vitro pomoci
Franzovy difuzni cely. Jako vehikulum slouzil 60% propylenglykol.

Srovname-li aktivity jednotlivych latek s aktivitou T 12, je zfejmé, Ze urychlovaci
schopnost N-acetylovanych derivat (VI, VII) a karbamatd soli esterd karbamovych
kyselin (VIII, 1X) je vysoka. Aktivita decylester(l téchto derivatl je zretelné vyssi nez
u dodecylester(i. Nejaktivnéjsi byl akcelerant se strukturou karbamatu soli decylesteru
piperidin-4-karboxylové kyseliny (VIII). Pfi porovnani nepatrné ucinnych hydrobromidu
(IV, V) s akceleracné efektivnimi karbamaty (VIII, IX) se stejnou kationickou casti
molekuly, je zfejmy vliv karbamatového aniontu na akceleraéni aktivitu.

Byla dokazana vysoka permeacni aktivita cyklickych, tedy rigidnich analogt
T 12. Byla tak vyvracena obava ze ztraty Ucinku pfi stabilizaci struktury akcelerantu

zacyklenim tfetézce polarni hlavy mezi dusikem a karbonylem.
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