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Abstrakt

Permeacni akceleranty slouzi k usnadnéni prostupu 1éCiv pres kizi do systémové
cirkulace ¢i prilehlych tkani. Tato doktorska prace pifimo navazuje na vysledky
pfedchozich studii nas$i pracovni skupiny a vénuje se potencidlnim permeacnim
akcelerantim dvou odliSnych chemickych skupin: derivatim dikarboxylovych kyselin
a Transkarbamu 12 a jeho analogim. Hlavnim cilem bylo studovat vztahy mezi
strukturou a ti¢inkem téchto akcelerantd a ptispét k objasnéni mechanismu jejich ucinku.

Nejprve jsem se zabyval studiem strukturnich vztahti u derivata dikarboxylovych
kyselin. Ptipravil jsem sérii latek odvozenych od kyseliny maleinové, fumarové,
jantarové, (2R,3R)-vinné a meso-vinné. Schopnost téchto sloucenin urychlit prostup
modelového 1é¢iva theofylinu pifes praseci kizi plné tloustky byla studovéna pomoci
in vitro permeacnich experimenti ve Franzovych difuznich celach. Bylo zjisténo,
7ze jednofetézcové amfifilni molekuly jsou mnohem UCinnéj8imi akceleranty
nez odpovidajici dvoufetézcové slouceniny. Nejaktivnéjsi latka celé série
— monododecylester kyseliny maleinové (derivat s cis-dvojnou vazbou), vykazal
vyznamné vétsi schopnost urychlit ptfestup theofylinu ptes kiizi v porovndni s ptisluSnym
trans-derivatem. Ddle bylo zjiSténo, ze aktivita latek s jednoduchou vazbou (derivati
kyseliny jantarové) je siln€ zavisld na donorovém médiu. U diastereoizomernich
slouenin odvozenych od kyselin (2R,3R)-vinné a meso-vinné nebyl v této praci
pozorovan vyznamny rozdil v urychlovacich schopnostech.

Druha cast mé prace je veénovana Transkarbamu 12, coz je vysoce Ucinny,
Sirokospektry, netoxicky a nedrazdivy permeaéni akcelerant. Z chemického hlediska
jde o dvoufetézcovy amonium-karbamét vznikajici reakci  dodecylesteru
6-aminohexanové kyseliny s oxidem uhli¢itym. Nejprve byla piipravena série izomert
Transkarbamu 12. Zjistili jsme, Ze aktivita téchto sloucenin je pfimo zavisla
na poloze esterové skupiny v molekule. Dale jsme vyslovili hypotézu, ze mechanismus
Gginku transkarbamii je pravdépodobné dualni. Cast jejich aktivity je spjata se soli
karbamové kyseliny a/nebo sjejim rozkladem v mirné kyselém prostfedi stratum
corneum za uvolnéni oxidu uhli¢itého. Piekvapivé jsme vSak zjistili, ze vzniklé amonium-
chloridy maji vlastni urychlovaci schopnost a pfispivaji tak k celkové aktivité
transkarbamu. Déle byly popséany zévislosti u¢inku Transkarbamu 12 na pH donorového
média, které byly v souladu s touto hypotézou. Na zakladé jeho vlivu na permeaci dvou
rozdilnych 1é¢iv a elektrickou impedanci kize jsme zjistili, Ze Transkarbam 12 ovliviiuje
nékolik rozdilnych cest 1é¢iva pies stratum corneum. Tyto poznatky budou v budoucnu
vyuzity k cilenému navrhu novych tc¢innéjsich akcelerantii transdermalni permeace 1éciv.



Abstract

Permeation enhancers are compounds that promote drug flux into systemic
circulation or adjacent tissues. This doctoral thesis follows our previous results
and aims at studying two different groups of potential permeation enhancers: dicarboxylic
acid derivatives and analogues of Transkarbam 12. The main purpose of my work was
to study the structure-activity relationships in these permeation enhancers
and to contribute to the elucidatation of their mechanism of action.

The first part of my work was focused on derivatives of dicarboxylic acids. Series
of enhancers based on maleic, fumaric, succinic, tartaric and meso-tartaric acids were
prepared. The enhancing activity of these compounds was investigated in vitro in Franz
diffusion cells using theophylline as a model drug and porcine skin. The single-chain
amphiphiles were markedly more effective than the double-chain ones. The most active
enhancer, monododecyl maleate, that is a cis- derivative, was a more potent enhancer than
its respective trans- isomer. Furthermore, the activity of similar succinates,
i.e. compounds having a single bond, strongly depended on the donor vehicle.
No difference between diastereoisomeric tartaric and meso-tartaric acid derivatives was
found.

The second part of my work dealt with Transkarbam 12, an ammonium carbamate
formed by the reaction of dodecyl 6-aminohexanoate with carbon dioxide, which
is a highly active, broad-spectrum, nontoxic, and nonirritant transdermal permeation
enhancer. First, a series of Transkarbam 12 isomers was prepared. It was found that their
activity highly depends on the position of the ester group. Furthermore, we hypothesized
that trankarbams probably act by a dual mechanism: a part of their activity is associated
with the carbamic acid salt and/or its decomposition in the acidic stratum corneum
releasing carbon dioxide. Surprisingly, the ammonium esters thereby released are active
enhancers as well and contribute to the overall activity of trankarbams. Furthermore,
pH-dependent effects of Transkarbam 12 were described, which were in agreement
with the above hypothesis. The effects of this enhancer on the permeation of two different
drugs and on the skin electrical impedance suggested that Transkarbam 12 influences
more drug penetration pathways through the stratum corneum. These findings
will be used in a more rational design of novel transdermal permeation enhancers.



2. Cil prace

Cilem mé doktorské prace bylo sledovat vztahy mezi chemickou strukturou
navrzenych a pfipravenych potencidlnich permeacnich akceleranti a jejich schopnosti
urychlit prinik modelovych 1é¢iv ptes praseci kizi plné tloustky in vitro. Pro tento ucel
byly vybrany dvé odlisné skupiny latek: derivaty dikarboxylovych kyselin
a Transkarbam 12 (T12) a jeho analoga.

Derivaty dikarboxylovych kyselin

Nejperspektivnéj$imi akceleranty se v soucasné dob¢ jevi amfifilni latky docasné
rozvoliujici uspofadani lipidovych lamel v SC. Zakladnimi ¢astmi takovych amfifilnich
akcelerant jsou polarni hlava a hydrofobni fetézec (fetézce). Predchozi publikovana
prace zabyvajici se amfifilnimi analogy ceramidd,® vniz nejlepsich vysledka
bylo dosazeno s derivatem, ktery mél v polarni €asti molekuly kyselinu maleinovou,
dala zaklad pro navrh a syntézu modelovych potencidlnich akceleranti hodnocenych
v této praci. Délka hydrofobniho fetézce (fetézci) byla vybrana dle ptedchozich studii,
ze kterych vyplyva, Ze optimdlni délka fetézce se pohybuje mezi 10 a 12 uhliky.2
Chemické obmény struktury byly proto v této praci zaméfeny jak na polarni hlavu,
tak na hydrofobni ¢ast molekuly a to scilem objasnit vliv struktury slouceniny
na jeji schopnost urychlit prestup modelového 1é¢iva pies kozni bariéru.

Cilené zjednoduSeni struktury v misté polarni hlavy akcelerantu umoznilo hledat
souvislosti mezi derivaty kyseliny maleinové, fumarové, jantarové, (2R,3R)-vinné
a meso-vinné. Byly tak navrzeny: a) estery S odliSnou geometrickou izomerii na dvojné
vazbé (E-, Z-), b) slouceniny, které mély dvojnou vazbu nahrazenou vazbou jednoduchou,
) slouceniny, u nichz byly pfitomné hydroxylové skupiny schopné tvofit vodikové
vazby.

Obmeény v hydrofobni ¢asti molekuly byly navrzeny piedevSim s cilem zjistit,
zda ma naurychlovaci schopnost potencialniho akcelerantu vliv ptitomnost pouze
jednoho nebo dvou hydrofobnich fetézci. Proto jsme jako zaklad vzali latky typu:
didodecylesteri, monododecylesteri a dodecyl-methylesteri od vSech uvedenych
dikarboxylovych kyselin.



Transkarbam 12 a jeho analoga

Transkarbam 12 je akcelerant transdermalni permeace pfipraveny na nasem
pracovisti,? ktery vykazuje vysokou akceleraéni G&innost pro fadu riznych 1&&iv, pficemsz
jeho vyhodou je, ze je netoxicky, nedrazdivy a biodegradabilni. Tyto vlastnosti jej fadi
mezi perspektivni latky, u nichz se vyplati hledat vztahy mezi strukturou a uGc¢inkem
a patrat po mechanismu akcelera¢niho u¢inku.

Na zakladé ptedchozich vysledkii byla vyslovena hypotéza, Ze labilita soli
karbamové kyseliny (tj. schopnost uvoliiovat oxid uhli¢ity) by mohla byt zodpovédna
za mechanismus ucinku této 1éttky.45’46 Zaroven vSak bylo zjisténo, ze pii urychleni
permeace adefoviru ptes kuzi bylo dosazeno nejlepsich vysledka pii pH 4. To by mohlo
naznacovat, ze karbamatova struktura T12 neni vzdy k u¢inku nutnd, a ze v ptipadé
adefoviru je T12 schopen urychlovat i ve form& amoniové soli.*’ Cilem této druhé &asti
doktorské prace bylo tedy tyto znamé informace doplnit a zjistit zda se by se v pfipadé
transdermalni podani T12 nemohlo jednat o dualni mechanismus u¢inku — Ze akcelera¢né
pusobi jak karbamat T12, tak amoniova sil DDAEC z néj vznikajici.

Pii navrhu modelovych akcelerantii jsme vychéazeli z predchozich publikovanych
praci,”**® ze kterych vyplyva, Ze pritomnost esterové skupiny je pro schopnost T12
urychlit prostup 1é¢iva ptes kiizi nezbytna. S cilem ovéfit hypotézu o mozném dudlnim
mechanismu uc¢inku T12 (resp. obecné celé skupiny transkarbamil) a vyznamu polohy
esterové funkce byly navrZzeny a studovany dva typy sloucenin — dvoufetézcové
amonium-karbamaty a jednofetézcové amonium-chloridy, pfi¢emz cela série obou typu
sloucenin byla koncipovana jako fada polohovych izomert T12 stejného sumarniho
vzorce, liSicich se vzdalenosti esterové skupiny od dusikového atomu. Dale jsme si kladli
za cil studovat vliv pH donorového vzorku na aktivitu T12 a jeho metabolitu DDEAC,
tedy amoniové soli vzniklé po rozkladu TI12 v kyselém prostiedi, pomoci dvou

modelovych 1éc¢iv a elektrické impedance kiiZe.



3.Uvod

3.1. Transdermalni podani 1é¢iv

Transdermalni podani 1é¢iv (transdermal drug delivery, TDD) spociva v aplikaci
1é¢ivé latky pies kuzi scilem dosahnout jejiho systémového ucinku. Na rozdil
od klasického podani 1éCiva (peroralniho ¢i parenteralniho) poskytuje transdermalni
aplikace mnoho vyhod.*” Mezi nejvyznamn&jsi vyhody pogitame:®

- vylouceni first-pass efektu po prichodu jatry a gastrointestinalnim systémem

- vylouceni nezadouciho drazdéni traviciho traktu

- moznost rychlého pferuSeni ptivodu lé¢iva odstranénim transdermalniho systému

- vylouceni fyzikalné-chemickych interakei s potravou ¢i souc¢asné podavanymi léCivy
- moznost udrzet stabilni plazmatickou hladinu lé¢iva po dlouhou dobu

- mensi traumatizaci pacienta a zlepSeni compliance

I presto, Ze dnes jiz neni lidska kuiZze povazovana za neprostupnou membranu,
vhodnych kandidatt pro transdermalni pouziti je bohuzel malo. K tomu, aby Ié¢ivo
prochazelo skrz kazi a bylo tzv. ,easy-to-deliver, musi mit kombinaci nasledujicich
fyzikalng-chemickych vlastnosti:’

- denni terapeuticka davka nizsi nez 10 mg
- nizka teplota tani (do 200 °C)

- vyvazena lipofilita latky (logP ~ 1-3)

- molarni hmotnost mensi nez 500 g.mol™

VétSina 1éCiv vSak tyto pozadavky nespliiuje. K rozsifeni palety transdermalné
podavanych 1é¢iv (v soucasné dobé jsou to napi. klonidin, fentanyl, lidokain, nikotin,
nitroglycerin, estradiol, ethinylestradiol, oxybutynin, skopolamin, testosteron,
norethindron-acetat, norelgestromin, methylfenidat, selegilin, rivastigmin, rotigotin
& granisetron)’ je nutné dodasné sniZit bariérovou funkei kiZe. Za timto uéelem bylo
vyvinuto mnoho ruznych pfistupi vcetné chemickych akceleranti, iontoforézy,
ultrazvuku, elektroporace, magnetoforézy, fotoakustickych vln, mikrojehel, lipozoémut
a jinych nosic, eutektickych systémt, iontovych part a dalsich.®



3.2. Bariérova funkce kuze

Klicovou funkci lidské ktze je tvofit bariéru mezi vnitinim a vnéjSim prostfedim,
tedy zabranovat ztraitdm vody a endogennich latek a chranit organismus pred
mechanickym poskozenim, nezadoucimi substancemi, mikroby a ultrafialovym zatrenim.

Kuze savcu (Obr. 1.) je slozena ze dvou hlavnich vrstev — vnitini dermis a vné&jsi
nevaskularizované epidermis. Dermis je tvofena fibroblasty a extracelularni matrix;
také je bohaté protkana kapilarami a nervovymi zakon¢enimi. Epidermis je z 95 %
tvofena keratinocyty, melanocyty, a dale Langerhansovymi a Merkelovymi buiikami.
Epidermis se d€li na Ctyfi vrstvy: stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum
a stratum corneum. Bunky se v téchto vrstvach nachdzeji v odlisSnych stadiich
diferenciace a postupné se migraci dostavaji na povrch kaze. Buiky se zplostuji,
organely se postupné rozpadaji a dochazi v nich k ukladéani keratinu. Vysledkem procesu

; L « ot 9,10,11
zvaného keratinizace je tvorba kozni bariéry.
Lipidicka n
dvojvrstv:
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Kerati
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Obr. 1. Struktura kuze a kozni bariéry.12

Kozni bariéra je pro naprostou vétsinu latek lokalizovana v nejsvrchngjsi kozni
vrstvé stratum corneum (SC), nazyvané také rohova vrstva. SC je tvofeno korneocyty,
coz jsou keratinocyty nachézejici se v termindlnim staddiu diferenciace. Tyto ploché,
vzajemné do sebe zapadajici bunky, jsou vystavény z hydratovaného keratinu a jsou
zodpoveédné predevsim za mechanickou odolnost kiize. Za bariéru vici prostupu vody
a jinych latek pak zodpovida velmi hydrofobni lipidovd matrix slozend z ceramidd,
mastnych kyselin a cholesterolu. Barry pouzivéd pro zjednoduseni popisu neporuseného
SC pfipodobnéni ke ,,zdi“. Cihly, v tomto pfipadé korneocyty, jsou zasazeny v malté —
lipidické matrix.*®
8



3.3. Cesty prostupu latek pres kuzi

Existuji t¥i potencialni moznosti, jak proniknout pies kozni bariéru (Obr. 2.):**

(A) Vétsina latek prostupuje pies SC touto cestou, pfiCemz mizeme rozlisit
transcelularni prostup pies korneocyty a intercelularni prostup mezibunécnymi prostory.
Vzhledem k tomu, Ze mezibunééné lipidy jsou kontinudlni fazi v celém SC, permeujici
latka jimi musi prochazet v obou ptipadech. I pfesto, Ze je transcelularni cesta kratsi,
vétSina latek preferuje cestu mezibunéénymi lipidy, protoze prostup pies korneocyty
zahrnuje prekonani mnoha fazovych rozhrani.

(B + C) Mensi ¢ast latek, zejména slouceniny vysoce lipofilni a vysokomolekularni
latky, vyuziva k prostupu ptes kozni bariéru vlasovych folikulii, mazovych a potnich
zlazek. Ty tvoii asi 0,01-0,1 % kozniho povrchu, proto je jejich podil na permeaci
béZznych latek mal}'/.8

interceluldrni cesta transceluldrni cesta
L] J

icka ‘ mastné 4
licka vodna
membrana | CYtoplazma kyseliny ¢4, ceramidy
Radd { \
interceluldrni| [ o i 1 B
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lipidy vodnafaze

cholesterol keratin
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Obr. 2. Cesty prostupu latek pres kizi.

Vztahy mezi mirou koZniho prostupu rtiznych sloucenin a jejich fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi jsou v literatufe jiz dobfe popsany. Pro latky schopné prechazet

vvvvvv

o o 16,17,1
tvofit vodikové vazby.*o"18



3.4. Akceleranty transdermalni permeace

Jen velmi malo latek je schopno proniknout ptes kozni bariéru v dostatecné miie
k dosazeni terapeutickych koncentraci. Jednim ze zpGsobtl, jak doCasné snizit bariérovou
funkci kiize a umoznit 1é¢ivu vstup do systémové cirkulace, je pouziti akcelerantt
transdermalni permeace.

Je znamo, Ze mnoho chemickych latek volné interaguje s lidskou kuzi, ale abychom
je mohli povazovat za permeacni akceleranty, musi spliovat piisna kriteria.® Idealni
akcelerant by mél mit podle Williamse a Barryho*?° kombinaci nasledujicich vlastnosti:

- m¢l by byt netoxicky, nedrazdivy, nealergizujici

- nastup ucinku by mél byt co nejrychlejsi, jeho délka a prub&éh musi byt predvidatelna
- mé&l by byt bez vlastniho farmakologického ti¢inku

- prestup latek by mél byt jednosmérny — endogenni latky nesméji prechazet ven

- po odstranéni akcelerantu by mélo dojit k rychlé obnové bariérovych vlastnosti kiize
- m¢l by byt kompatibilni s 1é¢ivy a pomocnymi latkami

- amél by byt ,,kosmeticky pfijatelny*

V praxi se ukazalo, Zze by se mélo jednat také o latky snadno dostupné a levné
a pro bezpetné terapeutické pouziti by mél byt znam mechanismus jejich G¢inku.
Prozatim 7zadna latka nespliiuje pozadavky na ideédlni akcelerant, a proto u dosud
znamych latek volime kompromis mezi terapeutickym piinosem a rizikem nezédoucich
ucinkd, jez se projevuji jako mistni iritace klize ¢€i nevratnd zmeéna bariérovych funkci
kaze.

Rozdé&leni akcelerantii 1ze provést podle riznych kritérii. Podle chemické struktury
se daji permeacni akceleranty rozdélit do dvou skupin — malé polarni molekuly
(napt. ethanol, propylenglykol, dimethylsulfoxid) a amfifilni latky obsahujici polarni
hlavu a hydrofobni fetézec (napf. mastné kyseliny a alkoholy, Azon). Dale mohou byt
klasifikovany do skupin podle ptedpokladaného mechanismu G¢inku, chemické struktury
¢i polarity.21

3.4.1. Mechanismus ucinku akceleranti

Plsobeni akcelerantil na kiizi mizZe byt roz€lenéno na dvé urovné. Prvni z nich
je penetrace latek do mista u¢inku, tedy do SC a druhou je vlastni plisobeni v SC. Ptesny
mechanismus ucinku akcelerantti neni dosud znam. Je vSak patrné zalozen na jejich
nespecifickych interakcich se strukturami ktze (Obr. 3.). Barry pouziva klasifikaci
akcelerantl transdermalni permeace zalozenou na lipidoveé-proteinoveé-rozdélovaci teorii
(lipid-protein-partitioning concept).? Zjednodusené lze ftici, ze akceleranty mohou
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interagovat ve SC s proteinovymi strukturami SC (a intracelularnim keratinem
nebo desmozomy), jsou schopny menit vlastnosti intercelularnich lipidd nebo méni
rozdélovaci rovnovahy mezi SC a 1é¢ivem. 2223 2425

Interakce s intercelularnimi lipidy. Vé&tSina akceleranti interaguje s intercelularnimi
lipidovymi doménami SC.® Malé polarni molekuly mohou pferusit vodikové vazby, které
drzi u sebe molekuly ceramidii. Amfifilni akceleranty maji schopnost vmezefit se mezi
lipidové lamely tak, Zze polarni hlava se umisti do polarni ¢asti a hydrofobni fetézce
mezi hydrofobni fetézce lipidh. Toto ma za nasledek naruSeni uspotradani lipida
a fluidizaci lamelarni struktury, coz vede ke snizeni odporu kozni bariéry.26 Nektera
rozpoustédla, jako je ethanol nebo dimethylsulfoxid (DMSO), ptisobi extrakei lipidd.

Interakce s proteinovymi strukturami.?’ Nékteré akceleranty mohou ovliviiovat
konformaci keratinu v korneocytech nebo proteini v desmozomech. V porovnani
s akceleranty, které interaguji s koznimi lipidy, je jejich ucinek pomérné slaby. Nutno
podotknout, Ze vétSina konformacnich zmén proteinti je nevratnych.

Ovliviiovani  rozdélovacich  rovnovah. Nekteré  akceleranty, pfedevs§im
nizkomolekuldrni (napt. ethanol ¢i propylenglykol), maji schopnost ménit rozdélovaci
rovnovahy mezi transdermdlnim systémem a SC a usnadiiuji tak prostup léciva.

} polarni skupiny
polarni

akcelerant i“g

fluidizace
’}

i
extrakce lipidi \

lipofilni
akcelerant } lipofilni fetézce

4

/ fluidizace

rezervoar l dvojvrstva \

vodhy polarni skupiny +
é '%} lipidova 1%1
oddéleni fazi castice

oddéleni fazi

1
fi

zmeéna polarity

v . ) o IS P4 2l
Obr. 3. Mozny mechanismus G&inku akcelerantd transdermalni permeace.”
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4. Prehled permeacnich akceleranti
odvozenych od m-aminokyselin

Do skupiny transdermalnich akcelerantii odvozenych od w-aminokyselin lze zafadit
velky pocet dosud popsanych struktur. Vzhledem k mnozstvi publikovanych praci
muizeme fici, ze se jedna o nejstudovanéjsi a také nejaktivnéj$i permeacni akceleranty
viibec. Z hlediska chemické identity jde 0 pomérné heterogenni skupinu.

Mezi acyklické slouCeniny patfi:

= derivaty esencialnich aminokyselin (glycinu a lysinu)
= derivaty -alaninu
= derivaty ow-aminokyselin s vétsim poctem uhlikovych atomi

Mezi cyklické derivaty (laktamy), které tvofi nejvyznamnéjs$i a nejpocetnéjsi
skupinu akceleranti odvozenych od w-aminokyselin, patfi:

= derivaty azetidin-2-onu (p-laktamy)

o derivaty pyrrolidin-2-onu (y-laktamy)
o derivaty piperidin-2-onu (3-laktamy)
o derivaty azepan-2-onu (e-laktamy)

4.1. Acyklické derivaty m-aminokyselin

4.1.1. Derivaty lysinu

Mezi permeacni akceleranty odvozené od w-aminokyselin patii nerozvétvené
alkylestery lysinu s délkou hydrofobniho fetézce Cs az Cy; (Obr. 4.). Zajimavosti

je, ze jsou pouzitelné pro prostup 1é¢iv nejen skrz kozni bariéru, ale i skrz sliznici,

napiiklad zalude¢ni.?®

HoN X
2 \/\/\‘)J\O/Q\Cm

NH,

Obr. 4. Estery lysinu (R = C4-C,y).
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4.1.2. Derivaty glycinu a f-alaninu

Mezi nejvyznamngj$i akceleranty transdermalni permeace odvozené od glycinu
patii jeho N,N-disubstituované estery (Obr. 5.). Decylester N,N-dimethylglycinu
a dodecylester N,N-dimethylglycinu (DDAA) byly s pozitivnim vysledkem pouzity
pro urychleni vstiebavani indometacinu (hodnoceno in vitro na hadi ktzi). Také bylo
dokazano, ze akcelera¢ni Gcinnost vzrista s délkou alkylovych fetézct na dusiku, aniz
by vzrustala toxicita a drazdivost, 29303132

Pii studiu dermalni drazdivosti DDAA, které bylo provedeno in vivo na kuzi
kralika, bylo zjisténo, ze toxicita DDAA je oproti Azonu a n-dodekanolu vyrazné nizsi.
Také obnova bariérovych funkei kiize byla statisticky vyznamné rychlejsi.®

| o
N X
Obr. 5. Estery N,N-dimethylglycinu (R= Cy a Cy1).

Studiem série derivati glycinu a serinu v¢. dipeptida (Obr. 6.), jez byly navrzeny
tak, aby se strukturné podobaly koznim ceramidiim, bylo zjisténo, ze glycinové derivaty
jsou leps$imi akceleranty nez estery serinu a dipeptidové derivaty. Na zakladé ziskanych
vysledki autofi navrhli hypotézu, ze dobry akcelerant musi mit (podobn¢ jako ceramidy)
pomérn¢ malou polarni hlavu, aby se mohl vmezefit do ceramidové lamely,
ale na rozdil od ceramidli musi mit nizkou schopnost tvofit vodikové vazby. Vysledky
regresni analyzy tuto hypotézu potvrdily. Také bylo také zjisténo, ze nezalezi na celkové

lipofilité, ale na délce fetézce (fetézcli) permeacniho akcelerantu.***°

R1 CyoHaos

O/

HN_ R,

o
o
Obr. 6. Glycinové a serinové derivaty ceramidi (R; = -H, -CH,OH; R, = CyHa;,

-(CH,);CH=CH(CH,);CHg;, -CH(R;)NHCOC;;H,3, -CH=CHCOOC;H;s, -CH(OH)CH(OH)COO-
'C12H25)'

Strukturni obménou N,N-dimethylderivati glycinu byly ziskany perspektivni
slouceniny  typu  N,N-disubstituovanych  derivatd  alaninu.  Nejdiskutovangjsi
a nejperspektivnéjsi slouceninou je dodecylester N,N-dimethylalaninu (DDAIP, Obr. 7.).
Jeho schopnost urychlit prostup 1é¢iv — indometacinu, hydrokortizonu, klonidinu

a 5-fluorouracilu ptes hadi kiizi byla v porovnani s Azonem Vyééi.36'37'38

13



| O
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Obr. 7. DDAIP.

V praci Pfistera a kol.*® byly detailné popsany fyzikalng-chemické vlastnosti
DDAIP. Autofi zjistili, ze akutni toxicita DDAIP je pii experimentech na mysSich
a potkanech velmi nizka. Vysledky studie na kozni drazdivost, genotoxicitu,
karcinogenitu a reprodukcni toxicitu jednoznacné klasifikuji DDAIP jako bezpecny
akcelerant pro permeaci 1é¢iv mnoha farmakologickych skupin (napt. alprostadilu,
ketoprofenu a ondansetronu). Autofi popisuji velmi rychlou metabolizaci DDAIP
esterazami (koznimi, plazmatickymi 1 mikrozomalnimi) na netoxické latky -
N,N-dimethylalanin a n-dodekanol.

Jako =zastupce permeacnich akceleranti odvozenych od f-alaninu lze uvést
dodecylester 3-(dimethylamino)propanové kyseliny (Obr. 8.). Jde o izomer DDAIP
s pfimym ethylenovym spojovacim fetézcem, ktery byl pfipraven a na schopnost urychlit
prostup theofylinu, indometacinu, hydrokortizonu a adefoviru ptes kazi in vitro studovan
vpraci J. Novotného a kol.*® Soudasné piipravili sérii analogii DDAIP, kde mezi
dimethylaminoskupinou a esterovym karbonylem byla vétsi vzdalenost. V této praci
byl také syntetizovan polyfluorovany derivat DDAIP a dale byl sledovan vliv chirality
DDAIP na urychlovaci schopnost tohoto akcelerantu. Autofi nenasli u zadného z Ié¢iv
vyznamny rozdil mezi aktivitou (R)-, (S)- a racemického DDAIP. Také bylo zjisténo,
ze optimalni vzdalenost mezi dusikem a esterovou skupinou je 4-6 uhliki a byla
vyslovena hypotéza, ze vétveni ve spojovacim fetézci molekuly DDAIP negativné
ovliviiuje urychlovaci aktivitu akcelerantu. Zajimavym zjisténim je, Ze zavedenim vétSiho
po¢tu atomu fluoru do molekuly akcelerantu jeho aktivita vymizi. Tento vysledek
by se mohl stat ndmétem pro vyvoj permeacnich retardanti.

O

\N/\)ko/Cmst

Obr. 8. Dodecylester 3-(dimethylamino)propanové kyseliny.
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4.1.3. Derivity 6-aminohexanové a tranexamové kyseliny

4.1.3.1. Estery 6-aminohexanové kyseliny

Estery 6-aminohexanové kyseliny byly navrzeny jako oteviend analoga Azonu
(Obr. 9.) sjejich ptredpokladanou metabolizaci na netoxické slouceniny (kyselina
6-aminohexanova a n-dodekanol). Na zaklad¢ vysledki permeacnich experimentt
lze ftici, ze urychlovaci schopnost pfipravenych esteri 6-aminohexanové kyseliny
je vporovnani s Azonem vy$§i. Také bylo zjisténo, Ze s prodluzujici se délkou
uhlikového fetézce mezi esterovou skupinou a dusikem urychlovaci aktivita klesa

. : : . . o 41,42
(potvrzeno u esterl kyselin 7-aminoheptanové a 8-aminooktanové).

0]

N—C12Hzs O—Cy2Hys
NH,

Obr. 9. Azon a jeho otevieny analog dodecylester kyseliny 6-aminohexanové (DDEAC).
Podobné¢ jako u DDAIP byl i u 2-oktylesteru 6-aminohexanové kyseliny (Obr. 10.)
studovan vliv chirality na urychlovaci schopnost akcelerantu. Stanoveni bylo provedeno

in vitro na lidské kzi s modelovym lé¢ivem theofylinem, nicméné vliv chirality nebyl
prokazan.*®

O

HaN \/\/\/U\ /£
Obr. 10. 2-oktylester 6-aminohexanové kyseliny.

4.1.3.2. Soli substituovanych karbamovych kyselin odvozenych od esteru

6-aminohexanové a tranexamové kyseliny

DDEAC se jevil jako velmi nadéjny akcelerant, ale v pribéhu pokust bylo zjisténo,
Ze tento aminoester zfejmé neni vlastni Gi¢innou latkou. Bylo prokézano, ze jeho primarni
aminoskupina reaguje se vzdusnym oxidem uhli¢itym a tvofi dvoufetézcovy karbamat
(Obr. 11.).

H o
o N\/\/\)J\ ~CiaHas
O
¢ oo
2 HZNMO/C12H25 o
O

Obr. 11. Tvorba dvoufetézcového karbamatu T12 z DDEAC.
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Tato pomérné neobvyklad acidolabilni struktura pak byla prokazana jako vlastni
GGinna latka — volny amin akceleratni aktivitu postradal.** Jde o amoniovou sil
substituované karbamové kyseliny, konkrétn¢ o 5(dodecyloxykarbonyl)pentylammonium-
5-(dodecyloxykarbonyl)-pentylkarbamat (T12, Transkarbam 12). Tato latka velmi G¢inné
usnadiiuje prostup celé fady latek pies kizi, je netoxickd, nedrazdiva a biodegradabilni
(Obr. 12)).

'e) O

§ \/\/\)J\
OYN\/\/\)J\O/CQH% ) 2 HN OH
esteraza
O _— +
O
+ ~ 2
/\/\/\/\/\/\

H3N/WI( CioHos o

Obr. 12. Biodegradabilita T12.

Chovani transkarbamu 12 bylo studovano pomoci diferencidlni skenovaci
kalorimetrie (DSC), termogravimetrické analyzy (TGA), infradervené spektroskopie (IC)
a rentgenové difrakce. Holas a kol.*® vyslovili hypotézu, Ze labilita soli karbamové
kyseliny by mohla byt zodpovédna za mechanismus u¢inku této latky. Tato hypotéza byla
ovétena u derivati T12, které mély oxid uhli¢ity stabilné vazany v molekule v podobé

esteri kyseliny karbamové a uhli&ité (Obr. 13.) a byly zcela neaktivni.*

0

SO H N
CizHas )MN o,
o ! \f [ e—

\ O_ !

\

0 \ y
Cits™ Y~ 7 X7 ONHg'

o .-

Obr. 13. Derivaty T12 s CO, vazanym v podobé esteri kyseliny karbamové
a uhli¢ité (R = -NH-, -O-).

Ponékud kontroverzni vysledky vSak pfinesla studie vlivu T12 na permeaci velmi
hydrofilniho antivirotika adefoviru. Schopnost urychlit permeaci tohoto 1é¢iva pies
praseci kiiZi plné tloustky byla stanovovana s pouzitim rtiznych permeacnich akcelerantd,
pfi riznych pH a vybérem riiznych donorovych medii. Jak autofi uvadi, adefovir pronikal
pfes kiizi malo, vyrazného zlepSeni nebylo dosaZzeno modifikaci vehikula ani béZznymi
permeacénimi akceleranty (Azon, DDAIP, n-dodekanol). Velmi dobrych vysledku v§ak
bylo dosazeno s 1% T12. Tento akcelerant byl schopen zvysit prostup adefoviru
az na hodnotu 11,3 + 3,6 ug/cmz/h. Nejvyssi permeace pres kizi bylo prekvapive
dosazeno pii pH 4, coZ naznacuje, ze karbamatova struktura T12 neni vzdy k G¢inku
nutna, a Ze v ptipad¢ adefoviru je T12 schopen urychlovat i ve form¢ amoniové soli.*’
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Scilem ziskat aktivngjsi latky a zjistit, které strukturni rysy jsou pro uc¢inek T12
nezbytné, se zabyvaly mnohé studie. Vavrova a kol.*® pripravili sérii derivati
tranexamové kyseliny, Vnichz je zachovana délka spojovaciho fetézce, ale jeho Cast
je soucasti cyklohexanového cyklu (Obr. 14.). Autofi zjistili, Ze latky sice tvofi
karbamaty, ale jsou mén¢ uc¢inné nez piivodni T12 (nicmén¢ stale aktivnéj$i nez Azon).
Pomoci IC spektroskopie a HPLC prokazali, Ze v mirné kyselém prostiedi SC dochazi
k rozkladu karbamatu a poté k hydrolyze esterazami na kyselinu tranexamovou.

Hf L~/ COOR
3
G
oL/ COOR
H

Obr. 14. Derivaty kyseliny tranexamové (R = Cg-Cy, alkyl).

Holas a kol.***° pripravili derivata T12, kde byl ester nahrazen methylenovou
skupinou, ketonem, amidem, esterem kyseliny uhli¢ité a esterem kyseliny karbamové
(Obr. 15.) scilem ovéfit, zda je za aktivitu T12 zodpovédna tvorba intramolekularni
vodikové vazby mezi karbamatovou polarni hlavou a jednou z esterovych skupin
v molekule. Tato hypotéza byla navrzena na zékladé IC spekter, kde esterova vibrace T12
vykazovala dublet, coz bylo interpretovano jako rozdilnd schopnost obou esterovych
skupin tvofit vodikové vazby. U vSech analogii vSak autofi uvadéji pokles az plnou
ztratu ucinku.

e 0 :
E_O"": E )K )J\NH/ /CHZ\ E
H ! ; L e eeieoo_- |
OYN\/\/\)J\O/}CQH%
o o
1 OI
+H3N/\/\//\:\H/ ‘:fC‘12H25 o o
0 !
too-- ' \o)ko/ \OJ\NH/

Obr. 15. Analoga T12 s nahradou v esterové ¢asti molekuly.

Z dalsich publikovanych strukturnich obmén se jednd o zmény v hydrofobnim
fetézci molekuly. Bylo popsano vyznamné snizeni ucinnosti pii rozveétveni molekuly
blizko esterové skupiny u derivati 6-aminohexanové kyseliny — cyklizace pak vedla
k Gplné ztraté ucinku. Vysvétlenim tohoto chovani je zfejmé neschopnost stericky
naroénych aminoesterti tvofit karbamaty.”® Naopak, rozvétveni v terminalni Gasti
hydrofobniho fetézce 6-aminohexanoatidi, které nebrani tvorbé stabilniho karbamatu,
mé na G¢inek minimalni vliv,*® na rozdil od stejné zmény v molekule piislusnych
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mastnych alkoholi, kde rozvétveni stejného rozsahu zfejmé zcela meéni jejich
mechanismus t&inku.>®

4.1.3.3. Estery N,N-disubstituované 6-aminohexanové kyseliny

NejvyznamnéjSim piedstavitelem skupiny N,N-disubstituovanych ester 6-amino-
hexanové kyseliny je dodecylester kyseliny N,N-dimethyl-6-aminohexanové (DDAK,**
Obr. 16.).

Obr. 16. DDAK.

V molekule DDAK muizeme vysledovat strukturni rysy T12 i DDAIP. Ze srovnani
téchto dvou akcelerant vyplynulo, Ze DDAK je pii permeaci theofylinu, hydrokortizonu
a adefoviru vyznamné 0¢inn¢j§i nez DDAIP. Zajimavym zjisténim bylo, ze DDAK
je pomérn¢ rychle §tépen esterazou (ty, = 17 min) a jeho Gcinek je reverzibilni (4 hodiny
po ukonceni aplikace DDAK se elektricka impedance kiize vratila na hodnoty pozorované

u kontroly). Tyto vysledky ukazuji na moznost vyuzit DDAK v terapeutické praxi.*?

V praci Vavrové a kol.*” byl DDAK ucinnym akcelerantem pii vSech hodnotach
pH s maximem kolem pH 6, kde urychloval flux adefoviru 42x. Byla vyloucena tvorba
iontového paru mezi adefovirem a DDAK a navrzena hypotéza, Ze hlavnim
mechanismem u¢inku je hlavné pfimé snizeni bariérové funkce kize. Vysledky byly
potvrzeny i na viabilni lidské kuzi, kde DDAK urychloval permeaci adefoviru 179x.

Vzhledem k dosazenym vysledkim pii permeacnich pokusech byl DDAK podroben
stanoveni toxicity in vivo. Vysledky ukazuji na to, Ze by se mohl DDAK stat permea¢nim
akcelerantem dobie pouzitelnym v klinické praxi, nebot’ nebyl zaznamenan zadny projev
kozni alergizace (morce), zadny projev akutni kozni toxicity (potkan) a dokonce nebyl
toxicky po peroralnim podani (potkan). Pouze pii extrémné vysoké davce DDAK
(10% DDAK v PG/H,0 — 6:4; pozn.: bézné se podava 1% akcelerantu) byla zaznamenana
lehka iritace kize (kralik).”®
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4.2. Cyklické derivaty m-aminokyselin

4.2.1. Derivaty azetidin-2-onu (e-laktamy)

N-dodecylazetidin-2-on (Obr. 17.) byl jako akcelerant pouzit pro transdermalni
podani hydrokortizon-21-acetatu, kde vykazal lepsi vysledky nez Azon.>®

,C12H25

=

Obr. 17. N-dodecylazetidin-2-on.

4.2.2. Derivaty pyrrolidin-2-onu (y-laktamy)

Slouceniny ze skupiny pyrrolidin-2-ont (Obr. 18.) jsou soucasti piirozeného
hydratacniho faktoru kuze. Tento faktor ma zdsadni vliv na hydrataci kize
a také ovliviluje charakteristické mechanické vlastnosti kiize (pevnost, pruznost)
a propustnost vitalni kize.>” Pravé stupe hydratace kiiZe je jednim ze zékladnich faktort
usnadiiyjicich prinik latek ktzi, proto latky, které hydrataci klze navozuji

nebo podporuji, budou zfejmé také usnadnovat prinik 1éciv.

Obr. 18. Derivaty pyrrolidin-2-onu (R; = -H, -alkyl, -cykloalkyl; R, = -H, -CH3; R; = -H).

U rozsahlé skupiny pyrrolidin-2-ont byl in vitro na lidské kazi hodnocen vztah
struktury latky a jejiho akcelera¢niho ucinku. Autofi uvadi, Ze pyrrolidin-2-ony
jsou stejné jako Azon vybornymi urychlovaci pfedev§im pro malé hydrofilni molekuly
a pro lipofilni latky jsou velmi mélo Gg¢inné nebo dokonce netiginné.

19



422.1. Pyrrolidin-2-on a 1-methylpyrrolidin-2-on

Mezi nejvyznamngéjsi a nejstudovanéjsi derivaty této skupiny (Obr. 19.), jez byly
vyuzity jako permeacni akceleranty, patii samotny pyrrolidin-2-on  (2P)
a od n&j odvozeny derivat 1-methylpyrrolidin-2-on (NMP).*

R

I
N

r
Obr. 19. Pyrrolidin-2-on (R = -H) resp. N-methylpyrrolidin-2-on (R = -CHj).

Vyborna schopnost NMP urychlovat piestup latek pres kGzi byla dokédzéna
pomoci modelovych hydrofilnich 1é¢iv - mannitolu, 5-fluorouracilu a sulfaguanidinu.?>°
I ptesto, Ze akceleranty této skupiny slouzi zejména k permeaci hydrofilnich latek, byly
zvetejnény prace, ve kterych je popsana dobra urychlovaci schopnost NMP pro lipofilni
1éciva napt. hydrokortizon, progesteron® a betamethazon-17-benzoat (hodnoceno
na lidské kﬁii).el Z dalSich 1éc¢iv jde napt. o topicky podavana antibiotika (klindamycin,
erytromycin,  tetracyklin),% inzulin,®®*  azidothymidin,®*  kaptopril,®® ibuprofen
a flurbiprofen.®

I nejnovéjsi odborna literatura (publikovana mezi roky 2005 — 2010) se shoduje
S predchozimi studiemi a oznacuje 2P resp. NMP jako velmi dobré permeacni
akceleranty, které¢ lze s vyhodou pouzit u mnoha léCiv z riznych farmakologickych
skupin. Ve vétsing praci bylo s témito akceleranty dosazeno statisticky vyznamnych fluxi
modelovych permeantii. Zvelké tady léciv se jednd napif. o atenolol (kombinace
s iontoforézou),”” formoterol fumarat,®® meloxikam,” indapamid,”® diltiazem
hydrochlorid,”* bupranolol (in vivo studie na kralicich’® a in vitro studie na kuZi
potkani®), griseofulvin,’ sumatriptan” ¢&i lidokain.”

4.2.2.2. 1-alkylpyrrolidin-2-ony

Obecnou zavislosti U¢inku na struktufe ve skupiné 1-alkylpyrrolidin-2-ont
(Obr. 20.) se zabyvali Irwin a kol.”” Na urychleni permeace ibuprofenu a naproxenu
prokazali, Ze pro dana 1éc¢iva existuje v homologické fadé alkyll substituujicich dusikovy
atom parabolicka zavislost (S maximem u 1-oktyl- a 1-decylpyrrolidin-2-onu).

O]
e

Obr. 20. Obecna struktura 1-alkylpyrrolidin-2-ona.
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Sasaki a kol.”® navrhli mozny mechanismus uginku NMP, resp. obecn& viech
1-alkylpyrrolidin-2-ont. Vzhledem k jejich schopnostem kumulovat
se ve SC pravdépodobné dochézi k vytvareni depa 1écivé latky v této vrstvé. Toto chovani
bylo potvrzeno u 1-methyl-, 1-hexyl- a 1-dodecylpyrrolidin-2-onu.

S uziteCnym napadem, jak efektivné hodnotit a hledat u¢inny permeacni akcelerant,
pfisla prace zabyvajici se zavislosti vztahu mezi aktivitou akcelerantu a zménou
elektrické kozni impedance. Z velké série zkoumanych struktur byla nalezena vyborna
schopnost urychlit in vitro prostup melatoninu pfes prase¢i kuzi plné tloustky pravé
u 1-dodecylpyrrolidin-2-onu.”

4.2.2.3. Derivaty 1-alkylpyrrolidin-2-onu s piedpokilddanou biodegrada-
bilitou

Do skupiny biodegradabilnich derivatd se fadi estery 2-(2-oxopyrrolidin-1-
yhoctové kyseliny (Obr. 21.), které piipravili a na urychleni pruniku hydrokortizon-21-
acetatu prfes kizi bezsrstych mySi studovali Michniak a kol.® Autofi navrhli
tyto struktury pro jejich pfedpokladanou rozlozitelnost koznimi esterazami.

O
o
P

Obr. 21. Estery 2-(2-oxopyrrolidin-1-yl)octové kyseliny.

K dal§im derivatim této fady patii 1-(2-hydroxyethyl)pyrrolidin-2-on (Obr. 22.)
a jeho estery s mastnymi kyselinami, které studoval Lambert a kol.2! Esterova vazba
téchto sloucenin je velmi dobie $tépena koZnimi hydrolytickymi enzymy, pficemz
lipofilita je velmi variabilni a zavisi na zavedenych funkénich skupinach. Prodlouzenim
acylového fetézce je mozno lipofilitu zvysit, zavedenim volnych karboxylovych skupin
1ze naopak potlacit ptivodné nepolarni charakter latky.
&O/ ///OH

N
Obr. 22. 1-(2-hydroxyethyl)pyrrolidin-2-on.

4.2.2.4. 1-alkyl-3-alkylpyrrolidin-2-ony

I u derivatd pyrrolidin-2-onu alkylovanych v poloze 3 zakladniho skeletu
je V literatufe dobfe popsana schopnost urychlit prostup 1é¢iva pies kiazi. Dulezitym
strukturnim prvkem, jenz pozitivné ovliviiuje urychlovaci aktivitu, je krat$i substituent
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v poloze 1; napiiklad 1-propyl-3-dodecylpyrrolidin-2-on ¢i 1-butyl-3-dodecylpyrrolidin-

2-on (Obr. 23.) byly Gsp&$né vyuZity pii transdermalnim in vitro podani indometacinu.®

O

R~ N\b/C12H25

Obr. 23. 1-alkyl-3-dodecylpyrrolidin-2-ony (R = C3-C, alkyl).

4.2.2.5. 1-alkenylpyrrolidin-2-ony

Ze studovanych permeacnich akcelerantli typu 1-alkenylderivati pyrrolidin-2-onu
je dulezit¢ zminit 1-vinylpyrrolidin-2-on (Obr. 24.)%, ktery byl patentovéan
pro transdermalni podani kyseliny acetylsalicylové.

O

XN/\

Obr. 24. 1-vinylpyrrolidin-2-on.

42.2.6. Derivaty 2-oxopyrrolidin-5-karboxylové kyseliny

Kyselina 2-oxopyrrolidin-5-karboxylova (Obr. 25) je v kuzi fyziologicky ptitomna
jako soucast ptirozeného hydrata¢niho faktoru kuze. Jako permeaéni akceleranty
se pouzivaji hlavné jeji na dusiku substituované derivaty a také jeji estery. Napiiklad
1-dodecyl-2-oxopyrrolidin-5-karboxylova kyselina byla s velmi dobrym vysledkem
8 Decyl-, dodecyl-
a oleylestery této kyseliny jsou vybornymi urychlovaci pro 1é¢iva klonidin a enalapril

pouzita k transdermdlni absorpci antimykotika griseofulvinu.

v in vitro experimentech provadénych na hadi kazi.®

H
O\V\D/COOH

Obr. 25. Kyselina 2-oxopyrrolidin-5-karboxylova.

4.2.2.17. Derivaty pyrrolidin-2-onu se snizenou dermalni toxicitou

Sirokému uplatnéni pyrrolidin-2-oni a jejich derivati v praxi brani jejich
nepfiznivy G&inek na kizi, na které vyvolavaji erytém.®® Sasaki a kol.®” provedli
stanoveni toxicity u velké série derivatii pyrrolidin-2-onu. Kozni drazdivost studovana
na dorzalni kazi kraliki byla nejsiln€jsi u 1-dodecylpyrrolidin-2-onu. Naproti tomu
derivaty obsahujici v poloze 1 methylovou a methyloxykarbonylovou skupinu zptisobily
jen malé podrazdéni. Dale bylo zjisténo, Ze piiznaky podrazdéni klize nezavisi
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na kumulaci akcelerantu v kazi, ale na akceleracnim efektu slouceniny. Z hlediska
poméru mezi urychlovaci ucinnosti a kozni drazdivosti byly jako optimalni vyhodnoceny
derivaty 2-oxopyrrolidin-4-karboxylové kyseliny (Obr. 26.).

RZ\NE

COO-R,

Obr. 26. Derivaty kyseliny 2-oxopyrrolidin-4-karboxylové (R; = Cy, R, = Cg nebo Cy,).

Z dalSich derivati pyrrolidin-2-onu, u nichz autofi popisuji vyznamné nizkou
dermalni toxicitu, stoji za zminku 1-farnesylpyrrolidin-2-on (Obr. 27.)*®%° a 3-hydroxy-1-
methylpyrrolidin-2-on.%

CHj; CHj; CHj;

Qe

¢}

Obr. 27. 1-farnesylpyrrolidin-2-on.

K vyhledavani potencialnich derivati pyrrolidin-2-onu se snizenou dermalni
toxicitou bylo pouzito moderniho virtudlniho vyhled4dvaciho algoritmu zalozeného
na kombinaci genetickych algoritmli, neuralnich siti a nelinearnich-teoretickych
modelech vztahii struktury a uéinku latky.” Vysledky vyhledavaciho algoritmu autofi
ptimo srovnali s klasicky provadénymi experimenty in vitro. Na zaklad¢ velké série dat
autofi ve své studii prokazali, ze virtualni vyhledavaci screening lze vyuzit k nalezeni
vhodné struktury stejné dobfe, jako klasicky permeacni experiment in vitro. Vyhodou
tohoto virtualniho modelovani struktur potencialnich akcelerantli s Zddanymi vlastnostmi
je jednoduchost a rychlost provedeni.

4.2.3. Derivaty piperidin-2-onu (&-laktamy)

4.2.3.1. 1-alkylpiperidin-2-ony

U homologické tady 1-alkylpiperidin-2-oni byla sledovana jejich schopnost
urychlit prinik indometacinu pies praseci kuizi. Bylo zjisténo, ze ucinnost téchto latek
zavisi na jejich lipofilité, pfiCemZ maximalniho wurychleni bylo dosazeno
u 1-dodecylpiperidin-2-onu (Obr. 28.).%2 Tento akcelerant byl také usp&$né pouzit
pti permeacnich in vitro experimentech na kazi bezsrstych mysi s fadou modelovych
1é¢iv — 5-fluorouracilem, kofeinem, salicylurovou kyselinou, salicylovou kyselinou,
acetonidem triamcinolonu a ibuprofenem.*
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Obr. 28. 1-dodecylpiperidin-2-on.

4.2.3.2. 1-alkenylpiperidin-2-ony

Derivaty piperidin-2-onu substituované na dusiku terpenickym fetézcem (Obr. 29.)
byly studovany spolu s obdobnymi latkami s 5- a 7-¢lennym cyklem z hlediska jejich
schopnosti urychlit prinik 6-merkaptopurinu pies kGzi morcete. Jejich urychlovaci
schopnost byla prokazana, avSak z hlediska ucinku ani kozni drazdivosti nebyly
vyhodnéjsi nez analogické derivaty pyrrolidin-2-onu a azepan-2-onu.88

CHs, CHj
= =
SUaOe

Obr. 29. Terpenické derivaty piperidin-2-onu (kde n = 1-3).

4.2.3.3. Alkylestery 2-(2-oxopiperidin-1-yl)octové kyseliny

Radu alkylesterti 2-(2-oxopiperidin-1-yl)octové kyseliny pfipravili a na urychleni
praniku hydrokortizon-21-acetatu pres kizi bezsrstych mysi studovali Michniak a kol.%
Nejvyssi aktivity dosahl decylester 2-(2-oxopiperidin-1-yl)octové kyseliny (Obr. 30.),
jehoz akcelera¢ni pomér byl 162. Tyto sloueniny, stejné jako obdobné derivaty
pyrrolidin-2-onu, byly navrzeny pro jejich ptfedpokladanou biodegradabilitu koznimi
esterazami a tim sniZenou toxicitu.

(@)
s
N A Crotar

Obr. 30. Decylester 2-(2-oxopiperidin-1-yl)octové kyseliny.
4.2.4. Derivdty azepan-2-onu (&-laktamy)

4.2.4.1. 1-dodecylazepan-2-on (N-dodecyl-¢-kaprolaktam, Azone®™)

Azon (Obr. 31.) je nejvyznamnéjsi sloucenina skupiny e-laktamti. Byl patentovan
v USA jiz vroce 1976. Na pomezi let 80. a 90. byl Azon a jeho derivaty vibec
nejstudovanéjsi skupinou permeacnich akcelerantti. Vzhledem k tomu, ze je v literatute
velmi dobfe popsan, slouzi Casto jako standard pfi porovnavani schopnosti urychlit
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prostup latky pies kizi. Azon je vysokovrouci, zna¢né lipofilni kapalina. Vystupuje jako
vynikajici rozpoustédlo pro mnoho 1€¢iv a vyznacuje se vysokou chemickou stabilitou.

C/&O
N\
CqoHaos

Obr. 31. Azon.

4.2.4.2, Mechanismus pusobeni Azonu

Objasnéni mechanismu piisobeni Azonu byla vénovana fada praci.

Ito a kol.® studovali absorpci indometacinu, ibuprofenu a sulfanilamidu

pies bezsrstou abdominalni kuzi potkana in vitro. Donorovy vzorek obsahoval
5% Azonu. Dospéli k zavéru, ze Azon neovliviluje rozpustnost jmenovanych léciv
ve vehikulu, ale vyrazné zvysuje jejich rozdélovani do kize.

Zhou a kol.*® provadsli pomoci elektronové skenovaci mikroskopie in vivo studii
na abdominalni kizi mysi a na tkanové kultufe sarkomu 180. Podle vysledkt
se domnivaji, Ze Azon vytvaii mikroskopické otvory v biomembrané¢ a rozsifuje usti
vlasovych folikuld, ¢imz zvySuje transdermdlni absorpci.

Pouziti rentgenové difrakce v praci Engbloma97 poukazala na to, ze prevazna cast
molekul Azonu se umistuje uvniti lipidové vrstvy. 19 % pak zlstava zakotveno
na fazovém rozhrani lipid-voda, pfi¢emz rozmisténi molekul je ovlivnéno koncentraci
vody V systému.

Kai a kol.®® vytvorili modelovou membréanu bliZici se svym sloZenim fyziologické
stavbé SC. Jednalo se 0 lipozoémy slozené z ceramidd, cholesterolu, palmitové kyseliny
a cholesterol-sulfatu. Pomoci polariza¢ni fluorescencni spektroskopie byla prokazana
zna¢na schopnost Azonu fluidizovat membranové lipidy.

Vysledky studii na lidské bukdlni membrané s pouzitim fluorescencni spektroskopie
potvrdily, Ze interakce s lipidovymi doménami ve SC je vyznamnym, i kdyz ne jedinym

mechanismem t&inku Azonu,*®

Sugibayashi a spol.!®

ze 1-dodecylazepan-2-on kromé fluidizace lipidii téz zvySuje obsah vody v kuzi.

dolozili prostfednictvim méfeni konduktance kuze,

V navaznosti na piedchozi publikované studie Boddé a kol.™™

vyslovili komplexni
nazor na mechanismus U¢inku Azonu. Vychézeli z poznatku, Ze stabilni konformace
Azonu typu ,,soup spoon" se zakotvuje vodikovymi mistky na vnéjsi, polarni strané

lipidické dvojvrstvy intercelularnich prostort, a to takovym zplisobem, Ze piislusny alkyl
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sméfuje dovniti a ¢ini tak tuto dvojvrstvu vice hydrofilni a méné viskdzni. Proto Azon
usnadniuje penetraci polarnich i nepolarnich latek.

4.2.4.3. Ucinnost Azonu na permeaci riznych 16&iv

Urychlovaci schopnost Azonu byla studovana s mnoha I[éCivy raznych
farmakologickych skupin. Obecné se da fici, ze Azon je efektivni permeacni akcelerant
pro Siroky okruh latek hydrofilni i lipofilni povahy (s vyjimkou vysoce lipofilnich
laitek).loz‘103 U¢innym akcelerantem je vSak pouze pii pouziti polarniho vehikula —
v prostfedi lipofilnim jako je parafinovy olej nebo rostlinné oleje je jeho ucinek
inhibovan.'**

Na pomezi let 80. a 90. byly publikovany prace, které jasné dokladaji, ze Azon
zvySuje kozni difuzivitu 5-fluorouracilu,’®® methadonu,® hydrochloridu morfinu,®’
bromhexinu,'®® B-blokatori (propranololu, metoprololu, timololu, pindololu, nadololu,
atenololu),'® blokatort kalciovych kanalt (verapamilu,™° nikardipinu,*** nifedipinu?),
indometacinu,**® mocoviny,"* antibiotik a antivirotik (cidofoviru a acikloviru),
glukokortikoidé,"™®  insulinu,**”  metotrexatu,**®  edatrexatu,'*®  terbutalinu,'*°
ketoprofenu,'®® klonazepamu,****?? anxiolytik (midazolam maleatu a diazepamu)'®®
a dihydroergotaminu.’®* Akceleragni efekt Azonu byl vyuzit té2 ve fotodynamické terapii
povrchovych nadori kiize cervenym svétlem, a to k urychleni priniku topicky aplikované

115

fotosenzibilizujici latky meso-tetrafenylporfinsulfonatu tetrasodného do koznich

neoplastickych 162115

Pozornost si zaslouzi téZ experimenty s Azonem v oftalmologii.
Ptes ofni rohovku velmi dobtfe urychlil prinik hydrofilnich 1é¢iv acetazolamidu,
cimetidinu, guanethidinu a sulfacetamidu, pranik stfedné lipofilnich 1é¢iv bunololu
a prednisolonu urychlil mnohem méné a u lipofilniho flurbiprofenu nebyl akcelera¢ni
efekt pozorovan vibec. %

Nejnovéjsi vyzkum, publikovany mezi roky 2001 az 2010, dopliuje piedchozi
studie a rozsifuje tak paletu 1é¢iv, se kterymi Azon dosahl po transdermalnim podani
vybornych vysledki. Jednd se napiiklad o: letrozol,**’ sumatriptan sukcinat, '8
meloxikam,'?® nortriptylin hydrochlorid,** testosteron,*** adefovir,*’ ibuprofen,**

butorfanol,*** naloxon,*** fluoxetin,"* glipizid**® a 5-fluorouracil.**’

4244, Farmakokinetika, metabolismus a toxicita Azonu

Pro porovnani metabolického profilu Azonu s vysledky ziskanymi po dermalni
aplikaci u clovéka byl intravenézn€ kiecklim, opicim a potkanim podan Azon
s dodecylovym fetézcem znaenym uhlikem e, Byl pouzit krém s obsahem 1,6 %
znaceného Azonu a 0,05 % triamcinolon acetonidu. Pfi transdermalnim podéni lidskym
dobrovolnikiim se b&hem 4 dnl vstiebalo pouze 3,47 % aplikovaného mnozstvi
akcelerantu.'®® Radioaktivni metabolity Azonu byly u kiecki a opic prevazné vyludovany
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moci podobné jako u ¢lovéka. Metabolicky profil v moc¢i ukédzal na extenzivni systémovy
metabolismus u vSech studovanych druhti. U ¢lovéka byl hlavni podil metabolitii spise
polarniho charakteru, u potkanil, opic a kiecki ptevazovaly metabolity méné poldrni.
Stopy puvodni latky byly zjistitelné pouze u kieckl. Peroralni podani Azonu u potkanii
mélo stejny metabolicky profil jako intravenézni podani, coz ukazuje na fakt,
ze gastrointestindlni metabolismus bud’ neprobihd, nebo je velmi podobny metabolismu
systémovému.'*® Azon se nemetabolizuje v kiizi, hlavni metabolismus probiha u potkana
a Clovéka v jaitrech.140

4245, Derivaty typu ,,azon-like

Strukturni obmény latek V literatuie oznacovanych jako urychlovace typu ,,azon-
like* se tykaji jak heterocyklické casti, tak bo¢niho fetézce. Jednodussi typ obmén
postranniho fetézce spocival v zavedeni dvojnych vazeb (izolovanych i konjugovanych).
Jako piiklad slouzi 1-undecenoylazepan-2-on (Obr. 32.),"*! ktery byl patentovéan a pouzit
pro urychleni priniku haloperidolu.

Obr. 32. 1-undecenoylazepan-2-on.

Michniak a kol.**? publikovali fadu obmén Azonu. Sledovali sloudeniny typu
N-alkoxykarbonylmethylazepan-2-onu a N-acylazepan-2-onu (Obr. 33.). Autofi
se shoduji, Ze acylderivaty jsou podstatné ti¢innéjSimi akceleranty nez alkylderivaty.

@) 9 O

0]

Obr. 33. N-alkoxykarbonylmethylazepan-2-on (R = C;, a Cy) a N-acylazepan-2-on
(R=Cy, CiyaCyy).

Michniak a kol.'** dale syntetizovali a na urychleni primiku hydrokortizonu
pres kuzi bezsrstych mysi studovali derivaty 3-(2-oxo-1-pyrrolidin)hexahydro-1H-azepin-
2-onu (Obr. 34.). V in vitro permeacnich experimentech zjist'ovali vliv délky alkylovych
resp. alkylesterovych fetézct (v poloze 3 zakladniho skeletu) na urychlovaci schopnost
a dospéli k zaveru, ze alkylderivaty vykazuji vyssi urychlovaci aktivitu nez piipravené
alkylestery.
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Obr. 34. Derivaty 3-(2-oxo-1-pyrrolidin)hexahydro-1H-azepin-2-onu (R = alkyl,
alkylester).

Ze slozitéjsich ,,azon-like” slouCenin byly piipraveny a hodnoceny derivaty
s terpenickymi fetézci: 1-farnesyl- a 1-geranylazepan-2-on (Obr. 35.). Tyto derivaty
vykazovaly lepsi pomér mezi urychlenim absorpce 6-merkaptopurinu (hodnoceno na kizi
morcete) a kozni drazdivosti (stanoveno na krali¢i kizi) v porovnani se samotnym
Azonem. 1-geranylazepan-2-on rovn&z urychlil prinik acikloviru.***

NM
K

O

Obr. 35. 1-geranylazepan-2-on.

wewr

aktivni derivaty N-alkyl-1,4-diazepan-5,7-dionu**?

(Obr. 36.).1*

MR “CyoHos

Obr. 36. N-alkyl-1,4-diazepan-5,7-dion (R = Cyo a C;,) a N-dodecylazepan-2-thion.

a thioderivat N-dodecylazepan-2-thion

Obecné lze tedy shrnout, Ze z velkého poctu 1-azacykloalkan-2-ont s 5-7¢lennymi
fetézci jsou nejucinngjsi latky s dodecylovymi fetézci, velikost cyklu je méné vyznamna.
Rozdily mezi nasycenymi a nenasycenymi fetézci jsou sotva znatelné co do ucinnosti,
latky s nenasycenymi terpenickymi fetdzci maji viak niz§ kozni drazdivost.'*

Pro transport lipofilnich 1é¢iv jsou obecné vhodnéjsi delsi alkylové fetézce.
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5. Experimentalni ¢ast

5.1. Chemikalie a pristrojové vybaveni

VS8echny chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma—Aldrich (Schnelldorf,
Némecko). Silikagel 60 (hrubost ¢astic 230-400) pro sloupcovou chromatografii, TLC
desky (silikagel 60 Fz54) a HPLC kolony byly ziskany od firmy Merck (Darmstadt,
Némecko).

Struktura a Cistota syntetizovanych latek byla ovéfena pomoci 'H a *C NMR
(piistroj Varian Mercury-Vx BB 300, pracujici pii 300 MHz pro ‘H, 75 MHz u *C)
a infracervené spektroskopie (spektrofotometr Nicolet Impact 400). Chiralni slouceniny
byly charakterizovany jejich optickou otac¢ivosti (polarimetr ADP Bellingham
and Stanley; 0.5 dm cela). Teploty tani byly méfeny na bodotavku Biichi B-545
bez korekce.

5.2. Syntéza derivati dikarboxylovych kyselin

5.2.1. Priprava ldatek M, F a S

Smés anhydridu kyseliny maleinové nebo jantarové, piipadné volné kyseliny
fumarové (5 mmol), dodekanolu (10 mmol) a katalytického mnozstvi koncentrované
kyseliny sirové v 50 ml toluenu byla zahifivana na olejové lazni pii teploté¢ 130—140 °C
4 hodiny. Poté byla vytfepana 2% roztokem NaHCOj3 (2x30 ml) a koncentrovanym
roztokem NaCl (2x30 ml). Organicka faze byla vysuSena bezvodym Na,SO, a zahuSténa
na vakuové odparce. Produkt byl pifekrystalizovan z EtOH a krystaly byly vysuSeny
Za snizeného tlaku nad P,0Os.

Didodecylester kyseliny maleinové (M). CyHs,04; 452,39 g.mol'l;
vytezek: 80 %; bilé krystaly; t; = 29 °C (lit. 28-30 °C)'®; IC (KBr): vmax 2923, 2853,
1732, 1640 cm™; 'H NMR (300 MHz, CDCls): & 6,23 (2H; s; 2 —CH=); 4,17 (4H; t;
2 -OCHy—; J= 7,4 Hz); 1,68-1,64 (4H; m; 2 —OCH,—CH,-); 1,52-1,01 (36H; m;
18 —CH,-); 0,88 (6H; t; 2 —CHs; J= 6,5 Hz); *C NMR (75 MHz, CDCl5): § 165,3; 129,7;
65,5; 31,9; 29,6; 29,6; 29,5; 29,5; 29,3; 29,2; 28,4; 25,8; 22,7; 14,1.

Didodecylester kyseliny fumarové (F). C,sHs,04; 452,39 g.mol™; vytézek: 74 %;
bilé krystaly; t = 49 °C (lit. 45-46 °C)*; IC (KBr): vmax 2917, 2850, 1707, 1637 cm™;
'H NMR (300 MHz, CDCl5): & 6,84 (2H; s; 2 —CH=); 4,19 (4H; t; 2 —OCH,—; J= 6,6 Hz);
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1,77-1,58 (4H; m; 2 ~OCH,—CH,-); 1,50-1,18 (36H; m; 18 —CH,); 0,87 (6H; t; 2 —CHj;
J= 6,7 Hz); °C NMR (75 MHz, CDCl,): & 165,1; 133,6; 65,5; 31,9; 29,6; 29,5; 29,5:
29,3; 29,2; 28,4; 25,8; 22,7; 14,1.

Didodecylester kyseliny jantarové (S). CpsHs404; 454,40 g.mol'l; vytézek: 60 %;
bilé krystaly; t; = 39 °C (lit. 39-40 °C)'*%; IC (KBr): vmax 2918, 2850, 1726 cm™; 'H NMR
(300 MHz, CDCls): & 4,07 (4H; t; 2 ~OCH,—; J= 6,6 Hz); 2,61 (4H; s; 2 -CH,—CO-);
1,70-1,51 (4H; m; 2 -OCH,—CH,-); 1,39-1,16 (36H; m; 18 —-CH,-); 0,88 (6H; t; 2 —CHg;
J=6,1 Hz); 3C NMR (75 MHz, CDCls): 8 172,4; 64,9; 31,9; 29,6; 29,6; 29,6; 29,5; 29,3:
29,2; 29,2; 28,6; 25,9; 22,7; 14,1.

5.2.2. Priprava latek MOH, SOH a FOH

Piiprava latek MOH a SOH vychazela z anhydridu piislusné kyseliny (5 mmol),
ktery byl smichan s dodekanolem (5 mmol) a katalytickym mnozstvim koncentrované
kyseliny sirové. Smés byla michana 10 minut na olejové lazni pfi teploté¢ 130-140 °C.
Reakce probihala bez pfitomnosti rozpoustédla. Po zchladnuti reakéni smési
na laboratorni teplotu (RT) byl pfidan hexan (25 ml) a vzniklé krystaly byly odflitrovany.
Produkt byl 2kréat piekrystalizovan z hexanu a dosuSen za snizené¢ho tlaku nad P;Os.
Ptiprava latky FOH byla odli$na a postup je uveden piimo u této latky.

Monododecylester Kkyseliny maleinové (MOH). CigHs04; 284,20 g.mol‘l;
vytézek: 75 %; bilé krystaly; t; = 58 °C (lit. 55-57 °C)™; IC (KBr): vmax 2920, 2851,
1723, 1705, 1647 cm™; *H NMR (300 MHz, CDCls): & 6,45 (1H; d; -CH=; J= 12,6 Hz);
6,37 (1H; d; -CH=; J= 12,6 Hz); 4,27 (2H; t; -OCH,—; J= 6,6 Hz); 1,81-1,63 (2H; m;
—OCH,CH,-); 1,54-1,13 (18H; m; 9 —CH,-); 0,87 (3H; t; —CH3; J= 5,9 Hz); *C NMR
(75 MHz, CDCls): & 167,9; 164,6; 136,5; 129,4; 67,3; 31,9; 29,6; 29,5; 29,4; 29,3; 29,1;
28,2; 25,7, 22,7, 14,1.

Monododecylester kyseliny jantarové (SOH). CisHs004; 286,21 g.mol™;
vytezek: 70 %; bilé krystaly; t; = 48 °C (lit. 47 °C)'*; IC (KBr): vmax 2918, 2850, 1727,
1712 cm™; *H NMR (300 MHz, CDCls): & 4,1 (2H; t; -OCH,—; J= 6,7 Hz); 2,73-2,56
(4H; m; 2 —CH-); 1,68-1,54 (2H; m; ~OCH,CH,-); 1,39-1,17 (18H; m; 9 —CH,-); 0,88
(3H; t; 1 —CH3; J= 5,9 Hz); *C NMR (75 MHz, CDCl3): 6 178,1; 172,2; 65,1; 31,9; 29,6;
29,6; 29,6; 29,5; 29,3; 29,2; 28,9; 28,9; 28,5; 25,8; 22,7; 14,1.

Monododecylester kyseliny fumarové (FOH). Litka MOH (7 mmol) byla
rozpu$téna v chloroformu a umisténa do uzaviratelné banky. Pfiddnim katalytického
mnozstvi jodu vznikl tmaveé cerveny roztok, ktery byl michdn a refluxovan
za nepiitomnosti svétla 1 hodinu. Poté byla teplota snizena na 120 °C a piebytecny jod
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byl odstranén probublavanim smési dusikem. Po zchladnuti smési na RT byl cisty
produkt ziskan sloupcovou chromatografii na silikagelu (mobilni faze: hexan/ethyl-acetat
9:1). CysH2504; 284,20 g.mol™; vytazek: 30 %; bilé krystaly; t; = 82 °C (lit. 80-81 °C)**;
IC (ATR): vimax 2916, 2848, 1711, 1678, 1646 cm™; *H NMR (300 MHz, CDCls): & 6,95
(1H; d; —CH=; J=15,9 Hz); 6,84 (1H; s; -CH=; J= 15,9 Hz); 4,20 (2H; t; —-OCH,—;
J=7,0Hz); 1,75-1,61 (2H; m; —-OCH,CH>-); 1,43-1,17 (18H; m; 9 —-CH,-); 0,88 (3H; t;
—CH3; J= 6,4 Hz); *C NMR (75 MHz, CDCls): & 170,1; 164,7; 135,9; 132,5; 65,8; 31,9;
29,6; 29,5; 29,5; 29,3; 29,2; 28,5; 25,8; 22,7; 14,1.

5.2.3. Priprava latek M1, S1 a FI

Syntéza latek M1 a S1 vychazela z dimethylesteru pfislusné kyseliny (27 mmol),
dodekanolu (17 mmol) a katalytického mnozstvi kyseliny p-toluensulfonové (p-TSOH).
Tato smés byla zahtivana na olejové lazni pii teploté 130-140 °C 3 hodiny. Po prubézném
monitorovani smési tenkovrstvou chromatografii byl ¢isty produkt ziskan gradientovou
sloupcovou chromatografii na silikagelu (mobilni faze: hexan/ethyl-acetait od 9:1
do 19:1). Pfiprava latky FOH byla odli$na a postup je uveden piimo u této latky.

Dodecyl-methylester kyseliny maleinové (M1). C;;H3,04; 298,21 g.mol‘l;
vytézek: 35 %; bezbarvy olej; I(® (substance): vimax 2923, 2853, 1732, 1646 Cm'l; 'HNMR
(300 MHz, CDCI3): 6 6,24 (2H; s; 2 -CH=); 4,17 (2H; t; 1 -OCH,—; J= 7,0 Hz);
3,79 (3H; s; 1 -O-CHj3); 1,73-1,56 (2H; m; 1 —-OCH,-CH»-); 1,41-1,15 (18H; m;
9 —CHy-); 0,87 (3H; t; 1 —CHgs; J= 6,4 Hz); 13C NMR (75 MHz, CDCls): 6 165,2; 129,9;
129,5; 65,5; 52,1; 31,9; 29,6; 29,6; 29,5; 29,5; 29,3; 29,2; 28,4, 25,8; 22,7; 14,0.

Dodecyl-methylester Kkyseliny jantarové (S1). Ci7H3,04 300,24 g.mol'l;
vytézek: 20 %; bezbarvy olej; IC (substance): vmnax 2924, 2853, 1739, 1464 cm™; *H NMR
(300 MHz, CDCl3): & 4,07 (2H; t; 1 —OCH,—; J= 6,6 Hz); 3,68 (3H; s; 1 —O—CHs);
2,62 (4H; s; 2 —CHy-); 1,67-1,53 (2H; m; 1 —-OCH,-CH>-); 1,38-1,09 (18H; m;
9 —CH,-); 0,87 (3H; t; 1 —CHg; J= 5,9 Hz); *C NMR (75 MHz, CDCl5): & 172,8; 172,3;
64,9; 51,8; 31,9; 29,6; 29,6; 29,5; 29,5; 29,3; 29,2; 29,1; 28,9; 28,5, 25,8; 22,7; 14,1.

Dodecyl-methylester kyseliny fumarové (F1). K monomethylesteru kyseliny
fumarové (3 mmol) v 10 ml suchého chloroformu ochlazeného na 0 °C byl pfidan
dodekanol (3 mmol) a 4,4-dimethylaminopyridin (0,3 mmol). Poté byl
ke smési prikapan roztok dicyklohexylkarbodiimidu v suchém chloroformu (3,3 mmol)
a reakce byla michéana pfti laboratorni teploté (RT) 24 hodin. Nasledné byla smés vakuoveé
zahu$téna a surovy produkt byl suspendovan v hexanu. Krystaly byly zfiltrovany
a na filtru promyty methanolem. Cisty produkt byl ziskdn sloupcovou chromatografii
na silikagelu smobilni fizi hexan/ethyl-acetat 30:1. Ci7H3004 298,21 g.mol™;
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vytézek: 70 %; bezbarvy olej; IC (ATR): vmax 2923, 2853, 1724, 1645 cm™; 'H NMR
(300 MHz, CDCl5): § 7,26 (1H; s; 1 —-CH=): 6,85 (1H; s; 1 -CH=); 4,19 (2H; t; -OCH,;
J= 6,2 Hz); 3,81 (3H; 5; -CH,—CHs); 1,76-1,58 (2H; m; —OCH,CH,-); 1,44-1,15 (18H;
m; 9 —CH,-); 0,85 (3H; t; —CH3; J= 6,4 Hz); *C NMR (75 MHz, CDCls): & 165,5; 165,0;
134,0; 133,1; 65,5; 52,2; 31,9; 29,6; 29,5; 29,5; 29,3; 29,2; 28,5; 25,9; 22,7; 14,1.

5.2.4. Priprava latek TamT

Smeés dikarboxylové kyseliny (4 mmol), dodekanolu (16 mmol) a katalytického
mnozstvi p-TsOH byla michana na olejové lazni pii 100 °C 2 hodiny. Po zchladnuti
reakéni smési na RT byl pfidan hexan (25 ml) a vzniklé krystaly byly odflitrovéany.
Produkt byl ziskan rekrystalizaci z hexanu a vysusen za snizeného tlaku nad P,0Os.

Didodecylester kyseliny (2R,3R)-vinné (T). CaHsiOs; 486,39 g.mol™;
vytezek: 52 %; bilé krystaly; t = 64 °C (lit. 64 °C)"% [a]®p +10,0° (2,0; aceton)
(it. + 9,79)% IC (KBr): vmax 3473, 3282, 2916, 2848, 1755, 1722 cm™; *H NMR
(300 MHz, CDCls): 6 4,52 (2H; s; 2 HO-CH); 4,25 (4H; t; 2 —-OCH,—; J= 5,5 Hz);
3,1 (2H; s; 2 —OH); 1,45-1,15 (40H; m; 20 —CH,-); 0,88 (6H; t; 2 —CH3; J= 6,4 Hz);
3C NMR (75 MHz, CDCls): § 171,6; 72,0; 66,6; 31,9; 29,6; 29,5; 29,5; 29,3; 29,1; 28,5;
25,7, 22,7, 14,1.

Didodecylester  kyseliny meso-vinné (mT). CogsHs4Os; 486,39 g.mol™;
vytézek 64 %; bilé krystaly; t = 67 °C; IC (KBr): vmax 3386, 3319, 2920, 2850, 1749,
1735 cm™; 'H NMR (300 MHz, CDCls): & 4,55 (2H; s; 2 HO-CH); 4,18 (4H; t;
2 —-OCH,—; J= 6,5 Hz); 3,15 (2H; s; 2 —-OH); 1,71-1,55 (4H; m; 2 —OCH,—CH>-);
1,42-1,15 (36H; m; 18 —CH,-); 0,87 (6H; t; 2 —CHs; J= 6,6 Hz); *C NMR (75 MHz,
CDCly): 6 171,1; 72,9; 53,7; 66,5; 31,9; 29,6; 29,6; 29,6; 29,5; 29,3; 29,2; 28,4; 25,8;
22,7;14,1.

5.2.5. Priprava latek TOH a mTOH

Monododecylester kyseliny (2R,3R)-vinné (TOH). Latka T (1,5 mmol) byla
rozpusténa ve 30 ml acetonu. Pfidanim roztoku NaOH (1,5 mmol) v 15 ml destilované
vody vznikl precipitat, ktery byl odfiltrovan, nasledné rozpustén v malém mnozstvi vody
a okyselen kyselinou chlorovodikovou do mirn¢ kyselého pH. Produkt byl extrahovan
do ethyl-acetatu. Po oddestilovani rozpoustédla a ochlazeni smési na RT byl produkt
ziskan krystalizaci z hexanu. CisH30Os; 318,40 g.mol™; vytézek: 30 %; bilé krystaly;
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t. = 72 °C; [a]®b +12° (2,0; CHCL); IC (ATR): vmax 3382, 3196, 2916, 2849, 1733,
1725 cm™; *H NMR (300 MHz, CDCls): & 7,26 (1H; s; —COOH); 4,70-4,60 (2H; m;
2 HO-CH); 4,22 (2H; t; —-OCH>—; J= 6,0 Hz); 1,67 (2H; s; 2 —-OH); 1,40-1,20 (20H; m;
10 —CH,-); 0,87 (3H; t; 1 —CHs; J= 6,6 Hz); *C NMR (75 MHz, CDCls): § 174,6; 171,6;
72,1; 66,7; 31,9; 29,7; 29,6; 29,6; 29,5; 29,3; 29,2, 28,4; 25,7; 22,7; 14,1.

Monododecylester kyseliny meso-vinné (mTOH). V acetonu ochlazeném na 0 °C
byla rozpusténa latka MOH (1,7 mmol) a po kapkach byl v pribéhu 30 minut pfidavan
roztok KMnO, (1,8 mmol) v 5 ml destilované vody. Reakce byla michana pii 0 °C dalsi
3 hodiny. Poté se teplota reakce nechala dojit na RT a bylo pfidano 35 ml nasyceného
roztoku Na,SOz;. Smés byla poté pievedena do délici nalevky a po pfidani
25ml 5% kyseliny sirové dikladné protfepavéana, az doslo k odbarveni ptivodné tmavé
hnédé barvy. Smés byla vytfepavana 3x40 ml dichlormethanu, organicka vrstva byla
odd¢lena, zahusténa a produkt byl ziskan krystalizaci z hexanu. C16H30Os; 318,40 g.mol'l;
vytézek: 25 %; bilé krystaly; t; = 82 °C; IC (ATR): vmax 3467, 3237, 2918, 2849, 1739,
1724 cm™; 'H NMR (300 MHz, CDCly): & 7,26 (1H; s; -COOH); 4,66 (2H; m;
2 HO-CH); 4,21 (2H; t; -OCH,—; J= 7,3 Hz); 1,65 (2H; m; 2 —OH); 1,40-1,20 (20H; m;
10 —~CH2-); 0,88 (8H; m; 1 —CHs; J= 6,4 Hz); *C NMR (75 MHz, CDCls): & 179,0;
171,1;72,7; 66,9; 31,9; 29,6; 29,3; 29,2; 28,3; 25,7; 22,7; 14,1.

5.2.6. Priprava latek AT a AmT

Latka T resp. mT (10 mmol), 2,2-dimethoxypropan (20 mmol) a katalytické
mnozstvi p-TsOH bylo rozpusténo v 40 ml suchého dichlormethanu a smés byla michana
pii RT 2 hodiny. Produkt byl ziskan sloupcovou chromatografii na silikagelu s mobilni
fazi hexan/ethyl-acetat 8:3 (AT) a 19:1 (AmT).

Didodecylester kyseliny (4R,5R)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolan-4,5-dikarboxylové
(AT). Cz1HsgO6; 526,42 g.mol’l; vytézek: 45 %; bilé krystaly; t = 62 °C;
[0]®5 -20,5° (1,0; MeOH); IC (ATR): vmax 2913, 2846, 1753, 1720 cm™; *H NMR
(300 MHz, CDCls): 8 4,53 (2H; s; 2 -O-CH-COO0-); 4,26 (4H; t; 2 -OCH,—; J=6,7 Hz);
1,79-1,60 (4H; m; 2 —-OCH,—CH>-); 1,56 (6H; s; 2 -O-C—CHjs); 1,45-1,26 (36H; m;
18 —~CH,-); 0,88 (6H; t; 2 —CH3; J= 6,6 Hz); *C NMR (75 MHz, CDCl): & 171,6; 72,0;
66,6; 31,9; 29,6; 29,5; 29,5; 29,3; 29,2; 28,5; 25,7; 22,7, 14,1.

Didodecylester kyseliny (4R,5S)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolan-4,5-dikarboxylové
(AmT). C31Hs5506; 526,80 g.mol’l; vytézek: 37 %; bezbarvy olej; IC (CHCl3): vimax 2927,
2855, 1759, 1735 cm®; 'H NMR (300 MHz, CDCl3): & 4,82 (2H; s;
2 HO-CH-COO-); 4,23-4,01 (4H; m; 2 —-OCHy>-); 1,70-4,56 (4H; m; 2 -OCH,-CH>-);
1,42 (6H; s; 2 O-C-CHj3); 1,35-1,18 (36H; m; 18 —CH,-); 0,88 (6H; t; 2 —CHg;
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J= 6,6 Hz); *C NMR (75 MHz, CDCls): § 168,3; 112,9; 76,4; 65,8; 31,9; 29,7; 29,6;
29,6; 29,5; 29,3; 29,2; 28,4; 26,6; 25,8; 25,8; 22,7; 14,1.

5.2.7. Priprava latek CT a CmT

Latka T resp. mT (0,8 mmol), dimethylkarbonat (1,1 mmol) a katalytické mnozstvi
sodiku bylo smichano v 30 ml suchého chloroformu. Smés byla michana na olejové lazni
o teplot¢ 90 °C 3 hodiny. Produkty byly (po promyti reakéni smési vodou) ziskany
sloupcovou chromatografii na silikagelu s mobilni fazi hexan/ethyl-acetat 49:1 (CT) resp.
19:1 (CmT).

Didodecylester kyseliny (4R,5R)-2-oxo0-1,3-dioxolan-4,5-dikarboxylové (CT).
CaoHs207; 512,37 g.mol™; vytszek: 30 %; bezbarvy olej; [a]*®s +3,8° (1,3; CHCly);
IC (CHCl3): vmax 2927, 2855, 1743 cm™ *H NMR (300 MHz, CDCls): & 4,17-4,07
(4H; m; 2 -O-CHx-); 3,77 (2H; s; 2 -OCH-COO0); 1,68-1,59 (4H; m; 2 ~OCH,—CH,-);
1,40-1,20 (36H; m; 18 —CH,-); 0,87 (6H; t; 2-CHg; J= 6,4 Hz); *C NMR (75 MHz,
CDCIs): 6 155,9; 155,4; 68,2; 68,0; 54,6; 31,9; 29,6; 29,5; 29,4; 29,3; 29,2; 29,2; 28,6;
28,2; 25,8; 25,6; 22,6; 14,1.

Didodecylester kyseliny (4R,5S)-2-0x0-1,3-dioxolan-4,5-dikarboxylové (CmT).
Co9Hs5,07; 512,37 g.mol’l; vytézek: 57 %; bezbarvy olej; IC (substance): vmax 2923, 2852,
1748 cm™; 'H NMR (300 MHz, CDCls): & 4,14-4,09 (4H; m; 2 ~O-CHx-); 3,78 (2H; s;
2 —-OCH-CO00); 1,68-1,59 (4H; m; 2 —-OCH,-CH,-); 1,25-1,11 (36H; m; 18 —CHy-);
0,88 (6H; t; 2-CHs; J= 6,4 Hz); °C NMR (75 MHz, CDCls): & 100,1; 68,3; 68,0; 54,6;
53,6; 31,9; 29,7; 29,6; 29,5, 29,5; 29,3; 29,2; 28,7; 25,9; 25,7; 22,7; 14,1.
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5.3. Syntéza analog T12

5.3.1. P#iprava hydrochloridii @-aminokyselin

Smés vznikla rozpusténim piislusné w—aminokyseliny (1 mmol) v 25 ml vody
a 35% HCI (1 mmol) byla pti pokojové teplot€¢ michana 1 hodinu. Poté byly voda a HCI
vakuové oddestilovany a produkt byl ziskan krystalizaci z acetonu.

Hydrochlorid kyseliny 3-aminopropanové (3Ac). C3HgCINO,; 125,56 g.mol'l;
vytezek: 96 %; bilé krystaly; t; = 123 °C (lit. 121-122 °C)**1%2153, 1€ (KBr): vinax 2946,
2905, 1724 cm™,

Hydrochlorid kyseliny 4-aminobutanové (4Ac). C4H1oCINO; 139,58 g.mol™;
vytezek: 90 %; bilé krystaly; t; = 135 °C (lit. 134-136 °C)**; IC (KBr): vimax 2997, 2925,
1730 cm™,

Hydrochlorid kyseliny 5-aminopentanové (5Ac). CsH1,CINO,; 153,61 g.mol™;
vytezek: 98 %; bilé krystaly; t; = 95 °C (lit. 92-94 °C)**>*%®; 1€ (KBr): vimax 2905, 2872,
1697 cm™.

Hydrochlorid kyseliny 7-aminoheptanové (7Ac). C;H1CINO,; 181,66 g.mol™;
vytézek: 93 %; bilé krystaly; t, = 114 °C (lit. 112 °C)™"; IC (KBr): vmax 2940, 2849,
1719 cm™.

Hydrochlorid kyseliny 8-aminooktanové (8Ac). CgHisCINO,; 195,69 g.mol™;
vytezek: 82 % bilé krystaly; t; = 149 °C (lit. 144-146 °C)**®%°; IC (KBr): vimax 2912,
2851, 1725 cm™.

Hydrochlorid  kyseliny  12-aminododekanové  (12Ac).  CioHz6CINO;
251,79 g.mol™. vytezek: 93 %; bilé krystaly; t; = 168-169 °C (lit. 163-164 °C)*®;
IC (KBFr): vimax 2906, 2845, 1725 cm™.

5.3.2. Priprava amonium-chloridi

Priprava latek la-c, le-f a 1h vychazela z hydrochloridu pfislusné aminokyseliny

(4 mmol), ktery byl rozpustén v nadbytku SOCl, (20 mmol) a bez pfitomnosti
organického rozpoustédla michan pii RT 1 hodinu. Poté byl SOCI; odpafen na vakuové
odparce a k suchému meziproduktu byl ptfidan roztok odpovidajiciho alkoholu (4 mmol)
v 15 ml suchého chloroformu. Smés byla michana pii 50-60 °C 2 hodiny. Poté byl
chloroform oddestilovan na vakuové odparce, produkt byl rozpustén v minimalnim
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mnozstvi absolutniho EtOH a vykrystalizovan pfidanim etheru. Krystaly amonium-
chloridu byly vysusSeny za snizen¢ho tlaku nad KOH. Pfiprava latek 1d a 1g byla odlisna
a postup je uveden piimo u téchto latek.

2-(pentadecyloxykarbonyl)ethylamonium-chlorid (1a). C18H3sCINO,;
335,96 g.mol’l; vytézek: 45 %; bilé krystaly; t; = 98 °C; IC (ATR): vmax 2952, 2914,
2848, 1722, 720 cm™; *H NMR (300 MHz, DMSO): & 8,15 (3H; bs; NH3"); 4,01 (2H; t;
—OCH,—; J=6,5 Hz); 2,93 (2H; t; "HaN-CH,—; J=7,0 Hz); 2,62 (2H; t; -CH,—~COO-;
J=7,2 Hz); 1,65-1,47 (2H; m; -CH,-); 1,39-1,09 (24H; m; 12 —-CH,-); 0,83 (3H; t; —CHj;
J=6,6 Hz); *C NMR (75 MHz, DMSO): & 172,1; 64,0; 34,9; 34,8; 31,7; 31,5; 29,3; 28,9;
28,2; 22,3; 14,2.

3-(tetradecyloxykarbonyl)propylamonium-chlorid (1b). C18H33CINO,;
335,96 g.mol'l; vytézek: 40 %; bilé krystaly; t; = 112 °C; IC (ATR): vmax 2996, 2927,
1729 cm™; *H NMR (300 MHz, DMSO): & 8,15 (3H; bs; NHs"); 3,98 (2H; t; -OCH,;
J=6,6 Hz); 2,76 (2H; t; "HsN-CH,—; J=7,5 Hz); 2,40 (2H; t; -CH,CH,-COO-; J=7,3 Hz);
2,32 (2H; t; -CH,—COO-; J=7,4 Hz); 1,65-1,47 (2H; m; —CH>-); 1,39-1,09 (22H; m;
11 —CHy-); 0,83 (3H; t; —CHs; J=6,4 Hz); *C NMR (75 MHz, DMSO): § 173,9; 64,2;
31,5; 30,8; 30,6; 29,2; 29,2; 28,9; 28,9; 28,3; 25,6; 22,7; 22,6; 22,3; 14,2.

4-(tridecyloxykarbonyl)butylamonium-chlorid (1c). C18H3sCINOy;
335,96 g.mol™; vytzek: 72 %; bilé krystaly; t = 105 °C; IC (ATR): viax 2951, 2914,
2848, 1746, 719 cm™; 'H NMR (300 MHz, DMSO): & 8,12 (3H; bs; NH3"); 3,98 (2H; t;
—~OCH,—; J=6,6 Hz); 2,73 (2H; bs; "H3N-CH>-); 2,30 (2H; t; -CH,—COO—; J=6,6 Hz);
1,70-1,45 (6H; m; 3 —CH,-); 1,40-1,09 (20H; m; 10 —CH,-); 0,84 (3H; t; —CHg;
J=6,5 Hz); *C NMR (75 MHz, DMSO): & 172,8; 64,0; 33,1; 31,5; 29,3; 29,2; 29,18;
29,1; 28,9; 28,9; 28,3; 26,5; 25,6; 22,3; 21,6; 14,1.

5-(dodecyloxykarbonyl)pentylamonium-chlorid (1d). Latka T12 (10 mmol) byla
rozpusténa v chloroformu. Po pfidani nékolika kapek 35% HCI byl roztok 30 minut
pti RT michan. Poté byl chloroform odpafen a po ochalzeni reakéni smési byl produkt
ziskan krystalizaci z hexanu. CigH3zsCINO,; 335,96 g.mol'l; bilé¢ krystaly; t; = 95 °C
(lit. 96-97 °C)*; IC (ATR): vimax 2953, 2916, 2848, 1733, 721 cm™; *H NMR (300 MHz,
DMSO): & 8,07 (3H; bs; NHs"); 3,97 (2H; t; —-OCH,—; J=6,6 Hz); 2,71 (2H; t;
"H3N-CH,—; J=7,8 Hz); 2,27 (2H; t; —-CH,—-COO-; J=7,4 Hz); 1,60-1,45 (6H; m;
3 —CH,-); 1,35-1,15 (20H; m; 10 —CH,-); 0,84 (3H; t; —CHg; J=6,1 Hz); *C NMR
(75 MHz, DMSO): 5 173,0; 63,9; 33,5; 31,5; 29,3; 29,2; 29,2; 29,0; 28,9; 28,3; 26,8;
25,6; 25,5; 24,1; 22,3; 14,2.
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6-(undecyloxykarbonyl)hexylamonium-chlorid (1e). C18H3sCINO,;
335,96 g.mol™; vyt&zek: 80 %; bilé krystaly; t; = 106 °C (lit. t; 98-101 °C)*%; IC (ATR):
Vmax 2917, 2849, 1735, 1728, 728, 721 cm™; *H NMR (300 MHz, DMSO): & 8,05 (3H;
bs; NHs"); 3,98 (2H; t; —-OCH,—; J=6,6 Hz); 2,71 (2H; t; "HsN-CH,—; J=7,7 Hz);
2,27 (2H; t; -CH,~CO0-; J=7,1 Hz); 1,77-1,45 (6H; m; 3 —CH,-); 1,40-1,12 (20H; m;
10 —CH-); 0,84 (3H; t; —CH3; J=6,6 Hz); *C NMR (75 MHz, DMSO): § 173,1; 63,9;
33,5: 31,5; 29,2; 29,1; 28,9; 28,8; 28,3; 28,1 26,9; 25,7; 25,5; 24,4: 22,3; 14,1.

7-(decyloxykarbonyl)heptylamonium-chlorid (a1). C18H3sCINO;
335,96 g.mol™; vytszek: 81 %; bilé krystaly; t; = 98 °C (lit. t, 104-109 °C)**; IC (ATR):
Vmax 2950, 2912, 2847, 1734, 718 cm™; 'H NMR (300 MHz, DMSO): 6 8,03 (3H; bs;
NH3"); 3,98 (2H; t; -OCH,—; J=6,6 Hz); 2,71 (2H; t; "HsN-CH,—; J=7,4 Hz); 2,26 (2H; t;
—CH,-COO-; J=7,5 Hz); 1,66-1,43 (6H; m; 3 ~CH,-); 1,38-1,11 (20H; m; 10 —CH,-);
0,84 (3H; t; —CHs; J=6,6 Hz); *C NMR (75 MHz, DMSO): & 173,1; 63,8; 33,7; 31,5;
29,1; 28,9; 28,8; 28,5; 28,4; 28,3; 27,1; 25,9; 25,5; 24,6; 22,3; 14,1.

9-(oktyloxykarbonyl)nonylamonium-chlorid (1g). 10-bromdekanova kyselina
(8 mmol) a nadbyte¢né mnozstvi SOCl, (40 mmol) bylo smichano v dusikové atmosféte
a michano pfi RT 1 hodinu. SOCI; byl odpafen na vakuové odparce a meziprodukt
vysuSen za snizené¢ho tlaku. Poté byl pfidan oktanol (8 mmol) v 20 ml suchého
chloroformu a smés byla v dusikové atmosféfe michana pii 50-60 °C 2 hodiny.
Po odpafeni chloroformu byl ¢&isty oktylester kyseliny 10-bromdekanové =ziskan
sloupcovou chromatografii (mobilni faze: hexan/ethyl-acetat 9:1). K takto pfipravenému
esteru byl pfidan ftalimid draselny (7,5 mmol) a 25 ml DMF a smés byla michana
pii 40 °C 4 hodiny. Po zchladnuti na RT bylo ptidano 20 ml destilované vody a smés byla
vyttepavana 3x30 ml dichlormethanu. Organickd faze byla oddélena, odparena
a k surovému meziproduktu byl ptidan hydrazin hydrat (7,5 mmol) v 30 ml EtOH. Smés
byla 4 hodiny zahtivana za refluxu na olejové lazni, poté byl EtOH odpafen a surovy
produkt byl rozpustén v dichlormethanu. Nerozpustny zbytek byl zfiltrovan a filtrat
odpafen. Zbytek po odpaieni byl rozpustén v suchém etheru a do roztoku byl zaveden
plynny chlorovodik po dobu 30 minut. Vzniklé krystaly byly odfiltrovany a vysuSeny.
C1sH3sCINO,; 335,96 g.mol'l; vytézek: 75 %, bilé krystaly; t; = 115 °C; IC (ATR):
Vmax 2914, 2848, 1737, 722 cm™; 'H NMR (300 MHz, DMSO): & 8,01 (3H; bs; NH3");
3,97 (2H; t; -OCH,—; J=6,4 Hz); 2,72 (2H; bs; "HsN-CHx-); 2,25 (2H; t; -CH,-COO-;
J=7,3 Hz); 1,59-1,41 (6H; m; 3 —CH>-); 1,33-1,16 (20H; m; 10 —CH,-); 0,84 (3H; t;
—CHs; J=6,9 Hz); *C NMR (75 MHz, DMSO): & 173,1; 63,8; 33,7; 31,4; 28,9; 28,8;
28,7, 28,6; 28,3; 27,2; 26,0; 25,6; 24,7; 22,3; 14,1.

11-(hexyloxykarbonyl)undecylamonium-chlorid (1h). C1sH3sCINO;
335,96 g.mol'l; vytézek: 64 %,; bilé krystaly; t; = 114 °C; IC (ATR): vmax 2914, 2847,
1737, 721 cm™; 'H NMR (300 MHz, DMSO): & 8,01 (3H; bs; NH3"); 3,98 (2H; t;
—OCH,—; J=6,6 Hz); 2,72 (2H; t; "HaN-CH,—; J=7,5 Hz); 2,25 (2H; t; -CH,—-COO0O-;
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J=7,1 Hz); 1,62-1,40 (6H; m; 3 -CH,-); 1,35-1,16 (20H; m; 10 —CH>-); 0,85 (3H; t;
—CHs; J=6,9 Hz); °C NMR (75 MHz, DMSO): & 173,1; 63,8; 33,9; 33,7; 31,0; 29,1;
28,9; 28,7; 28,6; 28,3; 27,1; 26,1; 25,3; 24,7; 22,2; 14,1.

5.3.3. Priprava amonium-karbamdatii

Ptislusny amonium-chlorid (5 mmol) byl rozpustén v 15 ml destilované vody
a vyttepavan 3x15 ml etheru s10 mmol TEA. Organickd faze byla zahu$téna
na vakuové odparce a dosusena za snizen¢ho tlaku nad H>SO,4 (24 hodin). Naslednym
rozpusténim meziproduktu v etheru a probublavanim CO, vznikly po ochlazeni krystaly,
které byly za snizené teploty odfiltrovany ptes skladany filtr a vysuSeny V exsikatoru
nad P,Os za normalniho tlaku.

2-(pentadecyloxykarbonyl)ethylamonium-2-(pentadecyloxykarbonyl)ethyl-
karbamat (2a); CaHuN,Os;, 642,55 g.mol™; vytezek: 30 %; bilé krystaly;
t.="77 °C; IC (ATR): vinax 2953, 2915, 2847, 1734, 1726, 1617, 1469 cm™; CHN analyza
(vypocitano/nalezeno): 69.11/68.24; 11.60/11.51; 4.36/4.15.

3-(tetradecyloxykarbonyl)propylamonium-3-(tetradecyloxykarbonyl)propyl-
karbamat (2b); Cs7H74N.Os; 642,55 g.mol‘l; vytézek: 45 %; Dbilé krystaly;
t,= 72 °C; IC (ATR): vmax 3349, 2953, 2914, 2846, 1742, 1735, 1647, 1613, 1460 cm™;
CHN analyza (vypocitano/nalezeno): 69.11/69.19; 11.60/11.95; 4.36/4.05.

4-(tridecyloxykarbonyl)butylamonium-4-(tridecyloxykarbonyl)butylkarbamat
(2c);  Cs7H74N.Og; 642,55 g.mol’l; vytézek: 35  %; bilé  krystaly;
t; =62 °C; IC (ATR): vmax 3351, 2952, 2916, 2850, 1727, 1647, 1460 cm™.

5-(dodecyloxykarbonyl)pentylamonium-5-(dodecyloxykarbonyl)pentyl-
karbamat, (2d); Cs;H74N,Og; 642,55 g.mol™; vytézek: 85 %; bilé krystaly; t; = 65 °C
(lit. 62-65 °C)*; IC (ATR): vma 2928, 2856, 1725, 1467 cm™; CHN analyza
(vypocitano/nalezeno): 69.11/68.53; 11.60/11.49; 4.36/4.24.

6-(undecyloxykarbonyl)hexylamonium-6-(undecyloxykarbonyl)hexyl-
karbamat (2e); Cs7H74N,Op; 642,55 g.mol’l; vytézek: 44 %; bilé krystaly;
t, = 64 °C (lit. 55-58 °C)*; IC (ATR): vmax 3317, 2916, 2849, 1733, 1725, 1637,
1460 cm™; CHN analyza (vypo&itano/nalezeno): 69.11/69.43; 11.60/11.91; 4.36/4.13.

7-(decyloxykarbonyl)heptylamonium-7-(decyloxykarbonyl)heptylkarbamat
(2f); Csz7H74N20g; 642,55 g.mol'l; vytézek: 60 %; bilé krystaly; t; = 70 °C
(lit. 61-65 °C)*: IC (ATR): vmax 3360, 2954, 2914, 2848, 1741, 1734, 1647, 1612,
1459 cm™; CHN analyza (vypocitano/nalezeno): 69.11/69.55; 11.60/11.93; 4.36/4.15.
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9-(octyloxykarbonyl)nonylamonium-9-(octyloxykarbonyl)nonylkarbamat (29);
Cs7H4N,Og; 642,55 g.mol'lg vytézek: 40 %; bilé krystaly; tt = 75 °C;
IC (ATR): vmax 3326, 2920, 2850, 1729, 1647, 1619, 1474 Cm'l; CHN analyza
(vypocitano/nalezeno): 69.11/68.89; 11.60/11.46; 4.36/4.67.

11-(hexyloxykarbonyl)undecylamonium-11-(hexyloxykarbonyl)undecyl-
karbamat (2h); Cs;H74N,Og; 642,55 g.mol'l; vytézek: 45 %; bilé krystaly; t; = 69 °C;
IC (ATR): vmax 3371, 2916, 2849, 1726, 1649, 1618, 1474 cm™; CHN analyza
(vypocitano/nalezeno): 69.11/69.10; 11.60/11.90; 4.36/4.36.

5.4. Permeacni experimenty a HPLC stanoveni

Schopnost urychlovat prostup 1é¢iv pies kuzi byla hodnocena in vitro s pouzitim
modifikované Franzovy difuzni cely (Obr. 37.). Jako modelova membrana slouzila
praseci kuize plné tloustky a modelovymi 1é¢ivy byly theofylin a hydrokortizon.

donorovy vzorek

odbér vzorki akceptorové
faze 16-48H — HPLC

akceptorova faze| * —°

Obr. 37. Franzova difuzni cela.

5.4.1. Priprava kiiZe

Prasec¢i usi byly odebrany z mistnich jatek a K zajisténi integrity kozni bariéry byly
oddé€leny od téla jesté pied CiSténim horkou vodni parou. Kize byla z dorzélni strany
prasecich usi opatrné oddélena skalpelem od podloznich tkdni a chlupy byly odstranény
zastfihova¢em. Poté byla kize konzervovana namocenim na 5 minut v 0,05% roztoku
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azidu sodného. Takto oSetfena kiize byla vakuové uzaviena do polyethylenovych sackt
a uskladnéna pii -18 °C v mraznicce.

5.4.2. Priprava donorovych vzorki

Pfi experimentalnim hodnoceni derivati dikarboxylovych kyselin byl donorovy
vzorek pfipraven jako 5% suspenze theofylinu (w/v) s 1 % studovaného akcelerantu
v piislusném vehikulu, kterymi byly: H,O, PG/H,0 (6:4) a IPM.

V ptipadé permeacnich experimenti s T12 a jeho polohovymi izomery byl
donorovy vzorek piipraven jako 5% suspenze theofylinu (w/v) s1 % studovaného
akcelerantu v PG/H,0 6:4.

Pro studium vlivu pH na aktivitu T12 a DDEAC byly donorové vzorky pfipraveny
jako 5% suspenze theofylinu (w/v) nebo 2% suspenze hydrokortizonu (w/v) s1 % T12
nebo DDEAC, pficemz donorovym médiem byl PG/50 mM 2-(hydroxymethyl)-2-
aminopropan-1,3-diol (Tris) 6:4, ktery se na piesné pH v rozmezi 3 az 9 dale upravoval
pfiddnim vodného roztoku NaOH resp. vodného roztoku HCI. Pro pretreatment aplikaci
byly pfipraveny vzorky obsahujici pouze akcelerant bez ptidavku 1éc¢iva ve vehikulu
o daném pH.

Vsechny vzorky obsahujici jako akcelerant jednofetézcovy amonium-chlorid byly
kvili vylou€eni samovolné reakce se vzdusnym oxidem uhli¢itym probublany dusikem
a to jak pii pripravé, tak 1 pfed samotnou aplikaci vzorku. Z divodu navozeni
rovnovazného stavu byla suspenze 5 minut michana pti 50 °C a poté byla pfenesena
do termostatu a uskladnéna 24 hodin pfi teploté¢ 37 °C. Pfed jednotlivymi pokusy byly
donorové vzorky homogenizovany na laboratorni tfepacce.

Jako kontrolni vzorek slouzila suspenze 1éCiva v ptislusném vehikulu
(bez akcelerantu). Zptisob pfiipravy se shodoval s piipravou donorového vzorku
s akcelerantem.

5.4.3. Modelova lééiva

Schopnost latek ovlivnit prunik 1é¢iva kozni bariérou byl sledovan u dvou
modelovych 1é¢iv, u bronchodilatancia/antiastmatika theofylinu a glukokortikoidu
hydrokortizonu (Obr. 38.).
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Obr. 38. Modelova 1é¢iva theofylin a hydrokortizon.

Vybér téchto 1é¢iv byl dan jejich vyhodnymi vlastnostmi (Tab. 1.). Za bé&znych
podminek jsou to latky nedrazdivé, neovliviiuji kozni bariéru a samostatné ji ochotné
nepronikaji. Také jsou snadno stanovitelné béznymi analytickymi metodami. Tyto latky
maji navic rozdilné fyzikalnéchemické parametry a pravdépodobné preferuji jiné cesty
prostupu pfes stratum corneum.

Tab. 1. Fyzikaln& chemické vlastnosti modelovych 1é¢iv (* data byla ziskana z SRC
PhysProp databéze dostupné on-line na www.syrres.com, ? data byla vypoditina s vyuZitim
ACD/Labs Software V8.14.).

Fyzikalné-chemické vlastnosti

1é¢ivo Mr ttl pKa2 IogPl
theofylin 180 273 1,5; 8,6 -0,02
hydrokortizon 362 220 - 1,61

5.4.4. Akceptorova faze

Jako akceptorova faze pro stanovovand 1é¢iva byl pouzit izotonicky fosfatovy pufr
o pH = 7,4 (PBS), ktery je s lécivy kompatibilni, zarucuje jejich vysokou rozpustnost
a zérovei je vhodny pii HPLC analyze. Byl pfipraven smichanim 19,1 g Na;HPO,4.12H,0
ve 400 ml vody pro HPLC a2,1 g NaH,PO42H,O v500 ml vody pro HPLC.
K izotonizaci pufru bylo pouzito 3,96 g NaCl a k jeho konzervaci 0,27 g NaNs.

5.4.5. Vlastni permeacni experiment

Praseci kiize byla tésné pied pouzitim opatrné rozmraZena a nafezéana na kousky

o velikosti zhruba 2 x 2 cm. KiiZe byla umisténa do Franzovych diftiznich cel a upevnéna
sklicky s otvorem o pfesn¢ definované ploSe 1 cm®. Kazda z Franzovych cel byla
naplnéna akceptorovou fazi, tj. PBS. Pfesny objem akceptorové faze (16—18 ml) kazdé
z Francovych difuznich cel byl zméfen a zahrnut do vypoct. Cely byly temperovany
30 minut ve vodni lazni o teplot¢ 32 °C a poté bylo na klzi aplikovano 150 pl
donorového vzorku. Abychom u donorovych vzorkii obsahujicich jednofetézcovy
amonium-chlorid jako akcelerant vyloucili jejich ptipadnou reakci se vzdusnym oxidem
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uhli¢itym a tim tedy pfipadnou tvorbu amonium-karbamat, byl akceptorovy
kompartment Franzovych cel naplnén dusikem. Vzorek byl prekryt krycim sklickem, aby
bylo zamezeno odpafovani vehikula. Akceptorova faze byla po celou dobu trvani
experimentu michana ve vodni lazni o teploté 32 °C. Poté byly v piesnych ¢asovych
intervalech v pribéhu 48 hodin (theofylin) resp. 52 hodin (hydrokortizon) odebirany
vzorky akceptorové faze. Jednotlivé vorky mély objem 0,6 ml a vzdy byly nahrazeny
stejnym objemem Cerstvé akceptoroveé faze.

5.4.6. Pretreatment experiment a méieni dermdlni elektrické impedance

V piipad¢ aplikace T12 a DDEAC formou pretreatmentu byla Franzova cela
naplnéna PBS pufrem a s pfipevnénou praseci kiizi temperovana ve vodni lazni o teploté
32 °C 30 minut. Po ustanoveni teplotni rovnovahy bylo na kzi naneseno 0,5 ml
fosfatového pufru a zméfena dermalni elektrickd impedance (kQ.cm?). K méfeni byl
pouzit piistroj LCR meter 4080 (Conrad Electronic, Hirschau, Germany) s méficim
rozsahem 20 Q-10 MQ méfici pii frekvenci 120 kHz. Elektrody z nerezavéjici oceli byly
umistény jedna v donorovém kompartmentu a druhd v akceptorovém kompartmentu
Franzovy cely a byla zméfena a zaznamenana hodnota elektrické dermalni impedance.
Poté byl povrch klize opatrn€ vysusSen a na kiizi bylo naneseno 150 pl donorového vzorku
obsahujiciho 1 % (w/v) DDEAC resp. T12 adjustovaného na piesné pH v rozmezi
3 az 9 (v PG/Tris). Do kontrolnich cel bylo naneseno 150 pl donorového vzorku
obsahujiciho pouze PG/Tris o stanoveném pH (bez akcelerantu). Po 2 hodinach byly
donorové vzorky nanesené na kizi odstranény gazovym tamponem a oplachnuty
destilovanou vodou a bylo provedeno druhé méfeni dermalni elektrické impedance opét
stejnym zpusobem (tj. po aplikaci akcelerantu formou pretreatmentu). Po dalSich
30 minutaich byly na kuzi naneseny vzorky sléCivy (5% suspenze theofylinu
resp. 2% suspenze hydrokortizonu) a v uréenych Casovych intervalech byly odebirany
vzorky z akceptorového kompartmentu cel. Koncentrace 1é¢iva pros§lého pres kizi byla
hodnocena pomoci HPLC.

5.4.7. HPLC analyza

Koncentrace 1é¢iv ve vzorcich akceptorové faze byla stanovena pomoci HPLC
za vyuziti LCP vysokotlakého ¢erpadla (ECOM, Praha, Ceské republika), autosampleru
(ECOM, Praha, Ceska republika), SP 8440 UV detektoru (Spectra Physics) a softwaru
CSW verze 1.7; nové také pomoci HPLC sestavy Shimadzu Prominence instrument
(Shimadzu, Kyoto, Japan) =zahrnujici dvé vysokotlakd cerpadla (LC-20AD)
s odplynovacem (DGU-20A3), autosampler (SIL-20A HT), kolonovy termostat (CTO-
20AC), UV/VIS detektor (SPD-20A), komunika¢ni modul (CBM-20A) a integracni
software LCsolutions V1.22.
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Stanoveni fluxu [éCiv probihalo s pouzitim kolony LiChroCART 250-4
(LiChrospher 100, RP 18, 5 um, Merck, Darmstadt, Némecko) a HPLC parametry
modelovych 1éCiv jsou piehledné uvedeny v Tab. 2. Pro vyhodnoceni permeacénich
experimentll byla pouzita metoda HPLC, jejiz metodika byla vypracovana jiz diive
a pro potiebu této doktorské disertadni prace byla piejata.*

Tab. 2. HPLC parametry modelovych 1é¢iv.

HPLC parametry modelovych lé¢iv

1é¢ivo teplota kolony  priitok vinova délka  retencni cas mobilni fdze
(°C) (ml/min) (nm) (min)
theofylin 35 1,2 272 3,3+0,1 methanol/0.1 M NaH,PO, 4:6 (V/V)
hydrokortizon 40 1,2 252 4,240,1 methanolivoda/THF 6:4:1 (viviv)

5.4.8. Kalibracni standardy

Kalibra¢ni standardy pro stanoveni theofylinu a hydrokortizonu byly pfipraveny
nafedénim zasobniho roztoku piislusného 1é¢iva (o koncentraci 10 mg/10 ml)
v PBS s pridavkem azidu sodného. Byly pouzity vzorky o koncentraci 1é¢iva 6; 4; 2; 1;
0,5; 0,1 a 0,05 mg/ml.

5.4.9. Vypocet fluxii a akceleracnich poméri

Kumulativni mnozstvi 1éCiva, které proslo kizi do akceptorové faze, bylo
prepocitano vzhledem k odbériim a doplnovani akceptorové faze a piesnému objemu
Franzovych cel. Hodnoty byly vyneseny do grafti v zavislosti na ¢ase. Pro vypocet
ptislusnych fluxti J (ug/cm2/h) byla pouzita oblast ustaleného toku léciva (linearni oblast
kiivky) a flux byl odecten jako hodnota smérnice této piimky. Ke statistickému
Zpracovani dat byla pouzita jednosmérna analyza rozptylu (ANOVA) s Dunnettovym post
testem, pripadné neparametricky Kruskal-Wallisovy test s Dunnovym post testem. Data
jsou prezentovana jako pramér + standardni chyba (SEM); pocet opakovani pokusu
a pocet pouzitych kuzi z riznych zvirat jsou uvedeny ve vysledcich u danych tabulek
¢i grafl.
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6. Vysledky a diskuze

6.1. Derivaty dikarboxylovych kyselin

V ramci syntetickych obmén polarni hlavy akcelerantu byly hodnoceny estery
s odliSnou geometrickou izomerii na dvojné vazbé — estery kyseliny fumarové (trans-/E)
V porovnani s estery kyseliny maleinové (Cis-/Z); derivaty, které mély dvojnou vazbu
nahrazenou vazbou jednoduchou — estery kyseliny jantarové; a také slouceniny
s hydroxylovymi skupinami schopnymi tvorby vodikovych vazeb — estery kyseliny
(2R,3R)-vinné a kyseliny meso-vinné. V souvislosti se strukturnimi obménami v oblasti
polarni hlavy byly dale hodnoceny zmény v hydrofobnim fetézci akcelerantu. Byly
ptipraveny didodecylestery, monododecylestery a dodecyl-methylestery v§ech uvedenych
dikarboxylovych kyselin.

6.1.1. Priprava derivati dikarboxylovych kyselin

6.1.1.1. Derivaty kyseliny maleinové a jantarové

Dvoufetézcové didodecylestery odvozené od kyselin maleinové
a jantarové (M, S, Obr. 39.) byly piipraveny z odpovidajicich anhydrida a 2 ekvivalentt
dodekanolu za kyselé katalyzy (H,SO4) Vv prostredi toluenu™® s vjt&zky 80 % resp. 60 %.
Jde o krystalické latky v literatufe popsané, avSak z hlediska urychlovaci schopnosti
doposud nestudované.*®21%3

Pro pfipravu jednofetézcovych monododecylesteri odvozenych od kyselin
maleinové a jantarové (MOH, SOH, Obr. 39.) byla vyuzita stejna kysele katalyzovana
reakce (H2SO,) aviak s1 ekvivalentem dodekanolu bez piitomnosti rozpoustédla'®*
a reakéni doba byla podstatné¢ zkracena na 10 minut. Reakce poskytly krystalické
produkty s vytzky 70 % resp. 75 %. Tyto latky jsou v literatuie popsané.'®>

Slou¢eniny s jednim kratkym a jednim dlouhym fetézcem typu dodecyl-
methylestert (M1, S1, Obr. 39.) byly ptipraveny kysele katalyzovanou (p-TsSOH)
parcialni reesterifikaci pfisluSného dimethylesteru. Produkty reakce byly bezbarvé oleje
ve vytézcich 35 % resp. 20 %. Tyto latky nejsou dosud V literatuie popsany.
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i [COOC12HZ5 M ((2)-dvojna vazba)

COOC,H,s S (jednoducha vazba)

0O
i [COOC12H25 MOH ((Z2)-dvojna vazba)
o — |
COOH SOH (jednoducha vazba)
o]
i ~CO0CHs [COOC12H25 M1 ((Z)-dvojna vazba)

COOCH, COOCH; $1 (jednoducha vazba)

Obr. 39. Pfiprava derivati kyseliny maleinové a jantarové. Reagencie a podminky:
(i) C1oHas0H, HY, reflux, toluen, 4 h; (ii) CioH,s0OH, H', 130-140 °C, 10 min; (iii) MeOH, H,
reflux, 3 h; (iv) C1,Hxs0H, H, reflux, 3 h.

6.1.1.2. Derivaty kyseliny fumarové

Didodecylester kyseliny fumarové (F, Obr. 40.) byl pfipraven kysele katalyzovanou
esterifikaci (H2SO4) kyseliny fumarové s 2 ekvivalenty dodekanolu. Reakce probihala
s vytézkem mirng pievysujicim 70 % a tato latka je v literatufe popsana.'®®

Pro ptipravu methyl-dodecyl fumaratu (F1, Obr. 40.) se bohuzel nedafilo vyuzit
metodu parcialni reesterifikace, vzdy se tvofil dvoufetézcovy diester F. Proto byla
pro ptipravu latky F1 zvolena reakce s dodekanolem v prostiedi N,N'-dicyklohexyl-
karbodiimidu a 4-dimethylaminopyridinu  vychazejici z komeréné  dostupného
monomethyl-fumaratu. Reakce poskytovala bezbarvy olej ve vytézku 70 %. V literatuie
neni slouc¢enina popséna.

Syntéza jednofetézcového monododecylesteru (FOH, Obr. 40.) se z vychozi

kyseliny fumarové nedaftila. I ptesto, ze jde o latku publikovatnou167

a byly dodrZzeny
postupy V literatufe uvadéné, vzdy se tvotil dvoutetézcovy diester. Monoester byl tspésné
pfipraven jodem katalyzovanou izomerizaci latky MOH. Reakce probihala v uzaviené

bance za nepfistupu svétla s vytézkem 30 % krystalického produktu.
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COOH COOC5Hy5

i I :

HOOC C1,H,500C
COOH COOC ,Has
J Tt

H;COOC H;COOC

[COOC12H25 il _ J‘/COOC12H25 EOH
COOH HOOC

Obr. 40. Priprava derivat kyseliny fumarové. Reagencie a podminky: (i) Ci1,Hzs0H, H,
reflux, toluen, 4 h; (ii) C,H,s0H, DCC, DMAP, 0 °C az RT, 24 h; (iii) I, CHCI; reflux, 1 h.

6.1.1.3. Derivaty kyseliny (2R,3R)-vinné a meso-vinné

Didodecylestery kyseliny (2R,3R)-vinné a meso-vinné (T, mT, Obr. 41.)
byly pripraveny kysele katalyzovanou (p-TsOH) esterifikaci pfislusné dikarboxylové
kyseliny 4 ekvivalenty dodekanolu. Reakce probihala s vytézky 52 % resp. 64 %.
Latka T je v literatufe popsana,'®® latka mT nikoliv.

Pro ptipravu acetonida (AT a AmT, Obr. 41.) a karbonata (CT, CmT, Obr. 41.)
byly vychozimi latkami diestery T a mT. Kysele katalyzovanou reakci (p-TSOH)
s 2,2-dimethoxypropanem byly pfipraveny acetonidy AT (krystalickd latka) a AmT
(bezbarvy olej) ve vytézku 45 % resp. 37 %. Obé¢ latky nejsou dosud V literatuie popsany.
Karbonaty CT a CmT byly pfipraveny reakci pfislusnych diestert T a mT
s dimethylkarbonatem a katalytickym mnoZstvim kovového sodiku. Reakce poskytly
produkty (bezbarvé oleje) ve vytézcich 30 % a 57 %. Slouceniny nejsou V literatuie

popsany.

COOC,Hys

o)
HO. _COOH — I AmT o o)
; HO._ _COOC,,H AmT (2R,3S
I i I 12H25 ') COOC 1Hys (2R,3S)

HO~ “~COOH HO~ ~COOC,,H COOC,Hy5
12H25 i O:\/O CT (2R3R)
o CmT (2R,3S)

T (2R3R) COOC,H,5

mT (2R, 3S)

Obr. 41. Ptiprava derivata kyselin (2R,3R)-vinné a meso-vinné. Reagencie a podminky:
(i) C12Ho50H, HY, 100 °C, 2 h; (ii) (CH30),C(CHa),, H', CH,Cly, RT, 2 h; (iii) (CH30),CO, Na,
toluen, 90 °C.
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Syntéza monododecylesteru kyselin (2R,3R)-vinné (TOH, Obr. 42.) vychazi
zdiesteru T, ktery byl podroben parcidlni bazické hydrolyze. Reakce probéhla
s vytézkem 30 % a piipravena krystalicka latka nebyla v literatufe dosud popsana.

Pro pfipravu monoesteru Kyseliny meso-vinné¢ (mTOH, Obr. 42.) nebylo pouziti
bazické parcialni hydrolyzy uspésné. Proto byla zvolena metoda dihydroxylace dvojné
vazby latky MOH pomoci KMnO, (syn-adice). Reakci byla ptipravena krystalicka latka
ve vytézku 25 % a v literatufe neni popsana.

HO\[COOC12H25 ; HO\[COOC12H25 [COOC12H25 i HOICOOC12H25
HO" ~COOC,Hys HO" “COOH COOH HO” ~COOH
T TOH MOH mTOH

Obr. 42. Priprava monododecyl estert kyselin (2R,3R)-vinné a meso-vinné. Reagencie
a podminky: (i) 1-OH/H,0, 2-H"; (ii) 1-KMnQ,/aceton/H,0, 2-Na,SO3, H'.

6.1.2. Urychlovaci aktivita derivatii dikarboxylovych kyselin

S cilem nalézt souvislosti mezi strukturou potencidlniho permeacniho akcelerantu
a jeho schopnosti urychlit absorpci modelového 1é¢iva theofylinu byla série ptipravenych
derivata dikarboxylovych Kkyselin podrobena in vitro permeaénim experimentim
na praseci kuzi plné tloustky s pouzitim Franzovy difuzni cely. Studie byla provedena
ze tii vehikul rizné polarity: voda, 60% propylenglykol/voda (6:4) a isopropylmyristat
(IPM). Souhrnné vysledky dosazenych fluxd a akceleraénich poméra vSech pfipravenych
derivati jsou ptehledné shrnuty v Tab. 3.
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Tab. 3. Aktivita derivatd dikarboxylovych kyselin. Data v tabulce jsou uvedena ve formé
hodnoty fluxu theofylinu Jr; (ng/cm?/h) a akceleraéniho poméru (AP). PG — propylenglykol/voda
(6:4), IPM — isopropylmyristat, SEM — standardni chyba, * znaéi statisticky vyznamny rozdil
oproti kontrole (p<0,5), pocet opakovani jednotlivych permeaci byl 4 az 12.

Jmy £ SEM AP

latka

H,O PG IPM H,O PG IPM
kontrola  3,7+24  1,7+1,1 3,3+1,2 - - -
M 2,2+1,0  0,5+0,3 2,2+0,5 0,6 0,3 0,7
estery kyseliny maleinové M1 13,247,2% 6,8+3,7* 5,1+1,8 3,6 40 15
MOH  50,4+11,1% 46+£82% 27,048,1* 13,6% 27,1% 82*
F 24+1,7 02401  2,5+0,6 06 01 08
estery kyseliny fumarové F1 12,2£2,7  §,1£2,7 6,4+2,1 3,3 4,8 1,9
FOH  30,6£5,8* 15,3+12* 16,1+1,9* 8,3* 9,0* 4,9*
S 1,6£1,0 23+12  3.2+0,1 04 14 10
estery kyseliny jantarové S1 6,9+1,8  6,2+2.7 2,240,6 19 3,6 0,7
SOH 54+1,0 42,848,7%  23+0,4 15 252* 0,7
T 72433 3,027 2,7+0,8 1,9 1,8 0,8
mT 62421  3.8+21  2,1+1,0 1,7 22 06
TOH 54424  7,0£1,8%  51+0,3 15 41* 15
estery kyselin (2R,3R)-vinné ~ mTOH 1,9£0,2  4,0+0,8 5,1£2,1 0,5 2,4 15
a meso -vinné AT 8,6+£3,1*  3,4+1,7 4,6+1,6 2,3* 2,0 14
AmT 57424 29+12 72426 15 1,7 22
CT 1,840,6 5,843 3% 4,2+1,1 05 34* 13
cmT 38421 3,7+1,9  6,9+3,1 1,0 22 21
6.1.2.1. Aktivita dvouretézcovych derivati

Schopnost urychlit prinik theofylinu ptes kuzi je u derivati kyselin maleinové,
fumarové a jantarové piehledné znazornéna na Obr. 44. Latky ze skupiny amfifilnich
dvoutetézcovych akceleranti — didodecylestery M, F a S nezvysily permeaci 1é¢iva
pies kizi v zadném z vySe uvedenych vehikul. To je zajimavé zjiSténi, nebot’ diive
popsany strukturng podobny derivat 12GM12 (Obr. 43.)' se ukézal jako velmi dobry
akcelerant.

O /_COOC12H25

C12H25OOC\—>;N H

Obr. 43. 12GM12.

Rozdil mezi latkou M a 12GM12 je ve spojovacim ,glycylovém ¢lanku®
— ten u slou¢eniny M chybi. Tento rozdil by mohl ukazovat na to, Ze permeac¢ni aktivita
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latek neni spjata pouze s velikosti polarni hlavy ¢i schopnosti tvofit vodikové vazby,
jak bylo popsano diive,! ale vyzaduje u potencialniho akcelerantu jisté strukturni
,optimum*.

kontrola

A) voda C)IPM

[0 R=Cy3Hys
EE R=CH;
R=H
0 20 40 600 20 40 600 10 20 30
Flux (ng/cm?/h) Flux (ng/cm?/h) Flux (ng/cm?/h)

Obr. 44. Urychlovaci schopnost derivati kyseliny maleinové, fumarové a jantarové
v (A) H0, (B) PG/H,0 — 6:4 a (C) IPM. Data v grafu jsou uvedena ve formé hodnoty fluxu
theofylinu+SEM (standardni chyba), * znamena statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole
(p<0,5), pocet opakovani permeaci byl 4 az 12.

Moznym  vysvétlenim  neucinnosti téchto slou¢enin ~ muze byt
to, Ze se dvouretézcové amfifilni akceleranty vmezeti do lipidické vrstvy SC takovym
zpusobem, Ze se polarni hlava akcelerantu umisti do poldrni oblasti vrstvy a hydrofobni
fetézec do hydrofobni ¢asti membrany SC a toto uspotfadani nezpusobi ve SC vyznamné
rozruseni struktury.

Didodecylester kyseliny fumarové F piinasem hodnoceni dokonce snizil kozni
permeabilitu a to ve vSech 3 prostfedich (Obr. 44.). Rozdil mezi jednotlivymi vehikuly
ovSem neni statisticky vyznamny. V odborné literatufe lze najit informace o tom,
ze podobné amfifilni slou€eniny obsahujici trans-dvojnou vazbu by mohly byt pfedlohou
pfinavrhu potencialnich permeacnich retardantti. Transdermalni retardanty jsou
Vv soucasnosti velmi diskutované slouceniny, a to piedevsim pro jejich schopnost omezit

prinik nezadoucich latek pies ki, 1%
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6.1.2.2. Aktivita jednoretézcovych derivati

Jak je vidét na Obr. 44., urychlovaci aktivita jednofetézcovych amfifilnich
akcelerantli v porovnani s dvoufetézcovymi podstatné vzrostla. Vibec nejaktivnéjsi
latkou byl akcelerant MOH, u kterého v prosttedi PG/H,0 (6:4) vzrostl flux theofylinu
26krat.

Prvotni vysvétleni, ze za vyrazné zvySeni aktivity monoesteri by mohl byt
zodpovédny volny karboxyl, vyvraci fakt, Zze pfi hodnoceni urychlovaci schopnosti
kyseliny laurové (za dodrzeni stejnych podminek) dochazi ke zvySeni fluxu theofylinu

170 Nami dosazené vysledky pii permeaénim hodnoceni dodecyl-methyl

pouze dvakrat.
derivatu M1 tuto teorii také vyvraceji. Derivat M1 zadnou volnou karboxylovou skupinu

nema a pfitom dosahuje pro theofylin velmi vyznamné urychlovaci schopnosti.

Vysvétlenim vyssi urychlovaci schopnosti jednotetézcovych derivati v porovnani
S dvoufetézcovymi by mohlo byt to, Ze u jednofetézcovych sloucenin jsou podstatné
snizeny mozné hydrofobni interakce, které jsou u dvoufetézcovych latek zodpovédné
za pomérné tésné usporadani bez poruseni lipidovych membran SC.

6.1.2.3. Aktivita geometrickych izomerii

Vysoké hodnoty fluxti jednofetézcovych geometrickych izomera M1, MOH
(cis-/Z) a F1, FOH (trans-/E) nam dovoluji jejich vzajemné srovnani. Aktivity dodecyl-
methyl esterdt M1 a F1 jsou ve vSech hodnocenych prostiedich srovnatelné.

Zajimavych vysledkd bylo dosazeno s latkou MOH (cis-derivat), ktera je statisticky
vyznamné aktivnéjsi nez trans-izomer — latka FOH a to ve vSech donorovych mediich
(Obr. 44.). Je znamo, Ze oba monoestery se lisi svoji aciditou, ovSem ne v takovém
rozsahu jako plivodni kyseliny maleinovd a fumarova. Disocia¢ni konstanty MOH
a FOH jsou 4,87 resp. 4,40.'" Vzhledem k tomu, 7e mén& kysely derivat kyseliny
jantarové, latka SOH, se ukdzal ve vodném i IPM prostiedi jako neaktivni, ale v prostiedi
PG/H,0 (6:4) vykazal aktivitu srovnatelnou s derivaitem MOH, nelze proto pln¢ vysvétlit
rozdily v aktivitdch geometrickych izomert pouze na zaklad¢ rozdilnych acidit.

Nejpravdépodobnéj$sim vysvétlenim pozorovaného rozdilu v aktivitdich derivath
MOH a FOH je rozdilné prostorové usporadani téchto geometrickych izomerti. Podobné
vztahy byly pozorovany u nenasycenych mastnych kyselin, které mély dvojnou vazbu
zhruba uprostied dlouhého nenasycené¢ho fetézce.'" Napftiklad kyselina olejova byla
mnohem G&inn&j$im akcelerantem nez jeji trans-izomer kyselina elaidova.'” V tomto
pfipadé autofi uvadi, ze k poruseni unikatniho uspofadéani lipidd ve SC ¢i k fazove
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separaci vede vznik zlomu, jenz je dan pravé pfitomnosti Cis-dvojné vazby uvnitt

hydrofobniho fetézce. 174

I ptesto, ze u derivatt MOH a FOH neni dvojna vazba soucasti hydrofobniho
fetézce, kde je vliv na uspoiadani lipidd SC zfejmy, mize vysvétlovat rozdilnou
urychlovaci aktivitu pravé jejich odliSné prostorové uspotradani. Tvar polarni hlavy
cis-izomeru zfejmé nedovoluje tésné uspotradani hydrofobnich fetézcu s fetézci ceramidi
a lipida SC. To znamen4, Ze intermolekularni sily navzajem mezi hydrofobnimi fetézci
nejsou tak silné a lé¢ivo miize permeovat skrz lipidickou matrix mnohem snadnéji.

6.1.2.4. Aktivita derivati s jednoduchou a dvojnou vazbou

Aktivita derivati kyseliny jantarové, tj. latek majicich neomezenou rotaci kolem
C2-C3 jednoduché vazby, je v porovnani se svymi nenasycenymi analogy (derivaty
kyseliny fumarové a maleinové) vyznamné zavisla na donorovém médiu. Zatimco
chovani derivatu SOH je v PG/H,O (6:4) velice podobné chovani derivitu MOH,
Vv prostiedi IPM a vodném je derivat SOH neaktivni (Obr. 44.). Synergistické ptisobeni
rozpoustédla a permea&niho akcelerantu je v odborné literatufe jiz dobfe popsané’’>!™
a mohlo by objasiiovat vysokou urychlovaci schopnost amfifilni slou¢eniny SOH
v piitomnosti PG/H,O (6:4). Tento synergisticky jev se vysvétluje jako kombinace
riznych mechanismi U¢inku SOH a PG, naptiklad zména rozd€lovaci rovnovahy
se soucasnou fluidizaci lipidu.

6.1.2.5. Aktivita derivani kyseliny (2R,3R)-vinné a meso-vinné

Urychlovaci aktivity vSech pfipravenych derivati kyseliny (2R,3R)-vinné
a meso-vinné jsou pichledné¢ shrnuty na Obr. 45. Nékteré ze sloucenin vykazaly
statisticky vyznamné urychleni prostupu theofylinu ptes kizi, ale obecné je aktivita celé
série derivati nizkd. Vzrist permeacni aktivity latky neovlivnily ani rtzné strukturni
modifikace jako ochranéni hydroxylovych skupin formou acetonidu ¢i cyklického
karbonatu. Uspéch nepiinesla ani pfiprava jednofetézcového derivatu odvozeného
od zminénych kyselin.

Navic nebyl pozorovan vyznamny rozdil v aktivit¢ diastereoizomernich derivath
kyseliny (2R,3R)-vinné (T, CT, AT a TOH) a kyseliny meso-vinné (mT, CmT, AmT
a MTOH). To je ve shodé s naSimi diive publikovanymi vysledky, kdy ve skupiné
akcelerantii odvozenych od aminokyselin vliv stereoselektivity na akceleracni aktivitu

latky nebyl pozorove’m.“o'43
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kontrola --I A) voda
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Obr. 45. Urychlovaci schopnost derivat kyseliny (2R,3R)-vinné a meso-vinné v (A) H,0,
(B) PG/H,0 — 6:4 a (C) IPM. Data v grafu jsou uvedena ve formé hodnoty fluxu theofylinutSEM
(standardni chyba), * znamena statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p<0,5), pocet
opakovani permeaci byl 4 az 11.

6.2. T12ajeho analoga

Z ptedchozich publikovanych praci vyplyva, Ze pfitomnost esterové skupiny
je pro T12 a jeho schopnost urychlit prostup 1é¢iva pres kiizi nezbytné.49’50 S cilem ovéfit
hypotézu o0 mozném dudlnim mechanismu u¢inku T12 a vyznamu polohy esterové funkce
byly navrzeny a in vitro hodnoceny dva typy sloucenin: jednofetézcové amonium-
chloridy (1) a dvoufetézcové amonium-karbamaty (2). Dale jsme si kladli za cil studovat
vliv pH donorového vzorku na aktivitu T12 a jeho metabolitu DDEAC, tedy amoniové
soli vzniklé po rozkladu T12 v kyselém prostfedi, pomoci dvou modelovych [é¢iv
a dermalni elektrické impedance.

6.2.1. P#iprava polohovych izomerit T12

Amonium-karbamaty (2a-h, Obr. 46.) byly pfipraveny z odpovidajicich
aminokyselin resp. bromkyseliny. Nejprve byly aminokyseliny protonizovany
a prevedeny na acylchloridy, které reakci s prislusnym alkoholem poskytly amonium-
chloridy 1a-f a 1h.*"*? Vzhledem k tomu, Ze kyselina 10-aminodekanova neni b&Zng
komer¢né dostupnd, byla syntéza latky 1g odlisnda a vychazela z 10-bromdekanové
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kyseliny resp. zjejiho acylchloridu. Reakci acylchloridu s alkoholem vznikl ester
10-bromkyseliny, ktery Gabrielovou syntézou nasledovanou hydrazinolyzou"’ poskytl
aminoester. Plisobenim plynného chlorovodiku vznikl amonium-chlorid 1g. Amonium-
chloridy la-h byly alkalizovany triethylaminem (TEA) a reakci s oXidem uhli¢itym
poskytly cilové amonium-karbamaty 2a-h.**?

HoN COOH Br COOH
W AT

li, i l i
Cl "H.N i y i o 7
Mot == el
9

1a-h

l iv latka x vy
H e} z 2 14
y 3 13
OYN%OM\ c 4 12
o d 5 11
O e 6 10
+H3Nﬁ)k P f 7 9
X O g 9 7

h 11 5

2a-h

Obr. 46. Piiprava Transkarbamu 12 a jeho polohovych izomert 2a-c a 2e-h. Reagencie
a podminky: (i) HCI, RT, 1 h; (ii) 1-SOCl,, RT, 1 h, 2-CH3(CH,),OH, CHCls;, 60 °C, 2 h;
(iii) 1-ftalimid draselny, DMF, 40 °C, 4 h, 2-N,H4.H,0, EtOH, reflux, 4 h, 3-HCI(g), Et,0,
30 min; (iv) 1-Et3N, H,O/Et,0O, 15 min, 2-CO,, RT, 15 min.

6.2.2. Urychlovaci aktivita DDEAC a T12 a jeho analog

6.2.2.1. Aktivita polohovych izomeru T12

Obé¢ skupiny latek (tj. amonium-chloridy 1 a amonium-karbamaty 2) byly navrzeny
jako série polohovych izomert stejného sumarniho vzorce lisicich se vzdalenosti esterové
skupiny od dusikového atomu. Zaroven kazdému jednofetézcovému amonium-chloridu 1
odpovidd  dvoufetézcovy amonium-karbamat 2. Vysledky dosaZzenych fluxt
a vypocitanych akcelera¢nich poméri pro 1é¢ivo theofylin jsou shrnuty v Tab. 4.

Zvonovita zavislost mezi pozici esterové skupiny v molekule a urychlovaci
aktivitou u obou sérii pfipravenych analog T12 je dobfe patrna na Obr. 47. Slouceniny
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la-c a 2a-b, které¢ maji esterovou skupinu nejblize dusikovému atomu a maji nejdelsi
hydrofobni fetézec, byly neaktivni. ,,Posunem* esterové skupiny smérem ke konci fetézce
urychlovaci schopnost latek roste a u sloucenin e-f se 6- a 7-uhlikatym spojovacim
fetézcem a decylovym a undecylovym hydrofobnim fet¢zcem dosahuje svého maxima.
Dalsim prodluzovanim spojovaciho fetézce aktivita rapidné klesa.

Tab. 4. Aktivita amonium-chloridi 1a-h a odpovidajicich amonim-karbamati 2a-h. Data
v tabulce jsou uvedena ve form& hodnoty fluxu theofylinu J14 (ug/cm?h) a akcelera¢niho poméru
(AP). 1 — amonium-chloridy, 2 — amonium-karbamaty, SEM — standardni chyba, * znaci
statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p<0,5), * zna&i statisticky vyznamny rozdil oproti
odpovidajicimu amonium-chloridu (p<0,5), pocet opakovani jednotlivych permeaci byl 5 az 20.

+ AP
itk Jm = SEM
1 2 1 2
kontrola 2,6+1,6 -
a 5,0+1,5 6,3+1,6 1,9 2,4
b 4,7+1,6 9,0+£2,9 1,8 3,5
C 6,6+1,2  24,6+6,0* 2,5 9,5*
d 13,6+£5,0%  26,9+6,2*" 52*  10,3*
e 23,749,7* 44,7+11,4%" 9,1* 17,2*
f 20,0+£11,8* 51,0£19,5%" 7,7* 19,6*
g 52442 12,7+11,1* 2,0 4,9*
h 2,6+3.3 11,8+7,0* 1,0 4,5*
70 . )
] amonium-chloridy 1a-h "
< 601 @ amonium-karbamaty 2a-h
§ 50
()}
=
= 40
=
2 30
2
< 201
3
* 10

0_ d
kontrola a b c d e f g h

Obr. 47. In vitro urychlovaci aktivity amonium-chloridii 1a-h a odpovidajicich amonium-
karbamati 2a-h. Data v grafu jsou uvedena ve formé hodnoty fluxu theofylinu+SEM (standardni
chyba), * znamend statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p<0,5), * zna&i statisticky
vyznamny rozdil oproti odpovidajicimu amonium-chloridu (p<0,5), pocet opakovani permeaci
byl 5 az 20.
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Duivod pro tak velké rozdily v aktivitdch mezi témito izomernimi slou¢eninami neni
dosud znam. Z literatury vsak vime, ze z hlediska urychlit prostup latky ptes kuzi se délka
hydrofobniho fetézce 10-12 uhliki u amfifilnich akcelerantti povazuje za idealni.'”®'"
To by mohlo byt nejpravdépodobné&jsim vysvétlenim pro tak vysoké aktivity izomert
1d-f a 2d-f majicich ve svych molekulach 10- az 12-uhlikaty hydrofobni fetézec.
Molekula takového akcelerantu mé ziejme polarni hlavu umisténou v polarni oblasti
mezibunéénych lipidovych lamel SC a hydrofobni fetézec (fetézce) je (jsou) v hydrofobni
oblasti téchto membran. Tyto 10- az 12-uhlikaté fetézce jsou pfiblizné polovicéni délky
nez je bézna délka acylového fetézce ceramidii ¢i mastnych kyselin fyziologicky
ptitomnych ve SC, coz zpusobi poruseni usporadani lipidd ve SC a propustnost kiize
se pro endogenni latky podstatné ZV}'I§i.27

Na zakladé dosazenych vysokych aktivit latek 1d-f a 2d-f bychom mohli vyslovit
hypotézu, Zze esterova skupina je stejné jako amoniova sil ve skuteCnosti umisténa
v polarni oblasti lipidovych lamel SC. Pokud bychom dale uvazovali, Zze je fetézec
dostate¢né flexibilni, tak by mohly obé skupiny byt umistény blizko sebe. Pti studiu latek
typu amonium-karbamatu (transkarbamti) byla autory navrzena tvorba intramolekularni

vodikové vazby mezi esterovym karbonylem a N-H skupinou.**°

Vznika tedy ,,cyklicka
polarni hlava®, ktera je strukturné velmi podobnd Azonu, coz je vyborny permeacni
akcelerant s dodecylovym hydrofobnim fetézcem v poloze 1 sedmiélenného azepan-2-
onového kruhu,'%0*%
ceramidi a mastnych kyselin a byla by tak naruSena fyziologick4 architektura SC.

Vysledkem by pak byla vétsi propustnost SC pro lé¢iva. Tato hypotéza je v souladu

vvvvvv

Toto seskupeni by branilo tésnému usporadani hydrofobnich fetézct

pfedchozi studie, kde byla zjiSténa nizka urychlovaci aktivita derivati kyseliny

4
tranexamove. 8

6.2.2.2. Aktivita amonium-chloridii a amonium-karbamdtii

Dal$im ukolem pfi studiu polohovych izomerl stejného sumdarniho vzorce,
odvozenych od predlohové molekuly Transkarbamu 12, bylo srovnani aktivit
jednofetézcovych amonium-chloridit 1 S odpovidajicimi dvoufetézcovymi amonium-
karbamaty 2 (Obr. 47.). Podobny experiment jiz byl v minulosti provadén. Jednalo
se o porovnani aktivity Transkarbamu 12 (2d) a odpovidajiciho aminoesteru (volné baze,
nikoliv amonné soli). Autofi v praci uvadi, Ze volny aminoester nevykazal Zadnou
aktivitu.*

Proto byly velmi zajimavé studie vlivu T12 na transdermalni podani adefoviru.*’
Nejvyssi urychlovaci schopnosti bylo v tomto ptipadé dosazeno pii pH 4. Vzhledem
k tomu ze vime, Ze pii pH 4 donorového vzorku muze byt T12 (2d) pfitomen pouze
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ve form¢ protonizovaného DDEAC (1d), musi tedy i latka 1d mit vlastni urychlovaci
aktivitu. Rozhodli jsme se provést piimé srovnani urychlovaci schopnosti
protonizovaného DDEAC (1d) a T12 (2d), resp. celé série pfipravenych analog
T12 a osvétlit tak rozdily ve zjisténych aktivitach.

Na Obr. 47. je patrnd vyssi akcelera¢ni 0G¢innost u amonium-karbamata 2
V porovnani s odpovidajicimi amonium-chloridy 1. Nicméné i amonium-chloridy 1d-f
Vv nasem hodnoceni dosdhly vyznamnych aktivit. Abychom v donorovych vzorcich latek
1 vylou¢ili jejich pfipadnou reakci se vzdusnym oxidem uhli¢itym a tim tedy p¥ipadnou
tvorbu amonium-karbamatd 2, byly vSechny vzorky pfipraveny pod dusikovou
atmosférou (i donorovy kompartment Franzovych cel byl nasycen dusikem). Na zakladé
nami ziskanych vysledki mizeme tedy povazovat amoniovou sul vzniklou rozpadem T12
V kyselém prostiedi SC za dalsi aktivni formu tohoto akcelerantu. Pfedeslou netc¢innost
volného baze l1ze tedy pravdépodobné vysvétlit intramolekularni aminolyzou esteru (diky
ptitomné volné primarni aminoskuping) za vzniku kaprolaktamu a n-dodekanolu.

= 50 g
N
~ e
€ 40 o
Q [s))
o
S 3
1 N
~ 304 =
= e}
£ N
2 20 5
o) NE
< 5
i >
X 10 =
b z
0 T

kontrola 1d 2d kontrola 1d 2d

Obr. 48. In vitro urychlovaci aktivita T12 (1d) a protonizovaného DDEAC (2d)
pro theofylin (A) a hydrokortizon (B) pii pH 7,0. Data v grafu jsou uvedena ve formé hodnoty
fluxu 1é¢iva=SEM (standardni chyba), * znamena statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole
(p<0,5), * znaéi statisticky vyznamny rozdil oproti odpovidajicimu amonium-chloridu (p<0,5),
pocet opakovani permeaci byl 5 az 14.

K vylou¢eni moZnosti, Ze za vyS§i aktivitu amonium-karbamatl 2 v porovnani
s amonium-chloridy 1 muze rozdilné pH donorového vzorku, bylo provedeno hodnoceni
pti pH 7,0. Abychom dale vyloucili, ze tyto vysledky plati pouze pro theofylin, pouzili
jsme dalsi modelové 1é¢ivo hydrokortizon (Obr. 48.). Vysledky ukazuji, Ze amonium-
chloridy 1 maji opravdu vlastni urychlovaci schopnost, ale urychlovacich aktivit
odpovidajicich karbamatii 2 nedosahuji. Proto tedy lze fici, Ze karbamatova polarni hlava
akcelerantu je zodpovédna za cCast aktivity amonium-karbamati 2 a cast aktivity
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je spojena s vlastni G¢innosti amonium-chloridu 1 uvoliovaného z karbamatu v mirné

kyselém prostiedi SC.

6.2.3. Vliv pH na aktivitu akcelerantu

Vysledky permeace hydrokortizonu a theofylinu pti pH 7,0 nas piimély detailngji
studovat zavislost urychlovaci schopnosti T12 a DDEAC na pH. Stanovovali jsme
aktivitu T12 a DDEAC pfi pH 3 az 9 s dvéma modelovymi 1éCivy: theofylinem (Tab. 5.)
a hydrokortizonem (Tab. 6.).

Tab. 5. Aktivita T12 a DDEAC pti pH 3 az 9. Data v tabulce jsou uvedena ve formé
hodnoty fluxu theofylinu Jr (ng/cm?/h) a akceleraéniho poméru (AP). SEM — standardni chyba,
* znadi statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p<0,5), * znadi statisticky vyznamny rozdil
oproti DDEAC (p<0,5), poc¢et opakovani jednotlivych permeaci byl 10 az 14.

oH Jmy £ SEM AP
kontrola DDEAC T12 DDEAC T12

3 2,1£0,4  12,0+£3,0* 17,6+4,3* 57* 8,4*
4 2,6+0,7 15,6£5,3 21,4+5,8%* 6,0 8,2*
5 1,8£0,5 13,8+4,7* 22,6+5,4* 7,7* 12,6*
6 2,4+0,7 15,9+32* 21,442,1* 6,6 8,9*
7 2,240,5  21,942,2% 34 344 4%" 10,0* 15,6*
8 3,1£0,8  30,2+3,7* 47 3+5 8%" 9,7* 15,3*
9 2,7£0,6  23,1+8,5 24,5+10,9* 8,6 9,1*
_ 607 mm kontrola *,+

= DDEAC

E 40 33 T12 *,+

o)) *

3,

A

- 20-

X

=

™

0
3 4 5 6 7 8

pH

Obr. 49. In vitro urychlovaci schopnost T12 a DDEAC pti pH 3 az 9. Data v grafu jsou
uvedena ve form& hodnoty fluxu theofylinu Jry (ug/cm’/h). SEM — standardni chyba, * znadi

statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p<0,5),

DDEAC (p<0,5), pocet opakovani jednotlivych permeaci byl 10 az 14.

" znadi statisticky vyznamny rozdil oproti
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V kyselém prostiedi (pH 3 az 6) je schopnost urychlit prostup prvniho modelového
léciva theofylinu pies kizi u obou permeacnich akceleranti porovnatelna. Rozdil
pozorujeme v pH neutralnim a mirn¢ alkalickém (pH 7 a 8), kde je aktivita T12 oproti
aktivit¢ DDEAC statisticky vyznamné vyssi a dosahuje maxima (ER = 15). V alkalickém
prostiedi (pH 9) aktivita T12 klesla a neliSila se od aktivity DDEAC (Obr. 49.).

Tab. 6. Aktivita T12 a DDEAC pii pH 3 az 9. Data v tabulce jsou uvedena ve formé
hodnoty fluxu hydrokortizonu Jyc (ug/cm?/h) a akcelera¢niho poméru (AP). SEM — standardni
chyba, * znadi statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p<0,5), * zna¢i statisticky vyznamny
rozdil oproti DDEAC (p<0,5), pocet opakovani jednotlivych permeaci byl 8 az 12.

oH Jic = SEM AP
kontrola DDEAC T12 DDEAC T12

3 0,05+0,02 0,72+0,62  0,80+0,38 14,4 16,0
4 0,03+£0,02 0,68+0,55 0,65+0,33 22,7 21,7
5 0,04+0,02 0,61£0,31 0,92+0,43* 15,3 23,0
6 0,07+0,04  0,54+0,19* 2 93+0,63*" 7,7* 41,9*
7 0,11+0,06 1,77£0,36 4,78+0,92*" 16,1 43,5*
8 0,06+0,02 3,48+0,69* 6,74+1,02%" 58,0* 112,3*
9 0,06+0,02 3,81+1,08% 6,58+0,02* 63,5* 109,7*
. 101 mm kontrola

& g7 DDEAC *,+

€ 3 T12 *

[

3. *

)

I

X

=

T

9

Obr. 50. In vitro urychlovaci schopnost T12 a DDEAC pii pH 3 az 9. Data v grafu jsou
uvedena ve form& hodnoty fluxu hydrokortizonu Jyc (ug/cm?h). SEM — standardni chyba,
* znaéi statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p<0,5), * znaéi statisticky vyznamny rozdil
oproti DDEAC (p<0,5), pocet opakovani jednotlivych permeaci byl 8 az 12.

Druhym modelovym 1é¢ivem byl hydrokortizon. U tohoto permeantu jsme
pozorovali vyraznéjsi zavislost aktivity akcelerantu na pH donorového vzorku (Obr. 50).
Zatimco v silné kyselém prosttedi (pH 3 az 5) bylo urychleni prostupu 1é¢iva malé,
tak srostoucim pH rostla také urychlovaci schopnost T12 a maxima bylo dosazeno
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pfi pH 8 (ER = 112). Aktivita DDEAC byla podstatné nizsi, ovSem vykézala podobny
trend jako aktivita T12.

Z vysledkti permeaci theofylinu i hydrokortisonu plyne, Zze TI12 je u¢inné&j$im
akcelerantem nez DDEAC pii pH neutralnim a slabé bazickém, kdezto pti pH kyselém
se jejich aktivita nelisi. To je ve shodé se stabilitou karbamatového aniontu.
Jak je schematicky naznaceno na Obr. 51, protonizace karbamatu v kyselém prostiedi
vede ke vzniku kyseliny karbamové, ktera se okamzité rozklada za vzniku CO, a dvou
molekul protonizovaného DDEAC. Je tedy logické, Ze v donorovych vzorcich o kyselém
pH piipravenych jak s DDEAC, tak s T12, byl pfitomen pouze protonizovany DDEAC
a jejich aktivita se tudiz nelisi. Se stabilitou karbamatu se shoduje také pozorovany pokles
aktivity pii pH 9. To je dano tim, Ze rovnovana mezi karbamatem a hydrogenuhliitanem,
ktera se vzdy vytvaii ve vodnych roztocich karbamati, je pii vyssim pH posunuta
ve prospéch hydrogenuhlicitanu.

Q co,
C12H25\o)kﬁ4/ N — $-NHCOO™ *H3N-3

DDEAC M2
(ammonium carbamate)

H* H*
pKa~10 pKa~5-6

$NH;*  <—— | $-NHCOOH ]
-CO,
protonated DDEAC carbamic acid
(ammonium salt)

Obr. 51. Rozklad T12 v kyselém prostiedi.

Tyto vysledky dale potvrdily, Ze DDEAC, respektive jeho protonizovana forma,
je také aktivnim akcelerantem, jak bylo navrzeno v piedchozich pokusech.181 Protoze
tento akcelerant vznika z TI12 ve stratum corneum, potvrdili jsme, Ze ucCinek
T12 je skutecné dudlni.

Vysledky této prace a vysledky piedchozi studie zabyvajici se permeaci adefoviru®’
dovoluji zajimavé srovnani vlivu T12 na permeaci ttech modelovych 1é¢iv s odlisnymi
fyzikaln¢é-chemickymi vlastnostmi. Jak bylo feceno diive, T12 urychluje prinik vysoce
hydrofilniho adefoviru pouze v kyselém prostiedi, zatimco jeho aktivita
pii vysSich hodnotach pH je silné potlacena. Opacny trend byl nalezen Vv této praci
Vv ptipad¢ lipofilniho hydrokortizonu, urychlovaci schopnost roste se stoupajicim pH.
A pfi permeaci theofylinu je aktivita T12 relativné nezavisla na pH donorového vzorku,
s tim Ze pfi pH neutralnim se mirné zvysuje (Obr. 52).
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1201 = adefovir

O TH
-4 HC

80+

Obr. 52. Srovnani urychlovaci schopnosti T12 pro tfi rizna modelova 1é¢iva: adefovir,
theofylin (TH) a hydrokortizon (HC) pii pH 3 az 9. Data v grafu jsou uvedena ve formé hodnoty
akceleracniho poméru (AP).

Jinymi slovy, schopnost Transkarbamu 12 usnadiiovat permeaci 1é¢iv riznych
fyzikalné-chemickych vlastnosti je relativné podobnd v kyselém prostfedi, zatimco
Vv prostfedi neutrdlnim ¢i mirné alkalickém se vyznamné li§i. Moznd pficina tohoto
rozdilu byla zkoumana v nasledujich pokusech.

6.2.4. Pretreatment experiment a zmény vdermalnich elektrickych
impedancich

Pretreatment experiment a hodnoceni zmén v dermalnich elektrickych impedancich
bylo provedeno se snahou objasnit, zda pozorovany rozdil v aktivit¢ T12 pii permeaci
lé¢iv  odlisnych fyzikalné-chemickych vlastnosti souvisi pouze s interakci 1éciva
a akcelerantu v donorovém vzorku nebo zda je T12 schopny rizné ovlivnit riizné cesty
lé¢iva pfes SC. Vliv 2 h pretreatment aplikace T12 na permeaci theofylinu
a hydrokortizonu a je shrnut v Tab. 7. resp. v Tab. 8.
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Tab. 7. Pretreatment experiment T12 a DDEAC pii pH 3 az 9. Data v tabulce jsou uvedena
ve form¢ hodnoty fluxu theofylinu Jpy (ug/em?/h) a akceleraéniho poméru (AP).

SEM — standardni chyba, * zna¢i statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p<0,5), *

znaci

statisticky vyznamny rozdil oproti DDEAC (p<0,5), pocet opakovani jednotlivych permeaci

byl 8 a7 12.
oH Jmy = SEM AP
kontrola DDEAC T12 DDEAC T12
3 2,1204  2,4+0,6 74+1,7%" 1,1 3,5*
4 2,6+0,7 3,4+0,8 8,7+2,8* 1,3 3,3*
5 1,840,5  3,740,8 10,7+2,7*" 2,1 5,9*
6 2,4+0,7  52+1,2 9742 0% 2,2 4,0*
7 2,2+0,5 4,9+1,1 12242, 7%" 2,2 5,5
8 3,1+0,8 5,6£1,9 9,8+2.2%* 1,8 3,2*
9 2,7£0,6  16,3+1,7* 12,8+3,2* 6,0* 47*
e 20 mm kontrola
S [ T12 . *
£ 15 * I
%’, * * I
2 104 *
= =
-
X 5
™
0_ - L
3 4 5 6 7 8 9
pH

Obr. 53. Pretreatment experiment T12 pii pH 3 az 9. Data v grafu jsou uvedena ve formé
hodnoty fluxu theofylinu = SEM (standardni chyba). * znaci statisticky vyznamny rozdil oproti

kontrole (p<0,5), pocet opakovani jednotlivych permeaci byl 6 az 12.

61



Tab. 8. Pretreatment experiment T12 a DDEAC pti pH 3 az 9. Data v tabulce jsou uvedena
ve formé hodnoty fluxu hydrokortizonu Juc (ng/cm?h) a akceleraéniho poméru (AP).
SEM - standardni chyba, * znaci statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p<0,5), pocet
opakovani jednotlivych permeaci byl 6 az 9.

oH Juc = SEM AP
kontrola DDEAC T12 DDEAC T12
3 0,05+0,02 0,14+0,08 0,59+0,29%* 2,8 4.2*
4 0,03+0,02 0,40+0,13 0,94+0,47* 13,3 2,4*
5 0,04+0,02 0,53+0,16* 0,71+0,18%* 13,3* 1,3*
6 0,07£0,04 0,90+0,31 1,18+0,39* 12,9 1,31*
7 0,11+£0,06 0,94+0,40 0,75+£0,18 8,6 0,8
8 0,06£0,02 0,93+0,35 1,34+0,33* 15,5 22.3*
9 0,06£0,02 1,15+0,49 2,33+0,29%* 19,2 38,8*
. 2.57 M kontrola
*
S 904 T12 - 1
£ *
(&)
S 1.5-
=
% 1.0 i
X
= 0.54
L
0.0- —
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Obr. 54. Pretreatment experiment T12 pii pH 3 az 9. Data v grafu jsou uvedena ve formé
hodnoty fluxu hydrokortizonu = SEM (standardni chyba). * znaci statisticky vyznamny rozdil
oproti kontrole (p<0,5), po¢et opakovani jednotlivych permeaci byl 6 az 12.

Po dvouhodinové expozici klize akcelerantem resp. kontrolnim vzorkem o daném
pH a po jejich Setrném odstranéni z koZzniho povrchu, bylo aplikovéano 1é€ivo adjustované
na stejné pH ovSem bez akcelerantu. I pfesto, Zze fluxy obou 1éCiv jsou v porovnani
s klasickym permeacnim experimentem niz8i, vykazuji tyto vysledky pro obé léciva
stejny trend. Efekt T12 je pii permeaci theofylinu (Obr. 53) relativné nezavisly na pH,
zatimco pfi permeaci hydrokortizonu roste urychlovaci schopnost akcelerantu s rostoucim
pH (Obr. 54.).

Tyto vysledky naznacuji, ze pozorované rozdily v urychlovaci aktivité¢ T12 jsou
opravdu zavislé na jeho pfimém ovlivnéni riznych permeacnich cest pies kozni bariéru.
Mitragotri napiiklad popisuje ¢tyfi odlisné permeacni cesty skrz SC: difuze pies volné
prostory ("kapsy") vznikajici pohybem lipidovych fetézct v lamelach SC, lateralni difuze
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podél téchto lipidovych lamel, diftize skrz pory a difuze mazovymi zlazkami a vlasovymi
folikuly.®® Theofylin jako mald molekula (180 g.mol™) svyvaZzenou lipofilitou
(log P ~ 0) bude pravdépodobné upiednostnovat diftzi skrz pifechodné volné prostory
v lipidech SC. Hydrokortizon je molekula pfiblizné dvakrat vétsi nez theofylin
(362 g.mol™) a také mnohem lipofilngjsi (log P ~ 1,6). Proto by pravddpodobné
prostupoval pies SC kombinaci difize volnymi prostory v lipidech a lateralni difuze.
Adefovir je hydrofilni 1é¢ivo (log P ~ -2,0) se stfedn& velkou molekulou (273 g.mol™);
bude tudiz permeovat skrz SC vodnimi pory.

Na zakladé téchto dat a vysledkd prezentovanych na Obr. 51 se miizeme domnivat,
ze prvni krok uc¢inku T12, tedy u¢inek ammonium-karbamatu, spo¢ivd v jeho interakci
s lipidovymi cestami ptes SC, nikoliv s vodnimi péry. Druhy krok, tedy a¢inek DDEAC
uvolnéného po rozpadu karbamatu, je pak ziejmé kombinaci vlivu na lipidové i vodni
cesty a vyznamne¢ tak rozsifuje uc¢inek tohoto akcelerantu.

K potvrzeni domnénky, ze ammonium karbamat neovliviiuje permeabilitu vodnimi
pory, byla pfed a po aplikaci akcelerantu zméfena dermalni elektricka impedance
(pti rozmezi pH 3 az 9) a v Tab. 9 je ptehledné shrnuta ve formé relativnich hodnot
impedance tj. procentualniho poklesu impedance zptisobeného uc¢inkem T12, DDEAC
resp. kontrolnim vzorkem (pfi stejném pH).

Tab. 9. Vysledky hodnoceni dermalni elektrické impedance ve formé procentualniho
poklesu kozniho odporu, SEM — standardni chyba, * znaci statisticky vyznamny rozdil oproti
kontrole (p<0,5), pocet opakovani byl 14 az 16.

% pokles + SEM

PH kontrola  DDEAC T12
3 12471 552461 55.6£6.0
4 709464 649478  47.9+4 6%
5 739459 613443 533457+
6 745658 66,0463  47,1452%
7 TDIE04  6A9+47 446440
8 5554089 572448 504439
9 575473 530449 507454
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Obr. 55. Pretreatment experiment T12 - vysledky dermalni elektrické impedance
pii pH 3 az 9. Data v grafu jsou uvedena ve formé relativnich hodnot impedance+SEM
(standardni chyba). * znaci statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p<0,5), pocet opakovani
jednotlivych permeaci byl 14 az 16.

Vysledky pokusu ukazaly, ze aplikace T12 vyznamné snizila dermalni elektrickou
impedanci pouze pii pH 4-7, tedy pii pH, kde v donorovém vzorku pievazuje
protonizovany DDEAC nad karbamatem. V alkalickém prostiedi sice doslo ke snizeni
impedance, ale to bylo zptsobeno pouze vlivem pH, nikoliv T12 (Obr. 55.). Vzhledem
k tomu, Ze impedance, ktera piedstavuje pomérné efektivni, snadnou a neinvazivni
metodu ke zjiStovani neporuSenosti kozni bariéry, vyjadiuje pohyb iontd skrz pory
ptes kozni bariéru, tyto vysledky potvrzuji ptedchozi zadvéry o vlivu T12 na rGzné cesty
1é¢iva pres SC.

Zaveérem lze fici, ze Transkarbam 12 usnadnuje prostup latek ptes kozni bariéru
dualnim mechanismem a je schopen ovlivnit rozdilnymi permeadni cesty pes SC. Cast
jeho ucinku je spojena s rozkladem karbamatové polarni hlavy v SC tj. s uvolnénim oxidu
uhli¢itého €1 strukturdlnimi zménami spojenymi s touto reakci. Druha ¢ast jeho ucinku
je spojena s vlastni aktivitou protonovaného DDEAC, ktery vznikd z T12 v kyselém
prostiedi SC. Dale jsme zjistili, ze T12 usnadiiuje permeaci 1€Civ nejen cestou skrz lipidy
SC, ale také vodnimi pory, a pravé tato druhd cesta je spojovana s aktivitou
protonovaného DDEAC.
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1.7avér

Tato prace se zabyvala problematikou chemickych permeacnich akceleranti.
Byl studovan vliv chemické struktury pfipravenych potencidlnich permeacnich
akcelerantil na jejich schopnost urychlit prinik modelovych 1éciv pies praseci kizi plné
tloustky in vitro u dvou chemicky odlisnych skupin latek: u derivati dikarboxylovych
kyselin a u Transkarbamu 12 a jeho analog.

Derivaty dikarboxylovych kyselin

V ramci prvni Casti doktorské prace bylo navrZeno, pfipraveno a hodnoceno
17 potencialnich permeaénich akcelerantt, jejichz strukturnim zakladem byly
dikarboxylové kyseliny: maleinova, fumarova, jantarova, (2R,3R)-vinnad a meso-vinna.
Konkrétné byly pfipraveny jejich didodecylestery, monododecylestery a dodecyl-
methylestery. U hydroxykyselin byly navic syntetizovany derivaty, které mély
hydroxylové skupiny maskovany jednak formou acetonidu a karbonatu. Struktura
a Cistota vSech pfipravenych slouc¢enin byla ovéfena pomoci 'H NMR,
B3C NMR a IC spektroskopie. Permeacni experimenty byly provadény in vitro pies
praseci kiizi plné tloustky za pomoci Franzovy difuzni cely s donorovymi vehikuly riizné
polarity (H,O, PG/H,0 — 6:4 a IPM). Modelovym lé¢ivem byl theofylin.

Pti studiu vztahti mezi chemickou strukturou latky a jeji schopnosti urychlit prinik
1é¢iva pres kizi byly nalezeny tyto souvislosti: jednofetézcové amfifilni slouceniny byly
podstatné aktivnéj$i neZ dvoufetézcové amfifilni akceleranty. Nejaktivnési latka celé
série — monododecylester kyseliny maleinové tj. derivat s cis-dvojnou vazbou,
V porovnani s pfisluSnym trans- derivatem vykazal mnohem vétsi schopnost urychlit
prestup theofylinu pfes kuzi. Aktivita latek s jednoduchou vazbou (derivata kyseliny
jantaroveé) je siln€ zavislda na donorovém médiu. U diastereoizomernich sloucenin
odvozenych od kyselin (2R,3R)-vinné a meso-vinné nebyl pozorovan statisticky
vyznamny rozdil v urychlovacich schopnostech.

Kompletni vysledky ziskané pii feSeni prvni Casti této prace byly prezentovany
na jedné domaci a jedné zahrani¢ni védecké konferenci a byly publikovany: Novotny, M.;
Hrabalek, A.; Janisov4, B.; Novotny, J.; Vavrova, K. Dicarboxylic acid esters as
transdermal permeation enhancers: effects of chain number and geometric isomers.
Bioorg. Med. Chem. Lett., 2009, 19(2), 344-347 (viz priloha 1.).
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Transkarbam 12 a jeho analoga

Transkarbam 12 (T12) je vysoce ucinny permeacni akcelerant pfipraveny a popsany
na naSem pracovisti jiz diive. Vzhledem k jeho vyjimecnym vlastnostem se vyplati hledat
vztahy mezi strukturou a ucinkem a patrat po mechanismu akcelera¢niho t¢inku. Vychozi
modelovou strukturou byla proto pravé molekula T12. Celkové bylo pfipraveno 16 analog
T12, ztoho 10 jich nebylo v literatufe dosud popsanych. Obecné lze tyto latky
klasifikovat jako polohové izomery stejného sumarniho vzorce liSici se vzdalenosti
esterové skupiny a dusikového atomu. Byly pfipraveny dvé odlisné skupiny téchto
izomert: dvoufetézcové amonium-karbamaty a jednofetézcové amonium-chloridy.
Struktura a ¢istota viech pfipravenych slouéenin byla ovéfena pomoci IC spektroskopie,
CHN analyzy a v piipadé amonium-chloridd i *H NMR a *C NMR. Permeacni
experimenty byly provadény in vitro pies praseci kiizi plné tloustky za pomoci Franzovy
difuzni cely. Modelovymi 1é€ivy byly theofylin a hydrokortizon.

Néami dosazené vysledky ukazuji na to, Ze mechanismus ucinku T12 resp. obecné
transkarbamt by mohl byt dudlni. Z ptedchozich studii vime,**® ze ast aktivity je spjata
se soli karbamové kyseliny tj. se schopnosti uvoliiovat oxid uhliity, coz jsme také
potvrdili. V této praci bylo zjisténo, Ze touto reakci vznikajici amonium-chlorid ma také
vlastni urychlovaci schopnost a podili se tedy na celkovém akcelera¢nim ucinku T12.
Soucasné bylo zjisténo, ze aktivita téchto sloucenin je pfimo zavislad na poloze esterové
skupiny v molekule.

Zajimavym zjiSténim je, Ze pii permeacnich experimentech v Sirokém rozmezi
pH je aktivita T12 pro 1éCiva rozdilnych fyzikalné-chemickych vlastnosti (theofylin
a hydrokortizon) riznd. Zatimco pii kyselém pH se nelisi, pfi pH neutralnim a slabé
bazickém je statisticky vyznamné odlisna. To by mohlo ukazovat na to, Ze rizna léciva
preferuji pfi transdermalnim podani rizné permeacni cesty ptes kiizi. Tuto hypotézu
podporuji 1 vysledky hodnoceni dermalni elektrick¢é impedance. Vysledky ziskané
pii feSeni druhé Casti této doktorské prace byly prezentovany na péti domacich a jedné
zahrani¢ni védecké konferenci.

Prvni ¢ast vysledkd byla publikovana: Novotny, M., Hrabalek, A., Jantsova, B.,
Novotny, J., Vavrova, K. Transkarbams as transdermal permeation enhancers; Effects
of ester position and ammonium carbamate formation. Bioorg. Med. Chem. Lett., 2010,
9(1), 2726-2728 (viz priloha Il.).

Druha cast vysledki byla zaslana k publikaci do zahrani¢niho impaktovaného
Casopisu: Novotny, M., Klimentova, J., Hrabalek, A., Vavrovd, K. Ammonium
carbamates as highly active transdermal permeation enhancers with a dual mechanism
of action. Under review. (viz priloha III.)
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8. Seznam zkratek

2P
AP
DDAA
DDAIP
DDAK
DDEAC
DDK
DMF
DMSO
DSC
FTIR
HPLC
IC
IPM

NMP
PBS
PG
RT
sC
T12
TDD
TEA
TGA
THF

pyrrolidin-2-on

akcelera¢ni pomér

dodecylester N,N-dimethylglycinu
dodecylester N,N-dimethylalaninu
dodecylester kyseliny N,N-dimethyl-6-aminohexanové
dodecylester kyseliny 6-aminohexanové
derivaty dikarboxylovych kyselin
dimethylformamid

dimethylsulfoxid

diferencialni skenovaci kalorimetrie
infracervena spektroskopie
vysokoucinna kapalinova chromatografie
infraervena spektroskopie
isopropylmyristat

flux

N-methylpyrrolidin-2-on

fosfatovy pufr

propylenglykol

laboratorni teplota

stratum corneum

Transkarbam 12

transdermalni podani 1é¢iv (transdermal drug delivery)
triethylamin

termogravimetricka analyza

tetrahydrofuran

67



0. Literatura

! vavrova, K.; Hrabalek, A.; Dolezal, P.; Samalova, L.; Palat, K.; Zbytovska, J.; Holas, T.; Klimentova, J.
Bioorg. Med. Chem. 2003, 11, 5381.

2 Kanikkannan, N.; Kandimalla, K.; Lamba, S.S.; Singh, M. Curr. Med. Chem., 2000, 7, 593-608.

® Hrabalek, A.; Dolezal, P.; Farsa, O.; Krebs, A.; Kroutil, A.; Roman, M.; Sklubalové, Z. U.S. 6,187,938
(2001).

* Barry, B.W. Dermatological Formulations: Percutaneous Absorption; Marcel Dekker: New York, 1983.
®> Guy, R.H.; Hadgraft, J. Pharm. Int., 1985, 6, 112.

® Kanikkannan, N. Cur. Med. Chem., 1999, 6, 593-608.

" Prausnitz, M.R.; Mitragori, S.; Langer, R. Nature Rev., 2004, 3, 115.

8 Barry, B.W. Eur. J. Pharm. Sci., 2001, 14, 101.

° Odland, G.F. In Biochemistry and physiology of the skin; Goldsmith, L.A., Ed.; Oxford University Press:
New York, 1983; 3-63.

10 Menon, G.K. Adv. Drug Deliv. Rev., 2002, 54, Suppl. 1, 3.

u Agache, P. In Measuring the skin; Humbert, P., Ed.; Springer-Verlag: Berlin, Heidelberg, 2004.

12 http://www.genome.gov/Pages/Research/DIR/GenomicsinAction/ga_segre_skin2.htm

3 Barry, B.W.; Williams, A.C. In Encyclopedia of Pharmaceutical Technology; Swarbrick, J.; Boylan, J.C.,
Eds.; Marcel Dekker: New York, 1995, 449-493.

4 Cleary, G.W. In Medical Applications of Controlled Release; Langer, R.S.; Wise D.L., Eds.; CRC Press:
Boca Raton, Florida, 1984, vol. 1, 203-245.

' http://www.scf-online.com/english/37_e/images37_e/Skinpenetration37_03_large.jpg

1 Potts R.O.; Guy, R.H. Pharm. Res., 1995, 12, 1628.

" Guy R.H.; Hadgraft, J. Pharm. Res., 1988, 5, 753.

18 pugh, W.J.; Roberts, M.S.; Hadgraft, J. Int. J. Pharm., 1996, 138, 149.

19 Hrabalek, A.; Dolezal, P.; Sklubalova, Z.; Farsa, O.; Krebs, A. Chem. Listy, 1999, 93, 107-119.

2 Williams, A.C.; Barry, B.W. Adv. Drug Deliv. Rev., 2004, 56, 603-618.

2! Chattaraj, S.C.; Walker, R.B. In Percutaneous Penetration Enhancers; Smith, E.W.; Maibach, H.1., Eds.:
Boca Raton, Florida, 1995; 5-20.

%2 Barry, B.W. Int. J. Cosmet. Sci., 1998, 10, 281.

2 Goodman, M.; Barry, B.W. Int. J. Pharm., 1989, 57, 29.

2 Barry, B.W. J. Control. Release, 1991, 15, 237.

% Barry, B.W. In In vitro Percutaneous Absorption: Principles, Fundamentals, and Applications;
Bronaugh, R.L.; Maibach, H.I., Eds.; CRC Press: Boca Raton, Florida, 1991; 165-185.

% Moser, K.; Kriwet, K.; Naik, A.; Kalia, Y.N.; Guy, R.H. Eur. J. Pharm. Biopharm., 2001, 52, 103.

%" Suhonen, T.M.; Bouwstra, J.A.; Urtti, A. J. Controll. Release, 1999, 59, 149.

% Fix, J. A.; Pogany, S. A. EP 85400771

? Fleeker C.; Wong O.; Rytting J. H. Pharm. Res., 1989, 6, 443.

% Wong, O.;Huntington, J.; Nishihata, T.; Rytting, J.H. Pharm. Res., 1989, 6, 286.

1 Wong, O.; Nishihata, T.; Rytting, J.H. US 4,980,378 (1990).

%2 Wong, O.; Nishihata, T. US 5,082,866 (1992).

% Hirvonen, J.; Sutinen, R.; Paronen, P.; Urtti, A. Int. J. Pharm., 1993, 99, 259.

¥ vavrové, K.; Hrabalek, A.; Dolezal, P.; Holas, T.; Zbytovska, J. Bioorg. Med. Chem. Lett., 2003, 13,
2351.

68



% vavrova, K.; Hrabalek, A.; Dolezal, P.; Samalova, L.; Palat, K.; Zbytovska, J.; Holas, T.; Klimentova, J.
Bioorg. Med. Chem., 2003, 11, 5381.

* Turunen, T.M.; Biiyiiktimkin, S.; Buyiiktimkin, N.; Urtti, A.; Paronen, P.; Rytting, J.H. Int. J. Pharm.,
1993, 92, 89.

¥ Biiyiiktimkin, S.; Biiyiiktimkin, N.; Rytting, I.H. Pharm Res., 1993, 10, 1632.

% Biiyiiktimkin, S.; Biiyiiktimkin, N.; Rytting, J.H. Int. J. Pharm., 1995, 118, 113.

% Pfister, W.; Li, M.; Frank, D. AAPS J., 2006, 8.

40 Novotny, J.; Kovatikova, ;P.; Novotny, M.; JantiSova, B.; Hrabélek, A.; Vavrova, K. Pharm. Res., 2009,
26, 811-821.

* Dolezal, P.; Hrabalek, A.; Semecky, V. Pharm. Res., 1993, 10, 1015.

*2 Hrabalek, A.; Dolezal, P.; Roman, M.; Machacek, M.; Sklubalové, Z. Pharmazie, 1994, 49, 325.

* Vavrova, K.; Hrabalek, A.; Dolezal, P. Arch. Dermatol. Res., 2002, 294, 383-385.

* Hrabalek, A.; Dolezal, P.; Vavrova, K.; Zbytovska, J.; Holas, T.; Klimentova, J.; Novotny, J. Pharm.
Res., 2006, 23, 912-918.

4 Holas, T.; Zbytovska, J.; Vavorva, K.; Berka, P.; Madlova, M.; Klimentova, J.; Hrabalek, A.
Thermochim. Acta, 2006, 441, 116-123.

“® Klimentov4, J.; Hrabalek, A.; Vavrové, K; Holas, T.; Kroutil, A. Bioorg. Med. Chem. Lett., 2006, 16,
1981-1984.

4" Vavrova, K.; Lorencova, K.; Klimentova, J.; Holy, A.; Hrabalek, A. Eur. J. Pharm. Biopharm., 2008, 69,
597-604.

* Vavrova, K.; Hrabalek, A.; Dolezal, P.; Holas, T.; Klimentova, J. J. Control. Release, 2005, 104, 41-49.
® Holas, T.; Vavrova, K.; Klimentov, J.; Hrabalek, A. Bioorg. Med. Chem., 2006, 14, 2896-2903.

% Holas, T.; Vavrova, K.; Sima, M.; Klimentova, J.; Hrabalek, A. Bioorg. Med. Chem., 2006, 14, 7671-
7680.

51 Hrabalek, A.; Vavrova, K.; Dolezal, P.; Machacek, M. J. Pharm. Sci., 2005, 94, 1494-1499.

%2 Klimentova, J.; Kosak, P.; Vavrova, K.; Holas, T.; Novotny, J.; Hrabalek, A. Bioorg. Med. Chem. Lett.,
2008, 18, 1712-1715.

%3 Klimentova, J.; Kosék, P.; Vavrova, K.; Holas, T.; Hrabélek, A. Bioorg. Med. Chem., 2006, 14, 7681-
7687.

* Farsa, O.: Doktorska diserta¢ni prace, Univerzita Karlova, Hradec Kralové 2000.

> Biotest s.r.0.: DDAK, Skin Irritation Study in Rabbits (26/09/C; 2010; according OECD 404); DDAK,
Skin Sensitization Test in Guinea Pig (27/09/C; 2010; according OECD 406); DDAK, Acute Dermal
Toxicity, Limit Test in Rat (25/09/C; 2010); DDAK, Maximum, Tolerated Dose (MTD) Study after Single
Oral Administration in Rats (28/09/C; 2010)

% Hrabalek, A.; Dolezal, P.; Roman, M.; Sklubalova, Z.; Machagek, M. Shornik prispévkii, 49. Sjezd
chemickych spolecnosti, 1995, 3, 287.

*" Hadgraft, J. Pharm. Intl., 1984, 5, 325.

*8 Stoughton, R. B. US 3,932,653 (1976).

% Sasaki, H.; Kojima, M.; Mori, Y.; Nakamura, J.; Shibasaki, J. J. Pharm. Sci., 1991, 80, 533.

% Barry, B.W.; Bennet, S.L. J.Pharm.Pharmacol., 1987, 39, 535-546.

®1 Bennett, S. L.; Barry, B. W.; Woodford, R. J. Pharm. Pharmacol., 1985, 37, 298-304.

62 Resh, W.; Stoughton, R. B. Arch. Dermatol., 1976, 112, 182.

% p¥iborsky, J.; Takayama, K.; Nagai, T.; Waitzova, D.; Elis, J. Drug. Des. Deliv., 1987, 2, 91-7.

® Seki, T.; Toeda, CH.; Kawaguchi, T.; Juni, K.; Sugibayashi, K.; Morimoto, Y. Chem. Pharm. Bul., 1990,
38, 3086.

% park, E.S.; Chang, S.J.; Rhee, Y.S.; Chi, S.C. Drug Dev. Ind. Pharm., 2001, 27, 975-980.

% Akhter, S.A.; Barry, B. W. J. Pharm. Pharmacol., 1985, 37, 27-37.

%7 Nair, A.; Reddy, C.; Jacob, S.; Skin Res. Technol., 2009, 15, 187-94.

69



% Kakubari, I.; Nakamura, N.; Takayasu, T.; Yamauchi, H.; Takayama, S.; Takayama, K. Biol. Pharm.
Bull., 2006, 29, 146-9.

% Zhang, J.Y.; Fang, L.; Tan, Z.; Wu, J.; He, Z.G. Drug Dev. Ind. Pharm., 2009 , 35, 663-670.

®Ren, C.; Fang, L.; Li, T.; Wang, M.; Zhao, L.; He, Z. Int. J. Pharm., 2008, 350, 43-47.

™ Limpongsa, E.; Umprayn, K. AAPS PharmSciTech., 2008, 9, 464-470.

2 Babu, R.J.; Dhanasekaran, M.; Vaithiyalingam, S.R.; Singh, P.N.; Pandit, J.K. Life Sci., 2008, 30, 273-
278.

* Babu, R.J.; Pandit, J.K. Drug Deliv., 2005, 12, 165-169.

™ Shishu; Aggarwal, N. Int. J. Pharm., 2006, 326, 20-24.

8 Femenia-Font, A.; Padula, C.; Marra, F.; Balaguer-Fernandez, C.; Merino, V.; Lopez-Castellano, A.;
Nicoli, S.; Santi, P. J. Pharm. Sci., 2006, 95, 1561-1569.

"% Lee, P.J.; Ahmad, N.; Langer, R.; Mitragotri, S.; Prasad Shastri, V. Int. J. Pharm., 2006, 308, 33-39.

" Irwin, W.J.; Sanderson, F. D.; Po, A.; Li, Wan. Int. J. Pharm., 1990, 66, 243.

"8 Sasaki, H.; Kojima, M.; Nakamura, J.; Shibasaki, J. J. Pharm. Pharmacol., 1990, 42, 196.

™ Rachakonda, V.K.; Yerramsetty, K.M.; Madihally, S.V.; Robinson, R.L., Jr; Gasem, K.A. Pharm. Res.,
2008, 25, 2697-2704.

% Michniak, B. B.; Player, M. R.; Sowell, J. W., Sr. J. Pharm. Sci., 1996, 85, 150-154.

8 |ambert, W. J.; Kudla, R. J.; Holland, J. M.; Curry, J. T. Int. J. Pharm., 1991, 95, 181-192.

8 poyagi, T.; Yamamura, M.; Matsui K.; Nagase Y. Drug. Des. Discovery, 1991, 8, 37.

8 JP 06,72,879; Chem. Abstr. 720, 331130y, 1994.

8 US 4,879,275; Chem. Abstr. 773, 103404r, 1990.

% Santus, G. C.; Baker, R. W. J. Controll. Rel., 1993, 25, 1-20.

8 Stoughton, R. B. In Progress in Biological Sciences in Relation to Dermatology; Rook A.; Champion R.
H., Eds.; Cambridge University Press: Cambridge, 1984, 263.

%" Sasaki, H.; Kojima, M.; Nakamura, J.; Shibasaki, J. Chem. Pharm. Bull., 1990, 38, 2308 — 2310.

% Okamoto, H.; Hashida, M.; Sezaki, H. J. Pharm. Sci., 1988, 77, 418-424.

8 yano, T.; Higo, N.; Fukuda, K.; Tsuji, M.; Noda, K.; Otagiri, Y. J. Pharm. Pharmacol., 1993, 45, 775.
% US 4,973,708; In Transdermal enhancer patent literature. Santus G. C.; Baker R. W. J. Controlled
Release, 1993, 25, 1.

o Godavarthy, S.S.; Yerramsetty, K.M.; Rachakonda, V.K.; Neely, B.J.; Madihally, S.V.; Robinson, R.L.,
Jr; Gasem, K.A. J. Pharm. Sci., 2009, 98, 4085-4099.

92 Quan, D.Y.; Higuchi, R. I.; Takayama, K.; Higashiyama, K.; Nagai, T. Drug Des. Deliv., 1990, 6, 61-
71.

% Philips, C. A.; Michniak, B. B. J. Pharm. Sci., 1995, 84, 1427-1433.

% Michniak, B. B.; Player, M. R.; Sowell, J. W. Sr. J. Pharm. Sci., 1996, 85, 150-154.

% Ito, Y.; Ogiso, T.; lwaki, M. J. Pharmacobiodyn., 1988, 11, 749-757.

% Zhou, J. X.; Dai, Z. Q.; Yu, Y. G.; Xu, J. Y.; Yuan, X. J.; Shen X. I. Chung Kuo Li Hsueh Pao, 1989, 10,
447-449.

" Engblom J. Chem. Phys. Lipids, 1996, 84, 155-164.

% Kai, T.; Nakazono, M.; Kurosaki, Y.; Nakayama, T.; Kimura, T. Biol. Pharm. Bull., 1993, 16, 801-805.
% Turunen, T. M.; Urtti, A.; Paronen, P.; Audus, K. L.; Rytting, J. H. Pharm. Res., 1994, 11, 288-294.

100 gygibayashi, K.; Nakayama, S.; Seki, T.; Hosoya, K.; Morimoto, Y. J. Pharm. Sci., 1992, 81, 58-64.
101 Boddé, H. E.; Ponec, M.; [jzerman, A. P.; Hoogstraate, A. J.; Salomons, M. A. I.; Bouwstra, J. A. In
Pharmaceutical Skin Penetration Enhancement; Walters, K. A.; Hadgraft, J. eds., M. Decker: New York,
1993, 198.

192 Baker, E. J.; Hadgraft, J. Pharm. Res., 1995, 72, 993.

% Hou, S. Y. E.; Flynn, G. L. J. Pharm. Sci., 1997, 86, 85.

104 Stoughton, R. R.; McClure, W. O. Drug Dev. Ind. Pharm., 1983, 9, 725-744.

70


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Godavarthy%20SS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yerramsetty%20KM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rachakonda%20VK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Neely%20BJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Madihally%20SV%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Robinson%20RL%20Jr%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Robinson%20RL%20Jr%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gasem%20KA%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Pharm%20Sci.');

1% Goodman, M.; Barry, B. W. J. Invest. Dermatol., 1988, 91, 323-327.

1% Ghosh, T. K.; Bagherian, A. Pharm. Dev. Technol., 1996, 1, 285-291.

197 sugibayashi, K.; Sakanoue, C.; Morimoto, Y. Sel. Cancer. Ther., 1989, 5, 119-128.

198 Ogiso, T.; lwaki, M.; Tsuji, S. Chem. Pharm. Bull., 1991, 39, 1609-1611.

199 Kai, T.; Nakazono, M.; Kurosaki, Y.; Nakayama, T.; Kimura, T. Biol. Pharm. Bull., 1993, 16, 801-805.
19 Agrawala, P.; Ritschel, W. A. J. Pharm. Sci., 1988, 77, 776-778.

11 geki, T.; Sugibayashi, K.; Juni, K.; Morimoto, Y. Drug. Des. Deliv., 1989, 4, 69-75.

12 Ruan, L. P.; Zheng, J. M. Yao Hsueh Hsueh Pao, 1991, 26, 286-292.

113 Kuramoto, M.; Tanaka, T.; Makita, H.; Nakamura, Y.; Yata, N. J. Pharm. Pharmacol., 1996, 48, 680-
684.

14 Ogiso, T.; lwaki, M.; Paku, T. J. Pharm. Sci., 1995, 84, 482-488.

115 Afouna, M. I.; Fincher, T. K_; Zaghloul, A. A. A.; Reddy, I. K. Int. J. Pharm., 2003, 253, 159-168.

118 Godwin, D. A.; Michniak, B. B.; Creek, K. F. J. Pharm. Sci., 1997, 86, 1001-1005.

Y ptiborsky, J.; Takayama, K.; Nagai, T.; Waitzové, D.; Elis J. Drug. Des. Deliv., 1987, 2, 91-97.

18 Chaterjee, D. J.; Li, W. Y.; Koda, R. T. Pharm. Res., 1997, 14, 1058-1065.

119 Tenjarla, S.; Puranajoti, P.; Mandal, T. J. Pharm. Pharmacol., 1996, 48, 1138-1142.

20 Hu, J. H.; Zhu, Y. Yao Hsueh Hsueh Pao, 1996, 31, 48-53.

121 Ogiso, T.; Ito, Y.; Iwaki, M.; Yamamoto, Y. Chem. Pharm. Bull., 1989, 37, 442-445.

122 Ogiso, T.; Ito, Y.; Iwaki, M.; Yamamoto, Y. Chem. Pharm. Bull., 1989, 37, 446-449.

128 Touitou, E. Int. J. Pharm., 1986, 33, 37-43.

124 Niazy, E. M.; Molokhiaa, A. M.; El-Gorashia, A. S. Int. J. Pharm., 1989, 56, 181-185.

125 sacchini, V.; Melloni, E.; Marchesini, R.; Fabrizio, T.; Cascinelli, N.; Santoro, O.; Zunino, F.; Andreola,
S.; Bandieramonte, G. Tumori, 1987, 73, 19-23.

126 Tang Liu, D. D.; Richman, J. B.; Weikam, R. J.; Takruri, H. J. Pharm. Sci., 1994, 83, 85-90.

271, L.: Fang, L.; Xu, X.; Liu, Y.; Sun, Y.; He, Z. Biopharm. Drug Dispos., 2010, 31(2-3), 138-149.

128 Balaguer-Fernandez, C.; Padula, C.; Femenia-Font, A.; Merino, V.; Santi, P.; Lopez-Castellano, A. Drug
Deliv., 2010, 17, 83-91.

129 Zhang, J.Y.; Fang, L.; Tan, Z.; Wu, J.; He, Z.G. Drug Dev. Ind. Pharm., 2009, 35, 663-670.

130 Merino, V.; Micé-Albifiana, T.; Nacher, A.; Diez-Sales, O.; Herraez, M.; Merino-Sanjuan, M. J. Pharm.
Pharmacol., 2008, 60, 415-420.

Bl He, W.; Guo, X.; Zhang, M. Int. J. Pharm., 2008, 356, 82-87.

132 Shen, Q.; Li, W.; Li, W. Drug Dev. Ind. Pharm., 2007, 33, 1369-1374.

133 Svozil, M.; Dolezal, P.; Hrabalek, A.; Mericka, P. Drug Dev. Ind. Pharm., 2007, 33, 559-567.

134 Xu, D.H.; Zhang, Q.; Feng, X.; Xu, X.; Liang, W.Q. Pharmazie, 2007, 62, 316-318.

13 parikh, D.K.; Ghosh, T.K. AAPS PharmSciTech., 2005, 30, 144-149.

3¢ Tan, Z; Zhang, J.; Wu, J.; Fang, L.; He, Z. AAPS PharmSciTech., 2009, 10, 967-976.

37 Singh, B.N.; Singh, R.B.; Singh, J. Int. J. Pharm., 2005, 298, 98-107.

138 Wiechers, J. W.; Drenth, B. F.; Jonkman, J. H.; de Zeeuw, R. A. J. Pharm. Sci., 1990, 79, 111-115.

139 Wiechers, J. W.; Drenth, B. F.; Adolfsen, F. A.; Prins, L.; de Zeeuw, R. A. Pharm. Res., 1990, 7, 496-
499.

149 \Wiechers, J. W. In Percutaneous Penetration Enhancers; Smith, E. W.; Mailbach, H. 1., eds.; CRC-Press,
Boca Raton: New York, London,Tokyo, 1995.

11 US 4,879,275; Chem. Abstr. 773, 103404r (1990).

2 Michniak, B. B.; Player, M. R.; Chapman J. M. Jr.; Sowell J. W. Sr. Int. J. Pharm., 1993, 91, 85.

143 Kim, N.; El-Kattan, A.F.; Asbill, C.S.; Kennette, R.J.; Sowell, J.W. Sr.; Latour, R.; Michniak, B.B. J.
Control Release, 2001, 73, 183-96.

144 Okamoto, H.; Hashida, M.; Sezaki, H. J. Pharm. Sci., 1988, 77, 418.

71



145 Michniak, B.B.; Player, M.R.; Fuhrman, L.C.; Christensen, C.A.; Chapman, J.M. Jr.; Sowell J.W. Sr.
Int. J. Pharm., 1994, 110, 231.

146 Dexter, M.; Manor, B.; Schafer, K. D. US 3345327 (1967).

147 Shereshefsky, J. L.; Wall, A. A. J. Am. Chem. Soc., 1944, 66, 1072.

8 McGee, H. L.; Crimi, J. S.; Schwartz, P. M. J. Chem. Eng. Data, 1962, 7, 102.

199 Zecher, W.; Merten, R. EP 0069926 (1983).

150 Abe, Y.; Shoji, T.; Kobayashi, M.; Wang, Q.; Asai, N.; Nishizawa, H. Chem. Pharm. Bull., 1995, 43,
262-265.

1L |engfeld, F.; Stieglitz, J. Am. Chem. J. 1893, 15, 508

52 Buc, S; Ford, J; Wise, E. J. Am. Chem. Soc. 1945, 67, 93

153 Loudon, G. M.; Radhakrishna, A. S.; Almond, M. R.; Blodgett, J. K.; Boutin, R. H. J. Org. Chem. 1984,
49, 4272-4276.

154 Abderhalden, E.; Kautzsch, K. Physiol. Chem. 1912, 81, 297

155 Schniepp, L. E.; Marvel, C. S. J. Am. Chem. Soc. 1935, 57, 1557-1558

% Woods, L. L.; Colver, C. W. J. Am. Chem. Soc. 1945, 67, 653-654

Y7 Miiller, A.; Bleier, P. Monatshefte fiir Chemie, 1930, 56, 391-405

158 Gaeumann, T.; Guenthard, Hs. H. Helv. Chim. Act. 1952, 35, 53-56

9 e Sueur, H. R.; Withers, J. Ch. J. Chem. Soc., Trans., 1914, 105, 2800-2819

190 imanov, V. E.; Sobol, A. F.; Vorontsova, L. M. Pharm. Chem. J. 1971, 5, 7-10

181 Matsumoto, J.; Ishizu, M.; Kawano, R.-i.; Hesaka, D.; Shiragami, T.; Hayashi, Y.; Yamashita, T;
Yasuda, M. Tetrahedron, 2005, 61, 5735.

182 Dexter, M.; Manor, B.; Schafer, K. D. US 3,345,327 (1967).

183 McGee, H. L.; Crimi, J. S.; Schwartz, P. M. J. Chem. Eng. Data 1962, 7, 102.

164 Huber, W. F.; Lutton, E. S. J. Am. Chem. Soc. 1957, 79, 3919.

1% Vavrova, K.; Hrabalek, A.; Dolezal, P.; Holas, T.; Zbytovsk4, J. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2003, 13,
2351.

166 Shereshefsky, J. L.; Wall, A. A. J. Am. Chem. Soc. 1944, 66, 1072.

167 Zecher, W.; Merten, R. EP 0069926 (1983).

168 Abe, Y.; Shoji, T.; Kobayashi, M.; Wang, Q.; Asai, N.; Nishizawa, H. Chem. Pharm. Bull. 1995, 43,
262-265.

189 Ashill, C. S.; Michniak, B. B. Pharm. Sci. Technol. Today 2000, 3, 36.

70 Klimentova, J.; Kosak, P.; Vavrova, K.; Holas, T.; Hrabalek, A. Bioorg. Med. Chem. 2006, 14, 7681.
1 Dymicky, M.; Bencivengo, M.; Buchanan, R. L.; Smith, J. L. Appl. Environ. Microbiol. 1987, 53, 110.
172 Morimoto, K.; Tojima, H.; Haruta, T.; Suzuki, M.; Kakemi, M. J. Pharm. Pharmacol. 1996, 48, 1133.
3 Golden, G. M.; McKie, J. E.; Potts, R. O. J. Pharm. Sci. 1987, 76, 25.

17 potts, R. O.; Francoeur, M. L. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1990, 87, 3871.

75 Cornwell, P. A.; Barry, B. W.; Stoddart, C. P.; Bouwstra, J. A. J. Pharm. Pharmacol. 1994, 46, 938.
78 Holas, T.; Vavrova, K.; Sima, M.; Klimentova, J.; Hrabalek, A. Bioorg. Med. Chem. 2006, 14, 7671.
177 Shehan, J. C.; Bolhofer, W. A. J. Am. Chem. Soc. 1950, 72, 2786.

8 vavrova, K.; Zbytovska, J.; Hrabalek, A. Curr. Med. Chem. 2005, 12, 2273.

179 Kanikkannan, N.; Kandimalla, K.; Lamba, S. S.; Singh, M. Curr. Med. Chem., 2000, 7, 793.

180 Stoughton, R.B. Arch. Dermatol. 1982, 118, 474.

181 Klimentova, J: Doktorska diserta¢ni prace, Univerzita Karlova, Hradec Kralové 2006.

182 Mitragotri, S. J. Control. Release, 2003, 86, 69-92.

72



10. Seznam publikovanych praci

10.1. Publikace (prvni autor):

Priloha I.

Novotny, M.; Hrabélek, A.; Jantisova, B.; Novotny, J.; Vavrova, K. Dicarboxylic
acid esters as transdermal permeation enhancers: effects of chain number and geometric
isomers. Bioorg. Med. Chem. Lett., 2009, 19(2), 344-347.

Priloha II.

Novotny, M., Hrabdlek, A., Janisova, B., Novotny, J., Vavrova, K. Transkarbams
as transdermal permeation enhancers; Effects of ester position and ammonium carbamate
formation. Bioorg. Med. Chem. Lett., 2010, 9(1), 2726-2728.

Priloha III.

Novotny, M., Klimentova, J., Hrabalek, A., Vavrova, K. Ammonium carbamates
as highly active transdermal permeation enhancers with a dual mechanism of action.
Under review.

10.2. Publikace (spoluautor) a abstrakty z konferenci:

Novotny, J.; Janisova, B.; Novotny, M.; Hrabalek, A.; Vavrova, K. Short-chain
ceramides decrease skin barrier properties. Skin Pharmacol. Physiol., 2009, 22(1), 22-30.

Novotny, J.; Kovarikova, P.; Novotny, M.; Jantsova, B.; Hrabalek, A.; Vavrova, K.
Dimethylamino acid esters as biodegradable and reversible transdermal permeation
enhancers: effects of linking chain length, chirality and polyfluorination. Pharm. Res.,
2009, 26(4), 811-821.

Novotny, M. Transkarbam 12: vliv pH na transdermalni permeaci teofylinu
a hydrokortisonu. Chem. Listy, 2009, 11, 977-977 (44. konference ,,Pokroky v organické,
bioorganické a farmaceutické chemii®, Nymburk, 2009).

Novotny, M. Transkarbam 12: vliv pH na transdermdlni permeaci teofylinu
a hydrokortisonu. Chemzi,, 2009, 5, 181-182 (Konference 61.zjazd chemikov, Tatranské
Matliare, 2009).

73



Novotny, M. Transkarbam 12: vliv pH na transdermalni permeaci teofylinu
a hydrokortisonu. Shornik abstraktii, 2009. (38. Konference ,,Syntéza a analyza 1é¢iv*,
Hradec Kralové, 2009).

Novotny, M. Vliv struktury na akceleracni aktivitu u derivati transkarbamu 12.
Chem. listy, 2008, 11, 1060-1060 (43. konference ,,Pokroky v organické, bioorganické
a farmaceutické chemii, Nymburk, 2008).

Novotny, M. Derivaty transkarbamu: Vliv struktury na akceleracni aktivitu.
Chem. listy S, 2008, 236-237 (37. konference ,,Syntéza a analyza 1é¢iv*, Brno, 2008).

Novotny, M. Syntéza a hodnoceni derivatt dikarboxylovych kyselin
jako akcelerantl transdermalni permeace. Chem. listy, 2007, 117, 871-986
(42. konference ,,Pokroky v organické, bioorganické a farmaceutické chemii®, Nymburk,
2007).

Novotny, M. Syntéza a hodnoceni derivati dikarboxylovych kyselin
jako akceleranti transdermalni permeace. Zbornik, 2007, 104. (36. konference ,,Syntéza
a analyza lie¢iv*, Bratislava, 2007).

74



Priloha 1.

Novotny, M.; Hrabalek, A.; Jantisova, B.; Novotny, J.; Vavrova, K. Dicarboxylic acid
esters as transdermal permeation enhancers: effects of chain number and geometric
isomers. Bioorg. Med. Chem. Lett., 2009, 19(2), 344-347.






Priloha I1.

Novotny, M., Hrabalek, A., Janisova, B., Novotny, J., Vavrova, K. Transkarbams
as transdermal permeation enhancers; Effects of ester position and ammonium carbamate
formation. Bioorg. Med. Chem. Lett., 2010, 9(1), 2726-2728.






Priloha I11.

Novotny, M., Klimentova, J., Hrabalek, A., Vavrova, K. Ammonium carbamates as
highly active transdermal permeation enhancers with a dual mechanism of action. Under
review.



