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1. CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo sledovat vztahy mezi strukturou a ucinkem derivata

dikarboxylovych kyselin jako potencialnich akcelerantd transdermalni permeace.

V ramci syntetické Casti prace byla piipravena série derivati kyseliny maleinové,
fumarové, jantarové, vinné a mesovinné. Tyto struktury byly zvoleny na zéklad¢ predchozi
précel, V niz byly studovany syntetické analogy ceramidu. NejlepSich akceleracnich aktivit
bylo dosazeno s derivatem kyseliny maleinové. V této praci byla jako zaklad navrzena
zjednodusena forma této struktury — ester dikarboxylové kyseliny. Délka hydrofobni ¢asti
byla zvolena na zaklad& ptedchozich praci®, ze kterych vyplyva, Ze optimalni délka fetdzce

akcelerantu se pohybuje mezi 10 az 12 uhliky.

Akceleracni aktivita pfipravenych latek byla zkoumana in vitro pomoci Franzovy
cely. Jako modelové 1é¢ivo byl pouzit theofylin a jako modelovd membrana praseci kize

plné tloustky. Akceleranty byly studovany ze tii vehikul rGzné polarity.

Na zaklad¢ ziskanych akceleracnich aktivit jsem se pokusil zodpovédet nékolik

nasledujicich otdzek: Jaky vliv ma na akcelera¢ni uc¢innost:
e jednoducha ¢i dvojna vazba v molekule kyseliny,
e Cis- nebo trans-izomerie na dvojné vazbé kyseliny,
e prostorové usporadani u diastereoizomerd,

e pritomnost jednoho ¢i dvou hydrofobnich fetézct.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Uvod®*

Transdermdlni podani 1éCiv je systémové podani 1écCiv pies kizi do krevniho
¢i lymfatického ob&hu. Dlvodu, pro¢ zvolit pravé tento zptsob aplikace, mize byt hned

nékolik:
e vylouceni first-pass efektu po priichodu jatry,
e vylouceni nezadouciho drazdéni traviciho traktu,
e vylouceni fyzikalné-chemickych interakci s potravou ¢i soucasné podavanymi léky,
e moznost udrzovat stabilnéjsi hladinu 1é¢iva v plazmé po dlouhou dobu,
e moznost rychlého preruseni ptivodu lé€iva (napt. v ptipad€ nezadoucich ucinkil),
e mens$i traumatizace pacienta a zlepSeni compliance,
e pro aplikaci neni tfeba Skoleny zdravotnicky personal.

PtestoZe dnes jiZ neni neporusend lidska klize povaZzovana za neprostupnou bariéru, je
transdermalni penetrace pro vétSinu exogennich latek pomérné obtizna. K priniku skrze

kazi by 1é¢iva méla mit kombinaci néasledujicich fyzikalné-chemickych vlastnosti:
¢ nizkd molekulovd hmotnost (méné nez 400 g/mol),
e vyvazena lipofilita,
e nizk4 teplota tani,
e denni terapeutickd davka by méla byt niZsi nez 10 mg.
VétSina 1é€iv vSak tyto poZadavky nespliiuje. Jedna z mozZnosti k prekonani koZni

bariéry je pouZiti akceleranti transdermalni penetrace.

Moznost transdermalni aplikace 1€¢iv se ukazuje do budoucnosti jako velmi vyhodna.
V soudasné dobé& jsou jiz v Ceské republice registrovany piipravky pro transdermalni
podéni (napiiklad moderni hormonélni kontraceptivum Evra® v transdermalni naplasti
& vysoce Einné anodynum fentanyl v transdermalnim ptipravku Durogesic”). D4 se

piedpokladat, ze dalsi 1éCivé latky budou na ¢eském trhu rychle ptibyvat.



2.1.1. Struktura kiiZe

v

Kuze (obrazek 1) savcu je slozena ze dvou hlavnich vrstev — vnitini dermis a vngjsi,
nevaskularizované epidermis. Dermis je tvotfena fibroblasty a extracelularni matrix; také je
bohat& protkana kapilarami a nervovymi zakon&enimi®. Epidermis je z 95 % tvofena
keratinocyty, melanocyty, a dale Langerhansovymi a Merkelovymi buitkami. Epidermis se
déli na Ctyfi vrstvy: stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum a stratum
corneum?®. Bunky se vtéchto vrstvach nachdzeji v odliSnych stadiich diferenciace,
ale vSechny maji piivod v bunce zakladni vrstvy a postupné se migraci dostavaji na povrch
ktze. V tomto sméru se také snizuje koncentrace kysliku a Zivin. Bunky se zploStuji,
organely se postupné rozpadaji a dochazi v nich k ukladani keratinu. Vysledkem procesu

zvaného keratinizace je tvorba kozni bariéry’.

obrazek 1 — Struktura kiize®



2.1.2. Bariérova funkce kiiZe — Stratum corneum

Bariérova funkce kiize je dana nejsvrchnéjsi vrstvou epidermis — vrstvou zvanou
stratum corneum (SC). Stratum corneum je tvofeno korneocyty (Cili keratinocyty, jez jsou

ve findlni fazi diferenciace) a lipidickou matrix’.

Lidské stratum corneum ma obvykle 18-21 vrstev'?. Susinu tvoi z nejvetsi Casti
proteiny (75-80 %), mezi nimiZz ptevazuje intrakorneocytarni o-keratin a maly podil
B-keratinu. Zbytek je smési lipida (5—15 %) lokalizovanych v mezibunécnych prostorech.
Slozeni lipidt neni obvyklé. Na rozdil od ostatnich tkani je stratum corneum prakticky
prosté fosfolipidi. Lipidova matrix v mezibunécnych prostorech stratum corneum se sklada
prevazné z ceramida (50 %), cholesterolu (20 %) a mastnych kyselin (10 %). Mensi ¢ast
tvoti estery cholesterolu a cholesterolsulfatu. Zajimavosti je, Ze se sloZeni lisi podle ¢asti
t&la™.

Pti onemocnénich kiize nebo po extrakci lipidi z kiize dochazi ke vzristu kozni
propustnosti, a to obéma sméry. Naopak aplikace topickych 1ékovych forem s obsahem

koznich lipida anebo jejich analoglh mlize pomoci obnovit funkci kozni bariéry12’13.

2.1.3. Ceramidy a volné mastné kyseliny

vvvvvv

bariéry14'15. Strukturdlné jde o heterogenni skupinu, skladajici se z 9 riznych podtypﬁ16.
Zéklad molekuly ceramidu tvofi aminoalkohol sfingosin, fytosfingosin, nebo
6-hydroxysfingosinem s primérnou délkou fetézce 18 uhlikd. Mastné kyseliny jsou
pfipojeny na primarni aminoskupinu aminoalkoholu v pozici 2, a sice pomoci amidické
vazby. Mastné kyseliny mohou byt nehydroxylovany, o-hydroxylovany nebo
w-hydroxylovany, jsou pfevazné nasycené, nerozvétvené a delsi nez 18 uhlika'’. Ceramidy

jsou naprosto nezbytné pro spravnou funkci kozni bariéry a stabilitu ktize jako takovou®®,

OH

HO
NH
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O

I (Ceramid 3)



2.1.4. Cesty prostupu latek pres kitZi

Transdermalni absorpce do systémové cirkulace zahrnuje prostup latek pres stratum
corneum, zivou epidermis a svrchni ¢ast dermis. Priinik pfes kozni bariéru stratum corneum
je limitujicim faktorem celého procesu; Ziva epidermis je hlavni bariérou pouze pro prostup

extrémné lipofilnich sloudenin®®?°,

Existuji tfi potencidlni moznosti, jak proniknout do systému pies kozni bariéru.
Vétsina latek prostupuje pies stratum corneum. Zde miizeme uvazovat o dvou moznostech:
intraceluldrni prostup (syn. transcelularni) pies korneocyty a interceluldrni prostup
(syn. paracelularni) pfes intercelularni lipidy. Vzhledem k tomu, ze je lipidicka faze
stratum corneum kontinudlni, musi latky, které prostupuji skrze kiazi, stouto fazi

interagovat.

Jiz nékolikrat byly popsany vztahy mezi mirou kozniho prostupu riiznych slouc¢enin
a jejich fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Bylo dokazano, Ze schopnost tvofit vodikové

wevr

vazby, velikost a lipofilita molekuly jsou jedny z nejdilezitéjsich faktord determinujicich

oy 21,22,
prostup kazi®** 3,

MensSi cCast latek, zejména latky vysoce lipofilni a latky majici velkou molekulovou
hmotnost, vyuzivéa k prostupu ptes kozni bariéru vlasovych folikuli, mazovych a potnich
7lazek®®. Ty tvori asi 0,01-0,1% kozniho povrchu, proto je jejich podil na permeaci

béznych latek maly.



2.2. Akceleranty transdermalni penetrace

2.2.1. Obecna definice akcelerantit
Akceleranty transdermalni penetrace slouzi k usnadnéni hluboké permeace 1éCiv
pres kizi do prilehlych tkani nebo k systémovému podani 1é¢iv po jejich prechodu ptes

kiizi do krevniho & lymfatického ob&hu®.

B. W. Barry v roce 1983 vyslovil 10 zékladnich pozadavki na ideélni akceleranty26:

1. Nesmi byt toxické, nesmi alergizovat a drazdit kiizi v misté podani.

2. Nesmé&ji mit svlij vlastni farmakodynamicky tucinek.

3. Nastup Gcinku mé byt okamzity a jeho délka musi byt predpovéditelna.

4. Po odstranéni akcelerantu z kiize se musi rychle obnovit jeji bariérova vlastnost.

5. Urychleni pfestupu 1é¢iva musi byt jednosmérmé — endogenni latky nesméji

piechazet vné ktize.
6. Akceleranty musi byt kompatibilni s 1é¢ivy a dalSimi pomocnymi latkami.
7. Akceleranty maji byt dobrymi rozpoustédly 1é¢iv.
8. Musi dobie ulpivat na kizi a jejich ptitomnost nesmi pacient nepiijemné pocitovat.

9. Maji byt uplatnitelné v lotiich, suspenzich, mastech, krémech, gelech, aerosolech

a koznich néaplastech.

10. Maji byt bezbarvé, bez zapachu, bez chuti, kosmeticky pfijatelné a ekonomicky

dostupné.

K vySe uvedenému je tieba jesté dodat, Ze pro bezpecné terapeutické pouziti by mél
byt zndm mechanismus G€inku akcelerantl. Prozatim Zadna latka nespliiuje poZadavky
na 1dealni akcelerant, a proto u dosud znamych latek volime kompromis mezi
terapeutickym indexem a rizikem nezadoucich ucinkd, jeZ se projevuji jako mistni iritace

kize ¢i nevratna zména bariérovych funkci kize. Z téchto divoda se stale hledaji nové,

S 24



2.2.2. Mechanismus ucinku akceleranti

Pusobeni akcelerantli na kizi mize byt roz¢lenéno na dvé Grovné. Prvni z nich je
penetrace latek do mista Gcinku, tedy do stratum corneum a druhou je vlastni ptisobeni

ve stratum corneum.

Ptesny mechanismus ucinku akcelerantli neni dosud znam. Je vSak patrné zaloZen
na jejich nespecifickych interakcich se strukturami klze. Velmi prostd klasifikace
akcelerantd transdermélni permeace je zalozena na lipidové-proteinové rozdélovaci teorii.
Akceleranty mohou reagovat ve stratum corneum s intracelularnim keratinem, jsou
schopny meénit domény intercelularnich lipidi nebo méni rozdélovaci rovnovahy

. - 27,28,29,30
mezi stratum corneum a lé¢ivem )

a) Interakce s intercelularnimi lipidy

Vétsina akcelerantli, které jsou ucinné v klinicky pfijatelnych koncentracich,
interaguje s intercelularnimi lipidovymi doménami stratum corneum®. Malé polarni
molekuly mohou pterusit vodikové vazby, které drzi u sebe molekuly ceramidi. Amfifilni
akceleranty maji schopnost vmezefit se mezi lipidové lamely, a to tak, Ze polarni hlava se
umisti do polarni ¢asti a hydrofobni fetézce mezi hydrofobni fetézce lipidii. Toto ma
za nasledek naruseni uspotadani lipida a fluidizaci lamelarni struktury, coz vede ke snizeni
odporu kozni bariéry®’. N&které akceleranty (napf. olejova kyselina nebo terpeny) mohou
ve vyssich koncentracich zapiiginit rozd&leni fazi v lamelach®. Vzniklé pory se tak stanou
prostupnéjsi pro polarni latky. Néktera rozpoustédla, jako je ethanol nebo dimethylsulfoxid,

piisobi extrakei lipidii 3*%°,

b) Interakce s proteinovymi strukturami

Tyto akceleranty mohou ovlivilovat konformaci keratinu v korneocytech
nebo proteinti v desmosomech. V porovnani s akceleranty, které interaguji s koznimi
lipidy, je jejich u¢inek pomérné slab}'/36. Nutno dodat, Ze vétSina konformacnich zmén

proteint je nevratnych.

€) Ovlivnéni rozdélovacich rovnovéh

Nékteré akceleranty, predev§im malé molekuly, maji schopnost ménit rozdélovaci
rovnovahy mezi transdermalnim systémem a stratum corneum, v rdmci stratum corneum
1 mezi stratum corneum a zivou epidermis a usnadiiuji tak prostup léc¢iva. Jedna se

naptiklad o ethanol ¢i propylenglykol.



2.2.3. Piehled uZivanych akcelerantir®’

Z pohledu chemického se jednd u akcelerantli transdermalni penetrace o skupinu
velmi nejednotnou. Casto viak ve své molekule obsahuji fragment piirozenych
hydratacnich faktor ktze. Nejjednodussi c¢asti, vysledovanou v akcelera¢né ucinnych
latkach, je fragment (I1):

c=o

X zde predstavuje —-CH,—, —-NH;, -NH-. V molekule by mél byt pfitomen také dlouhy
(nejcasteji Cg az Cy) pfimy ¢i rozvétveny alkylovy nebo alkenylovy fetézec, ve kterém

mohou existovat izosterni obmény.

a) Alkoholy

Alkoholy jsou obvykle vybornymi rozpoustédly 1é¢iv, jsou tedy Casto soucasti
topickych 1ékovych forem, kde plni funkci jak rozpoustédla nebo kosolvens
tak akcelerantu & koakcelerantu. Casto jsou pouzivany ve smésich s ostatnimi
akceleranty. Nejjednodussim zéastupcem je ethanol. Mechanismus ucinku spociva
v extrakei lipidit z kize. Ethanol vSak muze ve vysokych koncentracich zplsobit
ireversibilni poskozeni ktize. Vyssi alkoholy se mohou vmezetit mezi lipidy stratum

corneum a narusit jejich uspofadani; optimalni délka fetézce je 10—12 uhlikt?.

b) Polyoly

Polyoly jsou také pouzivanymi rozpoustédly 1éCiv a plsobi jako koakceleranty.
Mechanismus jejich u€inku spociva jednak ve zvySeni koncentra¢niho spadu léciva
na kuzi a jednak pfi jejich prostupu do kuze také v ndhradé¢ vody vazané
V mezibunéném prostoru stratum corneum. Glycerol ¢i propylenglykol maji Casto
synergické ucinky s amfifilnimi akceleranty, proto jednim z vehikul pouzZitych

pro studium akceleracni aktivity v této diplomové praci byl propylenglykol.

c) Sulfoxidy

Nejznaméjsi latkou této skupiny je dimethylsulfoxid. Jde o vyborné
rozpoustédlo mnoha 1é¢iv a méa schopnost tvofit depa 1é¢iva v klizi. Diky své polarité
také interaguje s hydrofilnimi skupinami lipidd, nahrazuje vodu v jejich hydrata¢nich
obalech a rozs$ifuje tak hydrofilni oblasti mezibunécného prostoru. Tim se usnadiiuje

prunik hydrofilnich latek.
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d) Mastné kyseliny™

Optimalni délka nerozvétveného nasyceného fetézce mastnych kyselin je 10 —
12 uhlikt, coz zhruba odpovida poloving délky ceramidi a mastnych kyselin ve stratum
corneum. Nenasycené derivaty v porovnani s nasycenymi vykazuji optimalni délku
fetézce 18 — 20 uhliki.

Nejlépe je prozkoumano pusobeni kyseliny olejové. Ta svym E uspotfddanim
na dvojné vazbé¢, lokalizovanym uprostfed fetézce, narusuje organizované lipidové
struktury, a tim zvysuje jejich fluiditu. Druhd dvojnéa vazba v molekule obvykle ptinasi
zvysSeni urychlovaci aktivity (napf. kyselina linoleova), zatimco dalsi dvojné vazby
arachidonova).

V testované skupin€é 5-14 uhlikatych mastnych kyselin a jejich izomerd, jak
rozvetvenych tak 1 nerozvétvenych, byl popsan u vSech latek stejny akceleracni efekt®,

Porovnani akceleracnich aktivit kyseliny olejové a kyseliny ricinolejové

(12-hydroxyolejové) ukazuje, ze hydroxylace fetézce ma za nasledek ztratu aktivity.

e) Amidy, aminy, laktamy**

Z acyklickych amidd vykazuje nejvétsi aktivitu N-dodecylizobutyramid (111) —
je trikrat u¢inn&jsi nez Azone®, zatimco jeho N-substituované derivaty jsou méné
aktivni. Zajimavosti je, ze N,N-disubstituované acetamidy jsou G¢innéjsi nez piislusné
izobutyramidy. Déle muzeme fici, ze pfitomnost karboxylové skupiny
u téchto slou€enin vyrazné snizuje jejich akceleracni aktivitu.

Akcelera¢ni aktivitu primarnich, sekundarnich, tercidrnich, cyklickych
a acyklickych amind porovnaval Michniak®. Piedlohou studovanym strukturdm byly
dodecylamin a didodecylamin. Aktivity N-substituovanych derivata téchto amint byly
srovnatelné nebo niZsi.

Ze série analog Azone® vykazoval vyznaény vzrist aktivity pouze 4-decyl-1,4-
oxazepan-5,7-dion (IV), zatimco aktivita jeho dodecylderivatu, s délkou fetézce jako

méa Azone®, byla velice nizka.

We
: (e}
O

N—Cj2Hz5

H
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Z N-alkyl laktami vykazoval nejvétsi aktivitu N-dodecyl derivat s péticlennym
laktamovym kruhem (V). Stejné tomu bylo i u derivati — esteri s kyselinou octovou,

kde nejvétsi akceleracni aktivitu (AP = 67) vykazovala latka (VI).

(0]
O
N—CyoHzs5 NQJ\O/Clezs

v Vi

(e}

Dulezitymi zastupci skupiny laktamu jsou derivaty pyrrolidonu s obecnym

vzorcem (VII). Rs
I
R> \Nqo
R1
Vil

R1 zde ve vzorci piedstavuje vodik, alkyl nebo —OH skupinu, R, mize byt
vodik, skupina -CHs, karboxyl, alkylkarboxyl (Cs-Ci12) a R3 je vodik, alkyl (Cy az Cyp),
alkenyl ¢i hydroxyethyl. Nékteré derivaty pyrrolidonu jsou soucasti tzv. prirozeného
hydrata¢niho faktoru kize, pficemz podporou hydratace dochédzi k usnadnéni priniku
1é¢iv. Jsou to také vynikajici rozpoustédla l1é€iv.

Ve skupiné e-laktamii je nejprozkoumanéjsi N-dodecyl-e-kaprolaktam (VIII,

N-dodecylazepan-2-on, Azone®): o

N—Ci2Hz5

Vil

Jednd se o lipofilni kapalinu dobfe rozpustnou v koznich lipidech.
Do systémové cirkulace se témé& neabsorbuje. Azone® je u¢inny akcelerant pro Siroky
okruh latek hydrofilni 1 lipofilni povahy (s vyjimkou vysoce lipofilnich latek). Je
pouzitelny pouze z polarniho prostiedi, v prostiedi lipofilnim je jeho ucinek inhibovan
sniZzenim termodynamické aktivity.

Mechanismus u¢inku Azone® spo&iva v zakotveni jeho stabilni konformace
(typu ,,soup-spoon‘) vodikovymi miistky na vn&jsi polarni strané lipidické dvojvrstvy
tak, Ze alkyl sméfuje dovnitt a €ini tuto dvojvrstvu vice hydrofilni a méné viskozni.
Azone® méa na karbonylu elektronegativni oblast, ale neméa Zidnou oblast
elektropozitivni. Proto interkalace Azone® do dvojvrstvy zanecha nevyrovnané

elektronegativni misto na ceramidu, ¢imz vznikne permeabilni defekt.

12



f) Aminokyseliny a jejich estery

Samotné L-aminokyseliny jsou popisovany jako akceleranty transdermalni
penetrace zejména pro steroidni latky. Pisobi pravdépodobné ovlivnénim keratinové
slozky kuize.

Estery lysinu, u nichZ je esterova Cast tvofena alkylem Cs az Cp, jSOU
pouzitelné¢ nejen pro piestup latek pres klzi, ale i skrze sliznice vcéetné sliznice
zaludecni.

Jiz v minulosti byla publikovdna prace zabyvajici se analogy ceramida
zalozenych na aminokyselinach glycinu a serinu™’. Derivaty glycinu vykazovaly
nejvetsi aktivitu. Naopak u derivati L—serinu znamenala pii studiu akcelera¢nich
poméra pritomnost hydroxymethyl skupiny vyznamny pokles aktivity.

Z derivati N-acetylprolinu (1X) s 5 — 18 uhlikatymi alkoholy, jez byly testovany
na urychleni priniku 1é¢iv kizi, se jako nejlepsi ukézaly undecylester a dodecylester,
které maji optimdlni délku fetézce a vyvazené hydrofilné-lipofilni vlastnosti.

U oleylesteru je vysoka akcelera¢ni aktivita dana pfitomnosti cis-dvojné vazby.

o (6]
HW\)J\
R o N CioH
_ Y o 12H25
O@ O

\H/ @HaN __CiaHas
o

IX X
Estery o-aminokyselin byly navrzeny jako acyklické analogy Azone®, které

mohou byt dale metabolizované na netoxické produkty. Aminoskupina esterti poskytuje
moznost tvofit se vzduSnym oxidem uhli¢itym slou€eniny struktury dvoufetézcovych
alkylamonium-alkylkarbamati (X). Tyto slouc¢eniny jsou pomérné stabilni a lze je proto

pfipravit s vysokym vytézkem a Cistotou

g) Derivaty mocoviny

Mocovina je dalsi soucasti pfirozenych hydratacnich faktorti kiize a je jiz
dlouho v dermatologii pouzivana pro svij hydrata¢ni efekt (do 7% koncentrace), jako
keratolytikum (nad 7% koncentrace) a keratoplastikum. Jako akcelerant byla testovana
mocovina samotna, tak i jeji derivaty a izosterni analoga.

Mechanismus G¢inku spociva jednak v hydrataci stratum corneum, a pii delsim
pusobeni také v keratolytickém efektu, ¢imz je tedy usnadnéna intercelularni

1 intracelularni permeace.
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h) Ketony
Nizsi alifatické ketony (naptiklad aceton) zpusobuji extrakci lipidi z ktize.
Jejich pouziti je vSak spojeno s projevy drazdéni. Pii pouziti makrocyklickych ketont
vSak dochdzi pomérné brzy k obnové fyziologickych poméri klze, takze jejich

drazdéni neni tak silné jako u vySe zminiovaného acetonu.

1) Povrchové aktivni latky

Laurylsulfat sodny ptsobi nékolika mechanismy: vaze se na intercelularni
keratin korneocytli, ¢astecné odstraiiuje intercelularni lipidy a méni jejich usporadani

a zvySuje také ztratu vody. Jeho pouziti je omezeno drazdivymi ucinky.

j) Terpeny

Do této skupiny spada velké Skala latek rtizné chemické povahy a jejich smési
ve form¢ ptirodnich silic. Mezi G¢inné akceleranty patii naptiklad askaridol, geraniol,

eukalyptol, L-menthol nebo D-limonen.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Chemikalie a instrumentalni vybaveni

Vsechny chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (Schnelldorf,
Némecko). Silikagel 60 (230 — 400) pro sloupcovou chromatografii, TLC desky (silikagel
60 F254) a HPLC kolony byly ziskany od firmy Merck (Darmstadt, Némecko).

Struktura a Cistota syntetizovanych latek byla potvrzena FTIR (Nicolet Impact 400
Spektrofotometr) a *H a **C NMR spektry (piistroj Varian Mercury-Vx BB 300 pracujici

na 300 MHz pro *H a 75 MHz pro *C spektra). Bod tani byl stanovovan na Koflerove
ptistroji.

3.2. Syntéza

3.2.1. Derivaty kyseliny maleinové, fumarové a jantarové

Ptiprava je znazornéna na nésledujicich schématech:

CioHos
0 o |
O, OH O O
_ _CioHzs
i i
o) o _
- s F
Ci2Hzs
(0]
o M HO o o <|)
n
. CioHos
O \ ?Ha F
OH o 0
O
N
C12Ha2s F iii Co
12H2s
(6]
O (o]
0 MOH o] (lj
1]
CH
O/ 3 P
N
CioHzs o) ?
o CHs
M1

Schéma piipravy derivatd kyseliny maleinové ~ Schéma piipravy derivati kyseliny fumarové
i) HO-Cy,Hys; H,SO,; toluen; 130-140°C / 2h. i) HO-C;,H,s; H,SO; toluen; 130-140°C / 2h.
") HO-Cy,Hys; chloroform; ?‘30_140%( 10min. i) methanol; thinonylchlorid; -20°C / 1h; RT / 12h.; toluen
iiif) HO-Cy,H,5; methanol; thinonylchlorid; -20°C / 2h.

iii) HO-C,H,s; Ts-OH; toluen; 90°C
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Schéma piipravy derivati kyseliny jantarové
i) HO-C|,H,s; H,SOy; toluen; 130-140°C / 2h.
ii) HO-C,H,s; 130-140°C / 10min.; chloroform;

3.2.1.1. Didodecylester kyseliny maleinové

Oznaceni: M; CygHs5,04; 452,72 g.mol’l; smichdnim 4,4 mmol anhydridu kyseliny
maleinové s 8,8 mmol dodekanolu a 50 ml toluenu a pfiddnim katalytického mnoZstvi
(0,44 mmol) koncentrované kyseliny sirové vznikla smé&s, kterd byla umisténa na olejovou
lazen o teploté¢ 130—-140 °C. Konstantni teplota byla udrzovana po 4 hodiny a vznikla voda
odstraiiovana pomoci azeotropniho néstavce. Vznikla smés byla nasledné v délici nalevce
vytfepana 2% roztokem NaHCOj3 a koncentrovanym roztokem NaCl. Organicka faze byla
vysusena siranem sodnym a zahusténa na vakuové odparce. Produkt byl ¢istén krystalizaci
z ethanolu a krystaly odfiltrovany a suseny ve vakuu za ptitomnosti P,Os; Vytézek: 82 %;
bilé krystaly; teplota tani 29-30 °C (28-30 °C)*%; IR (KBr): vmax 2955, 2923, 2853, 1732,
1640, 1467, 1405, 1377, 1289, 1210, 1163, 721 cm™; *H NMR (300MHz, CHCls): & 6,23
(2H; s; 2 —CH=); 4,17 (4H; t; 2 -OCH,—; J= 7,38 Hz); 1,68-1,63 (4H; m; 2 -OCH,—CH>-);
1,30-1,25 (32H; m; 16 —CH,-); 0,88 (6H; t; 2 —CH3; J= 6,51 Hz); *C NMR (75 MHz,
CHCIy): 6 165,3; 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,
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3.2.1.2. Didodecylester kyseliny fumarové

0
N N P S VN

\/\/\/\/\/\/O

Oznaceni: F; CygHs5,04; 452,72 g.mol'l; do reakce bylo vlozeno 11,0 mmol kyseliny
fumarové, 22,1 mmol dodekanolu a néasledné pfidano 2,14 mmol koncentrované kyseliny
sirové. Produkt byl pfipraven analogickym postupem jako latka M. Vytézek: 74 %,; bilé
krystaly; teplota tani 43—44 °C (45-46 °C)*: IR (KBr): vmax 3083, 2958, 2917, 2850, 1707,
1474, 1322, 1314, 1177, 1012, 776, 718 cm™; *H NMR (300MHz, CHCls): & 6,84 (2H; s;
2 —CH=); 4,19 (4H; t; 2 —-OCH,—; J= 6,64 Hz); 1,70-1,60 (4H; m; 2 -OCH,—CHy>-); 1,32-
1,25 (32H; m; 16 —CH,-); 0,87 (6H; t; 2 —CHg; J= 6,67 Hz); *C NMR (75 MHz, CHCl5):
8 165,1; 133,6; 65,5; 31,9; 29,6; 29,5; 29,5; 29,3; 29,2; 28,4, 25,8; 22,7; 14,1.

3.2.1.3. Didodecylester kyseliny jantarové

(0]
N N P VN

R P e e e

Oznaceni: J; CogHs5404; 454,73 g.mol'l; do reakce bylo pouzito 4,4 mmol kyseliny
jantarové, 26,29 mmol dodekanolu a pfidano 0,91 mmol koncentrované kyseliny sirové.
Produkt byl pfipraven analogickym postupem jako latka M. Vytézek: 60 %; bilé krystaly;
teplota tani 37-38 °C (39-40 °C)*; IR (KBr): vma 2955, 2918, 2871, 2850, 1726, 1765,
1170, 720 cm™; 'H NMR (300MHz, CHCIls): & 4,07 (4H; t; 2 -OCH,—; J=6,56 Hz); 2,61
(4H; s; 2 —-CH,-CO-); 1,63-1,56 (4H; m; 2 -OCH,—CH>-); 1,29-1,25 (32H; m; 16 -CH>-);
0,88 (6H; t; 2 —CHs; J= 6,1Hz); **C NMR (75 MHz, CHCls): & 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.
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3.2.1.4. Monododecylester kyseliny maleinové

O

O/\/\/\/\/\/\
OH

@)

Oznaceni: MOH:; CigH2504; 284,39 g.mol'l; na reakci se podilelo 21,09 mmol
anhydridu kyseliny maleinové a 21,09 mmol dodekanolu. Reakéni smés byla michéna
10 minut pfi teploté 130-140 °C bez piitomnosti rozpoustédla. Produkt byl krystalizovan
z hexanu a krystaly odfiltrovany a suseny ve vakuu za pfitomnosti P,O0s; Vytézek: 78,3 %;
bilé krystaly; teplota tani 5455 °C (53—54 °C)**; IR (KBI): vima 3435, 3066, 2955, 2920,
2851, 2602, 1723, 1647, 1477, 1424, 1218, 1167, 720 cm™; *H NMR (300MHz, CHCl5):
d 6,47-6,35 (2H; m; 2 —CH=); 4,27 (2H; t; -OCH,—; J= 6,60); 1,75-1,66 (2H; m;
—~OCH,CH2-); 1,40-1,20 (18H; m; 9 —CH,-); 0,87 (6H; t; 1 —CHj; J= 5,94 Hz); *C NMR
(75 MHz, CHCls): & 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.

3.2.1.5. Dodecylmethylester kyseliny maleinové

0]

N N N P N

0
“SCH,

O

Oznageni: M1; C17H3004; 298,42 g.mol™; do methanolu ochlazeného na —20 °C bylo
pomalu pfikapavano 6,7 mmol thionylchloridu. Po chvili byl pomalu ptikapavan roztok
6,7 mmol laitky MOH rozpusténé v methanolu. Smés byla pii snizené teplot¢ michana
2 hodiny. Poté bylo vypnuto chlazeni a teplota pozvolna dosahla hodnoty 0 °C. Produkt byl
¢iStén chromatograficky — mobilni fazi byl petrolether/ethylacetat v poméru 9:1; Vytézek:
55 %); olej; IR (CHCIs): vimax 3022, 3019, 2955, 2927, 2855, 2401, 1727, 1647, 1467, 1438,
1400, 1379, 1300 cm™; *H NMR (300MHz, CHCls): & 6,24 (2H; s; 2 -CH=); 4,17 (2H; t;
2 —OCHy—; J= 7,00 Hz); 3,78 (3H; s; 1 -O-CH3); 1,68-1,61 (4H; m; 2 -OCH,—CH>-);
1,36-1,25 (18H; m; 9 —CH,-); 0,87 (6H; t; 1 —CH3; J= 6,42 Hz); *C NMR (75 MHz,
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CHCI3): & 165,1; 133,6; 65,5; 52,1; 31,9; 29,6; 29,6; 29,5; 29,5; 29,3; 29,2; 28,4; 25,8;
22,7, 14,1.

3.2.1.6. Dodecylmethylester kyseliny fumarové

o)
i N N NN

.
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O

Oznaceni: F1; C17H3004; 298.42 g.mol‘l; do methanolu ochlazeného na —20 °C bylo
pomalu ptikapdvano 27,7 mmol thionylchloridu. Po chvili byl pomalu piikapavan roztok
13,8 mmol kyseliny fumarové rozpusténé v methanolu. Smés byla pfi snizené teploté
michéna 1 hodinu. Poté bylo vypnuto chlazeni a reak¢ni smés pozvolna dosahla laboratorni
teploty. Smés byla michdna 12 hodin. Meziprodukt byl rozpustén v toluenu, odpatien
na vakuové odparce a prefiltrovan pifes fritu se silikagelem. Déle bylo k Cistému
meziproduktu ptidano 13,2 mmol dodekanolu a katalytické mnozstvi Kkyseliny
toluensulfonové. Byl pfidan suchy toluen a reakéni smés byla zahtivana na 90 °C. Potom
byla zahusténa na vakuové odparce, rozpusSténa v chloroformu a filtrovana s aktivnim
uhlim. Produkt byl krystalizovan z petroletheru. Krystaly byly suSeny ve vakuu
za pritomnosti P,Os. Vytézek: 8 %; bilé krystaly; teplota tani 37-39 °C; IR (KBr): vmax
3082, 2960, 2917, 2850, 1707, 1474, 1323, 1313, 1117, 1011, 776, 718 cm™; *H NMR
(300MHz, CHCls3): 6 6,85 (2H; s; 2 -CH=); 4,19 (2H; t; 2 —-OCH,—; J= 6,69 Hz); 1,70-1,60
(2H; m; 2 -OCH,—CH,-); 1,40-1,20 (18H; m; 9 -CH,-); 0,88 (6H; t; 1 —CHgs; J= 6,63 Hz);
3C NMR (75 MHz, CHCls): & 165.1; 133,6; 65,5; 31,9; 29,6; 29,6; 29,6; 29,5; 29,3; 29,2;
28,5; 25,9; 22,7, 14,1.

3.2.1.7. Monododecylester kyseliny jantarové

O

N VN N N

OH
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Oznadeni: JOH; CigH3004; 286,41 g.mol'l; do reakce bylo vlozeno 19,1 mmol
anhydridu kyseliny jantarové a 17,44 mmol dodekanolu. Produkt byl pfipraven
analogickym postupem jako u latky MOH; Vytézek: 60,4 %; krystaly; teplota tani 4546
°C (4445 °C)*; IR (KBr): vmnax 2958, 2918, 2850, 1727, 1692, 1471, 1364, 1255, 1194,
961, 719 cm™; 'H NMR (300MHz, CHCI5): & 4,09 (2H; t; —OCH—; J= 6,72); 2,70-2,60
(4H; m; 2 -CH-); 1,65-1,58 (2H; m; -OCH,CH,-); 1,40-1,20 (18H; m; 9 —CH,-); 0,88
(3H; t; 1 —CHg; J= 5,91 Hz); *C NMR (75 MHz, CHCl5): § 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.

3.2.2. Derivaty kyseliny L-vinné a mesovinné

Ptiprava derivati kyseliny vinné a mesovinné je znazornéna na nésledujicich

schématech:

_CioHos AV
N
CioH
12M25 \ o
CqoH
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“CiaHos
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Schéma ptipravy derivati kyseliny vinné

i) HO-C,Hys; Ts-OH; 100°C / 2h.

ii) 2,2-dimethoxypropan; dichlormethan; Ts-OH; RT / 2h.
iii) dimethylkarbonat; NaOH; 60°C / 30min.
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Schéma pripravy derivati kyseliny mesovinné
i) 1. KMnO,, 18C6, CH,Cl,, -50°C / 3h.; Na,SO;, H,S0,
ii) 2,2-dimethoxypropan; Ts-OH; RT / 2h.

iii) dimethylkarbonat; Na; 60°C / 30min.

3.2.2.1. Didodecylester kyseliny L-vinné

Ozna&eni: V; CasHs4O6; 486,73 g.mol™; do reakce bylo vpraveno 10,2 mmol kyseliny
L-vinné a 20,5 mmol dodekanolu. Bylo pfidano katalytické mnoZstvi kyseliny
toluensulfonové. Reakce probihala 2 hodiny pti 100 °C na olejové 1azni bez rozpoustédla.
Smés byla zahuSténa a produkt cistén zhexanu. Nasledné byl dosusen ve vakuu
za pritomnosti P,0s. Vytézek: 52 %; bilé krystaly; teplota tani 58—59 °C; IR (CHCI3): Vinax
3535, 3033, 2957, 2927, 2855, 1740, 1467, 1257 cm™; *H NMR (300MHz, CHCl5): § 4,52
(2H; s; 2 HO-CH); 4,25 (4H; t; 2 -OCHy—; J= 5,52 Hz); 3,1 (2H; s; 2 —OH); 1,74-1,62
(4H; m; 2 -OCH,—CH>-); 1,40-1,20 (32H; m; 16 —-CH,-); 0,88 (6H; t; 2 —CHg3; J= 6,42
Hz); 3C NMR (75 MHz, CHCls): & 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.
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3.2.2.2. Didodecylester kyseliny mesovinné
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Oznadeni: MV; CogHs406; 486,72 g.mol'l; 6,1 mmol produktu pod oznacenim M bylo
rozpu$téno v suchém dichlormethanu a ochlazeno na —50 °C. Oddélené byl pfipraven
roztok 2 mmol 18-crownetheru-6 a 6,9 mmol manganistanu draselného v 10 ml suchého
dichlormethanu. Tato smés byla pomalu piikapavana do roztoku latky M. Reakcéni smés
tmave fialové barvy byla po 3 hodiny udrZzovana na teploté¢ —50 °C. Poté bylo vypnuto
chlazeni a teplota pozvolna dosahla hodnoty 0 °C. Po chvili byl ke smési pfidan roztok
Na,SO3; — barva se zménila na hnédou. V délici nalevce byla postupné za stalého tiepani
prikapavéana koncentrovana kyselina sirova, az do odbarveni smési. Vznikla bila emulze se
extrahovala dichlormethanem s kapkou ethanolu. Organicka faze byla vysuSena siranem
sodnym, zahus$téna na vakuové odparce. Produkt byl ¢istén chromatograficky za pouziti
mobilni faze petrolether/ethylacetat — 8:2. Produkt byl dosusen ve vakuu. Vytézek: 73 %;
nazloutly olej; IR (CHCl3): vmax 3532, 2957, 2927, 2855, 1740, 1467 cm™; 'H NMR
(300MHz, CHCI3): & 4,55 (2H; s; 2 HO-CH); 4,18 (4H; t; 2 —-OCH,—; J=6,45 Hz); 3.15
(2H; s; 2 —OH); 1,66-1,59 (4H; m; 2 -OCH,—CH,-); 1,29-1,25 (32H; m; 16 —CH,-); 0,87
(6H; t; 2 —CHg3; J=6,60 Hz); *C NMR (75 MHz, CHCls): & 171,1; 72,9; 66,5; 51,6; 31,9;
29,6; 29,6; 29,6; 29,5; 29,3; 29,2; 28,4, 25,8; 22,7, 14,1.

3.2.2.3. Acetonid didodecylesteru kyseliny L-vinné

Oznaleni: AV; CsHssOg; 526,80 g.mol™; 10,2 mmol produktu V a 20,5 mmol
2,2-dimethoxypropanu bylo rozpusténo v 2,5 ml dichlormethanu. Bylo pfidano katalytické

mnozstvi kyseliny toluensulfonové. Banka byla uzaviena chlorkalciovym uzavérem.
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Reakéni smés byla michéna za laboratorni teploty po dobu 2 hodin. Produkt byl ¢istén
sloupcovou chromatografii - slozeni mobilni faze bylo petrolether/ethylacetit v poméru
8:3. Vytézek: 45 %; bilé krystaly; teplota tani 61-62 °C; H NMR (300MHz, CHCls): &
4,53 (2H; s; 2 -O-CH-COO0O-); 4,26 (4H; t; 2 -OCH,—; J=6,68 Hz); 1,78-1,56 (2H; m; 2 —
CHjs); 1,56 (4H; s; 2 -OCH>—CH,-); 1,40-1,20 (32H; m; 16 —CH,-); 0,88 (6H; t; 2 —CHg;
J=6,60 Hz); *C NMR (75 MHz, CHCIs): 8 171,6; 72,0; 66,6; 31,9; 29,6; 29,5; 29,5; 29,3;
29,2; 28,5; 25,7, 22,7; 14,1.

3.2.2.4. Acetonid didodecylesteru kyseliny mesovinné
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Oznaceni: AMV; CaHsgOs; 526,80 g.mol™; 10,2 mmol produktu MV a 20,5

mmol 2,2-dimethoxypropanu bylo rozpusténo v 2,5 ml dichlormethanu. Dals$i postup stejny
jako u produktu AV. Slozeni mobilni faze pro sloupcovou chromatografii bylo
petrolether/ethylacetat v poméru 19:1. Vytézek: 37 %; olej; IR (CHCl3): vmax 3537, 3031,
2957, 2927, 2855, 1759, 1735, 1466, 1377 cm™; 'H NMR (300MHz, CHCls): & 4,82 (2H;
s; 2 -O-CH-COO0O-); 4,19-4,05 (4H; m; 2 —-OCH>-); 1,65 (6H; s; 2 —CH3); 1,42 (4H; s;
2 —~OCH,—CH-); 1,30-1,16 (32H; m; 16 —CH,-); 0,88 (6H; t; 2 —CH3; J=6,64 Hz); *C
NMR (75 MHz, CHCIs): 6 168,3; 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.

3.2.2.5. Karbonat didodecylesteru kyseliny L-vinné
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Oznadeni: CV; CygHs5,07; 512,72 g.mol'l; do reakce bylo vlozeno 0,96 mmol V a
1,1 mmol dimethylkarbonatu. 0,2 mmol rozetfeného NaOH bylo velmi rychle ptidano
do reakce. Do reakce bylo pfidano 15 ml toluenu a pod hlavou destila¢ni kolony byla smés
po 30 minut udrzovana pii teploté 60 °C. Nasledné byla teplota zvySena na 90 °C a pomalu
oddestilovavan vznikajici methanol. Po ukonceni reakce byla smés protfepana vodou,
organickd faze byla vysuSena siranem sodnym. Vakuové zahusténd smés byla CiSténa
chromatograficky. Produkt byl dosusen ve vakuu za pfitomnosti P,Os. Vytézek: 30 %;
olej: IR (CHCI3): vimax 3030, 2957, 2927, 2855, 1743, 1467, 1444, 1276 cm™; *H NMR
(300MHz, CHCI5): 6 4,15-4,09 (4H; m; 2 -O—-CHy-); 3,77 (2H; s; 2 -OCH-CQOO); 1,68-
1,59 (4H; m; 2 -OCH,—CHy-); 1,40-1,20 (32H; m; 16 —CH>-); 0,87 (6H; t; 2-CH3; J=6,40
Hz); **C NMR (75 MHz, CHCls): & 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.

3.2.2.6. Karbonat didodecylesteru kyseliny mesovinné
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Oznaceni: CMV; CyH5,07; 512,72 g.mol'l; do reakce bylo vlozeno 0,78 mmol MV

a 1,33 mmol dimethylkarbonatu. 1,08 mmol ¢istého sodiku bylo velmi rychle ptidano
do reakce. Dalsi postup analogicky jako u produktu CV. Vytézek: 57 %; olej; IR (samotna
latka): vmax 2954, 2923, 2852, 2360, 2342, 1748, 1464, 1263 cm™; ‘H NMR (300MHz,
CHCls3): 6 4,14-4,09 (4H; m; 2 -O-CHj-); 3,78 (2H; s; 2 —-OCH-COOQ); 1,68-1,59 (4H; m;
2 —~OCH»-CHy-); 1,25-1,11 (32H; m; 16 —CH,-); 0,88 (6H; t; 2-CHs; J=6,40 Hz); *C
NMR (75 MHz, CHCI5): 6 100,1; 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.

24



3.3. Hodnoceni akceleraéni aktivity

3.3.1. Priprava kiize pro permeace

Studium akceleracni aktivity syntetizovanych latek bylo provadéno za pouziti praseci
kize plné tloustky. Praseci usi byly ziskdny na mistnich jatkach. Kiize z dorzalni strany
prasecich usi byla opatrné oddélena skalpelem od podloznich tkéni a pfitomné chlupy byly
odstranény zastiithovacem. Poté byla klGze kvili konzervaci pii uchovavani namocena
5 minut v 0,05% roztoku azidu sodného. Takto oSetfena kize byla vakuové uzaviena

a uskladnéna v mrazni¢ce. Maximalni doba skladovatelnosti je 2 mésice pii teploté —18 °C.
3.3.2. Priprava donorovych vzorki

Donorovy vzorek byl pfipraven jako 5% suspenze theofylinu s 1 % testované¢ho
urychlovace v pfislusném vehikulu (voda, 60% propylenglykol, isopropylmyristat).
Vsechny donorové vzorky byly nasyceny piisluSnymi urychlovaéi ve vySe uvedené
koncentraci. Suspenze byla 5 minut michana pii 50 °C a poté byla pienesena do termostatu

a uskladnéna 24 hodin pfi teploté 37 °C. Divodem je navozeni rovnovazného stavu.

Dale bylo nutné si pfipravit kontrolni vzorek. Ten obsahoval 5 % teofylinu a byl

pripravovan jiz uvedenym zptisobem, stejné jako donorové vzorky.
3.3.3. Permeacni experimenty

Urychlovaci schopnost latek syntetizovanych v této diplomové praci byla hodnocena

in vitro za pouziti Franzovych diftiznich cel a theofylinu jako modelového permeantu.

Prasec¢i kize byla tésné pred pouzitim opatrné rozmrazena a nakrajena na kousky
o velikosti zhruba 2 x 2 cm. KiZe byla umisténa do Franzovych difuznich cel a upevnéna

tak aby vznikla plocha 1cm?.

Kazda z Franzovych cel byla naplnéna akceptorovou fazi, skladajici se z fosfatového
pufru o pH 7.4 s piisadou 0.03 % azidu sodného (jako konzervacia) a NaCl. Byl zméfen
piesny objem akceptorové faze (16—18 ml) kazdé z Francovych difaznich cel — tyto udaje
byly zahrnuty do vypoctl. Cely byly umistény na 30 minut do vodni 14zné o teploté 32 °C
kvili ustaveni rovnovahy. Poté bylo 200 pul donorového vzorku aplikovdno na kiizi
do donorového kompartmentu ve Franzové cele. Vzorek byl pfikryt krycim sklickem.
V kazdém experimentu probé¢hly tfi kontroly. Akceptorova faze byla po celou dobu trvani

experimentu michdna a temperovana na teplotu 32 °C pomoci vodni 1dzn¢.
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Poté byly v pfedureném case v pribéhu 48 hodin odebirdny vzorky z Franzovych
diftznich cel. Jednotlivé porce mély objem 0,6 ml a vzdy byly nahrazeny pfesnym

objemem cerstvé akceptorové faze.
3.3.4. HPLC stanoveni teofylinu

Koncentrace theofylinu ve vzorcich akceptorové faze byla stanovena pomoci HPLC
za vyuziti LCP vysokotlakého &erpadla (ECOM, Praha, Ceské republika), autosampleru
(ECOM, Praha, Ceska republika), LiChroCART 250-4 kolony (LiChrospher 100, RP 18,
Sum, Merck, Darmstadt, Némecko), SP 8440 UV detektoru (Spectra Physics) a softwaru
CSW v.1.7. Methanol a 0.1M NaH,PO,; v poméru 6:4 byl pouzit jako mobilni faze.
Pratokova rychlost byla nastavena na 1,2 ml/min. Eluat byl monitorovan pii 272 nm.

Reten¢ni ¢as teofylinu byl 3.3+0.1 min.
3.3.5. Zpracovani dat

Flux ¢ili tok J (ug/cmz/hod) je definovan jako mnozstvi permeujiciho 1é¢iva v pg,
které pronikne plochou kiize o velikosti 1 cm? za 1 hodinu. Flux J permeujiciho 1é¢iva skrz

stratum corneum lze popsat Fickovym prvnim zakonem:

\

_Decnoc
L ¢

S,V

J

zde ve vzorci oznacuje D difuzni koeficient 1é¢iva na membrané, Csny rozpustnost
latky na membrané, L Sitku membrany, €, koncentraci latky rozpusSténé ve vehikulu,
Csv rozpustnost latky ve vehikulu.

Jos (ng/cm?) je kumulativni mnozstvi 1é¢iva, které proniklo plochou 1 cm?

za 24 hodin.

AP (akcelera¢ni pomér) ¢ili ER (enhancement ratio) vypovida o efektivité pouzitého
akcelerantu. Definuje se jako pomér fluxu latky v pfitomnosti akcelerantu (Jx) a fluxu

standardu tj. latky bez akcelerantu (Jo): ]
AP =

X
Jo

VSechny testované slouCeniny byly charakterizovany pomoci urychlovaciho poméru
(enhancement ratio, ER). Statistické zpracovani bylo provedeno za pouziti Studentova

t-testu.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit sérii derivati dikarboxylovych kyselin
a studovat jejich akceleracni aktivitu pfi permeaci theofylinu pfes praseci kuzi in vitro.
Vybér struktur vychazi z ptedchozi précel, vniz byl velmi U¢inny derivat kyseliny
maleinové pod oznacenim 12GM12. Délka hydrofobniho fetézce byla vybrana na zakladé

predchozich poznatkii®.

V diplomové praci jsem studoval, zda ma na akceleracni aktivitu testovanych latek
vliv pfitomnosti dvojné vazby v molekule dikarboxylové kyseliny, jestli je rozdil
Vv aktivitach u cis-izomert v porovnani s trans-izomery, zda se projevilo prostorové
usporadani testovanych diastereoizomerti na vyslednych akceleracnich pomérech a zda
nachazime podstatny rozdil aktivit u derivati se dvéma 12C fetézci oproti latkdm s jednim

12C fetézcem. Vysledky jsou shrnuty v tabulkach 1, 2 a 3.

Didodecylestery kyseliny maleinové (M), fumarové (F) a jantarové (J) byly
pfipraveny reakci pfislusné dikarboxylové kyseliny ¢i anhydridu s dodekanolem. Latka M
byla pfipravena reakci maleinanhydridu s 2 ekvivalenty dodekanolu s vytézkem 82 %.
U latky F byla vychozim reaktantem kyselina fumarova a také byly do reakce vloZeny
2 ekvivalenty dodekanolu, pficemZ reakce probihala s vytézkem 74 %. Syntéza latky J
vychdzela z kyseliny jantarové a pro reakci zde bylo pouzito 6 ekvivalenti dodekanolu.
Vytézek této reakce byl 60 %. VSechny tti didodecylestery M, F, J jsou v literatufe popsané
latky. U kopolymeri zaloZenych na dialkylmaleatech byly studovany adhesivni vlastnosti*’
a dale byly latky M a F testovany jako potencidlni inhibitory Clostridium botulinum*®,

Latka J byla testovana na antinematodalni aktivitu* a také u ni byly popsany hemolytické

vlastnosti a vlastnosti zptisobujici lyzu mitochodrii v jatrech pfi testech in vitro u kufat®®.

V piedchozi praci' byl pfi studiu akceleraénich aktivit velmi G&inny derivat kyseliny
maleinové pod oznacenim 12GMI12. Proto byl u didodecylesteru kyseliny maleinové
pod oznaCenim M ocekavan dobry vysledek akceleracni aktivity. Ocekavani se ale
nepotvrdilo — latka M nedosahla aktivit blizicich se ptedlohové struktuie — latce 12GM12.
Naopak, didodecylester kyseliny jantarové (AP = 0,6 z vody) a didodecylester kyseliny

fumarové (AP = 0,2) maji ti¢innost dokonce sniZenou.
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Pokud srovname aktivity téchto tfi latek navzajem (viz Graf 1), lze fici, ze se
u derivatd s dvojnou vazbou — didodecylesterdi M a F — Vv porovnani s derivatem
s jednoduchou vazbou — didodecylesterem kyseliny jantarové (J) neprokazal vliv na
akcelera¢ni ucinnost. VIliv izomerie na dvojné vazbé se u téchto latek prokazal.
Didodecylester kyseliny maleinové (M), tj. latka s cis-izomerii, ma v porovnani s trans-
izomerem, didodecylesterem kyseliny fumarové (F), vétsi akceleracni aktivitu. Nutno
podotknout, ze rozdil v aktivitich latek M a F v porovnani slatkou 12GMI12 je
zanedbatelny. Vzhledem k tomu, Ze neni dosud piesné znama konfigurace dlouhych
uhlikatych fetézci ceramidll ve stratum corneum, byl by signifikantni rozdil v aktivitach
latek M a F (tj. latek s odlisSnou konfiguraci na dvojné vazbg¢) jisté zajimavym vysledkem

pro dalsi studium.
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Graf 1: Porovnani aktivit didodecylestert M, F, J zvodné suspenze, z 60% propylenglykolu (PG)
a z izopropylmyristatu (IPM).

Vzhledem k nizké akceleracni aktivité¢ didodecylesteri dikarboxylovych kyselin byla
navrzena obmeéna struktury diesteru. Dal$imi studovanymi latkami jsou proto monoestery
dikarboxylovych kyselin — monododecylester kyseliny maleinové (MOH) a monododecyl-
ester kyseliny jantarové (JOH). Vychozimi reaktanty pro latky MOH a JOH byly pfislusné
anhydridy kyselin. Pro syntézu monoesteru MOH byl pouzit 1 ekvivalent dodekanolu,
pfi¢emz reakce probihala s vytézkem 78 %. U latky JOH reagovalo 0,9 ekvivalentu
dodekanolu a vytézek byl 60 %. U téchto reakci byla zkracena reakéni doba v porovnani

S pfedchozimi reakcemi pii syntéze diesterd. Obé& latky MOH a JOH jsou popsany
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Vv literatufe. U latky MOH byly studovany inhibi¢ni vlastnosti na mikroorganismus
Clostridium botulinum®. U latky JOH byly popsany hemolytické vlastnosti a vlastnosti

zpiisobujici 1yzu mitochodrii v jatrech pii testech in vitro u kufat™.

Latky byly testovany jak z vodné suspenze (viz Graf 2), tak z izopropylmyristatu (viz
Graf 3). Na nasledujicich dvou grafech je srovnani didodecylestera kyseliny maleinové (M)

a jantarové (J) s jejich pfislusnymi monododecylestery MOH a JOH.

Graf 2 vystihuje, jak zménou struktury — zdiesteru na monoester — doslo
K podstatnému zvyseni akcelera¢ni aktivity. Monoester MOH ma ze studovanych latek
nejvyssi aktivitu (AP = 22,2). Derivaty kyseliny jantarové z vodné suspenze také vykazuji
zmény v aktivitdich. Z ptivodné neaktivniho diesteru J se aktivita monododecylesteru

kyseliny jantarové zvysila piiblizné pétkrat.
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Graf 2: Srovnani aktivit didodecylesterti M, J s jejich prislusnymi monododecylestery — MOH, JOH z vodné
suspenze.

Na grafu 3 lze také vycist, Ze zména struktury didodecylesteru kyseliny maleinové
pfinesla zvySeni akceleracniho poméru. Monododecylester této kyseliny (AP = 8,5) je
9,5krat Gc¢inn€j$i nez prisluSny didodecylester. U derivati kyseliny jantarové nedoslo

V tomto prostiedi ke zménam a aktivity obou latek si jsou velmi podobné.
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Graf 3: Srovnani aktivit didodecylesteri M, J sjejich pfislusnymi monododecylestery — MOH, JOH
Z izopropylmyristatu.

Lze tedy shrnout, Ze strukturni obména latek typu diesterti na monoestery vyznamné
ovliviiuje akceleracni schopnost. U derivatu MOH vzrostla aktivita oproti latce M piiblizné
tiinactkrat. Jak se ukazuje, je 1 v tomto pfipad¢ dllezitym Cinitelem vzristu akceleracniho
poméru piitomnost dvojné vazby. Monododecylester kyseliny maleinové je (z obou

testovanych prostiedi) i¢inn¢jsi akcelerant nez monoester JOH.

Monododecylester kyseliny fumarové se nepodafilo syntetizovat. NMR analyzou
produktu syntézy byla potvrzena vychozi kyselina fumarova. Proto pro doplnéni celé série
latek se v budoucnosti pocitd se syntézou a hodnocenim in vitro aktivity 1 U mono-

dodecylesteru kyseliny fumarové.

Pii dalsi syntéze se vychazelo z vysledku aktivit pfedchozich latek (monoesteri MOH
a JOH). Ukézalo se, Ze odstranéni jednoho 12C ftetézce vede ke zvySeni uinnosti. Proto
byla navrzena dvojice dalSich esterdi. Jedna se o dodecylmethylestery F1 a M1. Vychozim
reaktantem pro ptipravu produktu M1 byla latka jiz dfive syntetizovana — MOH. Reakce
probihala za nizké teploty, s vytézkem 55 %. Pro syntézu latky F1 byla pouzita kyselina
fumarova. Reakce probihala pfes meziprodukt — dimethylester kyseliny fumaroveé —
s naslednou transesterifikaci jedné methylové skupiny. Teplota 1 reakéni doba byly oproti

syntéze M1 zvySeny. Latky M1 a F1 jsou v popsany literatufe. Byl u nich studovan
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inhibi¢ni vliv na Clostridium botulinum a vzajemné vztahy mezi jejich aktivitou a riznymi

fyzikalng-chemickymi konstantami®’.

Pti studiu akceleracnich aktivit z prostiedi izopropylmyristatu nevykazoval ani jeden
Z dodecylmethylesterti u¢innost. Akceleracni poméry z prostfedi vodné suspenze potvrzuji
piedchozi zjisténi. Pokud srovname oba dodecylmethylestery mezi sebou, zjistime,
ze ucinnéjsi byl derivat kyseliny maleinové M1 (AP = 16,0). Z prostiedi propylenglykolu
byl AP derivatu M1 10,1.

Lze tedy konstatovat, ze rozdilnd délka hydrofobnich uhlikatych fetézci je
pro aktivitu vyhodnd. Strukturni obména na dodecylmethylderivat vedla ke zvySeni
akceleracni aktivity oproti didodecylesteru kyseliny maleinové piiblizné 10x a u derivatu
kyseliny fumarové ptiblizné¢ pétkrat. Vzhledem k tomu, Ze derivat kyseliny fumarové F1
vykazuje velmi nizké aktivity, 1ze poukazat na vyznamny vliv Cis-, trans-izomerie dvojné
vazby
na akcelera¢ni schopnost syntetizovanych latek. Dodecylmethylderivat M1 s cis-dvojnou

vazbou je 5x u¢inngjsi nez jeho trans-izomer dodecylmethylester F1 (viz Graf 4).
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Graf 4: Srovnani aktivit didodecylesterd M, F s aktivitami dodecylmethylestert M1 a F1 z vodné suspenze.

U téchto derivati by v budoucnu bylo vhodné porovnat vliv jednoduché a dvojné
vazby. Zajimavé by bylo studovat latky také z prostfedi propylenglykolu a porovnat je

mezi sebou, vzhledem k pozitivnim vysledkiim derivatu M1 v tomto prostiedi.
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Dal§imi syntetizovanymi a studovanymi latkami byly estery kyselin L-vinné,
mesovinné a jejich cyklické derivaty — acetonidy a karbonaty. Latka V byla pfipravena
reakci kyseliny L-vinné s 2 ekvivalenty dodekanolu za katalyzy. Vzhledem
k uspokojivému vytézku (52 %) nebylo nutné chranit hydroxylové skupiny. Didodecylester
kyseliny mesovinné MV je teoreticky mozné piipravit analogicky jako V. V této diplomové
praci byla vSak vyzkouSena metoda oxidace dvojné vazby diesteru M na cis-diol pomoci
KMnOy za tazové katalyzy. Reakce uspésné probehla s vytézkem 73 %. V literatuie nejsou

tyto latky dosud popsény.
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Graf 5: Porovnani aktivit didodecylestertt V a MV z prostiedi vodné suspenze, z 60% PG a z IPM.

Z hlediska studia akceleracnich schopnosti je chovani téchto latek z riznych prostiedi

odlisné. V prostredi isopropylmyristatu jsou tyto latky netcinné.

Latky se od sebe zcela 1i$i v prostfedi vodné suspenze a prostiedi propylenglykolu
(Graf 5). Ve vodné suspenzi vykazuje vyssi akceleracni aktivitu derivat kyseliny vinné V
(AP = 6,5) nez derivat kyseliny mesovinné MV (AP = 4,7), zatimco v prostiedi
propylenglykolu je naopak 4x G¢inné&jsi derivat kyseliny mesovinné (AP = 5,1). Vzhledem
ke zjiSténym hodnotdm lze ptedpovidat rozdilnou interakci diastereoizomert v téchto dvou
vehikulech. Vysledek je zfejmé dan rtiznou rozpustnosti jednotlivych diester. Je také

mozné uvazovat o synergickém puisobeni amfifilniho produktu MV a propylenglykolu.
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Srovnani akceleraénich uc¢innosti didodecylestertt J, V.a MV z vodné suspenze je
na grafu 6. Latky Va MV se od didodecylesteru J vyznamné ve svych akceleracnich
aktivitach odliSuji. Mazeme proto fici, ze piitomnost hydroxylovych skupin ma pozitivni

vliv na zvyseni akceleranich poméri testovanych latek.
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Graf 6: Porovnani aktivit didodecylestert J,V a MV z prostiedi vodné suspenze.

Z derivath V a MV jsme vychazeli pii ptipravé acetonidii pfisluSnych kyselin AV
a AMV. Tyto latky jsme pfipravili reakci s dimethoxypropanem s vytézkem piiblizné 40
%. VytéZky obou produkti byly sice niz$i, ale ziskali jsme potfebnd mnozstvi
pro permeacni pokusy, a proto nebyly podminky reakce dale optimalizovany. Ani jedna

Z latek nebyla dosud v literatufe popsana.

Akceleracni aktivity latek AV a AMV byly studovany z vodné suspenze a z 60% PG.

Akcelera¢ni poméry v obou prostiedich nejsou u téchto derivatl vyznamné.

Poslednimi z navrzenych latek, odvozenych od kyselin vinné a mesovinné, jsou
cyklické karboniaty CV a CMV. Pro reakci didodecylkarbonatu kyseliny vinné CV se
vychazelo z produktu V, ktery reagoval s dimethylkarbonatem za katalyzy NaOH. Vytézek
byl 30 %. Syntéza didodecylesteru kyseliny mesovinné CMV vychdzela z reakce MV
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S dimethylkarbonatem za katalyzy Na. Vytézek byl 57 %. Z reakei vyplyva, Ze katalyza

Cistym sodikem zvySuje vytézek. Ani jedna z latek neni v literatue doposud popsana.
Aktivita CV a CMV byla studovana z vodného prostiedi a z prostiedi

propylenglykolu. Latky nevykazuji vzajemné vétsi odchylky. Jejich aktivity jsou

nevyznamne.
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Oznadeni | n Jin (ng/cm?/h) AP+£SD lagT (h)
kontrola 12 19411 1,0+0,6 16,416,4
M 4 2,3+0,8 1,6+0,9 14,0+£2,0

F 4 1,1+0,6 0,7+0,3 14,5+0,7

J 4 0,8+0,2 0,6+0,2 17,2417

Vv 4 9,9£3,5 6,5+1,0 21,243,2
MV 4 6,9+1,8 4,7+1,3 22,1+19
AV 3 51+1,4 2,2+0,9 25,2421
AMV 3 7,4+1,2 3,1+0,4 24,7421
Cv 3 1,3+0,4 0,5+0,1 25,1+2,1
CMV 3 3,5+2,2 1,4+0,8 20,0+7,8
M1 4 26,0+1,0 16,0+0,8 18,845,8
F1 3 6,1+1,9 3,1+1,0 55+2,1
MOH 2 44,1+12,8 22,246,5 13,8+0,8
JOH 2 59+1,0 3,0+0,5 13,8+1,3

Tabulka 1: Souhrnné vysledky akcelera¢nich schopnosti syntetizovanych latek z vodné suspenze:

n — pocet opakovani, Jy, — flux theofylinu, AP — akcelera¢ni pomér, lagT — lag-Time, SD — smérodatna

odchylka, * — statisticky vyznamné s p<0,05.



Oznadeni Jin (ng/cm?/h) AP£SD lagT (h)
kontrola 1,0+0,8 1,040,5 15,7+2,8
M 0,5+0,3 0,9+0,3 14,0+2,0

F 0,240,1 0,310,1 14,5+0,7

J 1,64+1,3 2,6+2,0 17,241,7

V 0,640,3 1,240,3 21,2432
MV 2,3+0,9 5,142,2 22,1+1,9
AV 4,3+2,3 2,1+1,1 21,2428
AMV 6,1+4,6 2,9+2.4 21,2423
CV 7,0+2,7 3,4+1,4 18,4+1,6
CMV 2,641,2 1,240,6 21,7422
M1 5,2+2,7 10,1+2,3 18,8+5,8

Tabulka 2: Souhrnné vysledky akceleraénich schopnosti syntetizovanych latek z 60% propylenglykolu
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Oznadeni Jin (ng/cm?/h) AP£SD lagT (h)
kontrola 2,040,4 1,040,2 12,3+3,5
M 2,240,5 0,9+0,2 13,5+0,3

F 2,54+0,6 1,140,3 13,1+0,8

J 3,240,1 1,440,0 10,8+0,7

V 2,7+0,8 1,140,4 8,2+4,1
MV 2,141,0 0,9+0,4 10,2+0,5
M1 2,4+0,3 1,040,1 10,6+1,0
F1 5,9+4.4 1,50,4 13,8+1,8
MOH 14,8+0,8 8,5+0,4 13,240,5
JOH 2,3+0,4 1,340,2 7,742,2

Tabulka 3: Souhrnné vysledky akcelera¢nich schopnosti syntetizovanych latek z isopropylmyristatu
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5. ZAVER

V diplomové prace jsem syntetizoval 13 latek, jejichz strukturnim zakladem byly
dikarboxylové kyselin — maleinova, fumarova, jantarova, L-vinna a mesovinna. Pfipravil
jsem pripraveny estery vySe uvedenych kyselin a to konkrétné¢ didodecylestery,
monododecylestery a dodecylmethylestery. U hydroxykyselin jsem déle syntetizoval jejich
cyklické derivaty — acetonidy a karbonaty.

V ramci experimentalni ¢asti jsem u piipravenych latek studoval akceleracni aktivitu
pfi prostupu modelového 1éCiva theofylinu pies prase¢i kizi plné tloustky in vitro
za pomoci Franzovy cely z prostiedi tfi vehikul rizné polarity. Byly to vodna suspenze,

60% propylenglykol a izopropylmyristat.

Studium akcelera¢nich poméri latek nam osvétluje vztah mezi strukturou latek
a jejich ucinnosti. Z vysledka akcelera¢nich poméra se nepotvrdil rozdilny vliv derivatt
s jednoduchou a dvojnou vazbou na jejich G¢innost. Vysledky pti hodnoceni derivati
s izomerii na dvojné vazbé ukazuji na to, ze latky s Cis-izomerii v porovnani s latkami
s trans-izomerii vykazuji vyS$i akceleracni aktivity. NejvétSich zmén v akceleracni
ucinnosti jsem zaznamenal pii zméné€ struktury z diesteru na monoester. Zde se da fici,
ze existuje vztah mezi poc¢tem dlouhych hydrofobnich fetézcti v molekule a jeji akceleracni
ucinnosti. Monododecylestery a dodecylmethylestery v porovnani s didodecylestery jsou
latky se zvySenou akceleraéni G¢innosti. Dale jsem zaznamenal rozdil aktivit u latek J, V
a MV. Didodecylestery Va MV, tj. latky s hydroxylovymi skupinami maji v porovnani
s diesterem J akcelera¢ni ucinnost vyssi. Da se usuzovat na pozitivni vliv pfitomnosti
hydroxylové skupiny pii permeaci modelového Iléciva. Vliv optické izomerie
u diastereoizomerd Va MV se neprojevil, protoze jejich aktivity jsou ve studovanych
prostiedich rGzné. Ztoho lze tedy spiSe usuzovat na vliv vehikula, neZ na vliv

diastereoizomerie.
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