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1. SOUHRN

Mezi tkoly fteSené dlouhodobé na Katedie anorganické a organické chemie
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy patii mimo jiné také syntéza a testovani
ucinnosti latek s potencialni aktivitou akcelerantli transdermalni permeace. V poslednim
desetileti zde byly ptipraveny estery kyseliny 6-aminohexanové a jejich analogy
s vysokou akcelerac¢ni uc¢innosti. V soucasnosti jsou hledany blizsi vztahy mezi jejich
strukturou a ucinkem. Pfispévkem k této problematice je i tato prace, kterd se tyka
hledani mechanismu ucinku jednoho znejucinnéjSich pfipravenych derivata,
transkarbamu 12 (T12).

Akceleranty transdermalni permeace jsou latky usnadnujici vstup 1éCiva pres
kazi. Jejich mozné mechanismy uc¢inku zahrnuji naruSeni uspotfaddané struktury stratum
corneum, zvySeni rozpustnosti 1é¢iva ve vehikulu nebo zvySeni jeho rozdélovani do
stratum corneum. Pfesny mechanismus vétSinou neni znam.

T12 je sil karbamové kyseliny odvozena od dvou molekul dodecylesteru
kyseliny 6-aminohexanové. V mirné kyselém prostiedi (jaké se nachazi naptiklad ve
stratum corneum, jeho misté U¢inku) se snadno rozkladd za uvolnéni CO; a volného
aminoesteru. S cilem zjistit, zda tato schopnost souvisi s vysokou aktivitou, byla
pfipravena série latek s CO, kovalentné vazanym v polarni hlavé (estery kyseliny
uhlicité, karbamové a stavelové). Jejich aktivita byla ve srovnani s predlohovym T12
zanedbatelna.

Dale byla pfipravena série analogli se symetrickym methylovym nebo
ethylovym rozvétvenim v koncové casti lipofilnich fetézci se zamérem zvysSit
akceleracni aktivitu. Zavedeni methylového rozvétveni aktivitu nezménilo, ethylové ji
mirné snizilo. Rozvétveni v koncové casti molekuly tedy patrn€é snizilo schopnost
akcelerantu zaclenit se mezi lipidy stratum corneum.

U TI2 byla také studovana jeho schopnost uvolnit CO, VvV mirné kyselém
prostfedi a to dvéma metodami. Pomoci IC spektroskopie jeho smési s kyselinou
palmitovou nebo slipidy extrahovanymi ze stratum corneum (obsahuji cca 10 %
mastnych kyselin) byla popsana pravdépodobna interakce vedouci k rozkladu molekuly
za uvolnéni CO,. Thermogravimetricka analyza podobné smési vedla k zavéru, Ze mirné
kyselé prostfedi urychluje tento rozklad ve srovnani s rozkladem vyvolanym pouze
zvysenou teplotou.

Teorie o specifickém mechanismu ucinku T12 byla podpotena také zjisténim, Ze
tento akcelerant nema vyznamny vliv na rozpustnost modelového 1é¢iva ve vehikulu ani
na jeho rozdélovani z vehikula do stratum corneum.

Zavérem lze tict, Ze mechanismus ucinku T12 se odviji z jedinecné struktury jeho
polarni hlavy tvofené soli karbamové kyseliny, ktera ma schopnost se v mirn¢ kyselém
prosttedi stratum corneum rozkladat za uvolnéni CO;. Rozpad nejspis vede ke
konforma¢nim zménam v molekule T12. Tyto zmény spole¢né s uvolnénym CO; velmi
pravdépodobné narusuji uspotradanou strukturu lipida SC a tim usnadiiuji prichod
1é¢iva kizi. Mechanismus uc¢inku tohoto typu nebyl dosud v literatufe popsan



1. Uvod

2. SUMMARY

One of the subjects studied in the Department of Inorganic and Organic Chemistry of
the Faculty of Pharmacy focuses on the synthesis and biological evaluation of potential
transdermal permeation enhancers. Over the past few years, series of esters of
6-aminohexanoic acid of high enhancing activity and their analogues have been
prepared. Presently, the structure-activity relationships are being studied. This work
contributes to this problem by searching for the mechanism of action of one of the most
active compounds, transkarbam 12 (T12).

Transdermal permeation enhancers facilitate drug absorption through the skin.
Generally, their mechanisms of action include the disturbance of highly ordered
structure of stratum corneum, promotion of drug solubility in the vehicle or enhancing
the partitioning of drug from the vehicle into stratum corneum. Nevertheless, the exact
mechanism is usually unclear.

T12 is a carbamic acid salt derived from two molecules of 6-aminohexanoic acid
dodecyl ester. In slightly acidic environment (as in stratum corneum, its target place) it
decomposes easily releasing a molecule of CO, and free amino ester. To find out
whether this ability contributes to its high activity, a series of T12 analogues with CO,
covalently bound in the polar head was prepared (esters of carbonic, carbamic and
oxalic acid). Their enhancing activities were negligible when compared to that of T12.

Another series of T12 analogues with symmetrical terminal methyl or ethyl
branching was synthesized with the purpose to improve the enhancing activity. But the
introduction of methyl branching didn’t change the activity, furthermore, ethyl
branching increased it slightly. Thus we hypothesize that terminal branching probably
decreased the ability of enhancer to incorporate into the stratum corneum lipids.

The ability of T12 to release CO in slightly acidic environment was studied by
two different methods. The IR spectroscopy of the mixture of T12 with palmitic acid or
with lipids extracted from stratum corneum (they contain ca 10 % of fatty acids)
enabled us to describe the proposed interaction leading to T12 decomposition and CO,
release. Thermogravimetric analysis of similar mixture proved that slightly acidic
environment leads to faster T12 decomposition in comparison with the decomposition
caused only by elevated temperature.

The theory about specific mechanism of action of T12 was supported also by the
fact that this enhancer didn’t influence the model drug solubility neither its partitioning
into stratum corneum.

Finally, we can conclude that the mechanism of action of T12 arises from the
exceptional structure of its polar head formed by carbamic acid salt and from the ability
of such structure to decompose in slightly acidic environment releasing a molecule of
CO,. The decomposition very probably leads to the conformational changes in T12
molecule. Such changes together with the released CO; disturb the highly ordered lipid
structure in stratum corneum and thus facilitate the drug absorption through the skin.
The mechanism of action of such type hasn’t been described before.
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Mezi tkoly fteSené dlouhodobé na Katedie anorganické a organické chemie
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy patfi mimo jiné také syntéza a testovani
ucinnosti latek s potencidlni aktivitou akcelerantl transdermalni permeace. V poslednim
desetileti zde byly pfipraveny estery kyseliny 6-aminohexanové a jejich analoga
s vysokou akcelerac¢ni uc¢innosti. V soucasnosti jsou hledany blizsi vztahy mezi jejich
strukturou a Gi¢inkem.

Prispévkem k této problematice by méla byt i tato prace, kterd se tykéd hledani
mechanismu u¢inku jednoho z nejicinnéjsich ptipravenych derivati, transkarbamu 12.

1.1. Transdermalni podani 1éCiv

Transdermalni podani 1é¢iv (transdermal drug delivery, TDD) spociva v jejich aplikaci
na kuzi s cilem dosdhnout jejich systémového ucinku, ptipadné ucinku v piilehlych
(napfiklad perordlni nebo intraven6zni) zahrnuji naptiklad vylouceni first-pass
metabolismu v jatrech a zazivacim traktu, mens$i interakce s jinymi I€Civy nebo s
potravou, omezeni vedlejSich ucinkd, stabilngjsi Iékové hladiny nebo moznost snadného
a rychlého pferuseni pfivodu latky do téla v ptipadé vyskytu nezadoucich G&inkd. Tyto
vyhody spolu s velmi snadnou aplikaci a minimalni traumatizaci pacienta (ve srovnani
napiiklad s intraven6znim podanim) vedou k lepsi compliance.

Pro vétsinu latek je vSak prichod kozni bariérou pomémné obtizny, coz vyrazné
omezuje SirSi pouziti TDD. V soucasné dobé se transdermalné podavaji naptiklad:
klonidin, fentanyl, lidokain, nikotin, nitroglycerin, estradiol, ethinylestradiol,
norelgestromin, norethindron, oxybutynin, skopolamin nebo testosteron.? Pro snadny
prunik kGzi by lécivo mélo splilovat pomérné naronou kombinaci nasledujicich
fyzikéalné-chemickych vlastnosti:* molekulovd hmotnost do 400 g/mol, vyvaZena
lipofilita a hydrofilita, nizk4 teplota tani. Pokud je denni terapeutickd davka léciva vice
nez 10 mg, mize byt transdermalni podani obtizné, vhodné&jsi jsou davky nizs§i nez
5 mg.1 Vétsina 1€€iv vSak tyto pozadavky nespliiuje, je tedy potieba n¢jakym zplisobem
uméle usnadnit jejich priichod koZni bariérou.

1.2. Kozni bariéra

Kuze je nejvétsim lidskym organem a jako bariéra odd€lujici vnéj$i a vnitini prostor
chrani organismus pfed nezddoucim vstupem xenobiotik dovnitf a zaroven pred
nezédoucim tnikem endogennich latek.

Kéze* je tvofena dvéma zékladnimi vrstvami: vngjsi, nevaskularizovana
(epidermis) a vnitini (dermis). Dermis je tvoiena fibroblasty uloZzenymi v pojivové
tkani, je bohata na krevni kapilary, nervy a nervova zakonceni, vlasové folikuly, potni a
mazové zlazky a vyzivuje svrchni epidermis. Epidermis obsahuje keratinocyty (95 %),
melanocyty, Langerhansovy a Merkelovy buiniky. Mtze byt podrobnéji rozd€lena na



1. Uvod

GtyFi vrstvy: stratum basale, spinosum, granulosum a corneum.® Tyto vrstvy predstavuji
Ctyfi ruzna stadia diferenciace keratinocytti vznikajicich z kmenovych bun¢k bazalni
membrany, které postupné migruji k povrchu. Ve stejném smeéru, jak ubyva kysliku a
zivin, builky odumiraji, stavaji se zplostélymi, jejich organely, v€etné bunécéného jadra,
postupné zanikaji a dochazi k hromadéni keratinu a lipidi. Tento proces se nazyva
keratinizace a vede ke vzniku kozni bariéry, ktera je predstavovana nejsvrchnéjsi

nezivou vrstvou epidermis — stratum corneum (SC).
SC*® je tvofeno 18-21 vrstvami korneocytd (posledni stadium v diferenciaci
keratinocytti) obklopenymi lipidovou matrici. Toto uspofadani se Casto oznacuje jako
cihly a malta’ (,,brick and mortar, obr. 1).

A - gy Bariérova funkce SC je zalozend na

-~ < SC  gspecifickém slozeni a  uspotradani

- L - - extracelularnich lipida. Ty pfedstavuji

-, -= - 10-15 % susiny SC a tvoii souvislou fazi.

Kotheoeyt Livofiind SloZeni smési lipidi SC se miZe lisit na
pofilni , v . .. 1y /1.0 v

Lipidov Hydrofilni zakladé individualnich rozdilt, veéku,

matrice [ :3 nm typu a stavu kiize, mista na téle, ale také

Membrana korneocyt podle metody pouzité k jejich ziskani

nebo stanoveni.

Obr. 1. Zjednodusena struktura SC: Hlavnimi slozkami lipida SC jsou

korneocyty Vv lipidové matrici, sandwichovy ceramidy (50 %), cholesterol (25 %),

model usporadani intercelularnich lipid SC. volné mastné kyseliny (10 %), minoritné

jsou zastoupeny také estery cholesterolu, cholesterolsulfat a glukosylceramidy. Narozdil
od jinych membran je SC prakticky prosté fosfolipida.

Ceramidy v lidském SC predstavuji skupinu 9 latek, jejichz spolecnym
strukturnim prvkem je polarni hlava a dva hydrofobni fetézce (obr. 2). Mastné kyseliny
pfitomné ve SC jsou vétSinou nerozvétvené, nasycené a delSi nez 18 uhlikd.
NejcastejSimi jsou kyselina behenova (22 uhlikh) a lignocerova (24 uhlikd).

Vysoky obsah ceramidl s dlouhymi nerozvétvenymi nasycenymi alifatickymi
fetézci vede ke tvorbé vysoce organizované, nepropustné struktury. SC ma propustnost
pro vodu asi tisickrat nizs$i nez jiné biologické membrany, coZ je dano pravé unikatnim
uspofadanim intercelularnich lipidd. Bariérova funkce lipidi SC byla naptiklad
dokdzana odstranénim c¢asti lipid pomoci rozpoustédel, coz vedlo ke zvySené ztraté
vody a taky ke zvySené propustnosti kiize.?

Lipidy mezi korneocyty jsou usporadany do lamel,® pricemz jednotlivé lamely
jsou soubézné s povrchem kuze. Elektronovou mikroskopii byla zjisténa ptitomnost
dvou opakujicich se lamelarnich fazi o tloustce 5 a 3 nm.’ Pruhovy vzor, specificky pro
intercelularni lipidy SC, byl v elektronovém mikroskopu pozorovan jako stfidani

Sirokého-uzkého-Sirokého pruhu
OH

HO (obr. 1). Toto usporadani bylo
HOW ceramid 3 oznaceno jako sandwichovy
//’L\‘\H/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\ model, jedna jeho jednotka ma

o

. _ 13 nm (5-3-5 nm).
Obr. 2. Priklad ceramidu.



1.3. Cesty pruniku latek pres kazi

Molekuly 1é&iva mohou kiZi prostupovat tiemi cestami'®** (obr. 3a):
e potnimi zlazkami,

¢ vlasovymi folikuly a mazovymi zlazami,

e piimo pies SC.

Vi
3a  Permeakni cesty as 3b

Stratum
corneum

Lipidova matrice

Vyvod potniho
kanalku

Intercelularni cesta Transcelularni cesta
n

Podkozni = Zi".'g ) :
kapilara — epidermis 77
>
Potni M 5 i [ i
kandlek —| §azovd ~ e
|— Zlaza g
Korneocyt ,*,
Potni
Zlaza ;
Vlasovy
— folikul
—— KoZni
papila

Obr. 3a. Cesty prostupu latek pies kazi: 1) potnimi zlazkami, 2) ptes SC (3b: intercelularné
nebo transcelularng), 3) ptes vlasovy folikul a S nim spojenou mazovou zlazku.

Plocha poskytovana potnimi kanalky a vlasovymi folikuly tvofi jen asi 0,1 % celkové
plochy pro transport 1é¢iva, tim padem se na jeho fluxu podili jen zanedbatelné. Tato
cesta se stava dilezitou v ptipad¢ latek svelkou molekulou nebo ionti. Adnexa
(folikuly a mazové a potni zlazky) zaroven piedstavuji jakousi ,.zkratku®, ktera se
projevuje ve fluxu lé¢iva pfed nastavenim rovnovazného stavu.

Hlavni bariéru pro vstup lé€iva tedy predstavuje intaktni SC. Jim mohou latky
prostupovat bud’ intercelularné, tedy difundovat lipidovou matrici mezi korneocyty,
nebo transcelularné (¢i intracelularné), tedy pres keratinocyty (obr. 3b). Obecné je
uvadéno, Ze lipofilni latky prochéazeji pfednostné interceluldrn€ zatimco hydrofilni
transcelularnd.* Toto zjednoduSeni je vSak ponc€kud nepfesné, zejména co se tyce
transcelularni cesty. Pfi ni totiz permeant sice prostupuje korneocytem, kde je hydrofilni
prostiedi, ale aby se mohl dostat do dalSiho korneocytu, je nutné, aby piekonal nékolik
lipidovych lamel mezi jednotlivymi korneocyty. Pro vétSinu léCiv je toto
nékolikandsobné rozdelovani mezi hydrofilnim a lipofilnim prostfedim nevyhodné.
Z toho vyplyva, ze pro vétSinu 1éCiv je hlavni cestou prostupu cesta interceluldrni. Tim
se draha, kterou musi 1é¢ivo absolvovat, prodluzuje z cca 20 um (tloustka SC kolmo k
povrchu) az na cca 500 pm. ™

Prostup 1éc¢iva pies kiizi mize byt usnadnén rtiznymi zpisoby, které zahrnuji napiiklad
fyzikalni metody (iontoforéza, fonoforéza, elektroporace, pouziti mikrojehel),
formula¢ni metody (mikroemulze, lipozomy), biochemické metody (podani ve formé
proléciva, inhibice ¢i aktivace koznich enzymti) a chemické metody (pouziti akcelerantli
transdermalni permeace).



1. Uvod

1.4. Akceleranty transdermalni permeace

Tyto latky usnadiiuji prostup 1é¢iva kazi do hlubsich tkani, ptipadné do krevniho nebo
lymfatického tecisté. Jejich pisobeni mize byt vyvolano jednak samotnym slozenim
piipravku, ale také specifickym ptsobenim na kozni bariéru. U ptipravku mohou meénit
jeho termodynamické vlastnosti, rozpustnost 1é¢iva nebo jeho vstup do SC. V kizi
mohou interagovat s jejimi soucastmi a tim reverzibilné¢ zvySovat jeji propustnost pro
1é¢ivo.

Akceleranty transdermalni permeace jsou fazeny mezi pomocné farmaceutické
latky a jsou na né& tedy kladeny vysoké néaroky.'* Vlastnosti, které by mél idealni
akcelerant spliiovat, zahrnuji nasledujici pozadavky:™

¢ m¢ly by byt netoxické, nedrazdivé a nealergizujici,

e nastup ucinku by mél byt rychly, délka a pribeh plisobeni by mély byt predvidatelné,

e nem¢ly by mit vlastni farmakologicky ucinek,

e mély by ucinkovat jen v jednom sméru (tzn. usnadiiovat vstup 1éciv do téla, ale
nedovolovat ztratu endogennich latek),

e po jejich odstranéni z kiize by méla nastat co nejrychlejsi obnova bariérovych funkci,

e mély by byt kompatibilni se v§emi slozkami ptipravku,

e mély by byt ,,kosmeticky ptijatelné* (bez zapachu, chuti ¢i barvy).

V neposledni fadé by se mélo jednat také o latky snadno dostupné a levné. Nalézt
akcelerant, ktery by vyhovoval vSem kritériim a zaroven si zachoval potfebnou u¢innost
je nesnadné. Pii volbé akcelerantu pro transdermalni systém je potfeba vychazet z
pozadavkl konkrétni 1ékové formy. U akcelerantti, které se pouzivaji ve velmi nizkych
koncentracich, je eventuelné mozno od nékterych z pozadovanych bodi zcela ustoupit.

Rozd¢leni akcelerantli 1ze provést podle riznych kritérii. Co se ty¢e chemické
struktury, jednd se o skupinu velmi rtiznorodou. Velmi hrubé je Ize rozdélit na mala
polarni rozpoustédla (napt. ethanol, propylenglykol, dimethylsulfoxid, ethyl-acetat atd.)
a na amfifilni latky obsahujici polarni hlavu a hydrofobni fetézec (napt. mastné kyseliny
a alkoholy, Azon® a jeho derivaty atd.). Dale mohou byt klasifikovany do skupin podle
pfedpokladaného mechanismu uc¢inku, chemické struktury ¢i polarity.16

1.4.1. Prehled akcelerantii transdermalni permeace podle chemické struktury

Nejptirozengjsim akcelerantem je patrné voda."™ Pouziti vody k urychleni primiku latek
kazi se prakticky provadi pomoci okluze, at’ uZ néjakou okluzivni masti ¢i néplasti.
Nevyhodou je zde nebezpeci lokalniho podrazdéni a bakterialni infekce.

Jednim z nejdéle studovanych akcelerantd je dimethylsulfoxid (DMSO), ktery
muizeme fadit do skupiny aprotickych rozpoustédel. Slabinou je u ngj to, Ze se musi
pouzivat ve vysokych koncentracich (nad 60 %), pak ale zpisobuje vznik erytému a
denaturaci proteinii sc.” Neptijemnou je také jeho metabolizace na dimethylsulfid,
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ktery zpisobuje nesnesitelny zapach. Do stejné skupiny lze zaradit také dalsi podobné
akceleranty: dimethylformamid a dimethylacetamid.

Prvni latkou, jejiz struktura byla specificky navrzena s cilem piipravit akcelerant
transdermalni permeace byl Azon® (1-dodecylazacykloheptan-2-on).®®*® Do dnesni
doby se také stal nejstudovanéj$im akcelerantem a standardem pro porovnavani aktivit
jinych latek.

Pyrrolidin-2-on nebo 1-methylpyrrolidin-2-on byly popsany jako akceleranty
pro pomérn¢ Siroké spektrum 16¢iv.” Jsou to vynikajici rozpoustédla, jejich SirSimu
pouziti vSak brani drazdivy efekt.

Dalsi Gasto zmifiovanou skupinou jsou vy$8i mastné kyseliny,’ u nichz byly
podrobné¢ studovany vztahy mezi strukturou a u¢inkem se zamétenim na délku fetézce,
pritomnost nasobnych vazeb a konfiguraci na nich, ptfipadné rozvétveni. Nejpopsanéjsi
latkou z této skupiny je Kyselina olejova.

Rozmanitou skupinou jsou také alkoholy. Z nizsich se napt. ethanol pouziva
pomérné Casto jako rozpoustédlo, nejvysSich akceleracnich aktivit je u néj dosazeno
v koncentracich 40-60 %.% Jeho nevyhodou je to, Ze v téchto koncentracich zpisobuje
dehydrataci kiiZe vedouci vétsinou K jejimu podrazdéni. Vy$§i mastné alkoholy? se
Casto pouzivaji v kombinaci propylenglykolem (PG) a jejich ucinek se vzajemné
potencuje.

Povrchové aktivni latky,” jako naptiklad laurylsulfat sodny, nejsou piilis
vhodné, protoze zpiisobuji poskozeni kize. Mensi poskozeni, ale také nizsi aktivitu,
vykazuji neionogenni tenzidy, naptiklad tweeny.

Mocdovina se pouziva jako hydratacni a keratolytické ¢inidlo pii 1écbe lupénky,
sama mé vSak také mirné akceleraéni schopnosti.? Jeji cyklické analogy vykazaly
dokonce podobnou aktivitu jako Azon.?*

Rostlinné silice a terpeny se dlouhodobé pouzivaji jako ptisady do
kosmetickych i farmaceutickych ptipravki zlepSujici jejich organoleptické vlastnosti.
Piedstavuji pomérné Sirokou skupinu latek urychlujici velké mnozstvi 1é€iv a vykazujici
rizné mechanismy G¢inku.

Zajimavou skupinu akclerantt tvoti také fosfolipidy, které se pouzivaji jak ve
form¢ liposomi tak ,,volné*. Znamé je napi. pouziti sdjového nebo vaje¢ného
fosfatidylcholinu.?

Vybér vhodného akcelerantu piedstavuje pomérné slozity problém. Aktivita
jednotlivych akcelerantti je specificka podle pouzitého 1éciva, vehikula ¢i druhu kaze.
Nekteré akceleranty je také vhodné pouzit v kombinaci, protoze pisobi synergisticky
(napft. PG, ethanol, Azon, kyselina olejova).

1.4.2. Mechanismus ucinku akcelerantu transdermalni permeace

Priichod latky ptes kozni bariéru je moZzno popsat pomoci Fickova

zékona'®*® (rovnice 1). Flux v rovnovazném stavu (J, pgem?h™) je DPC,
oo e, ) y ) = —"
podle néj ptimo umérny difuznimu koeficientu (D), rozdé€lovacimu h

koeficientu mezi vehikulem a SC (P) a vychozi koncentraci 1é¢iva ve  Rovnice 1.
vehikulu (Cg). Nepfimo umérny je pak tloustce membrany; Fickiv zakon.
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1. Uvod

v piipadé SC je to cca 20 um, pokud vSak bereme v uvahu drahu, kterou musi latka
podstoupit, pokud prochazi intercelularni cestou, je potfeba uvazovat az 500 pum.

Aktivita akcelerantl transdermalni permeace se da Ciselné vyjadfit raznymi
zpusoby. Jednim z nejpouzivanéjSich je akceleracni pomér (AP), coz je pomér mezi
fluxem Ié¢iva v pfitomnosti akcelerantu ku fluxu bez akcelerantu. AP roven 1 ma tedy
kontrolni (slepy) vzorek bez ptidavku akcelerantu, mensi nez 1 maji latky zpomalujici
prachod IéCiv pres kiizi (transdermalni retardanty).

Z Fickova zakona vyplyvaji nekteré zpusoby, jak flux 1éCiva zvysit, tedy mozné
mechanismy G¢inku akcelerantl transdermalni permeace. Patii mezi n¢:

1) zvyseni difizniho koeficientu D (tzn. naruSeni bariérové struktury SC),

2) zvySeni rozd€lovaciho koeficientu P (tzn. zlepSeni rozdélovani 1é¢iva ve prospéch
SC),

3) zvySeni efektivni koncentrace 1é¢iva Cp (tzn. zvySeni rozpustnosti 1éCiva ve
vehikulu),

4) snizeni tloustky bariéry h (tento mechanismus se tyka chemickych akceleranti
pouze okrajové, jednd se spi$ o tvorbu néjakych ,,zkratek* vedoucich ptes SC),

5) velmi pravdépodobna je také kombinace riznych mechanismtl.

ad 1) ZvySeni difuzniho koeficientu

NaruSeni vysoce usporddané struktury SC mlze byt docileno interakci
s intercelularnimi lipidy nebo intracelularnimi proteiny. Interakce s lipidy a zmény
struktury lipidovych dvojvrstev z toho vyplyvajici jsou shrnuty na obr. 4.

} polarni skupiny
polarni

akcelerant 4a
de

fluidizace
‘*}.

i
extrakce lipidii \

4b
lipofilni

akcelerant } lipofilni fetézce

/ fluidizace

dc

st
fi

zmena polarity

/ ip
rezervoar ‘E dvojvrstva \
vichy polarni skupiny +

1 4d
§ li} lipidowva IMJ

oddeéleni fazi castice

oddéleni fazi
Obr. 4. Mozné G¢inky akcelerantii transdermalni permeace na lipidovou matrici SC.
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Na lipidovych dvojvrstvach mohou akceleranty plsobit jak v oblasti polarnich
skupin lipidt, tak mezi jejich hydrofobnimi Fetézci.'® V oblasti polarnich skupin
ceramidi (,,polar heads*) dochazi k naruseni jejich vzajemnych vodikovych a iontovych
vazeb akcelerantem, coZz muze naruSit celou hydrata¢ni sféru lipidu. Takto vétSinou
pusobi malé polarni molekuly (obr. 4a). Naruseni hydratacni sféry dale vede
k dezorganizaci celé polarni mezivrstvy a v koneéném disledku k naruseni lamelarni
struktury a jeji fluidizaci. V druhém pfipad¢ se mize lipofilni akcelerant za¢lenit mezi
hydrofobni fetézce (,,hydrophobic tails*), ¢imz se také zvysi jejich fluidita (obr. 4b).

VétSinou nelze tyto dva déje od sebe piesné oddélit, protoze dochazi k interakci
na obou mistech zaroven. Ztoho vychazi spole¢né rysy tady akcelerantii: polarni
skupina a dlouhy uhlovodikovy fetézec (pfipadné fetézce). Amfifilni akceleranty se
zaClenuji mezi lamely tak, ze jejich polarni hlava je orientovana k polarnim skupinam
ceramidll a hydrofobni fetézce mezi fetézci lipidi SC, coz vede k naruSeni jejich
organizace a k fluidizaci lamel* (obr. 4c).

Optimalni délka lipofilniho fetézce u nejucinnéjsich akceleranti se pohybuje
mezi 10 a 12 uhliky, coz odpovida délce steroidniho jadra cholesterolu. Mozny
mechanismus z toho vyplyvajici je tedy také naruseni interakci ceramid-cholesterol
nebo cholesterol-cholesterol.! U nenasycenych fetézci je pak optimalni délka 18 uhliki
s dvojnou vazbou umisténou uprostied a s cis konformaci' (napf. u kyseliny olejové).

Jednim z nejlépe prostudovanych amfifilnich akcelerantii je Azon® (obr. 5),'8*°
ktery mize ve SC zaujmout konformaci ,,nabéracky* (,,soup spoon), kdy sedmiclenny
laktamovy kruh je orientovan piiblizné kolmo k alkylovému fetézci. Kruh je pak
zakotven v polarni mezivrstvé a alkyl se za¢lenuje mezi hydrofobni fetézce. Dochazi tak
K naruSeni celého intercelularniho prostoru a
K usnadnéni  prichodu latek hydrofilnich i o
hydrofobnich. Jind teorie o mechanismu ucinku ! N
Azonu tvrdi, Ze jeho pulsobeni spociva zejména Q
vnaruSeni vodikovych vazeb mezi polamimi Gy 5 Azon.
hlavami uspofadanych ceramidi.?

Nekteré akceleranty (napt. kyselina olejova nebo terpeny) mohou ve vysSich
koncentracich tvofit oddélenou fazi mezi lamelami. Tyto ,,rezervoary* predstavuji jakési
pory propustngj$i pro polarni latky, které je moZzné chépat také jako ,,zkratky*
zmens§ujici ,,h*, jak vyplyva z Fickova zakona (obr. 4d).

Existuji také akceleranty, které zaroven funguji jako dobra rozpoustédla (napf.
ethanol nebo DMSO) a mohou tak fungovat i diky extrakei lipida™ (obr. 4e). Tento
mechanismus je vSak spiSe nezadouci, protoZze vede k nebezpeci poskozeni klize.

Dalsim ucinkem akceleranti vedoucim ke zvySeni D muze byt interakce
s intracelularnimi proteiny korneocytdi, zejména keratinem zpisobujici zménu jejich
konformace. Podobnym mechanismem piisobi napiiklad ethanol nebo DMSO, které
maji schopnost nahrazovat molekuly vody v polarnich regionech proteinu a tim zpUsobit
zménu jeho konformace z a-helixu na B-skladany list.® Jinym ptikladem muze byt
napft. dithiothreitol, ktery redukuje disulfidické mustky v keratinu a tim opét méni jeho
konformaci a urychluje priichod nékterych hydrofilnich latek.*

......

latek piisobicich pouze v oblasti proteinii zanedbatelny. To je zplisobeno pfitomnosti
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1. Uvod

souvislé lipidové matrice, kterou musi molekula 1é¢iva tak jako tak piekonat. Navic
ireverzibilni zmény v konformacich proteinti vedou k poSkozeni nebo podrazdéni ktize.

ad 2) ZvySeni rozdélovaciho koeficientu 1é¢iva mezi vehikulem a SC

Néktera rozpoustédla vstupuji ve velké mife do SC, tam méni jeho rozpoustéci
vlastnosti a tim usnadiuji vstup dalsi molekuly do SC — tzn. zvySuji jeji koncentraci ve
SC na ukor donorového vehikula (zvysSuji P ve Fickové rovnici). Tou molekulou mtze
byt jak 1é¢ivo, tak jiny akcelerant s odlisnym mechanismem u¢inku.’® Timto
mechanismem mohou pisobit akceleranty s dobrymi rozpoustécimi vlastnostmi, napf.
ethanol, PG nebo pyrrolidin-2-ony, které v piipravku mohou plnit ob¢ funkce, tedy jak
rozpoustédla, tak akcelerantu, ptipadné v kombinaci s jinym akcelerantem, naptiklad
zvysujicim D.

Teoreticky mohou zvySovat rozdélovani 1é¢iva do SC i akceleranty, které
primarné zvysSuji difuzni koeficient interakeci s lipidovymi dvojvrstvami. Tim, ze
naruSuji jejich uspotfaddanou strukturu, zvySuji volny objem pfistupny pro vstup
rozpoustédla s 1éCivem.

ad 3) ZvySeni rozpustnosti 1é¢iva ve vehikulu
Do kiize miiZze vstupovat pouze 1é€ivo ve formé roztoku, coz vyplyva z Fickova zékona,
kde Cy ptedstavuje vychozi koncentraci rozpusténého 1é¢iva. U velmi malo rozpustnych
1é¢iv (prikladem mohou byt steroidy) muze solubilizace v donorovém vehikulu vést
k vyraznému zvyseni fluxu a také prodlouzeni doby permeace.

Mezi latky zvySujici rozpustnost 1é¢iv mohou byt zatazeny uz vySe zminéné
akceleranty jako ethanol, PG nebo pyrrolidony. Dale sem patii také velka skupina
tenzidu.

ad 4) SniZeni tloust’ky bariéry
Toto téma je spiSe okrajové, protoZe se netykd pfimo pouziti chemickych akcelerantt
transdermélni permeace. Daji se sem zafadit naptiklad metody, kdy je ¢ast vrstvy SC
odstranéna mechanicky (abrazivn€) nebo fyzikalné (laserem).10 Tyto metody vSak
vétSinou vyZzaduji nakladna zafizeni a jsou nevhodna pro SirSi pouZiti pti podavani 1éCiv.
Jiny zpusob, tzv. stripovani (tape-stripping), vyuZziva opakovaného strzeni vzdy
nékolika vrstev SC pomoci adhezivni naplasti. Tato metoda se vSak nepouZzivd bézné
k podavani 1é¢iv, ale spiSe v permeacnich experimentech pro stanoveni 1éCiva nebo
akcelerantu absorbovaného v riznych vrstvach SC nebo k modelovému poskozeni
koZni bariéry.

Za zkratku pfi prichodu Ié¢iva kuzi 1ze povazovat i absorpci vlasovymi folikuly
a mazovymi zlazkami. Uplné obejit kozni bariéru lze pouzitim tzv. mikrojehel, které
vpravi 1é¢ivo skrz SC piimo pod epidermis.

ad 5) Kombinace mechanismii u¢inku
Jak jiz bylo uvedeno u jednotlivych ptedeslych ptikladd, nékteré akceleranty mohou

vV

pusobit vice mechanismy najednou. Naptiklad DMSO ve vysSich koncentracich (nad
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60 %) zplisobuje rozruseni lipidové dvojvrstvy, extrahuje lipidy ze SC, interaguje
s intracelularnim keratinem a zvy3uje rozd&lovani 1é¢iva do SC i jeho rozpustnost.™
Podobn¢ také PG zvysuje difuzni koeficient SC, rozpustnost i rozdélovani.

Na kombinaci mechanismii t¢inku se l1ze divat i z jiného pohledu, tedy jako na
kombinaci vice latek o rizném mechanismu Géinku pouzitych soucasné Vv jednom
ptipravku. Velmi ¢asto popisované je synergistické¢ ptisobeni PG s Azonem, mastnymi
kyselinami nebo terpeny.™* Finalni topicky piipravek tak nakonec miize obsahovat PG
jako vehikulum, vhodny tenzid pro zvySeni rozpustnosti 1é¢iva a terpen nebo silici pro
zlepSeni organoleptickych vlastnosti. VSechny tyto slozky se tak mohou podilet na
zvySeném fluxu léc¢iva pfes kozni bariéru, pfestoze nejsou piimo deklarovany jako
akceleranty transdermalni permeace.

Pfesny mechanismus ucinku u vétSiny popisovanych akceleranti transdermalni
permeace neni znam, coz piedstavuje vyraznou piekazku v pouziti TDD a zuzuje tak
Skalu 1éciv, které by mohly byt podavany kiizi. Popsany mechanismus ucinku by mél
naopak pfispét ke snazSimu procesu registrace novych latek jako akcelerantl
transdermalni permeace a zjednodusSit jejich pouziti ve farmaceutickych nebo
kosmetickych piipravcich. Dale mtize vést k efektivnéjSimu navrhovani novych struktur
s vyssi aktivitou nebo lepsimi farmakodynamickymi a farmakokinetickymi vlastnostmi.

1.5. Transkarbam 12

Transkarbam 12 (T12) je akcelerant transdermalni C{/O Q)Oc H
w : < cagr 27 N-C,,H 1225
permeace  pripraveny na nhasem = pracovisti, 1225 NH
vykazujici vysokou akceleracni aktivitu vzhledem Azon DDEZAK
k fadé raznych 1é¢iv. Tyto vlastnosti jej fadi mezi o
potencialné perspektivni latky, u nichZz se vyplati OYHW\/M o- Ciatas
hledat vztahy mezi strukturou a ucinkem, piipadné N NN
patrat po mechanismu akcelera¢niho u¢inku. P

Struktura T12 ptivodné vychazela z Azonu. Ze  Obr. 6. Azon, jeho otevieny
zatatku byla pripravena série esterd kyseliny @analog DDEAK a odpovidajici
6-aminohexanové jako oteviené analogy Azonu (obr. ~ karbamat T12.
6).2%° U t&chto analogi se piedpokladalo, Ze flexibilngjsi struktura bude moci 1épe
zaujmout optimalni konformaci ve SC vedouci klepsi interakci s lipidy. Dalsi
predpokladanou vyhodou oproti Azonu bylo to, ze degradaci esterové vazby koznimi
esterazami by vznikaly netoxické metabolity, coz je také povaZovano za jednu
z podminek potencialniho pouziti akcelerantu. Tyto latky, zejména dodecylester
kyseliny 6-aminohexanové (DDEAK, obr. 6), pickvapivé vykazaly vyrazné vyssi
aktivitu ve srovnani s predlohovym Azonem a to pfi aplikaci z hydrofilniho i lipofilniho
prostiedi. Takeé jejich akutni toxicita byla niz§i a dermalni drazdivost nulova.

Pozdéji bylo zjisténo, ze za vysokou akceleracni aktivitu nezodpovid4d samotna
molekula DDEAK, ale sul karbamové kyseliny, kterd z n¢j vznikd samovolné reakci
volné aminoskupiny soxidem uhli¢itym — T12 (5-(dodecyloxykarbonyl)
pentylammonium 5-(dodecyloxykarbonyl)pentylkarbamat).***! K 1é¢ivim, u kterych
bylo pfi pouziti T12 zaznamenano vyznamné zvySeni praniku kazi, patii latky polarni

H
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1. Uvod

Tabulka 1. Akcelera¢ni aktivita (napf. S-fluorouracil), latky stfedni polarity
T12 (a DDEAK) pro n&ktera (aciklovir, flobufen, theofylin) 1 nepolarni
1é¢iva, vzorky obsahovaly 1 % (griseofulvin). Jeho akceleraéni aktivita (vyjadiena
akcelerantu.” ve form¢ AP) pro néktera studovana léciva je
16¢ivo AP uvedena v tabulce 1.%°

theofylin® 43,3 Jakozto sul karbamové kyseliny se T12
(theofylin/DDEAK? 0,9) velmi snadno rozkldda v mirn€ kyselém prostiedi
klotrimazol® 7,0 za uvolnéni molekuly oxidu uhli¢it¢ého a dvou
flobufen® 5,0 molekul volného aminoesteru DDEAK (obr. 7).
griseofulvin® >24 K opa¢nému procesu, tedy tvorbé ammonium-
vehikula: *voda; *tris pufr pH karbamatu, dochazi samovolné absorpci napf.
7,3/PGlethanol 5:4:1; “tris pufr pH  vzdusného CO,. K rozkladu dochazi jiz stopovym
7,0/PG 1:1; “voda/PG 2:3. mnozstvim protont pfitomnych ve vehikulu.

Ve SC, kde mastné kyseliny tvoii pfiblizné
10 % obsazenych lipidt a pH se pohybuje kolem 5,5, predpokladame, Ze se jeho poléarni
hlava bude rozkladat podle navrzené rovnice (obr. 7). Rozpad polarni hlavy T12
v prostiedi SC by m¢l zptisobit naruseni uspotfadané struktury lipidovych lamel
a) zmeénou nekovalentnich vazeb (napi. vodikovych) mezi polarnimi hlavami
ceramidu a/nebo
b) zménou konformace v molekule T12, ke které dojde pii uvolnéni CO,.

Tuto teorii dale podporuje zjisténi, ze samotny DDEAK nevykazuje Zadnou
akceleracni aktivitu® (permeacni pokus byl v tomto piipadé provadén pod argonovou
atmosférou, aby se zamezilo samovolnému vzniku T12 reakci se vzdusnym CO,, viz
tabulka 1).

Rozpad polarni hlavy T12 mtze byt kromé kyselého prostiedi zapii¢inén také
zahifivanim, ultrazvukem nebo mechanickym naméhanim (napf. v molekulovém
mlynu). Konformaéni zmény a fdzové chovani T12 a jinych soli kyseliny karbamové
spojené s tepelnym rozkladem byly popsany v pracich Zbytovské31 a Holase.** za
laboratorni teploty se vSak jedna o stabilni krystalickou latku. V siln€ bazickém vodném

roztoku dochazi také k rozkladu a CO, zistava ptitomny
O\YH w\/\ﬁo/Cqus ve formé uhli¢itanu. Naproti tomu ve slab& bazickych
o H3N+MO\012H25 LOZtOClC,h (pH ?) se ustavuje r.(i\./novaha mezi

o arbamatem, uhli¢itanem a hydrogenuhlicitanem.
Zaroven s rozkladem polarni hlavy a uvolnénim
\ co, volného DDEAK ve SC dale ocekavame, Zze vlivem
o koznich esteraz, které jsou piitomny také v epidermis,
2 HZNMO/CQHZS dojde k jeho hydrolyze. Tato hydrolyza by méla chranit
zivé bunky pred pasobenim akcelerantu, protoZe
Obr. 7. Rozklad T12 v metabolity (tzn. kyselina 6-aminohexanova a dodekanol)
kyselém prostiedi za jsou latky svelmi nizkou toxicitou. Hydrolyza byla
uvolnéni CO, aDDEAK @ prokazana s pouzitim prasedi esterdzy a byla popséna

interakce DDEAK s CO, j S A
za vzniku T12. pomoci rovnice kinetiky druhého fadu.

CO.

2
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2. Cil

2. CiL: HLEDANI MECHANISMU UCINKU TRANSKARBAMU 12

Tato prace byla provadéna s hlavnim cilem ovéfit nami vyslovenou teorii o
mechanismus transdermalné-akceleracniho u¢inku T12. Pro tento ucel byly vyuzity
nasledujici metody:

1. Pfiprava analogi T12 a hodnoceni jejich akcelera¢ni a¢innosti in vitro.
V ramci této prace byly obmény struktury zaméteny na polarni hlavu a koncovou
¢ast lipofilniho fetézce molekuly T12. Obmény polarni hlavy spocivaly v syntéze
sloucenin, které diky kovalentni vazbé CO, nebyly schopny jej uvolnit (estery
kyseliny uhli¢ité, karbamové a Stavelové) s cilem zjistit, jakou roli hraje tato
vlastnost v aktivit¢ T12. Dale byly pripraveny latky se symetrickym methylovym
nebo ethylovym rozvétvenim v koncové ¢asti lipofilnich fetézci s predpokladem,
ze rozvétveni by mélo vést k vyrazngjSimu rozruseni uspotradané struktury SC a
tim ke zvySeni aktivity. V ramci tohoto ukolu byly v diskusi také shrnuty vysledky

vvvvvv

k feSeni vztahd mezi strukturou a uc¢inkem.

2. Popis rozkladu T12 v mirné kyselém prostiedi za uvolnéni CO,.
Ukolem této &asti prace bylo vyvinout metodu vhodnou pro studium zminéného
déje a pouzit ji k popsani chovadni T12 v mirn¢ kyselém prostiedi, jaké se
vyskytuje v misté jeho tucinku (SC). Rozklad T12 byl sledovan dvéma metodami:
gasovym vyvojem IC spekter a thermogravimetrickou analyzou (TGA).
Cilem bylo nasledné nalézt vztah mezi stabilitou (v tomto piipadé schopnosti
uvolnit CO,) a transdermalné-akcelera¢ni aktivitou.

3. Sledovani vlivu T12 na rozpustnost modelového 1é¢iva ve vehikulu a na jeho
rozdélovani z vehikula do SC.
Jak jiz bylo fe¢eno v kapitole (1.4.2.) tykajici se moznych mechanismt u¢inku
akcelerantii transdermalni permeace, jsou tyto dva vlivy velmi castymi
mechanismy u akceleranti popsanych v literatufe. Pro ovéfeni, zda vysoka
ucinnost T12 nesouvisi také s jeho pisobenim na rozpustnost modelového 1é¢iva
nebo na jeho rozdélovani do SC, byly tyto vlastnosti také studovany.
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3. Vysledky

3. VYSLEDKY

3.1. Analogy T12

V réamci této prace byly pfipraveny latky obmeénujici molekulu T12 na dvou mistech: na
polarni hlavé (latky s kovalentné vazanym CO3) a v koncové ¢asti lipofilnich fetézcti
(rozvétvené karbamaty, alkoholy a kyseliny).

3.1.1. Obmény polarni hlavy*

V molekule T12 byla nahrazena jeho unikatni polarni hlava za funkéni skupiny
neschopné snadno uvoliovat CO,. Jedna se o série esteri kyseliny uhli¢ité, karbamové
a Stavelové. Piehled ptipravenych analogi je uveden na obrazcich 8-10. Ve vétSiné
pfipravenych latek byla zména provedena také na Urovni postrannich fetézci a to
nahradou esteru za amid, zménou délky fetézce, rozvétvenim v blizkosti polarni hlavy ¢i
nahradou jednoho esterového postranniho fetézce za jednoduchy alkyl o rtizné délce.
Cilem bylo porovnat akcelera¢ni G¢innost piipravenych latek s T12 a ddle porovnat
jejich ucinnost navzajem s ptihlédnutim ke stupni jejich podobnosti s T12. Za

v

o o)
Il I
OQrO\/\/\/\NH\/\/\/\/\ OQKO\/\/\/\O/\/\/\/\/\/\
(e} - = - =
5 la-1d n=1,7,9,11 OWn 5a-5b n=1,11
040 NN NG o
\T NNH Oy 0O ‘ D e e N
O(\/)/ 2a-2d n:1,7,9,ll \r \/\/\O/KO
n
(0] [ N N VN
(e}
OYOV\/\‘TNH/\/\/\/\ W 6a-6b n=1,2
o] o] 3 —
M =i Oy Ow\/\/ﬁNH\/\/\/\/\/\
o0 _~_~_NH g \O\
Y H/\/\/\/\/ N N NI VgV Vg
Oy o} 4a-4d n=1,7,9,11 7

Obr. 8. Piipravené estery kyseliny uhlicité.

i
0\7/ NH/V\)\O/\/VVV\/\

n n=1,7,9,11 °
\ I
O\T NH A~ A~ N T SN O\\[O\/\/\/\ NI S SN
o SV N 9a-9b 07 0Ty NS
~ ™o =12 !
Obr. 9. Piipravené estery kyseliny Obr. 10. Pfipravené estery kyseliny $tavelové.
karbamove¢.

" viz piloha 1
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3. Vysledky

3.1.1.1. Syntéza analogii T12 s kovalentné vazanym CO;

Estery kyseliny uhli¢ité a karbamové byly obecné piipravovany reakci piislusnych
alkyl-chlorformiati s odpovidajicim  hydroxyesterem, hydroxyamidem ptipadné
aminoesterem. V piipadé latek s jednim jednoduchym alkylovym fetézcem (1-5 a 8)
bylo moZzno vychdzet zkomercné¢ dostupnych alkyl-chlorformiati. Syntéza je
znazornéna na prikladu latky la (obr. 11). Vytézek byl 47-80 % u estert kyseliny
uhli¢ité 1-5 a 78-92 % u esterti kyseliny karbamové 8. Ptiprava prekurzort (12-15 a
DDEAK) je popséna dale.

o]
o o] - L -C.H
HO\/\/\/U\ NH/C10H21 + Cl/H\O/\ py”dm’ OY O\/\/\/\\NH o

12a O 1a
Obr. 11. Schéma piipravy latky la. Ostatni estery kyseliny uhli¢ité a karbamové s jednim

jednoduchym alkylovym fetézcem (1-5 a 8) byly pfipraveny analogicky.

Komer¢né nedostupné chlorformiaty odvozené od hydroxyesteri nebo hydroxyamidi
(potfebné k priprave latek 6, 7 a 9) byly pfipravovany ze zminénych hydroxyslouc¢enin
reakei s trichlormethyl-chlorformiatem (difosgenem).®* Takto pripraveny chlorformiat
dale reagoval s pfisluSnou hydroxy- nebo aminoslouceninou stejné jako v ptfedchozim
ptipadé. V piipad¢ symetrickych esteri (6a a 7) reagovalo dvojnasobné mnozstvi
hydroxyslouceniny s difosgenem (obr. 12), vytézky byly 63-66 %. Nesymetrické estery
6b a 9 byly pfipraveny ve dvou krocich (obr. 13). Vytézek: 20-47 %.

) )OL pyridin \r O\/\/\)\ /C12H25
+ 4>
2 HO\/V\)LO/CleZS Cl ’CCI

15a O\/\/\/\o/clezs
6a
Obr. 12. Schéma piipravy symetrického esteru kyseliny uhli¢ité 6a. Latka 7 byla pfipravena
analogicky.

i Q - 1 i
l
Ho/\/\/\)\ O/C12H25 * c /H\O/ CCl, o e I TR O/C12H25
15b
(0]
10 o) o) idi OYO\/\/\)LO/C]'ZHZS
‘ /V\/\)L Sl
HO _~ o~ A - Cuhs * oo o~ Cuafbs = O~ O
15a 6b o

Obr. 13. Schéma pripravy nesymetrického esteru kyseliny uhlicité 6b. Estery kyseliny
karbamové 9a a 9b byly pfipraveny analogicky.

H

12° 25

Estery kyseliny stavelové (10 a 11) byly pfipraveny reakci hydroxyesteru nebo
hydroxyamidu s oxalyldichloridem v pfitomnosti pyridinu (obr. 14). Vytézek byl 45-
52 %.
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3. Vysledky

(0]
2 HO D e, + ¢ pyridin, O8O o Cizts
NN Y120 125
o cl

cl ;[ 0. 10
15a 07 O TN TG Hy

Obr. 14. Schéma piipravy esteru kyseliny $tavelové 10, latka 11 byla pfipravena analogicky.

Témto reakcim predchazely ptipravy prekurzorti: hydroxyamidd 12 a 13,
,,prevraceného’ hydroxyamidu 14, hydroxyestert 15 a aminoesteru DDEAK (obr. 15).

Q o Q kéd n_m
12a-12¢ 15a-15b 120 2 4
HO \ o 12c 1 1
SN\ e PN
T/\/\\NH HN o~~~ o~~~ 15a 1
13 : o 150 2
o DDEAK
14

Obr. 15. Prekurzory 12-15 a DDEAK.

Amidy hydroxykyselin 12 a 13 byly pfipraveny aminolyzou odpovidajicich laktoni za
katalyzy methoxidem sodnym™ (obr. 16). Vyt&zek: 80-93 %.

O

\ 0
@ o, MM o L e,
12a
Obr. 16. Schéma piipravy hydroxyamidu 12a.

,Prevraceny hydroxyamid 14 byl pfipraven reakci dekanoylchloridu s
aminopentanolem v prostiedi vodného uhligitanu sodného® (obr. 17). Vytézek: 72 %.

(@]
/i + N —>Na2CO3 AN N
H,,Cs~ CI HO NH, HO HN  CgHyg

Obr. 17. Schéma piipravy hydroxyamidu 14.

Estery hydroxykyselin 15 byly piipraveny reakci sodnych soli w-hydroxykyselin
s dodecylbromidem v pfitomnosti  tetrabutylammonium-jodidu  (TBAI)  jako
katalyzatoru fazového prenosu® (obr. 18). Sodné soli w-hydroxykyselin byly
ptipravovany hydrolyzou jejich laktonti. Komer¢né nedostupny lakton kyseliny
7-hydroxyheptanové byl piipraven oxidaci cykloheptanonu peroxidem vodiku.*®
Vytézek: 32-51 %.

(\) //O (0] O
H,0 Br-C,,H
O *)2 2 QO —>NaOH H(')\/\(\/)/\/H\(37Na+ 4)12 25 HO\/\(\/)/\/‘Lo’CleZS
NaOH 1,2 TBAI 1.2
12 15a-15b

Obr. 18. Schéma ptipravy hydroxyestera 15.
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3. Vysledky

Dodecylester kyseliny 6-aminohexanové DDEAK byl v ¢ase potieby pfipravovan
rozpusténim T12 Vv chloroformu, ¢imz doslo k rozkladu karbamatové skupiny a
uvolnéni dvou molekul volného aminoesteru.

3.1.1.2. Transdermalné akceleracni aktivita analogii T12 S kovalentné vazanym CO,

Transdermalné akcelera¢ni ucinnost vybranych pfipravenych latek byla testovana in
vitro s pouzitim modifikované Franzovy diftizni cely. Jako modelova membrana byla
pouzita praseci kuze plné tloustky a modelovym 1é¢ivem byl theofylin. Aktivita byla
sledovana ve tfech donorovych médiich sriznou polaritou: voda (V), smés
propylenglykol/voda 3:2 (PGV) a isopropyl-myristat (IPM). Stejnym zptsobem byly
hodnoceny i dvé srovnavané latky: T12 a Azon.

Akceleracni aktivity pfipravenych a srovnavanych latek jsou shrnuty v tabulce 2
a jsou vyjadieny ve form¢ akceleraéniho poméru (AP) £ smérodatna odchylka (SO).
Testovany byly z praktickych divodii pouze nékteré latky, vétSinou se jednalo o
nejkratsi a nejdelsi homolog z pfipravené rady.

Tabulka 2. Akcelera¢ni aktivita nékterych latek.

latka AP£SO
Vv PGV IPM

la  3,37+0,66*" 1,36+0,31 1,75+0,91
1d 1,13+0,14 2,66+0,74% 1,48+0,22%
2a 1,48+0,50 1,45+0,89 1,77+0,54
Estery kyseliny 2d 1,7010,482 1,11i0,19a 1,15£0,17
uhlicits 5a 2,40+1,15 2,13+£0,03 1,07+0,37
5b 2,49ﬂ:1,13ab 1,13£0,36 1,29+0,57
6a 1,76£0,63 3,70+1,14% 1,39+0,38
6b 0,80+0,03 1,24+0,81 1,49+0,68
7 0,91+0,24 3,29+1,24% 1,23+0,36
8a  1,83+0,37° 1,52+0,50 1,01£0,12
Estery kyseliny 8d 0,77+0,16 0,47+0,10 0,57+0,20
karbamové 9a 2,27+0,36% 2,63+0,06° 1,29+0,56
9%b 1,22+0,72 1,02+0,46 1,07+0,47
Estery kyseliny 10 0,66+0,26 0,73+0,60 1,02+0,29
Stavelové 11 0,89+0,19 1,43+£025 2,77+0,77
Azon 1,04+0,31 27,97+1,98° 1,20+0,31
T12 1,90+0,27% 22.80+1,08° 6,560,522

n=4-9, vzorky kiiZze ze 2-3 zvitat pro kazdou latku
2 p<0,05 proti slepému vzorku, ® p<0,05 proti T12
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3. Vysledky

3.1.2. Obmény lipidového Fetézce T12"

Do koncové ¢asti lipidového fetézce T12 bylo zavedeno symetrické methylové nebo
ethylové rozvétveni s cilem zjistit, zda rozmérnéjsi skupina povede k vétSimu rozruSeni
usporadané struktury SC a tim ke zvySeni akceleracni aktivity ve srovnani s linedrnim
T12. Pti syntéze rozvétvenych analoghi T12 bylo nejprve potieba piipravit prislusné
rozvétvené mastné alkoholy a kyseliny. Tyto latky byly také otestovany na akceleracni
aktivitu, abychom mohli sledovat, zda zavedeni stejné strukturni obmény povede ke
stejnym zménam v aktivitdch u latek rtizného typu. Pfipravené rozvétvené alkoholy,
kyseliny a karbamaty jsou shrnuty na obr. 19.

0 H )
Apotn oo kd 0 m
)\(\/)/\OH no o a
n H

mO )\t\/)/\ OJ\/\/\/ NH;
16a-16e 17a-17b n

X \D\M/E \j\MA X N
)\M/% OH mOH S0 N NT;,O
18a-18e 19a-19b \j\Wo/\/\/\/ NH,

21a-21b
Obr. 19. Piehled pfipravenych rozvétvenych mastnych alkohold, kyselin a karbamata.

o o3

©oo~No o>

3.1.2.1. Syntéza rozvétvenych analogi T12

Z pozadovanych latek byly pouze kyseliny 18b, 18d a 18e komeréné dostupné, nicméné
jejich cena byla pﬁlié Vysoké proto byla cela série pfipravovéna Nésledujici schémata
Rozvétvené alkoholy 16-17 byly pfipravovany spojenim sodné soli
o-bromkyseliny 23 s odpovidajicim alkylmagnesiumbromidem 24-25 za katalyzy
Li,CuCl,*** a naslednou redukci komplexnim hydridem (obr. 21). Sodné soli
o-bromkyselin 23 byly pfipravovany z pfislusnych o-laktond, v ptipadé kyseliny
8-bromoktanové z cyklooktanonu (obr. 20). Grignardovy slouceniny byly pfipravovany
v ¢ase potteby z odpovidajicich kratkych rozvétvenych alkylbromidi. Komeréné
nedostupny  4-ethylhexylbromid byl pfipraven  malonesterovou  syntézou
z 2-ethylbutylbromidu. Kyseliny 18-19 byly ptipraveny oxidaci alkoholi oxidem
chromovym v kyseliné octové.*! Prehled latek véetng kodi je uveden v tabulce 3.

o)
(W/O H,0, ) O[fo HBI/H,SO, TV)A EtONa* Br\t\/)%of "
¥ A 22a-22b 23a-23b
Obr. 20. Piiprava sodnych soli m-bromkyselin 23.

" viz ptilohy 2 a 3
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3. Vysledky

O

‘ Li,Cucl o o} .
BrT\/ﬁofNa+ +)\MMQBF nebo \j\MMgBr 2 L _ . nebo L _ . HAH,

n n n THF <« O Na xO Na — =

23a-23b 24a-24d 25a-25b
\j\(\f i > \j\(‘/)ﬁ
neno
MoH nebo x OH m’ AW OH x O
16a-16e 17a-17b 18a-18e 19a-19b

Obr. 21. Pfiprava rozvétvenych alkohold 16-17 a kyselin 18-19.

Tabulka 3. Ptehled pfipravenych rozvétvenych alkoholi a kyselin véetné meziproduktt
a kombinace reaktantq.

latka n alkoholy  kyseliny  x reaktanty
22a,23a 5 16a 18a 5 23a+24a
22b,23b 7 16b 18b 6 23a+24b
24a 0 16c 18¢ 7 23a+24c
24b 1 16d 18d 8 23a+24d
24c 2 16e 18e 9 23b+24c
24d 3 17a 19a 6 23a+25a
25a 1 17b 19b 8 23a+25b
25b 3

Rozvétvené karbamaty 20-21 byly pfipravovany podle postupu popsaného difve®® pro
syntézu linearnich karbamatt (obr. 22). Z hydrochloridu kyseliny 6-aminohexanové byl
pusobenim thionylchloridu pfipraven jeji chlorid a ten nasledné reagoval s pfislusnym
rozvétvenym alkoholem za vzniku hydrochloridu esteru (26-27). Hydrochlorid byl
pomoci triethylaminu (TEA) pfeveden na volny aminoester, ktery nasledné reagoval
s oxidem uhli¢itym za vzniku cilového karbamatu 20-21.

O
I
non, o 2o, T
HN\(\’)*OH—’HN 07— 70 +\MXO/R
2627 N
20-21

R-OH: alkoholy 16-17

Obr. 22. Piiprava rozvétvenych karbamatta 20-21.

3.1.2.2. Transdermdlné akceleracni aktivita rozvétvenych alkoholii, kyselin a
karbamatii

Akceleraéni aktivita pripravenych latek byla testovana stejnym zpusobem jako aktivita

analogi s kovalentné vazanym CO; v soustavé PGV. Vedle ptipravenych latek byly
stejnym zplusobem otestovany také linearni analogy: oktanol, dekanol, dodekanol,
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3. Vysledky

kyselina oktanova, dekanovd a dodekanova. V piipad¢ karbamat se jednalo 0 fadu
linearnich transkarbama (T8-T12, obr. 23) stejné délky fetézce jako studované
rozvétvené karbamaty. Tyto linedrni transkarbamy byly pfipraveny dfive na nasem

pracovisti.?®#? Aktivity jsou shrnuty v tabulkach 4-5.

R

H o] T8  oktyl

o o-r T10 decyl
HaNWE T11 undecyl
T12 dodecyl

Obr. 23. Linearni transkarbamy T8-T12 testované pro srovnani s rozvétvenymi.

Tabulka 4. Akcelera¢ni aktivita pfipravenych rozvétvenych alkohold a kyselin.

Alkoholy AP+SO Kyseliny AP+SO
16a 36,01+9,84° 18a 2,49+1 242
16b 28,12+3,94° 18b 4,10+1,20°
16¢ 19,93+5,45%0 18¢ 5,4942.97°
16d 14,32+3,76° 18d 4,08+1,412
16e 11,92+4,97° 18¢e 4,1042,34%°
17a 32,55+7,16%° 19a 13,18+3,93%P
17b 18,13+6,27%° 19b 11,45+3,92%P

oktanol 34,77+13,28° kys. oktanova 2.15+1.06%
dekanol 72,61+9,75% kys. dekanova 6.23+1.35%
dodekanol 12,16+3,09% kys. dodekanova 2.43+0,94%

n=6-11 (vzorky kizi ze 3-8 zvitat pro kazdou latku)

# p<0,05 srovnani se slepym vzorkem, b p<0,05 srovnani se stejn¢ dlouhym linedrnim

analogem.

Tabulka 5. Akcelera¢ni aktivita linearnich a rozvétvenych karbamata.

linearni AP+SO methyl AP£SO ethyl AP+SO
T8 10.35+4.95° 20a 11.41+5.86°

T9 16.28+5.70° 20b 23.28+8.77°

T10 33.60+3.38° 20c 26.34+11.95° 2la  23.19+4.17°
T11 28.86+9.80° 20d 26.12+9.93%

T12 20.02+3.69° 20e 18.97+10.15° 21b  18.08+6.12°

n=6-14 (vzorky kuzi ze 4-8 zvitat pro kazdou latku)
% p<0,05 srovnani se slepym vzorkem.
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3. Vysledky

3.2. Popis rozkladu T12 v mirné kyselém prostiedi

Schopnost T12 rozkladat se za uvolnéni CO; vV mirn¢ kyselém prostiedi byla studovana
pomoci IC spektroskopie a TGA. V té&chto pokusech byla jako latka simulujici
acidobazické vlastnosti SC pouzivana palmitova kyselina (PK), pfipadné extrahované
lipidy SC obsahujici asi 10 % mastnych kyselin.

3.2.1. Casovy vyvoj IC spekter smési T12 a PK

V tomto pokusu byla snimana IC spektra dané smési v nujolu v uréitych ¢asovych
intervalech od jejiho smichéni. Pomér T12 a PK byl pfiblizn€ 1:1 (molarng¢).

Oblasti spekter, kde dochazelo k nejvyrazn€jsim zméndm jsou znazornény na obrazku
24b, jejich popis je v tabulce 6.

Tabulka 6. Popis vyvoje nejvyraznéjsich zmén pozorovanych ve spektrech smési T12 a
PK.

vlnocet pfifazeni a popis vyvoje dané¢ho pasu

[cm™]

3360 NH vibrace karbamatu, postupné mizi (nevymizi zcela, po 4 hod zistava stale
jako méné intenzivni pas vedle 3326)

3326 mirné narlsta

2335 valenéni vibrace CO,, ostry a vyrazny, vznikd po nékolika minutich od

smichani, postupn¢ narista, nejedna se o vzdusny CO,

1742 a  oddéelené pasy odpovidajici jednotlivym karbonylim ve dvou esterovych
1735 vazbach T12, postupné se spojuji a posunuji k niz§i frekvenci (po 4 hod:
1731 cm™)

1712 valen¢ni vibrace karboxylu PK, postupné mizi

1641 vznika po né€kolika minutach (kolem 1647), nariista a posunuje se az k 1641
(asym. deformace NH3" soli palmitatu)

1617 valen¢ni vibrace karbonylu v polarni hlavé T12 (karbamatu), postupné mizi
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Obr. 24. Casovy vyvoj sledovanych past v IC spektrech smési a) T12 a lipida SC, b) T12 a PK.

3.2.2. Casovy vyvoj IC spekter smési T12 a extrahovanych lipidi SC

Podobny experiment jako v minulé¢ kapitole byl ndsledné¢ proveden také s pouzitim
lipidii SC extrahovanych z praseci kiize misto samotné PK. Tato spektra nebyla tak
jednoznaéné Citelna (obr. 24a). Nicméné rozhodujici pasy prochéazely podobnymi
zménami jako V piedeslém pokusu (tabulka 7).

Tabulka 7. Popis vyvoje nejvyraznéj$ich zmén pozorovanych ve spektrech smési T12 a
lipida SC.

vinocet pfifazeni a popis vyvoje daného pasu
[em™]
2335 valen¢ni vibrace CO,, ostry a vyrazny, vznikd po nckolika minutach od

smichani, postupné narusta

1741 a oddélené pasy odpovidajici jednotlivym karbonylim ve dvou esterovych

1734 vazbach T12, postupné se spojuji a posunuji k nizsi frekvenci (po 24 hod
1738 cm™)

1714 valen¢ni vibrace karboxylll mastnych kyselin SC, postupné se zmensuje jeho
intenzita
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3.2.3. Thermogravimetricka analyza (TGA)

V tomto pokusu byl méfen ubytek hmotnosti vzorku v zavislosti na Case (Ubytek
hmotnosti zptisobeny tnikem plynného CO; po rozkladu T12). Méieni byla provedena
pii dvou konstantnich teplotach: 50 a 30 °C. Vzorek tvofil bud’ samotny T12 nebo jeho
smés s PK. Na grafu na obr. 25 je vynesen tbytek hmotnosti (vyjadieny v procentech
puvodniho molarniho mnozstvi T12) proti Casu pti obou teplotach pro oba vzorky.

Pti 30 °C nebyl pozorovan
ubytek hmotnosti u zadného ze
vzorkd. Pokus byl tedy prerusen po
90 min. Naopak pti 50 °C byl ubytek
Vv obou pfipadech pozorovan a
dokonce probihal u kazdého vzorku
podle jiné zavislosti. Samotny T12
se pii 50°C rozpadal linearné
(R?=0,9913), zatimco u smési s PK
se jednalo zjevné 0 nelinearni

zévislost a nastup rozpadu byl o s0 100 150 200
signifikantné rychlejsi (prudsi sklon ¢as [min]
kiivky) nez u samotného T12. Obr. 25. TGA T12 a jeho smési s PK.

3.3. Vliv T12 na rozpustnost modelového lé¢iva ve vehikulu a na
jeho rozdélovani z vehikula do SC

Jako modelové 1é¢ivo byl pro tyto pokusy pouzivan theofylin, donorovymi médii byly
V, PGV a IPM. Pro stanoveni rozdélovani bylo pouZito hydratované SC izolované
z prase¢i kuze. Rozpustnosti, rozdé€lovaci koeficienty a fluxy (J) theofylinu
V piitomnosti a nepiitomnosti T12 jsou shrnuty v tabulce 8. Rozdé€lovani theofylinu je
vyjadfeno ve formé rozdélovaciho koeficientu Pseozp., 0Z je pomér mnozstvi theofylinu
vazaného v 10 mg SC ku mnozstvi rozpusténému v 1 ml vehikula po 24 hod inkubace.

Tabulka 8. Rozpustnosti, rozdélovaci koeficienty a fluxy theofylinu — vliv T12.

\ PGV IPM
rozpustnost bez T12 708,0+£16,6 2407,8+68,7 36,3+14,1
theofylinu® sT12 802,3+30,5* 2941,2+56,2* 26,9+3,2
Pscrrozp.” bez T12 0,11+0,03 0,02+0,01 3,03+1,08

sT12 0,22+0,02* 0,02+0,01 0,69+0,17*
J+SD°® bez T12 10,0+2,2 1,3+0,9 43+1,4

sT12 18,94+3,9* 27,741,7* 26,6+£7,0%

AP£SD 1,90+0,27 22,80+1,08 6,56+0,52

®n=6-8, [mg/100 ml]; ® n=3; © n=6-9, 5% theofylin, 1% T12
* p<0,05 ve srovnani se slepym vzorkem (bez T12).
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4. DISKUZE

4.1. Syntéza analogi T12

4.1.1. Syntéza prekurzori pro piipravu analogi T12 s kovalentné vazanym
CO; (12-15 a DDEAK)

Amidy hydroxykyselin 12 a 13 byly pfipravovany podle schématu na obr. 16 (kapitola
3.1.1.1.), bez pouziti rozpoustédla. Pro zvySeni vytézku reakce bylo potieba pouzit
mirného ptebytku alkylaminu (10 % proti odpovidajicimu laktonu).

Pro syntézu prevraceného hydroxyamidu 14 (5-hydroxypentylamid kyseliny
dekanové) byla ptavodné pouzita reakce methyl-dekanoatu s 5-aminopentanolem
katalyzovana methoxidem sodnym (obr. 26). Tato reakce vSak probihala s nizkym
vytézkem (<20 %). Protoze méla tato latka slouzit jako prekurzor pro piipravu nékolika
dal$ich latek a bylo ji tedy potieba vétsi mnozstvi, byla nalezena druha, vyhodnéjsi,
syntéza (obr. 17, kapitola 3.1.1.1.), ktera probihala se 72% vytézkem.

MeO-Na*

(0]
~ + HO NH, —— \(\/))\ AN

Obr. 26. Syntéza pievraceného hydroxyamidu 14 z methyl-dekanoatu.

Puvodni pokus o pripravu esteru hydroxykyseliny 15a vychazel z reesterifikace
methylesteru kyseliny 6-hydroxyhexanové dodekanolem katalyzované kyselinou
p-toluensulfonovou (obr. 27). Pfi této reakci vSak dochéazelo pouze ke zpétné cyklizaci
na kaprolakton. Usp&sna byla aZ druha cesta vyuzivajici reakci sodné soli kyseliny
6-hydroxyhexanové s dodecylbromidem bez rozpoustédla za katalyzy TBAI (obr. 18,
kapitola 3.1.1.1.). Tato reakce probéhla s 51% vytézkem.

O
O MeOH OW C H OH
H SO, OMe ; /< OC12H25
Oso H I 15a

Obr. 27. Pokus o pfipravu hydroxyesteru 15a z methylesteru kyseliny 6-hydroxyhexanové.

Analogicky jako ester 15a byl ptipravovan i o jeden uhlik del$i homolog 15b,
dodecylester kyseliny 7-hydroxyheptanové. Tady bylo pro ptipravu sodné soli kyseliny
7-hydroxyheptanové potfeba vychazet z cykloheptanonu a jeho oxidaci peroxidem
vodiku pfipravit komeréné nedostupny lakton kyseliny 7-hydroxyheptanové. Oxidaci
bylo potfeba provadét pii teploté v rozmezi 40-45 °C, pii nizsi teploteé byl rapidné
snizen vytézek, pii teploté kolem 55 °C je popisovano nebezpec¢i vzniku organickych
peroxidi a vybuchu. Ziskany lakton, obsahujici malé mnoZstvi necyklizované
hydroxykyseliny, byl bez rozd€leni smési pouzit pro piipravu sodné soli kyseliny a
nasledné esteru. Vytézek této reakce (32 %) byl tedy pouze orientacni a byl vztazen na
vychozi cykloheptanon, ne na lakton jako v pripad¢ latky 15a.
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Aminoester DDEAK je mozné pfipravit V ¢ase potieby velmi jednoduse
rozkladem T12, knémuz dochazi pouhym rozpusténim v chloroformu (p¥itomnosti
stopovych mnozstvi HY).

4.1.2. Syntéza analogii T12 s kovalentné vazanym CO,

Estery kyseliny uhli¢ité 1-7 mély byt pivodné piipravovany pusobenim piislusné
hydroxyslouceniny (hydroxyamidu nebo hydroxyesteru) a alkylbromidu na uhliCitan
cesny v pritomnosti TBAI jako katalyzatoru fazového ptechodu a za probublavani CO,
(obr. 28)."*** Tato reakce viak neprobihala p¥i pouZiti reaktantd s delsim alkylovym
fetézcem (pro nasi potiebu kolem 12-18 uhlikd). Reakce byla pro ovéfeni UspéSné
provedena pouze s jednoduchymi linearnimi alkyly R1 a R2 do 6-8 uhlika s vytézkem
kolem 75 %.

Proto byla pro ptipravu esterti kyseliny uhli¢ité pouzita metoda vyuzivajici
alkyl-chlorformiaty (schémata 11-13, kapitola 3.1.1.1.). K pfipravé latek s jednim
alkylovym fetézcem 1-5 byly pouzity komeréné dostupné alkyl-chlorformiaty o délce
fetézce 2, 8, 10 a 12 uhlikl. Reakce byla provadéna pii -20 °C v prostiedi bezvodého
pyridinu, ktery slouzil zaroven jako rozpoustédlo a ¢inidlo vazajici vznikajici HCL.

o
Cs,CO,/ CO, Jis
_ _ < S ‘s RI1- -R2
R1-OH: hydroxyester nebo hydroxyamid

R2-Br: alkylbromid nebo ester kyseliny 6-bromhexanové

Obr. 28. Puvodn¢ navrzené schéma ptipravy estert kyseliny uhli¢ité pisobenim
hydroxyslouceniny a alkylbromidu na uhli¢itan cesny a COs.

Pii ptipravé estert kyseliny uhlicité, které mély v obou fetézcich esterovou nebo
amidovou vazbu ( latky 6 a 7), bylo potieba nejprve jednu z téchto latek ptevést na
alkyl-chlorformiat. To bylo provedeno reesterifikaci trichlormethyl-chlorformiatu
(difosgen). V piipadé symetrickych ester kyseliny uhli¢it¢é 6a a 7 byla reakce
provedena Vjednom kroku, protoze na difosgen bylo pisobeno dvojnasobnym
ptebytkem piislusné hydroxyslouceniny. V ptipadé nesymetrického esteru 6b, kde jeden
spojovaci fetézec je o 1 uhlik delsi, byla reakce provedena ve dvou krocich. Nejprve
reagoval jeden hydroxyester s 15% piebytkem difosgenu. Piebytek difosgenu byl nutny
proto, aby se zabranilo vzniku symetrického karbonatu. Ze stejného divodu bylo také
nutné provadét prvni krok v pomérné velkém ztedéni a ptikapavat roztok hydroxyesteru
k roztoku difosgenu velmi pomalu. Pfipraveny chlorformiat bylo nutné spotiebovat
okamzité¢ ve druhém kroku, protoZe byl znacné nestabilni. Proto byl patrné také snizen
vytézek této reakce na 20 %.

Estery kyseliny karbamové 8-9 byly pfipravovany velmi podobné jako estery
kyseliny uhlic¢ité. Jako prekurzor byl pouzivan T12, ktery byl v Case potieby rozloZen
chloroformem na DDEAK. Ptiprava estert 8 S jednim alkylovym fetézcem probihala
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stejnou metodou jako u latek 1-5. Narozdil od nich vSak reakce probihala za laboratorni
teploty. Latky 9a a 9b byly syntetizovany stejnym zpuisobem jako latka 6b, pficemz
druhy krok opét probihal za laboratorni teploty.

4.1.3. Syntéza rozvétvenych alkoholi 16-17 a kyselin 18-19

Syntéze téchto latek se na naSem pracovisti podrobné vénoval ing. Petr Kosak, ktery
zkoumal fadu syntetickych pfistupi a vyvinul metodu laboratorni piipravy
rozvétvenych alkoholl a kyselin v potfebnych mnoZzstvich. Tato metoda spocivala ve
spojeni sodné soli ®-bromkyseliny s odpovidajici rozvétvenou Grignardovou
slouc¢eninou za katalyzy LioCuCl,.

Nejprve byly syntetizovany ®-bromkyseliny 22a a 22b. Ty byly pfipraveny
reakci laktonu odpovidajici ®-hydroxykyseliny se smési kyseliny sirové a
bromovodikové. V piipadé kyseliny 22b (8-bromoktanova) bylo potiecba nejprve
pfipravit lakton, ktery je komeréné nedostupny. Ten byl piipraven oxidaci
cyklooktanonu peroxidem vodiku, stejn¢ jako lakton kyseliny 7-hydroxyheptanové pti
ptipravé latky 15b, a byl pouzit bez ¢isténi na piipravu m-bromkyseliny. Vytézek reakce
byl pocitan na vychozi cyklooktanon a je tedy pouze orientacni.

Sodné soli ®-bromkyselin 23a a 23b byly pfipraveny reakci s ethoxidem
sodnym. Tento zptsob byl vyhodné&jsi nez reakce s vodnym NaOH, protoze stl byla
ziskana rovnou jako bezvoda. V nami pouzivanych mnozstvich (fadové desitky gramu)
by byla izolace z vodného roztoku a jeji nasledné suseni naro¢ngé;jsi.

Grignardovy slouceniny 24 a 25 byly pfipravovany vzdy v Case potieby reakci
komeréné¢  dostupného  kratstho  rozvétveného  alkylbromidu s hofc¢ikem
v tetrahydrofuranu (THF) a pfipraveny roztok byl bez izolace rovnou pouzit k piipravé
alkoholu. Komer¢né nedostupny 4-ethylhexylbromid byl pfipraven
z 2-ethylbutylbromidu prodlouzenim o 2 uhliky malonesterovou syntézou (postup neni
uveden v experimentalni ¢asti).

Katalyzator Li,CuCl,; byl piipravovan vzdy v ¢as potifeby a to opatrnym
zihanim stechiometrickych mnozstvi LiCl.H,O a CuCl,.2H,0. Pfi zahiivani reakéni
smési bylo potfeba dbat na to, aby bylo dosazeno hnédého zbarveni smési, ne vSak
¢erné¢ho (vznik oxidu méd’natého). Katalyzator je mozZné také pfipravit do zasoby, avSak
musi byt uchovavan v suchu a pod inertni atmosférou.

Pti ptipravé alkoholi 16-17 byl pouzivan piiblizné 50% nadbytek Grignardovy
slouceniny oproti soli w-bromkyseliny. Teplota reakéni smési byla béhem ptidavani
roztoku Grignardovy slouceniny k suspenzi soli udrzovana na -5 °C. Ptikapavani tedy
probihalo takovou rychlosti, aby se smés pfiliS nezahtivala, ale zaroven aby
Grignardova sloucenina netuhla v piikapavaci nadobé. Bylo také nutné zajistit dokonalé
promichavani reakéni smési, aby nedochéazelo k jejimu tuhnuti. Reakéni smés byla bez
izolace podrobena redukci komplexnim hydridem a izolovan byl teprve vysledny
rozvétveny alkohol.

Rozvétvené kyseliny 18-19 byly pfipravovany oxidaci ziskanych alkoholt,
ptestoze bylo mozné ziskat je jiz v pfedchozim kroku pted redukci z jejich sodnych soli.
Nicméné jejich izolace z dané reakéni smési se ukdzala jako neekonomicka (nizky
vytézek) a zbytecné slozita. Oxidace Cistych alkohold oxidem chromovym v kyseliné
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octové vedla jednoznacné k odpovidajicim karboxylovym kyselindm. Teplota reakéni
smési pii oxidaci byla udrzovana na +5 °C a ptikapavani muselo byt pozvolné, protoze
smés se samovolné prudce zahtivala. Chlazeni pod 0 °C také nebylo Zadouci, protoze
V tom piipad¢ smés tuhla na sténach banky a dramaticky se snizoval vytézek.

4.1.4. Syntéza rozvétvenych karbamati

Nejprve byly obvyklou reakci pripraveny chranéné estery 26-27 rozvétvenych
alkoholu s hydrochloridem kyseliny 6-aminohexanové. Estery (ve formé hydrochloridi)
byly piecistény sloupcovou chromatografii na mikrokrystalické celuldze, na které se
zachytil produkt, ale vychozi latky bylo mozné vymyt hexanem. Po odstranéni necistot
byl hydrochlorid esteru vymyt z celulézy pridanim chloroformu do mobilni faze.

Odstranéni chranici skupiny (hydrochloridu) probéhlo reakci vodného roztoku
esteru s TEA. Volny aminoester byl extrahovan do diethyletheru a vysuSen siranem
sodnym. V tomto kroku bylo dilezité¢ proplachnout suSidlo dikladné chloroformem,
protoze volny aminoester mohl se vzdusnym CO, vytvofit pfedCasné amonium-
karbamat ve form¢ krystalické latky a byt tak odfiltrovan zaroven se suSidlem.
Promytim chloroformem doslo k jeho rozkladu zpét na volny aminoester.

Volné aminoestery byly ziskany ve form¢é nazloutlych oleji, piipadné
polotuhych latek. Karbamaty 20-21 z nich mohly byt pfipraveny prostym stanim na
vzduchu (vazou vzdusny CO,). Takto vSak vznikaly zlut¢ az hnédé mazlavé latky
nejednotného slozeni. Proto byly karbamaty pfipravovany zavadénim CO, do
etherickych roztokli aminoesterti, kde vznikaly ve form¢ bilé krystalické latky.

Struktura karbamat®i byla hodnocena pomoci IC spekter vnujolu a
v chloroformu. V nujolu byly potvrzeny charakteristické pasy odpovidajici soli
karbamové kyseliny, v chloroformu naopak doslo k rozkladu a byla potvrzena struktura
volného aminoesteru. Navic, pokud bylo spektrum chloroformového roztoku zméteno
dostatec¢né rychle, byl pozorovan vyrazny pas uvolnéného CO, pii 2335 cm™.

4.2. Transdermalné akceleracni aktivita analoga T12

V této praci byly sledovany obmény struktury T12 na dvou mistech v molekule: na
polarni hlavé a v koncové casti lipidovych fetézcu. Zavérem kapitoly bylo také
provedeno struéné shrnuti tykajici se piispévku jednotlivych strukturnich fragmentt
k aktivit¢ T12 ziskané srovnanim akceleracnich aktivit mnoha latek ptfipravenych a
testovanych diive na naSem pracovisti.

4.2.1. Analogy T12 s kovalentné vazanym CO;
Podobné latky nebyly dosud v literatufe popisovany jako akceleranty transdermalni
permeace.

Pichled ptipravenych latek je ve schématech 8-10 (kapitola 3.1.1.) a jejich
transdermaln¢é akceleracni aktivity jsou shrnuty v tabulce 2 (kapitola 3.1.1.2.).
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Z praktickych divodi nebyly otestovany vSechny pfipravené latky, ale vzhledem
k obecné nizké aktivité byly z kazdé skupiny vybrany vzdy pouze nejkratsi a nejdelsi
homology.

Jak je patrné z tabulky 2, samotny T12 byl z vody na prase¢i kizi téméf
neaktivni. Naproti tomu pfi pouziti PGV jako vehikula byl AP fadové vyssi nez u vSech
pfipravenych latek. Tak velky rozdil v aktivitich mezi témito dvéma vehikuly byl
pomérné piekvapujici, protoze na lidské kuzi byly AP srovnatelné (39,3 z vody a 35,0
z PGV).?® Latky 1a, 5a, 5b a 9a byly z vody dokonce statisticky vyznamn& G&inng&jsi
nez T12 (p<0,05).

Nicmén¢ zPGV i z IPM byly na prase¢i kizi aktivity ptfipravenych latek
vyrazn¢ nizsi nez u T12. PG i1 IPM jsou pomérné Casto pouzivany v dermatologickych
piipravcich jako rozpoustédla pro Sirokou paletu 1€Civ a je o nich zndmo, Ze dokazou
ovlivnit aktivitu akcelerantu® (viz kapitola 1.4.2.). Tento vliv u pipravenych latek,
narozdil od T12, nebyl pozorovan. Jejich nizké aktivity z IPM a tadové nizsi aktivity
z PGV podporuji nasi hypotézu o nezbytnosti labilni polarni hlavy tvofené soli
karbamové¢ kyseliny pro u¢innost T12.

AP pfipravenych latek se pohybovaly v rozmezi od 0,66 do 3,37 ve vodé a od
0,47 do 3,70 vPGV. U IPM nebyla zjisténa téméf zadna aktivita (AP se pohyboval
kolem 1). Z divodu takto nizkych aktivit a zanedbatelnych rozdilli mezi jednotlivymi
latkami nebyly nalezeny Zadné relevantni vztahy mezi jejich strukturou a ucinkem.
Nicméné¢ lze fict, Ze nejvyssi AP byly pozorovany u latek, kde oba fetézce obsahovaly
esterovou nebo amidovou skupinu, narozdil od latek s jednim jednoduchym alkylem a
to jak u esteri kyseliny uhli¢ité (napf. latky 6a a 7) tak u esterti kyseliny karbamové
(napf. latka 9a).

Na druhou stranu nejnizsich aktivit dosahla latka 8d (ester kyseliny karbamové s
jednou esterovou skupinou a jednim dodecylovym fetézcem), ktera ve vSech pouzitych
donorovych médiich vykazala AP<1, tedy dokonce zpomalila prichod theofylinu oproti
kontrolnimu slepému vzorku. Mechanismus tohoto ¢inku nebyl ddle zkouman a pro
jeho objasnéni by bylo potieba jej ovefit pro veétsi skupinu podobnych latek.

Velmi nizkych aktivit dosahly také oba ptipravené estery kyseliny stavelové (10
a 11), u kterych predpokladame kromé neschopnosti uvolnit CO, také vyrazné odlisné
konformacni uspofadani molekuly.

Zavérem tohoto srovnani lze fici, Ze vysoka akcelera¢ni aktivita T12 je velmi
pravdépodobné véazéana na strukturu a labilitu jeho polarni hlavy. Ani latky s nejveEtsi
strukturni podobnosti (6a, 6b, 9a a 9b) nedosahly jeho G¢innosti.

4.2.2. Analogy T12 s koncovym rozvétvenim

Vyssi alifatické alkoholy (mastné alkoholy, MA) a kyseliny (MK) byly studovany jako
akceleranty transdermalni permeace pro mnoho typi 16¢iv.2%% Obecnd jsou popisovany
dva mechanismy ué¢inku, jimiz tyto latky ptsobi. Jednim z nich je zvySeni rozpustnosti
1é¢iva ve vehikulu a zvySeni jeho rozdélovani do kize. Druhym je naruseni vysoce
uspofadané struktury extraceluldrnich lipidd ve SC.4847 Tyto dva efekty se nckdy
v literatufe nazyvaji ,,push-pull mechanismus.*® U alkoholii obecné je dale popisovano,
ze ty s kratSim fetézcem prevazné zvySuji rozpustnost 1é¢iva v lipidech SC, zatimco
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delsi alkoholy spiSe extrahuji lipidy a proteiny ze SC a tim podporuji difuzi 1éciva
nepolarni cestou. Druhy efekt, jenz byl prokazan prostiednictvim IC spekter,* vzrista s
délkou uhlikového fetézce.

Vliv koncového rozvétveni ve skupiné MA dosud nebyl studovan. Jedina prace
tykajici se rozvétvenych alkoholti hodnoti vliv rozvétveni bezprostiedné v blizkosti
hydroxylové skupiny a potvrzuje, Zze alkoholy s takovymto rozvétvenim jsou méné
ucinné nez linearni alkoholy se stejnou délkou fetdzce.>®

Rozvétvené MK byly studovany ponckud podrobnéji nez odpovidajici alkoholy.
Dlivodem muze byt mimo jiné to, ze se vyskytuji v pomérn¢ Siroké Skale v rtiznych
ptirodnich zdrojich (zejména v tucich Zivoc¢isného nebo bakterialniho ptivodu). Iso a
anteiso kyseliny jsou pfitomny napiiklad v tuku z ov¢i viny, piipadné jako soucast
povrchovych koznich lipida.®! Riizné rozvétvené MK byly nalezeny také ve formé
estert v triglyceridech obsazenych v povrchovych lipidech lidské kiize.>

Praci, které se vénuji obecné MK jako akcelerantiim transdermélni permeace je
pomérné hodné, a to i takovych, které zkoumaji vztahy mezi strukturou a uc¢inkem (s
prihlédnutim k délce fetézce, pritomnosti a neptfitomnosti nasobné vazby, jeji polohy a
konfigurace na ni). Naproti tomu byl zatim jen malo popsan vliv rozvétveni, zejména na
konci fetdzce. V praci Schneidera® je mnapiiklad porovndvana ucinnost kyseliny
10-methylpalmitové (rozvétveni je situovano uprostied fetézce) a kyseliny
10-methylhexadec-9-enové (navic jeS$té dvojna vazba) a bylo zjisténo, Ze jsou
srovnatelné s nerozvétvenou Kyselinou olejovou.

Dalsi zajimavou praci je studie Aungsta,™® ktera srovnava uéinek rtiznych
rozvétvenych kyselin s jejich linearnimi izomery a uvadi, ze v pfipadé kratSich kyselin
se tyto izomery od sebe vyznamné neli$i. Vyjimku tvofila kyselina isostearova, ktera
zvysila flux sledovaného 1é¢iva piiblizné 3,5krat ve srovnani s odpovidajici kyselinou
stearovou. Autofi to zde vysvétlovali tim, ze nerozvétvené kyseliny s krat§im fetézcem
jiz samy o sob& maximalné narusuji uspofadani lipidd SC, takze rozvétveni uz dale
nezvysuje jejich ucinek. Na druhou stranu kyselina stearova, kterd ma podobnou délku
fetézce jako maji lipidy SC, patrné jejich uspotadanou strukturu nenarusuje, coz mize
byt divodem, pro¢ se u této dvojice projevilo zvyseni prichodu léc¢iva v dusledku
rozvétveni.

Vliv rozvétveni ve skupiné analogii T12 byl sledovan ve studii Hrabalka,™ ktera se
zabyvala skupinou estert kyseliny 6-aminohexanové s riznymi rozvétvenymi nebo
cyklickymi alkoholy (latky podobné T12). Rozvétveni se v tomto piipadé nachéazelo
Vv tésném sousedstvi esterové skupiny a ve vSech pifipadech vedlo ke sniZeni aktivity. To
mohlo byt zpiisobeno jednak hor§im prinikem takovychto latek mezi lipidy SC ale také
tim, Zze rozvétveni blize k polarni hlavé snizovalo schopnost odpovidajicich aminoestert
vytvofit dostatené stabilni stil karbamové kyseliny.

Piehled ptipravenych rozvétvenych alkoholi, kyselin a karbamati je uveden na obr. 19
(kapitola 3.1.2.) a jejich transdermalné akcelera¢ni aktivity soucasné s aktivitami
linearnich analogti jsou shrnuty v tabulkach 4-5 (kapitola 3.1.2.2.).

Z tabulky 4 je vidét, ze akceleracni G¢innost alkohold byla podstatné vyssi nez
ucdinnost stejné dlouhych kyselin. Pti srovnani stejné dlouhych alkoholl je vidét, ze

33



4. Diskuze

methylové rozvétveni nezvysilo aktivitu. AP dodekanolu byl srovnatelny s AP alkoholt
16d (se stejnym poctem uhlikd) a 16e (o stejné délce fetézce). Naopak veétsi rozvétveni
(ethyl) zvysilo aktivitu, coz je vidét na piikladu alkohold 17a a 17b, které byly oba
vyznamn¢ aktivnéjSi nez dodekanol i alkoholy s methylovym rozvétvenim o stejné
délce 16¢ a 16e. Pomér aktivit mezi dvojicemi odpovidajicich latek 17a/16c, 17b/16e a
17b/dodekanol se pohyboval kolem 1,5 (obr. 29).

Odlisny vysledek vSak byl pozorovan u dekanolu, ktery vykéazal vyjimecné
vysokou akcelerac¢ni aktivitu a zavedeni koncového rozvétveni vedlo k vyraznému
snizeni aktivity u methylovych i ethylovych analogli. To mohlo byt zptsobeno
odliSnym mechanismem uc¢inku. U ptipravenych rozvétvenych alkohold se aktivita
snizovala s prodluzujicim se feté¢zcem. Naproti tomu linedrni alkoholy vykazovaly
parabolickou zavislost s maximem pravé u 10 uhlikdi, coz je bézné uvadéno
v publikovanych studiich.”® Optimélni délka fetézce 10 uhlikii u alkoholi souvisi
nejspisSe s jejich schopnosti rozruSovat uspotadanou strukturu lipidd SC. Druhym
zminénym mechanismem uc¢inku je u nich zména rozpoustécich vlastnosti SC a tim
zlepsSeni rozdélovani 1é¢iva do SC.

To, ze byla pozorovdna odlisSna zavislost mezi délkou fetézce a aktivitou u
linedrnich a rozvétvenych alkoholt nas vede k domnénce, ze zavedenim koncového
rozvétveni doslo ke zméné mechanismu G¢inku. Jedno z moznych vysvétleni spociva
v omezeném zaclenéni takovych alkoholi mezi lipidy SC. Sledovana aktivita mohla
tedy byt disledkem zvySeného rozdélovani theofylinu. To podporuje nepfima uméra
mezi délkou fetézce a aktivitou, tedy to, ze krats$i rozvétvené alkoholy byly u¢innéjsi.

U pftipravenych kyselin aktivita odpovidala parabolické zavislosti na délce
fetézce jak u linearnich tak u rozvétvenych. Zavedeni methylového rozvétveni opét
nevedlo Kvyraznym zménam aktivit. Pouze u 12uhlikatych kyselin doslo

o Kk 1,5nasobnému

90, alkoholy Dllinearni kyseliny zvySeni  Gcinku.
804 * ¥ methyl 16 ’
l% thyl " Vysledek se
70 hoduj
shoduje se
60 121 zavérem
o 50 0 zjisténym ve
< 1 8 ..
40 studii Aungsta et
30 £ 8 al.> Ethylové
20/ 4] rozvétveni mélo u
10, 2 "L% kyselin vétsi vliv
. " .. y
0= 100 190 Py 10C 12C na aktivitu nez
délka fetézce tomu bylo ve

Obr. 29. Srovnani AP nekterych nerozvétvenych a rozvétvenych
alkoholil a kyselin se stejnou délkou fetézce. *vyznamné se lisi
(p<0,05).

skupiné alkoholt.
U  10uhlikatych
kyselin byl AP
zvySen cca 2krat ve srovnani s linedrnim methylovym analogem. U 12uhlikatych byl
nartst dokonce jesté vyssi, cca 2,5ndsobny ve srovnani s methylovym a 4,7nésobny ve
srovnani s linearnim analogem (obr. 29).
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Tabulka 5 (kapitola 3.1.2.2.) srovnava akcelera¢ni aktivitu linearnich a rozvétvenych
transkarbamtl. Aktivity v obou skupinach odpovidaly parabolické zavislosti na délce
fetézce s maximem kolem 10 uhlika v alkoholové ¢asti (AP 33,60 u T10 a 26,34 u 20c).
Nicméné mezi linearni skupinou a skupinou s methylovym rozvétvenim nebyl nalezen
vyznamny rozdil. Ethylové rozvétveni dokonce zpiisobilo mirny pokles aktivity (viz
latky T10 a 21a se stejnou délkou fetézce, p<0,05). Pfi srovnani latek T12 a 21b byla
aktivita témef stejnd. Tato zjisténi jsou v rozporu se zavery ziskanymi u rozvétvenych
alkoholli, kde naopak u 12uhlikatych ethylové rozvétveni aktivitu zvysilo 1,5krat proti
linedrnim. Tento vysledek miize znamenat, Ze mechanismus uUcinku transkarbamu se
zasadnim zpusobem lis§i od mechanismu uc¢inku MA, kde nejspi$ velkou roli hraje
zvyseni rozpustnosti 1é¢iva, piipadné zvyseni jeho rozdélovani do SC.

Transkarbamy, jako estery, podléhaji hydrolyze zplsobené esterazami
ptitomnymi v lidské epidermis. U T12 byl tento rozklad sledovan in vitro s pouzitim
prasedi esterdzy a bylo zjisténo, Ze probiha podle kinetiky druhého #adu.”® Z tohoto
zjisténi  vyplyva dals$i moznd

hypotéza, ze totiz vysoka aktivita ) L
50 - —o— alkoholy s methylovym rozvétvenim

T12 by vlastné mohla byt . , o

. o —O0— karbamaty s methylovym rozvétvenim
zpusobena aktivitou dodekanolu 40 -
uvolnéného  po  hydrolyze. o 304
Ziskané vysledky vSak tuto teorii E
piili§  nepodporuji.  Stejna < 201
strukturni  obména  (zavedeni 10 1
ethylového  rozvétveni) totiz

0 T T T T 1

zpusobila u 12C alkoholi 8 9 10 1 12
zvyseni aktivity, u transkarbami délka fetézce v alkoholové &asti

naopak jeji sniZeni. Navic byla  Qpr, 30. Zavislost mezi délkou fetézce a akceleradni
pozorovana odliSna zavislost  aktivitou u rozvétvenych alkohold a transkarbami.
mezi délkou fetézce a aktivitou u

alkohol a transkarbamii S methylovym rozvétvenim (obr. 30).

Od zavedeni rozvétveni do terminalni ¢asti molekuly akcelerantu jsme ocekavali
zvyseni akceleracni aktivity. Prostorové objemnéjsi skupina by méla logicky zpiisobit
vyrazngj$i dezorganizaci lipidovych lamel SC vedouci k vétS§imu naruSeni bariérovych
funkci SC. Na druhou stranu vSak je tieba pocitat s tim, ze rozvétveni miize mit takeé
negativni u¢inek na aktivitu kvili hor§imu pronikani takového akcelerantu mezi lipidy
SC. Tyto dva efekty patrné¢ ovliviiuji akceleracni aktivitu opaénym smérem a
pravdépodobné zavisi také na dalsich okolnostech, ktery z nich pfevladne. Ve skupiné
piipravenych alkoholii a transkarbamti S methylovym rozvétvenim byly oba vlivy patrné
vyrovnang, u kyselin mirn¢ prevladal pozitivni. U alkoholl navic odli§na zavislost mezi
délkou fetézce a aktivitou u linedrnich a rozvétvenych muize ukazovat na zménu
(pfevazujiciho) mechanismu tc¢inku.
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4.2.3. Analogy T12 — vztahy mezi strukturou a ucinkem

Dosud piipravené analogy T12 muzeme rozd¢lit do ¢tyf skupin podle ¢asti molekuly,
ktera byla modifikovana. Jedna se o obmény lipidového tetézce (obr. 31a), esterové
skupiny ve stiedu molekuly (31b), polarni hlavy (31c) a spojovaciho fetézce mezi
esterovou skupinou a dusikem polarni hlavy (31d). Obrazek 31 shrnuje nalezené
strukturni pozadavky dtlezité pro aktivitu T12.

a
C

/\/\/\/\/\/\o Nwéio

NS NN +O

b—"_ 0/

d
Obr. 31. Pozadavky na strukturu T12 dilezité pro jeho aktivitu: a) linearni alkylovy fetézec
0 optimalni délce 8-12 uhlikd; b) polarni skupina ve sttedu molekuly s vyvazenymi donor-
akceptorovymi vlastnostmi; ¢) polarni hlava schopna rozkladat se v mirn¢ kyselém prostiedi
za uvolnéni COy; d) flexibilni uhlovodikovy fetézec s optimalni délkou 5 uhlikd.

4.2.3.1. Obmeény lipidového ietézce

Jak jiz bylo feceno dfive, terminalni methylové a ethylové rozvétveni mirné snizuje
aktivitu transkarbami patrné kvili horSimu rozdé€lovani akcelerantu do SC. Naproti
tomu rozvétveni v bezprostedni blizkosti esterové skupiny nebo cyklizace alkoholické
casti vedly k podstatnému snizeni az ztraté aktivity.55 Jednim z divodi pro tak velké
snizeni aktivity mlze byt to, Ze sterickd zabrana pobliz polarni hlavy znemoznila
uspofadani lipidovych fetézct vedle sebe a tim zabranila tvorbé stabilni krystalické soli
karbamové kyseliny. Analogy s rozvétvenim v blizkosti esterové vazby vykazovaly
nizsi teploty tani nebo byly pfipraveny jako oleje a podle IC spekter tvotily karbamat
jen v omezeném mnozstvi.

U karbamovych soli tohoto typu je jejich tani tizce spjato s uvolnénim CO,
Z polarni hlavy.32 Domnivame se tedy, Ze stabilita polarni hlavy byla v disledku
rozvetveni snizena. Ptili§ nizka teplota tani karbamath miize vést k jejich rozkladu jeste
pted aplikaci na kizi pti béZné manipulaci. Na druhou stranu, vyrazné vyssi teplota tani
rozklad ve SC a opét ve snizeni akceleracni aktivity.

Optimalni délka alkoholové &asti byla nalezena mezi 8-12 uhliky.*

4.2.3.2. Nahrady esterové skupiny

Esterova skupina byla nahrazena skupinou methylenovou, ketonickou, amidovou,>’
karbonatovou nebo karbamatovou.?® Z aktivit bylo ziejmé, Ze mimo jiné i pfitomnost a
typ polarni skupiny uprostied fetézce jsou velmi dulezité jak pro stabilitu soli
karbamové kyseliny tak pro aktivitu akcelerantu.”® Zaménou esterové skupiny doslo
vzdy k podstatnému sniZeni az vymizeni akceleracni aktivity.
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Stanoveni rozpustnosti vSech téchto analogii v PGV ukézalo na linearni zavislost
mezi jejich rozpustnosti a akceleracni aktivitou. Jedinou vyjimku piedstavoval prave
vysoce uéinny T12, coz vedlo K zavéru, Ze esterova skupina je spojena s néjakym
odliSnym mechanismem ucinku.

IC spektra T12 vykazuji dublet karbonylu esterové vazby (viz kap. 3.2.1., obr.
24 a kap. 4.3.1.), z ¢ehoz vyplyva, ze pravdépodobné jeden karbonyl tvoii vodikovou
vazbu s NH skupinou polarni hlavy. Tato vodikova vazba ma patrné velky vyznam pro
sterické usporadani molekuly, coz ma nejspiS také vliv na zplsob, jakym akcelerant
pronika do SC.

4.2.3.3. Obmény polarni hlavy

Do této skupiny se fadi latky s CO, kovalentné vazanym V poldrni hlavé (tedy latky
stabilngjsi) pfipravované v této praci, které ve srovnani s T12 postradaji akceleracni
aktivitu. Jiny analog byl pfipraven ndhradou kysliku v polarni hlavé za siru, ktera
netvoii vodikové vazby jako kyslik (dithiokarbamat).® Tato sloudenina neschopné
rozkladu polarni hlavy byla rovnéz neaktivni.

4.2.3.4. Obmény spojovaciho retézce mezi esterovou skupinou a dusikem

Nejvyssich aktivit bylo dosaZeno u esteri kyseliny 6-aminohexanové. Jak prodlouzeni
na 7-aminoheptanoaty nebo 8-aminooktanoaty tak zkraceni vedlo ke snizeni aktivity.42
Stfedni aktivity bylo dosazeno u esterti tranexamové kyseliny (linearni fetézec byl
nahrazen cyklohexanem). Tyto latky byly ptivodné navrzeny jako biodegradabilni
akceleranty, které¢ po své hydrolyze v kizi uvoliuji kyselinu tranexamovou. Tento
metabolit byl popsan v literatute jako latka schopna regenerovat kozni bariéru po jejim
naruseni pti TDD. Nicmén¢ aktivita téchto latek byla fadové nizs$i nez u T12, patrné
kvili snizené flexibilité a vyssi sterické zabrané spojovaciho fetézce.

4.3. Chovani T12 v mirné kyselém prostiedi
V téchto pokusech byla pouzivana PK pro zajisténi mirn¢ kyselého prosttedi podobného
tomu, které je ve SC. Abychom zjistili, zda je PK vhodnym modelem pro popis
rozkladu T12, byl IC experiment proveden také s pouzitim extrahovanych lipida SC,
které obsahuji cca 10 % vyssich mastnych kyselin.

4.3.1. Casovy vyvoj IC spekter smési T12 a PK
Popis hlavnich zmén u této smési je uveden v tabulce 6 a na obrazku 24b (kapitola

3.2.1.), vyvoj intenzit nékterych pasi je uveden na obrazku 32. Pied timto
experimentem byl také pfipraven potencidlni produkt interakce: amoniova sil PK
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s DDEAK a jeji IC spektrum bylo zmé&feno v nujolu, abychom mohli porovnat nékteré
jeji pasy s témi, které vznikaly béhem sledovani ¢asového vyvoje.

Pas pii 3360 cm™ byl pifazen valenéni vibraci N-H v karbamatu. Jeho intenzita
se postupné zmenSovala, ale ani po 4 hod nevymizel Gplné. Vedle néj vsak vznikl druhy

pas pii 3326 cm™, ktery naopak nartistal a na

1.0-& ]
) \D .\./l//ll/
£ 0.8
s 1 ——1712
g —A—1617
-~ 06_ [m]
= —=2335%
Z 0.4
[
" 024" /\
i A o
0.0 T T T T T T ! IIAI T
0 20 40 60 80220 240
¢€as [mMin]

Obr. 32. Casovy vyvoj intenzit nékterych

sledovanych pésti. *U pasu 2335 (nartstajici)

byla hodnota 1 pfifazena intenzité na konci
méteni.

konci byl intenzivnéj$i nez plivodni pfi
3360 cm™.

Prakticky ihned po smichani se
objevil ostry a vyrazny pas pii
2335 cm™, ktery odpovida uvolnénému
CO,. Intenzita tohoto pasu narustala
piiblizné 30 min a pak =zistavala
konstantni (obr. 32). V tomto piipadé
se nejednalo o vzdusny CO, (pokusy
byly pro vylouceni vzdusného CO,
provadény pod dusikovou atmosférou),
ale 0 CO; rozpustény v nujolu. Shodny
pas byl pozorovan také u nujolu, do
kterého byl po né€kolik minut zavadén
CO, z tlakové lahve.

Dalsi zmeéna se odehrdla na

pasech esterovych karbonyld. U samotného T12 je vibrace esterového karbonylu
rozitdpena na dva dobfe rozdlené pasy (1742 a 1735cm™). To je svelkou
pravdépodobnosti zptisobeno vodikovou vazbou jednoho esterového karbonylu na N-H
vazbu polarni hlavy. Na obrazku 33 je znazornén vypocitany model molekuly T12, kde
je vidét zalomeni molekuly zpiisobené touto H-vazbou.”

¥C W¥N

Obr. 33. Molekulovy model T12 se
zalomenou molekulou, dole je
znazornéna H-vazba mezi polarni
hlavou a jednim esterovym
karbonylem.

Po pfidani PK se tyto dva pasy
postupné spojovaly a posouvaly Kk nizsi
frekvenci (1731 cm™). Tento jev podporoval
naSi hypotézu, Ze ze dvou rlznych
esterovych karbonyli v T12 wvznikly dva
rovnocenné, tedy ze doslo k rozkladu
dvouretézcové molekuly na jednotetézcovou.
Vysledna frekvence esterového karbonylu
(1731 cm™) odpovidala vibraci 1730 cm™
zjisténé u piipravené soli PK s DDEAK.

Treti vyznamnou zménu
piedstavovalo vymizeni pasu pii 1617 cm™,
ktery odpovida wvalenéni vibraci C=0O
Vv polarni hlavé. Tento fakt potvrzuje rozpad
polarni hlavy (obr. 33). Vysledny pas pfi
1641 cm™ (byl pozorovan asi od 80. minuty)
byl ptitazen deformaci NHs" skupiny soli PK
a DDEAK, kde bylo naméfeno 1640 cm™.

V neposledni tad€ je potieba popsat

“ Molekulovy model T12 byl vypo&itan s pouzitim programu HyperChem 5.1, jednotlivé ionty byly
modelovany na semi-empirické AM1 trovni, vlastni model soli byl vytvofen v silovém poli AMBER.
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také postupné vymizeni pasu pii 1712 cm™, ktery odpovida valenéni vibraci karboxylu
PK. Jeho intenzita postupné klesa tak, jak je kyselina spotfebovavana k reakci s T12
(obr. 32 a 34). Po 4 hod tento pas bud’ vymizi uplné nebo zistava jako ruzné vyrazné
raminko podle pouzitého poméru mezi T12 a PK.

Na z&vér tohoto pokusu lze uvést rovnici popisujici rozklad T12 a nasledujici
reakci s PK (obr. 34). PK patrné interaguje s amoniovou skupinou za vzniku soli
s jednou polovinou T12. Druha polovina molekuly T12, ktera se pak vyskytuje ve
formé nestalé kyseliny karbamové, se nasledné rozklada za uvolnéni CO; a volného
DDEAK.

o 1735
A N N
I 01712 PK
3360 H\ \Q + HO Il
T12 1743 O

l + _
/\/\/\/\/\/\O)\/W NH3 OJ\\

o}
I 2335
/\/\/\/\/\/\ O/\/\/\/ NH2 + COZ

+
1731 O 9

! NH+ " M\/\/\/\/\/\
P S N N N Nl T S N
o} 5 0

1641

Obr. 34. Navrzeny mechanismus interakce PK a T12. Cisla znamenaji frekvence
pfitazenych vazeb v IC spektru. PferuSovana ¢ara vyznacuje predpokladanou vodikovou
vazbu.

4.3.2. Casovy vyvoj IC spekter smési T12 a lipidia SC

Tato spektra nebyla tak jednozna¢na na interpretaci jako v piedeslém pokusu. Oblasti
mezi 1685-1600 cm™ a 1575-1510 cm™ byly prekryty silnymi slozitymi pasy latek
obsazenych v lipidech SC (obr. 24a). Nebylo tedy mozno pozorovat rozpad polarni
hlavy znazornény vymizenim péasu pii 1617 cm™ ani vznik deformagniho pasu NH3" pii
1641 cm™. Byly viak velmi dobie patrné dalsi zmény, jako vznik CO,, sjednoceni
esterovych karbonylii a ubytek karboxylu mastnych kyselin. Timto pokusem bylo
prokazano, ze PK je vhodnym modelem pro sledovani rozpadu T12, protoze zmény,
které zplisobila, probihaly velmi podobné také v pfitomnosti extrahovanych lipida SC.

Rozdil od piedeslého pokusu je v posunu spojeného pasu esterovych karbonylt.
Zatimco pfi interakci s PK byl vysledny posun 1731 cm™, coz odpovidalo vySe zminéné
soli DDEAK s PK, v tomto pokusu ziistala frekvence spojeného pasu pri 1738 cm™.
Z toho lze usuzovat, Ze v podminkach SC mozna az ke vzniku soli s MK nedochazi.

39



4. Diskuze

433. TGA

vvvvvv

kombinaci dvou metod: diferencialni skenovaci kalorimetrii (DSC) a TGA potvrdil, Ze
pfi postupném zahtivani samotného T12 dochazi k uvolnéni CO; (v tomto piipadé byl
métfen ubytek hmotnosti vzorku v zévislosti na teploté). TGA v nasem piipad¢é byla
meiena pii dvou konstantnich teplotach v zavislosti na Case. Prvni teplota, 50 °C, byla
vybrana proto, ze je pfi ni na DSC kiivce T12 patrnad prvni tranzice. Druha teplota,
30 °C, byla vybrana jako teplota nejblizsi laboratorni, pii které byly provadény IC
experimenty a pii které bylo uvolnéni CO; Vv pfitomnosti kyseliny prokézano.

Podle obr. 25 (kapitola 3.2.3.) nebyl pi#i 30 °C pozorovan ubytek hmotnosti u
T12 ani u jeho smési s PK. Tento vysledek vSak nemusi znamenat, ze nedoslo
k rozkladu. Jelikoz vime, Ze k uvolnéni CO; prokazatelné doslo podle IC experimentu,
domnivame se, ze uvolnény CO, zustal ve smési vazan bud’ né&jakou formou
nekovalentni vazby, pfipadné byl adsorbovan na jejim povrchu.

Pti 50 °C byl tbytek zjistén v obou vzorcich a probihal podle rtiznych zavislosti.
U samotného T12 byl pozorovan linedrni rozpad, zatimco u smési byl prab¢h slozitéjsi.
Nastup ubytku hmotnosti byl vyrazné prudsi a po prvnich cca 20 min se stal postupné
pozvolnéjsim az doslo k linearizaci. Tento vysledek naznacuje, Ze rozpad v obou
ptipadech probihal podle riznych typi reakéni kinetiky. Rozklad byl dale vyznamné
urychlen pfitomnosti mirn€ kyselého prostedi.

4.4. Vliv T12 na rozpustnost modelového lé¢iva ve vehikulu a na
jeho rozdélovani z vehikula do SC

Podminky pouzité v téchto pokusech byly vybrany tak, aby se co nejvice podobaly
podminkdm pouzitym pii stanoveni transdermalné akceleracnich aktivit (theofylin jako
modelové 1é¢ivo, tii donorova média o ruzné polarité: V, PGV a IPM, praseci kiize
k izolaci SC).

Jak je vidét z hodnot v tabulce 8 (kapitola 3.3.), pfidavek T12 mirn¢ zvysil
rozpustnost theofylinu ve vodé a v PGV, ale naopak ji snizil v IPM. V PGV byla
rozpustnost ptiblizné 3krat vyssi nez ve vod¢€, coz mohlo byt zpisobeno solubilizaénimi
schopnostmi PG. Naopak vysoce lipofilni IPM rozpustil cca 20krat mén¢ theofylinu nez
voda.

Pii porovnani AP a rozpustnosti v jednotlivych vehikulech bylo zjevné, Ze mezi
nimi neni jednozna¢na zavislost. D4 se odvodit pouze to, Ze vysoka rozpustnost v PGV
odpovidala vysokému AP. Naproti tomu v IPM, kde se rozpustilo jen velmi malé
mnozstvi theofylinu, byl AP signifikantné vyssi nez ve vodé.

Nicméné je potieba dodat, ze AP a J uvedené v tabulce 8 byly ziskany na praseci
ktzi. Stejny permeacni pokus provedeny diive na ktzi lidské poskytl ponckud jiné
vysledky: AP byly 39,3 z vody a 35,0 z PGV,? nebyl zde tedy tak velky rozdil mezi
témito dvéma vehikuly. AvSak ani tento vysledek neukazuje na souvislost aktivity
S rozpustnosti theofylinu. Téméf stejny AP z vody a PGV tady byl dosazen i piesto, ze
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rozpustnost ve vodé byla 3krat nizsi. Zavérem lze fici, ze T12 vyrazné neovliviluje
rozpustnost theofylinu ve studovanych vehikulech.

V literatufe bylo popsano, ze theofylin dosahuje maximum své absorpce do praskového
SC po 6 hod.*?® Stanoveni rozd&lovaciho koeficientu bylo provadéno s pouzitim platkd
izolovaného SC (ne praskového). Z tohoto divodu byla doba inkubace prodlouzena na
24 hod.

Z hodnot v tabulce 8 je vidét, ze pii pouziti vody bylo mnozstvi theofylinu
absorbovaného do SC tadoveé vyssi nez pti pouziti PGV. Divodem mohla byt dobra
rozpustnost theofylinu v PG a tim padem jeho mens$i ochota ptechazet do vysoce
hydrofobniho SC. Ve vod¢ zpusobil ptidavek T12 dvojnasobny narist rozdélovaciho
koeficientu, zatimco v PGV zistal pomér stejny nezavisle na pridavku T12. V IPM, coz
bylo nejlipofilnéjsi z pouzitych vehikul, byl rozdélovaci koeficient nejvyssi a velmi
ptekvapiveé byl naopak snizen pfidanim T12.

Mezi rozpustnosti theofylinu a jeho rozd€lovacimi koeficienty byla nalezena nepiimo
umeérna zavislost (¢im vyssi rozpustnost ve vehikulu, tim mensi ochota prostupovat do
SC). Na druhou stranu nebyla nalezena vyznamnéjsi souvislost mezi rozpustnosti nebo
rozdélovacim koeficientem theofylinu a aktivitou T12. Z toho vyplyva, Ze ani zvyseni
rozpustnosti modelového 1é¢iva ani zvyseni jeho rozdélovani do SC se v ptipadé T12
nepodileji veétsi mérou na mechanismu ucinku.

PG i IPM se Casto pouzivaji v dermatologickych ptipravcich jako rozpoustédla
pro fadu 1é¢iv. Casté je také vyuziti jejich schopnosti zvysit aktivitu akcelerantu pravé
tim, e zvySuji rozpustnost a rozd&lovani jak lé&iva tak samotného akcelerantu.”
Podobny jev byl pozorovéan i na piikladu T12.

41



5. Zavér
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Tato prace se podrobné zabyvala problematikou akceleranti transdermalni permeace.
Hlavni studovanou latkou byl transkarbam 12, akcelerant pfipraveny difive na naSem
pracovisti vykazujici vysokou aktivitu. V ramci této prace byly pfipraveny jeho analogy
obménujici strukturu v misté polarni hlavy (latky s kovalentné¢ vazanym CO;: estery
kyseliny karbamové, uhlicité a $tavelové) a na konci lipidovych fetézct (analogy
s koncovym symetrickym methylovym nebo ethylovym rozvétvenim). Bylo piipraveno
celkem 65 latek (18 prekurzort a 47 finalnich latek), z toho 50 v literatufe nepopsanych.
Struktura piipravenych derivatd byla ovéfena pomoci H NMR, *C NMR a IC
spektroskopie. 42 latek bylo otestovano na transdermalné akceleracni aktivitu v raznych
donorovych médiich s pouzitim prase¢i kize jako modelové membrany a theofylinu
jako modelového 1éciva.

Ve velké skupiné analogi T12, které zahrnovaly jak latky pfipravené v ramci
této prace, tak latky ptfipravené diive na naSem pracovisti, byly hledany obecné vztahy
mezi strukturou a U¢inkem. Byly tak shrnuty zdkladni pozadavky na strukturu T12
vedouci k jeho vysoké aktivité.

Za celem ovéfit navrzeny mechanismus ucinku T12 byly jednak syntetizovany
vySe uvedené analogy a dale byly provedeny experimenty, pomoci nichz byl popsan
rozklad polarni hlavy T12 v mirné kyselém prostiedi. Casovy vyvoj IC spekter smési
T12 s kyselinou palmitovou nebo s lipidy extrahovanymi z kize vedl K popisu interaket,
ke kterym patrné dochazi mezi molekulou T12 a mastnymi kyselinami ve SC, misté
jeho zasahu. TGA podobné smési zase potvrdilo, Ze mirn¢ kyselé prosttedi urychluje
rozpad T12 za uvolnéni COs.

Pro doplnéni teorie o mechanismu ucinku bylo studovano také ovlivnéni
rozpustnosti modelového 1é¢iva ve vehikulech a jeho rozdélovani mezi vehikuly a SC.
U T12 nebyl nalezen vztah mezi ovlivnénim téchto dvou parametri a akcelera¢ni
aktivitou, tudiz mechanismus ucinku T12 vyplyva z n¢jakého jiného, specifictéjsiho,
déje.

Zavérem muzeme fict, ze mechanismus U¢inku T12 se odviji zjedinecné
struktury jeho polarni hlavy tvofené soli karbamové kyseliny, kterda méa schopnost se
v mirn¢ kyselém prostiedi SC rozkladat za uvolnéni CO,. Dalsi strukturni prvky v jeho
molekule optimalizuji stabilitu polarni hlavy tak, aby k jejimu rozpadu nedochézelo
piili§ snadno ale aby k nému doslo ve SC. Rozpad ve SC a uvolnéni CO; nejspis vede
ke konformac¢nim zménam v molekule T12. Tyto zmény spole¢né s uvolnénym CO,
velmi pravdépodobné narusuji uspofadanou strukturu lipidi SC a tim usnadnuji prichod
léciva klzi. Mechanismus ucinku tohoto typu nebyl dosud v literatufe popsan.
V budoucnosti bude potieba zjistit, co se déje s uvolnénym CO, ve SC, v jaké forme se
tam vyskytuje a co zplsobuje.

Vysledky ziskané v této praci byly prezentovany na péti domacich a jedné zahrani¢ni

védecké konferenci. Dale byly zahrnuty do publikaci v odbornych casopisech (viz
ptilohy 1-3).
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6. EXPERIMENTALNI CAST

6.1. Chemikalie a pfistrojové vybaveni

VSechny chemikalie vetné trypsinu (z prase¢iho pankreatu) byly zakoupeny od firmy
Sigma-Aldrich. Pro sloupcovou chromatografii byl pouzit Silikagel 60 (230-400 mesh)
nebo mikrokrystalicka celuloza (délka vlaken 0,02-0,15mm) a pro tenkovrstvou
chromatografii byly pouzity TLC desky (Silikagel 60 F,s4) od firmy Merck. Struktura a
Cistota syntetizovanych sloucenin byla ovéfena pomoci IC (Nicolet Impact 400
spectrophotometer) a *H a *C NMR spekter (Varian Mercury-Vx BB 300 instrument,
pracujici pfi 300 MHz u 'H, 75 MHz u *3C). Teploty tani byly mé&feny na Kofflerové
pistroji bez korekce. TGA byla provedena v laboratofi termické analyzy VSCHT
V Praze na pfistroji Stanton Redcroft TG 750.

6.2. Syntéza analogii T12 s kovalentné vazanym CO,
6.2.1. Pfiprava amidi hydroxykyselin 12a-12c a 13

Lakton pfislusné hydroxykyseliny (17,5 mmol) byl smichan s alkylaminem (19,3 mmol)
a k této smési bylo piidano 0,1-0,2 ml roztoku methoxidu sodného (pfipraveného z 3,3 g
sodiku a 100 ml methanolu). Smés byla zahtivana na 120 °C po dobu 1 hod. Po
ochlazeni na laboratorni teplotu smés ztuhla, produkty byly CdciStény srazenim
ethanolického nebo methanolického roztoku zfedénou kyselinou chlorovodikovou.

(12a) decylamid 6-hydroxyhexanové Kkyseliny; CisH3sNO,;, M=271,44 gmol'l;
vytézek: 93 %; bila krystalicka latka; v literatufe nepopsana; t=68-70 °C; IC (CHCIy):
vmax 3629, 3448, 3343, 3006, 2929, 2857, 1660, 1519, 1466, 1378 cm™; 'H NMR (300
MHz, CDCl3): 5,68 (1H, bs, NH); 3,62 (2H, t (J=6,7), CH,OH); 3,26-3,14 (2H, m,
CH,NHCO); 2,25 (1H, bs, OH); 2,16 (2H, t (J=7,4), NHCOCH,); 1,72-1,13 (24H, m,
12CH,); 0,92-0,79 (3H, m, CH3); *C NMR (75 MHz, CDCls): 173,0; 62,4; 39,5; 36,6;
32,2; 31,8; 29,6; 29,5; 29,2; 26,9; 25,3; 22,6; 14,1.

(12b) dodecylamid 6-hydroxyhexanové Kkyseliny; CigH3/NO,; M=299,49 gmol'l;
vytézek: 90 %; bila krystalicka latka; v literatufe nepopsana; t,=80-83 °C; IC (CHCIy):
vmax 3623, 3448, 3350, 3006, 2928, 2856, 1660, 1519, 1466, 1378 cm™; 'H NMR (300
MHz, CDCl3): 5,55 (1H, bs, NH); 3,63 (2H, t (J=6,3), CH,OH); 3,26-3,15 (2H, m,
CH,;NHCO); 2,20-2,11 (2H, m, NHCOCHy); 2,00 (1H, bs, OH); 1,71-1,10 (28H, m,
14CHy); 0,90-0,82 (3H, m, CHa); *C NMR (75 MHz, CDCls): 172,9; 62,5; 39,5; 36,7;
32,3; 31,9; 29,64; 29,58; 29,55; 29,34; 29,30; 26,9; 25,4; 25,3; 22,7; 14,1.

(12c¢) nonylamid 5-hydroxypentanové Kkyseliny; Ci4HxoNO,; M=243,39 gmol'l;
vytézek: 86 %; bila krystalicka latka; v literatufe nepopsana; t=65-66 °C; IC (CHCIy):
vmax 3627, 3447, 3338, 3005, 2929, 2857, 1659, 1520, 1466, 1378 cm™; *H NMR (300
MHz, CDCl3): 5,80 (1H, bs, NH); 3,62 (2H, t (J=6,1), CH,OH); 3,27-3,15 (2H, m,
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CH,NHCO); 2,63 (1H, bs, OH); 2,20 (2H, t (J=7,2), NHCOCH,); 1,79-1,65 (2H, m,
NHCOCH,CH,); 1,63-1,39 (4H, m, 2CH,); 1,35-1,14 (12H, m, 6CH,); 0,86 (3H, t
(J=6,7), CHs); C NMR (75 MHz, CDCly): 173,1; 61,9; 39,6; 36,0; 31,9; 31,8; 29,6;
29.4; 29,3; 29,2; 26,9; 22,6; 21,7; 14,1.

(13) dodecylamid 4-hydroxypentanové Kyseliny; C;7H3sNO,; M=285,42 gmol'l;
vytézek: 80 %; bila krystalicka latka; v literatufe nepopsana; t=68,5-70,5 °C; IC
(CHCl3): vmax 3617, 3447, 3338, 3005, 2927, 2855, 1655, 1523, 1466, 1377 cm™; 'H
NMR (300 MHz, CDCl3): 5,99 (1H, bs, NH); 3,90-3,74 (1H, m, CHOH); 3,25-3,14
(2H, m, CH;NHCO); 2,39-2,26 (2H, m, NHCOCH,); 1,89-157 (2H, m,
NHCOCH,CH,); 1,53-1,10 (23H, m, 10CH,, CH3); 0,86 (3H, t (J=6,6), CH3); B¥C NMR
(75 MHz, CDCly): 173,7; 67,4; 39,7; 34,3; 33,3; 31,9; 29,6; 29,55; 29,51; 29,30; 29,26;
26,9; 23,6; 22,6; 14,1.

6.2.2. Priprava 5-hydroxypentylamidu dekanové kyseliny 14

Roztok kyseliny dekanové (2,9 mmol) v bezvodém toluenu (10 ml) s thionylchloridem
(14,5 mmol) byl 2 hod zahiivan k varu pod zpétnym chladi¢em. Pak byl za snizeného
tlaku oddestilovan toluen s pfebyte¢nym thionylchloridem. Po ochlazeni byl vznikly
dekanoylchlorid rozpustén v Cerstvé vysuseném THF (50 ml) a tento roztok byl pomalu
za intenzivniho michani pfi laboratorni teploté piikapan k roztoku 5-aminopentanolu
(2,9 mmol) v 1% vodném uhli¢itanu sodném (40 ml). Thned se zacaly vylucovat bilé
krystalky. Smés byla michana jes$té¢ pfes noc. Poté byla nafedéna 100 ml vody, coz
zpusobilo vylouéeni dalSich krystalii, a nechana krystalizovat v lednici nékolik hodin.
Vylouéené mirné¢ nahnédlé krystaly byly odfiltrovany. Produkt byl ¢istén odbarvenim
pomoci aktivniho uhli v methanolu, krystalizaci z vodného methanolu a naslednou
chromatografii na sloupci silikagelu smési hexan/aceton 3:2.

(14) 5-hydroxypentylamid dekanové Kkyseliny; CisH3NO,; M=257,42 gmol'l;
vytézek: 72 %; bila krystalicka latka; v literatufe nepopsana; t=71-73 °C; IC (CHCIy):
Vmax 3625, 3449, 3338, 3006, 2929, 2857, 1660, 1519, 1466, 1378 cm™; *H NMR (300
MHz, CDCl3): 5,72 (1H, bs, NH); 3,66-3,58 (2H, m, CH,0OH); 3,28-3,18 (2H, m,
CH,NHCO); 2,13 (2H, t (J=7,6), NHCOCHy); 1,66-1,15 (20H, m, 10CH,); 0,90-0,80
(3H, m, CHs); *C NMR (75 MHz, CDCls): 173,3; 62,4; 39,2; 36,8; 32,1; 31,8; 29,4;
29,34; 29,32; 29,27; 29,22; 25,8; 23,0; 22,6; 14,1.

6.2.3. Piiprava esteri hydroxykyselin 15a-15b

Ptislusny lakton (43,8 mmol) byl 2 hod zahtivan k varu pod zpétnym chladicem v 1M
roztoku hydroxidu sodného (40 ml). Poté byla voda vakuoveé oddestilovana, vzniklé
krystaly byly rozsuspendovany v diethyletheru, odfiltrovany a po upraskovani suseny
3 hodiny ve vakuu pii 70 °C nad hydroxidem sodnym.

Takto pripravena stl (6,5 mmol) a TBAI (0,65 mmol) byly rozsuspendovany
v dodecylbromidu (8,3 mmol) a za intenzivniho michani zahfivany 2 hod na 120 °C. Po
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ochlazeni na laboratorni teplotu byla smés nafedéna diethyletherem (10 ml) a krystaly
byly odfiltrovany. Filtrat byl vysusen siranem sodnym, zahustén a vznikly nazloutly olej
byl ¢istén chromatografii na sloupci silikagelu smési hexan/aceton 3:2.

(15a) dodecylester 6-hydroxyhexanové Kkyseliny, CigH3s03; M=300,49 gmol'l;
vytézek: 51 %; bila polotuhd latka; Vv literatufe nepopsana; t,=21-22 °C; IC (CHCls):
Vmax 3624, 3015, 2927, 2856, 1724, 1466 cm™; *H NMR (300 MHz, CDCls): 4,09 (2H, t
(J=6,6), COOCHy); 3,62 (2H, t (J=6,6), CH,OH); 2,32 (2H, t (J=7,4), CH,COO0); 1,72-
1,20 (26H, m, 13CH,); 0,92-0,82 (3H, m, CH3); *C NMR (75 MHz, CDCl;): 173,8;
64,5; 62,6; 34,2; 32,3; 31,9; 29,60; 29,59; 29,54; 29,49; 29,3; 29,2; 28,6; 25,9; 25,2;
24,6; 22,7; 14,1.

(15b) dodecylester 7-hydroxyheptanové Kkyseliny; CigH3s03; M=314,52 gmol'l;
vytézek: 32 %; bila polotuha latka; v literatuie nepopsana; t=24,5-26 °C; IC (CHCls):
Vmax 3620, 3019, 2927, 2856, 1724, 1466 cm™; *H NMR (300 MHz, CDCl3): 4,04 (2H, t
(J=6,6), COOCH,); 3,62 (2H, t (J=6,6), CH,OH); 2,29 (2H, t (J=7,4), CH,COO); 1,68-
1,17 (28H, m, 14CH,); 0,90-0,82 (3H, m, CHs); *C NMR (75 MHz, CDCls): 173,9;
64,4; 62,8; 34,2; 32,5; 31,9; 29,6; 29,54, 29,49; 29,3; 29,2; 28,9; 28,6; 25,9; 25,4; 24,9;
22,6; 14,1.

6.2.4. Priprava laktonu 7-hydroxyheptanové kyseliny (komercné nedostupny)

Ke smési cykloheptanonu (85 mmol) a 20% roztoku hydroxidu sodného (17 ml) byl
opatrné pfikapan za intenzivniho michani 30% roztok peroxidu vodiku (15 ml) takovou
rychlosti, aby se teplota smési pohybovala v rozmezi 40-45 °C a hlavné nedosédhla
55 °C (nebezpeci vzniku organickych peroxidii a jejich nasledné exploze). Smés pak
byla michédna pfes noc pii1 laboratorni teplot¢ a poté byla tiikrat extrahovéna
chloroformem. Vodna vrstva byla okyselena kyselinou chlorovodikovou, nasycena
chloridem sodnym a extrahovana tiikrat chloroformem. Spojené organické extrakty byly
vysuSeny siranem sodnym, zahustény a surovy lakton (obsahujici malé mnozstvi volné
kyseliny 7-hydroxyheptanové) byl bez dal§iho ¢isténi pouzit pro piipravu sodné soli
kyseliny 7-hydroxyheptanové a nasledné jejiho esteru (kap. 6.2.3.).

6.2.5. Priprava esteru kyseliny uhli¢ité 1a-1d, 2a-2d, 3, 4a-4d, 5a-5b

Reakce byla provadéna v dusikové atmosfére. Hydroxyamid 12, 13, 14 nebo
hydroxyester 15a (1 mmol) byl rozpustén v bezvodém pyridinu (5 ml), ochlazen na
-20 °C a postupné byl piikapan piislusny alkyl-chlorformiat (1,25 mmol). Teplota
-20 °C byla udrZovana jesté 1 hod, poté byla smés ponechana stat pii laboratorni teploté
pies noc. Pak byla nafedéna 10 ml chloroformu, tfikrat promyta 5 ml vody a organicka
vrstva byla vysusena siranem sodnym. Po zahusténi byl odstranén pyridin azeotropicky
destilaci se suchym toluenem a néaslednym ponechdnim v exsikatoru nad kyselinou
sirovou ve vakuu 1-2 dny. Produkty byly ¢istény chromatografii na sloupci silikagelu
smési hexan/ethyl-acetat.
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(1a) (5-Decylaminokarbonylpentyl)ethylester kyseliny uhli¢ité; Ci9Hs;NOy;
M=343,51 gmol'l; vytézek: 78 %; bila krystalickd latka; v literatufe nepopsana; t;=37-
39 °C; IC (CHCls): vmax 3449, 2929, 2856, 1742, 1662, 1518, 1466, 1369 cm™; 'H
NMR (300 MHz, CDCls): 5,51 (1H, bs, NH); 4,21-4,00 (4H, m, CH,OCOOCH,); 3,25-
3,15 (2H, m, CH,NHCO); 2,14 (2H, t (J=7,7), NHCOCHy); 1,73-1,16 (25H, m, 11CH,,
CHa); 0,90-0,81 (3H, m, CHa); *C NMR (75 MHz, CDCls): 172,5; 155,1; 67,6; 63,8;
39,5; 36,5; 34,0; 31,8; 29,6; 29,5; 29,2; 28,4; 26,9; 25,4, 25,3; 22,6; 14,2; 14,1.

(1b) (5-Decylaminokarbonylpentyl)oktylester Kkyseliny uhlicité; CysHigNOy;
M=427,68 gmol’l; vytézek: 75%; bila krystalickd latka; v literatufe nepopsand; ti=44-
46 °C; IC (CHCls): vimax 3449, 2929, 2857, 1740, 1662, 1518, 1467, 1404, 1378 cm™; 'H
NMR (300 MHz, CDCls): 5,47 (1H, bs, NH); 4,15-4,06 (4H, m, CH,OCOOCH,); 3,27-
3,14 (2H, m, CH,NHCO); 2,15 (2H, t (J=7,6), NHCOCH); 1,74-1,17 (32H, m, 16CHy);
0,91-0,82 (6H, m, 2CHs); *C NMR (75 MHz, CDCls): 172,5; 155,3; 68,1; 67,6; 39,5;
36,5; 31,8; 31,7; 29,6, 29,5; 29,2; 29,13; 29,10; 28,6; 28,4, 26,9; 25,6; 25,4; 25,3; 22,63;
22,57; 14,1; 14,0.

(1c) (5-Decylaminokarbonylpentyl)decylester Kyseliny uhlicité; C,7Hs3NOy;
M=455,73 gmol‘l; vytézek: 67%; bild krystalicka latka; v literatue nepopsand; t=50,5-
52 °C; IC (CHCl3): vimax 3449, 2928, 2856, 1740, 1662, 1518, 1467, 1404, 1378 cm™; 'H
NMR (300 MHz, CDCls): 5,47 (1H, bs, NH); 4,13-4,07 (4H, m, CH,OCOOCH,); 3,26-
3,17 (2H, m, CH,NHCO); 2,15 (2H, t (J=7,4), NHCOCHj,); 1,73-1,17 (36H, m, 18CHy);
0,90-0,82 (6H, m, 2CHs); *C NMR (75 MHz, CDCls): 172,5; 155,3; 68,1; 67,6; 39,5;
36,5; 31,8; 29,6; 29,49; 29,46; 29,44; 29,25; 29,17; 28,6; 28,4; 26,9; 25,6; 25,4; 25,3;
22,6; 14,1.

(1d) (5-Decylaminokarbonylpentyl)dodecylester kyseliny uhli¢ité; Cy9Hs7NOy;
M=483,78 gmol™; vytézek: 71 %; bila krystalické latka; v literatufe nepopsand; t=56,5-
58,5 °C; IC (CHCls): vimax 3449, 2927, 2856, 1740, 1662, 1518, 1467, 1404, 1378 cm™;
'H NMR (300 MHz, CDCls): 5,46 (1H, bs, NH); 4,19-4,03 (4H, m, CH,OCOOCH));
3,29-3,13 (2H, m, CH,NHCO); 2,15 (2H, t (J=7,4), NHCOCH,); 1,74-1,12 (40H, m,
20CH,); 0,90-0,82 (6H, m, 2CH3); *C NMR (75 MHz, CDCls): 172,5; 155,3; 68,1;
67,6; 39,5; 36,6; 31,9; 29,62; 29,58; 29,5; 29,4; 29,29; 29,25; 29,19; 28,6; 28,4; 26,9;
25,7; 25,4; 25,3; 22,6; 14,1.

(2a) (4-Dodecylaminokarbonylbutan-2-yl)ethylester kyseliny uhli¢ité; CoH3zgNOy;
M=357,48 gmol'l; vytézek: 77 %; bila krystalicka latka; v literatufe nepopsana; t=37,5-
39,5 °C; IC (CHCls): vmax 3447, 2927, 2855, 1739, 1664, 1519, 1466, 1375, 1351 cm™;
'H NMR (300 MHz, CDCl3): 562 (1H, bs, NH); 4,84-4,70 (1H, m,
CH,CH(CH3)OCOO); 4,22-411 (2H, m, OCOOCH,CHs); 3,27-311 (2H, m,
CH,NHCO); 2,33-2,11 (2H, m, NHCOCHy,); 2,04-1,83 (2H, m, NHCOCH,CHj,); 1,54-
1,13 (26H, m, 10CH,, 2CHj); 0,91-0,81 (3H, m, CHs); *C NMR (75 MHz, CDCly):
171,8; 154,8; 74,4; 63,8; 39,6; 32,4; 31,9; 31,7; 29,6; 29,54; 29,50; 29,3; 29,2; 26,9;
22,6; 20,0; 14,2; 14,1.
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(2b) (4-Dodecylaminokarbonylbutan-2-yl)oktylester kyseliny uhli¢ité; CisHs;NOy;
M=441,70 gmol™; vyt&zek: 79 %; bezbarvy olej; latka v literatufe nepopsand; IC
(CHCls): vinax 3447, 2927, 2856, 1736, 1664, 1519, 1466, 1396, 1355 cm™; *H NMR
(300 MHz, CDCl,): 5,63 (1H, bs, NH); 4,84-4,70 (1H, m, CH,CH(CH3)OCOO); 4,18-
4,03 (2H, m, OCOOCHy); 3,27-3,16 (2H, m, CH,NHCO); 2,36-2,16 (2H, m,
NHCOCHo,); 2,05-1,78 (2H, m, NHCOCH,CH,); 1,78-1,11 (32H, m, 16CH,); 0,94-0,79
(9H, m, 3CHs); *C NMR (75 MHz, CDCls): 171,8; 155,0; 74,4; 68,0; 39,6; 32,5; 31,9;
31,74; 31,71; 29,6; 29,55; 29,51; 29,30; 29,26; 29,14; 29,11; 28,6; 26,9; 26,7; 22,64;
22,58; 20,0; 14,1; 14,0.

(2¢) (4-Dodecylaminokarbonylbutan-2-yl)decylester kyseliny uhlicité; CgHssNOy;
M=469,75 gmol'l; vytézek: 74 %; bila krystalickd latka; v literatufe nepopsand; t=31-
34 °C; IC (CHCl3): vimax 3447, 2927, 2856, 1736, 1664, 1519, 1466, 1396, 1354 cm™; *H
NMR (300 MHz, CDCls): 5,61 (1H, bs, NH); 4,85-4,70 (1H, m, CH,CH(CH3)OCOO);
4,14-4,06 (2H, m, OCOOCH,); 3,26-3,17 (2H, m, CH,NHCO); 2,31-2,11 (2H, m,
NHCOCH,); 2,00-1,84 (2H, m, NHCOCH,CH,); 1,72-1,13 (36H, m, 18CH,); 0,90-0,82
(9H, m, 3CHj3); *C NMR (75 MHz, CDCls): 171,8; 155,0; 74,4; 68,0; 39,6; 32,5; 31,9;
31,8; 31,7; 29,60; 29,58; 29,54; 29,51; 29,45; 29,3; 29,25; 29,19; 28,6; 26,9; 25,7; 22,6;
20,0; 14,1.

(2d) (4-Dodecylaminokarbonylbutan-2-yl)dodecylester ~ kyseliny  uhlicité;
CzoHs5eNO,4; M=497,81 gmol'l; vytézek: 71 %; bild krystalicka latka; V literatuie
nepopsand; t=34,5-36,5 °C; IC (CHCls): vmax 3447, 2927, 2855, 1736, 1664, 1519,
1466, 1396, 1354 cm™; *H NMR (300 MHz, CDCls): 5,61 (1H, bs, NH); 4,84-4,71 (1H,
m, CH,CH(CH3)OCOOQO); 4,17-4,03 (2H, m, OCOOCH,); 3,27-3,16 (2H, m,
CH,;NHCO); 2,32-2,11 (2H, m, NHCOCH,); 2,04-1,81 (2H, m, NHCOCH,CH,); 1,71-
1,15 (40H, m, 20CH,); 0,86 (9H, t (J=6,6), 3CHy3); B3¢ NMR (75 MHz, CDCly): 171,8;
155,0; 74,4; 68,1; 39,6; 32,5; 31,9; 31,8; 29,60; 29,56; 29,52; 29,47; 29,31; 29,27;
29,21; 28,6; 26,9; 25,7; 22,7; 20,0; 14,1.

(3) (4-Nonylaminokarbonylbutyl)ethylester kyseliny uhli¢ité; C;7H33NO,; M=315,45
gmol™; vytézek: 78 %; bila krystalicka latka; v literatufe nepopsana; t,=35-37 °C; IC
(CHCl3): vmax 3448, 2929, 2856, 1742, 1663, 1518, 1467, 1369 cm™; 'H NMR (300
MHz, CDCl3): 5,53 (1H, bs, NH); 4,22-4,08 (4H, m, CH,OCOOCH,); 3,26-3,14 (2H,
m, CH,NHCO); 2,18 (2H, t (J=7,1), NHCOCH); 1,80-1,15 (21H, m, 9CH,, CHs); 0,91-
0,79 (3H, m, CHs); *C NMR (75 MHz, CDCls): 172,2; 155,1; 67,4; 63,9; 39,5; 36,0;
31,8; 29,6; 29,4; 29,24, 29,18; 28,1; 26,9; 22,6; 22,0; 14,2; 14,1.

(4a)  (5-Dekanoylaminopentyl)ethylester  Kkyseliny  uhlicité; C18H35NOy,
M=329,48 gmol™; vytézek: 85 %; bila krystalicka latka; v literatufe nepopsand; t=42-
44 °C; 1C (CHCls): vmax 3450, 2929, 2857, 1742, 1662, 1518, 1467, 1369 cm™; 'H
NMR (300 MHz, CDCls): 5,55 (1H, bs, NH); 4,22-4,06 (4H, m, CH,OCOOCH); 3,29-
3,15 (2H, m, CH,NHCO); 2,18-2,06 (2H, m, NHCOCHy); 1,74-1,15 (23H, m, 10CH,,
CHa); 0,90-0,80 (3H, m, CH3); *C NMR (75 MHz, CDCls): 173,1; 155,2; 67,5; 63,8;
39,2; 36,8; 31,8; 29,4, 29,30; 29,27; 29,21; 28,3; 25,8; 23,1; 22,6; 14,2; 14,1.
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(4b)  (5-Dekanoylaminopentyl)oktylester =~ kyseliny  uhli¢ité;  Cy4Hs7NOy;
M=413,65 gmol™; vyt&zek: 59 %; bila krystalicka latka; v literatufe nepopsand; t=34-
37 °C; IC (CHCl3): vmax 3450, 2930, 2857, 1740, 1662, 1518, 1467, 1404, 1378 cm™; 'H
NMR (300 MHz, CDCls): 5,52 (1H, bs, NH); 4,16-4,05 (4H, m, CH,OCOOCH,); 3,29-
3,18 (2H, m, CH,NHCO); 2,19-2,07 (2H, m, NHCOCH); 1,75-1,13 (32H, m, 16CHy);
0,92-0,79 (6H, m, 2CHs); *C NMR (75 MHz, CDCls): 173,1; 155,3; 68,1; 67,6; 39,2;
36,8; 31,8; 31,7; 29,4; 29,32; 29,27; 29,23; 29,14; 29,11; 28,6; 28,3; 25,8; 25,7; 23,1;
22,62; 22,59; 14,1; 14,0.

(4c) (5-Dekanoylaminopentyl)decylester kyseliny uhli¢ité; Co6H5:NOy;
M=441,70 gmol’l; vytézek: 47 %; bild krystalicka latka; v literatufe nepopsana; t;=42-
45 °C; IC (CHCI3): vimax 3450, 2928, 2856, 1740, 1662, 1518, 1467, 1404, 1378 cm™: H
NMR (300 MHz, CDCls): 5,51 (1H, bs, NH); 4,17-4,07 (4H, m, CH,OCOOCH,); 3,30-
3,18 (2H, m, CH,NHCO); 2,20-2,09 (2H, m, NHCOCH); 1,75-1,14 (36H, m, 18CHy);
0,92-0,80 (6H, m, 2CHy); 3c NMR (75 MHz, CDCly): 173,2; 155,3; 68,1; 67,6; 39,2;
36,9; 32,8; 31,8; 29,59; 29,53; 29,46; 29,42; 29,33; 29,30; 29,25; 29,20; 28,6; 28,3;
25,8; 25,71; 25,68; 23,1; 22,6; 14,1.

(4d)  (5-Dekanoylaminopentyl)dodecylester  Kkyseliny uhlidité; CygHssNOy;
M=469,75 gmol‘l; vytézek: 75 %; bila krystalicka latka; v literatufe nepopsana; t;=56,5-
60 °C; IC (CHCl3): vimax 3450, 2927, 2856, 1740, 1662, 1518, 1467, 1404, 1378 cm™; 'H
NMR (300 MHz, CDCls): 5,49 (1H, bs, NH); 4,15-4,07 (4H, m, CH,OCOOCH,); 3,29-
3,18 (2H, m, CH,NHCO); 2,18-2,09 (2H, m, NHCOCHj,); 1,78-1,15 (40H, m, 20CHy);
0,91-0,82 (6H, m, 2CHs); *C NMR (75 MHz, CDCls): 173,1; 155,3; 68,1; 67,6; 39,2;
36,9; 31,9; 31,8; 29,6; 29,53; 29,46; 29,42; 29,31; 29,29; 29,24; 29,20; 28,6; 28,3; 25,8;
25,7; 23,1; 22,6; 14,1.

(5a) (5-Dodecyloxykarbonylpentyl)ethylester  kyseliny  uhli¢ité;  Cy1H400s;
M=372,55 gmol'l; vytézek: 80 %; bezbarvy olej; latka v literatufe nepopsana; IC
(CHCl3): vmax 2927, 2856, 1732, 1467, 1405, 1388, 1369 cm™; *H NMR (300 MHz,
CDCly): 4,22-4,01 (6H, m, CH,OCOOCH,, COOCH,); 2,33-2,26 (2H, m, CH,COO);
1,73-1,19 (29H, m, 13CH,, OCH,CHs); 0,90-0,83 (3H, m, CHs); *C NMR (75 MHz,
CDCly): 173,6; 155,2; 67,6; 64,5; 63,8; 34,1; 31,9; 29,62; 29,57; 29,52; 29,3; 29,2; 28,6;
28,4; 25,9; 25,3; 14,3; 14,1.

(5b) (5-Dodecyloxykarbonylpentyl)dodecylester Kyseliny uhli¢ité; Csz1HgOs;
M=512,83 gmol™; vytézek: 75 %; bila krystalicka latka; v literatufe nepopsana; t=22-
23,5°C; IC (CHCl3): vmax 2927, 2856, 1732, 1467, 1404, 1378, 1361 cm™; '*H NMR
(300 MHz, CDCls): 4,15-4,01 (6H, m, CH,OCOOCH;, COOCHy); 2,30 (2H, t (J=7,4),
CH,COO); 1,74-1,19 (44H, m, 22CHy); 0,91-0,83 (6H, m, 2CHs); **C NMR (75 MHz,
CDClj): 173,6; 155,3; 68,1; 67,6; 64,5; 34,1; 31,9; 29,61; 29,55; 29,54; 29,50; 29,47;
29,32; 29,23; 29,21; 28,64; 28,60; 28,4; 25,9; 25,7; 25,3; 24,6; 22,7; 14,1.
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6.2.6. Priprava symetrickych esteri kyseliny uhlicité 6a, 7

Reakce byla provadéna v dusikové atmosféie. Hydroxyester 15a nebo hydroxyamid 12b
(1 mmol) byl rozpustén v Cerstvé vysuseném THF (5 ml) a k tomuto roztoku byl ptidan
bezvody pyridin (1 mmol). Roztok byl ochlazen na -20 °C a byl k nému ptikapan
trichlormethyl-chlorformiat (0,55 mmol). Teplota -20 °C byla udrzovana jesté 2 hod a
poté byla smés ponechana stat pii laboratorni teploté pies noc. Vznikla suspenze byla
natedéna 20 ml THF, prefiltrovana a filtrat byl vakuové zahustén. Produkt byl ¢istén
chromatografii na sloupci silikagelu smési hexan/ethyl-acetat.

(6a)  bis(5-dodecyloxykarbonylpentyl)ester  Kkyseliny  uhli¢ité;  Cz7H70O7;
M=626,30 gmol'l; vytézek: 66 %; bezbarva kapalina; latka v literatufe nepopsana; IC
(CHCl3): vmax 2930, 2856, 1770, 1727, 1466, 1377, 1360 cm™; *H NMR (300 MHz,
CDCls): 4,31 (4H, t (J=6,6), CH,OCOOCH,); 4,06 (4H, t (J=6,7), 2COOCH,); 2,32
(4H, t (J=7,4), 2CH,COO0); 2,36-1,16 (52H, m, 26CH,); 0,87 (6H, t (J=6,7), 2CH3); °C
NMR (75 MHz, CDCly): 173,4; 150,6; 71,5; 64,2; 33,6; 31,5; 29,2; 29,13; 29,08; 28,9;
28,8; 27,6; 25,5; 24,7; 22,2; 13,7.

(7) bis(5-dodecylaminokarbonylpentyl)ester kyseliny uhli¢ité; Cs7H7oN,Os;
M=624,97 gmol*; vytézek: 63 %; bezbarva kapalina; latka v literatufe nepopsana; IC
(CHCl3): vmax 3448, 2929, 2856, 1771, 1662, 1518, 1466, 1376 cm™; *H NMR (300
MHz, CDCls): 6,89 (1H, bs, NH); 4,38-4,01 (4H, m, CH,OCOOCH,); 3,36-3,17 (4H,
m, 2_CH,NHCO); 2,54-2,19 (4H, m, 2NHCOCH,); 1,83-1,15 (26H, m, 13CH,); 0,91-
0,80 (6H, m, 2CH3); *C NMR (75 MHz, CDCls): 173,9; 150,6; 71,9; 40,2; 35,5; 31,9;
29,60; 29,56; 29,51, 29,3; 29,2; 27,9; 26,9; 25,3; 25,10; 25,06; 22,7; 14,1.

6.2.7. Priprava esteru kyseliny uhlicité 6b

Reakce byla provadéna v dusikové atmosféte.

1. Do bezvodého THF (10 ml) bylo ptidano aktivni uhli (5 mg), ke smési byl pfidan
roztok trichlormethyl-chlorformiatu (0,73 mmol) v THF (10 ml) a vznikla smés byla
michéna za laboratorni teploty 10 minut. Pak byl pfikapan roztok hydroxyesteru 15b
(0,64 mmol) v THF (5 ml), pfikapavani trvalo asi 1,5 hod, aby se zabranilo vzniku
symetrického karbonatu. Po pfidani veskerého 15b byl roztok michan jesté 1 hod,
prefiltrovan a vakuové zahustén pii 30 °C. Vznikly naZloutly olej (chlorformiat) byl bez
precisténi pouzit okamzité do dalsiho kroku.

2. Hydroxyester 15a (0,64 mmol) byl rozpustén v bezvodém pyridinu (5 ml), roztok byl
ochlazen na -20 °C a byl k nému piikapan ptipraveny chlorformiat. Teplota -20 °C byla
udrzovana jesté¢ 1 hod a poté byla smés michana pii laboratorni teploté ptes noc.
Vznikld suspenze byla nafedéna chloroformem (20 ml) a pétkrat promyta vodou.
Organicka vrstva byla vysusena siranem sodnym a zahus$téna. Pyridin byl ze smési
odstranén azeotropicky destilaci se suchym toluenem a néslednym ponechanim
Vv exsikatoru nad kyselinou sirovou ve vakuu 1-2 dny. Produkt byl ¢istén chromatografii
na sloupci silikagelu smési hexan/ethyl-acetat 9:1.
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(6b)  (6-dodecyloxykarbonylhexyl)(5-dodecyloxykarbonylpentyl)ester  kyseliny
uhli¢ité; CsgH7,07; M=640,33 gmol'l; vytézek: 20 %; bila krystalicka latka; v literatute
nepopsand; t=22-24,5 °C; IC (nujol): vmax 1743, 1259, 1166, 722 cm™; *H NMR (300
MHz, CDCls): 4,15-4,01 (8H, m, CH,OCOOCH,, 2COOCH,); 2,30 (2H, t (J=7,7),
CH,COO0); 2,29 (2H, t (J=7,4), CH,COO); 1,75-1,15 (54H, m, 27CH,); 0,87 (6H, t
(J=6,6), 2CH3); *C NMR (75 MHz, CDCl): 173,6; 155,3; 67,9; 67,7; 64,51; 64,46;
34,2, 34,1; 31,9; 29,62; 29,56, 29,51, 29,3; 29,2; 28,7, 28,6; 28,5; 28,4; 25,9; 25,4; 25,3;
24.8; 24,6; 22,7; 14,1.

6.2.8. Piiprava esteri kyseliny karbamové 8a-8d

Reakce byla provadéna v dusikové atmosféie. T12 (0,6 mmol) byl rozpustén
V bezvodém chloroformu (5 ml), aby doslo k uvolnéni DDEAK (1,2 mmol), a k jeho
roztoku byl pfidan bezvody pyridin (1 ml). K tomu byl ptikapan za laboratorni teploty
odpovidajici alkyl-chlorformiét (1,5 mmol) a smés byla michana za laboratorni teploty
jesté 3-5hod. Poté byla nafedéna chloroformem (10 ml) a tfikrat promyta vodou.
Organické vrstvy byly vysuSeny siranem sodnym a vakuové zahustény. Pyridin byl ze
smési odstranén azeotropicky destilaci se suchym toluenem a ndslednym ponechdnim
v exsikatoru nad kyselinou sirovou ve vakuu 1-2 dny. Produkt byl ¢i§tén chromatografii
na sloupci silikagelu smési hexan/ethyl-acetat.

(8a) ethylester N-(5-dodecyloxykarbonylpentyl)karbamové kyseliny; C,;HyiNOy;
M=371,57 gmol‘l; vytézek: 92 %:; bila krystalicka latka; v literatufe nepopsana; t;=26,5-
29 °C; IC (CHCls): vimax 3454, 2928, 2856, 1719, 1517, 1466 cm™; *H NMR (300 MHz,
CDCI3): 4,65 (1H, bs, NH); 4,17-3,99 (4H, m, 2COOCH,); 3,22-3,05 (2H, m,
CH,NHCOO0); 2,33-2,25 (2H, m, CH,COO); 1,73-1,16 (29H, m, 13CH,, CHj3); 0,87
(3H, t (J=6,7), CHy); 3¢ NMR (75 MHz, CDCly): 173,7; 156,6; 64,5; 60,6; 40,7; 34,1;
31,9; 29,6; 29,54; 29,49; 29,3; 29,2; 28,6; 26,2; 25,9; 24,5; 22,6; 14,6; 14,1.

(8b) oktylester N-(5-dodecyloxykarbonylpentyl)karbamové Kyseliny; C;7Hs3NOy;
M=455,73 gmol™; vytézek: 78 %; bila krystalicka latka; v literatufe nepopsana; t=42-
45 °C; IC (CHCl3): vmax 3454, 2928, 2856, 1717, 1517, 1467 cm™; *H NMR (300 MHz,
CDCl3): 4,65 (1H, bs, NH); 4,10-3,97 (4H, m, 2COOCHy); 3,23-3,06 (2H, m,
CH,NHCO); 2,33-2,25 (2H, m, CH,COO0); 1,70-1,17 (36H, m, 18CH,); 0,93-0,81 (6H,
m, 2CHs); *C NMR (75 MHz, CDCls): 173,7; 156,7; 64,5; 40,7; 34,1; 31,9; 31,8;
29,61; 29,55; 29,50; 29,3; 29,23; 29,19; 29,0; 28,6; 26,2; 28,90; 28,85; 24,6; 22,7, 22,6;
14,10; 14,08.

(8c) decylester N-(5-dodecyloxykarbonylpentyl)karbamové kyseliny; Ci9Hs7NOg;
M=483,78 gmol™; vytézek: 86 %; bila krystalicka latka; v literatufe nepopsana; t=47-
48,5 °C; IC (CHCl3): vmax 3454, 2927, 2856, 1717, 1517, 1467 cm™; 'H NMR (300
MHz, CDCls): 4,65 (1H, bs, NH); 4,09-3,97 (4H, m, 2COOCHy,); 3,22-3,06 (2H, m,
CHy;NHCO); 2,29 (2H, t (J=7,4), CH,COO); 1,71-1,17 (40H, m, 20CH,); 0,91-0,83
(6H, m, 2CH3); *C NMR (75 MHz, CDCls): 173,7 (ester); 156,8 (karbamat); 64,9;
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64,5; 40,7; 34,1; 31,88; 31,86; 29,7; 29,62; 29,60; 29,55; 29,51; 29,32; 29,28; 29,2;
29,0; 28,6; 26,2;: 25,9; 25,8; 24,5; 22,7; 14,1.

(8d) dodecylester N-(5-dodecyloxykarbonylpentyl)karbamové kyseliny; C3;Hg1NOy;
M=511,84 gmol™; vyt&zek: 85 %; bila krystalicka latka; v literatufe nepopsana; t=52,5-
53,5 °C; IC (CHCl3): vmax 3454, 2927, 2855, 1717, 1517, 1467 cm™; *H NMR (300
MHz, CDCls): 4,65 (1H, bs, NH); 4,13-3,96 (4H, m, 2COOCH,); 3,23-3,08 (2H, m,
CH,NHCO); 2,29 (2H, t (J=7,4), CH,COO); 1,71-1,16 (44H, m, 22CH,); 0,87 (6H, t
(J=6,6), 2CHs3); 1*C NMR (75 MHz, CDCls): 173,7; 156,7; 64,5; 40,7; 34,1; 31,9; 29,7;
29,6; 29,53; 29,50; 29,33; 29,28; 29,23; 29,0; 28,6; 26,2; 25,90; 25,86; 24,6; 22,7; 14,1.

6.2.9. Priprava esterii kyseliny karbamové 9a-9b

Reakce byla provadéna v dusikové atmosfére.

1. Do bezvodého THF (10 ml) bylo piidano aktivni uhli (5 mg), k tomu byl pfidan
roztok trichlormethyl-chlorformiatu (0,73 mmol) v THF (10 ml) a vznikla smés byla
michana za laboratorni teploty 10 minut. Pak byl pfikapan roztok hydroxyesteru 15a
nebo 15b (0,67 mmol) v THF (5 ml), pfikapavani trvalo asi 1,5 hod, aby se zabranilo
vzniku symetrického karbonétu. Po piidani veskerého 15a byl roztok michan jesté
1 hod, prefiltrovan a vakuové zahustén pii 30 °C. Vznikly naZloutly olej (chlorformiat)
byl bez precisténi pouzit okamzité do dalsiho kroku.

2. T12 (0,335 mmol) byl rozpustén v bezvodém chloroformu (5 ml), aby doslo
k uvolnéni DDEAK (0,67 mmol), a k jeho roztoku byl pfidan bezvody pyridin (1 ml).
Ktomu byl za laboratorni teploty pfikapan pfipraveny chlorformiat a smés byla
michéana pfes noc. Poté byla nafedéna chloroformem (20 ml) a tfikrat promyta vodou.
Organicka vrstva byla vysuSena siranem sodnym a vakuové zahu$téna. Pyridin byl ze
smési odstranén azeotropicky destilaci se suchym toluenem a naslednym ponechanim
Vv exsikatoru nad kyselinou sirovou ve vakuu 1-2 dny. Produkt byl ¢istén chromatografii
na sloupci silikagelu smési hexan/ethyl-acetat.

(9a) (5-dodecyloxykarbonylpentyl)ester N-(5-dodecyloxykarbonylpentyl)karbamo-
vé kyseliny; C37H7;1NOg; M=625,98 gmol’l; vytézek: 47 %; bila krystalickd latka;
V literatuie nepopsana; t=49,5-50,5 °C; IC (CHCl3): vmax 3453, 2927, 2856, 1720, 1517,
1466 cm™; *H NMR (300 MHz, CDCls): 4,66 (1H, bs, NH); 4,08-3,99 (6H, m, 30CH,);
3,21-3,07 (2H, m, NHCH,); 2,29 (4H, t (J=7,4), 2CH,COO0); 1,70-1,17 (52H, m,
26CH,); 0,90-0,83 (6H, m, 2CHs); *C NMR (75 MHz, CDCls): 173,7; 156,6; 64,5;
40,7; 34,2; 34,1; 31,9; 29,7; 29,61; 29,60; 29,55; 29,50; 29,3; 29,2; 28,7; 28,6; 26,2;
25,9; 25,5; 24,6; 24,55; 22,7; 14,1.

(9b) (6-dodecyloxykarbonylhexyl)ester N-(5-dodecyloxykarbonylpentyl)karbamo-
vé kyseliny; CssH73NOg; M=640,01 gmol'l; vytézek: 46 %; bila krystalicka latka;
V literatufe nepopsana; t=50-52 °C; IC (CHCl3): vmax 3453, 2927, 2856, 1720, 1517,
1466 cm™; *H NMR (300 MHz, CDCls): 4,66 (1H, bs, NH); 4,08-3,98 (6H, m, 30CH,);
3,22-3,07 (2H, m, NHCH)); 2,33-2,25 (4H, m, 2CH,CO0); 1,69-1,19 (54H, m, 27CHy);
0,91-0,83 (6H, m, 2CHs); *C NMR (75 MHz, CDCls): 173,6; 156,7; 64,5; 64,4; 34,2;
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34,1; 31,9; 29,59; 29,55; 29,50; 29,3; 29,2; 28,81; 28,76; 28,6; 26,2; 25,9; 25,6; 24,8;
245, 22,7, 14,1.

6.2.10. Priprava estert kyseliny $t’avelové 10, 11

Reakce byla provadéna v dusikové atmosfére. Hydroxyester 15a nebo hydroxyamid 12b
(1,5 mmol) byl rozpustén V bezvodém chloroformu (10 ml) s pfidavkem suchého
pyridinu (1,7 mmol), ktomu byl pfidan roztok oxalyldichloridu (0,83 mmol)
V bezvodém chloroformu (1 ml) a smés byla michana za laboratorni teploty 24 hod.
Poté byla nafedéna chloroformem (20 ml) a tiikrat promyta vodou. Organicky podil byl
vysusen siranem sodnym a vakuové zahusStén. Pyridin byl ze smési odstranén
azeotropicky destilaci se suchym toluenem a naslednym ponechénim v exsikatoru nad
kyselinou sirovou ve vakuu 1-2 dny. Produkt byl ¢istén chromatografii na sloupci
silikagelu smési hexan/ethyl-acetat 8:2.

(10)  bis(5-dodecyloxykarbonylpentyl)ester  kyseliny Stavelové;  CsgH;Os;
M=654,97 gmol™; vytézek: 52 %; bila krystalické latka; v literatufe nepopsand; t=38,5-
40 °C; IC (CHCl3): vimax 3028, 2927, 2856, 1763, 1739, 1587, 1466, 1363, 1318 cm™; 'H
NMR (300 MHz, CDCls): 4,28 (4H, t (J=6,7), CH,OCOCOOCH,); 4,05 (4H, t (J=7,0),
2COO0OCHy); 2,31 (4H, t (J=7,4), 2CH,COO0); 1,82-1,15 (26H, m, 13CH,); 0,91-0,82
(6H, m, 2CH5); **C NMR (75 MHz, CDCls): 173,5; 157,9; 66,8; 64,5; 34,0; 31,9; 29,61;
29,55; 29,50; 29,3; 29,2; 28,6; 28,0; 25,9; 25,3; 24,5; 22,7; 14,1.

(11) bis(5-dodecylaminokarbonylpentyl)ester Kyseliny S$tavelové; CsgH7,N2Og;
M=653,01 gmol™; vyt&zek: 45 %; bila krystalicka latka; v literatufe nepopsand; t=66-
70 °C; IC (CHCls): 3449, 3008, 2929, 2856, 1726, 1660, 1518, 1466 cm™; '*H NMR
(300 MHz, CDCls): 5,47 (2H, bs, 2NH); 4,39-4,23 (4H, m, 2CH,0); 3,26-3,17 (4H, m,
2CH,NHCO); 2,16 (4H, t (J=7,8), 2NHCOCH,); 1,81-1,16 (26H, m, 13CH,); 0,91-0,82
(6H, m, 2CHs); **C NMR (75 MHz, CDCl3): 172,4; 157,9; 66,9; 63,2; 39,5; 36,5; 31,9;
29,61; 29,59; 29,55; 29,30; 29,26; 28,0; 26,9; 25,4; 25,2; 22,6; 14,1; 13,9.

6.3. Syntéza rozvétvenych analoga T12
6.3.1. Priprava o-bromkyselin 22a-22b

Ptislusny lakton (0,56 mol) byl rozpustén ve smési tvoifené 48% kyselinou
bromovodikovou (320 ml) a koncentrovanou kyselinou sirovou (77 ml). Smés byla
ponechana pii laboratorni teploté 2 hod a poté byla 4 hod zahtivana pod zpétnym
chladi¢em k varu. Po ochlazeni byla nalita do 1,5 1 destilované vody. Organicka vrstva
byla oddé€lena, vodna byla nasycena NaCl a pétkrat promyta diethyletherem. Spojené
organické podily byly vysuSeny siranem sodnym a vakuové zahuStény. Vznikld
nahnédla kapalina byla ¢iSténa frakéni destilaci za sniZeného tlaku.

V piipadé kyseliny 8-bromoktanové (22b) byl vychozi lakton pfipraven oxidaci
cyklooktanonu 30% peroxidem vodiku (postup byl obdobny jako v kapitole 6.1.4.).
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Surovy lakton byl bez ptfedchoziho ¢isténi pouzit do dal§iho kroku stejné jako
g-kaprolakton.

(22a) 6-bromhexanova kyselina; CgH11BrO,; M=195,06 gmol‘l; vytézek: 75 %; bila
krystalicka latka; t,=145-147 °C/12 torr (lit."* uvadi t, 134-136 °C/7 torr).

(22b) 8-bromoktanova Kkyselina; CgHisBrO,; M=223,11 gmol'l; vytézek 18 %);
(pocitano na navazku cyklooktanonu); bila krystalicka latka; t,=168-169 °C/12 torr
(1it.%2 uvadi 147-150 °C/2 torr).

6.3.2. Piiprava sodnych soli m-bromkyselin 23a-23b

Roztok ethoxidu sodného pfipraveny reakci sodiku (0,39 mol) s bezvodym ethanolem
(500 ml) byl piidan k roztoku w-bromkyseliny (0,39 mol) v bezvodém ethanolu
(320 ml). Smés byla michana 0,5 hod, ethanol byl vakuové oddestilovan a vznikla bila
srazenina byla nékolikrat na filtru promyta diethyletherem, rozetfena ve tieci misce a
dosusena ve vakuu pti 70 °C.

(23a) sodna sil 6-bromhexanové kyseliny; CsH1oBrO,Na; M=217,04 gmol’l; vytézek
98 %; bila krystalicka latka.

(23b) sodna sul 8-bromoktanové Kkyseliny; CgHi4BrO,Na; M=245,09 gmol‘l;
vytézek 99 %; bila krystalicka latka.

6.3.3. Priprava katalyzatoru Li,CuCl,

LiCl.H,O (0,002 mol) a CuCl,.2H,0 (0,001 mol) byly spole¢né opatrné Zihany v barice
do vytvofeni hnédého zbarveni (smés nesmi z€ernat!). K tomu byl piidan Cerstvé
vysuseny THF (10 ml), ¢imZ vznikl oranzovy roztok, a banka byla uzaviena septem.
Roztok byl ptipravovan vzdy Cerstvy a byl spotfebovan nejpozdéji do druhého dne.

6.3.4. Priprava alkoholi 16a-16e a 17a-17b

Nejprve byly ptipraveny rozvétvené alkylmagnesiumbromidy 24a-24d nebo 25a-25b
z ptislusnych rozvétvenych alkylbromidt. Roztok alkylbromidu (0,25 mol) v bezvodém
THF (50 ml) byl piikapan k hoi¢iku (0,252 mol) v bezvodém THF (250 ml). Reakce
byla aktivovana nékolika krystalky jodu. Smés byla poté zahtivana k varu pod zpétnym
chladi¢em dokud se vSechen hoi¢ik nerozpustil. Roztok byl okamZité pouzit do dalsiho
kroku.

Sal 23a nebo 23b (0,16 mol) byla rozsuspendovana v bezvodém THF (250 ml),
ochlazena na -10 °C a byl k ni pfidan Cerstvé pripraveny roztok katalyzatoru Li,CuCl,
(0,001 mol) VvTHF. Pot¢é byl za intenzivniho michani pfikapavan roztok
alkylmagnesiumbromidu 24a-24d nebo 25a-25b tak, aby teplota neptesahla -5 °C.

53



6. Experimentalni Cast

Smés pii tom meénila barvu z oranzové pies modrou a zelenou do bezbarvé. Po ptidani
veskerého Grignardova ¢inidla byla teplota -10 °C udrzovana jesté¢ dalsi 4 hod. Po
ohfati na laboratorni teplotu byl ptidan LiAlH4 (0,16 mol), se kterym byla smés 1 hod
zahiivana k varu pod zpétnym chladic¢em. Poté byla nalita na rozdrceny led a vznikla
bila sraZzenina byla rozpusténa ptidanim 30% kyseliny sirové. Organicka vrstva byla
oddélena a vodna byla tfikrat extrahovana diethyletherem. Spojené organické podily
byly vysuSeny siranem sodnym a vakuové zahustény. Vznikld nahnédld kapalina byla
C¢iSténa frakeni destilaci za snizené¢ho tlaku.

(16a) 7-methyloktanol; CqH00; M=144,26 gmol'l; vytézek: 62 %; bezbarva kapalina
oktanolového zapachu; t,=96-97 °C/10 torr (lit.°® uvadi t, 100 °C/13 torr); IC (samotné
latka): vmax 3332, 2954, 2927, 2868, 2856, 1467, 1384, 1366, 1058, 724 cm™; 'H NMR
(300 MHz, CDCls): 3,61 (2H, t (J=6,6), CH,OH); 2,14 (1H, s, OH); 1,62-1,02 (11H, m,
CH, 5CH,); 0,84 (6H, d (J=6,6), 2CH3); *C NMR (75 MHz, CDCls): 73,0; 38,9; 32,7;
29,6; 27,9; 27,3; 25,7; 22,6.

(16b) 8-methylnonanol; C10H2,0; M=158,29 gmol'l; vytézek: 62 %; bezbarva kapalina
oktanolového zapachu; t,=103-104 °C/10 torr (1it.%* uvadi t, 80 °C/6 torr); IC (samotné
latka): vmax 3331, 2953, 2927, 2866, 2854, 1467, 1384, 1366, 1058, 723 cm™; *H NMR
(300 MHz, CDCl5): 3,61 (2H, m, CH,OH); 1,94 (1H, s, OH); 1,60-1,02 (13H, m, CH,
6CH,); 0,84 (6H, d (J=6,6), 2CHs): **C NMR (75 MHz, CDCls): 63,0; 39,0; 32,7; 29,8;
29,4; 27,9; 27,3; 25,7; 22,6.

(16¢) 9-methyldekanol; Cy1;H,40; M=172,31 gmol’l; vytézek: 63 %; bezbarva kapalina
oktanolového zépachu; t,=119-120 °C/10 torr (lit.>> uvadi t, 135-136 °C/12 torr); IC
(samotnd latka): vmax 3328, 2953, 2926, 2854, 1467, 1384, 1366, 1056, 722 cm™; *H
NMR (300 MHz, CDCls): 3,60 (2H, t (J=6,7), CH,OH); 1,93 (1H, s, OH); 1,60-1,02
(15H, m, CH, 7CH,); 0,84 (6H, d (J=7,2), 2CHs); *C NMR (75 MHz, CDCls): 62,9;
39,0; 32,7; 29,8; 29,6; 29,4; 27,9; 27,4; 25,7; 22,6.

(16d) 10-methylundekanol; CioHys0; M=186,34 gmol™; vytézek: 74 %; bezbarva
kapalina; t,=135-136 °C/10 torr (lit.°® uvadi t, 147-149 °C/18 torr); IC (samotna latka):
Vmax 3335, 2953, 2925, 2854, 1467, 1384, 1366, 1057, 721 cm™; *H NMR (300 MHz,
CDCl3): 3,62 (2H, t (J=6,6), CH,OH); 1,94 (1H, s, OH); 1,61-1,03 (17H, m, CH, 8CHy);
0,84 (6H, d (J=6,6), 2CHs); **C NMR (75 MHz, CDCls): 63,0; 39,0; 32,7; 29,9; 29,6;
29,4; 27,9; 27,4; 25,7; 22.6.

(16e) 11-methyldodekanol; CisHs0; M=200,37 gmol™; vytdzek: 68 %; bezbarva
kapalina; t,=146-147 °C/10 torr (1it.%® uvadi t, 139 °C/11 torr); IC (samotna latka): Vimax
3332, 2953, 2925, 2854, 1467, 1384, 1366, 1057, 721 cm™; 'H NMR (300 MHz,
CDCly): 3,62 (2H, t (J=6,6), CH,OH); 1,67 (1H, bs, OH); 1,61-1,03 (19H, m, CH,
9CH,); 0,85 (6H, d (J=6,6), 2CHs): **C NMR (75 MHz, CDCls): 63,0; 39,0; 32,8; 29,9;
29,7; 29,61; 29,59; 29,4; 27,9; 27,4; 25,7; 22,5.

(17a) 8-ethyldekanol; Ci2H260; M=186,34 gmol’l; vytézek: 66 %; bezbarva kapalina;
latka v literatufe nepopsand; t,=131-132 °C/10 torr; IC (samotna latka): vmax 3355;
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2960; 2926; 2857; 1457; 1379; 1056; 721; 'H NMR (300 MHz, CDCls): 3,62 (2H, t
(J=6,6), CH,OH); 1,62-1,49 (1H, m, CH); 1,46 (1H, bs, OH); 1,38-1,06 (16H, m,
8CH,); 0,82 (6H, t (J=7,4), 2CHs): *C NMR (75 MHz, CDCls): 63,0; 40,3; 32,8; 30,1;
29,5; 26,7; 25,7; 25,4; 10,9.

(17b) 10-ethyldodekanol; Ci4H300; M=214,39 gmol'l; vytézek: 64 %; bezbarva
kapalina; t,=159-160 °C/10 torr (lit.®" uvadi 155-160 °C/10 torr); IC (samotné latka):
Vmax 3321; 2960; 2923; 2853; 1461; 1379; 1056; 721 cm™*; *H NMR (300 MHz, CDCls):
3,67-3,55 (2H, m, CH,OH); 2,01 (1H, bs, OH); 1,81-1,72 (1H, m, CH); 1,39-1,04 (20H,
m, 10CH,); 0,81 (6H, t (J=7,4), 2CH5); **C NMR (75 MHz, CDCls): 62,9; 40,3; 32,74;
32,69; 30,1; 29,6; 29,4; 26,7; 25,7; 25,4; 10,9.

6.3.5. Piriprava kyselin 18a-18e a 19a-19b

V 90% kyselin¢ octové (56 ml) byl rozpustén oxid chromovy (56 mmol) a roztok byl
ochlazen na +5°C. Alkohol 16a-16e nebo 17a-17b (14 mmol) byl piikapan za
intenzivniho michani takovou rychlosti, aby teplota neptfesahla +5 °C. V chlazeni bylo
pokrac¢ovano jesté 2 hod, pak byla smés ponechana stat pfi laboratorni teploté pies noc.
Poté¢ byla natfedéna 100 ml vody, pctkrat extrahovana diethyletherem a organické
extrakty byly promyty nasycenym roztokem uhli¢itanu sodného. Vodna vrstva byla
okyselena kyselinou chlorovodikovou a extrahovéana pétkrat diethyletherem. Organické
podily byly promyty vodou, vysuSeny siranem sodnym a vakuové¢ zahuStény. Ziskany
Zluty olej byl ¢istén chromatografii na sloupci silikagelu smési hexan/ethyl-acetat 9:1.

(18a) 7-methyloktanova Kkyselina, CgHi30,; M=158,24 gmol'l; vytézek: 72 %;
bezbarvy olej zapachajici po kratké kyseling; t=3-5 °C (1it.®® uvadi t, 0 °C); IC (CHCly):
vmax 3515, 3028, 2956, 2931, 2869, 1708, 1467, 1412, 1385, 1366, 1280 cm™; *H NMR
(300 MHz, CDCls): 10,96 (1H, bs, COOH); 2,34 (2H, t (J=7,4) CH,COOH); 1,69-1,57
(2H, m, CH,CH,COOH); 1,57-1,10 (7H, m, CH, 3CH,); 0,86 (6H, d (J=6,6), 2CHs3);
3C NMR (75 MHz, CDCl5): 180,5; 38,7; 34,1; 29,3; 27,9; 27,0; 25,7; 22,59; 22,55.

(18b) 8-methylnonanova Kkyselina; CjoHO,; M=172,27 gmol'l; vytézek: 61 %;
nazloutla krystalicka latka zapachajici po kratké kyseling; t=15-19 °C (1it.*® uvadi t
23,7-24 °C); IC (CHCl3): vmax 3515, 3026, 2955, 2928, 2868, 2857, 1708, 1467, 1412,
1384, 1366, 1291 cm™; *H NMR (300 MHz, CDCls): 10,16 (1H, bs, COOH); 2,33 (2H,
t (J=7,4) CH,COOH); 1,69-1,56 (2H, m, CH,CH,COOH); 1,56-1,08 (9H, m, CH,
4CH,); 0,86 (6H, d (J=6,6), 2CH3); *C NMR (75 MHz, CDCls): 180,3; 38,9; 34,2;
29,5; 29,1; 27,9; 27,2; 24,7; 22,6.

(18c) 9-methyldekanova kyselina; C;;H,,0,; M=186,30 gmol'l; vytézek: 70 %; bila
krystalicka latka; t=28-29,5 °C (1it.%° uvadi t; 29-29.5 °C); IC (CHCls): vmax 3515, 3027,
2955, 2927, 2856, 1708, 1467, 1412, 1384, 1366, 1285 cm™; *H NMR (300 MHz,
CDCls): 10,94 (1H, bs, COOH); 2,34 (2H, t (J=7,4) CH,COOH); 1,67-1,56 (2H, m,
CH,CH,COOH); 1,56-1,08 (11H, m, CH, 5CH5); 0,86 (6H, d (J=6,6), 2CHs); **C NMR
(75 MHz, CDCl3): 180,4; 39,0; 34,1; 29,7; 29,3; 29,0; 27,9; 27,3; 24,7; 22,6.
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(18d) 10-methylundekanova kyselina; C;,H,40,; M=200,32 gmol'l; vytézek: 70 %;
bila krystalicka latka; t=36,5-39 °C (lit.”” uvédi t; 41,2 °C); IC (CHCl3): vmax 3515,
3031, 2954, 2927, 2856, 1708, 1467, 1412, 1384, 1366, 1290 cm™*; *H NMR (300 MHz,
CDCls): 11,50 (1H, bs, COOH); 2,34 (2H, t (J=7,4) CH,COOH); 1,70-1,56 (2H, m,
CH,CH,COOH); 1,56-1,08 (13H, m, CH, 6CH>); 0,86 (6H, d (J=6,6), 2CHs); *C NMR
(75 MHz, CDCl5): 180,4; 39,0; 34,1; 29,8; 29,5; 29,2; 29,1; 28,0; 27,4; 24,7; 22,7.

(18e) 11-methyldodekanova kyselina; Ci3H20,; M=214,35 gmol'l; vytézek: 87 %;
bila krystalické latka; t=37-40 °C (lit.*® uvadi t; 40,5-41 °C); IC (CHCls): vmax 3515,
3030, 2954, 2927, 2855, 1708, 1467, 1412, 1384, 1366, 1288 cm™; *H NMR (300 MHz,
CDCl3): 11,66 (1H, bs, COOH); 2,35 (2H, t (J=7,4) CH,COOH); 1,70-1,56 (2H, m,
CH,CH,COOH); 1,56-1,08 (15H, m, CH, 7CH>); 0,86 (6H, d (J=6,6), 2CHs); *C NMR
(75 MHz, CDCls): 180,5; 39,0; 34,1; 29,9; 29,6; 29,4; 29,2; 29,0; 27,9; 27,4; 24.6; 22.6.

(19a) 8-ethyldekanova Kkyselina;, C;,H20,; M=200,32 gmol'l; vytézek: 53 %;
bezbarvy olej; latka v literatufe nepopsana; IC (CHCl3): vmax 3516; 3019; 2961; 2930;
2873; 2858; 2679; 1708; 1462; 1412; 1380; 1285 cm™; *H NMR (300 MHz, CDCly):
3,74 (1H, s, COOH); 2,34 (2H, t (J=7,7), CH,COOH); 1,69-1,55 (2H, m,
CH,CH,COOH); 1,40-1,06 (13H, m, CH, 6CHy,); 0,82 (6H, t (J=7,4), 2CHy); B3¢ NMR
(75 MHz, CDCls): 180,0; 63,6; 40,3; 34,1; 32,6; 29,7; 29,1; 26,5; 25,4; 24,7; 10,9.

(19b) 10-ethyldodekanova Kkyselina; Ci4H,50,; M=228,38 gmol'l; vytézek: 68 %;
bezbarvy olej; latka v literatufe nepopsana; IC (CHCl3): vmax 3516; 3019; 2961; 2927;
2873; 2857; 2674; 1708; 1462; 1412; 1380; 1287 cm™; 'H NMR (300 MHz, CDCly):
3,73 (1H, s, COOH); 2,33 (2H, t (J=7,6), CH,COOH); 1,68-1,54 (2H, m,
CH,CH,COOH); 1,38-1,06 (17H, m, CH, 8CHy); 0,82 (6H, t (J=7,4), 2CHy3); BC NMR
(75 MHz, CDClIy): 179,7; 63,6; 40,3; 34,1; 32,7; 30,0; 29,5; 29,2; 29,1; 26,7; 25,4; 24,7,
10,9.

6.3.6. Piiprava hydrochloridii aminoesterii 26a-26e a 27a-27b

Smés hydrochloridu kyseliny 6-aminohexanové (6,16 mmol) s thionylchloridem
(2,5ml) byla za intenzivniho michani zahtivana na 40 °C 30 min. Poté byl prebytek
SOCI; vakuové oddestilovan, byl ptidan suchy toluen a smés byla znovu vakuové
zahusténa pro odstranéni poslednich stop SOCI,. Ke zbytku byl pfidan roztok alkoholu
16a-16e nebo 17a-17b (5,54 mmol) v bezvodém chloroformu (20 ml) a smés byla
zahtivana k varu pod zpétnym chladi¢em 1,5 hod. Vznikly roztok byl vakuové zahustén
a nazloutly mazlavy surovy produkt byl vysuSen v exsikatoru nad NaOH. Poté byl
rozsuspendovan v hexanu a preciStén sloupcovou chromatografii na mikrokrystalické
celuloze (cca 15g). Sloupec byl nejprve promyvan hexanem do vymizeni
nezreagované¢ho alkoholu a kyseliny (ty byly detekovany pomoci TLC na silikagelu
v mobilni fazi: hexan/ethyl-acetat 9:1). Produkt byl zcelulozy vymyt smési
hexan/chloroform 7:3. Po zahus$téni byl vysuSen v exsikatoru nad P4O1o.

56



6. Experimentalni Cast

(26a)  5-(7-methyloktyloxykarbonyl)pentylammonium-chlorid; C15H32NOCI;
M=293,88 gmol™; vyt&zek: 65 %; nazloutla krystalickd latka; v literatufe nepopsan;
t=78-83 °C; IC (CHCl5): vmax 3401; 3031; 2981; 2957; 2934; 2869; 2641; 2540; 2455;
1727; 1612; 1522; 1467; 1384; 1252 cm™; 'H NMR (300 MHz, CDCIy): 8,24 (3H, bs,
NH3"); 4,03 (2H, t, J=6,9, CH,0CO); 3,08-2,93 (2H, m, CH,NH3"); 2,31 (2H, t, J=7,2,
CH,CO0O0); 1,87-1,09 (17H, m, 8CH,, CH); 0,85 (6H, d, J=6,6, 2CH3); *C NMR (75
MHz, CDClg): 173,5; 64,6; 60,4; 39,7; 38,9; 29,5; 28,6; 27,9; 27,2; 25,9; 25,9; 24,2;
22,6; 14,2.

(26b)  5-(8-methylnonyloxykarbonyl)pentylammonium-chlorid;  C1H34NOCI;
M=307,90 gmol'l; vytézek: 62 %; bila krystalickd latka; v literatufe nepopsand; t=81-
86 °C; IC (CHCls3): vmax 3401; 3031; 2982; 2955; 2932; 2866; 2641; 2545; 2455; 1727;
1615; 1521; 1467; 1384; 1252 cm™; *H NMR (300 MHz, CDCls): 8,24 (3H, bs, NH3");
4,04 (2H, t, J=6,9, CH,OCO); 3,09-2,93 (2H, m, CH,NH3"); 2,31 (2H, t, J=7,3,
CH,COO0); 1,87-1,12 (19H, m, 9CH,, CH); 0,85 (6H, d, J=6,6, 2CH3), *C NMR (75
MHz, CDClg): 173,5; 64,5; 60,4; 39,7; 39,0; 29,5; 28,7; 28,0; 27,5; 27,2; 25,9; 25,8;
24,0; 22,5; 14,2.

(26c)  5-(9-methyldecyloxykarbonyl)pentylammonium-chlorid;  C;;H3sNOCI;
M=321,94 gmol™; vyt&zek: 61 %; bila krystalicka latka; v literatufe nepopsand; t=54-
60 °C; IC (CHCls): vmax 3401; 3029; 2981; 2957; 2932; 2858; 2640; 2540; 2452; 1727;
1614; 1521; 1467; 1393; 1251 cm™; *H NMR (300 MHz, CDCls): 8,25 (3H, bs, NHz");
4,04 (2H, t, J=6,8, CH,OCO); 3,06-2,92 (2H, m, CH,NH3"); 2,32 (2H, t, J=7,1,
CH,COO0); 1,87-1,09 (21H, m, 10CH,, CH); 0,85 (6H, d, J=6,6, 2CH3); *C NMR (75
MHz, CDCly): 173,6; 64,5; 60,3; 39,6; 29,5; 33,8; 29,0; 28,7; 27,9; 27,6; 27,6; 25,8;
25,7; 24,3; 22,2; 14,2.

(26d) 5-(10-methylundecyloxykarbonyl)pentylammonium-chlorid; C;gH3sNOCI;
M=335,96 gmol™; vytézek: 58 %; bila krystalicka latka; v literatufe nepopsana; t,=87-
96 °C; IC (CHCls): vmax 3401; 3019; 2982; 2955; 2928; 2857; 2647; 2535; 2454; 1727;
1615; 1521; 1467; 1393; 1251 cm™; *H NMR (300 MHz, CDCl3): 8,28 (3H, bs, NH3");
4,04 (2H, t, J=6,9, CH,OCO); 3,08-2,92 (2H, m, CH,NH3"); 2,31 (2H, t, J=7,1,
CH,COO0); 1,87-1,10 (23H, m, 11CH,, CH); 0,85 (6H, d, J=6,6, 2CH3); **C NMR (75
MHz, CDClg): 173,5; 64,6; 60,4; 39,7; 39,0; 33,8; 29,9; 29,6; 28,9; 27,9; 27,4; 27,3;
25,9; 25,9; 24,2; 22,6; 14,2.

(26e) 5-(11-methyldodecyloxykarbonyl)pentylammonium-chlorid; Ci9H4oNOCI;
M=349,98 gmol™; vytézek: 69 %; bila krystalicka latka; v literatufe nepopsana; t,=85-
91 °C; IC (CHCls): vmax 3401; 3022; 2982; 2955; 2926; 2858; 2642; 2574; 2461; 1727;
1615; 1521; 1467; 1393; 1252 cm™; *H NMR (300 MHz, CDCl3): 8,27 (3H, bs, NHz");
4,06-3,98 (2H, m, CH,OCO); 3,09-2,92 (2H, m, CH,NHs"); 2,31 (2H, t, J=7,3,
CH,COO0); 1,87-1,07 (25H, m, 12CH,, CH); 0,84 (6H, d, J=6,6, 2CH3); **C NMR (75
MHz, CDClg): 173,5; 64,6; 39,7; 39,0; 33,8; 29,9; 29,6; 29,5; 29,2; 28,6; 27,9; 27,4,
27,2; 25,9; 25,8; 24,2; 22,6; 14,2.

(27a) 5-(8-ethyldecyloxykarbonyl)pentylammonium-chlorid; C18H3sNOCI;
M=335,96 gmol™; vytezek: 65 %:; bila krystalicka latka; v literatufe nepopsand; t=88-
98 °C; IC (CHCls3): vmax 3401; 3030; 2964; 2933; 2872; 2637; 2536; 2458; 1727; 1614;
1522; 1464; 1377; 1252 cm™; *H NMR (300 MHz, CDCls): 8,24 (3H, bs, NH3"); 4,06-
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3,99 (2H, m, CH,0CO); 3,08-2,92 (2H, m, CH,NH3"); 2,30 (2H, t, J=7,5, CH,COO);
1,87-1,15 (23H, m, 11CH,, CH); 0,81 (6H, t, J=7,4, 2CH3); *C NMR (75 MHz,
CDCls): 173,5; 64,6; 60,4; 40,3; 39,7; 33,9; 32,6; 29,9; 29,3; 28,6; 27,2; 27,2; 26,6;
25,9; 25,4; 24,2; 14,2; 10,9.

(27b)  5-(10-ethyldodecyloxykarbonyl)pentylammonium-chlorid;  CyoH42NO,CI;
M=364,02 gmol’l; vytézek: 50 %; bila krystalicka latka; v literatuie nepopsana; t;=84-
92 °C; IC (CHCl3): vmax 3401; 3038; 2965; 2931; 2875; 2642; 2534; 2453; 1727; 1613;
1522; 1464; 1377; 1252 cm™; *H NMR (300 MHz, CDCls): 8,27 (3H, bs, NHs"); 4,04
(2H, t, J=6,6, CH,0OCO); 3,07-2,94 (2H, m, CH,NH;"); 2,31 (2H, t, J=7,6, CH,COO0);
1,87-1,09 (27H, m, 13CH,, CH); 0,82 (6H, t, J=7,1, 2CHs); *C NMR (75 MHz,
CDCl3): 173,4; 64,6; 60,4; 40,3; 39,7; 33,9; 32,7; 30,1; 29,6; 29,5; 29,3; 28,6; 27,2,
26,7; 25,9; 25,9; 25,4; 24,2; 14,2; 10,9.

6.3.7. Priprava rozvétvenych karbamati 20a-20e a 21a-21b

Hydrochlorid aminoesteru 26a-26e nebo 27a-27b (3,40 mmol) byl rozpustén ve vodé
(30 ml), zalkalizovan TEA (10,20 mmol) a extrahovan diethyletherem (5x20 ml).
Spojené organické extrakty byly promyty vodou (2x10 ml), vysuSeny siranem sodnym
(susidlo bylo po odfiltrovani fadné proplachnuto chloroformem pro vymyti pfipadného
karbamatu), zahustény a dosuseny v exsikatoru. Vysledny nazloutly olej byl rozpustén
v malém mnozstvi diethyletheru a tento roztok byl 20 min probublavan mirnym
proudem COg, coz vedlo ke vzniku karbamatt ve formé bilé krystalické latky. Suspenze
byla ponechédna krystalizovat pfi -20 °C dva dny. Vzniklé krystaly byly odfiltrovany a
vysuseny v exsikatoru nad P,Oqp.

V piipad¢ latek 20a, 21a a 21b vznikal karbamat ve formé nefiltrovatelnych
jemnych krystali. Proto byl supernatant nad srazeninou odsat pii -20 °C, nahrazen
Cistym diethyletherem a znovu probublavan CO;. Tento postup byl opakovan dokud
roztok nad srazeninou nebyl ¢iry. Poté byl zahustén a vysusen v exsikatoru nad P4O1o.

(20a) 5-(7-methyloktyloxykarbonyl)pentylammonium  5-(7-methyloktyloxykar-
bonyl)pentylkarbamat; Cs1HgN2Os;  M=558,85 gmol'l; vytézek: 62 %; mirné
nazloutla krystalicka latka; v literatufe nepopsana; t=28-33 °C; IC (nujol): vmax 3331;
3271; 1739; 1635; 1567; 1536; 1307; 1169; 723 cm™; IC (CHCls): vmax 3449; 3026;
2954; 2931; 2858; 2337; 1724; 1659; 1577; 1477; 1366 cm™.

(20b) 5-(8-methylnonyloxykarbonyl)pentylammonium 5-(8-methylnonyloxykar-
bonyl)pentylkarbamat;  Cs3HgsN2Os;  M=583,90 gmol'l; vytézek: 60 %;  bila
krystalicka latka; v literatuie nepopsana; t=43-45 °C; I(® (nujol): vmax 3436; 3247; 1723;
1648; 1577; 1535; 1292; 721 cm™; IC (CHCl3): vmax 3401; 3024; 2954; 2930; 2857;
2337; 1712; 1670; 1577; 1467; 1364 cm™.

(20c)  5-(9-methyldecyloxykarbonyl)pentylammonium  5-(9-methyldecyloxykar-
bonyl)pentylkarbamat;  CasH7oN2Og;  M=614,96 gmol™;  vytézek: 43 %;  bila
krystalicka latka; v literatufe nepopsana; t=39-43 °C; IC (nujol): vmax 3310; 3270; 1741;
1640; 1568; 1539; 1310; 1168; 723 cm™; IC (CHCls): vmax 3452; 3026; 2954; 2930;
2856; 2337; 1725; 1658; 1567; 1467; 1364 cm™.
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(20d) 5-(10-methylundecyloxykarbonyl)pentylammonium 5-(10-methylundecyloxy-
karbonyl)pentylkarbamat; Cs;H74N2Og; M=643,01 gmol™; vytézek: 61 %; bila
krystalicka latka; v literatufe nepopsana; t;=39-40,5 °C; IC (nujol): vmax 3331; 3271;
1739; 1638; 1578; 1537; 1290; 1167; 722 cm™; IC (CHCls): vmax 3449; 3018; 2928;
2856; 2337; 1724; 1660; 1581; 1467; 1366 cm™.

(20e) 5-(11-methyldodecyloxykarbonyl)pentylammonium 5-(11-methyldodecyloxy-
karbonyl)pentylkarbamat; CsyHzsN.Og; M=671,07 gmol™; vytézek: 62 %; bila
krystalicka latka; v literatufe nepopsana; t=52-55 °C; IC (nujol): vmax 3450; 3247; 1723,
1652; 1577; 1536; 1294; 1187; 720 cm™; IC (CHCls): vmax 3458; 3017; 2927; 2856;
2337; 1724; 1658; 1577; 1467; 1366 cm™.

(21a) 5-(8-ethyldecyloxykarbonyl)pentylammonium 5-(8-ethyldecyloxykar-
bonyl)pentylkarbamat; Cs;H74N,Og; M=643,01 gmol™;  vytézek: 38%; bila
krystalicka latka; v literatufe nepopsana; t=63-68 °C; IC (nujol): vmax 3334; 3270; 1730;
1634; 1561; 1533; 1305; 1139; 723 cm™; IC (CHCls): vmax 3448; 3420; 3006; 2961;
2931; 2858; 2337; 1724; 1659; 1518; 1462; 1386; 1259.

(21b) 5-(10-ethyldodecyloxykarbonyl)pentylammonium 5-(10-ethyldodecyloxykar-
bonyl)pentylkarbamat; CsHgN,Og; M=699,12 gmol™;  vytézek: 43 %; bila
krystalicka latka; v literatufe nepopsana; t=58-63 °C; IC (nujol): vmax 3331; 3270; 1730;
1634; 1563; 1534; 1305; 1168; 722 cm™; IC (CHCls): vmax 3448; 3419; 3005; 2960;
2930; 2857; 2337; 1724; 1659; 1519; 1462; 1379; 1259.

6.4. Hodnoceni transdermalné akcelera¢ni u¢innosti

Transdermalné akceleracni Géinnost byla testovana in vitro s pouzitim modifikované
Franzovy difuzni cely (obr. 35). Jako modelovd membrana byla pouZita praseci klize
plné tloustky a modelovym lé¢ivem byl theofylin.

6.4.1. Piiprava kiize

Praseci usi byly ziskany z mistnich jatek (Masokombinat Skali¢an). Pomoci skalpelu
byla z dorsalni strany oddélena kiize plné tloustky, ta byla zbavena chlupti a na 5 minut
ponofena do 0,05% roztoku azidu sodného ve vodé€. Takto pfipravend kiize byla
skladovana pfi -18 °C, maximalné 2 mésice. V dob¢ potieby byla pomalu rozmrazena.

6.4.2. Priprava donorovych vzorki
Donorové vzorky byly pfipraveny jako suspenze obsahujici 5 % theofylinu a 1 %
testovan¢ho akcelerantu v ptislusném donorovém médiu. Kontrolni (slepé) vzorky byly

ptipraveny bez pfidani akcelerantu. Pfipravena suspenze byla michdna 5 minut pfi
50 °C a poté byla ponechana stat 24 hod pii 37 °C.
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6.4.3. Permeac¢ni experiment

Praseci ktize byla nastfihana na ctverecky cca 2x2 cm, které byly upevnény do Franzovy
diftizni cely (obr. 35) dorzalni stranou nahoru, plocha vystavena pisobeni vzorku ¢inila
1 cm?. Akceptorové &st cely byla naplnéna fosfatovym pufrem o pH 7,4 s 0,03 % azidu

sodného a byla nechéna temperovat na

, y 32°C. Na kuzi bylo poté naneseno
odbér vzorku pro HPLC

stanoveni theofylinu 200 pl donorového vzorku a prekryto
" ] ; krycim sklickem. Béhem 48
— | i o . ]
oo vz:f:; 5 T nasledujicich hodin  byly v sedmi
piedem definovanych casovych

fosfatovy pufr . ;.
pHTA4:32°C — intervalech odebirany vzorky
akceptorové  faze (0,6 ml)  pro
michadlo — | stanoveni proslého theofylinu.

Odebrané  mnozstvi  bylo  vzdy
nahrazeno stejnym objemem pufru.

Obr. 35. Franzova difuzni cela

6.4.4. Stanoveni theofylinu v donorovém médiu

Theofylin byl v odebranych vzorcich stanoven pomoci HPLC s nasledujicimi
podminkami:

pumpa: LCP 4100 (Ecom, Praha),

UV detektor: LCD 2083 (Ecom, Praha),

software: CSW 1.7,

kolona: LiChrospher 100, stacionarni faze: RP-18 (5 um) (Merck, Darmstadt),

mobilni faze: 0,1M NaH,PO,/methanol 6:4 (v/v),

prutok: 1,2 ml/min,

vlnova délka: 272 nm,

retenéni ¢as theofylinu: 3,3+0,1 min.

6.4.5. Vypocet fluxii a akcelera¢nich poméru

Mnozstvi theofylinu proslého ptes kizi (ugcm'z) bylo vyneseno do grafu proti Casu a
Z linearni Casti této zavislosti byl vypocitan flux v rovnovazném stavu J (pgcm'zh'l).
Vyslednym ¢islem popisujicim aktivitu akcelerantu pak byl akcelera¢ni pomér
(AP£SO). AP je pomér J theofylinu v pfitomnosti akcelerantu ku J u slepého vzorku
(bez akcelerantu). Hladina vyznamnosti vysledki byla ovéfovana porovnanim J S
pouzitim Studentova t-testu.
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6.5. Popis rozkladu T12 v mirné kyselém prostiedi

6.5.1. Casovy vyvej IC spekter smési T12 a PK nebo T12 a extrahovanych
lipidia SC

T12 (10 mg) a PK (5 mg) nebo T12 (2 mg) a lipidy SC (10 mg) byly spole¢n¢ rozetieny
V nujolu a prvni spektrum této smési bylo zméteno ihned po smichéani (¢asova prodleva
od smichani ¢inila maximalné 3 min). Nésledujici spektra byla sniména po 10, 20, 30
...240 min a posledni po 24 hod. Spektra byla méfena v NaCl kyveté, pii laboratorni
teploté a pod dusikovou atmosférou, aby byl vyloucen vliv atmosférického CO,.

6.5.2. Extrakce lipida SC

Lipidy byly extrahovany pomoci modifikované metody podle Bligha a Dyera.”* Kousky
suchého SC (viz kapitola 6.7.1.) byly 2hod michany se smési
chloroform/methanol/voda 2:1:1. Vodna vrstva byla oddé€lena, organicka faze byla
promyta nasycenym roztokem NaCl a vodou, vysuSena siranem sodnym a vakuové
zahus$téna. Takto ziskané lipidy SC byly uchovavany v exsikatoru nad P4O;0. Pro
ovéfeni obsahu mastnych kyselin bylo zméfeno jejich IC spektrum v nujolu.

6.5.3. TGA

TGA vzorku (cca 5 mg) byla provedena v dusikové atmosféfe pii dvou konstantnich
teplotach: 30 a 50 °C. Pfesna hmotnost vzorku byla snimana v 0,5 min intervalech po
dobu 90 min (pfi 30 °C) nebo 200 min (pfi 50 °C). Méfeni byla provedena pro a)
samotny T12 a b) jeho smés s PK (1:1 molarn¢). V ptipadé smési byl T12 s PK rozetfen
dohromady ihned pred zacitkem méfeni. Naméfend hmotnost vzorku byla nasledné
pfevedena na procenta puvodniho molarniho mnozstvi T12 a vynesena do grafu proti
casu.

6.6. Stanoveni rozpustnosti theofylinu

Vzorky pro stanoveni rozpustnosti byly pfipraveny stejnym zptisobem jako vzorky pro
permeacni experiment. Po 24 hod pti 37 °C byly ponechany jest¢ 3 dny stat pfi
laboratorni teploté a poté byly centrifugovany (7000 otacek/min, 10 min). Supernatant
byl odebran, nafedén 200x vodou (v piipadé IPM vzorkl methanolem) a theofylin byl
stanoven pomoci HPLC (viz kap. 6.4.4.). Rozpustnost byla vyjadfena v mg/100 ml
vehikula.
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6.7. Rozdélovani theofylinu do SC
6.7.1. 1zolace SC

Z prasecich usi byla pomoci skalpelu z dorsalni strany oddélena kiize a ta byla zbavena
chlupti. Povrch kiize byl n€kolikrat otfen vatou namocenou v acetonu pro odstranéni
povrchovych lipida. Poté byla kiize nastfihana na kousky cca 1x1 cm, které byly na
2 min ponoifeny do vody 60 °C teplé. Po vyjmuti z nich bylo opatrné pomoci pinzety
oddéleno SC, poloZzeno dermdlni stranou na filtraéni papir nasakly 0,5% roztokem
trypsinu ve fosfatovém pufru (pH 7,4) a nechano pii laboratorni teploté 12 hod.” Poté
byly platky SC oplachnuty vodou, vysuSeny ve vakuu a uchovévany v exsikatoru nad
P4010.

6.7.2. Hydratace SC

V dob¢ potieby bylo navazeno suché SC (cca 10 mg na 1 vzorek), v uzaviené 1ékovce
bylo pielito 0,002% roztokem azidu sodného (cca 1 ml) a ponechano 3 dny v lednici
(+5 °C). Po vyjmuti z roztoku byly platky SC Setrn¢ vymackany ve filtraénim papife,
aby byla odstranéna prebytedna voda z jejich povrchu.” Takto ziskané hydratované SC
bylo nasledné¢ ihned pouzito pro stanoveni rozdélovaciho koeficientu.

6.7.3. Stanoveni rozdélovaciho koeficientu

Vzorky hydratovaného SC byly rozdéleny do dvou skupin. K jedné poloviné byl ptidan
1 ml roztoku obsahujiciho theofylin (0,1 mg/100 ml) a T12 (1 mg/100 ml) v daném
vehikulu (V, PGV nebo IPM). Druhou polovinu tvofily slepé vzorky obsahujici 1 ml
roztoku theofylinu (0,1 mg/100 ml) ve vehikulu bez piidavku T12. VSechny vzorky
byly v uzavienych 1ékovkach 24 hod pomalu michany pfi laboratorni teploté. Poté bylo
SC odfiltrovano ptes bakterialni filtr (velikost pori: 0,22 um) a ve filtratu byl stanoven
obsah theofylinu pomoci HPLC (podminky stejné jako v kapitole 6.4.4., krom& mobilni
faze, ta byla vtomto piipadé: 0,1M NaH;POs/methanol 7:3 (v/v), retenc¢ni Cas
theofylinu: 4,4+0,1 min).
Vysledek byl vyjadfen jako Pscirozp. (rozd€lovaci
Co-C,y koeficient mezi SC a vehikulem). Jeho vypocet je uveden
Pscitozn = c, V rovnici 2.
Rovnice 2. V{potet Co bylo pocatecni mnozstvi theofylinu ve vehikulu
rozd&lovaciho koeficientu (0,001 mg/Aml) a Cy bylo vysledné mnozstvi po
mezi vehikulem a SC. 24hodinové inkubaci.
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AP
Co

DDEAK
DMSO
DSC

IPM
J

MA
MK
Y

PK
PG
PGV
I:)SC/rozp.
R2
SC
SO
T12
TBAI
TDD
TEA
TGA
THF
t
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

akcelera¢ni pomér

vychozi koncentrace 1é¢iva ve vehikulu
difuzni koeficient

dodecylester kyseliny 6-aminohexanové
dimethylsulfoxid

diferenciélni skenovaci kalorimetrie
tloustka bariéry

isopropyl-myristat

flux

mastné (vyssi alifatické) alkoholy
mastné (vyssi alifatické) kyseliny
statistickd hladina vyznamnosti
palmitova kyselina

propylenglykol

smés propylenglykol/voda 3:2
rozdélovaci koeficient theofylinu mezi SC a vehikulem
hodnota spolehlivosti

stratum corneum

smérodatna odchylka

Transkarbam 12
tetrabutylammonium-jodid
transdermalni podani 1é¢iv (transdermal drug delivery)
triethylamin

thermogravimetricka analyza
tetrahydrofuran

teplota tani

teplota varu

voda

63



8. Literatura

8. LITERATURA

1 Kanikkannan, N. Structure — Activity Relationship of Chemical Penetration Enhancers in
Transdermal Drug Delivery. Curr. Med. Chem. 2000, 7, 593-608.

2 Prausnitz, M.R.; Mitragotri, S.; Langer, R. Current Status and Future Potential of Transdermal
Drug Delivery. Nature Rev. Drug Discovery 2004, 2, 115-124.

3 Bhattacharya, A.; Ghosal, S.K. Permeation Kinetics of Ketotifen Fumarate Alone and in
Combination with Hydrophobic Permeation Enhancers through Human Cadaver Epidermis.
Bolletino Chimico Farmaceutico 2000, 139, 177-181.

4 Vavrova, K.; Zbytovska, J.; Hrabalek, A. Amphiphilic Transdermal Permeation Enhancers:
Structure-Activity Relationships. Curr. Med. Chem. 2005, 12, 2273-2291.

5 Menon, G.K. New Insights into Skin Structure: Scratching the Surface. Adv. Drug Deliv. Rev.
2002, 54, Suppl. I, S3-S17.

6 Suhonen, M.T.; Bouwstra, J.A.; Urtti, A. Chemical Enhancement of Percutaneous Absorption
in Relation to Stratum Corneum Structural Alterations. J. Control. Release 1999, 59, 149-
161.

7 Elias, P.M. Stratum Corneum Defensive Functions: An Integrated View. J. Invest Dermatol.
2005, 125, 183-200.

8 Bouwstra, J.A.; Gooris, G.S.; Salomons-de Vries, M.A.; van der Spek, J.A.; Bras, W.
Structure of Human Stratum Corneum as a Function of Temperature and Hydration: A Wide-
Angle X-Ray Diffraction Study. Int. J. Pharm. 1992, 84, 205-216.

9 Madison, K.C.; Swartzendruber, D.T.; Wertz, P.W.; Downing, D.T. Presence of Intact
Intercellular Lipid Lamellae in the Upper Layers of the Stratum Corneum. J. Invest.
Dermatol. 1987, 88, 714-718.

10 Barry, B.W. Novel Mechanisms and Devices to Enable Succesful Transdermal Drug
Delivery. Eur. J. Pharm. Sci. 2001, 14, 101-114.

11 Benson, H.A.E. Transdermal Drug Delivery: Penetration Enhancement Techniques. Curr.
Drug Deliv. 2005, 2, 23-33.

12 Scheuplein, R.J.; Blank, 1.H. Permeability of the Skin. Physiol. Rev. 1971, 51, 702-747.
13 Hadgraft, J. Skin Deep. Eur. J. Pharm. Biopharm. 2004, 58, 291-299.

14 Hrabalek, A.; Dolezal, P.; Sklubalové, Z.; Farsa, O.; Krebs, A. Akceleranty transdermalni
penetrace. Chemické listy 1999, 93, 107-119.

15 Williams, A.C.; Barry, B.W. Penetration Enhancers. Adv. Drug Deliv. Reviews 2004, 56,
603-618.

16 Chattaraj, S.C.; Walker, R.B. Penetration Enhancer Classification. In: Percutaneous
Penetration Enhancers; Smith, E.W.; Maibach, H.I. Ed.; Boca Raton (Florida): CRC Press,
1995; pp. 5-20.

17 Klingman, A.M. Topical Pharmacology and Toxicology of Dimethylsulfoxide. J. Am. Med.
Assoc. 1965, 193, 796.

18 Stoughton, R.B. Enhanced Percutaneous Penetration with 1-dodecylazacycloheptan-2-one.
Arch. Dermatol. 1982, 118, 474-477.

19 Wiechers, JW.; de Zeeuw, R.A. Transdermal Drug Delivery: Efficacy and Potential
Applications of the Penetration Enhancer Azone. Drug Des. Deliv. 1990, 6, 87-100.

20 Aungst, B.J. Fatty Acids as Skin Permeation Enhancers. In: Percutaneous Penetration
Enhancers; Smith, E.W.; Maibach, H.I. Ed.; Boca Raton (Florida): CRC Press, 1995; pp.
277-287.

64



8. Literatura

21 Megrab, N.A.; Williams, A.C.; Barry, B.W. Oestradiol Permeation Across Human Skin,
Silastic and Snake Skin Membranes: the Effects of Ethanol / Water co-Solvent Systems. Int.
J. Pharm. 1995, 114, 237-245.

22 Berner, B.; Liu, P. Alcohols. In: Percutaneous Penetration Enhancers; Smith, E.W.;
Maibach, H.I. Ed.; Boca Raton (Florida): CRC Press, 1995; pp. 45-46.

23 Gloor, M.; Fluhr, J.; Wasik, B.; Gehring, W. Clinical Effect of Salicylic Acid and High Dose
Urea Applied in Standardized NRF Formulations. Pharmazie 2001, 56, 810-814.

24 Wong, O.; Tsuzuki, N.; Nghiem, B.; Kuehnhoff, J.; Itoh, T.; Masaki, K.; Huntingdon, J.;
Konishi, R.; Rytting, J.H.; Higuchi, T. Unsaturated Cyclic Ureas as New Non-toxic
Biodegradable Transdermal Penetration Enhancers: Il. Evaluation Study. Int. J. Pharm. 1989,
52, 191-192.

25 Kato, A.; Ishibashi, Y.; Miyake, Y. Effect of Egg-yolk Lecithin on Transdermal Delivery of
Bunazosin Hydrochloride. J. Pharm. Pharmacol. 1987, 39, 399-400.

26 Hadgraft, J.; Peck, J.; Williams, D.G.; Pugh, W.J.; Allan, G. Mechanisms of Action of Skin
Penetration Enhancers/Retarders: Azone and Analogues. Int. J. Pharm. 1996, 141, 17-25.

27 Hrabalek, A.; Dolezal, P.; Farsa, O.; Krebs, A.; Kroutil, A.; Roman, M.; Sklubalova, Z. ®-
Amino Acid Derivatives, Processes of Their Preparation and Their Use. U.S. Pat. 6,187,938
(2001).

28 Dolezal, P.; Hrabalek, A.; Semecky, V. e-Aminocaproic Acid Esters as Transdermal
Penetration Enhancing Agents. Pharm. Res. 1993, 10, 1015-1019.

29 Hrabalek, A.; Dolezal, P.; Vavrova, K.; Zbytovska, J.; Holas, T.; Klimentova, J; Novotny, J.
Synthesis and Enhancing Effect of Transkarbam 12 on the Transdermal Delivery of
Theophylline, Clotrimazole, Flobufen, and Griseofulvin. Pharm. Res. 2006, 23, 912-919.

30 Hrabalek, A.; Dolezal, P.; Palat, K. Physico-Chemical Parameters and Skin Permeation
Enhancing Effect of ®-Amino Acid Derivatives. In: Perspectives in Percutaneous
Penetration, Vol 7A; Brain, K.R.; Walters, K.A. Ed.; STS Publishing (Cardiff), 2000, p. 70.

31 Zbytovska, J.; Raudenkolb, S.; Wartewig, S.; Hiibner, W.; Rettig, W.; Pissis, P.; Hrabalek,
A.; Dolezal, P.; Neubert, R. Phase Behaviour of Transkarbam 12. Chem. Phys. Lipids. 2004,
129, 97-109.

32 Holas, T.; Zbytovska, J.; Vavrova, K.; Berka, P.; Madlova, M.; Klimentova, J.; Hrabalek, A.
Thermotropic Phase Behavior of Long-Chain Alkylammonium-Alkylcarbamates.
Termochim. Acta 2006, 441, 116-123.

33 Montagna, W. Histology and Cytochemistry of Human Skin IX. The Distribution of Non-
Specific Esterases. J. Biophys. Biochem. Cytol. 1955, 1, 13-16.

34 Pei-Lin Wu; Chia-Hao Su; Yi-Jeng Gu A Facile Synthesis of Azidoformate via
Chloroformate. J. Chin. Chem. Soc.-Taip. 2000, 47, 271.

35 Mizushima, H.; Takahashi, M.; Yamamuro, A.; Matsuo, T.; Yahagi, K. U.S. Patent, 511,
100, 1997.

36 Flowers, H.M. Synthesis of Some Long-Chain Acylamidoalkyl Glucosides. Carbohyd. Res.
1976, 46, 133-137.

37 Barry, J.; Bram, G.; Decodts, G.; Loupy, A.; Pigeon, P.; Sansoulet, J. Easy and Efficient
Anion Alkylations in Solid-Liquid PTC Conditions. Tetrahedron Lett. 1982, 23, 5407-5408.

38 Heyne, H.W.; Jones, H. A Synthesis of @-Bromocaproic Acid. J. Am. Chem. Soc. 1951, 73,
1361-1362.

39 Zacharkin, L.I; Curilova, I.M.; Anikina, E.V. Sintéz pervi¢nych normalnych alifatiCeskich
spirtov ¢etnogo rjada C24-C30 iz ciklododekanona. Russ. J. Org. Chem. 1988, 24, 77-80.

65



8. Literatura

40 Yuasa, Y.; Tsuruta, H. Convenient Syntheses of iso-Methyl-Branched Long-Chain Aliphatic
Aldehydes, Known to Contribute Significantly to Meat Flavour. Flavour Frag. J. 2004, 19,
199-204.

41 Pattison, F.L.M.; Stothers, J.B.; Woolford, R.G. Anodic Synthesis Involving
®-Monocarboxylic Acids. J. Am. Chem. Soc. 1956, 78, 2255-2259.

42 Hrabalek, A.; Dolezal, P.; Roman, M.; Machagek, M.; Sklubalova, Z. Esters of @-Amino
Acids as Flexible Penetration Enhancers. Pharmazie 1994, 49, 325.

43 Chu, F.; Dueno, E.E.; Jung, K.W. Cs2CO3 Promoted O-Alkylation of Alcohols for the
Preparation of Mixed Alkyl Carbonates. Tetrahedron Lett. 1999, 40, 1847-1850.

44 Cella, J.A.; Bacon, S.W. Preparation of Dialkyl Carbonates via the Phase-Transfer-Catalyzed
Alkylation of Alkali Metal Carbonate and Bicarbonate Salts. J. Org. Chem. 1984, 49, 1122-
1125.

45 Mgllgard, B. In: Pharmaceutical Skin Penetration Enhancement; Walters, K. A.; Hadgraft, J.
Ed.; Marcel Dekker (New York), 1993; pp. 229-242.

46 Andega, S.; Kanikkannan, N.; Singh, M. Comparison of the Effect of Fatty Alcohols on the
Permeation of Melatonin between Porcine and Human Skin. J. Control. Release 2001, 77,
17-25.

47 Sloan, K.B.; Beall, H.D.; Taylor, H.E.; Getz, J.J.; Villaneuva, R.; Nipper, R.; Smith, K.
Transdermal Delivery of Theophylline from Alcohol Vehicles. Int. J. Pharm. 1998, 171, 185-
193.

48 Kadir, R.; Stempler, D.; Liron, Z.; Cohen, S. Delivery of Theophylline into Excised Human
Skin from Alkanoic Acid Solutions: a “Push-Pull“ Mechanism. J. Pharm. Sci. 1987, 76, 774-
779.

49 Devaux, P.F.; Seigneuret, M. Specificity of Lipid-Protein Interactions as Determined by
Spectroscopic Techniques. Biochim. Biophys. Acta 1985, 822, 63-125.

50 Chantasart, D.; Li, S.K.; He, N.; Warner, K.S.; Prakongpan, S.; Higuchi, W.I. Mechanistic
Studies of Branched-Chain Alkanols as Skin Permeation Enhancers. J. Pharm. Sci. 2004, 93,
762-779.

51 Gunstone, F.D. High Resolution 13C NMR Study of Synthetic Branched-Chain Acids and of
Wool Wax Acids and Isostearic Acid. Chem. Phys. Lipids 1993, 65, 155-163.

52 Marzouki, Z.M.H.; Taha, A.M.; Gomaa, K.S. Fatty Acid Profiles of Sebaceous Triglycerides
by Capillary Gas Chromatography with Mass-Selective Detection. J. Chromatogr. B 1988,
425, 11-24.

53 Schneider, I.M.; Dobner, B.; Neubert, R.; Wohlrab, W. Evaluation of Drug Penetration into

Human Skin ex vivo Using Branched Fatty Acids and Propylene Glycol. Int. J. Pharm. 1996,
145, 187-196.

54 Aungst, B.J. Structure/Effect Studies of Fatty Acid Isomers as Skin Penetration Enhancers
and Skin Irritants. Pharm. Res. 1989, 6, 244-247.

55 Hrabalek, A.; Vavrova, K.; Dolezal, P.; Machacek, M. Esters of 6-Aminohexanoic Acid as
Skin Permeation Enhancers: The Effect of Branching in the Alkanol Moiety. J. Pharm. Sci.
2005, 94, 1494-1499.

56 Kanikkannan, N.; Singh, M. Skin Permeation Enhancement Effect and Skin Irritation of
Saturated Fatty Alcohols. Int. J. Pharm. 2002, 248, 219-228.

57 Holas, T.; Vavrova, K.; Klimentova, J.; Hrabalek A. Synthesis and Transdermal Permeation-
Enhancing Activity of Ketone, Amide, and Alkane Analogs of Transkarbam 12. Bioorg.
Med. Chem. 2006, 14, 2896-2903.

66



8. Literatura

58 Holas, T.; Vavrova, K.; Sima, M.; Klimentova, J.; Hrabalek, A. Synthesis and Transdermal
Permeation-Enhancing Activity of Carbonate and Carbamate Analogs of Transkarbam 12.
Bioorg. Med. Chem., submitted.

59 Holas, T. Disertaéni prace. FaF UK, Hradec Kralové 2006.

60 Hui, X.; Wester, R.C.; Magee, P.S.; Maibach, H.I. Partitioning of Chemicals from Water into
Powdered Human Stratum Corneum (Callus) — A Model Study. In: Percutaneous
Absorption; Bronaugh, R.L.; Maibach, H.I. Ed.; Marcel Dekker (New York), 1998; pp. 255-
269.

61 Yukito Murakami; Akio Nakano; Hidetsugu Ikeda Preparation of Stable Single-
Compartment Vesicles with Cationic and Zwitterionic Amphiphiles Involving Amino Acid
Residues. J. Org. Chem. 1982, 47, 2137-2144.

62 Chuit, P.; Hausser, J. Sur les acides-alcools polyméthyléne-carboniques de 8 a 21 atomes de
carbone. Helv. Chim. Acta 1929, 12, 463-492.

63 Cason, J. Branched-Chain Fatty Acids. 1. Synthesis of 17-Methyloctadecanoic Acid. J. Am.
Chem. Soc. 1942, 64, 1106-1110.

64 Hassarajani, S.A.; Mithran, S.; Mamdapur, V.R. Synthesis of 8-Methylnonanol, a Common
Intermediate for Dihydrocapsicin and Fresh Water Mussel Component. Indian J. Chem. Sect.
B: Org. Chem. Incl. Med. Chem. 1995, 34B, 429-431.

65 Weitzel, G.; Wojahn, J. Biochemistry of Branched Carboxylic Acids. V. Preparation of all
the (+)-Monomethylpalmitic Acids. Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem. 1951, 287, 65-89.

66 Milburn, A.H.; Truter, E.V. Components of Wool Wax. Il. Synthesis of the Acids and
Alcohols of the iso- and the (+)-anteiso-Series. J. Chem. Soc. 1954, 3344-3351.

67 Cason, J.; Stanley, W.L. Branched-Chain Fatty Acids. 1X. Synthesis of Acids with
Symmetrical End-Groups. J. Org. Chem. 1949, 14, 137-146.

68 Levene, P.A.; Allen, C.H. The Oxidation of Branched Chain Fatty Acids. J. Biol. Chem.
1916, 27, 433-462.

69 Hougen, F. W.; llse, D.; Sutton, D. A.; de Villiers, J. P. Wool wax. I1l. Synthesis of Some iso
Acids. J. Chem. Soc. Abstracts 1953, 98.

70 Weitkamp, A.W. The Acidic Constituents of Degras. A New Method of Structure
Elucidation. J. Am. Chem. Soc. 1945, 67, 447-454.

71 Bligh, E.G.; Dyer, W.J.: A Rapid Method of Total Lipid Extraction and Purification. Can. J.
Biochem. Physiol. 1959, 37, 911-917.

72 Klingman, A.E.; Christophers, E.: Preparation of Isolated Sheets of Human Stratum
Corneum. Arch. Dermatol. 1963, 88, 702-705.

73 Narishetty, S.T.K.; Panchagnula, R.: Transdermal Delivery of Zidovudine: Effect of
Terpenes and Their Mechanism of Action. J. Control. Release 2004, 95, 367-379.

67



