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37th CONFERENCE DRUG SYNTHESIS AND ANALYSIS 2008

Zastitu nad konferenci konanou pfi ptilezitosti oslav 90. vyroc€i vzniku VFU ptevzal:

The conference is organized under the auspices of

Prof. MVDr. Vladimir Vecerek, CSc.,
Rector of the University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences Brno

Doc. RNDr. Milan Zemli¢ka, CSc.,
Dean of the Faculty of Pharmacy
University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences Brno

NOVE TRENDY A SMERY VE VYZKUMU A VYVOJI LECIV

NEW TRENDS AND WAYS IN THE RESEARCH
AND DEVELOPMENT OF DRUGS
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37th CONFERENCE DRUG SYNTHESIS AND ANALYSIS 2008

held in the year of the 90th anniversary of the establishment of the University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences
Brno

The University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences is celebrating this year the 90th anniversary of its establish-
ment on December 12 1918. The university has gone through many changes, resulting in the creation of recent educational,
scientific, research and specialized institution with high national and international recognition within Czech as well as Euro-
pean universities. On December 12, 1918, a few weeks after Czechoslovakia was established, the National Assembly passed
a law (76/1918 capitulary and statute roll) on the establishment of the Czechoslovak State College of Veterinary Medicine in
Brno. The desicion was made for it to be located it in Brno. The first rector of the College of Veterinary Medicine in Brno was
professor and physiologist doctor and veterinarian Edward Babdk. He was elected on October 20, 1919. The Ceremonial
beginning of education commenced on November 17, 1919 with the first lectures. Successors of professor Babdk followed in
his footsteps and improved the academic level of the college activities. Many changes have taken place since November 17,
1989 which have led to further development of the university. On July 4, 1990 there were two faculties established — the faculty
of Veterinary Medicine and the Faculty of Veterinary Hygiene and Ecology. This prompted the idea of forming a multi-faculty
college. In January 1991 the representatives of pharmaceutical specialists called on the College of Veterinary Medicine in
Brno to establish the Faculty of Pharmacy. Shortly thereafter, on March 8th, the Academic Senate approved the act and on
April 29th the first dean of the Faculty of Pharmacy, professor Smecka, was elected. Along with all these structural changes,
the college considered changing its name as well. The act of approval was made into law in 1994 -- statute 192/1994. Since
this time the college has presented itself as the University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences Brno. In the last 18 years
the Faculty of Pharmacy has become a significant part of the university. New premises has been built, new equipment in-
stalled, organizational structure consolidated and qualified teachers assured. At present the faculty provides education of
pharmacy in the pregradual study programme, however with a limited capacity leading to a much higher interest in study pre-
vailing the number of accepted applicants. The faculty provides viva voce examinations for doctorates and PhD study pro-
grammes. Participation at scientific, research and other creative areas within the pharmaceutical field make for an integral
part of its activities, including a growing number of publications in higly recognized journals and magazines. Subject special-
ized activities are conducted in the faculty pharmacy. In 2007 the teaching programmes of the Faculty of Pharmacy were vali-
dated by the European Union directive No.2005/36/EC on the validation of professional qualifications. The Faculty of Phar-
macy can thus celebrate the 90th anniversary of the establishment of the university as its integral part. Conferences at the fac-
ulties provide opportunities not only to celebrate this important anniversary but also to share the latest scientific findings. The
Faculty of Pharmacy plays host to the Medicinal drug Synthesis and Analysis Conference. The organization of such an event
highlights the ability of the faculty to hold important scientific meetings both from an organisational and social point of view.
This year will be the 37th anniversary of the conference and I would like to take this opportunity to express my gratitude to all
those who initiated its set-up, the organisers and all those who supported them. I would like to thank them all for their effort,
enthusiasm and devotion. I would also like to express my support to all the participants-university teachers, researches, stu-
dents, pharmacists and other professionals - in gaining new knowledge, information and incentives for their further pedago-
cial, scientific, research and other medicinal drug-focused endevours. I wish for the conference to run smoothly and continue
in further years to be able to celebrate in 2018 the 100th anniversary of the establishment of the university and 47th anniver-
sary of Medicinal drug Synthesis and Analysis Conference.

Prof- MVDr. Viadimir Vecerek, CSc.
rector VFU Brno

Dear colleagues,

it is a great pleasure for me to welcome you on behalf of the Organizing Committee on the 37th Drug Synthesis and
Analysis conference, taking place in the beautiful settings of the Brno Reservoir. This year’s conference is marked by the 90th
anniversary of the founding of the University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences in Brno and is organized under the
auspices of Prof. MVDr. Viadimir Vecerek, CSc., Rector of the University. This traditional gathering of experts in the area of
pharmaceutical research is one of the important events organized by the Czech and Slovak Pharmaceutical Society. We aim to
increase the benefit and publicity of the event by inviting guests from abroad. We believe that this way we can create a plat-
form for discussing scientific research work and establishing professional contacts. The main motto of this gathering is ,, New
Trends and Ways in the Research and Development of Drugs“. We are positive that the scope of the conference will accom-
plish this aim and will bring the latest knowledge in the area of pharmaceutical research at Universities and other places of
research. Dear colleagues, we did our best to choose the setting and create an atmosphere beneficial for the exchange of ex-
perience and obtaining new knowledge on drug research, establishing new contacts and finding inspiration for following sci-
entific work.
Prof. RNDr. Jozef Csollei, CSc.
Chairman of the Organizing Committee
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Konference Syntéza a analyza 1é¢iv
v roce 90. vyroci zaloZeni
Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno

Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno v letosSnim roce 2008 oslavuje 90 let od svého zalozeni 12. prosince 1918.
Univerzita prosla mnoha zménami, které ji zformovaly do dnesni vzdélavaci, védecko — vyzkumné a odborné univerzitni
instituce, ktera disponuje vyraznym narodnim i mezindarodnim kreditem v soucasném Ceském i evropském univerzitnim
vzdélavacim systému.

Dne 12. prosince 1918, tj. nékolik tydnii po vzniku samostatné republiky, prijalo Narodni shromazdeni na své druhé
pracovni schizi zakon ¢. 76/1918 Sb.z. a n., o zrizeni Ceskoslovenskeé statni Vysoké Skoly zverolékarské v Brné. Bylo roz-
hodnuto umistit novou vysokou Skolu v Brné v Kralové poli. Prvnim rektorem Vysoké skoly zverolékarské v Brné byl zvolen
20. Fijna 1919 fyziolog prof. MUDr. et MVDr. Edward Babak. Slavnostni zahdjeni vyuky se odehrdlo dne 11. listopadu.
Viastni vyuka byla zahdjena 17. listopadu 1919 prvnimi prednaskami. Nastupci prof. Babdaka pokracovali v intencich puiso-
beni svého predchidce a zvySovali akademickou uroven Ccinnosti vysoké Skoly a snazili se dosahnout zlepseni
v prizpiisobovani aredlu vysokoskolskému vzdélavani. Po 17. listopadu 1989 doslo tak jako na jinych vysokych Skoldach ke
zmeénam, které oteviely vysokou skolu dalsimu rozvoji. 4. cervence 1990 byly na zakladé dvou studijnich obori ziizeny
Fakulta (vSeobecného) veterindrniho lékarstvi a Fakulta veterindrni hygieny a ekologie. To otevielo prostor pro uivahy
o0 zFizeni vicefakultni vysoké skoly. Proto kdyz se v lednu 1991 obratili zastupci farmaceutické verejnosti na Vysokou skolu
veterindrni v Brné s Zddosti o zalozeni Farmaceutické fakulty, schvalil jiz 8. brezna 1991 Akademicky sendt Vysoké Skoly
veterindrni zrizeni Farmaceutické fakulty s cinnosti od akademického roku 1991/1992. 29. dubna 1991 byl zvolen prvni
dékan Farmaceutické fakulty prof. Smecka. V ndvaznosti na ziizeni Farmaceutické fakulty Vysoka Skola veterindrni v Brné
predlozZila navrh na zménu svého ndazvu Vysoka Skola veterindrni a farmaceuticka, ktery byl schvilen formou zakona
C¢. 375/1992 Sb. V roce 1993 byl podan navrh na zménu ndzvu vysoké Skoly, v némz by byl zvyraznén univerzitni charakter
vysoké Skoly. Na zdkladé tohoto navrhu byl zakonem ¢. 192/1994 Sb. nazev zménén na Veterinarni a farmaceutickd univer-
zita Brno.

Za uplynulych 18 let se Farmaceuticka fakulta stala vyznamnou soucasti Veterindrni a farmaceutické univerzity Brno.
Vybudovala své prostorové zdazemi, ziskala pristrojové vybaveni, organizacné stabilizovala svoji strukturu, vytvorila perso-
nalni zajisténi farmaceutické vyuky a vyzkumu. V soucasnosti zabezpecuje vyuku studijniho programu Farmacie v pregra-
dudlnim studiu, kde zdjem uchazecii mnohondsobné prevySuje moznosti fakulty. Organizuje rigordzni zkousky k ziskani
titulu doktor farmacie, je akreditovina pro uskuteciovdni doktorskych studijnich programii. Ucastni se védecké, vyzkumné
a dalsi tviirci Cinnosti v oblasti farmacie s rostoucim poctem kvalitnich védeckych publikaci v uzndavanych védeckych caso-
pisech. Uskuteciiuje odbornou cinnost ve fakultni lékdarné. V roce 2007 bylo vzdelavani na Farmaceutické fakulte VFU
Brno uznano smérnici Evropské unie ¢. 2005/36/EC, o uznavani odbornych kvalifikaci.

V letosnim roce 2008 tak fakulta oslavuje jako vyznamnd soucdst univerzity 90. vyroci zalozeni univerzity. Soucasti
oslav je také poradani tradicnich konferenci na fakultach. Je potesitelné, ze Farmaceuticka fakulta se v tomto pro univer-
zitu vyznamném roce podili na organizaci konference Syntéza a analyza léciv. Aktivni ucast na organizaci vyznamnych
konferenci doklada, Ze uiroven vzdélavani a vyzkumu na fakulté ma vysoky kredit a fakulta ma kapacitu podilet se na zajis-
teni konference také po organizacni a spolecenské strance. Farmaceutickd fakulta tak napliiuje touto cinnosti dalsi své
poslani akademické instituce.

V roce 2008 se pri prilezitosti 90. vyroci zalozeni VFU Brno uskutecnuje jiz 37. rocnik této konference. Dlouhd histo-
rie konference vénovana syntéze a analyze léciv je obdivuhodna, chtél bych proto podékovat vsem, kteri stali pri vzniku této
tradice, vSem organizdtorium, i tém, kteri konferenci podporovali, za jejich nadseni, usili a obétavost, s niz ucinili z této
konference kazdorocéni centrum vymény poznatkii v oblasti 1éc¢iv a problematiky s nimi spojené. Ucastnikim konference
z Fad univerzitnich pracovnikii, vyzkumnych pracovnikii, statni spravy, farmaceutii, dalsich odbornikii z oblasti analyzy
a syntézy léciv i studentiim pak preji ziskani novych poznatkii, podnétii a dalsich novych myslenek pro jejich tviirci cinnost
at uz v oblasti pedagogické, védecké, vyzkumné, odborné, lékarenské i dalsi spojené s lécivy. Konferenci pak preji jeji
uspésny pribeh a pokracovani jeji tradice v dalsich letech tak, abychom mohli v roce 2018 spolecné oslavit stoleté vyroci
zaloZeni univerzity a 47. vyroci konference Syntéza a analyza léciv.

Prof- MVDr. Viadimir Vecerek, CSc.
rektor VFU Brno

s181



Chem. Listy 102, s179-s264 (2008) Konference SAL 2008

Vazené kolegyné, vazeni kolegove,

dovolte mi, abych Vas jménem organizacniho vyboru srdecné privital v Brné na 37. konferenci Syntéza a analyza léciv,
ktera se uskutecni v krdsném a prijemném prostiedi brnénské prehrady. Nase letosni konference se kond pri prileZitosti
oslav 90. vyroci zalozZeni Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno. Zastitu nad konferenci prevzal rektor univerzity
Prof. MVDr. Viadimir Vecerek, CSc. Toto tradicni setkani odbornikii z oblasti farmaceutického vyzkumu, patii mezi vy-
znamné odborné akce Ceské a Slovenské farmaceutické spolecnosti. Potvrzuje to zdjem i aktivai pocet ticastnikii konferen-
ce. Nasim cilem bylo i oZiveni a zvySeni publicity védeckého setkani, pozvanim zahranicnich hostii. Vérime, Ze touto cestou
vytvorime SirSi prostor pro vzajemnou konfrontaci a diskusi o vysledcich vedecko-vyzkumné prdace a navazani dalsich vé-
deckych kontakti. Hlavnim mottem setkani pracovnikii z oblasti farmaceutického vyzkumu jsou: ,,Nové trendy a sméry ve
vwzkumu a vyvoji léciv™. Jsme presvédceny, zZe odborna napli konference tyto cile spini a ziskame nejnovéjsi poznatky
z oblasti védecko-vyzkumné prdace univerzitnich i jinych vyzkumnych pracovist zabyvajicich se problematikou farmaceutic-
kého vyzkumu. Vazeni kolegové, snazili jsme se vytvorit a zabezpecit pro odborné jednani prijemné prostredi a atmosféru
a tak Vam poskytnout prostor pro vymeénu zkuSenosti, ziskani novych poznatkii z oblasti vyzkumu léciv, realizaci novych
kontaktii a tvitrci inspiraci k dalsi védecko-vyzkumné prace.

Prof. RNDr. Jozef Csollei, CSc.
predseda organizacniho vyboru
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PROGRAM KONFERENCE
PROGRAM OF THE CONFERENCE

Pondéli 08. 09. 2008Monday 8™ September 2008

13.30 - 14.00

Predsedajici:

Chairpersons:

14.00 - 14.30

14.40 - 15.00

15.00 - 15.15

15.15-15.30

15.30 - 16.00

16.00 - 16.15

Predsedajici:

Chairpersons:

16.20 - 16.50

16.55-17.10

17.10-17.25

17.25-17.40

17.40 - 17.50

Pfijezd, ubytovani, registrace (10.30 - 13.30)
Arrival, accommodation, registration (10.30 - 13.30)

Zahajeni konference

Official opening of Conference

Konferenéni sal Conference Room

Prof. PharmDr. Ladislav Novotny, DrSc.,

Doc. RNDr. Veronika Opletalovad, Ph.D.
Polanc S.: NEW NITROGEN-CONTAINING COMPOUNDS:
SYNTHESIS AND BIOLOGICAL ACTIVITY
Novotny L.: CARCINOGENIC POTENTIAL OF STREPTOZOTOCIN

Svétlik J.: CHEMICKA GENETIKA-INVENCNI INSTRUMENT
SCREENINGU

Bartosova L.: STEREOIZOMERIE A FARMAKOLOGICKE
UCINKY NOVE SYNTETIZOVANYCH LECIV

Opletalova V.: NETRADICNI ZDROJE NOVYCH LECIV
Prestavka Coffee break

Ing. Ivan Benkovsky, Ph.D.
PharmDr. Oldrich Farsa, Ph.D.

O’Connor R.: IDENTIFICATION AND DEVELOPMENT OF
NEW ANTI-CANCER DRUG COMBINATION STRATEGIES

Gonéc T: SYNTEZA A STUDIUM AGONISTU
B;-ADRENERGNICH RECEPTORU

Bartl T.: SYNTEZA A ,BIOLOGICKE ;’J(‘:INKY DERIVATU
PURINU OBSAHUJICI LAKTAMOVY FRAGMENT

Farsa O.: CYKLICKE SULFITY ODVOZENE OD GLYCEROLU, JEJICH VZNIK

A REAKTIVITA

Lukaé M.: ANTIPROTOZOALNY UCINOK HETEROCYKVLICKYCH DERIVATOV
CETYLTRIMETYLAMONIUM-BROMIDU A MILTEFOSINU NA ACANTHAMOEBA

LUGDUNENSIS
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17.50 - 18.05

po skonceni:

After the lectures:

Utery 09. 09. 2008

Predsedajici:

Chairpersons.

8.30-9.00

9.05-9.25

9.25-9.45

9.45-10.00

10.00 - 10.10

10.10 - 10.20

10.20 - 10.35

10.35-11.00

Predsedajici:
Chairpersons:

11.00 - 11.10

11.10-11.20

11.20- 11.30

Benkovsky I.: VYUZITIE MOLEKULOVEHO MODELOVANIA PRI STUDIU
RADIOFARMAK

UVITACI VECER
se bude konat na Brnénské prehradé¢ na lodi Veveri, odjezd v 19.15

WELCOME PARTY
on the Brno water reservoir by Ship name Veveri, boat fare at the 19.15

Tuesday 9™ September 2008
registrace (8. 30 - 11. 00)  registration (8. 30 - 11. 00)

Doc. RNDr. Jarmila Vinsova, CSc.,
Doc. RNDr. Jiri Pazourek, Ph.D.

Oleksyn J. B.: CRYSTAL STRUCTURE ANALYSIS
AS A TOOL IN DRUG INVESTIGATIONS AND DESIGN

Kral V.: CILENY TRANSPORT LECIV S VYUZITIM
NANOTECHNOLOGII

Pazourek J.: A RAPID HPLC-METHOD FOR ANTIOXIDANT
PROFILING ASSAY: OPTIMIZATION BY ARTIFICIAL NEURAL NETWORKS AND
APPLICATION TO PLANT EXTRACTS

Neme&ek P.: PREDIKCIA BIOLOGICKEJ AKTIVITY N-BENZYL-
SALICYLAMIDOV POMOCOU UMELYCH NEURONOVYCH SIETI

Stagkovéa P.: HPLC SEPARACE ENANTIOMERNI{CH SLOUCENIN

Vingova J.: NECEKANY PRESMYK SALICYLANILIDOVYCH ESTERU
AMINOKYSELIN — VYSVETLENI MECHANISMU

Roh J.: REGIOSELEKTIVNI JEDNOKROKOVA SYNTEZA
2-VINYL-5-ARYLTETRAZOLU

Prestavka Coffee break

Prof. Ing. Jozef Lehotay, DrSc.
Mgr. Petr Chocholous, Ph.D.

Chocholous P.: SEKVENCN{ INJEKCNI CHROMATOGRAFIE (SIC) - NOVY SMER
V PRUTOKOVYCH METODACH

Vite¢kova H.: STANOVEN{ ANTIBIOTIK V ODPADNICH VODACH

Hamernikova M.: HPLC STANOVENI NiZKYCH KONCENTRACI A’ — THC
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11.30 - 12.00

12.00 - 14.00

Predsedajici:
Chairpersons:

14.00 - 14.30

14.35-15.05

15.05-15.25

15.25-15.55

15.55-16.25

16.30 - 16.45

16.45-17.45

19.30 - 23.00

Stieda 10. 09. 2008

Predsedajici:
Chairpersons.
8.45-9.15
9.20-9.35
9.35-9.50
9.50 - 10. 05

10.05-10.20

10.20 - 10.35

Konference SAL 2008

Lehotay J.: HPLC STUDIUM DERIVATOV KYSELINY FENYLKARBAMOVEJ

Poledni ptestavka Lunch break

Prof: RNDr. Ludék Benes, DrSc.
Doc. PharmDr. Martin DoleZal, Ph.D.
Polansky J.: FROM DATA TO DRUGS NOVEL TRENDS IN QSAR

Dolezal M.: VYZKUM NOVYCH ANTITUBERKULOTIK ODVOZENYCH
OD PYRAZINU NA FARMACEUTICKE FAKULTE V LETECH 1997-2007

Benes L.: VYUZITI NOVEJI OBJEVENYCH MECHANIZMU
UCINKU U DRIVE ZNAMYCH LECIV V PREVENCI A KURATIVE, ZVLASTE
VE VZTAHU K NEURODEGENERATIVNIM ONEMOCNENIM

Ziméik P.: SY:NTEZA A APLIKACE NOVYCH ZHASECU FLUORESCENCE
POUZITELNYCH V DNA SONDACH

Richardson D.: DEVELOPMENT OF NOVEL ANTI-TUMOUR AGENTS BASED
ON TARGETING IRON — A CRUCIAL NUTRIENT FOR DNA SYNTHESIS
AND PROLIFERATION

Prestavka Coffee break

Diskuse u panelovych sdéleni (Salonek Spilberk)
Discussion about posters (Spilberk Room)

SPOLECENSKY VECER
GALA EVENING AND AFTER PARTY
Wednesday 10" September 2008

Salonek Spilberk Spilberk Room

Prof. RNDr. Daniel Grancai, CSc.,

PharmDr. Karel Smejkal, Ph.D.

Franchi D.: UNDERSTANDING SOLUBILITY OF THE MOLECULE
Grancai D.: OBSAHOVE LATKY PHILADELPHUS CORONARIUS L.
Smejkal K.: IZOLACE OBSAHOVYCH LATEK MORUS ALBA

Téth J.: CYNOSBATI FRUCTUS — OBSAHOVE LATKY A UCINKY

Fialova S.: ,ANATOMICKO—MORFOLOGICKA A FYTOCHEMICKA ANALYZA
VYBRANYCH DRUHOV RODU MENTHA L.

Lacikova L".: FLAVONOIDY V STYROCH DRUHOCH RODU STAPHYLEA L.
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10.35-10.45

10.45 - 11.00

Predsedajici:

Chairpersons:

11.00-11.15

11.15-11.35

11.35-11.50

11.50 - 12.10

12.15

Zima A.: INHIBICE SUPEROXIDU PRIRODNIMI LATKAMI ENZYMOVE
A NEENZYMOVE METODY

Prestavka Coffee break

Doc. RNDr. Karel Slais, DrSc.
Ing. PharmDr. Radka Opatiilova, Ph.D.

Slais K.: PREPARATIVN{ SEPARACE PROTEINU KONTINUALNI
ISOELEKTRICKOU FOKUSACI V ROZBIHAVEM TOKU

Waiser K.: THIOOXO SKUPINA A ANTIMYKOBAKTERIALN{ AKTIVITA
Ozgiiven M.: THE EFFECTS OF DIFFERENT HARVESTING TIME AND DRYING
METHODS ON THE YIELD AND ESSENTIAL OIL CONTENT OF THYMUS EIGII
(M. ZOHARY ET P.H. DAVIS) JALAS

Opatiilova R.: DEVELOPMENT OF AN HPLC METHOD FOR ANALYSIS

OF 5-FLUOROURACIL IN REAL SAMPLES IN A HOSPITAL PHARMACY
DEPARTMENT

Zakonceni konference Conference end
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Plenérni prednasky

PLENARNI PREDNASKY - PLENAR LECTURES

PL1
UNDERSTANDING SOLUBILITY
OF THE MOLECULE

DIONIGIO FRANCHI

Research and Development, GlaxoSmithkline S.p.A., Via
Fleming 4, 37135 Verona, Italy
dionigio.a.franchi@gsk.com

A good understanding of a baseline solubility charac-
terization is fundamental in order to guide the selection of
formulation approaches and accurate predicts improve-
ments of API solubility and/or dissolution by both chemi-
cal (salts and prodrugs) and formulation (i.e. particle size
reduction, lipid formulation and cyclodextrine complexa-
tion) approach.

Solubility of Active Pharmaceutical Ingredient (API)
has always been a concern for formulators, since inade-
quate aqueous solubility may limit bioavailability of oral
products. In recent years, number of low solubility com-
pounds has increased within the pharmaceutical industry
pipeline. This challenge has been faced by the pharmaceu-
tical industry by improving knowledge of important phys-
ico-chemical characteristic such as solubility, ionization
constant and partition coefficient.

Solubility of drugs is influenced by many variables
(pH, solid state, presence of counter-ions, temperature,
etc...). Even though a single point determination has some
value, profiling the solubility of a compound as a function
of one more of these variables often yields a wealth of
information.

A data fitting approach for determination of pH solu-
bility profile will be presented. Characterization of the
solid in equilibrium with different solution media will be
discussed.

Biorelevant solubilities will be also taken in consid-
eration through the use of simulated gastro-intestinal flu-
ids. Building on the equilibrium solubility knowledge,
these data will be used in order to speculate on a theoreti-
cal in-vivo profile to be correlated with drug product per-
formance.

REFERENCES

1. Baka E., Comer J. E. A., Takacs-Novak K.: J. Pharm.
Biomed. Anal. 46, 335 (2008).
Serajuddin A. T. M.: Adv. Drug Delivery Rev. 59,
603 (2007).
. Dokoumetzidis A., Macheras P.: Int. J. Pharm. 327, 1
(2006).
Mallick S., Pattnaik S., Swain K., De P. K.: Drug
Dev. Ind. Pharm. 33, 865 (2007).

2.
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PL2

IDENTIFICATION AND DEVELOPMENT OF NEW
ANTI-CANCER DRUG COMBINATION STRATE-
GIES

ROBERT O’CONNOR

National Institute for Cellular Biotechnology, Dublin City
University, Dublin 9, Ireland
Robert.oconnor@dcu.ie

Advanced forms of cancer are generally treated using
chemotherapy drugs. Unfortunately, many tumours are
intrinsically resistant or develop this characteristic over the
course of treatment, ultimately leading to continued
growth and/or metastasis'. Optimal distribution and deliv-
ery of cancer drugs plays a key role in their efficacy and is
very dependent on the pharmacokinetics of the agent at the
cellular and whole body levels®.

Cellular protein transporters belonging to the AT-
Pase-Binding Cassette (ABC) family have a major role in
the physiological transport of many pharmaceutical, par-
ticularly anti-cancer drugs®. In cancer cells, over expres-
sion of these transporters (common for many resistant
cancers) can lead to reduced intracellular anti-cancer drug
concentrations, abrogating the activity of these agents.
However, some of these transporters, especially P-
glycoprotein (P-gp, MDR-1, ABCBI), are significantly
expressed in the organs of drug elimination and play an
important role in the normal pharmacokinetic process of
anti-cancer drug clearance, vital for terminating the acute
toxicity of such agents*. Most small molecules are sub-
strates for one or more of the ABC-transporters. Hence,
some established pharmaceuticals may have useful dual
roles in cancer pharmacology in combination with existing
treatments, while others may seriously augment the toxic-
ity and side effects of anti-cancer drugs. The complexities
of this type of endeavor were illustrated, decades ago,
where the ability of the cardiovascular drug, verapamil, to
inhibit P-gp initially demonstrated therapeutic promise but
ultimately failed to provide increased therapeutic efficacy
clinically because of unfavourable pharmacological inter-
actions in combination cancer treatment schedules”.

Through the use of specific cell models, we have
identified that the established Non-Steroidal Anti-
Inflammatory (NSAID) agent, sulindac, can inhibit the
Multiple Drug Resistance (MRP-1) transporter protein (an
ABC transporter related to P-gp). Our research illustrated
that this effect was distinct to its anti-inflammatory action
and could restore MRP-1-substrate cancer drug-sensitivity
in relevant cancer cell models™®. MRP-1 is an attractive
resistance target as it is commonly overexpressed in cancer
but does not seem to play a major role in drug elimination.
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Through clinical collaboration we have evaluated this
laboratory observation in a successful phase I study”® and
the findings have now led to a phase II evaluation of sulin-
dac in combination with chemotherapy in advanced mela-
noma which is currently underway. Screening of other
small molecule agents has illustrated how drug transporter
activity can be modulated but careful laboratory evaluation
of the underlying mechanism of interaction with the trans-
porter is necessary to evaluate the likely clinical potential
of such findings.

Clinical evaluation of the potential of established
pharmaceuticals for combination cancer therapeutic appli-
cation is an attractive drug development path as, typically,
the pace of clinical translation of such regimens is much
more rapid with a greatly reduced burden of pre-clinical
testing required prior to early phase trials..

This work was made possible by a PRTLI cycle IIl award
from the Irish Higher Education Authority and funding
from Cancer Research Ireland (CRI 030CO).
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PL3
CRYSTAL STRUCTURE ANALYSIS AS A TOOL
IN DRUG INVESTIGATIONS AND DESIGN

BARBARA J. OLEKSYN

Faculty of Chemistry, Jagiellonian University, ul. R.
Ingardena 3, 30-060 Krakow, Poland
oleksyn@chemia.uj.edu.pl

Crystal structure analysis is one of the most important
physico-chemical methods of solid state studies and be-
comes now almost inevitable stage in the course of drug
investigations.

This lecture will be focused on the X-ray crystal
structure analysis (XCSA), though also neutrons and elec-
trons can be used in a similar way. In XCSA the X-ray
beam is diffracted on the electrons belonging to atoms
ordered in the crystal. The so-called diffraction patterns,
from which the information about the directions and the
intensities of the diffracted beams can be extracted, are
collected with the use of special equipment called diffrac-
tometer and interpreted mathematically. The result is the
three-dimensional electron density distribution from which
we can read out the atom positions and, at the same time,
the geometry of the molecules, the bond lengths and bond
angles as well as torsion angles. Also the intermolecular
interactions such as hydrogen bonds, van der Waals and n-
n, dipol-dipol and others can be localised and character-
ised.

There are two main types of XCSA, namely the single
crystal structure analysis (SCSA) and the polycrystalline
or powder crystal structure analysis (PCSA). The first of
them is most often used for crystal structure determination,
the other is mainly employed as a method of identification,
but thanks to recent development of PCSA, it may also
replace SCSA in cases, when the single crystals cannot be
obtained.

The following aspects of SCSA application in drug
investigation will be described as the most interesting and
important:
determination of the 3D structure of drug and poten-
tial drug molecules with stress on their absolute con-
figuration and conformational preferences as well as
the ability to interact with their environment. As ex-
amples the antimalarial, anti-HIV drugs and potential
drugs, as well as some reactivators of the acetylcholi-
nesterase inhibited by phospho-organic compounds
will be given;
structure determination of protein (especially en-
zyme) complexes with small molecules; as examples
the anticancer and some other drugs will be given.
The application of both, SCSA and PCSA will be
characterised in treatment of the strictly crystallographic
problem of drug polymorphism; the examples of the ef-
fects of this phenomenon on solubility and availability of
drugs will be given.
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PL4
NEW NITROGEN-CONTAINING COMPOUNDS:
SYNTHESIS AND BIOLOGICAL ACTIVITY

SLOVENKO POLANC

University of Ljubljana, Faculty of Chemistry and Chemi-
cal Technology, Askerceva 5, SI-1000 Ljubljana, Slovenia
slovenko.polanc@fkkt.uni-lj.si

We have developed several routes to various di-
azenes. A typical one is shown on Scheme. Thus, the addi-
tion of monosubstituted hydrazine 2 to the isocyanate 1
results in the formation of 1,4-disubstituted semicarbazide
3. Oxidation of 3 to give 4 is usually performed with either
N-bromo-succinimide/pyridine or ceric(IV) ammonium
nitrate (CAN). The most convenient route to unsymmetri-
cal diazene-di-car-boxa-mide 4c¢ is a substitution of the
alkoxy group in the diazene 4b employing a primary
amine as a nucleophile. Diazenes 4b as well as their
dialkoxy analogs are useful reagents for electrophilic ami-
nation of various aromatic compounds. In some cases, the
amination process can be accompanied by a halogen mi-
gration or by further transformation of an aminated prod-
uct.

H,NNHR?
R1N:C:O M, R1NHﬁNHNHR2

1

3a-3c
a: R% = Ar, Het oxidation
b: R? = CO,R'
c: R? = CONHR"

R1NH|(,)N=NR2
0]
4a - 4c
Scheme

Several diazenes of type 4a—4¢ were found to pos-
sess antitumoral activity. Namely, they inhibit the growth
of different tumor cell lines. Some of them also reduced
the survival of drug-resistant cells, thus offering a new
hope for the success in cancer therapy. In addition, most of
diazenes are well recognized selective oxidants of various
thiols, including natural ones. This characteristic can be
crucial in controlling the ratio between monomeric and
dimeric glutathione.

Furthermore, diazenedicarboxamides 4¢ are effective
inhibitors of D-alanine:D-alanine-ligase (isoform DdIB)
from Escherichia coli. They also possess anti-bacterial
activity, what qualifies them as a promising starting point
for further development towards new antibiotics.

A simple method for the preparation of 1,3-di-
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N —N
A= SNT O TAr

6

aryltriazenes 5 and the synthesis of N-acyl-triazenes 6 as
new reagents for N-acylation will be presented. It is impor-
tant to note that compounds 6 can serve as mild and selec-
tive agents for N-acylation in various solvents, including
protic ones. Very recent results on antitumoral activity of
selected 1,3-diaryltriazenes and their N-acyl analogues will
also be discussed.



Chem. Listy 102, s179-s264 (2008)

PL5
FROM DATA TO DRUGS — NOVEL TRENDS
IN QSAR

JAROSLAW POLANSKI

Institute of Chemistry, University of Silesia, Szkolna 9,
40-006 Katowice, Poland
polanski@us.edu.pl

Chemistry focuses on a construction of a variety of
materials of the practical importance and applications, as
drugs, preservatives, flavors and so on and the point of the
current strategy for the molecular production is a property
oriented synthesis. In this context, molecular design is
a drug development option that uses fully rational schemes
for drug discovery. A drug molecule is a man-made effec-
tor designed or discovered in other way to fit the biologi-
cal counterpart (receptor) and produce the required action
allowing us for the manipulation of biological effects.

Quantitative Structure Activity Relationship (QSAR)
approach is a molecular design strategy based at mapping
structure to property. In principle, this should transform
molecular data to drugs. Although drugs get better and
better imitating natural biological effectors, the practical
impact of QSAR in pharmaceutical research is still below
the expectations. On the other hand, a significant develop-
ment can be observed along two last decades. The method
originated from the Hansch analysis based on the logP and
Hammett constant evaluated towards a growing impor-
tance of a three dimensional (3D) molecular structure.

Multidimensional (m)-QSAR is a method for model-
ing the relationship between multidimensional molecular
descriptors' and biological activity. The expansion of
QSAR dimensionality resembles a way in which we refer
to the protein structure. A sequence of amino acids defines
the primary structure, a specific local geometry indicates
secondary structure, overall protein shape describes the
tertiary structure and the effects resulting from the interac-
tions with another protein molecule is explained in quater-
nary protein structure. Thus, the 3D QSAR data refer to
the molecular descriptors of the static 3D molecular repre-
sentations; 4D QSAR involves multiple conformation
poses of the effectors; 5D QSAR supplements this with
multiple induced fit-scenarios; and 6D QSAR additionally
includes with multiple solvation states.

Technically, the traditional Hansch QSAR method
uses the regression method to investigate a relationship
between hydrophobic parameters and/or Hammett con-
stants (X-block data) and biological activity (dependent
variable or Y). Formally, this can be achieved with a sim-
ple mathematical approach that does not need in silico
computations. Although such an approach can be extended
into multidimensional problem by the combination of sev-
eral parameters as independent variables, usually
a dimensionality of X is lower than this of Y. Instead, in
m-QSAR we are to solve much more complex problem
where a dimensionality of X is much higher than the di-
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mensionality of Y. Robust modeling using Partial Least
Squares (PLS) is a default solution in such a case.

In general, data elimination, selection or filtering are
the methods that can be used for pharmacophore mapping
in m-QSAR. Hopfinger’s 4D QSAR uses genetic algo-
rithms for variable selection’. Comparative Molecular
Surface Analysis® is coupled with a variant of UVE-PLS* —
Iterative Variable Elimination PLS (IVE-PLS)**. Gener-
ally, data elimination does not increase the predictive
power of the models, especially in the test set, but enables
one to identify variables of the highest contribution, and
thus to visualize the QSAR model. Data selection is a re-
cent trend in m-QSAR modeling’.

Basically, it is believed that traditional QSAR does
not take into account receptor dependent (RD) data, or in
other words, that it works in a receptor independent (RI)
mode. Formally, this is not a whole true because even the
most simple QSAR model includes at least one receptor
dependent variable, i.e., biological activity. However, in
m-QSAR we can observe a significant unbalance between
the massive RI data describing ligands and a single num-
ber describing the ligand-receptor interactions. The noise
due to the molecular recognition uncertainty in traditional
RI m-QSAR cannot be eliminated but by the inclusion of
the receptor data. However, a complex nature of ligand-
receptor interactions limited the development of the RD
m-QSAR. Eventually, with a steady increase of computa-
tional power novel RD QSAR methods appeared. This can
be divided upon the ligand and receptor representation
types applied. Thus, the single receptor and the single
ligand data are used in RD 3D-QSAR; the single receptor
and the multiple ligand data — in RD 4D-QSAR; the multi-
ple receptor and the multiple ligand data — in RD 5D-
QSAR, which is supplemented by multiple solvation data
in RD 6D-QSAR®,

ADMET in silico modeling is expected to be a way
towards prediction paradise’ and the membrane interac-
tions (MI) QSAR approach is a recent RD m-QSAR
scheme developed to predict ADMET parameters”. Photo-
dynamic therapy (PDT) or surface dyeing are important
examples that can profit from this method.

The financial support of the KBN Warsaw under grants
no. R0504303 and N507081033 is gratefully acknowl-
edged.
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PL6

DEVELOPMENT OF NOVEL ANTI-TUMOUR
AGENTS BASED ON TARGETING IRON —

A CRUCIAL NUTRIENT FOR DNA SYNTHESIS
AND PROLIFERATION

DES R. RICHARDSON

Department of Pathology and Bosch Institute, Iron Me-
tabolism and Chelation Program, University of Sydney,
Sydney, New South Wales, 2006, Australia
d.richardson@med.usyd.edu.au

Novel chemotherapeutics with marked and selective
anti-tumour activity are essential to develop, particularly
those that can overcome resistance to established agents.
Iron (Fe) is a crucial nutrient required for cell cycle pro-
gression and DNA synthesis and represents a novel mo-
lecular target for the design of new anti-cancer drugs. The
aim of this current study was to evaluate the anti-tumor
activity and Fe chelation efficacy of a new class of Fe
chelators, namely the d-2-pyridylketone thiosemicarba-
zone (DpT) series of ligands.

Our studies using these chelators (Whitnall, M. et al.
(2006) PNAS USA 103(20):7670-7675) demonstrated
broad anti-tumor activity in 28 different tumor cell lines.
Moreover, the compounds could overcome resistance to
established anti-tumor agents. The in-vivo efficacy of the
most effective chelator identified, Dp44mT, was assessed
using a panel of human xenografts in nude mice. These
tumours included melanoma, lung carcinoma, ovarian
carcinoma and brain (neuroepithelioma). After 7 weeks,
net growth of a melanoma xenograft in Dp44mT-treated
mice was only 8% of that in mice treated with vehicle. In
addition, no differences in these latter animals were found
in hematological indices between Dp44mT-treated mice
and controls.

No marked systemic Fe-depletion was observed com-
paring Dp44mT- and vehicle-treated mice, probably due to
the very low doses (0.4-0.75 mg/kg/day) required to in-
duce anti-cancer activity. Interestingly, Dp44mT caused
up-regulation of the Fe-responsive tumor growth and me-
tastasis suppressor, N-myc downstream regulated gene-1,
Ndrgl, in the tumor but not the liver, indicating a potential
mechanism of selective anti-cancer activity.

Further studies indicated that the potent anti-tumour
activity of the DpT chelators was due to the intracellular
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formation of a redox-active Fe complex (Richardson, D.R.
et al. (2006) J. Med. Chem. 49:6510-6521). Indeed, the
high efficacy of these compounds was related to the
“double punch” mechanism. That is, the ability of the che-
lator to bind Fe which is essential for tumour cell growth
followed by the redox cycling of the Fe complex to gener-
ate cytotoxic free radicals. Further studies by our group led
to the design and synthesis of even more effective agents
known as the BpT series of chelators (Kalinowski, D et al.
(2007) J. Med. Chem. 50:3716-3729). Again, the efficacy
of these latter compounds is related to their ability to form
a redox-active Fe complex.

In summary, these results indicate that the novel Fe
chelators have potent and broad anti-tumor activity and
can overcome resistance to established chemotherapeutics
due to their unique mechanism of action.
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L01
SYNTEZA A BIOLOGICKE UCINKY DERIVATU
PURINU OBSAHUJICI LAKTAMOVY FRAGMENT

TOMAS BARTL', SAMUEL B. KOMBIAN®, IVANA
MILACKOVA®, PETRA ZADNIKOVA®, RENATA
JIRIKOVSKA®, PETRA STASKOVA®a LUDEK BE-
NES?

“ Ustav chemickych lé¢iv, Farmaceuticka fakulta, Veteri-
narni a farmaceuticka univerzita Brno, Palackého 1-3,
61242 Brno, Ceskd republika, ” Department of Applied
Therapeutics,Faculty of Pharmacy, Kuwait University,
P.O.Box 24923, 13110 Safat, Kuwait

thartl@vfu.cz

Jako potencialni 1é¢iva neurodegenerativnich one-
mocnéni byla pfipravena skupina 7-mono, 9-mono a 7,8-
-disubstituovanych derivatd theofylinu a adeninu, které ve
své molekule obsahuji 5-7¢lenny laktamovy fragment. Pro
pfipravu byly zvoleny odlisné syntetické postupy, nebot’
reaktivita a chemické vlastnosti vychozich purinovych
bazi jsou rozdilné. Struktura ptipravenych sloucenin byla
potvrzena metodami MS, NMR a IC spektroskopie.

U vybranych sloucenin byla testovana na mozkovych
fezech hippocampu laboratornich potkanti schopnost
ovlivilovat vedeni nervového vzruchu; v zavislosti na
struktufe sloucenin byl u nékolika testovanych derivati
nalezen zesilujici vliv na vedeni nervového vzruchu, jedna
ze studovanych sloucenin vykézala inhibicni efekt. Prispe-
vek déale shrnuje vliv N7-substituovanych derivétli theofy-
linu na ovlivnéni aktivity kaspasy-1 a Leu-amino-
peptidasy, déle je diskutovana antioxidacni aktivita slouce-
nin.

V souvislosti s pfechodem od 1é€iv charakteru race-
matia k opticky Cistym enantiomeriim lze pripravené deri-
vaty ve form¢ racematl rozd¢lit na jednotlivé enantiomery
za pouziti HPLC s chiralni kolonou obsahujici selektor
allobiohydrolasu.
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L02
STEREOISOMERIE A FARMAKOLOGICKE
UCINKY NOVE SYNTETIZOVANYCH LECIV

LADISLAVA BARTOSOVA?*, KLARA
BERANKOVA®?, MAREK FRYDRYCH?, RADKA
OPATRILOVAP, VERA STRNADOVA®a PAVEL
SUCHY?

“ Ustav humanni farmakologie a toxikologie, Farmaceutic-
ka fakulta, VFU, Palackého 1-3, Brno, b Ustav chemic-
kych léciv, Farmaceuticka fakulta, VFU, Palackého 1-3,
Brno

bartosoval@vfu.cz

Nové syntetizované latky 44Bu a 444 jsou latky origi-
nalni, patfi mezi funk¢ni analogy aryloxyaminopropanolu
a v disledku pfitomnosti chiralniho uhliku vykazuji optic-
kou aktivitu. Vyskytuji se proto ve formé pravotocivého
(+) isomeru, levotoc¢ivého(—) isomeru a opticky inaktivni-
ho racematu. Jednotlivé racematy mohou vykazovat roz-
dilné farmakologické nebo toxikologické ucinky, které
jsou dany rozdilnymi interakcemi s biomolekulami
(receptory, iontové kanaly...) v organismu.

Cilem pfedloZené studie bylo definovat rozdily ve
farmakologickém ucinku stereoisomerll a racematu
dvou nové syntetizovanych latek 44Bu a 444, s velmi
blizkou chemickou strukturou — latka 44Bu je substituo-
vana n-butylem a latka 444 terciarnim butylem. Rozdily
v bradykardickém a antiarytmickém ucinku byly testova-
ny in vivo, rozdily v U€inku na sodikovy membranovy
proud Iv,, in vitro. In vivo experimenty byly provedeny
na celistvych zvifatech a in vitro experimenty na enzyma-
ticky izolovanych kardiomyocytech laboratornich potkani
kmene Wistar.

Bradykardicky tcinek byl testovan na fyziologické
hladin€ srdecni frekvence, i na modelu navozené tachykar-
die a to v davce 1,5 mg kg™ hmotnosti zvifete. Zatimco
u latky 444 vyvolavaji racemat i oba stereoisomery statis-
ticky vyznamné (P<0,05) hlubsi bradykardicky ucinek pii
pusobeni na tachykardii oproti fyziologické hladiné,
u stereoisomerd latky 44Bu nebyl tento rozdil zjistén. Zda
se tedy, Ze ucinek latky 44Bu neni tak vyrazné ovlivnén
aktivaci sympatiku jako latky 444. Na modelu tachykardie
jsme mezi pasobenim obou stereoisomert latky 44Bu ne-
nasli signifikantni rozdil — oba stereoisomery vsak vyka-
zovaly niz§i bradykardicky efekt nez racemat. U latky 444
je bradykardicky efekt racematu dan predev§im Gcinkem
S-isomeru, ucinek R-isomer je slabsi.

Antiarytmicky uc¢inek byl testovan na modelu akoniti-
nem indukované arytmie, pouzita byla stejnd davka jako
v pfedchozim ptipadé. S-isomer a racemat latky 44Bu
statisticky vyznamné (P<0,01) snizuji vyskyt malignich
arytmii, jako jsou komorova tachykardie a fibrilace komor
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a tim i mortalitu zvifat intoxikovanych akonitinem. Race-
mat je lep8i neZ S-isomer, ovSem pouze nesignifikantn€, na
druhou stranu ovSem indukuje vznik AV blokad. Nejslabsi
antiarytmicky uc¢inek vykézal R-isomer, ale rozdily mezi
isomery nebyly statisticky vyznamné.

Utinek na sodikovy depolariza¢ni membranovy proud
byl testovan v koncentraci 3 pmol 1", coz odpovida davce
0,1 mg kg™ hmotnosti zvifete. U latky 444 vykazoval
racemat a S-isomer stejnou procentualni blokadu, zatimco
ucinek R-isomeru byl statisticky vyznamné slabsi
(P<0,05). U latky 44Bu jsme pozorovali vyraznou bloka-
du u racematu a R-isomeru, zatimco blokada vyvolana S-
isomerem byla signifikantné niz$i. Pokud obé¢ latky porov-
name, zpusobuje latka 44Bu statisticky vyznamné vyssi
blokadu (P<0,001) nez latka 444.

Tyto experimenty vznikly za financniho prispéni granto-
vych projektyu GA CR ¢ 305/06/0863 a IGA MZd
¢ NR9126-3/2006.

L03

VYUZITi NOVEJT OBJEVENYCH MECHANISMU
UCINKU U DRIVE ZNAMYCH LECIV

V PREVENCI A KURATIVE, ZVLASTE

VE VZTAHU K NEURODEGENERATIVNIM
ONEMOCNENIM

LUDEK BENES

Ustav chemickych léciv, Farmaceuticka fakulta, VFU,
Palackého 1-3, Brno
benesl@vfu.cz

Objev mechanismu U¢inku kyseliny acetylsalicylové,
témet osmdesat let po jejim pouzivani ve vztahu
k pisobeni prostaglandintl, nasledna charakterizace enzy-
md na tomto mechanismu ucinku se podilejicich
(cyklooxigenasy), byly jednémi zprvnich impulst
k dikladnému sledovani mechanismu Gc¢inku na moleku-
larni urovni. Podobné poznatky o plsobeni 1é¢iv na mole-
kularni Grovni pfispély i k zavedeni inhibitord angiotensin-
konvertasy a jinych 1é¢iv ze skupiny antihypertenziv, napt.
antagonisti  neutralni  endopeptidasy, agonista  I;-
imidazolinovych receptorti, antagonistli aldosteronového
ziskdvani poznatkd o vzniku nddorovych onemocnéni a
jejich 1é¢bé nebo neurodegenerativnich chorob. Znalosti
z téchto oblasti na molekulérni Grovni, a to i pfes velky
pokrok uskute¢nény v poslednich letech, nejsou stale plné
dostacujici k uspeésné 1ecbé, zvlaste posledné jmenovanych
onemocnéni neurodegenerativniho typu. Zde je prozatim
u¢innym zasahem proti nastartovani nezvratnych zmén jen
disledna prevence, zalozena na dosavadnich znalostech
mechanismu jejich vzniku.
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L04
VYUZITIE MOLEKULOVEHO MODELOVANIA
PRI STUDIU RADIOFARMAK

IVAN BENKOVSI,(Y“, ROMAN STANIK® a MAJA
POLAKOVICOVA"

“ Katedra farmaceutickej analyzy a nukledrnej farmdcie,
Farmaceuticka fakulta, Univerzita Komenského Bratisla-
va, Odbojdrov 10, 832 32 Bratislava, ® Katedra chemickej
teorie lieciv, Farmaceutickad fakulta, Univerzita Komen-
skeho Bratislava, Kalinciakova ul. 8, 832 32 Bratislava
benkovsky@fpharm.uniba.sk

Radiofarmaka patria medzi moderné diagnostické
a terapeutické prostriedky sucasnej mediciny.
Z radionuklidov, pouzivanych v nuklearnej medicine, ma
dominantné postavenie technécium-99m (*™Tc), ktorého
vyhody vyplyvaju zjeho jadrovych charakteristik. Che-
mickd povaha radiofarmak moéze byt rozna: koloidné zlu-
Ceniny, jednoduché organické alebo anorganické zluceni-
ny, komplexy radionuklidu s jednoduchymi ligandami,
zlozit¢ komplexy obsahujuce ako ligand biopolymér
(peptid) a iné. A prave biopolyméry a peptidy pouzité ako
ligandy ndm umoZiuju cielent distribciu v 'udskom or-
ganizme. Takéto komplexy maju Specificki priestorova
konfiguraciu a mézu interagovat’ s roznymi receptormi na
povrchu bunky alebo inymi $truktirami v tele ¢loveka.

Medzi kratke peptidy patri aj glycyl-L-prolin
(dipeptid, gly-pro), ktory ma nezastupite'né miesto predo-
vSetkym v spojivovom tkanive. Je to degrada¢ny produkt
kolagénu'. Kolagén aelastin sa dve hlavné proteinové
Struktary tvoriace spojivové tkanivo. Existuje priblizne 28
roznych typov kolagénovych proteinov, ktoré¢ st rdzne
zastipené v jednotlivych tkanivach tela. Priamo s tymito
spojivovymi tkaniva su spojené mnohé ochorenia ako
napr. Marfanov syndrom, systémovy lupus erythematozus,
skleroderma a iné%. Taktiez mnoho 3truktar vstupuje do
interakcie s kolagénom (bilirubin, fibromodulin, biglykan
ainé), ktorych vyznam je Gasto nejasny’. Tento kratky
dipeptid (gly-pro) poskytuje niekolko vhodnych vézbo-
vych miest na tvorbu komplexu s technécium. Z modelov
vznikajucich komplexov, ziskanych metédami molekulo-
vého modelovania mozno odhadntit’ niektoré ich vlastnosti
aspravanie sa po aplikacii do zivého organizmu.
V predkladanej praci boli vytvorené pocitacové modely
moznych komplexov technécia s glycyl-L-prolinom, ktoré
mosu vzniknat' v kyslom reakénom prostredi. Optimalizo-
vala sa geometria jednotlivych typov komplexov
s vyuzitim molekulovej mechaniky a semi-empirickych
metdd. Na zaklade vypoctov bola najdenad geometria kom-
plexov pravdepodobne vznikajlcich za danych reakénych
podmienok.

LITERATURA
1. Le J.: Amino Acids /7, 315 (1999).
2. Shiel W. C.: Connective Tissue Disease [online]
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VYZKUM NOVYCH ANTITUBERKULOTIK
ODVOZENYCH OD PYRAZINU

NA FARMACEUTICKE FAKULTE V LETECH
1997-2007

MARTIN DOLEZAL, VERONIKA OPLETALOVA
a DIANA KESETOVICOVA

“ Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1éciv,
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kraloveé, Univerzita
Karlova v Praze, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec
Kralové

Martin.Dolezal@faf.cuni.cz

Na prelomu 20. a 21. stoleti se terapie tuberkulozy
ocitla opét v krizi v souvislosti s rozvojem rezistence typu
MDR-TB (Multi Drug Resistance Tuberculosis) a XDR-
TB (Extensively Drug Resistance Tuberculosis). V roce
2005 zemfely na tuberkuldzu tfi miliony lidi, tedy vice nez
na vrcholu epidemie v 19. stoleti, kdy nebyla k dispozici
moderni antibiotika a chemoterapeutika. Pyrazinamid je
1éCivo 1. linie v1écbe tuberkuldozy, ma pozoruhodné
sterilizani G¢inky, usmrcuje 1 spici mykobakterie
(persistujici  tuberkulézni  bacily). Za pfitomnosti
pyrazinkarboxylové kyseliny (vlastniho U€inného 1éc¢iva)
je v kyselém prostiedi vyznamné redukovan uptake uracilu
a methioninu, ¢imZ dochdzi ke sniZeni syntézy RNA
a proteintl. Inhibici syntézy RNA, proteinti a uptake serinu
dochdzi k naruSeni membranového potencidlu, ktery je
nezbytny pro membranovy transport. Cilovym mistem
plisobeni pyrazinamidu a pyrazinkarboxylové kyseliny je
tedy bunécnd membrana, ve které dojde k naruseni jeji
funkce a membranového transportu. Béhem studia
potencialnich antimykobakterialnich latek bylo na nasem
pracovisti pfipraveno nékolik sérii analogl pyrazinamidu.
Pripravené slouceniny byly zkouSeny na antimyko-
bakterialni aktivitu v rdmci programu vyhleddvani novych
antituberkulotik Tuberculosis Antimicrobial Acqusition
and Coordinating Facility (TAACF — soucast NIAID/NIH).

Z mnaseho pracovisté bylo v ramci této spoluprace
odeslano na testovani antimykobakterialni aktivity do
laboratofi Southern Research Institute (Frederick, USA) do
konce Cervna 2007 jiz 860 nové pfipravenych latek,
vétSina z nich odvozenych pravé od pyrazinu. Pribézné
vysledky potvrzuji velmi zajimavou aktivitu u nékterych
derivati. U sloucenin byl studovan vztah mezi strukturou,
lipofilitou  (vypoctenym log P) a zkoumanymi
biologickymi vlastnostmi. Cilem této prednasky je
prezentace nejucinnéjsich skupin i latek.

Studie byla vypracovina za podpory MSM CR (Vyzkumny
zameér ¢. MSM0021620822).
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CYKLICKE SULFITY ODVOZENE
OD GLYCEROLU, JEJICH VZNIK A REAKTIVITA

OLDRICH FARSA a MARIE MARECKOVA

Ustav chemickych léciv, Farmaceuticka fakulta, Veterindr-
ni a farmaceuticka Univerzita Brno

farsao@vfu.cz

Chlorid thionylu (SOCL) je ¢inidlem b&éZn€ uZivanym
k substituci hydroxylovych skupin samotnych, nebo i téch,
jez jsou soucasti karboxylové skupiny, atomem chloru.
Jejich reakénim meziproduktem, ktery ma ale ve vétsing
ptipadl jen velmi kratkou dobu zivota, jsou estery kyseli-
ny chlorsific¢ité, resp. smiSené anhydridy této kyseliny
s karboxylovou kyselinou. Odli$n¢ se ale ve smyslu reakce
s chloridem thionylu chovaji nékteré polyoly. Tak reakci
glycerolu s SOCl, vznikaji 4-hydroxy-2-oxo-1,2,3-di-
oxathiolany, a to nejen za teplot kolem 0 °C (cit."), ale dle
naSeho zjiSténi i pfi teplotach typickych pro vznik chlorde-
rivatl, tj. pti teploté varu thionylchloridu (78 °C). Soubéz-
n¢ vznika cis- 1 trans-4-hydroxy-2-oxo-1,2,3-dioxathiolan.
Je znamo, Ze volnou hydroxylovou skupinu téchto hetero-
cyklickych dtvarti je mozné esterifikovat acylchloridy'.
Cilem této prace bylo zjistit dalsi reaktivitu téchto slouce-
nin zejména ve vztahu k nékterym organickym bazim.

o i
I\ N
HO/\/\OH + oS¢ Q O + 2Hc
L <
HO

Tato prdce vznikla za podpory grantu FRVS 2079/2007.
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ANATOMICKO-MORFOLOGICKA

A FYTOCHEMICKA ANALYZA VYBRANYCH
DRUHOV RODU Mentha L.

SILVIA FIALOVA, DANIELA TEKELOVA
a DANIEL GRANCAI

Katedra farmakognozie a botaniky, Farmaceutickad fakul-
ta, Univerzita Komenského v Bratislave, Odbojarov 10,
832 32 Bratislava, Slovensko

fialova@fpharm.uniba.sk

Druhy rodu Mentha L. sa nachadzaji na vSetkych
piatich kontinentoch a predstavuju doélezitu sucast’ kazdej
tradicnej mediciny. S U€innymi lieCivami v terapii ro6z-
nych ochoreni. Pre vysoky polymorfizmus v morfologii
a velka diverzitu v zloZeni silice sa pocet druhov rodu
Mentha L. stal predmetom Spekulacii po mnohé roky.
Presnd identifikdcia jednotlivych druhov je narocna
a literathra, ktora by popisovala vSetky druhy, nie je dosta-
tocna. Spojenim roznych identifikaénych metod, vyuziva-
jucich anatomické, morfologické a chemické parametre,
by bolo mozné vytvorit’ systém na lep$iu identifikdciu
jednotlivych druhov. Komeréne najviac vyuZivanym dru-
hom je miéta piepornd (Mentha x piperita L.), ktora sa
pestuje’. Pre tradi¢nti medicinu st rovnako dolezité aj dru-
hy pochadzajuce z volnej prirody. Ciel'om tejto prace bolo
charakterizovat’ a vzdjomne porovnat’ vybrané druhy rodu
Mentha L. ( Mentha x piperita cv. 'Perpeta’, Mentha spi-
cata, Mentha spicata var. crispa, Mentha x villosa, Men-
tha villosa cv. "Sneznd’, Mentha longifolia, Mentha longi-
folia var. lavanduliodora, Mentha aquatica) po stranke
anatomicko-morfologickej a sledovat’ hlavné obsahové
latky a ich variabilitu v jednotlivych druhoch. Na stanove-
nie zloziek silice sa pouzila plynova chromatografia spoje-
na s hmotnostnou spektrometriou (GC MS). Na stanovenie
fenolovych latok sa pouzili spektrofotometrické metody
a vysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC). Si-
Castou prace bolo aj stanovenie antioxidacnej aktivity
metanolového extraktu listov vybranych druhov rodu Men-
tha L. metédou s DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl)
(cit.”™).

Praca vznikla s podporou grantu Univerzity Komenského
> UK/10/2008 a grantu agentury VEGA MS SR

C. C.

1/4289/07.
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SYNTEZA A STUDIUM AGONISTU
B-ADRENERGNICH RECEPTORU

TOMAS GONEC*, HANA KOTOLOVA®, MICHAL
KARPISEK", JOSEF KRCMAR" a JOZEF CSOLLEI®

“ Ustav chemickych léciv, ® Ustav humdnni farmakologie a
toxikologie, Farmaceutickd fakulta, Veterinarni a farma-
ceuticka univerzita Brno, Palackého 1-3, 612 42 Brno

tgonec@vfu.cz

Obezita je v souCasnosti povazovana za jednu

lenci v populaci (30 %). Nadmérné nahromadéni tukové
tkané¢ mize vést kinsulinové rezistenci a nasledné
k rozvoji metabolického syndromu se vSemi jeho kompli-
kacemi (diabetes mellitus II., esencialni hypertenze, dysli-
pidémie). Jednou z moznosti farmakologického ovlivnéni
obezity je navozeni lipolyzy pfi soucasném odbourani
uvolnénych mastnych kyselin prostfednictvim stimulace
Bs-adrenergnich receptort. Selektivni agonisté téchto
receptord  vykazuji  vyrazné  zvySeni  lipolyzy
a termogeneze na zvifecich modelech vedouci k poklesu
hmotnosti a zvyseni inzulinové senzitivity'.

Nové syntetizované latky, hydrochloridy alkylestert
kyseliny  4-{2-[(2-hydroxy-3-(4-alkylkarbamoyl)fenoxy-
propyl)amino]ethyl} fenoxyoctové (obr. 1) byly pfipraveny
Sestistupfiovou syntézou a byly stanoveny jejich spektralni
a fyzikaln&-chemické vlastnosti®. Biologické aktivita latek
byla testovana na zvifecim modelu obezity (inbredni mysi
krmené hyperenergetickou stravou). Byl sledovan vliv na
sérovou hladinu cholesterolu, triacylglycerolt, glukosy,
adiponektinu, resistinu a vliv na celkovy prirtustek hmot-
nosti. Naplni pfednasky bude porovnani biologické aktivi-
ty a fyzikalné-chemickych parametrt jednotlivych latek.

OH |T|+C|7

o AN
H
ROCOHN OCH,COOC,H,

A482(R=Me), B496(R=Et), C511(R=Pr), D525(R=Bu)

Obr. 1. Struktura nové syntetizovanych latek

LITERATURA
1. Langin D.: Pharm. Res. 53, 482 (20006).
2. Malik 1., Gonéc T., Cséllei J., Andriamainty F.: Acta
Facult. Pharm. Univ. Comenianae, v tisku.
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OBSAHOVE LATKY Philadelphus coronarius L.

DANIEL GRANCAI*, VOJTECH VALKO" a EMIL
SVAJDLENKA"

“ Katedra farmakogndzie a botaniky, Farmaceutickd fakul-
ta UK, Bratislava, SR, * Ustav piirodnich lé¢iv, Farmaceu-
tickad fakulta VFU, Brno, CR

grancai@fpharm.uniba.sk

V sucasnej medicine maju prirodné lieiva nezastupi-
tel'né miesto. Moderny vyskum sa opét po urcitej dobe
vracia k rastlinnému materidlu, ktory je i v dneSnom mo-
dernom  vyskume  lie¢iv  ekonomicky  lacnejSim
a mnohokrat i I'ahSie dostupnym zdrojom biologicky u¢in-
nych latok. Z hl'adiska obsahovych latok sa do pozornosti
dostavaju aj také rastliny, ktoré boli doteraz povazované
len za okrasné alebo vyuzitené len pre technické ucely.
Medzi takéto patri aj rastlinny druh pajazmin
(Philadelphus 1.). Povodne sa pouZzival na vyrobu lukov,
Sipov, kolisok a mydla, v si¢asnosti sy vysadza najmé ako
okrasny ker pre svoje bohaté, prijemne voiajuce biele
kvety. Po zisteni antibakteridlne, cytotoxickej a imuno-
modulacnej aktivity extraktov pajazminu vencového
(Philadelphus coronarius L.) sa pozornost zameriava na
izolaciu, identifikaciu a stanovenie jeho obsahovych latok.

Listy rastliny Philadelphus coronarius L. boli zozbie-
rané v Arboréte Mlyfany v Ustave dendrobiologie SAV.
Po ususeni pri laboratornej teplote a pomleti boli extraho-
vané v Soxhletovej aparature postupne petroléterom, chlo-
roformom a metanolom az do uplného vylthovania
a zahustené na rotacnej vakuovej odparovacke do sucha.
Zvysok drogy sa opakovane extrahoval 30 minat do uplné-
ho vyltihovania horticou vodou. Vodny extrakt sa vytrepal
do n-butanolu a odparil do sucha. Metanolovy extrakt sa
vytrepaval v deliacich lievikoch do etylacetatu a vody.
Etylacetatovy extrakt sa zahustil do sucha. Na jeho delenie
sa pouzila kolonova chromatografia snosi¢mi silikagél
a sephadex LH-20. Vyvyjacia sustava na kolénovu chro-
matografiu ~ bola  kombinovand  podla  polarity
a pohyblivosti chromatografovanych latok.

Chromatografickymi metddami sa ziskal a na zéklade
porovnania s niektorymi fyzikalno-chemickymi metodami
(teplota topenia, UF, MS) a so Standardom sa identifikoval
flavonoidovy glykozid kvercetin-3-O-rutinozid, trivialne-
ho néazvu rutin.

Praca vzmikla za podpory grantovej ulohy VEGA
1/4289/07 a GUK 10/2007.
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HPLC STANOVENI NiZKYCH KONCENTRACI
A’-THC

MICHAELA HAMERNI’KOVA a HANA
STUMPOLTOVA

Katedra biofyziky a fyzikalni chemie, Farmaceuticka fakul-
ta v Hradci Krdlové, Univerzita Karlova v Praze, Heyrov-
ského 1203, 500 05 Hradec Kralové
hamernikova@faf.cuni.cz

Konopi je jednou z nejstarSich kulturnich rostlin. Ko-
nopnéa vldkna slouzi k vyrobé lan, odévnich i primyslo-
vych textilii. Konopna semena jsou tradi¢nim krmivem pro
ptactvo a ryby. Stale Castéji se s nimi mizeme setkat také
na pultech tzv. Bio obchodi, které nabizi Siroky sortiment
konopnych potravin jako naptiklad konopny olej, konop-
nou mouku ¢i konopny ¢aj. Rostlina produkuje pryskytici
obsahujici psychoaktivni latky. Hlavni farmakologické
psychoaktivni G¢inky jsou pfitom pficitany delta-9-tetra-
hydrokanabinolu, A>~THC (obr. 1).

Obr. 1. A’>-THC

Ukolem této prace je validovat HPLC metodu stano-
veni nizkych koncentraci A’-THC s fluorescenéni detekci
a aplikovat ji na stanoveni A’-THC ve vzorcich technické-
ho konopi, v konopném vldknu, konopné tkanin€ a konop-
nych semenech s cilem zjistit, zda tyto vzorky obsahuji A’-
THC.

Mez detekce validované metody byla 0,369 pg ml™,
mez stanovitelnosti 0,959 pug ml™', presnost pro koncent-
raéni troven 1,5 ug ml™' byla 5 %, vytéznost 91 %.

Vsechny vzorky obsahovaly A’-THC v rozmezi
0,0007-0,08 %, coz je hluboko pod limitem stanovenym
Zakonem 167/1998 Sb. o ndvykovych latkach, ktery zaka-
zuje péstovani druhd a odrdd rostlin konopi obsahujici
vice nez 0,3 % latek ze skupiny tetrahydrokanabinoidd.

Tato metoda je vhodna pro stanoveni nizkych koncen-
traci A>-THC pro farmaceutické, potravinaiské nebo fo-
renzni Gcely.
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SEKVENCNI INJEKCNi CHROMATOGRAFIE
(SIC) - NOVY SMER V PRUTOKOVYCH
METODACH

PETR CHOCHOLOUS, DALIBOR SATINSKY
a PETR SOLICH

Katedra analytické chemie, Farmaceuticka fakulta v Hrad-
ci Kralové, Univerzita Karlova v Praze, Heyrovského
1203, 500 05 Hradec Kralové
petr.chocholous@faf.cuni.cz

Sekvencéni injekéni chromatografie (SIC) je separacni
metoda originaln¢€ vytvorena na Katedie analytické chemie
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové UK v roce 2002,
jejiz podstatou je zapojeni kratké monolitické chromato-
grafické kolony do komercné vyrdbéného SIA systému
FIAlab® (cit."). Monoliticka kolona vytvotena ,,Sol-Gel“
technologii je velmi pordzni a klade mobilni fazi nizky
odpor. Pritokova metoda SIA je tak schopna dosahnout
ucinné chromatografické separace viceslozkového vzorku
pred jeho detekci.

SIC byla vytvorena jako nizkotlaka alternativa klasic-
ké HPLC se zachovanim vyhod SIA — automatizace
(sledovani dlouhodobych procestt — disoluéni profil topic-
kych 1éc¢iv), miniaturizace, programovatelnost toku uvnitt
systému, rychlost analyzy, nizka spotieba vzorku, ¢inidel
a mobilni faze a mensi finan¢ni naro¢nost na instrumentaci
v porovnani s HPLC.

V prednaSce bude prezentovan vyvoj, validace a apli-
kace metod SIC pro stanoveni G¢innych latek a konzervan-
cii zejména ve farmaceutickych pfipravcich a nové sméry
ve vyvoji metody (on-line pfeduprava vzorku).

Prdce vznikla za financéni podpory grantu GA CR 203/08/
P338.
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Prezentace popisuje aplikaci keramickych nanocastic,
modifikovanych kovovych nano¢astic, komplexii biokom-
patibilnich polymerd s cytostatickymi 1é¢ivy a dale vyuziti
porfyrin-cyklodextrinovych konjugétl pro cileny transport
cytostatickych 1é¢iv v kombinaci s fotodynamickou tera-
pii. Porphyrin predstavuje konjugovany tetrapyrolovy
makrocyklus, ktery je kandidatem pro rozlicné aplikace
v oblasti biologie, mediciny a materidlniho inZenyrstvi.
Chemie porfyrini proziva v poslednich desetiletich rene-
sanci, a to diky potencialu téchto sloucenin v oblastech jak
medicinalnich, tak technickych, napf. solarni c¢lanky
anové typy katalyzatorti. Pro medicinské aplikace je Cas-
tym omezenim rozpustnost za fyziologickych podminek.
Tento problém feSime jak imobilizaci makrocyklu na
MNP, tak s vyuzitim keramickych nanocastic pro diagnos-
tické a terapeutické aplikace. V nedavné dob¢ jsme popsali
porfyriny substituované o,f,y-cyklodextriny, které diky
této substituci ukazuji velice zajimavy potencial jako foto-
senzitéry, a to jak in vivo, tak in vitro aplikaci s vysokou
selektivitou lokalizace v malignich tkénich. Studium me-
chanismu tohoto ucinku, zalozené na specifickém trans-
portu intracelularni lokalizace, fototoxicité, morfologic-
kych a biochemickych zménach, které nasleduji po foto-
dynamické 16¢b&, jsou predmétem nedavného sdéleni'.
Nové porfyrin-cyklodextrinové konjugaty” mohou byt
vyuzity nejenom pro efektivni PDT, ale také pro kombino-
vanou terapii, protoZe velkou efektivitou kompletuji fadu
cytostatickych 1é¢iv a tim umoznuji jejich cileny transport
do nadorovych bunek.

Tato prace byla podporovina MSMT (grant MSM
6046137307 a LC512) a Grantovou agenturou CR (grant
303/05/0336 a 203/06/1038).
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L13
FLAVONOIDY V STYROCH DRUHOCH RODU
Staphylea L.

LUBICA LACIKOVA

Katedra Farmakognozie a Botaniky, FaF UK, Odbojarov
10, Bratislava 832 32, SR
lacikova@jfpharm.uniba.sk

Zaujem poprednych svetovych farmakognostickych
laboratérii sa v poslednej dobe obracia ku izol4cii a identi-
fikécii obsahovych latok rastlin tradi¢nej ¢inskej mediciny
(TCM). Jednym z prostriedkov TCM je terapia lieCivymi
rastlinami, ktora vyuziva asi 5000 lieCivych rastlin. V na-
Sich podmienkach st asto malo zndme, resp. terapeuticky
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nevyuzivané. K takymto patri aj kloko¢, Staphylea L.,
ktory rastie voI'ne aj na tizemi Slovenska. Druh S. pinnata
L. je dokonca chraneny, no nezarad’uje sa k lie¢ivym rast-
linam. Niektoré druhy klokoca sl naopak v krajinach vy-
chodnej Azie znamymi prostriedkami TCM a v dalich
indik4ciach boli pouzivané aj v ludovom liecitel'stve
Indianov' ™. Nagou snahou bolo skimanie obsahovych
latok klokoca za Gcelom vysvetlenia i spominanych indi-
kacii v l'udovom liecitel'stve. Zakladnym skriningom bolo
stanovenie obsahu a identifikdcia vyznamnych biologicky
aktivnych sekundarnych metabolitov, flavonoidov.

Obsah flavonoidov v Styroch taxénoch klokoca (S.
colchica Stev., S. elegans Zab., Staphylea holocarpa
Hemsl. a S. pinnata L.) bol stanoveny v listoch metédou
podla SL 1, Glasla a podla Christa-Miillera. V druhu S.
pinnata L. sa sledoval aj pocas ontogenézy. Pouzité meto-
dy boli zvolené s cielom ¢o najpresnejSie stanovit’ obsah
flavonoidov v listovej droge klokocov, ktora je bohatd na
chlorofyl.

Na zéklade ziskanych vysledkov moZno konstatovat’,
ze druh S. elegans Zab. rezultuje ako najbohatsi na obsah
flavonoidov. Napriek tomu vSak obsah tychto latok
ivtomto druhu nie je vysoky (~ 1 %). Obsah flavonoidov
je pocas vegetacného obdobia relativne stabilny.

Tri flavonoidné glykozidy kvercetinového typu, ru-
tin, izokvercitrin a izoramnetin-3-O-p-glukozid sa izolova-
li aidentifikovali z metanolovych extraktov listov Styroch
druhov klokoca. V tychto rastlinnych druhoch boli identi-
fikované po prvykrat. Izoramnetin-3-O-B-glukozid bol
prvykrat izolovany z rastliny ¢el'ade Staphyleaceae.

Tato praca vznikla za podpory grantu UK/5/2008, VEGA
1/4289/07 a pracoviska: Institut fiir Pharmazeutische Wis-
senschaften, Department fiir Pharmakognosie, Karl-
Franzens-Universitdit Graz.
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HPLC STUDIUM DERIVATOV KYSELINY
FENYLKARBAMOVEJ
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zita, Bratislava, ” Katedra farmaceutickej chémie, Farma-
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Jozef-lehotay@stuba.sk, cizmarik@fpharm.uniba.sk

Derivaty substituovanych esterov fenylkarbamovej
kyseliny su potencialne lie¢iva s lokalno-anestetickym,

Konference SAL 2008

Prednasky

antiarytmickym, antiinfektivnym, respektive algicidnym
ucinkom, ktoré s v sucasnosti v rozli¢nych S$tadiach ich
vyvoja a vyskumu. Na naSich pracoviskdch sa Studuju
hlavne aspekty ich projekcie syntézy, izolacie, identifika-
cie, molekulové deskriptory, so zameranim na definovanie
najmi vztahu medzi ich chemickou §truktirou, fyzikalno-
chemickymi vlastnost'ami aich biologické

a farmakologické ucinky.

V ostatnom case sa venuje hlavna pozornost najméi
Stdiu ich stereochemickych aspektov, mechanizmu ich
separacie, vyberu stacionarnych faz v HPLC, kinetike
rozkladu v biologickom materiali.

Pri §tadiu interakéného mechanizmu, ktory je dolezity
pri separacii enantiomérov sa pouzili homologické rady
derivatov piperidino esterov alkoxyfenylkarbamovych
kyselin a staciondrna faza makrocyklické antibiotikum
teikoplanin. Zmenou hodnoty pH mobilnej fazy pridavkom
dietylaminu sa mohli sledovat’ nabojové interakcie medzi
stacionarnou fazou a separovanymi enantiomérmi, nakol-
ko sa menila disocia¢na rovnovaha. Vplyv tvorby vodiko-
vych vézieb sa skimal na zaklade zmeny zloZenia mobil-
nej fazy. Stérické efekty sa zistovali zmenou dizky
apolohy alkoxylového retazca na benzénovom jadre
v molekulach piperidino esterov alkoxyfenylkarbamovej
kyseliny. Vplyv molekul cukrov v §truktire teikoplaninu
sa sledoval tym, Ze sa pouzila stacionarna faza teikoplani-
nu, ktord neobsahovala tieto molekuly. Z vysledkov sepa-
racii enantiomérov mozno urobit’ nasledujice zavery:

— hodnota pH mobilnej fizy ma podstatny vplyv na
hodnotu R;; enantiomérov,

— zloZenie mobilnej f4zy znacne ovplyviiovalo vysledky
separacie, najvysSie hodnoty R; sa dosiahli pri pouziti
metanolu,

—  vplyv dizky alkoxylového retazca sa sledoval len
vtedy, ak sa nachadzal v polohe 2 na aromatickom
jadre, mozno predpokladat’ tienenie stereogénneho
centra, ¢o zhorSovalo separaciu,

—  vplyv polohy alkoxylového retazca nebol rozhodujtci
pri polohach alkoxylového retazca v polohe 3 a4 na
benzénovom jadre,

— molekuly cukru v Struktire teikoplaninu mali negativ-
ny vplyv na separaciu enentiomérov.
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ANTIPROTOZOALNY UCINOK HETERO-
CYKLICKYCH DERIVATOV CETYLTRIMETYL-
AMONIUMBROMIDU A MILTEFOSINU

NA Acanthamoeba Lugdunensis

MILOS LUKAC?, MARTIN MRVA®, FRANTISEK
ONDRISKA®, IVAN LACKO® a FERDINAND
DEVINSKY*

“ Univerzita Komenského v Bratislave, Farmaceuticka
fakulta, Katedra chemickej teorie lieciv, Kalinciakova 8,
832 32 Bratislava, ” Univerzita Komenského v Bratislave,
Prirodovedecka fakulta, Katedra zoologie, Mlynska dolina
B-1, 842 15 Bratislava, “ HPL (Ltd) Mikrobiologické labo-
ratorium, odd. parazitologie, Istrijska 20, 841 07 Bratisla-
va, Slovensko

lukac@fpharm.uniba.sk

Vsadepritomné, vol'ne zijuce akantaméby su povod-
covia zavaznych ochoreni, granulomatéznej ameboidnej
encefalitidy a akantamébovej keratitidy (AK). Niekol'ko
pripadov AK bolo zaznamenanych aj na Slovensku'.

Liecba AK je vel'mi obmedzena. Pocet lieCiv pouzi-
vanych v terapii tohto ochorenia je maly av mnohych
pripadoch je ich uc¢inok neisty. Z tohto dovodu sa hl'adaji
nové potencidlne liec¢iva pouZzitelné v terapii AK. Pomerne
velka pozornost’ sa venuje organickym amoéniovym soliam
(QUATS) a alkylfosfocholinom (ALPs). Miltefosin (HPC),
ako typicky predstavitel’ ALPs, vykazuje dobru trofocidnu
ucinnost’ voli 4. castellanii, A. lenticulata a A. polyphaga.
Minimalna trofocidna koncentracia (MTC) HPC voci spo-
minanym kmefiom akantaméb sa pohybuje v rozmedzi 20—
40 pM (cit.?). V nasom pripade uginnost’ miltefosinu vodi
A. lugdunensis bola 10x nizSia (MTC = 400 uM). Ostané
heterocyklické derivaty HPC sa ukazali byt ucinnej$imi.
Azepanovy a azokanovy derivat dosahoval hodnoty MTC
pripadajuce pre HPC uvadzané v literatare 2. Uginnost
QUATSs bola ovela lepSia v porovnani s ALPs. VSetky
heterocyklické derivaty, okrem morfolinového, vykazovali
hodnoty MTC = 12,5 uM.

Br
H33016\N
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X =0, -CH,, ~(CH,),-, -(CH,);-, -O-

O\_ /O\/\ +
I\ H33Cqg P! N
X o o)

)
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Schéma. Studované heterocyklické derivaty QUATS a ALPs.

Praca vznikla s podporou grantov: UK/110/2008, VEGA
1/3416/06, VEGA 1/4341/07.
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CARCINOGENIC POTENTIAL
OF STREPTOZOTOCIN

LADISLAV NOVOTNY?, CONSTANTIN COJOCEL"
a ANNA VACHALKOVA®

“ Faculty of Pharmacy and ® Faculty of Medicine, Kuwait
University, PO Box 24923, Safat 13110 Kuwait;  Cancer
Research Institute, SAS, 833 91 Bratislava, Slovak Republic
novotny@hsc.edu.kw

The carcinogenic potential of streptozotocin (STZ)
was evaluated by the polarographic determination of its
reduction potential in the presence of a-lipoic acid and
detection of DNA single-strand brakes by alkaline elution.

After STZ electrochemical reduction in an anhydrous
environment, the half-wave potential (E,;) was determined
to be —1.340 V. The parameter of the carcinogenic poten-
tial (tgo) for streptozotocin was 0.400. This is in good
agreement with WHO data regarding STZ carcinogenicity.
Additionally, it is in the good agreement with the tgo
value determined for the positive control used, N-nitroso-
N-methylurea (NMU), which was found to be 0.459.

The 3-h exposure of A549 human lung tumor cells to
250, 500, and 1000 nmol I"! STZ was followed by DNA
single-strand brakes detection using the alkaline elution
method. NMU, the positive control, was tested under iden-
tical experimental conditions at the same concentrations.
Without metabolic activation, NMU induced a significant
formation of DNA single-strand brakes only at 1000
nmol I"". In the presence of the metabolic activation, NMU
caused a significant, concentration-dependent formation of
DNA single-strand brakes. In the absence of metabolic
activation, STZ induced no significant formation of DNA
single-strand brakes at any concentration used. In the pres-
ence of metabolic activation, STZ caused a significant,
concentration-dependent formation of DNA single-strand
brakes.

The results of this study underline the crucial role of
using a metabolic activation system when carcinogenic
potential of drugs and chemicals is investigated in in vitro
studies. Results of polarographic experiments and alkaline
elution correlate well with each other and they indicate
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that these methods are useful to early predict the carcino-
genic potential not only of STZ but also of other xenobiot-
ics.

Supported by Kuwait University, Research Grant No. PC
02/99.
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DEVELOPMENT OF AN HPLC METHOD FOR
ANALYSIS OF 5-FLUOROURACIL IN REAL
SAMPLES IN A HOSPITAL PHARMACY
DEPARTMENT

RADKA OPATRILOVA® a STANISLAV SYNEK”

“ Department of Chemical Drugs, Faculty of Pharmacy,
University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences
Brno, ® Hospital Pharmacy, St. Anne's University Hospital
Brno

opatrilovar@vfu.cz

Introduction: Cytostatic drugs are important compounds
used in chemotherapeutic treatment of cancer, autoimmune
diseases, and bacterial or viral infection. Chronic exposure
to these drugs, e.g. by hospital staff, can be very harmful.
Many of these agents are potentially hazardous to the
health of those healthcare workers involved in preparation
and administration of these agents (e.g., oncology pharma-
cists and nurses), as well as those involved in care of can-
cer patiens.

The project is focused on Antineoplastic Agent: 5-
Fluorouracil (5-FU) is a fluorinated pyrimidine and an
antimetabolite. It interferes with the synthesis of deoxyri-
bonucleic acid and inhibits formation of ribonucleic acid.
The effects are most marked in those cells that grow more
rapidly and that take up 5-FU at a more rapid rate such as
in a fetus, as well as with cancer. For this reason, 5-FU
falls in Pregnancy category D, Teratogenic effects risk.
Main objectives: of the project are monitoring 5-FU —
detection and quantification with the help of HPLC meth-
ods with DAD detector; calibration and detection limit for
standard of drug. Determination of content in the poten-
tially contaminating material (work-table, floor, chair for
patient, vial, tap, packet of vial, store box, needle and oth-
ers).

Method in progress: HPLC (High performance liquid
chromatography) is a popular method of analysis because
it is easy to learn and use and is not limited by the volatil-
ity or stability of the sample compound. High Performance
Liquid Chromatography is now one of the most powerful
tools in analytical chemistry, with the ability to separate,
identify and quantify the compounds that are present in
any sample that can be dissolved in a liquid. Today, trace
concentrations of compounds, as low as “parts per tril-
lion” (ppt), are easily obtained. Apparatus: Agilent HPLC
HP 1200 with DAD. Colum for HPLC ABZ+",
250 mm x 4.6 mm; 5 um (SUPELCO); mobile phase —
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acetonitrile and water (60:40), flow 0.5 ml min™', tempera-
ture 20 °C.

Result: 5-FU was found in the laboratory for preparing of
solution cytostatic drug; on the work-table, the cover of
box for storage, the skin of pharmacist, the dress of nurse;
in concentration 0.02-3.75 mg of area 100 cm” and in the
packet of vial.

5-FU was not found (in the work table, floor, chair, wall,
windows, on the PC keyboard, office mobil-phone and
other) in the Pharmacy Centre for normal patients.

This study was supported by The Grant Agency of the
Academy of Sciences of the CR.
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NETRADICNI ZDROJE NOVYCH LECIV

VERONIKA OPLETALOVA

Katedra farmaceutické chemie a kontroly léciv, Farmaceu-
ticka fakulta, Univerzita Karlova, Heyrovského 1203,

500 05 Hradec Krdlové

Veronika.Opletalova@faf-cuni.cz

Na pielomu 60. a 70. let 20. stoleti doslo k zasadnim
zménam ve vyvoji lidské spolecnosti. Ze zmén v oblasti
biologie, mediciny a farmacie 1ze zminit napf.
rychly rozvoj analytickych metod (HPLC, MS,
NMR),
eradikace pravych neStovic a vyskyt novych infek¢-
nich onemocnéni,
zvySeny zajem o kvalitu zivotniho prostiedi,
zvySeny zajem o studium nadorového bujeni a moz-
nosti jeho 1é¢by,
byly provedeny prvni transplantace organu a kostni
diené,
zptisnéni pozadavkli na kvalitu a bezpecnost nové
zavadénych 1éku,

WHO publikovala prvni Modelovy seznam zaklad-
nich 1é¢iv (1977),

byly vyvinuty metody pro studium nukleovych kyse-
lin a proteint,

byl zaveden pojem ,,genetické inzenyrstvi a ziskana
rekombinantni DNA a rekombinantni plasmidy,

byly polozeny zaklady biotechnologické produkce
proteint a zapocalo studium genomu.

Prednéaska bude pojednavat o tom, jak se tyto zmény
projevily pfi vyhledavani pfedlohovych sloucenin a vyvoji
1é¢iv.

Tato prace vznikla za financni podpory Vyzkumného zameé-
ru MSM0021620822.



Chem. Listy 102, s179-s264 (2008)

L19

A RAPID HPLC-METHOD FOR ANTIOXIDANT
PROFILING ASSAY: OPTIMIZATION

BY ARTIFICIAL NEURAL NETWORKS

AND APPLICATION TO PLANT EXTRACTS

JIRI PAZOUREK and MILAN ZEMLICKA

Department of Natural Drugs, Faculty of Pharmacy, Uni-
versity of Veterinary and Pharmaceutical Sciences,
Palackého 1-3, 612 42 Brno

pazourekj@vfu.cz

A post-column reaction with radical form of 2,2’-
-azinobis  (3-ethylbenzo thiazoline-6-sulfonic  acid)
(ABTS) hyphenated with a HPLC separation was opti-
mized in order to enable a fast and precise assay of anti-
oxidant activity of free radical scavengers in liquid sam-
ples. The optimization of some experimental parameters
was done by artificial neural networks (ANNs) combined
with experimental design (ED). The optimized system was
applied to several plant extracts.

Thermostat 2

Thermostat 1
reaction laop detector 2
734 nm

HPLC column Cetecond

230 nm

. : E T-piece P
ump i

At

waste

Fig. 1. Block scheme od the apparatus
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HPLC SEPARACE ENANTIOMERNICH
SLOUCENIN

PETRA STASKOVA, TOMAS BARTL a TOMAS
GONEC

Ustav chemickych 1éciv, Farmaceutickd fakulta, VFU Brno
pstaskova@centrum.cz

V ramci vyzkumného projektu na farmaceutické fa-
kult¢ VFU Brno byly nasyntetizovany latky s potencidlnim
ucinkem na kardiovaskularni systém. Jedna se o chemicka
analoga latek z farmakologické skupiny antagonisti adre-
nergnich receptori s dudlnim ucinkem. Z chemického
hlediska byly vybrany alkylestery kyseliny 4-(2-flu-
orfenyl)-piperazin-1-yl]-1-hydroxyethyl}-fenylkarbamové.
Syntéza neni provadéna stereospecificky, a proto je vy-
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N

HO N\)

R Sumaérni vzorec Mr Pracovni
nazev

-CH;, Cs1H4F3N305 423,44 4CF4M
-C,H; CyHy6F3N505 437,46 4CF4E
-C3H; Cy3H,5F3N505 451,49 4CF4P
-C4Hy Co4H30F3N305 465,52 4CF4B

Obr. 1. Separace alkylestert  kyseliny 4-{2-[4-(4-trifluor-
methylfenyl)-piperazin-1-yl]-1-hydroxyethyl}-fenylkarba-
mové v systému stacionarni faze Chirobiotic T 150 x 4,6 mm;
mobilni faze 100 % methanol; /= 1,0 ml min'; =25 °C.

1.frakce 2.frakce

Obr. 2. Spektrum frakei laitky 4CF4E

sledkem racemat. V praxi se vSak ukazalo, Ze ve vétsiné
ptipadi je terapeuticky u¢inny pouze jeden enantiomer.
Pro studované latky byla hledana vhodna metodika
separaci pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
s vyuzitim dvou chiralnich stacionarnich fazi. Prvni z nich
byla staciondrni fize senzymem cellobiohydrolasou
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(Chiral — CBH 150 x 4,0 mm, 5 um), kde jsme vsak diky
pevné chemické sorbci na enzym nenasli vhodné podmin-
ky separace. Druhou kolonou vyuzivanou pro enantiosepa-
race byla stacionarni faze s teikoplaninem jako chiralnim
selektorem (Chirobiotic T 150 x 4,6 mm, 5 um). Zde byly
nalezeny vhodné separa¢ni podminky (obr. 1). Jednotlivé
frakce byly detekovany pomoci UV-VIS. (obr. 2).

Vypracovano za pomoci grantu IGA 63/2007/FaF.
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Chemicka genetika pfedstavuje vyzkumnou metodu
pouzivajici malé molekuly jako sondy ke studiu funkci
bunky nebo celého organismu. Termin chemickéa genetika
oznacuje pristup, ktery vyuziva chemii na generovani ma-
Iych molekul a zaroven funguje na principech blizkych
klasickému genetickému screeningu. Podstatnym rozdilem
je vsak to, ze aplikované nizkomolekularni latky méni
aktivitu proteini v redlném case, kdezto pfi genetickém
zkoumani dosahujeme dané zmény nepfimo manipulaci
jejich gent. Chemicka genetika tedy pracuje se stejnymi
principy, avSak zaméfuje své analyzy na proteiny nez na
geny. Schéma vyzkumu se ubird podle dvou zékladnich
postuptl. Pti pfimém zpisobu jsou vybrané bunky ¢i orga-
nismy vystaveny souboru malych molekul, kdyz nasledné
probéhnuvsi selekci bioaktivnich sloucenin zpisobujicich
tvorbu konkrétniho fenotypu posléze zakonéi identifikace
bunkovych molekul (proteiny, lipidy, sacharidy) zacile-
nych nékterou z testovanych latek. Naopak vychozim bo-
dem nepiimého postupu se stava vybrany protein, jehoz
bioaktivni ligandy jsou vyhledavany z knihovny malych
molekul.

Jina odli$nost mezi srovnavanymi metodami spociva
v efektu ,,mutace”, ktery byva ve vétSin€ ptipadl pii muta-
ci genu permanentni, kdeZto u¢inek vyvolany malou mole-
kulou je vratny, paklize systém se zbavi této slouceniny.
Chemicko geneticky pfistup se tudiz jevi vice vhodnym
a pouzitelnym pii studiu gent podstatnych pro preziti or-
ganismu, nebot” zménou jejich funkce ve vajicku ¢i em-
proti tomu buiice nebo zvifeti muze byt podana mala mole-
kula na velmi kratky Cas potfebny pro sledovani funkce
studovaného proteinu.

Tisice nizkomolekularnich latek lze tedy testovat
systematicky vaci znamym proteinovym cilim za ucelem
identifikace molekul, které méni jejich ¢innost. Neuvéfitel-
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ny pocet sloucenin (10 000—1 000 000) mize byt sledovan
v jednom rozsdhlém screeningu, z kterého vzejde obvykle
10-1000 kandidati do dalsich kol vicenasobného retesto-
vani za rozdilnych podminek.

Jednim z Gspéchti tohoto pfistupu je i objev monastro-
lu jako inhibitoru mitotického kinesinu Eg5. Jednoduchy
pyrimidinovy derivat se tak stal vidc¢i strukturou nové
skupiny potencialnich protirakovinnych lé¢iv a bude kon-
frontovan s in vivo testy latek prezentujici nase vyzkumné
usili.

L22
PREPARATIVNI SEPARACE PROTEINU
KONTINUALNI ISOELEKTRICKOU
FOKUSACI V ROZBIHAVEM TOKU

KAREL SLAIS a MIROSLAVA STASTNA

Ustav analytické chemie AV CR, v.v.i., Veveri 967/97,
602 00 Brno
slais@iach.cz

Isoelektrickd fokusace (IEF) je elektroforetickd me-
toda pro separaci a fokusaci amfolytll, zejména proteind.
Pro stéle rostouci vyznam jejich analyzy i pro farmaceutic-
ké ucely byly vyvinuty jak mikroanalytické varianty IEF —
gelova, kapilarni, v mikrokanalu, tak preparativni metody
diskontinualni i kontinualni. Dosavadni preparativni meto-
dy IEF jsou malo ucinné nebo extrémné slozité. V nedav-
né dobé byl zvefejnén princip isoelektrické fokusace
v rozbihavém toku (divergent flow isoelectric focusing,
DF IEF)". Princip DF IEF umoZiiuje vyrazné zvyseni vy-
konu kontinualni isoelektrické fokusace.

Zde je prezentovano nové vyvinuté jednoduché
aucinné zafizeni, viz obr. 1. Lichobéznikové separacni
loze je realizovano vrstvami netkané textilie s pfilozenymi
dvéma pary elektrod. Na vstup je kontinualné ptivadén
roztok nosnych amfolytl a proteinti uréenych k separaci.
Vystup loze plynule ptechazi do 10 vystupnich prouzki.
Celkovy priitok vstupni kapaliny je fadu desetin ml min™".
Byla ovéfena dlouhodoba stabilita provozu a Cistota vy-
stupnich frakci.

RN &

Obr. 1. Linie separovanych amfolytii, odspodu: pl marker 3.0,
pl marker 5.2, hemoglobin, cytochrom C
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RADEK MAREK", PAVEL KLOUCEK® a MURAT
KARTAL®

“ Ustav pFirodnich 1éc¢iv, Farmaceutickd fakulta, Veteri-
ndrni a farmaceutickd Univerzita, ° Narodni centrum pro
vyzkum biomolekul, MU, Kamenice 5/44, 625 00 Brno,
 Department of Crop Production, Faculty of Agrobiology,
Food and Natural Resources, Czech University of Life
Sciences Prague, Kamycka 129, 165 21 Prague 6-Suchdol,
Czech Republic, * Ankara University, Faculty of Pharma-
¢y, Department of Pharmacognosy, 06100 Ankara, Turkey
karel. mejkal@post.cz

Vyzkum antibiotik je v soucasnosti na pokraji krize,
protoZze pouze nékolik hlavnich farmaceutickych spolec-
nosti investuje v této oblasti'. Zvysena potfeba vyzkumu
v této oblasti souvisi s nartistajici potfebou novych nebo
vylepsenych antibakteridlnich latek aktivnich proti obje-
vujicim se rezistentnim kmenim. Jednou z moZnosti je
vyzkum rostlinnych metabolitd jako terapeutik nebo mo-
delovych sloucenin pro 1é€bu bakteridlnich, fungalnich
i virovych onemocnéni. Jednou ze skupin pfirodnich latek
s antibakterialni aktivitou jsou polyfenoly a z nich zvlaste
flavonoidy®. Pro izolaci t&chto latek jsme zvolili kofeny
Morus alba Moraceae. Po extrakci a precisténi jsme pou-
zili kombinaci preparativni, semipreparativni HPLC na
reverzni fazi a preparativni TLC na silikagelu pro izolaci
antibakterialng aktivnich slougenin typu polyfenold. Cis-
totu téchto sloucenin jsme ovefili pomoci HPLC a tyto
latky byly nasledn& charakterizovany pomoci UV, IR, 'H
and *C NMR, a MS spektrometrie.

Izolované slouceniny jsme podrobili testim anti-
bakterialni aktivity. Stanoveni minimalni inhibi¢ni aktivi-
ty bylo provedeno na Gram-positivnich bakteriich
(Bacillus cereus, B. subtilis, Enterococcus faecalis, Liste-
ria monocytogenes, Staphylococcus aureus, S. epider-
midis), Gram-negativnich bacteriich (Escherichia coli,
Salmonella  enteritidis,  Pseudomonas  aeruginosa)
a kvasinkach (Candida albicans). Testované slouceniny
inhibovali rist bakterii v zavislosti na koncentraci
a strukturnich parametrech. Srovnanim se standardem
mizeme vybrané latky oznacit za nadéjné antibakterialni
slouceniny a budou podrobeny dalS$im testim. Vyznamna
je hlavné aktivita proti v testech pouZzitym rezistentnim
kmentm.

LITERATURA
1. Butler M. S.: Nat. Prod. Rep. 22, 162 (2005).

2. Cushnie T. P. T., Lamb A. J.: Int. J. Antimicrob.

Agents 26, 343 (2005).
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CYNOSBATI FRUCTUS - OBSAHOVE LATKY
A UCINKY

SZILVIA CZIGLE a JAROSLAV TOTH

Katedra farmakognozie a botaniky, Farmaceutickad fakul-
ta, Univerzita Komenského v Bratislave, Odbojarov 10,
832 32 Bratislava, Slovensko

Toth@fpharm.uniba.sk

Rod ruza (Rosa L.) je velmi rozsiahlou
a mnohotvarnou skupinou rastlin. Pravé plody ruze, nazky,
vyplhaji dutinu duZnatej ervenej &iasky, obklopujii ich
ostré krycie trichomy. V platnych liekopisoch je oficinalna
bud’ cela Sipka, plodstvo ruze Sipovej (Rosa canina L.)
a inych druhov rodu Rosa, alebo len jej duznata Cast’.

Sipky sa tradi¢ne pouZivaju najmi na pripravu &aju,
ktory je znamy a obl'ibeny nielen ako chutny napoj, ale
ma aj diaforetické a diuretické ucinky, je zdrojom vitami-
nov, najmé kyseliny askorbove;j.

Ludové liecitel'stvo zépadnej a severnej Eurdpy
s tspechom pouZiva nazky ruze Sipovej aj na liecbu reu-
matickych ochoreni. Tato skuto¢nost’ sa v poslednom ob-
dobi stala predmetom vedeckého badania, ked’ze tieto
ochorenia stale predstavuji zavazny terapeuticky problém.
Reumatoidnd artritida je autoimunitné ochorenie chronic-
kého zapalového typu. Jej kauzalna terapia nie je doteraz
zndma. Cielom symptomatickej liecby je predovSetkym
zmiernenie bolesti, spomalenie progresie ochorenia, zlep-
Senie funkcie postihnutého kibu.

Klinicky sa sktsal vplyv uzivania §ipok vo forme
prasku a kapsul ako adjuvantnej terapie na zlepSenie pri-
znakov osteoartritidy. Zlepsili sa nielen priame priznaky
choroby, ako bolest’ a stuhnutost, ale aj tazkosti pri den-
nych aktivitaich (vstavanie, sadanie, obliekanie, chodza,
spanok). Pacienti boli schopni znizit' davky sucasne uziva-
nych analgetik a antiflogistik'.

Napriek uvedenym klinickym tspechom pri adjuvant-
nej terapii reumatickych ochoreni stale nie st zname aktiv-
ne obsahové latky Sipok a molekulové mechanizmy ich
poOsobenia. Duznata Cast’ Sipok i nazky obsahuju len vel'mi
malé mnozstva sekundarnych metabolitov (karotenoidy,
flavonoidy, polyfenoly). Uvazuje sa najmi o synergickom
posobeni primarnych a sekundarnych metabolitov. Z ubik-
vitnych latok sa popri vitaminoch a antioxidantoch
v §ipkach nachéadzaju glykolipidy charakteru monogalakto-
zyldiacylglycerolu (MGDG) a triterpénové Kkyseliny
(ursolova, oleanolova, betulinové)2’3. Metdédami in vitro sa
preukazalo, Ze extrakty i izolaty zo Sipok maju inhibi¢né
pdsobenie na tvorbu viacerych medidtorov zapalu. Signifi-
kantn4 je i in vivo inhibicia tvorby zépalu pri karagénovom
teste.

Praca vznikla s podporou grantov APVV-51-017905
a VEGA 2/0090/08.



Chem. Listy 102, s179-s264 (2008)

LITERATURA
1. Chrubasik C., Duke R. K., Chrubasik S.: Phytother.
Res. 20, 1 (2006).
2. Larsen E., Kharazmi A., Christensen L. P., Christen-
sen S. B.: J. Nat. Prod. 66, 994 (2003).
3. Wenzig E. M., Widowitz U., Kunert O., Bauer R.,
Chrubasik S.: Planta Med. 73, 844 (2007).

L25

NECEKANY PRESMYK SALICYLANILIDOVYCH
ESTERU AMINOKYSELIN - VYSVETLENI
MECHANISMU

JARMILA VINSOVA®, ALES IMRAMOVSKY*",
MARTIN KRATKY?, FERRIZ JUANA MONREAL?
a ANTONIN LYCKA®

“ Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceutickd
fakulta UK, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralove,

b Katedra chemie, Pedagogickd fakulta University Hradec
Krdlové, 500 05 Hradec Kralové, Ceska republika
Jjarmila.vinsova@faf.cuni.cz

Salicylanilidy, tj. substituované amidy kyseliny sa-
licylové a anilinu, se vyznacuji neobycejné Sirokym spekt-
rem biologickych aktivit'. K nejdiilezit&j$im patii antibak-
terialni ucinek véetné antimykobakterialniho a antifungal-
niho. Jejich antimykobakteridlni aktivita v in vitro testech
vaci Mycobacterium tuberculosis a netuberkoldéznim kme-
ntm M. avium, M. kansasii (MIC 1-4 pg ml™") (cit.?) sti-
mulovala nas zajem o ptipravu proléciv, kde by fenolicka
hydroxyskupina salicylové c¢asti byla blokovana dobie
hydrolyzovatelnou skupinou. Proto jsme provedli esterifi-
kaci s N-chrénénymi aminokyselinami. Pfi esterifikaci
glycinu a alaninu vSak doslo k 7-exo-trig cyklizaci na ben-
zoxazepinové derivaty’, zatimco s dal$imi aminokyselina-
mi (Z-Val, Z-Phe) N-chranéné estery vznikly. V nasled-
ném kroku odbourani N-chranici skupiny doslo k zcela
necekanému piesmyku, ktery vedl k diamidu /.

S N\ RL‘\ )YNH
L RZ

Rl

R3

Pro vysvétleni tohoto presmyku jsme provedli nékolik
navrhi a studii, které budou prezentovany.

Tato studie vznikla za podpory MSM 0021620822 a
GA UK 76807/2007.
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STANOVENI ANTIBIOTIK V ODPADNICH
VODACH

HANA VITECKOVA, MILADA VAVROVA, LUCIE
VYDROVA a LUDMILA MRAVCOVA

Ustav chemie a technologie ochrany Zivotniho prostredi,
Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické v Brné, Purky-
nova 118, 612 00 Brno
viteckova@fch.vutbr.cz

V souvislosti s rozsifovanim poctu civiliza¢nich cho-
rob celosvétoveé nariistd vyroba a spotieba rtuznych 1éCiv
v humanni i veterinarni medicingé. Odpovédi farmaceutic-
kych spolecnosti na tuto skutecnost je zvySovani produkce
1é¢iv a rozsitovani cileného vyzkumu zaméfeného na vyro-
bu novych 1ékii. Stinnou strankou zvySovani spotfeby 1é¢iv
ovSem zustava, ze tyto latky pronikaji do zivotniho pro-
stiedi v nezménéné nebo metabolizované formé. Zde zpl-
sobuji zadvazné problémy v pfirodnich ekosystémech. Jed-
nim z problémd je také tvorba rezistence patogennich mik-
roorganismt viéi témto latkdm. Z tohoto divodu vzrista
potieba regulace mnozstvi 1é¢iv v odpadnich vodach. Béz-
nymi biologickymi Cisticimi procesy jsou tyto latky velmi
tézko odbouratelné, protoze negativné ovliviuji bakterialni
mikrofloru Cistiren odpadnich vod, kterd pak vykazuje
nizsi efektivitu procesu Cisténi. Proto je naprosto nezbytné
kontrolovat vyskyt 1é¢iv v odpadnich vodach, jez jsou
prioritnim zdrojem kontaminace zivotniho prostfedi témito
polutanty.

Mezi nejbéznéji pouzivana 1éCiva patii bezesporu
antibiotika. Tyto latky, jak jiz bylo zminéno, nezanedbatel-
n¢ snizuji efektivitu biologického stupné na Cistirnach
odpadnich vod.

Tato prace byla zaméfena na sulfonamidova a tetra-
cyklinova antibiotika. Byly vyvinuty jednoduché metody
extrakce. Jako analytickd koncovka byla zvolena HPLC
s detektorem diodového pole.

Sulfonamidova antibiotika byla extrahovana ethylace-
tatem, extrakty byly odpafeny na rotacni vakuové odparce
a rozpustény v methanolu a mobilni fazi. Jako mobilni
faze byla wvyuzita 0,1% HCOOH s acetonitrilem
v gradientu.

Pro tetracyklinova antibiotika byla pouzita extrakce
ultrazvukem v Mcllvainové pufru a metoda SPE. Pouzita
mobilni faze v tomto ptipad¢ byla H,SO, (pH 2,1) a aceto-
nitril v gradientu. Pro vlastni analytické stanoveni byla
pouzita HPLC skolonou Zorbax Elipse XBD-C18
(150 x 4,6 mm; 5 um).

Vzorky byly odebirany na odtoku a pfitoku z méstské
Cistirny odpadnich vod Brno-Modfice a z €istirny odpad-
nich vod v arealu Veterinarni a farmaceutické univerzity
Brno.
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Tato prace byla zpracovana na zdkladé podpory z projektu
OC-183, COST, Action 636.

L27
THIOOXO SKUPINA A ANTIMYKOBAKTERIALNI
AKTIVITA

KAREL WAISSER

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci
Kralove, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové
waisser@faf-.cuni.cz

S antituberkulotiky obsahujicimi thiooxo skupinu se
setkavame po celou dobu vyvoje chemoterapeutik. Mezi
prvni Uspé$né latky patfi Thiacetazon (p-acetamido-
benzaldehyd thiosemikarbazon), Isoxyl (1,3-bis-(4-iso-
pentyloxy)phenyl)-thiomocovina), Ethiazon  (2-ethyl-
isonikotinthioamid),  prothizon  (2-propyli-sonikotin-
thioamid). Mechanismus uc¢inku vSech téchto latek spociva
v inhibici biosyntézy mykolovych kyselin. Thiacetazon
pro svoji nizkou cenu se jeSté pouZiva v rozvojovych ze-
mich. V kombinaci s INH je doporucovan proti nemocem
vyvolanym M. avium. Vyznamna protituberkul6zni aktivi-
ta téchto latek pfiméla mnoho zahrani¢nich skupin
k syntézam jejich analogli. V nékterych pfipadech farma-
kofor thiomocoviny byl soucasti heterocyklu. U nas
(podobné jako v nejvyznamngj$im némeckém ustavu vy-
zkumu tuberkulézy v Borstelu, Pasteurové ustavu ve Fran-
cii a Univerzité v Katanii v Italii) jsme se nejprve vénovali
thiobenzamidtim, které na rozdil od benzamidl jsou anti-
mykobakterialni. Kazd4 z uvedenych skupin nalezla moz-
nost, jak aktivitu zvySit. Unas to byla cesta
k thiobenzanilidm.

Velky pokrok nastal v ramci spoluprace s Technickou
Univerzitou Drazd’any. Znamenalo to velké rozsifeni moz-
nosti. Nasli jsme fadu dalSich skupin antimykobakterial-
nich sloucenin obsahujicich thioxo-skupinu (dithio-
oxamidy, thiohydrazidy, dalsi heterocykly obsahujici thio-
xoskupinu, derivaty 3,4,6,8-tetra-thiabicyklo[3.3.0]okt-1
(5)-en-2-thionu).

Do posledni etapy vyvoje protituberkuldznich latek
s thiooxo skupinou nas privedl poznatek, ze salicylanilidy
jsou slouCeninami o odliSném mechanismu biologické
aktivity od pouzivanych antituberkulotik. V neposledni
fad¢ jsme se vénovali modelovani molekul salicylanilidii
aznich odvozenych 3-fenyl-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-
diont, avSak poznatek o vysoce ucinnych latkach
s thioxoskupinou nas vedl k ptipravé analog se zaménou
oxoskupiny za thioxoskupinu. Nejucinnéjsi skupinou latek
byly N-benzyl-salicylthioamidy. Latky této skupiny casto
prekonavaji antimykobakterialni aktivitou INH. Jsou Siro-
kospektré audinné i vici rezistentnim kmenim INH
a dodnes obavanému M. avium. Latky této skupiny jsme
dosud nepublikovali. Pfi vyvoji potencidlnich antituberku-
lotik jsme méli potize se sledovanim vedlejsich Gc¢inkd.
V poslednich nékolika letech jsou nékteré sledovany
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v Némecku v Leibnizové Ustavu pro vyzkum piirodnich
latek a infekéni biologie, konkrétné v Uistavu Hanse Knol-
la. Na jejich zakladech jsme vyradili mnoho nasich slouce-
nin z vyzkumu.

Projekt je casti vyzkumného projektu Ministerstva Skolstvi
a mladeze CR, No. MSM0021620822.

L28
INHIBICE SUPEROXIDU PRIRODNIMI LATKAMI
—ENZYMOVE A NEENZYMOVE METODY

ALES ZIMA a KAREL SMEJKAL

Ustav prirodnich 1éc¢iv, Farmaceutickd fakulta, Veterindrni
a farmaceuticka univerzita Brno, Palackého 1-3, 612 42
Brno

benwinter@centrum.cz

Volné radikaly jsou nestabilni molekuly s velmi krat-
kou dobou existence a vysokou chemickou reaktivitou
vici okolnim strukturdm. V ramei projekti specializova-
nych na stanovovani antiradikalové aktivity ptirodnich
extraktl a Cistych pfirodnich latek jsme se zaméfili na
zhéaseni a inhibici tvorby superoxidového radikalu genero-
vaného v metodach jak enzymovych, tak neenzymovych'?.
Testim bylo podrobeno celkem osm ¢Cistych latek z ploda
Paulownia tomentosa izolovanych na Ustavu piirodnich
1éCiv. Jednalo se o latky flavonoidni povahy s postrannim
geranylovym fetézcem v poloze 6.

V pfipadé neenzymové metody byl pro generovani
superoxidu pouzit systtm NADH (redukovany [-niko-
tinamid adenin dinukleotid)/PMS (fenazin methylsulfat) —
kde PMS byl iniciatorem celé reakce. Indik4torem inhibice
superoxidového radikalu bylo barvivo NBT (nitroblue
tetrazolium chlorid)**. Aktivita byla sledovana spektrofo-
tometricky pomoci Synergy HT Multi-Detection Micropla-
te readeru pfi vinové délce 560 nm.

NADH + H + PMS — NAD" + PMSH,

PMSH, + 20, — PMS + 20, +2H"

V pripadé enzymové metody byl superoxid generovan
v systému X/XO (xanthin/xanthinoxidasa) — xanthioxidasa
kalalyzuje pfeménu xanthinu na kyselinu mocovou za
vzniku superoxidového radikalu. Detekce probihala stej-
nym zptsobem jako pii pouziti neenzymové metody™”.

LITERATURA
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SYNTEZA A APLIKACE NOVYCH ZHASECU
FLUORESCENCE POUZITELNYCH

V DNA SONDACH

PETR ZIMCIK, MIROSLAV MILETIN, KAMIL
KOPECKY a VERONIKA NOVAKOVA

Katedra farmaceutické chemie a kontroly léciv, Farmaceu-
ticka fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova v Pra-
ze, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Krdlové
petr.zimcik@faf-cuni.cz

Fluorescencni znaceni je v soucasné dob¢ jednou z asi
nejpouzivangjSich metod uréenych k detekci biomolekul
v biochemii. Pfi detekci i kvantifikaci DNA nebo RNA
sekvenci se vyuziva ¢asto kombinace dvou barviv, z nichz
jedno je silnym fluoroforem a druhé zhase¢em fluorescen-
ce. Pokud jsou ob¢ barviva v dostatecné blizkosti, dochazi
ke zhaSeni fluorescence, v pfipadé¢, ze se od sebe oddali,
dojde k emisi svétla pouzitym fluoroforem. Nabidka fluo-
rescencnich barviv je velice Sirokd, nabidka vhodnych
zhasecu jiz tak rozsahla neni a pro fluorofory emitujici pfi
velmi vysokych vinovych délkach (ptes 700 nm) prakticky
zhaSece chybi. My jsme se zabyvali syntézou
a charakterizaci Uiplné€ nového strukturniho typu zhasecu ze
skupiny tetrapyrazinoporfyrazini (TPP).

Tato skupina latek byla pivodné vyvijena jako foto-
sensitizéry ve fotodynamické terapii (PDT). Pii zkoumani
vztahl mezi strukturou a ucinkem jsme objevili latky na-
prosto nevhodné pro PDT, ale naopak s vlastnostmi ideal-
nimi pro pouziti jako zhasece fluorescence (maji nulovou
fluorescenci a produkci singletového kysliku)'. Tyto latky
jsme dale zkoumali a pripravili jsme vhodné derivaty,
které po navazéani na oligonukleotidickou sondu definova-
né sekvence byly otestovany jako zhaSece s velmi dobrymi
vysledky, naprosto srovnatelnymi s bézné pouzivanymi
zhéase€i. Vyhodou nového strukturniho typu latek je che-
micka stabilita a velkd variabilita v rozsahu vlnovych dé-
lek vhodnych pro zhaSeni, pokryvajici prakticky celou
Skalu dostupnych fluorofor. Takovou univerzalnost nena-
bizi doposud zadny z vyuzivanych strukturnich typu.

Duvod, pro¢ TPP prave s aminoskupinami na periferii
maji tyto vlastnosti vhodné pro zhaseni, jsme také dale
studovali, abychom odhalili pfi¢iny prakticky nulové fluo-
rescence tak netypické pro derivaty TPP. Jako nejpravde-
podobnéjsi pfic¢inou se jevi proces intramolekularniho
fotoindukovaného transferu elektron (PET). Tento pted-
poklad jsme potvrdili syntézou série latek s riznym po-
¢tem aminoskupin a zkoumanim jejich vlastnosti.

Tato prdace vznikla za podpory vyzkumného zaméru
MSM0021620822.
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REGIOSELEKTIVNI JEDNOKROKOVA SYNTEZA
2-VINYL-5-ARYLTETRAZOLU

JAROSLAV ROH a ALEXANDR HRABALEK

Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceuticka
fakulta UK v HK, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Krdlové
Jaroslav.roh@faf.cuni.cz

Chemie tetrazolii zaznamenava v poslednich desetile-
tich nebyvaly rozmach, o ¢emz svédci i velké mnozstvi
puvodnich praci na toto téma. Toto uskupeni nachazi
uplatnéni ve farmaceutické chemii, v koordinacni chemii
jako ligand, ve specialnich vybusSninach a konecné i jako
pfedstupeit syntézy dalSich heterocykli.

2-Vinyl-5-aryltetrazoly predstavuji vyznamny mezi
-produkt pfi syntéze 3-arylpyrazolt. Rozkladem 2-vinyl-5-
aryltetrazoli (/) vznikaji N-vinylarylnitriliminy (/7), které
cyklizuji pfes nearomatické 3-aryl-4H-pyrazoly (/II) na 3-
arylpyrazoly (IV) (schéma 1)".

<] H
N

=N N N
NN '@ =N, N
N\<<N h.v nebo At r/?/N N [<< N
R R R R
! n n v
Schéma 1.

Existuje nékolik riznych postupti ptipravy 2-vinyl-5-
-aryltetrazoll, kazdd znich vSak ma znacné nevyhody.
Jednak je to pfima vinylace tetrazolu pomoci vinylacetatu
za piitomnosti palladiovych' &i rtutnatych? katalyzatora
(nizké vytézky, toxicka rezidua). Dalsi moznosti je dehyd-
ratace 2-(2-hydroxyethyl)-5-aryltetrazolu a konecné de-
hydrohalogenace 2-(2-chlorethyl)-5-aryltetrazolu'. Avsak
béhem pfipravy téchto meziproduktii se nevyhneme vzni-
ku 1 i 2 polohového isomeru v riznych pomérech a jejich
slozitému d¢lelni.

Nasi pracovni skupin¢ se podafilo vyvinout jedno-
krokovou regioselektivni metodu syntézy 2-vinyl-5-aryl-
tetrazolli. Ta spocivd vreakci piisluSného tetrazolu
s nadbytkem 1,2-dibromethanu za pfitomnosti triethylami-
nu ve vroucim acetonitrilu (schéma 2). Pfi této reakci pie-
kvapivé nevznika 1-vinyl-5-aryltetrazol a substituce obou
atomt bromu za vzniku tetrazolového ,,dimeru” probiha

jen ve velmi malém procentu.
2 Nip
N
R NNz

O~
\
N-NH
70-90 %

Br-(CHj),-Br, TEA
il C

R CH3CN, reflux

Schéma 2.

Prdce vznikla za podpory VZ Ministerstva Skolstvi CR
(MSM 0021620822).
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PREDIKCIA BIOLOGICKEJ AKTIVITY
N-BENZYL-SALICYLAMIDOV POMOCOU
UMELYCH NEURONOVYCH SIETI

PETER NEMECEK®, JAN MOCAK*", JOZEF
LEHOTAY" a KAREL WAISSER®

* Katedra chémie, FPV UCM, Nam. J Herdu 2, 917 01
Trnava, ® Ustav analytickej chémie, FCHPT STU, Radlin-
ského 9, 812 37 Bratislava, Slovensko, ¢ Katedra anorga-
nické a organické chemie, FaF UK, Heyrovského 1203,
500 05 Hradec Krdlové, Ceskd republika
peter.nemecek@ucm.sk

Nevyhodou experimentalne ziskanych QSAR para-
metrov je ich pouzitelnost’ az po vykonani syntézy, ¢o
vopred vyluCuje vykonat' predikciu biologickej aktivity
eSte nesyntetizovanych zlicenin. Popri Standardnych
QSAR parametroch, ako st log P, stérické, a i., mozno na
predpoved’ biologickej aktivity vyuzit aj menej tradic-
né, vypocitané alebo simulované fyzikalno-chemické
vlastnosti. Takéto st napr. chemické posuny v NMR spek-
trach, polarizovatelnost’, hustota, a iné. Vypocitané alebo
simulované molekulové vlastnosti sit obvykle menej pres-
né, ale moZzno ich pouzit’ ihned’ po nakresleni Struktirneho
vzorca molekuly v prislusSnom softvéri. Aj v Hanschovej
analyze najdolezitejSi parameter lipofility sa dnes vadcSinou
nemeria, ale zist'uje sa softvérovou kalkulaciou. Molekulo-
vé vlastnosti sa daju efektivne vyuzit’ ako vstupné premen-
né v umelych neurdnovych sietiach, vhodne vyjadrena
biologicka aktivita je vystupnou premennou.

Hlavnymi vyhodami aplikdcie neurénovych sieti su:
vyuzitie kontinudlnych i kategorickych premennych na
vstupe i vystupe, pouzitie vetkych premennych bez pred-
chadzajucej selekcie najvyznamnejSich a uplatnenie aj
nelinearnych vztahov vo vypoctovom procese. Neuronova
siet’ po uspesSnom natrénovani poskytuje spravnu predpo-
ved’ pre nové zluceniny, nezahrnuté do tréningového pro-
cesu.

Na predikciu biologickej aktivity vo formelog MIC sa
ako vstupy do trojvrstvového perceptronu pouzilo 27 pre-
mennych (3 rézne vypoclty log P, 16 premennych ziska-
nych z 'H a >C NMR posunov a 8 molekulovych vlastnos-
ti). Na zhodnotenie jednotlivych sieti sa pouzili 3 latky. Z
tohto testovacieho setu sa vypocitali percentd uspesnosti.
Celkova uspeSnost’ pre vSetky 4 skiimané mykobaktérie
a 2 doby kultivéacie bola 83,3 %.

Vykonanie syntézy az po zisteni predpovedanej Struk-
tury s najlepSou aktivitou pomocou novych QSAR pristu-
pov vyuzivajucich Sirokd paletu molekulovych vlastnosti
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Prednasky

je hlavnym vystupom tejto prace.

PouZitie paramterov vypocitanych resp. simulovanych
pre danu Strukturu umoznuje aj pripadné stadium predikcie
biologickej aktivity dokonca aj mimo pouZitych substitu-
entov a obsadzovanych poloh na nosnej Strukture zlucenin
vytvarajucich trénovaci subor pri vypocte QSAR modelu.

Praca vznikla s podporou grantov VEGA 1/3584/06
a MSM 0021620822.
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THE EFFECTS OF DIFFERENT HARVESTING
TIME AND DRYING METHODS ON THE YIELD
AND ESSENTIAL OIL CONTENT OF Thymus eigii
(M. ZOHARY ET P. H. DAVIS) JALAS

MENSURE OZGUVEN® and NAZIM SEKEROGLU"

“ Department of Field Crops, Faculty of Agriculture, Uni-
versity of Cukurova, 0133 Adana-Turkey, ® Department of
Biology, Faculty of Art and Science, University of Kilis 7
Aralik, 79000, Kilis-Turkey

Thymus eigii (M. Zohary et P. H. Davis) Jalas, an
important endemic thyme species to Turkey, has locally
been used as spice, herbal tea and traditional medicine for
centuries in Southern Turkey. This wild thyme species has
recently been domesticated at Agricultural Faculty of Cu-
kurova University. In essential oil plants, harvest time and
post-harvest processing, especially drying, considerably
affects yield and essential oil content. In this context, the
effects of three different harvesting time (pre-flowering,
on flowering and post-flowering) and four drying methods
(under sun, on shade, in cabinet dryer and in solar tunnel
dryer) were studied in order to determine the highest yield
and essential oil content in Thymus eigii Jalas. In the
study, fresh and dry herbage yields, fresh and dry leaf
yields and essential oil contents were evaluated.

In conclusion, optimum harvesting time for high yield
and essential oil content was on flowering and drying
methods were on shade, in cabinet dryer and in solar tun-
nel dryer.
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MICELIZACIA A TERMODYNAMICKE
PARAMETRE HEPTAKAINIUMCHLORIDU
VO VODNOM ROZTOKU KBr

FILS ANDRIAMAINTY ", JOZEF CIZMARIK, IVAN
MALIK a STANISLAVA HORVAT

Katedra farmaceutickej chémie Farmaceutickej fakulty
Univerzity Komenského, Odbojarov, 10, 832 32 Bratislava
mouanda@fpharm.uniba.sk

Kritickd micelova koncentracia lokalneho anestetika
heptakainiumchloridu (latka XIX, schéma 1.) vo vodnom
roztoku KBr (0,1 moll™" a02moll") bola urden
spektrofotometricky' v UV oblasti spektra v teplotnom
intervale T = 20—40 °C a pri pH = 4,5-5,0.

H
O e
I} H
O%
CH,

Schéma 1. Chemicky vzorec heptakainiumchloridu

Zavislost CMC od teploty 7 mala tvar ,,U*“ (U-
shaped) s minimom pri teplote 7= 25 °C (obr. 1).
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Obr. 1. Zavislost’ In(CMC) od T pre latku XIX; (0,2 mol I KBr)

Parabolicka zavislost CMC od teploty T bola fitova-
nim hodnét charakterizovanad pomocou tzv. ,,power-law“2
rovnice. Zo zavislosti In (CMC) od T sme fitovanim poly-
noémom druhého stupiia ziskali parabolické rovnice pre
jednotlivé koncentracie Studovanej latky, z ktorych boli
pomocou modelu fazovej separacie® vypogitané termody-
namické parametre, ako st: Standardna mélova Gibbsova
energia (AG°®), entalpia (AH®) a entropia (AS°). Hodnoty
AG® st zaporne a iba minimdlne zavisia od teploty. Vyraz-
nejSie su poklesy hodnét AH® k zapornejsim hodnotam,
micelizacia sa teda s teplotou stdva exotermickejSim de-
jom. Hodnoty AS° st vo vécSine pripadov kladné
a s teplotou klesaju.

Tato praca je zahrnutd a vznikla v ramci projektu

VEGA ¢. 1/4291/07.
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POROVNANIE PRODUKCIE SANGUINARINU
RASTLINAMI CECADE Papaveraceae

ANDREA BALAZOVA, FRANTISEK BILKA
a VITAZOSLAVA BLANARIKOVA

Univerzita Komenského, Farmaceuticka fakulta, Odboja-
rov 10, 832 32 Bratislava, Slovenska republika
balazova@fpharm.uniba.sk

Pre rastliny cel'ade Papaveraceae je charakteristicka
tvorba benzylizochynolinovych alkaloidov (BICH). Téato
skupina alkaloidov zahfia priblizne 2500 Struktar
s dok4dzanymi farmakologickymi ucinkami. Najvyznam-
nej$imi alkaloidmi pouzivanymi v terapeutickej praxi su
analgeticky morfin, antitusicky kodein, myorelaxans papa-
verin a antimikrobialny sanguinarin'.

Rastlinné in vitro kultiry st povazované za alternativ-
ny zdroj komeréne zaujimavych produktov sekundatneho
metabolizmu — alkaloidov. Jednou z biotechnologickych
moznosti, ako zvysit produkciu sekundarnych metaboli-
tov, je elicitacia. In vitro kultry rastlin ¢el'ade Papavera-
ceae tvoria ako odpoved’ na elicitaciu benzofenantridinovy
alkaloid sanguinarin®.

Suspenzné kultary Papaver somniferum L., Chelido-
nium majus L. a Eschscholtzia californica Cham. boli eli-
citované roztokom fungilneho elicitora pripraveného
z Botrytis cineraea (glukézovy ekvivalent 18 mg ml™).
Vsetky elicitované suspenzné kultiry reagovali na pritom-
nost’ biotického elicitora zvySenou produkciou sanguinari-
nu. Pritomnost’ elicitora v zivnom médiu viedla k 13-
nasobnému zvySeniu sanguinarinu v suspenznych kulta-
rach Chelidonium majus L., k 9nisobnému zvySeniu
u Papaver somniferum L. ak 6nasobnému zvysSeniu
u Eschscholtzia californica Cham.

Praca bola podporend grantom VEGA MS SR 1/4292/07.
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KARDIOPROTEKTIVNI UCINEK DERIVATU
HETEROARYLAMINOETHANOLU

V EXPERIMENTU

LENKA BARTOSIKOVA**, JIRI NECAS®, JOZEF
CSOLLEI", TOMAS BARTOSIK® a MARTIN
PAVLIK*

“ Ustav fyziologie, Lékarskd fakulta, Univerzita Palackého,
Hnévotinska 3, 775 15 Olomouc, ” Ustav chemickych léciv,
FaF VFU Brno, “ ARK, FN U sv. Anny v Brné
bartosil@tunw.upol.cz

Studie se zabyva kardioprotektivnim potencidlem
derivatu  heteroarylaminoethanol ~ 2-[4-(4-fluorfenyl)
piperazino-1-yl]-1-(3-metylbenzofuran-2-yl)ethanol(u) na
modelu izolovaného perfundovaného myokardu v podmin-
kach ischemicko-reperfuzniho poskozeni. Studie byla pro-
vedena na 30 izolovanych srdcich laboratorniho potkana,
které byly perfundovany modifikovanou metodou dle Lan-
gendorffa. Po stabilizacni, 10 minutové fazi (koronarni
perfuze 14 ml min™") byla navozena ischémie srdce zasta-
vou perfuze na dobu 30 minut, poté nasledovala reperfuze
na dobu 60 minut (prétok 14 ml min™").

Zvitata byla rozdélena do 3 skupin (#=10). Prvni sku-
pina — 1é¢ena (derivat heteroarylamino-ethanolu 5 mg kg™
v 0,5% Avicelu); druhd skupina — placebo (0,5% Avicel);
intaktni skupina — bez aplikace a bez zdkroku. Latka byla
podavana v jedné denni déavce, peroralné, gastrickou son-
dou, po dobu 15 dnti.

Sledovany byly biochemické indikatory oxidativniho
poskozeni: malondialdehyd, superoxid dismutasa, glutathi-
on peroxidasa, celkova antioxidacni kapacita v séru, resp.
v myokardu. Dale byly sledovany srde¢ni funkce: end-
diastolicky tlak v levé komore, tlak v levé komote a kon-
traktilita.

Vysledky  dokazuji, ze  derivat  heteroaryl-
aminoethanolu zmirni dysfunkce myokardu provokované
navozenou ischémii-reperfuzi. Tuto skute¢nost potvrzuje
vzestup hladin antioxida¢nich enzymi a celkové antioxi-
dacni kapacity v séru. Kardioprotekce podavanym deriva-
tem resultuje ze suprese oxidativniho stresu a koreluje se
zachovanim ventrikularni funkce izolovaného srdce.

P04

INHIBICIA LIPOXYGENAZY BIOAKTIVNYMI
METABOLITMI RASTLIN A ENDOFYTICKYCH
HUB

LYDIA BEZAKOVA?, MAREK OBLOZINSKY?,
MARIAN VANKO?, IVANA HOLKOVA?, MARIA
STURDIKOVAP, MICHAL MARUNA", DANIELA
KOSTALOVA® a DANIEL GRANCAI"

 Katedra bunkovej a molekuldrnej bioldgie lieciv, © Ka-
tedra farmakognozie a botaniky, Farmaceuticka fakulta,
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Univerzita Komenského v Bratislave, Odbojarov 10,
832 32 Bratislava, " Ustav biotechnolégie a potravindr-
stva, Fakulta chemickej a potravindrskej biotechnologie,
Slovenska technicka univerzita, Radlinského 9, 812 37
Bratislava, Slovensko

bezakova@fpharm.uniba.sk

Lipoxygenazy (LOXs EC 1.13.11.12, linoleate: oxy-
gen oxidoreductase) st dioxygenazy s obsahom nehémo-
vého zeleza v aktivnom mieste, ktoré katalyzuji stereo-
a regioSpecifickit premenu 1,4-cis, cis diénového motivu
v polynenasytenych mastnych kyselinach na prislusné
hydroperoxidy. V zivo€isSnych organizmoch st hydro-
peroxidy nasledne metabolizované v kaskade reakcii na
leukotriény a lipoxiny — mediatory zapalovej a alergickej
reakcie. Ked’ze v priebehu reakcie katalyzovanej lipoxyge-
nazou sa tvoria volné radikaly, otvara sa priestor pre vyu-
zitie latok s antioxida¢nymi a skavengerovymi Uc¢inkami
na ich eliminaciu. Medzi zliCeniny zhasajuce radikaly
patria aj niektoré sekundarne metabolity rastlin — flavonoi-
dy ainé fenolické latky. Schopnost'ou syntetizovat’ biolo-
gicky aktivne zluceniny tohto typu sa vyznacuju aj endofy-
tické mikroorganizmy Zijice v symbidze s intaktnymi
rastlinami. Expresia aktivity lipoxygenazy a zvySena tvor-
ba produktov  metabolizmu arachidonitov je spojend
s rozvojom niektorych ochoreni ako su, reumaticka artriti-
da, astma, poruchy kardiovaskuldrneho systému, nddorové
ochorenia a iné. Vyuzitie modelu inhibicie lipoxygenazy
moZe byt jednym z pristupov pri ziskavani novych poten-
cialnych antioxidacne a antiflogisticky u¢innych zlicenin.

Pre testovanie U¢inku inhibitorov bola pouzitd LOX
z cytozolovej frakcie pl'ic potkana. Po uskutocneni purifi-
kacnej procediry (gradientové frakcionacia, gélova filtra-
cia: Sephadex G-150 a hydrofobna chromatografia: Phenyl
Sepharose CL-4B) boli stanovené kinetické parametre
enzymu: (Km, Vmax) pH-optimum a relativna molekulova
hmotnost. Testovali sme antilipoxygenazovu aktivitu se-
kundarnych metabolitov rastlin zo skupiny flavonoidov
a fenolickych kyselin izolovanych z Anthemis tinctoria,
Curcuma longa, Boswelia serrata a tiez extrakty endofy-
tickych mikroorganizmov izolovanych z listov Magnolia
sp.. Hodnotenie uc€inku tychto potencialnych inhibitorov
bolo zaloZené na sledovanie vplyvu koncentracie inhibito-
ra na rychlost’ akumulécie produktov in vitro. Inhibi¢na
aktivita tychto zlucenin bola vyjadrena v percentach inhi-
bicie, ICs a bola stanovena kinetika inhibi¢nej reakcie.

Uloha bola rieSend za podpory grantu VEGA 1/4294/07.
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VPLYV BIOTICKYCH A ABIOTICKYCH
ELICITOROV NA TVORBU SANGUINARINU
SUSPENZNYMI KULTURAMI MAKU SIATEHO,
Papaver somniferum L.

FRANTISEK BILKA, ANDREA BALAZOVA,
VITAZOSLAVA BLANARIKOVA, IVANA
HOLKOVA, AGNESA LACIKOVA, MARIAN
VANKO a ANDREA BILKOVA

Katedra bunkovej a molekularnej biologie lieciv, Farma-
ceuticka fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave,
Odbojarov 10, 832 32 Bratislava, Slovenska republika
bilka@fpharm.uniba.sk

Mak siaty je vyznamnym producentom benzyl-
izochinolinovych alkaloidov. Suspenzné kultiry maku
siatecho nemaju schopnost’ syntetizovat’ morfinanové alka-
loidy, ich majoritnym alkaloidom je benzofenantridin san-
guinarin. Sanguinarin ma antibaktériovy a protizapalovy
uc¢inok. Podl'a najnovsich stadii je induktorom apoptozy,
apreto sa urCite stane objektom farmakologického vy-
skumu v oblasti protinadorovej terapie'.

Suspenzné in vitro kultiry maku siateho tvoria
v priebehu 28-dnovej subkultivacie sanguinarin
v mnozstve priblizne 0,45-0,55 ug g™ &erstvej hmoty.
Produkciu sanguinarinu sme ovplyvnili tromi réznymi
elicitdciami: extraktom z huby Botrytis cineraea, siranom
med’natym a metyljazmonatom. Extraktom B. cineraea
sme kultury ovplyvnili na 7., 14., 21. a 28. den subkultiva-
cie. Najvyssie zvySenie produkcie sanguinarinu sme za-
znamenali u 14-dilovych kultir po 48 h od aplikéacie (19,7-
nasobné zvysenie v porovnani s kontrolami). Siran med’na-
ty je v mnozstve 0,25 mg I”' stiéastou zivného média — na
elicitaciu sme pouzili siran med’naty v troch koncentra-
ciach: 2,5; 25 a250 mg 1", Pozorovali sme 1,7; 4,7, resp.
7,4-nasobné zvySenie mnozstva sanguinarinu. Metyljaz-
monat sme pouzili takisto v troch koncentraciach (0,5; 1,0
merali pri koncentracii 1,0 mmol 1™ (2,3-nasobok oproti
kontrolam). Z naSich vysledkov vyplyva, ze z hladiska
zvySenia tvorby sanguinarinu je najefektivnejSou eliciticia
extraktom z huby Botrytis cineraea.

Praca bola podporend grantami VEGA MS SR 1/4292/07
a UK/67/2008.
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VYUiITIE VMET(')D MOLEKULARNEJ BIOLOGIE
NA ROZLISENIE DRUHOYV Lactobacillus plantarum
A Lactobacillus pentosus

ANDREA BILKOVA, HANA KINOVA SEPOVA
a MARTINA DUBNICKOVA

Katedra bunkovej a molekuldrnej biologie lieciv, Farma-
ceuticka fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave,
Odbojarov 10, 832 32 Bratislava, Slovenska republika
bilkova@fpharm.uniba.sk

Laktobacily patria k baktéridm mlie¢neho kvasenia,
fermentuji sacharidy na kyselinu mlie¢nu. Profilom fer-
mentovanych sacharidov sa jednotlivé druhy a kmene lisia,
ale tento udaj, podobne ako morfologické a fyziologické
rozdiely, nie je dostacujtci pre ich identifikaciu na urovni
druhu. Na ich jednoznaénu identifikaciu sa vyuzivaji mo-
lekularno-biologické metddy.

Zo 7aludocnej sliznice trojtyzdinového kozlata, cho-
vaného na mliecnej strave, sme izolovali niekol’ko bakté-
rii. Na zéklade mikrobiologickych a biochemickych testov
5 z tychto baktérii (KG1, KG4, KO4m, KO4b a KOS)
vykazovalo vlastnosti rodu Lactobacillus. Na ich druhov(
identifikaciu sme pouzili Casti ich 16S rRNA génov, am-
plifikované pomocou polymerdzovej retazovej reakcie
(PCR)'. Po osekvenovani PCR produktov a porovnani
ziskanych sekvencii v GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/
BLAST), sme izolaty KG1 a KG4 identifikovali ako Lac-
tobacillus plantarum resp. Lactobacillus pentosus (100%
homologia) a izolaity KO4m a KOS5 ako Lactobacillus
reuteri (99% a 100% homoldgia). Nukleotidova sekvencia
PCR produktu z novo-izolovanej baktérie KO4b je na 94%
identicka so sekvenciou L. plantarum uvedenou
v GenBank. Na zéklade niz§ieho percenta homoldgie usu-
dzujeme, Ze na jednoznacnu identifikdciu tejto baktérie
bude potrebné pouzit’ aj iné metddy.

Nukleotidové sekvencie génov pre 16S rRNA druhov
L. plantarum a L. pentosus st vysoko homologické (99%).
Ligia sa len troma nukleotidmi’. Preto sme na jednoznaénu
identifikaciu baktérii KG1 a KG4 na arovni druhu vyuzili
medzigénovy priestor nachadzajuci sa medzi 16S rDNA
a 23S rDNA. Do tejto oblasti smerovali druhovo $pecific-
ké primery navrnuté podla Bertiera a spol.’. Pomocou
tychto primerov sme oba izolaty zaradili k druhu L. plan-
tarum.

Prdca bola podporend grantom VEGA MS SR 1/4290/07.
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P07 .
STUDIUM INHIBITORU
ACETYLCHOLINESTERASY

JIRI BINDER?, KAMIL KUCA®, DANIEL JUN"
a VERONIKA OPLETALOVA®

“ Katedra farmaceutické chemie a kontroly léciv, Farma-
ceuticka fakulta, Univerzita Karlova v Praze, Heyrovského
1203, 500 05 Hradec Krdlové; " Katedra toxikologie, Fa-
kulta vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany Hradec
Kraloveé, Trebesska 1575, 500 01 Hradec Kralové

Acetylcholinesterasa (AChE; EC 3.1.1.7) je enzym,
ktery ma kli¢ovou roli v pfenosu nervového signalu. Jeho
funkci je Stépit neurotransmiter acetylcholin uvoliovany
z nervovych zakonéeni pii pfenosu nervového vzruchu'.
Inhibitory AChE jsou v soucasnosti uzivany jako pesticidy
(parathion, malathion), léCiva Alzheimerovy choroby
(takrin, donepezil, rivastigmin, galantamin), k 1é¢bé myas-
tenia gravis (neostigmin, pyridostigmin), k premedikaci
pred otravou nervové paralytickymi latkami (SAD-128) ¢i
v oftalmologii.

Za poslednich né¢kolik let znalosti o struktufe,
vlastnostech ¢i mechanismu inhibice a reaktivace AChE
znaéné pokrocily. Rychly vyvoj vykonnych pocitaci
anovych metod teoretické chemie umoznil studovat cho-
vani latek bez toho, aby se uskuteénil jediny experiment.
V soucasnosti je dostupné velké mnozstvi softwarovych
systému s jejichz pomoci je mozné objasnit jednotlivé
detaily chemickych reakci, vypocitat vlastnosti latek ci
studovat interakci 1éCiv s receptory nebo jinymi makromo-
lekulami.

V naSem pfispévku se zabyvame in silico studiem
interakci reverzibilnich inhibitorti s enzymem. Na zakladé
téchto vysledkt budou pfipraveny a testovany nové inhibi-
tory. Ziskané hodnoty budou srovnavany s vysledky in
vitro experimentu’.

Obr. Pohled do kavity AchE inhibované takrinem (PDB ID
1ACJ). Vytvoreno ve VMD 1.8.6.

Autori dekuji Ministerstvu Skolstvi, mladeze a telovychovy
za financni podporu vyzkumného zaméru
MSM0021620822.
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ANTIOXIDACNA AKTIVITA KALUSOVEJ
KULTURY Melissa officinalis L. cv. Citra
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* Katedra bunkovej a molekuldrnej bioldgie, Farmaceutic-
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Komenského, 842 15 Bratislava, SR

sersen@fns.uniba.sk,

blanarikova@pharms.uniba.sk

Medovka lekarska (Melissa officinalis L.) je lie€iva
rastlina, ktora poznali uz v starovekom Grécku. Sekundar-
ne metabolity medovky lekarskej st predovsetkym: feno-
lové kyseliny (rozmarinova, kavova, chlorogénova
a katechinovd), triterpény, flavonoidy, vitaminy (C a E)
a betakarotén'.

Cielom prace bolo stanovit’ antioxida¢nu aktivitu
metanolovych extraktov kalusovej kultiry medovky lekar-
skej (Melissa officinalis L.).

Bola odvodena pletivova kalusova kultura na
MURASHIGE-SKOOG médiu® s pridanim rastovych re-
gulatorov; 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina a kinetin.
Kultiru Melissa officinalis cv. Citra sme pasdZovanim
udrziavali a sledovali 47. dni. Zo suSiny kalusovej kultiry
boli pripravené metanolové extrakty a stanovend ich antio-
xidacnd aktivita. Test sa robil v metanolovom roztoku
DPPH (0,1 mmol dm ™) meranim absorbancie pri 517 nm.
Antioxidacna ucinnost’ bola vyhodnotena, (z linearnej Casti
zavislosti absorbancie vs. koncentracia) pomocou hodndt
SCs, t.j. koncentracie extraktu, ktora spdsobi 50 % pokles
absorbancie pri 517 nm (cit.?).

Zistili sme, ze v kalusovych kultirach s pritomné
latky s antioxidacnymi vlastnostami. SCsy hodnoty meta-
nolovych extraktov kalusovych kultir boli v rozmedzi
28,4-53,11 pg ml™ (v zavislosti od dita odberu). Predpo-
kladame, Ze atioxida¢na aktivita tychto extraktov je spdso-
bena pritomnostou fenolovych zlucenin, z ktorych bola
indikovana kyselina rozmarinova (4,92 %), ktora je vel'mi
silny antioxidant (SCso = 2,62 pg ml™").

Prdca bola podporovand grantom VEGA MS SR ¢
1/3411/06 .
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OPTIMALIZACE METODY PRO SEPARACI
ANTIOXIDANTU POMOCI SPOJENI
IZOTACHOFOREZY A KAPILARNi ZONOVE
ELEKTROFOREZY

MONIKA BRODOVA

Ustav chemickych léciv, Farmaceuticka fakulta, Veterindr-
ni a farmaceuticka univerzita Brno, Palackého 1/3, 612 42
Brno

f07164@vfu.cz

Elektromigracni separacni metody jsou zalozeny na
rozdilné rychlosti nabitych ¢astic ve stejnosmérném elektric-
kém poli. Tato rychlost zavisi pfedevSim na velikosti néboje,
na velikosti a tvaru molekul a na sile elektrického pole. Vy-
hodou izotachoforézy (ITP) je moznost zakoncentrovani
velmi ziedénych vzorkdl a vyhodou kapilarni zénové elek-
troforézy (CZE) je vysoka ucinnost a rozliseni.

Spojeni ITP-CZE bylo pouZito pro optimalizaci me-
tody pro separaci antioxidantdi, zaméfenou na volbu vhod-
ného systému elektrolyti (pH a koncentrace elektrolyti)
a na Cas prepnuti analyzy z ITP na CZE krok.
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UCINOK NOVEHO POTENCIALNEHO
B-BLOKATORA NA EXPERIMENTALNE
VYVOLANU HYPERTROFIU SRDCA

KATARINA BRUCHATA®? EVA KRALZOVA®,
TATIANA STANKOVICOVA® a RUZENA
CIZMARIKOVA*

“ Katedra chemickej teorie lieciv, Farmaceutickd fakulta
Univerzity Komenského, Kalinciakova 8, 832 32 Bratisla-
va, * Katedra farmakologie a toxikologie, Farmaceuticka
fakulta Univerzity Komenského, Kalinciakova 8, 832 32
Bratislava, SR

bruchata@fpharm.uniba

B-Blokatory sa uz dlhé roky pouzivaju v terapii arte-
rialnej hypertenzie, anginy pectoris a po infarkte
myokardu'. V poslednych rokoch nasli uplatnenie najmi
pri terapii srdcového zlyhania spojeného s hypertrofiou.
Z chemického hladiska viedli Struktarne obmeny
ku vzniku novych zliéenin, ktoré pri optimalnom vyvaze-
ni substituentov ziskali kardioselektivne, vazodilata¢né
a a-blokujuce ucinky.

Cielom prace bolo porovnat’ uc¢inok nového poten-
cidlneho B-blokatora I s (3,4-dimetoxyfenyl)etylovou sub-
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stiticiou na dusiku, ktory v experimentoch in vitro dispo-
noval vysokou antiizoprenalinovou aktivitou pA, = 7,85
a kardioselektivitou (Bi/B, = 251) (cit.?) a karvedilolu na
izoprenalinom experimentalne vyvolant hypertrofiu. 1zo-
prenalin sa podaval potkanom 7 dni v davke 5 mgkg™,
prvéa dévka karvedilolu 10 mg kg™ a novej latky 1 mg kg™
bola podand 24 hodin po prvej davke izoprenalinu.
24 hodin po poslednej aplikacii sa zvieratdm odmeral tlak,
uviedli sa do celkovej anestézie a srdce bolo izolované
podla Langendorffa. PoCas 75 minutovej stabilizacie sa
meral tlak v lavej komore, koronarny prietok, hodnotili
dysrytmie a zaznamenavalo bipolarne EKG. Po skonceni
experimentu sa srdcia vysusili a zvazili, zmerala sa hribka
vol'nej steny pravej aj l'avej komory a septa.

Z experimentu vyplynulo, ze Studovana latka zlepSo-
vala kontrakciu, zniZzovala frekvenciu a nachylnost’ na
vznik dysrytmii, ale hypertrofiu naopak, potenciovala.
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/\/OVC;( OCH,4
o
|

Tato praca vznikla za podpory grantov VEGA 1/4300/07,
1/4244/07, 2/6079/26, APVT -51-31104 a UK/155/2008.
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SYNTHESIS OF 6-AMINOHEXANOIC ACID
DERIVATIVES AS POTENTIAL TRANSDERMAL
PENETRATION ENHANCERS

KATERINA BRYCHTOVA and OLDRICH FARSA

Department of Chemical Drugs, Faculty of Pharmacy,
University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences,
Palackého 1-3, 612 42 Brno, Czech Republic
brychtovak@yfit.cz

Transdermal penetration enhancers are special phar-
maceutical excipients that interact with skin components to
increase penetration of drugs from the topical dosage
forms to blood circulation. Numerous compounds have
been evaluated as penetration enhancers and many poten-
tial sites and modes of action have been identificated for
them.

The aim of this study was the synthesis of alkyl-6-
-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)-2-(2-oxopyrrolidin-1-yl)
hexanoates with various alkyl chain length (C¢-C5).



Chem. Listy 102, s179-s264 (2008)

2 0

1. SOCI, Br
e
3. EtQH N
ONE-PO o)
0o 4

[o] o]
OH
HzN/MfrOH . <§O acetone, N/Mrr
[o]
[o]
1 20 ° 3

NaH, DMF
Cu,0

ol

0 04(;) '
&WTO

Na
R-OH

. oY
NWYOR
0o
o 6

6-Aminohexanoic acid (1) and succinic anhydride (2)
as starting materials for multistep synthesis were used, and
by their reaction 6-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)hexanoic acid
(3) was obtained. In one-pot synthesis acid 3 was con-
verted into ethyl-2-bromo-6-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)
hexanoate (4). The C-N nucleophilic coupling of ethyl
ester 4 with pyrrolidin-2-one was carried out under cataly-
sis by powdered copper(I) oxide and ethyl-6-(2,5-di-
oxopyrrolidin-1-yl)-2-(2-oxopyrrolidin-1-yl)hexanoate (5)
was obtained. Alkyl-6-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)-2-(2-o0xo-
pyrrolidin-1-yl)hexanoates (6) were prepared by base-
catalyzed transesterification of ethyl ester (5). All gener-
ated compounds were characterised by NMR and IR spec-
troscopy.

This work was supported by IGA VFU Project No
128/2008/FaF.

P12
MOZNOSTI HODNOCENI DETOXIKACNI
SCHOPNOSTI BUNEK ZIVOCISNYCH TKANI

MILENA BUSOVA® a RADKA OPATRILOVA®

“ Ustav biochemie, chemie a biofyziky, Fakulta veterindrni
hygieny a ekologie, Veterindrni a farmaceutickd univerzi-
ta Brno,® Ustav chemickych léciv, Farmaceuticka fakulta,
Veterinarni a  farmaceutickad univerzita Brno

busovam@yvfiu.cz

Xenobiotika vstupuji do organismu z prostfedi zaZzi-
vacim traktem, plicemi i kdzi. Na biotransformaci xeno-
biotik se podili velké mnoZstvi enzyml a biomolekul.
Smyslem je jejich eliminace z organismu detoxikaci, sni-
zenim jejich G€inku, pfipadné€ zvySenim jejich rozpustnos-
ti k usnadnéni exkrece. Metabolickd konverze xenobiotik
je vétsinou enzymatickd, vétSina reakci probihd predevsim
v jatrech (v ledvinach, plicich, kizi i GIT). Velky vyznam
pri detoxikaci organismu predstavuje konjugace tripeptidu
glutathionu (GSH) s metabolity xenobiotik a karcinogent.
Predstavuje hlavni detoxikac¢ni cestu pro organismus. Glu-
tathionu (y-Glu-Cys-Gly) se vyskytuje v burikach rostlin-
nych i zivo€iSnych tkani v riznych koncentracich. Je syn-
tetizovan de novo v y-glutamylovém cyklu a ptedstavuje
oxida¢nim stresem a cestu detoxikacni.

Vzhledem k vyznamu této molekuly byla nase studie
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zaméfena na vyskyt koncentraci GSH ve tkani akvarijnich
rybek Zivorodka duhova Poecilia reticulata pochazejicich
z testu ekotoxicity a exponované po dobu 96 hodin odpad-
ni vodé¢ s komunalni zatézi (provedeni dle metodiky dané
CSN EN ISO 7346-2)" a jejich srovnani s koncentracemi
GSH v hepatopankreas sladkovodnich ryb (kapr obecny
Cyprinus carpio, tolstolobik bily Hypophthalmichthys
molitrix) pochazejicich zchovu ryb ktrzni produkci.
U obou skupin testovanych ryb byla provedena analyza
koncentraci GSH v homogenatu tkani metodou dle Ellma-
na’ a stanoveni obsahu celkovych proteinti (metoda BCA)
komer¢nim setem fy Sigma.

Vysledky koncentraci GSH byly vztaZzeny na celkovy
obsah proteind v jednotlivych vzorcich a vzajemné porov-
nany. Z vysledktu studie vyplynuly rozdilné koncentrace
GSH vztazené na celkovy obsah proteind v jednotlivych
vzorcich u obou testovanych skupin ryb. Sladkovodni ryby
k trzni produkci vykazuji vyrazné niz$i primérné koncent-
race GSH nez akvarijni ryby z testu ekotoxicity.Vysledky
studie koresponduji s pfedpokladanou vyssi koncentraci
GSH u ryb pochazejicich z kontaminovanych vod.

Tato studie byla realizovdna za podpory vyzkumného za-
meru Veterinarni aspekty bezpecnosti a kvality potravin
MSM 6215712402

LITERATURA
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2. CSN EN ISO 7346-2. Stanoveni akutni letalni toxicity
latek pro sladkovodni ryby — cast 2: Obnovovaci me-
toda. 1999.
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OBSAHOVE LATKY Linaria vulgaris A Linaria alpina
A JEJICH ANTIRADIKALOVA AKTIVITA

IVANA DANKOVA, JIRI PAZOUREK a LENKA
PALKOVA

Ustav prirodnich léciv, Farmaceutickd fakulta, VEU Brno,
Palackého 1-3, 612 42 Brno
iv.dankova@seznam.cz

Rod Linaria (Scrophulariaceae, resp. Plantaginaceae)
zahrnuje vice nez 100 druht, které rostou pfevazné v Ev-
ropé, severni Africe, Asii a Severni Americe.

Linaria vulgaris (Inice obecnd, syn. Inice kvétel) dle
udaju z literatury obsahuje zejména flavonoidni a iridoidni
glykosidy'?, dale fytosteroly, stopy alkaloidd, organické
kyseliny. Sbiranou casti je kvetouci nat, ktera se
v lidovém 1éCitelstvi uzivala piedevsim jako prostiedek
mocopudny a projimavy, dale u jaternich a Zlu¢nikovych
poruch, zevné na bércové viedy, hemoroidy a k 1écbé oc-
nich zanétl.

Linaria alpina (Inice alpska) roste na kamenitych
sutich v horskych oblastech stfedni a jizni Evropy (Alpy,
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Pyreneje, Apeniny, Karpaty atd.). Jedna se o velmi dekora-
tivni rostlinu, kterd se uplatiiuje hlavné na skalkach.
O obsahovych latkdch ani 1éCebném vyuziti nejsou
v dostupné literatufe Zadné informace.

V experimentalni praci jsme se zaméfili na analyzu
obsahovych latek v jednotlivych rostlinnych ¢éstech, po-
rovnani v rdmci obou druhti Inice a na orientacni testovani
antiradikalové aktivity.

Rostlinny material byl po ususeni rozdélen na jednot-
livé casti. Kvéty, stonky, listy a kofeny obou rostlin byly
extrahovany methanolem v ultrazvukové lazni. Ziskané
extrakty byly analyzovany pomoci HPLC na reverzni fazi.
Na zaklad¢é porovnani elektronovych spekter a retencnich
Cast s udaji v dostupné knihovné spekter byly identifiko-
vany zejména latky flavonoidni povahy. Byly zjistény
kvalitativni i kvantitativni rozdily jak u jednotlivych rost-
linnych ¢asti, tak pfi porovnani obou druhti. Nejvyssi ob-
sah flavonoidnich latek vykazovaly u obou rostlin extrakty
kvétd a listd.

Nasledné bylo provedeno testovani antiradikalové
aktivity pomoci HPLC metodou postkolonové derivatiza-
ce. Tato metoda umoznuje selektivni on-line detekci anti-
radikalové G&innych latek ze smé&snych vzorkd®. Po rozdé-
leni rostlinného extraktu na analytické koloné vstupuji
latky do reakce sradikilem ABTS". Schopnost jednotli-
vych obsahovych latek zhaset radikal byla sledovana on-
line pomoci UV-VIS detektoru (pfi 734 nm) a je vyjadie-
na jako ubytek absorbance ABTS™. U extraktii z obou
druhil Inice byla zaznamendna pfitomnost antiradikélove
ucinnych latek.

LITERATURA
1. Valdés B.: Phytochemistry 9, 1253 (1970).
2. Ilieva E. I.: Phytochemistry 31, 1040 (1992).
3. Koleval. I.: Anal. Chem. 73, 3373 (2001).
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PREPARATION AND HYDROPHOBIC
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Sciences, Palackeho 1/3, 61242 Brno, © Department of
Inorganic and Organic Chemistry, Faculty of Pharmacy in
Hradec Kralove, Charles University in Prague, Hey-
rovskeho 1203, 500 05 Hradec Kralove, * Department of
Chemistry, Faculty of Education, University of Hradec
Kralove, Namesti Svobody 301, 500 03 Hradec Kralove
Jjiri.dohnal@zentiva.cz

Salicylanilides display a potent antimicrobial activ-
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ity'. Their antimycobacterial activity against M. tuberculo-
sis and also against atypical strains M. avium, fortuitum
and kansassii was reported®. The presence of hydrophobic
substituent on anilide part and electron-withdrawing sub-
stituents on salicyl moiety as well as phenolic moiety seem
to be necessary for the activity. Esterification of hy-
droxylic group can optimize physico-chemical properties
(hydrophobicity) and bring new prodrugs of salicylanilides
as new active compounds.

The most antimycobacterial active salicylanilides
were chosen for esterification of N-protected amino acids.
Lipophilicity of the prepared esters was determined using
the RP-HPLC. During deprotection of N-protected esters
of amino acids and salicylanilides, diamides were formed
as unexpected major products; their structure was corrobo-
rated by 2D NMR”.

P S

o © Cl
In the present study the correlation between RP-
HPLC retention parameter log k and log P values calcu-
lated in various ways are shown, as well as the relation-
ships between the lipophilicity and the chemical structure
of the studied compounds are discussed. Fragment hydro-

phobic constants of various alkyl and phenylalkyl substitu-
ents based on experimental results were derived.

This study was supported by MSM 0021620822 and by
Specific research grant of University of Hradec Kralove,
investigator: Ales Imramovsky.
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SVETLANA DOKUPILOVA a EMIL HAVRANEK

Katedra farmaceutickej analyzy a nuklearnej farmacie,
Farmaceutickd fakulta, Univerzita Komenského, Odboja-
rov 10, 832 32 Bratislava, Slovenska republika
dokupilova@fpharm.uniba.sk

Selén je stopovy prvok nevyhnutny pre I'udsky orga-
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nizmus. Je to antioxidant preventivne posobiaci proti po-
Skodeniu vol'nymi kyslikovymi radikalmi, podporuje imu-
nitny systém, plodnost’, znizuje vyskyt kardiovaskularnych
ochoreni. Pravidelny prisun selénu do l'udského organiz-
mu je preto dolezity, bud’ vo forme potravin obohatenych
selénom, alebo vo forme vyZivovych doplnkov. Zaroven
nadmerny prijem selénu moze pdsobit’ toxicky. Biologicka
dostupnost’ selénu pre organizmus zavisi od formy, v akej
je viazany, preto, okrem celkového mnozstva, je vyz-
namné poznat’ zastupenie jednotlivych zlicenin obsahuji-
cich selén. Organické formy selénu sa vyskytuju
v rastlinach a do T'udského organizmu sa dostavaju potra-
vinami. Selén vo vyzivovych doplnkoch sa nachadza bud’
vo forme anorganickej, alebo vo forme organickej, napr.
viazany v bielkovinach potravinarskych kvasnic.

Ciel'om prace bolo najst’ vhodnll metddu na stanove-
nie organickych a anorganickych foriem selénu s vyuzitim
vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie. Analyza pre-
bichala na chromatografickej kolone Zorbax SB C8, mo-
bilné fazy obsahovali zmes: metanol, fosfatovy tlmivy
roztok a ion-parové skimadla — sodnt sol’ kyseliny hep-
tansulfonovej a tetrabutylaméonium hydroxid. Bola pouzita
spektrofotometrickd detekcia. Separované boli organické
formy  selénu aminokyseliny  selenometionin
a selenocystin a anorganicky selén Se' . Analyticka me-
toda bola overena pri anlyze vzoriek vyzivovych doplnkov
Selén 50 mg Vitamax Selén 50 mg Nature’s Bounty ob-
sahujucich anorganicky aj organicky viazany selén.

Praca vznikla ako sucast vyskumného programu podpore-
ného grantom ¢.: 1/4299/07 grantovej agentury MS SR
VEGA.
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STANOVENI THIORIDAZINU METODOU
PRUTOKOVE INJEKCNI ANALYZY

S CHEMILUMINISCENCNI DETEKCI
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Universita Karlova, Farmaceuticka fakulta, Katedra ana-
Iytické chemie, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové
Jana.Dolejsova@faf.cuni.cz

Thioridazin patfici mezi fenothiaziny s alifatickym
postrannim fetézcem a dusikatym heterocyklem je vy-
znamné neuroleptikum pouzivané k 1écbé predevsim psy-
choz a nékterych neurdz. V predlozené praci byl stanoven
technikou pratokové injekéni analyzy (FIA) s chemilumi-
niscencni detekci. Chemiluminiscence vznikala pfi oxidaci
analytu manganistanem v prostfedi kyseliny sirové. Opti-
malni koncentrace ¢inidel v nosném proudu byla 0,30 mM
KMnOy v 0,225 M H,SOy4; podstatného zvyseni intenzity
emitovaného zafeni bylo dosaZeno pfidavkem 80 mM
hexametafosfore¢nanu sodného k roztoku vzorku.

FIA systém se skladal z peristaltického Cerpadla Gil-
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son-Minipuls 3, 4-cestného injektoru RHEODYNE (model
99T, Watrex Praha), fluorimetru Spectra Physics FS 970
(USA) obsahujiciho chemiluminiscenéni modul navrzeny
na katedre analytické chemie a zhotoveny v dilndch farma-
ceutické fakulty a byl fizen osobnim pocitacem (486-SX,
8 MB RAM) s vyuzitim 10-bitového konvertoru ADC
1005 CCJ, National Semiconductor, pievadéjiciho analo-
govy vystup z fluorimetru na digitalni. Ridici program byl
sestaven na université v Athenach'.

Kalibra¢ni kfivka (zavislost intenzity chemilumi-
niscence na koncentraci thioridazinu) byla linearni pro
10—-100 uM thioridazinu (r=0,9989) s ptidavkem hexame-
tafosforeCnanu sodného jako desetindsobného zesilovace
chemiluminiscence. Bylo dosazeno frekvence 109 analyz h™'.
Pii stanoveni roztoku thioridazinu o koncentraci 60 uM,
pfipraveného z Cisté substance byla RSD <0,23 % (n =10).
Metoda byla pouzita ke stanoveni thioridazinu
v obalovanych tabletich THIORIDAZIN (25 mg), vyrob-
ce: LECIVA, Praha. Vysledky neukézaly vyznamny statis-
ticky rozdil od standardni potenciometrické titratni meto-
dy v nevodném prostifedi podle validovaného pracovniho
postupu, uvedeného v lékopise CL 2005.

Autori dekuji za podporu Vyzkumnému zameru ¢. MSM
0021620822.

LITERATURA
1. Polydorou C. K.: Laborator analytické chemie, Kated-
ra chemie, Universita Atheny, Recko.
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SYNTEZA A BIOLOGICKE HODNOCENI{
DERIVATU RHODANINU

A N-SUBSTITUOVANEHO RHODANINU

JAN DOLEZEL“‘, PETRA HIRSOVA?, VERONIKA
OPLETALOVA®, MARCELA VEJSOVA® a JOSEF
JAMPILEK"

“ Univerzita Karlova, Farmaceutickd fakulta v Hradci
Krdlové, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové;
b Zentiva a. s., U kabelovny 130, 102 37 Praha 10
Jjan.dolezel@faf-cuni.cz

Derivaty rhodaninu jsou hojné studovany jiz nékolik
desetileti na fad¢ vyzkumnych pracovist po celém svéte.
Tyto derivaty vykazuji Sirokou $kalu biologickych uéinku,
predevsim v oblasti potencialnich antibakteridlnich, anti-
fungélnich a antivirotickych latek'™. V nai praci jsme se
zaméfili na piipravu latek s potencidlnimi antimykoticky-
mi u¢inky. Kondenzaci rhodaninu resp. N-substituovaného
rhodaninu s aromatickymi aldehydy byla pfipravena série,
u které bylo provedeno hodnoceni biologické aktivity na
béznych patogennich kmenech hub. Kromé CHNS, NMR,
IC analyz byly u latek experimentélné stanoveny lipofility
pomoci HPLC. Strukturu pfipravenych latek naznacuje
vzorec 1.
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Tato prace vznikla za financni podpory Vyzkumného zame-
ru MSM0021620822 a grantu FRVS 661/2007.
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ISOLATION AND IDENTIFICATION

OF COMPOUNDS FROM Maclura pomifera ROOT
BARK

MARGITA DVORSKA?, MILAN ZEMLICKA?, JAN
MUSELIK®, KAREL SMEJKAL?, TEREZA
SLAPETOVA?, STEFANO DALL’ACQUAS,
GABBRIELLA INNOCENTI, and LENKA
ELIASOVA®

“ Department of Natural Drugs, ® Department of Pharma-
ceutical Technology, Faculty of Pharmacy, University of
Veterinary and Pharmaceutical Sciences, Palackeho 1-3,
612 42 Brno, Czech Republic, © Department of Pharmaceu-
tical Sciences, University of Padova, Via F. Marzolo 5,
35131 Padova, Italy

dvorskam@yvfi.cz

Maclura pomifera (Moraceae) is a small dioecious
tree, native inthe North America. Several types
of compounds have been isolated from this plant, such as
prenylated and non-prenylated flavonoids, isoflavonoids,
xanthones, triterpenes and stilbenes'?. Extracts of various
plant parts and also isolated compounds are interesting for
their biological activities'”

This work is a continuation of previous study, when
we determined total content of phenoles and antiradical
activity of extracts from various parts of Maclura pomi-
fera. Because of interesting resultes, root bark was chosen
for phytochemical analysis. 75 g of dry material was cut
and extracted three times in methanol using ultrasonifica-
tion, then evaporated and lyophilised. HPLC analysis was
made and xanthones and flavonoids were indetified as the
main compounds. These substances are described as inter-
esting, biological active agents, therefore we decided to
proceed in their isolation. 5 g of dry methanolic extract
was separated using column chromatography on silica gel
(particle  size  0,04—0,06 mm), in the mixture
of benzene : ethylacetate 8 : 2. Yellow crystals (0,4 g) of
compound with molecular weight 394 were isolated from
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non-polar fractions and identified by UV, IR, MS and
NMR as macluraxanthone (), one of the main compounds
of Maclura pomifera root bark'. The antioxidant activity
of this substance was determined.

This work was supported by grant IGA MZd 14/8666.

REFERENCES
1. Delle Monache G.: Phytochemistry 37, 893 (1994).
2. Delle Monache G.: Phytochemistry 39, 575 (1995).
3. Vesela D.: Fitoterapia 75, 209 (2004).
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CONFORMERS OF THE CATIONIC SURFACTANT
DOMIPHEN BROMIDE IN CONNECTION WITH
ITS TWO CRITICAL MICELLE
CONCENTRATIONS

TOMAS FAZEKAS', BOZENA KOPECKA”, PAVOL
KACLIK® a FRANTISEK KOPECKY*

“ Department of physical Chemistry of Drugs, Faculty of
Pharmacy, Comenius University, 83232 Bratislava, Slova-
kia, * Department of Pharmaceutical Analysis and Nuclear
Pharmacy, Faculty of Pharmacy, Comenius University,
832 32 Bratislava, Slovakia

fazekas@fpharm.uniba.sk

Conformation analysis of the surfactant cation of the
antimicrobial quaternary ammonium salt domiphen bro-
mide (dodecyldimethyl-N-2-phenoxyethylammonium bro-
mide) was carried out. Three conformers of the domiphen
cation with the lowest and not too different energies were
examined in more details. They are characterized by
a mutually different angle between the C;, alkyl tail and
the shorter tail comprising the phenoxy group; it was the
obtuse angle, right angle and acute angle, respectively. The
right angle and acute angle conformers were considered as
representative for the micelle formation. Calculations of
the packing parameter of the two conformers of domiphen
cation were carried out using a recently developed proce-
dure and the respective results were 0.17 for the right an-
gle conformer and 0.26 for the acute angle conformer. It
means both the conformers are sterically suitable for the
formation of globular micelles in aqueous solution. At the
same time our UV spectroscopic study of aqueous solu-
tions of domiphen bromide, eventually with added KBr,
indicated aggregation of free domiphen cations into two
types of micelles. The respective formation of two micellar
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species of domiphen bromide starts at two different con-
centrations, interpreted as the first and second critical mi-
celle concentration, cmc and c¢mc,. The observed spectral
shifts in the near UV region suggest that the micelles of
the first type are composed of the right angle conformers
of the domiphen cation, while the acute angle conformers
are responsible for the formation of micelles of the second
type. Spectroscopically determined cmc was 0.0015 mol L™
(25 °C, without KBr) and the ratio cmc,/cmc=1.8, regard-
less of the added KBr. From the linear dependences of
both log cmc and log cmc, on log [Br] the respective de-
grees of counterion binding B=0.662 and [,=0.747 were
estimated. Thus the domiphen bromide micelles of the first
type that start to be formed at cmc are conformationally
transformed into somewhat less ionized and more compact
micelles of the second type at cmc, and higher concentra-
tions.

The study was supported by the grants No. 1/4297/07 and
4299/07 of the VEGA aggency of the Slovak Ministry of
Education.
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TURBIDIMETRICKE STUDIUM VPLYVU
STEROLOV NA TEPLOTU FAZOVYCH
PRECHODOV
DIPALMITOYLFOSFATIDYLCHOLINU

JANA GALLOVA, DENISA JANKOVICOVA
a PAVOL BALGAVY

Katedra fyzikalnej chémie lieciv, Farmaceuticka fakulta,
Univerzita Komenského v Bratislave
gallova@fpharm.uniba.sk

Steroly tvoria vyznamnu zlozku biologickych mem-
bran. V membranach cicavcov je vyhradne zastipeny cho-
lesterol, kym v membranach rastlinnych buniek sa nacha-
dza zmes priblizne 60 sterolov. Rastlinné steroly sa dostali
do pozornosti farmaceutického vyskumu najmé vd’aka ich
schopnosti normalizovat’ zvySeni hladinu cholesterolu
v krvi. Popri hypolipidemickom uc¢inku bol popisany aj
antiflogisticky, antifungéalny, hepatoprotektivny, antioxi-
dacny a antikancerogénny ucinok. V tejto praci sme sa
zamerali na porovnanie vplyvu cholesterolu a jedného
zvyznamne zastipenych rastlinnych sterolov, f-
sitosterolu na modelovi membranu. Unilamelarne lipozo-
my z dipalmitoylfosfatidylcholinu (DPPC) boli pouzité
ako model lipidovej zlozky biologickej membrany. Turbi-
dimetricky sme sledovali sme vplyv oboch sterolov na
teplotu hlavného fazového prechodu DPPC, pri ktorom sa
meni gélovy stav lipidu na tekutokryStalicky. V stlade
s literarnymi tidajmi sme zistili, ze do 13 mol.% choleste-
rolu v lipidovej dvojvrstve nastdva posun fazového pre-
chodu k niz8im teplotam, priCom charakter fazového pre-
chodu sa vyrazne nemeni. Pri vy$§om zastipeni choleste-
rolu sme pozorovali §ir$i fazovy prechod typicky pre zmes

Konference SAL 2008

s217

Postery

cholesterolu a DPPC v usporiadanej kvapalnej faze. Teplo-
ta tohoto fazového prechodu bola vysSia v porovnani so
samotnym DPPC. Vplyv P-sitosterolu bol kvalitativne
podobny, v miere U€inku vSak boli pozorované rozdiely
mezi Studovanymi sterolmi.

Tato praca vznikla za podpory grantu VEGA 1/0295/08
a grantu JINR 07-4-1031-99/2008 (Dubna, Rusko).
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SROEAHLIVQST DOKOVANIA SULF (')NAMIDO-
VYCH INHIBITOROV KARBOANHYDRAZY
PROGRAMOM DOCK 6

MARTIN SKYTA , MARTIN SRAMKO, JULIUS
SILLE a VLADIMIR GARAJ

Katedra farmaceutickej chémie, Farmaceuticka Fakulta,
Univerzita Komenského v Bratislave, SR
garajv@fpharm.uniba.sk

Karboanhydraza (CA) je ubikvitny enzym, kI'aiCovy
pre mnozstvo fyziologickych a patofyziologickych dejov.
V ludskom organizme bolo doposial objavenych
15 izoenzymovych foriem s réznou tkanivovou
a subcelularnou lokalizaciou. Inhibitory CA (CAI) sa
uplatnili v oftalmolodgii, neuroldgii, nefrologii a ukazuje sa
moznost’ ich vyuzitia v onkologii a gastroenterologii'.

V praci sme sa venovali kotveniu klinicky pouziva-
nych sulfénamidovych CAI s pouZitim programu DOCK
6.0 (cit.?). Vystupy z programu DOCK 6.0 sme vizualizo-
vali v programe UCSF Chimera. Studovali sme geometriu
a medzimolekulové interakcie CAI s karboanhydrazou I1.

Geometrie  ukotvenych CAI sme  porovnali
s geometriami ziskanymi pomocou rontgenovej difrakcie
krystalov danych komplexov.

Pre vsetky kotvené CAI sme programom DOCK 6.0
vypocitali aj skore interakcie CAI s CA II. Vypocitané
skore sme porovnali so znamymi hodnotami inhibi¢nych
konstant jednotlivych CAL

Zhodnotil som spol'ahlivost’ programu DOCK 6.0
z hladiska predikcie geometrie kotvenych Struktar v CA 11
a tiez korelativnost’ medzi dosiahnutym skore jednotlivych
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CAI a hodnotami ich inhibi¢nych konstant.
Tato praca bola podporena grantom VEGA 1/4301/07.
LITERATURA

1. Carbonic anhydrase — lIts inhibitors and activators.
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VYUZITI MICELARNI KAPILARNI
ELEKTROKINETICKE CHROMATOGRAFIE
PRI STUDIU POTENCIALNICH LECIV

MICHAELA HAASOVA

Ustav chemickych léciv, Farmaceuticka fakulta, Veterinar-
ni a farmaceuticka univerzita Brno

f07163@vfit.cz

Micelarni kapilarni elektrokinetickd chromatografie
(MEKC) je jednou z modofikaci kapilarni elektroforézy.
Jeji princip spociva v pritomnosti tenzidu v zakladnim
elektrolytu, ktera zpuisobuje tvorbu micel. Metoda je vhod-
na pro separaci neutralnich, ale také nabitych latek. Nedil-
nou soucasti této prace je optimalizace podminek analyzy,
napf. vybér vhodné koncentrace zakladniho elektrolytu,
koncentrace tenzidu (Sodium dodecylsulftat), pH a pridav-
ku organického modifikatoru (methanol, acetonitril, cyklo-
dextriny).

Tato metoda je pouzita pro studium vlastnosti poten-
cidlnich 1é¢iv. Presnéji jde o antagonisty beta adrenergnich
receptort (naptiklad propranolol). Jsou to derivaty ze sku-
piny heteroarylaminoethanolu. Dal§imi studovanymi latka-
mi jsou synteticky pfipravované derivaty 2-[4-(4-aryl)pi-
perazin-1-yl]-1-(3-alkylbenzofuran-2-yl)ethan-1-olu. Tyto
latky tvofi dvé homologick¢ tady (ethylovou
a methylovou). Metoda MEKC je vhodna pro separaci
prave téchto homologg.
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PRIPRAVA SERIf DERIVATU PYRIDIN-2-
-KARBOHYDRAZIDU, PYRIDIN-2-KARBOXAMIDU
A POROVNANI JEJICH
ANTIMYKOBAKTERIALNI AKTIVITY

PETRA HERZIGOVA?, VERA KLIMESOVA?,
JOSEF MATYK?, KAREL PALAT® a JARMILA
KAUSTOVAP

“UK v Praze, Farmaceutickd fakulta v Hradci Krdlové,
katedra anorganické a organické chemie, Heyrovského
1203, 500 05 Hradec Krdlové; ® Narodni referencni labo-
rator pro Mycobacterium kansasii, Zdravotni ustav se
sidlem v Ostraveé, Partyzanské nam. 7, 702 00 Ostrava
Jarmila.kaustova@zuova.cz, herzigovap@faf-cuni.cz

Prestoze stojime na prahu tietiho tisicileti, stale se
potykédme s celosvétovym problémem zvanym tuberkuld-
za. Tento neutéSeny stav nas motivuje k syntéze novych
antimykobakteridlnich slou¢enin. Zaméfili jsme se na ob-
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meénu struktury latek, jiz diive pfipravenych na naSem
pracovisti, u kterych byla prokdzéna antimykobakteridlni
aktivita'?. V ramci vyvoje latek typu sulfida byly pfipra-
veny série substitucnich derivati 4-benzylsulfanylpyridin-
-2-karbohydrazidu a pyridinkarboxamidu.

Benzylsulfanylova skupina, ktera se podili na antimy-
kobakterialnim u¢inku?, byla zavedena do polohy 4 pyridi-
nu reakei  4-chlorpyridin-2-karboxylové  kyseliny
a prislusného fenylmethanthiolu palladiem katalyzovanym
couplingem®. Karboxylova skupina piislusnych sulfida
byla pfevedena na esterovou a nasledné na hydrazidovou
resp. amidovou skupinu.

U ptipravenych latek byla testovana jejich antimyko-
bakterialni aktivita proti kmentim Mycobacterium tubercu-
losis, M. avium a M. kansasii. Hodnoty MIC nov¢ pfipra-
venych sérii latek jsou v rozmezi 4-250 mmol 1",

V piispévku budou diskutovany vztahy mezi struktu-
rou a antimykobakteridlni aktivitou funkénich derivatt

e
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4-benzyl-sulfanylpyridin-2-karboxylové kyseliny.

'R = CONHNH,, CONH;,

R =H, Cl, F, Br, CHs, CF;, OCH;, CN, NO,

a Dioxan; 4,5-Bis(diphenylphosphino)-9,9-dimethyl-xanthene,
N,N-diisopropylethylamine; Tris(dibenzylideneacetone)
dipalladium, reflux 8-12 h,

b Ethanol; SOCl,;

¢ Ethanol; NoHy (resp. NH;)
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Problematika byla reSena za podpory vyzkumného zaméru
MSM 0021620822 a grantu GA UK 56807/B/2007.
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STUDIUM LIPOXYGENAZY MAKU SIATEHO
(Papaver somniferum L.) V PROCESE BIOTICKEJ
A ABIOTICKEJ ELICITACIE

IVANA HOLKOVA, LYDIA BEZAKOVA, ANDREA
BALAZOVA, VITAZOSLAVA BLANARIKOVA,
MARIAN VANKO, FRANTISEK BILKA

Katedra bunkovej a molekularnej biologie lieciv, Farma-
ceuticka fakulta, Univerzita Komenského, Kalinciakova §,
832 32 Bratislava, SR

holkova@fpharm.uniba.sk

Elicitacia je proces veduci k aktivacii obrannych me-
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chanizmov rastlin a rastlinnych bunkovych kultar. Exo-
génny signdl — elicitor indukuje intracelularnu signalnu
cestu veducu k aktivacii obrannych génov a k akumulacii
sekundarnych metabolitov'. Funkcia lipoxygenazy (LOX)
v obrannych reakciach rastlin je spojena s jej ustrednym
postavenim v tzv. oktadekanovej (lipoxygenazovej) meta-
bolickej ceste biosyntézy viacerych vyznamnych zlucenin
ako s signdlne molekuly — jasmonaty, antimikrobialne
a antifungalne posobiace latky”.

V praci bola sledovana uloha lipoxygenazy (LOX)
v procese biotickej a abiotickej elicitacie. Vplyv elicitorov
na aktivitu LOX sme sledovali na modeli suspenznych
bunkovych kultir maku siateho (Papaver somniferum L.).
Zo skupiny biotickych elicitorov sme sledovali vplyv fyto-
patogénnej huby Botrytis cinerea a z abiotickych stresorov
sme pouzili metyljasmonat (MeJA). StiCasne sme stanovo-
vali obsah sekundarneho metabolitu benzofenantridinové-
ho alkaloidu — sanguinarinu.

Pouzitie fytopatogénnej huby B. cinerea viedlo

k aktivacii LOX medzi 10 az 24 hod. po aplikacii elicitora,
pricom maximalne zvySenie Specifickej aktivity LOX
(0 80 %) sme stanovili po 24 hodinach. Pridanie MeJA k
suspenznym bunkovym kultiram P. somniferum viedlo
tiez k indukcii LOX. Testovali sme ucinky rdznej koncen-
tracie (10 uM, 100 uM a 1000 uM) a réznu dizku posobe-
nia MeJA (2, 4, 6, 8, 24 a 48 hodin). Pri nizsich sledova-
nych ¢asovych intervaloch nedochadzalo k aktivacii LOX.
Mierne zvysenie Specifickej aktivity LOX sme pozorovali
v 8h po aplikdcii 10 pM koncentrdcie MeJA. Vyrazné
zvysenie Specifickej aktivity LOX v porovnani s kontrol-
nou kultirou o 75 % vsak nastalo po 24 hodinovom pdso-
beni najnizSej pouzitej koncentracie elicitora (10 uM).
Vyssia koncentracia MeJA (100 uM) viedla po 24 hodino-
vej elicitacii tiez k indukcii LOX avSak iba o 10 %.
V nasledujtcich hodindch po aplikécii MeJA sa uz aktivita
LOX znizovala. Obidva pouzité elicitory tieZ vyznamne
stimulovali biosyntézu sanguinarinu v suspenznych bunko-
vych kultarach P. somniferum. Ziskané vysledky potvr-
dzuju, Ze jasmonatova signdlna cesta, na ktorej pociatku
stoji LOX, sa v suspenznych bunkovych kulturach maku
siateho zlCastiiuje v B. cinerea a MeJA indukovanej pro-
dukcii sanguinarinu.

Uloha bola rieSend za podpory grantu UK/53/2007, VEGA
1/4294/07, KEGA 3/4213/06.

LITERATURA
1. Zhao J., Sakai K.: J. Exp. Bot. 54, 647 (2003).
2. Feussner 1., Wasternack C.: Annu. Rev. Plant Biol.
52,275 (2002).

Konference SAL 2008

Postery

P25

SCREENING KVANTITATIVNICH Zl\gl“zN OBSAHU
POLYFENOLICKYCH LATEK PLODU Paulownia
tomentosa

PAVLA HOLUBOVA a KAREL SMEJKAL

Ustav prirodnich 1éciv, Farmaceutickd fakulta, Veterindrni
a farmaceuticka univerzita Brno, Palackého 1-3, 612 42
Brno

holubovap@vfu.cz

Paulownia tomentosa (Scrophulariaceae) je listnaty
strom, pochézejici z vychodni Asie. Zejména v Ciné byla
Paulownia odpradavna hojné vyuzivana v lidovém 1éCitel-
stvi. V soucasnosti se stava stfedem zajmu v disledku
pfitomnosti antioxida¢né a antibakterialné puisobicich po-
lyfenolickych latek, jmenovité¢ flavonoidi a fenyl-
propanovych glykosidi. Schopnosti obou téchto skupin
latek vychytavat reaktivni radikaly kysliku a dusiku vy-
znamné ovliviiuji lidské zdravi a jsou tuzce spojeny
snemén¢ vyznamnymi potencidly antikancerogenniho,
antiflogistického, antidiabetického, antimikrobialniho,
vazo- a kardio-protektivniho ptisobeni'?.

Cilem prace bylo vytvofit vhodnou chromatografic-
kou metodu pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni Sesti
flavonoidit (I-V1) a dvou fenylpropanovych glykosidd
(VII-VIII) extraktt plodu P. tomentosa, sestavit pro jednot-
livé latky kalibracni kfivky a monitorovat tak jejich zmény
v pribéhu 6-mési¢niho vegetacniho obdobi.

Extrakty byly pfipraveny maceraci v denaturovaném
ethanolu Cerstvych (frakce F1-F3), popt. pfedem lyofilizo-
vanych (frakce LYOF) plodt po dobu tfi dnid. Frakce F4
byla pro porovnani ucinnosti extrakce extrahovana 1,5
hod. v ultrazvukové lazni. Ziskané extrakty byly analyzo-
vany na RP-HPLC s DAD detektorem. Separace bylo
dosazeno gradientovou eluci 0,2% kyseliny mravenci,
acetonitrilu a methanolu na kolon¢ Supelcosil ABZ +
PLUS, 15cm x 4,6 mm, 3 um, SUPELCO. Latky byly
detekovany pii 280 nm.
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ENATIOSEPARACIA SYNEFRINU
CHROMATOGRAFIOU NA TENKEJ VRSTVE

RENATA HORAKOVA, TATIANA PAPIKOVA,
IVETA PECHOVA, JINDRA VALENTOVA
a FERDINAND DEVINSKY

Katedra chemickej teorie lieciv, Farmaceuticka fakulta
UK, Kalinciakova 8, 832 32 Bratislava, SR
horakova@fpharm.uniba.sk

Citrus aurantium je ovocie zname z tradi¢nej Cinskej
mediciny pod ndzvom zki shi. Obsahuje viacero uc¢innych
latok. NajznamejSou je synefrin, zndmy tieZ ako symphatol
alebo oxedrin, d’alej tyramin, oktopamin a v mensich
mnozstvach i d’al$ie aminy a flavonoidy'.

Synefrin radime medzi psychostimulancia. Jeho
hlavnou ulohou je stimulécia lipolyzy. Je vysoko selektiv-
ny voli PBs-adrenergnym receptorom. Pri stracani tuku
pomaha udrZiavat’ aktivnu telesni hmotu, najmé svaly,
¢im zvysuje ich podiel na telesnej hmotnosti.

Molekula synefrinu obsahuje jedno chirdlne centrum,
latka je teda opticky aktivna ama dva stereoizoméry
(-)-syneftin a (+)-synefrin. Utinky jednotlivych enantio-
mérov boli porovnané na ;- aj [,-receptoroch. (+)-
synefrin ma silnejs8i G¢inok ako (—)-syneftrin pri f3; recepto-
roch, je to vSak o niekol’ko poriadkov slabsi ucinok ako
G¢inok noradrenalinu. Uginok (+)-synefrinu na .-
receptory nebol detegovatelny’.

OH

OH
R S
HO NHCH, HO NHCH;
(9 -SYNEFRIN () ~SYNEFRIN

Enantioseparacia synefrinu sa uskutocnila na chiral-
nych platnickach impregnovanych chiralnym selektorom
kyselinou L-asparagovou. Pri vyvijani TLC platnic¢iek do-
Slo k zretel'nému oddeleniu enantiomérov v mobilnej faze
acetonitril : metanol : amoniak v pomere 12:5:0,5 v/v/v,
pri teplote 22+1 °C a hodnote pH v rozmedzi 5,2-5,5.

Problematika bola riesena za podpory grantov VEGA
¢ 1/1198/04 a 1/3416/06.
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VYUZITI PLAZMOVE TUZKY V ORGANICKE
SYNTEZE

PETRA HRIBOVA®, TOMAS BARTL", TOMAS
SVOBODA® a MILOS KLIMA®

“ Ustav prirodnich 1é¢iv, Farmaceutickd fakulta, VFU
Brno, Palackého 1-3, 612 42 Brno, " Ustav chemickych
léciv, Farmaceuticka fakulta, VFU Brno, Palackého 1-3,
612 42 Brno, © Ustav fyzikalni elektroniky, Prirodovédec-
ka fakulta, Masarykova Univerzita, Kotlarska 2, 611 37
Brno

cerfpatolog@seznam.cz

Plazmova tryska, kterd byla pouZita v experimentalni
praci, generuje vysokotlaké neizotermni plazma a kon-
strukce do tvaru tuzky umoziuje snadnou a pfesnou mani-
pulaci v ruce. Zafizeni se sklada z duté elektrody pfipojené
k vysokofrekvenénimu generatoru, dielektrické trysky
(kapilara z kfemenného skla), kterou protéka argon
a rukojeti’. Dosud nebylo popsino mnoho syntetickych
postuptl vyuzivajicich plazmatu, a proto jsme se v této
praci zabyvali vlivem plazmatu na prib¢h jednoduchych
reakci a bliz§i popis déju, odehravajici se v prostiedi
plazmového vyboje.

Byla vybrana sada modelovych reakci jednodu-
chych molekul (benzen, fenol, kyselina benzoova, kyse-
lina 4-hydroxybenzoovd) v riznych rozpoustédlech
(methanol, ethanol, voda, chloroform, kyselina octova) za
aplikace plazmového vyboje, které byly provedeny
v malém mnozstvi. Na zakladé vysledkt téchto reakci
monitorovanych metodami HPLC, byly vybrany ty reakce,
pfi kterych vznikaly produkty ve vyznamnéj$im vytézku
a byly zopakovany ve vét§im mnozstvi ve specialné upra-
vené aparatufe (trojhrdla 50 ml varna banka opatiena chla-
di¢em, teplomérem a kapilarou plazmové tuzky).

Modelovéa reakce plazmatu s kyselinou 4-hydroxy-
benzoovou ve vodé probéhla za téchto podminek: 20,0 mg
kyseliny bylo rozpusténo v 15,0ml vody, aplikovén
plazmovy vyboj po dobu 10 min pti vykonu 86 W a priito-
ku argonu 1 litr za minutu.

Kyselina 4-hydroxybenzoova ve vodé za pusobeni
plazmatu reagovala podle HPLC analyzy za vzniku jedno-
ho polarnéjsiho produktu ve vyznamném mnozstvi. Tento
produkt byl dale analyzovan na LC-MS a zjisténa jeho
molekulova hmotnost, kterd odpovidala kyseliné dihydro-
xybenzoové (bez jednoznacného urceni poloh hydroxylo-
vych skupin). Sloucenina byla izolovdna na HPLC
s pouzitim semipreparativni kolony a struktura jednoznac-
n¢ identifikovana NMR spektroskopii. Dle téchto vysledk
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bylo zjisténo, ze se jedna o kyselinu 3,4-dihydroxy-
benzoovou. Byl proveden srovnavaci experiment
v konvencni aparatuie, tj. zahfivani kyseliny 4-hydroxy-
benzoové ve vode pii refluxu v batice po dobu dvou hodin,
pricemz tato reakce neposkytla zadny produkt. Bylo tedy
prokézéano, Ze reakce kyseliny 4-hydroxybenzoové s vodou
za vzniku kyseliny 3,4-dihydroxybenzoové probihd pouze
v piitomnosti plazmového vyboje. Vytézek reakce po
3 hodinach aplikace plazmového vyboje na roztok byl
cca 20 %.

Prdce vznikla za financni podpory MSMT — projektu MSM
0021622411.
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HODNOCENI HYDROFOBNIHO KREMU
S VCELIM VOSKEM

ZUZANA CHALUPOVA®, RUTA MASTEIKOVA?,
KRISTINA RAMANAUSKIENE®, ZENONA
KALVENIENE®?, KATERINA HOUZAROVA®

a MAGDALENA JURSOVA®

“ Ustav technologie 1ékii, Farmaceuticka fakulta, Veteri-
narni a farmaceuticka univerzita Brno,Palackého 1/3, 612
42, Brno, b Katedra technologie lékii a socialni farmacie,
Farmaceuticka fakulta, Kaunasska univerzita mediciny,
Mickeviciaus 9, Litva

chalupovaz@vfu.cz

Konstitutivni pomocné latky (vosky a oleje)
a stabilizujici (cholesterol) jsou Castymi slozkami topic-
kych polotuhych pfipravki, napf. krému. Ptirodni charak-
ter téchto latek predurcuje jejich pouziti do rliznych extern,
kde se spolu s t¢innymi latkami medu a propolisu mohou
stat sou¢asti piipravkil bez pouziti syntetickych latek. Uvod-
ni faze nasi preformulacni studie se skladala z ptipravy sta-
bilnitho krémového zakladu. Sestavily jsme jednotlivé fady
hydrofobnich krémt sriznym obsahem bilého, zlutého
vosku, olivového oleje, vody a hydrofobniho emulgatoru
cholesterolu. Vzorky jsme hodnotily organolepticky po pii-
pravé a dale po 4 tydnech uchovavani pri pokojové teplote,
v chladu a termostatu. Zajimala nas konzistence, povrch,
barva a homogenita piipravki. Dilezitym kritériem bylo
zhodnoceni stupné disperzity vnitini vodné faze emulzi v/o,
mezi které patii ndmi piipravené krémy.

Mezi vyznamné pomocné latky pouzivané ve farma-
ceutické technologii patii lipoidni latky — vosky, oleje
a cholesterol. Vosky jako estery vy$sich mastnych kyselin
a primarnich nebo sekundarnich alifatickych alkoholt se
pouzivaji v topickych ptipravcich predevsim jako emulga-
tory, ptipadné jako kvaziemulgatory a ke zvySeni viskozi-
ty. Oleje spolu s tuky jsou estery vyssich mastnych kyselin
s glycerolem, které slouzi jako vehikula, emolienty a solu-
bilizatory. Ke steroidim nalezici cholesterol vykazuje
v 1-5% koncentraci velmi dobré emulgacni schopnosti,
Casto se kombinuje s vosky.
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Vysledky prace byly ziskany za financniho piispéni MSMT
v rdmci ucelové podpory FeSeni programového projektu
vyzkumu a vyvoje E!3694 s identifikacnim kodem OE236.

P29
VLIV ISOCHINOLINOVYCH ALKALOIDU

Z FRAKCE A (C1 NEROZPUSTNE V CHCly/
FENOLICKE) Z Corydalis cava FUMARIACEAE)
NA CHOLINESTERASY

JAKUB CHLEBEK®*, LUCIE MUSILOVA", DANIEL
JUN¢, LUBOMIR OPLETAL?, MILAN KURFURSTY,
JAN SCHRAMLY, VLASTIMIL DOHNAL® a LUDEK
JAHODAR?

“ Katedra farmaceutické botaniky a ekologie, Farmaceu-
ticka fakulta, Univerzita Karlova v Praze Heyrovského
1203, 500 05 Hradec Kralové, " Katedra biochemickych
ved, Farmaceuticka fakulta, Univerzita Karlova v Praze,
Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Krdlové, © Katedra
toxikologie, Fakulta vojenského zdravotnictvi, Univerzita
obrany, Trebesska 1575, 500 03 Hradec Kralové, 4 Ustav
chemickych procesii AV CR, v.v.i., Rozvojova 135, 165 0
Praha 6, ° Ustav technologie potravin, Mendlova zemédél-
ska a lesnicka univerzita, Zemédelska 1, 613 00Brno
chlej2aa@faf.cuni.cz

Sumarni ethanolovy extrakt byl pfipraven z 12 kg
suché drogy (hliz) Corydalis cava, z tohoto sumarniho
extraktu byly =ziskdny cisté alkaloidni koncentraty
(alkaloidy slabé bazické, terciarni baze stfedni bazicity -
pH~9, siln¢ bazické alkaloidy - pH>12 vytiepatelné die-
thyletherem a chloroformem, jodidy kvartérnich bazi ze
slab¢ kyselého prosttedi, jodidy kvartérnich bazi ze slab&
alkalického prostiedi).

Terciarni baze stfedni bazicity (vytiepek A, 200 g)
byly rozpustény ve ziedéné kys. chlorovodikové
a separovany na frakci hydrochloridii extrahovatelnou
chloroformem a na frakci neextrahovatelnou chlorofor-
mem. Obé frakce byly dale separovany na nefenolické
baze a fenolické baze. Fenolické baze, jejichz chloridy
jsou nerozp. v chloroformu (frakce Corydalis/A/Cl nR
v CHCI/F, 9,35 g), byly rozdéleny klasickou sloupcovou
chromatografii (adsorbent silikagel, gradientova eluce -
stoupajici podil EtOH v CHCI;). Jimané frakce byly hodno-
ceny pomoci TLC - detekce UV, Dragendorff. ¢inidlo. Cel-
kové bylo eluovano 7 frakci obsahujici alkaloidy, z kterych
byly ziskany jednotlivé, Cisté alkaloidy pftecisténim na
sloupci s Al,O;, krystalizaci, ptipadné preparativni TLC
a HPLC. Ové¢feni struktury izolovanych latek za pouziti udaji
uvedenych v literatufe bylo provedeno pomoci MS, NMR.

Uginnost ziskanych latek byla méfena in vitro, resp.
byla stanovena ICsy standardnim inhibi¢nim testem. Jako
zdroj AChE byla pouzita lidska erytrocytarni AChE
a sérova BuChE. Aktivita byla méfena spektrofotometric-
ky za pouziti standardni Elmanovy metody. Vysledky byly
porovnany s hodnotami ICsy referencnich  latek-



Chem. Listy 102, s179-s264 (2008)

terapeuticky pouzivanych inhibitortt (donepezil, rivastig-
min, galanthamin, huperzin A).

Tato prace vznikla za financéni podpory GA CR
203/06/0738 a GA AV CR I44400720706.
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PREPARATION AND ANTIFUNGAL ACTIVITY
OF RING-SUBSTITUTED 4-HYDROXY-1H-
-QUINOLIN-2-ONES

JOSEF JAMPILEK™*", ROBERT MUSIOL,
VLADIMIR BUCHTA®, JIRI DOHNAL™®, JACEK
FINSTER®, DOMINIK TABAK®, HALINA
NIEDBALA®, and JAROSLAW POLANSKI®

“ Zentiva a.s., U kabelovny 130, 10237 Prague 10, Czech
Republic; ® Department of Chemical Drugs, Faculty of
Pharmacy, University of Veterinary and Pharmaceutical
Sciences, Palackeho 1/3, 61242 Brno, Czech Republic,

¢ Institute of Chemistry, University of Silesia, Szkolna 9,
40007 Katowice, Poland; “ Department of Clinical Micro-
biology, University Hospital in Hradec Kralove, Sokolska
581, 500 05 Hradec Kralove, Czech Republic
Jjosef.jampilek@zentiva.cz; rmusiol@us.edu.pl

A dramatic increase in the incidence of fungal infec-
tions due to a rapid growth of the immuno-compromised
patient population and growth of resistant fungal strains
has been observed. Research efforts are required to de-
velop new compounds as potential antimycotic agents.
Quinoline moiety is present in many classes of biologi-
cally active compounds. A number of them showed anti-
fungal, antineoplastic and herbicidal activity' ™.

OH

R2
= H o)

This paper deals with synthesis and antifungal activity
of ring-substituted 4-hydroxy-1H-quinolin-2-one deriva-
tives. Primary in vitro screening was evaluated against
eight fungal strains by means of the broth microdilution
test in RPMI 1640 medium. Lipophilicity (log k) of the
compounds was determined using RP-HPLC. In the pre-
sent study the structure-activity relationships of the studied
compounds are discussed as well.

This study was supported by Polish Ministry of Science
Grant No. 3T094 01127 and by the Ministry of Education
of the Czech Republic MSM 6215712403.
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Tazké kovy patria medzi zakladné skupiny zne&ist'u-
jucich latok a mézu spdsobovat’ chronické zdravotné taz-
kosti T'udom pri dlhodobej expozicii. Preto sa ich obsah
sleduje v zlozkach zivotného prostredia a produktoch kaz-
dodennej spotreby medzi ktoré patria aj lieky. Lieky
a lieCiva musia vyhovovat limitnym skuSkam definova-
nym v SL1. Medzi analytické inStrumentélne metody SL1
je zaradena rontgenfluorescencnd spektrometria. RRFA je
nukledrna analytickd metoéda, vyhodnd pre moZnost’ poly-
komponentného stanovenia obsahu prvkov. Vyznacuje sa
rychlost’ou, presnost’'ou, jednoduchostou a dostupnostou.

V praxi je nutné kvapalné vzorky lie¢iv pred vlastnou
analyzou upravit. Sposobom pripravy vzorky v spojeni so
zakoncentrovanim sa da dosiahnut’ znizenie medze detek-
cie. Medzi efektivne metédy zakoncentrovania zarad’uje-
me komplexotvorné reakcie a medzi dblezité Casti pripravy
vzorky na analyzu patri vol'ba vhodného skiimadla.

Praca bola zamerand na vypracovanie metodiky sta-
novenia prvkov Fe, Cu, Ni, Zn a Hg v lie¢ivach pouziva-
nych na tvorbu infiznych roztokov: glukéza a chlorid sod-
ny vyuzitim tvorby komplexov idénov prvkov a 8-hydroxy-
chinolinu. Vyhodnotenie pomocou RRFA bolo realizované
po filtracii vzniknutych komplexov cez membranovy nit-
rocelulozovy filter Pragopor 4. Bola sledovana zavislost
tvorby komplexu od pH prostredia (3,5-11,5). V optimal-
nom pH zrazania prvkov boli zhotovené kalibra¢né krivky
— pre Ni pri pH 10,5, pre Fe, Cu, Zn a Hg pri pH 11,5.
Korelacné koeficienty potvrdili linedrnu zavislost' name-
ranych pocetnosti od obsahu prvku v rozsahu obsahov
0-50 pg. Boli vypocitané detekéné limity: Fe — 0,56 pg/
filter, Cu — 0,53 pg/filter, Ni — 0,54 pg/filter, Zn — 0,65 pg/
filter a Hg — 0,48 ng/filter. Stanovenie obsahu vybranych
prvkov vo vzorkach bolo realizované pri uréenom pH
s maximalnou tvorbou komplexu. Obsahy vybranych prv-
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kov vo vzorke NaCl: Fe — 0,94 pg/g, Cu — 0,25 pg/g, Zn —
1,72 ng/g, obsah prvkov Ni a Hg bol pod detekénym limi-
tom. Obsahy prvkov vo vzorke glukéza: Fe — 0,72 pg/g,
Cu — 0,54 ng/g, Zn — 4,59 ng/g. Obsah prvkov Ni a Hg
bol pod detekénym limitom.

Z experimentu vyplynulo, ze 8-hydroxychinolin je
vhodny na zakoncentrovanie ako komplexa¢né skimadlo
pri stanoveni nizkych obsahov vybranych prvkov
v lieCivach a spojenie filtracie cez membranovy filter
a RRFA je vhodnou volbou na analyzu kvapalnych vzo-
riek.

Tato prdca vznikla za podpory grantu agentiiry VEGA MS
SR, ¢.1/4299/07, ¢. 1/0003/08 a grantu UK/97/2008.
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PSEUDOCERAMIDY MODULUJICIi BARIEROVE
FUNKCE KUZE

BARBORA JANUSOVA, KATERINA VAVROVA
a ALEXANDR HRABALEK

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta

v Hradci Kralové, Katedra anorganické a organické che-
mie, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Krdlové
Barbora.Janusova@faf.cuni.cz

Mezi nejdulezitéjsi funkce kize patii ochrana pied
pusobenim vnéjSich vlivil prostfedi, ale i omezeni ztrat
vody a endogennich latek z organismu. Podstatu kozni
bariéry predstavuje stratum corneum, nejsvrchnéjsi vrstva
pokozky. Stratum corneum je tvoreno n€kolika vrstvami
korneocytt a intercelularni lipidovou matrix. Nejdilezitéj-
§i z této smési lipidii jsou ceramidy, jelikoz zodpovidaji za
bariérové vlastnosti.

U nékterych koznich onemocnéni jako je atopicka
dermatitida ¢i psoridza, i u suché ¢i starnouci kiize je ob-
sah ceramidd snizen a funkce kozni bariéry je nedostatec-
na'. Jednim z terapeutickych piistupti je suplementace
koznich lipidd, a to predevsim ceramid.

Syntéza ceramidi a jejich analog je vSak velice obtiz-
na a nakladna. Na zaklad¢ naSich znalosti o vztahu mezi
strukturou a aktivitou ceramidd jsme navrhli novy analog
14524, derivat L-serinu se stejnou délkou hydrofobnich
fetézcl jako fyziologické ceramidy a esterovou vazbou
nahrazujici hydroxyl. Tento nami pfipraveny pseudocera-
mid byl schopen selektivné regenerovat permeabilitu, tran-
sepidermélni ztratu vody i hydrataci lidské kaze™”.

Nasim cilem bylo syntetizovat dalsi analogy pseudo-
ceramidu 14S24 sriznou délkou hydrofobnich fetézci
(C16-C30) a zhodnotit zdali mohou pisobit jako latky
schopné regenerovat poskozenou kozni bariéru nebo ome-
zovat dermalni absorpci nezadoucich latek a ziskat tak
nové poznatky o vztahu mezi jejich strukturou a aktivitou.

Prace vznikla s podporou grantu GA UK 92007/2008/
B-CH/FaF a grantu Ministerstva skolstvi MSM
0021620822.
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TESTOVANI ANTIOXIDACNI AKTIVITY
EXTRAKTU Z Nigella POMOCI HPLC

VERA JAVORKOVA*, JIRI VACLAVIK
a MICHAELA BANDASOVA

VFU Brno, Palackého 1-3, 612 42 Brno
Javorkova@email.cz

Nigella sativa (Ranunculaceae) je vyuZivana prevazné
na stfednim a dalném vychodé¢ v terapii diabetes mellitus,
bronchidlniho astmatu, bronchitid, revmatismu a dalSich
zanétlivych onemocnéni, pfi jaternich a travicich potizich,
déle jako stimulans a ke zvySovani aktivity imunitniho
systému. Mimo to je pouzivana jako potravina a kofeni.
Vyzkum byl dosud zameéten hlavné€ na olej a silici ze se-
men'. Nigella damascena je v Evropé &asto vysazovana
jako dekorativni rostlina. Jeji semena nejsou piili§ terapeu-
ticky vyuzivana a jsou povazovana za mén¢ kvalitni. Za-
tim bylo publikovdno pouze nckolik praci tykajicich se
semen’. Nigella orientalis je taktéZ dekorativni rostlina.
K lé¢ebnym ucelim nebyla pouzivana. Vyzkumem byla
doposud opomijena.

Jobduho

orientalis (9.—16. min)

N.

N.

N.damascena (8.—16. min)

Méfeni AO aktivity pomoci HPLC umozZiiuje rozpo-
znat latky s vysokou schopnosti zhaset radikaly bez nut-
nosti je nejprve izolovat. Pomoci HPLC chromatografie
jsou latky rozd€leny na koloné a poté jsou smichany
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s roztokem ABTS radikalu. Jeho zhaseni se projevi nasled-
né v poklesu odezvy roztoku ABTS na UV-VIS detektoru.

Analyzovany byly extrakty z nati. Droga byla rozdr-
cena, nejprve extrahovana chloroformem a nasledné
methanolem. AO aktivita byla sledovana u methano-
lickych extrakti. Pro methanolicky extrakt vSech druhti
Nigella je typicka skupina nerozliSenych polarnich latek
v 1.-3. min, které vykazovaly niz§i antioxidacni aktivitu,
a dale v 10.—18. min vychazi smés latek typu flavonoid-
nich glykosidd, u kterych byla zaznamenéna vys$si aktivita.

LITERATURA
1. Taskin M. K., Ozgen A. C., Hiiseyin A., Hassan A.,
Ikhlas A. K., Erdal B.: Turk. J. Chem. 25, 561 (2005).
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INOVATIVNI PRISTUP K ANALYZE
IBUPROFENU

PETER KALAFUT, RADIM KUCERA
a JIRI KLIMES

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta

v Hradci Kralové, katedra farmaceutické chemie a kontro-
ly léciv, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Krdlové
peter.kalafut@faf.cuni.cz

Konvencni silikagelové chromatografické kolony
s chemicky modifikovanymi stacionarnimi fazemi jsou
z praktickych diivodll nejcasteji vyuZivanymi materidly ve
farmaceutické analyze. Jejich hlavni nevyhodou je omeze-
na chemickd a teplotni stabilita. Studium alternativnich
materiald odvozenych od oxidd kovi odhalilo nesporny
potencial predevsim stacionarnich fazi na bazi oxidu zirko-
ni¢itého pro analytické pouziti. Kromé toho, Ze kolony
disponuji neporovnatelné vyssi mechanickou, chemickou
a teplotni stabilitou, jsou jedinécné diky odlisSnému zpiso-
bu retence analytll a ztoho plynouci odlisné selektivite.
Soucasné s reverzné-fazovym mechanismem se do celkové
retence vyznamné promitd i iontové-vyménny piispévek,
pfi¢emz atomy zirkonia se v zavislosti na pH mobilni faze
chovaji jako anexy (kyslé a neutrdlni pH) nebo katexy
(zésadité pH).

Cilem na$i prace bylo HPLC hodnoceni léCiva
ibuprofenu a jeho 1ékopisné necistoty F: kyselina 3-[4-(2-
-methylpropyl)fenyl]propanova. Sledovéani obsahu necisto-
ty F bylo zavedeno v Ph. Eur. 4, Suppl. 4.2. Samotné hod-
noceni se provadi metodou plynové chromatografie, kterou
predchazi nutna derivatizace vzorku. Jelikoz vSechny zi-
stavajici necistoty jsou hodnoceny popsanou HPLC meto-
dou, tak jsme se pokusili uplatnénim zirkoniovych sorben-
ta docilit aspésnou separaci a analyzu necistoty F.

Tato prace vznikla za podpory vyzkumného zaméru MSM
0021620822.
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P35
STABILITA BROMHEXINU HYDROCHLORIDU
V TEKUTEM PRIPRAVKU

PETR KASTNER, PAVLA PILAROVA, IVANA
PASAKOVA, LUCIE MINARIKOVA, JIRI KLIMES

UK v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralove,
katedra farmaceutické chemie a kontroly léciv, Heyrovské-
ho 1203, 500 05 Hradec Kralové petr.kastner@faf-cuni.cz

Bromhexin je ucinné mukolytikum a sekreto-
motorikum, usnadiiuje expektoraci a zlepSuje evakuaci
sekretu z dychacich cest. Je to pomérné stabilni 1é¢ivo i ve
vodnych roztocich. Aby byl ziskdn ptehled o degradaci,
roztok bromhexinu byl zahiivan po n¢kolik dni na teplotu
90 °C. Byla sestrojena zavislost procentudlniho zastoupeni
jednotlivych necistot vzhledem k bromhexinu na dobé
zahfivani. Vyvstal problém, Ze nebylo mozno jednoznacné
identifikovat  jednotlivé necistoty, protoze nebyly
k dispozici jejich standardy. Pro hodnoceni stability bro-
mhexinu byl totiz ptivodné pouzivan chromatograficky
systém s UV detekci 248 nm, kolona C18, mobilni faze
acetonitril — voda- triethylamin, pH upraveno kyselinou
fosforecnou na 5,5. Tento sytém je navic jesté neslucitelny
s detekci MS. Prace se tedy dale zabyva vyvojem metody
HPLC ve spojeni s MS, kterd by umoznila identifikovat
necistoty bromhexinu. Bylo tedy nutné nahradit fosforec-
nanovy pufr v mobilni fazi a velmi vyrazné snizit prutok
MEF. Nalezené podminky byly: kolona LiChrospher 100
RP-18, 5 um, 125-4 firmy Merck s mobilni faze acetonitril
— roztok octanu amonného (0,278 g/100 ml, pH upraveno
kyselinou octovou na 5,5) 85:15, pritok 0,3 ml min~'. Za
téchto podminek byla umoznéna detekce a identifikace
nekterych pikti necistot, nicméné chromatogramy byly
velmi odli$né od chromatogramti za ptivodnich podminek.
Nyni se pracuje na tom, aby bylo mozno jednotlivym pi-
kim necistot v podminkach pro MS pfifadit piky
v piivodnich podminkach a kone¢né identifikovat jednotli-
vé necistoty nalezené pii stabilitni studii.

Problematika byla rFesena za podpory vyzkumného zaméru
MSM 0021620822.
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STUDY OF PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES
OF POTENTIAL ULTRASHORT ACTING
BETA-BLOCKERS

SIMONA KECKESOVA® , EVA SEDLAROVA®,
JOZEF CSOLLEI", and PETR MOKRY"

“ Department of Pharmaceutical Chemistry, Faculty of
Pharmacy, Comenius Univeristy, Odbojarov 10, 832 32
Bratislava, Slovakia, ® Department of Chemical Drugs,
Faculty of Pharmacy, University of Veterinary and Phar-
maceutical Sciences, Palackého 1-3, 612 42 Brno, Czech
Republic

skeckesova@fpharm.uniba.sk

The paper is devoted to the study of physicochemical
properties of some aryloxyaminopropanol derivatives , the
compounds of 2-hydroxy-3-[4-(2-fluorphenyl)-piperazin-
-1-yl]-propyl-4-[(alkoxycarbonyl)amino]benzoates, their
salts with hydrochloric acid, with one to four carbon atoms
in the alkoxy group of carbamoyl group. The structure of
studied substances was confirmed by elemental analysis,
IR, UV and mass spectra. The melting point, solubility,
surface activity, dissociation constant and some lipo-
philicity parameters i.e. — Ry values from reversed phase
thin — layer chromatography, capacity factor obtained from
HPLC and partition coefficient of studied substances were
determined. The partition coefficient was determined in
the oil-water sytem, where the oil phase was reperesented
by octan-1-ol, heptane or cyclohexane.
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R
Rl = -CHs, -Csz, -C3H7, -C4Hy

This study was supported by the Comenius University
grant No. UK/2/2008.
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P37
SYNTEZAe A ANTIFUNGALNI UCINNOST
ANALOGU PYRAZINAMIDU

DIANA KESETOVICOVA®, MARTIN DOLEZAL?,
PETRA PLASOVA® a MARCELA VEJSOVA"

 Katedra Farmaceutické chemie a kontroly [éCiv,

b Katedra biologickych a Iékaiskych véd, Farmaceutickd
fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova v Praze,
Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové
diana.kesetovicova@faf.cuni.cz

Vysoka prevalence invazivnich mykotickych infekei
v poslednich desetiletich je jednim z nasledkt stoupajiciho
poctu imunodeficietnich pacient. Podle studie vypracova-
né v USA patii systémové mykozy vyvolané Candidou
s mortalitou dosahujici az 40 % (cit."). Dramaticky vyvoj
1ékové rezistence mezi fungalnimi kmeny je vaznou vy-
zvou pro intenzivn&j$i vyzkum novych antimykotik®. Né&-
které analogy pyrazinamidu, konkrétn¢ 3-arylamino-2,5-
-dikarbonitrily, jiz prokézaly vysokou antimykobakterialni
a/nebo antifungalni uginnost v predchazejici studii’.
V souladu se zjiSténymi zavislostmi mezi strukturou
a aktivitou sloucenin byla tato studie zamétena na syntézu
novych N-substutituovanych 3-amino-5-kyanopyrazin-2-
-karbox-amidd a odpovidajicich karbothionamidii. Obecna
struktura pfipravenych sloucenin je znidzornéna niZe uve-
denym vzorcem. Antifungalni ucinnost byla hodnocena in
vitro na nasledujicich kmenech hub: Candida albicans,
Candida tropicalis, Candida krusei, Candida glabrata,
Trichosporon asahii, Trichophyton mentagrophytes,
Aspergillus fumigatus a Absidia corymbifera. Aktivita
sloucenin byla porovnavana s t€innosti flukonazolu, ktery
byl pouzit jako standard.

N
g
-

X =-NH-, -NH-NH- Z=0S8 R=Cl, Br, F, NO,, OCF,, CF,, CH;

Vyzkumny zameér byl podporen z grantu MSM002160822.
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P38

CHARAKTERIZACIA NOVOIZOLOVANYCH
POTENCIALNE PROBIOTICKYCH KMENOV
Lactobacillus reuteri

HANA KINOVA SEPOVA, ANDREA BILKOVA
a LYDIA BEZAKOVA

Katedra bunkovej a molekuldrnej bioldgie lieciv, Farma-
ceuticka fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave,
Kalinc¢iakova 8, 832 32 Bratislava, SR
kinovasepova@fpharm.uniba.sk

Lactobacillus reuteri je G+, nesporulujica, kataldza
negativna, palickovita, fakultativne anaerébna, obligatne
heterofermentativna baktéria. Kmene L. reuteri vykazuju
pozitivne ucinky na lPudsky a zvieraci organizmus, pouZzi-
vaju  sa probiotickych pripravkoch. Pre pouzitie
v humannej a veterinarnej medicine je potrebné novoizolo-
vané baktérie identifikovat’ a charakterizovat’ na kmenovej
arovni.

Tri novoizolované baktérie ziskané zo zaltidocnej
sliznice jahnata (E) a kozl'ata (KO4m a KOS5) chovanych
na mliecnej strave boli pomocou sekvenovania Casti ich
16S rDNA, amplifikovanych metédou polymerdzovej re-
tazovej reakcie (PCR), a porovnanim ziskanych sekvencii
so znamymi sekvenciami v GenBank identifikované ako L.
reuteri. Pre overenie tychto vysledkov bola pouzitd kombi-
nacia druhovo- a rodovo-pecifickych PCR primerov’,
ktoré umoznili vznik charakteristického produktu (1100
bp) v L. reuteri. Vznik tohto produktu sme zaznamenali
u vSetkych troch baktérii, vratane zbierkového kmena L.
reuteri CCM 3625. U baktérii inych druhov a rodov vzni-
kali nespecifické PCR produkty. Na kmenové rozlisenie
novych izolatov L. reuteri bola pouZitd metéoda PCR s
primermi zasahujucimi do medzigénovej oblasti medzi
génmi pre 16S a23S rDNA, ,,internal transcribed spa-
cer“ (ITS)%. Tieto medzigénové oblasti vykazuju vacsiu
variabilitu v dizke a sekvencii nukleotidov ako gény pre
16S rDNA. Po elektroforetickej separacii v agar6zovom
géli sa profily PCR produktov 3 novych izolatov L. reuteri
lisili poc¢tom a velkost'ou pasikov. Na zaklade ziskanych
vysledkov usudzujeme, Ze sa nam podarilo izolovat’ tri
rozlicné kmene druhu L. reuteri. Rovnakym testom sme
podrobili aj izolat KO4b (z kozl'at’a), ktory nebolo mozné
jednoznacne identifikovat’ na urovni druhu.

Praca bola podporend grantami VEGA MS SR 1/4290/07
a UK/42/2008.
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P39
STANOVENIE ANTIOXIDACNEJ AKTIVITY

A OBSAHOVYCH LATOK ROZNYM SPOSOBOM
PRIPRAVENYCH VODNYCH EXTRAKTOV

Z KONAROV A LISTOV Ligustrum vulgare L.

ZUZANA KONTSEKOVA, PAVEL MUCAJI
a MILAN NAGY

Katedra farmakognozie a botaniky, Farmaceuticka fakulta
Univerzity Komenského, Odbojarov 10, 832 32 Bratislava,
Slovensko

kontsekova@fpharm.uniba.sk

Antioxida¢na aktivita', resp. scavengerova aktivita,
ma dolezity podiel na niektorych biologickych ucinkoch
druhov rodu Ligustrum, napr.: u¢inok na kardiovaskularny
systém’, imunomodulaény’® a iné uginky. Antioxidatna
ucinnost’ je podmienena Sirokym spektrom obsahovych
latok, z ktorych najucinnejsie st zliceniny fenolického
a terpénového typu.

Pripravili sa 3 typy vodnych extraktov z kondrov
a listov Ligustrum vulgare L. (1 — droga zaliata vriacou
vodou a extrahovana 15 minut pri laboratornej teplote, 2 —
droga zaliata vriacou vodou, extrahovand 15 minGt pri
laboratornej teplote a nasledne 5 minut na vriacom vod-
nom kupeli, 3 — droga zaliata vriacou vodou, extrahovana
15 minut pri laboratornej teplote, nasledne 5 minut na vria-
com vodnom kupeli a 45 mintt pri laboratérnej teplote),
v ktorych sa stanovili obsahové latky typu flavonoidov,
fenolovych glykozidov, hydroxyskoricovych derivatov
a trieslovin. V jednotlivych extraktoch sa pomocou FRAP
metddy stanovovala antioxidand aktivita jednotlivych
vzoriek. Aktivita extraktov z listov je vysSia ako aktivita
extraktov z konérov, pricom pri oboch drogéach boli najak-
tivnejSie extrakty pripravené podla postupu €. 2., najmenej
aktivne boli extrakty pripravené 1. postupom. V extraktoch
sa zistil niekolkonasobne vyssi obsah vsetkych vysSie
uvedenych obsahovych latok v listoch Ligustrum vulgare
L. ako v konaroch. V oboch pripadoch je najvyssi podiel
fenolovych glykozidov a hydroxyskoricovych derivatov
v extraktoch pripravenych podla postupu ¢. 2, ¢o koreluje
so zistenou antioxidacnou aktivitou.

Praca bola podporena grantmi VEGA 2/0083/08
a 1/3411/06.
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P40
TESTOVANi NOVE SYNTETIZOVANYCH I:ATEK
ZE SKUPINY ARYLOXYPROPANOLAMINU

HANA KOTOLOVA?, MICHAL KARPISEK?,
PETER KOLLAR? JOSEF KRCMAR?, GABRIELA
PRAZANOVA®, ZUZANA PIEKUTOWSKA?,
TOMAS GONEC” a PAVEL SUCHY*

“ Ustav humanni farmakologie a toxikologie, * Ustav che-
mickych léciv, Farmaceuticka fakulta, Veterindrni

a Farmaceuticka univerzita Brno, Palackého 1/3, 612 42
Brno

kotolovah@vfu.cz

Testovali jsme nové syntetizované latky ze skupiny
aryloxypropanolaminti s potencialnim agonistickym 0¢in-
kem na B3-adrenergnich receptorech, vyvinuté na Ustavu
chemickych 1é¢iv FaF VFU Brno. Soubor zahrnoval
50 laboratornich inbrednich mysi C57Bl/6J SPF, samciho
pohlavi, stafi (5 tydnd) a hmotnosti (19+1g). Po tydenni
aklimatizaci byl soubor rozdélen metodou ndhodného vy-
béru do péti skupin »=10. Skupina-kontrolni/intaktni (N)
byla krmena standardni dietou (SPF M1), dalsi 4 skupiny
byly krmeny specidlni hypertu¢nou/hypercukernou dietou.
Z téchto skupin byla jedna skupina kontrolni/tu¢na (T).
Dals$im skupindm byly do vysoce energetické diety pfimi-
chany tii nové syntetizované latky (A=C23H31CIN207,
B=C24H33CIN207, C=C22H29CIN207) v mnozstvi
10 mg/1 kg diety. Po sedmi tydnech byla zvifata usmrcena
cervikdlni dislokaci a naslednou dekapitaci, z kazdého
zvitete byly odebrany vzorky jaterni tkan¢ a krev. Sledo-
vané morfologické zmény v fezech jaterni tkdn¢ barvené
hematoxylin — eosinem byly hodnoceny semikvantitativng.
Hodnota steatotickych zmén byla stanovena z kryofezi,
barvenych olejovou Cerveni. Histologicky obraz skupin N
a T byl oznacen jako referencni. Obraz skupiny N — odpo-
vidal ptedpokladu nevyraznych zmén histologie jaterni
tkang, jaterni struktura byla zachovana. Skupina T — se
vyznacovala zvySenou aktivitou Kupferovych bunék, vy-
skytem granulocytarnich agregatu, steatdza byla pozorova-
na ve vSech hepatocytech. Vyskyt polyjadernych hepato-
cyti sveédcil o reparacnim procesu. Skupina A vykazovala
ojedinélé reaktivni zmény jaterni tkang, steatoza byla redu-
kovéana oproti referencni skupiné T o 25 %. Skupina B
vykazovala silné reaktivni zmény jaterni tkané, byla za-
znamenana degenerace hepatocytd, polyjaderné a megaja-
derné hepatocyty, nekroticka loziska a granulomy. Steato-
za byla redukovana oproti referencni skupiné T o 5 %.
Skupina C — vykazovala minimalni hodnoty reaktivnich
zmeén jaterni tkané, steatdza byla redukovana oproti refe-
ren¢ni skupiné T o 2 %.
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COMPARISON OF METAL BIOACCUMULATING
CAPACITY OF SOME MEDICINAL PLANTS

KATARINA KRA;:OVA, and ELENA
MASAROVICOVA

Institute of Chemistry, Faculty of Natural Sciences,
Comenius University, Mlynska dolina, 842 15 Bratislava,
Slovak Republic

kralova@fns.uniba.sk

Some medicinal plants are able to accumulate consid-
erable amounts of toxic metals in their plant organs'?. For
the study of Cd, Zn, Cu and Se accumulation three model
medicinal plants: Hypericum perforatum L., Matricaria
recutita L. and Salvia officinalis L. we used. The plants
were cultivated in hydroponics under controlled condi-
tions. The metal compounds were applied in the concentra-
tion range 12—-60 umol dm™ (Cd, Cu) or 12—120 pmol dm™
(Zn). Bioaccumulation factors (BAF) were calculated and
evaluated. Effectiveness of metal translocation from roots
into the shoots was expressed by translocation factors
(TF).

H. peforatum plants treated with 12 pmol dm™ Cd
(NO;), accumulated 1792 ug Cd g™' d.m. in roots, 220 pg
Cd g d.m. in shoots and 290 pg Cd g™' d.m. in leaves.

M. recutita plants treated with metal compounds
(12-60 pmol dm™) accumulated more Cd, Zn and Cu in
the roots than in the shoots. The accumulated metal
amount increased with the increasing compound concen-
tration in hydroponic solution. The highest TF was ob-
served for Zn, the lowest one for Cu (Table I).

Table I
Values of TF related to tested metals
C [umol dm™] cd Zn Cu
12 0,204 0,788 0,116
24 0,309 0,839 0,055
60 0,447 0,715 0,051
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In S. officinalis plants oxidation state of Se in the
studied Cd and Zn compounds (MSeO4 or MSeO;) af-
fected not only the toxic effect of these compounds, but
also the uptake and translocation of Cd and Zn into the
shoots. TF determined for

CdSeO4 was higher than that for CdSeO; but ZnSeO;
application caused more effective Zn translocation into the
shoots than ZnSeO,.

This study was financially supported by the Scientific
Grant Agency VEGA of Ministry of Education of Slovak
Republic and Slovak Academy of Sciences, grant No.
1/3489/06.
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Polygonum lapathifolium — PERSPEKTIVNI ZDROJ SYNTEZA A BIOLOGICKE HODNOCENI
PRIRODNICH LATEK S CHEMOPROTEKTIVNI PYRAZINOVYCH ANALOGU
AKTIVITOU HALOGENCHALKONU
RENATA KUBINOVA?, KAREL SMEJKAL?, MARTA KUCEROVA-CHLUPACOVA?, VERONIKA
TOMAS BARTL" a ANDREA VALASKOVA® TYLLOVA?, VERONIKA OPLETALOVA?,

MARCELA VEJSOVA” a JIRI KUNES®
“ Ustav prirodnich léciv, FaF, VFU, Palackéhol-3, 612 42

Brno, ® Ustav chemickych lé¢iv, FaF, VFU, Palackéhol-3, “ Katedra farmaceutické chemie a kontroly léciv, Farma-
612 42 Brno ceuticka fakulta v Hradci Kralové, Universita Karlova
kubinovar@vfu.cz v Praze, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralove,
b Katedra biologickych a Iékaiskych véd, Farmaceuticka

Polygonum lapathifolium (Polygonaceae) je bylina fakulta v Hradci Kraloveé, Universita Karlova v Praze,
s lodyhou pfimou, plazivou az vystoupavou, vétvenou, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Krdlové, © Katedra
zelenou az nacervenalou, Casto sroztrouSenymi Cernymi anorganické a organické chemie, Farmaceuticka fakulta
teCkami nebo skvrnami. Listy ma vej¢ité, kopinaté, vzac- v Hradci Kralové, Universita Karlova v Praze, Heyrovské-
ngji Carkovité. Kvéty bélavé zelené nebo ridzové ho 1203, 500 05 Hradec Kralové
v lichoklasech. V Ceské republice je rozsifen hojné po Marta.Kucerova@jfaf-cuni.cz
celém uzemi i v horskych oblastech. Obsahuje tiisloviny,
flavonoidy, hof¢iny, organické kyseliny, silice, vosky, V rdmci vyzkumu na naSem pracovisti jsou dlouhodo-
vitamin C a mineralni latky. V lidovém IécCitelstvi se sbira bé syntetizovany derivaty a analogy chalkontl, pfirodnich
nat’ a su$i se v temnu teplotou do 45 °C. Droga je adstrin- prekurzori flavonoidi. Na zakladé predchozich vysledku
gens, pomaha rozpoustét mocové kaménky a piisobi desin- s chlorovanymi  derivaty', byly pfipraveny Claisen-
fekEn& na mocové cesty. Z rostliny byly ziskany fenylpro- Schmidtovou kondenzaci pyrazinové analogy bromova-
panoidni estery sukrozy: lapathosidy, hydropiperosidy, nych chalkont I. Latky byly ziskany vyhradné jako FE-
vanicosidy (protinadorova aktivita in vitro i in vivo), rost- isomery v relativné malém vytézku a byly popsany teplo-
linné kyseliny: kyselina kavova, kyselina galova tou tani, IR a NMR spektry. Nasledn¢ bylo provedeno
(antioxidacni aktivita), chalkony: cardamonin (cytotoxicka hodnoceni antifungdlni aktivity a antimykobakteridlni
aktivita), flavanony: pinostrobin (indukce apoptdzy), taxi- testovani probiha.
folin (chemoprotektivni aktivita), isoflavanony: lapathinol
a flavonoidni glykosidy: rutin, hyperosid, kvercitrin, o
isokvercitrin (antioxidaéni aktivita)'~. NS =

Vzhledem k rozmanitému spektru obsahovych latek R JIN/ B

a zajimavé biologické aktivité byla droga podrobena fyto-
chemické analyze. V droze byly pomoci HPLC/DAD
a HPLC/MS indentifikovany kyselina galova, kyselina IR = alkyl
skoficovd, kyselina p-hydroxybenzoovd, Kkyslina p-

kumarova, taxifolin, rutin, kvercitrin, isokvercitrin, hy- Tato prace vznikla za podpory Vyzkumného zaméru MSM
perosid a astragalin. Pomoci sloupcové chromatografie 0021620822.

a preparativni HPLC bylo vyizolovano 40 mg substituova-

ného 5,7-methoxyflavanonu, 30 mg substituovaného 2’- LITERATURA

-hydroxy-4’,6’-dimethoxychalkonu (pravdépodobné pre- 1. Chlupacova M., Opletalova V., Kune$ J., Silva L.,
kurzor flavanonu), 1 mg pinostrobinu, 5 mg flavonoidniho Buchta V., Duskova L., Kralova K.: Folia Pharm.
glykosidu, 1 mg isoflavonoidu a 10 mg derivatu kyseliny Univ. Carol. 33, 31 (2005).

skoficové. Na identifikaci neznamych struktur se pracuje,
nekteré pravdépodobné budou poprvé vyizolovany z druhu
Polygonum lapathifolium.

LITERATURA

1. Takasaki M., Kuroki S., Kozuka M., Konoshima T.: J.
Nat. Prod. 64, 1305 (2001).
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CHAMOMILE SENSITIVITY TO Cd AND Zn
APPLICATION

MARIE KUMMEROVA®, DANIELA BARAKOVA?,
KATARINA KRAEOVA® a ELENA
MASAROVICOVA®

“ Department of Plant Physiology and Anatomy, Faculty of
Science, Masaryk University, Kotlarska 2, 611 37 Brno,
Czech Republic,  Institute of Chemistry, Faculty of Natu-
ral Sciences, Comenius University, Mlynskd dolina,
842 15 Bratislava, Slovak Republic
kumerova@sci.muni.cz , kralova@jns.uniba.sk

It was found that Zn application to the soil can de-
crease Cd accumulation in chamomile plants"2 This study
was focused on the investigation of increasing concentra-
tion of Zn (12, 60, 120, 180 pmol dm™), 12 pmol dm™ Cd
and of their combinations on growth and development of
chamomile (Matricaria recutita L.) plants cultivated in
hydroponics. Phytotoxic effect of simultaneously applied
metals was very low confirming high tolerance of chamo-
mile to Cd and Zn. The application of 12 umol dm™ Cd
significantly reduced the content of photosynthetic pig-
ments (chlorophyll a, chlorophyll b, carotenoids), but an
addition of Zn did not affect significantly these photosyn-
thetic parameters. The results also confirmed significant
reduction of root respiration rate and reduction of maximal
fluorescence quantum yield by higher concentration of
zinc as well as by 12 pmol dm™ Cd.

The content of Cd and Zn in plant organs increased
with increasing metal concentration in the external solu-
tion. Higher amount of Cd was accumulated in root,
whereas the content of Zn in root and shoot was approxi-
mately identical. The presence of 12 pmol dm™ Cd in-
creased accumulated Zn in chamomile roots and caused
considerable decrease of Zn translocation into the shoots
(Table 1), high Zn concentrations increased Cd shoot con-
centration in chamomile plants.

Table I
Zn content in chamomile shoots

Konference SAL 2008

C [umol dm™] Zn content [mg kg ']

Zn Zn+Cd
0 99 47
12 246 132
60 478 317
120 720 469
180 823 293

This study was financially supported by the Grant Agency
VEGA of Ministry of Education of Slovak Republic and
Slovak Academy of Sciences, grant No. 1/3489/06.
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POLARIMETRICKE SLEDOVANIE STABILITY
EFEDRINU

RENATA HORAKOVA, ZUZANA KYSELOVA,
IVETA PECHOVA a EVA HALGOSOVA

Katedra chemickej teorie lieciv, Farmaceuticka fakulta
UK, Kalinciakova 8, 832 32 Bratislava, SR
horakova@fpharm.uniba.sk

Chirdlne lieCivo efedrin — (1RS,2SR)-1-fenyl-2-(metyl-
amino)propan-1-ol je alkaloid rastlinnej drogy druhov rodu
Ephedra. Je sucastou liekov indikovanych v terapii ocho-
reni dychacich ciest, astmy, alergickych ochoreni a narko-
lepsie. Vzhl'adom k riziku vzniku zavislosti sa v sucas-
tnosti jeho pouzivanie obmedzuje. Efedrin patri medzi
stimulancida fenylaminopropanolového typu avo svojej
Struktire obsahuje dva asymetrické atomy uhlika. Vytvara
4 optické izoméry, z ktorych erytro usporiadanie substitu-
entov na asymetrickych centrach sa nazyva efedrin a treo
usporiadanie pseudoefedrin. Efedriny a pseudoefedriny sa
vyskytuju v enantiomérnych formach ako (-) a (+) efedrin

a (-) a (+) pseudoefedrin.
*

HO—C—H H—C ™ oH
HsC —HN —C* H—C*NH-CH,
C‘Ha éH3

1R,25-(-)-efedrin 1S,2R-(+)-efedrin

V préci bola sledovana stabilita efedrinu polarimetric-
ky meranim Specifickej optickej otacavosti. Pre stanovenie
boli vybrané dve formy efedrinu, efedrin — baza (EPH)
v IM kyseline chlorovodikovej a efedriniumchlorid
(EPH.HCI) v destilovanej vode. Roztoky boli uchovavané
pri teplotach 6, 22, 40 a 80 °C. Vplyv teploty na stabilitu
roztokov efedrinu bol graficky vyhodnoteny ako zavislost’
Specifickej optickej otacavosti od Casu. V hodnotenych
Casoch sa roztoky efedrinu ukazali ako stabilné a hodnota
zmeny Specifickej optickej otacavosti sa menila v rozsahu
len 1-3 °.

Problematika bola riesend za podpory grantov VEGA
¢ 1/1198/04 a 1/3416/06.
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HODNOTENIE LIPOFILITY POTENCIALNYCH
NOOTROPIK

ANNA LISKOVA, ZUZANA SLIVOVA a TOMAS
BARTL

Ustav chemickych léciv, Farmaceutickd fakulta, Veterindr-
ni a farmaceuticka univerzita Brno, Palackého 1-3, 612 42
Brno

liskovaa@vfu.cz

Ciel'om predlozenej prace bolo hodnotenie lipofility
u 7-substituovanych derivatov teofylinu obsahujucich
laktamovy fragment, ktoré boli nasyntetizované na UCHL
ako zluceniny s potencialnou schopnostou zlepsovat’ kog-
nitivne funkcie. Lipofilita lie¢iv ovplyviiuje rychlost’ trans-
portu a permedcie lieCiv cez membrany, je v priamom
vztahu krozpustnosti latky vo vode ajej entropickym
prispevkom k tvorbe vézieb. Jej hodnotenie je vyznamnou
stCastou predformulaénych Stadii novych potencidlnych
liegiv'.

Distribuény koeficient bol stanoveny metddou
,,shake-flask®, pricom vodnou fazou bol tlmivy roztok
spH7 a organickou fazou 1-oktanol. Tri latky
zo Studovanych 16 zlGcenin neboli rozpustné vo vode
apreto bol vtomto pripade za hydrofilni fizu zvoleny
systém voda/metanol. Hodnoty logP boli odvodené
z rozdielov absorbancii nameranych u jednotlivych vzo-
riek pred a po vytrepani do oktanolu.

Lipofilita latok stipala jednak s poctom uhlikov
v spojovacom ret’azci, jednak so zvé¢Sovanim postranného
heterocyklického kruhu. Osobitnii skupinu latok tvorili
zliéeniny obsahujlice ako spojovaci ret'azec izopropionyl
a tato skupina zlicenin sa javila v porovnani s latkami, kde
bol spojovacim retazcom propionyl, ako lipofilnejSia.
Hodnoty log P vsetkych Studovanych latok boli nizsie ako
2, preto sa da predpokladat’ ich pomerne nizka toxicita.

LITERATURA
1. Prochazka I.: Ces. a Slov. Farm. 52, 99 (2002).
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STUDIUM FYZIKALNO-CHEMICKYCH
VLASTNOSTI FENYLKARBAMATOV

S VYUZITIM SOFTVEROVYCH PREDIKTO-
ROVYCH NASTROJOV

IVAN MALIK, JOZEF CIZMARIK, VERONIKA
MURINOVA a FILS ANDRIAMAINTY

Katedra farmaceutickej chémie, Farmaceuticka fakulta
Univerzity Komenského, Odbojarov 10, 832 32 Bratislava,
Slovensko

malik@fpharm.uniba.sk

V ramci komplexného §tadia vztahov medzi chemic-
kou Struktarou, fyzikdlno-chemickymi vlastnostami
a lokalne anestetickou aktivitou fenylkarbamatovych zltce-
nin boli v rdmci série piperidinometylesterov kyseliny 2-, 3-
alkoxyfenylkarbamovej (Schéma 1) vypoctovymi procedi-
rami predikované hodnoty rozdelovacich koeficientov
(resp. log P) pre ststavu oktan-1-ol/voda pouzitim atom-
aditivnych (XLOGP 2.0) a fragmentovych metéd (AB/
LogP, COSMOfrag, miLogP 2.2, KowWin, CLOGP 4.0,
ACD/LogP, Marvin LogP, Virtual LogP, SPARC LogP),
resp. aplikdcii zaloZenych na baze neurénovych sieti
(ALOGPs 2.1, AC LogP); povrchovych aktivit
(ChemSketch 10.02) a disocia¢nych konstant (Marvin,
SPARC 4.1).  Ziskané  vystupy boli  korelované
s experimentalne stanovenymi udajmi s ur¢enim akcepto-
vatel'nych vypoctovych postupov.

QHTO\/O

R
R = 0OCyH,, az OC,H,; v o- alebo v m-polohe

Schéma 1. Chemicka $truktira $tudovanych zlic¢enin

Uvedenda prdaca vznikla s grantovou podporou VEGA
1/4291/07.
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nérni a farmaceutickd univerzita Brno, ® Ustav humdnni
farmakologie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta, Veteri-
ndrni a farmaceuticka univerzita Brno

coufa@volny.cz

V ramci analytické sekce na tistavu chemickych 1é¢iv
probiha hodnoceni analytickych vlastnosti nové priprave-



Chem. Listy 102, s179-s264 (2008)

nych sloucenin — potencialnich 1é¢iv, ptip. hodnoceni bio-
logickych vlastnosti in vitro separaénimi analytickymi
metodami a to HPLC (high performance liquid chromato-
graphy) a kapildrni elektroforézou (CE — capilary electro-
phoresis).

Latky, které jsme testovali, jsou N-isopropyl-(2RS)-
-[2-hydroxy-3-(1-naftyloxy)propylJamoniumchlorid (R,S-
-propranolol, S-propranolol) a isomery nov¢ syntetizované
latky oznacené pracovnim nazvem 444. Latka je ze skupi-
ny potencidlnich 1é¢iv vyuzivanych v kardiologii pro
zvladnuti akutnich stavii.

HNTO\/\/CHS
o
Chemicka struktura latky 444

Byla vypracovana a optimalizovana metoda pro sta-
noveni propranololu kapilarni elektroforézou. Byly sestro-
jeny kalibra¢ni ktivky propranololu a latky s pracovnim
nazvem 444 pro HPLC a CE astanoven detekcni limit
obou latek pro CE.

Pokusné skupin€¢ potkantt kmene Wistar samciho
pohlavi bylo aplikovéno lé¢ivo (R,S-propranolol, S-pro-
pranolol, optické izomery 444) av casovych intervalech
1,2,3,5,10 a 15 minut jim byla odebrana krev. Vzorky byly
dale upraveny: vytiepany do dichlormethanu, odpafeny
anasledn¢ rozpuStény v jiném rozpousStédle (methanol,
voda). Byla zméfena koncentrace 1é¢iva (R,S-propranolol,
S-propranolol, 444) pomoci HPLC i CE. Vysledky byly
zpracovany a byla sestrojena zavislost mnozstvi 1éCiva
v krevnim séru na dobé€ od podani 1éCiva.

Tato prace vznikla za podpory grantu 1GA VFU
¢.140/2008/FaF a grantu GA CR ¢. 305/06/0863.
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DIRECT DETERMINATION OF CELIPROLOL IN
HUMAN URINE BY ON-LINE COUPLING OF
ELECTROPHORETIC METHODS WITH DIODE
ARRAY DETECTION

KATARINA MARAKOVA?, PETER MIKUS?, JOZEF
MARAK?", IVA VALASKOVA® a EMIL HAVRANEK®

“ Katedra analytickej chémie a nukledrnej farmdcie, Far-
maceuticka fakulta, Univerzita Komenského, Odbojarov
10, 832 32 Bratislava, " Katedra analytickej chémie, Priro-
dovedecka fakulta, Univerzita Komenského, Mlynskd Doli-
na CH-2, 842 15 Bratislava, Slovenska Republika
marakova@fpharm.uniba.sk

The present work illustrates possibilities of on-line
column coupling of capillary isotachophoresis with capil-
lary zone electrophoresis combined with diode array detec-
tion (ITP-CZE-DAD) for the direct determination of trace
drug (celiprolol) in clinical human urine samples. In this
combination of electrophoretic methods, ITP served as an
ideal injection technique (high sample load capacity, nar-
row and sharp drug zone) for CZE. Moreover, the ITP
provided an effective on-line sample pretreatment
(preseparation, purification and preconcentration of the
drug) producing analyte zone suitable for its direct detec-
tion and quantitation in CZE stage. Spectrometric detec-
tion (DAD) in comparison with single wavelength UV
detection enhanced value of analytical information by (i)
verifying purity of drug zone (according to spectrum pro-
file) and (i) indicating zones/peaks with spectra similar to
the drug spectrum (potential metabolites). Distinguishing
the trace analytes signals superposed on the baseline noise
was provided with sufficient reliability (for this purpose
the background correction and smoothing procedure had to
be applied to the raw DAD spectra). The proposed ITP-
CZE-DAD method was characterized by favorable per-
formance parameters (sensitivity, linearity, precision, re-
covery, accuracy, robustness, selectivity) and successfully
applied in pharmacokinetic study of celiprolol.

Tato praca vznikla za podpory grantov Slovenskej gran-
tovej agentury pre vedu ako granty VEGA cislo 1/0003/08,
1/4299/07, FaF UK/19/2007, a Slovenskej grantovej
agentury 1/3558/06.
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FORMULACE, PRI’PRAVAO A HODNOCENI]
TOPIQKYCH PRIPRAVKU OBSAHUJICIiCH
VCELI PRODUKTY

RUTA MASTEIKOVA® ZUZANA CHALUPOVA?,
KRISTINA RAMANAUSKIENE", ZENONA
KALVENIENE” a JURGA BERNATONIENE"

“ Ustav technologie 1ékii, Farmaceutickd fakulta, Veteri-
narni a farmaceuticka univerzita Brno, Palackého 1/3, 612
42 Brno, Ceskd republika, * Katedra technologie lékit a
socialni farmacie, Farmaceuticka fakulta, Kaunasska uni-
verzita mediciny, Mickeviciaus 9, Kaunas, Litva
masteikovar@vfu.cz

V¢eli produkty jsou jiz po staleti pouzivany
k preventivnim a 1éCebnym ucelim. Jsou charakteristické
Sirokym spektrem U¢inkli a hodi se pro rizné aplikacni
cesty. Pozitivni vliv v¢eliho vosku na lidskou kiizi je zndm
jiz od pradavna a byl potvrzen i fadou soucasnych védec-
kych praci. Jako pomocn4 latka mé vceli vosk nesmirnou
vyhodu z hlediska stdlosti, proto byl zvolen jako jedna
z konstitutivnich latek pro planovanou ftadu topickych
polotuhych piipravki. Dalsi soucasti zdkladl byly rostlin-
né oleje, a to oleje olivovy, mandlovy a kakaovy. Rada
zahrnuje pfipravky uréené k aplikaci na rty, kizi rukou ¢i
nohou, popf. kizi néjakym zpisobem narusenou.

Hlavni G¢innou slozkou ptipravkd je propolis, coz
je pryskyfice obsahujici fadu biologicky aktivnich latek,
které jsou zodpov&dné za Siroky spektrum ucinku. Dalsi
zkoumanou biologicky aktivni slouceninou je vceli med.
Vyvijené piipravky se hodnotily organolepticky (vzhled,
barva, vuné, roztiratelnost, chut) a mikroskopicky
v zavislosti na podminkach uchovavani. Mikroskopicky se
hodnotila jak wvnitini struktura samotnych zékladd, tak
i velikost Castic vnitfni faze pripravkd, tj. velikost Castic
vody (u krémti), hustého propolisového extraktu pouzitého
pfi formulaci a medu. V propolisovém extraktu a vybra-
nych pfipravcich se rovnéz zjistovalo celkové mnozstvi
polyfenolti, obsah flavond a flavonolt.

Vysledky prace byly ziskany za financniho prispéni MSMT
v ramci ucelové podpory FeSeni programového projektu
vyzkumu a vyvoje E!3694 s identifikacnim kodem OE236.
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ENANTIOSELECTIVE PHARMACOKINETIC
STUDY OF AMLODIPINE IN URINE USING
ON-LINE COUPLED CAPILLARY ELECTRO-
PHORESIS SEPARATION AND DIODE ARRAY
DETECTION

PETER MIKUS, KATARINA MARAKOVA, IVA
VALASKOVA, and EMIL HAVRANEK

Department of Pharmaceutical Analysis and Nuclear
Pharmacy, Faculty of Pharmacy, Comenius University,
Odbojarov 10, 832 32 Bratislava, Slovak Republic
mikus@fpharm.uniba.sk

The present work illustrates possibilities of column
coupling capillary electrophoresis (CE-CE) combined with
chiral selector (2-hydroxypropyl-p-cyclodextrin, HP-(-
CD) and fiber-based diode array detection (DAD) for the
direct quantitative enantioselective determination of trace
drug (amlodipine, AML) in biological multicomponent
ionic matrices (human urine). Capillary isotachophoresis
(ITP) served as an ideal injection technique in CE-CE.
Moreover, ITP provided an effective on-line sample pre-
treatment before a capillary zone electrophoresis (CZE)
separation. Enhanced separation selectivity due to the
combination of different separation mechanisms (ITP vs.
CZE — HP-B-CD) enabled to obtain pure analytes zones,
suitable for their detection and quantitation. The DAD,
unlike single wavelength UV detection, enabled to charac-
terize purity of analytes zones. A processing of the raw
DAD spectra (the background correction and smoothing
procedure) was essential when a trace analyte signal evalu-
ated. Obtained results indicated pure zones of interest con-
firming effective ITP-CZE separation process. The pro-
posed ITP-CZE-DAD method was characterized by favor-
able performance parameters (sensitivity, linearity, preci-
sion, recovery, accuracy, robustness, selectivity) and suc-
cessfully applied to an enantioselective pharmacokinetic
study of AML.

This work was supported by grants from the Slovak Grant
Agency for Science under the projects VEGA No.
1/0003/08, and 1/4299/07. The authors would like to thank
Dr. Eva Kuropkova from Zentiva (Hlohovec, Slovakia) for
kind supplying the standard of Amlodipine.
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AZAFTALOCYANINY

MIROSLAV MILETIN, PETR ZIMCiK, KAMIL
KOPECKY, VERONIKA NOVAKOVA a MILADA
GRANDOVA

Katedra farmaceutické chemie a kontroly léciv, Farmaceu-
ticka fakulta v Hradci Krdlové, Univerzita Karlova v Pra-
ze, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Krdlové
miletin@faf-cuni.cz

Fotodynamicka terapie (PDT) je jedna z modernich
metod diagnostiky a terapie nadorovych onemocnéni.
Kombinuje vyuziti tfi slozek — fotosensitizéru (PS), svétla
a kysliku. PS se po absorpci svételného zateni dostava do
excitované formy, kterda muize predavat energii kysliku,
nachédzejicimu se v zdkladnim energetickém stavu.
Excitaci poté kyslik vytvari volné radikaly a silné reaktivni
singletovy kyslik, plisobici poté jako vlastni cytotoxicka
agens. Uginnost PDT zavisi nejen na mife produkce
singletového kysliku, ale také mj. na distribuci a lokalizaci
PS, ktera se lisi v zavislosti na jeho lipofilnich, resp.
hydrofilnich vlastnostech. Z prozatim vypozorovanych
z4vislosti vyplyvé, Ze kationické PS jsou lokalizovany
zejména v mitochondriich, lipofilni PS  =zistavaji
lokalizovany v bunééné membrané. Vyssi lipofilita muze
byt vyhodou pii priniku pies zevni lipofilni ochrannou
bariéru kiize, stratum corneum, coz mize byt cenné pii
aplikaci v dermatologii. V této souvislosti by potom bylo
vyhodné vyuziti PS s absorpénimi maximy nad cca
730 nm, které umoznuji PDT  pigmentovanych
prekanceroznich 1ézi a nador, které jsou dosud
pouzivanymi PS nezasazitelné.

Lipofilni PS lze prevést do aplika¢ni formy nékolika
zpusoby. Dosud nejcastéji vyuzivané jsou liposomy, dale
pak micelarni disperze. Lze vyuzit i nanoemulznich nebo
mikroemulznich systémut. Jejich vyhodou je predevs§im
moznost inkorporace PS v podstatné vyssi koncentraci.
Pred vlastni pfipravou téchto systémul je ale tfeba PS
rozpustit ve vhodném biokompatibilnim lipofilnim
rozpoustédle.

PS typu ftalocyanini a jejich azaanalogid, dfive
pfipravené na nafem pracovisti', byly rozpuitény
v polarnich lipidech. Nejlepsich vysledkti bylo dosazeno
s roztoky v triglyceridech s obsahem nasycenych mastnych
kyselin se stfedni délkou fetézce (triglycerida saturata
media, Ph.Eur.6). Tyto roztoky byly poté prevedeny na
nanoemulzni a  mikroemulzni  systétmy = pomoci
neinogennich  emulgatord, resp. surfaktantl. Jako
nejvhodnéjsi  se ukazaly mikroemulze na bazi
ethoxylovaného hydrogenovaného i nehydrogenovaného
ricinového oleje. U téchto mikroemulzi byla zméfena
absorpéni spektra, kterd prokédzala, ze PS se v nich
nachazeji v neagregované formé, coz je dulezité pro
fotodynamickou aktivitu.

Konference SAL 2008

Postery

Tato prace vzmikla za podpory vyzkumného zaméru
MSM0021620822.
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SYNTEZA POTENCIALNICH DUALNICH
ANTAGONISTU ALFA- A BETA-
ADERENERGNICH RECEPTORU

PETR MOKRY, JITKA HERMANSKA, JAN
TENGLER a JOZEF CSOLLEI

Ustav chemickych léciv, Farmaceutickd fakulta VFU Brno,
Palackého 1-3, 612 43 Brno

mokryp@vfu.cz

Antagonisté beta-adrenergnich receptorli s dudlni
aktivitou (oznaCované téZ jako beta-blokatory tfeti genera-
ce) se ukazaly byt vyhodné z hlediska klinického pouziti
diky redukci nékterych vedlejsich ucinkd jako je zvySeni
periferniho odporu po nasazeni klasickych beta-blokatorQ
a vyhodného spojeni vazodilatace s antagonistickym U¢in-
kem na sympatikus.

Cilem této experimentélni prace bylo doplnit v rdmci
studia vztahu struktury a Gc¢inku sérii polohovych isomert
derivatll aryloxyaminopropanolu, u nichZ lze ocekavat
jednak ucinek B-antiadrenergni (arylkarbonyloxyamino-
propanolovy fragment) ataké ucinek o;-antiadrenergni
(methoxyfenoxyethylaminovy substituent) — jeZ jsou pro-
kazany u analogickych sloucenin (napt. karvedilol, amosu-
lalol, eugenodilol, ferulidilol aj.). Finalni slouc¢eniny hyd-
rochloridy 2-hydroxy-3-[2-(2-methoxy- resp. 2,6-dimetho-
xyfenoxy)ethylamino]propylesterti  4-alkyloxy-karbonyl-
aminobenzoovych kyselin byly pfipraveny vicestupnovou
syntézou, jejich struktura a &istota byla ovéfena 'H-
NMR, “C-NMR, IR spektroskopii a TLC. Vysledné latky
budou podrobeny farmakologickému testovani. DalSim
cilem nasi prace je stereoselektivni syntéza jednotlivych

HN\(O
O.
R
R= -CH3Y -CszY -C3H7, -C4H9

2-OCHj, 2,6-OCH,
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enantiomerd s vyuzitim chiralnich syntonti R-(+)- a S-(—)-
2,3-epoxypropanolu.

Tato prace byla realizovana za podpory grantu IGA VFU
¢. 164/2008/FaF.

P54
VPLYV OPAKOVANYCH ZBEROV LISTOV Melissa
officinalis L. NA OBSAH CELKOVYCH HYDROXY-
SKORICOVYCH DERIVATOV A SILICE

V ZISKANEJ DROGE MELISSAE FOLIUM

MARIA MRLIANOVA, JAROSLAV TOTH,
SZILVIA CZIGLE a DANIEL GRANCAI

Katedra farmakognozie a botaniky, Farmaceutickad fakul-
ta, Univerzita Komenského v Bratislave, Odbojarov 10,
832 32 Bratislava, Slovenska republika
Mrlianova@fpharm.uniba.sk

Medovka  lekarska,  Melissa  officinalis L.
(Lamiaceae), patri medzi rastliny, ktoré je mozné zbierat’
niekol’kokrat v priebehu roka. V nasich klimatickych pod-
mienkach poskytuje medovka len dva zbery, ak sa prvy
zber urobi v odporticanej vyvinovej faze tesne pred kve-
tom, resp. pri nastupe kvitnutia.

V praci sa overuje moznost’ urobit’ prvy zber predcas-
ne a tym zvysit’ pocet zberov pocas roka. Sti€asne sa sle-
duji dolezité biologické parametre ziskaného rastlinného
materidlu a kvalita ziskanej listovej drogy (Melissae fo-
lium) na zaklade obsahu celkovych hydroxyskoricovych
derivatov vyjadrenych ako kyselina rozmarinova (THD)
a obsahu silice. THD sa stanovili metédou podl'a Sloven-
ského liekopisu (SL 1), ktory uvadza obsah THD ako kri-
térium kvality drogy Melissae folium (pozaduje
min. 4,0 %). Silica sa stanovila destildciou s vodou podla
Slovenského farmaceutického kodexu (SFK 1, pozaduje
min. 0,1 % (V/m)).

PredCasny zber vo faze rastu stonky umoznil pocas
roka tri zbery listov. V takto ziskanej listovej droge bol
obsah THD priblizne rovnaky ako pri zbere v optimalnom
termine I. zberu a droga vyhovovala poziadavkam SL 1 na
obsah THD. Aj z hl'adiska obsahu silice listova droga zo
vsetkych zberov vyhovovala poziadavke SFK 1.

Prdaca sa realizovala v ramci grantu MS SR VEGA
1/4289/07.

LITERATURA
1. Slovensky liekopis, 1. vydanie. HERBA, Bratislava
2000.
2. Slovensky farmaceuticky kodex, 1. vydanie. HERBA,
Bratislava 1996.
3. Mrlianova M., Tekel'ova D., Felklova M., Reinohl V.,
Toéth J.: Planta Medica 68, 178 (2002).
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STUDIUM OBSAHOVYCH LATEK RODU Morus

EVA MUNSTROVA, BLANKA PRUDKA, RADKA
PORIZKOVA a KATERINA CAPSKA

Ustav prirodnich léciv, Farmaceutickd fakulta, Veterindrni
a farmaceuticka univerzita v Brné,

Palackého 1-3, 612 42 Brno

evadok@seznam.cz

Cilem prace bylo studium obsahovych latek
z ethylacetatovych a vodnych extrakti z listh Morus alba
L. a Morus nigra L.. Morus alba L. je rozlozity strom po-
chézejici z Ciny a Koreje, domovinou Morus nigra L. je
zépadni Asie'. Listy zobou druhii moruie maji hojné
uplatnéni v tradi¢ni ¢inské medicing, kde se pouzivaji
k ochrang jater, zlepeni zraku a sniZeni krevniho tlaku’.
V soucasnosti se zkouma a vyuziva jejich vyrazny antihy-
perglykemicky a antioxida¢ni u€inek pfi 1écbe aterosklero-
zy, hypercholesterolemie, hypertenze a diabetu mellitu II.
typuz.

Extrakt ziskany extrakci lyofilizovanych listd Morus
alba L. a Morus nigra L. v 96% ethanolu byl dale rozdélen
mezi vzdjemné nemisitelnd rozpoustédla. Ethylacetatovy,
methanolicky a vodny podil byly analyzovany pomoci
HPLC. Ethylacetatové podily Morus alba L. i Morus nigra
L. byly déleny pomoci flash chromatografie. U obou druhd
moruSe byla zjiSténa prfitomnost flavonoidniho glykosidu
odvozené¢ho od kvercetinu — kvercetin-f-D-glukosidu.
Z ethylacetatového podilu Morus alba L. jsme dale izolo-
vali glykosid odvozeny od kempferolu — astragalin. Izolo-
vany astragalin byl podroben stanoveni antioxida¢ni akti-
vity pomoci metody postkolonové derivatizace v testu
s ABTS, v tomto testu nevykazoval zddnou antioxidacni
aktivitu. Vodné podily obou druhd moruse byly rovnéz
podrobeny stanoveni antioxidaéni aktivity pomoci metody
postkolonové derivatizace v testu s ABTS'. Oba byly vy-
razné antioxidacné aktivni, nejvétsi aktivitu vykazovala
latka se spektrem odpovidajicim kyseliné chlorogenové.
Vodné podily Morus alba L. a Morus nigra L. byly také
zkoumany na pritomnost antidiabeticky uc¢inného 1-deoxy-
nojirimycinu, jeho pfitomnost nebyla potvrzena.

LITERATURA
1. Martinovsky J., v knize: Kli¢ k urcovani stromii a
kerit, s. 207. SPN, Praha 1983
2. Katsube T., Imawaka N., Kawano Y., Yamazaki Y.,
Shiwaku K., Yamane Y.: Food Chem. 97, 25 (2006).
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P56
HODNOCENI FYZIKALNE-CHEMICKYCH
VLASTNOSTI OXIDOVANE CELULOSY

JAN MUSELIK?, MARTINA BAJEROVA?, JAN
GAJDZIOK?, RUTA MASTEIKOVA?, ZUZANA
CHALUPOVA?, PAVEL HAVELKA" a TOMAS
SOPUCH®

“ Ustav technologie lékii, Farmaceutickd fakulta, Veteri-
ndrni a farmaceuticka univerzita Brno, ® Vyzkumny tistay
organickych syntéz a.s., Pardubice, © Synthesia, a.s., Par-
dubice — Semtin

muselikj@vfi.cz

Oxidovana celulosa (OC, 6-karboxycelulosa) je bio-
kompatibilni, bioresorbovatelny a biodegradovatelny ma-
terial. Diky vysoké biosolubilit¢ a biodegradabilité, antio-
xida¢nim a rany hojicim vlastnostem piedstavuje OC
vhodny prostiedek pfi terapii krvacivych stavi v riznych
oblastech mediciny'. Vyzkum OC a jejich soli pokraduje
nejen v aplikacich hemostaticky plisobiciho absorbovatel-
ného kryti ran, ale i jako nosice 1é¢iva nebo technologicky
prinosné pomocné latky pti formulaci 1€k (tablety, mikro-
Castice, gely). Moznosti aplikace OC zavisi na mnoha fak-
torech, napf. stupni polymerizace, obsahu karboxylovych
skupin nebo na struktufe celulosy pouZité pro oxidaci.

Cilem této prace bylo zavést metody pro stanoveni
molekulovych hmotnosti s vyuzitim gelové chromatogra-
fie, stanoveni viskozity a nasledné kritické koncentrace
gelovaténi a stanoveni antioxidac¢ni aktivity. Tyto cile byly
vytyCeny s ohledem na navazujici tikoly v ramci feseného
projektu (studium hemostatickych uc¢inki, vyvoj hydrofil-
nich  gelovych  systémi, pfiprava  matricovych
a mukoadhezivnich tablet, pfiprava mikrocéstic).

Pro studium fyzikalné-chemickych vlastnosti byla
pouzita sodna sil OC. U tohoto vzorku byla zjisténa antio-
xida¢ni aktivita pii reakci s ABTS radikalem (ECsy™” =
0,086+0,004), dale byla stanovena kritickd koncentrace
gelovaténi  (c,"™” 11,51+0,06) a hodnoty M,
108,6x103 g mol™' a M,, = 46,6x103 g mol™". Polydisperzi-
ta vzorku vypocitana jako M,,/M, byla 2,3. Tyto metody
budou vyuzivany pfi hodnoceni vlastnosti riznych vzorkt
OC. Znalost téchto a dalSich vlastnosti jsou nutné predpo-
klady pro dalsi farmaceutické vyuZiti oxidované celulosy.

Tato prace vznikla za podpory projektu 2A-1TP1/073
a grantit IGA VFU Brno 21/2007/FaF a IGA VFU Brno
65/2007/FaF.

LITERATURA
1. Kollar P., Such}'/ P., Muselik J., Bajerova M., Havelka
P., Sopuch T.: Ces. Slov. Farm. 57, 11 (2008).

Konference SAL 2008

s235

Postery

P57
ANTIULCEROZNI UCINEK DERIVATU
HETROARYLAMINOETANOLU V EXPERIMENTU

JIRI NECAS", LENKA BARTOSIKOVA®, JOZEF
CSOLLEI", TOMAS BARTOSIK® a MARTIN
PAVLIK*

“Ustav fyziologie, Lékarskd fakulta, Univerzita Palackého,
Hnévotinska 3, 775 15 Olomouc, * Ustav chemickych Iéciv,
FaF VFU Brno, “ARK, FN U sv. Anny v Brné
bartosil@tunw.upol.cz

Cilem studie bylo, v rdmci preklinického experimen-
tu na laboratornich potkanech, zjistit protektivni efekt
derivatu heteroarylaminoethanoll v podminkéch poskoze-
ni zaludeéni sliznice NSAIDs.

V experimentu bylo pouzito 21 laboratornich potkand
kmene Wistar SPF, sam¢iho pohlavi, stejného stati a srov-
natelné télesné hmotnosti (250+15 g). Zvifata byla krme-
na standardni dietou anapajena vodou ad libitum. Po
7 denni aklimatizaci byla zvifata rozdélena metodou na-
hodného vybéru do 3 skupin (n=7) a byl navozen patolo-
gicky stav. Akutni gastricka leze byla vyvolana u vSech
skupin jednordzovym podanim fenylbutazonu v dévce
200 mg kg ™' peroralng. Pal hodiny pred aplikaci fenylbuta-
zonu byla 2. skupin¢ aplikovana peroralné testovand latka
a 3. skupiné€ trapenkain, latka s prokdzanym protektivnim
uc¢inkem na sliznici zaludku, 1.skupin€ (placebo), byl
aplikovan pouze roztok Avicelu. VSechna zvifata byla
usmrcena v celkové anestezii 8 hodin po podéani fenylbuta-
zonu, poté byl proveden odbér zaludku.

Vysledky studie ukazuji na vyznamny protektivni
efekt testované latky, coz je dokumentovéano histopatolo-
gickym vySetfenim. U skupiny 1é¢ené testovanou latkou,
je poskozeni zalude¢ni sliznice ve srovnani se skupinou
placebo nizsi, bez prokazatelného vyvinu ulcerace. Srov-
nani skupiny 2. a 3. neukazalo vyznamnéjsi rozdily, ani
v jedné ze skupin se nevyskytla ulcerace, pouze ve druhé
skupiné se vjednom vzorku vyskytla pocinajici eroze
avjednom pfipadé slizni¢ni haemorrhagie, ktera vsak
mohla vzniknout pfi odbéru vzorku.

Zatimco mechanismus ucinku trapenkainu je z ¢asti
znamy, mechanismus ucinku derivatu heteroarylamino-
etanolu bude pfedmétem naSich dalSich experimentélnich
praci.
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VLIV PERIFERNI{ SUBSTITUCE

NA FLUORESCENCI A PRODUKCI
SINGLETOVEHO KYSLIKU U DERIVATU
AZAFTALOCYANINU

VERONIKA NOVAKOVA, PETR ZIMCIK a KAMIL
KOPECKY

Katedra farmaceutické chemie a kontroly léciv, Univerzita
Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta, Heyrovského
1203, 500 05 Hradec Kralové

loukv2aa@faf.cuni.cz

Azaftalocyaniny (AzaPc) jsou pro své zajimavé foto-
fyzikalni a fotochemické vlastnosti nadéjnymi sloucenina-
mi pro vyuziti v mnoha oblastech, pfedevs§im ve fotodyna-
mické terapii a pii piipravé fluorescencnich sond. AzaPc
s perifernimi substituenty vazanymi pies siru, popt. kyslik,
maji vysoké kvantové vytézky fluorescence (®f)
i singletového kysliku (®,), zatimco u latek, kde jsou peri-
ferni substituenty vazany ptes dusikové atomy, klesaji
kvantové vytézky témér k nule. Cilem této prace bylo pro-
zkoumat tuto zavislost a predevs§im odhalit jeji pficinu.
Byla pfipravena série zine¢natych AzaPc liSicich se na
periferii poctem terciarnich dusikovych atomt (viz sché-
ma). Tyto latky se pfipravuji cyklizaci pfislusnych prekur-
zori metodou statistické kondenzace. Zjistili jsme, Ze opti-
malni postup pfipravy je cyklizace v prostiedi butanolatu
hofecnatého, nasledné odkoveni pomoci slabé kyseliny,
separace jednotlivych kongenerti chromatografickymi
metodami a chelatace zinecnatych kationti jednotlivymi
kongenery.

Po excitaci svétlem, dochazi k pienosu elektronti (tzv.
,,photo-induced electron transfer”, PET), ¢imz se molekula
vraci do svého zakladniho stavu. Snizuje se tak pravdépo-
dobnost vyskytu molekuly v excitovaném stavu. Z toho
plyne vyrazny pokles ®r a ®,, protoze oba tyto déje vy-
chazeji pravé z excitovanych stavli. Donorem elektront
pro PET je periferni dusikovy atom, akceptorem makrocy-
klické jadro AzaPc. PET se vyrazn¢ uplatiiuje uz pfi jed-
nom donorovém atomu na periferii makrocyklu, dva zpu-
sobi pokles ®f a @, takika k nulovym hodnotam. Pfedpo-
klad, Ze za popsané chovani je zodpovédny pravé PET,
byla podpofena nékolika dal§imi experimenty. Nepolarni
prostiedi obecné snizuje ucinnost PETu, ¢emuz odpovida
i naméfena zavislost @r a @, slouceniny 2 na polarité roz-

Rs R1
ey e
N/ 2NN 1 Ry=R,=R3=R;=Rs= S-tBu
_ J 2 R4=Ry=R3=R4= S-tBu, Rs= N(CH,CHs),
N /N 3 R4=R,=R3= S-tBu, R;=Rs= N(CH,CH,),
N z’ N 4 Ry=Ry= S-tBu, R3=R;=Rs= N(CH,CH;),
\ N/ Nk 5 Ry=Rj3= S-tBu, R,=R,=R5= N(CH,CHj3),
i 6 R4= S-tBu, R,=R3=R,=R;= N(CH,CH),
N= / =N l;l 7 R1=R,=R3=R4=Rs= N(CH,CH3),
Ra/S/N NQX\RZ
R3 R2
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poustédla. Protonizaci periferniho dusiku slouceniny 2,
kdy tento dusik ztraci schopnost donoru elektronu, doslo
k vyraznému zvyseni @ a @5, PET v tomto piipadé nepro-
biha.

Prdce vznikla za podpory Vyzkumného zaméru
¢. MSM0021620822.
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DERIVATY TRANSKARBAMU: VLIV
STRUKTURY NA AKCELERACNI AKTIVITU

MICHALNOVOTNY, KATERINAVAVROVA
a ALEXANDRHRABALEK

Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceutickd
fakulta v Hradci Kralove, UK v Praze, Heyrovského 1203,
500 05 Hradec Krdlové

Michal Novotny@faf.cuni.cz.

Transdermalni podani 1é¢iv je systémové podani 1é¢iv
ptes kiizi do krevniho ¢i lymfatického ob&hu. Jen omezené
mnozstvi 1€Civ je schopno projit ptes kuzi v dostatecném
mnozstvi k dosaZeni terapeutické koncentrace. Pri¢inou je
omezen¢ propustnd kozni bariéra, nachazejici se
v nejsvrchnéjsi vrstvé kiize — ve stratum corneum. Jedna
z moznosti prekonani této kozni bariéry je pouziti akcele-
rantl transdermalni penetrace.

Vychozi modelovou strukturou pro chemické obmény
byl transkarbam (T12). Byla studovéana akceleracni aktivi-
ta dvou sérii latek — hydrochloridid’ a karbamatt, pticemz
celkova délka fetézce — 20 uhlikii — zlistala zachovana, jen
se ménila poloha esterové vazby uprostied molekuly. Tyto
dvé série latek maji stejnou kationickou ¢ast, 1i8i se pouze
strukturou ¢asti anionické. U hydrochloridu je to chlorido-
vy anion, u karbamati je to organicky anion odvozeny od
kyseliny karbamové. Predpoklada se, Ze pravé tento karba-
matovy anion je z velké ¢asti zodpovédny za vyjimecnou
akcelera¢ni aktivitu téchto latek. Pfimé porovnani aktivit
hydrochloridti a odpovidajicich karbamatii by mélo pomo-
ci tuto myslenku potvrdit ¢i vyvratit. Celkem bylo pfipra-
veno 11 latek.

U pripravenych sloucenin jsme studovali jejich
schopnost urychlit prostup modelového 1é¢iva theofylinu
pres praseci kiizi plné tloustky. Pokusy byly provadény in
vitro pomoci Franzovy difuzni cely. Jako vehikulum jsme
zvolili 60% propylenglykol.

Vysledky permeacnich pokust potvrzuji hypotézu, ze
karbamatovy anion je pro akceleraéni ucinek dilezity.
V hodnoceni schopnosti urychlit permeaci modelového
léciva theofylinu pres kiizi byly karbamaty vyrazné ucin-
n¢&jsi. Hydrochloridy m-aminokyselin vykazaly také urci-
tou schopnost urychlit prostup latky pfes ktizi avsak pozo-
rovana aktivita hydrochloridi zfejmé souvisi s jejich povr-
chové-aktivnimi vlastnosti, které mohou vyvolat i efekt
zvyseného prichodu 1€¢iv pres zdravou kuzi.
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Prace vznikla s podporou grantu GA UK 79607/2007/B-
CH/FaF a grantu ministerstva Skolstvi MSM 0021620822.
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P60
ANTILIPOXYGENAZOVA AKTIVITA
FENAMATOV NA BAZE KOMPLEXOV MEDI(II)
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oblozinsky@jfpharm.uniba.sk

Lipoxygenazy [LOX, EC 1.13.11.12, linoleate. oxy-
gen oxidoreductase (rastlinny enzym), arachidonate: oxy-
gen oxidoreductase (zivoCisSny enzym)] patria do triedy
dioxygenaz obsahujtcich v katalytickom centre nehémové
zelezo. Katalyzuju stereoSpecificku hydroperoxidaciu po-
lynenasytenych mastnych kyselin (s cis,cis-1,4-penta-
diénovym zoskupenim) za vzniku konjugovanych opticky
aktivnych (S)/(R)-hydroperoxidov. Lipoxygenazy su zapo-
jené nielen do katabolickych drah metabolizmu lipidov,
ale 1 do signalnych procesov ako enzymy vytvarajuce in-
termediaty v biosyntéze biologicky aktivnych latok. Nad-
merna expresia a aktivita LOX je asociovana s roznymi
ochoreniami ako aterosklerdéza, reumatoidna artritida
a psoriaza. Jednou z ciest eliminacie tvorby reaktivnych
foriem kyslika a volnych radikalov v organizme je inhibi-
cia LOX, a preto st inibitory LOX povaZované za poten-
cidlne antioxidanty a skavengery volnych radikalov.

Zdrojom LOX bola cytozolova frakcia plic kralika.
Purifikovany enzym bol ziskany vysolenim siranom amon-
nym do 60% nasytenia, dialyzou, gélovou filtrdciou na
molekulovych sitach (Sephadex G-150) a hydrofébnou
chromatografiou (Phenyl-Sepharose CL-4B). Mnohotné
formy LOX boli charakterizované prostrednictvom nativ-
nej PAGE. Na testovanie antilipoxygendzovej aktivity boli
pouzité novosyntetizované zluc¢eniny zo skupiny nesteroid-
nych antiflogistik (fenamaty: kyselina meklofenamovd,
tolfenamova, niflumovad, flufenamova, mefenamova) struk-
turdlne modifikovanych na baze komplexov s Cu(Il) ato-
mom v pritomnosti vody alebo ronikolu (3-pyridyl-
metanolu), priCom ich inhibi¢ny efekt bol porovnany
s latkami bez komplexacie. Doposial’ je znamych len malo
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informacii o modifikacii aktivity latok, pri ktorych sa vyu-
zije ich ligacny potencial. To je dévod, preco sme sa veno-
vali §tadiu interakcie Cu®* i6nu s terapeuticky vyuzivany-
mi latkami, nakolko tento i6n zohrava dolezitu ulohu
v rozliénych biologickych procesoch. Skrining syntetic-
kych zlicenin s inhibi¢nou aktivitou vo¢i LOX je prino-
som z hl'adiska ich perspektivneho uplatnenia v terapii ako
potencidlnych antioxidantov a antiflogistik. Inhibi¢ny po-
tencial testovanych latok bol vyjadreny formou ICs.

Praca vznikla s podporou grantu agentiry KEGA
¢ 3/5154/07 a grantu agentury APVV ¢. 20-005504.

P61
GLUTATHION AS MARKER CONTAMINATION
OF ENVIROMENT BY HEAVY METALS

RADKA OPATRILOVA®, MARIE BORKOVA",
KRISTYNA URBANKOVA", and PETR BABULA®

“ Department of Chemical Drugs, Faculty of Pharmacy,
University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences
Brno, ” The Institute of Chemistry and Technology of Envi-
ronmental Protection, Faculty of Chemistry, Brno Univer-
sity of Technology, © Department of Natural Drugs, Fac-
ulty of Pharmacy, University of Veterinary and Pharma-
ceutical Sciences Brno

opatrilovar@vfu.cz

An increasing amount of pollutants such as heavy
metals in the environment causes organisms to activate
their detoxifying mechanisms. In plants these consist in
thiol compounds synthesis such as glutathion and phyto-
chelatins.

The aim of this paper was to monitor gluthanion
amount produced by the roots and leaves of Zea mays corn
in relation to Thallium intoxication.

New cultivation method was developed and tested.
The plant has been exposed Thallium induced stress since
germination. Two methods of extraction were used. Plant
parts were extracted to phosphate buffer of pH 7,2 and
absorbic acid solution.

Gluthanion level evaluation was done using capillary
electrophoresis; 3DCE, borate buffer pH 9,3; 20 kV; and
high performance liquid chromatography; HPLC HP
1100; colum for HPLC ABZ+", 250 mm x 4.6 mm; 5 pm
(SUPELCO); in diode array detection (DAD). For gluthan-
ion peak identification the standard addition method was
used. Exact Thallium level evaluation inductively coupled
plasma-atomic emission spectrometry (ICP-AES) was
used.

From the measured gluthanion concentration it can be
inferred that the plant contains a certain amount of glu-
thanion at any time. It is used up when a stressing agent —
Thallium in our case — is in effect. With Thallium solution
with concentration over 1 pmol 1" the production of glu-
thanion increases significantly. A greater amount of Thal-
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lium was found in the roots of the plant. Up to the Thal-
lium concentration of 5 pumol 17" in cultivating solution the
concentration in leaves did not change. With gretaer con-
centration, increase of Thallium in the leaves was ob-
served.

Thallium causes growth depression and decrease of
chlorophyll in leaves which can be sensorically observed.
These negative influences can have an impact on agricul-
tural production and can be used as an indicator of envi-
ronmental pollution.

P62
SCREENINGOVA STUDIE VLIVU NEKTERYCH
ALKALOIDU Z Eschscholtzia californica CHAM.
(PAPAVERACEAE) NA LIDSKOU
ERYTROCYTARNI ACETYLCHOLINESTERASU

LUBOMIR OPLETAL*, LUCIE CAHLIKOVA?,
VLASTIMIL DOHNAL" , MILAN KUFURST, JAN
SCHRAMLS, DANIEL JUNY, LUCIE MUSILOVA®,
JAKUB DOLEZAL® a LUDEK JAHODAR®

 Katedra farmaceutické botaniky a ekologie, Farmaceu-
ticka fakulta, Univerzita Karlova, Heyrovského 1203,
500 05 Hradec Kralové, ” Ustav technologie potravin,
Mendelova zemédélska a lesnickda univerzita, Zemédeélska
1, 613 00 Brno, © Ustav chemickych procesii AVCR, v.v.i.,
Rozvojovd 135, 165 02 Praha 6, * Centrum pokrocilych
studii, Fakulta vojenského zdravotnictvi, Univerzita obra-
ny, Trebesska 1575, 500 01 Hradec Kralové, € Katedra
biochemickych ved, Farmaceuticka fakulta, Univerzita
Karlova, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové
Lubomir.Opletal@faf.cuni.cz

Byl proveden screening suchych nadzemnich casti
akofentt  nékterych  taxon  rodu  Eschscholtzia
(Papaveraceae) (Eschscholzia pulchella, E. californica, E.
oregana, E. glauca, E. lobbii), z hlediska vlivu na lidskou
erytrocytarni acetylcholinesterasu (AChE) za pouziti auto-
biografické metody vyuzivajici TLC (acetylcholinesterasa
z elektrického uhofe, barevna reakce 1-naftolu a Fast Blue
B). Na zéklad¢ tohoto testu se jako inhibi¢né vyrazné ucin-
ny jevil taxon E. californica CHAM. (nadzemni cast
is kofeny). Primarni extrakt byl pfipraven rostliny 95%
EtOH a z n¢j byly ptipraveny vytiepky s jednotlivymi typy
alkaloidt. Z etherového vytiepku (pH~9-10) byly odd¢le-
ny alkaloidy benzofenantridinové, ostatni terc. baze byly
rozdéleny na baze, jejichz chloridy jsou rozpustné a neroz-
pustné v chloroformu a z kazdé frakce byly ziskany alka-
loidy fenolické a nefenolické. Na zékladé TLC byly
v etherovém vytfepku bazi zchloridd nerozpustnych
v chloroformu (nefenolickych) nalezeny 3 latky. Po izolaci
na silikagelu, podle t. tani, MS a NMR byly latky identifi-
kovany jako protopin (CAS 130-86-9), allokryptopin
(CAS 24240-04-8) a eschscholtzin (CAS 4040-75-9).

P1i sledovani vlivu na AChE byla pro latky jak proto-
pinového typu, tak typu pavinanového stanovena hodnota
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ICso v rozmezi 1,1-107°—4,8-10 M. Protoze hodnoty ICs,
jsou pro chelerythrin (CAS 34316-15-9) v hodnotach fado-
vé 10°M, galanthamin (CAS 1953-04-4) a huperzin A
(CAS 102518-79-6) jeste o nekolik fadh nizsi 1ze konstato-
vat, ze izolované alkaloidy nejsou zhlediska inhibice
AChKE vyznamnég G¢inné.

Tato prace vznikla za finanéni podpory GA CR
203/06/0738 a GA AVCR 144400720706.

P63

STUDIUM MICELIZACIE TENZIDOV
VYBRANYMI FYZIKALNOCHEMICKYMI
METODAMI

JARMILA OREMUSOVA a OLGA GREKSAKOVA

Katedra fyzikalnej chémie lieciv, Farmaceuticka fakulta,
Univerzita Komenského v Bratislave, Odbojarov 10, 832
32 Bratislava, SR

oremusova@yfpharm.uniba.sk

Mechanizmus UCinku celej rady lieCiv je asponl
v ur¢itom $tadiu podmieneny tvorbou prechodného asocia-
tu s prislusSnym receptorom. Rozne typy asociacii ovplyv-
nuju rychlost’ nastupu a dobu trvania tc¢inku lieciva.

Jednou z foriem vznikajtcich asociatov moézu byt
micely. KedZze micely vznikaji v roztokoch, je vhodné
poznat’ ich vlastnosti, ku ktorym patri kritickd micelova
koncentracia (CMC), velkost a tvar miciel.

CMC je uzitoénym parametrom v kvantitativnych
vztahoch Struktira-vlastnosti-aktivita (QSAR), ktory je
vhodnym nastrojom pri hladani novych efektivnejsich
lieciv.

Pre experimentalne Studium boli vybrané tenzidy —
kvartérne amoéniové soli (QAS) zo skupiny benzyldimety-
lalkylaméniumchloridov (kde alkyl predstavuje decyl-,
dodecyl-, tetradecyl- a hexadecyl-, obr. 1), vyznacujlce sa
antimikrobialnou aktivitou.

Z fyzikalnochemickych metéd boli na sledovanie
asociacnych vlastnosti Studovanych tenzidov vybrané kon-
duktometria, spektrofotometria v UV oblasti, meranie po-
vrchového napiétia, potenciometria a NMR.

Jedna z najdolezitej$ich vlastnosti tenzidov — kriticka

CHy CH, |
AN 7

Obr. 1. Struktiira Studovanych tenzidov
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micelova koncentracia bola sledovana z hl'adiska:

1. vplyvu zmeny teploty na asocidciu tenzidov,

2. vplyvu $truktiry — zmeny dizky hydrofobnej &asti
micely (alkylového ret'azca),

3. druhu pouzitej metddy stanovenia.

Z experimentalnych merani moZno konStatovat’ nasle-
dovné:
zmena teploty aj zmena Struktiry majii vyznamny
vplyv na micelizaciu Studovanych tenzidov;
vSetky pouZité experimentdlne metddy si vhodné pre
stadium micelarnych vlastnosti vybranej skupiny ten-
zidov;
namerané hodnoty CMC vybranymi experimentalny-
mi metdédami st v dobrej zhode navzajom is CMC
stanovenymi v pracach inych vedeckych kolektivov.

Praca bola realizovand v ramci grantovej ulohy 1/4295/07
VEGA MS SR.

Po4

DETERMINATION OF 5-METHYL-
TETRAHYDROFOLATE IN HUMAN SERUM BY
CAPILLARY ISOTACHOPHORESIS

PAVLA PANTlfJCKOVA and LUDMILA
KRIVANKOVA*

Institute of Analytical Chemistry, Academy of Sciences of
the Czech Republic, Brno, 602 00, Czech Republic
krivankova@iach.cz

Folate deficiency has been associated with many
physical disorders. It affects rapidly dividing cells, particu-
larly those of the bone marrow, which can lead to mega-
loblastic erythropoiesis and anemia. Women are advised to
take supplements of folic acid prior to conception and for
the first 12 weeks of pregnancy to prevent neural tube
defects such as spina bifida. Low folate levels can lead to
increased homocysteine levels, which has been identified
as a risk factor for cardiovascular disease, and deficiencies
of folate have been associated with certain cancers
(notably colon and colorectal) and, more recently, with
Alzheimer's disease in the elderly. The quantitative deter-
mination of folate in general is complicated by its naturally
low level (pg ml™" to ng ml™), instability, and tendency to
interconvert. The natural circulating folate form in human
plasma/serum is 5-methyltetrahydrofolate. This metabolite
has been directly utilized, e. g. in patients with coronary
artery disease, in cancer therapy or in patients with end-
stage renal disease.

We elaborated a fast, simple and robust capillary iso-
tachophoretic method for the determination of 5-methyl-
tetrahydrofolate in anionic mode with commercially avail-
able apparatus. With the aim to couple capillary isota-
chophoresis with mass spectrometry detection, leading and
terminating electrolytes were chosen not only to ensure
correct isotachophoretic conditions but also to meet the
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demands of optimum ionization process for mass spec-
trometry. The tested electrolyte system was composed of
10 mM NH4CIl + NH4OH of varying pH values (leading
electrolyte) and 10 mM HEPES (terminating electrolyte),
the separation proceeded in a capillary made of fluorinated
ethylene-propylene copolymer of 0.8 mm inner diameter
and 90 mm total length equipped with conductivity detec-
tion. Prior to method validation, optimum conditions were
also searched for to eliminate oxidation and decomposition
of the analyte. The concentration limit obtained under
optimized conditions was 1 mM.

5-methyltetrahydrofolate
o Hy
H
N N N
PS H
N N
H,N H H

This work was supported by the Grant Agency of the
Czech Republic, grant No 203/08/1536, by the Grant
Agency of the Academy of Science of the Czech Republic,
grants No 144 400310609 and IA4 400310703, and by the
Institutional Research Plan AV0Z40310501 of the Acad-
emy of Sciences of the Czech Republic.

OH
O\/

/:\/TOH

o

(o}

N
H
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VYVOJ LC/MS METODY PRO HODNOCENI
AKCELERANTU TRANSDERMALNI PENETRACE
TRANSKARBAMU 12 A JEHO TRi MOZNYCH
NECISTOT

IVANA PASAKOVA, JAROSLAV SOCHOR a JIR{
KLIMES

Katedra farmaceutické chemie a kontroly léciv, Farmaceu-
ticka fakulta v Hradci Krdlové, Univerzita Karlova v Pra-
ze, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Krdlové
pasai9aa@faf.cuni.cz

V soucasné dobé je vétsina klinicky uzivanych akce-
lerantli transdermalni penetrace pouzitelnd pouze pro Uz-
kou skupinu 1é¢iv, coz limituje jejich §irsi uziti. Transder-
malni podani 1éCiv pfitom nabizi vyhodnou alternativu
oproti bézné uzivanym cestam podani 1é¢iv. Stalé terapeu-
tické koncentrace 1éCiv v plazmé, nizky first pass efekt
v jatrech, nizsi vyskyt vedlejsich G¢inkd, a vysoka compli-
ence pacientd, jsou hlavnimi vyhodami transdermalniho
podani 1éCiv.

Transkarbam 12 (T12) je novym, nadéjnym akcele-
rantem, ktery vykazuje vysokou akceleracni aktivitu a
mozné vyuziti pro Siroké spektrum léciv, ktera tak mohou
penetrovat kozni bariérou.

Cilem této prace bylo nalézt vhodnou LC/MS meto-
du, pomoci které by bylo mozné hodnotit T12 a jeho tfi
mozné necistoty (kyselinu 6-aminohexanovou, dodecyl 6-
(6-amonohexan-amido) hexanoat a e-kaprolaktam).

Béhem vyvoje a optimalizace metody byly testovany
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chromatografické kolony s riznymi stacionarnimi fazemi,
aby bylo mozné pouzit izokratickou eluci. Optimalni sepa-
race vSech péti hodnocenych latek bylo nakonec dosazeno
na chromatografické kolon¢ Zorbax Sb-Aq (150 x 4,6;
3,5 um). Mobilni faze obsahovala acetonitril, vodu
a kyselinu mravenéi, pii pritoku 300 ul min~". Jako vnitini
standard byla zvolena kyselina 2-aminodekanova. Pro MS
detekci byla pouZita iontova past s ionizaci elektrosprejem
v médu snimani kladnych ionti.

Vysledkem této prace je LC/MS metoda vhodna pro
hodnoceni Cistoty i obsahu substance T12.

Prace vznikla za financni podpory vyzkumného zdméru
MSM 0021620822.

P66
MOZNOSTI RYCHLE ORIENTACNI
KLASIFIKACE FLAVONOIDU V EXTRAKTECH
NA MODULARNIM HPLC-SYSTEMU

S POSTKOLONOVOU REAKCI

JIRI PAZOUREK® a JAN MUSELIK"

“ Ustav prirodnich léciv, b Ustav technologie lékii, Farma-
ceuticka fakulta Veterinarni a farmaceutické univerzity
Brno, Palackého 1-3, 612 42 Brno

pazourekj@vfu.cz

Ze smésného kapalného vzorku (napf. methanolické-
ho extraktu) lze rychle vytipovat latky patfici mezi chela-
tujici flavonoidy: po separacnim kroku v RPHPLC systé-
mu (kolona C18, acetonitril/voda) jsou separované latky
podrobeny on-line postkolonové reakci s vybranym Cini-
dlem (chlorid hlinity, chlorid hlinity s octanem draselnym,
tetraboritan sodny apod.) a detekovany na druhém detekto-
ru s diodovym polem. Podle charakteristickych zmén
spekter separovanych pikl pred a po postkolonové reakci
lze odhadnout uspofddani né&kterych funkénich skupin
(=0, -OH) a nasledné klasifikovat typ flavonoidu'.

Modularni HPLC systém Agilent 1100 umoziuje
adaptovat jiz vyvinuté separaéni metody, tzn. rozsifit je
o postkolonovy reakeni krok. Prace ukazuje princip apara-
tury a moznosti jeji aplikace na vybranych piikladech.

LITERATURA
1. Mabry T. J., Markram K. R., Thomas M. B.: The Sys-
tematic Identification of Flavonoids. Springer-Verlag,
New York 1970.
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P67
HLEDANI ANTITUBERKULOTIK O NOVEM
MECHANISMU UCINKU

EVA PETRLIKOVA, KAREL WAISSER a JARMILA
KAUSTOVA

Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceuticka
fakulta v Hradci Krdlové, Univerzita Karlova v Praze,
Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové
Eva.Petrlikova@faf.cuni.cz

Tuberkuldza patii mezi zavazna infekéni onemocnéni.
Hrozbu predstavuji zejména multirezistentni kmeny, na
néz ucinkuji soudoba 1é¢iva malo nebo vibec. Hledaji se
proto latky s odliSnym mechanismem u¢inku od pouZiva-
nych 1é¢iv. Mezi n& patii salicylanilidy'. Nase pracovisté
se zabyvalo syntézou téchto latek jako potencidlnich anti-
tuberkulotik s odliSnym mechanismem uc¢inku. Pozdé&ji
bylo zjisténo, ze vyménou fenylu za benzyl dochazi ke
zvyseni antimykobakterialni aktivity tdchto sloudenin®”.
Cilem bylo pfipravit N-(pyridin-3-yl-methyl)-2-hydroxy-
benzamidy I a N-(pyridin-2-yl-methyl)-2-hydroxy-
benzamidy 2 a stanovit jejich biologickou aktivitu.

[0}
NH,
N SN
Oy O =N OH 1
— R
OH [0]
R
! N on , 7
= R4

U série pfipravenych derivati byla testovana in vitro
antimykobakterialni aktivita proti Mycobacterium tubercu-
losis My 331/88, Mycobacterium avium My 330/88, Myco-
bacterium kansasii My 235/80, Mycobacterium kansasii 6
509/96. Biologicka aktivita téchto sloucenin byla porov-
nana s biologickou aktivitou jiz diive syntetizovanych N-
benzylsalicylamidl. Bylo ale bohuzel zjisténo, ze zdména
benzylu za picolyl vede ke sniZeni biologické aktivity.

Projekt je casti vyzkumného projektu Ministerstva Skolstvi
a mladeze CR, No. MSM0021620822.

LITERATURA

1. Macielag M. J.: J. Med. Chem. 41, 2939 (1998).

2. Waisser K., Pefina M., Holy P., KlimeSova V., Kaus-
tova J.: Collect. Czech. Chem. Commun. 68, 1275
(2003).

3. Dolezal R., Damme Van S., Bultinck P., Waisser K.:
Eur. J. Med. Chem, v tisku.
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P68
VYVOJ METODY STANOVENI KAFRU V MASTI

PAVLA PILAROVA, PETR KASTNER, MICHAELA
VORISKOVA a JIRI KLIMES

Katedra farmaceutické chemie a kontroly léciv, Farmaceu-
ticka fakulta v Hradci Kralové, UK v Praze, Heyrovskéeho
1203, 500 05 Hradec Kralové

pavila.pilarova@faf.cuni.cz

Prace se zabyva optimalizaci metody HPLC pro sta-

noveni kafru ajeho izolaci zpfipravkl typu masti
a emulzi. Kafr se  pouzivd  jako derivans
s hyperemizujicimi ~ ucinky,  zplsobuje  prokrveni

a drazdéni kize a tim tlumi vnimani bolesti. Ma rovnéz
mirné antiseptické vlastnosti.

Hy

-0

CHs
CH3

[

Analyza byla provadéna na kolon¢ LiChrospher 100
RP-8, 5 um, 125-4 firmy Merck, mobilni faze byla smés
objemovych dili methanolu a vody. Byly zkoumany rtizné
pomery a rychlosti pritoku mobilni faze. Detekce probiha-
la pomoci spektrofoto-metrického detektoru pifi 289 nm.

Pozornost byla hlavné vénovana izolacnimu postupu,
byl riizn¢ modifikovan, aby se dosdhlo co nejvétsi vytéz-
nosti a zaroven v co nejkrat§im case. Dale byly testovany
validaéni parametry; byla ovéfena linearita, pfesnost,
spravnost, robustnost a selektivita metody pro testované
1éc¢ivo.

Problematika byla reSena za podpory vyzkumného zaméru
MSM 0021620822.

P69

STANOVENIE VYBRANYCH TAZKYCH KOVOV
A SELENU VO VNATI CESNACKY LEKARSKEJ
A LASTOVICNIKA VACSIEHO ELEKTRO-
CHEMICKOU ANALYTICKOU METODOU

ALEXANDRA PLANKOVA a EMIL HAVRANEK

Katedra farmaceutickej analyzy a nukledarnej farmdcie,
Farmaceuticka fakulta UK, Odbojarov 10, 832 32 Brati-
slava, Slovenska republika sasaplank@pobox.sk

Negativny trend vyskytu civilizaénych ochoreni
(kardiovaskularne, onkologické a iné ochorenia) a suc¢asné
poznatky vplyvu zivotného prostredia, Zivotného stylu,
stravovacich navykov a stresu na tieto choroby, su stimu-
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lom pre mnohych T'udi chranit’ si a zaujimat sa o svoje
zdravie. Azda preto mnohi z nés siahnu prave po fytofar-
makach a vyzivovych doplnkoch. Fytoterapia je uz staro-
¢ia zndma a jej vyznam, napriek sti€asnej prevahe chemic-
kych lieciv, je nesporny najma v podpornej liecbe.

Industrializdcia  a chemizacia  pol'nohospodarstva
ovplyviuje kvalitu pody, vody a ovzdusia, ¢im sa zvysuje
riziko kontamindcie rastlin toxickymi latkami, najmé taz-
kymi kovmi (Pb, Cd,...) aich zliCenin, ktoré su pre zdra-
vie ¢loveka nebezpecné uz vo vel'mi nizkych koncentra-
ciach.

Existujt vSak aj kovy, ktoré st v urcitych mnozstvach
pre ¢loveka esencialne (Se, Zn, Cu,...) a st suc¢ast’ou mno-
hych enzymovych komplexov, slizia ako ich kofaktory
a maju antioxida¢né Gcinky. Prave ich obsah v pdde, rastli-
nach a zivoc¢isnych organizmoch je dolezity a nevyhnutny.

Vyznam poznania obsahu kovov v rastlinach, ako aj
ich stanovenie v liekoch je nesporny z hl'adiska zdravotné-
ho, ekologického a v kone¢nom dosledku aj ekonomickeé-
ho.

Na stanovenie stopovych koncentracii kovov sa pou-
zivaju rozne analytické metody, z ktorych elektrochemické
patria medzi najrozSirenejSie. Medzi vhodné elektroche-
mické metddy patri galvanostaticka rozpustacia chronopo-
tenciometria. Metoda spiiia poziadavky na metody pouZi-
vané v stopovej analyze, ako su: vysoka citlivost metody
sprevadzand  dostatocnou  selektivitou,  presnostou
a spravnostou, jednoduchd preduprava vzorky, rychlost
analyzy, ako i nizke investi¢né naklady.

Prdca bola podporenda grantovou uilohou ¢. 1/4299/07
grantovou agentiirou MS SR VEGA.

P70

VPLYV KONCENTRACIE EXCIPIENTOV

NA IIJIBERACIU ANTIFLOGISTICKEHO LIECIVA
Z GELOV

MIROSLAVA POTUCKOVA, EDUARD,TICHY
VERONIKA SIMUNKOVA, ZUZANA VITKOVA,
ANDREA HALENAROVA a MARGARETA
SUBOVA

Katedra galenickej farmdcie, Farmaceuticka fakulta, Uni-
verzita Komenského, Odbojarov 10, 832 32 Bratislava,
Slovenska republika, vercimakova@fpharm.uniba.com

Gély st dermalne polotuhé lieky a tvoria vyznamnu
stCast’ liekov s lokalnym alebo systémovym ucinkom.
Vhodnym vyberom pomocnych latok pri formulacii lieku
sa da ovplyvnit’ dostupnost’ lieCiva z lieku.

V stcasnosti sa gély pouzivaju hlavne pri vyrobe
liekovych foriem na aplikaciu nosovi, o¢ntl, parenteralnu,
rektalnu, vaginalnu, oralnu, perordlnu, dermalnu ¢i trans-
dermalnu.

Ako gélotvorné pomocné latky sa pouzivaji na pri-
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pravu gélov prirodné, polosyntetické a syntetické polymé-
ry. K dal$im pomocnym ldtkam pri formulécii gélov sa
zarad’uju humektanty, konzervanty alebo enhancery.

Predmetom prispevku je vplyv vybranych pomocnych
latok aich koncentracie na liberdciu indometacinu
z gélotvorného zakladu Sepigel 305 (polyakrylamid, C3_14
isoparafin a Laureth-7), ktory sa pouziva pri priprave gé-
lov, emulzii a krémov.

Hodnotili sa gély tvorené 2 % Sepigelu 305, 1%
indometacinu, 10 % etanolu a 5-10 % propylénglykolu
alebo glycerolu s pridavkom konzervac¢nych latok. Najvy-
§8ie percento uvolneného lie¢iva bolo pri vzorke
s obsahom 2 % Sepigelu 305, 1 % lieciva, 10 % etanolu
a 10 % propylénglykolu.

Hodnotené boli aj reologické parametre, vsetky sledo-
vané gély vykazovali pseudoplasticky tok sndznakom
tixotropie alebo reopexie.

Projekt bol vypracovany za podpory grantov FaF
UK/11/2008, UK/104/2008, VEGA 1/0320/08,
UK/95/2008.
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LIPOPLEXES DNA - DOPC - GEMINI
SURFACTANTS: EFFECT OF IONIC STRENGTH

PETRA PULLMANNOVA®?, DANIELA UHRIKOVA?,
SERGIO S. FUNARI', IVAN LACKO", FERDINAND
DEVINSKY®, and PAVOL BALGAVY*

“ Department of Physical Chemistry of Drugs,

® Department of Chemical Theory of Drugs, Faculty of
Pharmacy, Comenius University, Bratislava, * HASYLAB
DESY, Hamburg

pullmannova@fpharm.uniba.sk

Lipolexes formed due to DNA interaction with cati-
onic liposomes are potential gene delivery vectors. Essen-
tial requisites to get effective transfection vectors are the
following: they must bind DNA sufficiently strongly to
reach rapidly target cells and release DNA inside them.
Surface and colloidal properties of DNA — cationic lipo-
somes determine the transfection efficiency. DNA — neu-
tral phospholipid — gemini surfactant lipolexes have shown
good transfection activity in vive'. Gemini surfactants
CsGSm contain two alkyl chains (m is the number of car-
bons in the alkyl chain) and two quaternary ammonium
groups connected by a polymethylene chain referred to as
a spacer (s is the number of carbons in the spacer). They
are efficient as antimicrobial and plasmid curing agents
too

We have examined the process of DNA condensation
by unilamellar liposomes prepared from the mixture of
dioleoylphosphatidylcholine (DOPC) and alkane-1,2-diyl-
bis(dodecyldimethylammonium bromide) (CsGS12, s=2
and 12) (CsGS12:DOPC = 0.15 mol mol™) as a function
of the ionic strength of solution in the concentration range
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0.0015—-0.25 M NaCl. The interaction was monitored by
following changes of fluorescence intensity of emission
spectra of the ethidium bromide intercalated between DNA
bases. The microstructure of lipoplexes prepared at
isoelectric point of the mixture was studied using small-
(SAXD) and wide-angle (WAXD) synchrotron X-ray dif-
fraction at the soft condensed matter beamline A2 at
HASYLAB, DESY, Hamburg. The lipoplexes have shown
a condensed lamellar phase with DNA monolayers interca-
lated between lipids bilayers. We have found a repeat dis-
tance of lipid bilayer stacking d ~7 nm, and the DNA —
DNA distance dpna ~ 5.8 nm at low ionic strength of solu-
tion. The lipoplexes prepared at 0.1 M NaCl have not
shown any regular DNA packing.

This work was supported by the European Community -
Research Infrastructure Action under the FP6 "Structuring
the European Research Area" Programme Contract RII3-
CT-2004-506008 (HASYLAB project 11-20052037 EC), by
the JINR project 07-4-1031-99/2008 and by the VEGA
grant 1/3029/06 to DU.

REFERENCES
1. Badea 1., Verrall R., Baca-Estrada M., Tikoo S.,
Rosenberg A., Kumar P., Foldvari M.: J. Gene Med.
7, 1200 (2005).
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HETEROCYKLICKE D};RIVATY
4-HYDROXYFENYLETONOV A ICH VPLYV
NA KARDIOVAKULARNE FUNKCIE

EVA RACAN@KA"‘, SIMONA SEDLA,KOVA",
MATEJ BALAZj‘, JANA PLAVKOVA® a RUZENA
CIZMARIKOVA"

“ Katedra farmakoldgie a toxikolégie, * Katedra chemickej
teorie lieciv, Farmaceuticka fakulta UK, Bratislava, SR
racanska@jfpharm.uniba.sk

V snahe o pripravu lieCiv priaznivo ovplyviujicich
patologicky zmenené kardiovaskularne funkcie boli pripra-
vené dve série originalnych heterocyklickych derivatov (4-
hydroxyfenyl)etanénu-, resp. popan-1-6nu s predpokla-
danym B-adrenolytickym (aryloxyaminopropanolové zo-
skupenie) a o;-adrenolytickym, resp. vazodilatacnym G¢in-
kom (objemnej$i heterocyklus). Strukturalne pribuzné
latky s fludrfenyl-piperazinovym substituentom typu flu-

OH
O™ A
R O~ —N  N—CH,
! /
R, =- COCH,
~ COC,H;, HOOC - HC = CH -COO
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narizinu uz skorsie potvrdili vyznamni antihypertenzivnu
ucinnost’. K farmakologickému hodnoteniu boli vybrané
Styri latky vo forme soli s kys. fumarovou s odli§nou sub-
stiticiou na benzénovom jadre v polohe 4 vzhladom na
aminopropanolovy ret'azec a na aminoskupine postranného
retazca, ktord sa stala sGCastou pyrolidinu, resp. 4-
metylpiperazinu (obr.).

Hodnoteny bol vplyv latok na izolovanu
a fenylefrinom prekontrahovanu aortu a antiizoprenalinovy
ucinok latok na tepovu frekvenciu izolovanych predsieni
rovnakych zvierat. Vysledky boli porovnavané s G¢inkami
stcasne hodnoteného B-blokatora karvedilolu. Z vysledkov
experimentov vyplyva, Ze vSetky latky v pouzitej koncentracii
10~ mol I"' na izolovanych aortich inhibovali vazokonstriké-
ny ucinok fenylefrinu (8,2 az —21,2 %), priCom inhibi¢ny
uc¢inok bol nekompetitivny a participuji sa na flom
zrejme viaceré mechanizmy. Pfi hodnoteni latok
v konc. 107 mol I"" na izolovanych spontinne tepajicich
predsienach potkanov bola zistena ich schopnost’ inhibo-
vat’ pozitivne chronotropny ucinok B-sympatomimetika
izoprenalinu a vypocitané hodnoty kompetitivneho antago-
nistického Gc¢inku pA, sa pohybuju v rozmedzi 7,53-8,00
a pre karvedilol 8,15+0,22. Zaznamenany bol aj negativne
chronotropny uc¢inok latok. Inhibi¢ny ucinok latok na pre-
kontrahované aorty podporuje tvrdenie o aditivnom vazo-
dilatacnom a tym aj potencialne antihypertenzivnom pdso-
beni hodnotenych struktur.

Tato praca vznikla za podpory grantu UK 302/2007
a agentiry VEGA MS SR 1/4300/07 a 1/15/6.
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NOVEL THIOSEMICARBAZONES THAT ARE
POTENT ANTI-TUMOUR AGENTS AND POSSESS
MARKED IRON CHELATION EFFICACY:

THE APT SERIES

VERA RICHARDSON, DANUTA KALINOWSKI,
PAUL V. BERNHARDT", and DES R. RICHARDSON

“ Department of Pathology and Bosch Institute, Iron Me-
tabolism and Chelation Program, University of Sydney,
Sydney, New South Wales, 2006, Australia; bDepartment
of Chemistry, University of Queensland, Brisbane 4072,
Australia

d.richardson@med.usyd.edu.au

Iron (Fe) chelation therapy involves the use of ligat-
ing drugs that avidly bind Fe from biological systems.
Traditionally, specifically designed Fe chelators were de-
veloped for the treatment of Fe overload disease e.g., -
thalassaemia. However, the increased requirement for Fe
in rapidly proliferating cancer cells, compared with normal
cells, makes Fe a novel target for cancer chemotherapy'
Iron chelators can inhibit incorporation of the metal into
Fe-containing proteins, including ribonucleotide reductase,
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a key enzyme involved in the rate-limiting step of DNA
synthesis. Hence, some of these ligands can markedly in-
hibit proliferation. Our previous studies have shown that
chelators can be specifically designed for the treatment of
Fe overload disease or cancer’. Generally, ligands for the
treatment of Fe overload disease are designed not to be
redox active. In contrast, chelators with potent anti-
proliferative activity must possess the ability to bind Fe
and form complexes which redox cycle to generate cyto-
toxic free radicals’. The latter species induce cellular in-
jury, including DNA oxidation and mitochondrial damage.

In the current study we have designed a new class of
thiosemicarbazone chelators known as the ApT series that
show marked anti-tumour activity. We demonstrate that
these compounds are highly effective at permeating cellu-
lar membranes and binding Fe from intracellular pools.
Prelabelling SK-N-MC neuroepithelioma cell cultures with
Fe-transferrin (0.75 uM) for 3 h at 37 °C followed by
reincubation for 3 h at 37°C with ApT series chelators
(50 uM) led to marked Fe efflux from the cells. In addi-
tion, incubation of cells with these chelators (50 uM) also
markedly inhibited ’Fe uptake of *’Fe-transferrin. Dialysis
experiments demonstrated that in contrast to deferiprone
(L1) that directly removes Fe from transferrin, the ApT
ligands do not directly chelate *’Fe from the Fe-binding
sites of this protein. Hence, these chelators intercept Fe
only after its release from transferrin that occurs intracellu-
larly.

In conclusion, the marked anti-tumour activity of the
ApT series is due, at least in part, to their ability to act as
efficient Fe chelators.

REFERENCES
1. Whitnall M.: PNAS USA 103, 7670 (2006).
2. Richardson D. R.: Blood 86, 4295 (1995).
3. Kalinowski D., Richardson D. R.: Chem. Res. Toxi-
col. 20, 715 (2007).
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STUDIUM FYZIKALNO-CHEMICKYCH
VLASTNOSTI NOVYCH POTENCIALNYCH
BETA-BLOKATOROV ZO SKUPINY DERIVATOV
KYSELINY FENYLKARBAMOVEJ

EVA SEDLAROVA?, SIMONA KECKESOVA?,
JOZEF CSOLLEI’, PETR MOKRY"”, IVAN MALIK?,
FILS ANDRIAMAINTY® a MATEJ MARUNIAK®

“ Katedra farmaceutickej chémie, Farmaceuticka fakulta
UK, Bratislava, ” Ustav chemickych lé¢iv, Farmaceuticka
fakulta VFU, Brno

sedlarova@fpharm.uniba.sk

Praca sa zobera Stidiom fyzikalno chemickych vlast-
nosti hydrochloridov kyselin 2-hydroxy-3-(alkylamino)
propyl-esterov-4-[(alkoxykarbonyl)amino]benzoovych.
Bazicka cast’ bola tvorend izopropylaminom alebo terciar-
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nym butylom. Studované latky boli zosyntetizované na
Ustave chemickych 1é¢iv, Farmaceutickej fakulty VFU
v Brne s predpokladanym betalytickym ucinkom.

Z fyzikélno-chemickych vlastnosti bol stanoveny
log P v sustave oktan-1-ol/fosfore¢nanovy tlmivy roztok,
log k bol stanoveny pomocou HPLC, Rf a RM hodnoty
pomocou TLC, disociacna konstanta pKa bola stanovena
potenciometricky a povrchova aktivita o stalagmometric-
ky. Hodnoty rozdelovacicho koeficienta experimentalne
stanovené boli porovnané s vypoctami pocitacovych prog-
ramov pre teoretické hodnoty log P a to: ALOGPs, AC log
P, AB/log, miLogP, KowWIN, XLOGP v systéme QASR.

Zo ziskanych hodndt vyplynulo, ze predikciu hodnot
rozdel'ovacich koeficientov pre uvedeny subor zlucenin
patriacich medzi substituované estery kyseliny fenylkarba-
movej (prislusné hydrochloridy) v systéme oktan-1-ol/
timivy fosfore¢nanovy roztok st najvhodnejSie AB/log na
predpoved’ log P prislusnych hydrochloridov a miLOGP
a KowWIN pre predpoved’ log P prislusnych baz.

Na zaklade korelacie hodnot parametrov lipofility
bola potvrdena platnost’ Collanderovej rovnice.

Praca vznikla s podporou grantu agentiiry VEGA MS SR
¢ 1/4291/07.
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VYHODNOTENIE STUDIA STABILITY
DERIVATOV PYRIDOINDOLU

MARIA STANKOVICOVA a ZELMIRA BEZAKOVA

Farmaceuticka fakulta Univerzity Komenského, Odbojarov
10, 832 32 Bratislava, Slovenska republika
StankovicM@fpharm.uniba.sk

Derivat pyridoindolu stobadin, (-)-cis-2,8-dimetyl-
-2,3,4,4a,5,9b-hexahydro-1H-pyrido[4,3b]indol, je latka
s antiarytmickym a antihypoxickym ucinkom, ako aj
s vyraznym uc¢inkom na vychytavanie volnych kysliko-
vych radikélov'. Ns-acylsubstiticiou boli pripravené deri-
vaty, ktoré predstavuju prodrug formy ucinnej latky —
stobadinu’. Predpoklada sa, Ze v organizme budu latky
podliechat’ hydrolyze, aktivna latka sa bude uvoltiovat
a transportovat’ do roznych organov. V praci prezentujeme
suhrn vysledkov stadia stability a kinetiky kyslej, alkalic-
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kej a neutralnej hydrolyzy 13 acylderivatov stobadinu. Pri
studiu kyslej hydrolyzy sme rozklad latok sledovali
v prostredi kyseliny chlorovodikovej 0,1 mol 1" pri 20 °C
a 70 °C spektrofotometriou v UF oblasti a stanovili sme
rychlostné konstanty hydrolyzy. Chromatografiou na ten-
kej vrstve a plynovou chromatografiou sme preukazali, ze
hydrolyzou sa z prodrug formy uvolnil stobadin. Alkalicka
hydrolyza 13 latok pri 70 °C prebiehala v prostredi hydro-
xidu sodného 0,1 mol I"'. Stanovili sme rychlostné kon-
Stanty. Rychlost’ alkalickej hydrolyzy rastla so zvySovanim
poctu atomov uhlika v acylovom ret’azci. Priebeh hydroly-
zy sme sledovali pomocou chromatografie na tenkej vrst-
ve, pricom sme zistili okrem stobadinu aj pritomnost’ d’al-
Sieho rozkladného produktu. Ako neutralne prostredie sme
zvolili na sledovanie hydrolyzy acylderivatov stobadinu
tlmivy roztok s hodnotou pH 7 pri teplote 70 °C a 75 °C.
Rychlostné konstanty hydrolyzy v tomto prostredi rovnako
koreluju s poctom atomov uhlika a s hodnotou pK,, ktora
ma vyznam pre adsorpciu, distribliciu do organov
a eliminéciu v organizme vzhl'adom na rozdielne hodnoty
pH telesnych tekutin. Na vybranych latkach sme stanovili
profil log k — pH na urcenie tej oblasti, v ktorej mé latka
najvyssiu stabilitu. Na sledovanie priebehu interakcie hyd-
rolyzou uvolneného stobadinu so stabilnym volnym radi-
kalom, 2,2-difenyl-1-pikryl-hydrazylom (DPPH), ¢o je
modelova latka na testovanie kapacity vychytavania vol-
nych radikalov’, sme $tudované latky podrobili hydrolyze
v prostredi tlmivého roztoku s hodnotou pH 7 pri teplote
21 °C a 37 °C za pritomnosti radikdlu DPPH v reakénom
prostredi. Rychlost’ vychytavania radikalu DPPH S$tudova-
nymi latkami rastla imerne srychlostou ich hydrolyzy
as dizkou acylového refazca. Na zaklade dosiahnutych
vysledkov moéZeme konStatovat’, Ze Studované acylderivaty
stobadinu su najstabilnejsie v slabo kyslom prostredi, hyd-
rolyzou uvol'niuju aktivne lie¢ivo stobadin.

Prdca bola realizovand za podpory grantu ¢. 1/4293/07,
Grantovej agentiiry VEGA MS SR.
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VYVOJ METODY PRE ANALYTICKE
HODNOTENIE DEXRAZOXANU A JEHO
AKTIVNYCH METABOLITOV

JAN STARIAT, PETRA KOVARIKOVA
a JIRI KLIMES

Katedra farmaceutické chemie a kontroly léciv, Farmaceu-
ticka fakulta UK v Hradci Krdlové, Univerzita Karlova

v Praze, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kradlové
Jan.stariat@faf.cuni.cz

Dexrazoxan je doposial’ jedinym klinicky uzivanym
lieCivom s vyznamnym kardioprotektivnym ucinkom pri
poskodeni srdca protinadorovou lieCbou. Mechanizmus
jeho tcinku vsak stale nebol dostatoéne objasneny. Pred-
poklada sa, Ze je sprostredkovany chelataénymi vlastnos-
tami aktivneho metabolitu dexrazoxanu (ADR-925, vid’
obrazok), ktory vznikd bioaktivaciou dexrazoxanu vnutri
kardiomyocytov. Stadium mechanizmu kardioprotektivne-
ho pdsobenia tejto latky je vSak vyrazne obmedzené ab-
senciou modernych analytickych metéd vhodnych pre
analyzu dexrazoxanu ajeho aktivnych metabolitov
(predovsetkym ADR-925).

Cielom tejto prace je vyvoj analytickej metddy
(HPLC-MS) pre hodnotenie dexrazoxanu a jeho aktivnych
metabolitov.

Pri vyvoji metédy HPLC separdcie dexrazoxanu
a jeho metabolitov bola hlavna pozornost’ venovana vybe-
ru vhodnej staciondrnej fazy. V prvej faze boli testované
bezné chromatografické kolony (Phenomex C18, Luna
Phenyl-Hexyl, Discovery HSFS5), no analyzované latky
mali vzhl'adom na vysoku hydrofilitu neuspokojivi sepa-
raciu a pomerne kratke retencné casy. NavySe bolo nutné
pouzit’ mobilné fazy s vysokym obsahom vody, ktoré nie
su kompatibilné s MS detekciou.

Preto bol d’alej testovany novy typ HPLC kolon Sielc
Obelisc, ktory umoziuje dosiahnut’ akceptovatel'né reten-
cie hydrofilnych latok =za pouzitia mobilnej fazy
s vysokym percentom organickej zlozky. Konkrétne bola
testovana kolona Sielc Obelisc N (150 mm x 3,2 mm; 5 um)
za pouzitia mobilnych faz s vy$§im obsahom acetonitrilu
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(5575 %) s prietokom 0,4 ml min™', ktoré boli kompati-
bilné s MS detekciou. Vyvinuté chromatografické pod-
mienky budu d’alej optimalizované pre analyzu dexrazoxa-
nu a aktivneho metabolitu v biologickom materiali.

Tento projekt bol vypracovany za podpory Vyskumného
zameru MSM 0021620822
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NOVE MOZNOSTI SEPARACE LATEK POMOCI
KAPILARNICH METOD

PETRA STASKOVA, ANNA LISKOVA
a IVA KAPUSTIKOVA

Ustav chemickych léciv, Farmaceuticka fakulta, VFU Brno
pstaskova@centrum.cz

Snahou analytické chemie béhem poslednich let je
vyvinout metody separaci pro minimalni mnozstvi vzorku
a tim pddem dochézi k rozvoji kapilarnich analytickych
metod. Na Ustavu chemickych 16&iv byly optimalizovany
metody kapilarni chromatografie, elektroforetickych me-
tod, specidl¢ elektrochromatografie, pro latky ze skupiny
heteroaralaminoethanolti (obr. 1)

LA O
N N
I~
R1

Obr. 1. Struktura studovanych latek 2-[4-(4- aryl)piperazin-1-
yl]-1-(alkylbenzofuran-2-yl)ethan-1-oly

U studovanych latek byly stanoveny retencni Casy
s vyuzitim kapilarni kapalinové chromatografie, elektrofo-
retické vlastnosti charakterizované kiivkou mobility
(obr. 2). Znalost téchto zékladnich analytickych vlastnosti

mobilta [m's") x 10°

Obr. 2. a) Separace latek 4/x na polybutamethakrylatové kolo-
né /=18 cm smobilni fazi 65% acetonitrilem pii =25 °C,
/=3 ulmin”'; b) Mobilitni kiivky latek 4/1E, 4/3E a 4/4E
s acetaitovym a hydrogenuhli¢itanovym pufrem o iontové sile
10 mmol I'!
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byla pouzita pti optimalizaci podminek pro separaci pomo-
ci elektrochromatografie. Zde byly zoptimalizovany pod-
minky pro separaci studovanych latek na stacionarni fazi
Cs s mobilni fazi sloZzenou z 60 % acetonitrilu s pufry tri-
hydroxymethylaminomethanem (TRIS) a morfolino-
ethylsulfonovou kyselinou (MES) o koncentraci 10 mM.

Vypracovano za podpory grantu IGA 64/2007/FaF.
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STANOVENIE PRVKOV VO VZORKACH
CYNOSBATI FRUCTUS

MIROSLAVA SYKOROVA, OLGA
STROFFEKOVA, VERONIKA JANOSOVA
a EMIL HAVRANEK

Katedra farmaceutickej analyzy a nukledrnej farmdcie,
Farmaceuticka fakulta Univerzity Komenského, Odbojarov
10, 832 32 Bratislava, SR

sykorova@fpharm.uniba.sk

Fytofarmaka, podobne ako ostatné lieky, musia byt
bezpecné, ucinné a kvalitné. Na zarucenie bezpecnosti
a ucinnosti liekov rastlinného pévodu je mimoriadne dole-
zité uskuto¢nit’ hodnotenie vychodiskového materidlu —
drogy, ktoré je dané liekopisnymi poziadavkami. Okrem
stanovenia obsahovych latok zodpovednych za Uc¢inok sa
sleduje i pritomnost’ ostatnych zloziek rastlinnych drog,
ktoré moézu mat’ vplyv na hlavny G¢inok. NeZiaduce pri-
mesi mézu spdsobit’ poskodenie organizmu.

Analytické metody, ktoré umoziujii hodnotenie vy-
chodiskového rastlinného materialu, extraktov, ako aj ko-
necnych produktov, teda liekov zhladiska identifikacie
obsahovych latok aj ich stanovenia, by mali byt jednodu-
ché, rychle, polykomponentné a dostatocne citlivé. Uvede-
né poziadavky spiiia radionuklidova rontgenofluorescend-
na analyza (RRFA), ktord nachadza Siroké uplatnenie vo
farmaceutickej praxi a je uvedena i v Slovenskom liekopi-
se 1. RRFA je zalozend na interakcii Ziarenia vysielaného
vhodnym zdrojom Ziarenia s analyzovanou latkou. Umoz-
fluje pracovat’ s roznym typom vzoriek vratane biologické-
ho materidlu.

Praca bola zamerana na stanovenie prvkov Fe, Cu,
Zn, Pb vo vzorkach Cynosbati fructus (Kolarovo, Hloho-
vec, Nova Lubovna). Analyzované boli plody ruze Sipovej
bez semien a semena. Merania boli uskuto¢nené polovodi-
¢ovym detektorom Si/Li a mnohokanélovym analyzatorom
ORTEC®™ so softvérovym vybavenim MAESTRO®-32.
Ako zdroj Ziarenia bol pouzity radionuklidovy zdroj ***Pu
(4=1100 MBq, £=12-22 keV, T,,=86,4 rokov), pri mimo-
osom geometrickom usporiadani vzorka — zdroj ziarenia —
detektor.

Obsah prvkov bol stanoveny metodou Standardného
pridavku. Vo vzorkach bol stanoveny obsah Fe v rozmedzi
22,96-139,59 ug ¢! vzorky. Obsah Cu sa pohyboval
vrozmedzi 11,62-26,71 ug g™ vzorky. Obsah Zn bol
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v rozmedzi 1,10-7,12 pg g”'. Obsah Pb bol pod deteké-
nym limitom metddy. Obsah prvkov bol odliSny v plodoch
ruze Sipovej bez semien a v semenach.

Vypracovand metodika identifikicie a néasledného
stanovenia prvkov vo vzorkach plodov ruze Sipovej. RR-
FA potvrdila vhodnost’ pouZitia tejto metédy na rychlu,
jednoduchu a presnt kontrolu obsahu prvkov v drogach.
Jej vysledky st porovnatelné s inymi metddami, ktoré si
vyzaduji chemicka Gpravu vzorky (ako napr. AAS, ktora
je taktiez uvedena v SL1).

Tato préca vznikla za podpory grantu agentiiry VEGA MS
SR, ¢.1/4299/07, & 1/0003/08 a grantu UK/97/2008.

P79
SLEDOVANIE UVOLNOVANIA KOMPLEXU
ALKALOIDOV Z KORENA

LASTOVICNIKA VACSIEHO — Chelidonii radix

ATTILA SZKUKALEK, PETER MOKRAN a PETER
MOLCAN

Farmaceuticka fakulta Univerzity Komenského, Odbojarov
10, Bratislava, Slovenska republika
szkukalek@fpharm.uniba.sk

Lastovi¢nik vacsi je od nepamiti znama lieciva rastli-
na. V dermatologii sa vyuZiva jeho keratolytickd schop-
nost’ v terapii bradavic, kondylémov a karcindmov. Mono-
grafie lastovi¢nikovej viate nachddzame v mnohych na-
rodnych liekopisoch a v Eurdpskom liekopise. Nasa praca
nadvézuje na sledovanie uvolfiovania alkaloidov z viate
lastovi¢nika vécsieho — Chelidonii herba. Pritomnost al-
kaloidu chelerytrinu v koreni lastovicnika modifikuje
uvolfiovanie alkaloidov. Sledovali sme liberaciu alkaloi-
dov z 3 % hydrogélu metylcelulozy s 5% obsahom Poly-
sorbatu 80 v liberac¢nich komorkach. V porovnani s nasimi
pokusmi s viatou lastovicnika sme pozorovali mierny
narast liberacie alkaloidov.

P80

MOZNOSTI TECHNIKY SEKVENCNI INJEKCNI
ANALYZY VE STANOVENI DUSICNANU

A DUSITANU V PITNYCH VODACH

DALIBOR SATINSKY, HELENA KYMLOVA,
HANA SKLENAROVA a PETR SOLICH

Katedra analytické chemie, Farmaceuticka fakulta Hradec
Krdlové, Univerzita Karlova, Heyrovského 1203, 500 05
Hradec Kralové

satinsky@faf.cuni.cz

Dusi¢nany davkované ptes port 1 se v priitokovém
systému SIA redukuji na Cd reduktoru na dusitany, které
reaguji v misici civce se sulfonamidem a N-(1-naftyl)-
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ethylendiaminem v kyselém prostfedi za vzniku ¢erveného
azobarviva. Intenzita zbarveni je pfimo umérna koncentra-
ci dusi¢nant. Dusitany jsou davkovany druhym portem
selek¢niho ventilu pfimo do misici civky, kde reaguji za
vzniku azobarviva. Absorbance produktl je métena v Z-
prutokové cele spektrofotometrického detektoru. Odezva
obou dvou aniontd je méfena béhem jednoho analytického
cyklu. V pripadé€, ze nezndmy vzorek obsahuje dusi¢nany
i dusitany soucasng, je nutné pro zjisténi presné koncentra-
ce dusi¢nanii odecist koncentraci dusitand, jelikoZz signal
ziskany po prichodu Cd reduktorem odpovida sumé dusic-
nant a dusitant ptiivodné pfitomnych ve vzorku.

vicecestny
selekEni ventil

Cd kelonka 1

vzorek standard

nosny proud peristalticka pumpa

! obousmérna
(pufry

pistové pumpa
diazotacnia kopulaéni &inidle

Aspirace vzorkll a standardii probiha pres vicecestny se-
lekéni ventil a jejich nésledny tok v nosném proudu je
umoznén diky obousmérné pistové pumpe. Selekéni ventil
umoziiuje volbu sméru toku do riznych portd. Technika
byla pouZita ke stanoveni dusi¢nanti a dusitanil v balenych
pitnych vodach.

Autori dékuji za financni podporu prace Vyzkumnému

zaméru MSM 0021620822.

P81
ANTIOXIDACNE VLASTNOSTI LISTOV SVIBU
BIELEHO (Swida alba)

FRANTISEK SERSEN® a DANIEL GRANCAI"

“ Chemicky istav, Prirodovedecka fakulta, ® Katedra far-
makognozie a botaniky, Farmaceuticka fakulta, Univerzita
Komenského, Bratislava, SR

sersen@fns.uniba.sk

Svib biely je opadavy, az 3 m vysoky ker, patri do
Celade drienovitych (Cornaceae), ktorych je okolo 50
druhov. Pochadza zo Sibiry (od Uralu po Kamcatku)
a Dalekého vychodu (Japonsko, Kérea, severovychod Ci-
ny, sever Mongolska). U nas sa pomerne hojne pestuje ako
okrasny ker v parkoch'. V Tudovom liegitelstve sa
vyuzivali jeho emetické, adstringentné a antipyretické
ucinky. Z obsahovych latok svibu bieleho st zname
antokyaniny delfinidiny?.

Cielom prace bolo stanovit’ antioxidac¢nu aktivitu
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extraktov z listov kra, svibu bieleho (Swida alba).

Z vysusenych listov boli pripravené extrakty postup-
nym extrahovanim v petrolétere, etylacetate, chloroforme,
n-butanole a metanole. Naviac bol pripraveny metanolovy
extrakt z Cerstvych listov svibu bieleho, ktoré neboli po-
drobené postupnej extrakcii (v tabulke I oznaceny ako
sumarny extrakt).

Antioxidacna  aktivita  tychto  extraktov  bo-
la stanovena metdédou vychytdvania DPPH radikalov
v metanolovom roztoku. Test sa robil v metanolovom roz-
toku DPPH (10 mol dm™) meranim absorbancie pri
517 nm. Antioxidacna uc¢innost’ bola vyhodnotena pomo-
cou hodnot SCs, t.j. koncentracie extraktu, ktora spdsobi
50 % pokles absorbancie pri 517 nm. U¢innost’ vychytava-
nia DPPH radikalov Studovanymi latkami je prezentovana
v tabul’ke I.

Tabul’ka I
SCs hodnoty vychytavania DPPH radikalov
Extrakt Petroletér ~ Etylacetait  Chloroform
SCso [pug dm™] 437,25 328,89 626,90
Extrakt n-Butanol Metanol Sum. ext.
SCso [ugdm™®] 177,03 16,57 7,63

s247

Z tabulky I je zrejmé, Ze najicinnej$im vychytava-
¢om DPPH radikalov boli metanolové extrakty z listov
svibu bieleho. Z literarnych udajov'? je zname, 7e svib
biely obsahuje viacero derivatov  anthokyaninu
a delfinidinu a prave tieto, ako aj iné flavonoidy
a fenolové kyseliny, spdsobuju jeho antioxidacné Gcinky.

Prdca bola podporovand grantmi VEGA MS SR ¢.
1/3411/06 a 1/4289/07.

LITERATURA
1. Andersen O. M., Jordheim M.: CRC Press, Boca Ra-
ton, p. 471 (2006).
2. Bjoroy O., Fossen T., Andersen O. M.: Phytochemis-
try 68, 640 (2007).
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SLEDOVANIE VPLYVU VIACSYTNYCH
ALKOHOLOV NA LIBERACIU A pH
HYDROGELOYV S OBSAHOM ALAPTIDU

VERONIKA SIMUNKOVA, MIROSLAVA
POTUCKOVA, EDUARD TICHY, ZUZANA
VITKOVA, MARGARETA SUBOVA a ANDREA
HALENAROVA

Katedra galenickej farmdcie, Farmaceuticka fakulta, Uni-
verzita Komenského, Odbojarov 10, 832 32 Bratislava,
Slovenska republika

simunkova@fpharm.uniba.sk

Predmetom prispevku je sledovanie vplyvu viacsyt-
nych alkoholov (glycerolu a propylénglykolu) na liberaciu
spirocyklického dipeptidu alaptidu z hydrogélov a na pH
hydrogélov s obsahom alaptidu 1 % (w/w). Alaptid ma pri
lokalnej aplikacii na rany regeneracné a epiteliza¢né ucin-
ky asuspechom je doposial’ vyuzivany vo veterinarnej
praxi. Ako hydrogélovy zaklad bola vybrana hydroxyetyl-
celuloza  okoncentracii 3%  (W/w). Glycerol
a propylénglykol boli v jednotlivych hydrogéloch pouzité
v koncentracii 5 %, 10 % a 15 % (w/w). Hydrogély boli
skladované v tme, pri laboratornej teplote. Liberacia alap-
tidu z hydrogélov sa merala spektrofotometrickou meto-
dou po 14 dioch od pripravy jednotlivych hydrogélov.

Z nameranych vysledkov mozno vyvodit zaver, Ze
pritomnost’ glycerolu a propylénglykolu mala vplyv na
liberdciu alaptidu. Z terapeutického aj farmaceutického
hl'adiska bolo mnozstvo uvol'neného alaptidu vel'mi uspo-
kojivé. Najvyssie hodnoty uvolneného alaptidu boli name-
rané z hydrogélov s obsahom 10 % propylénglykolu (w/w)
al0% glycerolu (w/w). Vplyv propylénglykolu
a glycerolu na hodnoty pH v prislusnych hydrogéloch s
alaptidom sa nepotvrdil, resp. zistené rozdiely v hodnotach
pH sa pohybovali len v nepatrnom rozmedzi (10~ az 1072).
Vsetky skimané hydrogély mali hodnoty pH v slabo kys-
lej oblasti.

Tato praca bola podporend grantovymi projektmi
UK/104/2008, UK/95/2008 a VEGA 1/0320/08.
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MOLEKULOVO-MODELOVACIA STUDIA
KOMPLEXOV AKTIVNEHO MIESTA
ANGIOTENZIN KONVERTUJUCEHO ENZYMU
S VYBRANYMI INHIBITORMI

MARTIN SRAMKO, JULIUS SILLE, VLADIMIR
GARAJ a MILAN REMKO

Katedra farmaceutickej chémie, Farmaceuticka fakulta,
Univerzita Komenského, Odbojarov 10, 832 32 Bratislava,
Slovenska republika

sramko@fpharm.uniba.sk

Inhibitory angiotenzin konvertujiceho enzymu (ACE)
sa radia medzi vyznamné terapeutikd zavaznych kardio-
vaskularnych ochoreni. Detailnd znalost mechanizmu
ucinku inhibitorov ACE ale i inych enzymov na molekulo-
vej trovni je nevyhnutna pri dizajne novych a vylepSovani
farmakologického a farmakokinetického profilu uz zauzi-
vanych terapeutik’.

V praci sa zaoberdme Stidiom Struktirnych
a termodynamickych vlastnosti komplexov vybranych
inhitorov ACE s “receptorovym” miestom enzymu ACE,
charakterizovanym ako [Zn®(imidazol),CH;COO]". Stu-
dované komplexy boli namodelované na zaklade Struktur-
nych informacii dostupnych v RCSB PDB databaze™’. Na
studium bola pouzita dvojuroviiova ONIOM metodda, pri-
¢om na popis dblezitejSich Casti (z hl'adiska vézby inhibi-
tora do aktivneho miesta) Studovanych systémov bola pou-
zitd ab initio DFT metdda s funkciondlom Becke3LYP
a zvys$né Casti systému boli Studované pomocou semiempi-
rickej MNDO metddy. Velkost' interakcie Studovanych
inhibitorov s modelom aktivneho miesta ACE sme vyjadri-
li pomocou termodynamickych parametrov (entalpia, Gib-
bsova energia). Vypocitanu aciditu jednotlivych inhibito-
rov naviazanych do aktivneho miesta enzymu
v izolovanom stave sme vyjadrili ako entalpiu a Gibbsovu
energiu deprotonacie. Struktirne a termodynamické para-
metre optimalizovanych komplexov st porovnané s do-
stupnymi experimentalnymi tidajmi a diskutované z hl'adi-
ska ich biologickej dolezitosti.

Praca vznikla s podporou grantov VEGA 1/4301/07
a UK/32/2008.

LITERATURA
1. Remko M.: Zdiklady medicinskej a farmaceutickej
chémie, SAP (2005).

2. Berman H., Henrick K., Nakamura H.: Nat. Struct.
Biol. 70, 980 (2003).
3. Natesh R., Schwager S. L. U., Evans H. R., Sturrock

E. D., Acharya K. R.: Biochemistry 43, 8718 (2004).
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P84
STANOVENIE PRVKOV RRFA V DROGACH
S DIURETICKYM UCINKOM

OLGA STRQFFEKOVA, MIROSLAVA
SYKOROVA, VERONIKA JANOSOVA, LUCIA
VEIZEROVA a EMIL HAVRANEK

Katedra farmaceutickej analyzy a nukledrnej farmdcie,
Farmaceuticka fakulta Univerzity Komenského, Odbojarov
10, 832 32 Bratislava, SR

stroffekova@fpharm.uniba.sk

Z dovodu narastu znecistenia zivotného prostredia
a zvySeného pouzivania lieCivych rastlin pri terapii roz-
nych chordb sa v poslednom obdobi objavuju vedecké
prace zamerané na stanovenie tazkych kovov v lieivych
rastlinach a v ich produktoch. Bola vypracovana metodika
polykomponentného stanovenia prvkov Mn, Fe, Cu, Zn
a Pb metédou RRFA vo vzorkéch drog s diuretickym ucin-
kom (Betulae folium, Equiseti herba, Liquiritiae radix,
Solidaginis herba, Urticae folium) a v ¢ajovine Diureticae
species (vyrobca Leros s.r.0., Praha). Vzorky boli analyzo-
vané bez chemickej upravy vo forme tabliet.

RRFA je nukledrna analytickd metéoda umoZiujlica
rychlu identifikdciu a stanovenie viacerych prvkov pocas
jedného merania bez deStrukcie vzorky. Na analyzu vzo-
riek bol pouzity radionuklidovy zdroj ***Pu (7,,=86,4
rokov, E=12-22 keV), polovodicovy detektor Si/Li, mno-
hokanalovy analyzator EG&G ORTEC, bola pouzita boc-
néa geometria.

Vo vzorkach drog a ¢ajoviny boli identifikované prv-
ky K, Ca, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn a Pb. Obsah prvkov Mn, Fe,
Cu, Zn a Pb bol stanoveny pomocou série desiatich Stan-
dardov, z ktorych sa zostrojili kalibracné krivky. Bol vy-
poc&itany obsah prvkov Pb: Equiseti herba — 3,62 pg g™,
Liquiritiae radix — 2,33 ug g', Solidaginis herba — 2,64 pg g”'
a Diureticae species — 2,28 ng g™'. Vo vzorkach drog Betu-
lae folium a Urticae folium bol obsah Pb nizsi ako detekc-
ny limit metody — 0,98 pg g™'. Zvyseny obsah Mn 2360,09
ng g’lvoéi ostatnym drogdm bol vo vzorke Betulae folium.
Vo vzorkach drog Equiseti herba a Liquiritiae radix bol
stanoveny obsah Fe 2676,00 ug g™ resp. 2033,34 ugg ™',
kym v ostatnych sa obsah pohyboval v rozmedzi 92,77—
212,48 ug g”'. Obsah Cu medzi druhmi kolisal v rozmedzi
7,63—15,67 pg g”'. Zvysenym obsahom Zn vo&i ostatnym
drogém sa vyznacuje vzorka Betulae folium, ktord obsaho-
vala 208,97 pg g™ tohto prvku. V ostatnych drogach sa
obsah Zn pohyboval v rozmedzi 20,00-72,07 ug g”'. De-
tekéné limity: Mn 2,92 pg, Fe 1,79 pg, Cu 1,15 pg, Zn
0,82 pgaPb 0,98 ng.

Obsah popola stanoveny podla SL1 sa pri jednotli-
vych drogach pohyboval v rozmedzi 4,21-23,86 %. Povo-
leny zvySok popola bol prekroceny v droge Equiseti herba,
Solidaginis herba a v ¢ajovine Diureticae species.

Vypracovana metodika stanovenia prvkov vo vzor-
kach rastlinnych drog a €ajoviny RRFA potvrdila vhod-
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nost’ pouzitia tejto metoddy, ktora umoznuje rychlu kontro-
lu obsahu prvkov v drogéch, bez chemickej Gipravy vzorky.

Tato praca vznikla za podpory grantu agentiiry VEGA MS
SR, ¢.1/4299/07, ¢. 1/0003/08 a grantu UK/97/2008.

P85
FORMULACIA HYDROGELOV PRE
STOMATOLOGIU

MARGARETA SUBOVA, ZUZANA VITKOVA,
EDUARD TICHY, VERONIKA SIMUNKOVA,
ATTILA SZKUKALEK, MIROSLAVA
POTUCKOVA a ANDREA HALENAROVA

Katedra galenickej farmacie, Farmaceuticka fakulta, Uni-
verzita Komenského, Bratislava, SR
subova@fpharm.uniba.sk

Jednym z najpouzivanejsich antiseptik v stomatologii
a dermatologii je chlorhexidin. Dostupny je vo forme vod-
nych alebo alkoholovych roztokov, ustnych vod, krémov,
zubnych past. Z dovodu, Ze dosial’ nie je registrovany v SR
vo forme hydrogélov, predmetom prispevku je formulacia
uvedeného antiseptika do hydrogélov na baze chitosanu.
Pripravili a hodnotili sa 2,5% (m/m) hydrogély chitosanu.
Makromolekulovou latkou je prirodny polysacharid — bio-
degradovatelny, biokompatibilny a bioadhezivny, co je
z hl'adiska aplik4cie vyhodné. Za Ufelom zlepSit mecha-
nické vlastnosti hydrogélov, disperznym prostredim bol
roztok kyseliny mlie¢nej alebo citronovej. Sti€ast'ou hyd-
rogélov bola mocCovina vo funkcii enhanceru.
U pripravenych hydrogélov sa sledovali reologické vlast-
nosti na rotacnom viskozimetri Viscotester VT 500 po 2
a 7 dnoch od ich pripravy. Ukazalo sa, ze hydrogély maju
charakter pseudoplastickych sustav. Pritomnost’ mocoviny
reologické vlastnosti hydrogélov Statisticky vyznamne
neovplyvnila.

Praca vznikla za podpory grantov: VEGA 1/0320/08,
UK/95/2008 a UK/104/2008.

P86
OBSAH FENOLOVYCH LATOK VO VYBRANYCH
DRUHOCH RODU Mentha L.

DANIELA TEKELOVA? SILVIA FIALOVA?,
ATTILA SZKUKALEK"” a DANIEL GRANCAI?

“ Katedra farmakognézie a botaniky, ® Katedra galenickej

farmacie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita Komenského
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v Bratislave, Odbojarov 10, 832 32 Bratislava, SR
Tekelova@fpharm.uniba.sk

Rod Mentha L. (mita) sa zarad'uje do ¢el'ade Lamia-
ceae, ktord je vyznamnym zdrojom prirodnych antioxidan-
tov. V druhoch rodu Mentha maju takyto ucinok prevazne
fenolové latky, najmd hydroxyskoricové kyseliny a flavo-
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noidy. Méty patria medzi silicové rastliny, stadiu obsahu
fenolovych latok v nich sa zacina vécSia pozornost’ veno-
vat' az v poslednych rokoch. V praci sa sledoval obsah
celkovych hydroxysSkoricovych derivatov a flavonoidov
v suchych listoch troch druhov rodu Mentha L. ziskanych
v roku 2007 z jednorocného porastu: Mentha x piperita L.
cv. ‘Perpeta’, Mentha spicata L. a Mentha x villosa Huds.
Sledované rastliny sa pestovali v Zahrade liecivych rastlin
Farmaceuticke;j fakulty ~ Univerzity = Komenského
v Bratislave. Celkové hydroxyskoricové derivaty (THD) sa
stanovili kolorimericky podla SL1' a vyjadrili ako obsah
kyseliny rozmarinovej. Flavonoidy sa stanovili kolorimet-
ricky s AICl; podla SL1' a podla Glasla (extrakt sa preéis-
til s cyklohexdnom)” a vyjadrili sa ako obsah izokvercitri-
nu (425 nm) a luteolin-7-O-glukozidu (392 nm):
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Mentha L. THD 1zo- Luteolin-7-O-
[%]  kvercitrin glukozid
(%] [%0]
M. x piperita 6,09 (Glasl) 4,48 8,92
cv. 'Perpeta’
M. spicata 4,92 (Glasl) 1,24 3,33
M. x villosa 3,93 (Glasl) 1,63 7,19

Mentha x piperita L. je znama vysokym obsahom
flavonoidnych glykozidov v listoch®.

Tato praca vznikla s podporou grantu MS SR VEGA
1/4289/07.
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PENTAMETOXYFLAVONU

JAROSLAV TOTH?, MILAN REMKO" a MILAN
NAGY*®

“ Katedra farmakognézie a botaniky, ° Katedra farmaceu-
tickej chémie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita Komen-
ského v Bratislave, Odbojarov 10, 832 32 Bratislava, SR
Toth@fpharm.uniba.sk

Kvercetin (3,5,7,3°,4’-pentahydroxyflavon) je najroz-
SirenejSim prirodnym flavonoidnym aglykonom. Jeho Siro-
ké rozsirenie a z toho vyplyvajica dobrd komercné dostup-
nost’ st tiez dovodom, Ze je jednou z najlepsSie preskiima-
nych flavonoidnych zlicenin. Zname st predovSetkym
jeho antioxidacné vlastnosti, posobi vSak aj na mnohé
dalsie biologické systémy. Aj chemické vlastnosti tejto
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zliCeniny sa skiimali pomerne podrobne, a to tak v tuhom,
krystalickom skupenstve, ako aj v roztokoch.

Pentametyléter kvercetinu (3,5,7,3’,4’-pentametoxy-
flavon) je nepomerne vzacnejSou prirodnou latkou. Izolo-
vala sa napr. zviacerych rastlin ¢elade Zingiberaceae.
Viacero metoxylovanych derivatov flavonu sa v sti¢asnosti
skima kvoli ich ucinku na hladky a srdcovy sval, ktory sa
prejavuje napr. pozitivnym inotropnym a bronchodilatac-
nym efektom. V mechanizme tohto G¢inku sa predpoklada
zapojenie cAMP a Na"/K'-ATP-4zy. Nepritomnost’ vol-
nych hydroxylovych skupin v molekule pentametoxyflavo-
nu sice meni charakter jej antioxidacnych vlastnosti, vo
viacerych in vitro testoch sa vSak dokazala cytostaticka
a antiproliferativna aktivita.

Struktira pentametoxyflavonu sa skumala metédami
molekulového modelovania a teoretickej chémie. Pri kon-
formacnej analyze a optimalizacii geometrie sa pouzili
programové baliky HyperChem 7.52 a Jaguar 7.5. Viaceré
fyzikalno-chemické vlastnosti sa skiimali pomocou che-
mometrickych programov pristupnych cez internet
(VCCLab, SPARC, Molinspiration).

Konformacia pentametoxyflavonu vykazuje viaceré
podobné crty s konforméciou kvercetinu. Molekula je ne-
planarna, uhol pootocenia fenylového substituenta voci
rovine chromonovej ¢asti molekuly je pri vSetkych konfor-
méroch z uzkeho intervalu 29-35 °. Pritomnost’ objemnej-
Sich metoxylovych substituentov a nepritomnost’ volnych
hydroxylovych skupin vSak vyrazne meni nielen konfor-
macnl flexibilitu molekuly, ale najmi jej acidobazické
a d’alsie fyzikalno-chemické vlastnosti i jej chemick reak-
tivitu.

Prdca vznikla s podporou grantov VEGA 1/4301/07
a FaF UK/2008.
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STUDIUM VZAJOMNEHO OVPLYVNOVANIA
EXTRAKCIE V TROJZLOZKOVEJ ZMESI DROG

ROBERT URBLIK, Z. KONTSEKOVA, PAVEL
MUCAJI a MILAN NAGY

Katedra Farmakognozie a botaniky, Farmaceuticka fakul-
ta Univerzity Komenského, Odbojarov 10,

832 32 Bratislava, SR

urblik@fpharm.uniba.sk

Pre vzajomné pdsobenie a ovplyviiovanie sme si vy-
brali rastlinné drogy, ktoré su sti€ast'ou ¢ajovinovej zmesi
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pouzivanej pri podpornej liecbe ochorenia diabetes melli-
tus: Galegae herba (GH), Phaseoli fructus sine semine
(PF) a Taraxaci radix + T. folium (pomer 1:3, TRF) Vy-
brané sledované parametre boli: DPPH scavengerova akti-
vita, obsah flavonoidov, obsah polyfenolov a odparok.
Vzijomne sa porovnavali tieto parametre pre vSetky moz-
né kombinacie drog:

Zistili sme, Ze obsah flavonoidov v samotnych dro-
gach priamo koreluje s ich scavengerovou u¢innost'ou. Pri
kombindcii drog GH+PF tato zavislost neplati: pri vysSom
obsahu flavonoidov ako je v PF+TRF je scavengerova
ucinnost’ nizsia.

Scavengerova aktivita priamo koreluje s obsahom
polyfenolov pre samostatné drogy resp. ich dvojkombina-
cie. Synergia ucinku je najzretel'nejsia pre trojkombinaciu.

Dalej sme zistili, Ze ani velké mmnoZstvo odparku
vzdy nestvisi s najvy$Sou scavengerovou ucinnostou,
resp. s vysokym obsahom polyfenolov alebo flavonoidov.
Da sa predpokladat’, ze odparky mozu obsahovat’ mnohé
inaktivne zlozky, ktoré vyslednil scavengerovu aktivitu
Znizuju.

Vysledky naznacuju:

ze v zavislosti od pouzitych drog mozno pozorovat
synergiu ale aj  antagonizmus priebehu extrakéného
procesu,

naznacuju nutnost’ sofistikovanej optimalizacie zloze-
nia ¢ajovinovych zmesi, ak vyrobca chce docielit’ ¢o
najvyssi deklarovany ucinok.

V pripade nami analyzovanej ¢ajoviny bude potrebné
okrem d’alSich pokusov in vitro (napr. antiglykacna aktivi-
ta) stanovit’ antidiabeticky efekt ¢ajoviny a kombindcii jej
zloziek aj in vivo. Pri viaczlozkovych zmesiach vsak treba
pocitat’ aj s faktom, Ze mdze dojst’ k inym, nepredvidatel-
nym interakciam, ktoré sa nedaji vopred presne definovat’.

Praca bola podporena projektom VEGA 2/0083/08
a grantom UK/130/2008.
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MERENI ANTIOXIDACNIHO PROFILU
ROSTLINNYCH EXTRAKTU POMOCI HPLC
SYSTEMU AGILENT 1100

S POST-KOLONOVOU REAKCI

JIRI VACLAVIK, JIRi PAZOUREK a MILAN
ZEMLICKA

Ustav prirodnich 1éciv, Farmaceutickd fakulta Veterindrni
a farmaceutické univerzity Brno, Palackého 1-3, 612 42
Brno

pazourekj@vfu.cz

Z moduléarniho  HPLC-systému Agilent 1100 byla
sestavena aparatura, kterd umoznuje rychlé a ptesné zjiste-
ni antioxidacni aktivity jednotlivych sloZek kapalnych
vzorkl (pfitomnost lapact radikalti = radical scavengers).
Po separacnim kroku na RPHPLC kolon¢g a detekci separo-
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vanych analytd v UV oblasti, dochézi k jejich on-line reak-
ci sradikdlovou formou 2,2’-azinobis(3-ethylbenzo-
thiazolin-6-sulfonové) kyseliny (ABTS™) a detekci inten-
zity odbarveni tohoto ¢inidla na druhém detektoru pfi
734 nm (cit."). Srovnani obou ziskanych chromatogramd
pfesné indikuje latky, které jsou schopny odstraiovat radi-
kaly, a to i ve slozitych smésich. Zaroven ukazuje i jejich
relativni u€inek (antioxidacni profil).

Modularni HPLC-systém Agilent 1100 umoziuje
adaptovat jiz vyvinuté separani metody, tzn. rozsifit je
o postkolonovy reakcni krok. Prace vysvétluje princip
aparatury a moznosti jeji aplikace na vybranych prikladech
rostlinnych extraktd.

LITERATURA
1. Koleva L. I., Niederlander H. A. G., van Beek T. A.:
Anal. Chem. 73,3373 (2001).
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POUZITIE VOLTAMPEROMETRICKYCH METOD
PRE STUDIUM A HODNOTENIE
ANTIOXIDACNEJ AKTIVITY VYBRANYCH
FLAVONOIDOV

MILAN VALACH, DANIELA GNAPOVA a MATEJ
BIZUB

Katedra farmaceutickej analyzy a nukledrnej farmacie,
Farmaceuticka fakulta, Univerzita Komenského, Odboja-
rov 10, 832 32 Bratislava, SR

valach@fpharm.uniba.sk

Praca je venovana stidiu elektrochemickych vlastnos-
ti vybranych flavonoidov (hlavne rutinu a kvercetinu),
pomocou voltampérometrickych metéd (cyklicka — CV
a diferen¢nd pulzné voltampérometria — DPV). Spracova-
na problematika je vysoko aktudlna kvoli hojnému vyskytu
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Obr. 1. Porovnanie prudovej odozvy vzorky zeleného ¢aju so
Standardmi rutinu a kvercetinu nameranych pomocou meto-
dy DPV pri pH 6,0
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ochoreni a zdravotnych problémov vyvolavanych pritom-
nost'ou volnych radikdlov. Z tychto dévodov ma velky
vyznam sledovanie a porovnavanie vlastnosti a ucinku
antioxidantov ziskanych hlavne z prirodnych zdrojov.
Experimentalna Cast’ prace bola zamerana na sledovanie
priebehu oxidacie rutinu akvercetinu na rdéznych po-
vrchoch pracovnych elektrod. NajlepSie vlastnosti
s pomedzi testovanych elektrod vykazovala pracovna elek-
troda zo skleného uhlika. Pri sledovani vplyvu pH prostre-
dia na priebeh oxidacie flavonoidov bolo potvrdené, ze
najvyssia stabilita Standardov aj realnych vzoriek proti
oxida¢nému ataku bola pozorovand pri slabo kyslom pH.
Dalej bola vzajomne porovnana antioxidadna aktivita vo
vybranych vzorkach réznych druhov cajov (obr. 1). Pod-
statné zvySenie antioxida¢nych vlastnosti bolo pozorované
po pridani citrénovej §tavy. Ulohou tejto prace bolo doka-
zat’, Ze 1 ¢aje maju stale svoje vyznamné postavenie ako
alternativny zdroj antioxidantov.

Tdto préca vznikla s podporou grantu MS SR VEGA
(projekt ¢. 1/4299/07) a grantu UK/158/2008.
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STANOVENIE FLAVONOIDOV VO VYBRANYCH
EXTRAKTOCH RASTL,iN RODU Philadelphus L.
A ICH ANTIOXIDACNA AKTIVITA

VOJTECH VALIKO, ZUZANA VALKOVA
a DANIEL GRANCAI

Katedra farmakognozie a botaniky, Farmaceutickad fakul-
ta, Univerzita Komenského v Bratislave, Odbojarov 10,
832 32 Bratislava, SR

valko@jfpharm.uniba.sk

Pajazmin sa donedavna vyuzival len ako okrasny ker
v parkoch a zahradach. Po zisteni antibakterialnej, cytoto-
xickej a imunomodulacnej aktivity extraktov pajazminu
vencového (Philadelphus coronarius L.) sa pozornost
zameriava na izolaciu, identifikaciu a stanovenie jeho ob-
sahovych latok, ako aj obsahovych latok jemu pribuznych
druhov.

NaSa praca sa zaobera stanovenim flavonoidov
v metanolovych extraktoch siedmich druhov pajazminu:
Philadelphus coronarius L., Philadelphus subcanus Koeh-
ne, Philadelphus pekinensis Rupr., Philadelphus zeyheri
Schrad., Philadelphus tenuifolius Rupr. et Maxim., Phila-
delphus schrenkii Rupr., Philadelphus magdalenae Koeh-
ne. Obsah flavonoidov bol stanoveny spektrofotometricky
dvoma metédami — metddou podl'a Slovenského liekopisu
1 a metédou podla Glasla.

Obsah flavonoidov stanoveny metodou podl'a Glasla
bol niz8i ako obsah flavonoidov stanoveny metddou podla
Slovenského liekopisu 1.

Najvyssi obsah flavonoidov bol zisteny v extrakte
listov druhu Philadelphus magdalenae Koehne (podla
SL1) a Philadelphus tenuifolius Rupr. et Maxim (podla
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Glasla).

Dalej bola stanovena antioxida¢nd aktivita metanolo-
vych extraktov listov druhov Philadelphus L. Metodou
DPPH a FRAP bola najvyssia aktivita stanovend v meta-
nolovom extrakte  Philadelphus  pekinensis  Rupr.
a najnizSia v druhu Philadelphus coronarius L.

Tato praca vznikla za podpory grantu VEGA 1/4289/07
a grantu FaF UK 2008.
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VPLYV NOVOSYNTETIZOVANYCH DERIVATOV
KYSELINY PYRAZIN-2-KARBOXYLOVEJ

NA AKTIVITU LIPOXYGENAZY

Z CYTOSOLOVEJ FRAKCIE PEUC POTKANA

MARIAN VANKO?, LYDIA BEZAKOVA?, MAREK
OBLOZINSKY?, IVANA HOLKOVA® a MARTIN
DOLEZAL"

“ Katedra bunkovej a molekuldrnej bioldgie lieciv, Farma-
ceutickd fakulta, Univerzita Komenského, ” Katedra farma-
ceutické chemie a analyzy léciv, Farmaceuticka fakulta,
Univerzita Karlova

vanko@jfpharm.uniba.sk

Produkty lipoxygenazovej cesty metabolizmu arachi-
donatu u cicavcov (leukotriény, lipoxiny, hepoxiliny, eoxi-
ny ainé) posobia ako vyznamné medidtory zapalovych
a alergickych reakcii. Ugast’ niektorych produktov lipoxy-
genazovej cesty bola tieZ popisana aj pri vzniku a rozvoji
viacerych patologickych stavov ako astma, artritida, ate-
roskleréza a rakovina.

Testovanie inhibi¢ného U¢inku potencidlnych inhibi-
torov lipoxygenazy (LOX) je zalozené na sledovani vply-
vu koncentrécie inhibitora na rychlost’ akumulacie produk-
tov reakcie in vitro. Spektrofotometrické testovanie inhi-
bi¢nych vlastnosti je st'azené pritomnost'ou hemoproteinov
s kvazi-lipoxygenazovou aktivitou, ktoré s pritomné
v homogenatoch tkaniv. NajzavaznejSim kontaminantom
preparatov LOX je hemoglobin, resp. myoglobin, ktorych
schopnost’ vytvarat’ peroxidy polynenasytenych mastnych
kyselin moze predstavovat’ majoritny podiel dioxygenazo-
vej aktivity preparatu.

Ako zdroj enzymu bol pouzity postmitochondrialny
supernatant pripraveny diferencnou centrifugaciou homo-
genatu plicneho thaniva potkanov Wistar. Lipoxygenaza
z cytosolovej frakcie bola purifikovana dvojstupniovou
procedirou zalozenou na precipitacii hemoglobinu sira-
nom zino¢natym a hydrofébnej chromatografii (Phenyl
Sepharose CL-4B). Precipiticiou siranom zino¢natym
(1,5mmol Iy v prostredi tlmivého roztoku Tris-HCl
pH 7.5 a naslednou centrifugiciou bolo odstranenych 84 %
hemoglobinu, pricom straty lipoxygendzy zrazanim boli
zanedbatelné. Lipoxygenaza bola purifikovana na stipci
Phenyl Sepharose CL-4B eluovanom stupnovitym descen-
dentnym gradientom koncentracie (NH4),SO,4. Dioxygena-
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zova aktivita bola eluovana v dvoch eluénych pikoch obsa-
hujtcich identické proteiny. Elektroforetickym hodnote-
nim oboch preparatov bola identifikovana jedna izoforma
LOX s relativnou molekulovou hmotnostou 74,4 kDa
a optimom pH pri 7,5.

Purifikovand LOX bola pouZitd na testovanie antili-
poxygenazovej aktivity novosyntetizovanych derivatov
kyseliny pyrazin-2-karboxylovej s antiflogistickymi, anti-
tuberkulotickymi a antimykotickymi vlastnostami. Miera
inhibicie, vyjadrena ako ICs, sa pohybuje u vsetkych latok
v rozmedzi poriadkov 107 az 10 mol I™".

Uloha bola rieSend za podpory grantu VEGA 1/4294/07
a grantu UK 66/2008.
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SLEDOVANI ANTIMIKROBIALNI AKTIVITY
VYBRANYCH PRIRODNICH LATEK A JEJICH
POTENCIALNI VYUZITELNOSTI V CHOVECH
HOSPODARSKYCH ZVIRAT

JANA VANOVA**, LUBOMIR OPLETAL?, PETR
JILEK?, MIROSLAV ROZKOT" a VERONIKA
SIMERDOVA®

“ Katedra farmaceutické botaniky a ekologie, Farmaceu-
ticka fakulta, Univerzita Karlova, Heyrovského 1203,
500 05 Hradec Krdlové, * Vyzkumny iistav Zivocisné vyro-
by, v. v. i., Oddeleni chovu prasat, Komenského 1239,
517 41 Kostelec n. Orl., © Ustav pFirodnich léciv Farma-
ceuticka fakulta, Veterinarni a farmaceutickad univerzita,
Palackého 1946/1, 612 00 Brno - Kralovo Pole
Lubomir.Opletal@faf.cuni.cz

Byla hodnocena antibakterialni aktivita Ctyf vybra-
nych rostlinnych extraktli pfipravenych 80% ethanolem
(Leuzea  carthamoides, Thymus vulgaris, Ocimum
sanctum, Rosmarinus officinalis) vuci E. coli O157:H7
a Staphylococcus aureus. Pro uréeni MIC bylo pouZito
dvou metod. V prvnim piipadé nebylo dosazeno hodnot
MIC ocekavanych u E. coli na zéklad¢ literarnich studii.
Vsechny vzorky v konc. rozmezi 5-0,005 ppm pfipravené
ve dvou sériich byly negativni i po 48 h expozici. Ve dru-
hém ptipad€ bylo dosazeno u E. coli a S. aureus lepsich
vysledku u dvojkové fady koncentraci v rozmezi 25 az
extrakt Z tymidnu, zejmena vuéi G-pos. indikatorovému
kmeni. Pfesto byly hodnoty MIC velmi vysoké (3,13 %
pro E. coli, 0,2% pro S. aureus). Pro ur€eni minimalni
baktericidni koncentrace (MBC) u E. coli O157:H7 a E.
coli O55 bylo zkouseno sedm silic (Etheroleum eucalypti,
E. origani, E. terebinthinae, E. cinnamomi zeylanici, E.
coriandri) a dvé siliéné slozky (karvakrol, thymol) ve dvoj-
kové fad¢ koncentraci v rozmezi 2—0,03 %. Po expozi¢ni
dobé 15 min a 24 h byla provedena inokulace vzorkl na
Miiller- Hiintonovlv agar, pficemz u E. coli O157:H7 byl
potvrzen baktericidni U¢inek vSech testovanych silic
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ajejich komponent. Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno
u silice skoficovniku ceylonského po 24 hodinové expozici
MBC iu E coli O55 po 24 hodinové expozici dobg
(0,12 %). U ostatnich vzorkll byla standardni hodnota
MBC 0,25 %. Ukazalo se, ze do dalSich biologickych po-
kust je vhodné zafadit silici z Cinnamomum zeylam'cum

v

Predmetem zajmu by méla byt i silice z dobromysli.

Tato prace vznikla za financni podpory grantu NAZV
¢. 71284/2007.
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MODIFIKOVANE FORMY CHITOSANU
VE SPOJENI S ISONIAZIDEM

EVA VAVRIKOVA, JARMILA VINSOVA
a ZBYNEK NOVY

Farmaceuticka fakulta UK, Heyrovského 1203, 500 05
Hradec Kralové
Eva.Vavrikova@faf.cuni.cz

Chitosan patii mezi kationtové polymery s Sirokym
potencidlem vyuziti v nejriznéjSich oborech. V porovnani
s chitinem, ze kterého se ziskava deacetylaci, ma vétsi
chemickou i biochemickou aktivitu. V pfipad€ vazby chi-
tosanu na léc¢ivo vznikd makromolekularni prolécivovy
konjugat, ktery se do buiky dostdvd endocytézou. Napo-
maha transportu 1é¢iv do cilovych bun¢k a udrzuje vhod-
nou koncentraci uvolilyjicich se 1é€iv z nosice. Specifita
vlastnosti makromolekularnich nosica (velikost, elektricky
naboj, hydro nebo lipofilita) ovliviluje farmakologické
aktivity navazanych latek. Chitosan se vyznacuje dulezity-
mi biologickymi vlastnostmi, z nichz nejvyznamnejéi jsou
biokompatibilita a biodegradabilita. Byly popsany i anti-
bakterialni, antitumorové a antioxidacni vlastnosti samot-
ného chitosanu i modifikovanych forem'. Dal3i dileZitou
vlastnosti chitosanu je sniZovani toxicity u samotnych
1éCiv, coz se v pripadé spojeni s antituberkulotikem prvni
volby isoniazidem zda velmi efektivni.
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Vzhledem k farmakologickym vlastnostem byly vy-
brany jako prodrug formy O-karboxymethyl chitosan® a N-
sukcinyl chitosan® pro spojeni s isoniazidem. Vzniklé kar-
boxylové skupiny byly aktivovany pomoci N-(3-di-
methylaminopropyl)-N’-ethylkarbodiimidu. V prezentaci
budou uvedeny syntézy produktti, vyhodnoceni biologické
aktivity a hepatotoxicita.

Tato prace vznikla za podpory MSM 0021620822 a
GA UK 76807/2007.

LITERATURA
1. Vinsova J., Vavrikova E.: Curr. Pharm. Design. /4,
1311 (2008).

2. Fan L., Du Y., Zhang B., Yang J., Zhou J., Kennedy
J.F.: Carbohydr. Polym. 65, 447 (2006).

3. Yan Ch., Chen D., Gu J., Hu H., Zhao X., Qiao M:
The Pharmaceutical Society of Japan /26, 789 (2006).
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FORMULACIA HYDROGELOV NA BAZE
CHITOSANU

ZUZANA VITKOVA, MARGARETA SUBOVA,
ANDREA HALENAROVA, MIROSLAVA
POTUCKOVA, ATTILA SZKUKALEK, VERONIKA
SIMUNKOVA a EDUARD TICHY

Katedra galenickej farmacie, Farmaceuticka fakulta, Uni-
verzita Komenského, Bratislava, SR
vitkova@fpharm.uniba.sk

Biokompatibilny, bioadhezivny a pozvolne biodegra-
dovatel'ny prirodny polysacharid chitosan ma §iroké uplat-
nenie v oblasti liekov, lekarstva a kozmetiky. Ukazalo sa,
ze disponuje aj miernym antimikrobiadlnym ucinkom
a urychl'uje hojenie ran. Z toho dévodu sa vybral ako hyd-
rogélovy  zaklad pre  formulaciu  chlorhexidinu
a terbinafinu do dermalneho polotuhého lieku. Na zaklade
predchadzajicich stadii sa pri formulacii liekovej formy
zvolila 2,5% (m/m) koncentracia polyméru a 0,1% kon-
centracia (m/m) lieCiv. V prispevku je hodnotena farmace-
uticka dostupnost’ terbinafinu a chlorhexidinu
z hydrogélov bez a s prisadou humektantov (glycerol, pro-
pylénglykol). Humektanty maju pozitivny vplyv na libera-
ciu hodnotenych lie¢iv z hydrogélov na baze chitosanu.
Javia sa ako perspektivna lickova forma v stomatologii
a dermatologii s antiseptickym a antimykotickym u¢in-
kom.

Praca vznikla za podpory grantov: VEGA 1/0320/08,
UK/95/2008 a UK/104/2008.
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STUDIUM SORBCIE TENZIDOV S CHITINOM
A CHITOZANOM

MARIA VOJTEKOVA a FRANTISEK KOPECKY

Katedra fyzikalnej chémie lieciv, Farmaceuticka fakulta
UK, 832 32 Bratislava, Slovenska republika
vojtekova@fpharm.uniba.sk

Neustaly pokrok vo vyskume a vyvoji novych che-
mickych Struktar lieiv dostava do popredia vyuzitie no-
vych materidlov zaloZenych na prirodnych a chemicky
modifikovanych biopolyméroch. ZvySuje sa vyznam pri-
rodnych materidlov z obnovitenych zdrojov. Studuje sa
chemicka Struktara, ich vlastnosti a mechanizmy posobe-
nia, ¢im stipa ich pouzitie vo farmaceutickom priemysle
avinych odvetviach. Medzi takéto latky patri chitin
a chitozan. St to pribuzné dusikaté polysacharidy. Amino-
polysacharid chitozan je deacetylovanym derivatom pri-
rodného chitinu. Po Strukturalnej stranke je podobny celu-
l6ze aje druhym najhojnej$im prirodnym biopolymérom.
Je dostupny abiokompatibilny, preto sa vyuZiva
v zdravotnickych materidloch atiez ako farmaceuticka
pomocna latka. Chitin a chitozan sa vyznacuju pomerne
velkou sorp&nou kapacitou'. Su schopné viazat na seba
rad latok — lipidy, peptidy, bielkoviny, enzymy, ale tieZ
kationy tazkych kovov. Prakticky nemenej zaujimava je aj
ich sorbcia na katidnové tenzidy.

Cetylpyridinium chlorid a cetylpyridinium bromid su
znidme antimikrobidlne latky, ktorych sorbciu na chitin
a chitozan sme sledovali v tejto praci vo vodnych rozto-
koch. Nakol'ko su to kationové tenzidy, pomerne dobré
rozpustné vo vode, chitin a chitozan su pri laboratornej
teplote mélo rozpustné, vhodnou metédou sledovania sor-
bcie je meranie mernej elektrickej vodivosti. Namerané
koncentracné zavislosti mernej elektrickej vodivosti zriede-
nych vodnych roztokov samotnych latok boli linearne a sla-
zili ako kalibracné krivky. Vodné suspenzie samotného chiti-
nu aj chitozanu sa vyznacovali malou, nie vSak zanedbatel’-
nou vodivostou, preto pred pripravou roztokov boli Cistené.

Zistovanie toho, ¢i dochadza k interakcii sledovanych
latok, sa zakladalo na merani mernej elektrickej vodivosti
rozne koncentrovanych roztokov chloridu resp. bromidu
cetylpyridinia (~ 6:107* mol dm™) s chitinom
a chitozanom (1 g/100 ml) pri 25 °C. Z poklesu vodivosti
roztoku sa pomocou kalibracnych kriviek zistil, aky podiel
rozpustenych ionovych latok sa naviazal na chitin
a chitozdn. Cetylpyridinium chlorid sa viaze viac
s chitinom (2-32,8 %) ako s chitozanom (3—12 %). Podob-
né to bolo aj v pripade cetylpyridium bromidu (chitin 14—
27,6 %, chitozan 1-13,5 %). Viazanie kationov oboch katio-
novych tenzidov na sorbenty chitin a chitozan sme spraco-
vali ako rovnovaznu sorbciu, ur¢ili sme parametre sorbc-
nej izotermy, analogickej Langmuirovej adsorpcnej izoter-
me.
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Praca bola vypracovana v ramci grantu VEGA
¢ 1/4297/07.
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DETERMINATION OF PHARMACEUTICALS
IN WATER BY SPE AND HPLC-DAD

LUCIE VYDROVA, MILADA VAVROVA a HANA
VITECKOVA

Brno university of Technology, Faculty of chemistry,
Purkynova 118, 612 00 Brno
vydrova@fch.vutbr.cz

Nowadays, pharmaceutical compounds are an emerg-
ing group of organic pollutants in aquatic systems. Their
potential toxic effects have been recognized as one of the
emerging research area in the environmental chemistry.

Samples were extracted and concentrated using solid-
phase extraction (SPE). For SPE the Oasis HLB cartridges
were used. High performance liquid chromatography
(HPLC) with diode-array detection was used for determi-
nation of anti-infalamatory drugs (acetylsalicylic acid,
diclofenac, ketoprofen) and lipid regulator (clofibric acid).
The optimised method was used on model systems.
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Klotrimazol je imidazolovy derivat s terapeutickym
uc¢inkem na nizsi houby, urceny k mistnimu pouziti. Pso-
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Obr. 1. Strukturni vzorec (a) Kklotrimazolu, (b) imidazolu
a(c) (2-chlorfenyl)difenylmethanolu2
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bi na patogenni a podminéné patogenni houby rodu Candi-
da, Torulopsis, Trichophyton, Epidermophyton, Microspo-
rum, Aspergillus, Nocardia a n&které dalsi mikromycety'.

V prezentované praci byla vypracovana metoda vyso-
kouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) pro stano-
veni obsahu G¢inné latky klotrimazolu a pfisluSnych necis-
tot (2-chlorfenyl)difenylmethanolu a imidazolu v ptiprav-
ku Clotrimazol spray 1 %.

Prace byla zaméfena na vybér vhodné chromatogra-
fické kolony, sloZzeni mobilni faze, jejiho pH a vnitfniho
standardu pro analyzu 1éCivého piipravku obsahujiciho
lokélng uzivané antimykotikum klotrimazol.

Jako optimalni kolona byla zvolena Discovery ZR-
PBD (5 um, 150 x 4,6 mm). Tato kolona je na bazi oxidu
zirkonicitého, ktery je potazeny vrstvou polybutadienu.

Mobilni faze: acetonitril-voda (50:50), pH vodné
slozky upraveno amoniakem 25 na 9,7. Kolona: Discovery
ZR-PBD, 5 um, 150 x 4,6 mm, pritok Fm: 1 mlmin ",
vinova délka A = 210 nm, davkovany objem 3 pl.

Tento vyzkum byl financné podporovan Vyzkumnym zame-
rem MSM 0021620822.
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Seznam piispévki

Moznosti techniky sekvencni injekéni analyzy ve stanoveni dusic-
nani a dusitant v pitnych vodach

Antioxida¢né vlastnosti listov svibu bieleho (Swida alba)

Sledovanie vplyvu viacsytnych alkoholov na liberaciu a ph hydro-
gélov s obsahom alaptidu

Molekulovo-modelovacia §tadia komplexov aktivneho miesta
angiotenzin konvertujuceho enzymu s vybranymi inhibitormi

Stanovenie prvkov RRFA v drogach s diuretickym t¢inkom

Formulécia hydrogélov pre stomatologiu

Obsah fenolovych latok vo vybranych druhoch rodu Mentha L.

Konformacna analyza pentametoxyflavonu

Stadium vzajomného ovplyviiovania extrakcie v trojzlozkovej
zmesi drog

Meéfeni antioxidacniho profilu rostlinnych extrakti pomoci HPLC
systému Agilent 1100 s post-kolonovou reakci

Pouzitie voltampérometrickych metod pre Stidium a hodnotenie
antioxidacnej aktivity vybranych flavonoidov

Stanovenie flavonoidov vo vybranych extraktoch rastlin rodu
Philadelphus L. a ich antioxidacn4 aktivita

Vplyv novosyntetizovanych derivatov kyseliny pyrazin-2-
karboxylovej na aktivitu lipoxygenazy z cytosolovej frakcie pl'ic
potkana

Sledovani antimikrobidlni aktivity vybranych pfirodnich latek
a jejich potencialni vyuzitelnosti v chovech hospodarskych zvitat
Modifikované formy chitosanu ve spojeni s isoniazidem

Formulacia hydrogélov na baze chitosanu

Stadium sorbcie tenzidov s chitinom a chitozanom

Determination of pharmaceuticals in water by SPE and HPLC -
DAD

Optimalizace HPLC stanoveni klotrimazolu
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