Farmacie 6-011

28.11.2011 10:19 str. 283 $

Analyticky profil 1-[3-(3-propoxy-
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SUHRN

Analyticky profil 1-[3-(3-propoxyfenylkarbamoyloxy)-2-hydroxypropyl]-4-(3-trifluérmetyl-
fenyl)piperaziniumchloridu

Predmetom prace bolo doplnenie niektorych experimentdlne stanovenych fyzikdlno-chemickych
deskriptorov 1-[3-(3-propoxyfenylkarbamoyloxy)-2-hydroxypropyl]-4-(3-trifluérmetylfenyl)pipe-
raziniumchloridu (pracovne oznaceného ako 8e), ti¢innej, relativne vysokolipofilnej zIi¢eniny proti
netuberkuléznemu M. kansasii My 235/80. Identita litky 8e bola potvrdend 'H- a 'C-NMR
spektrami, spektrometriou v IR oblasti ako aj elementdrnou analyzou. Vystup z hmotnostnej
spektrometrie potvrdil existenciu molekulového iénu [M + H*]*. Cistota hodnotenej zlieniny 8e
bola overend pomocou adsorpcnej chromatografie na tenkej vrstve, stabilita jej vodnych
a metanolovych roztokov bola hodnotend pri pésobeni UV/VIS Ziarenia. Hodnoty niektorych
zakladnych fyzikdlno-chemickych charakteristik molekuly 8e stanovenych v predchadzajicich
publikdcidch (pK,, log P boli korelované s konstantami, ktoré prislichaji niektorym v praxi
pouzivanym antimykobakteridlne aktivnym molekuldm (izoniazid, pyrazinamid, kyselina para-
-aminosalicylovd, etionamid, streptomycin). Pre stanovenie obsahu molekuly 8e sa pouZila RP-
-HPLC (reversed-phase HPLC) metéda vnitorného Standardu a UV/VIS spektrofotometria pri
vlnovej dizke 238 nm (vodné prostredie) a 244 nm (prostredie metanolu).
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SUMMARY

Analytical profile of 1-[3-(3-propoxyphenylcarbamoyloxy)-2-hydroxypropyl]-4-(3-tri-
fluoromethylphenyl)piperazinium chloride

The purpose of the paper was the completing of the experimentally estimated physicochemical
descriptors  spectrum of 1-[3-(3-propoxyphenylcarbamoyloxy)-2-hydroxypropyl]-4-(3-tri-
fluoromethylphenyl)piperazinium chloride (labelled as 8e), an effective, highly lipophilic compound
against non-tuberculous M. kansasii My 235/80. The identity of the structure 8e was verified by 'H-
and *C-NMR spectral data, IR spectrometry and by elemental analysis as well. The readout from
mass spectrometry confirmed an existence of the molecular ion [M + H*]*. The purity of the
evaluated compound 8e was checked by absorption thin-layer chromatography, the stability of its
aqueous and methanolic solutions was investigated under UV/VIS light. The values of some
physicochemical descriptors assigned to 8e, which had been previously published (pK, log P
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were correlated with the constants associated with some antimycobacterially active molecules which
are commonly used in therapeutical practice (isoniazid, pyrazinanide, para-aminosalicylic acid,
ethionamide, streptomycine). For the content determination of the molecule of 8e, RP-HPLC
(reversed-phase HPLC) method with an internal standard and UV/VIS spectrophotometry at the
wavelength of 238 nm (aqueous medium) and at 244 nm (methanolic medium) were used.

Key words: non-tuberculous mycobacteria — analytical evaluation — phenylcarbamates —

N-phenylpiperazine
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Uvod

Netuberkul6zne formy mykobaktérii (non-tuberculous
mycobacteria, NTM) su volne Zijice saprofyty, ktoré pdso-
bia pri ,,vhodnych* podmienkach ako inicidtor mnohych
vaznych, prevazne infekénych ochorenti, akymi st napriklad
infekcie plic, mikkych tkaniv, kosti, svalov, ale aj cystickej
fibrozy"”. NTM su tradi¢ne delené na tzv. pomaly rastice
(slowly growing Mycobacteria), kde patri napriklad Myco-
bacterium (M.) avium, M. kansasii, M. malmoense, M. len-
tiflavium alebo M. xenopi a tzv. rychlo rastice (rapidly gro-
wing Mycobacteria), ktoré reprezentuje M. fortuitum, M.
abscessus, M. smegmatis, M. mucogenicum alebo M. che-
lonae?. V ostatnych rokoch sa zvySuje incidencia a preva-
lencia NTM napriek skutocnosti, Ze prenos NTM medzi
postihnutymi osobami nebol dokdzany>.

V suicasnosti je zndmych priblizne 125 druhov NTM,
z ktorych je asi 60 povaZovanych za patogénnych pre ¢lo-
veka. M. kansasii je oportunistickym intraceluldarnym
patogénom, ktory podl'a DNA analyz zahfiia priblizne 5—7
podtypov, z ktorych je najroziirenej$i podtyp'+>. Tento
patogén je povazovany za vysokovirulentni formu NTM,
jeho vyskyt je relativne Casty aj u 0s6b s neporusenou imu-
nitou, ale najmé u imunodeficientnych pacientov, dalej sa
objavuje pri chemoterapeutickej liecbe, pri orgdnovej
transplantdcii alebo u pacientov na dialyze' 7.

Komplex M. avium (KMA) je tvoreny miniméalne dvo-
ma typmi: M. avium (vyznamny patogén ,,pdsobiaci* pri
diseminovanych ochoreniach) a M. intracellulare
(najmé ako patogén respiracného systému) s dokdzanou
genetickou variabilitou. Podl'a American Thoracic Socie-
ty je ubikvitny KMA najcastejSim mykobakteridlnym
komplexom (na druhom mieste je M. kansasii) zapricCi-
nujlicim manifestovanie réznych zdravotnych komplika-
cif u obyvatelstva, akymi s plicne ochorenia, lymfo-
adenitida, abscesy poraneni alebo kozné vredy, a to u
pacientov s imunodeficienciou®, zdanlivo zdravych Iudi
ale aj u 0sdb s nenaruSenym imunitnym systémom®?.

Liecba takychto infekénych stavov mdZe byt’ v dosled-
ku obmedzeného spektra v praxi aplikovatelnych a tG¢in-
nych antimikrobik komplikovanejSia ako terapeutické
zvladdnutie ochoreni, ktoré spdsobuje tuberkulézne M.
tuberculosis® V sucasnosti je preto potrebné neustéle
projektovat’, pripravovat a analyzovat' nové, ucinné
a antimikobakteridlne rychlo posobiace lieCivd s vhod-
nym toxikologickym profilom.

Predmetom predkladanej publikdcie je vypracovanie,
resp. doplnenie analytického profilu 1-[3-(3-propoxyfe-
nylkarbamoyloxy)-2-hydroxypropyl]-4-(3-trifluérmetyl-

fenyl)piperaziniumchloridu, vysokolipofilnej latky s pra-
covnym oznacenim 8e, ktord bola pripravend v rdmci syn-
tézy, komplexného fyzikdlno-chemického a biologického
hodnotenia fenylkarbamatovych Struktir s inkorporova-
nym, variabilne substituovanym, N-fenylpiperazinovym
fragmentom. Pri ur€ovani jej antimykobakteridlneho pro-
filu sa ukdzalo, Ze predstavuje efektivnejsie posobiacu zli-
Ceninu '” proti netuberkuléznemu mykobakteridlnemu
kmenu M. kansasii My 235/80 (MIC = 16 umol.lI"' po
14-dniovej inkubdcii, resp. 32 umol.lI"! po 21-dnovej inku-
bécii) v porovnani s pouzitym Standardom, izoniazidom
(INH; MIC > 250 pmol.I'! po 14-dniovej ako aj po 21-
-diiovej inkubécii). Hodnoty MIC latky 8e proti M. avium
My 330/88 vsak neboli experimentdlne stanovené z ddvo-
du jej relativnej nizkej rozpustnosti alebo pre minimalny
rast mykobaktéria '. Molekula 8e je zdroven menej G¢in-
na proti M. tuberculosis (MIC = 16, resp. 32 umol.I'V ako
pouzity INH'Y (MIC = 0,5; resp. 1 umol.I'D.

Pre zli¢eninu 8¢ mozno predpokladat’ aj niekolko dal-
Sich farmakologickych ti¢inkov — okrem iného antagonis-
tické ovplyvnenie a-adrenergnych receptorov a vaskular-
nu blokddu f-adrenergnych receptorov, ¢o navodzuje
vazodilatéciu, ako je to v pripade pdsobenia karvedilolu'?.
Okrem toho antagonistické pdsobenie na o -adrenergnych
receptoroch bude pravdepodobne zvyraznené pritomnos-
tou substituovaného N-fenylpiperazinového jadra v mole-
kule, ktoré je pritomné aj v Struktire naftopidilu '¥.
Schopnost’ latky 8e ovplyviiovat’ funkcie kardiovaskular-
neho systému vsSak nebola doposial’ experimentalne sku-
mana.

POKUSNA CAST

SPEKTRALNA CAST

'H- a C-NMR spektrometria

Pouzité chemikdlie: Deuterochloroform (rozpustadlo),
ako vnitorny Standard bol pouZity tetrametylsilan
(Merck Chemicals Slovensko, Bratislava, SR). Pripravili
sa roztoky hodnotenej substancie 8e s koncentraciou
2 mg/650 ul CH,CI.

Pristroje a zariadenia: NMR spektrometer Varian
Gemini 2000 (Varian, New Jersey, USA), magnet Oxford
300 MHz (Oxford, Vel'ka Britania).
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Parametre pri merani 'H-NMR spektier: Rozsah =
13 — -1 ppm, aktivacny ¢as = 3 s, pocet akvizicii = 32,
delay = 1 s, pracovna teplota = 20 °C.

Parametre pri merani “C-NMR spektier: Rozsah =
240 — -20 ppm, aktivac¢ny ¢as = 1,815 s, pocet akvizicii =
10 000, delay = 1 s, pracovna teplota = 20 °C.

'H-NMR spektrdlna charakteristika ldtky 8e bola publi-
kovand v praci'¥: 'H-NMR (300 MHz) § (ppm): 1,01 (t,
3H, OCH,CH,CH,); 2,60 (t, 4H, H-9, H-11); 2,80 (t, 4H,
H-10, H-12) 301 (m, 2H, OCH,CH,CH,); 3,28 (t, 2H,
OCH,CH,CH,); 4,10 (m, 1H, H7) 433 (d, 2H, PJ
290Hz H8) 4,35 (d, 2H, BJ ¢ = 2,90 Hz, H-6); 680(s
1H, OH) vs. 7,00 (s, 1H, OH); 685 — 7,10 (m, 8H, ArH);
745 (s, IH, NHCOO, H-5); 11,05 (s, 1H, NH*, H-17).

PC-NMR (75 MHz) 6 (ppm): 10,35 (OCH,CH,CH,);
22,33 (OCH,CH,CH,); 48,81 (uhlik piperazinu); 53,15
(uhlik piperazinu); 60,01 (CH,CH(OH)CH,-piperazin);
65,62 (CH,CH(OH)CH,); 68,21 (OCH,CH,CH,); 67,21
(CH, CH(OH)CH plperazm) 108,55 (ArC) 110,21
(ArC); 112,10 (ArC); 113,01 (ArC); 115,24 (ArC); 119,37
(ArC); 124,75 (ArCCF)); 128,35 (ArC); 129,37 (ArC);
(ArC); 130,51 (ArC); 136,20 (ArCNHCOO); 152,63
(ArC); 153,36 (NHCOO); 160,42 (ArCOCH,CH,CH,).

IR spektrometria

Pristroje a zariadenia: Spektrometer FT-IR Impact
400D (Nicolet), merané v tabletich KBr v koncentracii 2
- 3mg létky 8e/800 mg KBr.

IR ecm™: V(N-H): 3248; v(N*-H): 2605; v (C-H):
2975; v (C-H): 2870; w(C=0): 1728; v, (C= C) 1596;
O&N-H): 1549; &(CH,): 1450; v, (CAr—O CAIlk): 1232
(1077); (C-H): 763, 669.

Spektrofotometria v UV/VIS oblasti

Pouzité chemikdlie: Destilovand voda, metanol p.a.
(CentralChem, Bratislava, SR).

Priprava roztokov: Pripravili sa roztoky Studovanej
latky 8e sc¢ = 5 x 10°mol.l" vo vode a v metanole.

Pristroje a zariadenia, pracovny postup: Su charakte-
rizované v praci'¥. Podl'a Lambert-Beerovho zdkona sa
vypocitali hodnoty &, resp. log € pre vSetky absorpcné
maximd v obidvoch médidch.

Vodné prostredie — UV A4 nm (log €): 206 (4.69),
238 (445), 278 (3,67). Metanolové prostredie — UV
A, nm (log €): 212 (4,68), 244 (4,36), 282 (3,59).
Hmotnostnd spektrometria

Hmotnosté spektrum (MS) molekuly 8e bolo zmera-
né na pristroji Agilent 1100 LC/MSD VL Trap (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA). Detailné informécie
o podmienkach merania a pracovnom postupe su publi-
kované v praci'?. Snimané rozpitie hmét bolo v interva-
le 15-800 m/z.

ANALYTICKA CAST

Stanovenie teploty topenia

Pristroje a zariadenia, pracovny postup: Su charakte-

—¢—

rizované v praci'®. Nekorigovand hodnota teploty tope-
nia latky 8e je uvedend v tabulke 1.

Tab. 1. Zakladna charakteristika 4-(3-trifluérmetylfenyl)-1-
-[3-(3-propoxyfenylkarbamoyloxy)-2-hydroxypropylipipera-
ziniumchloridu

5 13 14

\ -
N [0} 15 - Cl

TN
1 12 16
CF,
O\L

CH

Sumadrny vzorec Mr

Prac. ozn.* t (°C)

Se C,H,CIEN,O, 51797 163-166

Vo vzorci je vyznacené Cislovanie skeletu z hl'adiska '"H-NMR
spektrometrie.

Elementdrna analyza
Pristrojové vybavenie a pracovny postup pri urceni

obsahu dusika, uhlika a vodika (tab. 2) pre molekulu 8e
je uvedeny v publikécii'™.

Tab. 2. Elementdrna analyza latky 8e

Prac. ozn. C (%) H (%) N (%)
teoret. prakt. teoret. prakt. teoret. prakt.
Se 55,65 5529 6,03 594 8,11 8,23

Stanovenie rozpustnosti

Pouzité chemikdlie, pristroje a zariadenia, pracovny
postup: St publikované v praci'®. Rozpustnost’ Studova-
nej latky 8e bola stanovend podl'a Eurépskeho liekopisu
6.0 9.

Stanovenie hodnoty R  pomocou adsorpénej
chromatografie na tenkej vrstve

Pouzité chemikdlie: Chloroform p.a. (CentralChem,
Bratislava, SR), dietylamin p.a. (Merck, Schudart, SRN),
cyklohexén p.a. (Lach-Ner, Neratovice, CR).

Materidl, pristroje a zariadenia: Silufol® UV , s vrst-
vou silikagélu s rozmermi 200 x 200 mm (nastrihany na
vhodne velké Casti), sklenené komory s rozmermi 190 X
180 x 80 mm, mikrokapildra (Hamilton Bonaduz, Svaj-
¢iarsko), UV-lampa (KRUSS UV 240, 230V AC, Ham-
burg, SRN).

Pracovny postup: Na komer¢ne vyrabané félie Silu-
fol® UV,,, s vrstvou silikagélu sa na vyznaCeny Start
mikrokapildrou naniesli 2 pl 1% roztoku hodnotene;j
zliceniny 8e a medziproduktu jej syntézy, t.j. 2,3-epo-
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Tab. 3. Zakladné fyzikalno-chemické parametre hodnotenej zliceniny 8e, ktoré boli publikované v pracach 17

Prac. ozn. Y(N.m™) pK, Ry,

log k’* log Pexp 0** log Pexp C** log Pexp h**

8e 0,0370 521 0,23

-0,268 392 1,50 1,31

*hodnota log k’ stanovend v RP-HPLC-systéme s mobilnou fazou tvorenou 94% metanolom; **hodnoty rozdelovacich koeficientov (resp. log

P_ ) stanovenych v rozdelovacich sdstavach oktdn-1-ol/TFR (log P

exp exp o

), cyklohexdn/TFR (log P,

xp ) a heptdn/TFR (log PCXP W

Tab. 4. Parametre potrebné na zostrojenie kalibracnej krivky pre stanovenie obsahu latky 8e vo vodnom (pri A, = 238 nm)

a v metanolovom (pri A,

max

= 244 nm) prostredi pomocou UV | VIS spektrofotometrie

¢ (mol.I'") Voda Metanol

A log A A log A
7,722 x 10° 0,22591 -0,64606 0,24862 -0,60446
1,544 x 107 0,44687 -0,34982 046481 -0,33272
2317 x 103 0,63458 -0,19751 0,69634 -0,15718
3,089 x 107 0,84328 -0,07403 0,90523 -0,04324
3861 x 10° 1,05964 02516 1,12987 0,05303

xypropan-1-ylesteru kyseliny 3-propoxyfenylkarba-
movej (s pracovnym oznacenim Epoxid-33), v metanole
p-a. Po ukonceni vyvijania sa chromatogramy susili pri
laboratdrnej teplote a detegovali sa pod UV-lampou pri
vinovej dizke 254 nm. Vysledné hodnoty st priemerom
zo Siestich paralelnych stanoveni (pozri Cast’ Vysledky
a diskusia). Ako vhodnou vyvijacou sustavou pre TLC-
-hodnotenie sa ukdzal systém S: chloroform : cyklohe-
xdan : dietylamin (¢ = 6:3: 1).

Stanovenie povrchového napdtia a disociacnej
konstanty

Pouzité chemikdlie, pristroje a zariadenia, pracovny
postup: St publikované v praci'®. Hodnoty povrchového
napiitia (y) a disociaCnej konStanty (pK) su prezentova-
né v tabulke 3.

Stanovenie logaritmu reten¢ného (kapacitného) fak-
tora ,,k“ (log k’) z RP-HPLC a rozdelovacieho koefi-
cientu P, (log P, )v roznych lipohydrofilnych systé-
moch

Pouzité chemikdlie, pristroje a zariadenia, pracovny
postup, chromatografické podmienky (RP-HPLC), vyber
lipofinych prostedi pre shake-flask metodu stanovenia
P, si publikované v précach'>'”. Hodnoty experimen-

tdlne stanovenych parametrov lipofility si uvedené
v tabulke 3.

Stiidium stability v UV/VIS oblasti

Pristroje a zariadenia: Pozri UV/VIS spektrofotomet-
riu v rdmci spektralnej Casti.

Pracovny postup: Pripravil sa vodny a metanolo-
vy roztok latky 8e sc¢ = 5 x 10 mol.I'". V priebe-
hu 1 h sa v 5-min intervaloch sledovali (pripadné)
posuny vo vlnovych dizkach absorpcnych maxim

ako aj (pripadné) zmeny v absorbanciach pri jedno-
tlivych absorpénych maximdach v obidvoch zvole-
nych prostrediach.

Stanovenie obsahu

Stanovenie obsahu ldtky 8e v UV/VIS oblasti spektra

Pristroje a zariadenia: Pozri UV/VIS spektrofoto-
metriu v rdmci spektrdlnej Casti.

Pracovny postup: Pripravil sa 0,002% zasobny(-¢) roz-
tok(-y) zliceniny 8e vo vode ako aj v metanole, ktoré-
ho(-ych) spektrum sa zaznamenalo v oblasti 190 az 400
nm proti ¢istému rozpistadlu. Z konkrétneho zdsobného
roztoku sa odpipetovalo postupne 2, 4, 6, 8 a 10 ml do
piatich 10-ml odmernych baniek. VSetky odmerné banky
sa doplnili po znacku vodou, resp. metanolom a zazna-
menala sa absorbancia takto pripravenych roztokov '¥.
Z nameranych hodndt A sa zostrojila kalibracna krivka;
vo vodnom prostredi pri vinovej dizke A = 238 nm,
v metanole pri A = 244 nm. Hodnoty prislusnych
koncentracii a absorbancii A si uvedené v tabulke 4.

Vyhodnotenie vysledkov: Obsah zliceniny Se sa sta-
novil z funkcie priamky (y = a x + b). Po zostrojeni
kalibracnej krivky a Statistickom vyhodnoteni v progra-
me OriginPro ver. 8 SRO (OriginLab Corporation, Nort-
hampton, USA) jednotlivé symboly znamenaji: y = A
(absorbancia), b = a, (dsek na osi y), a = a; (smernica
priamky), x = c. Z tychto vztahov vyplyva, Ze koncen-
tricia sa vypocita podl'a vztahu: c = (A —a) / a,.

Stanovenie obsahu ldtky 8e pomocou RP-HPLC
metody vniitorného Standardu

Pouzité chemikdlie: Metanol UV (Lachema, Brno,
CR), natriumacetat taveny cisty (Spolana, Neratovice,
CR), vniitorny $tandard — kyselina para-metoxyfenyl-
octovd pre syntézu (Merck Chemicals Slovensko, Brati-
slava, SR).
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Tab. 5. Parametre potrebné na zostrojenie kalibracnej krivky pre stanovenie obsahu latky 8e pomocou RP-HPLC

V# (ml) ¢ (mol.I") P, (8ey** P, PP,
1 33861 x 107 2235039 5831,250 0383286
2 7,722 x 10° 4571367 5965321 0766324
3 1,158 x 10 8528,139 6051924 1409162
4 1,544 x 10* 11001,565 6184,764 1778817
6 2317 x 10* 16045,763 6029265 2661313

*objem pridaného zakladného roztoku 8e (0,05 %)

*#plocha prislu§nych pikov formovanych ldtkou 8e (P|) a vnitornym Standardom — kyselinou para-metoxyfenyloctovou (P,)

Pristroje a zariadenia, chromatografické podmienky
st publikované v praci'®.

Pracovny postup: Pripravil sa 0,05 % zasobny roztok
latky 8e v metanole, z ktorého sa kvantitativne prenieslo
do 25-ml odmernych baniek postupne po 1, 2, 3, 4
a 6 ml, do kazdej 25-odmernej banky sa pridalo 1,5 ml
vnitorného Standardu (0,10% metanolovy roztok kyseli-
ny para-metoxyfenyloctovej) a doplnilo sa metanolom
po znacku!?. Pomocou dévkovacieho ventilu sa z takto
pripravenych roztokov nanasal na kolénu objem 20 pl.

Vyhodnotenie vysledkov: Z pamiti pocitaca bol vyvo-
lany zdznam analyzy vzorky, integrovali a opisali sa plo-
chy zodpovedajice analyzovanej litke (P)) a jej vnitor-
nému Standardu (P,). Vysledky analyz sa vypocitali
z pomeru ploch pikov P /P, (tab. 5).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Syntéza Studovanej latky bola publikovand v praci'¥,
molekula 8e bola pripravend reakciou 2,3-epoxypropan-
-1-ylesteru kyseliny 3-propoxyfenylkarbdmovej (pracov-
ne oznaceny ako Epoxid-33) a bazickej zlozky, 1-(3-tri-
flu6rmetyl)fenylpiperazinu. Chemicka Struktira analyzo-
vanej zldceniny 8e bola potvrdend 'H- ako aj *C-NMR
spektrometriou. V. 'H- a '*C-NMR spektrach boli dokd-
zané atémy vodika a uhlika meta-propoxysubstituenta,
2-hydroxypropdn-1,3-diylového zoskupenia, karbamato-
vej funkénej skupiny, piperazin-14-diylu, pritomnych
aromatickych jadier spolu s atémom uhlika trifluérmety-
lovej skupiny viazanej na N-fenylpiperazinové jadro.
V IR spektre hodnotenej molekuly boli identifikované
vlnocty zodpovedajice meta-propoxyskupine, aromatic-
kym kruhom v lipofilnej ako aj v solitvornej ¢asti mole-
kuly, NH-skupine karbamatového zoskupenia, arylalkylé-
teru ako aj karbonylu. Pas IR spektra valen¢nej vibrécie
(C=0)-skupiny pri 1728 cm’' sa mdze pri litke 8e vyuzit
pre kvantitativne hodnotenie.

Schopnost’ zli¢eniny absorbovat’ Ziarenie v ultrafialo-
vej a viditelnej Casti spektra zavisi predovSetkym od jej
elektrénovej Struktiry. Analyzovand molekula 8e vyka-
zovala v UV/VIS oblasti vo vodnom ako aj v metanolo-
vom prostredi tri absorpéné pasy. Podobne je to aj v pri-
pade nesubstituovaného benzénu, ktorého absorpcné

maximd st pri 184 nm (g, =60 000 m>mol”,log €
=4.79), 204 nm (g, = 7900 m*.mol ", log &, = 3.90)
a256 nm (g, =200 m*>mol’, log &, =2730). Substi-
ticia auxochromnymi skupinani na benzénovom kruhu
znamend posun jednotlivych maxim smerom k vyS$§im
vinovym dizkam?”. Druhy lokalne excitaény pés litky Se
bol vo vodnom prostredi pozorovany pri 206 nm (A,__ ;
pri 212 nm v metanole), charge-transfer pas (C-T) pri
238 nm (A, ; pri 244 nm v metanole) a prvy lokdlne
excitaCny pds pri 278 nm (g, _; pri 282 nm v metanole).

Hmotnostné spektrum je charakteristické pre kazdu
latku a moze byt pouzité ako ,,odtlacok palca“ (finger-
print) na jej identifikdciu bud porovnanim s uz znamym
spektrom alebo priamo jeho interpretdciou *V. Analyza
MS Studovanej zliceniny 8Se poukdzala na existenciu
zodpovedajiceho molekulového iénu [M + H*]*, ktoré-
ho hodnota m/z = 4822.

Vypoditany a experimentdlne stanoveny percentudlny
obsah uhlika, vodika a dusika sa pre litku 8e neliSil
o viac ako = 040 % (tab. 2). Z nameranych udajov
sticasne nepriamo vyplynulo, Ze latka 8e bola pripravend
ako monochlorid.

Hodnotend zlicenina 8e je vysokolipofilnou Strukti-
rou, ktord je vel'mi tazko rozpustnd v destilovanej vode,
dobre rozpustnd v metanole, mierne rozpustnd v lichu
96% a prakticky nerozpustnd v chloroforme. Na orien-
tacné hodnotenie jej Cistoty bola okrem RP-HPLC pou-
Zitd adsorpcnd chromatografia na tenkej vrstve — dele-
nie ldtok na adsorpénom principe sa uskutocnilo na
platniach Silufolu®, vyvijanie prebiehalo do vzdialenosti
10 cm. Sucasne so zliceninou 8e bol chromatograficky
hodnoteny aj medziprodukt syntézy — Epoxid-33. Vo
vyvijacej sustave S (pozri experimentdlnu Cast’) nastalo
jednoznacné oddelenie ohrani¢enych Skvin prislichaji-
cich Struktire 8e (R, = 0:38) a Epoxidu-33 (R, = 0,59),
pricom na prisluSnom ,,stlpci latky Se neboli pozorova-
né iné Skvrny.

Studovand molekula 8¢ mé schopnost vyraznym
sposobom znizovat’ povrchové napitie '¥, je teda povr-
chovoaktivnou latkou (tab. 3).

Hodnotend zlicenina 8e md mierne kysly charak-
ter ', v jej Struktdre je protonizovany len jeden atém
dusika piperazin-1,4-diylového skeletu, ktorému pri-
slicha pK, = 5,21. Tento udaj je vySsi ako st prvé dve
hodnoty disocia¢nych konstdnt izoniazid *» (pK, =
20; pK, = 3,5 a pK_, = 10,8). Niz8ie hodnoty pK,
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maju aj niektoré iné v praxi pouzivané antimykobakte-
ridlne dcinné latky ** — pyrazinamid (pK, = 0,50),
kyselina para-aminosalicylovd (pK,, = 1,78; pK , =
3,63) alebo etibnamid (pK, = 4,37). Streptomycinu
prislichaji naopak vys$Sie hodnoty disocianych kon-
Stant*® ako md litka 8e (pK,, = 7.,84; pK , = 11,54).

Skelet bunkovej steny jednotlivych mykobaktérii
pozostdva, okrem iného, z troch hlavnych, navzdjom
kovalentne pospdjanych podjednotiek, ktorymi su arabi-
nogalaktan (AG), peptidoglykdn (PGN) a mykolové
kyseliny. Kyselina murdmovd, ako ¢ast PGN, je N-gly-
kolyldtovana (konjugovand) na kyselinu N-glykolylmu-
rdmovu. NajtypickejSou Crtou stavby konkrétnej myko-
bakteridlnej bunkovej steny je vSak to, ze az 60 % jej
hmotnosti tvoria lipidy a kyselina mykolova?®. Makroli-
dové, tetracyklinové, fluérchinolénové Struktiry alebo
rifamyciny sd vysokolipofilné molekuly, ktoré pravdepo-
dobne vyuzivaju lipidovi dvojvrstvu cez prechod bunko-
vou stenou mykobaktérii*®.

Preto je z hladiska moZného mechanizmu antimyko-
bakteridlneho pdsobenia Studovanej latky 8e poznanie
miery jej lipofility jednym z kl'icovych faktorov. Ako
vyplyva z ddajov sumarizovanych v tabulke 3 (log k’°,
log P substancia 8e je vysokolipofilnou Struktirou,
ktorej hodnota log P stanovend v systéme oktdn-1-
-ol/TFR je vyssia ako rozdelovaci koeficient izoniazi-
du* (-0,64), pyrazinamidu > (-1,89), kyseliny para-
-aminosalicylovej?® (1,01), etiénamidu®” (0,71) alebo
vysokohydrofilného streptomycinu 2® (-8,01).

Pri hodnoteni vplyvu UV/VIS Ziarenia na vodny
a metanolovy roztok zli¢eniny 8e bolo zistené, Ze v prie-
behu 1 h nedoslo k zmene hodndt absorbancii pri jedno-
tlivych absorpénych maximach a v rovnakom ¢asovom
intervale ani k ich posunu.

Pre (pripadné) stanovenie obsahu zlic¢eniny Se v kon-
krétnej liekovej forme alebo v telovych tekutindch moz-
no vyuzitt UV/VIS spektrofotometriu alebo RP-HPLC.
Obsah latky 8e bol stanoveny spektrofotometricky pri
vinovej dizke druhého absorpéného maxima, teda pri
A, = 238 nm (pre vodné prostredie), resp. pri A, =
244 nm (pre prostredie metanolu).

Na zdklade ziskanych ddajov bola zostrojend kalib-
racna krivka, vysledkom stanovenia obsahu latky 8e vo
vodnom prostredi (tab. 4) bolo formulovanie regresnej
rovnice v tvare: y = 26724(x372)x + 0,0229
(£0,0095); R* = 0999, F = 5172, n = 5, resp. pre
stanovenie obsahu v prostredi metanolu platilo: y =
28526 (x216)x + 0,0281(x 0,0055); R? = 0,9998, F
= 17412,n = 5.

V uvedenych koreldcidch parameter y predstavuje
absorbanciu, x vyjadruje koncentraciu stanovovane;j lat-
ky v mol.I'', F je hodnota F-testu na testovanie Statistic-
kych hypotéz (Statistickd indukcia), n je pocet pripadov.

Pri stanoveni obsahu latky 8e pomocou RP-HPLC sa
vhodnou mobilnou fadzou pre jej delenie ukdzal metanol
94 %. Formulovand regresnd rovnica mala nasledujici
tvar: y = 111951(x519)x — 0,0767(x 0,0728); R* =
0994, F = 530, n = 5. Parameter y predstavuje pomer
ploch pikov Studovanej latky Se a vnitorného Standardu
(kyselina para-metoxyfenyloctovd), x vyjadruje koncent-
raciu stanovovanej latky v mol.l"!.

—¢—

Experimentdlne udaje sumarizované v tejto praci budd
v budticnosti sldZit' ako prispevok pre dalsie komplexné
hodnotenie vzt'ahov medzi chemickou Struktirou a biolo-
gickou (antimykobakteridlnou) aktivitou (QSAR) v sku-
pine bazickych esterov alkoxyfenylkarbamovej kyseliny.
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Reakce na ¢lanek ,,Méreni viskozity a konzistence dle CL 2009
(Ces. slov. Farm., 2011; 60, 241-246)

SOUHRN

Clanek reaguje na kritiku Iékopisnych ¢lanki publikovanou v piispév-
ku E. Snejdrové a P. Pohlové (Ces. slov. Farm., 2011; 60, 241-246).
Zminéné ¢lanky byly jiz témér rok pied publikaci jejich prace revido-
viny a vétSina vytykanych nedostatkii byla odstranéna v CL 2009 —
Doplnék 2010 se zdvaznosti od 1. 9. 2010.

SUMMARY

Response to the paper “Viscosity and consistence measurements
following Ph.B. 2009 (Ces. Slov. Farm., 2011; 60, 241-246)

The paper responds to the paper enutled Ylscosuy and consistence
measurements following Ph.B. 2009 by E. Snejdrovéd and P. Pohlova
published in this journal (Ces. Slov. Farm., 2011; 60, 241-246). The
pharmacopoeia texts which were criticized had been revised about
a year before the publication of their paper and the majority of mista-
kes were corrected in Ph.B. 2009 — Add. 2010 valid from 1 September
2010. Mad.

V minulém ¢isle tohoto éasopisu byl uvefejnén ¢lanek Evy Snejd-
rové a Petry Pohlové, v némz byla méfena viskozita vybranych poly-
mernich litek a konzistence vybranych mastovych zakladii a masti
podle Ceského 1ékopisu 2009 (dale CL 2009). ,,Cilem bylo kriticky
zhodnotit pozadavky 1ékopisu na viskozitu a konzistenci a navrhnout
tpravy Iékopisnych postupti ... (citovano podle abstraktu)*. Pokud $lo
o méfeni viskozity, autorky pracovaly s CL 2009, jehoz Evropska ¢ast
je prekladem zdkladniho dila 6. vydani Evropského lékopisu (déle
Ph. Eur.) a jeho prvnich dvou dopliiki. Evropskd lékopisnd komise
(dale ELK) ¢lanky pomocnych latek postupné upravuje ve spolupréci
s americkou a japonskou lékopisnou komisi v rdmci mezindrodni har-
monizace. Clanky tykajici se rtiznych derivati celulosy byly timto
kolegiem zhodnoceny, na zdkladé toho revidovany a revize byly publi—
koyany v dopliku 6.3 Ph. Eur. Jejich pfeklad byl zvefejnén
v CL 2009 — Doplnék 2010 a v ném je vétSina vytykanych nedostatki
jiz odstranéna. Zavaznost CL 2009 — Doplngk 2010 byla stanovena od
1.9.2010, tedy pfiblizné 10 mésict pred odeslanim rukopisu prace do
redakce. Autorky tedy publikovaly kritiku jiZ neplatnych znéni ¢lanki.

V pifpadé méieni konzistence penetrometricky byl chybny pieklad
zpiisobu vyjadfovani vysledkt opraven v CL 2009 — Doplnék 2011
(zdvazny od 1.9.2011).

CL je na Ph. Eur. navézan od roku 1998, kdy Ceskd republika pfi-
stoupila k mezinarodni Umluvé pro vypracovani Evropského 1ékopi-
su. Lékopisna komise ministerstva zdravotnictvi (ddle LK MZ) od té
doby pfipravuje Ceské pieklady textti Ph. Eur. k vydavani v pravidel-
nych intervalech ve snaze udrzet pro odbornou vefejnost aktudlni
a dostupné informace o platnych textech této komplexni farmaceutic-
ké normy. Ph. Eur. vychdzi pravidelné tfikrat ro¢né, komplex ceskych
piekladl vychdzi vzdy jedenkrdt ro¢né a zahrnuje texty platné v pri-
slusném roce. Od tplného vydani CL 2009 vychazi jiz dopliiky, zpra-
vidla s platnosti od 1. zafi. Zdvaznost stanovuje ministerstvo zdravot-
nictv1 (ddle MZ) na zédkladé zmocnéni § 11 pism. c¢) a d) zdkona

€. 378/2007 Sb., o Ié¢ivech a 0 zméndch a doplnéni nékterych souvi-
sepcwh zdkonil, ve znéni pozdéjsich predpisii. CL (a jeho dopliiky) je
tedy zdvazny ze zdkona, a to pro vSechny oblasti farmacie. O vydani
a zéavaznosti nového lékopisu (dopliiku) informuje MZ ve Veéstniku
MZ a Stétni dstav pro kontrolu 1é¢iv na své internetové strance, kde je
soucasné zvefejnén i jeho obsah. Vlastni texty prekladi jsou zvefejiio-
vany v knizni i elektronické podobé v publikacich vydavanych nakla-
datelstvim Grada Publishing. Pro védecké a odborné ucely poskytuje
sekretaridt LK MZ na vyzadan{ texty v origindle (v anglictiné ¢i fran-
couzsting, jak jsou vyddvany), ¢i jejich preklady do Cestiny, a to
i v predstihu, pred jejich vydanim.

Sekretaridt LK MZ pfijim4 a vitd jakakoli upozornéni na chyby ¢i
nejasnosti v prekladech (zpravidla je vSak ziskdva pifmou cestou, ne
formou publikace v odborném tisku), ty pak opravuje v nejbliz§im
vyddni CL, je-li to tfeba. Chyby v metodice ¢lanku fesi LK MZ ve spo-
lupréci s ELK, kde md své zastoupent, formou Zddosti o revize ¢lanka
¢i stati; tyto Zadosti je tfeba dolozZit experimentalm validovanou studif.
Lekoplsne metodiky je mozné nahradit j Jlnyml vhodnéjsimi metodami,
ovsem je tfeba validovanou studii prokazat, Ze bude-li pouZita lékopis-
nd metodika, dosdhne se stejnych vysledka.

doc. PharmDr. Milo§ Machdcek, CSc.
predseda Lékopisné komise MZ CR
RNDr. Hana Lomskd

tajemnice Lékopisné komise MZ CR

CESKA A SLOVENSKA FARMACIE, 2011, 60, ¢. 6

289



