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Zpusob pFipravy esteru 2—oxoglutaratu, pFipravek obsahujici ester 2—oxoglutarit a jeho
pouZziti

Oblast techniky

Vynélez se tyka zplisobu piipravy esteru 2—oxoglutaratu, pfipravku, ktery obsahuje esteru 2—oxo-
glutaratu a jeho pouziti pro podporu biosyntézy kolagenu.

Dosavadni stav techniky

Pro biosyntézu kolagenu je nezbytny prolin. Z prolinu pak post-translaéné, piisobenim prolyl-4—
hydroxylazy vznikd hydroxyprolin nezbytny pro vznik troj$roubovice kolagenu a pro jeho
mechanické vlastnosti. Netplna hydroxylace prolinovych rezidui X—Pro-Gly v opakujicich se
aminokyselinovych motivech vede k chybam pfi syntéze kolagenové troj§roubovice (Myllyharju,
2003). Pro hydroxylaci prolinu je, spolu s Fe** ionty a vitaminem C, nezbytny meziprodukt Kreb-
sova cyklu 2—oxoglutarét, ktery je substratem pravé pro prolyl-4-hydroxylazu. P¥itomnost uve-
denych latek je tak pro biosyntézu kolagenu kli€ova.

Pouziti nativniho 2—oxoglutaratu jako prostfedku pro stimulaci biosyntézy kolagenu je znimé,
pfiCemz pozitivni G¢inek latky byl experimentalné prokazan in vitro na kultufe fibroblastl a in
vivo, na bezsrstych myskach dlouhodobé ozatovanych UVB. Zevni aplikace 1% 2—-oxoglutaratu
spole¢né s propylenglykolem a etanolem vedla u pokusnych zvifat k redukci nasledkd aktinické-
ho starnuti kiize, véetné€ potlaceni tvorby vrasek (Son et al., 2007). Biologické dostupnosti a u¢in-
nosti transdermalni penetrace 2—oxoglutaratu je zde dosaZeno pouzitim propylenglykol—ethanolo-
vého nosiCe, ktery narusi pfirozenou funkci bariéry kize tim, Ze narusi jeji povrchové struktury,
coZ je nevyhodné. Korejsky patent KR 1219294 popisuje kosmetickou kompozici d€innou pfi vy-
hlazeni vrasek obsahujici nemodifikovany 2—oxoglutarat a pfipadné o~lipoovou kyselinu.

Nedostatkem tohoto feSeni je pouziti nemodifikované molekuly, ktera pro sviij hydrofilni charak-
ter obtizné prekonava biologické bariéry a musi byt kombinovana s latkami (napf. propylengly-
kol a ethanol), které prostup nemodifikované molekuly usnadiiuji a zvySuji tak jeji biologickou
dostupnost. Tyto latky vsak funguji tak, Ze porusuji ptfirozenou ochrannou funkci biologickych
bariér, coz je nezadouci. Navic builky na externi pfidavek nemodifikovaného 2-oxoglutaratu
reaguji pouze mirnym a statisticky nesignifikantnim zvySenim produkce kolagenu.

Esterifikovany 2-oxoglutarat je latka jiz znama a je popsan jako u¢inek na kontrolu pseudo-
hypoxie v burikiach (MacKenzie et al.; 2007). Vyuziti monoesterii 2—oxoglutaratu pro prevenci
pseudohypoxie bunék je uvedeno v US2009/005437 (WO02006/016143). Je znamo, Ze 2—0xo-
karboxylové kyseliny jsou obecné extrémné nestabilni, tudiZ viechny dosud znamé postupy pfi-
pravy esterii 2—oxoglutarové kyseliny popsané v literatufe byly provedeny bez zadsadniho zahfi-
vani, dokonce v nékterych pfipadech za chlazeni (W02006/016143).

Podstata vynalezu

K hydrofobizaci molekuly, pomoci niz se molekula stane pro buiiky biologicky dostupnéjsi bez
potieby pouZivat dal§i pomocné latky je podle tohoto vynalezu vyuZito esterifikace alespoii jedno
karboxylu 2-oxoglutaratu alkoholem. Ester je jako transportni forma za fyziologickych podmi-
nek dostate¢né stabilni k tomu, aby do$lo ke snadnému prostupu molekuly pies fyziologické ba-
riéry. Po prestupu do intraceluldrnich prostor je vSak rychle hydrolyzovan pfitomnymi enzymy za
vzniku biologicky aktivniho 2—oxoglutaratu a biokompatibilnich alkoholii.
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Navic ve srovnani s i¢inkem prostého 2—oxoglutaratu byl prekvapivé zjiitén signifikantni proko-
lagenni G¢inek esterll 2-oxoglutaratu u bun&k exponovanych oxidagnimu stresu vlivem napiiklad
stafi, zan&tu, pisobenim UV zafeni, pisobenim $kodlivych chemickych latek atd. Takovyto u&i-
nek je srovnatelny s ii¢inky ristovych hormoni.

Nedostatky dosavadniho stavu techniky fesi ester 2—oxoglutaratu obecného vzorce I

O

1.0 O 2

R R ,

kde

R1 a R2 jsou stejné nebo riizné a jsou nezavisle vybrany ze skupiny zahrnujici vodik, C;~Cso
alkyl, C;-Csy alkenyl, C,—Cso cykloalkyl, C,—C3o cykloalkenyl, C,;—Cs alkylaryl nebo C,—Cs
alkylheteroaryl, ve kterém R1 a R2 voliteln& obsahuji jeden nebo vice stejnych nebo riznych
heteroatomil vybranych ze skupiny zahrnujici N, O, S; a pfiemZ R1 a R2 nejsou soudasn& vodik;
nebo jeho farmaceuticky ptijatelné soli;

pro pouziti v medicing, veterinarni medicing, kosmetice, biotechnologickych aplikacich nebo
v tkafiovém inZenyrstvi pro stimulaci biosyntézy kolagenu, zv14§t& u bungk exponovanych oxi-
da¢nimu stresu.

Ester 2—-oxoglutarat definovany vyse se pouzije pro vyrobu zdravotnického prostfedku, lé&ivého
ptipravku, veterindrniho piipravku, veterinrniho technického prostiedku, veterinarniho 1é&ivého
piipravku nebo pfipravku slouZiciho jako soutast médii pro kultivaci a uchovavani bungk, pro
tkafiové inZenyrstvi nebo pro biotechnologické aplikace pro stimulaci biosyntézy kolagenu.

Pfipravky uvedené vySe se mohou pouzit pro stimulaci biosyntézy kolagenu in vivo v pojivovych
tkanich i v biotechnologickych aplikacich a v bun&&ném a tkafiovém inZenyrstvi.

MnoZstvi esteru 2-oxoglutaritu definovaného vyse v pfipravku podle vynilezu je v rozmezi
0,01 % hmotn. aZ 10 % hmotn. na celkovou hmotnost pfipravku. Dale ptipravek podle vynalezu
obsahuje fyziologicky pfijatelné pomocné latky vybrané ze skupiny zahrnujici akrylaty/C10-C30
alkylakrylat zesitény polymer, pantenol, glycerin, metylparaben, estery mastnych kyselin olivo-
veého oleje a sorbitanu/cetearyl alkoholu, sorbitan monolaurat, olivovy olej, glycerylmonostearat,
skvalen, butylparaben, makadamovy olej, kyselinu hyaluronovou, jeji derivity a soli, alantoin,
polyakrylat sodny, cetearylalkohol, kokosové méslo, isododekan, hydroxypropylmetylcelulézu,
sodnou siil karboxymetylcelul6zy, xylitol, manitol, erythritol, vazelina, tekuty parafin, propylen-
glykol, stearomakrogol 100, stearomakrogol 1050, cetylalkohol, lehky tekuty parafin, propyl-
paraben, kakaovy olej, stfedni nasycené triacylglyceroly, benzylalkohol, sorbitany a polysorbaty,
avokadové maslo, ceteareth—20, cetyl alkohol, bambucké maslo, sorbitan stearat, span 20, 60, 80
stearovou kyselinu, stearyl palmitat, xanthanovou gumu, 1,3-butanediol, mandlovy olej, aloe
vera, dimethikon, izopropylmyristat, polyethylenglykoly (napf. PEG-100 stearat, PEG 400), olej
zhroznovych jader nebo izohexadekan, které se b&Zn& pouZivaji pro pripravky predev§im
v oblasti kosmetiky, mediciny, veteriny, tkafiového inZenyrstvi a pti biotechnologickych aplika-
cich.

Ptipravek podle vynilezu je ve formé& roztoku, emulze, suspenze, gelu, masti, krému nebo obva-
zového materialu.
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Ptipravek podle vyndlezu se s vyhodou pouZije pro stimulaci biosyntézy kolagenu u bunék
exponovanych oxida¢nimu stresu obsahujici kolagen.

Oxidaéni stres je nerovnovaha mezi tvorbou reaktivniho kysliku (jinak téZ volnych radikalid),
ktery vznika jako vedlej$i produkt okysli¢ovani a latkové vymény, a schopnosti organismu rychle
odbouravat a detoxikovat reaktivni meziprodukty. Podili se na mnoha nemocech, jako je napfi-
klad ateroskler6za, Parkinsonova nemoc, srdeni selhani nebo infarkt myokardu. Dlouhodoby
oxida¢ni stres je mimo jiné pfi¢inou napiiklad starnuti kiZe, jejiz buiiky se vyznacuji zvySenou
chybovosti v post—translaéni modifikaci kolagenu. K takovéto chybovosti viak také miZe dojit
u kterychkoliv bunék obsahujicich kolagen naptiklad pisobenim UV zafenim, zinétem a dal$imi
$kodlivymi latkami, jak je uvedeno vyse.

Ptipravek podle vynalezu je vybran ze skupiny zahrnujici zdravotnicky prostfedek, 1éCivy pfipra-
vek, veterindrni piipravek, veterinarni technicky prostfedek, veterindrni 1é¢ivy ptipravek nebo
pfipravek slouzici jako soudast médii pro kultivaci a uchovavani bunék, pro tkafiové inZenyrstvi
a pro biotechnologické aplikace.

Ester 2—oxoglutarat definovany vy$e se s vyhodou pfipravi zpisobem, jehoZ podstatou je, Ze
kyselina 2—-oxoglutarova reaguje s alkoholem obecného vzorce R3—~OH, kde R; je nezavisle vy-
bran ze skupiny zahrujici C,—Csy alkyl, C,—Cj alkenyl, C;~C;, cykloalkyl, C,~Cso cykloalkenyl,
C,—Cs alkylaryl nebo C,—Cjy alkylheteroaryl volitelné obsahujici jeden nebo vice stejnych nebo
riznych heteroatomii vybranych ze skupiny zahmujici N, O, S; nad teplotou tani kyseliny 2—
oxoglutarové, s vyhodou pfi teplotach 113,6 °C az 125 °C, vyhodnéji pfi 120 °C.

Podle vyhodného provedeni zpiisobu podle vynalezu esterifika¢ni reakce probihd 0,5 aZ 2 hodiny,
s vyhodou 1 hodinu. Vyhodné mnozstvi alkoholu v reakéni smési je v rozsahu 2 aZ 3 molarni
ekvivalenty vzhledem k molarnimu mnoZstvi 2—oxoglutarové kyseliny, vyhodnéji 2,4 molamiho
ekvivalentu vzhledem k molarmimu mnozstvi 2—oxoglutarové kyseliny.

Zpusob piipravy esteru 2-oxoglutaratu podle tohoto vyndlezu je na rozdil od postupti dosud
znamych zcela odli$ny. JelikoZ neni nutna pfitomnost rozpoustédel, katalyzatort, a ani aktivag-
nich ¢inidel, vznikla smés se nemusi nijak izolovat nebo &istit, coZ znaéné usnadiiuje samotnou
piipravu a sniZuje cenu pfipraveného materidlu. Jako aktivni latka pro p¥ipravu p¥ipravku podle
vynalezu se pouziva pfimo hruba reakéni smés.

Utinnost podpory produkce kolagenu byla sledovéna jednak u bunk juvenilnich darci, jednak
u bun€k déarct senescentnich. Builky senescentnich déarct (v&€k nad 50 let) slouZily jako model
bunék exponovanych oxidaénimu stresu, u nichz je vieobecné znama zvySena chybovost post—
translaéni modifikace kolagenu.

Objasnéni vykrest

Obr. 1 znazorfiuje viabilitu bunék linie T3T v pfitomnosti 5 riznych $arzi hexyl-2—oxoglutaratu
(3arze OGS0 az OG54 pripravené podle piikladu 1) o koncentraci 50 — 500 pg / ml. Pro méfeni
viability bunék byl pouzit test s neutralni Cerveni.

Obr. 2 zndzorfiuje viabilitu bunék linie T3T v ptitomnosti 2—fenyletyl-2—oxoglutaratu (3arZe
OG47 ptipravena podle piikladu 2) o koncentraci 50 az 500 pg / ml. Kontrola bylo samotné
rozpoustédlo (dimetylsulfoxid; DMSO). Pro méfeni viability bun&k byl pouZit test s neutralni

cerveni.

Obr. 3 zndzortiuje vliv hexylesteru 2—oxoglutaratu ptipraveného podle piikladu 1 na in vitro pro-
dukci kolagenu lidskymi koZnimi fibroblasty (NHDF) z détskych darct a z darci star$ich 50 let.
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Obr. 4 znézoriluje vliv 2—fenyletyl esteru 2-oxoglutaratu p¥ipraveného podle piikladu 2 na
in vitro produkci kolagenu lidskymi koZnimi fibroblasty (NHDF).

Obr. 5 znazortiuje vliv 2—fenyletyl esteru 2—oxoglutaratu pipraveného podle ptikladu 2 na in
vitro produkci kolagenu lidskymi gingvalnimi fibroblasty (HGF).

Ptiklady uskute¢néni vynilezu

Nasledujici ptiklady provedeni podle vynalezu maji byt chapany jako ilustrativni, aniz by jakkoli
omezovaly rozsah vynalezu a pozadované ochrany.

SE = stupeil esterifikace = nE/nK, popisuje kolik esterovych skupin pfipadd primémé na jednu
molekulu vychozi kyseliny 2—oxoglutarové

nE = molarni mnoZstvi vSech esterovych vodiki (alkyl-CH,~O-CO-) vyjadfeno integralem sig-
nald v 'HNMR spektru v intervalu 4,0 az 4,5 ppm

nK = molarni mnoZstvi viech alfa—keto vodikii (-O-CO-CH-CH,-) vyjadieno integralem signa-
1t v '"H NMR spektru v intervalu 3,0 az 3,3 ppm

"H NMR spektra méfené v deuterovaném chloroformu na pfistroji s frekvenci 500 MHz, chemic-
ké posuny byly kalibrovdny vii€i vnitfnimu standardu deuterované 3-trimethylsilylpropanové
kyseliny.

Ptiklad 1

Pfiprava hexylesteri 2—oxoglutaratu.

2-Oxoglutarové kyselina (1 g) byla roztavena pfi teploté 115 °C. Potom byly pomalu ptidény
2 ekvivalenty 1-hexanolu a smés byla michana 2 h pii teploté 115 °C. Vysledny produkt (20 mg)
byl pak rozpustén v deuterovaném trichlormethanu (0,8 ml) a analyzovan pomoci 'H NMR spek-
troskopie, SE = 1,4.

Ptiklad 2

Priprava 2—fenetylesterd 2—oxoglutaratu.

2-Oxoglutarova kyselina (1g) byla roztavena pii teploté 115 °C. Potom byly pomalu p¥idany 2
ekvivalenty 2—fenylethylalkoholu a smés byla michana 0,5 h pfi teplot& 125 °C. Vysledny pro-
dukt (20 mg) byl pak rozpustén v deuterovaném trichlormethanu (0,8 ml) a analyzovan pomoci
'"HNMR spektroskopie, SE = 1,9.

Ptiklad 3

Ptiprava oktylesterii 2—oxoglutaratu.

2-Oxoglutarova kyselina (1g) byla roztavena pfi teploté 115 °C. Potom byly pomalu pfidany
2 ekvivalenty 1-oktanolu a smés byla michana 1 h pfi teploté 125 °C. Vysledny produkt (20 mg)

byl pak rozpustén v deuterovaném trichlormethanu (0,8 ml) a analyzovan pomoci 'H NMR spek-
troskopie, SE = 1,5.
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Ptiklad 4
Piiprava 3—(thiofen—2—yl)butyl esterii 2—oxoglutaratu.

2-Oxoglutarova kyselina (1g) byla roztavena pfi teploté 115 °C. Potom byly pomalu ptidany
3 ekvivalenty 4—(thiofen—2-yl)butan—1—olu a smés byla michana 1 h pfi teplot& 120 °C. Vysled-
ny produkt (20 mg) byl pak rozpustén v deuterovaném chloroformu (0,8 ml) a analyzovan pomo-
ci "H NMR spektroskopie, SE = 1,4.

Priklad 5

Pfiprava 4—-(1-methylpiperidinium—1-yl)-butyl esterti 2—oxoglutarétu.

2—-Oxoglutarova kyselina (1g) byla roztavena pfi teplot¢ 115 °C. Potom byly pomalu pfidiny
2 ekvivalenty 4—(1-methylpiperidinium—1-yl)butan—1-olu a smés byla michina 1 h pfi teploté
120 °C. Vysledny produkt (20 mg) byl pak rozpustén v deuterovaném trichlormethanu (0,8 ml)
a analyzovan pomoci 1H NMR spektroskopie, SE = 1,3.

Ptiklad 6

Ptiprava okt—7—en—1-yl esterii 2—oxoglutaratu.

2-Oxoglutarova kyselina (1g) byla roztavena pfi teploté 115 °C. Potom byly pomalu p¥idany
2,6 ekvivalenty okt—7-en—1-olu a smé&s byla michéna 1 h pfi teplot¢ 120 °C. Vysledny produkt
(20 mg) byl pak rozpustén v deuterovaném trichlormethanu (0,8 ml) a analyzovan pomoci 1H
NMR spektroskopie, SE = 1,6.

Ptiklad 7

Piiprava 4(cyklohex—1—en—1—yl)butyl esterli 2—oxoglutaratu.

2-Oxoglutarova kyselina (1g) byla roztavena pfi teploté 115 °C. Potom byly pomalu p¥idany
2,8 ekvivalenty 4—(cyklohex—1-en-1-yl)butan—1—olu a smés byla michana 1 h pt#i teplot& 120 °C.
Vysledny produkt (20 mg) byl pak rozpustén v deuterovaném trichlormethanu (0,8 ml) a analyzo-
van pomoci 1H NMR spektroskopie, SE = 1,7.

Priklad 8

Priprava 4—cyklohexylbutyl esteri 2—oxoglutaratu.

2-Oxoglutarova kyselina (1g) byla roztavena pfi teplot& 115 °C. Potom byly pomalu ptidény 2,6
ekvivalenty 4—cyklohexylbutan—1-olu a smés byla michéana 1 h pfi teplot& 120 °C. Vysledny

produkt (20 mg) byl pak rozpustén v deuterovaném chloroformu (0,8 ml) a analyzovan pomoci
1H NMR spektroskopie, SE = 1,5.
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Ptiklad 9
Byl pfipraven kosmeticky pfipravek smichanim jednotlivych slozek uvedenych nize
SloZzeni kosmetického ptipravku ve formé krému

hmotn./hmotn. (w/w)

1) triglyceridy kyseliny oktanové a dekanové kyseliny 12%
(Triglyceride, MakingCosmetics, USA)

2) glyceryl monostearat, PEG 100 stearat 5 %
(CreamMaker Blend, Making Cosmetics, USA)

3) akrylat sodny, kopolymer akryloyldimethyl tauratu,
isohexadekan, polysorbat 80

2%
(GelMaker EMU, Making Cosmetics, USA)

4) tokoferyl acetat 1%
5) glycerin 4%
6) hexylester kyseliny 2—oxoglutarové 5%
7) benzylalkohol, DHA 0,8 %
8) parfém 0,2%
9) destilovana voda 75 %.

Piiklad 10
Byl pfipraven kosmeticky ptipravek smichanim jednotlivych slozek uvedenych nize

SloZeni kosmetického pipravku ve formé gelu

hmotn./hmotn. (w/w)

1) hyaluronat sodny 0,7 %
2) destilovana voda 88,25 %
3) PEG-40 hydrogenovany ricinovy olej 0,6 %
4) ethylalkohol 96% 2%

5) parfém 0,05 %
6) 1,3-butandiol 2%

7) laktat sodny, sodna sil pyrolidonuhligité kyseliny,
glycin, frukt6za, mo€ovina, niacinamid, inositol,
benzoat sodny, kyselina mlééna
(Lactil, Evonik) 3%
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9) disodna sil EDTA

10) D-panthenol

11) glycerin, kopolymer glyceryl akrylatu/kyseliny akrylové,
propylenglykol
(Lubrajel MS, Ashland)
hexylesterkyseliny 2—oxoglutarové v PEG400 (1%)
methylchlorisothiazolinon, methylisothiazolinon
(Isocil PC, Lonza AG)

Priklad 11

Byl ptipraven kosmeticky ptipravek smichanim jednotlivych slozek uvedenych nize

SloZeni kosmetického pfipravku ve formé krému

1) Steareth-2 (PEG-2 stearylether)

2) Steareth-21 (PEG-21 stearylether)

3) PPG-15 stearylether

4) kyselina palmitova, kyselina stearova
(Cutina FS 45, Cognis)

5) dimetikon (silikonovy olej)

6) isopropylmyristat

7) triglyceridy kyseliny oktanové a kyseliny dekanové
(Triglyceride, MakingCosmetics, USA)

8) skvalen

9) cetylalkohol

10) glycerylstearat

11) hexylesterkyseliny 2—oxoglutarové

12) glycerin

13) D—panthenol

14) destilovana voda

15) methylchlorisothiazolinon, methylisothiazolinon
(Isocil PC, Lonza AG)
16) parfém

Ptiklad 12

Test viability bunék

Na ptilozeném Obr. 1 je uvedena viabilita bunék (fibroblasty linie 3T3) v pfitomnosti hexylesteru
2—oxoglutaratu (50 az 500 pg / ml) pfipraveného dle Pfikladu 1. Na pfiloZeném Obr. 2 je uvede-

0,05 %
0,03 %

2%
1%

0,05 %.

hmotn./hmotn. (w/w)
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na viabilita bun&k (fibroblasty linie 3T3) v pfitomnosti 2—fenyletyl esteru 2—oxoglutararu (50 az
500 pg/ml) pfipraveného podle Ptikladu 2. Viabilita byla méfena standardni metodou s neutralni
Cerveni. Vysledky dokladaji, Ze testované estery nejsou cytotoxické.

Ptiklad 13

Srovnavaci in vitro test (8inkl hexylesteru 2—oxoglutaratu (Obr. 3) a 2—fenylethyl (Obr. 4 a 5) na
produkci celkového kolagenu

Na pfilozeném Obr. 3 jsou uvedeny vysledky testu vlivu hexylesteru 2-oxoglutararu
(1000 pg/ml) piipraveného dle ptikladu 1 na in vitro produkci celkového kolagenu lidskymi koz-
nimi fibroblasty (NHDF) ziskanymi od lidskych darcti (v&k 50 az 65 let — senscentni buiiky) a téz
(vék 8 az 11 let — juvenilni buiiky). Na pfiloZzeném Obr. 4 jsou uvedeny vysledky testu vlivu 2—
fenyletyl esteru 2—oxoglutaratu (10 az 1000 ug / ml) pfipraveného dle ptikladu 2 na in vitro pro-
dukci celkového kolagenu lidskymi koznimi fibroblasty (NHDF) ziskanymi od lidskych darca
(v&k 50 az 65 let). Na ptilozeném Obr. 5 jsou uvedeny vysledky testu vlivu 2—fenyletyl esteru 2—
oxoglutaratu (10 — 1000 pg / ml) ptipraveného dle ptikladu 2 na in vitro produkci celkového ko-
lagenu lidskymi gingivalnimi fibroblasty (HGF) ziskanymi od lidskych dérci (Zeny, 50 az
60 let).

Pro sledovani produkce kolagenu byly buiiky nasazeny do 96jamkovych kultivatnich paneli
v nasazovaci hustoté 10 000 bunék/jamku a po dobu minimalné 12 h byly kultivovany v médiu
(DMEM) s 10% fetalniho bovinniho séra. Poté bylo médium vyménéno za DMEM obsahujici
prolin (400 mg / 1) a vitamin C (2—fosfo-L—askorbat trisodny; 480 mg/l). Po dalSich 20 az 24 h
bylo toto médium vyménéno za DMEM s testovanymi latkami (expozice 24 h.). Celkova pro-
dukce kolagenu byla zjistovana v médiu metodou specifického barveni kolagenu roztokem satur-
nové &erveni F3B200 v kyseliné pikrové (Walsh et al., 1992; Heng et al. 2006).

Vsechny experimenty na buné&nych kulturach byly minimainé 3x opakovany za dodrZeni vyse
popsanych experimentalnich podminek. Ziskana data byla statisticky vyhodnocena analyzou
rozptylu, pro porovnani jednotlivych skupin (multiple range test) byl pouZit Schéffeho test.
Vysledky dokladaji, Ze hexylester 2—oxoglutaratu ptipraveny dle piikladu 1 a 2—fenyletyl ester 2—
oxoglutaratu pfipraveny dle ptikladu 2 signifikantné zvysily celkovou produkci kolagenu lidsky-
mi dermalnimi fibroblasty. 2—Fenyletyl ester 2—oxoglutaratu pfipraveny podle piikladu 2 signifi-
kantné zvysil celkovou produkei kolagenu lidskymi gingivalnimi fibroblasty. Prekvapivy u¢inek
je patrny nejen ve srovnani s kontrolou (neovlivnéné buiiky), ale i ve srovnani s nemodifikova-
nym 2—oxoglutaratem.

Podle publikovanych experimentalnich uidaji (Son et al. 2007) se v pfipad€ senescentnich bun¢k
statisticky signifikantni prokolagenni i¢inek nemodifikovaného 2—oxoglutaratu nepotvrdil. Navic
jak je patrny z Obr. 3 udinek 2—oxoglutaratu a esteru 2—oxoglutaratu na produkci kolagenu u bu-
nék juvenilnich dérct statisticky srovnatelny.
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'PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob pfipravy esteru 2—oxoglutaratu obecného vzorce I

O

0O (0]
R ~NR? m,

o O

kde

R1 a R2 jsou stejné nebo riizné a jsou nezavisle vybrany ze skupiny zahrnujici vodik, C;~Cso
alkyl, Cz—C30 alkenyl, C4—C3o cykloalkyl, C4—C3o cykloalkenyl, Cl—C30 alkylaryl nebo CI—C30
alkylheteroaryl, ve kterém R1 a R2 voliteln& obsahuji jeden nebo vice stejnych nebo riznych
heteroatomil vybranych ze skupiny zahrnujici N, O, S; a pti¢emZ R1 a R2 nejsou soudasné vodik;
nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli,

vyznaéujici se tim, Ze reakce kyseliny 2-oxoglutarové probiha s alkoholem podle
obecného vzorce R°0OH, kde R® je nezavisle vybréan ze skupiny zahrnujici C,~Cjy alkyl, C,~Cs
alkenyl, C4~Csy cykloalkyl, Cs—Csy cykloalkenyl, C;—Csp alkylaryl nebo C,~Cs, alkylheteroaryl
voliteln& obsahujici jeden nebo vice stejnych nebo riznych heteroatomit vybranych ze skupiny
zahrnujici N, O, S; v tavening 2—oxoglutarové kyseliny.
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2. Zpisob pfipravy esteru 2—oxoglutaratu obecného vzorce I podle naroku 1, vyznaduji-
ci se tim, %eR’je vybran ze skupiny zahrnujici hexyl, oktyl, fenylethyl.

3. Zpisob podle kteréhokoliv z narokii 1 a2, vyznaéujici se tim, Ze reakce kyseli-
ny 2—oxoglutarové probiha s alkoholem pfi teplotach 113,6 °C az 125 °C.

4. Zpisob podle ndroku3, vyznadujici se tim, Zereakce probiha pfi teplot& 120 °C.

5. Zpisob podle kteréhokoliv z narokii 1 a4, vyznadujici se tim, Ze reakce kyseli-
ny 2—oxoglutarové probiha s alkoholem 0,5 az 2 hodiny.

6. Zpisob podle naroku 5, vyznadujici se tim, Ze reakce kyseliny 2-oxoglutarové
probih4 s alkoholem 1 hodinu.

7. Zpisob podle kteréhokoliv znarokd 1 az 6, vyznadujici se tim, Z%e mnoZstvi
alkoholu v reakéni smési je v rozsahu 2 az 3 molarni ekvivalenty vzhledem k moldrnimu mnoz-
stvi 2—oxoglutarové kyseliny.

8. Zpusob podle naroku 7, vyznaéujici se tim, Ze mnoZstvi alkoholu v reak&ni smé-
si je 2,4-molarniho ekvivalentu vzhledem k molarnimu mnoZstvi 2—oxoglutarové kyseliny.

4 vykresy
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Produkce kolagenu (ug / mi kultivadntho média)

v

Hexylester 2-oxoglutaratu
(100 pg / ml)

2-oxoglutarat (50 ug/ mi)y  Sukcinat (negativni
kontrola; 50 pg / mi)

@ darci 50-60 ieif
W darci 8-11 let |

Kontrola

a,b : p<0.01; Sukcinat pouzit

ako negativni kontrola

Obr. 3
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