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Summary

The discovery of acyclovir (ACV), the first potent and selective antiviral drug, has
stimulated the synthesis of its analogues. The modification of the acyclic side chain creates
several new compounds of significant antiviral activity e.g. gancyclovir or pencyclovir. The
next step was the modification of the guanine moiety of acyclovir which resulted in the
obtaining of several compounds with appreciable antiviral activity.

The subjects of my research are tricyclic analogs of ACV, obtained by modification of
its guanine moiety (synthesized by Prof. B. Golankiewicz and co-workers in Institute of
Bioorganic Chemistry PAN) and their cyclodextrin complexes. Tricyclic acyclovir derivatives
have different physicochemical properties, but their biological activity although changed, is
still present.

The aim of my doctoral thesis is to determine physicochemical properties of studied
compounds by solubility, solvent—solvent extraction experiments and thermal analysis. The
solubility in water and 1-octanol (at different temperatures and pH values of solution),
partition coefficient between water and organic phase, melting temperatures and molar
enthalpies of fusion have been determined. To study the stability, structures and thermal
characterization of inclusion complexes between tricyclic acyclovir derivatives and chosen
cyclodextrins the Higuchi-Connors solubility method, *H NMR, differential scanning
calorimetry (DSC) measurements and molecular modeling calculations have been used. The
results of these experiments enabled for confirmation of inclusion complexes formation,
determination of their stability constants and optimization of structure of complexes.

This doctoral thesis consists of the description of measurements, apparatus used,
experimental data and calculated results. The literature data containing antiviral drug
structures and physicochemical properties, cyclodextrin complexes with antiviral drugs and
methods used in cyclodextrin inclusion complexes study were also included to this thesis.

At the end of the thesis there are certain conclusions proving that the usage of cyclodextrin
changes positively properties of studied compounds, e.g. enhances their solubility in aqueous

solutions.



Wykaz skrotow

Terminy medyczne

ACV - acyklowir

CMV - cytomegalowirus

GCV - gancyklowir

HBYV - wirus zapalenia watroby typu B

HEPT - lek antywirusowy

HIV - wirus nabytego braku odpornosci

HSV-1 - wirus opryszczki pospolitej

HSV-2 - wirus opryszczki narzadow piciowych

ICso - stezenie danego leku, ktore powoduje zahamowanie replikacji wirusa o 50%.

MKC-442 - lek antywirusowy

MICsp - minimalne st¢zenie inhibicji lub stezenie substancji konieczne do zredukowania

cytopatogenosci wywotanej przez wirusa o 50%
ECso - efektywne stezenie substancji redukujace replikacje wirusa o 50%
TMV - wirus mozaiki tytoniu

VZV- wirus ospy wietrznej i potpasca

Skrocone nazwy grup funkcyjnych
Ac - grupa acylowa

Fe - grupa fenylova

Me - grupa metylowa

Naft - grupa naftylowa

Acyklowir, gancyklowir i pochodne acyklowiru

ACV - acyklowir, 9-[(2-hydroksyetoksy)metylo] guanina
8-Br-ACV - 8-bromo-9-[(2-hydroksyethoksy)metylo] guanina

GCV - gancyklowir, 9-[(1,3-dihydroksy-2-propoksy)metylo]guanina

TACYV - 3,9-dihydro-3-[(2-hydroksyetoksy) metylo]-9-okso-5H-imidazolo[1 ,2-a]puryna
6-Me-TACV - 6-metylo-3,9-dihydro-3-[(2-hydroksyetoksy) metylo]-9-okso-5H-imidazolo

[1,2-a]puryna

2-Br-6-Me-TACV - 2-bromo-6-metylo-3,9-dihydro-3-[(2-hydroksyetoksy)metylo]-9-okso-

5H-imidazolo[1,2-a]puryna



6-t-but-TACV - 6-t-But-3,9-dihydro-3-[(2-hydroksyetoksy)metylo]-9-okso-5H-imidazolo
[1,2-a]puryna

6-Fe-TACV - 6-fenylo-3,9-dihydro-3-[(2-hydroksyetoksy)metylo]-9-okso-5H-imidazolo
[1,2-a]puryna
6-Fe-Fe-TACV - 6-(4-bifenylo)-3,9-dihydro-3-[(2-hydroksyetoksy)metylo]-9-okso-5H-
imidazolo[1 ,2-a]puryna
6-Br-Fe-TACV - 6-(4-bromofenylo)-3,9-dihydro-3-[(2-hydroksyetoksy)metylo]-9-okso-5H-
imidazolo[1 ,2-a]puryna
6-Fe-O-Me-TACV 6-(4-metoksyfenylo)-3,9-dihydro-3-[(2-hydroksyetoksy)metylo]-9-okso-
5H-imidazolo[1,2-a]puryna
6-Naft-TACV - 6-(2-naftylo)-3,9-dihydro-3-[(2-hydroksyetoksy)metylo]-9-okso-5H-
imidazolo[1 ,2-a]puryna

Cyklodekstryny

a-CD - a-cyklodekstryna

B-CD - B-cyklodekstryna

v-CD - y-cyklodekstryna

HP-a-CD - hydroksypropylo-a-cyklodekstryna
HP-B-CD - hydroksypropylo-p-cyklodekstryna
HP-y-CD - hydroksypropylo-y-cyklodekstryna
M-B-CD - metylo-B-cyklodekstryna

Techniki instrumentalne

DSC - skaningowa kalorymetria roznicowa

'H NMR- spektroskopia Magnetycznego Rezonansu Jadrowego

IR - spektroskopia w podczerwieni

TG - termograwimetria

OPLS - typ pola sitowego w obliczeniach optymalizacji struktury czasteczek metoda

mechaniki molekularnej

Symbole wystepujace w badaniach i obliczeniach fizykochemicznych
A - absorbancja przy danym pH
A; - absorbancja formy nieprotonowanej

A, - absorbancja formy protonowanej



a i b - wspotczynniki liczbowe

A - liniowa zalezno$¢ pomigdzy rozpuszczalno$cia danej substancji w roztworze
zawierajacym cyklodekstryny, a stezeniem cyklodekstryny

Ap Ay - nieliniowe typy zaleznos$ci pomigedzy rozpuszczalnos$cia danej substancji w roztworze
zawierajacym cyklodekstryny, a stezeniem cyklodekstryny

By, Bs - typy zalezno$ci pomigdzy rozpuszczalno$cia danej substancji w roztworze
zawierajacym cyklodekstryny, a stezeniem cyklodekstryny, (gdy rozpuszczalno$¢ danej
substancji maleje)

C- stezenie molowe danej substancji

Ccp - stezenie molowe cyklodekstryny

Chp-p-cp - stezenie hydroksypropylo-B-cyklodekstryny

Cps.cp - stezenie B-cyklodekstryny

Chwe-s-cD - stgzenie metylo-B-cyklodekstryny

Chp-y-cD - stezenie hydroksypropylo-y-cyklodekstryny

Cracv - stezenie TACV

Co-Br6-me-TACvV - Stezenie 2-Br-6-Me-TACV

Cé-tBut-Tacv - stezenie 6-t-But-TACV

Cé-Fe-Tacv - Stezenie 6-Fe-TACV

Cé-Fe-Fe-TACV - Stezenie 6-Fe-Fe-TACV

Cé-Fe-0-Me-TACV - Stezenie 6-Fe-O-Me-TACV

Cs-naft-TAcy - stezenie 6-Naft-TACV

C, - stezenie danej substancji w 1-oktanolu lub fazie oktanolowej

Cw- stezenie danej substancji w wodzie

Co - stezenie danej substancji w roztworze, ktory nie zawierat cyklodekstryny?

Cs - stezenie substancji przy danym stezeniu cyklodekstryny

C%0, - czastkowe molowe cieplo wiasciwe

Cp,o - pozorne molowe ciepto wilasciwe

d - gestos¢ roztworu

AEwom - energia tworzenia kompleksu inkluzyjnego po optymalizacji struktury metodami
mechaniki molekularnej i dynamiki molekularnej

Ewom - energia kompleksu inkluzyjnego po optymalizacji struktury metodami mechaniki
molekularnej i dynamiki molekularnej

E - energia czasteczki pochodnej acyklowiru po optymalizacji struktury metodami mechaniki

molekularnej i dynamiki molekularnej



Ecp - energia czasteczki cyklodekstryny po optymalizacji struktury metodami mechaniki
molekularnej i dynamiki molekularnej

AH - zmiana entalpii

AG- zmiana potencjalu termodynamicznego

AS - zmiana entropii

&p— molowy wspotezynnik ekstynkcji danej substancjiw buforze fosforanowym

€o— molowy wspotczynnik ekstynkcji danej substancjiw 1- oktanolu

ew— Molowy wspotczynnik ekstynkcji danej substancji w wodzie

¢ - wydajno$é¢ kwantowa fluorescencji

le m

max - dugos¢ fali maksimum fluorescenc;ji
Amax - dlugo$¢ fali maksimum absorbancji

vexc — liczba falowa wzbudzenia

K, — stala trwaloS$ci

Ko — WSpOlczynnik podziatu danej substancji pomigdzy faze 1-oktanolowa i fazg wodna

mp - temperatura topnienia

pH - ujemny logarytm stezenia jonéw hydroniowych

pKa - ujemny logarytm stalej protonowania

P - wspotczynnik podziatu wyrazony, jako stosunek stezenia w fazie oktanolowej do st¢zenia
w fazie Aiwodnej, (Co/Cw).

Poib — wspotczynnik podziatu danej substancji pomigdzy faze organiczna i wodna

Sw - rozpuszczalnos¢ badanych zwiazkow wodzie

St - Entropia topnienia

ASkom - zmiana powierzchni kompleksu otrzymanego w wyniku modelowania struktury
kompleksu inkluzyjnego cyklodekstryny z dana pochodna acyklowiru, metodami mechaniki
molekularnej i dynamiki molekularnej

Skom - powierzchnia kompleksu po optymalizacji metodami mechaniki molekularnej i
dynamiki molekularnej

Ss - powierzchnia czasteczki pochodnej acyklowiru po optymalizacji metoda mechaniki
molekularnej i dynamiki molekularnej

Sco - powierzchnia cyklodekstryny po optymalizacji metoda mechaniki molekularnej

ASs - wielko$¢ powierzchni (danej pochodnej acyklowiru), ktora bierze bezposrednio udziat w
kompleksowaniu, po optymalizacji metodami mechaniki molekularnej i dynamiki

molekularnej
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Ss1 - wielkos$¢ powierzchni tej czasteczki po usunigeiu cyklodekstryny ze struktury kompleksu
Ss2 - wielkos¢ powierzchni tej czasteczki W obecnos$ci cyklodekstryny w kompleksie.

Vs - pozorne objgtosci molowe
V° — czastkowa objeto$¢ molowa

[S] - stezenie substancji rozpuszczane;j

[CD]- stezenie cyklodekstryny

[S,] - stezenie danej substancji w roztworze niezawierajacym cyklodekstryny
[S,]- catkowite stgzenie substancji w roztworze cyklodekstryny

[CD], - calkowite stgzenie

[Dy] - catkowite st¢zenie leku w roztworze
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1. Cze$¢ Literaturowa

Historia lekow antywirusowych sigga lat pigcdziesiatych XX wieku, chociaz pierwszy wirus
zostat odkryty pod koniec XIX wieku. Byt to wirus mozaiki tytoniowej (TMV), powodujacy
plamy na lisciach tytoniu. W roku 1892 Iwanowski, a w 1889 Beijerinck zaobserwowali, ze
istnieje czynnik powodujacy t¢ chorobg u roslin. Wirus TMV zostal otrzymany w postaci
krystalicznej przez Stanleya [1] w 1935 roku. Obecnie w literaturze mozna znalez¢ wiele
publikacji na temat lekéw antywirusowych, jednak ich wiasnosci fizykochemiczne oraz
kompleksy z cyklodekstrynami sa opisane jedynie w niewielu publikacjach, zostang one

omowione w tym rozdziale.
1.1 Budowa i wlasciwosci substancji wykazujacych aktywnos¢

antywirusowg

Na poczatku XX wieku stwierdzono, Ze niektore choroby, wystgpujace u ludzi i1
zwierzat, moga by¢ spowodowane zakazeniami wirusami; jednak medycyna diugo nie
potrafita znalezé sposobu leczenia tych chordb. Przez kilkadziesiat lat intensywnie
poszukiwano substancji, ktore skutecznie zwalczalyby zakazenia powodowane przez wirusy,
zarowno wsrod substancji naturalnych jak i syntetycznych. Zaprojektowano wiele substancji o
réznych strukturach i przeprowadzono ich syntezy. Niektore z nich, szczegolnie te bedace

syntetycznymi analogami nukleozydow, okazaty si¢ skutecznymi lekami antywirusowymi.

1.1.1 Acyklowir - jego wlasno$ci chemiczne i aktywno$¢ antywirusowa

Obecnie istnieja dwa sposoby walki z chorobami wirusowymi, jeden poprzez
stosowanie szczepionek lub lekow zwigkszajacych odpornos¢ organizmu, a drugi poprzez
stosowanie lekow, ktorych dziatanie polega na zablokowaniu mozliwos$ci replikacji wirusa w
organizmie. Do pierwszej grupy, obok szczepionek, nalezy grupa interferonow [1], natomiast
do drugiej zsyntezowany w 1977 roku przez Elliota 1 wspdlpracownikow acyklowir (ACV),
ktory nadal jest jednym z czg$ciej stosowanych lekéw antywirusowych [2-4]. Stwierdzono
wysoka aktywnos$¢ antywirusowa acyklowiru w stosunku do wirusow opryszczki (HSV-1 i
HSV-2) oraz ospy wietrznej i polpasca (VZV), jednoczesnie przy matej toksycznosci dla
cztowieka. Acyklowir jest analogiem nukleozydu 2’-deoksyguanozyny, w ktérym podstawnik
cukrowy — pierscien rybozy zostat zastapiony fancuchem cukrowym. Struktury guanozyny 1

oraz acyklowiru 2 przedstawia rysunek 1.1.
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O
N
\N N)\NH2 <N N/k

O\I_OH

NH,

OH

1 2’°- guanozyna 2 acyklowir (ACV)
Rys. 1.1. Poréwnanie struktury nukleozydu 2’guanozyny (1) iacyklowiru (2).

Mechanizn dziatania acyklowiru jest znany i opisany w szeregu artykulow [6-11].
Jednym z nich jest praca zbiorowa w jezyku polskim p.t. ,,Leki stosowane w leczeniu zakazen
herpeswirusami ludzi” [11]. Wedlug przedstawionego w tej pracy mechanizmu czasteczka
acyklowiru jest wprowadzana do komorki za pomoca biatka transportujacego nukleozydy np.
deoksyguanozyny. Wewnatrz komorki zakazonej wirusem acyklowir ulega przeksztalceniu w
biologicznie aktywna pochodna fosforanowa, poprzez fosforylacje grupy hydroksylowe;j
fancucha cukrowego. Proces ten jest mozliwy tylko przy udziale swoistej dla wirusa kinazy
tymidowej. Poniewaz acyklowir nie jest odpowiednim substratem dla kinaz komorki
gospodarza, dlatego lek jest selektywnie aktywowany gldéwnie w komorkach zakazonych.
Powstajacy monofosforan jest nastgpnie przeksztalcany przez kinazy komoérkowe w
difosforan 1 dalej w trifosforan acykloguanozyny, ktory jest substratem dla wirusowej
polimerazy DNA. Po wprowadzeniu przez polimerazg wirusa zmodyfikowanego nukleozydu
do fancucha DNA, dalsze jego wydtuzanie nie jest mozliwe, w konsekwencji synteza DNA
zostaje zakonczona. Trifosfran acyklowiru blokuje aktywno$¢ polimerazy DNA wiruséw 20
razy skuteczniej niz polimerazy DNA komorek gospodarza. Z tego powodu czynna postac
acyklowiru jest znacznie rzadziej wprowadzana do genomu gospodarza niz do materiatu
genetycznego wirusa, wige toksyczno$¢ dziatania acyklowiru nie jest wysoka [5-8,11].

Acyklowir zostal zarejestrowany, jako lek w 1982 roku i obecnie jest stosowany
gldwnie w postaci tabletek oraz masci [11]. Badania fizykochemiczne acyklowiru wykazaty
niska rozpuszczalno$¢ acyklowiru w wodzie €O ogranicza absorpcje tej substancji przez

komorki przy doustnym i dozylnym podawaniu tego leku [11-13]. Acyklowir wchiania si¢ z

13



przewodu pokarmowego, w 15-30%, co jest wartoscia wystarczajaca, aby uzyskaé stezenie
terapeutyczne w surowicy krwi. Wazna jego zaleta jest zdolnos¢ wnikania do tkanek i ptynu
moézgowo- rdzeniowego oraz innych pltynéow ustrojowych [11]. W celu rozszerzenia
bioaktywnosci, obnizenia toksycznosci oraz zwigkszenia rozpuszczalnosci w wodzie
prowadzono r6zne modyfikacje czasteczki acyklowiru, polegajace na przylaczaniu réznych
grup funkcyjnych do tancucha cukrowego. W wyniku tych prac otrzymano nowe leki, ktore
sa obecnie stosowane w terapii antywirusowej [11]. Przyklady pochodnych acyklowiru
zarejestrowanych jako leki antywirusowe opisano w rozdziale 1.1.2.

1.1.2 Pochodne acyklowiru i ich zastosowanie w farmacji

Poszukiwanie nowych lekow antywirusowych bylo spowodowane faktem odkrycia
nowych bardzo groznych wiruséw takich, jak np. HIV i koniecznosci znalezienia sposobu
leczenia zakazonych nimi chorych. Jedna z metod poszukiwania nowych lekow jest
chemiczna modyfikacja czasteczek juz istniejacych lekow takich jak acyklowir. Pierwsze
pochodne acyklowiru, zarejestrowane jako leki, zostaly otrzymane w wyniku przylaczenia
dodatkowych grup funkcyjnych do tancucha cukrowego. Taka pochodna byt zsyntezowany w
1982 przez Verheydena i Martina, gancyklowir (3), ktory zostat zarejestrowany, jako lek w
1994 roku [11,14]. Gancyklowir jest strukturalnie podobny do acyklowiru, rozni si¢ tylko
dodatkowym podstawnikiem hydroksylowym, ktéry odpowiada grupie 3’OH, wystepujacej w
deoksyrybonuklozydach. Powoduje to jednak zmiang wlasciwosci biologicznych, wykazuje
on 100 razy wyzsza aktywno$¢ w stosunku do wirusa cytomegalii, ale tez wigksza
toksyczno$¢ niz acyklowir [7].

Mechanizm dziatania acyklowiru i gancyklowiru jest podobny; jednak fosforylacja,
ktorej ulega tylko jedna z grup hydroksylowych gancyklowiru, jest tatwiejsza niz w
przypadku acyklowiru. Stwierdzono tez, ze tylko jeden enacjomer fosforanu gancyklowiru (S)
jest w stanie hamowa¢ replikacj¢ herpeswirusow, podczas gdy (R) enacjomer pozostaje
nieaktywny [5,15].

Gancyklowir jest stosowany glownie w leczeniu zakazenia wirusem cytomegalii.
Stwierdzono rowniez wysoka aktywnos¢ tego leku w stosunku do wirusa Epsteina-Barra,
wirusa zapalenia watroby typu B, ludzkiego herpes wirusa typu 6 oraz przeciw zmutowanym
szczepom wirusa opryszczki, wobec ktorych acyklowir jest nieaktywny [11]. Gancyklowir

podany doustnie wchtania si¢ jedynie w 5-10%, dobrze wnika do tkanek i osrodkowego
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uktadu nerwowego, jednak wykazuje szkodliwe dla organizmu interakcje z wieloma lekami
[15, 16].

Innym przyktadem pochodnej acyklowiru o podobnym mechanizmie dzialania jak
acyklowir, jest otrzymany poprzez dofaczenie podstawnikow do lancucha cukrowego
pencyklowir [11, 17] zarejestrowany jako lek w 1994 roku. Badania kliniczne wykazaly, ze
w leczeniu zakazen ospy wietrznej i polpasca jego skuteczno$¢ jest porownywalna z
acyklowirem. Po podaniu doustnym lek jest stosunkowo stabo wchlaniany, jego
biodostepnos¢ wynosi okoto 5% [18-20].

Struktury pochodnych acyklowiru, o podobnym mechanizmie dzialania, ktore sa

zarejestrowane jako leki, przedstawia rysunek 1.2.
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Rys. 1.2. Struktury pochodnych acyklowiru stosowanych jako leki, ktore otrzymano poprzez
modyfikacj¢ tancucha cukrowego acyklowiru.

Jedna z metod poprawiania biodostgpnosci biologicznej lekow jest opracowywanie
tzw. Pro-lekow (prekursorow), ktére maja niska bioaktywnos$¢ lub nie posiadaja jej wcale,
jednak uzyskuja ja w wyniku przemian metabolicznych w organizmach ludzi lub zwierzat
[11]. Staba biodostgpnos¢ acyklowiru po podaniu doustnym spowodowala konieczno$é
poszukiwania nowych pochodnych, ktére charakteryzowalyby si¢ wigksza skuteczno$cia i
tatwoscia aplikacji. Zsyntezowano wiele pochodnych, w tym pochodne estrowe acyklowiru i
gancyklowiru. Ws$réd tych pochodnych najkorzystniejsze wilasciwosci wykazywal L-

walinowy estrer acyklowiru [11] — walacyklowir. Podawany doustnie szybko wchtania si¢ z
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przewodu pokarmowego i jest prawie catkowicie metabolizowany do acyklowiru i waliny
[21-24]. Dalszy mechanizm dziatania acyklowiru jest taki jak opisano powyze;j.
Przyswajalno$¢ acyklowiru po doustnym podaniu jego L-walinowego estru wynosi 54% i jest
czterokrotnie wyzsza niz przy zastosowaniu acyklowiru. Podawanie walacyklowiru
przyczynia si¢ do skuteczniejszego zwalczania zakazen herpeswirusami, dlatego stosowany
jest u pacjentow po przeszczepach oraz zakazonych wirusem HIV [24]. Podobne wiasnosci
posiada walagancyklowir - ester walinowy gancyklowiru [11]. Innym przyktadem takiej
pochodnej jest pro-lek famcyklowir [11], ktory powstal w wyniku etryfikacji pencyklowiru
Famcyklowir jest dobrze wchtaniany w przewodzie pokarmowym 1 szybko metabolizowany
do pencyklowiru. Przy podaniu doustnym jego biodostepnos¢ wynosi 77%. Podobnie jak
walacyklowir jest on stosowany w leczeniu zakazen herpeswirusami chorych z niedoborami
immunologicznymi [25,26]. Struktury pro-lekow, ktore sa pochodnymi estrowymi acyklowiru
przedstawia rysunek 1.3

0 O
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N NH
{ N /T <N N kNH
N SN SNH, ) 2
O
O O O O O
T 7 Oj/_<
NH,
5 Famcyklowir 6 Walacyklowir

Rys. 1.3. Pro-leki, estrowe pochodne acyklowiru i pencyklowiru, zarejestrowane jako leki w
terapii antywirusowej [11].

Przykladem innej grupy zwiazkow, posiadajacych aktywno$¢ antywirusowa sa
otrzymane przez Macchig¢ 1 wspotpracownikow [27] pochodne acyklowiru, w ktorych do
grupy OH w fancuchu cukrowym dofaczono rdzne podstawniki metyleno-aminoksowe.

Struktury tych zwiazkow przedstawia rys. 1.4.
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Substancja R R’ % Inhibicji 1Cs0
(10 x 10° mol kg™ | (uM)
7 H CzHs 50 10
8 CHs CHs 0
9 CHs  CiHs 55 7.3
10 - c-C4Hs 60 5.1
11 H Fe 0
12 CHs Fe 40
2 ACV 0.05

Rys. 1.4. Pochodne acyklowiru, ktorych mechanizm dziatania jest inny niz acyklowiru i ich
wlasciwosci antywirusowe. Aktywnos$¢ antywirusowa w stosunku do wirusa HSV-1
wyrazono jako procent inhibicji replikacji wirusa przy stezeniu substancji antywirusowej
rownym (10 x 10° mol kg™). ICsy oznacza stezenie danego leku, ktore powoduje
zahamowanie replikacji wirusa o 50%.

Pochodne acyklowiru, ktorych struktury pokazano na rysunku 1.4 wykazuja
aktywnos$¢ w stosunku do herpeswirusow pomimo, braku grupy hydroksylowej. Mechanizm
dziatania tych substancji jest inny niz acyklowiru, poniewaz nie jest mozliwa
wewnatrzkomérkowa fosforylacja, ktéra w przypadku acyklowiru jest jednym z etapow
prowadzacych do zahamowania replikacji wirusa. Taka modyfikacja tancucha cukrowego
substancji przedstawionych na rysunku 1.4 umozliwita zbadanie wptywu réznych grup
funkcyjnych na lipofilowo$¢ 1 wlasciwosci antywirusowe analogdw acyklowiru. Na
podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze sa one biologicznie aktywne, jednak ich

wlasciwosci antywirusowe sa nizsze niz acyklowiru. Wyjatkiem jest pochodna posiadajaca 2
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podstawniki metylowe, ktora nie wykazuje aktywnosci w stosunku do wirusow. Dokladny
mechanizm aktywnos$ci antywirusowej w przypadku tych substancji nie jest jeszcze znany.
Znane sa rOwniez inne substancje aktywne w stosunku do HIV-1, ktore nie wymagaja etapu
fosforylacji do skutecznej inhibicji replikacji wirusa [28]. Sa to pochodne znanego luku
antywirusowego HEPT takie jak np MKC-442, posiadajace znaczaca aktywnos$é
antywirusowa w stosunku do wirusa HIV-1 mimo braku grupy hydroksylowej zdolnej do
ulegania fosforylacji [29,30]. Innym przyktadem modyfikacji tancucha cukrowego
acyklowiru jest fosforylacja grupy hydroksylowej. Tak otrzymane pochodne [31] moga
fatwiej ulega¢ dalszym przemianom, gdyz nie wymagaja wstgpnego etapu fosforylacji
zachodzacej] w organizmach zywych. Stwierdzono, Zze sa one aktywne w stosunku do
podstawowych wirusow HSV, HBV, HIV i CMV. Tego typu zwiazki oraz ich aktywno$¢
antywirusowa jest przedmiotem patentu zgloszonego przez Gosselina i Imbacha w 1997 [31].

Poszukiwania nowych lekéw antywirusowych prowadzone byly rowniez w kierunku
wprowadzenia podstawnikow alkilowych, aminowych, hydroksylowych oraz halogenkowych
do czgsci guaninowej czasteczki acyklowiru 1 gancyklowiru, przy niezmienionej strukturze
tancucha cukrowego [32,33]. Tego typu syntezy mialy na celu otrzymanie substancji o
zmienionych  wlasciwosciach  fizykochemicznych, ktorych  mechanizm  dzialania
antywirusowego bytby podobny do sposobu dziatania wyj$ciowych lekow. Przyktadowe

struktury takich zwiazkow otrzymane przez De Clerga [33] przedstawia rysunek 1.5.
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Substancja R X Y Z
13 H H OH H
14 H H NH, H
15 H H N(CHa), H
16 H NH, Cl H
17 Ac H Cl H
18 Ac Cl Cl H
19 Ac NH, Cl H
20 H NH, OH CH;
21 H NH, OH Cl
22 H NH, OH Br
23 H NH, OH |
24 H NH, OH OH
25 H NH, OH NH,
26 H NH, OH NHCH;
27 H NH, OH N(CHs);
28 H NH, OH N(CHy)s

Rys. 1.5. Struktury zwiazkéw otrzymanych w wyniku przytaczenia grup funkcyjnych do
czesci guaninowej acyklowiru.

Wigkszo$¢ substancji, ktorych struktury przedstawia rysunek 1.5 wykazuje aktywnos$¢
antywirusowa w Stosunku do wirusow HSV-1 i HSV-2. Aktywno$¢ antywirusowa zwiazkow
13-28 jest nizsza niz acyklowiru, jednak sa one znacznie mniej od niego toksyczne.
Przedstawione w tej czg$ci pracy substancje 2-28 naleza do grupy analogow
nukleozydow, ktéra ma bardzo istotne znaczenie w leczeniu zakazen herpeswirusowych.
Niektore z nich sa stosowane jako leki, ktore cechuje duza aktywnos$¢ terapeutyczna oraz
wysoka selektywnos$¢ dziatania. Wykazuja jednak efekty uboczne, stad tez koniecznos$é
poszukiwania nowych substancji - potencjalnych lekoéw. Prowadzone w tym kierunku badania
maja na celu syntez¢ nowych lekéw oraz wykorzystanie substancji naturalnych uzyskiwanych
z roslin, grzybow czy gabek [34]. Jednak mimo zsyntezowania duzej liczby, czasem bardzo
skomplikowanych strukturalnie, zwiazkow, tylko niewielka grupa znajduje zastosowanie w

terapii antywirusowe;.
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1.1.3 Tricykliczne pochodne acyklowiru

Przyktadem grupy zwiazkow, pochodnych acyklowiru, sa jego tricykliczne pochodne
otrzymane w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN, w zespole prof. B. Golankiewicz.
Substancje te sa przedmiotem mojej pracy. Pierwsze proby syntezy tricyklicznych
pochodnych acyklowiru i sprawdzenie ich wlasciwosci antywirusowych przeprowadzono w
1985 roku [35], jednak temat ten zostal rozwinigty pozniej dopiero przez prof. B.Golaniewicz

1jej wspOlpracownikow [36].

1.1.3.1 Struktury i aktywnos$¢ antywirusowa tricyklicznych pochodnych acyklowiru.

Grupa tricyklicznych pochodnych acyklowiru, otrzymana w zespole prof.
Golankiewicz [36] powstala w wyniku modyfikacji czg$ci guaninowej acyklowiru, przy
jednoczesnym zachowaniu struktury tancucha cukrowego. Aktywno$¢ antywirusowa tych
zwiazkoOw wynika z podobnego tancucha przemian, jakim ulega czasteczka acyklowiru w
zakazonych komorkach. Struktury 1 wilasciwosci antywirusowe zostaty przedstawione w
krotkiej pracy przegladowej p.t. ,,Tricyclic nucleoside analogues as antiherpes agents, Mini —
review”, ktorej autorami sa B.Golankiewicz and Tomasz Ostrowski [36]. Opisy syntezy
tricyklicznych pochodnych acyklowiru oraz bardziej szczegélowe informacje na temat
wiasciwosci antywirusowych tych zwiazkéw przedstawiaja liczne publikacje zespotu prof.
B.Golankiewicz [ 37-43].

Przed rozpoczeciem syntezy tricyklicznych pochodnych acyklowiru postanowiono
sprawdzi¢ rolg¢ atoméw azotu, znajdujacych si¢ w strukturze acyklowiru, podczas przemian
prowadzacych do zahamowania aktywnosci wirusow przez ten lek. W tym celu wykonano
szereg syntez, w wyniku, ktérych otrzymano pochodne acyklowiru posiadajace grupy
metylowe, przylaczone do réznych atomoé6w azotu [36]. Struktury tak zmodyfikowanych

pochodnych acyklowiru przedstawia rysunek 1.6.
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Rys. 1.6. Pochodne acyklowiru, w ktorych grupy metylowe przytaczono do réznych atomow
azotu w czasteczce acyklowiru w celu zbadania ich udzialu w mechanizmie blokowania
replikacji wirusoOw oraz ich aktywno$¢ antywirusowa w stosunku do wirusow HSV (w
nawiasie) wyrazona jako warto$¢ minimalnego stezenia inhibicji (ug dm™).

Po zbadaniu ich aktywnosci antywirusowej stwierdzono, ze wystepuje nastepujaca
sekwencja wptywu udziatu atoméw azotu w procesie zahamowania replikacji wiruséw. N(3)
> N(2)> N(7)> N(1). Oznaczenia atoméw azotu sa zgodne z numeracja przedstawiona na
rysunku 1.6. Stwierdzono, ze wérdd pochodnych acyklowiru przedstawionych na rysunku 1.6,
najlepsza aktywnos$¢ antywirusowa, porownywalna z aktywnosScia acyklowiru wykazuje
pochodna 30, w ktorej zablokowano atom azotu w pozycji 7 oraz tricykliczna pochodna 33
posiadajaca podstawnik metylowy w pozycji 6 , w ktorej zablokowano atomy azotu w pozycji
1 1 2. Informacje uzyskane podczas tych badan wykorzystano do zaprojektowania szeregu
tricyklicznych pochodnych posiadajacych trzy typy tancucha cukrowego. Struktury tych

zwiazkdéw sa przedstawione na rysunku 1.7.
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Substancja R1 R, Rs3

34 a H H

35 b H H

36 c H H

33 a H Me

37 a H Fe

38 a H 4-Fe-Fe

39 b H Fe

40 b H 4-Fe-Fe

41 a H 4-Me-O-Fe

42 a Me Fe

43 b H 4-Me-O-Fe

44 b Me Fe

45 a H 2-Me-O-Fe

46 a H 2-Naft

47 a H 4-H-O-Fe

48 a H 4-H,N-Fe

49 a H 4-(Fe-O-COO)Fe

50 b H 4-(Fe-O-COO)Fe

51 a H 4-Ac-O-Fe

52 a H 4-1bu-O-Fe

53 b H 4-HO-Fe

54 b H 4-HO-CH,-Fe-Fe

55 C H Fe

56 C H 4-Me-O-Fe

57 a Me 4-F-Fe

Rys. 1.7. Struktury tricyklicznych pochodnych acyklowiru otrzymane przez Prof.
B.Golankiewicz i wspotpracownikow [36].
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Analizujac aktywnos$¢ antywirusowa przedstawionych zwiazkoéw stwierdzono, ze
podstawienie grup funkcyjnych w dodatkowym pierscieniu pochodnej, zwigksza aktywnos¢
antywirusowa. Na selektywno$¢ i1 aktywno$¢ antywirusowa danego zwiazku wpltywaja
usytuowanie i rodzaj danego podstawnika oraz struktura tancucha cukrowego. Podstawienie
grupy fenylowej lub bifenylowej w pozycji 6 powoduje duzy wzrost wlasciwosci
antywirusowych, szczegélnie w przypadku pochodnych gancyklowiru [36]. Analizujac
wpltyw struktury podstawnika aromatycznego na aktywno$¢ antywirusowa mozna stwierdzic,
ze najbardziej korzystne sa te, w ktorych, dodatkowe grupy sa przylaczone w pozycji para.
Inne podstawienia gwaltownie obnizaja te wlasnosci. Podstawienie podstawnikow
aromatycznych w pozycji 6 wzmacnia rowniez fluorescencje tych zwiazkow [44,45], co moze
mie¢ duze znaczenie dla diagnostyki obecnosci wirusa w organizmach ludzkich oraz
monitorowania st¢zenia lekow antywirusowych w ptynach biologicznych. Opis wiasciwosci
fluorescencyjnych tricyklicznych pochodnych acyklowiru bedzie podany w rozdziale
poswigconym wiasnosciom fizykochemicznym tych substancji. Ze wzgledéw leczniczych
oraz diagnostycznych pozadane sa substancje wykazujace zardwno aktywno$¢ antywirusowa
jak i dobre wiasciwosci fluorescencyjne. Stosujac takie kryteria wobec zwiazkow, ktorych
struktury przedstawia rysunek 1.7, zrobiono zestawienie, uwzgledniajac wezes$niej otrzymane
dane dotyczace aktywnos$ci antywirusowej oraz wlasciwosci fluoroscencyjnych potencjalnych
lekow [37-45]. To zestawienie przedstawia tabela 1.1, a ich aktywno$¢ w stosunku do
acyklowiru 2 i gancyklowiru 3 tabela 1.2. Analizujac dane zawarte w tabeli 1.1 mozna
stwierdzi¢, ze pochodne acycklowiru 49 oraz gancyklowiru 50 posiadajace podstawniki
fenylo,4-fenoksykarbonyloloksy-, usytuowane w pozycji 6, posiadaja najlepsza kombinacje
aktywno$ci antywirusowej oraz wlasciwosci fluorescencyjnych. Te pochodne, podobnie jak
substancje 51-53, w organizmach zywych ulegaja rozkladowi pod wpltywem enzyméw do
wyjsciowych tricyklicznych pochodnych acyklowiru 1 gancyklowiru. Zwiazki te moga
stanowi¢ nowa grupe pro-lekow, posiadajacych nie zablokowana grupe —OH w tancuchu
cukrowym niezbedna do dalszych przemian prowadzacych do zahamowania replikacji wirusa.
Innym interesujacym zwiazkiem jest tricykliczna pochodna acyklowiru 57, ktora nie
wykazuje fluorescencji. Posiada ona podstawnik fluoroarylowy, ktéry powoduje, ta pochodna
moze by¢ znaczonym substratem w procesach prowadzacych do zahamowania replikacji

wirusa, badanych metoda °F NMR [36].
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Tabela 1.1. Wybrane tricykliczne pochodne acyklowiru i gancyklowiru posiadajace najlepsza kombinacje aktywnosci antywirusowych i
fluorescencji [36]. Aktywnos$¢ antywirusowa zostala wyrazona w postaci minimalnego st¢zenia inhibicji replikacji wirusa o 50% (MICsp) lub
efektywnego stezenia redukujacego aktywno$¢ antywirusowa o 50% (ECso). Zdolnosci fluorescencyjne danej substancji wyraza wydajnosc
kwantowa danej substancji (¢7) oraz dtugo$é fali przy ktorej wystepuje maksimum fluorescencjii (*iuax).

) MICso * (nmol dm™) réinego typu herpeswirusow ECso” (uM dm’) Fluorescencja
Substancja

. HSV-1 HSV-1 HSV-2 | HSV-2 | HSV-2 | CMV CMmv \YVAY/ \YVAY/ - pEm
(<0S) (F) (Mclntyre) G) | (296) | (Lyons) [Davis) | (AD-169) | (vs) | (oka) | * (nm)

21 0.089 0.018 0.311 0.400 0.044 0.040 nd 58.61 1.69 0.800 nf
37¢ 1.23 2.15 0.615 4.00 0.615 2.15 510 >300 4.30 4.00 0.079 392°

2" 0.577 0.355 0.577 0.844 0.311 1.24 nd nd nd nd nf
41" 0.281 0.197 0.084 0.422 0.563 0.563 nd nd nd nd 0.095 359¢
421 0.324 0.118 0.177 0.471 0.295 0.206 nd nd nd nd 0.007 366
45" 5.40 5.40 5.40 5.40 27.02 27.02 nd nd nd nd 0.222 369
46" 15.45 25.57 25.57 17.05 42.62 25.57 nd nd nd nd 0.536 4044

2" 0.341 0.341 0.341 0.242 1.00 1.00 nd nd nd nd nf
51" 0.601 0.200 0.200 0.601 0.200 0.200 nd nd nd nd 0.434 3844
52" 0.560 0.311 0.187 0.622 0.933 0.933 nd nd nd nd 0.400 383¢
49" 0.832 0.166 0.166 0.830 0.832 0.832 nd nd nd nd 0.541 388¢
47" 0.675 0.225 0.225 0.675 0.375 0.225 nd nd nd nd 0.070 369¢
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2! 0.568 0.342 1.71 1.71 0.342 0.342 nd nd nd nd nf
57" 1.08 1.08 1.08 5.37 5.37 5.37 nd nd nd nd nf
3¢ 0.012 0.016 0.016 0.078 | 0.157 0.016 3.53 5.88 5.49 1.96 nf
39 ¢ 0.056 0.014 0.014 0.844 | 0.056 0.014 | 19.70 56.28 8.44 1.13 0.084 396¢
37 0.024 0.016 0.024 0.039 | 0.078 0.157 nd nd nd nd nf
43" 0.013 0.013 0.013 0.078 | 0.208 0.052 nd nd nd nd 0.037 3574
44" 0.054 0.014 0.014 0.081 | 0.014 | 0.054 nd nd nd nd 0.021 3714
3" 0.030 0.045 0.040 0.060 | 0.100 | 0.045 nd nd nd nd nf
50" 0.008 0.031 0.781 0.417 | 0.781 0.156 nd nd nd nd 0.480 388¢
53" 0.041 0.041 0.207 0.960 | 0.207 0.207 nd nd nd nd 0.081 3714
3! 0.005 nd nd 0.015 nd nd nd nd nd nd nf
54 0.166 nd nd 0.832 nd nd nd nd nd nd 0.150 428
2! 2.40 nd nd 16.00 nd nd nd nd 3.20 1.40 nf
3! 0.480 nd nd 3.20 nd nd nd nd nd 1.20 nf
55! 0.960 nd nd 6.40 nd nd nd nd 0.710 1.03 0.092 4118
56 ' 1.28 nd nd 6.40 nd nd nd nd 0.400 | 0.950 | 0.045 386°

nd - nie bylo wyznaczane, nf — nie wykazuje fluorescencji, * minimalne stezenie inhibicji lub stezenie substancji konieczne do zredukowania
cytopatogenos$ci wywolanej przez wirusa o 50%, b efektywne stezenie substancji redukujace replikacje wirusa o 50%, © wydajno$¢ kwantowa
fluorescenciji, ¢ [38], ¢ widmo mierzone w wodzie, wzbudzenie przy 305 nm, © [39], ¢ widmo mierzone w metanolu, wzbudzenie przy 305 nm,
"[44], ' [41], [45], ¥ widmo mierzone w H20 — MeOH 10:1, wzbudzenie przy 340 nm, ' [42].

25


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-4K2SJ7J-2&_user=3034026&_coverDate=09%2F30%2F2006&_rdoc=10&_orig=browse&_origin=browse&_zone=rslt_list_item&_srch=doc-info(%23toc%234919%232006%23999289997%23630363%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=4919&_sort=d&_docanchor=&_ct=45&_acct=C000043180&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3034026&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0166354206001318&_issn=01663542&md5=11e496e579a57ffa328baa09d2a4a002#tbl1fn9#tbl1fn9
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-4K2SJ7J-2&_user=3034026&_coverDate=09%2F30%2F2006&_rdoc=10&_orig=browse&_origin=browse&_zone=rslt_list_item&_srch=doc-info(%23toc%234919%232006%23999289997%23630363%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=4919&_sort=d&_docanchor=&_ct=45&_acct=C000043180&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3034026&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0166354206001318&_issn=01663542&md5=11e496e579a57ffa328baa09d2a4a002#tbl1fn9#tbl1fn9
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-4K2SJ7J-2&_user=3034026&_coverDate=09%2F30%2F2006&_rdoc=10&_orig=browse&_origin=browse&_zone=rslt_list_item&_srch=doc-info(%23toc%234919%232006%23999289997%23630363%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=4919&_sort=d&_docanchor=&_ct=45&_acct=C000043180&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3034026&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0166354206001318&_issn=01663542&md5=11e496e579a57ffa328baa09d2a4a002#tbl1fn4#tbl1fn4
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-4K2SJ7J-2&_user=3034026&_coverDate=09%2F30%2F2006&_rdoc=10&_orig=browse&_origin=browse&_zone=rslt_list_item&_srch=doc-info(%23toc%234919%232006%23999289997%23630363%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=4919&_sort=d&_docanchor=&_ct=45&_acct=C000043180&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3034026&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0166354206001318&_issn=01663542&md5=11e496e579a57ffa328baa09d2a4a002#tbl1fn4#tbl1fn4
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-4K2SJ7J-2&_user=3034026&_coverDate=09%2F30%2F2006&_rdoc=10&_orig=browse&_origin=browse&_zone=rslt_list_item&_srch=doc-info(%23toc%234919%232006%23999289997%23630363%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=4919&_sort=d&_docanchor=&_ct=45&_acct=C000043180&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3034026&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0166354206001318&_issn=01663542&md5=11e496e579a57ffa328baa09d2a4a002#tbl1fn5#tbl1fn5
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-4K2SJ7J-2&_user=3034026&_coverDate=09%2F30%2F2006&_rdoc=10&_orig=browse&_origin=browse&_zone=rslt_list_item&_srch=doc-info(%23toc%234919%232006%23999289997%23630363%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=4919&_sort=d&_docanchor=&_ct=45&_acct=C000043180&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3034026&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0166354206001318&_issn=01663542&md5=11e496e579a57ffa328baa09d2a4a002#tbl1fn6#tbl1fn6
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-4K2SJ7J-2&_user=3034026&_coverDate=09%2F30%2F2006&_rdoc=10&_orig=browse&_origin=browse&_zone=rslt_list_item&_srch=doc-info(%23toc%234919%232006%23999289997%23630363%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=4919&_sort=d&_docanchor=&_ct=45&_acct=C000043180&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3034026&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0166354206001318&_issn=01663542&md5=11e496e579a57ffa328baa09d2a4a002#tbl1fn6#tbl1fn6
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-4K2SJ7J-2&_user=3034026&_coverDate=09%2F30%2F2006&_rdoc=10&_orig=browse&_origin=browse&_zone=rslt_list_item&_srch=doc-info(%23toc%234919%232006%23999289997%23630363%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=4919&_sort=d&_docanchor=&_ct=45&_acct=C000043180&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3034026&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0166354206001318&_issn=01663542&md5=11e496e579a57ffa328baa09d2a4a002#tbl1fn7#tbl1fn7
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-4K2SJ7J-2&_user=3034026&_coverDate=09%2F30%2F2006&_rdoc=10&_orig=browse&_origin=browse&_zone=rslt_list_item&_srch=doc-info(%23toc%234919%232006%23999289997%23630363%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=4919&_sort=d&_docanchor=&_ct=45&_acct=C000043180&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3034026&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0166354206001318&_issn=01663542&md5=11e496e579a57ffa328baa09d2a4a002#tbl1fn6#tbl1fn6
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-4K2SJ7J-2&_user=3034026&_coverDate=09%2F30%2F2006&_rdoc=10&_orig=browse&_origin=browse&_zone=rslt_list_item&_srch=doc-info(%23toc%234919%232006%23999289997%23630363%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=4919&_sort=d&_docanchor=&_ct=45&_acct=C000043180&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3034026&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0166354206001318&_issn=01663542&md5=11e496e579a57ffa328baa09d2a4a002#tbl1fn7#tbl1fn7
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-4K2SJ7J-2&_user=3034026&_coverDate=09%2F30%2F2006&_rdoc=10&_orig=browse&_origin=browse&_zone=rslt_list_item&_srch=doc-info(%23toc%234919%232006%23999289997%23630363%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=4919&_sort=d&_docanchor=&_ct=45&_acct=C000043180&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3034026&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0166354206001318&_issn=01663542&md5=11e496e579a57ffa328baa09d2a4a002#tbl1fn8#tbl1fn8
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-4K2SJ7J-2&_user=3034026&_coverDate=09%2F30%2F2006&_rdoc=10&_orig=browse&_origin=browse&_zone=rslt_list_item&_srch=doc-info(%23toc%234919%232006%23999289997%23630363%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=4919&_sort=d&_docanchor=&_ct=45&_acct=C000043180&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3034026&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0166354206001318&_issn=01663542&md5=11e496e579a57ffa328baa09d2a4a002#tbl1fn8#tbl1fn8
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-4K2SJ7J-2&_user=3034026&_coverDate=09%2F30%2F2006&_rdoc=10&_orig=browse&_origin=browse&_zone=rslt_list_item&_srch=doc-info(%23toc%234919%232006%23999289997%23630363%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=4919&_sort=d&_docanchor=&_ct=45&_acct=C000043180&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3034026&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0166354206001318&_issn=01663542&md5=11e496e579a57ffa328baa09d2a4a002#tbl1fn7#tbl1fn7
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-4K2SJ7J-2&_user=3034026&_coverDate=09%2F30%2F2006&_rdoc=10&_orig=browse&_origin=browse&_zone=rslt_list_item&_srch=doc-info(%23toc%234919%232006%23999289997%23630363%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=4919&_sort=d&_docanchor=&_ct=45&_acct=C000043180&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3034026&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0166354206001318&_issn=01663542&md5=11e496e579a57ffa328baa09d2a4a002#tbl1fn8#tbl1fn8
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-4K2SJ7J-2&_user=3034026&_coverDate=09%2F30%2F2006&_rdoc=10&_orig=browse&_origin=browse&_zone=rslt_list_item&_srch=doc-info(%23toc%234919%232006%23999289997%23630363%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=4919&_sort=d&_docanchor=&_ct=45&_acct=C000043180&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3034026&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0166354206001318&_issn=01663542&md5=11e496e579a57ffa328baa09d2a4a002#tbl1fn7#tbl1fn7
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-4K2SJ7J-2&_user=3034026&_coverDate=09%2F30%2F2006&_rdoc=10&_orig=browse&_origin=browse&_zone=rslt_list_item&_srch=doc-info(%23toc%234919%232006%23999289997%23630363%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=4919&_sort=d&_docanchor=&_ct=45&_acct=C000043180&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3034026&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0166354206001318&_issn=01663542&md5=11e496e579a57ffa328baa09d2a4a002#tbl1fn10#tbl1fn10
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-4K2SJ7J-2&_user=3034026&_coverDate=09%2F30%2F2006&_rdoc=10&_orig=browse&_origin=browse&_zone=rslt_list_item&_srch=doc-info(%23toc%234919%232006%23999289997%23630363%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=4919&_sort=d&_docanchor=&_ct=45&_acct=C000043180&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3034026&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0166354206001318&_issn=01663542&md5=11e496e579a57ffa328baa09d2a4a002#tbl1fn10#tbl1fn10
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-4K2SJ7J-2&_user=3034026&_coverDate=09%2F30%2F2006&_rdoc=10&_orig=browse&_origin=browse&_zone=rslt_list_item&_srch=doc-info(%23toc%234919%232006%23999289997%23630363%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=4919&_sort=d&_docanchor=&_ct=45&_acct=C000043180&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3034026&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0166354206001318&_issn=01663542&md5=11e496e579a57ffa328baa09d2a4a002#tbl1fn11#tbl1fn11
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-4K2SJ7J-2&_user=3034026&_coverDate=09%2F30%2F2006&_rdoc=10&_orig=browse&_origin=browse&_zone=rslt_list_item&_srch=doc-info(%23toc%234919%232006%23999289997%23630363%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=4919&_sort=d&_docanchor=&_ct=45&_acct=C000043180&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3034026&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0166354206001318&_issn=01663542&md5=11e496e579a57ffa328baa09d2a4a002#tbl1fn12#tbl1fn12
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-4K2SJ7J-2&_user=3034026&_coverDate=09%2F30%2F2006&_rdoc=10&_orig=browse&_origin=browse&_zone=rslt_list_item&_srch=doc-info(%23toc%234919%232006%23999289997%23630363%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=4919&_sort=d&_docanchor=&_ct=45&_acct=C000043180&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3034026&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0166354206001318&_issn=01663542&md5=11e496e579a57ffa328baa09d2a4a002#tbl1fn12#tbl1fn12
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-4K2SJ7J-2&_user=3034026&_coverDate=09%2F30%2F2006&_rdoc=10&_orig=browse&_origin=browse&_zone=rslt_list_item&_srch=doc-info(%23toc%234919%232006%23999289997%23630363%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=4919&_sort=d&_docanchor=&_ct=45&_acct=C000043180&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3034026&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0166354206001318&_issn=01663542&md5=11e496e579a57ffa328baa09d2a4a002#tbl1fn12#tbl1fn12
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-4K2SJ7J-2&_user=3034026&_coverDate=09%2F30%2F2006&_rdoc=10&_orig=browse&_origin=browse&_zone=rslt_list_item&_srch=doc-info(%23toc%234919%232006%23999289997%23630363%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=4919&_sort=d&_docanchor=&_ct=45&_acct=C000043180&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3034026&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0166354206001318&_issn=01663542&md5=11e496e579a57ffa328baa09d2a4a002#tbl1fn5#tbl1fn5
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-4K2SJ7J-2&_user=3034026&_coverDate=09%2F30%2F2006&_rdoc=10&_orig=browse&_origin=browse&_zone=rslt_list_item&_srch=doc-info(%23toc%234919%232006%23999289997%23630363%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=4919&_sort=d&_docanchor=&_ct=45&_acct=C000043180&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3034026&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0166354206001318&_issn=01663542&md5=11e496e579a57ffa328baa09d2a4a002#tbl1fn12#tbl1fn12
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-4K2SJ7J-2&_user=3034026&_coverDate=09%2F30%2F2006&_rdoc=10&_orig=browse&_origin=browse&_zone=rslt_list_item&_srch=doc-info(%23toc%234919%232006%23999289997%23630363%23FLA%23display%23Volume)&_cdi=4919&_sort=d&_docanchor=&_ct=45&_acct=C000043180&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3034026&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0166354206001318&_issn=01663542&md5=11e496e579a57ffa328baa09d2a4a002#tbl1fn5#tbl1fn5

Tabela. 1.2. Porownanie aktywno$¢i biologicznej tricyklicznych analogéw acyklowiru i gancyklowiru z macierzystymi substancjami [36].
Wartosci podane w tabeli oznaczaja ile razy aktywno$¢ antywirusowa danej substancji jest nizsza lub wyzsza (+) niz aktywno$¢ acyklowiru i
gancyklowiru. Aktywnosci acyklowiru i gancyklowiru sa podane w tabeli 1.1

Substancja | HSV-1(KOS) | HSV-1 HSV-1 HSV-2 | HSV-2 HSV-2 \V74Y, \V74Y,
(F (Mclntyre) (G) (196) (Lyons) (YS) (OKA)

37 14 120 2 10 14 54 2.5 5

41 +2 +2 +7 +2 2 +2 nd nd
42 +2 +3 +3 +2 1 +6 nd nd
o1 2 +2 +2 2.5 +5 +5 nd nd
52 2 1 +2 3 1 1 nd nd
49 2 +2 +2 3 1 1 nd nd
47 2 +1.5 +1.5 3 +3 +4 nd nd
S7 2 3 +2 3 16 16 nd nd
39 5 1 1 11 +3 1 15 +2
43 +2 1 +2 2 3 +3 nd nd
44 2 1 +2 2 +6 +3 nd nd
50 +4 +1.5 20 7 8 3.5 nd nd
54 35 nd nd 56 nd nd nd nd
55 7.5 nd nd 7 nd nd 2 3

56 10 nd nd 7 nd nd 1 3
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1.1.3.2 Wiasciwosci fizykochemiczne acyklowiru, gancyklowiru i ich pochodnych.

Okreslenie wtasciwosci fizykochemicznych acyklowiru, gancyklowiru oraz ich pochodnych
jest wazne ze wzgledu na poznanie mechanizmu dziatania oraz mozliwosci zwigkszenia
aktywnosci poprzez modyfikacj¢ ich czasteczek. Dodatkowe grupy funkcyjne maja wplyw na
lipofilowo$¢ czasteczek, zmieniajac zarOwno rozpuszczalno§¢ w plynach ustrojowych jak i
mozliwo$¢ przenikania przez blony komodrkowe. Dodatkowe grupy funkcyjne zmieniaja tez
wlasnos$ci spektralne, wazne ze wzgledu na mozliwos¢ $ledzenia mechanizméw biologicznych w
warunkach laboratoryjnych poprzez obserwacje zmian absorbancji lub fluorescencji roztworow w
tkankach. Mozliwa jest tez kontrola st¢zenia lekow w ptynach ustrojowych oraz réznego rodzaju
badania wlasciwosci fizykochemicznych, np. wyznaczanie rozpuszczalnosci w rdéznych
rozpuszczalnikach, gdzie stezenia wyznaczane sa najczesciej spektrofotometrycznie.

Przedmiotem badan sa rowniez inne wazne wiasciwosci fizykochemiczne tych substanciji,
takie jak:

- rozpuszczalno$é w réznych rozpuszczalnikach i temperaturach

- wspotczynnik podzialu pomiedzy faze wodna i organiczna

- temperatura i entalpia topnienia,

- ciepto wlasciwe

- gestos¢ w rdznych temperaturach.

Wyznaczenie wartos$ci fizykochemicznych dla zarejestrowanych lub potencjalnych lekow pozwala
na optymalizacj¢ sposobu podawania leku oraz opracowanie odpowiednich metod analitycznych
sprawdzajacych czysto$¢ leku w procesie produkcji. Literatura [45-52] opisujaca wlasciwosci
fizykochemiczne acyklowiru i jego pochodnych jest stosunkowo uboga i ogranicza si¢ do kilku
poswigconych temu tematowi prac oraz krotkich wzmianek w pracach opisujacych synteze i
aktywno$¢ antywirusowa. W pracach tych podano jedynie wlasnosci fizykochemiczne
umozliwiajace identyfikacje chemiczna otrzymanych zwiazkow, takie jak temperatury topnienia

czy potozenie sygnatdw NMR [37-43].

1.1.3.2.1 Wiasciwosci spektralne acyklowiru 1 jego pochodnych.

Poznanie wlasnosci spektralnych acyklowiru i jego pochodnych jest wazne ze wzgledu na
mozliwo$¢  detekcji  stgzenia  tych  zwiazkow  metoda  spektrofotometryczna  lub
spektrofluorometrycznag. Wazna jest tez mozliwo$¢ identyfikacji czasteczek pochodnych

acyklowiru metoda *H NMR.
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Dane dotyczace przebiegu widma acyklowiru oraz charakterystyke widm pochodnych
octanowych acyklowiru w réznych rozpuszczalnikach, takich jak woda, acetonitryl i chlorek
metylenu, przedstawia praca M. Plass i wspolpracownikow [47]. Widma absorpcyjne tych
zwiazkOow w réznych rozpuszczalnikach r6éznia si¢ migdzy soba, gdyz acyklowir moze wystepowaé
w roztworach w dwoch formach tautometrycznych, enolowej i ketonowej [47], ktorych struktury

przedstawia rysunek 1.8.

OH 0
N NH N
<N /k { NC
N NH, N SN SN,
AN OJ
HO ho \/
forma enolowa acyklowiru forma ketonowa acyklowiru

Rys. 1.8. Struktury tautomeryczne acyklowiru (enolowa i ketonowa).

Silnym chromoforem w czasteczce acyklowiru jest pier§cien purynowy, posiadajacy system
sprz¢zonych elektronow m, ktéry podczas badan spektroskopowych umozliwia obserwacjg,
intensywnych sygnalow pochodzacych od czasteczki acyklowiru nawet w st¢zeniu ok. 10° (mol
dm™®). Tautomeryzm keto-enol wplywa na system elektrondéw 7 pierécienia purynowego, a wiec na
ksztalt widm acyklowiru. Widma acyklowiru w roztworach wodnych zawieraja piki obecne
zarOwno w niepolarnym chlorku metylenu jak i polarnym acetonitrylu co $wiadczy o obecnosci
obydwu form tautomerycznych bedacych w réwnowadze w roztworze wodnym. Badania *H NMR
[47] pozwolity na stwierdzenie, ze w wodnym roztworze nasyconym stosunek stezenia formy
enolowej i ketonowej jest rowny jednosci. Na podstawie widm acyklowiru w acetonitrylu oraz
chlorku metylenu stwierdzono ze, w acetonitrylu wystepuje gtownie forma ketonowa, a w chlorku
metylenu gléwnie forma enolowa [47]. Widma pochodnych octanowych acyklowiru (w réznych
rozpuszczalnikach) nie wskazywaty na wystgpowanie dwoch form tautometrycznych.

Wiasciwosci spektralne tricyklicznych pochodnych syntezowanych w  grupie prof.
Golankiewicz zostaly opisane w pracach dotyczacych wtasnosci antywirusowych tych zwiazkow
[36,44,45]; poswigcono im tez jedna pracg przegladowa [46]. Celem tej pracy byta charakterystyka

wlasciwosci absorpcyjnych 1 fluoroscencyjnych tricyklicznych pochodnych acyklowiru, ktorych
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struktury przedstawia rysunek 1.9, w rozpuszczalnikach o réznej polarnosci, oraz w roztworach

wodnych o r6znych wartosciach pH

O O

N — N —

O (LI ooy

\ s K 5 aHo
oy e ]
R, R, Ri R,

Substancja Ri1  R2 Rs Substancja  R1 R2 R3
58 a CH; H 62 a CH3 H
59 CH; CH; H 63 CHs CHs H
37 a H H 64 CH; H H
60 CH; H H
61 a H  OCOCH(CHs),

Rys. 1.9. Struktury tricyklicznych pochodnych acyklowiru [46].

Widma absorbcyjne i emisyjne substancji przedstawionych na rysunku 1.9 mierzono w
organicznych rozpuszczalnikach protycznych takich jak CH3OH, n-C4HyOH oraz aprotycznych
CH3CN, 1,4-dioksan, a takze w roztworach wodnych o pH = 5.8. Lekko kwasne roztwory wodne
zostaly wybrane, aby zapobiec deprotonacji substancji 37 i 61, oraz, zeby mie¢ pewnos¢, ze
wszystkie badane substancje wystepuja wytacznie w formie obojetnej. Wybor rozpuszczalnikéw
ograniczony byl niska rozpuszczalnoscia badanych zwiazkéw. Na podstawie otrzymanych
wynikéw stwierdzono, ze wartosci molowych wspotczynnikow ekstynkeji tylko w niewielkim
stopniu sa zalezne od polarnosSci rozpuszczalnika, nie sa tez zalezne od oddzialtywan z
rozpuszczalnikami aprotycznymi. Publikacja zawiera szczegdlowe dane dotyczace potozenie
maksimow widm i warto$ci absorbancji i fluorescencji w tych maksimach dla badanych substancji
w roznych rozpuszczalnikach [46]. Na podstawie przedstawionych wynikow badan
fluorescencyjnych mozna zaobserwowac przesunigcia widm emisyjnych badanych substancji przy
zmianie rozpuszczalnika. Autorzy badali rowniez widma trdjcyklicznych pochodnych acyklowiru
w roztworach buforowych o ré6znym pH, w celu sprawdzenia mozliwo$ci monitorowania st¢zenia

tych substancji, w ptynach ustrojowych metodami spektralnymi oraz wyznaczenia zaleznosci widm
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absorpcyjnych i emisyjnych od pH.. Przyktadowe widma absorpcyjne oraz emisyjne jednej z
tricyklicznej pochodnej acyklowiru (37 na rysunku 1.9) zmierzone w roztworach wodnych o

r6znym pH oraz wyznaczona na ich podstawie warto$¢ pKa przedstawione sa na rysunku 1.10.
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Rys. 1.10. Widma UV i fluorescencja substancji 37 otrzymane przy wyznaczonych zasadowych pH
oraz krzywa miareczkowania spektrofotometrycznego otrzymana na podstawie wartosci

absorbancji dla liczby falowej 29 410 cm™, ve,:=31750 cm~" [46].

Otrzymane widma pokazuja, ze wraz ze wzrostem wartosci pH jedno z maksimum
przesuwa si¢ w kierunku czerwieni, drugie zanika, pojawia si¢ tez nowe pasmo przy okoto 35 710
cm™. Na rysunku widoczne sa dwa punkty izozbestyczne przy 31 750 i 33 840 cm *. Zmiany
widma obserwowane przy zasadowych pH zwiazane sa z deprotancja czasteczki 37. Wyliczona
stala protonacji pKa wynosi 8.0. Widma emisyjne przedstawione na rysunku pokazuja, ze wraz ze
wzrostem pH intensywnos$¢ fluorescencji spada a maksimum przesuwa si¢ w kierunku dhuzszych
dlugosci fali, co wynika z powstawania anionu, ktorego fluorescencja jest znacznie nizsza niz
fluorescencja obojetnej formy tej substancji. Schemat protonacji i deprotonacji badanej czasteczki

przy zmianie pH pokazuje rysunek 1.11.
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Rys. 1.11. Schemat protonowania i deprotonacji trojcykliczych pochodnych zachodzacych przy
zmianie pH roztworu [46].

Przy obnizaniu wartosci pH roztworu obserwujemy inny charakter zmian widm absorpcyjnych i
emisyjnych zmierzonych dla substancji 37. Rysunek 1.12 przedstawia seri¢ widm tej substancji

zmierzonych w roztworach kwasnych.
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Rys. 1.12. Widma absorpcyjne i fluorescencja jednej z tricyklicznych pochodnych acyklowiru (37
na rysunku 1.9) oraz wartosci absorbancji przy liczbie falowej rownej 30 300 cm™ na podstawie,
ktorych wyznaczono stata protonowania.

Autorzy podaja, ze widma substancji oznaczonych na rysunku 1.8 jako 58 i 61 maja
podobny charakter, co wynika z tego, ze ulegaja one protonacji lub deprotonacji w podobny sposob

jak czasteczka 37. Widma emisyjne pokazuja, ze wraz ze wzrostem kwasowosci roztworu maleje
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intensywnos$¢ fluorescencji. Wartosci statych pKa dla tych substancji leza w zakresie 2-2.2. Z
opisanych tu badan wynika konieczno$¢ uwzgledniania obecnosci roznych form pochodnych

acyklowiru w roztworach wodnych przy wyznaczaniu wlasciwosci tych substancji.

1.1.3.2.2 Wlasciwosci termodynamiczne

Wiasnosci termodynamiczne acyklowiru oraz jego pochodnych w roztworach i stanie
staltym sg opisane w niewielu publikacjach [48-51]; najczesciej w pracach omawiajacych syntezg
tych substancji podawane sa tylko warto$ci temperatur topnienia stuzace do ich identyfikacji lub
parametry analizy chromatograficznej. Stosunkowo niewiele prac omawia badania
rozpuszczalnosci pochodnych acyklowiru w wodzie, w réoznych temperaturach. A. Kristl [48] w
swojej publikacji dotyczacej acyklowiru 1 jego pochodnych octanowych podaje wartosci
rozpuszczalnos$ci tych substancji w wybranych wyzszych alkoholach takich jak heptanol, oktanol i
nonanol a takze wodzie. Autorzy wyznaczyli rozpuszczalnos$ci badanych substancji w czystych
alkoholach i wodzie oraz w wodzie nasyconej alkoholem i alkoholu nasyconym woda. Otrzymane
wyniki porownali ze wspdlczynnikami podziatu tych substancji pomiedzy faze wodna 1
organiczna. Korzystajac z wyznaczonych rozpuszczalnosci 1 wartosci temperatur topnienia oraz
entalpii topnienia wyznaczonych metoda DSC, obliczono wspotczynniki aktywno$ci badanych
zwiazkéw w roztworach wodnych oraz organicznych. Na podstawie przeprowadzonych badan
stwierdzono, ze acyklowir oraz jego octanowe pochodne najlepiej rozpuszczaja si¢ w wodzie oraz
w wodzie nasyconej alkoholami. Rozpuszczalno$¢ tych zwiazkow w wyzszych alkoholach jest
znacznie nizsza a Wwynika to z hydrofilowego charakteru acyklowiru i jego pochodnych
octanowych. Wyznaczone wspoiczynniki podziatu tych substancji pomigdzy faze¢ wodna i
organiczna, ktora stanowia wyzsze alkohole, maja zblizone wartosci, a ich wartosci wyrazone jako
log P ulozone sa wedhig sekwenc;ji:
log P heptanol > log P octanol > log P nonanol.

Inna praca tego autora [49] przedstawia proby oszacowania rozpuszczalnosci acyklowiru
oraz jego octanowych pochodnych na podstawie rownania Jalkowskiego i Valvani, w ktorym do
obliczenia rozpuszczalno$ci niezbedne sa wartosci wspotczynnika podziatu oraz temperatury

topnienia. Rownanie Jalkowskiego — Valvani przedstawione jest ponize;j.

AS (mp —25)
logS, ~-1.00logP-1.11———————~+0.54 (1.1)
1364
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gdzie:

Sw - rozpuszczalnoéé badanych zwiazkow wodzie w (mol dm™®),

A St - Entropia topnienia (J mol™ K™

mp — temperatura topnienia (°C),

P- wspotczynnik podziatu wyrazony, jako Stosunek st¢zenia w fazie oktanolowej do stezenia w
fazie wodnej, (Co/Cw).

Wyniki przeprowadzonych badan [49] i obliczen pokazuja, ze rozpuszczalno$é acyklowiru
oraz jego pochodnych octanowych nie moze by¢ wyznaczana przy uzyciu rOwnania Jalkowskiego -
Galvani, gdyz wyniki odbiegaja znacznie od warto$ci wyznaczanych doswiadczalnie.

Kolejnym przyktadem badan, ktorych przedmiotem sa roztwory acyklowiru oraz jego
pochodnych, sa prace zespolu prof. W. Zielenkiewicza. Celem tego zespotu bylo wyznaczenie
wielkosci termodynamicznych roztworow tych substancji [50,51]. Przedmiotem badan pierwszej
pracy byla tricykliczna pochodna acyklowiru 33 posiadajaca podstawnik metylowy w pozycji 6.
Zwiazek ten charakteryzuje si¢ stosunkowo dobra rozpuszczalno$cia w wodzie, co umozliwia
sporzadzenie roztworow o st¢zeniach umozliwiajacych przeprowadzenie badan densymetrycznych
1 kalorymetrycznych. Na podstawie tych badan wyznaczono pozorne objetosci molowe roztworéw
o réznych stezeniach badanej substancji w temperaturach 25, 35 i 45°C, a takze entalpie sublimacji
I entalpi¢ rozpuszczania. Na podstawie otrzymanych danych wyznaczono entalpi¢ hydratacji.
Tabela 1.3 przedstawia pozorne molowe objgtosci roztworow badanej substancji wyznaczone w
czasie tych badan.

Tabela 1.3. Gestosci (d) i pozorne objetosci molowe (V) tricyklicznej pochodnej acyklowiru 33 w
roztworach wodnych w r6znych temperaturach [50].

stezenie 25°C 35°C 45°C
(mol kg™ d Vo d Vo d Vo
(gem® | (em*mol™) | (gem®) | (ecm®*mol®) | (gcm?®) (cm® mol™)

0.008237 0.997859 164.1 0.994840 165.1 0.991010 166.4
0.010086 0.998052 163.1 0.995033 164.0 0.991190 166.4
0.012504 0.998290 163.4 0.995260 165.1 0.991411 167.5
0.013369 0.998572 163.6 0.995339 165.5 0.991494 167.6
0.015195 0.998572 162.5 0.995534 164.4 0.991684 166.6
0.018331 0.998881 162.8 0.995853 163.9 0.991990 166.4
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Badania kalorymetryczne roztworéw pochodnej acyklowiru pozwolily na wyznaczenie
wartosci molowego ciepla wlasciwego w zaleznosci od temperatury oraz wartosci ciepla
rozpuszczania. Rysunki 1.13 i 1.14 przedstawiaja przebiegi DSC roztworéw wodnych pochodnej
33 oraz zalezno$¢ Cp od stezenia substancji w badanych roztworach, a tabela 1.4 entalpig

rozpuszczania tej substancji w 25°C.

Tabela 1.4. Wartosci entalpii rozpuszczania tricyklicznej pochodnej acyklowiru 33 w wodzie w
25°C [50].

stezenie masa substancji x 10° | Masa wody Entalpia rozpuszczania
(mol kg™) (9) (9) (kJmol™)
0.000338 5.71 64.2190 24.9
0.000363 6.15 64.3502 25.8
0.000389 6.57 64.0340 24.4
0.000378 6.38 64.0526 24.6

Cp.0 (3 MOIKH)

10 20 30 40 50 60°C

Temperatura (°C)

Rys. 1.13. Przebiegi DSC dla réznych stezen pochodnej acyklowiru 33[50], 1- 8.237 x 10 (mol
kg™?), 2- 10.086 x 10 (mol kg™?), 3- 12.504 x 10 (mol kg™), 4- 13.386 x 10-3 (mol kg, 15.195 x
10 (mol kg™).
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Rys. 1.14. Zalezno$¢ pozornego molowego ciepla wlasciwego Cp,q od stezenia badanej substancji
w 25°C ( -), 35°C (---) i 45°C () [50].

Wyznaczone warto$ci ggstosci, standardowej entalpii rozpuszczania 1 energii hydratacji
tricyklicznej pochodnej acyklowiru 33, posiadajacej aktywno$¢ antywirusowa moze byé
wykorzystana do dalszych badan tej substancji.

Tematem Kkolejnej pracy prof. Zielenkiewicza i wspotpracownikow [51] byta szersza grupa
zwiazkow, ktore sa obecnie stosowanymi lub potencjalnymi lekami antywirusowymi. Struktury
tych zwiazkow przedstawia rysunek 1.15. Sa wsrdd nich acyklowir 2, gancyklowir 3 i pochodne

acyklowiru o r6znej budowie.

O
N _R3
Re 4 N R~ j(\ sz
a
N SN ONH, o
R1 O/\/
Substancja Ry R, Rs3 Substancja R1 R,
2 a H H 34 H H
65 a Br H 33 H CH3
3 b H H 66 Br CH3
29 a H CHs 67 H C(CHs)3
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Rys. 1.15. Struktury acyklowiru i jego pochodnych [51].

W ramach przeprowadzonych badan eksperymentalnych tych substancji wyznaczono

gestosci roztworow wodnych oraz pozorna objetos¢ molowa, a takze ciepto wlasciwe wybranych

zwiazkow, charakteryzujacych sie wystarczajaca rozpuszczalnoscia w wodzie. Dane te przedstawia

tabela 1.5.

Tabela 1.5. Eksperymentalnie wyznaczone wartoéci gestoéci (d), pozornej (Vo) i czastkowej (V°2)
objetosci molowej oraz pozornego (Cpe) i czastkowego (C°p.) molowego ciepta wilasciwego

acyklowiru i jego analogow w wodzie w 25°C [51].

Substancja C d Vo Ve, Coo C%.2
(molkg™®) | (gem® | (cm®*mol™®) | (em®*mol™®) | (3 mol* kg™) | (I mol™* kg?)
2 0.000401 | 0.997075 157.9 391.5 £0.8
0.000550 | 0.997086 150.7
0.000631 | 0.997091 155.6 388.3
0.003001 | 0.997260 151.7
0.003099 | 0.997267 153.8 392.8
0.005690 | 0.997452 153.7
0.005736 | 0.997455 154.6 154.0+5.8 393.3
34 0.002225 | 0.997220 174.3 608.9
0.002592 | 0.997249 174.8 611.8
0.002657 | 0.997254 173.3 611.0
0.002754 | 0.997261 174.3 610.0
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0.002811 | 0.997265 174.0

0.002863 | 0.997269 174.8 1745+ 1.0 610.4 £ 0.3
67 0.002760 | 0.997262 221.7 899.2

0.002777 | 0.997259 227.3

0.002799 | 0.997256 229.1 902.2

0.002834 | 0.997234 229.7 895.6

0.002865 | 0.997267 229.2 899.0+£ 0.9

0.002983 | 0.997277 228.9 228.6 £0.2

3 0.009914 | 0.997864 167.9 496.7

0.010001 | 0.997872 169.6

0.010002 | 0.997872 169.3 489.7

0.012499 | 0.998087 169.4 169.2 + 0.5 493.2 493.2+1.0
33 0.002736 | 0.997256 166.9

0.005011 | 0.997420 168.9 490.0

0.006156 | 0.997502 166.6 490.8

0.006940 | 0.997559 166.6 488.9

0.007848 | 0.997624 168.0 167.5+0.8 480.0 487.4+1.2

Dane zawarte w tabeli 1.5 pokazuja, ze wartosci objgtosci wilasciwej oraz ciepta
wlasciwego zaleza w duzym stopniu od liczby grup —CH, w czasteczce. Biorac to pod uwage,
obliczono udziaty odpowiadajace jednej grupie —CH,, a na tej podstawie wyznaczono réwnania,
umozliwiajace wyznaczenie wartosci objetosci oraz ciepta wiasciwego dla substancji, dla ktorych
nie bylo to mozliwe ze wzgledu na ich niska rozpuszczalnos¢ w wodzie. Otrzymane
doswiadczalnie wartos$ci czastkowych objetosci molowych i molowego ciepta wiasciwego dla
acyklowiru (2) i wybranych jego pochodnych (33, 34, 67) oraz gancyklowiru (3) w zaleznosci od

liczby grup CH; w czasteczce zostaty przedstawione na rysunku 1.15.
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Rys. 1.16. Zalezno$¢ czastkowych objgtosci molowych (C;,) i czastkowego molowego ciepta
wiasciwego (V,’) substancji: 2, 3, 29, 34, 67 od liczby grup —CH» w czasteczce [51].

Oprécz opisanych powyzej prac, nieliczne dane termodynamiczne zwiazane np. z analiza
chromatograficzna, mozna znalez¢ jedynie w pracach dotyczacych syntezy pochodnych

acyklowiru [36-45].

1.1.3.2.3 Badania fizykochemiczne acyklowiru 1 jego pochodnych w stanie statym.

Badania acyklowiru i jego pochodnych w stanie statym nie sa szeroko opisywane w
literaturze. W pracach dotyczacych syntezy i aktywnos$ci antywirusowej badanych zwiazkow [32-
45], znalez¢ mozna jedynie krotkie wzmianki dotyczace temperatury topnienia i widm IR,
stuzacych do identyfikacji badanych substancji. Praca A. Kristla i wspolpracownikow [52] jest
jedna z publikacji opisujacych badania acyklowiru w stanie stalym. Opisano w niej wyniki analizy
termicznej, dyfrakcji proszkowej oraz IR, otrzymane dla bezwodnej i uwodnionej formy
acyklowiru [52]. W pracy tej stwierdzono, ze stosunek czasteczek acyklowiru do czasteczek wody
w hydratowanej postaci acyklowiru wynosi 3:2. Analiza termiczna bezwodnego acyklowiru
pokazala, Ze istnieja dwie formy krystaliczne tego zwiazku, jedna nietrwata otrzymywana przy
ogrzewaniu ponizej 150°C, druga trwala otrzymywana przy ogrzewaniu powyzej 150°C, ktora
pokazuje przejécie fazowe w ciele statym przy temperaturze 172°C. Autorzy na podstawie tych
badan stwierdzili, ze acyklowir moze wystgpowaé w formie pseudopolimorficznego i

polimorficznego solwatu.
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Innym przykladem badan w stanie staltym jest analiza dyfraktometryczna krystalicznej
formy metylowej tricyklicznej pochodnej acyklowiru 33, bgdacej juz przedmiotem opisanych
wczesniej badan termodynamicznych [50,53]. Autorzy wyznaczyli strukturg¢ krystaliczng tej
pochodnej, z ktorej wynika, ze ta pochodna acyklowiru w stanie krystalicznym wystepuje w
postaci dwoch konformeréw. Woda zaobserwowana w strukturze krystalicznej znajduje sig
pomigdzy czasteczkami pochodnej acyklowiru. Na podstawie badan dyfraktometrycznych
stwierdzono, ze pomigdzy badana czasteczka, a czasteczkami wody istnieje skomplikowana sie¢
wiazan wodorowych, ktéra moze takze istnie¢ W roztworze wodnym tej substancji. Struktury

krystaliczne dwoch konformerow pochodnej 33 przedstawia rysunek 1.17.
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Rys. 1.17. Struktury dwoch konformerow (a) i (b) wystgpujacych w strukturze krystalicznej
tricyklicznej pochodnej acyklowiru 33 [53].

Inna ciekawa praca, ktorej autorami sg Jin i wspotpracownicy [54], dotyczy pochodnych
acyklowiru, otrzymanych poprzez przylaczenie do jego czasteczki dhlugich tancuchow
stearylowych, glicerylowych Ilub bursztynowych. Autorzy przeprowadzili badania warstw
Lngmuir’a na powierzchni woda - powietrze zawierajacych te pochodne acyklowiru. Struktury

czasteczek tych pochodnych przedstawia rysunek 1.18.
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69 70

Rys. 1.18. Model przedstawiajacy czasteczki pochodnych acyklowiru posiadajace dlugie fancuchy
[54].
W wyniku samoorganizacji pochodnych acyklowiru, posiadajacych dlugie lancuchy

weglowe (69 i 70), w roztworze tetrahydrofuranu otrzymano nanoczastki tych substancji.
Nastgpnie wyznaczono ich wymiary, zmierzono potencjal Zeta oraz wykonano analiz¢ termalna
metoda DSC. Mechanizm agregacji czasteczek tych zwiazkow przedstawia rysunek 1.19a, a ksztalt

i wymiary otrzymanych nanoczastek przedstawia rysunek 1.19b.
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Rys. 1.19. Mechanizm samoagregacji pochodnych acyklowiru posiadajacych dlugie tancuchy
alkilowe (a), oraz ksztalt i wymiary otrzymanych nanoczastek (b) [54].

Wyniki badan przeprowadzonych przez autoréw opisywanej pracy moga znalez¢ zastosowanie w

farmacji do otrzymywania lekoéw antywirusowych w postaci nanoczastek.

1.2 Wlasciwosci substancji o znaczeniu farmaceutycznym w kompleksach z

cyklodekstrynami

Wiele substancji wykazujacych aktywno$¢ biologiczna to zwiazki organiczne czgsto o
bardzo niskiej rozpuszczalno$ci w roztworach wodnych, co utrudnia wnikanie do organizmu
pacjenta. Kompleksowanie tych substancji poprzez cyklodekstryny moze znaczaco zmienié
wlasciwosci tych substancji, zwigkszy¢ ich trwato$¢ oraz rozpuszczalno$¢ w roztworach wodnych,

zmiejszy¢ toksycznos¢, utatwi¢ wnikanie do ptynow ustrojowych i tkanek pacjenta.
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1.2.1 Charakterystyka najczesciej stosowanych cyklodekstryn

Cyklodekstryny sa cyklicznymi oligomerami zlozonymi z rdéznej liczby jednostek
glukozowych. Sa one otrzymywane w wyniku fermentacji skrobii ziemniaczanej. Najczgsciej
stosowane sa cyklodekstryny zbudowane z 6 (a-cyklodekstryna), 7 (B-cyklodekstryna ), lub 8 (y-
cyklodekstryna) jednostek glukozowych. Cyklodekstryny sa dobrze rozpuszczalne w wodzie,
poniewaz wolne grupy hydroksylowe sa skierowane na zewnatrz czasteczki, a luka
makrocykliczna czasteczki cyklodekstryny o ksztalcie torusa jest lekko hydrofobowa [55,56].
Cyklodekstryny moga tworzy¢ kompleksy inkluzyjne z réznego typu czasteczkami organicznymi
zmieniajac ich wlasnoséci fizykochemiczne [56,57]. Struktury podstawowych cyklodekstryn

przedstawia rysunek 1.20.
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Rys. 1.20. Struktury naturalnie otrzymywanych cyklodekstryn.

Podstawowe wiasnos$ci fizykochemiczne naturalnych cyklodekstryn sa zawarte w szeregu prac
przegladowych [56-61]. Przyktadowe dane fizykochemiczne dla podstawowych cyklodekstryn

zawarte w pracach przegladowych K. A. Connorsa [57] i E.M.M. Del Valle [61], przedstawione sa
tabeli 1.6.

42



Tabela 1.6. Podstawowe wlasnosci fizykochemiczne naturalnie otrzymywanych cyklodekstryn [57,

61].

wiasciwos¢ cyklodekstryna

a B

liczba jednostek glukozowych 6 7
wzOr czasteczkowy CasHs0030 C42H70035 CagHgoOx0
cigzar czasteczkowy 972.85 1134.99 1297.14
$rednica wneki (A) 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3
wysoko$¢ torusa (A) 7.9 7.9 7.9
Objetosé wneki (A%) 174 262 427
skrecalno$¢ wiasciwa ap ° +150.5 +162.0 +177.4
Ciepto wilasciwe (forma
bezwodna, cialo state) 1153 1342 1568
(cal mol*K™)
Ciepto wlasciwe
(roztwor wodny, nieskonczone 1431 1783 2070
rozcienczenie) (cal mol*K™)
pKa (25°C) 12.33 12.20 12.08
AH° jonizacji (kcal mol™) 8.36 9.98 11.22
AS°® jonizacji (kcal mol™) -28.3 -22.4 -17.6
rozpuszczalnos¢ , 0.1211 0.0163 0.168
woda 25°C (mol dm™)
AH® rozpuszczania (kcal mol™) 7.67 8.31 7.73
AS® rozpuszczania (cal mol™) 13.8 11.7 14.7

Bardziej szczeg6towe dane dotyczace zachowania si¢ cyklodekstryn podczas analizy metoda NMR
opisuje praca przegladowa H.J. Schneidera [62], a podczas analizy termicznej F.Giordano [63].
Wiasciwosci fizykochemiczne cyklodekstryn opisane sa zaréwno w wielu pracach
przegladowych jak i pojedynczych publikacjach [64-72]. Prace [64-69] dotycza wlasciwosci
termicznych cyklodekstryn w stanie statym oraz ich hydratéw wyznaczonych na podstawie analizy

wykonanej metodami TG i DSC. Publikacje [70-72] opisuja wlasciwosci roztworéw wodnych o i
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B-cyklodekstryny takie jak pozorna objgto$¢é molowa i pozorne ciepto wlasciwe [70], wspotczynnik
dyfuzji, gestos¢ i lepkos$¢ roztwordow [71], natomiast [72] zachowanie naturalnych cyklodekstryn
oraz ich pochodnych podczas analizy chromatograficznej, wykonanej metoda HPLC.

Gléwnymi zaletami naturalnych cyklodekstryn jest:

- dobrze zdefiniowana struktura, zawierajaca wiele potencjalnych miejsc wiazacych,
umozliwiajacych chemiczne modyfikacje

- dostgpnos¢ cyklodekstryn o réznych wielkosciach luki makrocyklicznych

- niska toksyczno$¢ i niska aktywno$¢ farmaceutyczna

- dobra rozpuszczalnos¢ w wodzie

- mozliwos¢ tworzenia kompleksow inkluzyjnych z ré6znymi zwigzkami organicznymi, w tym
lekami.

W celu zmiany wlasciwoséci fizykochemicznych cyklodekstryn przeprowadzono
modyfikacje ich czasteczek polegajace na przylaczeniu réznych grup funkcyjnych do grup
hydroksylowych cyklodekstryny. Duzym zainteresowaniem ciesza si¢ pochodne cyklodekstryn,
charakteryzujace si¢ wysoka rozpuszczalno$cia w wodzie. Sa to pochodne metylowe,
hydrosypropylowe, sulfonoalkilowe i sulfonowe. Wiasciwosci fizykochemiczne tych pochodnych
opisuje praca przegladowa L. Szente [73] oraz wiele prac szczegoélowych takich jak [74-76].
Analizujac wlasciwosci dobrze rozpuszczalnych w wodzie pochodnych a-, B- i y-cyklodekstryny,
mozna stwierdzi¢, ze szczegdlnie interesujace sa pochodne hydroksypropylowe [58,60,77-93],
ktore czgsto znajduja zastosowanie w farmacji oraz pochodne metylowe, uzywane w chemii
analitycznej do rozdziatlu izomerdéw optycznych podczas analizy chromatograficznej substancji
chiralnych [56]. Przyklady najcze$ciej stosowanych pochodnych naturalnych cyklodekstryn
przedstawia tabela 1.7 [58].

Tabela 1.7. Struktury r6znych pochodnych cyklodekstryn

[ H CH.OR: ] n=6: a-cyklodekstryna
T O n=7: B-cyklodekstryna
RO H H nzgz g-cyilogeistryna
oRr, 1/ n=9: d-cyklodekstryna

H ° 14
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Cyklodekstryny R1 R Rs
Pochodne hydrofilowe

Metylowane cyklodekstryny

3-mono-O-metylocyklodekstryny H CHs H

2,6-di-O-metylocyklodekstryny CHs H CHs

2,3,6-tri-O-metylocyklodekstryny CHs CHs CHs

Losowo metylowane cyklodekstryny

Ri, Ry, R3=H lub CH3

Hydroksy-alkilowane cyklodekstryny

2-hydroksyetylowane cyklodekstryny

Rl, Rz, R3 =H lub CH2CH20H

2-hydroksypropylowane cyklodekstryny

Rl, Rz, R3 =H lub CH2CH(OH)CH3

2,3-dihydroksypropylowane cyklodekstryny

Rl, Rz, R3 =H lub CH2CH(OH) CHon

Rozgalezione cyklodekstryny

6-0-glukozylocyklodekstryny H H lub glukoza

6-O-maltozylocyklodekstryny H H H lub maltoza

6-O-dimaltozylocyklodekstryny H H lub (maltoza),
Pochodne hydrofobowe

Alkilowane cyklodekstryny

2,6-di-O-etylocyklodekstryny CyHs H

2,3,6-tri-O-etylocyklodekstryny CyHs CyHs CyHs

Acylowane cyklodekstryny

2,3-di-heksanoilocyklodekstryny COCsHjy; | COCsHyg H

2,3,6-tri-O-acetylocyklodekstryny COCHjs COCHjs COCHjs

2,3,6-tri-O-propanoilocyklodekstryny COCyHs | COC;Hs COC;Hs

2,3,6-tri-O-butanoilocyklodekstryny COC3H; | COC3Hy COC3Hy

2,3,6-tri-O-walerylocyklodekstryny COC4Hg | COC4Hq COC4Hqg

2,3,6-tri-O-heksanoilocyklodekstryny COCsHjy; | COCsHyg COCsH1;

2,3,6-tri-O-oktanoilocyklodekstryny COC7Hi5 | COC7Hys5 COC7Hs5
Pochodne jonizowalne

Anionowe cyklodekstryny

6-0-karboksymetylowane cyklodekstryny H H H lub CH,COONa

6-0-karboksymetylo-O-etylocyklodekstryny CyHs C,Hs  |H, C;Hslub CH,COONa

Siarczany cyklodekstryn

Ri, Ry, Rz =H lub SO;Na

Sulfobutylowane cyklodekstryny

Ri, Ry, Rz =H lub (CH2)4803N8.
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Zaprezentowane tu cyklodekstryny i ich pochodne dzigki swojej zdolnosci do tworzenia
kompleksow inkluzyjnych znalazly szerokie zastosowanie w farmacji [58,60,73,94] przemysle
kosmetycznym i spozywczym [94], a takze w chemii analitycznej [56]. Szczegdlnie duze

znaczenie ma zastosowanie cyklodekstryn w farmacji.

1.2.2 Kompleksy cyklodekstryn z substancjami aktywnymi biologicznie

Obecnie kompleksy inkluzyjne cyklodekstryn z substancjami zarejestrowanymi jako leki sa
bardzo intensywnie badane. Substancje aktywnie czynne zainkludowane we wnegce cyklodekstryny
maja inne wlasnosci fizykochemiczne niz wolne czasteczki. Podawanie pacjentom leku w postaci
kompleksu z cyklodekstrynag ma korzystny wptyw na metabolizm danej substancji w organizmie.
[60,95]. Przyktady takich lekow przedstawia tabela 1.8.

Tabela 1.8. Przyklady dostepnych handlowo lekow w postaci komplekséw cyklodekstrynowych
[95]. Nazwy substancji czynnych zostaly zapisane w jezyku angielskim ze wzgledu na brak
polskich odpowiednikéw dla niektorych z nich.

cyklodekstryna Substancja czynna Nazwa handlowa | Obszar, na ktorym lek
zostal zarejestrowany
a-cyklodekstryna
Alprostadil Prostavastin Europa, Japonia, USA
Cefotiam hexetil HCI Pansporin Japonia
B-cyklodekstryna
Benexate Ulgut, Lonmiel Japan
Dexamethasone Glymesason Japan
lodine Mena-Gargle Japan
Nicotine Nicorette Europa
Nimesulide Nimedex, Mesulid Europa
Nitroglycerin Nitropen Japonia
Omeprazol Omebeta Europa
PGE; Prostamon E Japonia
Piroxicam Brexin Europa
Tiaprofenic acid Surgamyl Europa
2-hydroxypropylo- | Cisapride Propulsid Europa
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B-cyklodekstryna

Hydrocortisone Dexocort Europa

Indomethacin Indocid Europa

Intraconazole Sporanox Europa

Mitomycin Mitozyrtex Europa, USA
Losowo etylowana | 17 pB-Estradiol Aerodiol Europa
B-cyklodekstryna

Chloramphenicol Clorocil Europa
Eter sulfobutylowy | VVoriconazole Vfend Europa, USA
B-cyklodekstryny

Ziprasidone maleate Geodon, Zeldox Europa, USA
2-hydroxypropylo- | Diclofenac sodium Voltaren Europa

v-cyklodekstryna

Korzysci wynikajace z zastosowania lekow w postaci kompleksow cyklodekstrynowych sa

nastepujace:

- zwigkszenie rozpuszczalnosci lekow w roztworach wodnych

- podwyzszenie bioaktywnosci

- redukcja efektow niepozadanych

- zwiekszanie stabilno$ci lekow

Powstawanie kompleksow cyklodekstryn z lekami polega na inkluzji danego leku lub jego
hydrofobowej czgsci w luce cyklodekstryny. Jest to mozliwe gtownie dzigki oddzialywaniom
hydrofobowym, van der Waalsa, a takze oddziatywaniom elektrostatycznym i powstawaniu wigzan

wodorowych [55,56]. Obserwacja powstawania komplekséw inkluzyjnych oraz badania ich

trwato$ci moze by¢ prowadzona ré6znymi metodami, ktore beda opisane ponize;j.
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1.2.3 Metody badania kompleksow cyklodekstryn z lekami

Kompleksy inkluzyjne cyklodekstryn z lekami sa badane roznymi sposobami [96]. Czgsto
stosowane sa metody bezposrednie takie jak: miareczkowanie spektrofotometryczne,
spektrofluorometryczne, NMR [57,62,97], czy mikrokalorymetryczne [98-100]. W czasie tych
pomiar6w obserwujemy bezposrednio zmian¢ mierzonych wartosci W wyniku powstawania
kompleksow inkluzyjnych. Inne, bardziej zlozone, metody dzigki, ktorym mozna monitorowaé
powstawanie kompleksow to chromatografia cieczowa [56], metody rozpuszczalnosciowe [57],
ekstrakcyjne [101], a takze badania kompleksow inkluzyjnych w stanie statym metodami analizy
termicznej [63] oraz krystalograficznej [102-115]. W tym rozdziale bardziej szczegbtowo bedzie
omoéwiona metoda rozpuszczalnosciowa opracowana przez Higuchi i Connorsa [116,117]. Metoda
ta jest szeroko stosowana w badaniach kompleksow inkluzyjnych cyklodekstryn z lekami, ktore
maja niska rozpuszczalno$¢ w wodzie [58,60,61,82,87,90,118-124]. Polega ona na wyznaczaniu
rozpuszczalnosci badanej substancji w roztworach cyklodekstryny o zmiennym stezeniu.
Przyjmuje sig, ze wzrost rozpuszczalnosci danej substancji w obecnosci cyklodekstryn wynika z
powstawania kompleksow inkluzyjnych. Zalezno$ci stezenia substancji inkludowanej od stgzenia
cyklodekstryny moga mie¢ rozny przebieg. Wyrdzniamy dwa typy tych zaleznosci: A i B. Typ A
otrzymujemy, gdy powstajace kompleksy maja wyzsza rozpuszczalnos¢ niz wyjsciowa substancja,
natomiast typ B kompleksy maja nizsza lub ograniczona rozpuszczalno$¢. Wsrod roéznych typow
zaleznos$ci mozna wyr6zni¢ zalezno$¢ A, swiadczaca o liniowej zalezno$ci wzrostu stezenia danej
substancji od wzrostu stezenia cyklodekstryny. Rdézne typy zaleznos$ci st¢zenia badanej substancji

od stezenia cyklodekstryny przedstawia rysunek 1.21.
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Stezenie substancji rozpuszczanej

Stezenie cyklodekstryny

Rys. 1.21. Typy zaleznosci catkowitego stezenia rozpuszczanych substancji (S;) od stezenia
cyklodekstryny. S, oznacza rozpuszczalno$¢ substancji w roztworze niezawierajacym
cyklodekstryny, S; calkowita rozpuszczalno$¢ substancji w roztworze, ktora jest suma
rozpuszczalno$ci substancji wolnej oraz w postaci kompleksu, S¢ rozpuszczalno$¢ kompleksu (w
przypadku gdy rozpuszczalno$¢ kompleksu jest nizsza niz rozpuszczalno$¢ czystej substancji).
Symbole Ap, AL, An, B, Bs, oznaczaja typy zalezno$ci rozpuszczalno$ci danej substancji od
stezenia cyklodekstryny zgodnie z klasyfikacja podana przez J. Connorsa [117].

ZaleznoS$ci typu A otrzymujemy przy zastosowaniu dobrze rozpuszczalnych cyklodekstryn, takich
jak pochodne hydroksypropylowe, natomiast typ B dla niektérych kompleksow B-cyklodekstryny.
Typ AL jest pierwszego rzedu ze wzgledu na cyklodekstryng, natomiast moze by¢ wyzszego rzedu
ze wzgledu na rozpuszczany lek. Powstaja wtedy kompleksy o stechiometrii lek:cyklodekstryna
(S:L) 1:1, 2:1, 3:1 itd. Jesli nachylenie prostej jest wigksze od 1 to oznacza powstawanie
kompleksow o wyzszej stechiometri ze wzgledu na lek, natomiast nachylenie mniejsze od jednosci
najczgsciej oznacza powstawanie kompleksow o stechiometrii 1:1. Zaleznosci typu A, oznaczaja
powstawanie kompleksoOw o wyzszej stechiometrii ze wzgledu na cyklodekstryng, odchylenie od
prostej jest najczesciej obserwowane przy wyzszych stezeniach cyklodekstryn [61,116,117].
Korzystajac z otrzymanych zalezno$ci mozemy oszacowaé stale trwalosci kompleksow
inkluzyjnych cyklodekstryny z danym lekiem. Takie obliczenia sa mozliwe, gdy otrzymujemy
zaleznosci typu Ar. lub Ap. W tym przypadku trwalo$ci Ks powstajacych kompleksow mozna
zapisac jako:
_ [5,CD,]

* [s]"[coT

Gdzie:

(1.2)

[S,,CD,] - stezenie kompleksu o stechiometrii m:n

[S] - stezenie substancji rozpuszczanej
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[CD]- stezenie cyklodekstryny

[S,] - stezenie danej substancji w roztworze niezawierajacym cyklodekstryny
[S,]- catkowite stgzenie substancji w roztworze cyklodekstryny

[CD], - calkowite stgzenie cyklodekstryny w roztworze

Calkowite stezenie rozpuszczanego leku lub cyklodekstryny w roztworze oznacza sumg stezen
danej substancji w postaci wolnej i skompleksowane;j.

Gdy przyjmiemy, ze

[S]=S5, (13)
[S]; =S, +m[S,,CD,] (1.4)
[CD], =[CD]+n[S,CD,] (1.5)

to stezenie substancji rozpuszczanej [S], cyklodekstryny [CD] oraz kompleksu, [SmCDn] mozna
zapisac, jako:

[St]_so
m

[S.CD,1= (1.6)

[CD] = [CD], -n[S,,CD, ] (L.7)
Jezeli rozpuszczalno$¢ substancji rozpuszczane] w roztworach cyklodekstryny mozna opisaé

zaleznoscia liniowa, to w roztworze powstaja kompleksy inkluzyjne zawierajace tylko jedna

czasteczke cyklodekstryny (n=1), wigc catkowite stgzenie leku w roztworze [D;] mozna zapisac

jako:
mK.S."[CD]

D], =—>2% “'+8§ 1.8
[D], 1+ K57 0 (1.8)
Jesli wykreslimy zalezno$¢ [D]:od [CD]t to dla wykresu liniowego typu:

C,=a+bCq (1.9
otrzymamy:

a=Ss, (1.10)
b= MKS, (1.11)

1+K,S;

Dla komplekséw danej substancji z cyklodekstryna o stechiometrii 1:1, stata trwatos$ci Ks moze by¢

wyznaczona jako:
K, = b (1.12)
So (1_ b)
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Wyznaczanie statych trwalosci kompleksow inkluzyjnych metoda rozpuszczalnosciowa jest
czgsto stosowane w badaniach trwalosci kompleksow cyklodekstryny ze stabo rozpuszczalnymi
lekami, takimi jak acyklowir i jego pochodne. Dokladno$¢ wyznaczania statych jest jednak
mniejsza niz w metodach bezposrednich, takich jak np. miareczkowanie kalorymetryczne,
spektrofotometryczne czy NMR. Na btad wyznaczania statej trwatosci kompleksow cyklodekstryn
z trudno rozpuszczalnymi lekami w roztworach wodnych ta metoda ma wplyw agregacja
cyklodekstryn oraz mozliwo$¢ tworzenia si¢ kompleksow nieinkluzyjnych pomigdzy badanymi
substancjami. Porownanie wykresOw zalezno$ci rozpuszczalnosci trudno rozpuszczalnych lekéw
od stezenia cyklodekstryny w roztworze, dla wielu trudno rozpuszczalnych lekow [125] pokazuje,
ze dla zaleznosci liniowych warto$¢ odcigtej a, r6zni si¢ od doswiadczalnie wyznaczonej wartosci
Sy, co moze mie¢ duzy wplyw na warto$¢ statej trwatosci Ks wyznaczonej wedlug wzoru 1.12,
Dyskusja na ten temat jest przedmiotem pracy T. Loftssona i wspotpracownikoéw [125]. Autorzy
sugeruja, ze w przypadku metody rozpuszczalnosciowej, zamiast statej trwalosci powinno si¢
wyznacza¢ tzw. efektywno$¢ kompleksowania, wyrazona, Jjako stosunek st¢zenienia
cyklodekstryny, w postaci kompleksu do stgzenia niezwiazanej cyklodekstryny. Efektywnos¢
kompleksowania obliczana na podstawie nachylenia prostej nie zalezy od wartosci So, CO pozwala
na bardziej dokladne wyznaczenie jej wartosci na podstawie danych trzymanych podczas badan
rozpuszczalno$ciowych. Analizujac prace opisujace badania rozpuszczalnosci roznych substancji
w roztworach cyklodekstryn mozna zauwazy¢, ze sugestia zawarta w pracy T. Loftssona, nie
zostata przyjeta 1 nadal wyznaczna jest stata trwalosci kompleksow, a nie efektywnosé
kompleksowania [118-124].

Innym ciekawym kierunkiem badan komplekséw trudno rozpuszczalnych substancji o
znaczeniu biologicznym z cyklodekstrynami jest wyznaczanie rozpuszczalno$ci tych substancji w
wodzie nasyconej rozpuszczalnikami organicznymi. Badania prowadzone przez M. Massona i
wspolpracownikow [126], pokazuja, ze rozpuszczalniki organiczne uzywane czesto w technikach
separacyjnych takich jak oktanol, chloroform, heksan, moga by¢ kompleksowane przez
cyklodekstryny. Autorzy stwierdzili, ze sposréd wymienionych rozpuszczalnikow oktanol jest
najmocniej wiazany przez metylowe, hydroksypropylowe oraz sulfobutylowe pochodne - 1 y-
cyklodekstryny, ktore byty przedmiotem badan. Pozostale ww. rozpuszczalniki sa slabiej wiazane
przez cyklodekstryny. Powstawanie kompleksow inkluzyjnych oktanolu z réznymi pochodnymi
cyklodekstryn powoduje zwigkszenie rozpuszczalno$ci oktanolu w roztworach wodnych.
Zalezno$ci rozpuszczalno$ci oktanolu w roztworach wodnych zawierajacych cyklodekstryny o

réznym st¢zeniu otrzymane przez M. Massona przedstawia rysunek 1.22.
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Rys. 1.22. Rozpuszczalno$¢ oktanolu w roztworach hydroksypropylo-B-cyklodekstryny (o),
przypadkowo metylowanej- B-cyklodekstryny (m), sulfobutylowanej- pB-cyklodekstryny (o),
hydroksypropylowanej-y-cyklodekstryny (e) [126].

Wiazanie oktanolu przez przez cyklodekstryny powoduje, ze efektywno$¢ tworzenia sig
kompleksoOw inkluzyjnych z innymi obecnymi w roztworze jest mniejsza. Autorzy zbadali
rozpuszczalnos¢ trzech trudno rozpuszczalnych lekow w roztworach wodnych hydroksypropylo--
cyklodekstryny nasyconych oktanolem, chloroformem i heksanem i poréwnali otrzymane wyniki z
roztworem tej cyklodekstryny, ktory nie zawierat rozpuszczalnikow organicznych. Stwierdzono, ze
dodanie rozpuszczalnikow organicznych w réznym stopniu wplywa na wzrost rozpuszczalnosci
badanych substancji. Najmniejszy wzrost rozpuszczalnosci lekow uzyskano jesli roztwor
cyklodekstryny nasycono oktanolem, co wynika z konkurencyjnego wiazania oktanolu w luce
cyklodekstryny. Obecnos$¢ stabo wigzanego heksanu w roztworach cyklodekstryny powoduje
niewielkie zmiany rozpuszczalnosci lekow, natomiast chloroform obniza ich rozpuszczalnos$¢
bardziej niz heksan, jednak w mniejszym stopniu niz oktanol. Wykresy zaleznosci
rozpuszczalno$ci tych lekow w roztworach wodnych hydroksypropylo- B-cyklodekstryny
nasyconych ww. rozpuszczalnikami organicznymi oraz wsp6lczynniki podziatu tych substancji
pomiegdzy faz¢ wodna zawierajaca HP-B-CD o r6znym st¢zeniu i fazg oktanolowa przedstawia rys.
1.23 (A, B, C)
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Rys. 1.23. Rozpuszczalnos¢ lekow sterydowych, A-estrone, B-progestrone, C-prednicarbate, w
wodnych roztworach HP-B-CD (o), oraz wodnych roztworach HP-B-CD nasyconych
rozpuszczalnikami organicznym: oktanolem (m), chloroformem (©), heksanem (®)
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1.2.4 Kompleksy acyklowiru i jego pochodnych z cyklodekstrynami

Acyklowir i jego pochodne, w tym pochodne tricykliczne, charakteryzuja si¢ stosunkowa
niska rozpuszczalnoscia w roztworach wodnych. Dla celow terapeutycznych korzystny bytby
wzrost rozpuszczalnosci tych zwiazkow w roztworach wodnych, spowodowany powstawaniem
kompleksow inkluzyjnych z cyklodekstrynami. Jednak w literaturze mozna znalez¢é niewiele
doniesien na temat kompleksow inkluzyjnych pochodnych acyklowiru z cyklodekstrynami.
Badania, ktorych przedmiotem byly kompleksy acyklowiru z B-cyklodekstryna prowadzone
metoda rozpuszczalnosciowa [127] oraz miareczkowania 'H NMR [128] wskazuja, ze kompleksy
acyklowiru z B-cyklodekstryna maja bardzo niska stala trwalosci. Warto$¢ stalej trwatosci Ks tych
kompleksow, wyznaczona metoda rozpuszczalnosciowa, wynosi 22 (mol*dm®) [127]. Na
podstawie metody miareczkowania '"H NMR nie bylo mozliwe dokladne wyznaczenie stale]
trwalosci, dlatego oszacowano, ze warto§é Ks, lezy w zakresie 10 — 100 (mol™dm?®). W czasie tych
badan oszacowano réwniez stala trwalos¢ komplekséw gancyklowiru i 8-bromo-acyklowiru z -
cyklodekstryna jako lezace w zakresie 50-100 oraz 10-50. Badania prowadzone byly w wodzie w
25°C. Autorzy badan komplekséw acyklowiru z B-cyklodekstryna metoda rozpuszczalno$ciowa
[127] przeprowadzili rowniez badania in vivo w celu zbadania aktywno$ci biologicznej
kompleksow acyklowiru [129]. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze pomimo
bardzo niskiej stalej trwatoSci takich kompleksow, bioaktywno$¢ acyklowiru w kompleksie oraz
mieszaninie acyklowiru i jego kompleksu z cyklodekstryng jest znacznie wyzsza niz czystego
acyklowiru.

Autorzy kolejnej pracy opisujacej sposob wyznaczania statych trwatosci kompleksow
acyklowiru i kofeiny z B-cyklodekstryna, E. Aicart | E. Junquera [130], otrzymali wyniki znacznie
odbiegajace od podanych w innych pracach. Wartosci statej trwatosci kompleksu B-cyklodekstryny
z acyklowirem - obliczone na podstawie danych otrzymanych podczas miareczkowania
fluorymetrycznego - leza w zakresie 605-764 (dm® mol™) (w zaleznosci od dlugosci fali
emitowanego promieniowania) i sa wielokrotnie wyzsze niz te opisane w innych publikacjach.
Prawdopodobny btad wynika z nie uwzglednienia wszystkich czynnikow wptywajacych na zmiang
intensywnosci fluorescencji podczas miareczkowania.

W literaturze mozna roOwniez znalez¢ prace opisujace wzrost rozpuszczalnosci acyklowiru
w roztworach wodnych wynikajacy z wiazania tego leku przez podstawione cyklodekstryny.
Przyktadem takiego artykulu jest praca T. Loftssona [131] opisujaca 2-krotny wzrost
rozpuszczalnosci acyklowiru w 50%w/w {0.7 (mol dm®} roztworze HP-p-CD. Badania

prowadzono w ten sposob, ze zawiesing danego leku w wodnym roztworze HP-3-CD poddawano
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dzialaniom ultradzwigkow, a nastgpnie rownowazono przez 48 godzin. Stgzenie acyklowiru po
rozcienczeniu probki metanolem oznaczano metoda HPLC. Podczas wstepnych badan
rozpuszczalnos$ci acyklowiru w wodnych roztworach HP-B-CD, o podobnym jak w pracy
Loftssona stopniu podstawienia, prowadzonych w ramach tej pracy nie stwierdzono widocznego
wzrostu rozpuszczalno$ci. By¢ moze ta roznica wynika z bardzo wysokiego stgzenia
cyklodekstryny, zastosowanego przez Loftssona [131], przy ktorym wzrost rozpuszczalnosci
acyklowiru moze mie¢ charakter nieliniowy, wynikajacy z mozliwo$ci powstawania zar6wno
inkluzyjnych jak i nieinkluzyjnych kompleksow tego leku z cyklodekstryna.

Kolejna praca na ten temat [132] opisuje badania komplekséw potencjalnych pro-lekow,
pochodnych gancyklowiru z hydroksypropylo-B-cyklodekstryna oraz ich wnikanie in vitro do

wyizolowanej rogéwki krélika. Struktury badanych substancji przedstawia rysunek 1.24.

0
kaH
NT KNH2

{N
N
o
e
OR,

Substancja R1 R,
3 H H
74 H COCHj;
75 H COCH,CHj3
76 H CO(CH2),CHjs
77 H CO(CHy)3CHj3
78 COCH,CHjs COCH,CHj3
79 CO(CH,).CH;  CO(CH2),CH3

Rys. 1.24. Struktury badanych pochodnych gancyklowiru [132].
Badania trwatosci komplekséw pochodnych gancyklowiru 74 - 79 z hydroksypropyl-B-

cyklodekstryna prowadzono wyznaczajac ich rozpuszczalno$¢ w roztworach wodnych o pH = 7.4

zawierajacych cyklodekstryne, w 34°C. Na podstawie wynikéw tych pomiaréw otrzymano stale
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trwalosci mieszczace si¢ w granicach 12-106 (dm® mol™). Dane dotyczace wyznaczonych
rozpuszczalno$ci badanych substancji w roztworach cyklodekstryn, wspotczynnikéw podziatu oraz

obliczone stale trwalos$ci powstajacych komplekséw przedstawia tabela 1.9.

Tabela 1.9. Rozpuszczalnos¢, wspotczynnik podziatu oktanol/roztwor buforowy (Pop) 1 stale
trwalosci (Ks ) komplekséw badanych pochodnych z hydroksypropylo-B-cyklodekstryna [132].

Substancja | Log Pop Rozpuszczalnoéé x 10 (mol dm™) Ks
0% CD 5% CD 10% CD (dm® mol™)
74 -1.08 12.22 16.91 20.71 12.02
75 -0.92 10.51 15.61 21.02 18.71
76 -0.30 5.60 9.82 13.31 24.42
77 -0.07 3.71 8.91 14.03 50.03
78 -0.23 6.01 13.37 18.07 39.71
79 0.59 0.42 1.92 3.03 106.71

Przeprowadzone badania [132] wskazuja na wzrost stezenia pochodnych gancyklowiru w
roztworach wodnych oraz na prowadzong in vitro permeacj¢ tych pro-lekéw przez wyizolowana
rogowke krolika. Kolejna praca dotyczaca komplekséw pochodnych acyklowiru z
cyklodekstrynami opisuje prowadzone in vitro badania absorpcji acyklowiru w postaci
kompleksow z a, B, y-cyklodekstryna oraz metylo i hydroksypropylo-B-cyklodekstryna przez
tkanki nosa [133]. Stwierdzono, ze wszystkie uzywane cyklodekstryny podwyzszaly absorpcje
acyklowiru. Najwyzszy wzrost zaobserwowano przy zastosowaniu hydroksypropylo-p-
cyklodekstryny i metylo-B-cyklodekstryny, a najnizszy przy zastosowaniu B-cyklodekstryny.

W literaturze mozna tez znalez¢ inne nieliczne wzmianki swiadczace o tym, ze byly badane
kompleksy acyklowiru z B-cyklodekstryna [95], chociaz zaprezentowane tu prace wskazuja, ze
acyklowir, gancyklowir i ich pochodne maja wigksza aktywnos$¢ biologiczna w postaci
kompleksow z cyklodekstryna, niz jako czyste substancje [133].

Opisane tu badania wskazuja, ze szersze zastosowanie w medycynie lekow
antywirusowych w postaci kompleksow cyklodekstrynowych moze by¢ bardzo korzystne

terapeutycznie nawet, jesli state trwato$ci tych kompleksow nie sa wysokie.
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2. Cz¢s$¢ eksperymentalna

Charakteryzacja nowych zwiazkéw chemicznych, szczegoélnie takich, ktore zostaty
zaprojektowane, jako potencjalne leki, wymaga wielu szczegdlowych badan zaréwno
biologicznych jak i fizykochemicznych. Wyniki tych badan wskazuja czy dana substancja
charakteryzuje si¢ bioaktywnos$cia oraz jakie sa jej podstawowe witasciwosci fizykochemiczne, np.
rozpuszczalno$¢ w wodzie oraz rozpuszczalnikach organicznych czy wspdiczynnik podziatu
pomigdzy faze wodna i organiczna. Te parametry sa wazne, gdyz maja wplyw na zachowanie
substancji w plynach ustrojowych oraz wnikanie do wnetrza komérek w organizmach zywych.
Jednym z celow tej pracy bylo wyznaczenie rozpuszczalnosci substancji bedacych jej
przedmiotem w roztworach wodnych oraz organicznych, a takze otrzymanie wspétczynnikow
podzialu tych zwiazkow pomiedzy faz¢ wodng i organiczna.

Waznym zagadnieniem zwigzanym z otrzymywaniem potencjalnych lekow jest
opracowanie procedur analitycznych, umozliwiajacych kontrole czystosci tych substancji. Do
metod stosowanych podczas analizy czystosci lekow naleza m.in. skaningowa kalorymetria
réznicowa (DSC) oraz metody spektroskopowe, np. NMR. Te metody zostaly zastosowane
robwniez w mojej pracy do charakteryzacji badanych substancji oraz ich kompleksow z
cyklodekstrynami.

Niniejsza praca dotyczy substancji stosowanych obecnie jako leki antywirusowe:
acyklowiru 1 gancyklowiru oraz ich pochodnych, ktére powstaly poprzez modytfikacj¢ grupy
guaninowej, w tym pochodnych tricyklicznych o stwierdzonej juz aktywnos$ci antywirusowej [36].
Zostaly one wybrane z duzej grupy pochodnych acyklowiru zsyntezowanych w Instytucie Chemii

Bioorganicznej w zespole prof. B. Golankiewicz [36-44].

2.1 Odczynniki

Przedmiotem pracy sa nastgpujace substancje:
1. ACV (acyklowir): 9-[(2-hydroksyetoksy)metylo] guanina (2 w rozdziale 1)
2. 8-Br-ACV: 8-bromo-9-[(2-hydroksyethoksy)metylo] guanina (65 w rozdziale 1)
3. GCV, (gancyklowir): 9-[(1,3-dihydroksy-2-propoksy)metylo]guanina (3 w rozdziale 1)
4. TACV: 3,9-dihydro-3-[(2-hydroksyetoksy)metylo]-9-okso-5H-imidazolo[1 ,2-a]puryna
(34 w rozdziale 1)
5. 6-Me-TACV: 6-metylo-3,9-dihydro-3-[(2-hydroksyetoksy) metylo]-9-okso-5H-imidazolo
[1,2-a]puryna (33 w rozdziale 1)
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6. 2-Br-6-Me-TACV: 2-bromo-6-metylo-3,9-dihydro-3-[(2-hydroksyetoksy)metylo]-9-okso-5H-
imidazolo[1 ,2-a]puryna (66 w rozdziale 1)

7. 6-t-but-TACV: 6-t-But-3,9-dihydro-3-[(2-hydroksyetoksy) metylo]-9-okso-5H-imidazolo
[1,2-a]puryna (67 w rozdziale 1)

8. 6-Fe-TACV: 6-fenylo-3,9-dihydro-3-[(2-hydroksyetoksy)metylo]-9-okso-5H-imidazolo
[1,2-a]puryna (37 w rozdziale 1)

9. 6-Fe-Fe-TACV: 6-(4-bifenylo)-3,9-dihydro-3-[(2-hydroksyetoksy)metylo]-9-okso-
-5H-imidazolo [1 ,2-a]puryna (38 w rozdziale 1)

10. 6-Br-Fe-TACV: 6-(4-bromofenylo)-3,9-dihydro-3-[(2-hydroksyetoksy)metylo]-9-okso-
-5H-imidazolo[1 ,2-a]puryna (68 w rozdziale 1)

11.6-Fe-O-Me-TACV 6-(4-metoksyfenylo)-3,9-dihydro-3-[(2-hydroksyetoksy)metylo]-9-okso-
5H-imidazolo[1,2-a]puryna (43 w rozdziale 1)

12: 6-Naft-TACV 6-(2-naftylo)-3,9-dihydro-3-[(2-hydroksyetoksy)metylo]-9-okso
-5H-imidazolo[1,2-a] puryna (46 w rozdziale 1).

Wszystkie wymienione powyzej substancje, zsyntezowano w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN, przez zespot profesor Bozenny Golankiewicz - W sposob opisany W
literaturze [36-44], sa krystaliczne i jednorodne, co =zostalo potwierdzone podczas badan
chromatograficznych i *"H NMR. Czystos¢ substancji wynoszaca powyzej 99 % zostala rowniez
potwierdzona analiza TGA 1 DSC. Wyzej wymienione zwiazki byly kompleksowane przez
naste¢pujace cyklodekstryny:

13. HP-B-CD: hydroksypropylo-B-cyklodekstryng 0 nazwie Encapsin HPB R81216 firmy Jansen o
stopieniu podstawienia grupami hydroksypropylowymi 4.5 i zawartosci wody okoto 7%.

14. B-CD: B-cyklodekstryng firmy Aldrich i zwartosci wody okoto 10% (72 w rozdziale 1).
15. M-B-CD: metylo-B-cyklodekstryne firmy Aldrich o stopniu podstawienia 12.6 i zawartosci
wody okoto 6%

16. HP-y-CD: hydroksypropylo-y-cyklodekstryng firmy Aldrich o stopniu podstawienia 4.2

i zawarto$ci wody okoto 6%

17. a-CD: a-cyklodekstryng () firmy Aldrich i zawartosci wody okoto 9% (71 w rozdziale 1)
18. HP-0-CD: hydroksypropylo-a-cyklodekstryng firmy Aldrich o stopniu podstawienia 4.2

i zawartosci wody okoto 7%

19. y-CD: y-cyklodekstryng firmy Aldrich i zawartosci wody okoto 4% (73 w rozdziale 1).
Cyklodekstryny te byly uzywane do dalszych badan bez wczesniejszego oczyszczania.
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Do sporzadzania buforow uzywano fosforanow KH,PO, i Na;HPO,4 firmy POCH Gliwice o
czystosci do analiz. Woda uzywana do sporzadzenia roztworéw byla destylowana i dejonizowana
za pomoca systemu Mili-Q firmy Millipore USA.

Do miareczkowania (wyznaczanie pKa) uzywano gotowych roztwor6w mianowanych 0.1

(mol dm™) firmy Chempur (Pickary Slaskie, Polska).

2.2 Aparatura i techniki badawcze

Do badan substancji, ktore byly przedmiotem pracy wykorzystano wiele metod oraz technik
badawczych. Zastosowane metody, omowione w dalszej cze$ci rozdziatu 2.2, pozwolity na
poznanie wlasciwosci  fizykochemicznych tych substancji oraz ich kompleksow z
cyklodekstrynami.

2.2.1 Badania rozpuszczalno$ci acyklowiru, gancyklowiru oraz wybranych
pochodnych

Rozpuszczalnos¢ acyklowiru, gancyklowiru oraz trojcyklicznych pochodnych acyklowiru,
wyznaczano w roztworach wodnych, roztworach buforowych o pH = 5.5 oraz pH = 7.0, a takze
roztworach wodnych nasyconych oktanolem, w oktanolu oraz oktanolu nasyconym woda. Wybor
rozpuszczalnikow wynikat z koniecznosci sprawdzenia rozpuszczalnos$ci substancji, ktore sa
lekami lub potencjalnymi lekami w roztworach, mogacych stuzy¢ za model ptyndw ustrojowych
czy komorek skory czlowieka. Wyznaczono tez rozpuszczalno$¢ wybranych pochodnych
acyklowiru w wodnych roztworach cyklodekstryn w celu sprawdzenia mozliwosci powstawania
kompleksow inkluzyjnych pomigdzy tymi pochodnymi a cyklodekstrynami, a przez to zwigkszania

rozpuszczalnosci tych substancji roztworach wodnych.

2.2.1.1 Wyznaczanie rozpuszczalno$ci w wodzie, wodzie nasyconej 1-oktanolem, 1-oktanolu i 1-
oktanolu nasyconym woda.

Do szklanych amputek o pojemnosci 15 cm® pakowano po 10mg badanej substancii,
dodawano 10ml wody dejonizowanej (Milipore) i umieszczano w termostacie o pojemnosci 60
dm?®. Wyjatkowo dla zwiazku 6-Me-TACV (4) nawazka wynosita 80 mg ze wzgledu na duzo
wyzsza rozpuszczalno$¢ stwierdzona podczas wstepnych badan. Temperatura w termostacie byta
utrzymywana z dokltadnoscia = 0.1°C. Amputki byly intensywnie wytrzasane przez 4 dni w celu
Osiagnigcia rdwnowagi termodynamicznej, caly czas sprawdzano czy w amputkach znajduje sig
substancja w stanie statym. Stwierdzono, ze po 4 dniach stgzenie wszystkich badanych roztworow

osiagneto warto§¢ maksymalng. Po 4 dniach wytrzasania probki byly odwirowywane. Stgzenie

59



badanych zwiazkéw w otrzymanych roztworach nasyconych okreslano spektrofotometrycznie,
uzywajac spektrofotometru UV-VIS Carry 1E firmy Varian. Podczas wyznaczania st¢zenia kazdy
pomiar powtarzano trzykrotnie. Badania rozpuszczalno$ci pochodnych acyklowiru w wodzie
prowadzono w temperaturach 25°C, 35°C i 45°C. Taka sama procedure zastosowano do okre$lania
rozpuszczalno$ci w 1-oktanolu, wodzie nasyconej 1-oktanolem oraz 1-oktanolu nasyconym woda.
Wodg nasycong 1-oktanolem oraz 1-oktanol nasycony woda przygotowywano wczesniej z

roztworu dwufazowego i utrzymywano w temperaturze pomiaru.

2.2.1.2 Wyznaczanie rozpuszczalno$ci w buforze fosforanowym o pH réwnym 5.5 i 7.0 oraz
buforowanych roztworach cyklodekstryn.

W plastikowych amputkach o pojemnosci 2 cm® umieszczano po 3mg badanych substancji i
dodawano po 1.5 ml buforu lub roztworu odpowiedniej cyklodekstryny o okreslonym stezeniu z
zakresu 10 do 2x107 (mol kg™). Roztwory buforowe o pH = 5.5 lub 7.0 sporzadzano mieszajac
roztwory fosforanébw KH,PO, oraz Na,HPO4; o stezeniu 0.066 (mol dm™). pH sprawdzano
korzystajac z pH-metru firmy Kettler Toledo MP 220 wyposazonego w elektrodg uniwersalna oraz
czujnik temperatury. Otrzymane zawiesiny umieszczano w wykonanym w IChF PAN termostacie
wodnym 0 pojemnosci 60 dm®, ktory wyposazony byt w wytrzasarke. Temperatura pomiaru byta
utrzymywana z dokladnoscia do 0.1°C W czasie wytrzasania mierzono stezenie badanych
substancji w roztworze w celu wyznaczenia czasu po jakim ustala si¢ rOwnowaga, pamigtajac
jednoczes$nie o tym, aby w naczynkach przez caly czas pomiaru znajdowala si¢ badana substancja
w stanie statym. Stwierdzono, ze dla kazdej z uzywanych cyklodekstryn po 7 dniach wytrzasania w
danej temperaturze stezenie badanych substancji nie zmienia sig, dotyczylo to wszystkich
roztworow o roznych stezeniach cyklodekstryny. Po uzyskaniu roztworoéw nasyconych probki
odwirowywano, a nastgpnie spektrofotometrycznie wyznaczano ich stezenie, korzystajac ze
spektrofotometru Shimadzu UV 2401 PC. Kazdy pomiar powtarzany byl, conajmniej trzykrotnie.
Stezenie obliczano korzystajac z wezesniej wyznaczonych wspotczynnikow ekstynkcji dla danego
roztworu buforowego. Wspotczynniki ekstynkcji dla wszystkich badanych substancji w wodzie
oraz roztworach buforowych wybranych do dalszych badan z cyklodekstrynami przedstawia tabela

2.1 w rozdziale zawierajacym wyniki badan.
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2.2.1.3 Wyznaczanie rozpuszczalnosci 6-Fe-O-Me-TACV w n-oktanolu nasyconym buforem
fosforanowym oraz roztworach buforowych nasyconych oktanolem zawierajacych 2 x 102 (mol
kg™) HP-B-CD lub niezawierajacych cyklodekstryny.

Rozpuszczalno$ci te wyznaczano w analogiczny sposéb jak poprzednio. Cyklodekstryng
rozpuszczano w przygotowanym wczesniej buforze fosforanowym nasyconym 1-oktanolem. Do
tak przygotowanego roztworu dodawano pochodna acyklowiru i wytrzasano do momentu
osiagnigcia réwnowagi. Stg¢zenia 6-Fe-O-Me-TACV w roztworach buforéw i oktanolu byty

wyznaczane spektrofotometrycznie.

2.2.2 Wyznaczanie warto$ci pKa wybranych substancji, dla ktérych prowadzono
badania rozpuszczalno$ci w roztworach cyklodekstryn.

Badane substancje moga ulega¢ protonacji ze wzgledu na obecnos$¢ atomow azotu w swojej
strukturze. Jonizacja czasteczki wptywa na warto$¢ absorbancji oraz ksztalt widma w zakresie UV-
VIS, a takze na rownowage kompleksowania przez cyklodekstryny, stad wynika koniecznos$¢
wyznaczenia statych pKa. Wartosci statych protonowania pKa wyznaczano na podstawie
miareczkowania pH-metrycznego i spektrofotometrycznego wodnych roztworéw wybranych
tricyklicznych pochodnych acyklowiru, uzywajac wodnych roztworow HCI oraz NaOH o stezeniu
0.01 (mol dm™). Otrzymane wartosci absorbancji i pH wykorzystano do wyznaczenia krzywych
miareczkowania, 1 na ich podstawie wartosci pKa. Wyznaczone wartosci pKa, przykladowe
krzywe miareczkowania oraz otrzymane widma UV-VIS dla r6znych warto$ci pH, beda omoéwione

w dalszej czesci pracy.

2.2.3 Wyznaczanie wspdlczynnika podziatu pochodnych acyklowiru pomi¢dzy wode

I 1-oktanol

Wspolczynnik podziatu acyklowiru, gancyklowiru oraz pochodnych acyklowiru
wyznaczano podczas ekstrakcji tych substancji z wody do 1-oktanolu. Pomiary prowadzono w ten
sposob, ze w szklanych amputkach o pojemmnosci 15 cm® umieszczano 5ml roztworu danej
substancji o stezeniu rownym potowie stezenia roztworu nasyconego, dodawano 5 ml 1-oktanolu, a
nastgpnie umieszczano w termostatacie i wytrzasano przez 2 dni w temperaturze 25°C. W
badaniach korzystano z tego samego termostatu (produkcji IChF PAN), zawierajacego réwniez
wytrzasarke, co podczas wyznaczania rozpuszczalnosci pochodnych acyklowiru. Stgzenie danej

substancji w poszczegdlnych fazach wyznaczano spektrofotometrycznie.
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2.2.3.1 Wyznaczanie wspolczynnikow podziatu 6-Fe-O-Me-TACV pomigdzy fazg wodna i
organiczna (1-oktanol) w obecnosci cyklodekstryn

Badania ekstrakcji 6-Fe-O-Me-TACV z roztworu wodnego do 1-oktanolu prowadzone
byty w temperaturach 25°C i 37°C poprzez wytrzasanie w termostatowanych probéwkach po 3ml
roztworu wodnego 6-Fe-O-Me-TACV z 3 ml 1-oktanolu. Roztworem wodnym byly buforowane
roztwory (bufor fosforanowy pH 5.5 oraz 7.0) lub same roztwory buforowe zawierajace rozne
cyklodekstryny ( HP-B-CD, M-B -CD, p-CD, HP- y-CD) o stezeniu 10 (mol kg™).
Roztwory 6-Fe-O-Me-TACV zawierajace cyklodekstryny zostaly przygotowane poprzez
kilkudniowe wytrzasanie badanej substancji w roztworze cyklodekstryny tak, aby uzyskac
maksymalne stgzenie tej substancji w fazie wodnej. Ekstrakcja byla prowadzona przez kilka dni w
termostatowanym urzadzeniu wytrzasajacym az do uzyskania réwnowagi. Nastgpnie po
odwirowaniu sprawdzano stezenie, zarowno w fazie 1-oktanolowej jak i w fazie wodnej. St¢zenia
6-Fe-O-Me-TACV w roztworach buforow i 1-oktanolu byly wyznaczane spektrofotometrycznie.
Na podstawie uzyskanych wynikdw wyznaczono wspotczynniki podziatu k o, badanej substancji
w 25°C i 37°C.

2.2.4 Termograwimetria

Wyznaczanie zawartosci wody w uzywanych do badan cyklodekstrynach w stanie statym
prowadzono metoda termograwimetryczna uzywajac analizatora firmy DuPont Instruments TGA
951, w zakresie 25-200°C lub 25-300°C. Prébki cyklodekstryn o masie okoto 10 mg ogrzewano z
szybkoscia 10° na minute w strumieniu argonu. Analize zawarto$ci wody w cyklodekstrynie
prowadzono w ten sposob, ze dana probke ogrzewano dwukrotnie, poczatkowo do 200°C, a
nastepnie zmniejszano temperature do 25°C i ogrzewano do 300°C. Wyniki tych analiz beda

pokazane i oméwione w dziale dotyczacym analizy termiczne;.

2.2.5 Pomiary metoda skaningowej kalorymetrii roznicowej (Differential Scanning
Calorimetry - DSC)

Badania metoda DSC prowadzono w celu wyznaczenia temperatury topnienia oraz entalpii
topnienia, przy uzyciu analizatora termicznego firmy DuPont Instruments model 9900A
wyposazonego w celke DSC typu 910. Probki state o masie 5-10 mg umieszczano w otwartych
naczynkach aluminiowych i ogrzewano z szybko$cia 10° na minutg w strumieniu argonu w
zakresie 25-300°C. Analizowane probki to pochodne acyklowiru, cyklodekstryny, mieszaniny

fizyczne tych substancji z HP-B-CD zawierajace 10% wagowych pochodnych acyklowiru oraz
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kompleksy badanych substancji z HP-B-CD. Kompleksy w stanie stalym otrzymywano poprzez
odparowanie roztworu wodnego danej cyklodekstryny i badanej substancji, zawierajacej 10-krotny

nadmiar cyklodekstryny. Kalorymetr DSC byt kalibrowany przy uzyciu probek indu.

2.2.6 Pomiary metoda ‘"H NMR

Widma *H NMR wybranych substancji wykonano w celu potwierdzenia tworzenia sie
kompleksow pomigdzy pochodna acyklowiru i1 cyklodekstryna oraz sprawdzenia, w jaki sposob
dana substancija jest inkludowana do luki cyklodekstryny. Pomiary prowadzono w 25°C uzywajac
spektrometru typu Unity Plus firmy Varian o czgstotliwosci 500 MHz. Wybrane tricykliczne
pochodne acyklowiru rozpuszczono w czystej D,O [stezenie wynosito 5 x10™ (mol kg™)] lub
roztworach cyklodekstryny o stezeniu 5 x10° (mol kg™). Widma opracowywano korzystajac z
programu MestRe-C wersja

3a [134]. Oryginalne widma byly uzupeiliane zerami do 32 tysiecy punktow. W celu
poprawienia stosunku sygnatu do szumu zostal uzyty filtr Lorentza powodujacy poszerzenie linii o

1 Hz.

2.2.7 Optymalizacja struktury kompleksow metodami mechaniki molekularnej i

dynamiki molekularnej

Symulacje metoda mechaniki molekularnej i dynamiki molekularnej prowadzono w celu
wyznaczenia architektury kompleksow wybranych tricyklicznych pochodnych acyklowiru z
cyklodekstrynami. Do obliczen wybrano B- i y-cyklodekstryng. Modelowanie wykonywano
uzywajac struktur cyklodekstryn oraz pochodnych acyklowiru pochodzacych z bazy struktur
krystalograficznych Cambridge [53,105,135]. Optymalne struktury otrzymywano w wyniku
obliczen skladajacych si¢ z kolejnych cykli optymalizacji geometrii kompleksu w prézni metoda
mechaniki molekularnej [pole sit OPLS, algorytm Polaka-Ribiere, kryterium zbieznosci 0.001
(kcal mol™)] oraz dynamiki molekularnej (w zakresie temperatur: grzanie od 0 do 600K, a
nastgpnie chtodzenie od 600 do 300K co 10K). Czas grzania 0.2 ps, czas chlodzenia 0.2 ps czas
modelowania 0.4 ps co 0.001 ps. Dla kazdego ukladu przeprowadzano po 100 cykli
obliczeniowych optymalizacji kolejno metoda mechaniki molekularnej oraz symulacji metoda
dynamiki molekularnej. Po przeprowadzeniu serii obliczen wybierano struktury o najmniejszej
energii, nast¢pnie wyznaczano powierzchnie cyklodekstryny oraz badanej substancji w danym

kompleksie.
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2.3 Otrzymane wyniki i ich dyskusja

Wyniki otrzymane na podstawie przeprowadzonych badan eksperymentalnych oraz wykonane na
ich podstawie oblicznia, przedstawione w tym rozdziale, pozwolity na charakteryzacj¢ pochodnych
acyklowiru oraz ich komplekséw z cyklodekstrynami. Poniewaz przedmiotem badan byta grupa
zwiazkoéw, rodzniacych si¢ budowa, umozliwito to dyskusje wpltywu poszczegdlnych grup
funkcyjnych na wilasciwosci fizykochemiczne tych substancji oraz trwalo$¢ ich komplekséw z
cyklodekstrynami.

2.3.1 Rozpuszczalnos¢ wybranych pochodnych acyklowiru w wodzie i oktanolu.

Acyklowir 9-[(2-hydroxyethoxy)methyl] guanine (ACV) oraz gancyklowir 9-[(1,3-dihydroxy-2-
propoxy)methyl]guanine (GCV) sa szeroko stosowanymi lekami antywirusowymi, dlatego tez
poznanie ich wilasnosci fizykochemicznych ma duze znaczenie zaréwno dla procesu produkcji jak i
poznania mechanizmu absorpcji przez organizm cztowieka. Z wcze$niejszych danych dotyczacych
tych lekéw wiadomo [51], ze ich rozpuszczalnos¢ jest niska, co powoduje niska absorpcje przez
organizmy zywe [127]. Zsyntezowane w zespole Profesor Golankiewicz pochodne acyklowiru
maja odmienne od substancji wyjSciowych wiasciwosci fizykochemiczne, w tym rowniez
rozpuszczalnos$¢, przy szerszych wiasciwosciach antywirusowych.

Do badan rozpuszczalno$ci wybrano acyklowir i jego analog podstawiony bromem w
pozycji 2, gancyklowir oraz grupe tricyklicznych pochodnych acyklowiru, otrzymanych poprzez
przylaczenie mostka etenowego do atoméw azotu czg$ci guaninowej. Wybor tych zwiazkow
pozwalal na zbadanie wplywu modyfikacji czasteczki acyklowiru polegajacej na zmianie budowy
czesci cukrowej, wprowadzeniu dodatkowego pierScienia czy roéznego typu podstawnikdéw
halogenowych, alkilowych i aromatycznych na ich wiasnosci fizykochemiczne. Wybrane do badan
tricykliczne pochodne acyklowiru (4-12) maja rézne podstawniki: alkilowe o rdznej wielkoSci i
hydrofobowosci (5, 7), halogenowe (6) oraz rdznego typu grupy aromatyczne (8-12). Taki dobor
substancji pozwala na oceng, ktore ze zwiazkéw najlepiej spelniaja warunki stawiane potencjalnym
lekom, tzn. maja zard6wno odpowiednie wilasciwosci fizykochemiczne (np. rozpuszczalnos¢ w
roztworach wodnych), jak i odpowiednig aktywno$¢ antywirusowa. Struktury badanych zwiazkow

przedstawia rysunek 2.1.
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Rys. 2.1. Struktury i nazwy substancji, ktore byty przedmiotem badan opisanych w tej pracy.

HO

Molowe wspotczynniki ekstynkcji (gw) substancji 1-12, w wodzie, buforze fosforanowym o
pH =55 1ipH = 7.0 (&) i 1-oktanolu (g,) dla wybranych do dalszych badan tricyklicznych
pochodnych acyklowiru przedstawia tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Wspotczynniki ekstynkcji zwiazkow 1-12 w wodzie (&), 1-oktanolu (&) oraz buforze
(&8) fosforanowymo pH =55ipH =7.0.

L.p. | Nazwa zwiazku woda bufor fosforanowy 1-oktanol
pH=5.5 pH=7.0
Amax | & X 10° & x 10°* & x 10°* Amax go X 10
(nm) | @m’mol-‘em™) | (dm’mol-‘em™) | (dm’mol-‘em™) | (nm) (dm’mol-‘cm™)
1 |ACV 251 1.34 257 0.689
2 Br-ACV 259 1.49 257 0.299
3 GCV 251 1.20 254 0.379
4 |TACV 226 3.21 3.29 3.12
284 1.10 1.28 1.19 284 0.690
5 |6-Me-TACV 230 2.57 261 0.654
284 0.865 283 0.734
6 |2-Br-6-Me-TACV | 235 3.27 3.32 3.30 285 151
284 131 1.36 1.35 232 2.83
7 | 6-t-But-TACV 230 3.62 3.63 3.72
284 1.17 1.22 1.26 283 1.39
8 |6-Fe-TACV 250 1.79 2.20 2.38 254 1.69
306 0.553 0.78 0.76 309 0.507
9 |6-Fe-Fe-TACV 249 2.08 3.31 3.35 254 1.57
306 0.647 1.02 0.90 309 0.518
10 [6-Br-Fe-TACV 256 294 260 4.07
309 0.977 316 1.26
11 |6-Fe-O-Me-TACV | 259 2.95 3.47 3.39 264 1.03
306 1.20 1.40 1.37 309 0.436
12 |6-Naft-TACV 254 3.13 3.44 3.42 258 5.83
315 0.76 0.94 0.94 322 141
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Badania rozpuszczalnosci prowadzono w wodzie, wodzie nasyconej 1-oktanolem, 1-
oktanolu oraz 1-oktanolu nasyconym woda. Procedura prowadzenia tych badan zostala opisana w
rozdziale 2.2.1. Po wykonaniu wstgpnych pomiarow okazalo sig, ze jeden z badanych zwiazkow
6-Me-TACV (5) ma duzo wyzsza rozpuszczalno$¢ niz pozostate badane zwiazki, stad tez masa
substancji stalej wzigta do wytrzasania wynosita w tym przypadku 80 mg. Badania
rozpuszczalnoéci pochodnych acyklowiru w wodzie prowadzono w temperaturach 25°C, 35°C i
45°C.

W badaniach aktywnosci lekow obok rozpuszczalnosci w wodzie, wazna jest tez
rozpuszczalno$¢ w 1-oktanolu, ktory stanowi model warstwy lipidowej. Rozpuszczalnos¢ w 1-
oktanolu i wspolczynnik podziatu woda —1-oktanol sa tez miara lipofilowosci danej substancji.

Dlatego tez, dla badanych substancji wyznaczono réwniez rozpuszczalno$é w 1-oktanolu, a
takze w wodzie nasyconej 1-oktanolem oraz 1-oktanolu nasyconego woda. Te badania prowadzono
w 25°C, w analogiczny sposob jak badania rozpuszczalno$ci w wodzie. Otrzymane wyniki

przedstawia tabela 2.2 oraz rysunek 2.2.

Tabela 2.2. Rozpuszczalno$¢ substancji 1-12 w wodzie (C,,), wodzie nasyconej 1-oktanolem (Cyyo),
w 1-oktanolu (C,) oraz 1-oktanolu nasyconym woda (Cow) W temperaturze 25°C.

L.p. | Nazwa zwiazku Cwx10™ Cuwo X107 C, x10™ Cow X10™

(mol kg™) (mol kg™) (mol kg™) (mol kg™)
1 |ACV 80.70 74.40 2.12 3.53
2 |Br-ACV 10.30 8.59 4.43 6.89
3 |Gev 123.00 110.00 1.66 3.83
4 |TACV 30.70 27.20 1.40 4.27
5 |6-Me-TACV 187.00 131.00 32.40 35.90
6 |2-Br-6-Me-TACV 21.10 10.51 2.27 8.58
7 |6-t-But-TACV 30.80 37.80 159.00 99.20
8 |6-Fe-TACV 2.38 3.34 67.80 17.91
9 |6-Fe-Fe-TACV 2.29 5.83 20.40 18.10
10 |6-Br-Fe-TACV 3.64 4.12 7.80 6.81
11 |6-Fe-O-Me-TACV 0.53 1.35 4.03 3.74
12 | 6-Naft-TACV 1.66 1.91 7.25 6.84

67



2.0x107 1

N4

o

E o~

= -

S

N S 1.5x10° 1

2 g

% N

o

o
1.0x10°
5.0x10°

0.0 -

substancja

Rys. 2.2. Rozpuszczalno$¢ badanych zwiazkow 1-12 w wodzie (C,,), wodzie nasyconej
1-oktanolem, (Cyo), 1-oktanolu (C,) i 1-oktanolu nasyconym woda (Cow).

Otrzymane dane pokazuja, ze acyklowir (1) oraz gancyklowir (2) maja znaczaco wyzsza
rozpuszczalno$¢ {rowna okoto 10% (mol dm®)} w wodzie niz bromoacyklowir (2) i jego
tricykliczne pochodne 4-11. Rozpuszczalno$¢ ACV i GCV w 1-oktanolu jest bardzo niska, nizsza
niz pozostalych badanych zwiazkéw. Natomiast analizujac bromoacyklowir (2) oraz grupe
tricyklicznych pochodnych acyklowiru, mozna zauwazy¢, ze ich rozpuszczalno§¢ w wodzie jest
znacznie nizsza niz ACV i GCV i jest rzedu 10 (mol dm™®) dla zwiazkéw posiadajacych alkilowe
oraz halogenowe podstawniki oraz 10* lub nawet 10° (mol dm™) dla tricyklicznych pochodnych
posiadajacych podstawniki aromatyczne. Rozpuszczalnos¢ w 1-oktanolu dla ACV (1), Br-ACV
(2, GCV (3) oraz TACV (4), Me-TACV (5), 2-Br-6Me-TACV (6) jest nizsza niz
rozpuszczalno$¢ w wodzie, natomiast tricykliczne pochodne acyklowiru z podstawnikami
aromatycznymi oraz tert-butylowym lepiej rozpuszczaja si¢ w oktanolu niz w wodzie. Wyjatkiem
wérod pochodnych tricyklicznych jest 6-Me-TACV (5), ktorego rozpuszczalno$¢ w wodzie jest
wyzsza niz wyjsciowego acyklowiru i wynosi okoto 2 x 107 (mol dm™), a rozpuszczalno$é w 1-

oktanolu jest kilka razy nizsza niz rozpuszczalno$¢ w wodzie. Wynika to z obecno$ci matego
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podstawnika metylowego, ktory utrudnia agregacj¢ czasteczek tego zwiazku w wodzie. Podobne
zaleznoS$ci obserwowane sa dla uracylu i jego metylowej pochodnej tyminy, ktorej rozpuszczalnosé
w wodzie jest znacznie wyzsza [136]. Nasycenie wody 1-oktanolem powoduje spadek
rozpuszczalno$ci w wodzie zwiazkow, ktore rozpuszczaja si¢ w niej lepiej niz w 1-oktanolu oraz
wzrost rozpuszczalnosci tych, ktore lepiej rozpuszczaja si¢ w 1-oktanolu. Podobnie nasycenie 1-
oktanolu woda powoduje niewielki spadek rozpuszczalnosci tych zwiazkow, ktore lepiej
rozpuszczaja si¢ w 1-oktanolu i niewielki wzrost rozpuszczalnosci tych zwiazkow, ktore lepiej
rozpuszczaja si¢ w wodzie.

Rozpuszczalno$¢ zwiazkéw 1-12 byta réwniez wyznaczona dla temperatur 35°C i 45°C.

Otrzymane wyniki przedstawia tabela 2.3.

Tabela 2.3. Rozpuszczalno$é zwiazkow 1-12 w wodzie (C,) w temperaturach 25, 35 i 45°C.

L.p. | Nazwa zwiazku Cwx10™
(mol dm)

25°C 35°C 45°C
1 |ACV 80.7 162.0 197.0
2 |Br-ACV 10.3 19.0 24.9
3 |GCV 123.0 218.0 229.0
4 | TACV 30.7 59.1 67.5
5 |6-Me-TACV 187 266.0 324.0
6 |2-Br-6-Me-TACV 21.1 23.6 25.9
7 |6-t-But-TACV 30.8 204.0 319.0
8 |6-Fe-TACV 2.38 5.17 7.28
9 |6-Fe-Fe-TACV 2.29 5.54 6.58
10 |6-Br-Fe-TACV 3.64 8.98 12.8
11 |6-Fe-O-Me-TACV 0.529 1.44 4.65
12 |6-Naft-TACV 1.66 2.56 2.65

Po analizie temperaturowych zaleznosci rozpuszczalno$ci acyklowiru i jego pochodnych
oraz gancyklowiru w wodzie mozna stwierdzi¢, ze we wszystkich przypadkach rozpuszczalnosé

ro$nie wraz ze wzrostem temperatury.

69



Podane wyzej dane wskazuja, ze wszystkie badane substancje maja niska rozpuszczalno$¢
w wodzie, w tym szczegdlnie tricykliczne pochodne acyklowiru posiadajace podstawniki
aromatyczne, ktorych rozpuszczalnosé w wodzie w 25°C jest rzedu 10™ — 10° (mol dm™). Jest to
bardzo niekorzystne ze wzgledu na potencjalne zastosowanie w farmacji, gdyz niska
rozpuszczalno§¢ w wodzie utrudnia absorpcje tych substancji przez organizmy zywe i obniza
aktywno$¢ antywirusowa tych zwiazkow. [127,129]. Przykladem moze by¢ 6-Fe-O-Me-TACV
(11), wykazujacy aktywno$¢ w stosunku do szerokiego spektrum wiruséw [36], ktorego
rozpuszczalnoéé w wodzie w 25°C wynosi 5.3 x 10” (mol dm).

Zwigkszenie rozpuszczalnosci tych zwiazkdéw byloby bardzo korzystne. Analizujac
struktury badanych zwiazkoéw, mozna zauwazyC, ze ich czasteczki maja plaska budowe z
podstawnikami alkilowymi lub aromatycznymi w pozycji para-. Taka budowa sugeruje
zastosowanie cyklodekstryn, ktore dobrze rozpuszczaja si¢ w wodzie[55-59,73], a jednoczes$nie
moga zwigksza¢ rozpuszczalnos¢ trudno rozpuszczalnych substancji poprzez inkluzje grup
hydrofobowych do wnetrza luki cyklodekstryny [55-59]. Naturalne cyklodekstryny sa
nietoksyczne, podobnie jak ich kompleksy z lekami, co jest szczegdlnie wazne w przypadku

potencjalnych lekow [55-59].

2.3.2 Badania rozpuszczalno$ci wybranych, tricyklicznych pochodnych acyklowiru

w roztworach cyklodekstryn

Z literatury [57,60] wiadomo, ze zastosowanie cyklodekstryn moze rowniez zwickszaé
stabilno$¢ danej substancji oraz jej aktywno$¢ biologiczna poprzez utworzenie kompleksu
inkluzyjnego z cyklodekstryna. Znane sq prace dotyczace zastosowania [-cyklodekstryny w celu
zwigkszenia rozpuszczalnosci acyklowiru [127], jednak w tym przypadku zaobserwowano jedynie
minimalne zwigkszenie ich rozpuszczalnosci. Nieco lepsze wyniki zaobserwowano w przypadku
zastosowania hydroksypropylo-p-cyklodekstryny [132] w celu zwigkszenia rozpuszczalnosci w
wodzie pochodnych gancyklowiru podstawionych w tancuch cukrowym.

Dotychczas nie badano mozliwosci zastosowania cyklodekstryn w celu zwigkszania
rozpuszczalnosci w wodzie pochodnych acyklowiru, ktére sa przedmiotem tej pracy.

Analiza wymiaréw luki podstawowych cyklodekstryn i struktur badanych zwiazkoéw sugeruje, ze
moga one tworzy¢ kompleksy inkluzyjne z cyklodekstrynami o wigkszych wielkos$ciach luki,
takich jak - lub y- cyklodekstryna.
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2.3.2.1 Wyznaczanie rozpuszczalnosci pochodnych acyklowiru w roztworach hydroksypropylo-f3-
cyklodekstryny (HP-B-CD) oraz statych trwalo$ci kompleksow HP-B-CD z tymi pochodnymi

Wstepne badania, obejmujace a-, B-, y-cyklodekstryng oraz ich hydroksypropylowe
pochodne wykazaly, ze najlepsze rezultaty otrzymano dla hydroksypropylo-p-cyklodekstryny (HP-
B-CD). Do dalszych badan, majacych na celu zwigkszenie rozpuszczalno$ci pochodnych
acyklowiru w roztworach wodnych w wyniku kompleksowania przez hydroksypropylo-p-
cyklodekstryng, wybrano tricykliczna pochodna acyklowiru TACV (4) oraz jej podstawione
analogi o podstawnikach alkilowych i halogenowych — 2-Br-6-Me-TACYV (5) i 6-t-But-TACV (7)
oraz aromatycznych: 6-Fe-TACV (8), 6-Fe-Fe-TACV (9), 6-Fe-O-Me-TACV (11), 6-Naft-
TACV (12). Zwiazki te charakteryzuja si¢ bardzo niska rozpuszczalno$cia, przy dobrej aktywnosci
antywirusowej, stad tez konieczno$¢ znalezienia metody zwigkszenia ich rozpuszczalnosci w
roztworach wodnych. Ze wzgledu na wartosci pH wystepujace w organizmie czlowieka badania
prowadzono w buforowanych roztworach wodnych o pH = 7.0 zblizonym do pH plynow
ustrojowych oraz pH = 5.5 odpowiadajacym pH skory. Badania rozpuszczalnosci prowadzono w
dwoch temperaturach: standardowej 25°C oraz fizjologicznej 37°C. Procedury do$wiadczalne byty
podobne jak w przypadku wyznaczania rozpuszczalnosci w wodzie, zmniejszono tylko objetos¢
probek ze wzgledu na konieczno$¢ uzywania duzych ilosci HP-B-CD, ktorej koszt jest wysoki.
Szczegbdlowe procedury wyznaczania rozpuszczalnosci podano powyze;.

Probki wytrzasano przez 7 dni, poniewaz w czasie wstgpnych pomiaréw stwierdzono, ze W
tym czasie zostala osiagnigta rownowaga procesu rozpuszczania we wszystkich roztworach z
badanego zakresu st¢zen cyklodekstryny. Po zakonczeniu wytrzasania probki odwirowywano, a
nastepnie spektrofotometrycznie oznaczano w nich st¢zenie badanej substancji, korzystajac ze
spektrofotometru Shimadzu UV-VIS 2401 PC, wyposazonego w termostatowany modut

pomiarowy. Otrzymane wyniki zostaly przedstawione w tabeli 2.4.
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Tabela 2.4. Rozpuszczalno$¢ wybranych tricyklicznych pochodnych acyklowiru w buforowanych

roztworach HP-B-CD o pH=5.5i pH = 7.0 w temperaturach 25°C i 37°C.

pH=5.5 pH=7.0
Chp.pcD 25.0°C 37.0°C Chp.p-CD 25.0°C 37.0°C
x 107 Csx 107 C,x10° x 10° Csx 107 Csx 107
(mol kg™ (mol kg™) (mol kg™ (molkg™) | (molkg™ | (molkg™)
TACV (4)

0.0 2,64 5,16 0.0 2,48 4,79
0.48 2,65 5,16 0.47 2,49 4,80
0.97 2,66 5,19 0.94 2,50 4,81
1,94 2,68 5,20 1,89 2,53 4,85
2,92 2,70 5,22 2,83 2,54 4,86
3,89 2,71 5,26 3,78 2,56 4,88
4,86 2,73 5,29 4,72 2,58 4,90
9,72 2,84 5,41 9,44 2,67 5,02
19.40 3.02 5,68 18.90 2,87 5,28

2-Br-6-Me-T ACV (6)

0 1.18 2.36 0 1.03 2.02
0.49 1.20 2.39 0.47 1.04 2.02
0.97 1.22 2.39 0.94 1.06 2.04
1.94 1.24 2.44 1.89 1.09 2.08
2.92 1.26 2.54 2.83 1.10 2.12
3.89 1.28 2.59 3.78 1.12 2.13
4.86 1.32 2.63 4.72 1.16 2.16
9.72 1.44 2.95 9.44 1.27 2.31
19.40 1.70 3.50 1.89 1.51 2.63
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6-t-But-TACV (7)

0 3,90 7,02 0 4,26 7.75
0.98 4,45 8,80 0.98 4,50 8,30
1,95 5,01 9,54 1,95 4,65 8,82
3,90 5,42 10.70 3,90 4,79 9,43
5,85 5,50 10.90 5,85 4,93 9,63
7,80 555 11.10 7,80 4,98 9,77
9,75 5,60 11.20 9,75 5,04 9,85
19.50 5,70 11.30 1,95 5,10 9,01

6-Fe-TACV (8)
0.00 0,19 0,34 0,00 0.26 0.34
0.98 0,20 0,38 0,97 0,27 0,38
1,95 0,25 0,39 0,19 0,30 0,39
3,90 0,28 0,47 0,39 0,36 0,49
5,90 0,32 0,54 0,58 0,40 0,55
7,80 0,35 0,58 0,77 0,45 0,60
9,75 0,38 0,68 0,97 0,49 0,66
19.50 0,63 1.03 1,93 0,78 1,03
6-Fe-Fe -TACV (9)

0 0,23 0,50 0 0,27 0,61
0.94 0,24 0,54 0.99 0,29 0,63
1,88 0,26 0,57 1,97 0,31 0,69
3,76 0,30 0,61 3,94 0,36 0,73
5,64 0,32 0,66 5,91 0,45 0,82
7,52 0,37 0,70 7,88 0,50 0,89

9,4 0,40 0,79 9,85 0,57 0,98
18.80 0,64 1,07 19.70 0,81 1,37
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6-Naft-TACV (12)
0,00 0,026 0,034 0,00 0,026 0,042
0.98 0,039 0,045 0.97 0,041 0,053
1,95 0,048 0,050 1,94 0.050 0,063
3,9 0,065 0,066 3,88 0,067 0,096
5,85 0.080 0,091 5,82 0,084 0,123
7.80 0,104 0,110 7,76 0,106 0,144
9,75 0,113 0,122 9,72 0,127 0,171
1,95 0,200 0,216 1,94 0,210 0,290

Tabela nie zawiera danych dla 6-Fe-O-Me-TACV (11), gdyz ze wzgledu na bardzo
wysoka aktywno$¢ antywirusowa, badania rozpuszczalno$ci tego zwiazku w roztworach
cyklodekstryn rozszerzono, uwzgledniajac szerszy zakres temperatur oraz zastosowanie innych
cyklodekstryn. Beda one zaprezentowane w dalszej czesci pracy.

Na podstawie danych dotyczacych rozpuszczalnosci zwiazkow zawartych w tabeli 2.4
wykre$lono wykresy zalezno$ci stezenia danej substancji od st¢zenia roztworu HP-B-CD.
Zaleznosci te w zastosowanym zakresie stg¢zen cyklodekstryny maja liniowy przebieg - AL wg
klasyfikacji Connors’a [57,117]. Wyjatkiem sa zaleznosci otrzymane podczas badan t-But-TACV
(7), ktore nie sa liniowe (rys. 2.5) Wykresy zalezno$ci st¢zenia roztworu nasyconego badanej

substancji w roztworach HP-B-CD przedstawiaja rysunki 2.3-2.8.
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Rys. 2.3. Zalezno$¢ rozpuszczalnosci TACV (4) w buforowanych roztworach HP-B-CD o pH =5.5
oraz pH = 7.0 od stezenia cyklodekstryny w temperaturach 25°C i 37°C.

37°C
3.5x107 7 2Br-6-Me-TACV + HP-B-CD pH=5.5
3.0x10°
37°C
—.:D 2 5x10° pH=7.0
-
©
% 2.0x10° 25°C
Q | pH=5.5
~
%'a 1.5x10° pH=7.0
< |
2 1.0x10°
DN UX
5.0x10™
0.0 T T T T T T T
0.0 5.0x10° 1.0x10” 1.5x107 2.0x107
-1
CHP—ﬂ—CD (mol kg )

Rys. 2.4. Zaleznos¢ rozpuszczalnosci 2-Br-6-Me-TACV (6) w buforowanych roztworach HP-f-
CD o pH = 5.5 oraz pH = 7.0 od stgzenia cyklodekstryny w temperaturach 25°C i 37°C.
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Rys. 2.5. Zaleznos¢ rozpuszczalno$ci 6-t-But-TACV (7) w buforowanych roztworach HP-B-CD o
pH = 5.5 oraz pH = 7.0 od stezenia cyklodekstryny w temperaturach 25°C i 37°C.

1.2x10° 7

37°C
6-Fe-TACV+ HP-B-CD pizgos
1.0x10° A P
o 25°C
"-: 8.0x10™ pH=7.0
g
S pH=5.5
S 6.0x10™
&
<
© 4
4.0x10™ 1
2.0x10™ 1
00 T T T T T T
0.0 5.0x10” 1.0x107 1.5x107 2.0x107
-1
C HP-p-C D(mol kg)

Rys. 2.6. Zaleznos¢ rozpuszczalnosci 6-Fe-TACV (8) w buforowanych roztworach HP--CD o pH
=5.51ipH = 7.0 od stezenia cyklodekstryny w temperaturach 25°C i 37°C.
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Rys. 2.7. Zalezno$¢ rozpuszczalnosci 6-Fe-Fe-TACV (9) w buforowanych roztworach HP--CD o
pH =5.5i pH = 7.0 od stezenia cyklodekstryny w temperaturach 25°C i 37°C.

3.5x10™ 1
H=7.0 37°C
3.0x10° 6-Naft-TACV + HP-3-CD p
UX -1
S eSS pH=5.5 37°C
O =
:
S 2.0x10™ pH=5.
5
S 1.5x10"
<
&
1.0x10™
5.0x10”
0.0 : ' : ' l ' l
0.0 5.0x10° 1.0x10° 1.5x10° 2.0x10”

Chp.p.cp (Mol kg™

Rys. 2.8. Zalezno$¢ rozpuszczalnosci 6-Naft-TACV w buforowanych roztworach HP-B-CD o pH
=5.51ipH = 7.0 od stezenia cyklodekstryny w temperaturach 25°C i 37°C.
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Rysunki 2.3-2.8 pokazuja wzrost rozpuszczalnosci badanej substancji wraz ze wzrostem
stezenia cyklodekstryny, co $wiadczy inkluzji cze$ci hydrofobowej czasteczek pochodnych
acyklowiru w luce cyklodekstryny.

Proste otrzymane na podstawie danych zamieszczonych w tabeli 2.4 mozna opisa¢ rownaniem:
C,=a+bCpp s o (2.1)

Wartosci zawartych w rownaniu (2.1) wspolczynnikow a i b wyznaczonych na podstawie danych

zawartych w tabeli 2.4, przedstawia tabela 2.5.

Tabela 2.5. Wspotczynniki a i b rownania (2.1) wyznaczone na podstawie badan rozpuszczalnosci
wybranych tricyklicznych pochodnych acyklowiru w buforowanych roztworach HP-B-CD.

Substancja T(°C) pH =55 pH=7.0
a b a b
TACV 25°C 2.64 x 10° | 1.98 x 10° 2.48 x 103 2.05 x 1072
37°C 5.15x10° | 2.72 x 10° 4.79 x 10° 2.56 x 102
2-Br-6-Me-TACV 25°C 1.18 x 10® | 2.66 x 102 1.03 x 10°® 2.57x 102
37°C 2.35x 10 | 5.94 x 10° 2.01 x 102 3.23 x 10
6-t-But-TACV 25°C - - - -
37°C - - - -
6-Fe-TACV 25°C 1.86 x 10+ | 2.22 x 10 2.50 x 10+ 2.60 x 107
37°C 3.27 x 10+ | 3.57 x 10 3.36 x 10+ 3.60 x 107
6-Fe-Fe-TACV 25°C 2.18 x10* | 2.12x102| 2.65x 10* 2.84 x 10
37°C 5.03x10+ | 298 x102| 5,95 x 10* 3. 89 x 107
6-Naft- TACV 25°C 2.99 x 105 | 0.88 x 10 3.05 x 10 0.94 x 102
37°C 3.37 x 105 | 0.93 x 10 4,29 x 10 1.29 x 107

Na podstawie otrzymanych wynikdéw wyznaczono wzrost rozpuszczalno$ci badanych
zwiazkoéw w roztworze HP-B-CD o stezeniu 2 x 10 (mol kg™) w stosunku do rozpuszczalnosci w
buforze CJ/C, oraz stale trwalosci Ks powstajacych komplekséw inkluzyjnych. Stale trwalosci

obliczano na podstawie metody Higuchi - Connorsa [57, 116, 117] wedlug wzoru:
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K, = Co(f—b) (2.2)
gdzie:

b - nachylenie prostej opisujacej zalezno$¢ stezenia danego zwiazku w funkcji stgzenia
cyklodekstryny,

Co - rozpuszczalno$¢ danego zwiazku w roztworze, ktory nie zawiera cyklodekstryny

Wartosci statych trwalosci Ks kompleksow z HP-B-CD zwiazkdéw przedstawionych w tabeli 2.4

oraz wzrost rozpuszczalnosci Cs/Cy przedstawia tabela 2.6.

Tabela 2.6. Wartosci wzrostu rozpuszczalnosci Cy/C, oraz stalych wartosci Ks otrzymane na
podstawie pomiaréw rozpuszczalnosci badanych substancji w buforowanych roztworach HP--CD
0 pH =5.51ipH = 7.0 w temperaturze 25°C i 37°C.

pH=55 pH =7
Substancja
Ks CJ/Co K CJ/Co

(dm® mol™) (dm® mol™)

25°C [ 37°C | 25°C | 37°C | 25°C | 37°C | 25°C | 37°C
TACV 80 | 60 [111. [ 11 | 80 | 6.0 | 1.1 | 11
2-Br-6-Me-TACV 27 | 26 | 14 | 15 | 26 | 17 | 15 | 13
6-t-But-TACV - - 15 | 16 - - 1.2 | 13
6-Fe-TACV 122 | 113 | 33 | 30 | 107 | 105 | 31 | 3.0
6-Fe-Fe-TACV 100 | 61 | 28 | 21 | 110 | 68 | 30 | 23
6-2-Naft- TACV 297 | 279 | 7.7 | 64 | 311 | 305 | 81 | 6.9

Otrzymane wyniki wskazuja, ze wigkszy wzrost rozpuszczalno$ci oraz wigksze wartosci
statych trwato$ci otrzymano dla pochodnych posiadajacych podstawniki aromatyczne w pozycji
para. Takie czasteczki moga by¢ inkludowane do wngtrza hydrofobowej luki cyklodekstryny. State
trwatosci rzegdu 100 do 300 sugeruja powstawanie niezbyt silnych kompleksow jednak w
przypadku potencjalnych lekow jest to korzystne, gdyz moga one by¢ stosunkowo tatwo uwalniane
W organizmie pacjenta.

Wybrana do bardziej szczegdlowych badan tricykliczna pochodna acyklowiru 6-Fe-O-Me-
TACV (11) ma szczegodlnie niska rozpuszczalno$é w wodzie i roztworach buforowych rzedu 10

mola kg™, przy jednoczesnej dobrej aktywnosci antywirusowej w stosunku do szerokiego spektrum
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wirusow [36]. Z tego wzgledu bardzo wazne jest znalezienie metody zwigkszajacej jej
rozpuszczalno$§¢ w roztworach wodnych, a przez to absorpcjg¢ tego potencjalnego leku przez
organizmy zZywe.

Dla 6-Fe-O-Me-TACV wykonano szereg badan wstepnych na podstawie, ktorych
stwierdzono wzrost rozpuszczalnosci tej substancji w roztworach cyklodekstryn. Najlepsze
rezultaty, podobnie jak w przypadku wczesniej opisanych tricyklicznych pochodnych acyklowiru,
uzyskano stosujac HP-B-CD. Badania rozpuszczalnosci 6-Fe-O-Me-TACV prowadzono w sposob
opisany powyzej w zakresie temperatur od 25°C do 45°C, co umozliwilo wyznaczenie zaleznoéci
statych trwalo$ci kompleksow 6-Fe-OMe-TACV z HP-B-CD od temperatury i parametroéw
termodynamicznych procesu kompleksowania na podstawie zaleznosci van’t Hoffa.

Rozpuszczalnosci  6-Fe-O-Me-TACV  wyznaczano w  roztworach  buforowych
hydroksypropylo-B-cyklodekstryny (HP-B-CD) o pH = 5.5 i pH = 7.0. Poczatkowo badania byty
prowadzone w temperaturach 25°C i 37°C. Roztwory nasycone ze wzgledu na 6-Fe-O-Me-TaCV
dla wybranych stezeh HPBCD z zakresu od 10° do 2x102 (mol kg?) uzyskano podczas
kilkudniowego wytrzasania stalego 6-Fe-O-Me-TACV w danym roztworze HP-B-CD.
Wykreslono zaleznosci st¢zenia badanej substancji w zaleznosci od stezenia cyklodestryny w
roztworze. W badanym zakresie stezen cyklodestryny, zaleznosci te byly prostoliniowe. Na
podstawie nachylenia otrzymanych prostych oraz wartos$ci rozpuszczalnosci badanej substancji w
roztworze, ktory nie zawierat cyklodekstryny zostaly wyznaczone state trwalosci powstajacych w
roztworze kompleksow metoda Higuchi-Connorsa [32,42,43] przy zalozeniu, ze wzrost
rozpuszczalno$ci zwiazany jest z tworzeniem si¢ kompleksow inkluzyjnych pomiedzy badanym
zwiazkiem i cyklodekstryna, a rozpuszczalno$¢ kompleksu jest wyzsza niz wyjsciowego zwiazku.
Dla kompleksow o stechiometrii 1:1 stala trwatosci moze by¢ wyznaczona na podstawie podanego

wczesniej rOwnania 2.2.

2.3.2.2 Wyznaczanie parametréw termodynamicznych procesu kompleksowania dla kompleksow
wybranej pochodnej acyklowiru 6-Fe-O-Me-TACV z HP-B-CD

W celu wyznaczenia wielkosci termodynamicznych procesu tworzenia si¢ kompleksow
inkluzyjnych 4H i A4S, przeprowadzono dalsze badania w szerszym zakresie temperatur: od 25°C
do 45°C. Dla kazdej z badanych temperatur wyznaczono stala trwaloéci a nastgpnie na podstawie
roéwnan Gibbsa i van’t Hoff a:
AG =AH —-TAS (2.3)
AG =-RTInK, (2.4)
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AH AS
74_7

nhK, =- 2.5
s RT R (2:5)

wyznaczono wartosci 4H i A4S dla procesu kompleksowania 6-Fe-O-Me-TACV przez HP-B-CD.

Na rysunku 2.9  przedstawiono zaleznosci stgzenia 6-Fe-O-Me-TACV w buforowanych

roztworach HP-B-CD (bufor fosforanowy, pH = 5.5) od stezenia cyklodekstryny i temperatury.

5.0x10™ 1 .
6-Fe-O-Me-TACV +HP-B-CD t=45C
4.0x10* PH=35.5 t=37°C
UX -
—'_%” t=35"C
‘s (s}
% 3.0x10™ t=30C
3 t=25°C
=
S
§ 2.0x10™
&)
1.0x10™ 4
T T T T T T T
0.0 5.0x10° 1.0x10” 1.5x10” 2.0x107
-1
C b CD(mol kg )

Rys. 2.9. Wykres zaleznosci st¢zenia 6-Fe-O-Me-TACV (11) od stezenia HP-B-CD w roztworach
buforowych o pH = 5.5 w réznych temperaturach z zakresu 25°C do 45°C.

Wartosci liczbowe, na podstawie ktorych sporzadzono wykres i parametry prostych a i b (rownanie
2.1) przedstawiaja tabele 2.7 i 2.8.
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Tabela 2.7. Rozpuszczalnos¢ 6-Fe-O-Me-TACV (11) w buforowanych (bufor fosforanowy pH =
5.5) roztworach hydroksylpropylo-B-cyklodekstryny o ré6znym stgzeniu i dla réznych temperatur.

I.p.

Chp-p-cH Cé-Fe-0-Me-TACV

(mol kg™ (mol kg™)

25°C 30°C 35°C 37°C 45°C

110 4.81x10” 6.75x10° |[8.63x10° |9.94x10° 1.25 x 10™
2 [9.77x10" 5.75x 10” 7.30x10° [1.01 x10* |1.13x10™ 1.40 x 10
3 [1.95x10° 7.35x 10™ 9.21x10° |1.12 x10* |1.25x10™ 1.62 x 10™
4 [390x10° 9.32x10” 1.07x10* [1.38 x10* |1.53x10" 1.92 x 10™
5 |[5.85x10° 1.15 x 10™ 1.35x 10" |[1.66 x10* |1.84x 10" 2.24 x 10"
6 |7.80x10° 1.32 x 10™ 1.52x10* [1.81 x10* |2.12x10" 2.61x 10"
7 [9.77x10° 1.53 x 10™ 1.74x 10" |2.14 x10* |2.42x10" 2.84 x 10"
8 [1.95x107 2.44 x 10" 2.78 x 10" [3.30 x10® |3.74x10™ 4.42 x 10"

Tabela 2.8. Parametry a oraz b roéwnania prostych opisujacych zalezno$¢ stezenia badanego
zwiazku Cé.-re.o0-me-tacv ( Mol kg™) od stezenia HP-B-CD w rdznych temperaturach 25°C — 45°C.

Temperatura Parametr
°C)
a b
25 5.23x107 1.00 x 10
30 6.72 x 10° 1.09 x 10
35 8.49 x 10 1.25x 10
37 9.95x 10° 1.41x 10
45 1.28 x 10 1.62 x 10

Parametry prostych otrzymane na podstawie badan rozpuszczalnosci zostaty wykorzystane do
obliczenia stalych trwatosci kompleksow 6-Fe-O-Me-TACV (11) z HP-B-CD.

Tabela 2.9 przedstawia wartosci stalych trwatosci Ks oraz wzrost rozpuszczalnosci badanej
substancji zaobserwowany podczas badan rozpuszczalnosci w roztworach cyklodekstryny o

stezeniu 2x102 (mol kg™) w réznych temperaturach.
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Tabela 2.9. Stale trwalosci Ks kompleksow 6-Fe-O-Me-TACV (11) z HP-B-CD w temperaturach
25°C — 45°C wyznaczone na podstawie pomiaréw wykonanych w buforze fosforanowym o pH =
5.5 oraz wzrost rozpuszczalno$éi Cs/C, obliczone na podstawie pomiaréw rozpuszczalnosci. (Cs -
stezenie badanego zwiazku w roztworze HP-B-CD o stezeniu 2x107 (mol kg™), a C, — stezenie
tego zwiazku w roztworze buforu).

Temperatura pH=5.5

(°C)

Ks Cs/Co

(dm® mol™)

25 213 5.07
30 163 4.19
35 147 3.82
37 144 3.76
45 129 3.54

Na podstawie rownania 2.5 oraz wykresu zaleznos$ci In Ks od (1/T) przedstawionego na
rysunku 2.10 wyznaczono parametry termodynamiczne procesu tworzenia si¢ kompleksu
pomiedzy 6-Fe-O-Me-TACV a HP-B-CD. Maja one nastepujace wartosci: AH = -18.75 kJ mol™,
A4S =-19.03 I mol™ oraz AG = -13.1 ki mol ™,

83



7.0 7

6-Fe-O-Me-TACV + HP-B-CD
6.5 4
InK ] pH=5.5

6.0
5.5

] [ |
5.0 —/./

| |

45 InK = -2.29 + 2256.51(1/T)
4.0 AH =-18.8 (k] mol™)

1 AS = -19.03 (J mol™)
357 298 K: AG =-13.1 (kJ mol™)
30 T T T T T

0.00315 0.00320 0.00325 0.00330 0.00335
1/T (1/K)

Rys. 2.10. Zaleznosé In Ks od (1/T) dla kompleksow 6-Fe-O-Me-TACV (11) z HP-B-CD.

W tabeli 2.10 podane zostaty wartosci 4G obliczone dla 6-Fe-O-Me-TACV (11) na podstawie
zalezno$ci (2.3) i (2.4) w oparciu 0 badania rozpuszczalno$ci prowadzone w réznych

temperaturach w buforze fosforanowym o pH = 5.5.

Tabela 2.10. Warto$ci 4G obliczone dla 6-Fe-O-Me-TACV (11) na podstawie badan
rozpuszczalnosci prowadzonych w réznych temperaturach w buforze fosforanowym o pH = 5.5.

Temperatura | Stata Trwatosci | 4G = -RTInK AH 748 AG = AH-TAS
(°C) Ks (dm® mol™) (kJ mol™) (kJ mol™) (kJ mol™) (kJ mol™)
25 213 -13.28 -18.75 -5.67 -13.08
30 163 -12.83 -18.75 -5.77 -12.98
35 147 -12.77 -18.75 -5.86 -12.89
37 144 -12.80 -18.75 -5.90 -12.85
45 129 -12.84 -18.75 -6.05 -12.70

Powyzsze porownanie wartosci 4G zostalo wykonane w celu sprawdzenia poprawnosci

aproksymacji graficznej zaleznosci InK = f(1/T) i wyznaczania parametréw termodynamicznych na
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podstawie tej zaleznosci. Wartosci 4G obliczone na podstawie zaleznosci 4G = -RTInK oraz 4G
= AH-TAS r6znia si¢ w niewielkim stopniu, co sugeruje prawidlowo$¢ wyznaczenia parametrow
termodynamicznych procesu tworzenia si¢ komplekséw inkluzyjnych pomigedzy 6-Fe-O-Me-
TACYV i HP-B-CD. Podobne wnioski mozna wyciagna¢ na podstawie takich samych zaleznosci dla
pomiardéw prowadzonych w pH = 7.0, ktére przedstawia tabela nr 2.14 w dalszej czgs$ci pracy.
Badania rozpuszczalnosci 6-Fe-O-Me-TACV w réznych temperaturach wykonano réwniez
W roztworze buforowym o pH = 7.0. Przy opracowaniu wynikow doswiadczalnych wykorzystano
te same zaleznosci i procedury, ktére zastosowano dla pomiarow wykonanych w pH = 5.5.
Uzyskane doswiadczalnie wartosci stezen 6-Fe-O-Me-TACV w roztworach buforowych (bufor

fosforanowy pH 7.0) HP-B-CD o réznym st¢zeniu i w réznych temperaturach przedstawia rysunek
2.11.

5.0x10™ o
6-Fe-O-Me-TACV + HP-B-CD t =45°C
2 oot pH=7.0 t=37°C
2 ' t=35C
§ t=30°C
~ 4 | o
§ 3.0x10 {=25°C
d
&
© -4
O 2.0x10" 1
1.0x10™ 1
T T T T T T T
0.0 5.0x10” 1.0x107 1.5x107 2.0x107

Chip.p.cp (ol kg

Rys. 2.11. Wykres zalezno$ci stezenia 6-Fe-O-Me-TACV (11) od stgzenia HP-B-CD w
roztworach buforowych o pH = 7.0, w r6znych temperaturach.

Wartosci liczbowe, na podstawie, ktorych sporzadzono wykres 2.11 - przedstawia tabela
2.11, a parametry a i b prostych przedstawionych na rysunku 2.11- tabela 2.12.
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Tabela 2.11. Rozpuszczalnos¢ 6-Fe-O-Me - TACV (11) w buforowanych (bufor fosforanowy pH
= 7.0) roztworach hydroksylpropylo-p-cyklodekstryny o réznym st¢zeniu i dla ro6znych temperatur.

Lp. Chp-g-cD Cé-Fe-0-Me-TACY
(mol kg™) (mol kg™)
25 (°C) 30 (°C) 35 (°C) 37 (°C) 45 (°C)

1 0 555x10° | 7.74x10° | 1.01x10* | 1.36x10™ 1.95 x 10™
2 9.78 x 10™ 6.77x10° | 8.63x10° | 1.11x10* | 1.52x10™ 2.10 x 10™
3 1.96 x 107 7.90x10° | 1.00x10" | 1.31x10* | 1.62x10™ 2.19x 10"
4 3.91x 107 9.67x10° | 1.26x10" | 1.56x10* | 1.84x10™ 2.47 x 10™
5 5.87 x 107 1.21x10* | 1.53x10" | 1.79x10" | 2.14x10™ 2.66 x 10™
6 7.82x 107 1.41x10* | 1.73x10" | 2.01x10" | 2.37x10™ 2.92 x 10™
7 9.78 x 107 1.58x10* | 1.95x10" | 2.29x 10" | 2.63x10™ 3.18 x 10™
8 1.96 x 10” 2.65x10" | 3.06x10" | 353x10" | 3.91x10™ 450 x 10

Tabela 2.12. Parametry a oraz b rownania prostych opisujacych zalezno$¢ stezenia badanego
zwiazku Ce.pe-0-Me-TaCv, (MOl kg'l) od stezenia HP-B-CD w r6znych temperaturach z zakresu 25°C
— 45°C i przy pH roztworu rownym 7.0.

Temperatura Parametr
(°C) a b
25 5.68 x 107 1.06 x 10
30 7.89 x 10° 1.18 x 10
35 1.03x 10" 1.28 x 10
37 1.37x 10" 1.30 x 10
45 1.94 x 10" 1.30 x 10

State rownowagi K (stale trwatosci kompleksow inkluzyjnych) otrzymane na podstawie zaleznosci

(2.5) przedstawia tabela 2.13.
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Tabela 2.13. Stale trwalosci Kg kompleksow 6-Fe-O-Me-TACV z HP-B-CD w roznych
temperaturach z zakresu 25°C — 45°C obliczone na podstawie pomiaréw rozpuszczalno$ci w
buforze fosforanowym pH = 7.0 oraz Cs/C, obliczone na podstawie pomiaro6w rozpuszczalnosci.
(Cs - stezenie badanego zwiazku w roztworze HP-B-CD o stezeniu 2x102 (mol kg™?) a C, — stezenie
tego zwiazku w roztworze buforu).

Temperatura | Stala trwatosci Wozrost
(°C) Ks (dm* mol™) rozpuszczalnos$ci
CJ/Co
25 189 4.77
30 151 3.95
35 126 3.50
37 96 2.88
45 67 2.31

Korzystajac z wartosci stalych trwalosci w roznych temperaturach, obliczonych na
podstawie danych doswiadczalnych, wyznaczono zalezno$¢ liniowa InK = f (1/T). a nastgpnie
korzystajac z otrzymanych wartos$ci parametrow prostej a i b wyznaczono wartosci 4H i AS dla
procesu tworzenia si¢ kompleksow inkluzyjnych pomiedzy 6-Fe-O-Me-TACV i HP-B-CD, ktore
dla danych doswiadczalnych przedstawionych powyzej posiadaja nastepujace wartosci: AH = -
18.73 (kJ mol™), 4S = -18.95 (J mol™). Na ich podstawie obliczono AG = -13.08 (kJ mol™).
Wykres zaleznosci InK =f (1/T) przedstawia rysunek 2.12.
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Rys. 2.12. Wykres zaleznos$ci In(Ks) od (1/T) dla procesu tworzenia si¢ kompleksow inkluzyjnych
pomiedzy 6-Fe-O-Me-TACV i HP-B-CD otrzymany na podstawie badania rozpuszczalno$ci w
roznych temperaturach z zakresu 25°C — 45°C.

Na podstawie wyznaczonych wartosci wielkosci termodynamicznych obliczono wartosci

AG procesu tworzenia si¢ kompleksow pomiedzy 6-Fe-O-Me-TACV i HP-B-CD w réznych

temperaturach i poréwnano je z tymi otrzymanymi z rdéwnania (2.4). Otrzymane wyniki

przedstawiono w tabeli 2.14.
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Tabela 2.14. Warto$ci 4G obliczone na podstawie zalezno$ci (2.3) i (2.4) na podstawie badan
rozpuszczalnos$ci prowadzonych w réznych temperaturach w buforze fosforanowym o pH = 7.0

Temperatura Stata AG = -RTInK AH TAS AG = AH-TAS
(°C) Trwalo$ci (kJ mol™) (kImol™) | (kImol™) (kJ mol™)
Ks (dm* mol™)
25 189 -12,98 -18.73 -5.65 -13.08
30 151 -12.63 -18.73 -5.74 -13.00
35 126 -12.39 -18.73 -5.84 -12.89
37 96 -11.76 -18.73 -5.87 -12.86
45 67 -11.11 -18.73 -6.03 -12.7

Poréwnujac dane zawarte w tabelach 2.10 1 2.14 mozna zauwazy¢, ze wartosci parametrow
termodynamicznych wyznaczonych dla pH = 5.5 oraz pH = 7.0 niewiele si¢ r6znia, wynika to z
faktu, ze w roztworach o pH rownym 5.5 1 pH rownym 7.0 stopien protonacji czasteczki 6-Fe-O-
Me-TACV jest zblizony. W obydwu przypadkach AH, maja wartosci ujemne podobnie jak AS
oraz AG. Proces jest sterowany entalpowo, natomiast entropia zwiazana ze zmianami

konformacyjnymi przeciwdziata kompleksowaniu.

2.3.2.3 Wyznaczanie rozpuszczalnosci 6-Fe-O-Me-TACV w roztworach r6znych cyklodekstryn
(B-CD, Me-B-CD, HP-y-CD) oraz wyznaczanie statych trwatosci kompleksow z tymi
cyklodekstrynami.

Przeprowadzono rowniez badania rozpuszczalno$ci 6-Fe-O-Me-TACV w roztworach
innych cyklodekstryn o réznych rozmiarach luki oraz rodzajach podstawnikow. Stgzenie 6-Fe-O-
Me-TACYV bylo state i wynosito 2 x 10 (mol kg™). Badane byly nastepujace cyklodekstryny: a-
CD, hydrosypropylo- a-CD (HP-0-CD), B-CD, hydroksypropylo- B-CD (HP- B-CD), y-CD,
hydroksypropylo-y-CD (HP- y-CD) oraz Metylo- B-CD (M-B-CD) i trimetylo- B-CD (TM B-CD).
Cyklodekstryny rozpuszczone byly w buforze fosforanowym o pH 5.5 oraz 7.0. Badania
prowadzono w 25°C. Otrzymane wyniki pokazaly znaczacy wzrost rozpuszczalno$ci 6-Fe-O-Me-
TACV w roztworach cyklodekstryn o wigkszych rozmiarach luki tzn. B 1 y. Jednak najwigkszy

wzrost otrzymano dla HP-B-CD.
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Do dalszych badan wybrano wigc nastgpujace cyklodekstryny: B-CD, M-B-CD oraz HP-y-
CD. Wyznaczono rozpuszczalno$é 6-Fe-O-Me-TACV w roztworach wybranych cyklodekstryn o
roznych stezeniach z zakresu 10 do 2 x 10 (mol kg™) w temperaturach 25°C i 37°C i przy pH
badanych roztworéw 5.5 oraz 7.0. Na podstawie otrzymanych wynikéw okreslono stale trwatosci
powstajacych ~ kompleksow  inkluzyjnych.  Stezenia  6-Fe-O-Me-TACV  o0znaczano

spektrofotometrycznie. Otrzymane wyniki przedstawione sa na rysunkach 2.13 — 2.15 i w tabelach
2.15-2.23.

B-CD
Na podstawie wstgpnie przeprowadzonych pomiaréw stwierdzono, ze w roztworach [3-
cyklodekstryny nastgpuje wzrost st¢zenia badanego zwiazku w stosunku do roztworu, ktory nie

zawiera cyklodekstryny. Dane doswiadczalne otrzymane podczas pomiard6w rozpuszczalnosci

przedstawione zostaly na rysunku 2.13 i w tabeli 2.15.

2.5x10™ 1
. 6-Fe-O-Me-TACV +B-CD
Ej
— 4 | H=7.0
é 2.0x10 p =37°C
v% pH=5.5
S
S 1.5x10% -
<Q
v
- _
D\c pH—70 t:250C
1.0x10™ - PH=5.5
5.0x10°
' 1 ' 1 ' 1
0.0 5.0x10° 1.0x10” 1.5x107

Cp.cp (Mol ke')

Rys. 2.13. Wykres zalezno$ci stezenia 6-Fe-O-Me-TACV od stezenia p-CD w roztworach
buforowych o pH = 5.5 i pH = 7.0 w temperaturach 25°C i 37°C.



Tabela 2.15. Rozpuszczalnosc¢ 6-Fe-O-Me-TACV w buforowanych ( bufor fosforanowy pH = 5.5

i pH = 7.0) roztworach B-cyklodekstryny o réznym stezeniu w 25°C i 37°C.

p Cscp Cé- Fe-0-Me - TACV
(mol kg™ (mol kg™)
pH=5.5 pH=7.0
25°C 37°C 25°C 37°C

1 0 482x10°| 9.94x10°| 555x10” 1.28 x 10™
2 9.89 x 10™ 559x10°| 1.07x10"| 6.20x10” 1.34 x 10™
3 1.98 x 107 6.13x10° | 1.17x10"| 6.78x10° 1.43 x 10™
4 3.97 x 107 7.12x10°| 1.31x10%| 7.94x10° 1.55 x 10™
5 5.93x107 8.38x10° | 1.46x10"| 9.04x10” 1.68 x 10"
6 7.92 x 107 9.46x10°| 1.59x10"| 1.02x10™ 1.78 x 10™
7 9.89 x 107 1.06 x10* | 1.76x10*| 1.14x10™ 1.93 x 10™

Parametry prostych a i b przedstawia tabela 2.16, a wartosci statych trwatosci (Ks) i wzrost
rozpuszczalno$ci w roztworach cyklodekstryn w stosunku do roztworu, ktory nie zawierat

cyklodekstryny (Cs/C,) przedstawia tabela 2.17.

Tabela 2.16. Parametry a oraz b rownania prostych opisujacych zalezno$¢ stezenia badanego
zwiazku C-re.o-me-Tacy (Mol kg™) od stezenia B-CD w temperaturach 25°C i 37°C i przy
pH=55ipH=7.0.

Parametr
Temperatura
(°C)
pH=5.5 pH=7.0
a b a b
o5 4.93x10° | 5.72x10° | 5.60x 10> | 5.83 x 10°
37 1.00x 10" | 759 x 10° | 1.29x 10" | 6.48 x 107
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Tabela 2.17. Stale trwalosci Ks kompleksow 6-Fe-O-Me-TACV z B-CD obliczone na podstawie
pomiaréw rozpuszczalnoéci w buforze fosforanowym o pH=5.5 i pH = 7.0 w temperaturach 25°C
— 37°C oraz wzrost rozpuszczalnosci (Cs/C,) badanego zwiazku w roztworze cyklodekstryny o

stezeniu 2 x107 (mol kg™) w stosunku do roztworu buforowego, ktory zawierat cyklodekstryny.

pH=5.5 pH=7.0
Temperatura
(°C)
Ks Cs/CO Ks CS/CO
(dm®mol) (dm*mol)
25 116 2.2 105 2.05
37 76 1.85 51 1.51

M-B-CD

Na podstawie wstgpnych badan stwierdzono podwyzszenie rozpuszczalnosci 6-Fe-O-Me-
TACV w roztworach metylo-B-cyklodekstryny w stosunku do roztworu, ktory nie zawierat
cyklodekstryny. Zalezno$¢ rozpuszczalnosci badanego zwiazku w roztworach metylo-p-

cyklodekstryny od stgzenia cyklodekstryny przedstawiono na rysunku 2.14
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Rys. 2.14. Wykres zaleznosci st¢zenia 6-Fe-O-Me-TACV od stgzenia Me-p-CD w roztworach
buforowych o pH = 5.5 i pH = 7.0 w temperaturach 25°C i 37°C.

Dane na podstawie ktorych wykreslono proste przedstawione na rysunku 2.14 zawiera tabela 2.18.

Tabela 2.18. Rozpuszczalnos¢ 6-Fe-O-Me - TACV w buforowanych ( bufor fosforanowy
pH =5.5 i pH = 7.0) roztworach Me-B-CD o réznym stezeniu w temperaturach 25°C i 37°C.

Lp. | Cmpco Cé-Fe-0-Me-TACV
(mol kg™) (mol kg™)
pH=55 pH=7.0
25°C 37°C 25°C 37°C

1 0 555x10°| 1.18x10*| 5.55x10° 1.10 x 10™
2 8.39 x 10™ 6.12x10°| 1.27x10*| 5.83x10° 1.17 x 10™
3 1.84 x 10™ 6.88x10°| 1.35x10%| 6.41x10° 1.27 x 10™
4 3.92 x10™ 860x10°| 1.63x10*| 7.22x10° 1.43 x10™
5 5.27 x 10™ 1.00x10% | 1.82x10%| 7.88x10° 1.59 x 10™
6 7.58 x 10™ 1.15x10% | 2.12x10%| 8.76x10” 1.77 x 10™
7 9.66 x 10™ 1.37x10% | 236x10%| 9.64x107 1.99 x 10™
8 1.78 x 10° 219x10%| 3.45x10%| 1.41x10" 2.70 x 10™
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Tabela 2.19 zawiera parametry prostych a i b a tabela 2.20 warto$ci stalych trwatosci Ks oraz
wzrost rozpuszczalnosci 6-Fe-O-Me-TACV (C4/C,) w roztworach Me-p-CD.

Tabela 2.19. Parametry a i b rownania prostych opisujacych zalezno$¢ st¢zenia badanego zwiazku
Cé-re-0-Me-Tacy, 0d stezenia Me-B-CD w temperaturach 25°C i 37°C i przy pH roztworu rownym
55i7.0.

Parametry roOwnania (2)
Temperatura
0 pH=5.5 pH=7.0
a b a b
25 5.16 x 10° | 9.15x 107 | 5.39 x 10 | 4.74 x 107
37 1.14x 10" | 1.29x 107 | 1.10 x 10* | 9.03 x 10°

Tabela 2.20. Stale trwalo$ci Ks kompleksow 6-Fe-O-Me-TACV z Me-B-CD obliczone na
podstawie pomiaréw rozpuszczalnosci w buforze fosforanowym o pH =55 1i pH =70 w
temperaturach 25°C — 37°C oraz wzrost rozpuszczalnosci (Cs/Co) badanego zwiazku w roztworze
cyklodekstryny o stezeniu 2 x 10 (mol kg™*) w stosunku do roztworu buforowego bez

cyklodekstryny.

pH=5.5 pH=7.0
Temperatura
(°C)
Ks Cs/CO Ks CS/CO
(dm3mol™) (dm™ mol™)
25 174 3.90 88 2.54
37 113 2.92 83 2.45

HP-y-CD
Podczas wstegpnych badan stwierdzono zwigkszenie rozpuszczalnosci 6-Fe-O-Me-TACV

réwniez w roztworach HP-y-CD. Wyniki badan rozpuszczalno$ci badanego zwiazku w
buforowanych roztworach HP-y-CD o réznych stezeniach w 25°C i 37°C przy pH = 5.5 oraz pH =

7.0 przedstawione sa na rysunku 2.15 oraz w tabeli 2.21.
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Rys. 2.15. Wykres zalezno$ci stezenia 6-Fe-O-Me-TACV od stezenia HP-y-CD w roztworach

buforowych o pH = 5.5 i pH = 7.0 w temperaturach 25°C i 37°C.

Tabela 2.21. Rozpuszczalnos¢ 6-Fe-O-Me-TACV w buforowanych ( bufor fosforanowy
pH =5.5 i pH = 7.0) roztworach HP-y -CD o réznym stezeniu w 25°C i 37°C.

Lp CHP-y-CD Cé-Fe-0-Me-TACY
(mol kg™ (mol kg™
pH=55 pH=7.0
25°C 37°C 25°C 37°C

1 0 555x10° | 1.20x10%| 5.37x10° 1.27 x 10™
2 8.73 x 10™ 6.37 x10° | 1.28x10*| 6.05x10° 1.44 x 10™
3 1.78 x 107 6.95x10°| 1.44x10*| 7.00x10° 1.61 x 10™
4 3.56 x 10 7.82x10°| 166x10"| 8.84x107 1.82 x 10™
5 5.34 x 107 896x10°| 1.88x10*| 1.08x10* 2.09 x 10™
6 7.09 x 10° 1.02x10%| 211x10%| 1.24x10" 2.41x 10
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7 8.90 x 10° 1.13x10%| 230x10%] 1.40x10* 2.59 x 10™
8 1.78 x 10 1.67x10%| 3.34x10%| 2.33x10" 4.04 x 10

Tabela 2.22 zawiera parametry prostych a i b natomiast tabela 2.23 wartoSci statych
trwatosci Ks oraz wzrost rozpuszczalnosci (Cs/C,) badanego zwiazku w roztworze cyklodekstryny
o stezeniu 2 x 102 (- mol kg™) w stosunku do roztworu buforowego bez cyklodekstryny w 25°C i
37°C.

.Tabela 2.22. Parametry a i b rownania prostych opisujacych zaleznos¢ st¢zenia badanego zwiazku
Ce-re-o-Me-Tacv 0d stezenia HP-y-CD w temperaturach 25°C i 37°C i przy pH roztworu réwnym
55i7.0.

Parametr
Temperatura
(°C) PH=55 pH=7.0
a b a b
25 5.72x10” | 6.20x 10 | 5.23x 10 | 1.01 x 10
37 1.22x 10" | 1.20x10* | 1.29 x 10* | 1.53 x 10”

Tabela 2.23. Stale trwalo$ci Ks kompleksow 6-Fe-O-Me-TACV z HP-y-CD obliczone na
podstawie pomiaréw rozpuszczalno$ci w buforze fosforanowym o pH =55 i pH =70 w
temperaturach 25°C — 37°C oraz wzrost rozpuszczalnosci (Cs/C,) badanego zwiazku w roztworze
cyklodekstryny o stezeniu 2 x 10 (mol kg™*) w stosunku do roztworu buforowego bez
cyklodekstryny.

pH =5.5 pH=7.0
Temperatura
(°C)
Ks CJCo Ks CJ/Co
(dm*mol %) (dm*mol ™)
25 109 3.01 196 4.34
37 99 2.78 120 3.18

W celu pordwnania wzrostu rozpuszczalnosci 6-Fe-O-Me-TACV w tabeli 2.24 zebrano
warto$ci Wzrostu rozpuszczalno$ci oraz wartosci stalych trwalosci, $§wiadczacych o udziale
kompleksowania w podwyzszaniu rozpuszczalnos$ci. Dane zebrane w tabeli 2.24 zaprezentowane

sa rOwniez na rysunku 2.16.
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Tabela 2.24. Zestawienie wartosci statych trwatosci kompleksow 6-Fe-O-Me-TACV z wybranymi
cyklodekstrynami oraz wzrostu rozpuszczalnosci Cs/Co pochodnej acyklowiru w buforowanych

roztworach tych cyklodekstryn o stezeniu 2x10? (mol kg™)

Cyklodekstryna |  T(°C) pH =55 pH=7.0

Ks Cy/Co Ks CJ/Co
(dm® mol™) (dm® mol™)

B-CD 25 116 2.20 105 2.05
37 76 1.85 51 1.51
HP- B-CD 25 213 5.07 189 4.77
37 144 3.76 151 3.95
Me- B-CD 25 174 3.90 88 2.54
37 113 2.92 83 2.45
HP-y-CD 25 109 3.01 196 4.38
37 99 2.78 120 3.18
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Rys. 2.16. Poréwnanie wzrostu rozpuszczalnosci (Cs/Co) 6-Fe-O-Me-TACV w roztworach
badanych cyklodekstryn o stezeniu 2x10 (mol kg™).

Z danych zawartych w tabeli 2.24 oraz na rysunku 2.16 wynika, ze najwyzsze stale
trwalo$ci oraz wzrost rozpuszczalnos$ci osiagnigto stosujac HP-B-CD, jednak rowniez inne
podstawione B-cyklodekstryny, ktorych przyktadem jest Me-B-CD, moga kompleksowaé te
pochodna acyklowiru. Sa one jednoczesnie bardziej efektywne niz niepodstawiona [-CD.
Wythumaczeniem tego zjawiska moze by¢ fakt, ze podstawniki wydtuzaja luke cyklodekstrynowa,
czego wynikiem jest bardziej skuteczne kompleksowanie czasteczki 6-Fe-O-Me-TACV, ktora ma
plaska liniowa budowg. Z powyzszych danych wynika réwniez, ze cyklodekstryny o wigkszych
rozmiarach luki takie, jak y-cyklodekstryna i jej pochodne, moga skutecznie kompleksowaé te
pochodna acyklowiru a przez to podwyzsza¢ jej rozpuszczalno$¢ w roztworach wodnych.

W celu okreslenia wptywu 1-oktanolu na rozpuszczalnos¢ badanej pochodnej w roztworze
cyklodestryny wykonano badania rozpuszczalnosci 6-Fe-O-Me-TACV w buforze o pH = 5.5 i pH
= 7.0 nasyconym oktanolem, buforach nasyconym oktanolem jednocze$nie zawierajacym HP-p-
CD oraz w 1-oktanolu nasyconym danym buforem, a nast¢gpnie te dane pordwnano z
rozpuszczalno$cia w odpowiednim buforze oraz buforze zawierajacym HP-B-CD. Wyniki tych
badan zawiera tabela 2.25 oraz rysunek 2.17 (A i B).
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Tabela 2.25. Porownanie rozpuszczalnosci 6-Fe-O-Me-TACV w buforze fosforanowym o pH =
55 1 pH = 7.0, buforze fosforanowym zawierajacym 2x107 (mol kg?) HP-p-CD, buforze
nasyconym 1-oktanolem, buforze nasyconym 1-oktanolem zawierajacym HP-B-CD oraz 1-
oktanolu nasyconym buforem.

Sklad roztworu Cé.re-o-meTacy (Mol kg™)
pH=5.5 pH=7.0
25°C 37°C 25°C 37°C

Bufor 4.82x10° |9.94x10° |550x10° |[1.36x10"
Bufor + HP-B-CD | 2.44x 10" |3.74x10" |2.65x10" |3.91x10™
Bufor nas. okt. 7.42x10° [1.27x10* [5.87x10° |1.39x10*
Bufor nas. okt. + | 4.03x10° |7.70x10° |4.03x10° |8.06x 10>
HP-B-CD

Oktanol nas. buf. | 4.73x10* |7.41x10* |4.85x10> |8.82x10*
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Rys. 2.17. Poréwnanie rozpuszczalnosci 6-Fe-O-Me-TACV w buforze fosforanowym o pH = 5.5
(A) i pH = 7.0 (B) zawierajacym 2 x 10 (mol kg™), buforze nasyconym 1-oktanolem, buforze
nasyconym 1-oktanolem zawierajacym HP-B-CD oraz 1-oktanolu nasyconym buforem.
Tricykliczne pochodne acyklowiru, posiadajace podstawniki aromatyczne, sa stabo
rozpuszczalne w wodzie oraz roztworach wodnych natomiast sa dobrze rozpuszczalne w 1-
oktanolu. Zastosowanie HP-B-CD powoduje wzrost rozpuszczalnosci tych pochodnych w
roztworach wodnych, jednak po dodaniu 1-oktanolu do wodnego roztworu cyklodekstryny
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rozpuszczalno$¢ spada. Powodem takiego zjawiska prawdopodobnie jest konkurencyjne wiazanie
1-oktanolu przez cyklodekstryng [126]. Podobne zalezno$ci mozna zaobserwowaé wyznaczajac
rozpuszczalno$é 6-Fe-O-Me-TACV w roztworze wodnym HP-B-CD nasyconym 1-oktanolem.
Rozpuszczalnos¢ 6-Fe-O-Me-TACV znaczaco maleje w stosunku do roztworu cyklodekstryny,
ktéry nie zawierat 1- oktanolu. Te zaleznosci ilustruja dane zawarte w tabeli 2.25 oraz na rysunku
2.17. Fakt zwigkszania rozpuszczalnosci tricyklicznych pochodnych acyklowiru w roztworach
wodnych poprzez kompleksowanie ich przez HP-B-CD oraz latwe uwalnianie ich przy kontakcie z
1-oktanolem moze mie¢ znaczenie podczas dostarczania tych substancji, ktore sa potencjalnymi

lekami, do komorek w organizmach zywych.

2.3.3 Badania ekstrakcjne tricyklicznych pochodnych acyklowiru
Proces ekstrakcji woda - 1-oktanol jest modelem procesow zachodzacych w organizmach
zywych na granicy faz, ktore stanowia ptyny ustrojowe oraz btona komérkowa. W tym przypadku

wspotczynnik podziatu pokazuje zdolno$¢ danej substancji do wnikania do blony komorkowe;.

2.3.3.1 Wyznaczanie wspotczynnikdw podziatu tricyklicznych pochodnych acyklowiru pomigdzy
faze wodna i 1-oktanol
Badania ekstrakcyjne prowadzono w celu wyznaczenia wspotczynnikéw podziatu
pomigdzy faz¢ organiczna i wodna.
Wspobdiezynnik podziatu zostat wyznaczony, jako:
C
k%v = é

gdzie: C, — stezenie danej substancji w fazie 1-oktanolowej

(2.6)

Cw - stezenie danej substancji w fazie wodnej.

Podczas eksperymentéw ekstrakcyjnych stwierdzono, ze wspotczynniki podziatu danej
substancji nie zaleza od poczatkowego stgzenia tej substancji w fazie wodnej. Wspolczynniki
podziatu acyklowiru, gancyklowiru oraz pochodnych acyklowiru 1-12 oraz wartosci ilorazow
rozpuszczalno$ci w 1-oktanolu do rozpuszczalnosci w wodzie i rozpuszczalno$ci w 1-oktanolu
nasyconym woda do rozpuszczalno$ci w wodzie nasyconej 1-oktanolem przedstawia tabela 2.26.

Wartosci tych ilorazow wyznaczono na podstawie danych rozpuszczalno$ci zawartych w tabeli 2.2.
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Tabela 2.26. Wspdlczynniki podziatu 1-oktanol — woda (kow) dla substancji 1-12, stosunek
rozpuszczalno$ci tych substancji w 1-oktanolu do rozpuszczalnosci w wodzie (Co/Cy) |
rozpuszczalno$ci W 1-oktanolu nasyconym woda do rozpuszczalnosci w wodzie nasyconej 1-
oktanolem (Cow/Cuo).

L.p. [Nazwa zwiazku Komw Co/Cuw Cow/Cuo
1 ACV 0.036 0.026 0.048
2 Br-ACV 0.544 0.430 0.802
3 GCV 0.017 0.013 0.035
4 TACV 0.138 0.046 0.157
5 6-Me-TACV 0.205 0.173 0.274
6 2-Br-6-Me-TACV 0.780 0.108 0.816
7 6-t-But-TACV 4.13 5.16 2.62
8 6-Fe-TACV 351 28.40 5.36
9 6-Fe-Fe-TACV 3.10 8.90 3.10
10 |6-Br-Fe-TACV 3.54 2.14 1.65
11 |6-Fe-O-Me-TACV 2.43 7.62 2.84
12 |6-Naft-TACV 3.54 4.37 3.58

Na podstawie danych zawartych w tabeli 2.26 mozna zauwazy¢, ze wspdtczynniki podziatu
substancji 1-12 wykazuja podobna zalezno$¢ jak rozpuszczalnos¢ tych substancji w 1-oktanolu lub
1-oktanolu nasyconym woda, (tabela 2.2 i .rysunek 2.2). Substancje 1-6, tzn. acyklowir,
gancyklowir oraz pochodne acyklowiru posiadajace podstawniki alkilowe lub halogenkowe maja
wspofczynniki podziatu 1-oktanol — woda mniejsze od jednosci. Wspolczynniki podziatu
acyklowiru oraz gancyklowiru, stosowanych jako leki, sa wyjatkowo niskie i nie przekraczaja 0.01.
Z definicji wspotczynnika podziatu wynika, ze przy kontakcie fazy wodnej z faza organiczng ich
stezenie w fazie wodnej jest wigksze niz w fazie organicznej. Ma to odniesienie do absorpcji tych
substancji z ptynow ustrojowych do komorek przez blong komérkowa. Absorpcja leku, ktora w
przypadku jest niska moze znaczaco obniza¢ efekt terapeutyczny [127]. Substancje 8-12
posiadajace podstawniki aromatyczne maja wspotczynniki podziatu wigksze od jednos$ci, wige ich
przejscie z fazy wodnej do fazy l-oktanolowej jest latwiejsze. Do tej grupy nalezy réwniez

tricykliczna pochodna acyklowiru 6-t-But-TACV (7), ktorej duzy, hydrofobowy, podstawnik tert-
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butylowy ulatwia transfer z fazy wodnej do fazy 1-oktanolowej. Wartosci wspdtczynnikow
podziatu 1-oktanol-woda dla substancji 1-12 przedstawia rysunek 2.18.

Tabela 2.26 obok wspdlczynnikow podzialu zawiera réwniez wartosci ilorazow
rozpuszczalnosci danych substancji w 1-oktanolu do rozpuszczalno$ci w wodzie, oraz
rozpuszczalno$ci w 1-oktanolu nasyconym woda do rozpuszczalnosci w wodzie nasyconej 1-
oktanolem. Warto$ci te wyznaczono na podstawie zawartych w tabeli 2.2 danych otrzymanych
podczas pomiaréw rozpuszczalnoéci wykonanych w 25°C. Poréwnanie warto$ci wspdlczynnikow
podziatlu oraz ilorazéw rozpuszczalnosci ilustruje rysunek 2.19. Wynika z niego, ze dla substancji
1-12, stosunek rozpuszczalno$ci w 1-oktanolu nasyconym woda do rozpuszczalno$ci w wodzie
nasyconej 1-oktanolem ma bardziej zblizone warto$ci do wspolczynnika podziatu niz stosunek
rozpuszczalnosci badanych substancji w czystych rozpuszczalnikach. Poréwnanie wartosci
wspolczynnikoéw podziatu oraz stosunku rozpuszczalnosci substancji 1-12 w wodzie nasyconej 1-
oktanolem oraz 1-oktanolu nasyconym woda pokazuje, Zze na podstawie wynaczonych
rozpuszczalnosci mozna oszacowa¢ mozliwos¢ transferu danej substancji z fazy wodnej do fazy

organicznej, bez przeprowadzania badan ekstrakcyjnych.

5.0
o/w ]
4.5
4.0 -
351
3.0 -
251
2.0 -
154
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0.5

0.0 -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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Rys. 2.18. Wspolczynniki podziatu 1-oktanol —~woda substancji 1-12 wyznaczone w 25°C.
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Rys. 2.19. Porownanie warto$ci wspotczynnikow podziatu 1-oktanol — woda (ko) substancji 1-12
z wartosciami ilorazoOw rozpuszczalnosci tych substancji w 1-oktanolu do rozpuszczalnosci w
wodzie (Co/Cy) oraz rozpuszczalnosci w 1-Oktanolu nasyconym woda do rozpuszczalno$ci w
wodzie nasyconej 1-oktanolem (Cow/Cuo). Dane przedstawione na wykresie wyznaczono w czasie
pomiaréw prowadzonych w 25°C.

2.3.3.2 Badania ekstrakcji 6-Fe-O-Me-TACV z roztworu wodnego do 1-oktanolu w obecnosci
cyklodekstryn

Badania ekstrakcji 6-Fe-O-Me-TACV z roztworu buforowego o pH =5.5 lub pH =7.0 do 1-
oktanolu prowadzone byly w temperaturach 25°C i 37°C w obecnosci, B-CD, HP-B-CD, Me-B-CD
oraz HP-y-CD. Na podstawie uzyskanych wynikow wyznaczono wspotczynniki podziatu Koxw
badanej substancji w 25°C i 37°C. W wyniku tak przeprowadzonych badan mozna uzyska¢ wyzsze
stezenia danego zwiazku (leku) w fazie organicznej, np. blonie komorkowej, gdyz obecnosé
cyklodekstryny umozliwia uzyskanie wyzszych stezen w fazie wodnej, a nastgpnie poprzez
inkluzje 1-oktanolu, substancja jest fatwo uwalniana z luki cyklodekstrynowej do fazy
organicznej. Proces ten wspomaga przechodzenie pochodnych acyklowiru z fazy wodnej do fazy

organicznej.
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Wyniki badan zostaly przedstawione w postaci tabel i wykresow. Rysunek 2.20
przedstawia wartosci wspOlczynnikow podziatu oktanol-woda (Kqw) 6-Fe-O-Me-TACV z fazy
wodnej zawierajacej rézne cyklodekstryny do fazy 1-oktanolowej. Wartosci wspolczynnikow

podzialu przedstawiaja tabele 2.27 i 2.28.

B pH = 5.5, 25°C
B pH = 5.5,37°C
B pH = 7.0, 25°C
B pH = 7.0, 37°C

Bufnokt BCD HPBCD MBCD HPGCD
Cyklodekstryna

Rys. 2.20. Wspotczynniki podziatu (Kow) 6-Fe-O-Me-TACV pomiedzy faze 1-oktanolowa i faze
wodna podczas ekstrakcji prowadzonej w 25°C lub 37°C, gdy faze wodna stanowily roztwory
buforowe (bufor fosforanowy pH = 5.5 i pH = 7.0), lub te same roztwory buforowe zawierajace
wybrane cyklodekstryny o stezeniu 10 (mol kg™), a faze organiczna stanowit 1-oktanol.

Badania ekstrakcyjne wskazuja, ze podczas ekstrakcji z udziatem cyklodekstryn
obserwujemy wyzsze wspotczynniki podzialu pomigdzy fazg organiczna i1 faz¢ wodna dla
pochodnej acyklowiru 6-Fe-O-Me-TACV niz przypadku zastosowania czystego buforu lub buforu
nasyconego 1-oktanolem. Przy zastosowaniu HP-B-CD, ktora najefektywniej kompleksuje 6-Fe-O-
Me-TACV, obserwujemy wplyw temperatury na warto$¢ wspolczynnikow podziatu - w 25°C
osiagaja one wyzsze warto$ci niz w 37°C. Moze to byé zwiazane z silniejszym kompleksowaniem
1-oktanolu w 25°C i wynikajacym z tego latwiejszym uwalnianiem pochodnej acyklowiru w tej

temperaturze niz w 37°C.

105



Tabela 2.27. Stezenia 6-Fe-O-Me-TACV (Ce.re-o-me-Tacv) W fazie wodnej i n-oktanolu oraz wspotczynniki podziatu badanego zwiazku pomigdzy
te dwie fazy. Faz¢ wodna stanowit bufor fosforanowy o pH = 5.5 lub bufor zawierajacy wybrane cyklodekstryny. Tabela zawiera rowniez
stezenie badanego zwiazku (Ce-re-0-me-tacy) Oraz cyklodekstryny (Ccp) w fazie wodnej przed rozpoczeciem ekstrakceji.

Sktad fazy Cep Cb.Fe-0-Me-TACY t=25°C t=37°C
wodnej w fazie (poczatkowe)
pH=25.5 wodnej w fazie Cé-Fe-0-Me-TACV Cé-re-0-Me-TACV | Ko Cé-re-0-Me-TAcv | Co-re-0-Me-TACY | Komw
(mol kg™) wodnej faza wodna n-oktanol faza wodna n-oktanol
(mol kg™) (mol kg™) (mol kg™) (mol kg™) (mol kg™)
Buf. n. okt 0.0 4.42 x 107 1.93x 10° 2.48x10° | 1.29 | 2.04x10” 2.38x10° | 1.17
Buf + B-CD 9.97 x 10-3 8.25 x 10™ 1.87 x 10™ 6.37x10° | 3.40 | 2.08x10” 7.32x 107 3.52
Buf+ HP-B-CD 9.96 x 10-3 1.20 x 10™ 1.55x 10" 1.04x10° | 6.71 | 2.31x10” 9.66 x10° | 4.8
Buf + M-p-CD 9.87 x 10-3 9.97 x 10® 1.53 x 10” 8.44x10° | 552 | 1.46x10° 8.62 x 10™ 5.9
Buf+ HP-y-CD 9.82 x 10-3 7.12 x 10” 1.26 x 10” 586x10° | 464 | 1.21x10° 591x10° | 4.87
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Tabela 2.28. Stezenia 6-Fe-O-Me-TACV (Ce-re-0-me-Tacv) W fazie wodnej i 1-oktanolowej oraz wspotczynniki podziatu (Koww) badanego zwiazku
pomigdzy te dwie fazy. Faz¢ wodna stanowit bufor fosforanowy o pH = 7.0 lub bufor zawierajacy wybrane cyklodekstryny. Tabela zawiera

réwniez stezenie badanego zwiazku (Cs.re-0-me-Tacv) 0raz cyklodekstryny (Ccp) w fazie wodnej przed rozpoczeciem ekstrakcji.

Sktad fazy Cep Cb.Fe-0-Me-TACY t=25°C t=37°C
wodnej w fazie poczatkowe
pH=7.0 wodnej w fazie
(mol kg™) wodnej Cé-re-o-Me-Tacv | Ce-re-o-meTacy | Kow | Ce.Fe-o-me-tacy | Ce-re-0-Me-Tacy | Kow
(mol kg™) faza wodna oktanol faza wodna n-oktanol
(mol kg™ (mol kg™ (mol kg™ (mol kg™
Buf. n. okt 0.00 473 x10° 1.08 x 10°® 3.48x10° | 322 | 1.05x10” 3.67x10° | 3.49
Buf+ B-CD 9.99 x 1073 7.76 x 10° 1.42 x10” 6.37x10° | 450 | 1.43x10” 6.33x10° | 4.43
Buf+ HP-B-CD | 9.95x 10° 1.21 x 10™ 2.01x10° 1.04x10* | 517 | 2.44x10° 9.64x10° | 3.96
Buf + M-B-CD 9.82 x 107 1.18 x 10 2.66 x 10” 8.44x10° | 3.18 | 2.63x10” 9.19x10” | 3.49
Buf+ HP-y-CD | 9.89x10° 7.28x10° 1.86 x 10” 586x10° | 3.15 | 1.97x10” 5.31x10° | 2.70
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W przypadku pozostatych cyklodekstryn oraz buforow obserwujemy wigksza
zalezno$¢ wspdtczynnikdw podziatu od pH tzn. formy w jakiej wystepuje substancja niz od
temperatury. Podczas ekstrakcji z buforu nasyconego 1-oktanolem oraz buforu zawierajacego
B-CD, wicksze wspdtczynniki podziatu uzyskujemy dla pH = 7.0, a gdy faza wodna zawiera
Me-B-CD lub HP-y-CD wigksze wspotczynniki podziatu obserwujemy przy pH = 5.5. Takie
rezultaty wynikaja z wielu roznych czynnikoéw fizykochemicznych. Ustalenie ich wptywu na
wielko$¢ wspdtezynnikow podziatu wymaga dalszych szczegdlowych badan, ktore nie byly
przedmiotem tej pracy. Ogdlnie mozemy stwierdzi¢, ze podczas ekstrakcji z roztworu
wodnego do 1-oktanolu, tricyklicznej pochodnej acyklowiru 6-Fe-O-Me-TACYV,
charakteryzujacej si¢ bardzo niska rozpuszczalnoscia w fazie wodnej, zastosowanie
cyklodekstryn umozliwia osiagnigcie wyzszych stezeh w fazie organicznej niz wtedy, gdy
cyklodekstryny nie byly stosowane. Ma to szczegdlnie duze znaczenie w przypadku
substancji, ktore sa potencjalnymi lekami, a niska rozpuszczalno$¢ w roztworach wodnych

ogranicza absorpcje tej substancji przez komorki w organizmach zywych.

2.3.4 Badania *H NMR.

Badania 'H NMR w D,O przeprowadzono w celu potwierdzenia tworzenia sig
kompleksow inkluzyjnych wybranych cyklodekstryn z tricyklicznymi  pochodnymi
acyklowiru, bedacymi przedmiotem tej pracy. Duzym problemem byto uzyskanie roztworow
o odpowiednim do badan st¢zeniu w przypadku pochodnych posiadajacych podstawniki
aromatyczne ze wzgledu na bardzo niska rozpuszczalno$¢ w D,O. Badania 'H NMR
prowadzono dla roztworéw TACV, 6-t-But-TACV, 6-Fe-TACV o stezeniu 5x10° (mol kg™)
oraz 6-Fe-O-Me-TACV o stezeniu 2x10™ (mol kg™) oraz cyklodekstryn HP-B-CD i p —CD o
stezeniach 5x10° oraz 5x10” (mol kg™), a takze roztworéw zawierajacych zaréwno
cyklodestryny w w/w stezeniach jak i pochodne acyklowiru.

W roztworach HP-B-CD zaobserwowano przesunigcia sygnalow, pochodzace od
badanych zwiazkéw jak 1 od cyklodekstryny, $wiadczace o tworzeniu si¢ kompleksow
inkluzyjnych, natomiast nie zaobserwowano widocznych zmian sygnaléw w roztworach [-
CD, ktora tworzy stabsze kompleksy z badanymi zwiazkami. W przypadku TACV oraz 6-t-
But-TACV zaobserwowano bardzo niewielkie przesunigcia sygnaldow pochodzacych od
pochodnej acyklowiru oraz cyklodekstryny $wiadczace o ptytkiej inkluzji tych zwiazkéw w
luce cyklodekstryny. Podczas badan roztworéw zawierajacych 6-Fe-TACV oraz HP-B-CD
przesunigcia sygnalow pochodzacych od pochodnej acyklowiru oraz cyklodekstryny sa
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wigksze 1 wskazuja na inkluzje podstawnika fenylowego do luki HP-B-CD
pokazane sa na rysunkach 2.21 1 2.22.

3 6-Fe-TACV Ha  Hb

.JL._. _J‘m — J'L A

H, H, H, Hy H,
8.2 8.0 78 76 74
&'Hyppm

. Zalezno$ci te

Rys. 2.21. Widma *H NMR roztworéw TACV/(A) oraz 6-Fe-TACV (C) w D20 o stezeniu 5
x10® (mol kg™) zarejestrowane w 25°C oraz ich mieszanin z HP-B-CD o stechiometrii 0 1:1

(BiD).
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Rys. 2.22. Schematyczna lokalizacja alifatycznych protondw w pierscieniu makrocyklicznym
HP-B-CD (A) oraz widma ‘H NMR tej cyklodekstryny o stezeniu 5x107° (mol kg™) w D,O w
25°C (B) oraz jej mieszaniny z 6-Fe-TACV o stechiometrii 1:1.

Rysunek 2.22 pokazuje brak oddziatywan 6-Fe-TACV z protonami 1°, 2°, 4°,
znajdujacymi na zewnatrz luki cyklodekstryny oraz oddziatywania z protonami 3’ i 5’
znajdujacymi si¢ wewnatrz luki.

Podobne oddziatywania zaobserwowano dla roztworo6w zawierajacych mieszaning
6-Fe-O-Me-TACV oraz HP-B-CD. Zmiany sygnalow pochodzacych od protonow
zlokalizowanych wewnatrz luki makrocyklicznej cyklodekstryny (3 i 5°) $wiadcza o
obecnosci kompleksu inkluzyjnego pomigdzy 6-Fe-O-Me-TACV oraz HP-B-CD w roztworze
D,0. Niestety, zbyt niska rozpuszczalno$¢ tej substancji w D2O uniemozliwita obserwacje
przesunig¢ sygnalow protonéw pochodzacych od 6-Fe-O-Me-TACV. Widma 'H NMR
roztworow zawierajacych 6-Fe-O-Me-TACV oraz HP-B-CD przedstawia rysunek 2.23.
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Rys. 2.23. Schematyczna lokalizacja alifatycznych protondw w pierscieniu makrocyklicznym
HP-B-CD (A) oraz widma "H NMR tej cyklodekstryny o stezeniu 5x10™ (mol kg™?) w D20 w
25°C (B) oraz jej mieszaniny z 6-Fe-O-Me-TACV o stezeniu 2x10™ (mol kg™ (C).

Przedstawione widma potwierdzaja obecnos$¢ kompleksow inkluzyjnych w roztworach
zawierajacych cyklodekstryny oraz badane tricykliczne pochodne acyklowiru. W przypadku
niepodstawionej pochodnej oraz posiadajacej podstawnik alkilowy kompleksowanie jest
stabe, a wiazana czasteczka jest tylko czeSciowo umiejscowiona w luce cyklodekstryny.
Stwierdzono rowniez, ze w przypadku pochodnych posiadajacych podstawniki aromatyczne,
sa one wigzane w luce cyklodekstryny, co umozliwia rozpuszczenie tej czasteczki.

Przedstawione w tej czesci pracy wyniki potwierdzaja wyniki badan rozpuszczalno$ciowych.

2.3.5 Wyznaczanie wartosci pKa dla pochodnych acyklowiru

Wyznaczenie warto$ci pKa dla danej substancji jest bardzo istotne, gdyz stopien
jonizacji wplywa na jej wlasnos$ci fizykochemiczne. Podczas wyznaczania wspolczynnikow
ekstynkcji w roztworach buforowych o pH = 5.5 oraz pH = 7.0 stwierdzono ich zalezno$¢ od
pH, stad tez wartosci pKa =zostaly wyznaczone metoda miareczkowania
spektrofotometrycznego roztworu danej substancji poprzez dodawanie roztworu HCI lub
NaOH i pomiar pH dla kazdego punktu pomiarowego. Na podstawie zmian absorbancji danej

substancji w zalezno$ci od pH wyznaczono warto$ci pKa. Obliczenia prowadzono metoda
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opracowana przez dr hab. J. Poznanskiego w oparciu o superpozycj¢ catych widm. Algorytm
zaktada, ze widmo dla danego pH jest kombinacja liniowa widm =zatozonych form
protonowanych i nieprotonowanych zgodnie z zalezno$cia:

A=aA +bA, (2.7)
gdzie:

A - absorbancja przy danym pH

A; — absorbancja formy nieprotonowanej

A, — absorbancja formy proponowanej

a i b — wspolczynniki liczbowe

Przy takim zalozeniu wyrazenie:
a
2.8
a+b 28)
jest miara udzialu jednej z form w catkowitej absorbancji. Taka metoda pozwala na
kompensacje niedoktadnosci pomiarowych. Wyznaczona do$wiadczalnie zaleznos¢ A=f(pH)
jest dopasowywana do zaleznosci:

~ 1
1410PH-pKa

Korzystajac z tego rownania i1 postugujac si¢ metoda najmniejszych kwadratéw

(2.9)

otrzymujemy wartosci pKa i oszacowanie bledow. Analiza zalezno$ci A=f(pH) pozwala na
zidentyfikowanie obszaréow pH, w ktorych wystgpuje inna roéwnowaga proponowania.
Pozwala to na optymalny wybor widm obu form jonowych.

Miareczkowania wykonano dla tricyklicznych pochodnych acyklowiru, ktorych
rozpuszczalno$¢ badano w roztworze HP-B-CD. Widma otrzymane podczas miareczkowania
oraz otrzymane krzywe miareczkowania dla wybranych substancji przedstawiaja rysunki

2.24-2.21.
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Rys. 2.24. Widma UV tricyklicznej pochodnej acykloviru TACV (4) uzyskane przy réoznych
warto$ciach pH roztworu wodnego.
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Rys. 2.25. Krzywa miareczkowania TACV (4) otrzymana na podstawie widm pokazanych na
rysunku 2.24.
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Widma uzyskane dla tricyklicznych pochodnych posiadajacych podstawniki alkilowe
lub halogenowe, maja taki sam charakter jak widma dla niepodstawionego TACV (4),
natomiast widma substancji posiadajacych podstawniki aromatyczne maja inny charakter.
Przyktadowe widma otrzymane dla tricyklicznej pochodnej 6-Fe-TACV (8) oraz otrzymana
na ich podstawie krzywa miareczkowania przedstawiaja rysunki 2.26 1 2.27.

2.5

A
2 {

—20
—3.0
4.0
5.5
—6.0
—7.0
—8.0
—9.0
10.0

12.0

0.5

Rys. 2.26. Widma UV tricyklicznej pochodnej acykloviru posiadajacej podstawnik fenylowy
6-Fe-TACV (8) uzyskane przy roznych wartosciach pH roztworu wodnego.
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Rys. 2.27. Krzywa miareczkowania 6-Fe-TACV (8) otrzymana na podstawie widm
pokazanych na rysunku 2.26.

Wyznaczone ta metoda wartosci pKa dla wybranych tricyklicznych pochodnych acyklowiru o

réznych podstawnikach przedstawia tabela 2.29.

Tabela 2.29. wartosci pKa dla wybranych tricyklicznych pochodnych acyklowiru.

Substancja pKay pKa,
4 |TACV 2.27(£0.20); | 9.07(£0.04)
6 |2-Br-6-Me-TACV - 9.14(+0.06)
7 |6-t-But-TACV 1.85(+0.17) 9.60(£0.06)
8 |6-Fe-TACV 1.71(£0.25) 7.97(x0.07)
8.0 [46]
11 |6-Fe-O-Me-TACV 1.75(+0.20) 8.2 (£0.08)
12 |6-2-Naft- TACV 1.87(+0.13) 8.10(=0.10)

Dane zawarte w tabeli 2.28 pokazuja, Zze na podstawie danych spektrofotometrycznych

mozemy wyznaczy¢ dwie state protonowania, ktérych pKa wynosza w przyblizeniu 2 i 9 dla

tricyklicznej pochodnej acyklowiru TACV (4) oraz jej analogow podstawionych grupami
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alkilowymi 1 halogenkowymi oraz 2 1 8 dla dla pochodnych posiadajacych grupy
aromatyczne. Wprowadzenie grupy alkilowej lub halogenowej nieznacznie obniza pierwsza
stala i nieznacznie podwyzsza druga stala, a grupy aromatycznej obniza obydwie stale

protonowania.

2.3.6 Badania acyklowiru, gancyklowiru i pochodnych acyklowiru oraz ich
kompleksow z cyklodekstrynami w stanie statym - metodami analizy termicznej
(TGA 1 DSC)

Badania acyklowiru gancyklowiru i oraz pochodnych acyklowiru oraz ich kompleksow z
cyklodekstrynami prowadzono w celu wyznaczenia temperatury topnienia oraz entalpii

topnienia tych substancji.

2.3.6.1 Wyznaczanie temperatury topnienia oraz entalpii topnienia acyklowiru i jego
pochodnych metoda skaningowej kalorymetrii réznicowej (DSC)

Wyznaczanie temperatur topnienia oraz entalpii topnienia poszczego6lnych substancji
jest wazne, ze wzgledu na mozliwos¢ identyfikacji danej substancji oraz formy w jakiej
zostala otrzymana, dlatego analiza DSC jest jedna z obowiazkowych analiz danej partii
substancji w przemysle farmaceutycznym.

Dla wszystkich badanych substancji wykonano przebiegi DSC w celu wyznaczenia
temperatury topnienia oraz entalpii topnienia. Otrzymane wyniki zostaly przedstawione w
tabeli 2.30.

Tabela 2.30. Temperatury topnienia oraz entalpie topnienia dla substancji 1-12, bedacych
przedmiotem tej pracy.

L.p. | Nazwa zwiazku Temperatura Entalpia

Topnienia topnienia

(°C) (kJ mol™)
1 |ACV 248.7 26.86
2 |Br-ACvV 197.7 36.44
3 |GCV 236.0 37.88
4 | TACV 247.2 43.39
5 |6-Me-TACV 192.2 36.06
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6 |2-Br-6-Me-TACV 201.5 50.94
7 |6-t-But-TACV 205.3 38.04
8 |6-Fe-TACV 234.8 38.6
9 |6-Fe-Fe-TACV 232.5 45.43
10 |6-Br-Fe-TACV Dekompozycja -
termiczna

11 |6-Fe-O-Me-TACV 234.1 48.41
12 | 6-Naft-TACV 220.8 37.64

Analizujac wartosci temperatur topnienia i entalpii topnienia dla grupy zwiazkow,
ktore sa przedmiotem tej pracy widzimy, ze najwyzsze temperatury topnienia, roOwne
odpowiednio 248.7°C oraz 247.2°C maja zwiazki niepodstawione takie jak ACV i TACV.
Nieznacznie nizsza temperature topnienia 236°C, obserwujemy dla GCV, ktory jest
analogiem ACV, ktory posiada bardziej rozgal¢ziony tancuch cukrowy. Najnizsze
temperatury topnienia obserwujemy dla zwiazkéw posiadajacych grupy alkilowe 1
halogenowe. Temperatury topnienia takich zwiazkow leza w zakresie od 197.7°C (Br-ACV)
do 205.3 (6-t-But-TACV). Natomiast zwiazki posiadajace podstawniki aromatyczne maja
nizsze temperatury topnienia niz zwiazki niepostawione, ale wyzsze niz pochodne posiadajace
podstawniki aromatyczne. Ich temperatury topnienia leza w zakresie od 220.8°C (6-Naft-
TACV) do 234.8°C (6-Fe-TACV). Zalezno$ci dotyczace temperatur topnienia w badanej
grupy zwiazkoOw nie dotycza wartosci entalpii topnienia, ktore sa wyzsze dla zwiazkow o
wigkszej masie atomowej. Jeden z badanych zwiazkow 6-Br-Fe-TACV ulegal dekompozycji
termicznej ponizej temperatury topnienia.

Wartosci temperatury oraz entalpii topnienia uzywane sa w roznych w korelacjach i

réwnaniach stosowanych w obliczeniach fizykochemicznych [48, 49].

2.3.6.2 Wyznaczanie przebiegbw DSC dla kompleksow poszczegdlnych pochodnych
acyklowiru oraz hydroksypropylo-p-cyklodekstryny w stanie statym oraz odpowiadajacych
im mieszanin fizycznych.

Dla substancji, ktore sa kompleksowane przez cyklodekstryny wyznaczono dwa przebiegi
DSC - pierwszy dla mieszaniny fizycznej zawierajacej 10% wagowych pochodne;j

acyklowiru oraz 90% HP-B-CD, drugi dla kompleksow w stanie statym, otrzymanych
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poprzez rozpuszczenie danej substancji w wodnym roztworze HP-B-CD, a nastgpnie
odparowanie wody.

Przebiegi te poréwnano z przebiegami dla cyklodekstryny oraz czystej pochodnej acyklowiru.
Dla probek zwierajacych cyklodekstryng wykonywano zawsze dwa przebiegi, pierwszy do
150°C, aby usunaé wode z probek cyklodekstryny, a nastepny do 300°C. Przykladowe
zestawienie przebiegow dla jednej z pochodnych acyklowiru 6-Fe-O-Me-TACV przedstawia
rysunek 2.28.

0 6F-O-Me-TACV + HP-3-CD

! A

o w

Strumien ciepta (W/g)

50 100 150 200 250

Temperatura

Rys. 2.28. Przebiegi DSC HP-B-CD ( A), Kompleksu HP-B-CD z 6-Fe-O-Me-TACV (B),
mieszaniny fizycznej HP-B-CD i 6-Fe-O-Me-TACYV ( C) oraz czystego 6-Fe-Me-TACV (D).

Analiza DSC dla 6-Fe-O-Me-TACV pokazuje pik zwiazany z topnieniem tego
zwiazku przy temperaturze 243.5°C o entalpii topnienia 48 (kJ/mol), ktéry nie jest
obserwowany w probce zawierajacej kompleks. Niestety, nie jest mozliwa obserwacja
badanych probek powyzej 250°C, poniewaz HP-B-CD ulega rozkladowi, stad nie jest mozliwe
ustalenie temperatury topnienia kompleksu w tych warunkach pomiarowych. Podobne
rezultaty, tzn brak charakterystycznego piku topnienia, uzyskano dla komplekséw innych

tricyklicznych pochodnych acyklowiru.
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2.3.6.3 Wyznaczanie zawartosci wody w czasteczkach cyklodekstryn metoda
termograwimetrii (TG).

Przed wykonaniem przebiegow DSC wykonano badania termograwimetryczne
badanych substancji i stwierdzono obecno$¢ wody w czasteczce cyklodekstryn oraz ich
kompleksach z pochodnymi acyklowiru. Przebiegi TGA dla HP-B-CD przedstawia rysunek
2.29. Informacje dotyczace zawartosci wody w czasteczkach cyklodekstryn podane sa w
rozdziale 2.1 zawierajacym charakterystyke cyklodekstryn uzywanych podczas
przygotowania tej pracy.

A
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Rys. 2.29. Dwa kolejne przebiegi TGA dla tej samej probki HP-B-CD, prowadzone w
zakresie: pierwszy przebieg do 200°C (A), a drugi do 250°C (B).
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Na podstawie przebiegdw pokazanych na rysunku 2.29 mozna zauwazy¢, ze
poczatkowa zawarto$¢ wody w probee cyklodekstryny wynosita okoto 7% wagowych. Drugi
przebieg pokazuje, ze woda zostala trwale usunigta. Pozostalo ok. okoto 0.3% wody - ta

zawarto$¢ nie zmienia si¢ w kolejnych przebiegach TGA.

2.3.7 Inne badania trojcyklicznych pochodnych acyklowiru

Prowadzono réwniez proby bezposredniego wyznaczenia efektéw cieplnych procesu
kompleksowania poprzez zastosowanie kalorymetrii miareczkujacej ITC w 25°C. Niestety te
proby nie powiodly si¢ ze wzgledu na staba rozpuszczalnos¢ 6-Fe-O-Me-TACV w
roztworach buforowych. Efekty cieplne, uzyskiwane w wyniku kolejnych wstrzyknig¢, byty
zbyt mate, aby mozna wnioskowa¢ o kompleksowaniu, dlatego tez dalsze pomiary miaty za
zadanie wyznaczenie catkowitego efektu cieplnego procesu kompleksowania. Badania
przeprowadzono korzystajac z kalorymetru ITC. Do roztworu nasyconego 6-Fe-O-Me-
TACV w buforze fosforanowym o stezeniu rownym 3.22 x 10®° (mol kg™) wstrzyknigto
roztwér HP-B-CD o stezeniu 102 (mol kg™?) w postaci 2 wstrzyknieé po 100 pl. Po
zsumowaniu efektow cieplnych kompleksowania oraz odjeciu efektéw rozcienczania
otrzymano entalpi¢ kompleksowania rowna AH = -11.72 kJ/mol, dla pomiaru wykonanego w
buforze o pH=7.

Inne prowadzone badania to miareczkowanie spektrofotometryczne oraz
spektrofluometryczne roztworu 6-Fe-O-Me-TACV roztworem HP-B-CD. Niestety

zaobserwowane efekty byty zbyt mate, aby mozna bylo przeprowadzi¢ obliczenia.

2.3.8 Modelowanie kompleksow pochodnych acyklowiru z f-CD iy-CD

Metody obliczeniowe, ktore pozwalaja wyznaczy¢ strukture danej czasteczki lub
kompleksu sa stosowane w sytuacji, gdy nie jest to mozliwe metodami eksperymentalnymi.
Do obliczen wykorzystywane sa metody mechaniki molekularnej oraz dynamiki
molekularnej. Mechanika molekularna jest metoda obliczeniowa, w ktorej do modelowania
uktadéw molekularnych wykorzystuje si¢ mechanike klasyczna. W tej metodzie energia
potencjalna uktadu czasteczek jest wyznaczana za pomoca odpowiedniego pola sitowego. W
zalozeniach tej metody kazda czasteczka ma przypisany okre§lony promien, polaryzowalnos$¢
oraz fadunek, a wiazania traktowane sa jako oscylatory harmoniczne [137]. Podstawowym
zastosowaniem mechaniki molekularnej jest minimalizacja energii czasteczki w celu

znalezienia zestawu konformacji uktadu czasteczek o najnizszej energii.
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Inna, czgsto stosowana w chemii, metoda obliczeniowa, ktéra zajmuje si¢ symulacja
ruchu molekut lub uktadu molekut jest dynamika molekularna. Jest to metoda polegajaca na
komputerowej symulacji przestrzeni fazowej dla ukladu czasteczek poprzez catkowanie
réwnan ruchu Newtona, lub bardziej kompleksowych metodach uwzgledniajacych
oddziatywania pomigdzy elementami uktadu. Dynamika molekularna pozwala na poznanie
struktury i oddziatywan w ukladach czasteczek, rowniez duzych biomolekul takich, jak np.
biatka [137].

Zastosowanie metod mechaniki molekularnej oraz dynamiki molekularnej do badan
kompleksow tricyklicznych pochodnych acyklowiru z cyklodekstrynami wynika z trudnosci
okreslenia struktury tych kompleksow metodami eksperymentalnymi takimi jak NMR czy
metody krystalograficzne. Obliczenia prowadzone metodami mechaniki molekularnej oraz
dynamiki molekularnej w prozni mialy za zadanie znalezienie najbardziej prawdopodobne;]
struktury danego kompleksu, a nastgpnie na jej podstawie wyznaczenie energii procesu
tworzenia si¢ komplekséw inkluzyjnych. Energi¢ kompleksowania obliczano jako réznice
pomigdzy suma energii optymalizacji geometrii struktur cyklodekstryny oraz pochodnej
acyklowiru i energii optymalizacji struktury kompleksu. Zaleznos¢ t¢ przedstawia rOwnanie
2.10.

AE = Ekom - (Es + ECD) (210)

kom
gdzie:

AEom — energia tworzenia kompleksu inkluzyjnego pomig¢dzy dana pochodna acyklowiru a
cyklodekstryna, Exom , Es | Ecp warto$ci energii otrzymane W wyniku optymalizacji struktur
kompleksu, czystej substancji oraz cyklodekstryny.

Inna miarg sity wiazania kompleksu jest réznica powierzchni wolnych substancji oraz
zwiazanych w kompleksie. Takie obliczenia byly prowadzone na podstawie otrzymanych
struktur. Sumaryczna zmiana powierzchni obydwu substancji bioracych udziat w
powstawaniu kompleksu inkluzyjnego, tzn. danej pochodnej acyklowiru oraz cyklodekstryny,
oraz wielkosci powierzchni obydwu zwiazkéw, ktore nie biora udzialu w kompleksowaniu

zostaty obliczone jako:

AS = Skom - (Ss + SCD) (211)

kom
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gdzie:

ASkom — Zmiana powierzchni otrzymanego w wyniku modelowania kompleksu inkluzyjnego
cyklodekstryny z dana pochodna acyklowiru, Skom , Ss | Scp powierzchnie otrzymane w
wyniku optymalizacji struktury kompleksu, danej pochodnej acyklowiru oraz cyklodekstryny.

W celu analizy wpltywu kompleksowania na rozpuszczalno$¢ trojcyklicznych
pochodnych acyklowiru wyznaczono wielkosci powierzchni poszczegdlnych pochodnych
acyklowiru, ktora zostala bezposrednio zainkludowana w luce cyklodekstryny. Wielkosci
tych powierzchni obliczano jako:

ASg =S, -S,, (2.12)
gdzie:
ASs — wielko$¢ powierzchni danej pochodnej acyklowiru ktora bierze bezposrednio udziat w
kompleksowaniu po optymalizacji, Ss1 - wielkos¢ powierzchni tej czasteczki po usunigciu ze
struktury cyklodekstryny i Ss»- w obecnosci cyklodekstryny.

W analogiczny sposob obliczono tez wielkoSci powierzchni AScp, AScpi i AScp2
czasteczki cyklodekstryny, bioracej udziat w wiazaniu danej pochodnej acyklowiru. Wartosci
energii kompleksowania otrzymane na podstawie obliczen metodami mechaniki oraz
dynamiki molekularnej, a takze warto$ci zmiany powierzchni substancji i cyklodekstryny w
wyniku kompleksowania przedstawia tabela 2.31.

Zarowno struktury pochodnych acyklowiru, jak i cyklodekstryn pochodza z bazy
struktur Kkrystalograficznych Cambridge [53,105,135]. Do badan wybrano niepodstawione
cyklodekstryny B-CD 1 y-CD, gdyz uzywane do badan podstawione cyklodekstryny nie miaty
Scisle okreslonej struktury (byty tzw. ,,przypadkowo” podstawione), stad trudno dobra¢ dla
nich wilasciwa strukture krystaliczna. Dane przedstawione w tabeli 2.31 wyznaczono na
podstawie usrednionych danych z 10 struktur o najnizszej energii, wybranych sposrod 100

struktur otrzymanych dla kazdego z uktadow.
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Tabela 2.31. Wielkos$ci energii kompleksowania oraz zmiany powierzchni substancji
bioracych udziat w powstawaniu kompleksu inkluzyjnego, wyznaczone na podstawie
obliczen metodami mechaniki molekularnej oraz dynamiki molekularne;j.

Substancja CD AEkom ASkom ASs AScp

(kImolY) | (A? (A?) (A?)

4 |[TACV B-CD | -180.00 | -377.2 278.9 179.8
6 |2-Br-6-Me-TACV B-CD | -173.42 | -434.8 302.9 2143
7  |6-t-But-TACV B-CD | -186.90 | -517.9 342.4 243.0
8 |6-Fe-TACV B-CD | -184.36 | -486.0 3255 2419
9 |6-Fe-Fe-TACV B-CD | -181.31 | -5123 338.6 261.7

11 |6-Fe-O-Me-TACV B-CD | -202.22 -491.1 345.0 253.1
11 |6-Fe-O-Me-TACV v-CD | -143.17 -583.1 344.1 258.4
12 |6-Naft- TACV B-CD -209.91 -536.1 362.4 249.4

Dane zawarte w tabeli 2.31 pokazuja, ze dla kompleksow p-cyklodekstryny z
pochodnymi acyklowiru, ktére sa przedmiotem tej pracy, wigksze warto$ci energii
kompleksowania (4Eyem) otrzymano dla zwiazkoéw posiadajacych podstawniki aromatyczne.
Wyjatkiem jest kompleks B-cyklodekstryny z 6-t-But-TACV, dla ktérego warto$¢ energii
kompleksowania jest zblizona do wyznaczonej dla komplekséw pochodnych z
podstawnikami aromatycznymi. Podobne zaleznos$ci mozna zaobserwowaé analizujac roznice
pomigdzy suma powierzchni pojedynczych czasteczek wchodzacych w sklad danego
kompleksu inkluzyjnego oraz powierzchnia tego kompleksu (4Skom). Sekwencja tych warto$ci
nie jest idealnie zgodna z sekwencja wartosci statych trwatosci komplekséw trojcyklicznych
pochodnych acyklowiru z HP-B-CD, jednak ogdlne zaleznosci sa podobne. Zarowno wyniki
badan rozpuszczalno$ciowych jak 1 obliczenia pokazuja, ze silniej kompleksowane sa
tricykliczne pochodne acyklowiru posiadajace podstawniki aromatyczne. Bardziej
szczegblowe wnioski mozna by bylo poda¢ w przypadku, gdyby badania eksperymentalne
oraz symulacje matematyczne dotyczyty kompleksow pochodnych acyklowiru z ta sama
cyklodekstryna. W naszym przypadku nie bylo to mozliwe, gdyz struktura hydroksypropylo-
B-cyklodekstryny (HP-B-CD), ktorej uzywano podczas badan, nie byta $cisle zdefiniowana.
Czasteczki B-cyklodekstryny (B-CD) oraz jej pochodnej hydroksypropylo-B-cyklodekstryny
(HP- B-CD) sa zbudowane z 7 jednostek glukozowych, czyli maja podobna wielko$¢ luki

makrocyklicznej,
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Bardziej szczegdlowe porOwnania, Wwyznaczonych na podstawie danych
doswiadczalnych wartosci stalych trwatosci komplekséw pomigdzy wybranymi pochodnymi
acyklowiru i cyklodekstrynami oraz wartosci energii kompleksowania i zmiany powierzchni
goscia 1 gospodarza tworzacych kompleks otrzymanych podstawie symulacji komputerowych
bylyby mozliwe gdyby obliczenia prowadzono dla tej samej cyklodekstryny. Czasteczki -
cyklodekstryny i hydroksypropylo-p-cyklodekstryny sa zbudowane z takiej samej liczby
jednostek glukozowych 1 maja podobna wielkosc luki makrocyklicznej, jednak selektywno$¢
tych dwu cyklodekstryn moze by¢ rdézna. Podstawniki hydroksypropylowe zwigkszaja
glebokos¢ luki cyklodekstrynowej co moze ulatwia¢ kompleksowanie szczegdlnie ,,dtuzszych
czasteczek”, takich, ktore maja podstawniki w pozycji para-, ale jednocze$nie utrudniaja
kompleksowanym czasteczkom dostep do luki. Z wstepnych pomiaréw eksperymentalnych
wiadomo, ze opisana w tej pracy grupa pochodnych acyklowiru, jest kompleksowana przez [3-
CD jednak state trwato$ci maja nizsze wartosci niz te wyznaczone dla HP-B-CD. Innym
waznym czynnikiemwplywajacym na tworzenie si¢ komplekséw inkluzyjnych cyklodekstryn
w roztworach, a ktory nie zostal uwzgledniony podczas modelowania jest obecnos¢ wody.

Jednak pomimo tych wszystkich uproszczen, ktére zostaly zastosowane podczas
modelowania, w stosunku do ukfadu rzeczywistego otrzymane rezultaty pokazuja ogolne
tendencje, ktore zostaly zaobserwowane w uktadach rzeczywistych. Zarowno wartosci energii
kompleksowania jak i zmiany powierzchni sa wigksze dla tych substancji, ktore maja wyzsze
state trwalosci np. dla 6-Fe-O-Me-TACV lub 6-Naft-TACV. W przypadku zastosowania
podstawionych cyklodekstryn o $cisle zdefiniowanej strukturze te zaleznosci bytyby bardziej
doktadne. Rysunek 2.30 pokazuje przykladowe struktury komplekséw otrzymane podczas

modelowania .

Rys. 2.30. Struktury kompleksow TACV (A) i 6-Fe-TACV (B) z B-CD otrzymane w wyniku

obliczen metodami mechaniki molekularnej oraz dynamiki molekularnej w prézni.
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2.3.9 Whnioski

1. Tricykliczne pochodne acyklowiru maja nizsza rozpuszczalno$¢ w wodzie niz acyklowir i
gancyklowir, ale wyzsza rozpuszczalno$¢ w 1-oktanolu. Wyjatkiem jest 6-Me-TACV, ktoéra
zachowuje si¢ podobnie jak acyklowir i gancyklowir.

2. Rozpuszczalno$¢ tricyklicznych pochodnych acyklowiru w roztworach wodnych zalezy od
tego czy sa podstawione i jakie maja podstawniki. Pochodne posiadajace podstawniki
alkilowe 2-Br-6-Me-TACV oraz 6-t-But-TACV maja podobna rozpuszczalnos¢ jak
niepodstawiona TACV, a te posiadajace podstawniki aromatyczne maja o rzad nizsza
rozpuszczalno$é w wodzie i roztworach wodnych.

3. Obecnos¢  hydroksypropylo-p-cyklodekstryny  (HP-B-CD)  powoduje  wzrost
rozpuszczalnosci (Cs/Co) badanych tricyklicznych pochodnych acyklowiru w roztworach
wodnych. Dla pochodnych posiadajacych podstawniki alkilowe zwigkszenie rozpuszczalnosci
jest niewielkie i lezy w granicach od 1.1 do 1.6 - w 25°C i przy stezeniu cyklodekstryny
rownym 2 x 102 (mol kg™). Dla pochodnych posiadajacych podstawniki aromatyczne wzrost
rozpuszczalnosci jest wigkszy; przy tym samym stezeniu cyklodekstryny lezy w granicach od
2.1do8.1.

4. Wzrost rozpuszczalnosci pochodnych posiadajacych podstawniki aromatyczne wynika z
powstawania kompleksow inkluzyjnych, w ktérych podstawniki aromatyczne sa
zainkludowane wewnatrz luki cyklodekstryny.

5. Analizujac dane dotyczace rozpuszczalnosci jednej z pochodnych acyklowiru 6-Fe-O-Me-
TACV w roztworach réznych cyklodekstryn mozna stwierdzié, ze najwyzszy wzrost (Cs/Co)
rowny 4.8 dla pH = 5.5 i 5.07 dla pH = 7.0) osiagni¢to stosujac HP-B-CD, prawdopodobnie
dzieki dobremu dopasowaniu czasteczki 6-Fe-O-Me-TACV do luki cyklodekstryny.

6. Z badan rozpuszczalnosci wynika rowniez, ze stosujac inne podstawione - 1 -
cyklodekstryny otrzymujemy wzrost rozpuszczalnosci tej pochodnej (6-Fe-O-Me-TACV) w
roztworach wodnych, co zwiazane jest z tworzeniem si¢ kompleksow inkluzyjnych.

7. Podczas badan rozpuszczalnosci pochodnych acyklowiru, prowadzonych w wodnych
roztworach o pH = 5.5 i pH = 7.0 Zawierajacych cyklodekstryny, zaobserwowano, ze
rozpuszczalno$¢ rdézni si¢ w niewielkim stopniu, co wynika ze zblizonych wartosci stopnia
jonizacji tych substancji w obydwu roztworach.

8. W buforowanych roztworach cyklodekstryn, gdzie bufor zostal wczes$niej nasycony 1-
oktanolem, rozpuszczalno$¢ pochodnych acyklowiru jest znacznie nizsza niz W przypadku

nienasyconego 1l-oktanolem. Wynika to z konkurencyjnego wiazania 1-oktanolu przez
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cyklodekstryng, co umozliwia uwalnianie tych substancji w organizmach zywych, np. w
obecnosci lipidow.

9. Podczas badan ekstrakcyjnych stwierdzono, ze zastosowanie wodnego roztworu
cyklodekstryny jako fazy wodnej, powoduje dostarczenie duzo wigkszej ilosci danej
pochodnej acyklowiru do fazy organicznej, ktora byl 1-oktanol, niz w przypadku
zastosowania czystego buforu. Cyklodekstryna zwigksza rozpuszczalno$¢ w roztworze
wodnym stabo rozpuszczalnych pochodnych acyklowiru, a jednocze$nie na granicy faz latwo
uwalnia zainkludowana pochodna acyklowiru do fazy 1-oktanolowej w wyniku
konkurencyjnego kompleksowania 1-oktanolu.

9. Badania 'H NMR potwierdzaja tworzenie si¢ komplekséw inkluzyjnych pomiedzy
tricyklicznymi pochodnymi acyklowiru i HP-B-CD, przy czym oddziatywania pomigdzy
kompleksowana pochodna, a cyklodekstryna sa silniejsze dla pochodnych posiadajacych
podstawniki aromatyczne.

10. Analiza DSC potwierdza istnienie kompleksow inkluzyjnych pomigdzy tricyklicznymi
pochodnymi acyklowiru a HP-B-CD w stanie stalym. Podczas analizy kompleksow
otrzymanych w wyniku odparowania roztworu cyklodekstryny, zawierajacego jednoczes$nie
dana pochodna acyklowiru, w badanym zakresie temperatur nie obserwujemy pikow
topnienia tej pochodnej, chociaz mieszanina fizyczna tych substancji zawiera takie piki.

11. Obliczenia optymalizacji struktur kompleksow pochodnych acyklowiru z
cyklodekstrynami potwierdzaja zaleznosci otrzymane na podstawie danych doswiadczalnych i
pokazuja, ktore substancje z grupy trojcyklicznych pochodnych acyklowiru sa silniej wiazane

przez cyklodekstryny o danej wielkosci luki.
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2.4 Podsumowanie

Substancje, ktore sa przedmiotem pracy zostalty zaprojektowane jako potencjalne leki
antywirusowe [36]. W wyniku badan biologicznych potwierdzono ich aktywnosc¢
antywirusowa w stosunku do szerokiej grupy wirusow [36], jednak ich wyjatkowo staba
rozpuszczalno¢ w roztworach wodnych rzedu od 10° do 10 (mol kg™), powoduje niska
absorpcj¢ tych zwiazkéw przez organizmy zywe i ogranicza zastosowanie w farmacji.
Szczegolnie dotyczy to substancji posiadajacych podstawniki aromatyczne, ktore czgsto maja
bardzo szeroka aktywno$¢ antywirusowa tak jak np. 6-Fe-O-Me-TACV. Zastosowanie
cyklodekstryn, ktore sa nieszkodliwe dla organizméw zywych umozliwia zwigkszenie
rozpuszczalnosci badanych pochodnych acyklowiru, co moze skutkowaé skuteczniejszym
dostarczeniem tego leku do komorek. Srednie wartosci statych trwalosci powstajacych
kompleksow inkluzyjnych wskazuja, ze moga one tatwo uwalnia¢ lek w organizmie, CO jest
bardzo korzystnym zjawiskiem. Przeprowadzone badania ekstrakcyjne pokazuja, ze takie
uwalnianie  jest wymuszone przez konkurencyjne kompleksowanie 1-oktanolu.
Przeprowadzone badania dotyczyly tylko niewielkiej grupy cyklodekstryn, jednak nawet te
wskazuja na mozliwo$¢ zastosowania tych zwiazkéw w procesie przygotowania lekdéw
zawierajacych tricykliczne pochodne acyklowiru. W badaniach fizykochemicznych oraz
biologicznych dotyczacych opisanych tutaj zwiazkéw oraz innych tricyklicznych pochodnych
acyklowiru nie stosowano dotychczas cyklodekstryn, stad cz¢$¢ wynikow eksperymentalnych
opisanych w tej pracy zostata wykorzystana do opracowania zgloszenia patentowego, ktore
zostalo juz  wstegpnie  zarejestrowane. Przedstawione powyzej wyniki badan
eksperymentalnych i obliczen zostaly opublikowane w postaci 2 publikacji oraz jednego
patentu. Byly tez przedmiotem 2 wystapien konferencyjnych i 2 posterow, ktorych liste
zamieszczam ponize].
Zgloszenie patentowe
,»Sposob zwigkszania rozpuszczalnosci pochodnych acyklowiru”
Bozenna Golankiewicz?, Malgorzata Kozbial', Wojciech Zielenkiewicz', Pawet Gierycz'.

YInstytut Chemii Fizycznej PAN, ul Kasprzaka 44/52, 01-224 Warszawa
2 Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, ul. Noskowskiego12/14, 61-704 Poznah

Publikacje:
1. W. Zielenkiewicz, B. Golankiewicz, G.L. Perlovich, M. Kozbial - ,,Aqueous Solubilites,
Infinite Dilution Activity Coefficients and Octanol-water Partition Coefficients of Tricyclic
Analogs of Acyclovir”, J. Solution Chem., 28 (1999) 731-745.
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2. Wojciech Zielenkiewicz, Malgorzata Kozbial, Bozenna Golankiewicz, Jarostaw Poznanski,
“Enhancement of aqueous solubility of tricyclic acyclovir derivatives by their complexation
with hydroxypropyl -B-cyclodextrin.” J. Therm. Anal. Cal. 101 (2010) 555-560.
Komunikaty:

1. B.Golankiewicz, M. Kozbial, W. Zielenkiewicz ,,The Enhancement of Aqueous Solubility
of Tricyclic Acyclovir Derivatives by Complexation with Hydroxypropyl-p-Cyclodextrin” na
konferencji 20" International Conference on Chemical Thermodynamics” Warszawa 2008.
2. W. Zielenkiewicz, B.Golankiewicz, M. Kozbiat “Complexation study of tricyclic acyclovir
derivatives by cyclodextrins “10th Conference on Calorimetry and Thermal Analysis of the
Polish Society of Calorimetry and Thermal Analysis” Zakopane 2009

3. W. Zielenkiewicz, M.Kozbiat “Thermodynamic study of drug complexation “IV
International Symposium On Medical Physics” Szczyrk 2009

Postery

1. W. Zielenkiewicz, M.Kozbial“Solubility of tricyclic acyclovir derivatives in cyclodextrin
solutions” prezentowany podczas 31% International Conference on Solution Chemistry,
Insbruck 20009.

2. Matgorzata Kozbial, Pawet; Gierycz “Thermodynamics studies of cyclodextrins inclusion
complexes with bioactive tricyclic acyclovir derivative” - VI International Krutyfi Summer
School 2010, “SUPRAMOLECULAR CHEMISTRY IN MATERIALS SCIENCE” Krutyii
2010.
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4. Zalacznik

Zalacznik zawiera dane korelacyjne prostych opisujacych zaleznos$ci stezenia danej pochodnej
acyklowiru od stezenia cyklodekstryny.

Dane korelacyjne do rysunku 2.3.

wspotrzedna przecigcia wspolczynnik R? Odchylenie
dane osiy Kierunkowy prostej (b) standardowe
pomiarowe (a)
warto$¢ btad warto$¢ blad warto$¢ warto$¢
x10® | Standardowy | x10? | standardowy x 107
x10° x 10
Cracv 2,64 2.11 1,98 2.77 0.9993 4.85
pH =5.5, 25°C
Cracv 5,15 3.48 2,702 4.57 0.9990 8.00
pH =5.5, 37°C
C tacv 2,48 1.84 2,050 2.47 0.9995 4.22
pH =7.0, 25°C
Cracv 4,79 3.49 2,557 4.70 0.9988 8.01
pH =7.0, 37°C
Dane korelacyjne do rysunku 2.4.
wspotrzedna przecigcia wspotczynnik kierunkowy R° Odchylenie
dane osiy (a) prostej (b) standardowe
pomiarowe
warto$¢ blad warto$¢ blad warto$¢ wartos$¢
x10® | standardowy x 107 standardowy x 10°®
x 10° x 10"
C 2-Br6-metacv | 1,18 2.55 2,657 3.35 0.9994 5.86
pH =5.5,
25°C
C 2-Br6-metacv | 2,35 7.31 5,938 9.58 0.9991 16.77
pH =5.5,
37°C
C 2-8r6-metacv | 1,03 2.81 2,565 3.79 0.9992 6.46
pH =7.0,
25°C
C 2-Br6-metacy | 2,02 5.15 3,231 6.94 0.9984 11.82
pH =7.0,
37°C
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Dane korelacyjne do rysunku 2.6.

wspotrzedna przecigcia | wspotczynnik kierunkowy R® odchylenie
dane osiy (a) prostej (b) standardowe
pomiarowe
wartos¢ blad wartos¢ btad wartos¢ wartosé
x10* | standardowy | x 107 standardowy x 10°®
x 10® x 10
Cé-Fe-TACV 1.86 7.87 2,215 8.83 0.99605 14.80
pH =5.5,
25°C
Cé-re-TACV 3.27 7.29 3,566 8.17 0.9987 13.71
pH =5.5,
37°C
Cé-Fe-TACY 2.50 4.39 2,601 5.17 0.9982 8.57
pH =7.0,
25°C
Cé-re-TACV 3.35 7.83 3,595 9.21 0.99804 15.28
pH =7.0,
37°C
Dane korelacyjne do rysunku 2.7.
wspotrzedna przecigcia 0si wspolczynnik R° odchylenie
dane y (a) Kierunkowy prostej (b) standardowe
pomiarowe
warto$¢ blad warto$¢ blad warto$¢ warto$¢
x10* | standardowy x 10? | standardowy x 107
x 10° x 10*
Cé-re-re-Tacy | 2.18 8.01 2,146 9.67 0.9940 1.563
pH =5.5,
25°C
Cé-re-re-Tacy | 5.03 6.11 2,983 7.38 0.9982 1.192
pH =5.5,
37°C
Cé-re-Fe-Tacy | 2.65 9.08 2,839 10,5 0.9960 1.772
pH =7.0,
25°C
Cé-re-re-Tacy | 5.95 6.97 3,892 8.03 0.9987 1.361
pH =7.0,
37°C
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Dane korelacyjne do rysunku 2.8.

wspotrzedna przecigcia | wspotczynnik kierunkowy R® odchylenie
dane osiy (a) prostej (b) standardowe
pomiarowe
wartos¢ blad wartos¢ btad wartos¢ wartos¢é
x10° | standardowy | x10? | standardowy x 10°®
x10°® x 10
Cé-Naft-TACV 2.99 1.58 0.879 1.84 0.9987 3.08
pH =5.5.
25°C
Cé-Naft-TACV 3.37 1.42 0.934 1.65 0.9991 2.77
pH =5.5.
37°C
Cé-Naft-TACV 3.05 1.65 0.941 1.92 0.9988 3.21
pH =7.0.
25°C
Cé-Naft-TACV 4.29 1.91 1.289 2.23 0.9991 3.72
pH =7.0.
37°C
Dane korelacyjne do rysunku 2.9.
wspotrzedna przecigcia wspolczynnik R° Odchylenie
dane osiy (a) Kierunkowy prostej (b) standardowe
pomiarowe
warto$¢ blad warto$¢ blad warto$¢ warto$¢
x10° | standardowy | x10% | standardowy x 10°®
x 10° x 10
Cé-Fe-0-Me- 5.23 1.97 1.001 2.29 0.9984 3.84
TACV
pH =5.5,
25°C
Cé-Fe-0-Me- 6.72 1.64 1.086 191 0.9991 3.20
TACV
pH =5.5,
30°C
Cé-Fe-0-Me- 8.49 1.70 1.245 1.98 0.9993 3.23
TACV
pH =5.5,
35°C
Cé-Fe-0-Me- 9.95 1.23 1.418 1.43 0.9997 2.40
TACV
pH =5.5,
37°C
Cé-Fe-0-Me- 12.794 1.92 1.621 2.24 0.9994 3.76
TACV
pH =5.5,
45°C
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Dane korelacyjne do rysunku 2.11.

wspohrzedna przecigcia wspoOtczynnik R® Odchylenie
dane osiy (a) Kierunkowy prostej (b) standardowe
pomiarowe
wartos¢ blad wartos¢ btad wartos¢ wartos¢é
x10° | standardowy | x 102 | standardowy x 10°®
x 10°® x 10

Cé-Fe-0-Me-TACV 5.68 0.86 1.061 1.00 0.9997 1.67
pH =7.0, 25°C
Cé-Fe-0-Me-TACV 7.89 1.69 1.176 1.96 0.9992 3.30
pH =7.0, 30°C
Cé-Fe-0-Me-TACV 10.27 1.51 1.279 1.75 0.9994 2.95
pH =7.0, 35°C
Cé-Fe-0-Me-TACV 13.67 0.96 1.295 1.12 0.9998 1.88
pH =7.0, 37°C
Cé-Fe-0-Me-TACV 19.41 151 1.291 1.75 0.9995 2.95
pH =7.0, 45°C
Dane korelacyjne dane korelacyjne do rysunku 2.13.

wspotrzedna przecigcia wspolczynnik R° Odchylenie

dane osiy (a) Kierunkowy prostej (b) standardowe
pomiarowe
warto$¢ blad warto$¢ blad warto$¢ warto$¢
x10° | standardowy | x10° | standardowy x 10°®
x 107 x 10°

Cé-re-0-Me-Tacy | 4.93 5.353 5.72 9.63 0.9993 0.87
pH=5.5, 25°C
Cé-re-0-Me-Tacy | 10.04 7.64 7.59 13.73 0.9992 1.24
pH=5.5, 37°C
Cé-F-0-Me-TACV 5.60 2.43 5.83 4.37 0.9999 0.40
pH=7.0, 25°C
Cé-re-0-Me-Tacy | 12.87 7.93 6.48 1.43 0.9988 1.29
pH=7.0, 37°C
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