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WSTEP LITERATUROWY

1. Leki na przestrzeni lat - definicja leku, zarys historyczny, substancje aktywne
biologicznie.

Pojecie leku jest jednym z fundamentalnych poje¢ we wspodiczesnej nauce o zdrowiu
1 farmakoterapii, a jego znaczenie jest Scisle regulowane przez prawo i praktyke kliniczng.
W obecnym polskim systemie prawnym, opartym na przepisach Prawa farmaceutycznego
(art. 2 pkt 32), lek definiuje si¢ jako substancje lub mieszaning substancji majgca wlasciwosci
zapobiegajace chorobom lub lecznicze, podawang w celu postawienia diagnozy, przywrdcenia,
poprawy lub modyfikacji fizjologicznych funkcji organizmu poprzez dziatanie farmakologiczne,
immunologiczne lub metaboliczne. Definicja ta wyraznie podkre§la cel terapeutyczny
1 diagnostyczny oraz aktywny wplyw na procesy biologiczne, wyrdzniajac produkty lecznicze
sposrod innych kategorii dostgpnych na rynku.

Podobne podejscie stosuja miedzynarodowe organy regulacyjne, takie jak EMA
(ang. European Medicines Agency) i FDA (ang. Food and Drug Administration), definiujgc lek
jako substancje wplywajaca na struktur¢ lub funkcje organizmu i majacag na celu zapobieganie,
tagodzenie lub leczenie chordb. Definicia WHO (ang. World Health Organization) jest nieco
szersza, podkreslajagc znaczenie lekow dla poprawy zdrowia publicznego, polityki lekowej
1 dostepnosci terapii. Wspolne dla wszystkich podejs¢ jest stwierdzenie, ze lek musi wykazywad
udokumentowang skuteczno$¢ 1 bezpieczenstwo, potwierdzone odpowiednimi badaniami
naukowymi 1 oceng przedrejestracyjng. Kluczowym elementem produkiu leczniczego jest
substancja czynna (API, ang. Active Pharmaceutical Ingredient), czyli zwigzek odpowiedzialny
za wywotanie efektu terapeutycznego poprzez specyficzny mechanizm farmakodynamiczny —
interakcje z receptorami, enzymami, uktadem odpornosciowym lub materialem genetycznym
komorki.!  Substancja czynna  charakteryzuje si¢ rOwniez specyficznym  profilem
farmakokinetycznym, obejmujagcym wchianianie, dystrybucj¢, metabolizm 1 eliminacje,
co bezposrednio wptywa na dawkowanie i skuteczno$é terapeutyczng.? Oprocz API, lek zawiera
rowniez substancje pomocnicze, ktore peinig funkcje technologiczne lub stabilizujgce, a takze
umozliwiajg stworzenie odpowiedniej postaci farmaceutycznej, co warunkuje biodostgpnos¢
i bezpieczenstwo stosowania.® Definicja leku wymaga réwniez wyraznego oddzielenia
go od produktoéw niepodlegajacych regulacjom farmaceutycznym, mimo ze czgsto sg one
postrzegane jako alternatywy terapeutyczne. Suplementy diety nie sg przeznaczone do leczenia
ani diagnozowania choréb. Ich przeznaczeniem jest wylacznie uzupetnienie diety i co warto
podkre$li¢, nie wymagaja badan klinicznych.* Wyroby medyczne dzialajg przede wszystkim

poprzez mechanizmy fizyczne, a nie farmakologiczne, immunologiczne czy metaboliczne.®



Kosmetyki z kolei, dzialajg jedynie powierzchownie i nie moga modyfikowaé funkcji
organizmu.®” Te granice sg kluczowe nie tylko z naukowego punktu widzenia, ale takze
dla ochrony pacjenta, reklamy produktu, jak i nadzoru rynku.

Historia medycyny siega poczatkow ludzko$ci i odzwierciedla rownolegly rozwoj wiedzy
medycznej, chemii, biologii i systemow spotecznych zwigzanych z leczeniem (rysunek 1).
Najwcze$niejsze zapisy praktyk terapeutycznych pochodza z cywilizacji starozytnego Bliskiego
Wschodu i Egiptu, gdzie stosowano przede wszystkim naturalne $rodki lecznicze, przede

wszystkim roéliny o wlasciwos$ciachprzeciwbolowych, przeciwzapalnych i przeczyszczajacych.®

V)

STANDARYZACJA PRODUKCJI
. LEKOW
XIX w.n.e . -+ J
j i . RozwOJ CHEMII
MEDYCYNA ® SYNTETYCZNEJ
HIPOKRATESA XX W.n.e
IV w.p.n.e ,,DAWKA CZYNI o .
TRUCIZNE”
XVl w.n.e
o
PAPIRUS EBERSA
XVI w.p.n.e

Rysunek 1. Gléwne etapy rozwoju medycyny i praktyk terapeutycznych.

Zrodta takie jak Papirus Ebersa wskazuja na istnienie katalogéw —substancji
o witasciwosciach leczniczych, stosowanych zaréwno w leczeniu objawowym, jak i w rytuatach
religijno-magicznych.® W §wiecie grecko-rzymskim ujecie leczenia w ramy naukowe jestuwazane
za znaczacy krok w strong jej rozwoju. Medycyna Hipokratesa i pdzniejsze koncepcje Galena
stworzyty podwaliny pozniejszej farmacji europejskiej, wprowadzajac koncepcje réwnowagi
humoralnej i katalogi surowcow leczniczych.’® W $redniowieczu tradycje farmakoterapeutyczne
zachowaly sie przede wszystkim w $rodowisku monastycznym i arabskim.' Apteki klasztorne
systematycznie uprawialy i przetwarzaly rosliny lecznicze, podczas gdy medycyna islamska,
reprezentowana przez Ibn Sine (Awicenn¢), dokonata szerokiej syntezy wiedzy greckiej
i perskiej.’>!3 W tym okresie utrwalita sie koncepcja receptury i sporzadzania lekow zgodnie
z opisanymi przepisami. Renesans i wezesna epoka nowozytna przyniosty stopniowe odejscie od
spekulatywnych modeli leczenia na rzecz eksperymentéw. Prace Paracelsusa, ktory podkreslat,
7e ,,dawka czyni trucizn¢” 1 Ze substancje chemiczne moga mie¢ dziatanie terapeutyczne,
jesli zostang odpowiednio dobrane i zastosowane, staly si¢ waznym symbolem tej epoki.l*

Prawdziwy przetom w historii medycyny nastgpit w XIX wieku wraz z rozwojem chemii
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organicznej i farmakologii eksperymentalnej.>® Izolacja aktywnych alkaloidow, takich jak
morfina, chinina, kofeina i nikotyna, umozliwita okre§lenie mechanizméw dziatania substancji
oraz tatwiejszg kontrole ich dawkowania.l” W tym czasie rozpoczeta si¢ standaryzacja produkcji
lekow, a takze pojawily sie pierwsze farmakopee.’® XX wiek byt epoka gwattownego rozwoju
farmacji opartej na dowodach. Odkrycie penicyliny i wprowadzenie antybiotykow radykalnie
zmienito prognozowanie chorob zakaznych, a rozwdj chemii syntetycznej doprowadzit
do powstania wielu substancji wptywajacych na uktad krazenia, o$rodkowy uktad nerwowy
1 procesy metaboliczne. Wprowadzono badania kliniczne, nadzor regulacyjny i zasady nadzoru
nad bezpieczenstwem farmakoterapii, co znacznie zmniejszyto ryzyko dla pacjentdéw i umozliwito
poréwnywanie skuteczno$ci leczenia.'%%

W XX wieku intensywny rozwdj chemii syntetycznej pozwolit nie tylko na otrzymywanie
zupetnie nowych klas zwiazkow, ale takze na celowa modyfikacje struktur znanych juz substancji
czynnych  w celu poprawy ich wlasciwosci terapeutycznych, farmakokinetycznych
1 technologicznych. Kluczowa rol¢ odegraty tu procesy prowadzace do powstawania tzw. soli
substancji czynnych (ang. APIl-salts), jonowych form zwigzkoéw, ktore zachowujgc identyczny
rdzen farmakoforowy, charakteryzowaty si¢ korzystniejszymi parametrami rozpuszczalnosci,
biodostepno$ci i stabilno$ci chemicznej.?*? W praktyce umozliwilo to produkcje lekow
0 lepszym wspotczynniku wchtaniania, nizszych dawkach i mmniejszej zmiennosci dzialania.
Synteza soli stala si¢ fundamentalnym narzedziem pokonywania ograniczen formulacyjnych
typowych dla wielu substancji stabo rozpuszczalnych, hydrofobowych lub niestabilnych
w warunkach farmaceutycznych. Rownolegle rozwijano podej$cia umozliwiajgce potaczenie
dwach biologicznie aktywnych czasteczek w stabilne pary jonowe, co umozliwiato jednoczesna
modulacj¢ wielumechanizméw dziatania i optymalizacje transportu przez bariery biologiczne.?42°
Ten typ projektowania lekow, wpisywal si¢ w szerszy trend tworzenia zwigzkow
o wielopoziomowym profilu aktywnosci, zdolnych do synergistycznej interakcji z receptorami,
enzymami lub kanalami jonowymi. Postep technologiczny doprowadzit réwniez do powstania
innowacyjnych systemow dostarczania substancji czynnych, umozliwiajgcych kontrolowane,
ukierunkowane uwalnianie API do okres$lonych tkanek lub w wydluzonym czasie dziatania.
Nalezg do nich plastry transdermalne®, preparaty o0 przedtuzonym uwalnianiu®’, liposomy?8
czy mikrokapsutki®. Dziatania te mialy na celu zwigkszenie skuteczno$ci terapeutycznej,
minimalizacje dziatan niepozadanych i poprawe¢ przestrzegania zalecen przez pacjentow.
W tym sensie druga polowa XX wieku potozyta podwaliny pod farmacje¢ oparta na inzynierii
materiatowej, przewidywalnej farmakokinetyce 1 $§wiadomej modyfikacji  profilu
farmakologicznego leku, co stato si¢ jednym z filarow wspotczesnego podejscia do projektowania
terapii.
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2. Sole organiczne w farmacji

2.1. Koncepcja API-QASs

W  kontekscie farmacji so6l farmaceutyczna to forma substancji czynnej (API),
w ktorej czasteczka leku wystepuje jako jon dodatni lub ujemny i jest zwigzana elektrostatycznie
z odpowiednio dobranym przeciwjonem o przeciwnym tadunku. Innymi stowy,
sol farmaceutyczna powstaje poprzez potaczenie API z inng czasteczkg, tworzac stabilny uktad
jonowy?® Nalezy podkresli¢, ze w tej formie API nie traci swojej tozsamos$ci chemicznej
ani aktywnos$ci  biologicznej, lecz moze funkcjonowa¢ w formie korzystniejszej
z farmaceutycznego i klinicznego punktu widzenia. W farmacji sol nie jest uwazana za substancje¢
pomocnicza, lecz za pelnoprawnag postac¢ leku, ktoéra moze znaczaco wplywac na jego wtasciwosci
fizykochemiczne, farmakokinetyczne i technologiczne. Ta sama substancja czynna moze
wystepowa¢ w kilku roznych formach soli, z ktérych kazda charakteryzuje si¢ inng
rozpuszczalnos$cia, stabilno$cig i szybkoscia uwalniania. Dlatego wybdr odpowiedniej soli jest
czeScig Swiadomego projektowania leku, a nie jedynie krokiem technologicznym.

Pod wzgledem chemicznym sole farmaceutyczne dzielg si¢ na sole nieorganiczne
i organiczne, w zaleznosci od charakteru przeciwjonu (rysunek 2).3! Sole nieorganiczne
najczesciej tworzg si¢ z jondw prostych, takich jak kation sodu, potasu, wapnia, magnezu lub anion
chlorkowy. Sg one szeroko stosowane ze wzgledu na dobrg tolerancje organizmu, tatwo$¢ syntezy
1 ugruntowang role¢ regulacyjna. Jednak ich funkcja ogranicza si¢ gléwnie do poprawy
rozpuszczalno$ci lub stabilno$ci API, bez mozliwo$ci dalszego, precyzyjnego ksztalttowania

wlasciwosci biologicznych.*

SOLE NIEORGANICZNE SOLE ORGANICZNE
Przeciwjony Przeciwjony
KIERUNKI | T
[ Na* | K* || ca*]| cI ) : N
L A K‘ \Ca/ C' MODYFIKACJI R ~on @;\Q/\N/\
R CHEMICZNE.J Y
Charakterystyka Charakterystyka
v poprawa rozpuszczalnosci API v' mozliwosé kontrolowania
v poprawa stabilnosci API wiasciwosci fizykochemicznych
X brak mozliwosci precyzyjnego v kontrola przenikania przez bariery
ksztattowania wtasciwosci biologiczne
biologicznych v jony o indywidualnej aktywnosci
biologicznej

Rysunek 2. Ogoélna charakterystyka nieorganicznych oraz organicznych soli farmaceutycznych.

Sole organiczne natomiast wykorzystuja zwiazki organiczne o bardziej ztozonej strukturze jako

przeciwjony, ktore mozna projektowa¢ z uwzglednieniem specyficznych wlasciwosci
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fizykochemicznych. Pozwala to na $wiadomg kontrole lipofilowos$ci, temperatury topnienia,
zdolno$ci przenikania przez bariery biologiczne i interakcji z btonami komérkowymi. 334

W przeciwienstwie do soli nieorganicznych, przeciwjon organiczny moze aktywnie
wplywac¢ na zachowanie leku w organizmie, a w niektdorych przypadkach wykazywaé wtasng
aktywno$¢ biologiczng. Sol farmaceutyczna nie jest jedynie alternatywna postacig leku,
ale strategicznym narzedziem w projektowaniu nowoczesnych terapii, umozliwiajacym
optymalizacj¢ dziatania substancji czynnej bez zmiany jej podstawowej struktury chemicznej.
Wspodiczesne apteki coraz czgsciej wykorzystuja te koncepcje w zaawansowany sposob,
przechodzac od prostych soli nieorganicznych do bardziej ztozonych uktadow, takich jak sole
organiczne lub tzw. uktady API-QAS (ang. Active Pharmaceutical Ingredient-Quaternary
Ammonium Salt).

Czwartorzedowe sole amoniowe (QASS, ang. Quaternary Ammonium Salts) stanowia
szeroka 1 réznorodng grupe zwiazkéw organicznych, ktorych wspolng cecha jest obecnosé
dodatnio natadowanego atomu azotu.*®3 W kontekécie chemii i farmacji, QASS ciesza sie
szczegdlnym zainteresowaniem ze wzgledu na swoje unikalne wtasciwosci jonowe, stabilnosc,
jak i zdolnoé¢ do interakeji z uktadami biologicznymi. Zwigzki te sg od wielu lat stosowane jako
srodki dezynfekujace, konserwujace, surfaktanty, a coraz czesciej takze jako sktadniki
nowoczesnych systemow farmaceutycznych.363° Z chemicznego punktu widzenia, czasteczki
QASs charakteryzuja si¢ atomem azotu trwale zwigzanym z czterema podstawnikami
organicznymi, co skutkuje trwalym dodatnim tadunkiem elektrycznym. W przeciwienstwie
do amin pierwszorzedowych, drugorzedowych 1 trzeciorzedowych, ktére moga ulega¢ procesom
protonowania i deprotonowania w zalezno$ci od pH $rodowiska, QASS nie wykazuja zdolnoS$ci
zmiany stopnia jonizacji. Oznacza to, ze ich tadunek dodatni jest niezalezny od warunkow
fizjologicznych 1 utrzymuje si¢ w szerokim zakresie pH. Ta cecha jest kluczowa w przemysle
farmaceutycznym, poniewaz zapewnia przewidywalne zachowanie jonow czasteczki zarowno
w formulacji, jak i po podaniu.

Staty tadunek dodatni przektada si¢ na wysoka stabilno$¢ chemiczng QASS, co 0znacza,
7e zwigzki te nie ulegaja tatwo przemianom chemicznym zwigzanym z rOwnowaga kwasowo-
zasadowg.”® Skutkuje to stabilng formg kationowg i przewidywalnymi oddziatywaniami
elektrostatycznymi, co sprzyja ich zastosowaniu w uktadach jonowych. Kluczowym elementem
struktury QASS jest obecno$¢ jednego lub wigcej hydrofobowych tancuchow alkilowych,
ktorych dhugo$¢ i struktura mogg by¢ swobodnie modyfikowane podczas syntezy.*>%? To wtaénie
tancuch alkilowy w duzej mierze determinuje wilasciwosci fizykochemiczne QASS, takie jak
lipofilowo$¢, zdolno§¢ do samoorganizacji oraz interakcje z btonami lipidowymi. Wydtuzenie
tancucha alkilowego zazwyczaj prowadzi do zwigkszenia hydrofobowosci 1 wzmocnienia
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interakcji z blonami komérkowymi, podczas gdy krotsze tancuchy sprzyjaja lepszej
rozpuszczalno$ci w wodzie. Pozwala to na precyzyjne dostrojenie ich wtasciwosci w zaleznosci
od planowanego zastosowania farmaceutycznego. Potaczenie statego tadunku dodatniego
z hydrofobowym fragmentem molekularnym nadaje czwartorzedowym solom amoniowym
amfifilowy charakter, co oznacza, ze moga one jednoczes$nie oddziatywac z fazg wodna 1 lipidowa.
Ta wlasciwosé lezy u podstaw ich aktywnos$ci powierzchniowo czynnej i zdolnosci do integracji
z btonami biologicznymi. Z tego powodu sg one od dawna stosowane jako surfaktanty, emulgatory
i sktadniki $rodkow dezynfekujacych. 3843

Y kontekscie biologicznym QASs wykazuja Znaczaca aktywnos$¢
przeciwdrobnoustrojowa, szczegbdlnie wobec bakterii i grzybow. Mechanizm tego dziatania jest
zwigzany z elektrostatyczng interakcjg dodatnio natadowanej grupy amoniowej z ujemnie
natadowanymi skladnikami bton komoérkowych drobnoustrojow, a nastgpnie fizyczng
destabilizacja struktury blony przez hydrofobowy tancuch alkilowy.* Polgczenie wlasciwosci
jonowych 1 hydrofobowych sprawia, ze QASs s3 wyjatkowo skutecznymi zwigzkami
przeciwbakteryjnymi. Ich kationy, dzigki stabilno$ci oraz mozliwosci precyzyjnego projektowania
struktury, stanowig szczegdlnie interesujacy element w koncepcji API-QAS. Whasciwe
zestawienie jondw pozwala nie tylko na stabilizacje substancji czynnej, lecz takze na aktywne
ksztattowanie jej wtasciwosci biologicznych i farmaceutycznych, co czyni je istotnym elementem
nowoczesnych strategii projektowania lekow.

Ze wzgledu na swoje unikalne wtasciwosci, systemy API-QASS sa szczegolnie przydatne
w zastosowaniach farmaceutycznych, gdzie tradycyjne postaci lekow napotykaja na znaczne
ograniczenia. Jednym z najbardziej obiecujacych obszaréw sa formulacje miejscowe, takie jak
masci, kremy, zele i roztwory do stosowania na skore i blony $luzowe.®” Dzigki lepszej kontroli
lipofilowosci i obecnosci kationow QAS o wlasciwosciach powierzchniowo czynnych, systemy
API-QAS mogg charakteryzowaé si¢ lepsza penetracja w glab warstw skory i rOwnomiernym
rozprowadzaniem substancji czynnej w miejscu aplikacji. Kolejnym waznym obszarem
zastosowan sg systemy transdermalne, gdzie kluczowym wyzwaniem jest pokonanie bariery
naskorkowej i zapewnienie kontrolowanego transportu substancji czynnej do krazenia ogdlnego.
Dzigki amfifilowej naturze i zdolnosci do regulacji wlasciwosci jonowych, systemy API-QAS
moga dziata¢ zarowno jako formulacja leku, jak i $rodek wspomagajacy penetracje. Pozwala
to na projektowanie systemoéw transdermalnych o zwigkszonej skutecznosci 1 stabilnosci,
bez konieczno$ci stosowania agresywnych $rodkéw wspomagajacych penetracji.®

Systemy API-QAS, w tym ciecze jonowe (API-ILs, ang. Active Pharmaceutical
Ingredient-lonic Liduids), czyli unikalna podgrupa API-QAS charakteryzujaca si¢ temperaturg
topnienia ponizej temperatury 100 °C, stanowi¢ moga nie tylko nowoczesne leki nowej
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generacji,®® ale takze skutecznie wspomagaé transport przez nablonek jelitowy i stuzy¢ jako
zaawansowane doustne systemy dostarczania lekow. Mechanizmy te wynikaja nie tylko ze zmian
rozpuszczalnosci, ale rowniez z aktywnej interakcji z barierg jelitowa. Dowiedziono, ze API-ILs
mogg tymczasowo modyfikowac organizacje lipidowa bton enterocytow lub modyfikowac
potaczenia pomigedzy komorkami nablonka, prowadzac do zwigkszonej przepuszczalno$ci
czasteczek. Potencjalnie oznacza to, ze API-QASs moga przyczyniaé si¢ do zwigkszonego
transportu substancji terapeutycznych przez nabtonek jelitowy, poprawiajgc ich wchtanianie
i biodostepno$¢ po podaniu doustnym.*’

Ponadto wtasciwosci uktadow opartych na API-QASs sg szczegodlnie istotne w przypadku
matych czasteczek o ograniczonej rozpuszczalnosci lub silnej polarnosci, dla ktorych
konwencjonalne nosniki i1 formulacje czgsto okazuja si¢ nieskuteczne. Systemy dostarczania
lekow oparte na ILs, bedacych podgrupa QASs, wykazaty rowniez obiecujace wyniki w przypadku
peptydow 1 biatek, ktore z natury sg wrazliwe na degradacje enzymatyczng oraz dzialanie bariery
sluzowej jelit. Oznacza to, ze API-QASs, jako szersza grupa soli organicznych, mogg petnié
funkcje doustnych systemow dostarczania lekow zapewniajgc jednoczesnie kontrole nad profilem
uwalniania. Co wigcej, dzigki zdolnosci do stabilizacji struktury bialek, ograniczania denaturacji
oraz ulatwiania transportu przez nabtonek jelitowy, uktady API-QAS moga by¢ projektowane
w celu zwigkszenia biodostgpnosci doustnej peptyddw i biatek, co stanowi jedno z najwigkszych
wyzwah wspotczesnych strategii terapeutycznych.*” To podejscie nie tylko integruje unikalne
wlasciwosci tych soli organicznych, ale takze podkresla potencjat API-QAS jako wszechstronnej

platformy dostarczania lekow.
2.2. Wplyw doboru jonéw na wlasciwosci fizykochemiczne API-QASs

Kluczowym aspektem koncepcji API-QASs jest to, ze wtasciwosci koncowej soli
nie wynikajg wylgcznie z charakteru substancji czynnej, ale mogg by¢ wynikiem synergistycznej
interakcji np. miedzy anionem aktywnym farmaceutycznie a kationem organicznym. Oznacza to,
7ze API-QAS nalezy postrzega¢ jako nowy, funkcjonalny uklad jonowy, a nie prosta sume cech
jego sktadnikéw. W tym podejsciu zardwno anion, jak i kation wspdtdeterminujg rozpuszczalno$é,
lipofilowos$¢, stabilnos¢, przepuszczalno$¢ przez bariery biologiczne 1 takze potencjalng
aktywnos$¢ biologiczng catego ukladu. W klasycznych solach farmaceutycznych, zwlaszcza
zawierajacych jony nieorganiczne, zmiana przeciwjonu najczesciej prowadzi do umiarkowanych
roéznic w rozpuszczalnosci lub stabilno$ci, bez znaczacego wplywu na inne parametry (rysunek 2).
W przypadku API-QASS sytuacja jest zasadniczo inna, poniewaz kation QAS jest strukturalnie

zlozonym 1 funkcjonalnym elementem ukladu. Jej struktura, w szczegdlnosci ditugos$¢ i rodzaj
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tancucha alkilowego, rodzaj podstawnikéw i stopien hydrofobowosci, bezposrednio wplywa
na sposob, w jaki para jonowa oddziatluje ze sSrodowiskiem chemicznym ibiologicznym. Literatura
wielokrotnie wskazuje, Zze zmiana pojedynczego elementu strukturalnego kationu w QASS moze
radykalnie zmieni¢ zachowanie catego uktadu API-QAS. Badania soli niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych z kationami QASs wykazaty, ze wydtuzenie tancucha alkilowego w kationie
prowadzi do znacznego wzrostu lipofilowosci i zwigkszonej zdolnosci przenikania przez btony
lipidowe, w tym przez bariere skorng.®3#4% Inne doniesienia literaturowe opisujg przypadki,
w ktorych tworzenie par jonowych QASs z API moze prowadzi¢ do przejscia od klasycznych,
krystalicznych ciat statych do niskotopliwych soli, a w niektorych przypadkach nawet do cieczy
jonowych. Zjawisko to wynika z wydtuzania tancucha alkilowego w kationach czwartorzedowych
amoniowych, ktore zwigksza zaburzenie uporzadkowania sieci krystalicznej, obniza energi¢ sieci
krystalicznej oraz w konsekwencji temperature topnienia.® Na przestrzeni lat dowiedziono,
ze takie uktady charakteryzuja si¢ odmienng reologia, zwigkszong jednorodno$cia
i zmodyfikowanym profilem uwalniania substancji czynnej. Co wazne, sama substancja czynna
pozostaje chemicznie niezmieniona, a zaobserwowane roznice wynikaja wylgcznie z innego
doboru przeciwjonu. Synergistyczny charakter w uktadach API-QASSs jest rowniez widoczny
w kontek$cie badan biologicznych. W literaturze opisano uktady, w ktorych potaczenie
przeciwzapalnego API z kationem QAS o wtlasciwosciach przeciwbakteryjnych skutkowato
powstaniem formulacji o podwojnym profilu aktywnosci (tzw. leki wielofunkcyjne). W takich
przypadkach APl zapewniato gléwny efekt terapeutyczny, podczas gdy QAS wzmacniat
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg 1 utatwial kontakt migdzy systemem a btonami komorkow ymi
drobnoustrojow.>> Efekt ten byl wyraznie Uzalezniony od struktury QASs, gdzie zbyt krotkie
tancuchy alkilowe nie zapewniaty odpowiedniej aktywnos$ci, a zbyt dtugie, cho¢ odznaczaty sie
zwigkszong aktywnoscia antybakteryjna, jednoczesnie mogly prowadzi¢ do zwigkszonej
cytotoksyczno$ci, znaczaco ograniczajgcej potencjat aplikacyjny nowo otrzymanego leku.>*>°
Odpowiednie  zaprojektowanie  struktury  API-QASs ma zatem istotne implikacje
dla bezpieczenstwa 1 tolerancji biologicznej. Zmiany w strukturze kationu mogg wptywac
na selektywno$¢ interakcji z btonami komdrkowymi bakterii w poréwnaniu z blonami
komorkowymi eukariotycznymi, co znajduje odzwierciedlenie w profilu toksycznosci wobec
cztowieka jak organizmow zyjacych w $rodowisku. Literatura wskazuje, ze racjonalne
projektowanie par jonowych moze zmniejszy¢ dzialania niepozadane, jednocze$nie utrzymujac
lub wzmacniajgc pozadane wiasciwosci terapeutyczne. 545657

Rozpuszczalno$¢ substancji czynnej jest jednym z kluczowych parametrow decydujacych
o0 jej biodostgpnosci, skutecznosci terapeutycznej i mozliwosciach zastosowania w wybranych
formulacjach.®>® Tworzenie par jonowych obejmujgcych kationy QASS moze zwiekszy¢
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hydrofobowos$¢ i powinowactwo API do faz lipidowych, co moze sprzyja¢ transportowi przez
bogate w lipidy bariery biologiczne, takie jak warstwa rogowa naskorka.®%? Zwickszona
lipofilowo$¢ sprzyja lepszej kompatybilno$ci z lipidowymi sktadnikami skoéry 1 ulatwia
przenikanie przez bariery biologiczne, ktore w duzej mierze sktadajg si¢ z lipidow. Jednoczesnie
nalezy podkresli¢, ze zwigkszenie lipofilowosci poprzez zastosowanie QASS moze prowadzic¢
do zmniejszenia rozpuszczalno$ci w wodzie catego uktadu, zwtaszcza w przypadku kationéw
zawierajgcych dhugie, liniowe tancuchy alkilowe, takie jak heksadecylowy czy dtuzszy. Z drugiej
strony zastosowanie krotszych tancuchéw alkilowych lub wprowadzenie grup polarnych, moze
prowadzi¢ do utrzymania, a nawet zwigkszenia rozpuszczalno$ci w wodzie. %%

Lipofilowo$¢, czgsto wyrazana jako wspotezynnik podziatu oktanol-woda (log Kow), jest
jednym z Kkluczowych parametrow okre§lajgcych zachowanie si¢ substancji  czynnej
w organizmie. Log Kow opisuje stosunek stezenia zwigzku w fazie lipidowej do stezenia w fazie
wodnej 1 jest wskaznikiem sklonno$ci czasteczki do akumulacji w $rodowisku hydrofobowym.
W przypadku uktadow API-QASS, obecnos¢ hydrofobowego tancucha alkilowego w kationie
QASs oraz amfifilowy charakter calej pary jonowej powodujg, ze log Kow takich uktadow
jest czgsto wyzszy niz log Kow samego API lub jego klasycznych soli nieorganicznych. Wskazuje
to na wicksze powinowactwo ukladu jonowego do lipidow i $Srodowisk hydrofobowych.
Zwigkszona lipofilowos$¢ sprzyja przenikaniu przez blony biologiczne, takie jak skora
czy nablonek jelitowy. Warstwa rogowa naskorka (tac. stratum corneum) petni funkcj¢ bariery
lipidowej, dlatego efektywno$¢ transportu przez t¢ strukture jest w duzej mierze uzalezniona
od wtasciwosci hydrofobowych penetrujacych czasteczek. Zwiazki charakteryzujace si¢ wyzszg
warto$cig log Kow wykazuja wicksze powinowactwo do lipidowych sktadnikow skory, co utatwia
ich dyfuzje do warstw naskorka oraz moze zwigksza¢ lokalng dostepnos¢ API w miejscu podania.
W konsekwencji uktady o podwyzszonej lipofilowosci moga wykazywaé wigksza retencje
w warstwach lipidowych skory, sprzyjajac przedtuzonemu dziataniu miejscowemu
przy jednoczesnym ograniczeniu przenikania do krgzenia ogdlnego.®® Jest to szczegodlnie istotne
w przypadku preparatow miejscowych, takich jak kremy, masci czy zele, gdzie pozadane
jest uzyskanie efektu terapeutycznego w miejscu aplikacji przy minimalizacji dziatan
ogolnoustrojowych. Podobna zalezno$¢ obserwowana jest réwniez w przypadku podania
doustnego, gdzie umiarkowana lipofilowo$¢ moze sprzyjac¢ przenikaniu przez nabtonek jelitowy,

wplywajac na wchtanianie oraz biodostepno$é substancji czynnej.®
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Rysunek 3. Przykiady struktur chemicznych (kationéw i anionéw) determinujacych okreslone wlasciwos$ci
biologiczne. 6

Nalezy podkresli¢, ze jednym z najciekawszych i najbardziej innowacyjnych aspektow
systemow typu API-QAS jest mozliwo$¢ modulowania ich aktywno$ci biologicznej poprzez
odpowiedni dobor kationu 1 anionu, wykraczajacy poza dzialanie samego sktadnika aktywnego,
co ilustruje rysunek 3. Czwartorzedowe sole amoniowe sg powszechnie znane ze swojej
aktywno$ci  przeciwbakteryjnej, jak 1 przeciwgrzybiczej wynikajacej z ich zdolnoSci
do oddzialywania z blonami komoérkowymi drobnoustrojow.?%7  Wprowadzenie API
do struktury QASs powoduje, ze ta aktywnos$¢ nie zostanie utracona, ale moze by¢ utrzymana lub
modyfikowana, w zalezno$ci od struktury uzytego kationu. Szczegdlnie istotnym zjawiskiem
obserwowanym w ukladach API-QASSs jest efekt synergii, w ktorym aktywnos¢ biologiczna
catego uktadu jest wigksza lub bardziej kompleksowa w pordéwnaniu z sumag aktywnos$ci

poszczegdlnych  sktadnikow. 3368

Stany zapalne skory 1 zmiany dermatologiczne czgsto
wspotwystepuja z infekcjami bakteryjnymi. Dzigki potaczeniu dziatania przeciwzapalnego
1 przeciwbakteryjnego preparat moze jednocze$nie wspieraé leczenie objawow skornych oraz
typowych infekcji bakteryjnych, ktére w innych przypadkach wymagaja antybiotykow.® 70 Takie
podejscie eliminuje konieczno$¢ stosowania kilku odrebnych substancji czynnych, zmniejszajac
tym samym obcigzenie organizmu, upraszczajac sktad formulacji i ograniczajac ryzyko interakcji
miedzy sktadnikami.

Wybor pary jonowej petni zatem funkcje projektowa na wielupoziomach, taczac aspekty
chemiczne, farmaceutyczne 1 biologiczne. Zmieniajac dlugos¢ tancucha alkilowego w QASs,
rodzaj podstawnikéw lub natur¢ chemiczng anionu API, mozliwe jest ,,dostrojenie” uktadu
jonowego do specyficznych wymagan aplikacji bez konieczno$ci modyfikowania samej struktury
chemicznej API. W praktyce oznacza to, ze projektowanie soli API-QASS jest §wiadomym
narzedziem optymalizacji lekéw, umozliwiajagcym jednoczesne osiagnigcie kilku celéw: poprawy
biodostgpnosci, zwigkszenia stabilno$ci, dostosowania wtasciwosci lokalnych lub systemowych

oraz wprowadzenia synergistycznych efektow biologicznych. To podejscie odréznia API-QASS

18



od tradycyjnych soli farmaceutycznych i umieszcza je w obszarze nowoczesnego, funkcjonalnego

projektowania lekow.
2.3. Charakterystyka pochodnych zawierajacych w swojej strukturze kation nikotynamidu

Nikotynamid (NA) znany jest rowniez jako lub jako jedna z form witaminy Bs. Zwigzek
ten charakteryzuje si¢ zroznicowanym spektrum aktywnos$ci biologicznej, obejmujacym korzystny
wplyw na zdrowie skoéry oraz dziatanie neuroprotekcyjne. NA naturalnie znalezé mozna
m.in. w miesie, rybach, jajach czy produktach mlecznych. Ponadto wystepuje takze w dojrzatych
ziarnach zboz, takich jak kukurydza i pszenica, gdzie wigze si¢ z czasteczkami cukru w postaci
glikozydow. Jest czesto stosowany jako suplement diety i lek w zapobieganiu i leczeniu pelagry,
choroby Alzheimera) i zaburzen psychicznych.”® NA jest substancjg w peini biokompatybilng
i niskotoksyczng (bezpieczna dzienna dawka sigga 1000 mg/kg masy ciata).”t Jego zdolno$¢
do wzmacniania funkcji bariery skornej 1 zmniejszania reakcji zapalnych uczynita go waznym
sktadnikiem aktywnym w leczeniu schorzen dermatologicznych, takich jak tradzik pospolity
i tradzik rozowaty (rysunek 4).

[ WYSTEPOWANIE WLASCIWOSCI
mieso drobiowe ® e leczenie chorob
| ! neurodegeneracyjnych
wieprzowina e wzmachianie funkcji
cielecina ® O bariery skornej
e zmniejszanie
ryby ¢ N NH2 reakcji zapalnych
jaja ® | P . wspomaggnie
\ N , odpornosci
kukurydza ® e dziatanie
przeciwbakteryjne

pszenica ® .
e leczenie pelagry

produkty mleczne ®

Rysunek 4. Struktura nikotynamidu, jego wystepowanie w naturze oraz Kluczowe wiasciwos$ci.

NA odgrywa kluczowa role w reakcjach enzymatycznych, wspomagajac procesy
regeneracyjne i odpornosciowe. Opréocz podstawowych funkeji biologicznych, wykazuje roéwniez
dzialanie przeciwbakteryjne, co czyni go obiecujacym kandydatem do terapii
przeciwinfekcyjnych.”>  Wtasciwoséci przeciwzapalne tej formy witaminy B; sa dobrze

udokumentowane, co czyni j3 szczegdlnie cennym skladnikiem, niezbg¢dnym do utrzymywania
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optymalnego stanu zdrowia.” Ponadto NA jest szeroko stosowany w suplementach diety
I preparatach dermatologicznych, gdzie wspomagaj regeneracje skory, metabolizm 1 zmniejsza
stany zapalne. Te wtasciwo$ci czynig go zatem atrakcyjng podstawag do ich wykorzystania
jako produktow farmaceutycznych per se. Obecnie istnieje wiele doniesien skupiajacych sie
na derywatyzacji NA, ktory jest powszechnie znany jako atrakcyjny surowiec do syntez
chemicznych ze wzgledu nie tylko na bogaty zakres wtlasciwosci, ale takze optacalnosé
ekonomiczng. W przesztosci podejmowano rézne proby modyfikacji jego struktury poprzez
przylaczenie podstawnikéw alkilowych do azotu w jego pierScieniu pirydynowym.3
Najwazniejsze odkrycia dotyczace modyfikacji strukturalnych NA poprzez przytaczanie
do tancucha alkilowego do atomu azotu, znajdujacego si¢ w pierScieniu pirydynowym

podsumowano na rysunku 5.
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Rysunek 5. Podsumowanie opisanych reakcji czwartorzedowania nikotynamidu (NA) halogenkami
alkilowymi.

Znane sg rowniez pochodne jonowe NA utworzone przez wymiang anionu halogenkowego
na jon wykazujacy aktywno$¢ biologiczng.”t Zaprojektowane QASs sktadaly sie z kationu
N-alkilonikotynamidu oraz komercyjnie  dostgpnych anionéw herbicydowych: 24-
dichlorofenoksyoctanowego (24-D) i  4-chloro-2-metylofenoksyoctanego (MCPA).
Przeprowadzone testy potwierdzity silny wptyw dtugosci tancucha alkilowego w produktach
na wlasciwosci fizykochemiczne, a takze na rozwoj chabra btawatka (Centaurea cyanus) i rzepaku

ozimego (Brassica napus). Wigkszos¢ badanych soli wykazata istotnie lepszg aktywno$¢
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herbicydowg (nawet 0 50%) w poréwnaniu z herbicydem referencyjnym. Udowodniono takze, iz
ryzyko migracji lub bioakumulacji tych produktow w $rodowisku jest wyjatkowo niskie.
W literaturze opisano takze sol z czwartorzedowym kationem N-heksylonikotynamidu i anionem
salicylanowym.” Badany zwigzek wykazywal wyzsza aktywno$¢é przeciwbakteryjng niz kwas
salicylowy, przy jednoczesnym zachowaniu bardzo dobrej tolerancji skornej po aplikacji
miejscowej w stezeniach do 5%. Ponadto w innej pracy przebadano szereg homologiczny
bromkow N-alkilonikotynamidu pod katem skuteczno$ci przeciwgrzybiczej.” Zsyntetyzowane
zwigzki, charakteryzujace si¢ zr6znicowang dtugoscig tancucha weglowego w kationie, testowano
na grzybach Fusarium graminearum, Sclerotinia sclerotiorum i Botrytis cinerea. Wykazano, ze
tempo wzrostu badanych szczepoéw malato wraz ze wzrostem liczby atoméw wegla w tancuchu
alkilowym. Efekt ten obserwowano az do bromku N-tetradecylonikotynamidu, a dalsze
wydtuzanie tancucha prowadzito do ponownego wzrostu tempa rozwoju drobnoustrojow.

Pomimo licznych doniesien literaturowych na temat modyfikacji struktury NA, badania te
sg fragmentaryczne 1 nie pozwalajg na systematyczng 1 kompletng oceng¢ zalezno$ci migdzy
strukturg chemiczng a aktywno$cig biologiczng w ramach uporzadkowanych — szeregow
homologicznych. Wskazuje to na potrzebg dalszych badan w tym obszarze i gltebokiej analizy
nowych homologéw substancji czynnych bedacych pochodnymi NA.

2.4. Charakterystyka pochodnych zawierajacych w swojej strukturze kation lidokainy

Lidokaina jest syntetycznym lekiem znieczulajacym miejscowo wprowadzonym
do praktyk Kklinicznych w potowie XX wieku i do dzi$ jest jednym z najczeSciej uzywanych
medykamentéw do znieczulen miejscowych.”® Mechanizm dziatania lidokainy polega przede
wszystkim na blokowaniu kanatéw sodowych w btonach komorkowych neuronéw, co prowadz
do ograniczenia powstawania i przewodzenia impulsow nerwowych, a w konsekwencji
do minimalizowania odczuwania bolu w miejscu stosowania. Ze wzgledu na szybki profil
dziatania i skuteczno$¢, lidokaina znajduje zastosowanie w wielu dziedzinach medycyny, w tym
w stomatologii, chirurgii, dermatologii oraz anestezjologii.”® Istotng =zaleta lidokainy jest
stosunkowo rzadkie wystepowanie dziatan niepozadanych. W wigkszo$ci przypadkow
obserwowane reakcje uboczne sg zwigzane raczej z niewlasciwym sposobem podania lub
przekroczeniem dawki terapeutycznej niz z samym mechanizmem dziatania tej substancji.’”
W praktyce klinicznej lidokaine stosuje si¢ najcze$ciej w postaci chlorowodorku, ktory
charakteryzuje si¢ dobrg rozpuszczalno$cia w wodzie, co umozliwia przygotowanie stabilnych

preparatow leczniczych.”® Ze wzgledu na szerokie zastosowanie chlorowodorku lidokainy oraz
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jego cenne wilasciwosci, na przestrzeni lat podejmowano liczne dziatania ukierunkowane na jego

derywatyzacje i poszerzenie zakresu zastosowan terapeutycznych (rysunek 6).
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Rysunek 6. Kluczowe etapy rozwoju pochodnych lidokainy.79-81

Bromek N-etylolidokainy oraz bromek N-dodecylolidokainy, oceniono in vitro pod katem
zdolnosci do blokowania jonéw sodowych (Na*) w hodowanych komorkach neuronalnych szczura
liniit GHs. Przeprowadzono réwniez oceng dziatania in vivo w modelu blokady nerwu kulszowego
u szczuréw, analizujac funkcje czuciowe i motoryczne. Bromek N-etylolidokainy wykazywat silne
wlasciwosci blokujace kanaty Na® in vitro, a u testowanych zwierzat powodowat catkowita
i istotnie wydtuzong blokade przewodnictwa nerwowego w poréwnaniu z lidokaing.®2
Zsyntetyzowano takze seri¢ API-ILS zawierajacych lidokaing oraz $redniotancuchowe kwasy
dikarboksylowe jako przeciwjony. Nastepnie zbadano wplyw dlugosci tancucha alkilowego
anionu na charakter powstajacych faz. W obrebie badanej serii zaobserwowano zr6znicowane
zmiany w morfologii, temperaturze topnienia, temperaturze zeszklenia oraz parametrach
strukturalnych nowo powstatych faz. Uzyskane wyniki stanowig cenng baze danych dotyczaca
opracowania systematycznego podejscia do projektowania i rozwoju farmaceutycznych cieczy
jonowych.® Badania z wykorzystaniem nikotynowego receptora acetylocholinowego wykazaty,
ze czwartorzedowe analogi lidokainy (trietyloamoniowa sél QX-314 oraz trimetyloamoniowa sél

QX-222) wykazuja aktywno$¢ blokujaca kanaly jonowe, wigzac si¢ w obrgbie pora kanatu
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I powodujac fizyczng blokade przeptywu jonéw. Wyniki te dostarczaja ogodlnego wgladu
w mechanizm, w jaki kationowe pochodne lidokainy blokuja kanaty jonowe, i moga stanowi¢
model ulatwiajacy interpretacje ich interakcji z innymi kanatami jonowymi odpowiedzial nymi
za przewodzenie impulséw bolowych.3* W literaturze opisano rowniez protonowe ciecze jonowe
oparte na lidokainie, w ktérych rolge przeciwjonoOw petnig aniony o wlasciwosciach
przeciwzapalnych. Dla ukladow zawierajacych aniony salicylanowy 1 ibuprofenianowy
przeprowadzono szczegbtowa charakterystyke fizykochemiczng oraz analize strukturalng.8®
Protonowe ILs na bazie lidokainy oraz kwasu salicylowego zostaly rowniez otrzymane w postaci
uktadow oligomerycznych, a uzyskane wyniki sugeruja, ze taka strategia tworzenia nowych
substancji aktywnych farmaceutycznie moze mie¢ gteboki wptyw na poprawe wilasciwosci API,
np. w celu ich uptynniania do réznych droég podawania leku.®® Analizie poddano takze serie
asymetrycznych surfaktantow gemini oparta na strukturze lidokainy, z amfifilowag grupa
weglanowg (—O-CO-0-), ktére moga samoczynnie organizowaé si¢ w czasteczki Janusa, bedace
unikalng klasg czastek 0 asymetrycznej strukturze, posiadajgcych dwie odrebne powierzchnie
o roznych wlasciwoséciach.®” Niektore z otrzymanych zwiazkow wykazywaty wiekszy wzrost
przenikania do tkanek w pordéwnaniu z czasteczkami opartymi na tradycyjnej strukturze
surfaktantu. Czasteczki te majg zatem wysoki potencjal wykorzystania jako farmaceutyczna
substancja pomocnicza o podwojnej funkcji — znieczulenia miejscowego i promotorow
przenikania w systemach dostarczania lekow.® Symulacje molekularne przeprowadzone
dla dokuzynianu lidokainy oraz uktadow pokrewnych (chlorku lidokainy, dokuzynianu sodu
1 chlorku sodu) umozliwity wstepng interpretacje¢ mechanizméw lezacych u podstaw
obserwowanych wiasciwosci synergistycznych dokuzynianu lidokainy jako substancji czynnej
W postaci cieczy jonowej. Wykazano, ze zwigkszona sktonno$¢ do asocjacji jonow
w badanym ukladzie moze sprzyja¢ poprawie przepuszczalno$ci przez bariery biologiczne.
Dodatkowo, zastosowanie formy cieczy jonowej jako postaci substancji czynnej pozwala
na eliminacj¢ typowych probleméw zwigzanych z krystalicznymi formami statymi, takich jak
ograniczona rozpuszczalno$é czy polimorfizm.®

Zebrane dotychczas dane literaturowe dotycza gtownie wybranych pochodnych lidokainy
oraz ich specyficznych wtasciwosci, co ogranicza mozliwo$¢ systematycznej 1 poglgbionej
analizy. W szczegdlnos$ci brakuje kompleksowego przegladu réznych form czwartorzedowych
pochodnych lidokainy w potaczeniu z anionami o aktywnos$ci farmaceutycznej, obejmujgcego
zarowno ich wlasciwosci fizykochemiczne, jak i skuteczno$¢ biologiczng. Tego typu informacje
sg kluczowe dla lepszego zrozumienia charakteru oddzialywan kation—anion oraz okreslenia
wplywu obecnosci podstawnikow alkilowych w pochodnych lidokainy na wtasciwos$ci zwiazku.
Dalsze badania sa kluczowe do opracowania systematycznego podej$cia umozlwiajacego
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projektowanie nowych, efektywnych substancji znieczulajacych 1 ich dalszej implementacji

na kolejnych etapach rozwoju leku.
2.5. ZwiazKki pochodzenia naturalnego jako zZrédio anionu w API-QASs

Naturalnie wystepujace zwigzki organiczne stanowia wazng grupg¢ substratow
wykorzystywanych w projektowaniu nowych zwigzkow chemicznych i materiatlow, w tym
formulacji farmaceutycznych. W ostatnich latach coraz wigkszg uwage zwraca si¢
na wykorzystanie zwigzkow pochodzenia naturalnego jako sktadnikow uktadéw jonowych,
poniewaz czesto charakteryzuja si¢ one dobrg biodostgpnoscia, znanym profilem
toksykologicznym i potwierdzong aktywnoscig biologiczng. Do wspominanych zwigzkow naleza
aromatyczne kwasy karboksylowe, takie jak kwas nikotynowy, kwas salicylowy i kwas
p-aminobenzoesowy (PABA), ktorych wtasciwosci zaprezentowano na rysunku 7. Wprowadzenie
biologicznie aktywnego anionu do struktury czwartorzedowej soli amoniowej moze prowadzié
do powstania zwigzkow o zmodyfikowanych  wlasciwosciach  fizykochemicznych,
a takze do uzyskania nowych wlasciwosci biologicznych wynikajacych z synergii mi¢dzy
kationem a anionem.
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Rysunek 7. Struktura kwasow uzytych jako zrodlo anionu do syntezy ukladow typu API-QAS oraz ich
wystepowanie w naturze, wlasciwosci i zastosowanie.

Istotna cecha tych kwasow jest ich powszechne wystepowanie w srodowisku naturalnym
oraz w diecie cztowieka. Kwas nikotynowy, obok nikotynamidu, jest kolejna forma witaminy Bs
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(niacyny). Wystepuje szeroko w zywnos$ci pochodzenia ro$linnego i zwierzecego, W tym
w zbozach, ro$linach straczkowych, migsie 1 rybach. W organizmie cztowieka odgrywa wazna
role jako prekursor koenzyméw NAD® i NADP*, ktore uczestnicza w licznych procesach
metabolicznych oraz reakcjach utleniania-redukcji.*® Ze wzgledu na swojg role biologiczng,
kwas nikotynowy i jego pochodne sg stosowane zaréwno jako sktadniki suplementow diety,
jak i w leczeniu zaburzen lipidowych oraz niedoborow witaminy Bs. Ponadto jest on podawany
z niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi (NLPZ) w leczeniu bolu i zapalenia stawow.%
Kwas salicylowy z kolei w naturze wystepuje gtownie w korze wierzby biatej, gdzie uczestniczy
w regulacji procesow fizjologicznych 1 mechanizmach obronnych przed patogenami.
Jego pochodne od dawna sg stosowane w farmacji ze wzgledu na wtasciwosci przeciwzapalne,
przeciwbolowe i keratolityczne, a sam kwas salicylowy stat si¢ takze waznym potproduktem
w syntezie wielu lekow.%% PABA, znany rowniez jako witamina Bio, jest zwigzkiem
aromatycznym wystepujacym w naturze jako metabolit mikroorganizmoéw oraz jako sktadnik
niektorych produktdow spozywczych, takich jak drozdze, watroba i produkty petnoziarniste.®®
PABA charakteryzuje si¢ znaczng wszechstronno$cig strukturalng, szczegodlnie ze wzgledu na
mozliwo$¢ substytucji zardwno w grupie aminowej, jak i karboksylowej, co umozliwia
projektowanie bioaktywnych pochodnych dostosowanych do indywidualnych potrzeb.%:%7
Taunikalna cecha sprawia, ze PABA jest cennym elementem sktadowym preparatow chronigcych
przed promieniowaniem UV oraz formulacji farmaceutycznych. W bazie danych zawierajacych
12 111 lekéw komercyjnych, PABA jest wiaczony jako sktadnik strukturalny az w 1,5% z nich.
Co istotne, leki te wykazuja szeroki zakres zastosowan terapeutycznych, w tym dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe, przeciwnowotworowe i przeciwzapalne, w zalezno$ci od strategii
derywatyzacji.%®%

Aktualny stan wiedzy na temat QASs zawierajgcych aniony kwasu hikotynowego,
salicylowego czy p-aminobenzoesowego wskazuje, ze zwiazki skladajace si¢ z kationu
chlormekwatu i aniondéw indukujacych odpornos¢ roslin, w tym pochodzacych od kwasu
nikotynowego, charakteryzuja si¢ lepsza aktywno$cig biologiczng oraz nizszg fitotoksycznos$cig
w porownaniu z ich odpowiednikami w formach kwasowych. Badania dowiodly, ze otrzymane
zwiazki wykazaty zdolno$¢ do aktywowania reakcji obronnych tytoniu i1 zwiekszyly odpornosé¢
na infekcje wirusowe.'® Ponadto czwartorzedowe pochodne chitozanu zawierajace anion
p-aminobenzoesanowy, w postaci piecio- i szeSciocztonowych heterocyklicznych zasad Schiffa,
poddano systematycznej ocenie pod katem ich aktywno$ci antyoksydacyjnej oraz
przeciwbakteryjnej. Uzyskane wyniki wykazaty wysoka aktywno$¢ biologiczng badanych
zwiazkdw, natomiast przeprowadzone testy cytotoksyczno$ci i hemolizy potwierdzity ich dobra
biozgodno$¢ oraz bezpieczenstwo stosowania w analizowanym zakresie stezen. 1
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Anion kwasu salicylowego jest szeroko stosowanym i dobrze scharakteryzowanym
anionem funkcyjnym, wykorzystywanym w syntezie roznorodnych uktadéw, w tym API-QASs.
Sole zawierajace anion salicylanowy wykazuja réznorodng aktywnos$¢  biologiczna,
w tym wlaéciwosci przeciwbakteryjne i przeciwutleniajace. 192-1% Ponadto anion salicylowy jest
szeroko stosowany w syntezie zwigzkéw przeznaczonych do stosowania na skorg ze wzgledu
na udokumentowane wtasciwosci keratolityczne 1 przeciwzapalne oraz zdolnos¢ wspomagania
penetracji substancji czynnych przez bariere naskorkowg. 7485103104

Przeprowadzona analiza jednoznacznie wskazuje, ze anion salicylanowy zostal szeroko
opisany w literaturze, a liczne badania potwierdzaja jego korzystne wtasciwosci fizykochemiczne
i biologiczne oraz szeroki potencjat aplikacyjny. To sprawia, ze jest on szczegélnie interesujgcym
uktadem modelowym i odpowiednim kandydatem do dalszych badan w szeregach
homologicznych. Co ciekawe, pomimo rosngcego zainteresowania substancjami pochodzenia
biologicznego, zastosowanie nikotynianu i p-aminobenzoesanu w uktadach jonowych pozostaje
stosunkowo stabo zbadane, co podkresla potrzebe dogltebnych badan nad ich wiasciwosciami

I potencjalnymi zastosowaniami.

3. Kluczowe wlasciwosci farmakologiczne lekow w zalezno$ci od drogi podania

I przeznaczenia
3.1. Wlasciwosci przeciwzapalne

Przeciwzapalne wtasciwosci lekow stanowig fundamentalny aspekt wielu wspotczesnych
farmakoterapii. Stan zapalny to naturalna odpowiedz organizmu na uraz, infekcj¢ lub inne
czynniki uszkadzajace tkanki, majgca na celu wyeliminowanie przyczyny uszkodzenia, naprawe
tkanek i przywrocenie homeostazy.’® Jednak w sytuacjach, gdy reakcja zapalna jest nadmierna
lub przewlekta, zamiast chroni¢ organizm, zaczyna ostabiaé jego funkcje, utrudniajac powrot
do zdrowia i sprzyjajac rozwojowi chorob przewlektych.!%17 Wiasnie w takich sytuacjach
kluczowe staje si¢ ograniczenie szkodliwego wplywu nadreaktywnego uktadu odpornosciowego.
Leki przeciwzapalne moga pomdc przywracac prawidlowe funkcjonowanie organizmu na réznych
poziomach. Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ), takie jak kwas salicylowy, diklofenak,
ibuprofen lub celekoksyb, dzialaja na poziomie enzymatycznym, hamujac aktywnosé
cyklooksygenazy (COX-1 i COX-2), zmniejszajac syntez¢ prostaglandyn, bedacych mediatorami
odpowiedzialnymi za bol, gorgczke i stan zapalny w tkankach. Zmniejsza to obrzek,
zaczerwienienie, bol i podwyzszong temperature.'®110 Glikokortykosteroidy z kolei hamuja
ekspresj¢ genéw kodujacych odpowiedzialnych za stan zapalny, co skutkuje szerokim dziataniem
przeciwzapalnym,  immunosupresyjnym i  przeciwalergicznym. ™! Znaczenie = lekow
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przeciwzapalnych wynika nie tylko z ich zdolnos$ci do tagodzenia objawdw, ale takze z ich
wplywu na przebieg choroby. Skuteczna kontrola stanu zapalnego pomaga ograniczy¢
uszkodzenia tkanek, zapobiega przewleklym powiktaniom i poprawia jako$¢ zycia pacjenta.
Skuteczno$¢ dziatania przeciwzapalnego zalezy od wielu czynnikow, w tym drogi podania,
wtasciwosci chemicznych substancji czynnej, biodostepnosci, rozpuszczalnosci oraz zdolnosci
do penetracji w miejsce objete stanem zapalnym. Podawanie lekow przeciwzapalnych réznymi
drogami znaczaco wptywa na ich biodostepnos¢, site dziatania i profil bezpieczenstwa. Doustne
podawanie NLPZ pozwala na dziatanie ogdlnoustrojowe, co jest szczegolnie wazne w leczeniu
chorob zapalnych obejmujacych wiele stawdw lub narzadéw. Substancja czynna wchtania si¢
z przewodu pokarmowego i po rozprowadzeniu w organizmie hamuje aktywno$¢ enzymow
cyklooksygenazy, zmniejszajagc tym samym synteze prostaglandyn w organizmie. Ta droga
podawania pozwala rowniez na kontrole przewleklego stanu zapalnego, ale wigze si¢ z wyzszym
ryzykiem dziatahniepozadanych, w tym uszkodzenia btony §luzowej zotadka, zaburzen czynno$ci
nerek i interakcji z innymi lekami.*!2 W odpowiedzi na te ograniczenia opracowano preparaty
o zmodyfikowanym uwalnianiu, $rodki ochronne dla przewodu pokarmowego oraz strategie
dawkowania minimalizujace ryzyko powiktan !4 Z drugiej strony, podanie miejscowe
umozliwia skoncentrowane dziatanie leku w tkankach objetych stanem zapalnym. Preparaty takie
jak zele, masci, kremy czy plastry osiagaja wysokie stezenie substancji czynnej w miejscu
dzialania, jednocze$nie ograniczajac ekspozycje ogodlnoustrojowg.®> " W praktyce znaczaco
zmniejsza to ryzyko dzialan niepozadanych przy jednoczesnym zachowaniu skuteczno$ci
terapeutycznej. Rozwigzania te zapewniajg zaréwno szybkie dzialanie miejscowe,
jak 1 dlugotrwate stezenie terapeutyczne, co poprawiaskuteczno$¢ leczenia i komfort pacjenta.
Wtasciwosci chemiczne substancji czynnej rowniez determinujg jej skuteczno$¢
przeciwzapalna. Substancje lipofilowe tatwiej przenikaja przez barier¢ skorng 1 btony biologiczne,
co zwigksza ich skuteczno$¢ w terapii miejscowej. Substancje hydrofilowe, ktore nie przenikajg
tatwo do tkanek, wymagaja podania ogolnoustrojowego lub zastosowania specjalnych nosnikow,
takich jak liposomy, nanoczasteczki lub proleki, ktore poprawiaja rozpuszczalnos¢, stabilnos¢
1 biodostgpnos¢ leku. Ponadto modyfikacje chemiczne API-QASS, polegajace na tworzeniu soli,
estrow 1 prolekow, pozwalaja na dostosowanie farmakokinetyki i farmakodynamiki leku
do potrzeb klinicznych, umozliwiajac kontrole szybkos$ci uwalniania, penetracji tkanek i sity

dziatania w miejscu zapalenia.

3.2. Wlasciwos$ci antybakteryjne
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Leki przeciwbakteryjne stanowia kluczowy element leczenia infekcji bakteryjnych,
zarowno ostrych, jak i przewlekltych. Ich wtasciwosci antybakteryjne (przeciwbakteryjne)
obejmujag hamowanie wzrostu, namnazania lub bezposrednie zabijanie bakterii, co pozwala
na eliminacj¢ patogenu i przywrocenie homeostazy organizmu. Mechanizmy ich dziatania sa
zroznicowane i czesto zalezg od rodzaju bakterii (Gram-dodatnie lub Gram-ujemne) oraz miejsca
zakazenia. Istotng role odgrywa rozna struktura oston komérkowych tych organizmow, wptywajac
na ich penetracje, a tym samym skuteczno$¢ substancji przeciwbakteryjnych. Bakterie Gram-
dodatnie, z grubg warstwa peptydoglikanu i brakiem blony zewnetrznej, sg zazwyczaj bardziej
wrazliwe na zwiazki bezposrednio oddziatujagce na blone cytoplazmatyczng, takie jak QASS.
Z kolei bakterie Gram-ujemne, ze wzgledu na obecno$¢ dodatkowej btony zewnetrznej
zawierajgce] lipopolisacharyd, wykazuja zwigkszong naturalng opornos¢ na takie substancje,
ograniczajgc ich penetracje do miejsca docelowego.®1!® Te roznice determinujg odmienne profile
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej 1 maja kluczowe znaczenie przy wyborze odpowiedniej
strategii terapeutycznej i dezynfekcyjnej.

Warto podkresli¢, ze wtasciwosci antybakteryjne to pojecie szersze niz antybiotyki,
obejmujace wszystkie substancje zdolne do hamowania wzrostu lub eliminacji bakterii,
w tym $rodki dezynfekujace, antyseptyczne i zwigzki syntetyczne. Antybiotyki natomiast
stanowia specyficzng grupe substancji antybakteryjnych przeznaczonych do bezpiecznego
stosowania terapeutycznego w organizmie, charakteryzujacych si¢ selektywnag toksycznoscia
wobec mikroorganizméw chorobotworczych. !t

Nalezy nadmieni¢, ze mechanizmy dziatania lekow przeciwbakteryjnych sg zréznicowane
w zalezno$ci od danego antybiotyku i obejmujg hamowanie syntezy $ciany komoérkowej (np. beta-
laktamy, wankomycyna), blokowanie syntezy biatek (np. aminoglikozydy, tetracykliny),
zaburzanie funkcji btony cytoplazmatycznej (np. polimyksyny i daptomycyna) oraz hamowanie
syntezy kwasow nukleinowych (np. fluorochinolony, ryfampicyna).'® W efekcie, skuteczno$¢
antybiotykow w duzej mierze zalezy nie tylko od mechanizmu ich dziatania, ale takze od drogi
podania, ktora determinuje osiagane stezenia w tkankach i ptynach ustrojowych.'?* Podanie
doustne jest wygodne i1 umozliwia leczenie wielu zakazen, zwtaszcza jesli substancja czynna
wykazuje odpowiednig stabilno§¢ w przewodzie pokarmowym i wysoka biodostepno$é.t?2:123
Antybiotyki doustne stosuje si¢ w leczeniu zakazen ukladu moczowego, drog oddechowych,
przewodu pokarmowego oraz skory i tkanek miekkich.'?#'%® W przypadku ciezkich zakazen
(takich jak sepsa), konieczne jest podanie dozylne, zapewniajace 100% biodostepnosé, szybki
poczatek dziatania i utrzymanie odpowiedniego stgzenia hamujgcego leku (MIC, ang. Minimum
Inhibitory Concentration) w catym organizmie.’®1?’" Takie podejscie jest szczegdlnie wazne
w przypadku zakazen zagrazajacych zyciu lub w przypadku opornych szczepéw bakteryjnych.
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Preparaty do stosowania miejscowego, w tym kremy, zele, krople do oczu i inhalacje, umozliwiaja
uzyskanie wysokich stezen leku w miejscu zakazenia przy minimalnej ekspozycji
ogolnoustrojowej, co ogranicza dziatania niepozadane i ryzyko selektywnej presji antybiotykowej
na mikroflore jelitowg. 1?13

Wysoka skuteczno$¢ przeciwbakteryjna czwartorzedowych soli amoniowych wynika
z unikalnego potaczenia dodatnio natadowanego atomu azotu w kationie i hydrofobowego

dhtugiego tancucha alkilowego, co zaprezentowano na rysunku 8.

................

ADSORPCJA }§ %
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BAKTERYJNA

Rysunek 8. Proponowany mechanizm aktywnosci przeciwbakteryjnej QASs.

Dodatni tadunek w kationach przyciaga je do ujemnie natadowanej powierzchni bakterii,
obecnej gtownie na btonie cytoplazmatycznej i w otoczce komorkowej, szczegdlnie u bakterii
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Ta interakcja elektrostatyczna umozliwia silne przyleganie
do bakterii przez czasteczki QASs, co jest pierwszym krokiem w ich dziataniu bakteriobdjczym.
Drugim kluczowym elementem mechanizmu jest przenikanie hydrofobowego tancucha
alkilowego przez warstwe lipidowg btony komorkowej. Powoduje to destabilizacje struktury
lipidowej, zaburza integralno$¢ btony, tworzy pory i powoduje wyciek sktadnikéw komérkowych
i finalnie prowadzi to do szybkiej $mierci komorki bakteryjnej.*3? Dlugo$é i struktura tancucha
alkilowego maja kluczowe znaczenie dla skuteczno$ci dziatania takiej soli organicznej.
Zbyt krotki tancuch alkilowy nie zapewnia wystarczajacej interakcji z lipidami btonowymi,
natomiast optymalna dtugos¢ (zwykle 12—16 atoméw wegla) wigze si¢ z maksymalng aktywnoscia
przeciwbakteryjng przy zachowaniu korzystnego profilu cytotoksycznosci wzgledem komoérek
ssakow. Interesujacym jest, ze wraz z dalszym wydtuzaniem tancucha alkilowego, aktywno$¢

przeciwbakteryjna czesto maleje, co okresla si¢ mianem efektu ,, cut-off”’, wynikajacego m.in.
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z ograniczonej rozpuszczalno$ci i tendencji do tworzenia miceli. QASS wykazuja réwniez
dziatanie przeciwdrobnoustrojowe wobec biofilméw bakteryjnych, co czyni je interesujgcymi
w kontek$cie leczenia przewlektych zakazen w tkankach o utrudnionej dostepnosci.®>133134
Narastajgca oporno$¢ na konwencjonalne antybiotyki stanowi jedno z najpowazniejszych
wyzwan wspotczesnej medycyny. 3 Zjawisko to ogranicza zastosowanie dotychczasowych metod
leczenia i wprowadza nowe S$rodki przeciwdrobnoustrojowe oraz innowacyjne metody
ich podawania. W odpowiedzi na te wyzwania rozwijane sg nowoczesne strategie formulacyjne,
ktore powoduja skuteczno$¢ leczenia przeciwbakteryjnego poprzez kontrolowane i/lub
przedtuzone uwalnianie leku czy precyzyjne dostarczanie go do miejsca dziatania.’®%%" Dlatego
obecnie duzy nacisk kladzie si¢ na $wiadome projektowanie czasteczek pod katem poprawy
ich rozpuszczalnosci, stabilnosci oraz zdolnosci penetracji do tkanek, co ma na celu zwigkszenie
skuteczno$ci zardwno tradycyjnych antybiotykéw, jak 1 zwigzkow opartych na QASs.
Wspodlczesna antybiotykoterapia coraz czgsciej opiera si¢ na synergii migdzy klasycznymi
mechanizmami dziatania a zaawansowanymi systemami dostarczania lekow, co pozwala nie tylko
zwickszy¢ efektywno$¢ leczenia, ale takze ograniczy¢ ryzyko dzialah niepozadanych

oraz spowolni¢ rozwdj opornosci bakteryjnej.
4. Drogi podawania lekow — mechanizmy, zastosowania i ograniczenia

Sposéb podania leku odgrywa kluczowa role w okre$laniu jego skuteczno$ci
farmakologicznej, bezpieczenstwa i profilu dziatania w organizmie. Wybdr odpowiedniej drogi
podania nie tylko determinuje sposob i szybko$¢, z jaka substancja czynna dociera do miejsc
docelowych, ale takze wpltywa na jej wchtanianie, metabolizm, dystrybucje i eliminacj¢. Rozne
drogi podania mogg znaczaco zmienia¢ biodostepnos$¢ leku (ilo$¢ substancji, ktdra pozostaje
biologicznie aktywna po dotarciu do krazenia ogolnego) a takze wplywac na ryzyko wystapienia
dzialan niepozadanych. W literaturze farmaceutycznej jednymi z podstawowych sposobow
podania leku sa droga doustna, przezskorna, miejscowa i iniekcja. Kazda z nich wplywa
na farmakokinetyke leku, determinujac profil wchtaniania, biodostepno$¢ oraz zakres dziatania

miejscowego lub ogdlnoustrojowego (rysunek 9).138:13
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Rysunek 9. Podstawowe drogi podania leku.140

Doustne przyjmowanie lekoéw jest najczeéciej stosowang i najwygodniejsza metoda,
obejmujacg formy state, takie jak tabletki i kapsutki, oraz formy plynne, takie jak syropy
i zawiesiny. Zaletami tej drogi podania sg tatwos$¢ uzycia, wysoka akceptacja pacjentow
oraz mozliwos¢ dilugotrwatego leczenia, przy jednoczesnym zachowaniu stosunkowo niskich
kosztow. Do ograniczen nalezy wrazliwo$¢ na czynniki zotadkowo-jelitowe, w tym obecnosé¢
pokarmu czy pH zotadka, ktore mogg wptywac na szybkosc¢ i stopien wchlaniania. Ponadto droga
doustna nie jest odpowiednia dla substancji draznigcych blone S$luzowg lub wrazliwych
na obecno$é¢ enzymow zotadkowo-jelitowych.'3®

Podawanie przezskorne, w tym plastry 1 zele transdermalne, pozwala na stopniowe
wchtanianie leku do krazenia ogodlnego, omijajac efekt pierwszego przejscia przez watrobe
i utrzymujac stale st¢zenie terapeutyczne w czasie. Metoda ta jest wygodna dla pacjenta i dobrze
sprawdza si¢ w przypadku lekéw o wysokiej lipofilowosci i1 niskiej masie czasteczkowej, ale jej
zastosowanie jest ograniczone przez potencjalne podraznienie skory 1 wolniejsze tempo osiggania
maksymalnego steZenia terapeutycznego w poréwnaniu z podaniem dozylnym, 141142

Podawanie miejscowe polega na podaniu leku bezposrednio na skérg lub btony $luzowe
w celu uzyskania dziatania miejscowego lub ograniczonego wchtaniania ogdlnoustrojowego .
Ta droga podawania jest szczegélnie korzystna w przypadku substancji dziatajagcych miejscowo,

minimalizujac ryzyko dziatan niepozadanych w innych narzadach. Wadami sg jednak ograniczona
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dystrybucja i konieczno$¢ stosowania formulacji, ktore dobrze przylegaja i wnikaja w miejsce
dziatania.}3

Podawanie drogg iniekcji, w tym podskornie, domi¢sniowo, dozylnie lub dootrzewnowo,
charakteryzuje si¢ najszybszym 1 najbardziej przewidywalnym osiggnieciem stezenia leku
w krazeniu ogolnym. Metoda ta jest stosowana w leczeniu doraznym, w warunkach szpitalnych
oraz w przypadku lekéw o niskiej biodostepnosci doustnej. Jej ograniczenia obejmuja jednak
wicksza inwazyjnos$¢, ryzyko infekcji oraz konieczno$¢ stosowania sprzetu medycznego, jak i
odpowiedniego monitorowania.*®

Wybdr odpowiedniej drogi podania zalezy zatem od wtasciwosci fizykochemicznych
i farmakokinetycznych leku, jego celu terapeutycznego oraz oczekiwanej wygody
1 bezpieczenstwa pacjenta. Zrozumienie zalet 1 ograniczen kazdej metody ma kluczowe znaczenie

dla skutecznego projektowania terapii lekowej oraz optymalizacji biodostgpnosci i skuteczno$ci

substancji czynnych.
5. Bariery biologiczne i ich pokonywanie przez sole organiczne
5.1. Droga doustna

Podanie doustne jest najpowszechniej stosowang droga podawania lekow ze wzgledu
na wygode, wysoka akceptacje pacjentow 1 niski koszt. Szacuje sie¢, ze ponad potowa lekoéw jest
podawana doustnie, najcze$ciej w postaci tabletek i kapsutek.™ Pomimo ograniczeh zwigzanych
z barierami wchtaniania i efektem pierwszego przejscia, droga ta pozostaje podstawowag strategia
w farmakoterapii.

Jelito cienkie jest zasadniczym miejscem wchtaniania wiekszos$ci lekéw podawanych
droga doustng, co wynika z jego duzej powierzchni chtonnej, intensywnego ukrwienia oraz
relatywnie dtugiego czasu kontaktu substancji leczniczej z blong $luzowa.'® Aby substancja
czynna mogta zosta¢ wchionieta, musi pokona¢ dwie gtowne bariery biologiczne: warstwe $luzu

jelitowego (mukusu) oraz nabtonek enterocytow (rysunek 10).
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Rysunek 10. Schemat transportu czasteczek przez glowne bariery biologiczne jelita cienkiego oraz
mechanizmu wspierajace absorpcje QASs; OCT — Transportery Kationow Organicznych; OAT -—
Transportery Anionéw Organicznych).

Warstwa mukusu stanowi pierwsza, dynamiczng przeszkode dyfuzyjna, ograniczajaca
kontakt czgsteczek z powierzchnig nablonka. Jest to hydrozel zbudowany glownie z wody
(90-98%) oraz mucyn (wysokoczasteczkowych — glikoprotein), ktorego  wtasciwosci
elektrostatyczne mogg istotnie wptywac¢ na dystrybucje zwigzkow jonowych. W przypadku
czwartorzedowych soli amoniowych, trwaty dodatni tadunek sprzyja odwracalnym interakcjom
z ujemnie naladowanymi sktadnikami mucyny, co moze spowalnia¢ dyfuzj¢, ale jednocze$nie
wydtuza¢ czas przebywania czgsteczek w poblizu nabtonka. Zjawisko to potencjalnie zwigksza
szanse na wykorzystanie alternatywnych mechanizméw absorpcji.146147

Kolejng bariere stanowi jednowarstwowy nablonek jelitowy, w ktorym enterocyty
polaczone sa Scistymi polaczeniami miedzykomoérkowymi, determinujgcymi  selektywnag
przepuszczalno$¢.!¥81%  Trwaty dodatni tadunek QASs oraz ich silna hydratacja istotnie
ograniczajg zdolno$¢ do pasywnej dyfuzji przez blony lipidowe, co czyni transport
transkomérkowy mato efektywnym. W konsekwencji zwigzki te charakteryzuja si¢ zazwyczaj
niskg przepuszczalno$cia, jednak dostepne sg mechanizmy mogace wspiera¢ ich absorpcje.
Jednym z nich jest transport aktywny, w ktorym biorg udziat biatka transportujace, takie jak OCT
(ang. Organic Cation Transporter, Transportery Kationow Organicznych) i PMAT (ang. Plasma
Membrane Monoamine Transporter, Transporter Monoamin Btony Plazmatycznej),
odpowiedzialne za transport kationow organicznych oraz OAT (ang. Organic Anion Transporter,
Transportery Anionéw Organicznych).’® Chociaz ich ekspresja w jelicie jest ograniczona, moga
one odgrywaé istotng role w wybranych strukturach. Alternatywny mechanizm polega

na tworzeniu par jonowych z odpowiednio dobranymi anionami, co prowadzi do obnizenia
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efektywnego tadunku elektrostatycznego i zwigkszenia lipofilowosci uktadu. W $rodowisku
wodnym QASs wystepuja gtownie w postaci zdysocjowanej i silnie uwodnionej, ale obecnosé
lipidéw lub aniondéw moze sprzyja¢ tworzeniu przejsciowych komplekséw elektrostatycznych,
utatwiajgc interakcje z btonami biologicznymi.

Istotng rolg w tym konteks$cie mogg odgrywac rowniez kwasy zotciowe, ktore dzieki swojej
amfipatycznej naturze (czyli obecnosci zarowno czes$ci hydrofilowej, jak i hydrofobowej) sa

1 Powstale kompleksy

zdolne do tworzenia par jonowych z czgsteczkami kationowymi.®
charakteryzujg si¢ zwigkszong lipofilowoscia, co moze utatwia¢ ich transport przez blony
komorkowe. Wskazuje si¢, ze zjawisko to moze sprzyja¢ absorpcji QASS, szczegdlnie
w warunkach fizjologicznych, jednak jego efektywnos¢ zalezy od wielu czynnikow, w tym
obecnosci skladnikow pokarmowych. Badania eksperymentalne potwierdzaja znaczenie tego
mechanizmu. Wykazano, ze w przypadku chlorku trospium (leku antycholinergicznego
stosowanego W leczeniu nadreaktywno$ci pgcherza moczowego) obecno$¢ kwasow zotciowych
prowadzi do powstawania komplekséw jonowych oraz zwickszenia przenikalno$ci
przez monowarstwy komoérkowe oraz tkanki jelitowe. Jednocze$nie obserwowano, ze efekt
ten moze by¢ ograniczony w obecnosci emulsji lipidowych, co sugeruje istotny wptyw warunkow
fizjologicznych na efektywno$é¢ tego procesu.!®H1%2

Jednym z najlepiej opisanych zwiazkow z grupy QASs jest berberyna, naturalny alkaloid
izochinolinowy o szerokim spektrum aktywno$ci farmakologicznej, obejmujacym wiasciwosci
przeciwcukrzycowe, przeciwnowotworowe i przeciwzapalne. Niemniej jednak, biodostepnosé
berberyny po podaniu doustnym jest niska ze wzgledu na ograniczong przepuszczalno$¢ btonowa.
Zastosowanie systemow, takich jak samomikroemulsyfikujace systemy dostarczania lekow,
znacznie poprawito przenikanie tego alkaloidu, co dowodzi potencjatu strategii formulacyjnych
w pokonywaniu barier absorpcyjnych.*

Istotnym aspektem w kontekScie potencjalnego zastosowania QASs jako substancji
o aktywno$ci terapeutycznej jest rowniez ich cytotoksycznos¢, ktéra moze ograniczad
bezpieczenstwo ich uzycia jako lekow 1 wymaga uwzglednienia przy projektowaniu
nowych formulacji. Trwaly dodatni tadunek sprzyja interakcjom z ujemnie natadowanymi
sktadnikami bton komoérkowych, co moze prowadzi¢ do ich destabilizacji 1 zwigkszenia
przepuszczalno$ci. Zjawisko jest szczegdlnie widoczne w przypadku kationowych surfaktantow,
dla ktorych aktywno$¢ biologiczna czesto koreluje z lipofilowos$cia. 41 Dziatanie cytotoksyczne
QASs jestsilnie uzaleznione odich struktury, atakze czasu ekspozycji inie stanowi uniwersalnego
narzedzia dla calej grupy. Nalezy jednak podkresli¢, ze w wielu przypadkach wyszczegdlniono
brak istotnej toksyczno$ci w zakresie stezen terapeutycznych.®-" Dodatkowo zastosowanie
odpowiednich strategii formulacyjnych moze ogranicza¢ bezposredni kontakt czasteczki z blong
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komoérkowa, zmniejszajac ryzyko dziatania niepozadanego. Cytotoksyczno$¢ nalezy zatem
uwzgledni¢ jako parametr projektowy, ktory przy odpowiednim podejsciumoze by¢ kontrolowany
1 nie wyklucza QASs jako grupy zwigzkow o wysokim potencjale do stosowania doustnego.
Wszystkie te obserwacje wskazujg, ze zaprojektowaniec QASSs o0 potencjalnie dobrej
biodostepnosci po podaniu doustnym jest mozliwe, cho¢ wymaga przemyslanego podejscia
pod katem wtasciwosci fizykochemicznych, jak i mechanizmoéw transportu. Nawet umiarkowana
biodostepno$s¢ moze by¢ wystarczajaca w przypadku zwiazkdw o wysokiej aktywnosci
biologicznej. Bariera jelitowa jest ztozonym systemem, ktory przez dtugi czas uznawano za istotne
ograniczenie dla skutecznej absorpcji doustnej wielu zwigzkéw chemicznych. Obecnie wiadomo,
ze ograniczenie nie ma charakteru absolutnego, a ich uzyskanie jest mozliwe przy spetnieniu

warunkow strukturalnych i formulacyjnych.
5.2. Droga skorna

Droga skorna stanowi atrakcyjng alternatywe dla tradycyjnych metod podawania lekow,
szczegdlnie w konteks$cie terapii miejscowej 1 plastrow transdermalnych o kontrolowanym
uwalnianiu.™® Jej glowne zalety to mozliwo$¢ ominigcia efektu pierwszego przejscia
przez watrobe, utrzymanie stabilnego stezenia substancji czynnej w krazeniu ogdlnym
oraz poprawa komfortu i przestrzegania zaleceh przez pacjenta.’® Podanie przezskorne
minimalizuje roéwniez ryzyko dziatan niepozadanych zwigzanych z droga doustng
lub pozajelitowa, takich jak podraznienie przewodu pokarmowego czy powiktania

wstrzyknigcia, ™

Pomimo tych zalet, skuteczno$¢ podawania lekow przez skorg jest powaznie
ograniczona przez jej specjalistyczng struktur¢ barierowa. Skora, jako najwickszy narzad
organizmu, chroni przed czynnikami $rodowiskowymi, jednocze$nie regulujgc utrate wody
i przenikanie substancji egzogennych. Warstwa rogowa naskorka odgrywa kluczowa role w tym
procesie, stanowigc gtdéwng bariere dla transportu wigkszo$ci zwigzkoéw chemicznych. 60
Warstwa rogowa (tac. Stratum corneum) to najbardziej zewngtrzna, najbardziej
funkcjonalnie zréznicowana czg¢$¢ naskorka, odpowiedzialna za ograniczanie przeznaskorkowej
utraty wody i kontrolowanie przenikania substancji obcych.’! Transport przez warstwe rogowsa
naskorka moze odbywac si¢ trzema glownymi drogami: mi¢dzykomoérkowsa, transkomérkowg
oraz przez przydatki skory, takie jak mieszki wlosowe 1 gruczoty potowe.!6?
Droga mi¢gdzykomorkowa jest dominujgca i obejmuje dyfuzje czasteczek przez macierz lipidowa,
ktora wymaga odpowiedniej lipofilowosci i zdolno$ci do rozpuszczania si¢ w tej fazie. Droga

transkomérkowa wymaga naprzemiennego $rodowiska hydrofilowego i lipofilowego, co czyni ja

mniej skuteczng w przypadku wigkszo$ci zwiazkéw. Transport przez przydatki skory jest wazny
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przede wszystkim dla duzych lub silnie polarnych czasteczek, ale jego wktad w ogdlng absorpcje
jest zazwyczaj ograniczony.'6?

Skuteczno$¢ przenikania substancji przez skor¢ zalezy od szeregu parametrow
fizykochemicznych oraz czynnikow zwigzanych z formulacjg 1 stanem fizjologicznym skory.
Masa czasteczkowa, lipofilowos$¢, stopien jonizacji i rozpuszczalno$¢ maja kluczowe znaczenie.
Czasteczki o masie ponizej 500 Da, temperaturze topnienia nieprzekreaczajacej 200 °C,
umiarkowanej lipofilowosci (wspotczynnik podziatu oktanol-woda (log Kow) w zakresie 1-3)
i ograniczonej polarnoéci sa uwazane za optymalne dla przenikania przezskornego.%-16% Zwigzki
nadmiernie hydrofilowe nie przenikajg skutecznie przez macierz lipidowa warstwy rogowej
naskorka, podczas gdy zwigzki wysoce lipofilowe moga w niej zatrzymywac sig¢, nie docierajac
do glebszych warstw skory.'%® Powyzsze zalezno$ci prowadza do rozréznienia dwoch gtéwnych
efektow dziatania substancji stosowanych na skore: dzialania miejscowego 1 dziatania

przezskornego (transdermalnego), co ilustruje rysunek 11.

@ StABA

PRZENIKALNOSC RETENCJA
o HYDROFILOWOSC')STOS(';I\}IAViP;?ERItﬂ(IOE‘.,Jv;COWE PODAWANIE
( ) TRANSDERMALNE
(WCHLANIANIE SYSTEMOWE)

NASKOREK

SKORA
WLASCIWA

LOG KOW <1 LOG Kow 2-3 LOG Kow 1-2

Rysunek 11. Gtowne drogi po naskornym podaniu leku wraz z korespondujacymi im wartosciami log Kow.

Pomimo ograniczonej zdolnos$ci penetracji warstwy rogowej naskorka, czwartorzedowe
sole amoniowe sg szeroko stosowane w preparatach przeznaczonych do stosowania na skore. 33167
Whynika to z faktu, ze w wielu przypadkach celem terapeutycznym nie jest uzyskanie dziatania
ogolnoustrojowego, lecz efekt miejscowy, ograniczony do powierzchni skory lub jej najbardziej
zewngtrznych ~ warstw. W szczegdlnoSci  wykorzystuje sic ich  wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe, dzigki ktorym znajduja zastosowanie jako sktadniki preparatow
dezynfekujacych oraz wspomagajacych leczenie zakazen skory. Natomiast ich ograniczona

penetracja przez warstwe rogowa naskorka minimalizuje jednoczes$nie ryzyko dziatan
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ogolnoustrojowych 1 toksyczno$ci, co jest waznym aspektem od strony bezpieczenstwa
stosowania.

Ponadto zatrzymanie substancji czynnej w warstwie rogowej naskorka moze prowadzié
do retencji substancji czynnej na powierzchni skory, przedtuzajgc czas jej dziatania i zwigkszajac
jej skuteczno$¢é w miejscu aplikacji.'®® Zjawisko to moze byé szczegdlnie korzystne w przypadku
preparatow o dzialaniu antyseptycznym, gdzie dluzszy kontakt z powierzchnig skory zwigksza
skuteczno$¢ eliminacji patogenow.

Kolejnym waznym obszarem badan jest wykorzystanie wlasciwosci powierzchniowo
czynnych QASs. Jako zwigzki amfifilowe, moga one wplywaé na strukture lipidow warstwy
rogowej naskorka, zwiekszajac ich ptynnoé¢, a tym samym dzialajacjako promotory penetracji.®®
Przy odpowiednio dobranych stezeniach efekt ten moze prowadzi¢ do zwigkszenia
przepuszczalnosci skory bez trwalego uszkodzenia bariery skornej. Nalezy takze podkresli¢, ze
wlasciwosci powierzchniowo czynne QASS mogg by¢ roéwniez zwigzane z hiekorzystnym
dziataniem cytotoksycznym, wynikajacym z ich zdolnosci do zaklocania integralnosci bton
komérkowych.!® W wyzszych stezeniach lub przy dtugotrwalej ekspozycji moze to prowadzié
do podraznienia i przejsciowego uszkodzenia bariery naskorkowej. Jednakze, ze wzgledu
na ciagly proces odnowy i ztuszczania warstwy rogowej naskorka, potencjalne gromadzenie si¢
substancji w jej obrebie ma charakter przej$ciowy, co ogranicza ryzyko wystapienia dtugotrwatych
skutkow ogolnoustrojowych.!’* W praktyce oznacza to, ze potencjalna cytotoksyczno$¢
czwartorzedowych soli amoniowych ma charakter przede wszystkim miejscowy i zalezy
od stezenia oraz czasu ekspozycji, natomiast ryzyko diugotrwatej kumulacji w skorze pozostaje

ograniczone w warunkach prawidlowo funkcjonujacej bariery naskorkowe;.

6. Metody insilicow projektowaniu soli farmaceutycznych

6.1. Predykcja ADME

Wspotczesny rozwoj lekow w coraz wigkszym stopniu opiera si¢ na metodach in silico,
t). symulacjach komputerowych, ktoére przewiduja wlasciwosci farmakokinetyczne czasteczek
przed ich synteza. Znaczenie tych metod wynika z rosngcej potrzeby efektywnej selekcji
zwigzkow o optymalnych wtlasciwosciach juz na wczesnych etapach projektowania. Obecnie
sukces kandydata na lek zalezy nie tylko od jego aktywno$ci biologicznej, ale przede wszystkim
od profilu ADME (ang. Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion), ktory okresla,
czy substancja bedzie skutecznie wchtaniana, dystrybuowana w organizmie, bezpiecznie
metabolizowana i wydajnie wydalana.t>'”® Szacuje sie, ze nawet 40-60% projektow badawczo-
rozwojowych konczy si¢ niepowodzeniem nie z powodu braku aktywno$ci farmakologicznej
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czasteczki, ale z powodu niespetnienia kryteriow ADME - wykazywania niepozadane]
toksycznosci, zbyt szybkiej degradacji, stabego wchtaniania czy akumulacji w tkankach.t’4175
W tym kontekscie modelowanie komputerowe stalo si¢ narzgdziem redukcji kosztow i ryzyka,
umozliwiajagc m.in. weryfikacje tysiecy struktur chemicznych w ciggu kilku godzin, zamiast
eksperymentow laboratoryjnych, ktore moglyby trwac miesigce, a nawet lata.

Prognozowanie ADME odpowiada réwniez na wspoOlczesne wyzwania etyczne
i logistyczne. Zmniejszenie liczby nieudanych syntez zwigzkow ogranicza wykorzystanie zwierzat
laboratoryjnych 1 materiatu biologicznego, a jednoczesnie skraca czas przejscia od fazy
projektowania do badan przedklinicznych. Modele predykcyjne umozliwiaja ocene takze
potencjalnej toksycznos$ci i mutagennos$ci przed pierwszym kontaktem substancji z organizmem
zywym. Pozwala to na szybsze 1 bardziej racjonalne decyzje projektowe, kierujgc inwestycje
wylacznie do czasteczek o obiecujacych wiasciwos$ciach farmakokinetycznych. Za pomoca
obliczen komputerowych naukowcy moga wstepnie oszacowaé los metaboliczny, interakcje
z enzymami, przenikanie przez bariery biologiczne (np. BBB), zdolno$¢ dyfuzji przez btony
komérkowe oraz potencjat akumulacji w tkankach lipidowych (rysunek 12).17
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Rysunek 12. Wyniki analizy ADME kandydata na lek w programie SwissADME.

Programy QSAR (ang. Quantitative Structure—Activity Relationship; iloSciowa analiza

zaleznos$ci struktura—aktywnos¢), dokowanie molekularne, symulacje dynamiki molekularnej oraz
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uczenie maszynowe umozliwiaja identyfikacje tzw. deskryptorow, czyli parametrow opisujacych
cechy strukturalne zwiazkoéw, ktore moga by¢ nastgpnie korelowane z ich wilasciwosciami
biologicznymi i farmakokinetycznymi.’®17 W rezultacie czgsteczke mozna celowo
zmodyfikowa¢ wplywajac na zwigkszenie rozpuszczalnosci, zmniejszenie toksycznosci lub
poprawe jej zdolnosci do penetracji przez skore czy przewodd pokarmowy. Obecnie predykcja
ADME stata si¢ integralng czg$cig farmakologii cyfrowej i racjonalnego projektowania lekow.
Wspiera ona nie tylko wysokoprzepustowe badania przesiewowe, ale takze umozliwia
opracowywanie prolekow, form soli, par jonowych, nanono$nikow oraz systemow
transdermalnych, jeszcze zanim laboratorium przeprowadzi jakiekolwiek do$wiadczenie.
Ostatecznie celem predykcji ADME jest zwigkszenie pewnosci, ze potencjalny lek dotrze
do miejsca dziatania w odpowiednim stezeniu 1 czasie, z akceptowalnym profilem bezpieczenstw a,
co oznacza, ze spetni wymagania dotyczace skutecznosci klinicznej, toksykologii i potrzeb rynku
farmaceutycznego.’®

Do kluczowych parametréw ocenianych w analizach in silico nalezg przepuszczalno$é
przez komorki Caco-2 okres$lang przez wspotczynnik przepuszczalnosci (Papp) Oraz wchtanianie
w jelicie cztowieka (WJ), ktore pozwalaja przewidzie¢ dostepnos¢ biologiczng po podaniu
doustnym, a tym samym potencjalng skuteczno$¢ farmakologiczng  zwigzku, 1" 180
Papp 0dzwierciedla zdolno$¢ czasteczki do pokonania barier btonowych, natomiast WJ uwzglednia
roOwniez inne czynniki wplywajagce na wchtanianie w przewodzie pokarmowym,
takie jak rozpuszczalnos$¢ 1 oddzialywania z btong jelitowa. ROwnoczes$nie istotng role odgrywa
okreslenie frakcji niezwigzanej w o0soczu (FN), ktora informuje o wudziale czgsteczek
pozostajagcych w formie niezwigzanej z bialkami osocza.'® Wysoka warto$¢ FN jest pozadana,
poniewaz wskazuje, ze znaczna czg$¢ zwigzku pozostaje farmakologicznie aktywna i zdolna
do interakcji z miejscami docelowymi, co moze przyspiesza¢ poczatek dzialania leku i zwigkszac
jego dystrybucje do tkanek. Z drugiej strony niska FN, mimo wysokiej przepuszczalnos$ci,
moze ogranicza¢ ilos¢ leku dostepnego w formie wolnej i tym samym wplywaé na jego
skuteczno$¢ farmakologiczng.'® Kolejnym istotnym parametrem jest rozpuszczalno$é¢ w wodzie
(RW), poniewaz staba rozpuszczalnos¢ w ptynach zotadkowo-jelitowych moze ograniczaé
rozpuszczenie, wchianianie leku i ostatecznie zmniejsza¢ jego biodostepno$é.’®® Szczegdlne
znaczenie ma takze TPSA (ang. Topologiczna Polar Surface Area, Topologiczna Powierzchnia
Polarna), ktora opisuje catkowita powierzchni¢ atomdéw polarnych (gléwnie tlenu i azotu
z przytaczonymi atomami wodoru). Wartosci TPSA <140 A? s3 uwazane za szczegdlnie korzystne,
poniewaz zwigzki w tym zakresie wykazuja zazwyczaj lepsza absorpcje jelitowa i wyzsza

biodostepno$é doustng.’® Wezesna ocena tych parametrow w modelach komputerowych pozwala
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na identyfikacje najbardziej obiecujacych struktur czy systeméw do badan eksperymentalnych,
minimalizujgc jednocze$nie ryzyko pdzniejszych niepowodzen klinicznych.

Potencjalnie predykcja ADME umozliwia projektowanie lekow, w tym QASs
o optymalnych wtasciwo$ciach farmakokinetycznych i wysokim bezpieczenstwie stosowania,
m.in. poprzez odpowiednie modyfikacje strukturalne, takie jak zmiana dtugos$ci tancucha

alkilowego w kationie lub rodzaju anionu.
6.2. Ocena potencjalu przeciwzapalnego i anestetycznego metoda dokowania molekularnego

Dokowanie molekularne to nowoczesna technika stosowana w projektowaniu lekow,
umozliwiajgca przewidywanie sposobu oddziatywania danej czasteczki z okre§lonym celem
biologicznym, takim jak bialko, enzym lub receptor. Metoda ta opiera si¢ na modelowaniu
interakcji mi¢gdzy lekiem a miejscem wigzania biatka, tzw. modelu ,,klucza i zamka”. Czasteczka
leku musi dopasowac si¢ do miejsca wigzania biatka, aby wywota¢ pozadany efekt biologiczny.
Dokowanie molekularne przewiduje zarowno site interakcji, jak 1 orientacje czasteczki w miejscu
wigzania, co ma kluczowe znaczenie dla skuteczno$ci i selektywnosci leku. Kluczowa zaleta
dokowania molekularnego jest jego szybko$¢ i optacalno$¢ w porownaniu z tradycyjnymi
badaniami eksperymentalnymi.8518¢ Symulacje komputerowe pozwalajg na przebadanie setek,
a nawet tysiecy potencjalnych lekow w krotkim czasie, wybierajac te o najwickszym potencjale.
Metoda ta jest obecnie szeroko stosowana w projektowaniu lekow przeciwzapalnych
1 znieczulajacych, a takze w badaniach przeciwnowotworowych, przeciwbakteryjnych
1 wirusologicznych, stanowigc integralng czgS¢ nowoczesnego projektowania lekow
i farmakoinformatyki.'’8187

W przypadku lekéw przeciwzapalnych, dokowanie molekularne umozliwia analize
interakcji z enzymami 1 receptorami zaangazowanymi w kaskad¢ zapalng. Do typowych celow
molekularnych w przypadku okreslania wtasciwos$ci przeciwzapalnych naleza cyklooksygenazy:
COX-1 i COX-2. COX-1 jest uwazana gtownie za enzym petnigcy przede wszystkim funkcje
fizjologiczne, takie jak ochrona btony $luzowej zotadka, utrzymanie i ochrona funkcji nerek.
Natomiast COX-2 odpowiada glownie za inicjowanie i utrzymywanie procesow zapalnych,
petniac jedynie niewielkie funkcje fizjologiczne.®® Enzymy te odgrywaja kluczowa role
w biosyntezie mediatoréw zapalnych, w tym prostaglandyn i leukotrienéw. Dokowanie
molekularne pozwala przewidywaé sposob wigzania potencjalnych inhibitoréw z miejscem
aktywnym enzymu, identyfikowac kluczowe interakcje stabilizujace kompleks ligand-biatko oraz
ocenia¢ selektywnos¢ wobec poszczegdlnych izoform, takich jak COX-2 w pordwnaniu

z COX-1. Ma to istotne implikacje kliniczne, poniewaz zwigkszona selektywnos¢ wobec COX-2
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moze wigza¢ si¢ ze zmniejszonym ryzykiem dziatan niepozadanych ze strony przewodu
pokarmowego. Analiza energii wigzania 1 rodzajéw oddziatywan (wigzania wodorowe,
oddzialywania hydrofobowe, oddzialtywania n—m i oddziatywania elektrostatyczne) umozliwia
identyfikacje zwigzkéw o potencjalnie silnym dzialaniu przeciwzapalnym. Wstepna selekcja
kandydatow z wykorzystaniem metod in silico znaczaco przyspiesza poszukiwania nowych
niesteroidowych lekow przeciwzapalnych i selektywnych inhibitoréw enzyméw prozapalnych.

Miejsce aktywne COX ma posta¢ hydrofobowego kanalu zakonczonego obszarem
katalitycznym, w  ktorym  kluczowa role odgrywaja zaréwno reszty odpowiedzialne
za zakotwiczenie ligandu (np. poprzez oddzialywania jonowe z argining), jak i aminokwasy
uczestniczace w stabilizacji kompleksu za posrednictwem wigzan wodorowych oraz oddzialywan
hydrofobowych 1 aromatycznych. W kontekscie selektywnosci wzgledem izoform COX-1
i COX-2 istotne znaczenie ma rowniez obecnos$¢ tzw. kieszeni bocznej, ktora umozliwia wigzanie
wickszych, selektywnych inhibitorow.!8% Kieszen wigzaca C1 odpowiada gtéwnemu kanatowi
katalitycznemu, w ktdrym wigza si¢ substraty oraz klasyczne inhibitory COX, a jej charakter
zwigzany jest z bezposrednim blokowaniem dostepu do miejsca aktywnego. Kieszen C2 stanowi
natomiast boczng, powigkszong przestrzen charakterystyczng dla COX-2, wynikajaca z rdéznic
strukturalnych wzgledem COX-1, umozliwiajaca wigzanie wigkszych grup funkcjonalnych
obecnych w selektywnych inhibitorach COX-2. W analizie dokowania molekularnego penetracja
ligandu do kieszeni C2 moze wskazywac¢ na potencjalna selektywnos¢ wobec COX-2, podczas
gdy oddzialywania ograniczone do C1 sugerujg charakter mniej selektywny. Dokowanie
molekularne wzgledem COX-2 stanowi zatem uzyteczne narz¢dzie do wstepnej oceny potencjatu
przeciwzapalnego badanych zwiazkow, umozliwiajac analiz¢ ich powinowactwa do miejsca
aktywnego oraz identyfikacje kluczowych oddziatywan. Nalezy jednak podkresli¢, ze uzyskane
wyniki majg charakter predykcyjny 1 wymagaja potwierdzenia w badaniach eksperymentalnych.
W tabeli 1 przedstawiono kluczowe reszty aminokwasowe zidentyfikowane w obrebie tych
kieszeni wigzacych (Cl i C2), wraz z ich funkcjonalnym znaczeniem w procesie wigzania
inhibitorow.

W przypadku lekéw znieczulajacych, dokowanie molekularne pozwala badaé interakcje
z receptorami i kanatami jonowymi w ukltadzie nerwowym, ktdre regulujg przewodzenie nerwowe
1 odczuwanie bolu. Typowe cele molekularne obejmujg kanaty sodowe 1 potasowe,
a takze receptory kwasu gamma-aminomastowego (GABA). Dokowanie pozwala przewidywac,
w jaki sposob $rodek znieczulajacy wiaze si¢ z tymi receptorami, jak zmienia ich konformacje¢
i jak blokuje przekazywanie sygnatdow nerwowych, prowadzac do efektu znieczulajacego. %197
W efekcie umozliwia to projektowanie lekow o wigkszej selektywnos$ci, szybszym dziataniu
oraz nizszym ryzyku wystapienia dziatan niepozadanych.
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Tabela 1. Charakterystyka kluczowych reszt aminokwasowych w migjscach aktywnych COX-2 istotnych
dla wigzania inhibitoréw przeciwzapalnych,191-194

Kieszen wiazaca C1

Numer reszty
aminokwasowej

Pelna nazwa
reszty
aminokwasowej

Typ interakcji/rola

Opis funkcji

Tworzy mostek solny z grupa
karboksylowa ligandu; kotwiczy

R120 Arginina (Arg) Jonowe / kotwiczace czasteczke przy wejéciu do kanah
aktywnego.
Reszta katalityczna; uczestniczy
Y385 Tyrozyna (Tyr) Aroma'tyczne / W tworzeniu rodmkow 1uk¥a§1an1'u
katalityczne 7—T z aromatycznymi cze$ciami
ligandu.
Niezbedny katalitycznie; miejsce
$530 Seryna (Ser) Katalltyczn_e / acetylacji aspiryny, ktorg blokuje
kowalencyjne dostep substratu do miejsca
aktywnego.
Wiazani dor / Tworzy wigzania wodorowe,
S353 Seryna (Ser) 4 at lii]j\;lo' orowe ktore stabilizujg orientacje ligandu
stabtiizujgcee w kanale aktywnym.
Przyczynia si¢ do hydrofobowego
Hydrofobowe / upakowania i stabilizacji van der
1352 Leucyna (Leu) stabilizujace Waalsa kompleksu inhibitor-
enzym.
Ksztaltuje kieszen hydrofobowa
V523 Walina (Val) Hys/glré)ll‘:)box\;e ! i przyczynia si¢ do selektywnosci
yw inhibitorow wobec COX-2.
Kieszen wigzaca C2
Tworzy mostek solny z grupa
R2120 Arginina. (Arg) Jon I Kotwi karboksylowa ligandu; kotwiczy
g g onowe fRotwiczace czasteczke przy wejsciu do kanatu
aktywnego.
Reszta katalityczna; uczestniczy
Aromatyczne / w tworzeniu rodnikéw i uktadaniu
Y2385 Tyrozyna (Tyr) katalityczne T—T z aromatycznymi
fragmentami ligandu.
Niezbedny katalitycznie; miejsce
$2530 Seryna (Ser) Katalltyczn_e / acetylacji aspiryny, ktore_ k{lokuje
kowalencyjne dostep substratu do miejsca
aktywnego.
Wiazania wodorowe / Stabilizuje ligand w kanale
Y2355 Tyrozyna (Tyr) stabilizujace aktywnym.
Ksztattuje kieszen hydrofobowa
V2523 Walina (Val) ':Z?eﬁfovgg\g;/ i przyczynia si¢ do selektywnosci
Y inhibitorow COX-2.
Stabilizuje ligand w kieszeni
R2513 Arginina (Arg) Polarne / selektywnos¢ bocznej, determinuje ksztalt
Kieszeni.
(Phe) hydrofobowe yeznymi irag
ligandu.
M2522 Metionina (Met) Hydrofobowe / Dopasowuje si¢ do ligandu

elastyczne polaczenie

w Kieszeni bocznej.
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Blokowanie kanaléw sodowych (NaV1.7) prowadzi do zahamowania przewodnictwa

1% Szczegdlne znaczenie majg oddziatywania

nerwowego 1 zniesienia odczuwania bolu.
elektrostatyczne z kationowa (czwartorzgdowa) grupa amoniowa ligandu, a takze kontakty typu
kation—n, wigzania wodorowe oraz oddzialywania hydrofobowe, ktore determinujg silt¢ i czas
blokady kanalu. Miejsce wigzania ligandow w obrebie kanatu obejmuje centralny przedsionek
oraz regiony stabilizujace, w ktorych istotng rolg odgrywaja reszty aromatyczne, kwasowe oraz
polarne zdolne do tworzenia wigzan wodorowych. Kluczowe reszty aminokwasowe w obrebie
kieszeni C1, z podziatem na reszty rdzeniowe bezposrednio uczestniczace w wigzaniu ligandu

oraz reszty stabilizujace wplywajace na utrzymanie kompleksu ligand—kanat przedstawiono

w tabeli 2.

Tabela 2. Kluczowe reszty aminokwasowe kieszeni wigzacej C1 kanalu sodowego NaV1.7 zaangazowane
w oddzialywania z ligandami o potencjalnym dziataniu przeciwbolowym,199.200
Kieszen wiazaca C1

Pelna nazwa
reszty Typ interakcji/rola Opis funkcji
aminokwasowej

Numer reszty
aminokwasowej

Stabilizuje dodatnio naladowany

Aromatyczne / czwartorzedowy amoniak ligandu
Y1215 Tyrozyna (Tyr) kationowe—n poprzez kontakty kation—m i m—;
centralnie blokuje przeptyw jonow.
Tworzy mostek solny/silny kontakt
Asparaginian . elektrostatyczny z ligandem
D1677 (Asp) Jonowe /kotwigce kationowym; zakotwicza ligand
w porach.
Przyciaganie elektrostatyczne do
E1628 Glutaminian (Glu) Jonowe / polarne Czwaﬂorzgdf)wegq amomaka; pomaga
W umiejscowieniu ligandu w
centralnym przedsionku.
Cze$¢ hydrofobowej wysciotki porow;
M1678 Metionina (Met) Wiqzania'yvo'dorowe/ zapewnia stabili;acj@ ligandu
stabilizujace wewnatrz przedsionka poprzez
oddzialywania van der Waalsa.
Przenosi/akceptuje wigzania wodorowe
T319 Treonina (Thr) Wiqzani.a wgdorowe / w celu o_rienta_lgji grup polarnycr_l_
orientujace ligandu i stabilizacji jego pozycji
wigzania.
Tworzy wigzania wodorowe
N1686 Asparagina (Asn) Wiqzania. yvoFlorowe / z polarpymi czgs’ciami' ligandu;
stabilizujace przyczynia si¢ do wydluzenia czasu
przebywania i wierno$ci pozycji.
Zapewnia oddziatywania hydrofobowe
F1212 Fenyloalanina Aromatyczne / n—7t Z aromatycznymi grupami ligandu;
(Phe) hydrofobowe pomaga w hydrofobowym
uszczelnieniu porow.
Dodatkowy partner wigzania
. Wigzania wodorowe / wodorowego; poprawia orientacje
N1680 Asparagina (Asn) stabilizujgce ligandu i moze wplywaé na

selektywno$¢ podtypow.
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Kieszen wigzaca C1 — reszty stabilizujace
Pelna nazwa
reszty Typ interakcji/rola Opis funkcji
aminokwasowej

Numer reszty
aminokwasowej

Reszta kwasowa; moze tworzy¢
E1217 Glutaminian Jonowe / Kotwigce oddmalywama elektrostatyczne
(Glu) z kationowg (czwartorzedows) grupa
ligandu — dziata jak kotwica.
Zapewnia elastyczno$¢ obszaru;

Strukturalne /

G1723 Glicyna (Gly) elastyczne pozwala ligandowi dopasowac si¢ do
ksztattu Kieszeni.
Wiazania wodorowe / Moze tworzy¢ wigzania wod_qu\fve
S1724 Seryna (Ser) stabilizujace z polarnoscig ligandu — stabilizuje
orientacje.
Nadaje kat/strukture helisie/petli;
P1722 Prolina (Pro) Strukturalne wplywa na ksztalt i dostepnosc¢
Kieszeni.
Wigzania wodorowe / Moze tworzy¢ wigzania wod.qu\fve
S1725 Seryna (Ser) stabilizujace z polarno$cig ligandu — stabilizuje
orientacje.
Hydrofobowe wsparcie $cian
V1720 Walina (Val) Hydrofobowe / pryzedsionka; vanpder Waals Z

stabilizujace stabilizuje potozenie ligandu.

Dokowanie molekularne taczy w sobie modelowanie strukturalne biatek, chemie
obliczeniowg oraz fizyke oddzialywan molekularnych. W praktyce proces dokowania obejmuje
kilka etapoéw: przygotowanie modelu biatka (receptora lub enzymu), przygotowanie czasteczki
leku, symulacje¢ mozliwych orientacji i konformacji leku w miejscu wigzania oraz obliczenie
energii wigzania, ktora okresla sil¢ i stabilno$¢ kompleksu lek-cel. Nizsza energia wigzania
wskazuje na wigksza stabilno$¢ kompleksu ligand-receptor i potencjalnie silniejsze
powinowactwo.?® Narzedzie to umozliwia réwniez analize specyficznych oddziatywan,
takich jak wigzania wodorowe, oddzialywania hydrofobowe i oddziatywania elektrostatyczne,

ktore determinujg selektywno$¢ i potencjat leku.

5. Ekotoksycznos¢ substancji farmaceutycznych

Ekotoksycznos¢ lekow oznacza zdolnos$¢ substancji farmaceutycznych do wywotywania
niekorzystnych efektoéw biologicznych u organizméw, ktore nie sg ich bezposrednim celem
dziatania, a ktore moga by¢ narazone na ich obecno$¢ w srodowisku. W ostatnich dekadach
zanieczyszczenie $rodowiska produktami leczniczymi zostalo uznane za istotny i narastajacy
problem ekologiczny o zasiegu globalnym.?®> Rozw¢j zaawansowanych technik analitycznych
umozliwil oznaczanie farmaceutykow w matrycach §rodowiskowych na poziomach $ladowych,
ujawniajac skale ich powszechnego wystepowania w wodach powierzchniowych, osadach

dennych oraz glebach.?®
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Rosngca liczba doniesien o obecnosci farmaceutykow w $rodowisku przyczynita sig
do intensyfikacji badafh nad ich oddzialywaniem ekotoksykologicznym, obejmujacych zaréwno
kontrolowane testy laboratoryjne z wykorzystaniem organizméw modelowych, jak i badania
terenowe.?%?%  Wiele miedzynarodowych  organéw  regulacyjnych i  naukowych,
w tym Organizacja Wspolpracy Gospodarczej i Rozwoju (OECD), Agencja Ochrony Srodowiska
Stanow  Zjednoczonych (US EPA) i Organizacja Narodéw Zjednoczonych (ONZ),
uznajg parametr ECs (ang. Half Maximal Effective Concentration, ste¢zenie substancji wywotujace
50% maksymalnego efektu biologicznego) za kluczowy punkt koncowy ekotoksykologiczny
wskazujagcy  potencjalny wplyw substancji chemicznych na  $rodowisko wodne.33
Wykazano, ze nawet niskie, srodowiskowo istotne stg¢zenia tych zwigzkoéw moga prowadzic¢
do dtugotrwatych konsekwencji biologicznych, takich jak selekcja szczepow bakterii opornych
na antybiotyki oraz zaburzenia funkcjonowania organizméw wodnych, w tym ryb

i bezkregowcow 204206

Mechanizmy te s3 szczegblnie trudne do przewidzenia,
poniewaz farmaceutyki projektowane sg do dzialania na poziomie molekularnym
(np. poprzez oddziatywanie z okreslonymi receptorami lub enzymami), a ich wspdtwystepowanie
w $rodowisku moze skutkowaé roznymi efektami synergistycznymi.??

Substancje czynne, mimo ze opracowywane z mysla o specyficznym dziataniu
terapeutycznym u ludzi i zwierzat, przedostajg si¢ do srodowiska réznorodnymi drogami emisji,
w tym poprzez $cieki komunalne 1 szpitalne, odpady z produkcji farmaceutycznej, niewtasciwa
utylizacje¢  przeterminowanych  produktéw leczniczych oraz wydalanie z organizmu
niezmienionych substancji czynnych i ich metabolitow (rysunek 13). W konsekwencji mogg one
wywolywa¢ efekty toksyczne i subletalne, prowadzac do zaburzen reprodukcji, zmian tempa
wzrostu oraz zahamowania rozwoju wielu organizméw zyjacych w §rodowisku naturalnym
i stanowigcych element lokalnego ekosystemu.?82%° Szczegdlne znaczenie przypisuje sie lekom
hormonalnym, niesteroidowym lekom przeciwzapalnym oraz antybiotykom,
ktore poprzez oddzialywanie na szlaki enzymatyczne 1 receptory mogg wplywacd
na funkcjonowanie organizméw wodnych repezentujgcych rozne poziomy troficzne.?

Dodatkowym  czynnikiem ryzyka jest zdolno$¢ niektérych  farmaceutykow
do bioakumulacji, szczegdlnie w przypadku zwigzkéw lipofilowych lub wykazujacych wysoka
trwato$¢ Srodowiskowa.?!?2 Substancje te moga kumulowaé sie w tkankach organizmow

wodnych oraz ulega¢ biomagnifikacji w tancuchu pokarmowym, stanowigc zagrozenie

dla drapieznikéw, a posrednio réwniez dla cztowieka jako konsumenta zasoboéw wodnych.
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Rysunek 13. Mozliwe drogi rozprzestrzeniania si¢ produktow farmaceutycznych przeznaczonych dla ludzi
w $rodowisku.208

Wiasciwosci fizykochemiczne substancji farmaceutycznych, w szczegdlnosci lipofilowos¢
oraz rozpuszczalno$§¢ w wodzie, odgrywaja kluczowa rolg w okreslaniu ich losu srodowiskowego
oraz potencjatu bioakumulacyjnego. Zwiagzki o wysokiej lipofilowosci wykazujag zwiekszong
zdolnos$¢ do przenikania przez lipidowe btony komérkowe, co sprzyja ich kumulacji w tkankach
organizméw wodnych. Z kolei substancje dobrze rozpuszczalne w wodzie tatwo rozprzestrzeniaja
sie w $rodowisku wodnym, zwigkszajgc zakres narazenia Zyjacych tam organizmow.?'®

W badaniach ekotoksykologicznych szeroko wykorzystuje si¢ organizmy modelowe,
w tym stonowodnego skorupiaka — solowca, Artemia franciscana, ktory stanowi uznany model
do oceny toksycznos$ci srodowiskowej. Gatunek ten charakteryzuje si¢ krotkim cyklem zyciowym,
tatwoscia hodowli laboratoryjnej oraz wysoka wrazliwo$cia na zmiany parametréw
srodowiskowych, takich jak pH, temperatura czy zasolenie. Zdolno$¢ do akumulacji substancji
organicznych oraz wyrazna, mierzalna odpowiedz na ekspozycj¢ na zanieczyszczenia
czynig go warto§ciowym bioindykatorem w ocenie wplywu farmaceutykéw na organizmy wodne.
Testy letalnos$ci prowadzone z wykorzystaniem tego modelu umozliwiaja oceng przezywalnosci,
tempa wzrostu oraz zdolno$ci reprodukcyjnych w warunkach narazenia na substancje

CZW”G.ZILLZ%
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Zielona chemia stanowi podejscie projektowe ukierunkowane na ograniczanie
negatywnego wplywu procesow i produktow chemicznych na $rodowisko oraz zdrowie ludzi
juz na etapie planowania ich struktury 1 syntezy. W kontekScie projektowania nowych
farmaceutyk6w oznacza to dazenie do tworzenia substancji o wysokiej skutecznos$ci
terapeutycznej przy jednoczesnym uwzglednieniu ich loséw srodowiskowych, w tym podatnosci
na biodegradacje, trwatosci oraz potencjatu bioakumulacji. Takie podej$cie pozwala integrowac
wymagania farmakologiczne z zasadami zréwnowazonego rozwoju, prowadzac do ograniczenia
ryzyka ekotoksykologicznego jeszcze na etapie projektowania kandydata na lek.?” Wspotczesne
strategie rozwoju farmaceutykdw coraz czg$ciej zaktadaja rowniez optymalizacje proceséw
syntezy pod katem ich efektywnos$ci, energooszczgdno$ci oraz minimalizacji powstawania
odpaddéw, co sprzyja redukcji obcigzenia srodowiska. Jednocze$nie coraz wiekszg role odgrywa
projektowanie czasteczek o korzystnym profilu ADME i ograniczonej trwalo$ci Srodowiskowej,
co moze zmniejsza¢ ich akumulacj¢ w ekosystemach wodnych. W odpowiedzi na rosnaca
obecno$¢ farmaceutykow w $rodowisku rozwijane sg takze strategie obejmujgce bardziej
efektywne systemy oczyszczania $ciekoOw, odpowiedzialng utylizacje¢ lekéw oraz projektowanie

nowych substancji czynnych o zwigkszonej podatnosci na degradacjg.

47



CEL | ZAKRES PRACY

Celem niniejszej pracy byto zaprojektowanie, synteza i kompleksowa charakterystyka
nowych farmaceutycznie aktywnych czwartorzgdowych soli amoniowych (API-QASS)
zawierajacych w swojej strukturze kationy pochodzace z nikotynamidu i lidokainy, potaczone
z biologicznie aktywnymi anionami pochodzacymi zaréwno ze zwigzkoéw naturalnych, jak
i substancji o udowodnionym potencjale farmakologicznym, takich jak kwas salicylowy, kwas
p-aminobenzoesowy oraz kwas nikotynowy. Gléwnym celem badan bylo opracowanie nowych
uktadéw jonowych o zoptymalizowanych wtlasciwosciach fizykochemicznych, biologicznych
1 farmakokinetycznych, umozliwiajacych zwigkszenie skuteczno$ci terapeutycznej i1 poprawe
biodostgpnosci substancji czynnych przeznaczonych do podawania doustnego i miejscowego.

Pierwszy etap badan obejmowal synteze prekursorow w postaci bromkow
N-alkilonikotynamidu i N-alkilolidokainy poprzez czwartorzedowanie odpowiednich zwigzkoéw
wyjsciowych. Nastepny krok stanowito otrzymanie docelowych farmaceutycznie aktywnych soli
organicznych poprzez:

» wymiang jonowa pomi¢dzy otrzymanymi czwartorzedowymi bromkami amoniowymi 0raz
solami potasowymi wybranych kwasow organicznych

» neutralizacje bazujaca na zobojetnieniu  otrzymanych  produktdow  posrednich —
czwartorzedowych wodorotlenkow amoniowych za pomoca odpowiednich kwasow
organicznych.

Dodatkowo przygotowano uktady odniesienia, obejmujace klasyczne kombinacje API
(nikotynamid oraz lidokaina) z kwasami organicznymi, umozliwiajgce poréwnawczg oceng
wptywu formy leku na badane wlasciwosci. Strukture i czysto$¢ otrzymanych zwigzkoéw
potwierdzono analizg spektroskopowa (UV, FT-IR oraz 'H i ¥C NMR), po czym wyznaczono
dla nich zawarto$¢ jonow bromkowych, temperatury topnienia, zawarto$¢ wody oraz okreslono
warto$¢ wspotczynnika podziatu oktanol-woda. Kluczowym elementem badan byta rowniez
ocena wptywu struktury chemicznej, w tym dlugosci tancucha alkilowego i rodzaju uzytego
anionu, na wtasciwosci fizykochemiczne, takie jak rozpuszczalno$¢ w srodowiskach o zmiennym
pH, stabilno$¢ chemiczna, aktywno$¢ powierzchniowa, napigcie powierzchniowe i przenikalno$¢
przez bariery biologiczne.

W kolejnym etapie badan oceniono potencjat biologiczny otrzymanych soli, analizujgc
ich wtasciwosci przeciwzapalne (test denaturacji albuminy i dokowanie molekularne wobec
enzymu COX-2), aktywnos$¢ przeciwbakteryjng i przeciwgrzybicza (MIC, MBC/MFC), zdolnos¢
do zapobiegania tworzeniu biofilmu oraz mechanizm dziatania przeciwdrobnoustrojowego.

Szczegdlng uwage zwrdcono réwniez na okreSlenie potencjalu otrzymanych zwigzkow jako
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nowoczesnych formulacji lekéw przeznaczonych do podawania doustnego i przezskornego,
poprzez badania przepuszczalno$ci z wykorzystaniem modeli PAMPA (w tym GIT-PAMPA
i SKIN-PAMPA), analize wspotczynnika przepuszczalnosci skory oraz predykcje parametrow
ADME metodami insilico.

Ostatecznym celem badan byla wieloaspektowa ocena bezpieczenstwa projektowanych
soli organicznych, obejmujaca badania cytotoksycznosci na komodrkach jelit ludzkich oraz oceng
ekotoksycznosci na modelowym organizmie wodnym (Artemia franciscana), co pozwolito
na okreslenie ich potencjatu aplikacyjnego jako nowej generacji farmaceutycznych form jonowych
o wysokiej skuteczno$ci terapeutycznej, kontrolowanej biodostepnosci i ograniczonym wptywie

na Srodowisko.
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HIPOTEZY BADAWCZE

>

Niniejsza praca opiera si¢ na zatozeniu, ze projektowanie farmaceutycznie aktywnych soli
organicznych typu API-QAS, taczacych kationy o znanej aktywno$ci biologicznej
z odpowiednio dobranymi anionami, moze prowadzi¢ do uzyskania ukladow
o wielofunkcyjnym dziataniu terapeutycznym. Zaktada si¢, ze w takich strukturach
chemicznych mozliwe jest zachowanie aktywnos$ci biologicznej poszczegdlnych jonow,
wynikajace z ich wystepowania w formie jednej molekuty.

Hipoteza pracy jest réwniez, ze odpowiedni dobor pary kation—anion moze prowadzié
do efektow synergicznych, przejawiajacych sie zwigkszong aktywno$cig biologiczng
w porownaniu z dzialaniem poszczegdlnych sktadnikow stosowanych oddzielnie, przy
jednoczesnym zachowaniu korzystnych wiasciwosci fizykochemicznych.

Zaktada si¢ ponadto, ze modyfikacja struktury kationu, w szczegdlno$ci poprzez zmiang
dlugosci tancucha alkilowego, istotnie wptywa na wlasciwosci fizykochemiczne otrzymanych
soli, takie jak rozpuszczalno$¢, lipofilowos¢, aktywno$¢ powierzchniowa oraz zdolno$c
przenikania przez bariery biologiczne, co bezposrednio przektada si¢ na ich aktywno$¢
biologiczng.

Kolejna hipoteza zaklada, ze projektowanie uktadow API-QASS umozliwia jednoczesne
ksztattowanie wlasciwosci farmakokinetycznych 1 farmakodynamicznych, prowadzac
do uzyskania zwigzkow o zwickszonej biodostepnosci oraz skuteczno$ci terapeutycznej
w porownaniu z klasycznymi formami substancji czynnych.

Istotnym zatozeniem pracy jest réwniez to, ze odpowiednie projektowanie struktury
chemicznej QASs pozwala na uzyskanie uktadow charakteryzujacych si¢ korzystnym
profilem bezpieczenstwa, obejmujagcym zaréwno niskg cytotoksycznos$¢, jak i ograniczony
wplyw ekotoksykologiczny.

W konsekwencji przyjmuje sig, ze opracowane uklady jonowe moga stanowi¢ obiecujaca
platform¢ dla rozwoju nowej generacji formulacji farmaceutycznych, taczacych wysoka
skuteczno$¢ terapeutyczng z kontrolowang biodostgpnoscig i ograniczonym wpltywem na

srodowisko.
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CZESC DOSWIADCZALNA
Wykaz stosowanych odczynnikow znajduje si¢ w aneksie (tabele A1-A8)

6.1. Sposoby prowadzenia syntez

6.1.1. Synteza soli potasowych kwaséw organicznych

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 500 mL umieszczono 0,20 mola odpowiedniego
kwasu organicznego: salicylowego (SAL) lub nikotynowego (NIK) lub p-aminobenzoesowego
(PABA), po czym dodano rownomolowg ilos¢ wodorotlenku potasu (0,20 mola) rozpuszczonego
w 150 mL odwodnionego metanolu w poétautomatycznym reaktorze EasyMax 102 (Mettler
Toledo, Szwajcaria) wyposazonym w pH-metr z kalibrowang elektrodg szklang. Zawarto$¢ kolby
mieszano w temperaturze 50-60 °C, az do uzyskania klarownych roztworéw o pH = 7,0.
Za pomoca wyparki prézniowej odparowano wodg, a otrzymane sole: salicylan potasu
([K]J[SAL]), nikotynian potasu ([K][NIC]) i p-aminobenzoesan potasu ([K][PABA]), suszono

w suszarce prozniowej (1-2 mbar) w temperaturze 40°C przez 24 godziny.

6.1.2. Synteza prekursorow soli z kationem nikotynamidu - reakcja czwartorz¢edowania
nikotynamidu

Bromki  N-alkilonikotynamidu  (1-7) otrzymano w reakcji czwartorzgdowania
nikotynamidu z liniowymi 1-bromoalkanami (C,HsBr—CisH29Br), ktore prowadzono w reaktorze
EasyMax (Mettler Toledo, Szwajcaria), zgodnie z wczesniej opisang metodologia (rysunek 14).
Nikotynamid (0,20 mola) i 1-bromoalkan (0,21 mola) rozpuszczono w 20 mL n-propanolu,
a otrzymang mieszaning ogrzewano w temperaturze 97 °C pod chtodnicg zwrotng przez 12 godzin.
Po schtodzeniu roztworu osad produktow reakcji odfiltrowano pod zmniejszonym ci$nieniem
i trzykrotnie przemyto porcjami (10 mL) acetonu. Zastosowanie acetonu umozliwiato usunigcie
nieprzereagowanych 1-bromoalkanow, ktore sg w nim rozpuszczalne, podczas gdy otrzymane
bromki pozostajg nierozpuszczalne. Na koniec produkty suszono pod proznig (1-2 mbar)
w temperaturze 40 °C przez 24 godziny. Wszystkie zsyntetyzowane sole (1-7) przechowywano

w eksykatorze prozniowym z srodkiem osuszajacym (P4O1o).
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'\ R = C,Hs (1), C4H (2), CgHig (3), CgHay (4), CrgHay (5), CroHas (6), C1aHzg (7) 7

”
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Rysunek 14. Synteza bromkéow N-alkiloniotynamidu (1-7), gdzie R = C2Hs—Ci4Hao.
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6.1.3. Synteza prekursorow soli z kationem lidokainy — reakcja czwartorzedowania lidokainy

Czg$¢ syntez prowadzono przy udziale dr. inz. Damiana Kaczmarka z Politechniki
Poznanskiej. Odpowiednie bromki N-alkilolidokainy uzyskano poprzez czwartorzedowanie
lidokainy (LID) odpowiednim liniowym 1-bromoalkanem (rysunek 15). W przypadku bromku
N-etylolidokainy (BL1), stechiometryczne ilo$ci (0,1 mola) bromoetanu i lidokainy rozpuszczono
w 50 mL acetonitrylu. Reakcje prowadzono w temperaturze 35 °C przez 7 dni. Wytracony produkt
odsgczono, przemyto malymi porcjami heksanu i suszono w SuSzarce prozniowej
pod zmniejszonym cisnieniem (1-2 mbar) w temperaturze 40 °C przez 24 godziny.
Bromek N-oktylolidokainy (BL2) i bromek N-tetradecylolidokainy (BL3) uzyskano w drodze
syntezy bezrozpuszczalnikowej, w ktorej 0,1 mola lidokainy rozpuszczono w 0,2 mola
odpowiedniego bromoalkanu i ogrzewano w temperaturze 60 °C przez 7 dni. Wytragcony produkt
odsaczono, przemyto matymi porcjami (10 mL) heksanu i suszono w suszarce prézniowej
pod zmniejszonym ci$nieniem (1-2 mbar) w temperaturze 40 °C przez 24 godziny. Wszystkie
zsyntetyzowane sole (BL1-BL3) przechowywano w eksykatorze prozniowym z $rodkiem
osuszajgcym (P4O1p).
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v R=C>Hs (BL1), CgHy7 (BL2), C14Hze (BL3)

Rysunek 15. Synteza bromkéw N-alkilolidokainy (BL1-BL3).

6.1.4. Synteza soli z kationem nikotynamidu
Synteza nikotynianow N-alkilonikotynamidu (N1-N4)

W kolbie okragtodennej wyposazonej w mieszadto mechaniczne umieszczono 0,01 mola
odpowiedniego bromku N-alkilonikotynamidu (3-6), ktory rozpuszczono w 10 mL odwodnionego
metanolu. Nastgpnie dodano [K][NIK] rozpuszczony w 10 mL odwodnionego metanolu,
z 2% nadmiarem molowym (0,0102 mola), aby przeprowadzi¢ reakcj¢ wymiany jonowej
(rysunek 16). Mieszaning reakcyjng intensywnie mieszano w temperaturze 40 °C przez 15 minut,
a nastepnie schtodzono do 0 °C. W wyniku wymiany jonowej z mieszaniny poreakcyjnej wytracit
si¢ osad bromku potasu, ktory nastepnie odfiltrowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a z filtratu
odparowano rozpuszczalnik za pomoca wyparki prozniowej rotacyjnej. Otrzymane produkty
zostaly dodatkowo oczyszczone poprzez dodanie niewielkiej ilosci (10-15 mL) acetonu,

co umozliwito wyizolowanie pozostato$ci nieorganicznych zanieczyszczen i nadmiaru reagentow
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poprzez filtracj¢ prozniowa. Po odparowaniu acetonu z przesgczu za pomocag Wyparki prozniowe;j
rotacyjnej otrzymane produkty suszono w suszarce prézniowej pod zmniejszonym cisnieniem
(1-2 mbar) w temperaturze 40 °C przez 24 godziny. Wszystkie zsyntetyzowane sole (N1-N4)
przechowywano w eksykatorze prozniowym z $rodkiem osuszajagcym (P4Oo).

R
N I BY K R
NH, '] o + KBr
NH
NA 2 [KIINIK] NH,

R=CgHy3 ('), CgHqz (117), CqoHaq (117), CqaHas (117)

Rysunek 16. Synteza nikotynianow N-alkilonikotynamidu (N1-N4).

Synteza p-aminobenzoesanéw N-alkilonikotynamidu (P1-P4)

Do kolby okragtodennej wyposazonej w mieszadto mechaniczne wprowadzono 0,01 mola
odpowiedniego bromku N-alkilonikotynamidu (3-6) oraz 10 mL odwodnionego metanolu
(rysunek 14). Nastepnie dodano [K][PABA] rozpuszczony w 10 mL metanolu, z 2% nadmiarem
molowym (0,0102 mola), aby przeprowadzi¢ reakcje wymiany jonowej (rysunek 17).
Uktad reakcyjny intensywnie mieszano w temperaturze 40 °C przez 15 minut, a nast¢pnie
schtodzono do 0 °C. Reakcja wymiany jonowej doprowadzita do wytragcenia bromku potasu,
ktory zostal oddzielony technika filtracji prozniowej, po czym rozpuszczalnik zostal usunigty
z filtratu za pomocg wyparki proézniowej rotacyjnej. Uzyskane produkty dodatkowo oczyszczono
przez dodanie mieszaniny gorgcego acetonu i metanolu (20-25 mL) w stosunku objeto§ciowym
20:1, a nastgpnie poddano filtracji prozniowej. Po schtodzeniu filtratu nastapito wytracenie
pozadanego produktu, ktory oddzielono pod zmniejszonym cisnieniem. Uzyskane zwigzki finalnie
Suszono W suszarce prozniowej pod zmniejszonym cisnieniem (1-2 mbar) w temperaturze 40 °C
przez 24 godziny. Wszystkie zsyntetyzowane sole (P1-P4) przechowywano w eksykatorze
prozniowym z srodkiem osuszajgcym (P4O1o).
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Rysunek 17. Synteza p-aminobenzoesanéw N-alkilonikotynamidu (P1-P4).
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Synteza salicylanéw N-alkilonikotynamidu (S1-S7)

0,01 mola odpowiedniego bromku N-alkilonikotynamidu (1-7) rozpuszczono w 10 mL
etanolu w kolbie okraglodennej wyposazonej w mieszadlo mechaniczne (rysunek 12).
Nastepnie [K][SAL] rozpuszczony w 10 mL etanolu dodano z 2% nadmiarem molowym (0,0102
mol), aby przeprowadzi¢ reakcj¢ wymiany jonowej (rysunek 18). Mieszaning reakcyjng
intensywnie mieszano w temperaturze 40 °C przez 15 min, a nastgpnie schtodzono do 0 °C.
W wyniku wymiany anionowej z uktadu reakcyjnego wytracil si¢ bromek potasu,
ktory odfiltrowano pod zmniejszonym cisnieniem. Nastepnie rozpuszczalnik z filtratu usunieto
poprzez odparowanie na wyparce prozniowej rotacyjnej. Otrzymane produkty dodatkowo
oczyszczono przez dodanie niewielkiej ilosci (10-15 mL) acetonu, co umozliwito usunigcie
pozostato$ci nieorganicznych zanieczyszczen oraz nadmiaru reagentow w procesie filtracji
prozniowej. Po odparowaniu acetonu na wyparce prézniowej rotacyjnej otrzymane produkty
suszono w temperaturze 40 °C przez 24 godziny pod zmniejszonym cisnieniem (1-2 mbar).
Wszystkie zsyntetyzowane sole (S1-S7) przechowywano w eksykatorze préozniowym z srodkiem

osuszajgcym (P4Oqp).
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Rysunek 18. Synteza salicylanéw N-alkilonikotynamidu (S1-S7).
6.1.5. Synteza soli z kationem lidokainy

Synteza metodg zoboje¢tniania

W kolbie okragtodennej wyposazonej w mieszadto mechaniczne umieszczono 0,01 mola
odpowiedniego prekursora - bromku N-alkilolidokainy (BL1-BL3), ktory rozpuszczono w 10 mL
bezwodnego metanolu. Nastepnie dodano wodorotlenek potasu rozpuszczony w 10 mL
bezwodnego metanolu z 2% nadmiarem molowym (0,0102 mola), celem przeprowadzenia reakcji
wymiany jonowej (rysunek 19). Mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej
przez 15 minut, a nastgpnie schtodzono ja do 0 °C. W wyniku wymiany anionowej Z mieszaniny
reakcyjnej wytracit si¢ osad bromku potasu, ktéry odsaczono technika sgczenia prézniowego,
a zasadowy filtrat zobojetniono odpowiednim kwasem do pH = 7 w potautomatycznym reaktorze
EasyMax 102 (Mettler Toledo, Szwajcaria) wyposazonym w pH-metr ze skalibrowang elektroda

szklang. Nastepnie z filtratu odparowano rozpuszczalnik, a otrzymane produkty dodatkowo
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0CzysSzCzono poprzez rozpuszczenie W niewielkiej ilosci (10-15 mL) acetonu i usunigcie
pozostatosci zanieczyszczen nieorganicznych. Po odparowaniu acetonu z filtratu, produkty
(SL1-SL3 oraz PL1-PL3) suszono pod zmniejszonym ci$nieniem (1-2 mbar) w temperaturze
40 °C przez 24 godziny. Wszystkie zsyntetyzowane sole (SL1-SL3 oraz PL1-PL3)
przechowywano w eksykatorze prozniowym z $rodkiem osuszajacym (P4Oo).
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Rysunek 19. Synteza salicylanow (SL1-SL3) i p-aminobenzoesanéw (PL1-PL3) N-alkilolidokainy
poprzez zobojgtnianie.

Synteza poprzez wymian¢ jonowg

Do kolby okragtodennej wyposazonej w mieszadto mechaniczne dodano 0,01 mola
odpowiedniego prekursora - bromku N-alkilolidokainy (BL1-BL3), ktory rozpuszczono w 10 mL
wody destylowanej. Nastepnie do kolby dodano stechiometryczne ilosci (0,01 mola)
odpowiedniego kwasu organicznego i wodorotlenku potasu, rozpuszczone uprzednio w 10 mL
wody destylowanej, celem przeprowadzenia reakcji wymiany jonowej (rysunek 20). Mieszaning
reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 24 h. Nastepnie produkty wyizolowano
metodg ekstrakcji dwufazowej ciecz—ciecz poprzez dodanie 20 mL chloroformu i intensywne
wymieszanie uktadu. Wyodrgbniong faze organiczng oddzielono i przemyto 3-krotnie woda
destylowang, po czym rozpuszczalnik usunigto pod zmniejszonym ciSnieniem ha wyparce
rotacyjnej. Nastepnie rozpuszczalnik odparowano za pomocg wyparki rotacyjnej, a otrzymane
zwigzki suszono pod zmniejszonym ci$nieniem (1-2 mbar) w temperaturze 40 °C przez
24 godziny. Zsyntetyzowane sole (SL1-SL3) przechowywano w eksykatorze prozniowym
z $rodkiem osuszajgcym (P4Oo).
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Rysunek 20. Synteza salicylanow (SL1-SL3) i p-aminobenzoesanéw (PL1-PL3) N-alkilolidokainy
poprzez wymiang jonowa.

6.1.6. Otrzymywanie mieszaniny nikotynamidu i kwasu nikotynowego oraz kokrysztalow
nikotynamidu i kwasu salicylowego, jak i kwasu p-aminobenzoesowego.

Mieszaniny nikotynamidu (NA) z kwasem nikotynowym (NIK) oraz kokrysztatow NA
z kwasami organicznymi  (salicylowym (SAL) oraz p-aminobenzoesowym (PABA))
przygotowano poprzez zmieszanie nikotynamidu (0,01 mola) z réwnomolowa iloscig
odpowiedniego kwasu w 25 mL metanolu, a nastepnic uklad mieszano przez 2 godziny
w temperaturze pokojowej. Po zakoniczeniu procesu rozpuszczalnik usuni¢to pod zmniejszonym
ciSnieniem na wyparce prozniowej rotacyjnej (rysunek 21). Wydajnosci [NA][NIK], [NA][SAL]
i [NA][PABA] obliczono na podstawie masy substancji stalych otrzymanych po wysuszeniu.
Otrzymane uktady przechowywano w eksykatorze prozniowym z $rodkiem osuszajacym (P4Oqo).
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Rysunek 21. Otrzymywanie mieszaniny nikotynamidu i kwasu nikotynowego ([NA]INIK])
oraz kokrysztatéw nikotynamidu i kwasu salicylowego ([NA][SAL]), jak i kwasu p-aminobenzoesowego
(INA][PABA]).
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6.1.5. Otrzymywanie salicylanu lidokainy oraz mieszaniny lidokainy i kwasu
p-aminobenzoesowego

Jak zaprezentowano na rysunku 22, salicylan lidokainy [LID][SAL] otrzymywano poprzez
zmieszanie odpowiedniej ilosci lidokainy (0,01 mola) z ekwimolarng iloscig kwasu salicylowego
W 25 mL metanolu i mieszanie przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Pozostaty
rozpuszczalnik nastgpnie usunig¢to za pomocg wyparki rotacyjnej. T¢ sama metodologie
zastosowano do syntezy mieszaniny lidokainy i kwasu p-aminobenzoesowego [LID][PABA]
(rysunek 22). Na koniec [LID][SAL] i [LID][PABA] suszono pod zmniejszonym ciSnieniem
(1-2 mbar) w temperaturze 40 °C przez 24 godziny. Otrzymane uktady przechowywano
w eksykatorze prozniowym z srodkiem osuszajacym (P4O1o).
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Rysunek 22. Otrzymywanie salicylanu lidokainy ([LID][SAL]) oraz mieszaniny lidokainy i kwasu
p-aminobenzoesowego ([LID][PABA]).

6.2. Analiza produktow

6.2.1. Oznaczanie zawartosci jonéw bromkowych w QASS metodg Mohra

Stezenie pozostato$ci jondw bromkowych wykonano zgodnie z metoda opisang
w literaturze.®® Uzyskane czwartorzedowe bromki amoniowe o masie 1,0000 £ 0,0001 g
odwazono i przeniesiono do kolby miarowej o pojemnosci 100 mL, po czym rozpuszczono
w wodzie dejonizowanej i uzupetniono do kreski. Nastepnie dodano 1 mL 5% roztworu chromianu
potasu (K2CrQ4) i rozpoczeto miareczkowanie, stosujgc mianowany roztwor azotanu(V) srebra
(AgNO3) o stezeniu 0,1 mol/L, energicznie mieszajagc. Miareczkowanie kontynuowano
do wuzyskania jednorodnej brazowo-czerwonej zawiesiny, co oznaczatlo zakonczenie

miareczkowania. Zawarto$¢ bromkéw obliczono nastepnie, korzystajac nastepujacego réwnania

(1):
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y_ (A=B)-M-79904 (1)
B m

gdzie:

X — zawarto$¢ bromku [ppm],

A — objetos¢ AgNO; zuzyta podczas miareczkowania analizowanej probki [mL],
B — objetos¢ AgNO; zuzyta podczas miareczkowania Slepej proby [mL],

M — stezenie molowe AgNO3 [mol-L™],

m — masa analizowanej probki [g].

6.2.2. Analiza spektroskopowa

Widma UV dla testowanych zwigzkow zebrano przy wuzyciu spektrofotometru
VWR UV-6300PC. Widma FT-IR dlasoli z kationem N-alkilonikotynamidu zebrano przy uzyciu
potautomatycznego systemu EasyMax 102 (Mettler Toledo, Szwajcaria) podtaczonego do sondy
ReactlR iC15 (Mettler Toledo, Szwajcaria) wyposazonej w detektor MCT i sonde AgX 9,5 mm
z koncowka diamentowa. Dane zostaly pobrane w zakresie od 3000 do 650 cm? z rozdzielczo$cia
8 cm! i przetworzone za pomocg oprogramowania iCIR 4.3. W przypadku pochodnych lidokainy
analizy FT-IR wykonano przy uzyciu spektrofotometru Perkin Elmer Spectrum BX
(Massachusetts, USA) i skanowano w zakresie od 4000 do 400 cm! z rozdzelczos$cig 4 cmt
i 32 skanami. Widma H NMR zarejestrowano na spektrometrze Varian VNMR-S 400 MHz
(Palo Alto, USA) z TMS jako wewnetrznym standardem. Widma *C NMR uzyskano przy uzyciu
tego samego urzadzenia przy czgstotliwosci 100 MHz. Za rozpuszczalnik dla badanych préobek
postuzyty deuterowane rozpuszczalniki: sulfotlenek dimetylu (DMSO-ds), metanol (CD3;OD)
oraz woda (D,0). Badania wykonano w Srodowiskowym Laboratorium Unikalnej Aparatury
Naukowej dziatajacym przy Wydziale Chemii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu.
Widma 2D NMR (HSQC) zarejestrowano w University of Aveiro (Portugalia) dla roztworow
badanych zwigzkow, przy uzyciu spektrometru Bruker Avance III (400 MHz) oraz standardowych

parametrow eksperymentalnych umozliwiajgcych korelacje sygnatow H i 2°C.

6.2.3. Temperatura topnienia

Pomiaru temperatury topnienia dokonano przy wykorzystaniu urzadzenia MP 90 melting
point system (Mettler Toledo, Switzerland). Pomiary wykonano z doktadno$cig +1 °C, natomiast

gradient temperatury ogrzewania testowanych substancji wyznaczono jako 5 °C na minutg.
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Kalibracje aparatu wykonuje si¢, wykorzystujagc materialy wzorcowe o zdefiniowanych
temperaturach topnienia (wanilina - 81,7 °C, fenacetyna - 134,8 °C, oraz kofeina - 234,0 °C).
Probke badanej substancji umieszczono w szklanej kapilarze, a nastgpnie ogrzewano ze statym

gradientem temperatury. Moment topienia okreslano wizualnie.

6.2.4. Oznaczanie zawarto$ci wody

Zawarto$¢ oznaczono metoda miareczkowania Karla Fischera, przy uzyciu aparatu
TitroLine 7500 KF (SI Analytics, Niemcy). Analizg¢ przeprowadzono w roztworach badanych
substancji sporzadzonych w odwodnionym metanolu o znanej zawarto$ci wody (zawarto$¢ wody
w metanolu badano 5-krotnie, a uzyskane warto$ci usredniono). Proby powtorzono 3 razy,
a wyniki zaprezentowano jako $rednig arytmetyczng z tych pomiaréw, z uwzglednieniem wody

w wykorzystanym rozpuszczalniku — metanolu.

6.2.5. Wspolczynnik podzialu oktanol-woda

Wspotezynniki podzialu oktanol-woda (Kow) syntetyzowanych produktow okreslono
metodg powolnego mieszania zgodnie z wytycznymi testu OECD nr 123. Pomiary
przeprowadzono przy uzyciu wzajemnie nasyconych wody destylowanej i n-oktanolu w szklanej
fiolce zawierajacej mieszadto magnetyczne. Na poczatku badane substancje rozpuszczono
W n-oktanolu w wybranym stezeniu (0,01 mola na 1 L oktanolu), a nastgpnie dodano odpowiednig
ilos¢ wody. Nastepnie przeprowadzono dwa powtdrzenia =z rdéznymi proporcjami
rozpuszczalnikow: 4 mL n-oktanolu i 2 mL wody (2:1), 4 mL n-oktanolu i 4 mL wody (1:1) oraz
4 mL n-oktanolu i 8 mL wody (2:1). Wszystkie probki byly mieszane przy 10 obr./min w stalej
temperaturze 25 °C. Po 72 godzinach, fazy wodna oraz oktanolowa zostaly zebrane za pomoca
strzykawki. ~ Stezenia zwiazkow w wodzie okreslono za pomocg Spektrofotometru
VWR UV-6300PC na podstawie wczesniej sporzgdzonych krzywych kalibracyjnych w stosunku
do stezenia kazdej substancji. Kazdy pomiar powtorzono dwukrotnie w okreslonym stosunku
rozpuszczalnikow (1:1, 1:2 1 2:1). Na koniec obliczono logKow jako srednig z sze$ciu wynikow
zebranych dla kazdego zwigzku.

6.2.6. Ocena potencjalu przeciwzapalnego: test denaturacji albuminy

Test denaturacji albuminy jajecznej przeprowadzono zgodnie z metoda Chaiya?'®,
wprowadzajac niewielkie modyfikacje w celu uproszczenia procesu i poprawy powtarzalnosci
wynikow. Test przeprowadzono poprzez potaczenie 2 mL 1% roztworu albuminy jajecznej
(z dostgpnego w handlu proszku albuminy jajecznej), 1 mL roztworu badanej substancji

lub standardu (diklofenak sodowy) w roéznych stgzeniach (1000, 100, 10, 1, 0,1, 0,01, 0,001
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10,0001 pg/mL) w celu uzyskania mieszaniny o catkowitej objetosci 3 mL. Catkowitg objetosé
3 mL kontroli uzyskano poprzez potaczenie 1 mL buforowanego roztworu soli fizjologicznej
(PBS) i 2 mL 1% roztworu albuminy jaja kurzego w fiolkach o pojemnosci 20 mL.
Mieszaniny inkubowano w temperaturze 90 °C + 2 °C przez 25 minut w piecu MEMMERT UF55,
pozwalajac roztworom w fiolkach osiggna¢ temperatur¢ 37 °C (wzrost temperatury w fiolkach
testowych byl monitorowany za pomocg termopary). Nastepnie zawarto$¢ fiolek ochtodzono
w wodzie do temperatury 25 °C. Absorbancj¢ mieszaniny po inkubacji mierzono dla kazdego
stezenia przy 660 nm za pomoca spektrofotometru VWR UV-6300PC. Kazdy test powtorzono
trzykrotnie 1 obliczono $rednig absorbancje. Procentowe zahamowanie biatka okreslono

(réwnanie 2) jako procentowy spadek absorbancji w poréwnaniu z kontrola:

Absorbanc ja kontroli — Absorbancja badanej prébki

Inhibicja (%) = ( ) x 100% 2)

Absorbancja kontroli

6.2.7. Ocena aktywnosci antybakteryjnej: wyznaczanie parametréw MIC i MBC/MFC

Badania aktywno$ci antybakteryjnej nikotynianow N-alkilonikotynamidu (N1-N4)
oraz p-aminobenzoesanow N-alkilonikotynamidu (P1-P4), a takze [NA][NIK] i [NA][PABA]
zostaly wykonane przez dr. hab. inz. Daniele Gwiazdowska, prof. UEP oraz dr. inz. Krzysztofa
Jusia z Uniwersytetu Ekonomicznego w Poznaniu w ramach wspotpracy naukowej. Aktywno$¢
przeciwbakteryjna okre$lono w odniesieniu do bakterii Gram-ujemnych (P. aeruginosa, E. coli,
M. catarrhalis, S. marcescens, C. jejuni, S. Enteritidis, P. vulgaris), Gram-dodatnich
(L. monocytogenes, M. luteus, E. faecalis, S. aureus, B. subtilis) oraz grzybow (C. albicans,
R. mucilaginosa, C. neoformans). Minimalne stezenie hamujgce (MIC) i minimalne stezenie
bakteriobdjcze/grzybobdjcze (MBC/MFC)  badanych  zwigzkéw  okreSlono  metoda
mikrorozcienczen. Najpierw przygotowano seri¢ dwukrotnych rozcienczen badanych substancji
w zakresie stezen od 0,49 do 1000 pgmL w 96-dotkowych mikroptytkach w bulionie MH
(dla S. aureus, P. aeruginosa i E. coli), MH z 10% TSB (dla S. marcescens, M. catarrhalis
i M. luteus), MH z 10% BHI (dla L. monocytogenes i E. faecalis), PDB (dla C. albicans,
C. neoformans i R. mucilaginosa). Z 24-godzinnych hodowli inokulum mikroorganizmow
wskaznikowych o gestosci optycznej dostosowanej do standardu 0,5 McFarlanda przygotowano
zawiesiny w pozywkach bulionowych. Nastepnie do kazdej studzienki dodano 100 pL
przygotowanych roztwordw, aby uzyska¢ koncowe stezenie 105 CFU/mL, a plytki inkubowano
przez 24 godziny w temperaturze 30 lub 37°C, w zaleznosci od wytypowanego mikroorganizmu.
Po inkubacji gesto$¢ optyczng wzrostu bakterii i drozdzy okreslono przy 600 nm za pomoca
czytnika mikroptytek BioTek Epoch 2. Wyniki wyrazono jako §rednig z trzech powtorzen.
Wartos¢ MIC zdefiniowano jako st¢zenie badanych substancji hamujgce wzrost mikroorganizmu
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o co najmniej 90%, natomiast 100% hamowanie zdefiniowano jako minimalne stgzenie
bakteriobojcze/grzybobdjcze (MBC/MFC).

Badania aktywnosci antybakteryjnej salicylanow N-alkilonikotynamidu (S1-S7),
[NA]J[SAL], NA oraz SAL zostalty wykonane przez dr. Daniela Zientala oraz dr hab. Jolante
Dlugaszewska z Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu w ramach wspotpracy naukowe;j.
Aktywno$¢ antybakteryjng okreslono w odniesieniu do bakterii Gram-dodatnich: S. aureus,
S. epidermidis, C. acnes, do bakterii Gram-ujemnych: P. aeruginosa oraz do grzyboéw: C. albicans.
Zwigzki rozcienczono seryjnie (2-krotnie) w odpowiednich pozywkach (P. aeruginosa, S. aureus,
S. epidermidis — MHB, C. acnes — TGB, C. albicans — SDB w 96-dotkowych ptytkach) i dodano
zawiesiny mikroorganizmow. Zwigzki badano w zakresie stezen koncowych od 4 096 ug/mL
do 0,125 pg/ml, a koncowa inokulum mikroorganizméw wynosito okoto 5-105 CFU/ml.
Testy inkubowano w temperaturze 35°C+1°C przez 18 godzin (P. aeruginosa, S. aureus,
S. epidermidis) lub 24 godziny (C. albicans) lub 48 godzin (C. acnes). C. acnes inkubowano
w atmosferze beztlenowej przy uzyciu GENbag anaer (bioMerieux, Francja). Jako kontrolg
wzrostu yjemng zastosowano odpowiednio pozywki (bez szczepdéw) dodane do roznych stezen
badanych zwigzkow oraz pozywki zaszczepione zawiesing mikroorganizmow. MIC zdefiniowano
jako najnizsze stezenie, przy ktorym widoczny wzrost zostat zahamowany. Stezenia MBC i MFC
okreslono jako rozszerzenie testu MIC. Po przeprowadzeniu testu MIC i zarejestrowaniu punktu
koncowego MIC, kazda studzienka, w ktorej nie wykazano wzrostu (stezenie rowne lub wicksze
od MIC), =zostala poddana subkulturze na podtozu agarowym: Typcase Soy Agar
(TSA; bioMerieux) — P. aeruginosa, S. aureus, S. epidermidis; Columbia Agar z krwig owcza
(CA; Thermo Scientific, Wielka Brytania) — C. acnes, agar Sabouraud z dekstroza (SDA; Merck,
Niemcy) — drozdze. Ptytki inkubowano w temperaturze 35+1°C przez 18—72 godziny. C. acnes
inkubowano w atmosferze beztlenowej. MBC/MFC zdefiniowano jako najnizsze st¢zenie,

przy ktorym nie zaobserwowano wzrostu. Wszystkie testy przeprowadzono dwukrotnie.

6.2.8. Wlasciwosci antybiofilmowe

Badania wtasciwosci antybiofilmowych zostaly wykonane przez dr. hab. inz. Daniele
Gwiazdowska, prof. UEP oraz dr. inz. Krzysztofa Jusia z Uniwersytetu Ekonomicznego
w Poznaniu w ramach wspotpracy naukowej. Dwa wybrane zwiazki (N4 i P4) zostaly
przetestowane pod katem tworzenia biofilmu przez P. aeruginosai S. Aureus. Tworzenie biofilmu
przeprowadzono zgodnie ze zmodyfikowana metoda Somrani?® przy uzyciu sterylnych
48-dotkowych plytek mikrotitracyjnych z ptaskim dnem. Do kazdego dotka wprowadzono 150 pL.
standaryzowanych hodowli bakteryjnych w bulionie odzywczym o stezeniu 106 CFU/mL,
anastgpnie dodano 150 pL. badanych zwiazkow, aby uzyska¢ koncowe stezenia 0,5 MIC 1 1 MIC.
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Przygotowane ptytki inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37 °C. Nastgpnie zawiesing
usuni¢to z dotkéw i trzykrotnie przeplukano sterylng woda w celu usuniecia pozostatosci pozywki
1 nieprzylegajacych komorek. Nastgpnie plytki mikrotitracyjne suszono na powietrzu przez
2 godziny, a biomas¢ biofilmu oznaczono ilosciowo przy uzyciu zmodyfikowanej metody
krystalicznej fioletu opracowanej przez O’Toole’a. Do wysuszonego biofilmu dodano 300 pL
0,1% roztworu fioletu krystalicznego, inkubowano przez 15 minut, a nastgpnie ptytki przemyto
woda 1 suszono przez noc. Nastepnie do studzienek dodano 300 pL 30% kwasu octowego
i pozostawiono na 10-15 minut w temperaturze pokojowej (25 °C + 1 °C). Roztwoér z kazdego
dotka przeniesiono do nowej ptytki mikrotitracyjnej i zmierzono gesto$¢ optycznag przy dtugosci
fali 550 nm za pomocg czytnika ptytek mikrotitracyjnych BioTek Epoch 2. Jako $lepej proby uzyto
30% kwasu octowego w wodzie. Wszystkie eksperymenty przeprowadzono w trzech
rownolegltych powtdrzeniach, a wyniki wyrazono jako procentowe zahamowanie tworzenia si¢
biofilmu. Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng (+odchylenie standardowe) z szesciu

rownoleglych powtorzen.

6.2.9. Wizualizacja biofilmu za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej

Wizualizacja biofilmu za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej zostala wykonana
przez przez dr. hab. inz. Daniele¢ Gwiazdowska, prof. UEP oraz dr. inz. Krzysztofa Jusia
z Uniwersytetu  Ekonomicznego w Poznaniu w ramach wspotpracy naukowe;.
Biofilm przygotowano wspomniang wczesniej metoda (6.2.8.), ale w ptytkach Petriego (55 mm).
Do oceny zywotno$ci komoérek w biofilmie zastosowano sondy fluorescencyjne, diacetat
fluoresceiny (FDA) i jodek propidyny (PI) (Sigma Aldrich, Steinheim, Niemcy).
Przed barwieniem przygotowano roztwor podstawowy FDA (1 mg/mL) w acetonie oraz roztwor
podstawowy PI (1 mg/mlL) w wodzie destylowanej i przechowywano je w loddwce.
Po wyschnigciu biofilmu do probek dodano bufor PBS (1000 puL) zawierajacy 25 pL FDA 1 5 pL
Pl. Ptytki inkubowano z barwnikami fluorescencyjnymi przez 30 minut w temperaturze 30 °C
w ciemnos$ci. Nastepnie usunig¢to roztwor barwiacy, biofilm wysuszono w temperaturze pokojowej
i zbadano pod mikroskopem fluorescencyjnym Olympus BX53 (Olympus Corporation, Tokio,
Japonia) wyposazonym w zestaw filtréw o okreslonej dtugosci fali (wzbudzenie/emisja FDA:
485/530; wzbudzenie/emisja PI: 538/617). Jako probki kontrolne wykorzystano biofilm badanych
bakterii poddanych dziataniu sterylnej wody.

6.2.10. Mechanizm przeciwdrobnoustrojowego dzialania QASs

Badanie mechanizmu aktywno$ci przecwidrobnoustrojowej zostato przeprowadzone

przez dr. hab. inz. Daniel¢ Gwiazdowska, prof. UEP oraz dr. inz. Krzysztofa Jusia z Uniwersytetu
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Ekonomicznego w Poznaniu w ramach wspodlpracy naukowej. Uwalnianie sktadnikow
komoérkowych oceniano na podstawie zmodyfikowanej metody opisanej przez Paula et al.??
oraz Zhanga et al.??!. Komorki wybranych mikroorganizméw (S. aureus, P. aeruginosa
oraz C. albicans) ze $§wiezej hodowli odwirowywano (8000 obr./min, 5 min), zawieszano w 1 mL
sterylnego PBS z dodatkiem dwoch zwigzkow (N4 i P4) o roznych stezeniach (1000 pg/mL oraz
1*MIC), a nastepnie inkubowano w temperaturze 37 °C przez 3 godziny. Po inkubacji probki
ponownie odwirowywano (8000 obr./min, 5 min), a supernatant rozcienczano sterylng woda
w stosunku 100 uL:900 pL. Wyptyw sktadnikow komérkowych mierzono spektrofotometrycznie
przy dtugosci fali 260 nm. Fluorescencyjng sond¢ — jodek propidyny (PI) (Sigma Aldrich,
Steinheim, Niemcy) — zastosowano do oceny zywotno$ci wybranych mikroorganizméw (S. aureus
oraz P. aeruginosa). Roztwor podstawowy PI (1 mg/mL) przygotowano w wodzie destylowanej
i przechowywano w temperaturze 4 °C. Odwirowane hodowle bakterii, traktowane dwoma
wybranymi zwigzkami przez 2 godziny, zawieszano w 5 mL buforu fosforanowego (50 mM)
z dodatkiem 5 pL PI i inkubowano w temperaturze 30 °C przez 15 minut. Nast¢pnie roztwor
barwigcy usuwano przez wirowanie (8000 obr./min, 1 min). Osad analizowano pod mikroskopem
fluorescencyjnym Olympus BXS53 wyposazonym w odpowiednie zestawy filtrow dtugosci fal
(CFDA wzbudzenie/emisja: 485/530; Pl wzbudzenie/emisja: 538/617). Hodowle C. albicans
traktowane dwoma wybranymi zwigzkami przez 2 godziny odwirowywano, a nastgpnie
nanoszono na szkietka podstawowe z btekitem metylenowym 1 bez niego, po czym wykonywano
zdjecia przy uzyciu mikroskopu $wietlnego (Olympus BXS53, Olympus Corporation, Tokio,
Japonia) przy 400-krotnympowickszeniu. Komorki traktowane sterylng woda stosowano jako
probki kontrolne. Zmiany morfologiczne wybranych bakterii: S. aureus oraz P. aeruginosa,
eksponowanych na 0,5 oraz 1*MIC zwiazkow N4 i P4 przez 24 godziny, oceniano przy uzyciu
skaningowego mikroskopu elektronowego Zeiss EVO 10 wyposazonego w detektor STEM.

6.2.11. Test PAMPA

Przepuszczalno§¢ badanych zwigzkéw przez modelowa btong biologiczng oceniono
z wykorzystaniem testu PAMPA (ang. Parallel Artificial Membrane Permeability Assay),
symulujgcego pasywna dyfuzje przez warstwe lipidowg. W badaniu jako donor permeacji
wykorzystano plytke filtracyjna z 12 studzienkami, a jako akceptor permeacji ptytke odbiorcza
z 12 studzienkami. Jako medium fazy donorowej i akceptorowej zastosowano bufor PBS (pH 7,4).

W wariancie GIT-PAMPA przygotowano 2% (w/v) roztwor lecytyny w dodekanie,
ktory nastgpnie nanoszono (10 uL) na kazdy dotek ptytki dawcy, tworzac hydrofobowg warstwe
lipidowg na membranie filtracyjnej (0,40 um). Bezposrednio po naniesieniu warstwy lipidowej
do kazdego dotka ptytki dawcy wprowadzano 0,7 mL roztworu badanej substancji
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(N1-N4, P1-P4, [NA]INIK] oraz [NA][PABA]) o stezeniu 1000 pg/mL. w PBS. Do kazdego
dotka ptytki odbiorczej dodawano 2,5 mL buforu PBS. Nastepnie plytke dawcy umieszczano
w plytce odbiorczej, zapewniajac bezposredni kontakt membrany z faza akceptorowa.
Zmontowany uktad inkubowano w temperaturze 37 °C, bez mieszania, przez 0,5, 1, 6 lub
16 godzin. Cato$¢ umieszczano w szczelnym pojemniku w celu ograniczenia parowania.
Po zakonczeniu inkubacji pobierano probki z fazy akceptorowej, a stezenie badanych zwiazkoéw
oznaczano spektrofotometrycznie przy uzyciu aparatu VWR UV-6300PC. Ilo$ciowa analizg
przeprowadzono na podstawie wczesniej sporzadzonych krzywych kalibracyjnych dla kazdego
zwiazku, przy dtugosciach fal odpowiadajacych maksimum absorpcji. Wszystkie eksperymenty

wykonano w trzech powtorzeniach. Do analizy danych wykorzystano wartosci S$rednie.

Wspotczynniki przepuszezalno$ci (Papp) obliczono przy uzyciu rownan 3 i 4222
— vdnxVac 1 _ flux%
Papp = —2.303 X vamvas X 52 X log(1 00 ) (3)
o/ — ODac
flux% = oDref x 100 (4)

gdzie:

Vdn — objetos¢ komory dawcy (0,7 mL)

Vac — objeto$¢ komory biorcy (2,5 mL)

ODac — gestos¢ optyczna roztworu w komorze biorcy
ODref — gestos¢ optyczna roztworu odniesienia

S — powierzchnia membrany (1,13 cm?)

t — czas inkubacji (s)

W wariancie SKIN-PAMPA przygotowano 35% (v/v) roztwor sktadajacy si¢ z 70% oleju
slikonowego i 30% IPM, rozpuszczony w heksanie i ostroznie dodano (10 pL) do kazdego dotka
ptytki dawcy, aby utworzy¢ hydrofobowy materiat filtracyjny (0,40 um) doltkéow ptytki
filtracyjnej. Natychmiast po natozeniu warstwy przygotowanego roztworu do kazdego dotka
ptytki dawcy dodano 0,7 mL roztworu leku. W przypadku pochodnych lidokainy zastosowano
nastepujace stezenia W PBS: [LID][CL]-2,00%; [LID][SAL]-2,00%; SL1-2,00%; SL2-0,03%;
SL3-0,0005%; [LID][PABA]-2,00%; PL1-2,00%; PL2-0,03%; SL3-0,01% w PBS). Natomiast
dla pochodnych nikotynamidu stezenia wynosity odpowiednio: S5-0,25%; S6-0,03%; S7-0,01%;
[NA][SAL]- 0,25%; NA-0,25% i SAL-0,25%. Do kazdego dotka ptytki odbiorczej dodano PBS
(2,5 mL). Nastgpnie ptytke dawcy wypelniong lekiem umieszczono w ptytce odbiorczej,
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upewniajac sie¢, ze spéd membrany styka si¢ bezposrednio z buforem. Plytke dawcy potaczono
z ptytka odbiorcza, a zestaw plytek inkubowano w temperaturze 32 °C bez mieszania przez okres
6 lub 24 godzin.

6.2.12. Napiecie powierzchniowe (y) i ciSnienie powierzchniowe ()

Napiecie powierzchniowe (y) okreslono metoda kropli wiszacej. Urzadzeniem
pomiarowym byl analizator DSA 100 (Kriiss, Niemcy, dokladno$¢ £0,01 mN-m™) ustawiony
na temperatur¢ 25 °C (temperatura kontrolowana za pomocg tazni termostatycznej Fisherbrand
FBH604 — Fisher, z doktadnoscig 0,1 °C). Analizowane zwiazki rozpuszczono w PBS w celu
przygotowania roztwordw o poczatkowym stezeniu 1000 pg/mL. Zasada metody kropli wiszacej
polega na utworzeniu kropli osiowo-symetrycznej na koncu igly strzykawki. Kamera CCD
rejestruje obraz kropli, a napigcie powierzchniowe oblicza si¢ poprzez analize profilu kropli
zgodnie z réwnaniem Laplace'a. Warto$ci ci$nienia powierzchniowego (m) obliczono zgodnie

z Olila et al.??, stosujgc PBS jako medium odniesienia.

6.2.13. Pomiary kata zwilzania

Pomiary kata zwilzania (CA) przeprowadzono przy uzyciu analizatora DSA100S
(Kriiss, Niemcy, doktadnos¢ +0,1°) w temperaturze 25 °C. Kat zwilzania wyznaczono metoda
kropli osiadtej, polegajaca na naniesieniu kropli analizowanego roztworu na powierzchni¢ statg
(parafing). Obrazy kropli zarejestrowano kamerag CCD, a nastepnie poddano digitalizacji i analizie
z wykorzystaniem dopasowania krzywej Younga—Laplace’a. CA okre$lano jako kat miedzy
styczng do profilu kropli w punkcie trojfazowym a powierzchnig stalg, w miejscu kontaktu faz:

roztworu, parafiny i powietrza.

6.2.14. Rozpuszczalno$é badanych soli i ukladéow referencyjnych w roztworach wodnych
o roznym pH

Rozpuszczalno$¢ badanych substancji okreslono w SGF (pH = 1,2), wodzie destylowane;j
(pH = 6,0) 1 PBS (pH = 7,4) poprzez umieszczenie 1 g (£0,0001 g) badanego zwigzku w kolbie
okragtodennej i1 dodanie okreslonych czegsci roztwordéw wodnych w porcjach az do catkowitego
rozpuszczenia. Probki mieszano energicznie przez co najmniej 5 minut przed dodaniem kolejnej
porcji roztwordéw wodnych, a uktady utrzymywano w temperaturze 36,6 °C (+0,1 °C). Na koniec
analizowane zwigzki podzielono na rozne klasy rozpuszczalno$ci.®® Dla kazdego zwigzku

wykonano trzy powtorzenia pomiaru.

6.2.15. Stabilno$¢ badanych soli oraz ukladow referencyjnych w roztworach wodnych o
roznym pH
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Stabilnos¢ wybranych zwigzkéw w roznych wartosciach pH (SGF (pH=1,2),
woda destylowana (pH=6,0) i PBS (pH=7,4)) zostala oszacowana dla roztworéw wodnych
o stezeniu 50 umol/L. Pomiary przeprowadzono w zamknigtych szklanych fiolkach zawierajacych
magnetyczny mieszadto. Wszystkie fiolki byly wytrzgsane w mieszadle Heidolph MR Hei-End
wyposazonym w blok grzejny Heat-On w statej temperaturze 36,6 °C (+0,1 °C) w ciemnosci.
Po uptywie okre$lonego czasu z kazdej fiolki pobrano probke i zmierzono absorbancje
otrzymanych roztwordéw przy odpowiednich maksimach absorpcji przy uzyciu spektrofotometru

VWR UV-6300PC. Wyniki przedstawiono jako $rednig z trzech oddzielnych pomiarow.

6.2.16. Ekotoksyczno$¢ wobec organizméw wodnych (Artemiafranciscana)

W celu okres$lenia parametru ECsg dla zwiazkéw przeprowadzono badania na skorupiakach
morskich — Artemia franciscana. Metodologia zaproponowana w tescie Artoxkit M
(MicroBioTests Inc., Gandawa, Belgia) zostata opracowana zgodnie z normg ASTM E1440-91
(Amerykanskie Stowarzyszenie Badan i Materiatow).

Najpierw rozpoczgto proces wylegania. W tym celu 50 mg cyst przeniesiono do szalek
Petriego dotaczonych do zestawu Artoxkit M, ktore nastepnie zanurzono w 10 mL sztucznej wody
morskiej o zasoleniu 35%o (Srodek do rozwoju badanych organizmoéw, a takze rozpuszczalnik
do przygotowania roztworow badanych zwigzkdéw) i umieszczono w temperaturze 25 °C,
z dostgpem do swiatta (6000-10 000 lukséw) przez 30 godzin. Nastgpnie, na 2 godziny
przed umieszczeniem ichna ptytkach Artoxkit M, do hodowanych artemii dodano 20 mg spiruliny.
Ponadto na godzine przed analiza uzywang wode¢ morska natleniono, przepuszczajac strumien
powietrza przez roztwér. Do kazdej z 4 komorek w danym rzedzie ptytki z zestawu Artoxkit M
wprowadzono 1 mL roztworu o okreslonych stezeniach (lub odpowiedniego podtoza w przypadku
kontroli). W pierwszej kolumnie komoérek (probka kontrolna i 5 wybranych stezen) umieszczono
nie mniej niz 30 artemii z wczesniej przygotowanych szalek Petriego. Nastepnie, poczawszy
od pierwszej komorki w pierwszej kolumnie, zebrano artemie w wybranym stezeniu i dodano
je do kolejnych trzech komérek w wybranym rzedzie, po 10 organizméw na komorke.
Po wprowadzeniu organizméw do odpowiednich komorek plytki przykryto parafilmem,
a nastepnie zamkni¢to plastikowg naktadka. Przygotowany zestaw inkubowano w temperaturze
25°C 1 chroniono przed $wiattem. Liczb¢ nieruchomych organizméw  zliczono
po 24 i 48 godzinach. Nastgpnie obliczono immobilizacj¢ (lmm; réwnanie 5) w odniesieniu

do liczby organizmoéw na poczatku testu:

Imm = 100 - (1—

Liczba organizmoéw ruchomych )

()

Liczba organizméw ruchomych na poczatku
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Nastepnie sporzadzono wykres zaleznosci migdzy dzialaniem a stezeniem badanych

zwi3zkow 1 na tej podstawie okreslono warto$¢ ECsp.

6.2.17. OkreSlenie cytotoksyczno$ci wobec ludzkich komérek jelitowych

Cytotoksycznos$ci wobec ludzkich komorek jelitowych zostata zbadana przez dr hab. Anng
Olejnik, prof. UPP na Uniwersytecie Przyrodniczym w Poznaniu. Cytotoksyczno$¢ badanych
zwigzkow (N1-N4 oraz P1-P4, [NA][NIK] lub [NA][PABA]) oraz referencyjnego $rodka
farmaceutycznego (chlorku benzalkoniowego) oceniono przy uzyciu ludzkiej linii komérek
nablonkowych jelita cienkiego HIEC-6 (ATCC, CRL-3266), uzyskanej z American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) i hodowanej zgodnie z warunkami zalecanymi
przez ATCC. W eksperymentach dotyczacych cytotoksycznosci komorki —hodowano
w 96-dotkowych ptytkach przy poczatkowej gestosci 2,5-10* komoérek/cm?. Po 24 godzinach
komérki poddano dziataniu analizowanych zwigzkow w stezeniach 1, 5, 10, 50, 100, 250, 500,
1000, 2500 i 5000 pg/mL przez kolejne 24 godziny w standardowych warunkach hodowli.
Przed podaniem zwiazki rozpuszczono w pozywce hodowlanej 1 wysterylizowano przez filtracje
przez membrany o porach 0,22 ym. Wpltyw analizowanych zwigzkéw na komoérki jelitowe
czlowieka oceniono za pomoca testu mierzacego rozszczepianie zoOttego barwnika MTT
(bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylotetrazoliowy; Sigma—Aldrich). W wyniku tego
rozszczepienia powstajg fioletowe krysztalty formazanu, ktére sa tworzone przez enzymy
dehydrogenazy mitochondrialnej aktywne tylko w Zywych komorkach. Po obrébce do kazdej
studzienki dodano roztwér MTT w koficowym stezeniu 0,5 mg/mL, a hodowle komorkowe
inkubowano w temperaturze 37 °C przez 3 godziny. Po inkubacji krysztaly formazanu
ekstrahowano kwasnym izopropanolem przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie
zmierzono absorbancje przy 570 i 690 nm za pomocg czytnika mikroptytek Tecan M200 Infinite
(Tecan Group Ltd., Ménnedorf, Szwajcaria). Na podstawie wynikow testu MTT wykre$lono
krzywe dawka-odpowiedzi okreslono dawki cytotoksyczne (ICsp) badanych zwigzkow.

6.2.18. Farmakokinetyka z zastosowaniem grafowych sygnatur molekularnych (pkCSM)

Wtasciwosci farmakokinetyczne 1 toksyczne wybranych zwigzkéw zostaty przewidziane
przy uzyciu pkCSM.'”® Przewidywane parametry obejmowaty wchtanianie jelitowe u ludzi (WJ),
przepuszczalno§¢ Caco-2 i frakcje niezwigzang w osoczu (FN). Wszystkie prognozy zostaty
wykonane przy uzyciu domysinych ustawien pkCSM. Rozpuszczalno$¢ w wodzie badanych
zwigzkow, oraz TPSA (topologiczna powierzchnia polarna) zostala przewidziana przy uzyciu
SwissADME.Y? W celu wykonania analiz struktury zwigzkéw zostaly przeksztalcone w ciggi

SMILES (ang. Simplified Molecular Input Line Entry System).
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6.2.19. Wspélczynnik przepuszczalnosci skory (Kp)

Wspotczynnik przenikania przez skore (K,) dla wybranych zwiazkéw wyznaczono
przy uzyciu kalkulatora przenikania przez skore udostgpnionego przez Narodowy Instytut
Bezpieczenstwa i Higieny Pracy (ang. National Institute for Occupational Safety & Health Skin
Permeation Calculator, NIOSH).*® Kalkulator ten szacuje warto$¢ K, z roztworu wodnego

przy uzyciu modelu Pottsa i Guya.

6.2.20. Ocena aktywnos$ci przeciwzapalnej: dokowanie molekularne oparte na strukturze
cyklooksygenazy-2 (COX-2)

Badania dokowania molekularnego przeprowadzono przy uzyciu serwera internetowego
CB-Dock2?* | ktory integruje AutoDock Vina jako silnik dokowania i automatycznie identyfikuje
potencjalne wnegki wigzania na powierzchni biatka. Podejscie to wykorzystuje protokot §lepego
dokowania oparty na strukturze, umozliwiajacy obiektywng eksploracj¢ potencjalnych miejsc
wigzania ligandow. Struktur¢ krystaliczng cyklooksygenazy-2 (COX-2) uzyskano z Protein Data
Bank (PDB ID: 1CVU). Struktura biatka zostala wstepnie przetworzona poprzez usunigcie
czasteczek wody, heteroatomoéw i nieistotnych ligandéw. Podczas wstepnego przetwarzania
w CB-Dock2 automatycznie dodano polarne atomy wodoru i tadunki Gasteigera. W przypadku
testowanych soli amoniowych poszczegdlne jony analizowano oddzielnie w celu oceny
ich potencjalnych interakcji molekularnych z COX-2. Podejscie to odzwierciedla fakt,
7ze w roztworze wodnym jony pozostaja swobodnie zdysocjowane, a stezenia efektywne sa
znacznie nizsze od krytycznego stezenia micelizacji (CMC) zwiazkow, co minimalizuje efekty
agregacji. Dodatkowo, osobno oceniono rowniez odpowiedniki uktady referencyjne pozbawione
tancucha alkilowego w kationie. Badane zwiazki zostaly zadokowane jako indywidualne ligandy
w celu oceny ich odrebnych profili wigzania i potencjalnych miejsc interakcji w aktywnym kanale
COX-2. Struktury ligandow zostaly narysowane w programie ChemBioDraw Ultra,
przeksztalcone w trojwymiarowe konformacje i zminimalizowane pod wzgledem energii
przed zadokowaniem. Wszystkie struktury zostaty przestane w formacie PDB, z dostosowaniem
stanOw protonowania do fizjologicznego pH (7.4). Symulacje dokowania przeprowadzono
przy uzyciu domyslnych parametrow AutoDock Vina w CB-Dock2. Dla kazdej pary biatko—ligand
automatycznie wykryto pie¢ potencjalnych wngk wigzania. Wynik obejmowal przewidywane
powinowactwo wigzania (wynik Vina, kcal-mol™?), objetoéé wneki (A?) oraz $rodek i rozmiar
siatki (A). Do szczegdtowej interpretacji strukturalnej wybrano tryb wigzania o najnizszej energii.
Szczegdlng uwage zwrocono na kluczowe reszty katalityezne COX-2: R120 (arginina),
T385 (tyrozyna) i S530 (seryna) oraz na dodatkowe reszty przyczyniajace si¢ do stabilizacji
i selektywnosci liganda S353 (seryna), L352 (leucyna), V523 (walina). Interakcje biatko—ligand
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zostaly zwizualizowane i przeanalizowane przy uzyciu programu NGL-viewer. Wykorzystujac
kieszen C zbadano wigzania wodorowe, jonowe, n—r i interakcje hydrofobowe, ze szczegdlnym
uwzglednieniem tworzenia mostkow solnych miedzy grupami karboksylowymi a resztami

natadowanymi dodatnio (Arg, Lys).

6.2.21. Ocena aktywnosci znieczulajacych: dokowanie molekularne ukierunkowane na kanat
sodowy (NaV1.7)

Dokowanie molekularne ukierunkowane na napigciozalezny kanat sodowy NaV1.7
przeprowadzono analogicznie do procedury opisanej w sekcji 6.2.20. W badaniach wykorzystano
strukture biatka pochodzacg z bazy Protein Data Bank (PDB ID: 7W9K), zamiast modelu
cyklooksygenazy-2 (COX-2). Przygotowanie struktury biatka, ligandow (generowanie struktur
trojwymiarowych, minimalizacja energii oraz dobdr stopni protonacji), parametry dokowania,
jak rowniez sposob identyfikacji miejsc wigzania i analizy wynikow przeprowadzono w sposob
analogiczny jak w przypadku dokowania do COX-2, z wykorzystaniem serwera CB-Dock?2
oraz algorytmu AutoDock Vina. Réznice w analizie dotyczyly przede wszystkim charakteru
badanego celu molekularnego. W przypadku kanatu NaV1.7 szczegdlng uwage zwrdcono
na oddziatywania w obrebie centralnej kieszeni C1, istotnej dla mechanizmu blokowania
przewodnictwa jonéw sodowych. Kluczowe reszty aminokwasowe zaangazowane w rozpoznanie
i stabilizacje ligandow obejmowaly reszty aromatyczne (np. Y1215 (tyrozyna), F1212
(fenyloalanina)), uczestniczace w oddzialywaniach typu kation-m oraz mn—m, a takze reszty
natadowane ujemnie (D1677 (kwas asparaginowy), E1628 (kwas glutaminowy), E1217
(kwas glutaminowy)), odpowiedzialne za elektrostatyczne zakotwiczenie ligandéw kationowych.
Dodatkowo analizowano reszty polarne (T319 (treonina), N1680 (asparagina), N1686
(asparagina), S1724 (seryna), S1725 (seryna)) pod katem ich udzialu w tworzeniu wigzan
wodorowych oraz orientacji ligandu, natomiast reszty hydrofobowe i strukturalne
(M1678 (metionina), V1720 (walina), P1722 (prolina), G1723 (glicyna)) rozpatrywano
w kontekScie dopasowania sterycznego i stabilizacji kompleksu w obregbie kanatu. Analizie
poddano w szczegdlno$ci oddziatywania elektrostatyczne pomigdzy kationowymi fragmentami
badanych zwigzkow a resztami kwasowymi (Asp, Glu), a takze interakcje typu kation—m i m—n
z udzialem reszt aromatycznych. Dodatkowo oceniano wudzial wigzan wodorowych
oraz oddziatywan hydrofobowych w stabilizacji kompleksow ligand—biatko oraz ich potencjalny

wplyw na blokowanie kanatu.
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OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

7.1. Bromki N-alkilonikotynamidu (1-7) jako prekursory do syntezy soli o wlasciwosciach
farmakologicznych

7.1.1. Synteza i analiza produktow

Szereg homologiczny bromkéw N-alkilonikotynamidu, zawierajacy tancuchy alkilowe (R)
o diugosci od etylu (1) do tetradecylu (7), otrzymano w wyniku reakcji czwartorzedowania
nikotynamidu odpowiednimi bromoalkanami (rysunek 23). Podazajac wraz z zasadami zielonej
chemii oraz koncepcja zréwnowazonego rozwoju, proces syntezy zaprojektowano
z wykorzystaniem niedrogich, w pelni odnawialnych, biodegradowalnych i1 bezpiecznych
rozpuszczalnikow, co stanowi istotng przewage w poroéwnaniu z innymi metodami opisanymi
w literaturze.?® Otrzymane produkty (1-7)izolowano zwysoka wydajno$cia, przekraczajaca 75%
(tabela A9 w aneksie). Bromki N-alkilonikotynamidu z tancuchem etylowym (CoHs) (1),
butylowym (CsHy) (2), heksylowym (CgHi3) (3), oktylowym (CgHi7) (4), decylowym (CioH21) (5),
dodecylowym (Ci2Hzs) (6), tetradecylowym (CiaHzs) (7) otrzymano w postaci biatych,
krystalicznych substancji statych. Strukture chemiczng wszystkich produktow potwierdzono
na podstawie wynikow badan spektroskopowych, obejmujacych spektroskopie¢ UV, FT-IR oraz
spektroskopi¢ magnetycznego rezonansu jadrowego 'H i 3C NMR. Pelng charakterystyke widm
dla soli 1-7 przedstawiono w aneksie (strony 174-177; rysunki A5-A8).

+

LANCUCH
ALKILOWY

Rysunek 23. Struktura broméw N-alkilonikotynamidu (prawa strona), po przeprowadzaniu reakcji
czwartorzedowania nikotynamidu (lewa strona).

Zebrane widma UV  badanych  bromkéw  N-alkilonikotynamidu  wykazuja
charakterystyczne  cechy typowe dla ukladow zawierajacych kation pirydyniowy.
Dla niepodstawionego kationu pirydyniowego obserwuje si¢ pojedyncze, wyrazne maksimum
absorpcji przy dlugosci fali okoto 262 nm, przypisywane przejéciu elektronowemu n — m*
(pasmo B) w obrebie aromatycznego pierscienia pirydynowego. W przypadku bromkoéw
N-alkilonikotynamidu maksimum to wulega niewielkiemu przesunigciu batochromowemu
1 wystepuje przy okoto 265 nm. Obserwowane przesuni¢cie wskazuje na wptyw podstawnikow
alkilowych, ktore poprzez efekt indukcyjny (+I) oraz oddziatywania hipersprz¢zone modyfikuja

rozkltad gesto$ci elektronowej w pierScieniu aromatycznym, stabilizujac stan wzbudzony.
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Podobienstwo widm i niewielkie réznice w potozeniach maksiméw absorpcji miedzy
poszczegdlnymi homologami wskazuja, ze dtugo$¢ tancucha alkilowego nie wptywa znaczaco
na charakter przejs¢ elektronowych w pier§cieniu pirydyniowym, a obserwowane zmiany
wynikajg gléwnie z czwartorzgdowania atomu azotu.

Analiz¢ UV uzupetniaja widma FT-IR, ktore dostarczyly szczegétowych informacji
na temat obecnych grup funkcyjnych w analizowanych zwigzkach. We wszystkich widmach
bromkéw N-alkilonikotynamidu obserwuje si¢ intensywne pasma w zakresie 2946-2863 cm?,
odpowiadajgce drganiom rozciggajacym wigzan C—H w alifatycznym tancuchu weglowym.
Intensywno$¢ tych pasm rosnie wraz z wydluzaniem *tancucha alkilowego, co jest zgodne
z oczekiwang strukturg badanych zwigzkow. Wyrazne pasmo przy liczbie falowej okoto
1701 cm?! przypisano  drganiom rozciggajacym  wigzania  karbonylowego C=O,
charakterystycznym dla ugrupowania amidowego nikotynamidu. Obecno$¢ grupy aminowej —NH2
potwierdzaja pasma zlokalizowane przy 1655 cm? i 702 cm?, odpowiadajace odpowiednio
drganiom rozciggajacym i deformujgcym wigzan N—H. Dodatkowo, w widmach obserwuje si¢
pasmo przy 1403 cm?, przypisywane drganiom rozciagajacym wiagzania C-N, co potwierdza
obecnos¢ ugrupowania amidowego i kationu pirydyniowego w strukturze badanych soli. Pasmo
przy 1460 cm* mozna przypisa¢ drganiom deformujagcym wigzan C—H w alifatycznym lafcuchu
weglowym.

Uzyskane widma 'H NMR wyraznie odzwierciedlajg obecno$¢ zaréwno tancucha
alkilowego, jak i kationu pirydyniowego wraz z ugrupowaniem amidowym. W obszarze
alifatycznym charakterystyczna grupa sygnatow odpowiada protonom tancucha alkilowego.
Sygnal od terminalnej grupy metylowej (CHs) jest obserwowany w zakresie 0,70-0,95 ppm,
podczas gdy protony metylowe i metylenowe $rodkowej czg$ci tancucha tworza szeroki multiplet
Zlokalizowany w zakresie 1,2-1,4 ppm. Protony metylenowe bezposrednio przylegajace
do dodatnio natadowanego atomu azotu (N-CH,—) pojawiajg si¢ jako wyrazny triplet przy okoto
4,8 ppm, dostarczajac jednoznacznego dowodu na czwartorzedowy charakter centrum azotowego.
Z kolei protony z sgsiedniej grupy metylenowej (N-CH>-CH2—) pojawiajg si¢ przy okoto
1,9-2,0 ppm. Analiza widm *H NMR wskazuje rowniez, ze sygnaly pochodzace od protonow
grupy amidowej (CONH,) pojawiaja si¢ jako dwa odrebne singlety zlokalizowane okoto
8,2 i 8,8 ppm. Ich rozdzielenie wynika z braku réwnowazno$ci magnetycznej protonow
amidowych, co jest konsekwencjg ograniczonej rotacji wokot wigzania C—N w ugrupowaniu
amidowym oraz asymetrycznego otoczenia elektronowego tego fragmentu czasteczki.

Analogiczna analiza widm *C NMR ujawnita, ze Sygnaly odpowiadajgce atomom wegla
terminalnej grupy metylowej pojawiajg si¢ przy wartosciach przesunigcia chemicznego o0koto
14,0 ppm. Atomy wegla grup metylenowych tancucha alifatycznego byly natomiast
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odpowiedzialne, za sygnaly w zakresie 22,0-32,0 ppm. Zgodnie z oczekiwaniami, atom wegla
grupy metylenowej bezposrednio zwigzany z dodatnio naladowanym atomem azotu byl wyraznie
przesunigty w kierunku wyzszych warto$ci przesunigcia chemicznego wzgledem pozostalych
atomow wegla tancucha alkilowego 1 pojawit si¢ jako wyrazny sygnat przy okoto 61,0 ppm.
Sygnaly pochodzace od atomdéw wegla pier§cienia aromatycznego obserwowano W szerokim
zakresie 128,0-163,0 ppm, co odzwierciedla zréznicowane $srodowisko elektronowe wynikajace
z obecnos$ci dodatnio natadowanego atomu azotu i fragmentu amidowego. Najwicksze
przesuniecie sygnatu w tym obszarze przypisano atomowi wegla grupy amidowej (CONH,),
ktore wynika z wysokiej elektroujemno$ci atomu tlenu i1 jego udziatu w sprzezeniu z pierscieniem
aromatycznym.

Zawartos¢ wody badanych bromkow N-alkilonikotynamidu miescita si¢ w zakresie
0,48-1,20% (tabela A9 w aneksie) i nie wykazywala wyraznej zaleznosci wielkoSci tego
parametru od dtugos$ci tancucha alkilowego. Zwiagzki te charakteryzowaly si¢ stosunkowo
wysokimi temperaturami topnienia, mieszczacymi si¢ w zakresie od okoto 152-153 °C (dla 2)
do okoto 184-186°C (dla soli 4). Nie udato si¢ ustali¢ temperatury topnienia dla soli 1, 5, 6, 7,
poniewaz ulegly one rozkladowi termicznemu w temperaturze odpowiednio 146 °C, 205 °C,
207 °C oraz 206 °C (tabela A9 w aneksie). W przypadku pozostatych substancji, dlaktorych udato
si¢ okresli¢ zakres temperatury topnienia, procesowi topnienia towarzyszyta szybka degradacja,
prowadzaca do powstania brazowo-czerwonego produktu. Obserwowana niska odpornosé
termiczna badanych zwigzkéw moze wynika¢ z obecnosci kationu pirydyniowego, ktory wykazuje
ograniczong trwato§¢ w podwyzszonych temperaturach, zwigkszajac podatnos¢ ukladow

na rozktad termiczny.

7.1.2. Wspolczynnik podzialu oktanol-woda

Wyznaczone wartosci wspotczynnika podziatu oktanol-woda (log Kow) dla badanych
bromkéw N-alkilonikotynamidu (1-7) przedstawiono na rysunku 24 (oraz w tabeli A10
w aneksie). Wartosci dla zwigzkéw mieszczg si¢ w zakresie od -2,16 do 1,28, wskazujac
na szerokie spektrum wtasciwosci hydrofilowo—lipofilowych, istotnych dla ich potencjalnego
wykorzystania jako bioplatformy dla nowych substancji leczniczych, co jest zgodne z zalozeniami
reguly Lipinskiego.?® Zwigzki o ujemnych warto$ciach log Kow charakteryzujg si¢ wysoka
hydrofilowoscia, co sprzyja dobrej rozpuszczalnosci w $srodowisku wodnym i moze utatwiaé
ich formulacje w postaciach przeznaczonych do podawania pozajelitowego lub miejscowego.
Wraz ze wzrostem dtugosci tancucha alkilowego obserwuje si¢ stopniowy wzrost lipofilowosci,
co prowadzi do wartosci log Kow bliskich zeru lub dodatnich, ktore czgsto uwaza si¢ za korzystne
dla penetracji przez bariery biologiczne.
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Rysunek 24. Wartosci wspolczynnika podzialu oktanol-woda dla bromkéow N-alkilonikotynamidu (1-7).

Zwigzki 6 i 7 o umiarkowanie dodatnich warto$ciach log Kow (0,88-1,28) wykazuja
charakter amfifilowy, wynikajacy z obecno$ci zar6wno polarnego centrum kationowego,
jak 1 hydrofobowego tancucha alkilowego. Rownowaga miedzy hydrofilowos$cia a lipofilowoscia
jest pozadana w projektowaniu no$nikow lekow i uktadow prolekdow, poniewaz umozliwia
jednoczesng interakcje z fazg wodng Srodowiska biologicznego oraz lipidowymi sktadnikami bton
komorkowych. Obecnos¢ szerokiego zakresu warto$ci log Kow pozwala rowniez na modulowanie
profilu dystrybucji badanych zwiazkéw poprzez odpowiedni dobor dtugosci tancucha alkilowego,
co stanowi istotng zalete z punktu widzenia racjonalnego projektowania uktadoéw terapeutycznych.

Z perspektywy projektowania substancji leczniczej, szczegoOlnie istotny jest zakres
wspotczynnika podziatu oktanol-woda uwazany za optymalny dla biodostgpnosci. W przypadku
lekow przeznaczonych do podawania doustnego, zakres log Kow od 0 do 3 jest najczesciej
wskazywany jako sprzyjajacy rownowadze miedzy rozpuszczalnosciag w $rodowisku wodnym
przewodu pokarmowego a zdolno$cig do przenikania przez lipidowe bariery biologiczne.%®
Podobny zakres warto$ci (1-3) jest rowniez uwazany za Korzystny dla substancji stosowanych
miejscowo na skore, gdzie odpowiednia lipofilowo$¢ umozliwia przenikanie przez warstwe
rogowg naskorka, zachowujac jednocze$nie wystarczajaca rozpuszczalno$¢ w ptynach
biologicznych.2® W analizowanej serii bromkéw N-alkilonikotynamidu, tylko niektore zwigzki
osiagaja wartosci log Kow w tym preferowanym zakresie, podczas gdy pozostate zwigzki
Charakteryzuja si¢ nadmierng hydrofilowosciag. Moze to ogranicza¢ ich zdolno$¢ do skutecznego
przenikania przez bariery biologiczne, zmniejszajac tym samym potencjal terapeutyczny

do bezposredniego zastosowania farmaceutycznego. Zjawisko to podkresla istotng role anionu
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w modulacji wtasciwosci fizykochemicznych cieczy jonowych i wskazuje, ze formy zawierajace
aniony bromkowe w QASS nalezy traktowaé przede wszystkim jako zwiazki prekursorowe.

Zastapienie anionu bromkowego anionem o wyzszej lipofilowosci lub wykazujacym
wtasng aktywno$¢ biologiczng jest powszechnie stosowang strategia w projektowaniu
farmaceutycznie aktywnych czwartorzedowych soli amoniowych (API-QASS), w tym cieczy
jonowych (API-ILs). Takie podejscie potencjalnie pozwalanie tylko na dostosowanie parametrow
dystrybucji i transportu czasteczki, ale takze na uzyskanie efektu synergistycznego wynikajacego
z potaczonej aktywnosci obu jondw. W konsekwencji, dalsza funkcjonalizacja badanych bromkow
poprzez modyfikacje czgsci anionowej moze prowadzi¢ do uzyskania uktadéw o korzystniejszym
profilu farmakokinetycznym i zwigkszonej skuteczno$ci biologicznej. Obserwowane wlasciwosci
amfifilowe w polaczeniu z projektowalng strukturg badanych soli, sugeruja ich potencjalng
przydatno$¢ jako uniwersalnych bioplatform do dalszych modyfikacji chemicznych
1 funkcjonalizacji majacych na celu optymalizacje biodostepnos$ci, transportu i interakeji z celami
biologicznymi.

Wyniki te potwierdzaja, ze czwartorzedowe bromki amoniowe, powszechnie stosowane
jako potprodukty w syntezie cieczy jonowych, wykazujg istotny potencjat biologiczny.
Jednoczesnie nalezy wzig¢ pod uwage potencjalne ograniczenia zwigzane z obecnoscig anionu
bromkowego. Bromki sg zwigzkami historycznie stosowanymi i znanymi w farmakoterapii.
Jednak ich dlugotrwale stosowanie moze prowadzi¢ do kumulacji w organizmie i wystapienia
dziatan niepozadanych, znanych jako bromizm.??’ Doniesienia literaturowe wskazuja, ze jony
bromkowe moga wplywaé na funkcjonowanie uktadu nerwowego i1 zaburza¢ roéwnowage
elektrolitowa. Z tego powodu, pomimo obserwowanej aktywno$ci biologicznej, zastosowanie
QASs z anionem bromkowym jako bezposrednich $rodkow terapeutycznych moze byé
ograniczone, podczas gdy ich rola jako prekursoréw w syntezie bardziej zaawansowanych par

jonowych wydaje si¢ szczegdlnie uzasadniona.

7.1.3. Ekotoksycznos¢é wobec organizméw wodnych (Artemiafranciscana)

Toksycznos¢ bromkow N-alkilonikotynamidu (1-7) wobec modelowych organizmoéw —
skorupiakow stonowodnych z gatunku A. franciscana oceniono na podstawie wyznaczonych
warto$ci ECso (tabela 3). W przypadku soli 1-3 i 7 nie zaobserwowano 50% efektu biologicznego
w calym badanym zakresie st¢zen, co uniemozliwito okreslenie wartosci ECsg dla tych substancji.
Zgodnie z przyjetymi kryteriami pozwala na zaklasyfikowanie ich jako ,,Wzglednie
nieszkodliwych”. Zwiazki 4 i 5, zawierajace tancuchy alkilowe o $redniej dtugosci, wykazaty
umiarkowany wptyw na badane organizmy i charakteryzowaty si¢ wartosciami ECsy odpowiednio
260,6 mg/L i 242,6 mg/L. Zgodnie z powszechnie stosowanymi kryteriami klasyfikacji
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toksyczno$ci zwigzki te zostaly sklasyfikowane jako ,,Praktycznie nietoksyczne”. Najwyzsza
toksyczno$s¢ w badanej serii zaobserwowano dla soli 6 z wartoscig ECsp wynoszaca 88,5 mg/L,

CO czyni ja ,,Stabo toksyczng”.

Tabela 3. Ekotoksyczno$¢ bromkéw N-alkilonikotynamidu (1-7) wobec A. franciscana.
ECso Zakres klasy

(mg/L) (mg/L)
1 - >1000
- >1000
- >1000

2
3
4 260,6+8,6  100-1000 Praktycznie nietoksyczny
5
6

Klasa2

Zwiazek

242,6+1,3  100-1000 Praktycznie nietoksyczny
88,5+4,8 10-100 Stabo toksyczny

7 - >1000
2 zgodnie ze skalg oceny toksycznosci ostrej wedlug Fish and Wildlife Service

Uzyskane wyniki s3 zgodne z danymi literaturowymi dotyczacymi surfaktantéw
kationowych, czwartorzedowych soli amoniowych, jak i cieczy jonowych. Dowiedziono
wielokrotnie, ze ich toksyczno$¢ dla organizméw wodnych czesto wzrasta wraz ze wzrostem
dtugos$ci tancucha alkilowego, osiggajac maksimum dla struktur o $redniej diugosci tancucha.??®
Obserwowang zalezno§¢ mozna thumaczy¢ wzrostem hydrofobowosci molekularnej wraz
z wydluzaniem tancucha alkilowego, co sprzyja oddziatywaniom badanych zwigzkow
z lipidowymi skladnikami bton komorkowych A. franciscana. Zwigkszona zdolno$é¢
do wbudowywania si¢ w blony biologiczne moze prowadzi¢ do ich destabilizacji oraz zaburzen
funkcji komorkowych. Jednocze$nie brak wyraznego dziatania toksycznego 7, zawierajacego
najdtuzszy tancuch alkilowy, moze wskazywa¢ na wystgpowanie tzw. efektu ,cut-off”,
czesto obserwowanego w Szeregach homologicznych zwigzkow amfifilowych, gdzie dalsze
wydtuzanie tancucha alkilowego prowadzi do zmniejszenia biodostepnosci i obnizenia aktywnosci
biologicznej.

W porownaniu z klasycznymi czwartorzgdowymi solami amoniowymi lub analogami
imidazoliowymi o podobnej dtugosci tancucha alkilowego, badane bromki N-alkilonikotynamidu
wykazywaly porownywalng lub nizsza toksycznos¢, co wskazuje na korzystny profil
srodowiskowy dla tej klasy zwigzkow. W przypadku bromkéw 1-alkilo-3-metyloimidazoliowych
wykazano, ze wydluzenie tancucha alkilowego od bytulowego do oktylowego prowadzi
do znacznego wzrostu toksycznosci dla glonow stodkowodnych: S. quadricauda i C. reinhardtii,
co przektada si¢ na znaczne obnizenie wartosci ECsp, odpowiednio do zakresow
0,005-13,23 mg/L i 4,07-2138 mg/L.?® Analogiczne zalezno$ci struktura—toksyczno$é opisano

rowniez dla czwartorzgdowych soli amoniowych, w ktorych kation oparty byt na strukturze
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betainy, natomiast anion pochodzit od herbicydu, dikamby.?® W przypadku soli zawierajacej
tancuch alkilowy ztozony z dziesigciu atomow wegla warto$¢ ECso wobec A. franciscana wynosita
12,1 + 0,2 mg/L, co klasyfikuje ten zwigzek o jedna kategori¢ toksyczno$ci nizej W porownaniu
z bromkami N-alkilonikotynamidu o zblizonej dtugosci tancucha. Co istotne, dla analogicznej soli
z ‘tancuchem heksadecylowym rowniez zaobserwowano wystgpowanie efektu ,,cut-off”,
objawiajacego si¢ znacznym obnizeniem aktywnosci toksycznej. Ponadto chlorowodorki
alkilobetain, ktoérych tancuch alkilowy zawierat od 8 do 12 atoméw wegla, wykazywaty zblizony
do N-alkilonikotynamidow poziom toksyczno$ci wobec A. franciscana. W efekcie zwiazki
te mozna bylo zaklasyfikowaé jako ,,Praktycznie nietoksyczne”. Wyjatek stanowila pochodna
o najdtuzszym tancuchu alkilowym, ktoéra zostata przypisana do nizszej klasy toksycznosci,
osiagajac warto$§¢ ECsp W przedziale 10-100 mg/mL. Znacznie bardziej wrazliwe na dziatanie
chlorowodorkéw okazaty si¢ by¢ skorupiaki stodkowodne D. magna. W tym teScie juz
krotkotancuchowe pochodne zidentyfikowano jako toksyczne (ECso w zakresie 10-100 mg/mL),
natomiast zwigzki z tancuchem decylowym i dodecylowym, z warto$ciami ECsp mieszczacymi sie
w przedziale 1-10 mg/mL, mozna byto okresli¢ jako ,,Umiarkowanie toksyczne”. Podsumowujac,
uzyskane wyniki stanowig istotne potwierdzenie, ze otrzymane bromki mogg by¢ uzyte jako
potprodukty do syntezy docelowych substancji aktywnych i nie stanowi¢ przy tym toksycznych

odpadow przemystu chemicznego.

7.2. Leki stosowane doustnie

7.2.1. Analiza nikotynianéw N-alkilonikotynamidu (N1-N4) oraz p-aminobenzoesanéw
N-alkilonikotynamidu (P1-P4)

7.2.1.1. Synteza i analiza produktéw

W toku badan zsyntetyzowano dwa szeregi homologiczne QASs, wychodzac z réznych
form witaminy B jako materialow wyjsciowych. Poczatkowo witamina B3 w formie nikotynamidu
(NA) zostata poddana reakcji czwartorzedowania, co doprowadzito do powstania bromkow
N-alkiloniotynamidu (1-7). Spos$rdéd nich wytypowano sole z tancuchami alkilowymi
od heksylowego do dodecylowego (3-6). Nastepnie, w wyniku reakcji wymiany jonowej kationy
N-alkilonikotynamidu zostaly potaczone z inng formg witaminy Bs (anionem kwasu
nikotynowego (N1-N4)) lub z witaming Bio (anionem kwasu p-aminobenzoesowego (P1-P4)).
Jak pokazano na rysunku 25, w celu zbadania potencjalnych korzysci wynikajacych ze stosowane;j
strategii API-QAS, pochodne jonowe witaminy B (N1-N4 i P1-P4) poréwnano z substancjami

referencyjnymi  pozbawionymi wigzan jonowych 1 tancuchow alkilowych: mieszaning
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nikotynamidu z kwasem nikotynowym ([NA][NIK]) oraz mieszaning nikotynamidu z kwasem

p-aminobenzoesowym ([NA][PABA]) otrzymang jako kokrysztat.

ot i DY nitle btttk S T n
1 MIESZANINA ] API-QASs | KOKRYSZTAL i
R Q
N lo R 050 Oy OH-= N,
- N N@ |
| - (o) U\? s P (0]
NH O LJ\T,O NH,
2 NH; NH; NH, NH,
[NA]JINIK] N1-N4 P1-P4 [NA]J[PABA]

Rysunek 25. Analizowane formy API pochodzace z nikotynamidu i kwasu nikotynowego lub
p-aminobenzoesowego. Zwiazki N1 i P1 zawieraly tafcuch heksylowy (CeHi3), N2 i P2 — fafcuch

oktylowy (CgH17), N3 i P3 — fancuch decylowy (CioH21), N4 i P4 — tancuch dodecylowy (Ci2Hzs).

Synteza QASS, oparta na czwartorzgdowaniu NA, a nastgpnie wymianie jonowej anionu
bromku na nikotynian (N1-N4) lub p-aminobenzoesan (P1-P4), wymagata réznych metod
oczyszczania produktow koncowych. Zauwazono, ze w przeciwienstwie do nikotynianow
(N1-N4), p-aminobenzoesany szybko wytrgcaly si¢ z schtodzonego roztworu acetonowego
w postaci zottych krystalicznych ciat statych. W konsekwencji sole N1-N4 zostaly wyizolowane
poprzez odparowanie acetonu z przesaczu po filtracji, natomiast zwigzki P5—P8 zostaly doktadnie
wyizolowane z acetonu, przemyte i wysuszone. Nalezy zauwazy¢, ze monitorowanie i utrzymanie
pH wszystkich mieszanin reakcyjnych w okolicy wartosci neutralnej miato kluczowe znaczenie,
biorac pod uwage, ze nikotynamid jest podatny na szybki rozktad w $rodowisku zasadowym.?*°
Jak podsumowano w tabeli A1l (w aneksie), zawartos¢ bromkow w produktach znajdowata si¢
w przedziale 2 345-8 997 ppm, a wydajnos¢ obu etapow okazata si¢ wysoka i przekraczata 80%;
jednakze, ze wzgledu na wspomniane powyzej rozbieznosci w metodologii syntezy, wydajnos¢
p-aminobenzoesanow (P1-P4) byla nieco nizsza. Nalezy nadmieni¢, ze przygotowanie
[NA]INIK] i [NA][PABA] nic wymagato zadnego etapu oczyszczania, a produkty te uzyskano
z najwyzsza wydajnoscig (prawie 100%). Struktury syntetyzowanych soli potwierdzono
za pomocg spektroskopii UV, FT-IR oraz 'H i ¥*C NMR. Ich doktadna analiza znajduje sie
w aneksie (strony 177-184, rysunki A9-A24).

Zebrane widma UV wskazywaly, ze referencyjna mieszanina [NA][NIK] wykazywata
dwa dobrze zdefiniowane maksima absorpcji przy 216 nm i 262 nm, przy czym pierwsze z nich
byto okoto trzy razy bardziej intensywne, odzwierciedlajac przej$cian—n* zlokalizowane gtdwnie
w uktadzie aromatycznym nikotynamidu. W przypadku jej czwartorzedowych analogow (N1-N4)
ogolny charakter widm pozostat zblizony, jednak pierwsze pasmo ulegto wyraznemu przesunigciu
hipsochromowemu. W efekcie pierwsze maksimum absorpcji przesungto si¢ do zakresu

200-205 nm, natomiast drugie pozostato przy okoto 263 nm. Obserwowane przesunigcie mozna
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wigza¢ z efektem elektronoakceptorowym kationowego centrum azotowego, ktére powoduje
obnizenie gestosci elektronowej w obrebie pierScienia aromatycznego. W przypadku
[NA][PABA] zaobserwowano trzy wyrazne maksima absorpcji przy 204, 214 i 290 nm, wszystkie
0 porownywalnej intensywnos$ci (wspotczynniki absorpcji molowej réznity sie o okoto 10%).
Natomiast w przypadku QASs (P1-P4) zawierajacych anion pochodzgcy od PABA dwa pasma
o nizszej dtugosci fali polaczyly si¢ w jedno przy 206-208 nm, czemu towarzyszyto takze drugie
maksimum przy okoto 273 nm. To ostatnie reprezentuje charakterystyczne przejscie m—m*
w ukladzie aromatycznym p-aminobenzoesanu, ktore w porownaniu z [NA]J[PABA] réwniez
uleglo przesunigciu w kierunku krétszych dlugosci fal o okoto 17 nm. Ten wzorzec przesunigcia
batrachomicznego sugeruje, z¢ PABA w [NA][PABA] wystepuje gtownie w postaci neutralnej
(kwasowej), podczas gdy w solach P1-P4 wystepuje jako deprotonowany anion.

Analiza FT-IR widm przedstawionych w aneksie wykazata, ze drgania rozciagajace C=0O
grupy amidowej pojawity sie przy 1683 cm™® w [NA][NIK] i przesunety si¢ nieznacznie do okoto
1696 cm?® produktach N1-N4, odzwierciedlajac subtelne zmiany elektroniczne po reakcji
czwartorzedowania. Zaobserwowano takze, ze wydluzenie tancucha alkilowego w Kationie
powodowato wyrazny wzrost intensywnosci pasm pochodzacych od drgan rozciagajacych C—H
przy 2850-3000 cm?, co byto zgodne z oczekiwaniami. Dodatkowo, przemiana z postaci
kwasowej (kwas nikotynowy) do postaci anionowej (nikotynian) spowodowata wzrost
intensywno$ci pasma przy 1550-1600 cm?, odpowiadajacego asymetrycznym drganiom
rozciggajacym COO, oraz przesunigcie symetrycznych — drgan rozciggajacych COO
z 1290-1430 cm® w [NA][NIK] do 1370-1450 cm?® w solach N1-N4. Stopniowy wzrost
intensywno$ci pasm rozciggania alifatycznego C—H w zakresie 2800-3000 cmt w QASSs na bazie
PABA (P1-P4) byt takze zgodny z wydtuzeniem tancucha alkilowego. Ponadto pojawienie si¢
dwoch wyraznych i intensywnych pasm przy okoto 1530 cm® i 1370 cm?, odpowiadajacych
odpowiednio asymetrycznym 1 symetrycznym drganiom rozciggajacym COO-, potwierdza
obecnos¢ PABA w postaci anionu w tych solach, a nie jego neutralnej postaci kwasowej, co
zaobserwowano w przypadku [NA]J[PABA].

W celu uwidocznienia efektow elektronowych zwigzanych z czwartorzgdowaniem
poréwnano widmo H NMR uktadu [NA]J[PABA] z widmem odpowiadajacego mu zwigzku
jonowego P4 (rysunck A61 w aneksie). Poréwnanie to wyraznie wskazuje na wplyw
wprowadzenia tancucha alkilowego oraz powstania dodatnio naladowanego centrum azotowego
na warto$ci przesuni¢¢ chemicznych w obszarze aromatycznym. Sygnaty odpowiadajace
protonom aromatycznym nikotynamidu w [NA][PABA], obserwowane w zakresie okoto
7,5-9,1 ppm, ulegaja przesunieciu w kierunku wyzszych warto$ci chemicznych (odekranowaniu)
w przypadku zwiazku P4, osiagajac zakres okoto 8,1-9,5 ppm. Zmiany te, si¢gajace nawet
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0,6 ppm, odzwierciedlajg istotne obnizenie gestosci elektronowej w pierscieniu aromatycznym,
bedace konsekwencja czwartorzgdowania atomu azotu. Dalsze poréwnanie widm 'H NMR
wykazalo, ze wsrdd zwigzkow NI1-N4 sygnaly z protondéw aromatycznych anionu
nikotynianowego pojawity sie¢ przy nizszych wartoSciach przesunigcia chemicznego
(7,59,1 ppm) w porownaniu z alkilowanymi kationami NA (ok. 8,3-9,6 ppm).
Ponadto we wszystkich widmach sygnat z protonéw w grupie amidowej (CONH) nie byt
widoczny, co wynika z szybkiej wymiany proton-deuteron z deuterowanym rozpuszczalnikiem
(CD30D). Ogdlnie widma *H NMR zwiazkow N1-N4 oraz P1-P4 roznily si¢ przede wszystkim
wzgledng intensywnos$cia sygnatdéw odpowiadajacych grupom CH; w tancuchach alkilowych
(okoto 1,2-1,3 ppm). Dla grup alkilowych obserwowano typowe sygnaly: tryplet przy okoto
0,9 ppm, odpowiadajacy grupie —CHs, tryplet przy okoto 4,5 ppm, przypisany protonom
N-CH2—, oraz multiplet w rejonie okoto 2,0 ppm, pochodzacy od grupy metylenowej w potozeniu
B wzgledem azotu (N-CH2-CHz-). Analiza widm *C NMR wykazala, ze sygnaly atomow wegla
pierscienia aromatycznego wystepowaly w zakresie 125—-172 ppm dla zwiazkow N1-N4 oraz
115-176 ppm dla serii P1-P4, natomiast sygnaty wegli alifatycznych obserwowano w zakresie
14-64 ppm w obu szeregach homologicznych. Uzyskane dane spektralne pozostajg w petnej
zgodnosci z oczekiwang strukturag badanych zwigzkoéw i1 potwierdzaja skuteczng synteze
czwartorzedowych soli amoniowych (QASS) na bazie witamin z grupy B.

Zgodnie z danymi w tabeli A1l w aneksie, nie udato si¢ okresli¢ doktadnych temperatur
topnienia dla wszystkich zsyntezowanych QASs, niezaleznie od dtugosci tancucha alkilowego,
jak i struktury anionu. Zauwazono, ze N1-N4 oraz P1-P4 wykazywaty poczatkowy rozktad przed
topnieniem, co objawiato si¢ zmiang koloru z biatego lub zottego na brazowy podczas ogrzewania.
Moze to wynika¢ z faktu, ze w niektorych solach organicznych, szczegélnie charakteryzujacych
si¢ silnymi oddzialywaniami elektrostatycznymi oraz uporzadkowang strukturg sieciowag, energia
wymagana do pokonania tych oddzialtywan jest zbyt wysoka, aby mozliwe bylo klasyczne
topnienie. W takich przypadkach, po osiggnigciu zakresu temperatur topnienia, szybciej zachodza
procesy rozktadu wybranych grup funkcyjnych. W konsekwencji zwiazki te nie wykazuja
wyraznej temperatury topnienia, poniewaz, podobnie jak w przypadku wielu cieczy jonowych,
ogrzewanie prowadzi czg$ciej do degradacji chemicznej niz do przejscia fazowego.?1232
Teoretycznie zwigzki N1-N4 oraz P1-P4 powinny wykazywac¢ stabilno$¢ termiczng co najmniej
podobng do ich analogdéw, a znaczaca degradacja powinna wystapi¢ powyzej 150°C."" Aby
szczegblowo zbadad to zjawisko, wyznaczono temperatury topnienia soli potasowych [K][NIK]
oraz [K][PABA], wykorzystywanych jako prekursory w syntezie zwigzkow N1-N4 oraz P1-P4.
Stwierdzono, ze temperatura topnienia [K][PABA] wynosi 206-208 °C, natomiast w przypadku
[K][NIK] nie zaobserwowano topnienia nawet do 300 °C, co wskazuje na jego wysoka stabilnos¢
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termiczng. Oznacza to, ze nizsza stabilno$¢ termiczna otrzymanych par jonowych moze wynikac
ze specyficznych oddzialywan kation—anion w ukladach zawierajacych alkilowane pochodne
nikotynamidu w potaczeniu z NIK lub PABA, prowadzacych do zmian w rozktadzie gestosci
elektronowej w obrebie pierScienia aromatycznego kationu, ktory jest relatywnie najbardziej
podatny na degradacj¢ termiczng.

Co cieckawe, uktady [NA][NIK] oraz [NA][PABA] wykazywaly odmienny charakter
w pordéwnaniu z otrzymanymi czwartorzedowymi solami amoniowymi. W przypadku mieszaniny
kwasu nikotynowego i nikotynamidu, zamiast ostrego punktu topnienia obserwowano jego
poszerzenie, przy czym proces topnienia rozpoczynal si¢ w temperaturze nizszej niz dla
sktadnikow wyjsciowych (121-188 °C). Obserwacje te sugeruja tworzenie mieszaniny fizycznej
o ograniczonej zdolno$ci do tworzenia uktadow eutektycznych, w ktorej kwas karboksylowy
i amid mogg tworzy¢ silne dimery stabilizowane wigzaniami wodorowymi.?® Zakladajac,
ze dimery te sg bardziej stabilne niz potencjalne nowe oddziatywania mi¢dzyczasteczkowe,
mozna stwierdzi¢, ze mieszanina nie tworzy jednorodnej fazy eutektycznej, ale raczej uktad,
w ktorym wspotistnieja oddzielne dimery obu zwigzkéw. W tym przypadku tylko czesciowe
oddzialywania miedzy sktadnikami, ktére moga wystapi¢, nie s3g wystarczajaco silne,
aby wytworzy¢ jednorodng faze.** W konsekwencji mieszanina nie wykazuje ostrej temperatury
topnienia, ale ulega stopniowemu topnieniu z powodu wspétistnienia dwoch faz krystalicznych.
Podobne zjawisko zaobserwowano w przypadku mieszaniny izonikotynamidu 1 kwasu
benzoesowego, gdzie odnotowano podwdjng temperatur¢ topnienia w szerokim zakresie
temperatur (w zalezno$ci od zawarto$ci amidoéw).?® Interesujacym jest takze fakt, iz w przypadku
mieszaniny NA z PABA uzyskano wyraznie zdefiniowang temperature topnienia (109—111 °C).
Na podstawie podobnych wynikow uzyskanych w niniejszej pracy dla kokrysztatu nikotynamidu
i kwasu salicylowego [NA][SAL] mozna rowniez wnioskowaé o tworzeniu si¢ kokrysztatu,
co wskazuje na stabilny uktad miedzy dwoma sktadnikami — NA i PABA.

Analiza zawartosci wody wykazata, ze w obu szeregach homologicznych, niezaleznie
od struktury anionu, jej procentowa zawarto$¢ malata wraz ze wzrostem dlugosci tancucha
alkilowego. Wskazuje to na wyrazny wpltyw dlugosci tancucha alkilowego na ten parametr
oraz na wzrost charakteru hydrofobowego badanych zwiazkéw. W przypadku N1-N4 wartosci
zawartosci wody wynosity od 1,30% do 1,88%, natomiast w przypadku P1-P4 zebrane wyniki
wahaty si¢ od 0,94% do 2,16%. Najnizsza zawartos¢ wody odnotowano dla [NA][NIK]
i [NA][PABA], odpowiednio 0,63% i 0,56%, co moze sugerowac, ze brak tancucha alkilowego
lub specyficznych oddziatywan jonowych w ich strukturach wptywa na powinowactwo
do czasteczek wody. Ponadto zwiazki analizowane w niniejszym badaniu zostaly ocenione jako
niehigroskopijne w dtugotrwatym kontakcie z powietrzem (wilgotnos¢ 60%) w temperaturze
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pokojowej, co mozna uzna¢ za dodatkowg zalete w kontekscie ich przechowywania jako lekow.
Wyjatkiem byly uktady niejonowe [NA][NIK] i [NA]J[PABA], gdzie po 5 dniach ekspozycji
zawartos¢ wody wzrosta odpowiednio 3-krotnie i 2-krotnie (tabela A1l w aneksie). Ten zestaw
wynikow podkresla korzystny wpltyw nowych jonowych form API, ktore nie tylko moga
wykazywaé zwigkszong skuteczno$é, ale takze nie wymagajg specjalistycznych warunkow

przechowywania.

7.2.1.2. Wspolczynnik podzialu oktanol-woda

Jak pokazano na rysunku 26, wartoscilog Kow zmierzone dlabadanych zwigzkow miescity
si¢ w zakresie od okoto -1,73 do 0,35 (doktadne wartosci podano w tabeli A12 w aneksie). Zebrane
dane wyraznie wskazuja, ze nowe APl z anionem nikotynianu (N1-N4) wykazuja wyzsza
lipofilowos¢ w poréwnaniu z solami zawierajgcymi p-aminobenzoesan (P1-P4). W efekcie
wartos$ci odnotowane dla N3 i N4 sg zblizone do optymalnego zakresu log Kow. W przypadku soli
zawierajagcych PABA jedynie P4 wykazuje optymalne wlasciwosci do stosowania jako lek
doustny. Co cieckawe, zwigzki pozbawione tancuchow alkilowych — [NA][NIK] i [NA][PABA]
okazaty si¢ mniej hydrofilowe niz ich jonowe analogi zawierajace krotszy podstawnik alkilowy:
odpowiednio heksylowy (N1 i P1) i oktylowy (N2 i P2). Obserwacja ta sugeruje, ze na charakter
lipofilowy zwiagzkéw wpltywa nie tylko dlugo$¢ tancucha alkilowego, ale takze charakter
oddziatywan w obrebie czasteczki.
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Rysunek 26. Wartosci wspotczynnika podzialu oktanol-woda dla nikotynianow N-alkilonikotynamidu
(N1-N4), p-aminobenzoesanow N-alkilonikotynamidu (P1-P4) oraz ukladow [NA][NIK] i [NA][PABA].

Porownanie syntetyzowanych zwigzkow N1-N4 oraz P1-P4 z ich macierzystymi
bromkami N-alkilonikotynamidu (3-6), przedstawione w tabeli A12 ancksie, wykazato, ze w tym
przypadku wymiana anionowa prowadzi do obnizenia warto$ci log Kow (Alog Kow wynosi
od -1,28 do -0,18), co wskazuje na wzrost hydrofilowosci produktow. Wynik ten jest czgsciowo

nieoczekiwany, poniewaz w wielu ukladach QASs zastapienie anionow (np. chlorkowych
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anionami organicznymi) wigze si¢ ze wzrostem lipofilowosci. Niemniej jednak uzyskane warto$ci
log Kow dla zwigzkow N3, N4 i P4 sg zblizone do optymalnego zakresu (0—3) dla kandydatow
na leki doustne lub mieszcza si¢ w tym zakresie, co sugeruje, ze te sole zachowuja korzystna
rOwnowage miedzy przepuszczalnoscig btonowag a rozpuszczalno$cia w wodzie. Co wiegcej,
zwickszona hydrofilowo$¢ po wymianie anionowej zmniejsza ryzyko wytrgcania si¢ API
w uktadach wodnych. Sam proces wymiany jonowej zapewnia rowniez dodatkowe korzysci
zwigzane z preparatem: sole bromkowe miaty tendencj¢ do tworzenia lepkich lub zZelowych
uktadéow nawet w niskich stezeniach, co moze znacznie utrudnia¢ powtarzalne dawkowanie
1 podawanie doustne. Ponadto =zastgpienie oboje¢tnego anionu bromkowego biologicznie
aktywnymi przeciwjonami, takimi jak nikotynian lub p-aminobenzoesan, wprowadza korzystne
farmakologicznie grupy funkcyjne, potencjalnie zwigkszajgc ogolng biokompatybilnosé i wartosé
terapeutyczng.

Warto zauwazy¢, ze wiele lekow podawanych doustnie wykazuje dobre wlasciwosci
hydrofilowe, co przejawia si¢ niskimi wartosciami log Kow. Natomiast niektore leki
przeciwzapalne, nawet w postaci jonowej z sodem jako przeciwjonem, wykazuja stosunkowo
wysokie wartosci log Kow, co wskazuje na ich charakter lipofilowy. Godnymi uwagi przyktadami
z tych dwoch grup sg metformina, tiamina, cyprofloksacyna, ibuprofen sodowy czy diklofenak
sodowy, ktorych wartosci log Kow wynoszg odpowiednio: -1,43, -2,04, -1,09, 0,92 i 0,69.236-240
Niezaprzeczalnie log Kow jest cennym parametrem, ktory utatwia ocen¢ przepuszczalnosci
1 biodostgpnosci roznych substancji biologicznie czynnych. Jednak moze on nie w peini
odzwierciedla¢ ztozono$¢ farmakokinetyki okreslonej grupy zwiazkow, zwlaszcza gdy bierze si¢
pod uwage przepuszczalno$¢ leku w ztozonym $rodowisku, jakim jest organizm ludzki. Dlatego
tez kompleksowa ocena uwzgledniajagca dodatkowe parametry, takie jak rozpuszczalnose,
wigzanie z biatkami lub mechanizmy transportu aktywnego, jest niezbedna do doktadniejszej

oceny wtasciwosci farmakokinetycznych i potencjatu terapeutycznego nowych API.

7.2.1.3. Ocena potencjalu przeciwzapalnego: test denaturacji albuminy

Whyniki testu denaturacji albuminy dla produktéw jonowych (N1-N4 oraz P1-P4)
i niejonowych odpowiednikow ([NA][NIK] i [NA]J[PABA]) przedstawiono na rysunku 27
(doktadne warto$ci znajduja si¢ w tabeli A13 w aneksie). Zebrane wyniki wskazujg, ze najwyzszg
aktywno$¢ w denaturacji albuminy jaja kurzego (53,7% i 52,6%) zaobserwowano dla zwigzkoéw
z anionem PABA zawierajgcych tancuch oktylowy (P2) lub decylowy (P3) w kationie. Co wiecej,
zdecydowana wigkszos¢ analizowanych zwiazkow wykazata lepsza aktywnos$¢ niz powszechnie
stosowany lek przeciwzapalny, jakim jest sol sodowa diklofenaku (DFC-Na). Dotyczy to takze

zakresu odpowiadajacego jej maksymalnemu stgzeniu w osoczu w organizmie czlowieka
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(1,4-3,0 pg/mL), ktory na rysunku 27 zaznaczono kolorem czerwonym. W tym konkretnym
regionie stwierdzono, ze niemal wszystkie nikotyniany (N1-N3) byly skuteczniejsze
w hamowaniu denaturacji albuminy w poréwnaniu z DFC-Na, podczas gdy wséréd QASs
z anionem PABA wzrost odnotowano jedynie dla soli P3. Dla poréwnania, zwigzek odniesienia
(DFC-Na) osiggngt podobny poziom aktywno$ci (49,5%) tylko przy st¢zeniu wynoszgcym
az 1000 pg/mL.
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Rysunek 27. Hamowanie denaturacji albuminy jaja kurzego przez nikotyniany N-alkilonikotynamidu
(N1-N4), p-aminobenzoesany N-alkilonikotynamidu (P1-P4), uklady [NA][NIK], [NA][PABA]
i diklofenak sodowy (DFC-Na).

Uklady pozbawione tancucha alkilowego, [NA][NIK] i [NA][PABA], byly rowniez
skuteczne w hamowaniu denaturacji biatek w szerokim zakresie stezen. Godnym uwagi jest fakt,
iz strategia QASS pozwolila na znaczaca redukcje dawki terapeutycznej nawet o kilka rzedow
wielkosci. Nikotynian zawierajacy najdtuzszy tancuch (N4) wykazal niezwykla aktywnosc
na poziomie 49,6% przy stezeniu zaledwie 0,001 ng/mL. Co wigcej, zaobserwowano, ze zdolno$¢
hamowania denaturacji albuminy jaja przez zwiazki N1-N4 oraz P1-P4 wzrasta wraz
z wydluzaniem tancucha alkilowego. W konsekwencji wyzsze warto$ci aktywno$ci osiggane sg
przy nizszych stezeniach, natomiast przy wyzszych stezeniach wszystkie zwigzki wykazujg
tendencj¢ do nasilenia procesu denaturacji. Obserwacjete sugeruja, ze jedynie okreslona dtugosé
tancucha alkilowego moze prowadzi¢ do istotnego przesunigcia zakresu stezen, w ktorym zwiazki
wykazuja korzystne dziatanie ochronne wobec albuminy jaja. W przypadku badanych soli,
najbardziej] wyrazny efekt tego typu odnotowano dla pochodnych zawierajacych najdtuzszy
podstawnik dodecylowy (N4 i P4), ktore wykazywaly aktywno$¢ hamujaca denaturacje
w nizszych stezeniach APIL Nalezy podkresli¢, ze wszystkie badane zwiazki wykazuja
w okreslonych zakresach stgzen wyzsza aktywno$¢ przeciwdenaturacyjng niz diklofenak sodowy
(DFC-Na), co uzasadnia dalsze badania nad ich potencjalem jako alternatywnych zwigzkow
o dziataniu przeciwzapalnym.

W literaturze opisano badania nad dziataniem przeciwzapalnym NA w leczeniu tradziku
pospolitego po podaniu doustnym, gdzie wykazano znaczng popraw¢ w przypadku terapii
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skojarzonych zawierajacych nikotynamid, kwas azelainowy, cynk, pirydoksyne, miedz i kwas
foliowy.?”? Dowiedziono takze, ze kwas nikotynowy moze znaczaco redukowaé stan zapalny
w zmianach naczyniowych u myszy, prowadzac do 30% zmniejszenia catkowitej powierzchni
zmian w poroOwnaniu z grupg kontrolng, podkreslajac w ten sposodb swoj potencjal jako §rodka
terapeutycznego w chorobach naczyniowych.?*® Co wiecej, inne badania potwierdzity réwniez
przeciwzapalne dziatanie kwasu nikotynowego w ludzkich monocytach, wykazujac redukcje
wydzielania mediatoréw prozapalnych nawet o 60%.2** Z kolei kokrysztal otrzymany z PABA
i ketoprofenu wykazywat znacznie lepsza skuteczno$¢ przeciwzapalng w poroéwnaniu z samym
ketoprofenem. Badania in vitro z wykorzystaniem metody albuminy jaja kurzego pozwolity
uzyska¢ efekt prawie dwukrotnie silniejszy niz w przypadku czystego leku.?*® Réznorodno$é
zastosowanych metod badawczych nie pozwala na wyciagni¢cie jednoznacznych wnioskow,
jednak uzyskane dane sugeruja, ze nawet prosta modyfikacja strukturalna jednej z form witaminy
B moze znaczaco zwigkszy¢ jej aktywno$¢ i ujawni¢ jej potencjal terapeutyczny w zakresie

wtasciwosci przeciwzapalnych.

7.2.1.4. Ocena potencjalu przeciwzapalnego: dokowanie molekularne oparte na strukturze
enzymu cyklooksygenazy-2 (COX-2)

Analiz¢ dokowania molekularnego wykorzystano do oceny potencjalnych sposobow
oddzialywania badanych czwartorzgdowych soli amoniowych zawierajacych anion
nikotynianowy (N1-N4) oraz p-aminobenzoesanowy (P1-P4) z enzymem cyklooksygenaza-2
(COX-2). W celu umozliwienia poréwnania wynikow do analizy wilgczono réwniez uktady
pozbawione tancucha alkilowego, [NA][NIK] oraz [NA]J[PABA], a takze lek referencyjny
w postaci soli sodowej diklofenaku (DFC-Na).

Wyniki symulacji dokowania wykazaly, ze wszystkie analizowane ligandy preferencyjnie
lokalizowaty si¢ w gléwnym kanale aktywnym enzymu (C1), obejmujacym reszty katalityczne
R120, Y385 i S530, jak rowniez reszty stabilizujace S353, L352 i V523, ktore odpowiadajg
za prawidtowg orientacj¢ oraz stabilizacj¢ inhibitorow w miejscu aktywnym COX-2 (tabela Al4
w aneksie). Uzyskane warto$ci energii wigzania (Vina score) miescily si¢ w zakresie
od -8,0 do -5,3 kcal'mol?, gdzie jako punkt odniesienia przyjeto sol sodowg diklofenaku,
dla ktorej energia wigzania wyniosta -7,0 kcal-mol? (rysunek 28). Wynik ten jest zgodny
z wartosciami typowymi dla klasycznych niesteroidowych lekdw przeciwzapalnych,
co potwierdza poprawnos¢ modelowania i jednoczesnie wskazuje, ze niektore z analizowanych

zwiazkéw moga wykazywacé poréwnywalne powinowactwo do COX-2.
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Rysunek 28. Sol sodowa diklofenaku (DFC-Na) w kieszeni C1 wraz z 0znaczonymi ha Czerwono
glownymi pozostatosciami katalitycznymi (Y385, S530) oraz resztami przyczyniajacymi si¢ do stabilizacji
i selektywnosci (V523, L352).

Szczegotowa analiza szeregu pochodnych nikotynianu (N1-N4) wykazata stopniowy
wzrost stabilnos$ci kompleksu ligand—enzym wraz ze wzrostem dilugosci tancucha alkilowego.
Pochodne zawierajace krotsze tancuchy, takie jak heksyl (N1), wykazywaly powinowactwo
poréwnywalne z diklofenakiem, natomiast wydtuzenie tancucha do dodecylu (N4) prowadzito
do poprawy energii wigzania do warto$ci -7,5 kcal-mol? (rysunek 29). Jeszcze wyrazniejszy efekt
zaobserwowano w przypadku szeregu p-aminobenzoesanow (P1-P4), w ktorym najwyzsze
powinowactwo wykazata pochodna dodecylowa (P4), osiagajac energie wigzania -8,0 kcal-mol™.

Wynik ten wskazuje na korzystniejsze dopasowanie strukturalne tej klasy zwiazkow do kieszeni
aktywnej enzymu.
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Rysunek 29. Kation nikotynianu N-dodecylonikotynamidu (N4) w kieszeni C1 wraz z oznaczonymi

na czerwono gléwnymi pozostato§ciami katalitycznymi (Y385, S530) oraz resztami przyczyniajacymi si¢
do stabilizacji i selektywnosci (S353, V523, L352).
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Obserwowany wzrost powinowactwa wigzania wraz z wydtuzaniem tancucha alkilowego
potwierdza istotng rol¢ hydrofobowych fragmentéw strukturalnych w interakcji z COX-2.
Lipofilowy charakter kanatu katalitycznego sprzyja stabilizacji ligandow zawierajacych dluzsze
tancuchy alkilowe poprzez intensyfikacje oddziatywan van der Waalsa oraz oddziatywan
hydrofobowych z resztami L352 i V523. Reszty te sg uwazane za kluczowe elementy
determinujgce selektywno$¢ inhibitorow dla izoformy COX-2. Dodatkowo, obecno$¢ dodatnio
natadowanego centrum amoniowego moze sprzyja¢ powstawaniu oddziatywan elektrostatycznych
z resztag R120, ktora odpowiada za kotwiczenie ligandow na wejsciu do aktywnego kanatu
enzymu.

Znaczenie fragmentu kationowego potwierdzaja wyniki uzyskane dla pojedynczych
anionow, ktore wykazywaly istotnie stabsze oddzialywania z enzymem (tabela Al4 w aneksie).
Aniony nikotynianu i p-aminobenzoesanu osiagnely energie wigzania wynoszace odpowiednio
okoto -5,3 i -5,9 kcal-mol™, podczas gdy niejonowa czagsteczka nikotynamidu wykazala jeszcze
nizsze powinowactwo wynoszace -5,5 kcal-mol?. Wyniki te wskazujg, ze sama obecno$é
anionowego farmakoforu nie jest wystarczajaca do uzyskania stabilnego kompleksu z COX-2,
ale potaczenie go z hydrofobowym fragmentem kationowym prowadzi do znacznego
wzmocnienia oddziatywan ligand—enzym. Mozna zatozy¢, ze aromatyczne uktady pier$cieniowe
obecne w strukturze ligandu dodatkowo stabilizujg kompleks poprzez oddziatywania n—mn z reszta
Y385, ktora odgrywa rolg¢ katalityczng w mechanizmie dziatania enzymu.

Uzyskane wyniki wskazujg rowniez, ze charakter anionu odgrywa istotng role¢ w modulacji
powinowactwa ligandow do COX-2. Wyzsze warto$ci energii wigzania obserwowane
dla pochodnych z anionem p-aminobenzoesanu moga wynika¢ z ich zwigkszonej zdolno$ci
do tworzenia wigzan wodorowych i1 oddzialywan aromatycznych, co sugeruje, ze modyfikacja
ugrupowania anionowego moze by¢ takze skuteczng strategia optymalizacji aktywno$ci
biologicznej tej grupy zwiazkow.

W 2025 roku pochodne nikotynamidu zawierajace uktad pirano-pirazolowy poddano
analizie dokowania molekularnego z czynnikiem transkrypcyjnym NF-kB, regulujacym ekspresje
szerokiej gamy genéw zaangazowanych w procesy zapalne. Przeprowadzone symulacje
dokowania wykazaty, Ze analizowane ligandy osiagaja warto$ci energii wigzania w zakresie
zblizonym do wynikow otrzymanych w niniejszej pracy (od -3,95 do -9,45 kcal-mol?).246
Natomiast opisane w literaturze wyniki dokowania pochodnych kwasu nikotynowego wykazaty,
ze sam kwas nikotynowy ma zdolno$¢ do prawidlowego orientowania si¢ w miejscu aktywnym
enzymu COX-2 dzigki obecnos$ci pierscienia pirydynowego i grupy karboksylowej, ale liczba
1 sita mozliwych interakcji wigzacych jest ograniczona. Rdzen kwasu nikotynowego moze
stanowi¢ uzyteczny element strukturalny w projektowaniu nowych ligandow o potencjalnej
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aktywnosci przeciwzapalnej, natomiast odpowiednia modyfikacja tego szkieletu poprzez
wprowadzenie dodatkowych podstawnikow zwigksza zdolno$¢ zwiazkéw do korzystnych
oddziatywan w obrgbie miejsca aktywnego celu Dbiologicznego (w tym COX-2),

co moze przektadaé sie na wyzsza aktywno$¢ przeciwzapalng. ™

7.2.1.5. Ocena aktywnosci antybakteryjnej: wyznaczanie parametrow MIC i MBC/MFC

Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg zwigzkow N1-N4 i P1-P4 oceniono wobec bakterii
Gram-ujemnych (P. aeruginosa, E. coli, M. catarrhalis, S. marcescens, C. jejuni, S. Enteritidis,
P. vulgaris), Gram-dodatnich (L. monocytogenes, M. luteus, E. faecalis, S. aureus, B. subtilis)
oraz grzybow (C. albicans, R. mucilaginosa, C. neoformans). Wartosci MIC oraz MBC/MFC
dla wszystkich wytypowanych mikroorganizméw wyznaczono metoda mikrorozcienczen.
Jak pokazuja wyniki przedstawione na rysunku 25 (oraz w tabeli A15 w aneksie), wiasciwosci
przeciwbakteryjne 1 przeciwgrzybicze badanych zwigzkoéw rdznity si¢ w zaleznosci od zwigzku
i mikroorganizmu. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa badanych soli N1-N4 oraz P1-P4
wyraznie wzrasta wraz z wydluzaniem tancucha alkilowego. Zauwazono, ze sole N4 i P4
zawierajace najdluzszy  podstawnik  dodecylowy wykazuja  najwyzsza  aktywno$¢
przeciwdrobnoustrojowg, a ich wartosci MIC wynosity od 7,81 do 125 pg/mL wobec bakterii
Gram-ujemnych, od 3,9 do 31,25 pg/mL wobec bakterii Gram-dodatnich oraz od 3,9 do 62,5
ugmL wobec grzybow. Sole N3 i P3 wykazaly znacznie nizszg skuteczno$¢ w hamowaniu
wzrostu drobnoustrojow osiagajac wartosci MIC od 125 do 1000 pg/mL wobec bakterii
Gram-yjemnych, od 62 do 250 upg/mL wobec bakterii Gram-dodatnich, podczas gdy
ich wlasciwosci przeciwgrzybicze mieScity si¢ w zakresie od 31,25 do 1000 pug/mL. Sole N2 i N4
wykazywaty aktywnos$¢ jedynie wobec wybranych drobnoustrojow w stezeniu 250—1000 pg/mL,
podczas gdy zwiazki N1 i Pl z najkrotszym podstawnikiem w zasadzie nie wykazywatly
aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej w badanym zakresie stezen. Zestawienie sumarycznej
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej na rysunku 30 takze wskazuje, ze istotna aktywno$¢
przeciwdrobnoustrojowa pojawia si¢ dopiero dla zwigzkoéw zawierajacych tancuchy alkilowe
posiadajgce co najmniej 10 atoméw wegla. Ponadto warto odnotowaé, ze analizowane sole
odznaczaty si¢ silniejszym dziataniem wobec bakterii Gram-dodatnich w porownaniu
z bakteriami Gram—ujemnymi i grzybami, co cz¢sto obserwuje si¢ w przypadku wielu innych
QASs. Wynika to z odmiennej budowy $ciany komorkowej, ktora u bakterii Gram-dodatnich
sktada si¢ z wielu warstw peptydoglikanu, podczas gdy szczepy Gram-ujemne majg ciensza
warstwe peptydoglikanu i btone zewnetrzng ztozong z biatek i lipopolisacharydow (LPS),

co utrudnia penetracje $rodkow przeciwbakteryjnych.?#

Nalezy zauwazy¢, ze pochodne
N-alkilonikotynamidu z anionem salicylanowym (opisane w pkt. 7.3.1.5.) wykazywaly ogodlnie
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nizszg skuteczno$¢ bakteriobojczg wobec S. aureus, C. albicans i P. aeruginosa w poréwnaniu
z analogicznymi solami z anionem nikotynianu i p-aminobenzoesanu. To wyraznie dowodzi,
ze nie tylko dhugos$¢ tancucha alkilowego w kationie, ale takze struktura anionu oraz specyficzne
interakcje kation-anion moga mie¢ znaczacy wplyw na aktywno$¢ biologiczng tego typu

czwartorzedowych soli amoniowych.
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Rysunek 30. Sumaryczna aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa nikotynianow N-alkilonikotynamidu
(N1-N4) i [NA]INIK] (A), p-aminobenzoesanéw N-alkilonikotynamidu: (P1—P4) i [NA]J[PABA] (B).
Dla [NA][NIK] i [NA][PABA] dlugos¢ tancucha alkilowego jest rowna 0.

Aby okresli¢ wptyw dlugosci tancucha alkilowego i rodzaju anionu na aktywno$¢
biologiczng zsyntezowanych czwartorzgdowych pochodnych nikotynamidu, na rysunku 31
(oraz A62 w aneksie) porownano sume¢ wartosci MIC lub MBC/MFC oraz stezen
odpowiadajagcych maksymalnemu zahamowaniu denaturacji albuminy. Analiza zalezno$ci
struktura—aktywno$¢ (SAR, ang. Structure—Activity relationship) wykazata, ze dtugos$¢ tancucha
alkilowego ma kluczowy wplyw zaré6wno na wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe,
jak i na potencjal przeciwzapalny (okreslony badaniami inhibicji denaturacji albuminy).
W konsekwencji, QASs z tancuchem heksylowym (N1 i P1) wykazywaly najnizsza aktywnosé
w obu testach, podczas gdy wydtuzenie tancucha do oktylu (N2 i P2) skutkowalo wyrazng choé
niewielkg poprawg skutecznosci przeciwdrobnoustrojowej. Co ciekawe, uktady niejonowe,
[NA]J[NIK] oraz [NA][PABA], pomimo ich znikomej aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej,
wykazaty stosunkowo silny potencjat przeciwzapalny. Sugeruje to, ze interakcje niejonowe
miedzy czasteczkami w tego typu API moga sprzyjac stabilizacji struktury biatek, podczas gdy
obecnos$¢ dtugiego tancucha alkilowego, zgodnie z doniesieniami literaturowymi, zwigksza
powinowactwo do bton komoérkowych drobnoustrojow, a tym samym poprawia skuteczno$¢
przeciwdrobnoustrojowg. W efekcie dalsze wydtuzenie tancucha do decylu (N3 i P3) oraz

dodecylu (N4 i P4) doprowadzito do synergistycznego wzmocnienia obu funkcji biologicznych.
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Rysunek 31. Zalezno$¢ pomiedzy dlugoscig fancucha alkilowego w nikotynianach (N1-N4; [NA][NIK])
a sumaryczng aktywnoscia przeciwdrobnoustrojowa (MIC lub MBC/MFC) w stosunku do 15 patogennych
mikroorganizmdéw, oraz stezeniem odpowiadajacym maksymalnemu potencjalowi przeciwzapalnemu
(inhibicja denaturacji alouminy). Dla [NA][NIK] diugos¢ tancucha alkilowego jest rowna 0.

Wyniki te wjawnity, ze dluzsze podstawniki alkilowe nie tylko wzmacniajg dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe, ale takze zmniejszaja ste¢zenie wymagane do maksymalnego
zahamowania denaturacji biatek. Zaobserwowana wyzsza skutecznos$¢ przy nizszych dawkach jest
istotnym aspektem z perspektywy bezpieczenstwa farmakologicznego. Co ciekawe, s6l z anionem
nikotynianowym (N4) wykazata lepsza ogdlng skuteczno$¢ biologiczng w poréwnaniu z jej
analogiem z p-aminobenzoesanowym (P4). Sugeruje to, ze obecno$¢ pierscienia pirydynowego
moze ulatwia¢ dodatkowe oddzialywania -elektrostatyczne lub n—m z bioczasteczkami,
przyczyniajac si¢ do zwickszonej bioaktywnosci. Podsumowujac, wydluzenie tancucha
alkilowego sprzyja synergistycznej poprawie zarowno witasciwosci przeciwdrobnoustrojowych,
jak 1 stabilizujacych biatka, podczas gdy charakter przeciwjonu precyzyjnie dostraja

oddziatywania molekularne i ogdlng skutecznos¢ zaprojektowanych QASs.

7.2.1.6. Whasciwosci antybiofilmowe

Wybrane sole o najwyzszej aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej (N4 i P4) zbadano
pod katem wptywu na tworzenie biofilmu przez bakterie S. aureus i P. aeruginosa w stezeniu
odpowiadajagcym 0,5 i 1-krotnej wartosci MIC. Wyniki zaprezentowane na rysunku 32 ujawniajg,
7e przy nizszych stgzeniach analizowane zwigzki nie wykazujg pelnej skutecznos$ci przeciwko
biofilmowi - warto$ci hamowania jego tworzenia wahaty si¢ od ok. 40 do 70%. Niemniej jednak,
przy stgzeniu 1*MIC oba zwigzki catkowicie hamujg tworzenie biofilmu przez S. aureus,

podczas gdy w przypadku P. aeruginosa skutecznos¢ w niewielkim stopniu zalezy od struktury
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uzytego anionu. Podczas gdy s6l P4 catkowicie hamowata tworzenie biofilmu,

produkt N4 charakteryzowat si¢ nieznacznie zmniejszong skuteczno$cig na poziomie 95%.
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Rysunek 32. Inhibicja tworzenia biofilmu przez S. aureus i P. aeruginosa: dla zwigzku N4 — 1*MIC =
3,9 ug/mL, 0,5*MIC = 1,95 pg/mL; dla zwigzku P4 — 1*MIC =125,0 ug/mL, 0,5*MIC = 62,5 ug/ml.

Do oceny wptywu wybranych soli na tworzenie biofilmu przez bakterie S. aureus

i P. aeruginosa przy stezeniu 1*MIC wykorzystano mikroskopi¢ fluorescencyjng (rysunek 33).

Rysunek 33. Wptyw N4 i P4 na tworzenie biofilmu S. aureus i P. aeruginosa przy stezeniu 1*MIC.
Biofilm bez dodatku badanych zwiazkéw utworzony przez S. aureus — kontrola (A); biofilm utworzony
przez S. aureus traktowany N4 (B); biofilm utworzony przez S. aureus traktowany P4 (C);
biofilm bez dodatku badanych zwiazkéw utworzony przez P. aeruginosa —kontrola (D); biofilm utworzony
przez P. aeruginosa traktowany N4 (E); biofilm utworzony przez P. aeruginosa traktowany P4 (F).
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W prébkach kontrolnych obserwowano intensywne barwienie, wskazujace na znaczne
pokrycie powierzchni biofilmem, z przewaga komorek zywych (zielona fluorescencja). Natomiast
w probkach poddanych dziataniu badanych zwigzkéw widoczne byly jedynie nieliczne skupiska
komorek, z wigkszym udziatem komoérek martwych (czerwona fluorescencja). Uzyskane wyniki
wskazuja, ze analizowane zwigzki mogg skutecznie ogranicza¢ tworzenie biofilmu, co pozostaje

w zgodzie zich obserwowang aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowg.

7.2.1.7. Mechanizm dzialania przeciwdrobnoustrojowego QASS

Aby wyjasni¢ wptyw zwigzkow N4 i P4 na komorki drobnoustrojéw, jako organizmy
reprezentatywne wybrano S.aureus, P.aeruginosa i C.albicans. Komoérki traktowano badanymi
zwigzkami w stezeniach odpowiadajacych wartosci MIC oraz 1000 mM, a uwalnianie sktadnikow
komoérkowych oceniano po 2 godzinach inkubacji za pomoca analizy spektrofotometrycznej
(tabela 4). We wszystkich przypadkach zastosowanie zwigzkéw N4 i P4 prowadzito do wzrostu
wartosci OD260 nm, co wskazuje na wyciek materiatu wewnatrzkomoérkowego. Takie uwalnianie
sktadnikow cytoplazmatycznych $wiadczy o powaznym i nieodwracalnym uszkodzeniu bton
cytoplazmatycznych i plazmatycznych.?48

Tabela 4. Wptyw wybranych zwiagzkéw na uwalnianie skiadnikow komorkowych z mikroorganizméow
wskaznikowych.

Gestosé optyczna (A=260)

Mikroorganizm Kontrola N4 P4
1000 pg/mL 1*MiIcCa 1000 pg/mL 1*MIC2
S. aureus 0,004+0,001 0,949+0,001 0,079+0,001 >1000 0,098+0,001
P. aeruginosa 0,104+0,003 0,844+0,001 0,274+0,001 >1000 0,454+0,001
C. albicans 0,303+0,001 >1000 0,507+0,002 >1000 0,425+0,001

aDla S. aureus MIC = 3,9 pg/mL, dla P. aeruginosa MIC =125 pg/mL; dla C. albicans MIC= 62,5 pug/mL

Dodatkowe obserwacje z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej (rysunek 34)
wskazujg na zaburzenie integralno$ci btony komorkowej badanych bakterii. Integralnos¢ te
oceniano na podstawie barwienia jodkiem propidyny (PI), barwnikiem wigzagcym DNA,
ktory wykazuje fluorescencje po wniknieciu do komérek z uszkodzong biong. W konsekwencji
komoérki o zachowanej integralnosci btony pozostaja niefluorescencyjne, natomiast komoérki

z uszkodzong blong wykazuja czerwony sygnat fluorescencyjny.

91



Staphylococcus aureus

am

Kontrola N4 - 0,5*MIC N4 - 1*MIC P4 -0,5*MIC P4 - 1*MIC

Pseudomonas aeruginosa

l

Kontrola N4 - 0,5*MIC N4 - 1*MIC P4 - 0,5*MIC P4 - 1*MIC

Rysunek 34. Zdjecia mikroskopii fluorescencyjnej ukazujace wplyw N4 oraz P4 na zywotnos¢ S. aureus
i P. aeruginosa.

W  przypadku kontroli obserwowano jedynie niewielkg intensywno$¢ czerwonej
fluorescencji, co sugeruje zachowang integralno$¢ blony komérkowej. Z kolei komorki poddane
dziataniu zwigzkoéw N4 i P4 wykazywaly wyrazny, zalezny od st¢zenia wzrost sygnatu
fluorescencyjnego, co wskazuje na zwiekszong przepuszczalno$¢ btony komorkowe;.

W badaniach z wykorzystaniem mikroskopu elektronowego destrukcyjny wptyw badanych
zwigzkow na wybrane mikroorganizmy byl wyraznie widoczny, co przedstawiono na rysunku 35.
W probkach kontrolnych P. aeruginosa i S. aureus byly réwnomiernie wybarwione,
o wyraznej morfologii. Natomiast probki poddane dzialaniu badanych zwiazkéw wykazywaty
nieregularne  wybarwienie, znieksztalcenie ksztattu komorek 1 wyciek zawartosci
wewnatrzkomorkowej. Ponadto stopien uszkodzen komorkowych wzrastal proporcjonalnie

do stezenia badanych zwigzkow.
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Rysunek 35. Zdjecia wykonane mikroskopem elektronowym przedstawiajace morfologic i zywotnos¢
S. aureus oraz P. aeruginosa po ekspozycji na zwigzki N4 oraz P4.

W przypadku C. albicans zastosowano mikroskopi¢ optyczng z wykorzystaniem biekitu
metylenowego, ktory ulega redukcji w zywych komorkach. Na obrazach przedstawionych
na rysunku 36 w probce kontrolnej obserwowano pojedyncze komoérki ulegajace wybarwieniu,
natomiast w wyniku obecnosci N4 oraz P4 liczba komérek barwionych byta wyraznie wigksza niz
niebarwionych. Ponadto przy wyzszych stezeniach badanych zwigzkow obserwowano zmiany
morfologiczne  komorek, takie jak deformacja oraz intensywniejsze wybarwienie,

co moze wskazywaé na zaburzenia integralno$ci komodrkowej. Jednocze$nie zaobserwowano
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ograniczenie tworzenia struktur pseudomycelialnych, widoczne réwniez na obrazach bez

barwienia.

20 um |
Kontrola N4 -0,5"MIC N4 - 1*MIC P4-0,5"MIC P4 - 1*MIC

Rysunek 36. Obraz wykonany technikg mikroskopii optycznej przedstawiajacy morfologie i zywotnos¢
C. albicans po ekspozycji na zwigzki N4 i P4 (gorny rzad — obrazy z barwieniem, dolny rzad — obrazy bez
barwienia).

Lacznie, te wuzupelniajagce si¢ testy konsekwentnie dowodza, ze aktywno$¢
przeciwdrobnoustrojowa QASs N4 i P4 jest zwigzana przede wszystkim z zaburzeniem
integralnosci btony komorkowej drobnoustrojéw, co prowadzi do wycieku skladnikow
wewnatrzkomoérkowych, utraty morfologii komdrkowej i ostatecznie do $mierci komorek.
Zbieznos¢ wynikow spektrofotometrycznych, fluorescencyjnych i mikroskopowych sugeruje
mechanizm dziatania zwigzany z oddzialywaniem na btong komoérkowsa, charakterystyczny

dla amfifilowych kationowych zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych.

7.2.1.8. Test GIT-PAMPA

W celu oceny potencjatu absorpcyjnego badanych zwigzkéw wykonano test GIT-PAMPA
(ang. Parallel Artificial Membrane Permeability Assay). Schemat ilustrujacy jego zasade
I znaczenie zaprezentowano na rysunku 40C. Wspoélczynniki przepuszczalnosci okreslone
po 6 godzinach potwierdzity wysoki potencjal przepuszczalno$ci wszystkich analizowanych

zwigzkoéw, poniewaz kazdy z nich osiggnal wymagany prog Papp > 1,10-10° cm's™ (rysunek 37A
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i 37B oraz tabela A16 w aneksie). W przypadku nikotyniandéw (N1-N4) wartosci Papp wahaty sie
od 4,7-10° do 5,8-10% cm's?, przy czym N4 wykazal najwyzsza przepuszczalno$é w tej serii.
Chociaz ogodlna przepuszczalno$¢ pozostala porownywalna z referencyjnym lekiem — sola sodowa
diklofenaku (DFC-Na) (Papp = 5,9-10° cm-s™), widoczna byta niewielka, ale wyrazna zalezno$¢
od dtugosci tancucha alkilowego. Co ciekawe, ich niejonowy analog [NA][NIK] wykazat
przepuszczalno$¢ (Papp= 5,8-10° cm's™?) niemal identyczng jak DFC-Na, co sugeruje, ze w tym

przypadku natura jonowa nie poprawila ani nie pogorszyla znaczaco transportu przez btone

modelowa.
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Rysunek 37. Wspdlczynniki przepuszczalno$ci badanych nikotynianow (A) i p-aminobenzoesanow (B)
okreslone po 6 godzinach w poréwnaniu do DFC-Na; schemat ilustrujacy zasade i znaczenie testu PAMPA

(©).

Z drugiej strony, p-aminobenzoesany (P1-P4) wykazywaly wartosci Papp W zakresie
od 4,2-10% do 6,1:10° cm's™. Nalezy zaznaczyé¢, ze zaréwno P1, jak i jego niejonowy analog
[NA][PABA] przewyzszalty DFC-Na pod wzgledem przepuszczalnosci, osiggajac nieco wyzsze
wartosci Papp, co wskazuje na korzystne zachowanie w transporcie blonowym w poréwnaniu z tym
lekiem komercyjnym. Zaobserwowana zwickszona dyfuzja najprawdopodobniej wynika
z optymalnej rownowagi mi¢dzy polarnoscig a lipofilowo$cig zapewnionej przez anion PABA.
Wiedzac, ze wickszos¢ QASS, jak i1 ILs zazwyczaj charakteryzuje si¢ bardzo niskim
wspoOlczynnikiem przepuszczalnoéci (Papp czesto znacznie ponizej 1-10° cmes™), testowane
zwiazki wykazuja wyjatkowo wysoka przepuszczalno$¢, znacznie przekraczajaca poczatkowe
oczekiwania. Przy warto$ciach Pap ponad 10-20 razy wyzszych od typowych QASs

i porownywalnych z warto$ciami zanotowanymi dla soli sodowej diklofenaku, czasteczki te
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stanowig grup¢ obiecujgcych kandydatow do dalszych badan in vivo na organizmach modelowych,
takich jak szczury czy myszy.

Ocena kinetyki penetracji przy uzyciu systemu PAMPA dostarcza nie tylko cennych
informacji o zdolno$ci zwiazku do pokonywania barier biologicznych, ale takze pozwala
oszacowac 1 porownac szybko$¢ penetracji danych substancji w czasie. Uzyskane dane stanowig
wazne ogniwo pomi¢dzy wilasciwosciami fizykochemicznymi 1 farmakokinetyka, wspierajac
wczesny wybor kandydatow o odpowiednim profilu biodostgpnosci. Odpowiednie zmiany
przenikalno$ci w czasie dla badanych substancji i DFC-Na przedstawiono na rysunku 38 oraz
w tabelach A17 i A20 w aneksie. Po 16 godzinach diklofenak sodowy (DFC-Na) wykazywat
najwyzsza przepuszczalnosé, na poziomie 25,4%, z utrzymujacym si¢ wzrostem w analizowanym
zakresie czasowym. Sposrod pochodnych kwasu nikotynowego najwyzsze warto$ci odnotowano
dla [NA][NIK] oraz soli N4, odpowiednio 23,2% i 22,3%, ktore byly porownywalne z lekiem
referencyjnym. Najnizszg przepuszczalno$¢ w poczatkowej fazie zaobserwowano dla zwigzku N2,
szczegdlnie po 6 godzinach. Jednak jego absorpcja stopniowo wazrastata, o0siggajac
po 16 godzinach poziom zblizony do pozostatych zwigzkéw (22,6%). Generalnie,
wsrdd nikotyniandw warto$ci przepuszczalno$ci wykazywaty szybki wzrost w pierwszej godzinie
inkubacji, a nastgpnie stabilizacj¢ po 6 godzinach, co moze wskazywaé na osiggni¢cie stanu
rownowagi dyfuzyjnej. Rdéznice migdzy wcezesnymi 1 poznymi punktami czasowymi byty istotne
statystycznie (p < 0,05, tabela Al8 w aneksie), natomiast brak istotnosci migdzy okresami

6 1 16 godzin potwierdza wystgpienie plateau.
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Rysunek 38. Kinetyka przepuszczalnosci w funkcji czasu dla badanych nikotynianow (A)
i p-aminobenzoesanow (B) N-alkilonikotynamidu w st¢zeniu 1000 pg/mL.
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Z drugiej strony, w przypadku wigkszosci pochodnych kwasu p-aminobenzoesowego

zaobserwowano znaczace roznice miedzy 6 a 16 godzing, co wskazuje na wolniejszg kinetyke
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penetracji i opézniony czas osiggnigcia stanu rownowagi (rysunek 38B). Ta wolniejsza szybko$¢
przenikania moze wynika¢ z nizszej lipofilowosci, ktdra utrudnia interakcje z modelowa btona.
W tej grupie zwigzkoéw [NA][PABA] oraz pochodna z najkrotszym tancuchem alkilowym (P1)
wykazywaly najwyzsza przepuszczalno$¢ po 16 godzinach, osiggajac odpowiednio 27,6%
i 28,6%. Co istotne, byly to jedyne uklady wykazujace wyzszg przepuszczalno$é
niz lek referencyjny. Zwigzek P1 wykazywal wyzsza przepuszczalno§¢ niz DFC-Na
juz w najwczesniejszym punkcie czasowym (0,5 h) i utrzymywal te tendencje przez caly okres
inkubacji. Natomiast najnizsza przepuszczalno$¢ poczatkowsg zaobserwowano dla P3 i P4
(odpowiednio 14,5% i 16,3% po 0,5 h). Jednak wraz z uptywem czasu warto$ci te wzrastaty,
osiagajac 22,4% 1 21,3% po 16 godzinach. Ogolnie rzecz biorgc, wszystkie pochodne kwasu
p-aminobenzoesowego wykazywaly stopniowy wzrost przepuszczalnosci w czasie 16-godzinnej
inkubacji, przy czym roznice mi¢dzy wczesnymi i poznymi punktami czasowymi byty istotne
statystycznie (p <0,05, tabela A21 w aneksie).

Pomimo nizszych warto$ci wspotczynnika przenikania (Papp) obserwowanych dla serii
nikotynianow (N1-N4) w poréwnaniu z odpowiadajgcymi im p-aminobenzoesanami (P1-P4),
analiza kinetyki procesu ujawnita ztozong zalezno$¢ migedzy szybkoS$cig transportu a osigganiem
stanu rownowagi. Wspoétczynnik przenikania, odzwierciedlajacy przede wszystkim poczatkowa
szybkos¢ dyfuzji pasywnej, stanowi parametr kinetyczny opisujacy transport przez membrang.
Wyzsze warto$ci Papp uzyskane dla pochodnych nikotyniandw wskazywaty na szybsza permeacje
w poczatkowym etapie eksperymentu w poréwnaniu z analogicznymi p-aminobenzoesanami.
Nalezy jednak podkresli¢, ze wspotczynnik ten nie uwzglednia aspektu termodynamiczne go
procesu, zwigzanego z osigganiem rownowagi pomigdzy fazag donorowag a akceptorowa.
W dtuzszych czasach inkubacji p-aminobenzoesany wykazywaty stopniowy i systematyczny
wzrost permeacji, podczas gdy nikotyniany stosunkowo szybko osiaggaty stan plateau. Wskazuje
to, ze pomimo szybszej dyfuzji poczatkowej, zwigzki zawierajace anion PABA mogg ostatecznie
0siagna¢ wyzsza 0golng szybkos¢ przenikania. Dlatego w serii nikotynianow wszystkie zwiazki,
z wyjatkiem N2, osiggaja rownowagg, podczas gdy w serii p-aminobenzoesanow obserwuje si¢
ciagly wzrost przenikalno$ci. Z mechanicznego punktu widzenia mozna to wyjasni¢ réznicami
w dhugosci tancucha alkilowego, czynnikami sterycznymi 1 specyficzng interakcja migdzy blona
a grupami funkcyjnymi obecnymi w wybranych anionach. W efekcie zwigzki o dtuzszych
tancuchach alkilowych wykazuja szybsza dyfuzje poczatkowa, szybko przenikaja do fazy
lipidowej i osiggaja rOwnowage, co sprzyja szybkiemu osiggnigciu plateau, ale ogranicza ogolng
przepuszczalno$¢. Natomiast pochodne o krétszych tancuchach alkilowych dyfunduja poczatkowo
wolniej, ale z czasem, z uwagi na mniejsze rozmiary czasteczek, osiggaja wyzsza szybkos¢ a tym
samym warto$¢ przenikalnosci.
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Profile penetracji zalezne od czasu analizowano przy uzyciu réznych modeli kinetycznych
w celu oceny ich przydatnosci do opisu przenikania przezskoérnego wybranych QASSs. Ze wzgledu
na brak wyraznego obszaru stanu stacjonarnego i szybkie osiaggniecie plateau, klasyczne
dopasowanie liniowe oparte na dyfuzji nie bylo mozliwe do zastosowania dla wszystkich
zwigzkoéw.?® Dlatego tez zebrane dane poddano analizie przy uzyciu modelu Higuchiego oraz
nasyconego modelu wyktadniczego (kinetyki pierwszego rzedu), przy czym niektore modele
zostaty odrzucone (np. model Hixsona-Crowella, model Bakera-Lonsdale’a, model Weibulla)
ze wzgledu na to, ze nie pasujg do badanego uktadu, np. dotycza zmiany powierzchni czastki
(rozpuszczania), zaktadaja macierz kulista lub nie posiadaja wtasciwej interpretacji fizycznej.
Uzyskane wyniki przedstawiono w tabelach A19 i A22 w aneksie. W przypadku uktadow
zawierajacych p-aminobenzoesan (P1-P4 i [NA][PABA]) model Higuchiego zapewnil znaczne
lepsze dopasowanie (R? = 0,88-0,99), co sugeruje mechanizm przenikania kontrolowany dyfuzjg.
Natomiast zwigzki na bazie nikotynianu (N1, N3, N4 i [NA][NIK]), a takze DFC-Na, zostaly
lepiej opisane przez model wyktadniczy (R? = 0,88-0,98), co wskazuje na szybka poczatkowa
przenikalno$¢, a nastepnie szybkie osiggniecie rownowagi. Ponadto, aby umozliwi¢ poréwnanie
ilociowe, wyznaczono poczatkowa szybko$¢ przenikania (vo) i plateau przenikania (Qp) (tabele
Al19 i A22 w aneksie). Nikotyniany (N1-N4) wykazywaly istotnie wyzsze poczatkowe szybkosci
przenikania (10,8-17,1%-h') w poréwnaniu do ich analogow z p-aminobenzoesanem (P1-P4)
(1,6-8,2%-ht), co wskazuje na szybszy transport btonowy. Co wazne, zwigzki N1 i N2
wykazywaly wyzsze szybko$ci przenikania niz referencyjny DFC-Na (13,8%-h), co sugeruje ich
potencjat do efektywnego przenikania przezskornego. Wyniki te pokazuja takze, Ze natura
przeciwjonu w czwartorzedowych solach amoniowych ma silny wptyw zarowno na kinetyke,
jak i mechanizm przenikania.

Analizy przeprowadzone w ostatnich latach w systemie PAMPA dotyczace
przepuszczalno$ci cieczy jonowych na bazie gliklazydu wykazaly ich wysoka zdolno$¢
do przenikania przez blony biologiczne. Uzyskane wartosci wspotczynnika przepuszczalnosci
wynosity od 1,2-10% do 1,5-10% cm's?, spelniajac kryteria stosowane dla substancji
przeznaczonych do podawania doustnego.*® Wyniki te potwierdzaja potencjat gliklazydu jako
zwigzku jonowego o korzystnym profilu biodostepnosci, podobnym do zwiazkdéw badanych
W niniejszym opracowaniu. Natomiast badania przepuszczalnos$ci oligosacharydow (agarobiozy
i agaroheksozy) w modelu komorek ludzkich wykazaty znacznie nizsze wartosci Papp, wynoszace
od 0,2 do 0,4:10° ¢cm's1.?® Ich ograniczona zdolno$¢ do przekraczania barier biologicznych
ponownie potwierdza glgboki wplyw struktury molekularnej na procesy transportowe i motywuje

do glebszego zbadania tego typu podstawowych mechanizmow.
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7.2.1.9. Napiecie powierzchniowe (y) i ci$nienie powierzchniowe ()

Aktywno$¢ powierzchniowa soli N1-N4 oraz P1-P4 zostata oceniona poprzez pomiar
napigcia powierzchniowego ich roztworow wodnych. Nastepnie ich wlasciwos$ci powierzchniowe
zostaly bezposrednio poréwnane z wczesniej zebranymi danymi dotyczacymi przepuszczalno$ci.
Jak ukazano na rysunku 39A i 39B oraz w tabeli A23 w aneksie, procentowa przepuszczalno$¢
QASs na z anionem nikotynianu (N1-N4) wynosita od 17,1% do 23,7%. Najwyzsze wartosci
zaobserwowano dla soli N4 z najdluzszym tancuchem alkilowym (22,9%). Wsrod serii
p-aminobenzoesanow (P1-P4) zwigzek z najkrotszym podstawnikiem wykazywal wyzsza
przepuszczalnos¢ (23,7%). Co ciekawe, w obu grupach zaobserwowano wyrazny spadek
przepuszczalnosci w przypadku QASs z tancuchem oktylowym (N2 i P2), ktore wykazywaty
najnizsze wartosci, wynoszace odpowiednio 18,8% 1 17,1%. Spadek ten byl szczegblnie wyrazny
W serii p-aminobenzoesandéw, co sugeruje, ze wzrost masy czasteczkowej moze ograniczaé
dyfuzje poprzez zmniejszenie ruchliwosci czasteczek w fazie lipidowej. Natomiast w przypadku
soli anionem nikotynianu efekt ten wydaje sie by¢ cze$ciowo kompensowany przez zwigkszong
aktywno$¢ powierzchniowg, ktdra utatwia interakcje z btong i1 sprzyja pasywnej dyfuzji przez
warstwe lipidowag, co zobrazowano na rysunku 39C.
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Rysunek 39. Korelacja miedzy wspdlczynnikiem przepuszczalno$ci (po 6 godzinach) a napieciem
powierzchniowym dla nikotynianow (N1-N4) (A) oraz i p-aminobenzoesanow (P1-P4) (B); koncepcja
wyjasniajaca wplyw dlugosci fancucha alkilowego na przepuszczalno$¢ QASS przez blony biologiczne (C).
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Wedlug literatury, zwiekszenie przepuszczalnosci blon biologicznych moze by¢ zwigzane
z warto$cig ci$nienia powierzchniowego $rodkow powierzchniowo czynnych na poziomie

zblizonym do 25 mN-m? lub wyzszym.?5!

Ze wzgledu na réznice w dtugosci tancucha alkilowego,
obliczone warto$ci ci$nienia powierzchniowego (m) dla badanych QASS miescily si¢ w zakresie
od 1,2 do 39,0 mN-m?! (tabela A23 w aneksie). Zebrane dane wykazaty, ze trzy zwiazki
zawierajace 10 1 12 atomow wegla (N3, N4 oraz P4) spelniajg ten wymog. Natomiast zwigzki
zawierajace krotsze grupy alkilowe wykazywaly ci$nienie powierzchniowe ponizej tego progu
(m=1,2-13,8 mN-m"), co wskazuje na nieistotny lub minimalny wptyw na przepuszczalnos¢
przez btony biologiczne.

Nalezy rowniez podkreslic, ze odkryto korelacje migdzy masg molowa
a przepuszczalno$cig badanych QASs. Ogodlnie rzecz biorac, wzrost masy molowej wigze si¢ ze
spadkiem przepuszczalno$ci, co jest zgodne z klasycznym rozumieniem, ze wicksze czasteczki
dyfunduja wolniej przez btony biologiczne. Badania przepuszczalno$ci jelitowej oligosacharydow
agarozowych przeprowadzone przy uzyciu modeli komoérek Caco-2 wykazaty zalezny od czasu
wzrost stezenia w osoczu, z odwrotng korelacja miedzy poziomami w o0soczu a masg
czasteczkowa. %252 Podobne badania wplywu masy czasteczkowej na wchtanianie doustne
czasteczek chitozanu rozpuszczalnego w wodzie, przeprowadzone zarowno na komoérkach
ludzkich, jak i szczurach, potwierdzity te obserwacje, wykazujac, ze wzrost masy czasteczkowej
ma negatywny wplyw na wchianianie doustne.?® Odkrycia te podkreslajg, ze chociaz masa
czasteczkowa generalnie ogranicza przepuszczalno$¢ zwigzkéw chemicznych, wlasciwosci
powierzchniowo czynne mogg modulowac t¢ zalezno$¢, prowadzac do zwigkszonego wchtaniania
w okreslonych warunkach. Dlatego tez analizy z wykorzystaniem zsyntezowanych QASs
dowiodtly, Zze po osiagnieciu aktywno$ci powierzchniowej przepuszczalno$¢ wzrasta pomimo
rosngcej masy molowej. Zjawisko to mozna przypisa¢ zdolno$ci czasteczek powierzchniowo
czynnych do zmmniejszania napi¢cia miedzyfazowego, co ulatwia transport przez bariery
nabtonkowe. Co ciekawe, w takich przypadkach wptyw aktywnosci powierzchniowej moze
przeciwdziata¢ ograniczeniom dyfuzji zwigzanym z rozmiarem, prowadzac do zwigkszonej
przepuszczalnosci.

Amfifilowe QASs zyskuja zdolno$¢ do lizy komérek mikrobiologicznych, dlatego tez
dhuzsze tancuchy alkilowe moga by¢ réwniez korzystne w projektowaniu nowych antybiotykow
podawanych doustnie, charakteryzujacych si¢ wystarczajgca przepuszczalno$cig w organizmie.
Jednak wszelka potencjalna toksyczno$¢ dla ludzi musi by¢ starannie wywazona przy wyborze
dhugosci tancucha alkilowego, aby zmaksymalizowaé proces dostarczania leku, jednocze$nie
minimalizujgc potencjalng cytotoksycznosé. W tym kontekScie projektowalnos¢ QASs nadal
otwiera wszechstronne mozliwo$ci optymalizacji biodostepnosci, przepuszczalnosci btonowej
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i ukierunkowanych profili farmakologicznych, co sugeruje, ze nie nalezy ich pomijaé

czy lekcewazy¢ w przysztych badaniach nad odkrywaniem nowych lekow doustnych.

7.2.1.10. Rozpuszczalnosé badanych soli i ukladéw referencyjnych w roztworach wodnych
o réznym pH

Wyniki pomiaréw rozpuszczalnosci nikotynianéw  N-alkilonikotynamidu (N1-N4),
p-aminobenzoesanow N-alkilonikotynamidu (P1-P4) oraz uktadow [NA][NIK] i [NA][PABA]
w czystej wodzie destylowanej, uwazanej za podstawowa wlasciwos¢ fizykochemiczng
potencjalnych lekow, podsumowano na rysunku 40 (oraz w tabeli A24 w aneksie). Dodatkowe
dane dotyczace rozpuszczalnoSci w symulowanym ptynie Zotadkowym (SGF, pH = 1,2;
srodowisko kwasne imitujgce warunki zotagdka) oraz w buforze fosforanowym (PBS, pH = 7,4;
warunki fizjologiczne), jak i klasy rozpuszczalnosci wedlug Farmakopei przedstawiono
w tabelach A24-A25 w aneksie.
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Rysunek 40. Rozpuszczalno$¢ nikotynianow N-alkilonikotynamidu (N1-N4), p-aminobenzoesandéw
N-alkilonikotynamidu (P1-P4) oraz uktadow [NA][NIK] i [NA][PABA] w wodzie destylowane;j.

Wszystkie zwigzki 0 budowie jonowej (N1-N4 i P1-P4), niezaleznie od anionu,
wykazywaly najwyzsza rozpuszczalno$¢ w wodzie i najnizsza w SGF. Lancuch alkilowy miat
ograniczony wplyw mna rozpuszczalno$¢, a wyrazniejszy efekt zaobserwowano jedynie
w przypadku pochodnej dodecylowej, dla ktorej odnotowano obnizenie klasy rozpuszczalno$ci
o jeden stopien. Ogolnie rzecz biorgc, sole z anionem p-aminobenzoesanu (P1-P4) wykazywaty
lepsza rozpuszczalnos¢ we wszystkich badanych mediach, osiagajac nawet kategori¢ ,,Bardzo
rozpuszczalny”, stanowiacg najwyzsza klase¢ rozpuszczalnosci. Co ciekawe, w poréwnaniu
z kwasami wyjsciowymi (NIK i PABA), rozpuszczalno$¢ syntetyzowanych QASs wzrosta
w wodzie okoto 10-krotnie dla N1-N3 i az 1000-krotnie dla P1-P3.%4%®° Jednak tak wyraznej
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poprawy nie zaobserwowano w przypadku [NA][NIK] oraz [NA][PABA]. W efekcie niezaleznie
od zastosowanego rozpuszczalnika [NA][NIK] pozostawat jedynie ,,Rozpuszczalny”,
podczas gdy [NA]J[PABA] zostat sklasyfikowany jako ,,Stabo rozpuszczalny”. Chociaz zwiazki
niejonowe nie zawieraty tancucha alkilowego, ktoéry zazwyczaj wigze si¢ ze wzrostem
hydrofobowosci, nie wykazywaty one oczekiwanych poziomow rozpuszczalnosci. W zwigzku
z tym istotng zaleta QASS jest mozliwos¢ poprawy rozpuszczalnosci w wodzie, a tym samym
potencjalnej biodostepnosci.

Whyniki te pokazujg, ze rozpuszczalno$ci nie mozna przewidzie¢ wytgcznie na podstawie
charakteru jonowego lub dlugosci tancucha alkilowego. Podkreslaja one potrzebe glebszego
zrozumienia czynnikow wplywajacych na powinowactwo do wody, wykraczajacych poza czysta
hydrofobowos¢.

7.2.1.11. Stabilno$¢ badanych soli i ukladow referencyjnych w roztworach wodnych
o roznym pH

W celu oceny stabilnosci syntetyzowanych QASs, zbadano zachowanie najbardziej
aktywnych zwigzkow zawierajacych grupe dodecylowg w kationie (N4 oraz P4) w roznych
warto$ciach pH, a wyniki poréwnano z niejonowymi uktadami [NA][NIK] oraz [NA][PABA].
Wyniki przedstawione na rysunku 41 pozwalajg ustali¢, ze badane zwigzki byly najbardziej
stabilne w SGF (pH = 1,2). Zmiany w ich widmach byly najmniejsze, a przy Amax = 261-266 nm
absorbancja zmienita si¢ jedynie o okoto 5% po 7 dniach. Co ciekawe, sole N4 i P4 byty bardziej
stabilne w poréwnaniu z analogicznymi ukladami niejonowymi. Swiadczy to o tym,
ze proponowana strategia API-QAS przynosi dodatkowe korzysci z punktu widzenia stabilnosci
nowego leku, ktory powinien by¢ odpowiednio wchianiany w organizmie, aby wykazywac
dzialanie terapeutyczne.

Badanie przeprowadzone w wodzie dejonizowanej dato interesujace wyniki, sugerujace
tendencj¢ analogiczng do tej zaobserwowanej w SGF. Jednak ze wzgledu na podobienstwo
wartosci pH spodziewano si¢ jedynie niewielkich réznic miedzy testami w wodzie oraz PBS.
Niemniej jednak w wodzie dejonizowanej zmiany w zebranych widmach UV byly bardzigj
wyrazne w porownaniu z SGF. W tym rozpuszczalniku sole N4 i P4 byly mniej stabilne
niz mieszaniny, co przejawiato si¢ znacznym wzrostem absorbancji przy Amax 1 W jej poblizu.
Odmienny efekt zaobserwowano natomiast w testach w PBS (pH = 7,4). Okazato si¢, ze sole
N4 i P4 byly wiclokrotnie mniej podatne na rozktad w porownaniu z [NA][NIK] i [NA][PABA],
co przejawiato si¢ znacznymi zmianami w widmach UV. W przeciwienstwie do QASSs, ich
poczatkowe sygnaly zmniejszaty si¢ lub zwickszaly nawet o 75% w poréwnaniu z poczatkowsa

absorbancja przy Amax.
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Rysunek 41. Stabilno$¢ nikotynianu N-dodecylonikotynamidu (N4), p-aminobenzoesanu N-dodecylo-
nikotynamidu (P4), oraz uktadow [NA][NIK] i [NA][PABA] w roztworach wodnych o réznym pH.

Ogolnie rzecz biorgc, przy wartosciach pH imitujacych plyny ustrojowe zmiany
absorbancji przy Amax dla QASs pozostawaly w granicach 40%, podczas gdy dla [NA][NIK]
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i [NA][PABA] rozice osiagnety odpowiednio 75% 1 52%. Wskazuje to jednoznacznie, ze sole
organiczne s3 bardziej obiecujaca forma leku w poréwnaniu z ich niejonowymi odpowiednikami.

Dane literaturowe dotyczace stabilno§ci DFC-Na przy pH 5, 6, 7 1 8 w temperaturze 45 °C
wskazuja, ze lek ten wykazuyje wysoka stabilno§¢ w zastosowanych warunkach badawczych.
Obliczone okresy pottrwania rozktadu wynosity od 107 do 178 dni, przy czym najbardziej stabilny
roztwor uzyskano dla pH rownego 5.2 Inne badania skupialy si¢ na analizie szybkosci hydrolizy
NA w zakresie pH 0,4-11,3, wykazujac, ze szybko$¢ jego rozktadu zalezy liniowo od jego
stezenia. Co ciekawe, NA wykazuje najwigksza stabilno$¢ i1 najwolniejszy rozktad przy
pH 4,5-6. W tym zakresie jego okres poitrwania w temperaturze 89,4 °C wynosil okoto
1000 dni.®" Kolejne doniesienia wykazaly, ze estry alkilowe kwasu nikotynowego,
N-heksylowego i N-oktylowego pozostajg stabilne w buforze o pH 7,4 w temperaturze 37 °C,
nie wykazujgc oznak hydrolizy nawet po pigciu tygodniach.® Jednak perfluorowany ester
heksylowy kwasu nikotynowego 1 perfluorowany ester oktylowy kwasu nikotynowego ulegaja
szybkiemu rozkladowi w temperaturze 60 °C, rozpadajac sie w ciagu zaledwie 45 minut.>® QASs
W niniejszym badaniu byly mniej stabilne niz czysty NA lub niektore jego analogi, jednak biorac
pod uwage proponowang droge podania doustnego, powinny one wykazywaé wystarczajaca
stabilnos¢ w soku zotadkowym. W potaczeniu z ich wysoka aktywno$cig terapeutyczng
1 wielofunkcyjnoscia, ktdra pozwala na stosowanie bardzo matych dawek, zwiazki te przejawiaja

si¢ jako obiecujagce nowe APL

7.2.1.12. OkreSlenie cytotoksycznosci wobec ludzkich komérek jelitowych

Cytotoksyczno$¢ badanych zwigzkéw (N1-N4 oraz P1-P4, [NA][NIK] lub [NA][PABA])
oraz referencyjnego $rodka farmaceutycznego z grupy QASs — chlorku benzalkoniowego (BAC),
oceniono przy uzyciu ludzkiej linii komérek nabtonkowych jelita cienkiego HIEC-6. Uzyskane
wyniki potowy stezenia hamujacego (ICsp) przedstawiono na rysunku 42 (doktadne wartosci ICo,
ICso i ICq podano w tabeli A26 w aneksie). Zebrane dane ujawnily wyrazne rdznice
w cytotoksyczno$ci w calej serii zwigzkow, przy czym dlugos$¢ tancucha alkilowego okazata si¢
gtownym czynnikiem determinujgcym. Stwierdzono, ze zwigzki pozbawione tancucha alkilowego
w kationie, [NA][NIK] i [NA][PABA], nie sg cytotoksyczne, a warto$ci ICsy przekraczajgce
5 800 pg/mL podkreslajg ich wewnetrzng biokompatybilnosé. QASS o najkrotszych tancuchach
alkilowych (N1 i P1) wywolywaly poréwnywalne efekty w ludzkich komoérkach jelitowych,
z wartosciami ICsp 0szacowanymi na poziomie okoto 5 200 i 6 400 pg/mL. Wskazuje
to na doskonatg tolerancj¢ komorek nabtonka jelitowego po ekspozycji na wszystkie
te wymienione substancje niejonowe i jonowe. Zauwazono jednak, ze wydluzenie tancucha

alkilowego do o$miu atoméw wegla spowodowato silniejszy wptyw na zywotno$¢ komorek
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jelitowych, o czym $§wiadczg wartosci ICsp wynoszace okoto 740-780 pug/mL dla N2 i P2.
Niemniej jednak warto$ci te mozna uzna¢ za wysokie, co wskazuje na znaczny margines

bezpieczenstwa w warunkach zwiazanych z ekspozycja jelitowa po podaniu doustnym.

A ON1 ON2 ON3 @ N4 EBAC O [NA][NIK]
:g 100 1 HEE = GRS E&EE ] IdE [ & N
8= go J
i%’ 80
S5 60 -
f=
83 40
o
S 20 -
o e Pt
0 1 10 50 100
Stezenie (ug/mL)
B oP1 oP2 mP3 mP4 mBAC [NA][PABA]
Q
8 100 { & Y = &5 SHET §
§E 4. il N ‘Wil R \
} \ \ )
N2 604 \ \ N N
G 60 N N N N
e \ \ \ \
28 40- \ \ N\ \
v N N N N
: ) \ \ \
0 N N = N N
0 1 10 50 100

Stezenie (ug/mL)

Rysunek 42. Wzgledna zywotno$¢ komodrek wobec nikotynianéw: (N1-N4) i [NA][NIK] (A)
oraz p-aminobenzoesandéw: (P1-P4) i [NA]J[PABA] (B) w poroéwnaniu z dostepnym w handlu
farmaceutykiem (BAC).

W obu seriach homologicznych zaobserwowano wyrazng zalezno$§¢ migdzy struktura
a aktywnoscig, zgodnie z ktorg wydluzenie tancucha alkilowego powodowato zwigkszenie
cytotoksycznos$ci. Efekt ten ma charakter logarytmiczny, a wartosci log ICsg Silnie malejg wraz
z wydluzaniem sig tancucha. W rezultacie zwiazki ztancuchem decylowym (N3 iP3) wykazywaty
warto$ci ICsp wynoszace odpowiednio okoto 150 i 100 pg/mL. Odkrycia te wskazuja
na zwigkszone oddzialywanie z blong komérkowa, ktéremu towarzyszy zmniejszona zywotnos¢
komorek przy nizszych stezeniach, co jest zgodne z wczesSniej obserwowang aktywnoscig
przeciwbakteryjng. Ostatecznie pochodne z najdiuzsza grupa alkilowga zostaty zidentyfikowane
jako najbardziej cytotoksyczne, z wartoSciami ICsp wynoszacymi 20,1 pg/mL (N4)i 15,0 ug/mL
(P4). Zebrane wyniki wskazujg réwniez, ze przeciwjon miatl jedynie niewielki wplyw
na cytotoksyczno$¢. W przypadku odpowiednich homologéw sole z anionem PABA wykazywaty
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nieco nizsze wartosci ICso niz analogi zawierajace nikotynian, chociaz réznice te mozna uznad
za marginalne w porownaniu z dominujagcym wpltywem wydtuzenia tancucha alkilowego.

Warto zauwazy¢, ze referencyjny chlorek benzalkoniowy (BAC), stosowany w wielu
preparatach farmaceutycznych wymienionych w tabeli A27 (w aneksie), wykazal znaczng
cytotoksycznos¢ wobec komorek HIEC-6, z warto$cig ICsp wynoszacg 1,97 pg/mL. Nalezy
zauwazy¢, ze wartosci ICsg wyznaczone dla chlorku cetylopirydyniowego (CPC) byty podobne
i wynosity od 0,63 do 0,99 pg/mL w komorkach raka watrobowokomérkowego (HCC),
podczas gdy w komorkach normalnych parametr ten wynosilt 2,42-3,00 pg/mL.%° Co istotne,
nawet najbardziej cytotoksyczne sole na bazie nikotynamidu (N4 i P4) byty mniej wigcej o rzad
wielkosci mniej toksyczne niz BAC, podczas gdy analogi krétko- 1 $redniotancuchowe
wykazywaty wartosci ICso o kilka rzedow wielkoSci wyzsze, co wskazuje na znacznie nizsza
cytotoksycznos¢  zaprojektowanych QASs. To poréwnanie wskazuje na korzystniejszy profil
bezpieczenstwa badanych soli w odniesieniu do klasycznych czwartorzgdowych surfaktantow
amoniowych. Chociaz podwyzszona cytotoksyczno$¢ obserwowana dla zwigzkow N4 i P4
sugeruje ograniczenia w ich zastosowaniu ogolnoustrojowym (doustnym), pochodne z tancuchem
dodecylowym nadal moga stanowi¢ grupe obiecujacych kandydatow do zastosowan miejscowych

o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, analogicznie do preparatéw zawierajacych BAC czy CPC.

7.2.1.13. Ekotoksycznos$¢ wobec organizmow wodnych (Artemiafranciscana)

Aby kompleksowo oceni¢ toksyczno$¢ nikotyniandw (N1-N4) i p-aminobenzoesanow
(P1-P4) N-alkilonikotynamidu oraz ich potencjalny wpltyw na $§rodowisko, przeprowadzono
badania ekotoksyczno$ci wobec stonowodnych skorupiakow z gatunku A. franciscana. Wyniki
dla wszystkich zsyntezowanych zwigzkow przedstawiono w tabeli 5. Wyznaczone wartosci ECsg
jednoznacznie wskazuja, ze niemal wszystkie analizowane sole wykazuja tagodny efekt toksyczny
wobec badanego organizmu, co sugeruje ich stosunkowo niska szkodliwo$¢ w badanych
warunkach eksperymentalnych. W badanej serii zwigzkéw sol N1, zawierajaca najkrotszy tancuch
alkilowy (heksylowy), zostata sklasyfikowana jako ,,Stosunkowo nieszkodliwa”. Najwyzsza
toksycznos¢  odnotowano natomiast dla soli N4 z ‘tancuchem dodecylowym,
ktorg zaklasyfikowano jako ,,Stabo toksyczng”. Wyniki te wskazujag na zalezno$¢ migdzy
dlugoscig tancucha alkilowego a wzrostem toksycznosci w obrebie serii nikotynianow (N1-N4)

wobec A. franciscana.

106



Tabela 5. Ekotoksycznos¢ nikotynianéw (N1-N4) i p-aminobenzoesanéw (P1-P4) N-alkilonikotynamidu
oraz ukladow [NA]INIK] i [NAJ[PABA] wobec A. franciscana.

. EC Zakres klas
Zwigzek (mg /SE) (mg/L) y Klasa2
N1 >1000 - Stosunkowo nieszkodliwy
N2 187,7+3,7 100-1000 Praktycznie nietoksyczny
N3 168,5+7,5 100-1000 Praktycznie nietoksyczny
N4 97,2+£5,5 10-100 Stabo toksyczny
P1 677,8+9,7 100-1000 Praktycznie nietoksyczny
P2 342,9+3,1 100-1000 Praktycznie nietoksyczny
P3 316,7+1,4 100-1000 Praktycznie nietoksyczny
P4 123,1+4,9 100-1000 Praktycznie nietoksyczny
[NA]JINIK]  593,9+3,3 100-1000 Praktycznie nietoksyczny
[NA]J[PABA] 744,4+8,3 100-1000 Praktycznie nietoksyczny

2 zgodnie ze skala oceny toksyczno$ci ostrej opracowana przez Fish and Wildlife Service.

W  przypadku pochodnych zawierajgcych anion p-aminobenzoesanowy (P1-P4)
nie zaobserwowano analogicznej tendencji, a wszystkie zwigzki  sklasyfikowano
jako ,,Praktycznie nietoksyczne”. Uzyskane wyniki wskazujg na istotng zalete koncepcji API-QAS
w porownaniu z ukladami niejonowymi, takimi jak [NA]J[NIK] i [NA][PABA]. Wprowadzenie
dhuzszego tancucha alkilowego do struktury nikotynamidu moze sprzyja¢ zwigkszeniu aktywnos$ci
biologicznej przy jednoczesnym ograniczonym wplywie na toksyczno$¢ wobec modelowego
organizmu wodnego.

Badania toksycznosci  analogicznych  soli jonowych ztozonych z kationow
N-alkilonikotynamidu i anionu salicylanowego (S1-S7), opisane w pkt. 7.3.1.9,
wykazaly zblizong tendencj¢ i sol z dtugim tancuchem alkilowym (dodecylowym) zostata takze
sklasyfikowana jako ,,Stabo toksyczna”. Ponadto kokrysztal nikotynamidu i kwasu salicylowego
[NA][SAL], podobnie jak [NA][NIK] i [NA][PABA], rowniez zostat sklasyfikowany
jako ,,Praktycznie nietoksyczny”, co ukazuje niewielki wplyw tych niejonowych ukladow

na organizmy A. franciscana.

7.2.1.14. Predykcja ADME

W celu oceny potencjatu farmakokinetycznego badanych zwigzkéw przeprowadzono
predykcje wilasciwosci ADME (ang. Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion),
obejmujacych kluczowe etapy losdw substancji w organizmie. Analizie poddano parametry istotne
Z punktu widzenia podania doustnego, takie jak przepuszczalno$¢, wchtanianie w jelicie ludzkim,
frakcja niezwigzana oraz rozpuszczalno§¢ w wodzie. Wyniki obliczen dla zwigzkéw N1-N4
oraz P1-P4, wraz z odniesieniem do soli sodowej diklofenaku (DFC-Na), przedstawiono
na rysunku 43 oraz w tabeli A28 (w aneksie). Uzyskane dane pozwalaja na wstgpng ocene

potencjatu badanych QASSs jako kandydatow do doustnych form lekéw. Zgodnie z danymi
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przedstawionymi na rysunku 46A, przepuszczalno$¢ okazata si¢ najtrudniejszym parametrem
w ocenie potencjatu QASs jako lekow doustnych. Sole N3 i N4 wykazywaty wysokie
wspolczynniki przepuszezalno$ci (Papp), Okoto 21-10° cmes™, co wskazuje na ich istotnie wyzsza
przepuszczalno$¢ w poroéwnaniu ze zwigzkiem odniesienia — DFC-Na (Papp = 17-10° cm-s™).
To wyraznie wskazuje na wysokg zdolno$¢ niektorych QASs do pokonywania barier

biologicznych i potencjalnie lepsza biodostepnos¢ niz komercyjnie dostepne leki 0 budowie

jonowej.
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Rysunek 43. Obliczone warto$ci przepuszczalnosci (A), wchlaniania w jelicie ludzkim (B), frakcji
niezwigzanej (C) i rozpuszczalno$ci w wodzie (D) dla badanych zwigzkow i DFC-Na. Strefy oznaczone
kolorem wskazujg minimalny prog, przy ktorym kandydat moze zosta¢ uznany za potencjalnie skuteczny

|ek'46,l73,1817183

Dtugos¢ tancucha alkilowego okazata si¢ mie€ istotne znaczenie, szczegdlnie w przypadku
QASs o dtugosci tancucha zawierajacej co najmniej 10 atoméw wegla, co skutkowalo wyraznym
wzrostem przepuszczalnosci dla obu badanych anionéw. Nalezy jednak podkresli¢,
ze intensywno$¢ wzrostu przepuszczalnosci silnie zalezy od rodzaju anionu. W konsekwencji

p-aminobenzoesany z 10 i1 12 atomami wegla w ugrupowaniu alkilowym nie osiagngty
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tak wysokich warto$ci Papp (Okoto 310 cm-s?) jak w przypadku nikotynianéw. Co godne uwagi,
zwigzki o krétszych tancuchach alkilowych (N1, P1 i P2) wykazywaly istotnie nizsze wartosci
Papp, wahajace sie od 1,3 do 1,6:10° cmrs™?, co shuzy jako wskaznik potencjalnie ograniczonej
przepuszczalno$ci. Wartosci Papp dla niejonowych [NA][NIK] i [NA]J[PABA] sa najnizsze
(1,11 0,9:10° cm's™), co podkre$la fakt, ze jonowo$é zwiazku ma réwniez wplyw na obliczenia
in silico dotyczace przepuszczalnos$ci. Analiza wchtaniania jelitowego (WJ), ktora koreluje
biodostepnos¢ leku z jego potencjalng skuteczno$cig po podaniu doustnym, ujawnita umiarkowane
roznice miedzy badanymi zwigzkami. Jak wykazano na rysunku 43B, najwyzsze warto$ci
zaobserwowano dla zwigzkow N3 i N4 (61,9 i 63,0%), ktore mialy rowniez najwyzsza
przepuszczalno$¢ btonowa (Papp), CO sugeruje synergistyczny efekt cech strukturalnych,
ktore promujg zaréwno przepuszczalno$é, jak i wchtanianie. Nizsze wartosci odnotowano
dla zwigzkow niejonowych: [NA][NIK] i [NA][PABA] (53,6%), podczas gdy DFC-Na posiadat
najwyzszy wskaznik wchtaniania (77,0%), potwierdzajac swoja wysoka skuteczno$§é
farmakokinetyczng. Ogolnie rzecz biorac, WJ wzrastalo wraz ze wzrostem dlugosci tancucha
alkilowego. Odwrotng tendencje zaobserwowano dla frakcji niezwigzanej (FN, rysunek 43C),
ktora wykazywata tendencj¢ spadkowa wraz ze wzrostem dlugos$ci tancucha alkilowego. Wysokie
wartosci FN sg uwazane za korzystne, poniewaz wskazuja, ze znaczna czg$¢ zwigzku pozostaje
farmakologicznie aktywna, umozliwiajac skuteczng dystrybucje 1 interakcj¢ docelows,
przy jednoczesnym zachowaniu akceptowalnego profilu farmakokinetycznego. Najwyzsza
warto$¢ FN zaobserwowano dla N1 (0,50), co sugeruje, ze prawie potowa czgsteczek pozostaje
w postaci wolnej, potencjalnie dostgpnej farmakologicznie. Stosunkowo wysokie wartosci
osiagnigto rowniez dla N2 (0,42), P1 (0,41) i [NA][NIK] (0,43), co moze réwniez sprzyjac
szybszemu rozpoczeciu dzialania i wigkszej dystrybucji w tkankach. Natomiast N3 1 N4,
ktore mialy najwyzszg przepuszczalno$¢, wykazaly istotnie nizsze wartosci FN (0,34 i 0,25),
co sugeruyje silniejsze wigzanie z bialkami osocza. Co ciekawe, jeszcze nizsze wartoSci
odnotowano dla DFC-Na (0,10), co wskazuje na zmniejszenie frakcji wolnej, a tym samym
potencjalny wplyw na dostepnos¢ farmakologiczna, co moze by¢ niepokojace, bioragc pod uwage
jego powszechne zastosowanie we wspotczesnej farmakologii. Zaobserwowane roznice wskazuja,
ze pomimo wysokiej przepuszczalno$ci niektérych zwigzkow, ich skuteczno$¢ systemowa moze
by¢ modulowana przez stopieh wigzania z biatkami. Jak przedstawiono na rysunku 46D,
najwyzsza rozpuszczalnos¢ w wodzie wykazala sol N1, siegajaca 141 mg/mL. Najnizsze
rozpuszczalnosci odnotowano jednak dla [NA][NIK] i [NA]J[PABA], a co zaskakujace,
takze dla DFC-Na, z warto§ciami okoto 4,1, 2,4 i 0,0055 mg/mL.
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Ogodlnie rzecz biorac, zaobserwowane tendencje wskazuja, ze wydluzenie tancucha
alkilowego zwigksza przepuszczalno$§¢ blony i zmniejsza rozpuszczalno$¢ w wodzie. Nalezy
rowniez podkresli¢, ze wszystkie badane zwiazki charakteryzowaly si¢ warto§ciami TPSA
(topologicznej powierzchni polarnej) w zakresie uwazanym za korzystny dla zwigzkow o dobrej
biodostepnosci doustnej (< 140 A?), siegajacej nawet 90% (tabela A28 w aneksie).”* TPSA
dla analizowanych substancji miescily si¢ w zakresie od 99,9 do 119,3 A?, co wyraznie wskazuje
na ich umiarkowang polarno$¢ i zdolnos¢ do skutecznego przenikania przez btony biologiczne.
Ponadto umiarkowana wartos¢ TPSA sprzyja rownowadze mi¢dzy rozpuszczalno$ciag w wodzie
a lipofilowoscia, co jestistotne w przypadku podawania doustnego. W konsekwencji analizowane
zwiazki wykazuja znaczny potencjat aplikacyjny, co potwierdza ich atrakcyjno$¢ jako kandydatow
do dalszych badan farmakokinetycznych i farmakodynamicznych.

Fluorowane pirydyniowe ciecze jonowe funkcjonalizowane zasadami Schiffa rowniez
oceniono pod katem ich profilu farmakokinetycznego.?? W zaleznoéci od cech strukturalnych
badanych zwigzkow, przewidywane wchtanianie w przewodzie pokarmowym bylo wysokie
1 w niektorych przypadkach przekraczato 85%. Ponadto wszystkie analizowane zwigzki
wykazywaly wtasciwos$ci zblizone do lekéw oraz korzystne profile biodostepnosci. Analizy
przepuszczalnosci ILs na bazie gliklazydu wykazaty ich skuteczng przepuszczalnosé,
z wartoSciami w zakresie od 1,21-10° do 1,53-10° cm's?, co jest zgodne z ustalonymi
wymaganiami dla lekow podawanych doustnie.* Ponadto, pomimo obecnos$ci licznych uktadow
aromatycznych, imidazoliowe ciecze jonowe funkcjonalizowane benzotiazoloamidem
wykazywaly dobrg rozpuszczalno$¢ w wodzie i zostaly sklasyfikowane jako rozpuszczalne
(33,3-100 mg/mL) i umiarkowanie rozpuszczalne (10-33,3 mg/mL). Jeden zwiazek w tej grupie
wykazal rowniez dobrg absorpcje in silico (81,75%) i wysoka absorpcje zotadkowo-jelitows
zgodnie z przewidywaniami ADME.?®® Uzyskane wyniki wskazujg, ze odpowiednie modyfikacje
strukturalne QASs lub ILs mogg prowadzi¢ do poprawy rozpuszczalnosci, wchtaniania
oraz ogodlnej biodostgpnosci, co potwierdza ich potencjat jako kandydatow do doustnych form
lekow. Jednoczesnie wykazano, ze wybrane wlasciwosci fizykochemiczne mogg by¢ efektywnie

modulowane poprzez optymalizacje dtugos$ci tancucha alkilowego w kationie.

7.3. Leki do stosowania miejscowego na skore.
7.3.1. Analiza salicylanéw N-alkilonikotynamidu (S1-S7)
7.3.1.1. Synteza i analiza produktéw

Koncepcja opracowania nowych zwigzkéw przeznaczonych do podania droga skoérng

wynika z dobrze udokumentowanego zastosowania nikotynamidu oraz kwasu salicylowego
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w preparatach dermatologicznych, w tym w terapii zmian tragdzikowych. Cho¢ ich potaczenie NA
i SAL w formie uktadow niejonowych jest znane, zastosowanie czwartorzedowych pochodnych
nikotynamidu w potaczeniu z anionem salicylanowym pozostaje dotychczas nieopisane. Dlatego
w dwuetapowej syntezie, zgodnej z zasadami zielonej chemii, uzyskano szereg homologiczny
salicylanow N-alkilonikotynamidu, w ktorych podstawnik alkilowy (R) zmieniat si¢ w przedziale
od etylu (S1) do tetradecylu (S7) (rysunek 44). Nastgpnie oceniono potencjal otrzymanych soli
jako nowych API w poroéwnaniu ze zwigzkami wyjsciowymi (NA i SAL) oraz uzyskanym
kokrysztatem ([NA][SAL]), ktore odgrywaja istotng rol¢ w farmakoterapii chordob skory.

API-QASs KOKRYSZTAL
(A & “o_o |[® HO_O |
,\'l@‘ HO N~ HO
LA 0 A0
NH, NH;
4 VAN J
Rysunek 44. Formy API pochodzace 2z nikotynamidu i kwasu salicylowego: salicylany

N-alkilonikotynamidu z tancuchem etylowym (CzHs) (S1), butylowym (CsHo) (S2), heksylowym (CeHais)
(S3), oktylowym (CsH17) (S4), decylowym (CioH21) (S5), dodecylowym (Ci2Hz2s) (S6), tetradecylowym
(C14Hz2s5) (S7) (A); oraz ich niejonowy odpowiednik — kokrysztat [NA][SAL] (B).

Nalezy podkresli¢, ze sol zawierajaca szes¢ atomdéw wegla w tancuchu alkilowym,
salicylan N-heksylonikotynamidu (S3), zostata juz opisana w pracy Dobler et al.”, chociaz sposdb
jej otrzymania nie zostal opisany. Synteza produktow S1-S7 obejmowala czwartorzedowanie
odpowiednim bromkiem alkilowym, a nast¢pnie reakcje wymiany jonowej przeprowadzong
w etanolu, w ktorej anion bromkowy zostal zastgpiony anionem salicylanowym. Catkowita
wydajno$¢ obu etapéw byta wysoka i dochodzita nawet do 90% (tabela A29 w aneksie).
Otrzymane salicylany byly bialymi ciatami stalymi o temperaturze topnienia w zakresie od 84
do 118 °C. Zawarto$¢ jonow bromkowych, okreslona w produktach za pomoca miareczkowania
metodg Mohra, wahata si¢ zakresie od okoto 3 000 do 8 500 ppm (tabela A29 w aneksie).

Struktury  syntetyzowanych soli S1-S7, [NA][SAL] oraz badanych zwigzkow
referencyjnych (NA i SAL) potwierdzono za pomocg réznych metod spektroskopowych, takich
jak UV, FT-IR oraz spektroskopia H i 3C NMR. Wybrane widma wraz z opisem przedstawiono
w aneksie (strony 173-174 oraz 185-190, rysunki Al-A4 oraz A25-A36 w aneksie).
Charakterystyczne roznice w polozeniu sygnaléow na widmach 'H NMR miedzy substratami
(NA i SAL), kokrysztatem [NA][SAL] i jednym reprezentatywnym produktem z tancuchem
decylowym (S5) przedstawiono na rysunku A63 w aneksie. Grafika wyraznie ilustruje roznice

w charakterystyce widm migdzy substancja jonowa a kokrysztatem, w ktérym jego sktadniki
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oddziatujg wytgcznie poprzez wigzania wodorowe. W efekcie sygnaty pochodzace od [NA][SAL]
nie ulegaja przesuni¢ciu i pozostajg w obszarze odpowiadajacym substratom wyj§ciowym.

Badanie zawarto$ci wody w uzyskanych produktach S1-S7 wykazato, ze po wysuszeniu
zawierajg one okoto 0,5-2,6% wody (tabela A29 w aneksie). Zawartos¢ wody okre§lona
dla [NA][SAL] (okoto 1,1%) przekraczata warto$ci odnotowane dla poszczegblnych substratow
(0,78% dla NA, 0,26% dla SAL), co moze wskazywaé na obecno$¢ w nim specyficznych
oddziatywan, wptywajacych na jego wtasciwosci hydrofilowe. Niemniej jednak zwiazki S1-S7
nie wykazywaty higroskopijno$ci po wystawieniu na dzialanie powietrza (wilgotnos¢ 60%,
temperatura pokojowa), co prowadzi do wniosku, ze zawarto$¢ wilgoci nie jest wynikiem wigzania
si¢ czasteczek wody z siecig krystaliczng otrzymanych zwigzkow.

Nalezy podkresli¢ znaczenie etanolu, ktory z powodzeniem zastosowano jako $rodowisko
wymiany anionowej w procesie syntezy soli S1-S7. Uzycie tego rozpuszczalnika zamiast
powszechnie stosowanego metanolu, ktorego nawet niewielka ilo§¢ moze okaza¢ si¢ toksyczna
dla organizmu ludzkiego, eliminuje konieczno$¢ diugotrwatego suszenia w celu jego usunigcia
z produktu koncowego. Ponadto obecnos¢ pozostatosci etanolu w syntetyzowanym produkcie
nie stanowi zadnego zagrozenia (jak w przypadku metanolu), poniewaz etanol jest czesto
stosowany jako s$rodek zwigkszajacy przenikanie w dostepnych na rynku preparatach

do stosowania miejscowego.?

7.3.1.2. Wspolczynnik podzialu oktanol-woda

Uzyskane wartosci log Kow dla produktow S1-S7 zestawiono na rysunku 45, natomiast
odpowiadajace im doktadne wartosci liczbowe znajdujg si¢ w tabeli A30 w aneksie. Biorac
pod uwage wartosci lipofilowosci salicylanow N-alkilonikotynamidu, mozna przypuszczac,
ze zwiazki zawierajgce najkrotsze podstawniki alkilowe (S1-S3) moga wykazywaé ograniczong
przydatno$¢ w preparatach do stosowania miejscowego. Ujemne wartosci log Kow wskazuja,
7e s3 one bardziej rozpuszczalne w srodowisku wodnym, dlatego po natozeniu na skére moga nie
by¢ w stanie skutecznie przenika¢ przez lipofilng warstwg rogowa naskorka. Podobng
charakterystyke mozna rowniez przypisa¢ NA, szeroko stosowanemu sktadnikowi produktow
do pielegnacji skory. Nalezy rowniez zwroci¢ uwage na interesujgce zjawisko wystepujgce
w przypadku [NA][SAL], gdzie ze wzgledu na brak wigzania jonowego w swojej strukturze,
kazdy z jego sktadnikow wykazywat rézne powinowactwo do oktanolu i wody. Wérdd najczesciej
stosowanych miejscowych $rodkéw przeciwtrgdzikowych znajdujg sie¢ klindamycyna,
kwas azelainowy, nadtlenek benzoilu, a takze SA, analizowany w ramach niniejszych
badan.?®%" |ch wartosci log Kow wynosza odpowiednio 1,6, 1,4, 3,5 i 1,8, mieszczac sie
w pozadanym zakresie (1-3).
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Rysunek 45. Wspolczynnik podzialu oktanol-woda dla salicylanow N-alkilonikotynamidu i substancji
referencyjnych.

REFERENCIJE

W literaturze opisano API-ILs oparte na anionie kwasu salicylowego, dla ktorych takze
przeprowadzono analize wlasciwosci farmaceutycznych. Wspotczynniki podziatu miedzy fazg
wodng a lipidowa, wyrazone jako log Kp, byly nawet okoto sze$ciokrotnie wyzsze niz w przypadku
odpowiadajgcych im substratow. Dla salicylanow cetylopirydyniowego, benzalkoniowego
oraz 1-etylo-3-metyloimidazoliowego wartoéci te wynosity odpowiednio 4,14, 4,23 i 4,34.103
Wyniki te nie sprzyjaja optymalnemu transportowi przez bariery biologiczne i znacznie roznig si¢
nie tylko od tych przedstawionych w niniejszych badaniach, ale rowniez od szeroko stosowanych
preparatach leczniczych czy kosmetycznych. W innym badaniu analizowano pirydyniowe ciecze
jonowe zawierajace rézne podstawniki przy czwartorzedowym atomie azotu oraz anion
bis(trifluorometylosulfonylo)imidkowy. Uzyskane wartosci log Kow dla tej grupy zwigzkoéw
miescily si¢ w zakresie od -1,7 do 0,1. Pomimo strukturalnego podobienstwa do kationu
nikotynamidu, badane ciecze jonowe wykazywaly odmienny profil wlasciwosci
fizykochemicznych, co podkresla kluczowa role doboru par kation—anion w ksztaltowaniu

wlasciwosci tych uktadow.?%®

7.3.1.3. Ocena potencjalu przeciwzapalnego: test denaturacji albuminy

Potencjat przeciwzapalny badanych substancji oceniono poprzez analize¢ ich zdolnosci
do stabilizacji struktury albuminy, mierzonej zdolnoscig do zapobiegania jej denaturacji
w warunkach podwyzszonej temperatury. Wyniki ukazano na rysunku 46, a doktadne warto$ci
zestawiono w tabeli A31 w aneksie. Analiza potencjatu przeciwzapalnego badanych zwigzkéw
wykazala wyrazng zalezno$¢ pomi¢dzy dilugoscig tancucha alkilowego w kationie a zdolnoscig

do stabilizacji struktury albuminy. Wraz z wydluzaniem tancucha oraz wzrostem st¢zenia
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badanych zwigzkéw obserwowano spadek aktywnosci w hamowaniu denaturacji bialka.
Nalezy jednak podkresli¢, ze najwyzsza skuteczno$¢ wykazata sol S7, ktora juz w stezeniu
1 pg/mL zahamowata denaturacj¢ albuminy w 51%. Zblizong zalezno$¢ odnotowano takze
dla zwigzkéw S5 i1 S6, osiggajacych maksymalne inhibicje wynoszace odpowiednio 47,3%
147,8%, po czym nastgpowat stopniowy spadek ich skutecznos$ci.
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Rysunek 46. Inhibicja denaturacji albuminy salicylanow N-alkilonikotynamidu (A), jak i zwigzkéw referencyjnych:
NA, SAL, [NA]J[SAL] oraz DFC-Na (B).

Sole o najdluzszych tancuchach alkilowych (dodecylowy i tetradecylowy)
w maksymalnym stezeniu, utracity zdolno$¢ do hamowania denaturacji, co sugeruje istotne
ograniczenie aktywno$ci biologicznej wraz ze wzrostem dlugosci tancucha. Z kolei sole S1-S4
wykazaty zauwazalng zalezno$¢ dawka—aktywnos¢, osiagajac swoje szczytowe warto$ci inhibicji
w najwyzszych stosowanych stezeniach (46,2-48,0%), po czym efekt ten nieznacznie malat.

Zebrane dane nie catkowicie koresponduja z obserwacjami opisywanymi w literaturze,
gdzie zazwyczaj potencjal przeciwzapalny zwigzkow wykazuje wyrazng tendencje wzrostowa
wraz ze zwigkszaniem stezenia. Wyciagi z kory todygi Aidia genipiflora, oceniane w tescie
denaturacji albuminy, wykazaty najwyzsza aktywnos$¢ przeciwzapalng w stg¢zeniu 500 pg/mlL,
osiggajac poziom inhibicji denaturacji albuminy réwny 95%. Najnizszg skuteczno$¢ odnotowano
natomiast dla stezenia 3,9 pg/mL, dla ktérego warto$¢ inhibicji wynosita zaledwie 38%.2%
Na uwage zastuguje fakt, iz podobng zalezno$¢ dawka—aktywnos$¢, wystepujaca w przypadku
krotko- i sredniotancuchowych bromkow (S1-S4), zaobserwowano rowniez w przypadku analizy

wlasciwosci przeciwzapalnych ekstraktu z kory Ficus racemosa.?® W zakresie stezen
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0,01-1000 pg/mL jego zdolnos¢ do inhibicji denaturacji albuminy wzrosta o zaledwie kilka
procent, osiagajac maksymalng warto$¢ (25%) inhibicji przy najwyzszym badanym stezeniu.

7.3.1.4. Ocena potencjalu przeciwzapalnego: dokowanie molekularne oparte na strukturze
enzymu cyklooksygenazy-2 (COX-2)

Symulacje dokowania molekularnego przeprowadzono w celu oceny potencjalnych
interakcji miedzy badanymi QASS zawierajacymi kation N-alkilonikotynamidu oraz anion
salicylanowy (S1-S7) a enzymem cyklooksygenaza-2 (COX-2). Dokowanie typu ,,blind docking”
wykazato, ze wszystkie analizowane ligandy zlokalizowane sa w tej samej gldwnej kieszeni
wigzacej COX-2 (Cl), obejmujacej kluczowe reszty katalityczne R120, Y385 i S530,
a takze reszty stabilizujace S353, L352 i V523, ktore razem tworza funkcjonalny kanat
enzymatyczny, jak ukazano na rysunku 47, atakze szczegétowo w tabeli A32 w aneksie. Uzyskane
warto$ci energii wigzania (Vina score) mieécily si¢ w przedziale od -7,9 do -5,4 kcal-mol?,
co wskazuje na podobny sposdb wigzania w calej badanej serii zwiazkoéw. Sposrdd analizowanych
ligandow, najwyzsze powinowactwo do enzymu  wykazywal kation  salicylanu
N-tetradecylokotynamidu (S7; rysunek 50), osiggajac warto$é -7,9 kcal-mol™?, natomiast wysokie
powinowactwo zaobserwowano rowniez dla pochodnej dodecylowej (S6), uzyskujac
-7,6 kcal-mol™?. Zwigzki z krotszymi tancuchami alkilowymi, takimi jak etyl (S1), butyl (S2)
i heksyl (S3), wykazywaly stabsze energie wigzaf, wahajace sie¢ od -5,9 do -6,5 kcal -mol ™.
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Rysunek 47. Kation salicylanu N-tetradecylonikotynamidu (S7) w kieszeni C1 wraz z oznaczonymi
na czerwono glownymi pozostalosciami katalitycznymi (R120, Y385, S530) oraz resztami
przyczyniajacymi si¢ do stabilizacji i selektywnosci (S353, V523, L352).
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Analizujac uzyskane wyniki zaobserwowano wyrazng zalezno$¢ miedzy dtugoscia
tancucha alkilowego a sita wigzania ligandu. Wydtuzenie tancucha weglowego sprzyjato
zwigkszonemu powinowactwu do miejsca aktywnego COX-2, co mozna wytlumaczy¢
zwigkszonymi oddziatywaniami hydrofobowymi i van der Waalsa z resztami L352 i V523,
ktore odpowiadajg za stabilizacj¢ kompleksu inhibitor—enzym 1 determinujg selektywno$¢
dla izoformy COX-2. Jednoczeénie dodatnio naladowana grupa amoniowa moze uczestniczy¢
w stabilizacji elektrostatycznej w poblizu reszty R120, ktora stuzy jako miejsce kotwiczenia
ligandu poprzez tworzenie oddziatywan jonowych z grupami karboksylanowymi.

Zanotowano takze, ze anion salicylanowy i kwas salicylowy wykazuja umiarkowane
powinowactwo do enzymu, osiggajac wartosci okoto -5,8 do -5,9 kcal-mol™. Podobnie,
nikotynamid wykazal najstabsze wigzanie (-5,4 kcal-mol™?), co sugeruje, Zze obecno$é
hydrofobowego tancucha alkilowego w strukturze kationowej QASS znaczaco wzmacnia
stabilizacje kompleksu ligand—COX-2. Wyniki te wskazuja, ze synergistyczna interakcja
hydrofobowego tancucha alkilowego i centrum kationowego odgrywa kluczowsg role
w zwiekszaniu powinowactwa wigzania analizowanych zwiazkow z enzymem COX-2.

Wartosci energii wigzania uzyskane w niniejszym badaniu dla badanych QASs sa zgodne
z wartosciami raportowanymi dla klasycznych niesteroidowych lekow przeciwzapalnych.
W badaniu wykorzystujacym dokowanie molekularne 1 symulacje dynamiki molekularnej,
diklofenak, stosowany jako zwiazek odniesienia, osiaggngt warto$¢ energii wigzania wynoszacg -
5,7 kcal-mol™ (jego warto$é Vina score wyznaczona analogiczng metoda jak dla S1-S7 wyniosta
-7,0 kcal-mol?, tabela Al14 w aneksie). Oznacza to, ze niektore zwiazki uzyte W niniejszym
badaniu, a w szczegblno$ci pochodne zawierajace dtuzsze tancuchy alkilowe, wykazuja
powinowactwo poréwnywalne lub nawet wyzsze niz diklofenak, co sugeruje ich potencjalng
aktywno$¢ biologiczng w hamowaniu COX-2.2"

Analizujgc literature¢ dostrzezono takze, ze ester fenyloetylowy kwasu salicylowego
(SAPE) poddany dokowaniu molekularnemu do enzymu COX-2 wykazal korzystne wartosci
energii wigzania w poréwnaniu z ibuprofenem i indometacyng. Wartosci te wynosity
odpowiednio: -109,09 dla SAPE, -92,62 dla ibuprofenu oraz -102,12 kcal-mol*
dla indometacyny.?’? Istotnych informacji dotyczacych wplywu jonowej natury zwigzkow
na  stabilizacje = kompleksu  ligand—COX-2  dostarczyly =~ badania z  udziatem
8-piperazynylokefonianowych cieczy jonowych zawierajacych aniony NLPZ.?"® Analiza
pochodnych ibuprofenu wykazata, ze wolny ibuprofen (IBP) osiagnat swobodng energi¢ wigzania
wynoszaca -85,67 kcal'mol?, podczas gdy odpowiadajace mu ciecze jonowe wykazywaty
znacznie silniejsze oddziatywania, osiggajac warto$ci do -239,23 kcal-mol™. Analiza dokowania
molekularnego  wykazata, Ze czasteczka IBP nie tworzyla istotnych oddzialywan
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elektrostatycznych z miejscem aktywnym COX-2. Jednak w przypadku cieczy jonowych
stabilizacja kompleksu ligand—enzym byla mozliwa dzigki dodatkowym oddzialywaniom
elektrostatycznym 1 zwigkszonej liczbie wigzan wodorowych. Nalezy zaznaczy¢, Ze rdznice
w wartosciach energii wigzania obserwowane pomiedzy niniejszymi wynikami a danymi
literaturowymi wynikaja z zastosowania odmiennych metodologii obliczeniowych oraz funkcji
scoringowych. W niniejszej pracy wykorzystano funkcje Vina score (AutoDock Vina),
ktora ma charakter wzglgdny i nie jest bezposrednio poréwnywalna z warto$ciami energii
swobodnej wigzania uzyskiwanymi przy uzyciu bardziej zaawansowanych metod stosowanych

w cytowanych publikacjach.

7.3.1.5. Ocena aktywnosci antybakteryjnej: wyznaczanie parametrow MIC i MBC/MFC

Aktywno$¢ przeciwbakteryjng badanych salicylanow N-alkilonikotynamidu (S1-S7)
oceniono wobec wybranych drobnoustrojow Gram-dodatnich (S. aureus, S. epidermidis,
C. acnes), Gram-ujemnych (P. aeruginosa) oraz grzybow (C. albicans), ktére celowo dobrano
ze wzgledu na ich istotng role w patogenezie zakazen skory, w tym w rozwoju i utrzymywaniu
zmian tragdzikowych. Uzyskane warto$ci minimalnego stezenia hamujacego (MIC) oraz
minimalnego stezenia bakteriobojczego/grzybobdjczego (MBC/MFC) przedstawiono na rysunku
48, a takze w tabeli A33 w aneksie.

——MIC —E—MBC/MFC
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Rysunek 48. Sumaryczne wartosci MIC, MBC i MFC wobec wybranych drobnoustrojow W zaleznos$ci
od badanej substancji: salicylany N-alkilonikotynamidu (S1-S7), [NA]J[SAL], NA i SAL.

Wykazano, ze tylko trzy zwigzki zawierajgce najdtuzsze tancuchy alkilowe (S5-S7),
a takze jeden ze zwigzkow referencyjnych — SAL, wykazuja potencjal hamowania rozwoju
szczepu C. acnes. Warto zauwazyé, ze sole o krotszych tancuchach (S1-S4) wykazywaty
aktywnos¢ Dbiologiczng jedynie wobec S. epidermidis i S. aureus. Ponadto okazato sig,
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ze wykazuja one jedynie wlasciwosci bakteriostatyczne, a wartos¢ MBC nie mogta zosta¢ dla nich
okreslona nawet przy stgzeniach siegajacych 0,4% (4 096 pg/mL).

Co ciekawe, kokrysztat [NA][SAL] nie wykazywal aktywno$ci bakteriobojczej wobec
C. acnes, jednak wptywatl na wzrost pozostatych testowanych mikroorganizméw. Zaobserwowany
efekt wydaje si¢ wynika¢ gldéwnie z obecnosci fragmentu salicylowego, co znajduje
odzwierciedlenie w ogdlnie wyzszych (okoto dwukrotnie) wartosciach MIC/MBC. Nikotynamid
(NA) natomiast nie wykazywal aktywnosci wobec zadnego ze szczepow w badanych stgzeniach
siegajagcych 0,4%. Uzyskane wyniki pozostajg czgsciowo rozbiezne z doniesieniami
literaturowymi, w ktorych NA opisywano jako zwigzek o umiarkowanej aktywno$ci
przeciwdrobnoustrojowej, w tym wobec bakterii zwigzanych z tragdzikiem.?*22™ Natomiast SAL
jest zalecany w dawkach siegajacych 2%, ktore wedlug zebranych danych sa wystarczajace
do osiagnigcia efektu terapeutycznego.

W analizowanym przypadku réwniez stwierdzono, ze wydtuzenie tancucha alkilowego
w kationie prowadzi do poprawy aktywnosci biologicznej. Jest to zgodne z doniesieniami
literaturowymi®™, cho¢ réwniez sugeruje, ze w przypadku QASS istotniejsza role odgrywa
optymalna dtlugo$¢ tancucha alkilowego niz sama natura zastosowanych komponentow
wyjsciowych (NA i SAL). Jednoczesnie nalezy podkresli¢, ze wiele syntetycznych QASS
charakteryzuje si¢ wysoka toksyczno$cia 1 moze wykazywaé dziatanie niepozadane wobec
organizmoéw wyzszych. Przyktadowo, chlorek didecylodimetyloamoniowy jest znanym $rodkiem
draznigcym skor¢ 1 wykazuje znaczng toksycznos¢. Z tego wzgledu analogi otrzymane
z surowcOw pochodzenia naturalnego stanowig interesujgcg alternatywe dla potencjalnych
zastosowan farmaceutycznych.

Co cieckawe, zaobserwowano, ze stosunkowo prosta modyfikacja struktury API polegajaca
na wprowadzeniu tancucha alkilowego do kationu moze znaczaco zwigkszaé efektywnos¢
czy zakres aktywnos$ci biologicznej w poroéwnaniu z samym NA czy SAL. Oznacza to mozliwos$¢
istotnego obnizenia dawki przy jednoczesnym zwigkszeniu skuteczno$ci  dziatania.
Ponadto wyniki aktywno$ci biologicznej sg spdjne z obserwacjami dotyczacymi witasciwosci
powierzchniowych (opisanych w pkt. 7.3.1.7.), wskazujac, ze wydtluzenie tancucha alkilowego
korzystnie wplywa na oba te parametry. W konsekwencji zwiazki o dtuzszych tancuchach
alkilowych wykazuja lepsze wlasciwosci zwilzajace, co moze sprzyja¢ efektywniejszemu
kontaktowi substancji czynnej zaré6wno z powierzchnig skory, jak i1 btonami komoérkowymi

drobnoustrojow.
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7.3.1.6. Ocena przenikania zwiazkéw przez bariere skorng z wykorzystaniem metody
SKIN-PAMPA

Przenikalno§¢ wybranych zwigzkow, a takze ich stopien retencji w modelowej membranie
skornej oceniono po 6 oraz 24 godzinach inkubacji z wykorzystaniem testow SKIN-PAMPA
(ang. Parallel Artificial Membrane Permeability Assay). Wyniki przedstawiono na rysunku 49
(oraz tabeli A34 i A35 w aneksie) jako procent przeniknigtej frakcji oraz procent retencji.
Nie przedstawiono wynikow dla zwigzkow S1-S4, poniewaz w warunkach eksperymentalnych
nie wykazywaly one przenikania przez modelowg btong PAMPA ani nie obserwowano ich
akumulacji w jej strukturze.

Po 24 godzinach inkubacji zaobserwowano wzrost przenikania do komory akceptorowej
dla wiekszosci badanych zwigzkow. Najwigksza zmiang zaobserwowano dla zwigzku S5,
ktorego przenikanie wzrosto do 23,6%, podczas gdy retencja spadia do 4,9%, co wskazuje
na efektywny transport przez membrang w dluzszym czasie inkubacji. Zwiazki S6 i1 S7
charakteryzowaly si¢ umiarkowana przenikalno$cig do komory akceptorowej (>20%) i wysoka
retencja (odpowiednio 72,8% 1 72,6%), co potwierdza ich tendencj¢ do silnej akumulacji
w membranie i ograniczonej przenikalnos$ci nawet po dluzszym czasie ekspozycji. W przypadku
[NA][SAL] zaobserwowano niewielki wzrost przenikania do komory akceptorowej (6,9%),
podczas gdy stezenie w komorze donorowej pozostato dominujace (90,5%) przy jednoczesnie
bardzo niskiej retencji na membranie (2,6%). NA i SAL wykazaly umiarkowang przepuszczalno$¢
po 24 godzinach (odpowiednio 21,8% i 18,4%), ktorej towarzyszyta stosunkowo wysoka retencja
(27,5% 1 31,1%), co sugeruje czeSciowa akumulacje w btonie.

Porownanie wynikdw po 6 i1 24 godzinach wskazuje, ze wydluzenie czasu inkubacji
prowadzi do zwigkszenia przenikalnosci dla S5, NA i SAL, podczas gdy zwiazki S6 i S7
charakteryzuja si¢ stabilnym profilem wysokiej retencji i ograniczonej przenikalnosci, niezaleznie
od czasu ekspozycji. Uktad [NA][SAL] charakteryzuje si¢ niska retencja i ograniczong
akumulacjg w blonie, przy jednoczesnym stopniowym wzroscie przenikalnosci w czasie. Niemniej
jednak, nalezy nadmieni¢, ze najwyzsze wyniki przenikania substancji przez membrang w tescie
PAMPA osiagnicto dla zsyntezowanych QASs S6 i S7. Uzyskane wyniki wskazuja takze, ze brak
obserwowanej permeacji dla wybranych zwigzkow (S1-S4) moze wynika¢ z ograniczen samego
modelu PAMPA, dlatego w przysztosci celowe bytoby uzupeinienie tych badan o bardziej
zaawansowane modele transportu oraz rozwazenie zastosowania systemow dostarczania lekow

umozliwiajacych obejscie bariery btonowej w przypadku tych nowych from API.
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Rysunek 49. Procent permeacji badanych salicylandéw (S5—-S7) oraz zwigzkow referencyjnych:
[NA][SAL], NA i SAL po 6 (A) i 24 (B) godzinach.

Aby ilosciowo okresli¢ proces przenikania wykonano takze obliczenia wspolczynnika
przenikania przez skore, wykorzystujac model Pottsa i Guya, bedacy najpopularniejszym
i najdoktadniejszym modelem matematycznym stosowanym do badan na lekach. Zebrane dane
(przedstawione w tabeli A36 w aneksie) pokazujg, ze wraz ze wzrostem dlugosci tancucha
alkilowego w salicylanach N-alkilonikotynamidu (S1-S7) nastepuje odpowiedni wzrost szybkosci
przenikania przez skore, co wskazuje, ze wzrost hydrofobowosci prowadzi do zwickszonej
przepuszczalnosci przez btony biologiczne. Warto$ci te ro6znig si¢ jednak znacznie od warto$ci
uzyskanych dla zwigzkéw referencyjnych: nawet kilkukrotnie w stosunku do NA lub nawet
kilkutysigcznie W poréwnaniu z danymi dla SAL. Biorac pod uwage, ze dla [NA][SAL] uzyskano
dwie warto$ci wspotczynnika podziatu oktanol-woda, okreslono rowniez dwie odrgbne wartosci
Kp. Warto jednak zauwazyé, ze SAL zawarty w kokrysztale znacznie zmniejszyt intensywno$é
przenikania przez warstwy skory, réznigc si¢ pod tym wzglgdem znacznie bardziej niz czysty NA.
Warto podkresli¢, ze pozadany wspotczynnik przenikania przez skor¢ dla preparatow
do stosowania na skor¢ moze si¢ rozni¢ w zalezno$ci od konkretnego leku lub sktadnika

aktywnego, ktory ma by¢ dostarczony, a takze od pozadanego efektu terapeutycznego.

120



Zaprezentowana na rysunku 50 korelacja parametréw fizykochemicznych z wyliczonymi
wartosciami wykazata, ze czynnikiem najlepiej powigzanym z K, jest wspotczynnik podziatu
oktanol-woda (log Kow) z korelacjg na poziomie R? = 0,85. Masa molowa ma takze znaczacy
wptyw (R? = 0,75), podczas gdy temperatura topnienia najwyrazniej nie determinuje w zaden
sposob szybkosci przenikania przez skore (R? = 0,16). Dane te potwierdzajg przydatno$¢ wartosci
log Kow jako kluczowego parametru w przewidywaniu przenikania przez skore, a jednoczesnie
zmniejszajg znaczenie innych czynnikow, podczas opracowywania nowych substancji czynnych

przeznaczonych do podawania drogg skorng.
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Rysunek 50. Korelacja migdzy wspolczynnikiem przenikania przez skore (Kp) a masg czasteczkowa,
\év;/)znaczonym parametrem log Kow i temperatura topnienia dla salicylanéw N-alkilonikotynamidu (S1-

Badania przepuszczalnosci zjonizowanych pochodnych salicylanu przez skore grzbietowa
swinki morskiej wykazaty, ze wspotczynnik przepuszczalnosci zjonizowanej formy kwasu
salicylowego (1640-10° cm/h) stanowi zaledwie okoto 2,0% warto$ci obserwowanej dla formy
niezjonizowanej (118 000-10® cnm/h). Ponadto analiza przepuszczalno$ci pochodnych tego kwasu
zawierajacych rézne podstawniki wykazala szeroki zakres wartoéci od 17 do 1850-10° cnvh,
przy czym zwiazki z wzglednie hydrofilowymi podstawnikami, takimi jak grupa hydroksylowa
czy nitrowa, charakteryzowaly si¢ znacznie nizszymi wspotczynnikami przepuszczalnosci
w porownaniu zaré6wno z niemodyfikowanym salicylanem, jak i z pozostatymi pochodnymi.
Wyniki te sugeruja, ze przenikalno$¢ jonowa pochodnych salicylandéw jest §cisle skorelowana
z umiarkowang hydrofobowos$cig czasteczki, co wskazuje na istotng role oddziatywan
hydrofobowych w transporcie przez barier¢ skorng. Jednoczesnie obserwowany wplyw
podstawnikéw hydrofilowych sugeruje, ze przenikanie jonowe zalezy zaréwno od witasciwosci
hydrofobowych, jak 1 hydrofilowych czasteczki,

co moze odgrywa¢ kluczowa rolg

w  ksztaltowaniu biodostepnoéci tych zwiazkéw.?’® Badania transdermalne in vitro

z wykorzystaniem skory wieprzowej na komorach dyfuzyjnych Franza wykazaly natomiast,
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h2" Wyrazne r6znice w wartoSciach

ze Kp kwasu salicylowego wynosito 7430-10°° cm/
wspotczynnika przenikania dla SAL moga wynika¢ z zastosowania réznych rodzajow skory,
co podkresla istote warunkow eksperymentalnych w badaniach przepuszczalnosci. Wyniki
uzyskane dla membran bakteryjnych zawierajacych ibuprofen oraz sole estrow izopropylowych
wybranych aminokwasow (L-waliny i L-leucyny) zostaly szczegétowo przeanalizowane w celu
oceny ich przydatno$ci do transdermalnego podawania lekow. Membrany te przetestowano
w systemie dyfuzyjnym Franza z wykorzystaniem skory wieprzowej, a uzyskane wspotczynniki
przenikania wyniosty odpowiednio 0,326-10° cnvh dla soli L-waliny i 0,264-10 cm/h dla estru
L-leucyny. Wyniki wskazaty, ze modyfikacja ta nieznacznie zmniejsza przepuszczalnos¢ skory,
zachowujac jednak warto$ci umozliwiajace skuteczne przenikanie leku przez bariere skorng.?”®

Dwie amfifilowe ciecze jonowe imidazoliowe, bromek 1-metylo-3-oktyloimidazoliowy
(C8MIM) oraz bromek 3-dodecylo-1-metyloimidazoliowy (C12MIM), oceniono pod katem
ich wptywu na przezskorne dostarczanie substancji leczniczych. Badania przeprowadzono
na modelach bton lipidowych imitujagcych warstwe rogowg naskorka, z uzyciem teofiliny (TH)
oraz diklofenaku sodowego (DIC) jako modelowych substancji referencyjnych. Wykazano,
ze C8MIM silniej zwigkszat przepuszczalnos¢ btony niz C12MIM. W przypadku TH strumien
przenikania wzrdst 28-krotnie dla C8MIM i 4,4-krotnie dla C12MIM wzgledem kontroli,
natomiast dla DIC odpowiednio 225- i 132-krotnie.?”

Mechanizm dziatania ILs jako substancji zwigkszajacych penetracje¢ skory
najprawdopodobniej polega na zaburzaniu uporzadkowanej struktury lipidow warstwy rogowej
naskorka (SC, tac. stratum corneum), co prowadzi do obnizenia wtasciwos$ci barierowych skory.
Doktadny mechanizm wplywu QASS na strukture warstwy rogowej naskorka (SC) pozostaje
jednak nie w petni wyjasniony.? Podobnie jak w przypadku pochodnych salicylanéw, niewielkie
zmiany strukturalne (np. rézne kombinacje kationéw 1 aniondw) mogg istotnie wpltywac
na przeptyw 1 transport przez skoére. Uzyskane wyniki sg zgodne z doniesieniami dotyczacymi
modulacji przenikania zwigzkdw jonowych oraz aromatycznych o zréznicowanej hydrofilowosci
1 lipofilowosci, podkreslajac znaczenie zaréwno wiasciwosci fizykochemicznych czasteczki,
jak i jej interakcji ze sktadnikami bariery skornej w projektowaniu formulacji kosmetycznych

i transdermalnych.

7.3.1.7. Pomiary kata zwilzania

Dla zsyntezowanych zwigzkow (S1-S7) pomiary kata zwilzania przeprowadzono

z wykorzystaniem parafilmu jako modelowego podioza, ze wzgledu na jego hydrofobowy

charakter, dobrze imitujagcy warunki powierzchni skoéry lojotokowej, sprzyjajacej rozwojowi

infekcji skornych, w tym zmian trgdzikowych. Eksperymenty przeprowadzono przy stezeniach
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odpowiadajacych typowej zawartosci NA i SAL w preparatach dostgpnych w handlu
(0,25-1,00%).242281282 7e wzgledu na niska rozpuszczalno$¢ S5, S6 i S7, badania tych soli
przeprowadzono w mniejszych stg¢zeniach wynoszacych odpowiednio 0,25, 0,03 i 0,01%. Nalezy
zaznaczyC, ze stezenia dla S6 i S7 zostaly wybrane na podstawie ich skutecznej dawki oszacowanej
po analizie testow MIC/MBC.

Z danych przedstawionych na rysunku 51 (oraz w tabeli A37 w aneksie) wynika,
ze zarowno substancje referencyjne (NA, SAL i [NA][SAL]), jak i produkty S1, S2 i S3
zawierajgce najkrotsze tancuchy alkilowe (od etylu do heksylu) nie wykazujg aktywnosci
powierzchniowej. W rezultacie kat zwilzania (KZ) ich roztworéw w stezeniach od 0,25 do nawet

1,00% mies$ci si¢ w zakresie od 99 do 112° i jest zblizony do kata zwilzania czystej wody (113°).28

120 + @0,01 (%)
£ 80 - 20,03 (%)
N 20,25 (%)

40 =0,50 (%)
H m1,00 (%)
0

s1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 [NA][SAL] NA SAL
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N-ALKILONIKOTYNAMIDU

Rysunek 51. Kat zwilzania (KZ) wodnych roztworéw salicylanow N-alkilonikotynamidu (S1-S7)
1 substancji referencyjnych. Ksztalty kropel przedstawiono przy najnizszych dostgpnych stezeniach dla
kazdego zwiazku.

REFERENCJE

Co ciekawe, sam SAL nie rozpuszczal si¢ w stezeniach wyzszych niz 0,25%, ale jego
kokrysztal rozpuszczat si¢ nawet w stezeniu 1,00%, dla ktérego kat zwilzania wynosit 100°.
Zgodnie z oczekiwaniami, wzrost dlugosci tancucha alkilowego spowodowal wzmocnienie
charakteru amfifilowego soli, co spowodowalo rowniez wzrost ich aktywno$ci powierzchniowej.
W ten sposob wzrost stezenia dla S4 z 0,25 do 1,00% spowodowat spadek KZ z 94 do 61°.
W przypadku zwiazku S5, zawierajacego podstawnik decylowy, najwyzsza warto§¢ KZ (51°)
osiagnigto przy stezeniu 0,25%. Nalezy rowniez zauwazy¢, ze zwiazki S61S7 w znacznie nizszych
stezeniach (<0,05%) wykazuja lepsza zwilzalno$¢ powierzchni hydrofobowych w poréwnaniu
z NA nawet przy stezeniu 1,00%. Oznacza to, ze zwigzki S5, S6 i S7 moga znacznie poprawic
powierzchni¢ kontaktu migdzy lekiem a stanem zapalnym skory, co prawdopodobnie jest istotnym
czynnikiem przyspieszajagcym dzialanie terapeutyczne.
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7.3.1.8. Rozpuszczalno$¢ badanych soli i ukladéw referencyjnych w roztworach wodnych
o réznym pH

Wyniki pomiaré6w rozpuszczalnosci zwigzkéw (S1-S7) w PBS, uwazanego za medium
$wietnie odwzorowujgce jonowos$¢ tkanek skory, podsumowano na rysunku 52 oraz w tabeli A38
w aneksie. Analiza rozpuszczalnosci badanych zwiazkow w buforze PBS wykazala wyrazng
zalezno$¢ od dtugos$ci przytaczonego tancucha alkilowego w kationie, przy czym efekt ten staje
si¢ szczegdlnie widoczny dla homologdéw zawierajacych co najmniej osiem atoméw wegla.
Pochodne nikotynamidu zawierajace najkrotsze tancuchy (S1-S3) oraz sol S4 charakteryzuja si¢
bardzo wysoka rozpuszczalnos$cig, kwalifikujac si¢ do kategorii ,,.Bardzo rozpuszczalne”
1 wymagajac mniej niz jednej czesci rozpuszczalnika na cze$¢ substancji. Stopniowe wydtuzanie
tancucha alkilowego prowadzi do systematycznego obnizania powinowactwa do PBS, osiagajac
minimum dla soli S7. Obserwowany trend jednoznacznie wskazuje, iz wzrost hydrofobowosci,
wynikajacy z elongacji tancucha alkilowego, istotnie ogranicza rozpuszczalnos¢ tego typu soli

w srodowisku wodnym.
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Rysunek 52 Rozpuszczalnos¢ salicylanow N-alkilonikotynamidu (S1-S7), [NA]J[SAL], NAi SAL w PBS.

Analizujgc subsrancje referencyjne, NA zachowal bardzo wysoka rozpuszczalno$¢ w PBS,
podczas gdy kwas salicylowy (SAL) zostal zaklasyfikowany jako ,,Stabo rozpuszczalny”.
Natomiast kokrysztat [NA][SAL], mimo braku charakteru jonowego, wykazywat korzystniejszy
profil rozpuszczalno$ci w poroéwnaniu z samym SAL, poprawiajac ja o jedng klas¢ w przyjetej
skali. Sugeruje to, ze specyficzne oddziatywania mig¢dzyczasteczkowe w sieci krystaliczne]
kokrysztatu mogg skutecznie modyfikowa¢ wilasciwosci fizykochemiczne — sktadnikow
wyjsciowych, prowadzac do mierzalnej poprawy rozpuszczalnosci. Uzyskane wyniki wskazuja,
ze rozpuszczalno$¢ badanych uktadéw nie jest determinowana wylacznie obecnoscig tadunku
jonowego, lecz wynika z kombinacji kilku czynnikow, takich jak dtugos¢ tancucha alkilowego,
stopien hydrofobowos$ci oraz charakter oddziatywan w sieci krystalicznej. W przypadku QASs
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obserwuje si¢ zalezno$¢ pomi¢dzy korzystnym wplywem charakteru jonowego a ograniczajacym
wplywem wynikajacym z rosngcej hydrofobowosci zwiazku wraz ze wzrostem dtugos$ci tancucha
alkilowego. Z kolei przyktad [NA][SAL] podkresla potencjat kokrystalizacji jako alternatywnej
i efektywnej strategii poprawy rozpuszczalno$ci substancji aktywnych, niewymagajacej

ich chemicznej jonizaciji.

7.3.1.9. Ekotoksyczno$¢ wobec organizméw wodnych (Artemiafranciscana)

W tabeli 6 zestawiono dane dotyczace ekotoksycznos$ci zwigzkow S1-S7 oraz substancji
referencyjnych ([NA][SAL], NA i SAL) wobec skorupiakow stonowodnych Artemia franciscana,
umozliwiajac bezposrednie poréwnanie ich toksycznego wptywu na ten organizm modelowy.
Przeprowadzone badania wykazaty, ze te nowe jonowe formy NA i SAL nie stanowig powaznego
zagrozenia dla srodowiska, niezaleznie od dtugosci tancucha alkilowego w kationie. W zwigzku
z tym produkty S1 i S2 wraz z NA zostaty sklasyfikowane jako ,,Stosunkowo nieszkodliwe”
z zakresem toksycznosci powyzej 1000 mg/L. Co ciekawe, pozostate produkty zostaly uznane
za ,Praktycznie nietoksyczne”, z wyjatkiem produktu S6 (z tancuchem dodecylowym),
ktory zostat oceniony jako ,,Stabo toksyczny” wobec A. franciscana. Mozna zatem stwierdzié,
Ze po osiagnieciu maksymalnej toksyczno$ci nastepuje efekt “cut-off” spowodowany znacznym
wzrostem hydrofobowosci substancji w wyniku wydtuzenia tancucha alkilowego.?

Tabela 6. Ekotoksycznos¢ salicylanow N-alkilonikotynamidu (S1-S7), [NA][SAL], NA, and SAL wobec
A. franciscana.

ECso Zakres klasy

Zwiazek (mg/L) (mg/L) Klasa2
S1 - >1000
S2 - >1000
S3 692,3+2,7  100-1000 Praktycznie nietoksyczny
S4 360,0+1,4 100-1000  Praktycznie nietoksyczny
S5 137,5+0,8  100-1000 Praktycznie nietoksyczny
S6 89,1+1,5 10-100 Stabo toksyczny
S7 154,642,9  100-1000  Praktycznie nietoksyczny
[NA][SAL] 565,2+5,2  100-1000  Praktycznie nietoksyczny

SAL 300,0 £2,5 100-1000  Praktycznie nietoksyczny
2 zgodnie ze skalg oceny toksyczno$ci ostrej wedtug Fish and Wildlife Service

Warto zauwazy¢, ze wigkszo$¢ innych QASS zostala uznana jako znacznie bardziej
toksyczne dla organizméw wodnych, co jest uwazane za ich najwigkszg wade w przypadku
zastosowan komercyjnych. Warto zwrdci¢ uwage na sole z popularnymi kationami, takimi jak

(2-hydroksyetylo)trimetyloamoniowy (cholina) lub 1-alkilo-3-metyloimidazoliowy, ktore moga
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by¢ odpowiedzialne za poziom ,,Umiarkowanej toksycznosci” Ilub nawet ,,Wysokiej
toksyczno$ci”, z warto$ciami ECso W zakresie 1-10 oraz 0,11 mg/L.28428

Badania reakcji skorupiaka stodkowodnego Daphnia magna na kwas salicylowy
wykazaly, ze wyzsze stezenia tego zwigzku wywoluja zaburzenia behawioralne i fizjologiczne
wczesnie] niz obserwowalng $miertelno$¢. Z kolei nizsze stezenia, mieszczace si¢ w zakresie
warto$ci sSrodowiskowych (do 19,50 mg/L w wodach powierzchniowych w poblizu farm rybnych
oraz 59,6 mg/L w S$ciekach), prowadzity do zwigkszenia predkosci ptywania oraz dystansu
pokonywanego przez organizmy. Wyniki te sugerujg, ze obecno$¢ kwasu salicylowego
w $rodowisku wodnym moze istotnie modyfikowa¢ zachowanie D. magna, co potencjalnie
wpltywa na funkcjonowanie ekosysteméw wodnych.?®® Natomiast NA zostal oceniony
w badaniach in silico za pomoca odpowiednio dobranych modeli matematycznych (QSAR)
pod katem toksycznosci zgodnie z klasyfikacja GHS. Wyniki dla D. magna wykazaty, ze NA jest
nietoksyczny dla organizméw wodnych, z ECsp wynoszacym 5 700 mg/L, a takze nie wykazuje
potencjalu do bioakumulacji. Dane te pokrywaja sie¢ z zebranymi wynikami badan

ekotoksyczno$ci in vitro, wskazujac na jego bezpieczny profil srodowiskowy.®

7.3.2. Analiza salicylanow N-alkilolidokainy (SL1-SL3) oraz p-aminobenzoesanéw
N-alkilolidokainy (PL1-PL3)

7.3.2.1. Synteza i analiza produktow

Synteza QASs na bazie lidokainy z anionem salicylanowym (SL1-SL3) oraz anionem
p-aminobenzoesanowym (PL1-PL3) obejmowala dwa glowne etapy: czwartorzedowanie
lidokainy wybranymi linowymi 1-bromoalkanami  (bromoetanem, bromooktanem oraz
bromotetradekanem) w celu otrzymania bromkow N-alkilolidokainy; oraz pdzniejszg wymiane
anionu bromkowego na salicylan lub p-aminobenzoesan w celu wprowadzenia bioaktywnych
przeciwjonéw. Uzyskane produkty zwieraly nastepujace podstawniki alkilowe (R): etylowy
(CoHs) (SL1, PL1), oktylowy (CgHi7) (SL2, PL2) oraz tetradecylowy (CisHz) (SL3, PL3).
Poréwnawcze zestawienie otrzymanych i analizowanych w toku badan struktur zwigzkow zostato

ukazane na rysunku 53.
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Rysunek 53. Struktury badanych zwigzkow — alkilowych pochodnych lidokainy: bromkow
N-alkilolidokainy ~ (BL1-BL3), salicylanow N-alkilolidokainy (SL1-SL3), p-aminobenzoesandéw
N-alkilolidokainy (PL1-PL3), gdzie R to etyl, oktyl lub tetradecyl; oraz referencyjnych zwiazkéw
pozbawionych tancucha alkilowego [LID][SAL] i [LID][PABA].

Podczas optymalizacji etapu czwartorzgdowania zaobserwowano istotne rdéznice
w reaktywno$ci zastosowanych bromkéw alkilowych. W przypadku bromku N-etylolidokainy
(BL1) reakcja przeprowadzona w acetonitrylu w temperaturze 35 °C przebiegata wydajnie, choé¢
wymagata wydluzonego czasu prowadzenia reakcji. Stosunkowo niska temperatura wrzenia
bromoetanu (38 °C) pozwolita na przeprowadzenie reakcji w tagodnych warunkach, a po kilku
dniach produkt stopniowo wytracat si¢ z medium reakcyjnego w postaci substancji stalej,
co umozliwilo jego tatwa izolacj¢ technikg filtracji prozniowej. Natomiast synteza bromkow
N-oktylo- i N-tetradecylolidokainy (BL2 i BL3) w acetonitrylu okazata si¢ znacznie trudniejsza.
Pomimo Ze acetonitryl jest powszechnie uwazany za jeden z najskuteczniejszych
rozpuszczalnikéw do reakcji czwartorzedowania, reakcje z dlugotancuchowymi bromoalkanami
przebiegaty bardzo wolno i1 nie zaobserwowano wytrgcania si¢ produktOow z mieszaniny
reakcyjnej. W konsekwencji, proby izolacji produktow z jednorodnego roztworu prowadzity
do bardzo niskich wydajnosci (ponizej 20%). Ponadto alternatywne $rodki alkilujace
(chloroalkany) byly nawet wielokrotnie mniej reaktywne niz ich analogi podstawione bromem.
Probujac pokona¢ te ograniczenia, zastosowano alternatywne podejScie oparte na doniesieniach
literaturowych. Bazujagc na wczeSniej opisanej procedurze bezrozpuszczalnikowej2®’,
czwartorzedowanie przeprowadzono z uzyciem dwukrotnego nadmiaru odpowiedniego
bromoalkanu w warunkach bezrozpuszczalnikowych, w temperaturze 60 °C. Reakcja prowadzona
tag metodologia umozliwiata izolacj¢ pozadanych QASS z istotnie zwigkszong wydajnoscia,
wynoszacg co najmniej 70%. Oprocz zwigkszenia wydajnosci reakeji, podejscie to znaczaco
zmniejszyto  zuzycie  rozpuszczalnikow  organicznych,  ktore  wykorzystano  jedynie

do przemywania otrzymanych i wyizolowanych osadow.
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W drugim etapie przebadano dwie strategie zastgpienia anionu bromkowego salicylanem
lub p-aminobenzoesanem. Pierwsza metoda polegala na wytworzeniu wodorotlenkow
N-alkilolidokainy w metanolu poprzez reakcje z wodorotlenkiem potasu, a nastgpnie
ich neutralizacji odpowiednim kwasem. Druga metoda opierala si¢ na wymianie jonowej
w $rodowisku wodnym, a nastepnie ekstrakcji dwufazowej ciecz—ciecz z chloroformem jako fazg
niepolarng. Analiza porownawcza obu metod wykazata, ze w przypadku salicylanéw (SL1-SL3)
podejscie oparte na neutralizacji zapewnialo wyzsze wydajnosci, a takze pozwala unikngc
stosowania potencjalnie toksycznego rozpuszczalnika chlorowanego (chloroformu). Co wazne,
jedynie metoda oparta na neutralizacji umozliwita uzyskanie p-aminobenzoesanow PL1-PL3
z wysoka wydajnoscig, podczas gdy alternatywna metoda wymiany jonowej okazala sig¢
nieefektywna. Analiza spektroskopowa wykazata, ze wymiana bromku =z anionem
p-aminobenzoesanowym w wodzie zachodzita tylko w bardzo ograniczonym zakresie, a widma
NMR wykazaty jedynie §ladowe sygnaty odpowiadajace obecnosci pozadanego anionu. Niemniej
jednak opracowana metodologia pozwolita na otrzymanie zaréwno salicylanéw (SL1-SL3),
jak i p-aminobenzoesanow (PL1-PL3) lidokainy z wysoka wydajnoscia przekraczajaca 90%
(Tabela 7).

Tabela 7. Zsyntezowane czwartorzedowe sole amoniowe na bazie lidokainy.

. . Postaé¢ w Temperatura Wydajnosé
Zwigzek R Anion 25°C topnienia (°C) (%)
[LID][CI] Chlorek Cialo stale 73-75

BL1 C2Hs Cialo stale 225-227 91
BL2 CsH17 Bromek Cialo stale 119-121 70
BL3 C1aH29 Cialo state 84-88 87
[LID][SAL] Ciecz 992
SL1 C2Hs . Cialo stale 127-130 97°/90¢
Salicylan
SL2 CgH17 Maz --- 95b/92¢
SL3 Cu4H29 Maz --- 96b0/87¢
[LID][PABA] - _ Kwas Ciecz 994
p-aminobenzoesowy
PL1 C2Hs Cialo stale 197-199 98b/---cd
PL2 CsHu7 p-Aminobenzoesan Sta}n 960 /---cd
szklisty
PL3 CiaH29 Maz --- 94b [ ---cd

a prak etapu oczyszczania; P wydajnos¢ obliczona na podstawie neutralizacji kwasowo-zasadowej
w metanolu; ¢ wydajnos¢ oparta na wymianie jonowej i nastepujacej po niej ekstrakcji dwufazowej;
dwymiana jonowa zachodzi w $ladowych ilosciach

Zgodnie z danymi w tabeli A39 w aneksie zawarto$¢ bromkow w otrzymanych produktach
wahata si¢ w przedziale od 2 431 do 5 489 ppm. Otrzymanie uktadow [LID][SAL]
i [LID][PABA] polegato na zmieszaniu lidokainy z odpowiednimi kwasami i nie wymagato
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zadnego etapu oczyszczania. W efekcie produkty te otrzymano z najwyzsza wydajno$cig
dochodzaca do 100%.

Z technologicznego punktu widzenia opracowane procedury syntezy QASs (SL1-SL3
i PL1-PL3) obejmujg stosunkowo *tagodne warunki reakcji, bezrozpuszczalnikowy etap
czwartorzedowania pochodnych dtugotancuchowych oraz prosta neutralizacje kwasowo-
zasadowa. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze etap czwartorzgdowania przebiegajacy stosunkowo wolno
(nawet kilkudniowo) moze stanowi¢ ograniczenie z perspektywy dalszego skalowania procesu.
Mimo to zaproponowane podejscie eliminuje konieczno$¢  czasochtonnych etapow
ekstrakcyjnych, co moze by¢ korzystne z punktu widzenia organizacji procesu oraz jego aspektow
srodowiskowych. W konsekwencji metoda ta stanowi obiecujaca podstawe do dalszej
optymalizacji w kierunku skalowalnego otrzymywania wielofunkcyjnych ukladow jonowych
na lidokainie do zastosowan farmaceutycznych.

Jak zestawiono w tabeli 7, stan fizyczny w 25 °C oraz zakresy temperatur topnienia
otrzymanych zwigzkow wyraznie zalezg zarowno od dlugosci tancucha alkilowego, jak i natury
przeciwjonu. [LID][CI] jest krystalicznym ciatem stalym o temperaturze topnienia 73-75 °C,
co potwierdza dane literaturowe.? [LID][SAL] i [LID][PABA] wystepuja jako ciecze
w temperaturze pokojowej, co wskazuje na powstawanie niskotopliwych uktadow jonowych
i eutektycznych  (potwierdzonych  dodatkowo przeprowadzong analiza  spektralng).
Czwartorzedowanie lidokainy znaczaco zwigksza temperatury topnienia krotkich pochodnych
alkilowych, jak zaobserwowano dla BL1 (225-227 °C). Natomiast wydtuzenie *tancucha
alkilowego prowadzi do stopniowego spadku temperatur topnienia, przy czym BL2 i BL3 topig
si¢ odpowiednio w 119-121 °C 1 84-88 °C. Wprowadzenie bioaktywnych aniondéw organicznych
prowadzi do dalszej modyfikacji wtasciwosci fizycznych. Wérdd czwartorzgdowych pochodnych
lidokainy, zwiazki zawierajace najkrotszy (etylowy) tancuch alkilowy (SL1 i PL1) to krystaliczne
ciata state o temperaturach topnienia odpowiednio 127—-130°C i 197-199°C. Z kolei wydtuzenie
podstawnika alkilowego do oktylu czy tetradecylu znaczaco zmniejsza stabilno$¢ sieci
krystalicznej, prowadzac do otrzymania zwigzkoOw w postaci substancji mazistych (SL2, SL3
i PL3) lub faz szklistych (PL2). Struktury prekursoréw ([LID][CI], BL1-BL3), uktadoéw
[LID][SAL] 1 [LID][PABA] oraz zsyntetyzowanych QASs SL1-SL3 oraz PL1-PL3
potwierdzono za pomoca szeregu technik spektroskopowych UV i FT-IR, H i *°C NMR. Zebrane
widma przedstawiono na stronach 191-202 oraz na rysunkach A37-A60 w aneksie).

Widma UV badanych zwigzkow wykazuja intensywng absorpcje w zakresie ponizej 250
nm bez wyraznie zdefiniowanego maksimum, co jest typowe dla przej$s¢ n—n* zwigzanych
z ukladami aromatycznymi i sprz¢zonymi. W zakresie dluzszych fal zaobserwowano wyrazne
réznice w zaleznosci od przeciwjonu. Formy halogenkowe ([LID][CI] i BL1-BL3) wykazywaty
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stabe maksimum absorpcji przy okoto 262-263 nm. Natomiast pochodne salicylanu ([LID][SAL]
i SL1-SL3) wykazywaty maksimum przesunig¢te batochromowo przy okoto 297-298 nm, podczas
gdy zwiazki zawierajace anion p-aminobenzoesanu ([LID][PABA] i PL1-PL3) wykazywaly
maksima w zakresie 273-287 nm. Ponadto w widmie [LID][PABA] obserwuje si¢ wyrazne
przesunigcie w kierunku dtuzszych fal (o okoto 14 nm) w poréwnaniu z odpowiadajgcymi mu
pochodnymi czwartorzedowymi. Zjawisko to mozna wigza¢ z réznicami w oddziatywaniach
mi¢dzyczasteczkowych oraz strukturze elektronowej i moze ono wskazywaé na niejonowy
charakter tego uktadu. Wyrazny wptyw przeciwjonu W otrzymanych QASs obserwuje si¢ rowniez
w molowych wspodlczynnikach absorpcji (¢). Uklady zawierajace PABA wykazuja najwyzsze
warto$ci € (10 000-12 500 M cmh), ktore sg okoto 3—4 razy wyzsze niz warto$ci obserwowane
dla pochodnych salicylowych (2500-3700 M* cm?) i prawie 30 razy wyzsze niz wartoSci
obserwowane dla form halogenkowych (360-440 M cm). Wyniki te wskazujg na silny wptyw
anionu aromatycznego na przej$cia elektronowe i ogdlne wtasciwosci absorpcyjne UV badanych
uktadéw na bazie lidokainy.

Porownanie widm FT-IR prekursorow (rysunek A64 w aneksie) ujawnia charakterystyczne
cechy zwigzane z protonowang forma lidokainy oraz obecno$cia wody w jej soli
chlorowodorkowej. W widmie [LID][CI] obserwuje si¢ dodatkowe, szerokie pasmo w zakresie
2200-2600 cm?,  przypisywane oddziatywaniom charakterystycznym ~ dla  formy
chlorowodorkowej, opisywanym w literaturze. Pasmo to nie wystepuyje w widmie lidokainy
w postaci wolnej zasady.?®® Ponadto szerokie pasmo w zakresie 3300-3500 cm? mozna przypisaé
drganiom rozciaggajacym O—H pochodzacym z zaadsorbowanej wody. Wraz ze wzrostem dtugosci
tancucha alkilowego w pochodnych czwartorzedowych pasma w zakresie 2800-3000 cm?,
odpowiadajace drganiom rozciggajacym C—H grup alifatycznych —CH,— i —CHas, stajg si¢
stopniowo bardziej intensywne. Charakterystyczne pasmo obserwowane w zakresie okoto
1650-1700 cm? przypisuje sie drganiom rozciggajacym C=0O grupy amidowej obecnej
w strukturze lidokainy. Dodatkowe intensywne pasma pojawiajgce si¢ w zakresie
1500-1550 cm? i 1450-1500 cm™ sg zwigzane z drganiami rozciggajacymi C=C w aromatycznych
atomach oraz drganiami zginajacymi N—-H w ugrupowaniu amidowym, natomiast sygnaty
w zakresie 750-800 cm?® mozna przypisa¢ drganiom zginajagcym C-H poza plaszczyzng
podstawionego pierscienia aromatycznego.

Po zastgpieniu anionu bromkowego salicylanem lub p-aminobenzoesanem, ogdlne profile
widm pozostalty w duzej mierze podobne, odzwierciedlajac zachowang struktur¢ lidokainy
(rysunki A65 i A66 w aneksie). Jednak dla SL1-SL3 oraz PL1-PL3 w zakresie 1600-1650 cmt
pojawito si¢ dodatkowe pasmo, ktore mozna przypisa¢ asymetrycznym drganiom rozciggajacym
grupy karboksylanowej (COO") pochodzacym od aniondéw organicznych. Jednoczes$nie
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systematyczny wzrost intensywnoéci alifatycznych pasm rozciagajacych C—H (2800-3000 cm?)
wraz ze wzrostem dtugosci tancucha alkilowego utrzymuje si¢ dla wszystkich pochodnych.
Co ciekawe, widmo uktadu [LID][PABA] wykazywalo pasma przesuniete o okoto 20-30 cm?
w porownaniu z pochodnymi jonowymi, co jest zgodne z brakiem rzeczywiste] interakcji jonowej
1 potwierdza wniosek, ze uktad ten reprezentuje mieszaning fizyczng, a nie dobrze zdefiniowany
zwigzek jonowy.

Analiza poréwnawcza widm 'H NMR przedstawiona na rysunku A67 (w aneksie)
wskazata na przeniesienie protonow w ukladzie lidokaina—salicylan ([LID][SAL]), prowadzace
do utworzenia pary jonowej o cechach analogicznych do obserwowanych dla chlorowodorku
([LID][PABA])

nie zaobserwowano istotnych zmian widmowych w poréwnaniu z wolng lidokaina, co kolejny raz

lidokainy. Natomiast w przypadku uktadu lidokaina—p-aminobenzoesan

sugeruje, ze uklad ten stanowi mieszaning fizyczna, a nie prawdziwy zwiazek jonowy. Zebrane
widma 2D HSQC 'H-3C NMR dla [LID][SAL], [LID][PABA] i salicylanu N-tetradecylodokainy
(SL3), przedstawione w aneksie na rysunkach A68-A70, dodatkowo potwierdzajg te rozbieznosci.
Na rysunku 54 przedstawiono zalezno$¢ potozenia sygnaldow grup metylenowych,
zlokalizowanych w poblizu atomu azotu, od gegstosci elektronowej w uzyskanych widmach
2D HSQC. Warto zauwazy¢, ze zmniejszenie gestosci elektronowej wokot atomu azotu powoduje
odekranowanie, co skutkuje przesunigciem sygnatow w kierunku wyzszej warto$ci przesunigcia
chemicznego. Ponadto czwartorzedowana postac¢ lidokainy (kolor niebieski) posiada dodatkowy,

trzeci sygnat pochodzacy z grupy metylenowej od przytaczonego tancucha alkilowego.
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Rysunek 54. Roznice w polozeniu sygnalow grup metylenowych bezposrednio zwigzanych z atomem
azotu w widmach 2D HSQC dla badanych pochodnych lidokainy.
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Ponadto na poréwnawczych widmach *H NMR dla jonowych pochodnych lidokainy
(zestawionych na rysunkach A71-A73 w aneksie) mozna zaobserwowacé systematyczne zmiany
intensywnosci sygnatu przy 1,3 ppm dla soli BL1-BL3, SL1-SL3 oraz PL1-PL3
wraz ze wzrostem dilugosci tancucha alkilowego. W przypadku pochodnych zawierajacych
dtuzsze tancuchy alkilowe (oktyl itetradecyl) pojawiajg si¢ dodatkowe charakterystyczne sygnaty,
w tym sygnaty terminalnej grupy —CHjs przy okoto 0,9 ppm oraz sygnaty metylenowe zwigzane
z fragmentem —CH,-CH>-N przy okoto 1,7 i 3,4 ppm. Sygnatly odpowiadajgce aromatycznym
protonom anionow organicznych w zwigzkach SL1-SL3 oraz PL1-PL3 obserwuje si¢ w zakresie
6-8 ppm.

Zawartos¢ wody w analizowanych zwigzkach (tabela A39 w aneksie) okreslono zaréwno
bezposrednio po 0czyszczeniu, jak i po przechowywaniu w kontakcie z powietrzem (wilgotno$c¢
60%, temperatura pokojowa) przez okres do 7 dni, co pozwolilo na oceng ich higroskopijnosci.
Najwyzsza zawarto$¢ wody w poczatkowym pomiarze po procesie suszenia (0 dni)
zaobserwowano dla zwigzku PL2 (2,53%), ktory wystepuje jako material szklisty.
W tym przypadku utrata ptynnosci prawdopodobnie prowadzi do cze$ciowego uwigzienia
czasteczek wody w nieuporzadkowanej strukturze, co utrudnia ich usunigcie podczas suszenia.
Natomiast najnizszg poczatkowg zawarto$¢ wody stwierdzono dla BL1 (0,60%), a nastepnie
dlapozostatych prekursorow (BL2 i BL3), ktore rowniez wykazywatly stosunkowo niskie wartosci
(0,72-0,86%). Nalezy zauwazy¢, ze stosunkowo wysoka zawartos¢ wody w [LID][CI] (7,39%)
wynika z faktu, ze dostepny komercyjnie zwigzek jest sprzedawany w postaci hydratu. Wyniki
wskazujg rowniez, ze stan fizyczny zwigzkow odgrywa wazng role w zatrzymywaniu wody.
[LID][SAL] i [LID][PABA], ktore wystepuja jako lepkie ciecze, zawieraly zauwazalnie wigksze
ilosci wody (odpowiednio 1,10% 1 2,01%). W takich uktadach czasteczki wody moga zostaé
czesciowo uwiezione w strukturze cieczy, co utrudnia ich catkowite usunigcie. Podobng tendencje
zaobserwowano w przypadku poétstatych, mazistych produktow (SL2, SL3 i PL3), ktore roéwniez
wykazywaty stosunkowo wyzszg zawartos¢ wody w poréwnaniu z krystalicznymi ciatami statymi.
Natomiast pochodne SL1 i PL1 zawieraly okoto 1% wody, co wskazuje, ze z uktadoéw
0 uporzadkowanej strukiurze znacznie tatwiej usuna¢ pozostatoSci rozpuszczalnika niz
z substancji cieklych, jak 1 mazistych. Pomimo tych réznic w poczatkowej zawartosci wody,
wzrost wilgotno$ci podczas przechowywania byl generalnie bardzo niewielki dla wszystkich
zwigzkow. Najwicksze zmiany, wynoszace okoto 0,4% po siedmiu dniach, zaobserwowano
w uktadach ciekltych [LID][SAL] i [LID][PABA], podczas gdy czwartorzedowane zwiazki
SL1-SL3 oraz PL1-PL3 wykazywaly jedynie minimalne zmiany. Wyniki te wskazuja,
ze zsyntetyzowane jonowe pochodne lidokainy wykazuja niska higroskopijno$¢ i mozna
je przechowywaé w standardowych warunkach laboratoryjnych.
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7.3.2.2. Wspolczynnik podzialu oktanol-woda

Aby zbada¢ rownowage miedzy hydrofilowoscia a lipofilowoscig badanych pochodnych
lidokainy i okresli¢ tym samym ich powinowactwo do $rodowiska wodnego w poréwnaniu
z lipidowym wyznaczono dla nich wspétezynnik podziatu oktanol-woda (log Kow). Zgodnie
z danymi przedstawionymi na rysunku 55 (oraz w tabeli A40 w aneksie) zmierzone warto$ci
log Kow wahajg si¢ przedziale od -1,70 do 2,08. Zauwazono, ze [LID][CI], [LID][SAL]
i [LID][PABA] sa wzglednie hydrofilowe, wykazujac wartoscilog Kow odpowiednio -1,62,-0,06
i -0,14. Oznacza to, ze zarowno Salicylan jak i p-aminobenzoesan lidokainy tworzyty uktady
0 niemal zrownowazonym powinowactwie do fazy wodnej 1 organicznej. W przypadku QASSs
SL1-SL3 oraz PL1-PL3, jak réwniez ich prekursorow (BL1-BL3), zaobserwowano wyrazny
wzrost lipofilowo$ci wraz ze wzrostem dtugosci tancucha alkilowego, co jest zgodne z ogdlny mi

trendami odnotowanymi dla uktadow amfifilowych i surfaktantow jonowych.?”
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Rysunek 55. Warto$ci wspotczynnika podziatu oktanol-woda pochodnych lidokainy z anionem halogenu
(lLiD]Cll i QASs BL1-BL3), salicylanem  ([LID][SAL] i QASs SL1-SL3) oraz
p-aminobenzoesanem ([LID][PABA] i QASs PL1-PL23).

Dla bromkow BL1-BL3 wartosci log Kow wzrosty zauwazalnie z -1,70 do 1,26 wraz
z wydtuzeniem grupy alkilowej. Zauwazono rowniez, ze QASS zawierajgce anion PABA
(PL1-PL3) wykazaly jedynie niewielkie zmiany w poréwnaniu z ich bromkowymi
odpowiednikami. W efekcie zwigzek PL1 wykazywal nieznacznie wyzsza warto$¢ log Kow
(-1,26) w poréwnaniu z BL1, podczas gdy zwigzki PL2 i PL3 wykazywaly nieznacznie nizsze
warto$ci (odpowiednio 0,41 i 1,00) niz odpowiadajgce im bromki BL2 i BL3. Takie zachowanie
moze wynikaé z obecnosci grupy aminowej w strukturze PABA, ktora zwigksza polarno$¢ anionu
i czeSciowo kompensuje hydrofobowy wktad tancucha alkilowego. W przypadku salicylanéw
SL1-SL3 wartosci wzrosty z -0,20 do odpowiednio 1,73 i 2,08. W tym przypadku, wymiana

bromku na anion salicylanowy spowodowata znaczny wzrost lipofilowosci w poréwnaniu
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z odpowiadajacymi solami bromkowymi. Efekt ten jest szczegdlnie wyrazny w przypadku
pochodnych o dtuzszych tancuchach alkilowych i1 czgSciowo mozna go takze powigzac
z aromatycznym oraz stosunkowo hydrofobowym charakterem anionu salicylanowego. Co istotne,
uzyskane wartosci log Kow dobrze korelujg z wynikami rozpuszczalno$ci oméwionymi W pkt.
7.3.2.3. Najwyzsza lipofilowos¢ zaobserwowano dla zwigzkow SL2 i SL3, ktore wykazuja
wartosci log Kow powyzej 1,5, co wyjasnia ich wyjatkowo niska rozpuszczalno§¢ w wodzie i PBS.
Z kolei pochodne o nizszych warto$ciach log Kow wykazaly znacznie lepsza rozpuszczalnos$¢
w wodzie. Dla poréwnania, powszechnie stosowane $rodki znieczulajgce miejscowo, takie jak
lidokaina i benzokaina, zazwyczaj wykazuja warto$ci log Kow W zakresie ok. 2—3, podczas gdy

Zakres

lipofilowosci obserwowany dla wigkszosci badanych zwigzkéw miesci si¢ zatem w obszarze

bardziej hydrofilowe sole znieczulajace wykazuja znacznie nizsze warto$ci.?®

uwazanym za korzystny dla miejscowych systemoéw farmaceutycznych. Ogolnie rzecz biorac,
zebrane wyniki potwierdzaja, ze lipofilowo$¢ uktadow jonowych na bazie lidokainy mozna

skutecznie regulowaé poprzez odpowiednie modyfikacje strukturalne.

7.3.2.3. Rozpuszczalno$¢ w wodzie destylowanej i PBS

Rozpuszczalno$¢ roznych form lidokainy: [LID][CI] i QASs BL1-BL3, [LID][SAL]
i QASs SL1-SL3 oraz [LID][PABA] i QASs PL1-PL3, okreslono zaréwno w wodzie
destylowanej, ktora stanowi powszechne medium formulacyjne, jak i w buforowanym roztworze
soli fizjologicznej (PBS; pH 7.,4), ktory imituje warunki fizjologiczne plyndéw ustrojowych.
Uzyskane wyniki sklasyfikowano zgodnie z klasami rozpuszczalno$ci zdefiniowanymi przez
Farmakopee Stanéw Zjednoczonych i Farmakopee Brytyjska (BP).* Uzyskane wyniki
przedstawiono na rysunku 56 (doktadne dane znajdujg si¢ w tabeli A41 w aneksie).
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Rysunek 56. Rozpuszczalnos¢ pochodnych lidokainy z halogenem ([LID][CI] i QASs BL1-BL3J),
salicylanem ([LID][SAL] i QASs SL1-SL3) oraz p-aminobenzoesanem ([LID]J[PABA] i QASs
PL1-PL3) w wodzie destylowanej (A) oraz PBS (B).
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Sposrod badanych uktadow, [LID][CI] wykazal najwyzsza rozpuszczalno$¢ w obu
mediach i sklasyfikowano go jako ,,Bardzo rozpuszczalny”. [LID][SAL] i [LID][PABA] byly
rébwniez wysoce rozpuszczalne, nalezac do kategorii ,,fatwo rozpuszczalnych” w wodzie,
chociaz w przypadku salicylanu lidokainy zaobserwowano niewielki spadek rozpuszczalno$ci
w PBS. Ogolnie zaobserwowano wyrazny zwigzek migdzy dtugoscig tancucha alkilowego
a rozpuszczalnoscia. W przypadku prekursorow bromkowych (BL1-BL3) wydluzenie
podstawnika alkilowego skutkowato stopniowym spadkiem rozpuszczalnosci w wodzie.
BL1 (z grupa etylowa) pozostal ,,Latwo rozpuszczalny” zaréwno w wodzie, jak i PBS (1-10 mL
rozpuszczalnika na 1 g substancji rozpuszczonej), podczas gdy BL2 (zawierajacy tancuch
oktylowy) wykazal nizsza rozpuszczalno$é, bedac sklasyfikowanym jako ,,Rozpuszczalny”
w wodzie i,, Trudno rozpuszczalny” w PBS. Pochodna o najdtuzszym tancuchu, BL3 (zawierajaca
tancuch tetradecylowy), wykazywata dalszy spadek rozpuszczalno$ci, osiagajac kategorig
,»Rozpuszczalny” lub nawet ,,Stabo rozpuszczalny” w zalezno$ci od medium.

Co ciekawe, QASs na bazie salicylanow (SL1-SL3) wykazywaly wyrazny spadek
rozpuszczalno$ci wraz ze wzrostem dhugosci tancucha alkilowego. Podczas gdy SL1 pozostawat
»Rozpuszczalny”, zwigzki z dluzszymi alkilami (SL2 i SL3) wykazywaly wyjatkowo niska
rozpuszczalno$¢, zaliczajac si¢ do klasy ,,Bardzo stabo rozpuszczalny” 1 ,,Praktycznie
nierozpuszczalny”. To zachowanie byto do$¢ nieoczekiwane, biorac pod uwage obecnos$¢ grupy
hydroksylowej w anionie salicylanu, ktora potencjalnie moglaby nasila¢ interakcje z woda.
Z kolei pochodne zawierajagce anion PABA (PL1-PL3) wykazywaly znacznie lepsza
rozpuszczalnos¢. PL1 i PL2 byly ,Latwo rozpuszczalne” w wodzie, podczas gdy PL3 nadal
klasyfikowano jako ,tatwo rozpuszczalny” w wodzie, ale wykazywaly zmniejszong
rozpuszczalno§¢ w PBS. Poprawa rozpuszczalnosci w wodzie tych pochodnych moze by¢
zwigzana z obecnos$cig grupy aminowej w strukturze PABA, ktdra moze nasila¢ oddziatywania
wigzan wodorowych z czasteczkami wody. Ogolnie rzecz biorac, chociaz rozpuszczalnos¢ w PBS
byta sporadycznie nizsza niz w wodzie destylowanej, roznica ta nie jest tak istotna
w kontekScie zamierzonych lokalnych zastosowan farmaceutycznych, gdzie rozpuszczanie
zachodzi gléwnie w $rodowisku formulacji, a nie w krazeniu ogdlnoustrojowym.®* Uzyskane
wyniki wskazuja, ze wtasciwosci fizykochemiczne syntetyzowanych zwigzkoOw mozna skutecznie
dostroi¢ poprzez dostosowanie zaréwno dlugosci tancucha alkilowego, jak 1 charakteru

przeciwjonu, co stanowi uzyteczne wskazowki do projektowania nowych QASs.

7.3.2.4. Ocena potencjalu przeciwzapalnego: testdenaturacji albuminy

Potencjal przeciwzapalny otrzymanych pochodnych lidokainy oceniono pod katem
ich zdolno$ci do hamowania denaturacji albuminy jaja kurzego, a zebrane wyniki przedstawiono
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na rysunku 57 oraz w tabeli A42 w aneksie. Powszechnie stosowany lek — [LID][CI] wykazywat
stabilng aktywno$¢ przeciwzapalng, osiagajac maksymalnie 51,4% przy stezeniu 1 pg/mL.
Chociaz jego aktywno$¢ byta poréwnywalna z aktywnoscig kilku zsyntetyzowanych pochodnych
lidokainy, nie przewyzszata ona najaktywniejszych zwigzkéw. Prekursory z anionem bromkowym
(BL1-BL3) rowniez wykazywaly znaczng aktywno$¢ przeciwzapalng, siegajaca 51,6%
(BL2, 1 pug/mL) i51,2% (BL3, 1 pg/mL). Jednak ich profile aktywno$ci byly mniej zalezne
od stezenia i mniej zréznicowane w poréwnaniu z odpowiadajagcymi im solami (SL1-SL3)
oraz (PL1-PL3), co sugeruje, ze modulacji wiasciwosci biologicznych nie mozna osiggnac

wylacznie poprzez zmiane dtugosci tancucha alkilowego bez doboru odpowiedniego przeciwjonu.
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Rysunek 57. Inhibicja denaturacji albuminy przez formy lidokainy: pozbawione fancucha alkilowego (A),
z fancuchem etylowym (B), z fancuchem oktylowym (C), z fancuchem tetradecylowym (D), w poréwnaniu
z lekiem referencyjnym — solg sodowa diklofenaku (DFC-Na). Na wykresach zaznaczono warto$ci
minimalnego efektywnego ste¢zenia lidokainy w skorze whasciwe;j.

Zaréwno protonowa ciecz jonowa otrzymana z lidokainy i kwasu salicylowego
[LID][SAL], jak i mieszanina [LID][PABA] wykazaty umiarkowang aktywno$¢, z warto$ciami

inhibicji w zakresie 45,0-54,0% w szerokim spektrum st¢zen. Co godne uwagi, [LID][SAL]
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osiggnagl maksimum 54,1% przy stezeniu 0,1 pg/mL, co wskazuje, ze obecno$¢ anionu
salicylanowego pozostaje korzystna nawet w przypadku braku hydrofobowego tancucha
alkilowego. Natomiast [LID][PABA] wykazat nieco nizsza i bardziej jednorodng aktywnos$¢
(maksymalnie  49,0%), co sugeruje brak poréwnywalnego efektu synergistycznego.
Pomimo jonowej natury, [LID][SAL] wykazat wyzszg aktywno$¢ niz niejonowy uktad
[LID][PABA], co wskazuje, ze jonowosC nie ogranicza z natury interakcji biatkowych w tym
modelu oraz budowa anionu jest takze kluczowym czynnikiem determinujgcym te wlasciwoseé.

W przypadku pochodnych zawierajgcych aniony salicylanowe (SL1-SL3) i PABA
(PL1-PL3) zaobserwowano wyrazng zalezno$¢ aktywnos$ci biologicznej od dtugosci tancucha
alkilowego. Zwiazki o krotkich i $rednich tancuchach alkilowych wykazywaty najwyzsza
aktywnos$¢, z warto$ciami inhibicji przekraczajacymi 50,0%. Co istotne, zwigzek SL2 osiggnal
maksymalne hamowanie denaturacji na poziomie 59,1% przy stezeniu 10 pg/mL, podczas gdy
zwigzek PL3 wykazywal wyrazng aktywnos$¢ juz przy niskich stezeniach (58,9% przy stezeniu
0,1 pug/mL i 54,6% przy stezeniu 0,01 ug/mL). Natomiast pochodne z najkrotszym tancuchem
alkilowym (SL1 i PL1) wykazywaly umiarkowang, ale stosunkowo stabilng aktywno$¢
(okoto 38,0-47,0% w zakresie 0,1-100 ug/mL), co wskazuje na ich zmniejszong wrazliwos¢
na zmiany stosowanych stezen. Zauwazono, ze¢ dalsze wydluzanie tancucha alkilowego
nie poprawia aktywnosci, lecz prowadzi do jej wyraznego spadku przy wyzszych stezeniach.
W efekcie SL3 wykazat spadek wartosci z 50,8% przy stezeniu 0,01 pg/mL do catkowitego braku
wykrywalnej aktywnosci przy stezeniu 100 pg/mL, podczas gdy aktywno$§¢ PL3 spadta
do zaledwie 3,6% przy stezeniu 1000 pg/mL. Zaobserwowane rdéznice mozna wyjasni¢ wyzsza
tendencja do agregacji pochodnych dtugotancuchowych, co moze utrudnia¢ rozpuszczalnos¢,
jak i dostgp do miejsc wigzania z bialkami. Charakter anionu rowniez odgrywat znaczaca rolg
w modulacji aktywnos$ci. Pochodne zawierajace salicylany generalnie przewyzszaty swoje analogi
PABA. Warto zauwazy¢, ze zwigzek SL2 osiagnal 59,1% hamowania, podczas gdy
odpowiadajacy mu zwigzek PL2 osiggnat maksymalnie 48,6% przy stezeniu 1 ug/mL. Obserwacja
ta moze wskazywaé na synergistyczny udziat anionu salicylanowego, ktory jako znany $rodek
przeciwzapalny moégtby dodatkowo wptywaé na stabilizacj¢ biatka lub zaktocaé proces
denaturacji.

Diklofenak sodowy (DFC-Na), stosowany jako referencyjny lek przeciwzapalny,
wykazywal wysoka i stosunkowo stalg aktywnos¢ (45,2-49,3% w zakresie stezen
0,1-100 pg/mL). W tym kontekScie szczegdlnie godny uwagi jest fakt, ze cz¢$¢ zsyntezowanych
QASs przewyzszata aktywnos¢ DFC-Na, zwlaszcza zwigzki SL2 (59,1%) i PL3 przy niskich
stezeniach (58,9%), co wskazuje na ich znaczny potencjat aplikacyjny. Ponadto najwyzsza
aktywno$¢ przeciwzapalng zaobserwowano przy niskich stezeniach (<0,1-10 pg/mL),
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co jestistotne, biorgc pod uwage fakt, ze jedynie niewielka cze$¢ miejscowo stosowanej lidokainy
przenika przez skor¢ wtasciwa.

Lidokaina wywiera dzialanie przeciwbolowe przede wszystkim poprzez blokowanie
kanatow sodowych, a badania wykazaly hamowanie kanaléw w zakresie odpowiadajacym okoto
1-20 pg/mL.222%3 Jednak w przypadku stosowania miejscowego skuteczne stezenie w miejscu
dziatania zalezy od bariery przepuszczalnosci skory i minimalne skuteczne stgzenie w skorze
wlasciwej wynosi okoto 12 pg/mL.?* Dlatego tez obserwowane dzialanie otrzymanych QASS
juz w niskich stezeniach wskazuje na ich potencjalng skuteczno$¢ w zastosowaniach miejscowych.
W licznych badaniach in vitro i in vivo wykazano réwniez, ze lidokaina moze wykazywac
dziatanie przeciwzapalne i immunomodulacyjne, co pozostaje spojne z wynikami uzyskanymi
W niniejszej pracy. Dodatkowo w literaturze opisano, ze jej okotooperacyjne podanie dozylne
moze zmniejsza¢ nasilenie bolu pooperacyjnego oraz zapotrzebowanie na opioidy,
co w konsekwencji przyczynia si¢ do skrdcenia czasu hospitalizacji.?®

Przeprowadzone badania wskazuja, ze dtugos¢ tancucha alkilowego i dobor anionow
to kluczowe parametry strukturalne wplywajace na dziatanie przeciwzapalne w badanych
uktadach. Obecno$¢ anionu salicylowego jest szczegdlnie korzystna, natomiast dtugos¢ tancucha
hydrofobowego, w zaleznosci od uzytego stezenia, moze pozytywnie lub negatywnie wplywac
na skuteczno$¢ inhibicji denaturacji jaja kurzego.

7.3.2.5. Ocena potencjalu przeciwzapalnego: dokowanie molekularne oparte na strukturze
cyklooksygenazy-2 (COX-2)

Analize dokowania molekularnego wykorzystano do oceny potencjalnych sposobow
oddziatywania QASs z anionem salicylanowym (SL1-SL3) oraz p-aminobenzoesanowym
(PL1-PL3) z enzymem cyklooksygenaza-2 (COX-2). W celu lepszego poroéwnania zebranych
wynikow do analizy wlaczono rowniez odpowiednie uktady referencyjne: pochodne lidokainy
z anionem halogenkowym ([LID][CI] oraz BL1-BL3), jak i [LID][SAL], [LID][PABA], SAL
oraz PABA. Wszystkie analizowane ligandy zostaty konsekwentnie zadokowane w tej samej
glownej jamie wiazacej (kieszen C1), obejmujacej kluczowe reszty katalityczne R120, Y385
i S530, a takze reszty stabilizujace S353, L352 i V523, ktore tacznie definiujg architekture miejsca
aktywnego COX-2. Jak przedstawiono na rysunku 58 (a takze tabeli A43 w aneksie). Uzyskane
wyniki Vina score wahaty si¢ w przedziale od -6,6 do -8,9 kcal-mol™? dla kationdw, co wskazuje

na ich umiarkowane do silnego powinowactwo wigzania wzgledem enzymu COX-2.
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Rysunek 58. Uzyskane wartosci Vina score dla testowanych zwigzkéw (A); wizualizacja oddzialywan
biatko—ligand obserwowanych dla BL3 z zaznaczonymi gléwnymi resztami katalitycznymi (B).

Prekursor [LID][CI] wykazywal powinowactwo na poziomie -7,2 kcal-mol™, tworzac
interakcje ze wszystkimi trzema resztami katalitycznymi (R120, Y385, S530), co jest zgodne
z jego znanym umiarkowanym potencjatem przeciwzapalnym. Analizujagc wyniki zaobserwowano
wyrazny wzrost powinowactwa wigzania wraz ze wzrostem dtugosci tancucha alkilowego
w syntetyzowanych QASs. Prekursory BL2 i BL3 wykazaty znaczaco lepsze wyniki dokowania
(odpowiednio -8,0 i -8,9 kcal-mol™), ktorym towarzyszyly jednoczesne interakcje z petnymi
resztami katalitycznymi (R120, Y385, S530), jak i stabilizujagcymi (S353, V523, L352). Podobng
tendencje zaobserwowano dla soli SL1-SL3 oraz PL1-PL3. Zwiazki SL2, SL3 i PL2
wykazywaly stosunkowo silne powinowactwo wigzania (od -7,5 do -8,2 kcal-mol?),
przy czym sposoby wigzania obejmowaly zaréwno reszty Katalityczne, jak i stabilizujace,
co sugeruje efektywne zajecie miejsca aktywnego COX-2. Natomiast pochodne o krotszych
tancuchach (BL1 i PL1) wykazywaly wyraznie stabsze wigzanie (okoto -6,7 kcal-mol™)
1 oddziatywaty z mniejsza liczbg reszt katalitycznych, zazwyczaj nie majac kontaktu z Y385,
co moze wskazywa¢ na suboptymalne umiejscowienie w kanale katalitycznym. Najsilniejsze
wigzanie, rowne -8,9 kcal-mol?, zaobserwowano dla BL3, ktory wykazywal wigzanie
ze wszystkimi kluczowymi resztami w kieszeni C1, sugerujac wysoce korzystng konformacje
wigzania (rysunek 58B). To zachowanie mozna przypisa¢ wzmocnionym oddzialywaniom
hydrofobowym miedzy wydtuzonym tancuchem alkilowym a lipofilowym obszarem kanatu
COX-2.

Z kolei aniony salicylanowy i p-aminobenzoesanowy wykazywaty znacznie stabsze
powinowactwo wigzania (-5,9 kcal-mol?), oddzialujac jedynie czeSciowo z resztami
katalitycznymi 1 nie wykazujac pelnego zaangazowania w miejsce aktywne. Ta obserwacja
potwierdza ich rol¢ wspomagajaca i stwarza potencjal synergii w dziataniu przeciwzapalnym
dla odpowiednio dobranej pary kation—anion. Podsumowujac, wyniki dokowania wskazujg
na analogiczny trend zalezno$ci struktura—aktywnos$¢, w ktorym wydtuzenie tancucha alkilowego
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W QASS na bazie lidokainy prowadzi do wzrostu powinowactwa wigzania z COX-2 oraz sprzyja
bardziej rozbudowanym oddziatywaniom z kluczowymi resztami katalitycznymi 1 stabilizujgcymi
enzymu. Obserwacje te sa zatem spOjne z wnioskami sformutowanymi dla pochodnych
nikotynamidu 1 potwierdzaja ogolng tendencje, zgodnie z ktorg diugotancuchowe QASS moga
stanowic interesujaca grupe kandydatéw do dalszych badan jako potencjalne srodki o aktywnos$ci

przeciwzapalnej ukierunkowanej na COX-2.

7.3.2.6. Potencjal znieczulajacy: Potencjal znieczulajacy: dokowanie molekularne
do kanalow sodowych (NaV1.7)

Ocena potencjalnej aktywnos$ci znieczulajacej zwiazkdw moze by¢ wstepnie realizowana
z wykorzystaniem metod in silico, w tym dokowania molekularnego wzgl¢dem napigciozaleznych
kanatow jonowych odpowiedzialnych za przewodnictwo bodzcoéw bdlowych. W niniejszej pracy
postanowiono wykona¢ takie analizy dla wybranych pochodnych lidokainy. Dokowanie
molekularne ukierunkowane na napigciozalezny kanat sodowy NaV1.7 przeprowadzono dla QASs
z anionem salicylanowym (SL1-SL3) oraz p-aminobenzoesanowym (PL1-PL3). Dla poréwnania
analizy wykonano takze dla uktadow referencyjnych: pochodnych lidokainy z anionem
halogenkowym ([LID][CI] oraz BL1-BL3), jak i [LID][SAL], [LID][PABA], SAL oraz PABA.
W badaniach wykorzystano struktur¢ bialka pochodzaca z bazy Protein Data Bank (PDB ID:
7TWIK). Analiza wynikobw wskazata na preferencyjne wigzanie ligandow w obrgbie kieszeni C1
o objetosci 3508 A%, W przypadku wiekszosci analizowanych kationowych pochodnych lidokainy
zaobserwowano interakcje z kluczowymi resztami aminokwasowymi Y1215, D1677, E1628
i M1678, uznawanymi za istotne dla mechanizmu blokowania kanatow sodowych. Obecnos¢ tych
oddzialywan sugeruje stabilizacje¢ ligandu w miejscu odpowiedzialnym za hamowanie
przewodnictwa jondw sodowych. Dodatkowo odnotowano kontakty z resztami T319, N1680,
N1686, P1722, S1724, S1725 oraz V1720, ktore moga wspierac stabilnos¢ kompleksu 1 wptywac
na selektywno$¢ wigzania w obrebie analizowanej kieszeni.

Jak pokazano w tabeli A44 w aneksie, wszystkie badane zwiazki wykazywaty
porownywalne powinowactwo do kanatu NaV1.7, a uzyskane wartosci energii wigzania Vina
score mieScity si¢ w zakresie od -4,8 do -6,8 kcal-mol?, co wskazuje na umiarkowane,
lecz konsekwentne oddzialywanie w calej serii. Co istotne, wszystkie ligandy lokalizowaty si¢
w tym samym regionie wigzgcym (kieszen C1), niemniej jednak zaobserwowano istotne rdznice
w profilach oddziatywan oraz gltgbokosci penetracji ligandow w obrebie kieszeni wigzacej.

Czwartorzedowe pochodne lidokainy, w szczegdlnosci SL1 oraz zwiazki SL3, PL1, PL2
I PL3, wykazywaty interakcje z kluczowymi resztami charakterystycznymi dla kanonicznego
miejsca blokowania poréw, takimi jak Y1215, D1677 czy E1628. Reszty te uczestnicza
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w oddziatywaniach kation—r oraz silnym zakotwiczeniu elektrostatycznym, co sprzyja stabilizacji
ligandu w centralnej czgéci pora i moze przektadac si¢ na efektywne hamowanie kanalu. Z kolei
[LID][CI] oraz inne QASs (np. BL1 i SL2) oddzialywaty gtownie z resztami E1217, E1727
oraz innymi aminokwasami o charakterze polarnym, co sugeruje bardziej peryferyjny sposob
wigzania, zlokalizowany w poblizu ptytkiego obszaru przedsionka.

Co ciekawe, najwyzsze powinowactwo wigzania uzyskano dla lidokainy w uktadzie
[LID][PABA] (-6,8 kcal-mol™?); jednak oddzialywanie to nie obejmowato gteboko polozonych
kluczowych reszt aromatycznych, co wskazuje, ze sama energia wigzania nie musi bezposrednio
korelowac z efektywna blokadg kanatu. Natomiast same aniony (salicylan i p-aminobenzoesan)
wykazywaly ograniczong zdolno$¢ do interakcji z krytycznymi resztami, stabilizujgc si¢ gtownie
poprzez oddzialywania z aminokwasami hydrofobowymi 1 strukturalnymi, co potwierdza
ich niewielka rolg¢ w bezposrednim hamowaniu kanatu.

Ogolnie rzecz biorac, uzyskane wyniki wskazuja, ze skuteczno$¢ wigzania z kanatem
NaV1.7 zalezy nie tylko od powinowactwa, ale rowniez od zdolno$ci ligandow do angazowania
kluczowych reszt w glebokim obszarze pora, odpowiedzialnych za kotwiczenie elektrostatyczne
i stabilizacj¢ oddziatywan. Wyniki te sg zgodne z dobrze opisanym mechanizmem dziatania
lidokainy i innych $rodkow znieczulajacych miejscowo, polegajacym na blokowaniu kanaléw
sodowych oraz hamowaniu przewodzenia impulsow nerwowych. Niemniej jednak dalsze badania
sa niezbedne do dokladnego okres$lenia mechanizmu dzialania przeciwbolowego analizowanych

zZw13Zkow.

7.3.2.7. Ocena przenikania zwigzkéw przez bariere skérng z wykorzystaniem metody SKIN -
PAMPA

Przenikalno$¢ przez modelowa btong pochodnych lidokainy oceniano za pomoca skornego
testu PAMPA po 6 i 24 godzinach, co pozwolito na ocen¢ zarowno szybkosci, jak i stopnia
transportu API przez btong modelowa. Uzyskane w niniejszym badaniu profile przepuszczalno$ci
i dystrybucji lidokainy oraz jej alkilowanych pochodnych dostarczaja informacji na temat
ich potencjalnego zastosowania w miejscowych lub przezskornych systemach dostarczania lekow
o dziataniu ogdlnoustrojowym. Whyniki przedstawiono na rysunku 59, a takze w tabelach
A45-A46 w aneksie.

QASs na bazie lidokainy wykazywaty zroznicowane wtasciwosci w zalezno$ci zardwno
od dtugosci tancucha alkilowego, jak i rodzaju przeciwjonu, co pozwala na rozréznienie zwigzkow
o charakterze sprzyjajacym przenikaniu przezskérnemu oraz tych wykazujacych tendencje
do retencji w obrgbie skory i dziatania miejscowego. Sposrod salicylanow N-alkilolidokainy,

sOl z grupa etylowa (SL1) wykazata szybka i skuteczng penetracje, przy czym znaczng czg$¢
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zwigzku wykryto komorze akceptorowej po 24 godzinach, osiagajac wartos¢ 28,0%. Stosunkowo
niska retencja wskazuje na ograniczong akumulacj¢ w obrebie membrany, co sugeruje, ze zwiazek
ten dobrze nadaje si¢ do podawania przezskornego, gdzie do uzyskania ogo6lnoustrojowych
efektow terapeutycznych wymagana jest skuteczna penetracja przez skore.
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Rysunek 59. Procent przenikania badanych zwiazkow (SL1-SL3 oraz PL1-PL3) oraz zwigzkoéw
referencyjnych: [LID][SAL], [LID][PABA] oraz [LID][CI] po 6 (A) i 24 (B) godzinach.

Zauwazono takze, ze wydluzenie tancucha alkilowego radykalnie zmienia profil
uwalniania. W efekcie, sol z podstawnikiem oktylowym (SL2) charakteryzowata si¢ bardzo niska
penetracja (3,9% po 24 godzinach), co wskazuje na niekorzystne wtasciwosci zaré6wno
w przypadku zastosowan miejscowych, jak i przezskornych, prawdopodobnie z powodu
niekorzystnego profilu lipofilowego. Natomiast pochodna z tancuchem tetradecylowym (SL3)
wykazala odmienny, wyraznie specyficzny profil zachowania 1 po 24 godzinach nie byta

juz wykrywalna w fazie donorowej. Co ciekawe, po 6 godzinach nie stwierdzono jej przejscia
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do fazy akceptorowej, natomiast cato$¢ zwigzku pozostawata zwigzana z membrang
(100% retencji). Taki rozktad wskazuje na silne powinowactwo do lipidowych domen btony
oraz mozliwo$¢ tworzenia rezerwuaru substancji w obrebie bariery skornej. Z punktu widzenia
potencjalnych zastosowan miejscowych profil ten moze by¢ korzystny, gdyz sprzyja utrzymaniu
dziatania miejscowego przy jednoczesnym ograniczeniu ekspozycji ogoélnoustrojowe;.

Inny, ale rownie istotny profil przenikania zaobserwowano w przypadku pochodnych
lidokainy potaczonych z PABA. Zwiazek PL1 wykazal znikome przenikanie zaréwno po 6,
jak i 24 godzinach, co wskazuje na stabg przydatnos¢ do podawania przezskornego i ograniczong
interakcj¢ z btong. Pochodna z podstawnikiem oktylowym (PL2) wykazata jedynie minimalne
przenikanie (1,9% po 24 godzinach), co ponownie sugeruje jej ograniczenia aplikacyjne.
Natomiast sol PL3 wykazata znaczacy potencjat do przenikania, osiggajac 33,8% w fazie
donorowej po 24 godzinach, jednoczesnie zachowujac wysoka retencj¢ na blonie modelowej
(66,2%). Co istotne, wysoki procent przenikania, zaobserwowany juz po 6 godzinach, wskazuje
na stosunkowo szybki poczatek dzialania tej substancji. Polgczenie efektywnego transportu
przez blone i znacznej akumulacji w jej obrebie sugeruje, ze PL3 moze dziata¢ jako system
hybrydowy, umozliwiajac zarowno miejscowe, jak i ogolnoustrojowe dostarczanie leku. Z punktu
widzenia zastosowania, profil ten jest szczegdlnie korzystny w przypadku formulacji
wielofunkcyjnych, gdzie pozadane sa zaré6wno natychmiastowe, jak 1 dilugotrwate efekty
terapeutyczne.

Protonowa ciecz jonowa otrzymana z lidokainy i kwasu salicylowego [LID][SAL] oraz
mieszanina  [LID][PABA] charakteryzowaly si¢ konsekwentnie niskim przenikaniem
(okoto 2,0-4,0% po 24 godzinach) i nieznaczng retencjg na btonie. Wyniki te wskazuja,
ze takie systemy prawdopodobnie nie beda skuteczne ani w podawaniu przezskérnym, ani
miejscowym, co podkresla, ze samo protonowanie lub mieszanie fizyczne nie wystarcza
do efektywnej modulacji wtasciwosci transportu przezskornego. Natomiast tworzenie
strukturalnie zdefiniowanych pochodnych jonowych, jak QASs czy ILs, umozliwia precyzyjne
dostrojenie zachowania si¢ leku w obrebie bariery skornej. Powszechnie stosowany lek,
chlorowodorek lidokainy ([LID][CI]), wykazywal stopniowy wzrost przenikania w czasie,
osiagajac 19,6% w fazie akceptorowej po 24 godzinach. Jednoczes$nie znaczna cze$¢ zwigzku
pozostawata zatrzymana w membranie (55,2%), podczas gdy mniejsza ilo$¢ pozostawata w fazie
donorowej (25,3%). Taki profil potwierdza jego korzystne wtasciwosci do dziatania miejscowego,
jednoczes$nie wskazujac jednak na mozliwos¢ czesciowego przenikania ogdlnoustrojowego.

Poprawe biodostepnosci transdermalnej lidokainy w uktadach jonowych i eutektycznych
wykazano w takze badaniach in vivo. Poréwnano w nich klasyczny chlorowodorek lidokainy
z jej forma w cieczy jonowej (dokuzan lidokainy) oraz z ukladem glgboko eutektycznym
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lidokaina—ibuprofen. Wszystkie formulacje wprowadzono do kremu i aplikowano miejscowo
u szczuréw, monitorujac stezenie lidokainy w osoczu jako miar¢ wchianiania ogdlnoustrojowego.
Co ciekawe, uktad eutektyczny zapewnial najszybsze wchtanianie oraz najwyzsze stezenia
w osoczu, przewyzszajac zardwno chlorowodorek lidokainy, jak i jej ciecz jonowg.2®
Przeksztatcenie stabo rozpuszczalnego w wodzie etodolaku w ciecz jonowa na bazie lidokainy
znaczaco zwigkszylo jego przepuszczalno$¢ przez skore, prowadzac do 9,3-krotnego wzrostu
wzgledem czystego etodolaku. Co istotne, przenikanie samej lidokainy nie ulegto istotnej zmianie,
jednak w uktadzie jonowym petnita ona role promotora przenikania etodolaku. Wyniki te sugerujg,
ze uktady jonowe na bazie lidokainy moga pelni¢ podwdjng funkcje: zaréwno aktywnych
substancji farmaceutycznych, jak i no$nikow wspomagajacych transdermalne dostarczanie
lekow. 2

Podsumowujac, wyniki badan podkres$laja istotng role lidokainy nie tylko
w zastosowaniach miejscowych, lecz takze jako obiecujgcego kandydata do transdermalnych
systemow dostarczania lekow. Uzyskane dane dowodza, ze dtugo$¢ tancucha alkilowego w sposob
kluczowy determinuje rownowage pomi¢dzy przenikaniem a retencjg w skorze, natomiast rodzaj
przeciwjonu dodatkowo moduluje zakres oraz mechanizm transportu. Krotkotancuchowe
pochodne (tancuch etylowy) charakteryzuja si¢ szybkim przenikaniem i ograniczong retencja,
co czyni je potencjalnie odpowiednimi do systeméw o dziataniu ogdlnoustrojowym po podaniu
przezskornym. Z kolei pochodne dtugotancuchowe (tancuch tetradecylowy) wykazuja silne
powinowactwo do struktur lipidowych btony, prowadzac do catkowitej retencji w przypadku
salicylanu lub jednoczesnej retencji i ograniczonego przenikania w przypadku PABA,
co moze by¢ szczegdlnie korzystne w zastosowaniach miejscowych wymagajacych dtugotrwatego

dziatania w obrebie skory.

7.3.2.8. Ekotoksyczno$¢ wobec organizméw wodnych (Artemiafranciscana)

W celu wstgpnej oceny potencjalnego wplywu srodowiskowego nowych pochodnych
lidokainy przeprowadzono badania ekotoksykologiczne z wykorzystaniem stonowodnego
skorupiaka Artemia franciscana. Dane dotyczace ekotoksyczno$ci badanych zwigzkéw z anionem
salicylanowym (SL1-SL3) oraz p-aminobenzoesanowym (PL1-PL3) podsumowano w tabeli 8.
Celem lepszego zrozumienia interakcji z wykorzystanym organizmem modelowym analizy
wykonano takze dla uktadow referencyjnych: pochodnych lidokainy z anionem halogenkowym
([LID][CI] oraz BL1-BL3), jak i [LID][SAL], [LID][PABA].

Zebrane wartosci ECsp wskazujg na generalnie bardzo niska toksycznos$¢ wszystkich
badanych zwiazkow na bazie lidokainy wobec A. franciscana. Dla [LID][CI], [LID][SAL]
i [LID][PABA], a takze wigkszosci czwartorzedowych pochodnych (BL1, BL3, SL1, SL3, PL1
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i PL3) zanotowano warto$ci wyzsze niz 1000 mg/L i dlatego zostaty one sklasyfikowane jako
,»Stosunkowo nieszkodliwe”. Jedynie trzy zwiazki zawierajace podstawnik oktylowy (BL2, SL2
i PL2) wykazywaly nieznacznie nizsze wartosci ECsy (332,7-422,5 mg/L), co nadal lokuje
je w kategorii ,,Praktycznie nietoksyczne”. Ten umiarkowany wzrost toksyczno$ci ujawnit,
7ze posrednia ditugo$¢ tancucha alkilowego moze nieznacznie nasila¢ interakcje z blonami
biologicznymi. Jednakze pochodne zawierajace najdluzszy tancuch tetradecylowy (BL3, SL3
i PL3) ponownie wykazaty bardzo niskg toksycznos¢, co podobnie jak w przypadku pochodnych

nikotynamidu moze wskazywaé na wystgpowanie dobrze znanego efektu ,, cut-off™.

Tabela 8. Ekotoksyczno$¢ badanych zwigzkow w stosunku do organizméw Artemia franciscana.
ECso Zakres klasy

Zwigzek (mg/L) (mg/L) Klasa2
[LID][CI] > 1000 -
BL2 412,2+1,9  100-1000 Praktycznie nietoksyczny
BL3 > 1000 -
[LID][SAL] > 1000 -
SL1 > 1000 -
SL2 332,7+3,7 100-1000 Praktycznie nietoksyczny
SL3 > 1000 -
[LID][PABA] > 1000 -
PL1 > 1000 -
PL2 422,5+1,7 100-1000 Praktycznie nietoksyczny
PL3 > 1000 -

2 zgodnie ze skalg oceny toksyczno$ci ostrej wedtug Fish and Wildlife Service

Uzyskane wyniki wskazuja, ze strukturalna modyfikacja lidokainy do postaci soli
organicznych nie wiaze si¢ z istotnym wzrostem ekotoksyczno$ci wobec badanego organizmu
wodnego. Zsyntezowane salicylany (SL1-SL3) oraz p-aminobenzoesany (PL1-PL3)
N-alkilolidokainy sa obecnie przedmiotem kontynuowanych badan, ukierunkowanych
m.in. na okreslenie ich aktywnosci bakterio- i grzybobojczej oraz potencjalnej cytotoksycznosSci.
Zebrane dane pozwolg na pelniejsze scharakteryzowanie ich profilu biologicznego i dostarcza
dodatkowych informacji dotyczacych ich potencjatu jako zwigzkow wielofunkcyjnych. Analizy
te umozliwig réwniez ocen¢ ich przydatnosci jako potencjalnych zamiennikoéw dla wybranych
substancji stosowanych obecnie w preparatach komercyjnych, w szczegdlnosci w kontekScie
optymalizacji skuteczno$ci dziatania przy jednoczesnym zachowaniu korzystnego profilu

bezpieczenstwa.
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Niniejsza praca doktorska koncentrowata si¢ na koncepcji projektowania bioaktywnych
uktadow jonowych typu API-QAS, w ktorych potaczenie kationow o aktywnosci
farmakologicznej z odpowiednio dobranymi anionami pochodzenia naturalnego umozliwia
uzyskanie nowych substancji o dziataniu wielofunkcyjnym.

W toku badan zsyntezowano nieznane w literaturze czwartorzgdowe sole amoniowe
zbudowane z kationdbw N-alkilonikotynamidu oraz N-alkilolidokainy, gdzie alkil
zmienial si¢ od etylu do tetradecylu, potaczonych z anionami: nikotynianowym,
salicylanowym lub p-aminobenzoesanowym. Dla wszystkich nowych soli opracowano
metodologie syntezy umozliwiajaca ich wydajng synteze przy zachowaniu wysokiej
czystosci, CO potwierdzono szeregiem technik spektroskopowych (UV, FT-IR,
H i BC NMR).

Wykazano, ze transformacja substancji  czynnych, takich jak nikotynamid,
kwas nikotynowy, kwas p-aminobenzoesowy, kwas salicylowy czy lidokaina w forme soli
organicznych istotnie wptywa na ich wlasciwosci fizykochemiczne, biologiczne oraz
potencjat farmakologiczny.

Kluczowym parametrem determinujagcym wtlasciwosci badanych uktadow okazata sig
dhugo$¢ tancucha alkilowego, ktéra w sposob kontrolowany moduluje lipofilowose,
rozpuszczalno$¢ oraz transport przez bariery biologiczne. Wptyw rodzaju przeciwjonu
miat charakter uzupelniajacy 1 przejawial si¢ w modyfikacji wybranych wtasciwosci uktadow,
zwykle w mniejszym stopniu niz w przypadku dtugosci tancucha alkilowego.

Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa byta silnie zalezna od struktury produktow,
przy czym zwiazki dtugotancuchowe wykazywaly znaczaco wyzsza skuteczno$¢ wobec
badanych mikroorganizméw niz uktady krotkotancuchowe.

Dla wigkszo$ci otrzymanych produktéw wykazano popraweg aktywnosci biologicznej
(przeciwdrobnoustrojowej oraz przeciwzapalnej) w porownaniu do substratow wyjsciowych,
co wskazuje na efekt synergii pomiedzy kationem i anionem 1 potwierdza zatozong hipotezg
badawcza.

Badania PAMPA potwierdzity mozliwos$¢ projektowania ukladow o zréoznicowanym profilu
przenikania przez bariery biologiczne, obejmujacym zaréwno systemy transdermalne,
jak i do stosowania miejscowego. Zauwazono, ze¢ dtugoscig tancucha alkilowego mozna
skutecznie modulowaé¢ zdolno§¢ czwartorzedowych soli amoniowych do przenikania

lub retencji na modelowej membranie.

146



» Dokowanie molekularne wykazalo potencjat badanych uktadow do oddziatywania
z biatkami COX-2 oraz NaV1.7, co wskazuje na ich mozliwe dziatanie przeciwzapalne
1 znieczulajace. Dlugos¢ lancucha alkilowego wptywata znaczaco na zdolno$¢ dopasowania
do kieszeni wigzgcych oraz stabilno$¢ kompleksow ligand—biatko, przy czym sole
dhugotancuchowe charakteryzowaty sie lepszym powinowactwem do miejsc aktywnych.

» Badania eckotoksykologiczne  wykazaly, Ze modyfikacja  strukturalna  zaréwno
nikotynamidu jak i lidokainy nie powoduje istotnego wzrostu toksycznosci wobec
modelowego organizmu wodnego, a uzyskane wyniki wskazujg, ze racjonalne projektowanie
uktadow jonowych pozwalajednocze$nie kontrolowac aktywno$¢ biologiczng, biodostepnos¢
1 bezpieczenstwo srodowiskowe.

» Opracowane systemy stanowig uniwersalng platform¢ do rozwoju nowej generacji formulacji
farmaceutycznych o precyzyjnie  dopasowanych  wtasciwosciach funkcjonalnych.
W konsekwencji podejscie API-QAS mozna uzna¢ za skuteczng strategie projektowania

wielofunkcyjnych uktadow o potencjale aplikacyjnym w farmacji i biomedycynie.
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STRESZCZENIE

W ramach niniejszej pracy zaprojektowano, zsyntetyzowano i kompleksowo
scharakteryzowano nowe grupy bioaktywnych uktadéw jonowych, zawierajacych w swojej
strukturze jony wystepujace w przyrodzie, oparte zarowno na pochodnych nikotynamidu,
jak i lidokainy. Uktady te obejmowaly czwartorzedowe sole amoniowe (QASs) z przeciwjonami
o zroznicowanym charakterze strukturalnym (halogenek, salicylan, p-aminobenzoesan
i nikotynian). Opracowane procedury syntezy charakteryzowaly si¢ wysoka wydajnoscig,
a struktury otrzymanych zwigzkéw potwierdzono metodami spektroskopowymi.

Nowe modyfikacje strukturalne nikotynamidu oraz lidokainy udowadniaja mozliwos¢
szerokiego dostosowania kluczowych parametrow fizykochemicznych, takich jak lipofilowosc,
rozpuszczalno$¢, zdolno$¢ agregacji oraz transport przez bariery biologiczne. W przypadku
pochodnych lidokainy warto$ci wspotczynnika podziatu oktanol-woda (log Kow) wahaty si¢
w szerokim zakresie od -1,70 do 2,08, przy czym dlugos¢ tancucha alkilowego konsekwentnie
zwickszata lipofilowos$¢ zwiazku, a rodzaj przeciwjonu znaczagco modulowat skale tego efektu.
Najwickszy wzrost lipofilowosci zaobserwowano w przypadku pochodnych salicylanowych
(SL2-SL3), podczas gdy uktady na bazie PABA zachowatly bardziej zrownowazony profil
hydrofilowo—lipofilowy. Podobne zalezno$ci wykazano réwniez w przypadku szeregow
homologicznych z kationem N-alkilonikotynamidu, gdzie odpowiedni dobér struktury anionu
umozliwial kontrole transportu i wlasciwosci biologicznych.

Badania aktywnosci biologicznej potwierdzily, ze synteza uktadow 0 budowie jonowej
nie tylko pozwala zachowa¢ aktywno$¢ farmakologiczng prekursoréw, ale moze rowniez znaczaco
ja zwigkszy¢ poprzez synergi¢ kationdw ianionéw. W modelu hamowania denaturacji albuminy,
wybrane pochodne lidokainy, a w szczegdlnosci te zawierajace anion salicylanowy, osiagnety
aktywnos¢ przeciwzapalng przewyzszajaca dzialanie leku referencyjnego (diklofenaku
sodowego), osiagajac inhibicje siegajaca 59,1%. Wykazano réwniez wyrazng zalezno$¢ miedzy
strukturg a aktywnos$cia, wskazujaca, ze optymalna aktywnos¢ biologiczna wystepuje w uktadach
o posredniej lipofilowosci, podczas gdy nadmierne hydrofobowe wydtluzanie tancucha sprzyja
agregacji i tym samym zmniejsza skuteczno$¢ zwigzkow.

Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa syntetyzowanych uktadow jonowych byla silnie
zalezna od dtugosci tancucha alkilowego i rodzaju anionu, ujawniajgc wyrazny zwiazek miedzy
strukturg a aktywnoscig. Zarowno w serii pochodnych nikotynamidu z anionem nikotynianowym
(N1-N4), p-aminobenzoesanowym (P1-P4), jak i salicylanowym (S1-S7), zwiazki pozbawione
dlugiego hydrofobowego tancucha alkilowego wykazywaty znikoma aktywno$¢ (wartosci MIC
typowo > 1000 — 4 096 mg/L), podczas gdy wydtuzenie tancucha prowadzito do znaczacego
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wzrostu skutecznosci. Wsrod pochodnych nikotynamidu najwyzsza aktywno$¢ uzyskano
dla najbardziej lipofilowych pochodnych, N4 i P4, ktore byly szczegolnie skuteczne wobec
bakterii Gram-dodatnich. Dla S. aureus ich wartosci MIC dochodzity do 3,9 mg/L, dla B. subtilis
réwniez do 3,9 mg/L (N4), a dla M. luteus do 15,6 mg/L. W przypadku bakterii Gram-ujemnych
ich aktywno$¢ byta nizsza, ale nadal istotna — na przyktad dla M. catarrhalis warto$¢ MIC
wyniosta 7,8 mg/L, a w przypadku E. coli 31,5 mg/L. W przypadku grzybow szczegolnie istotng
skuteczno$§¢ wykazano wobec C. neoformans, gdzie wartos¢ MIC dla P4 osiagneta poziom
3,9 mg/L, wyramie przewyzszajac zwiazki referencyjne [NA][NIK] i [NA][PABA],
ktore pozostaty praktycznie nieaktywne (> 1 000 mg/L). Podobng tendencje zaobserwowano
w serii salicylanow, gdzie najbardziej aktywny zwiazek, S7 (o najdluzszym tancuchu alkilowym),
wykazal bardzo wysoka skuteczno$¢ w zwalczaniu patogenow skornych 1 oportunistycznych.
Wartos¢ MIC/MBC réwne 0,5 mg/L uzyskano dla bakterii S. aureus, 4,0 mg/L dla C. acnes,
4,0 mg/L dla S. epidermidis, 16 mg/L dla C. albicansi 64 mg/L dla P. aeruginosa. Aktywnos$¢ S7
byta zatem wielokrotnie wyzsza niz aktywnos$¢ samego kwasu salicylowego lub nikotynamidu,
ktore wykazywaty stabg lub zerowg aktywno$¢. Zwigzek S6 rowniez wykazal znaczacg aktywno$¢
(np. MIC = 8 mg/L wobec S. aureus), ale istotnie nizsza niz S7, co potwierdza kluczowa role
optymalnej hydrofobowosci czwartorzedowej soli amoniowej pod katem wilasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych.

Badania rozpuszczalno$ci w wodzie 1 PBS potwierdzily, ze zarowno dtugo$¢ tancucha
alkilowego, jak 1 charakter przeciwjonu determinujg profil witasciwosci fizykochemicznych
otrzymanych zwigzkéw. Bardziej polarne zwigzki krotkotancuchowe zachowaty wysoka
rozpuszczalno$¢, podczas gdy pochodne dilugotancuchowe, zwlaszcza pochodne salicylanowe,
wykazywaly szybki spadek rozpuszczalno$ci wraz ze wzrostem hydrofobowosci spowodowanym
wydhuzaniem tancucha.

Badania dokowania molekularnego z COX-2 wykazaly, ze nowe pochodne moga
skutecznie oddzialywa¢ z miejscem aktywnym enzymu odpowiedzialnego za procesy zapalne.
Wszystkie ligandy zlokalizowane byly w glownej kieszeni wigzacej, a energie wigzania
(Vina score) dla kationéw wahaty si¢ od -6,6 do -8,9 kcal-mol. Bromek N-tetradecylolidokainy
(BL3) wykazat najwyzsze powinowactwo do enzymu, z uwagi na fakt, ze jego struktura
umozliwiata pelne wykorzystanie oddzialywan hydrofobowych i kontakt ze wszystkimi
kluczowymi resztami Kkatalitycznymi (R120, Y385, S530). Wyniki te potwierdzity zalezno$¢
migdzy strukturg a aktywnos$cia QASS i wykazaty, ze wydtuzenie tancucha alkilowego moze
zwigkszy¢ ich potencjal przeciwzapalny poprzez lepsze dopasowanie do kanalu enzymatyczne go.

Dokowanie z kanatem sodowym NaV1.7 wykazalo, ze pomimo stosunkowo podobnych
energii wigzania (od -4,8 do -6,8 kcal-mol™), potencjat znieczulajacy jest determinowany nie tylko
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przez sama energi¢ wigzania, ale rowniez przez charakter interakcji z kluczowymi resztami
odpowiedzialnymi za blokowanie przewodzenia. Wybrane pochodne, szczegdlnie SL1
i PL1-PL3, wykazywaly interakcje z resztami Y1215, D1677 i E1628, co sugeruje zachowanie
lub potencjalne wzmocnienie miejscowych wtasciwosci znieczulajagcych. Wyniki te wskazuja,
ze odpowiedni dobor par kation—anion umozliwia projektowanie zwigzkow laczacych dziatanie
znieczulajace i przeciwzapalne.

Badania SKIN-PAMPA wykazaly, ze nowe pochodne nikotynamidu, jak i lidokainy
mozna zaprojektowaé jako systemy o zroznicowanych profilach transportu przezskornego.
Krotkotancuchowy SL1 wykazal skuteczng permeacj¢ przez modelowg membrane (44,3%
po 24 godzinach), co czyni go obiecujagcym kandydatem do systemow transdermalnych.
SL3 z kolei wykazal catkowitg retencje w membranie juz po 6 godzinach (100%), co wskazuje
na jego wyjatkowy potencjal jako lek miejscowy, natomiast PL2 taczy umiarkowang retencje¢
ze znaczng permeacja (80,8%). Uzyskane wyniki jednoznacznie dowodza, ze dlugosé¢ tancucha
alkilowego i typ przeciwjonu sg narzedziami do precyzyjnego modulowania stopnia przenikania
leku przez barierg skorng.

Istotnym elementem pracy byta takze ocena bezpieczenstwa S$rodowiskowego
zsyntezowanych produktow. Badania ekotoksycznosci wobec organizméw Artemia franciscana
wykazaty, ze wigkszos¢ nowych pochodnych pozostaje wzglednie nieszkodliwa
(ECso > 1 000 mg/L), a nawet zwiazki o nieznacznie wyzszej toksycznosci (BL2, SL2, PL2)
pozostajg w kategorii ,,Praktycznie nietoksycznych”. Wyniki te wskazuja, Ze racjonalne
projektowanie uktadow jonowych moze prowadzi¢ do poprawy witasciwosci farmaceutycznych
bez istotnego zwigkszania ryzyka srodowiskowego.

Finalnie uzyskane wyniki potwierdzaja, ze projektowanie uktadow jonowych typu
API-QAS stanowi skuteczng  strategi¢ racjonalnego modulowania ich wlasciwosci
farmaceutycznych 1 biologicznych. Zaréwno w przypadku serii nikotynamidu, jak i lidokainy
wykazano, ze ukierunkowany dobor kationu 1 anionu umozliwil opracowanie nowej platformy
przeznaczonej do rozwoju wielofunkcyjnych formut farmaceutycznych, znajdujacych

zastosowanie w lekach doustnych, miejscowych oraz transdermalnych.
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ABSTRACT

In this work, new groups of bioactive ionic systems, containing naturally occurring ions
in their structure, based on both nicotinamide and lidocaine derivatives were designed,
synthesized, and comprehensively characterized. These systems included quaternary ammonium
salts (QASs) with counterions of diverse structural character (halide, salicylate, p-aminobenzoate,
and nicotinate). The developed synthetic procedures were characterized by high vyield,
and the structures of the resulting compounds were confirmed by spectroscopic methods.

The new structural modifications of nicotinamide and lidocaine demonstrated
the possibility of broad tuning of key physicochemical parameters, such as lipophilicity, solubility,
aggregation capacity, and transport across biological barriers. For lidocaine derivatives,
the octanol-water partition coefficient (log Kow) values ranged widely from -1.70 to 2.08, with
the alkyl chain length consistently increasing the compound's lipophilicity, and the type
of counterion significantly modulating the magnitude of this effect. The greatest increase
in lipophilicity was observed for salicylate derivatives (SL2-SL3), while PABA systems
maintained a more balanced hydrophilic—lipophilic profile. Similar relationships were also
demonstrated for homologous series with the N-alkylnicotinamide cation, where appropriate
selection of the anion structure enabled control of transport and biological properties. Biological
activity studies confirmed that the synthesis of ionic systems not only preserves
the pharmacological activity of the precursors but can also significantly enhance it through
cation—anion synergy. In the albumin denaturation inhibition model, selected lidocaine derivatives,
particularly those containing the salicylate anion, demonstrated anti-inflammatory activity
exceeding that of the reference drug (diclofenac sodium), achieving inhibition of up to 59.1%.
A clear structure-activity relationship was also demonstrated, indicating that optimal biological
activity occurs in systems with intermediate lipophilicity, while excessive hydrophobic chain
extension promotes aggregation and thus reduces the efficacy of the compounds.

The antimicrobial activity of the synthesized ionic systems was strongly dependent on the
alkyl chain length and the type of anion, revealing a clear structure—activity relationship.
In nicotinamide derivative series with nicotinate (N1-N4), p-aminobenzoate (P1-P4)
and salicylate (S1-S7) anion, compounds lacking the long hydrophobic alkyl chain showed
negligible activity (MIC values typically > 1,000-4,096 mg/L), while chain extension
led to a significant increase in efficacy. Among the nicotinamide derivatives, the highest activity
was obtained for the most lipophilic derivatives, N4 and P4, which were particularly effective
against Gram-positive bacteria. For S. aureus, their MIC values reached up to 3.9 mg/L,
for B. subtilis also up to 3.9 mg/L (N4), and for M. luteus up to 15.6 mg/L. In the case of

Gram-negative bacteria, their activity was lower but still significant — for example,
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for M. catarrhalis, the MIC value was 7.8 mg/L, and for E. coli 31.5 mg/L. In the case of fungi,
particularly significant efficacy was demonstrated against C. neoformans, where the MIC for P4
reached 3.9 mg/L, clearly exceeding the reference compounds [NA][NIK] and [NA][PABA],
which remained practically inactive (>1,000 mg/L). A similar trend was observed in the salicylate
series, where the most active compound, S7 (withthe longest alkyl chain), demonstrated very high
efficacy in combating skin and opportunistic pathogens. MIC/MBC values of 0.5 mg/L were
obtained for S. aureus, 4.0 mg/L for C. acnes, 4.0 mg/L for S. epidermidis, 16 mg/L for C. albicans,
and 64 mg/L for P. aeruginosa. The activity of S7 was therefore many times higher than that
of salicylic acid or nicotinamide alone, which showed weak or no activity. Compound S6
also demonstrated notable activity (e.g., MIC against S. aureus = 8 mg/L), but significantly lower
than S7, confirming the crucial role of optimal hydrophobicity of the quaternary ammonium salt
in antimicrobial properties.

Solubility studies in water and PBS confirmed that both the alkyl chain length
and the nature of the counterion determine the physicochemical profile of the obtained compounds.
The more polar short-chain compounds retained high solubility, while the long-chain derivatives,
especially the salicylate derivatives, exhibited a rapid decrease in solubility with increasing
hydrophobicity due to chain extension.

Molecular docking studies with COX-2 demonstrated that the new derivatives can
effectively interact with the active site of the enzyme responsible for inflammatory processes.
All ligands were located in the main binding pocket, and the interaction energies (Vina scores)
for cations ranged from -6.6 to -8.9 kcal-mol™. N-tetradecyllidocaine bromide (BL3) demonstrated
the highest affinity for the enzyme, due to its structure enabling full utilization of hydrophobic
interactions and contact with all key catalytic residues (R120, Y385, S530). These results
confirmed the structure—activity relationship of QASs and showed that extending the alkyl chain
may increase their anti-inflammatory potential by better fitting to the enzymatic channel.

Docking with the sodium channel NaV1.7 revealed that despite relatively similar binding
energies (ranging from -4.8 to -6.8 kcal-mol™?), the anesthetic potential is determined not only
by the binding energy itself but also by the nature of interactions with key residues responsible
for conduction blocking. Selected derivatives, particularly SL1 and PL1-PL3, exhibited
interactions with residues Y1215, D1677, and E1628, suggesting preservation or potential
enhancement of local anesthetic properties. These results indicate that appropriate selection
of cation—anion pairs enables the design of compounds combining anesthetic
and anti-inflammatory effects.

SKIN-PAMPA studies demonstrated that novel nicotinamide and lidocaine derivatives can
be designed as systems with differentiated transdermal transport profiles. Short-chain salt
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(SL1) demonstrated efficient permeation through a model membrane (44.3% after 24 hours),
making it a promising candidate for transdermal delivery systems. Compound SL3, on the other
hand, demonstrated complete membrane retention after just 6 hours (100%), indicating
its exceptional potential as a topical drug, while PL2 combines moderate retention with significant
permeation (80.8%). The obtained results clearly indicate that the alkyl chain length
and counterion type are tools for precisely modulating the rate of drug penetration through the skin
barrier.

An important element of this work was also the assessment of the environmental safety
of the synthesized products. Ecotoxicity studies on Artemia franciscana organisms showed that
most of the new derivatives remain relatively harmless (ECso >1,000 mg/L), and even compounds
with slightly higher toxicity (BL2, SL2, PL2) remain in the "Practically non-toxic" category.
These results indicate that rational design of ionic systems can lead to improved pharmaceutical
properties without significantly increasing environmental risk.

Gathered data confirm that designing ionic systems is an effective strategy for rationally
modulating their pharmaceutical and biological properties. For both the nicotinamide and lidocaine
series, it was demonstrated that the targeted selection of the cation and anion enabled the
development of a new platform for the development of multifunctional pharmaceutical

formulations for oral, topical and transdermal drug applications.
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ANEKS

Wykaz odczynnikow stosowanych w pracy doktorskiej

Tabela Al. Czynniki alkilujace wykorzystane podczas realizacji pracy doktorskiej.

Nazwa Producent Czystos$¢ Numer CAS
1-Bromoetan Sigma-Aldrich 99,0% 74-96-4
1-Bromobutan Sigma-Aldrich 99,0% 109-65-9
1-Bromoheksan Sigma-Aldrich 99,0% 111-25-1
1-Bromooktan Sigma-Aldrich 99,0% 111-83-1
1-Bromodekan Sigma-Aldrich 98,0% 112-29-8
1-Bromododekan Sigma-Aldrich 97,0% 143-15-7

1-Bromotetradekan Sigma-Aldrich 97,0% 112-71-0

Tabela A2. Amidy, kwasy i wodorotlenki wykorzystane podczas realizacji pracy doktorskiej.

Nazwa Producent Czystosé Numer CAS
Nikotynamid Sigma-Aldrich 98,0% 98-92-0
Lidokaina Sigma-Aldrich 98,0% 137-58-6
Kwas nikotynowy Sigma-Aldrich 98,0% 59-67-6
Kwas p-aminobenzoesowy Sigma-Aldrich 99,0% 150-13-0
Kwas salicylowy Sigma-Aldrich 99,0% 69-72-7
Wodorotlenek potasu Avantor 99,0% 1310-58-3

Tabela A3. Rozpuszczalniki wykorzystane podczas realizacji pracy doktorskiej.

Nazwa Producent Czystos$¢ Numer CAS
Metanol Avantor 99,8% 67-56-1
Etanol Avantor 96,0% 64-17-5
Acetonitryl Avantor 99,0% 75-05-8
Aceton Avantor 99,0% 67-64-1
n-Propanol Avantor 99,5% 71-23-8
Octan etylu Avantor 99,0% 141-78-6
n-Oktanol Sigma-Aldrich 99,0% 111-87-5
n-Heksan Sigma-Aldrich 95,0% 110-54-3
Chloroform Sigma-Aldrich 99,8% 67-66-3
Woda ZTCh <0,1puS 7732-18-5

Tabela A4. Odczynniki wykorzystywane w badaniach ekotoksycznosci.

Nazwa Producent Czystos$¢ Numer CAS
Chloreksodu Sigma-Aldrich 99,5% 7647-14-5
Chlorek potasu Sigma-Aldrich 99,0% 7447-40-7
Chlorek wapnia dwuwodny Sigma-Aldrich 99,0% 10035-04-8
Chlorek magnezu szeSciowodny Sigma-Aldrich 99,9% 7791-18-6
Siarczan magnezu siedmiowodny Sigma-Aldrich 99,0% 10034-99-8
Wodoroweglan sodu Sigma-Aldrich 95,0% 144-55-8
Kwas borowy Sigma-Aldrich 99,5% 10043-35-3
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Tabela A5. Materialy wykorzystywane do badan aktywnoS$ci antybakteryjnej.

Nazwa Producent Czystos$¢ Numer CAS
Bulion tioglikolanowy bioMerieux Nie dotyczy Nie dotyczy

Z rezasuryna
Pozywka plynna Sabourauda Sigma-Aldrich Nie dotyczy Nie dotyczy
Bulion Muellera-Hintona Oxoid Nie dotyczy Nie dotyczy
Agar tryptozowo-sojowy bioMerieux Nie dotyczy Nie dotyczy
Agar Columbia Thermo Scientific Nie dotyczy Nie dotyczy
Agar Sabourauda z dekstroza Sigma-Aldrich Nie dotyczy Nie dotyczy
Jodek propidyny Sigma-Aldrich 94,0% 25535-16-4
Plytki 96-dotkowe Sigma-Aldrich Nie dotyczy Nie dotyczy

Tabela A6. Materialy wykorzystywane do badan potencjalu przeciwzapalnego — testu denaturacji
albuminy.

Nazwa Producent Czystos$¢ Numer CAS
Sproszkowana albumina bialka jaja Sigma-Aldrich 95.0% 9006-59-1
kurzego ’
Sél sodowa diklofenaku Sigma-Aldrich 98,0% 15307-79-6
PBS (tabletki) Sigma-Aldrich Nie dotyczy Nie dotyczy
Tabela A7. Materialy wykorzystywane do badan stabilnosci w mediach o réznych pH.
Nazwa Producent Czystos$¢ Numer CAS
PBS-tabletki (ang. Phosphate
Buffered Saline, sél fizjologiczma Sigma-Aldrich Nie dotyczy Nie dotyczy
buforowana fosforanem)
SGF
(ang. Simulated Gastric Fluid,
modelowy sok zolgdkowy):
Chloreksodu Sigma-Aldrich 99,5% 7647-14-5
HCI Sigma-Aldrich 31,5-35,5% 7647-01-0
Woda ZTCh <0,1pS 7732-18-5
Tabela A8. Materialy wykorzystywane do testow PAMPA.
Nazwa Producent Czysto$¢ Numer CAS
Lecytyna sojowa Sigma-Aldrich 94,0% 8002-43-5
n-Dodekan Sigma-Aldrich 99,0% 112-40-3
S61 sodowa diklofenaku Sigma-Aldrich 98,0% 15307-79-6
PBS (tabletki) Sigma-Aldrich Nie dotyczy Nie dotyczy
Mirystynianizopropylu (IPM) Sigma-Aldrich 98,0% 110-27-0
Olejsilikonowy Sigma-Aldrich 99,0% 63148-62-9
Pl(?lv(vli:{E&sc?sgisvzéio:ﬁz;ve Sigma-Aldrich Nie dotyczy Nie dotyczy
Woda ZTCh <0,1puS 7732-18-5
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Opis widm UV, FT-IR, *H NMR i 13C NMR

Nikotynamid (NA):

Amax (Metanol) = 262 nm; ¢ = 3,02-10% dm3mol-icm-1.
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Dlugosé fali (nm)
Rysunek Al. Widmo UV nikotynamidu (NA).

IR vmax [cm1] = 1678, 1618, 1424, 1389, 1342, 1204, 1126, 1031, 830, 781, 703.
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Rysunek A2. Widmo FT-IR nikotynamidu (NA).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm = 7,48 - 7,59 (m, 1 H): 7,74 (br, s, 1 H); 8,19 - 8,39 (m, 2 H); 8,65
-8,83 (m, 1 H); 9,05 - 9,22 (m, 1 H). 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm = 123,48; 129,74; 135,26;

148,78, 151,97; 166,67.
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Rysunek A3. Widmo IH NMR nikotynamidu (NA).
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Rysunek A4. Widmo 13C NMR nikotynamidu (NA).

Bromek N-etylonikotynamidu (1)

Jmaxi (metanol) = 204 nm; Jmaxe (metanol) = 265 nm; e = 1,17-10* dm3mol-icmle, = 4,35-108
dm3mol-icml. IR vmax [cm-1] = 1704, 1658, 1459, 1403, 1148, 803, 675. 1H NMR (400 MHz, DMSO-ds)
6 ppm=1,45- 1,62 (m, 3 H); 4,66 - 4,77 (m, 2 H); 8,13 (s, 1 H); 8,20 - 8,29 (m, 1 H); 8,58 - 8,72
(m, 1 H); 8,94 (dt, J=8,16, 1,33 Hz, 1 H); 9,33 (d, J=6,07 Hz, 1 H); 9,61 (s, 1 H). 3C NMR (100 MHz,
DMSO-dg) & ppm = 16,25; 56,73; 127,89; 133,54; 143,56; 144,47; 146,26; 162,89.

Bromek N-butylonikotynamidu (2)

Jmaxi (metanol) = 204 nm; Amaxe (Metanol) = 265 nm; & = 1,21-10* dm3molicm?; & = 3,68:108
dm3mol-icm. IR vmax [cm™] = 1701, 1655, 1459, 1403, 1148, 803, 672. H NMR (400 MHz, DMSO-ds)
& ppm = 0,86 - 1,01 (m, 3H); 1,25 - 1,44 (m, 2 H); 1,90 - 2,08 (m, 2 H); 4,74 - 4,87 (t, 2 H); 8,24 (s, 1 H);
8,31 -8,40 (m, 1 H); 8,75 (s, 1 H); 9,02 - 9,12 (m, 1 H); 9,42 - 9,51 (m, 1 H); 9,75 (s, 1 H). 13C NMR (100
MHz, DMSO-ds) 6 ppm=13,37; 18,77; 32,57; 60,79; 127,91, 133,59; 143,64; 144,59; 146,46; 162,83.

Bromek N-heksylonikotynamidu (3)

Jmaxi (Metanol) = 204 nm; Amaxe (Metanol) = 265 nm; & = 1,43-10* dm3mol-iecm?; & = 4,14-103

dm3mol-lcm-L IR vmax [cm-1] = 2943, 2863, 1701, 1655, 1459, 1403, 1148, 803, 673. 'H NMR (400 MHz,

DMSO-ds) & ppm = 0,76 - 0,95 (m, 3 H); 1,16 - 1,42 (m, 6 H); 1,92 - 2,09 (m, 2 H); 4,71 - 4,85 (t, 2 H);

8,23 (s, 1 H); 8,31 - 8,40 (m, 1 H); 8,72 - 8,80 (m, 1 H); 9,03 - 9,11 (m, 1 H); 9,45 (d, J=6,07 Hz, 1 H);
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9,74 (s, 1 H). 13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm = 13,80; 21,82; 25,02; 30,54; 30,59; 60,97; 127,88;
133,58; 143,59; 144,60, 146,43; 162,79.
Bromek N-oktylonikotynamidu (4)

Jmaxi (metanol) = 204 nm; Amaxe (Metanol) = 265 nm; &= [,37-10* dm3molicm?; & = 3,89-103
dm3mol-icm-t.
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Rysunek A5. Widmo UV bromku N-oktylonikotynamidu (4).
IR vmax [cmL] = 2941, 2895, 1701, 1655, 1459, 1403, 1148, 803, 672.
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Rysunek A6. Widmo FT-IR bromku N-oktylonikotynamidu (4).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm = 0,77 - 0,91 (m, 3 H); 1,15 - 1,39 (m, 10 H); 1,95 - 2,07 (m, 2 H);
4,73 - 4,85 (t, 2 H); 8,18 - 8,27 (m, 1 H); 8,32 - 8,42 (m,1 H); 8,75 (s, 1 H); 9,02 - 9,11 (m, 1 H);
9,40 - 9,50 (m, 1 H); 9,76 (s, 1 H). 23C NMR (100 MHz, DMSO-dg) 8 ppm = 13,90; 22,02; 25,38; 28,36;
28,42; 30,67; 31,11; 60,97; 127,88; 133,58; 143,59; 144,61; 146,44 162,76,
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Rysunek A7. Widmo 'H NMR bromku N-oktylonikotynamidu (4).
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Rysunek A8. Widmo 13C NMR bromku N-oktylonikotynamidu (4).

Bromek N-decylonikotynamidu (5)

max1 (metanol) = 204 nm; Amaxe (Metanol) = 265 nm; &= 1,69-10* dm3mol-icm?; & = 3,85-103
dm3mol-icm-L IR vmax [cm1] = 2943, 2863, 1701, 1655, 1459, 1403, 1148, 803, 673. 1H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) & ppm = 0,80 - 0,91 (m, 3 H); 1,16 - 1,37 (m, 14 H); 1,99 (br, s, 2 H); 4,74 (t, J=7,46 Hz, 2 H)
8,22 (s, 1 H) 8,33 (dd, J=8,04, 6,22 Hz, 1 H) 8,71 (s, 1 H) 9,03 (d, J=8,13 Hz, 1 H) 9,39 (d, J=6,14 Hz,
1 H) 9,69 (s, 1 H). 13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) & ppm = 13,93; 22,08; 25,38; 28,65; 30,66; 31,25;
60,98; 127,85; 133,63; 143,48; 144,68; 146,41; 162,76.

Bromek N-dodecylonikotynamidu (6)

Jmaxi (metanol) = 204 nm; Amaxe (metanol) = 265 nm; &= 1,76-10* dm3mol-icm?; & = 3,78-108
dm3mol-icm-L. IR vmax [cm-1] = 2943, 2863, 1701, 1655, 1459, 1401, 1148, 805, 672. 'H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) & ppm = 0,78 - 0,93 (m, 3 H); 1,13 - 1,36 (m, 18 H); 1,99 (d, J=6,45 Hz, 2 H); 4,73
(t, J=7,50 Hz, 2 H); 8,22 (s, 1 H); 8,32 (dd, J=7,97, 6,07 Hz, 1 H); 8,69 (s, 1 H); 9,02 (dt, J=8,21, 1,30 Hz,
1 H); 9,36 (d, J=6,07 Hz, 1 H); 9,67 (s, 1 H). 13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) 8 ppm = 13,93; 22,08;
25,40; 28,42; 28,71; 28,79; 28,93; 29,00; 29,01; 30,67; 31,28; 61,02; 127,86; 133,67; 143,48; 144,67,
146,40; 162,77.

Bromek N-tetradecylonikotynamidu (7)

Amaxt (Metanol) = 204 nm; Amaxe (Metanol) = 265 nm; &= 7,73-10* dm3mol-icml; & = 3,77-108
dm3mol-icm . IR vmax [cm-1] = 2946, 2868, 1701, 1655, 1459, 1401, 1148, 804, 676. 'H NMR (400 MHz,
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DMSO-dg) 6 ppm =0,86 (t, J=6,55 Hz, 3 H) 1,07 - 1,51 (m, 22 H) 1,98 (br, s, 2 H) 4,73 (t, J=7,38 Hz,
2 H) 8,22 (br, s, 1 H) 8,28 - 8,40 (m, 1 H) 8,69 (br, s, 1 H) 9,02 (d, J=7,96 Hz, 1 H) 9,36 (d, J=5,81 Hz,
1 H) 9,66 (br, s, 1 H).33C NMR (100 MHz, DMSO-dg) & ppm = 13,92; 22,08; 25,39; 29,01; 31,28; 61,01;
127,84; 133,65; 143,40; 144,70; 146,39; 162,76.

Nikotynian N-heksylonikotynamidu (N1)

Jmax1 (metanol) = 200 nmM; Amaxz (Metanol) = 263 nm; & = 1.62-10* dm3molicm?; & = 4.66-103
dm3mol-icm-l IR vmax [cm1] = 2928, 2861, 1696, 1588, 1549, 1509, 1452, 1401, 1377, 1193, 1146, 1088,
1021, 838, 792, 756, 702, 669. '1H NMR (401 MHz, metanol-ds) & ppm = 0,79 - 0,95 (m, 3 H);
1,23-1,46 (m, 6 H); 1,97 - 2,14 (m, 2 H); 4,66 - 4,82 (m, 2 H); 7,47 (ddd, J=7,89, 4,93, 0,87 Hz, 1 H); 8,26
(dd, J=8,03, 6,20 Hz, 1 H); 8,31 - 8,37 (m, 1 H); 8,58 (dd, J=4,92, 1,73 Hz, 1 H); 9,04 (dt, J=8,21, 1,41 Hz,
1 H); 9,07 (dd, J=2,10, 0,91 Hz, 1 H); 9,24 (dt, J=6,09, 1,20 Hz, 1 H); 9,61 (s, 1 H). 3C NMR (100 MHz,
metanol-d,) & ppm=14,41; 23,53; 26,97; 32,35; 32,53; 63,63; 124,81; 129,53; 134,83; 135,94; 138,83; 145,25; 146,10;
147,81; 151,23; 151,34; 165,30; 172,14.

Nikotynian N-oktylonikotynamidu (N2)
Jmaxi (metanol) = 204 nm; Amaxe (Metanol) = 263 nm; &1 = 4.39-10* dm3mol-icm?l; & = 1.44-104
dm3mol-tcm-L.
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Rysunek A9. Widmo UV nikotynianu N-oktylonikotynamidu (N2).

IR vimax [cm-1] = 2928, 2861, 1696, 1588, 1549, 1509, 1452, 1401, 1377, 1263, 1204, 1193, 1144, 1088,
1027, 801, 756, 727, 684.
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Rysunek A10. Widmo FT-IR nikotynianu N-oktylonikotynamidu (N2).

IH NMR (400 MHz, metanol-ds) 8 ppm = 0,81 - 0,91 (m, 3 H); 1,20 - 1,44 (m, 10 H); 2,06 (t, J=7,31 Hz,
2 H); 4,69 - 4,79 (m, 2 H); 7,47 (ddd, J=7,92; 4,91; 0,82 Hz, 1 H); 8,25 (dd, J=8,08; 6,15 Hz, 1 H);
8,33 (dt, J=7,84; 1,89 Hz, 1 H); 8,58 (dd, J=4,89; 1,69 Hz, 1 H); 9,02 (dt, J=8,13; 1,45 Hz, 1 H); 9,07
(dd, J=2,13; 0,87 Hz, 1 H); 9,18 - 9,26 (m, 1 H); 9,59 (s, 1 H). 3C NMR (100 MHz, metanol-d.) & ppm
= 14,50; 23,71; 27,21; 30,12; 30,37; 30,48; 30,57; 32,50; 33,00; 63,53; 124,76; 129,41; 134,32; 135,84;
138,80; 145,09; 146,01; 147,70; 151,15; 151,37; 165,17; 171,609.

1003 Assignment Quality by Shift Difference (ppm)
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Rysunek Al1l. Widmo 'H NMR nikotynianu N-oktylonikotynamidu (N2).
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Rysunek A12. Widmo 13C NMR nikotynianu N-oktylonikotynamidu (N2).

Nikotynian N-decylonikotynamidu (N3)

Amaxi (metanol) = 202 nm; Amaxe (metanol) = 263 nm; & = 3,33-710* dmmol-icm?; & =1,05-104
dm3mol-icml. IR vmax [cm-1] = 2928, 2861, 1696, 1588, 1549, 1509, 1452, 1401, 1377, 1263, 1202, 1144,
1090, 1025, 825, 756, 723, 684. 1H NMR (400 MHz, metanol-ds) & ppm = 0,79 - 0,95 (m, 3 H);
1,19 - 1,45 (m, 14 H); 2,00 - 2,14 (m, 2 H); 4,65 - 4,79 (m, 2 H); 7,47 (m, J=7,90; 4,90; 0,70 Hz, 1 H);
8,25 (dd, J=7,93; 6,23 Hz, 1 H); 8,29 - 8,37 (m, 1 H); 8,58 (dd, J=4,91; 1,61 Hz, 1 H); 9,02 (dd, J=8,17,
1,18 Hz, 1 H); 9,06 - 9,10 (m, 1 H); 9,22 (d, J=6,04 Hz, 1 H); 9,58 (s, 1 H). 13C NMR (100 MHz,
metanol-d,) & ppm = 14,50; 23,71; 27,21; 30,12; 30,37; 30,48; 30,57; 32,50; 33,00; 63,53; 124,76; 129,41,
134,32; 135,84; 138,80; 145,09; 146,01; 147,70; 151,15; 151,37; 165,17; 171,69.

Nikotynian N-dodecylonikotynamidu (N4)

maxi (metanol) = 205 nm; Amaxe (Metanol) = 263 nm; & = 2,67-10* dm3mol-lcm?; & = 9,02-103
dm3mol-tecm. IR vmax [cm-1] = 2928, 2861, 1696, 1588, 1549, 1509, 1452, 1401, 1377, 1263, 1202, 1146,
1086, 1021, 840, 801, 756, 704, 684. 'H NMR (400 MHz, metanol-ds) 8 ppm = 0,84 - 0,97 (m, 3 H);
1,24 - 1,47 (m, 18 H); 2,09 (t, J=7,32 Hz, 2 H); 4,70 - 4,82 (m, 2 H); 7,48 (m, J=7,90; 4,90; 0,90 Hz, 1 H);
8,26 (dd, J=8,03; 6,14 Hz, 1 H); 8,35 (dt, J=7,91; 1,90 Hz, 1 H); 8,59 (dd, J=4,91; 1,70 Hz, 1 H); 9,04
(dt, J=8,17; 1,44 Hz, 1 H); 9,09 (dd, J=2,12; 0,90 Hz, 1 H); 9,24 (dt, J=6,09; 1,20 Hz, 1 H); 9,59 (s, 1 H).
13C NMR (100 MHz, metanol-ds) 8 ppm = 14,50; 23,74; 27,23; 30,14; 30,46; 30,49; 30,62; 30,73; 32,51;
33,06; 63,56; 124,71; 129,42; 134,63; 135,86; 138,77; 145,11; 146,01; 147,71; 151,17; 151,27; 165,19;
171,97.

p-Aminobenzoesan N-heksylonikotynamidu (P1)

Amaxi (metanol) = 207 nm; Amaxe (Metanol) = 273 nm; & = 1,56-10* dm3molicm?; & = 1,48-104
dm3mol-icm-L. IR vmax [cm-1] = 2926, 1655, 1631, 1601, 1586, 1532, 1467, 1407, 1366, 1304, 1157, 1131,
1027, 855, 794, 732, 704, 685. 1H NMR (400 MHz, metanol-ds) 8 ppm = 0,79 - 0,98 (m, 3 H);
1,20 - 1,43 (m, 6 H); 1,98 (quin, J=7,58 Hz, 2 H); 4,54 - 4,72 (m, 2 H); 6,52 - 6,66 (m, 2 H);
7,59 - 7,80 (m, 2 H); 8,13 (dd, J=7,99; 6,15 Hz, 1 H); 8,95 (dt, J=8,28; 1,43 Hz, 1 H); 9,07 (dt, J=6,10;
1,26 Hz, 1 H); 9,50 (s, 1 H). 33C NMR (100 MHz, metanol-ds) & ppm = 14,33; 23,46; 26,87; 32,26; 32,41;
63,52; 114,64; 127,41; 129,35; 132,03; 135,75; 145,04; 145,84; 147,52; 151,70; 165,23; 175,85.
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p-Aminobenzoesan N-oktylonikotynamidu (P2)

Jmax1 (methanol) = 207 nm; Amaxz (methanol) = 273 nm; & = 1,57-10* dm3mol-icm?; & = 1,50-10*
dm3mol-icm-1
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Rysunek A13. Widmo UV nikotynianu N-oktylonikotynamidu (P2).

IR vmax [cm-1] = 2926, 1655, 1631, 1601, 1586, 1532, 1467, 1407, 1366, 1304, 1157, 1027, 855, 794, 732,
704, 685.
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Rysunek Al4. Widmo FT-IR nikotynianu N-oktylonikotynamidu (P2).

IH NMR (400 MHz, metanol-ds) & ppm = 0,79 - 0,95 (m, 3 H); 1,16 - 1,46 (m, 10 H); 1,99 (quin,
J=7,46 Hz, 2 H); 4,55 - 4,70 (m, 2 H); 6,48 - 6,67 (m, 2 H); 7,59 - 7,75 (m, 2 H); 8,13 (dd, J=8,04;
6,10 Hz, 1 H); 8,95 (dt, J=8,18; 1,48 Hz, 1 H); 9,07 (dt, J=6,10; 1,21 Hz, 1 H); 9,44 - 9,49 (m, 1 H).
13C NMR (100 MHz, metanol-d4) 8 ppm = 14,47; 23,66; 27,21; 30,08; 30,17; 32,47; 32,86; 63,52; 114,63;
127,55; 129,35; 132,03; 135,79; 145,03; 145,86; 147,53; 151,66; 165,22; 175,92.
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Rysunek A15. Widmo 'H NMR p-aminobenzoesanu N-oktylonikotynamidu (P2).

1003 Assignment Quality by Shift Difference {ppm)

Normakzed Intansty

Rysunek A16. Widmo 13C NMR p-aminobenzoesanu N-oktylonikotynamidu (A2).

p-Aminobenzoesan N-decylonikotynamidu (P3)

maxi (methanol) = 206 nm; Amaxe (Methanol) = 273 nm; & = 1,66-10* dm3mol-icm?; & = 1,61-104
dm3mol-tem. IR vmax [cm-1] = 2924, 1655, 1631, 1601, 1586, 1532, 1467, 1407, 1366, 1304, 1157, 1027,
855, 794, 732, 704, 685. IH NMR (400 MHz, metanol-ds) & ppm = 0,79 - 0,96 (m, 3 H);
1,03 - 1,57 (m, 14 H); 1,99 (quin, J=7,46 Hz, 2 H); 4,53 - 4,70 (m, 2 H); 6,47 - 6,67 (m, 2 H); 7,55 - 7,79
(m, 2 H); 8,13 (dd, J=8,04; 6,20 Hz, 1 H); 8,95 (dt, J=8,18; 1,43 Hz, 1 H); 9,07 (dt, J=6,10; 1,21 Hz, 1 H);
9,49 (s, 1 H),13C NMR (100 MHz, metanol-ds) 6 ppm = 14,95; 24,18; 27,66; 30,57; 30,85; 30,95; 31,04;
32,92; 33,48; 63,98; 115,09; 127,99; 129,80; 132,48; 136,25; 145,48; 146,32; 147,99; 152,11; 165,66;
176,38.

p-Aminobenzoesan N-dodecylonikotynamidu (P4)

Amaxi (methanol) = 208 nm; Amaxz (Methanol) = 273 nm; & max = 1,79-10* dm3mol-icm?; & = 1,76-10%
dm3mol-icm . IR vmax [cm1] = 2930, 2853, 1655, 1631, 1601, 1586, 1532, 1467, 1407, 1366, 1304, 1157,
1027, 855, 794, 732, 704, 685. '1H NMR (400 MHz, metanol-ds) & ppm = 0,78 - 0,97 (m, 3 H);
1,15- 1,44 (m, 18 H); 1,86 - 2,08 (m, 2 H); 4,54 - 4,70 (m, 2 H); 6,48 - 6,64 (m, 2 H); 7,56 - 7,76 (m, 2 H);
8,12 (dd, J=8,04; 6,10 Hz, 1 H); 8,94 (dt, J=8,13; 1,45 Hz, 1 H); 9,02 - 9,13 (m, 1 H) 9,49 (s, 1 H).
13C NMR (100 MHz, metanol-ds) 8 ppm = 14,97; 24,20; 27,67; 30,59; 30,92; 30,96; 31,09; 31,19; 32,93;
33,52; 63,98; 115,09; 128,03; 129,81; 132,48; 136,25; 145,49; 146,32; 147,98; 152,09; 165,66; 176,38.
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Mieszanina nikotynamidu i kwasu nikotynowego ([NA][NIK])

Amaxi (metanol) = 216 nm; Amaxe (Metanol) = 262 nm; & = 1,37-10* dm3molicm?; & = 4,43-104
dm3mol-icm1.
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Rysunek A17. Widmo UV mieszaniny nikotynamidu i kwasu nikotynowego ([NA][NIK]).

IR vmax [cm-1] = 1683, 1623, 1597, 1595, 1487, 1422, 1403, 1321, 1301, 1185, 1116, 1092, 1030, 956,
831, 812, 747, 693.
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Rysunek A18. Widmo FT-IR mieszaniny nikotynamidu i kwasu nikotynowego ([NA]J[NIK]).

1H NMR (401 MHz, DMSO-ds) & ppm = 7,56 (m, J=16,56; 7,93; 4,86; 0,79 Hz, 2 H); 7,69 (br, s, 1 H);
8,30 (ddt, J=18,64; 7,93; 1,98; 1,98 Hz, 3 H); 8,75 (dd, J=4,76; 1,78 Hz, 1 H); 8,84 (dd, J=4,76; 1,78 Hz,
1 H); 9,03 - 9,21 (m, 2 H). 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm = 123,45; 123,81; 126,65; 129,75;
135,26; 137,01; 148,72; 150,28; 151,90; 153,27; 166,35; 166,60.
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Assignment Quality by Shift Difference (ppm)
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Rysunek A19. Widmo H NMR mieszaniny nikotynamidu i kwasy nikotynowego ([NA][NIK]).
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Rysunek A20. Widmo 13C NMR mieszaniny nikotynamidu i kwasy nikotynowego ([NA][NIK]).

Kokrysztal nikotynamidu i kwasu p-aminobenzoesowego ([NA][PABA])

Jmaxi (metanol) = 204 nm; Amaxe (Metanol) = 214 nm; Amaxs (metanol) = 290 nm; & = 2,27-104
dmémol-icm; &2 =2,02-10*dm3mol-lcmt; e3=1, 97-710* dm3mol-tcm-1
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Rysunek A21. Widmo UV kokrysztatu nikotynamidu i kwasu p-aminobenzoesowego ([NA]J[PABA].

IR vmax [cm-1] = 1644, 1603, 1521, 1446, 1390, 1317, 1273, 1178, 1122, 1027, 842, 775, 697.
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Rysunek A22. Widmo FT-IR kokrysztatu nikotynamidu i kwasu p-aminobenzoesowego ([NAJ[PABA]).

IH NMR (400 MHz, metanol-ds) & ppm = 6,61 - 6,74 (m, 2 H); 7,52 (ddd, J=7,97; 4,94; 0,88 Hz, 1 H);
7,72-7,85(m, 2 H); 8,23 - 8,38 (m, 1 H); 8,69 (dd, J=4,94; 1,61 Hz, 1 H); 9,07 (dd, J=2,25; 0,88 Hz, 1 H).
13C NMR (100 MHz, metanol-d;) 8 ppm = 114,38; 119,04; 125,06; 125,08; 131,26; 131,28; 132,77;
132,78; 132,79; 137,32; 149,31; 149,32; 152,69; 152,71; 154,44; 169,85; 170,76.
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Rysunek A23. Widmo IH NMR kokrysztalu nikotynamidu i kwasu p-aminobenzoesowego
(INA][PABA]).
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Rysunek A24. Widmo 13C NMR kokrysztalu nikotynamidu i kwasu p-aminobenzoesowego
(INA][PABA]).
184



Salicylan N-etylonikotynamidu (S1)

Amaxi (metanol) = 267 nm; Amaxe (metanol) = 297 nm; &= 3,90-10° dm3mol-icm?; &= 3,89-103
dm3mol-iecmL. IR vmax [cm-1] = 1706, 1626, 1590, 1484, 1460, 1387, 1329, 1255, 1139, 1029, 857, 761, 702.
IH NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm = 1,55 (t, J=7,29 Hz, 3 H); 4,72 (q, J=7,29 Hz, 2 H);
6,52 - 6,73 (m, 2 H); 7,14 (ddd, J=8,13; 7,15; 1,96 Hz, 1 H); 7,61-7,75 (m, 1 H); 8,16 - 8,31 (m, 2 H); 8,95
- 9,08 (m, 2 H); 9,30 (dt, J=6,03; 1,12 Hz, 1 H); 9,69 (s, 1 H). 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds)
& ppm = 16,20; 56,81; 115,81; 116,15; 120,35; 127,88; 130,00; 131,49; 133,93; 143,59; 144,59; 146,24;
162,66; 162,95; 171,90.

Salicylan N-bytylonikotynamidu (S2)

Jmaxt (metanol) = 267 nm; Amaxe (mMetanol) = 297 nm; &= 3,98-10° dm3mol-icml; &= 4,00-108
dm3mol-icm-L. IR vmax [cm-1] = 1701, 1626, 1590, 1484, 1460, 1387, 1329, 1255, 1139, 1030, 857, 761, 702.
IH NMR (400 MHz, DMSO-dg) 8 ppm = 0,84 - 0,94 (m, 3 H); 1,30 (sxt, J=7,47 Hz, 2 H);
1,85-1,99 (m, 2 H); 4,69 (t, J=7,54 Hz, 2 H); 6,57 - 6,71 (m, 2 H); 7,19 (ddd, J=8,13; 7,14; 1,92 Hz, 1 H);
7,66 - 7,75 (m, 1 H); 8,17 - 8,24 (m, 1 H); 8,25 - 8,33 (m, 1 H); 8,90 (s, 1 H); 9,00 (dt, J=8,25, 1,38 Hz,
1 H); 9,28 (dt, J=6,12; 1,14 Hz, 1 H); 9,66 (s, 1 H). 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6 ppm = 13,27; 18,77;
32,61; 60,90; 115,91; 116,36; 119,45; 127,84; 129,95; 131,87; 133,90; 143,50; 144,70; 146,38; 162,52;
162,81; 171,73.

Salicylan N-heksylonikotynamidu (S3)

Jmaxi (metanol) = 267 nm; Amaxe (Metanol) = 297 nm; &= 3,99-10° dm3mol-lcml; &= 4,07-103
dm3mol-tcm. IR vmax [cm-1] = 2925, 2856, 1703, 1626, 1590, 1484, 1460, 1387, 1329, 1255, 1139, 1029,
857, 761, 702. 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm = 0,71 - 0,93 (m, 3 H); 1,13 - 1,35 (m, 6 H);
1,83 - 2,01 (m, 2 H); 4,68 (t, J=7,62 Hz, 2 H); 6,58 - 6,72 (m, 2 H); 7,10 - 7,24 (m, 1 H);
7,63 - 7,75 (m, 1 H); 8,13 - 8,26 (m, 1 H); 8,24 - 8,36 (m, 1 H); 8,93 - 9,09 (m, 2 H); 9,30 (dt, J=6,07;
1,12 Hz, 1 H); 9,72 (s, 1 H). 13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm = 13,75; 21,80; 25,07; 30,52; 30,69;
61,11; 115,84; 116,23; 119,84; 127,84; 129,95; 131,66; 133,92; 143,58; 144,71; 146,39; 162,57; 162,82;
171,82.

Salicylan N-oktylonikotynamidu (S4)

Jmax; (metanol) = 267 nm; Amax, (metanol) = 297 nm; & = 4,53-10° dm3mol-icm?; & = 4,14-108
dm3mol-icm-t
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Rysunek A25. Widmo UV salicylanu N-oktylonikotynamidu (S4).

IR vmax [cm-] = 2923, 2856, 1706, 1626, 1590, 1484, 1460, 1387, 1329, 1255, 1139, 1029, 857, 761, 702.
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Rysunek A26. Widmo FT-IR salicylanu N-oktylonikotynamidu (S4).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm = 0,76 - 0,90 (m, 3 H); 1,12 - 1,35 (m, 10 H); 1,84 - 1,99 (m, 2 H);
4,69 (t, J=7,62 Hz, 2 H); 6,57 - 6,74 (m, 2 H); 7,18 (ddd, J=8,14; 7,13; 1,88 Hz, 1 H); 7,67 - 7,78 (m, 1 H);
8,19 - 8,26 (m, 1 H); 8,19 - 8,34 (m, 2 H); 8,26 - 8,34 (m, 1 H); 8,93 - 9,06 (m, 2 H); 9,32 (dd, J=6,04;
1,14 Hz, 1 H); 9,73 (s, 1 H). 3C NMR (100 MHz, DMSO-dg) & ppm = 13,49; 21,61; 25,03; 27,93; 28,00;
30,35; 30,70; 60,70; 115,43; 115,83; 119,42; 127,44; 129,56; 131,25; 133,49; 143,19; 144,30; 146,00;
162,14; 162,42; 171,46.
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Rysunek A27. Widmo 'H NMR salicylanu N-oktylonikotynamidu (S4).
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Rysunek A28. Widmo 13C NMR salicylanu N-oktylonikotynamidu (S4).

Salicylan N-decylonikotynamidu (S5)

Jmaxi (metanol) = 267 nm; Amaxe (Metanol) = 297 nm; &= 4,59-10° dm3mol-icm?; &= 4,21-103
dm3mol-tem. IR vmax [cm-1] = 2924, 2856, 1703, 1626, 1588, 1484, 1460, 1387, 1329, 1256, 1139, 1029,
857, 761, 707. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm = 0,74 - 0,99 (m, 3 H); 1,10 - 1,46 (m, 14 H);
1,92 (d, J=6,46 Hz, 2 H); 4,69 (t, J=7,61 Hz, 2 H); 6,50 - 6,76 (m, 2 H); 7,14 (ddd, J=8,08, 7,14, 1,89 Hz,
1 H); 7,57 - 7,75 (m, 1 H); 8,21 (s, 1 H); 8,27 - 8,35 (m, 1 H); 8,97 - 9,06 (m, 2 H); 9,32 (d, J=6,06 Hz,
1 H); 9,74 (s, 1 H). 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm = 13,89; 22,04; 25,41; 28,36; 28,60; 28,73;
28,82; 30,74; 31,22; 61,09; 115,71; 115,92; 120,38; 127,82; 129,91; 131,27; 133,90; 143,58; 144,70;
146,39; 162,71; 162,79; 171,75.

Salicylan N-dodecylonikotynamidu (S6)

Jmaxi (metanol) = 267 nm; Amaxe (Metanol) = 297 nm; &= 4,58-10° dm3mol-lcml; &= 4,25-103
dm3mol-tem. IR vmax [cm™1] = 2921, 2855, 1703, 1628, 1590, 1484, 1463, 1387, 1329, 1255, 1139, 1030
857, 761, 702. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm = 0,78 - 0,91 (m, 3 H); 1,12 - 1,34 (m, 18 H);
1,93 (t, J=6,61 Hz, 2 H); 4,68 (t, J=7,57 Hz, 2 H); 6,57 - 6,74 (m, 2 H); 7,19 (ddd, J=8,14, 7,13, 1,88 Hz,
1 H); 7,72 (dd, J=7,62, 1,84 Hz, 1 H); 8,13 - 8,24 (m, 1 H); 8,24 - 8,37 (m, 1 H) 8,92 - 9,05 (m, 2 H);
9,30 (d, J=6,13 Hz, 1 H); 9,72 (s, 1 H). 13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm = 13,92; 22,09; 25,45;
28,41; 28,71; 28,78; 28,91; 29,00; 30,78; 31,29; 61,13; 115,89, 116,36, 119,53, 127,85, 129,99, 131,81,
133,91, 143,57; 144,73; 146,41; 162,50, 162,82; 171,88.

Salicylan N-tetradecylonikotynamidu (S7)

Amaxi (metanol) = 267 nm; Jmaxe (metanol) = 297 nm; &= 4,68-103 dm3mol-icm?l; e= 4,2-10%
dm3mol-iecm. IR vmax [cm-1] = 2926, 2858, 1703, 1626, 1590, 1484, 1460, 1387, 1329, 1255, 1139, 1029,
857, 761, 701. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm = 0,73 - 0,97 (m, 3 H); 1,07 - 1,37 (m, 22 H);
1,90 (d, J=6,73 Hz, 2 H); 4,67 (t, J=7,64 Hz, 2 H); 6,46 - 6,68 (m, 2 H); 7,12 (ddd, J=8,13, 7,15, 1,96 Hz,
1 H); 7,68 (dd, J=7,64, 1,89 Hz, 1 H); 8,19 (s, 1 H); 8,26 (dd, J=8,06, 6,10 Hz, 1 H); 8,93 - 9,09 (m, 2 H);
9,29 (d, J=6,03 Hz, 1 H); 9,62 - 9,89 (m, 1 H); 9,72 (s, 1 H) 9,75 - 9,92 (m, 1 H). 3C NMR (100 MHz,
DMSO-ds) & ppm = 13,90; 22,05; 25,45; 28,49; 28,76; 28,77; 28,90; 29,05; 30,72; 31,21; 61,13; 115,89,
116,36, 119,52, 127,85, 129,90, 131,80, 133,91, 143,57; 144,80; 146,40; 162,50; 162,82; 171,84.

Kwas salicylowy (SAL)

Amax (Metanol) = 308 nm; &= 4,87-10°dm3mol-lcm-L,
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Rysunek A29. Widmo UV kwasu salicylowego (SAL).

IR vmax [cm] = 1657, 1605, 1482, 1445, 1292, 1208, 1150, 893, 785, 757, 692.
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Rysunek A30. Widmo FT-IR kwasu salicylowego (SAL).

Absorbancja

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm = 6,79 - 7,09 (m, 2 H); 7,41 - 7,63 (m, 1 H); 7,74 - 7,96 (m, 1 H).
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 8 ppm = 113,02; 117,21; 119,24; 130,41; 135,72; 161,38; 172,17.

Assignment Quality by Shift Difference (ppm)

akzed intersty

Rysunek A31. Widmo H NMR kwasu salicylowego (SAL).
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Rysunek A32. Widmo 13C NMR kwasu salicylowego (SAL).

Kokrysztal nikotynamidu i kwasu salicylowego (|[NA][SAL])

Jmaxi (metanol) = 262 nm; Amaxe (Mmetanol) = 304 nm; & = 2,90-103 dm3mol-tcm?; & = 4,15-108
dm3mol-icm-t
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Rysunek A33. Widmo UV kokrysztatu nikotynamidu i kwasu salicylowego ([NA][SAL]).
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Rysunek A34. Widmo FT-IR kokrysztatu nikotynamidu i kwasu salicylowego ([NA]J[SALJ)).
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IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm = 6,86 - 6,98 (m, 1 H); 7,46 - 7,56 (m, 1 H); 7,58 - 7,67 (m, 1 H);
7,76 - 7,83 (m, 1 H); 8,12 - 8,25 (m, 1 H) 8,71 (dd, J=4,84; 1,69 Hz, 1 H); 9,04 (dd, J=2,32; 0,84 Hz, 1 H).
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6 ppm = 112,94; 117,04; 119,13; 123,38; 129,66; 130,23; 135,15;
135,59; 148,60; 151,80; 161,10; 166,40; 171,87.
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Rysunek A35. Widmo 'H NMR kokrysztatu nikotynamidu i kwasu salicylowego ([NA][SAL]).
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Rysunek A36. Widmo 13C NMR kokrysztatu nikotynamidu i kwasu salicylowego ([NA][SAL]).
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Chlorowodorek lidokainy ([LID][CI])

Jmax (Metanol) = 263 nm; & = 360,5 dm3mol-icm-!
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Rysunek A37. Widmo UV chlorowodorku lidokainy ([LID][CI]).

IR vmax [cm-1] = 3436, 3378, 3176, 3000, 2918, 2786, 2532, 2512, 2478, 2358, 1652, 1540, 1472, 1438,
1394, 1373, 1272, 1154, 1034, 986, 950, 882, 788, 716, 692, 606, 538.
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Rysunek A38. Widmo FT-IR chlorowodorku lidokainy ([LID][CI]).

1H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm = 1,28 (t, J=7,25 Hz, 6 H); 2,19 (s, 6 H); 3,24 (d, J=7,17 Hz, 4 H);
4,30 (s, 2 H); 6,96 - 7,29 (m, 3 H); 10,21 (br, s,, 1 H); 10,71 (s, 1 H). 2C NMR (100 MHz, DMSO-ds)
& ppm=8,97; 18,22; 48,38; 51,69; 126,91; 127,80; 133,89; 135,04; 163,16.
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Quality by Shift Di (ppm)
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Rysunek A39. Widmo 'H NMR chlorowodorku lidokainy ([LID][CI]).
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Rysunek A40. Widmo 13C NMR chlorowodorku lidokainy ([LID][CI]).

Bromek N-etylolidokainy (BL1)

Amax (metanol) = 262 nm; ¢ = 431,5 dm3mol-lcm. IR vmax [cm-1] = 3130, 3104, 2980, 2944, 2934, 2766,
1676, 1536, 1466, 1430, 1372, 1244, 1238, 1158, 1048, 1014, 988, 956, 898, 782, 730, 704, 608, 536.
1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm = 1,29 (t, J=7,18 Hz, 9 H); 2,19 (s, 4 H); 3,49 - 3,58 (m, 6 H); 4,51
(s, 4 H); 6,64 (d, J=15,89 Hz, 2 H); 7,10 (d, J=1,65 Hz, 3 H); 7,18 (s, 1 H) 7,72 (d, J=9,54 Hz, 2 H); 10,89
(s, 2 H). 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm = 7,59; 18,20; 54,03; 55,81; 127,17; 127,91; 133,44;

135,05; 161,95.

Bromek N-oktylolidokainy (BL2)

lmax (metanol) = 262 nm; & = 442,4 dm3mol-icm,
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Rysunek A41. Widmo UV bromku N-oktylolidokainy (BL2).

IR vmax [cm-1] = 3088, 2910, 2852, 2756, 1682, 1536, 1470, 1430, 1386, 1242, 1234, 1146, 1032, 1012,
988, 960, 814, 782, 726, 688, 604, 528.
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Rysunek A42. Widmo FT-IR bromku N-oktylolidokainy (BL2).

IH NMR (400 MHz, DMSO-dg) 8 ppm = 0,87 (s, 3 H); 1,20 - 1,41 (m, 16 H); 1,23 - 1,37 (m, 14 H);
1,75 (br, s, 2 H); 2,19 (s, 6 H); 3,47 - 3,66 (m, 5 H); 4,45 (s, 2 H); 7,11 (d, J=2,64 Hz, 3 H); 10,29 (s, 1 H).
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 8 ppm = 7,65; 13,94; 18,16; 21,42; 22,05; 25,82; 28,47; 31,16; 54,63;
56,25; 58,54; 127,14; 127,89; 133,44; 135,01; 161,97.
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Rysunek A43. Widmo '™H NMR bromku N-oktylolidokainy (B2).

100 Assignment Quality by Shift Difference (ppm)
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Rysunek A44. Widmo 13C NMR bromku N-oktylolidokainy (B2).

Bromek N-tetradecylolidokainy (BL3)

Zmax (Metanol) = 262 nm; ¢ = 442,4 dm®mol-tcm™. IR v [cm™] = 3088, 2922, 2850, 2760, 1680, 1532,
1466, 1432, 1374, 1266, 1240, 1166, 1030, 1004, 960, 784, 724, 648, 606, 522. TH NMR (400 MHz,
DMSO-dg) 6 ppm =0,86 (s, 3 H); 1,23 - 1,39 (m, 28 H); 1,75 (br, s, 2 H); 2,19 (s, 6 H); 3,57 (br, s, 6 H);
4,47 (s, 2 H); 7,10 (d, J=3,21 Hz, 3 H); 10,32 (s, 1 H). 13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm = 7,65;
13,91; 18,17; 21,43; 22,11, 25,83; 28,53; 28,74; 28,84; 28,95; 29,05; 29,08; 31,32; 54,62; 56,26; 58,55;
127,08; 127,84; 133,45; 134,98; 161,95.

Salicylan N-etylolidokainy (SL1)

Amax (Metanol) = 297 nm; ¢ = 3,04 - 10° dm3mol-icm™. IR vmax [cm™1] = 3160, 2992, 1678, 1630, 1568, 1536,
1476, 1456, 1390, 1328, 1298, 1250, 1138, 1140, 1026, 1012, 942, 856, 804, 782, 768, 706, 666, 610, 540.
IH NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm = 1,29 (t, J=7,18 Hz, 9 H); 2,19 (s, 4 H); 3,49 - 3,58 (m, 6 H);
4,51 (s, 4 H); 6,64 (d, J=15,89 Hz, 2 H); 7,10 (d, J=1,65 Hz, 3H); 7,18 (s, 1 H); 7,72 (d, J=9,54 Hz, 2 H);
10,89 (s, 2 H). 13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6 ppm =7,50; 18,15; 53,98; 55,81; 115,93; 116,52; 120,20;
127,11; 127,97; 130,18; 131,79; 133,85; 135,11; 162,25; 162,45; 172,21.

Salicylan N-oktylolidokainy (SL2)

Amax (Metanol) = 297 nm; & = 2,74 - 103 dm3mol-tcm1,
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Rysunek A45. Widmo UV salicylanu N-oktylolidokainy (SL2).

IR vmax [cm-1] = 3174, 2974, 2918, 2864, 1678, 1632, 1572, 1462, 1456, 1382, 1324, 1294, 1252, 1140,
1144, 1026, 940, 856, 804, 768, 706, 668, 608, 536.
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Rysunek A46. Widmo FT-IR salicylanu N-oktylolidokainy (SL2).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm = 0,78 - 0,93 (m, 3 H); 1,29 (br, s,, 16 H); 1,25 (none, 1 H);
1,72 (br, s, 2 H); 2,19 (s, 6 H); 3,43 (br, s, 2 H); 3,56 (d, J=7,76; Hz, 4 H); 4,52 (s, 2 H); 6,56 - 6,76
(m, 2 H); 7,10 (s, 3 H); 7,18 (d, J=15,26 Hz, 1 H); 7,71 (d, J=7,76 Hz, 1 H); 10,84 (s, 1 H). 13C NMR
(100 MHz, DMSO-ds) 6 ppm = 7,56; 14,00; 18,12; 21,41; 22,12; 25,91; 28,54; 31,23; 54,57; 56,26; 58,51,
115,90; 116,46; 120,09; 127,09; 127,95; 130,15; 131,76; 133,84; 135,06; 162,27; 162,44; 172,20.
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Rysunek A47. Widmo 1H NMR salicylanu N-oktylolidokainy (SL2).

Quality by Shift D (ppm)
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Rysunek A48. Widmo 13C NMR salicylanu N-oktylolidokainy (SL2).

Salicylan N-tetradecylolidokainy (SL3)

Amax (Metanol) =297 nm; ¢ = 2,57 - 103 dm3mol-lcmL. IR vmax [cm1] = 3140, 2924, 2850, 1682, 1624, 1584,
1480, 1456, 1382, 1316, 1288, 1244, 1138, 1030, 860, 768, 758, 706, 668, 608, 630, 534. 'H NMR
(400 MHz, DMSO-ds) & ppm = 0,78 - 0,91 (m, 3 H); 1,12 - 1,35 (m, 28 H); 1,71 (br, s, 2 H);
2,10 - 2,24 (m, 6 H); 3,42 (br, s, 2 H); 3,55 (d, J=6,81 Hz, 4 H); 4,52 (br, s, 2 H); 6,55 - 6,70 (m, 2 H):
7,08 (br, s, 3 H); 7,13 (d, J=8,17 Hz, 1 H); 7,68 (d, J=7,59 Hz, 1 H); 10,86 (br, s, 1 H). 3C NMR
(100 MHz, DMSO-ds) 6 ppm = 7,44; 13,83; 17,98; 21,28; 22,04; 25,77; 28,43; 28,66; 28,73; 28,86; 28,94;
28,97, 29,01; 31,25, 54,45; 56,16; 58,41; 115,74; 116,16; 119,92; 126,86; 127,76; 129,97; 131,51; 133,74;

134,89; 162,12; 162,42; 171,93.
Salicylan lidokainy ([LID][SAL])

Amax (Metanol) = 298 nm; ¢ = 3,72 - 10° dm3mol-icm?

196



o
o

o
N

Absorbancja

o
N

0,0
200 250 300 350 400

Dlugosé fali (nm)
Rysunek A49. Widmo UV salicylanu lidokainy ([LID][SAL]).
IR v, [cm1] =3172, 2970, 1678, 1624, 1588, 1486, 1456, 1382, 1328, 1296, 1256, 1140, 1030, 962, 856,

782, 760, 706, 668, 630, 538.
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Rysunek A50. Widmo FT-IR salicylanu lidokainy ([LID][SALY]).

IH NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm = 1,23 (t, J=7,25 Hz, 6 H); 2,18 (s, 6 H); 3,03 - 3,26 (m, 4 H);
4,05 (br, s, 2 H); 6,74 (d, J=18,93 Hz, 2 H); 7,09 (d, J=0,79 Hz, 3 H); 7,26 (s, 1 H); 7,76 (d, J=7,69 Hz,
1 H); 10,19 (br, s, 1 H). 13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6 ppm = 9,65; 18,07; 48,15; 53,15; 116,12;
117,10; 118,24; 126,74; 127,76; 130,16; 132,64; 134,20; 135,03; 162,00; 164,85; 172,38.
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Rysunek A51. Widmo 1H NMR salicylanu lidokainy ([LID][SALY]).
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Rysunek A52. Widmo 13C NMR salicylanu lidokainy ([LID][SAL]).

p-Aminobenzoesan N-etylolidokainy (PL1)

Amax (Metanol) = 273 nm; ¢ = 10,25 - 103 dm3mol-icm. IR vmax [cm1] = 3324, 3166, 3108, 2974, 2926,
1676, 1606, 1582, 1532, 1474, 1362, 1312, 1172, 1098, 1032, 1010, 982, 954, 858, 790, 712, 670, 618,
538.1H NMR (400 MHz, D20) & ppm = 1,30 (t, J=7,27 Hz, 9 H); 2,18 (s, 6 H); 3,46 (q, J=7,27 Hz, 6 H);
4,19 (s, 2 H); 6,70 - 6,83 (m, 2 H); 7,10 - 7,27 (m, 3 H); 7,68 - 7,83 (m, 2 H). 13C NMR (100 MHz, D20)
é ppm = 9,73; 20,07; 57,19; 58,29; 117,66; 128,95; 131,08; 131,21; 133,66; 134,79; 138,46; 152,51;
166,12; 177,84.

p-Aminobenzoesan N-oktylolidokainy (PL2)

Zmax (Metanol) = 273 nm; & = 11,95 - 10° dm3mol-lcm!
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Rysunek A53. Widmo UV p-aminobenzoesanu N-oktylolidokainy (PL2).
IR vmax [cm-1] = 3312, 3168, 2922, 2854, 1674, 1602, 1590, 1540, 1474, 1358, 1296, 1168, 1034, 954, 848,

788, 706, 612, 524
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Rysunek A54. Widmo FT-IR p-aminobenzoesanu N-oktylolidokainy (PL2).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 ppm = 0,79 - 0,98 (m, 3 H); 1,13 - 1,54 (m, 16 H); 1,72 (br, s, 2 H);
2,19 (s, 7 H); 3,41 (br, s, 2 H); 3,53 (d, J=7,20 Hz, 4 H); 4,79 (s, 2 H); 5,15 (br, s, 2 H); 6,42 (d, J=8,56 Hz,
2H);7,01-7,16 (m, 3H); 7,57 (d, J=8,37 Hz, 2 H). 33C NMR (100 MHz, DMSO-dg) 8 ppm =7,50; 13,90;
18,15; 21,28; 22,02; 25,90; 28,45; 31,15; 54,27; 56,38; 58,32; 112,17; 126,39; 127,47; 127,63; 130,37;
134,87; 149,60; 162,55; 170,66.
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Rysunek A55. Widmo 'H NMR p-aminobenzoesanu lidokainy (PL2).

Assignment Quality by Shift Difference (ppm)
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Rysunek A56. Widmo H NMR p-aminobenzoesanu lidokainy (PL2).

p-Aminobenzoesan N-tetradecylolidokainy (PL3)

Jmax (metanol) = 274 nm; & = 11,74 - 103 dm3mol-icm™. IR vmax [cm1] = 3302, 3180, 2922, 2850, 1680,
1606, 1592, 1530, 1466, 1364, 1292, 1170, 1030, 962, 846, 790, 704, 616, 526. 1H NMR (400 MHZz,
DMSO-ds) & ppm = 0,75 - 0,93 (m, 3 H); 1,18 - 1,36 (m, 28 H); 1,72 (br, s, 2 H); 2,19 (s, 6 H);
3,40 (br, s, 2 H); 3,54 (br, s, 4 H); 4,79 (s, 2 H); 6,43 (d, J=8,56 Hz, 2 H); 7,06 (s, 3 H); 7,57 (d, J=8,56 Hz,
2 H). 13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm = 7,47; 13,86; 18,13; 21,27; 22,07; 25,89; 28,46; 28,71;
28,80; 28,91; 29,00; 29,01; 29,04; 29,06; 31,29; 54,26; 56,34; 58,31; 112,17; 126,36; 127,53; 127,59;
130,41; 134,83; 134,86; 149,80; 162,52; 170,38.

Mieszanina lidokainy i kwasu p-aminobenzoesowego ([LID][PABA])

Amax (Metanol) = 287 nm; ¢ = 12,58 - 103 dm3mol-icm-!
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Rysunek A57. Widmo UV mieszaniny lidokainy i kwasu p-aminobenzoesowego ([LID][PABA]).

IR vmax [cm-1] = 3450, 3328, 3202, 2962, 2916, 2844, 1676, 1622, 1602, 1506, 1378, 1306, 1238, 1168,
1110, 1028, 954, 848, 776, 680, 668, 588, 532.
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Rysunek A58. Widmo FT-IR mieszaniny lidokainy i kwasu p-aminobenzoesowego ([LID][PABA]).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 ppm = 1,07 (t, J=7,08 Hz, 6 H); 2,14 (s, 6 H); 2,61 (q, J=7,17 Hz, 4 H);
3,14 (s, 2 H); 5,86 (br, s, 2 H); 6,47 - 6,63 (m, 2 H); 7,06 (s, 3 H); 7,52 - 7,71 (m, 2 H); 9,17 (s, 1 H).
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm = 12,15; 18,17; 48,09; 56,85; 112,60; 117,05; 126,33; 127,63;

131,22; 135,12; 135,17, 153,13; 167,56; 169,59.
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Rysunek A59. Widmo 'H NMR mieszaniny lidokainy i kwasu p-aminobenzoesowego ([LID][PABA]).
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Rysunek A60. Widmo 13C NMR mieszaniny lidokainy i kwasu p-aminobenzoesowego ([LID][PABA]).

Tabela A9. Wydajnosci reakcji, zawarto§¢ wody oraz temperatura topnienia
N-alkilonikotynamidu (1-7).
Zwiazek Wydajnos¢ (%) Zawarto$é wody (%) Temperaturatopnienia (°C)

1 90 1,200 rozpad w 146

2 85 0,752 152-153

3 86 0,639 172-174

4 88 0,518 184-186

5 78 1,189 rozpad w 205

6 82 0,948 rozpad w 207

7 87 1,694 rozpad w 206

202



Tabela A10. Wartosci wspdlczynnika podziatu oktanol-woda (log Kow) bromkéw N-alkilonikotynamidu
i odpowiadajace im odchylenie standardowe (SD).

Zwiazek log Kow SD
1 -2,16 0,15
2 -1,28 0,11
3 -0,45 0,15
4 -0,09 0,05
5 0,13 0,09
6 0,88 0,15
7 1,29 0,10

Tabela All. Zsyntezowane zwiazki wraz z wydajno$ciami ich otrzymywania, temperatura topnienia
1 zawarto$cig wody.

Zawartos ¢ wody
Temp. Poczatek Zawartos ¢
Wydajno$¢ o (% wiw)
Zwigzek Postaé w 25°C topnienia rozkladu® bromkow
(%) 0 1 2 5
O (W9 . . . . (ppm)
dzien dzien dzien dzien

Biake

N1 902 krystaliczne - 88 18 126 101 0,79 3498
cialo stale
Biake

N2 91a krystaliczne - 81 138 077 076 071 2345
cialo state
Biake

N3 953 krystaliczne - 99 156 08 084 084 4876
cialo state

Biale

N4 94a krystaliczne - 100 130 087 088 09 5245
cialo stale
Zblte

P1 882 krystaliczne - 104 216 127 109 090 8223
cialo stale
Zblte

P2 862 krystaliczne - 113 053 102 080 081 8 997
cialo stale

Zblte
P3 832 krystaliczne - 128 09 118 105 0,78 8 553
cialo state
Zote
P4 862 krystaliczne - 131 094 104 086 065 7 891
cialo state
Stala mieszanina
[NA]INIK] 98 heterageniczna 121-188 - 063 255 259 256 -
Biale
[NA][PABA] 98 krystaliczne 109-111 - 056 161 167 165 -
cialo state

2 po dwoch etapach reakceji; P Poczatek intensywnej zmiany koloru wskazujacej na rozktad
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Rysunek A61. Roéznice w widmach 'H NMR pomigdzy wybranym produktem i jego niejonowym
odpowiednikiem pozbawionym fancucha alkilowego (P4 i [NA][PABA]).

Komentarz: Poréownanie widm 'H NMR kokrysztatu [NA]J[PABA] i zwiazku jonowego P4 uwypukla
elektronowe efekty czwartorzedowania. Wprowadzenie fancucha alkilowego i utworzenie dodatnio
natadowanego azotu znaczaco zmienia gestos¢ elektronowa w pierscieniach aromatycznych, prowadzac
do obserwowalnych zmian przesuniecia chemicznego. W widmach H NMR p-aminobenzoesanu
N-dodecylonikotynamidu (P4) i kokrysztatu nikotynamidu i kwasu p-aminobenzoesowego ([NA][PABA])
mozna zaobserwowaé dziesie¢ sygnatéow, przy czym sygnaty 5-10 mozna uznaé¢ za komplementarne.
Nalezy zauwazy¢, ze pojawienie Si¢ sygnatéw z fancucha alkilowego (1-4) w zakresie od 0,89 do 4,63 ppm
spowodowalo znaczace zmiany w potozeniu innych przesunig¢ chemicznych zwigzku P4. Sygnat 6,
pochodzacy z pierscienia aromatycznego nikotynamidu, wykazywat jedna z najwiekszych zmian wartosci
przesuni¢cia chemicznego réwng 0,6 ppm (8,1 ppm dla P4 i 7,5 dla [NA]J[PABA]). Sygnaly 7 i 5,
reprezentujace protony z pierscienia aromatycznego kwasu p-aminobenzoesowego/anionu, roznity sie
tylko o 0,1 ppm odpowiednio dla obu sygnatow 5 i 7. Sygnaty 8, 9 i 10 ilustrujag konsekwencje
wprowadzenia fancucha alkilowego do struktury nikotynamidu przy atomie azotu, co prowadzi
do utworzenia kationu. Powstawanie dodatnio naladowanego azotu znaczgco zmienia gestosc elektronowa
w pierscieniu aromatycznym. W efekcie zaobserwowano znaczace przesuniecia sygnatow: 8 o okoto
0,6 ppm, 9 0 okoto 0,4 ppm oraz 10 o okoto 0,4 ppm.
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Tabela Al12. Wspdlezynnik podzialu oktanol-woda (log Kow) dla analizowanych
i odpowiadajace mu odchylenie standardowe (SD).

Réznica lipofilowosci
Zwiazek logK,w2 SD powymianiejonowej?
(Alog Kow)

Bromek N-heksylonikotynamidu (3) -0,45 0,15
Bromek N-oktylonikotynamidu (4) -0,09 0,05
Bromek N-decylonikotynamidu (5) 0,13 0,09

Bromek N-dodecylonikotynamidu(6) 0,88 0,15

N1 -1,48 0,09 -1,03

N2 -127 0,26 -1,18

N3 -0,05 0,17 -0,18

N4 0,35 0,09 -0,53

P1 -1,73 0,11 -1,28

P2 -1,29 0,20 -1,20

P3 -052 0,24 -0,65

P4 0,06 0,18 -0,82
[NA][NIK] -0,62 0,18
[NAJ[PABA] -0,11 0,13

a wyrazone jako réznica miedzy log Kow produktu a log Kow odpowiedniego substratu

zwigzkdw

Tabela A13. Inhibicja denaturacji albuminy: potencjal przeciwzapalny zwigzkow przygotowanych

i zwigzku odniesienia (diklofenaku sodowego (DFC-Na)).

Ste Ze nie Inhibicja Ste ze nie Inhibicja
Zwiazek denaturacji Zwigzek denaturacji
(rg/mL)  pM (%0) (ng/mL) M (%0)
1 30 265205 1 29 423016
10 30 481417 10 29 44501
N1 100 304 43307 Pl 100 201 489120
1000 3036 431427 1000 2012 463+19
1 28 476512 1 27 43915
10 28 48725 10 27 459+13
N2 100 280 395122 P2 100 269 537415
1000 2797 204430 1000 2692 203411
01 026 265016 01 025 469521
1 26 489126 1 25 52,6142
N3 10 26 453418 P3 10 25 48806
100 259 441513 100 250 A4 1
00001 000024 26.6:25 0,0001 0,00023 430127
000l 00024 49,6:0,6 0,001 0,0023 43234
N4 0,01 0,024 465516 P4 0,01 0,023 454507
01 024 34814 01 023 204520
1 24 0,0013.7 1 23 369141
0,01 0,041 459:14 001 0,039 38618
01 041 489+14 01 039 447113
1 a1 445516 1 39 462517
[NA]J[NIK] 10 41 445415 [NAIPABA] 10 39 47 6+1,2
100 408 44,4530 100 386 44,6122
1000 4078 11,6532 1000 3857 17827
0,001 0,003 396525
001 0,031 1622
01 031 441520
DFC-Na 1 31 423501
10 31 256517
100 314 459517
1000 3143 29515
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Tabela Al4. Dokowanie molekularne typu blind do enzymu COX-2, przedstawiajagce glowne kieszenie

wigzace, wartosci Vina score oraz lokalizacj¢ kluczowych reszt katalitycznych.

Dokowanie molekularne typu blind (kluczowe reszty
katalityczne zaznaczono na czerwono)

Vina
score

Objetos¢
kieszeni

(A%

Srodek
X.y. 2

Pole
dokowania

X.y. 2

DFC-Na

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci katalityczne
S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji

i selektywnos$ci

-7,0

5150

24,17,50

28,31,21

Kation nikotynianu N-heksylonikotynamidu (N1)

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci katalityczne
S353,V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji

i selektywnosci

5150

24,17,50

28,31,21

Kation nikotynianu N-oktylonikotynamidu (N2)

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci katalityczne
S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji

i selektywnosci

74

5150

24,17,50

28,31,21

Kation nikotynianu N-decylonikotynamidu (N3)

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci katalityczne
S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji

i selektywnosci

5150

24,17,50

23,31,23

Kation nikotynianu N-dodecylonikotynamidu (N3)

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci katalityczne
S353,V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji

i selektywnosci

5150

24,17,50

24,31,24
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Anion nikotynianuw N1-N4

A527 G526

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci katalityczne
S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji

i selektywnosci

-5,3

5150

24,17,50

28,31,25

Kation p-aminobenzoesanu N-heksylonikotynamidu
(P1)

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci katalityczne
S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji

i selektywnos$ci

-7,0

5150

24,17,50

28,31,21

Kation p-aminobenzoesanu N-oktylonikotynamidu
(P2)
\

V228

\

L 1
2754 G533 r209
>t v 1} >

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci katalityczne
S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji

i selektywnosci

-7,2

5150

24,17,50

28,31,21

Kation p-aminobenzoesanu N-decylonikotynamidu
(P3)

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gtéwne pozostatosci katalityczne
S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji

i selektywnosci

5150

24,17,50

23,31,23
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Kation p-aminobenzoesanu N-dodecylonikotynamidu
(P4)

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci katalityczne
S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji

1 selektywnosci

5150

24,17,50

24,31,24

Kation p-aminobenzoesanu N-dodecylonikotynamidu
(P4)

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci katalityczne
S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji
i selektywnosci

-8,0

5150

24,17,50

24,31,24

Anion p-aminobenzoesanuw P1-P4

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Glowne pozostatosci katalityczne
S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji

i selektywnosci

-5,9

5150

24,17,50

28,31,25

Niejonowe ugrupowanie nikotynamidu
w [NA][NIK] i [NA][PABA]

\
G526 w387

\

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci katalityczne
S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji

i selektywnosci

5150

24,17,50

28,31,25
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209:8408923994

Kwas nikotynowy w [NA][NIK]
" A527 G526

-5,3 5150 24,17,50 28,31,25
/
Kieszen C1:
R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci katalityczne
S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji
i selektywnosci
Kwas p-aminobenzoesowy w [NA][PABA]
L525 Es524
o \
Iy
L534 TR g
P . N, W -6,0 5150 24,17,50 28,31,25
/ r‘ges v3ag
\\ <

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci katalityczne
S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji

i selektywnosci

209




Tabela A15. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa nikotynianow N-alkilonikotynamidu (N1-N4),
p-aminobenzoesanow N-alkilonikotynamidu (P1-P4), [NA]J[NIK], [NA][PABA], obliczona jako MIC
i MBC/MFC.

Mic/ Analizowane zwiazki
. MBC/
Organizmy MEC
N1 N2 N3 N4 PL P2 P3 P4 [NAIINIK]  [NAJ[PABA]
[mg/L]
Bakterie Gram-ujemne
P. MIC >1000  >1000 500 125  >1000 500 125  >1000 >1000 >1000
aeruginosa
ATCC 9027 MBC >1000  >1000 500 125  >1000 500 125  >1000 >1000 >1000
E. coli MIC >1000 1000 250 315  >1000 1000 250 62.5 >1000 >1000
ATCC
25022 MBC >1000 1000 250 315 >1000 1000 500 62.5 >1000 >1000
M. MIC >1000 1000 125 781  >1000 1000 250 7.81 >1000 >1000
catarrhalis
ATCC MBC >1000 1000 125 1563  >1000 1000 500 1563 >1000 >1000
25238
S. MIC >1000 1000 250 1563  >1000 >1000 250 1563 >1000 1000
marcescens
ATCC 8100 MBC >1000  >1000 250 3125 >1000 >1000 250  15.63 >1000 >1000
C. jejuni MIC >1000  >1000 250 1563  >1000  >1000 250 15.63 >1000 >1000
ATCC
33291 MBC >1000  >1000 250 3125 >1000 >1000 500  15.63 >1000 >1000
S. Enteritidis MIC >1000  >1000 250 1563  >1000  >1000 250 15.63 500 >1000
ATCC
13076 MBC >1000  >1000 250 3125 1000 >1000 500 3125 1000 >1000
P. vulgaris MIC >1000  >1000 1000 125  >1000 >1000 1000 125 >1000 >1000
ATCC
49132 MBC >1000  >1000 1000 125  >1000  >1000 1000 125 >1000 >1000
Bakterie Gram-dodatnie
L.monocytog MIC >1000 1000 250 3125  >1000  >1000 250 31.25 >1000 >1000
enes ATCC
19111 MBC >1000  >1000 >1000 3125 1000 >1000  >1000  31.25 >1000 >1000
M. luteus MIC >1000 >1000 250 3125 >1000 >1000 250  15.63 >1000 1000
ATCC 4698 MBC >1000  >1000 1000 625  >1000 >1000 500 3125 >1000 1000
E. faecalis MIC >1000  >1000 250 1563  >1000 1000 250 15.63 >1000 >1000
ATCC
19433 MBC >1000  >1000 250 625  >1000 >1000 500  31.25 >1000 >1000
S. aureus MIC >1000 500 62.5 39  >1000 500 62.5 3.9 1000 1000
ATCC
33862 MBC >1000 500 625 781  >1000 500 62.5 3.9 >1000 >1000
B. subtilis MIC >1000  >1000 250 39  >1000 >1000 125 1563 >1000 1000
DSM 4451 MBC >1000 >1000 1000  7.81  >1000  >1000 125 15.63 >1000 1000
Fungi
C. albicans MIC >1000  >1000 500 625  >1000 >1000 1000 62.5 >1000 >1000
ATCC
10231 MFC >1000  >1000 500 625  >1000 >1000 1000 125 >1000 >1000
R. MIC >1000  >1000 250 625  >1000 1000 500 62.5 >1000 125
mucilaginos
a PUEB MFC >1000  >1000 250 625  >1000 1000 500 62.5 >1000 125
C. MIC >1000 250 3125 781 1000 250 62.5 3.9 >1000 1000
neoformans
lAIﬁ% MFC >1000 500 625 781 1000 500 62.5 3.9 >1000 1000
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llo$¢ atomoéw wegla w tancuchu alkilowym

Rysunek A62. Zalezno$¢ pomiedzy diugoscig fancucha alkilowego w p-aminobenzoesanach (P1-P4;
[NA]J[PABA]) a sumaryczng aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowg (MIC lub MBC/MFC) wobec
15 patogennych mikroorganizméw, oraz stezeniem odpowiadajagcym maksymalnemu potencjatowi
przeciwzapalnemu (inhibicji denaturacji albuminy). Dla [NAJ[PABA] diugos¢ fancucha alkilowego jest
rowna O.

Tabela A16. Wspotczynniki przepuszczalnosci okreslone po 6 godzinach dla testowanych QAS N1-N4 i
P1-P4, [NA]J[NIK], [NA][PABA] i DFC-Na.

Wspolczynnik przenikalnos$ci

Zwigzek (Papp W 106 cm/s)
N1 5,46£0,19
N2 4,66+0,16
N3 5,20+0,05
N4 5,82+0,01
P1 6,05+0,15
P2 421+0,10
P3 4,57+0,08
P4 5,234+0,01
[NA][NIK] 5,80+0,08
[NA][PABA] 6,0240,10
DFC-Na 5,91+0,10

Tabela A17. Procent przenikania okreslony po 0,5, 1, 6 i 16 godzinach dla N1-N4, [NA][NIK]
i DFC-Na.

Procent przenikania (%6)

Zwiazek Czas (h)
0.5 1 6 16

N1 7.840,23 a* 16,3£0,07 a 21,6+0,68 a 21,940,42 a
N2 8,6+0,15a 15,5+0,06 a 18,8+0,40 a 22,6+0,18 ab
N3 9,3+0,11a 16,0+£0,26 a 20,7+0,55a 22,8+0,13 ab
N4 13,0+£0,26 b 18,4+0,23 b 22,26+0,36 ab 22,9+0,42 ab
[NA][NIK] 13,8+0,29 b 17,8+0,68 ab 22.8+0,26 b 23,2+0,19b
DFC-Na 10,5+0,61 ab 17,37+0,5 ab 23,17+031b 25,39+0,58 ¢

* Te same litery oznaczajg brak statystycznie istotnej roznicy.
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Tabela A18. Analiza statystyczna poréwnujaca roznice pomiedzy okreslonymi przedziatami czasu dla
N1-N4, [NA][NIK] i DFC-Na.

. Czas (h
Zwigzek 05vs 1 1vs(6) 5vs 16
[NAJ[NIK] e o SN

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001, SN — statystycznie nieistotne

Tabela A19. Dopasowanie danych dotyczacych przenikania do modeli Higuchiego i kinetyki pierwszego
rzedu oraz odpowiadajgcych im parametréw przenikania (vo i Qp)dla N1-N4, [NA][NIK] i DFC-Na.
Model Higuchi Model kinetyki pierwszego rzedu  Predkos¢

Zwiazek Q=k-t12 In(1-Q/Qa)="k t pocntltkowa Plgsou
y= arxtb R? y= axtb R (eny 0
N1 y=3,5584x+9,6450 00,6665 y=0,7042x+0,2315 0,9772 17,1 21,7
N2 y=35642x+9,1008 08200 y=0,331x-0,3497 0,5737 14,0 20,7
N3 y=3,5196x+10,0025 0,7890 y=0,3504x+0,3775 0,8803 13,5 21,7
N4 y=2,5495x+13,9318 00,7237 y=0,5379x+0,5231 09162 10,8 22,6
[NAJ[NIK] vy =26252x+14,0482 07814 Yy=0,6152x+0,4533 09579 8,2 23,0
DFC-Na y=39765x+10,9918 08121 Yy=0,3586x+0,3578 0,9022 13,8 24,3

Q - procent przenikania (%), Qmax - procent przenikania (%) po 16 h; k - stata przenikania; Vo = (Q1h—Qo.5h) (tzn-tosh);

Qp = (Qeh+Q16n)/2

Tabela A20. Procent przenikania okreslony po 0,5, 1, 6 i 16 godzinach dla P1-P4, [NA]J[PABA]
i DFC-Na.

Procent przenikania (%)

Zwiazek Czas (h)
05 1 6 16

P1 16.4+0.63 a* 20.7+0.60 a 23.7£0.50 a 28.6+0.17 a
P2 14.8+0.38b 16.1+£0.03 ab 18.0£0.73 a 23.7+0.35a
P3 14.5£0.50b 14.540.30 ab 18.540.91 b 22.44+0.05b
P4 16.3+0.60 be 17.4+0.34 ab 20.44+0.33 ¢ 21.3+0.07b
[NA][PABA] 17.5+0.87 be 22.18+0.21 be 23.6+0.36 ¢ 27.6+0.32 ¢
DFC-Na 10.5£0.61b 17.37+0.5b 23.17+031 ¢ 25.39+£0.58 ¢

* Te same litery oznaczaja brak statystycznie istotnej roznicy.

Tabela A21. Analiza statystyczna poréwnujaca réznice pomigdzy okreslonymi przedziatlami czasu dla
P1-P4, [NA]J[PABA] i DFC-Na.

. Czas (h)
Zwigzek 0,5vs 1 1vs6 6 vs 16
Pl *%x *% **k*x
PZ * *% **k*x
P3 SN * % *k*k
P4 SN *k *
[NA]J[PABA] el * falalel
DFC_Na **k*x ** *

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, SN — statystycznie nieistotne
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Tabela A22. Dopasowanie danych dotyczacych przenikania do modeli Higuchiego i kinetyki pierwszego
rzedu oraz odpowiadajacych im parametréw przenikania (Vo and Qp) dla P1-P4, [NA][PABA] i DFC-Na.
Model Higuchi Model kinetyKi pierwszego rzedu  Predkos¢

Iwiazek Q=k-t12 In(1-Q/Q )=k t poczgkowa PlaQtsou
y= arxtb R? y= axtb R (eny O
P1 y=3,2803x+15,6573 (09288 y=0,1354x+0,9558 0,8338 8,6 26,2
P2 y=25783x+13,1239 (9858 y=0,2127x+0,5719 0,6307 2,6 213
P3 y=2.3364x+12,6724 (09798 y=0,1797x+0,5886 0,5613 1,6 20,0
P4 y=15014x+157759 09122 y=0,1715x+0,6116 0,5209 2.2 20,8
[NAJ[PABA] y=25850x+17,3441 08825 Yy=0,2235x+0,7042 0,5502 8,5 25,6
DFC-Na  y=39765x+10,9918 08121 Yy=03586x+03578 09022 138 243

Q - procent przenikania (%), Qmax - procent przenikania (%) po 16 h; k - stata przenikania; Vo = (Q1h—Qo.5h)(tzn-tosh);
Qp = (Qen+Quen)/2

Tabela A23. Napiecie powierzchniowe i cisnienie powierzchniowe badanych zwigzkow.

. Napiecie powierzchniowe Cisnienie powierzchniowe
Zwigzek i (r?uN-m-l) (rrEN-m‘l)
N1 62,40+0,17 9,2
N2 57,96 + 0,05 13,64
N3 45,17 +0,11 26,43
N4 32,58+0,06 39,02
P1 70,39+0,22 1,21
P2 67,16 + 0,09 4,44
P3 57,83+0,06 13,77
P4 39,44+ 0,06 32,16
PBS 71,60+0,82 -
Woda 72,71+0,05 -

Tabela A24. Rozpuszczalno$¢ badanych zwigzkoéw W réznym pH.
Cze$¢ rozpuszczalnika wymagana na cze$¢ substancji rozpuszczonej (mL)

Zwiazek

SGF (pH=1,2) Woda (pH =6,0) PBS(pH=7,4)
N1 1-10 1-10 1-10
N2 10-30 1-10 1-10
N3 10-30 1-10 1-10
N4 30-100 10-30 10-30
P1 1-10 >1 1-10
P2 1-10 >1 1-10
P3 1-10 >1 1-10
P4 1-10 1-10 10-30
[NA]J[NIK] 10-30 10-30 10-30
[NA]J[PABA] 30-100 30-100 30-100
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214:7160379051

Tabela A25. Klasy rozpuszczalnosci wedlug Farmakopei.
Cze$¢ rozpuszezalnika wymagana na cze$¢ substancji

Klasy rozpuszczalno$ci

rozpuszczonej
>1 Bardzo rozpuszczalny
1-10 Latwo rozpuszczalny
10-30 Rozpuszczalny
30-100 Trudno rozpuszczalny
100-1000 Stabo rozpuszczalny
1000-10000 Bardzo stabo rozpuszczalny

>10000 Praktycznie nierozpuszczalny

Tabela A26. Ocena zywotnosci komorek po 24-godzinnej ekspozycji na analizowane zwiazki oraz chlorek
benzalkoniowy (BAC) z wykorzystaniem testu MTT.

Zwiazek (rg/mL) (ng/mL) (ng/mL)

Srednia +SD Srednia +SD Srednia +SD

N1 > 100 >100 > 100 ---

N2 > 100 > 100 > 100 ---

N3 45,89 5,45d >100 >100 ---
N4 12,33 0,86¢ 20,14 0,51c 32,93 0,66 ¢

P1 > 100 > 100 > 100 ---

P2 > 100 > 100 > 100 ---

P3 65,72 1,68¢e >100 >100 ---
P4 9,13 0,35b 15,02 0,84b 24,75 2,14b

[NA][NIK] > 100 >100 >100 ---

[NA]J[PABA] > 100 >100 >100 ---
BAC 0,98 0,08a 1,97 0,09a 9,12 0,03a

* Te same litery oznaczajg brak statystycznie istotnej roznicy (p<0,05).

214



Tabela A27. Wykaz lekéw zawierajacych w swoim skladzie dlugotancuchowe czwartorzedowe sole

amoniowe dopuszczone do obrotu w krajach europejskich i USA.

Europa
Nazwa leku Przeznaczenie leku QAS Struktura
Pastylki do ssania. Stosowane CigH33
profilaktycznie i leczniczo w tagodnych i Chlorek o
Halset umiarkowanych stanach zapalnych jamy cetylopirydyniowy 2 cr
ustnej (CPC) |
i gardta. NN
Pastylki do ssania. Stosowane do Chiorek C16H33
- . . . +
Menthosept dezynfgijl jamy ustnej, dzigset i gardi_a w cetylopirydyniowy /N Cl
przebiegu standow zapalnych o podtozu (CPC) l
bakteryjnym i grzybiczym. X
C16H33
Envil Aerozol do jamy ustnej. Wskazany w Chlorek N*
Gardlo stanach zapalnych gardta i jamy ustne;j. Cetylogggg))/mow - l Cl
N
| _C.H
Pastylki do ssania. Stosowane Chlorek RN
Septolete w leczeniu stanéw zapalnych jamy ustne;j i benzalkoniowy | cf
gardta. (BAC)
n=12, 14, 16, 18
| _C.H
Stosowany w leczeniu jaskr Chlorek N7
Oftensin SOWany w i€ Jaskry benzalkoniowy | -
i nadcisnienia ocznego. (BAC) Cl
n=12, 14, 16, 18
| _C,H
Chlorek N7 2
Oflodinex Antybiotyk w postaci kropli do oczu. benzalkoniowy | cr
(BAC)
n=12, 14, 16, 18
USA
Nazwa leku Przeznaczenie leku QAS Struktura
| _C.H
Stosowany w leczeniu drobnych ran i Chlorek N
Bactine Y . 4 benzalkoniowy | -
oparzen. (BAC) Cl
n=12, 14, 16, 18
| _C.H
o L Chlorek N7
Orajel Lagodzi bol spowodqwany podr_azmenlem benzalkoniowy | _
lub urazem jamy ustne;j. (BAC) Cl
n=12, 14, 16, 18
2 | ~CnHan4
Srodek antyseptyczny do nosa, stosowany w Chlorek +N
NasoClenz celuzmniejszeniaryzyka infekcji drog benzalkoniowy | cr
oddechowych. (BAC)
n=12, 14, 16, 18
Chlorek (':16H33
., p +
Cepacol Pomaga Zlago_dz_lc kaszel, b_o_l gardta, cetylopirydyniowy /N cr
owrzodzenia jamy ustnej i afty. (CPC) l

NS
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Tabela AZ28. Obliczenia in silico dotyczace kluczowych parametrow farmakokinetycznych QASs,
[NA]INIK], [NA]J[PABA] i DFC-Na.

Przepuszczalno$¢

. przez monowarstwe W?hl_anlanle Frakcja Rozpuszcza_lnosc TPSA
Zwigzek komoérek Caco-2 Jelitowe niezwigzana W wodzie (A2
- (%0) L (mg/mL)
(PappW 10-6 cm/s)
N1 1,55 59,0 0,469 66,6
N2 20,89 61,1 0,379 31,1 100
N3 20,89 62,6 0,293 17,8
N4 20,89 64,1 0,218 5,0
P1 1,29 57,2 0,373 334
P2 3,02 58,6 0,287 15,5 1131
P3 3,02 60,0 0,209 8,8 '
P4 3,02 61,5 0,145 2,5
[NA][NIK] 1,10 53,6 0,434 40,8 106,2
[NAJ[PABA] 0,90 53,6 0,335 2,39 119,3
DFC-Na 16,98 77,0 0,101 0,01 52,2

Tabela A29. Temperatura topnienia oraz wydajnos¢ salicylanéw N-alkilonikotynamidu (S1-S7).

Zwiazek Wydajnos¢ Tig}?rfigarfil;ra Zawartos$¢ wody Zawarto$¢ bromkow
v (%) °C) (%) (ppm)
S1 902 111-112 2,203 6842
S2 852 78-80 2,582 8491
S3 862 98-99 0,539 4570
4 882 99-100 0,808 3263
S5 782 117-118 0,812 2905
S6 822 84-86 0,663 7536
S7 872 108-109 1,694 8249
[NA][SAL] 99 140-142 0,259 -
NA - 128-130 1,124 -
SAL - 160-161 0,779 -

@ po dwoch etapach reakcji
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Rysunek A63. Poréwnanie widm IH NMR salicylanu N-decylonikotynamidu (S5) i substancji
referencyjnych: kokrysztatu nikotynamidu i kwasu salicylowego ([NA][SAL]), nikotynamidu (NA)
i kwasu salicylowego (SAL).

Komentarz: W widmach 1H NMR salicylanu N-decylonikotynamidu (S5) i substancji odniesienia:
salicylanu nikotynamidu ([NA][SAL]), nikotynamidu (NA) i kwasu salicylowego (SAL) mozemy
zauwazyC, ze sygnaly w widmie zwigzku S5 przesuwaja si¢ wzgledem substratow, co potwierdza jego
jonowa naturg i brak wigzan jonowych w strukturze kokrysztalu. Nalezy zwréci¢ uwage na pojawienie si¢
sygnaldw z lancucha alkilowego (1-4) w zakresie od 0,8 do 4,7 ppm, co powoduje istotne zmiany wartosci
przesuniecia chemicznego zwigzku. Sygnaly w NA (8-12) wystepujag w zakresie od 7,5 do 9,7 ppm,
ze znaczgcymi przesunigciami w stosunku do salicylanu N-decylonikotynamidu w kierunku wyzszych
warto$ci przesuni¢¢ chemicznych, dochodzgcymi do 0,7 ppm. Sygnaly dla SAL (5-7) pojawiajg sie
w zakresie 6,6-7,7 ppm i przesuwaja si¢ w kierunku nizszych wartosci w produkcie S5. Na widmie
IH NMR [NA][SAL] nie obserwuje si¢ istotnych zmian w potozeniu ani charakterze sygnatow
w poréwnaniu z widmami jego indywidualnych skladnikow. Oznacza to, ze oddzialywania pomigdzy
komponentami maja charakter wylacznie wigzan wodorowych i nie dochodzi do przeniesienia protonu.

Tabela A30. Wspotczynnik podzialu oktanol-woda (log Kow) wyznaczony dla analizowanych zwigzkow
oraz odpowiadajace mu odchylenie standardowe (SD).

Zwigzek log Koy SD
S1 -1,15 0,25
S2 -0,70 0,15
S3 -0,18 0,06
4 0,07 0,13
S5 0,59 0,14
S6 0,60 0,06
S7 1,34 0,06

[NAJ[SAL] -0,35/0,932 0,10/0,10
NA -0,66 0,08
SAL 1,82 0,14

awartosci podane osobno dla czesci nikotynamidu (NA) i oddzielnie dla czesci kwasu salicylowego (SAL).
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Tabela A31. Inhibicja denaturacji albuminy: potencjat przeciwzapalny otrzymanych zwigzkow
i substancji odniesienia (diklofenaku sodowego (DFC-Na)).

. Ste ze nie Inhibicja denaturacji . Stezenie Inhibicja denaturacji
Zwiazek (ug/mlL) (%) Zwiazek (gL (%)
01 424+0,7 01 31,2+0,8
1 44.4+0,3 1 49,1+1,1
st 10 459+12 NA 10 445506
100 44 1+1,1 100 422+0,2
1000 42,6+2,9 1000 37,8+0,5
0,1 46,9+0,7 0,1 43,7+0,9
1 50,1+0,4 1 455+1,1
2 10 485516 SAL 10 504426
100 46,3+0,7 100 41,1+0,2
1000 43,0+0,9 1000 0,0+0,0
0,1 40,5+0,2 0,1 35,1+0,6
1 42,3+0,9 1 42,5+0,5
S3 10 482+0,7 [NA][SAL] 10 41,7+1,1
100 45,7+0,1 100 27,1+0,8
1000 41,8+0,4 1000 14,6+3,7
0,01 41,1+0,1
01 43,7+0,3
S4 1 44,0+0,5
10 49,5+0,1
100 50,6+1,7
1000 31,004
0,001 31,4+0,3
0,01 33,5+£0,8
01 34,8+0,6
S5 1 46,3+£0,3
10 51,6+0,9
100 41,5+0,6
1000 72+1,8
0,001 32,6+0,1
0,01 36,1+0,8
01 38,0+1,3
S6 1 49,3+05
10 44.8+0,9
100 34,2409
1000 0,0+0,0
0,001 422+09
0,01 452+0,2
01 472409
S7 1 53,1+0,1
10 50,1+1,0
100 31,7+0,6
1000 0,0+0,0
0,001 39,6+2,5
0,01 41,6+22
01 44,1£2,0
DFC-Na 1 44.8+0,1
10 456+1,7
100 459+1,7
1000 49,515
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Tabela A32. Dokowanie molekularne typu blind do enzymu COX-2, przedstawiajagce glowne kieszenie
wigzace, warto$ci Vina score oraz lokalizacje kluczowych reszt Kkatalitycznych dla salicylanow
N-alkilonikotynamidu i zwiazkéw referencyjnych.

Pole
dokowania

(x.y.2)

Dokowanie molekularne typu blind (kluczowe
reszty katalityczne zaznaczono na czerwono)

. Objetosé <
Vina Ve Srodek

score (A3) (x.y.2)

Kation salicylanu N-etylonikotynamidu (S1)

Kieszen C1:
R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci katalityczne
S353,V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji
i selektywnosci
Kation salicylanu N-butyl onikotynamidu (S2)

-5,9 5150 24,17,50 28,31,25

Kieszen C1:
R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci katalityczne
S353,V/523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji
i selektywnosci
Kation salicylanu N-heksylonikotynamidu (S3)

-6,5 5150 24,17,50 28,31,25

Kieszen C1:
R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci katalityczne
S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji
1 selektywnosci
Kation salicylanu N-oktylonikotynamidu (S4)

-6,5 5150 24,17,50 28,31,20

V228

-7,0 5150 24,17,50 28,31,22

Kieszen C1:
R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci katalityczne
S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji
i selektywnosci
Kation salicylanu N-decylonikotynamidu (S5)

Kieszen C1:
R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci katalityczne
S353,V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji
i selektywnosci
Kation salicylanu N-dodecylonikotynamidu (S6)

-6,8 5150 24,17,50 28,31,22

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci katalityczne
S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji

i selektywnosci

-7,6 5150 24,17,50 27,27,27
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Kation salicylanu N-tetradecylonikotynamidu (S7)
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Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci katalityczne
S353,V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji

i selektywnosci

-7.9

5150

24,17,50

28,28,28
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Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci katalityczne
S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji

i selektywnosci

-59

5150

24,17,50

28,31,25
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Nikotynamid

N~ M522

v, G526
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Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Glowne pozostatosci katalityczne
S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji

i selektywnosci

5150

24,17,50

28,31,25

Kwas salicylowy
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Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci katalityczne
S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji

i selektywnosci

-5,9

5150

24,17,50

28,31,25

Kwas salicylowyw [NA][SAL]

~ V116

<tmr 7

S M3

N\

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci katalityczne
S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji

i selektywnosci

-5,8

5150

24,17,50

28,31,25
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2w mg/L; ® MIC/MBC/MFC poza zasiegiem badania

Tabela A33. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa salicylanow N-alkilonikotynamidu (S1-S7) i substancji

odniesienia: [NA][SAL], NA i SAL, obliczona jako MIC i MBC/MFC.

Mikroorganizm

Zwigzek C. acnes S. epidermidis C. albicans P. aeruginosa S. aureus
MIC2 MBC* MIC*@ MBC:@ MIC* MFC* MIC@ MBC® MIC® MBC?
Si —b —b 4096 —b —b —b —b —b 1024 —b
S2 —b —b 2048 —b —b —b —b —b 1024 —b
S3 -b —b 4096 —b -b —b -b -b 2048 —b
S4 —b —b 2048 —b —b —b -b -b 1024 —b
S5 1024 1024 256 256 —b —b 1024 -b 256 256
S6 64 64 256 256 256 256 256 256 8 8
S7 4 4 4 4 16 16 64 64 0,5 0,5
[NA][SAL] —b -b 2048 2048 2048 —b 2048 -b 2048 2048
NA _b _b _b _b _b _b _b _b _b _b
SAL 1024 4096 1024 1024 2048 2048 2048 4096 1024 1024

Tabela A34. Tlo§¢ badanych zwigzkow (S5-S7) wraz z substancjami

SKIN-PAMPA okreslona po 6 godzinach.

referencyjnymi  w tescie

Hosé zwiazku [ %]

Zwiazek

Komoraakceptorowa Komoradonorowa Retencja
S5 9,2+0,1 c* 74,3£2,0¢c 16,5+1,0c
S6 23,5+1,3a 1,0+£0,1e 76,5+4.0a
S7 24,6+0,1 a 1,0+0,1e 744+4.1a
[NA][SAL] 3,240,2d 95,6+1,3d 1,2+0,2¢€
NA 9,2+0,8 c 87,5+1,2b 3,3+0,2d
SAL 18,3+1,2b 54,024 a 27,7£09b

*Te same litery oznaczaja brak roznic statystycznych

Tabela A35. Ilos¢ badanych zwigzkéw (S5-S7) wraz z substancjami

SKIN-PAMPA okreslona po 24 godzinach.

referencyjnymi  w tescie

. Mos$¢ zwiazku [%]

Zwigzek Komoraakceptorowa Komoradonorowa Retencja

S5 23,640,3 b* 715+1,7¢ 4,940,2 C
S6 26,2+0,4 a 1,0+0,1 a 72,8+0,9a
S7 26,4+0,1 a 1,0+£0,1 a 726+1,1a
[NA][SAL] 6,9+0,4d 90,5+0,8 b 2,6+0,6 ¢
NA 21,8+0,5b 50,7+0,5d 275+0,6 b
SAL 18,4+0,8 ¢ 50,5+1,7d 31,1+0,9b

*Te same litery oznaczaja brak roznic statystycznych
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Tabela A36. Wspoélczynniki przepuszczalnosci skory dla salicylanow  N-alkilonikotynamidu (S1-S7)
i substancji odniesienia.

Kp (cm/h)
Zwiazek
Pottsi Guy
(109
S1 4,84
S2 6,81
S3 10,7
S4 10,9
S5 17,2
S6 118
S7 26,7
[NA]J[SAL] —NA 26,5
[NA]J[SAL] - SAL 215
NA 111
SAL 5120

awartosci podane oddzielnie dla nikotynamidu (NA) — powyzej i dla kwasu salicylowego (SAL) — ponizej

Tabela A37. Kat zwilzenia (°) salicylanow N-alkilonikotynamidu (S1-S7) i substancji odniesienia
w wybranych stezeniach.

Zwiazek Stezenie [%0]
0,01 0,03 0,25 0,50 1,00
Si - - 1121 110,3 109,7
S2 - - 102,7 104,3 103,9
S3 - - 107,0 1034 98,51
S4 - - 94,1 79,0 61,2
S5 - - 50,7 -2 -2
S6 - 99,3 - - -
S7 106,1° - - - -
[NAJ[SAL] - - 1105 108,3 99,9
NA - - 1127 110,7 110,6
SAL - - 1049 -2 -2

2 ze wzgledu na ograniczong rozpuszczalno$é substancji w wodzie nie byto mozliwe przeprowadzenie testu; ° stezenia

dla S6 i S7 wybrano na podstawie ich skutecznej dawki oszacowanej po analizie testéw MIC/MBC/MFC

Tabela A38. Rozpuszczalno$¢ w PBS mierzona dla salicylanow N-alkilonikotynamidu

oraz substancji odniesienia.

(S1-S7)

Zwiazek PBS[mL] Klasa rozpuszczalnosci
S1 <1 Bardzo rozpuszczalny
S2 <1 Bardzo rozpuszczalny
S3 <1 Bardzo rozpuszczalny
34 10-30 Rozpuszczalny
S5 100-1000 Stabo rozpuszczalny
S6 1000-10 000 Bardzo stabo rozpuszczalny
S7 1000-10 000 Bardzo stabo rozpuszczalny
[NA][SAL] 30-100 Stabo rozpuszczalny
NA <1 Bardzo rozpuszczalny
SAL 100-1000 Stabo rozpuszczalny
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Rysunek A64. Porownanic widm FT-IR chlorowodorku lidokainy ([LID][CI]) i czwartorzegdowych
bromkow lidokainy (BL1-BL3).
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Rysunek A65. Porownanie widm FT-IR protonowej cieczy jonowej ([LID][SAL]) i czwartorzedowych
salicylanéw lidokainy (SL-SL3).
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Rysunek A66. Poréwnanie widm FT-IR mieszaniny eutektycznej ([LID][PABA]) i czwartorzedowych
p-aminobenzoesanow lidokainy (PL1-PL3).
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Rysunek A67. Roznice w widmach IH NMR pomiedzy lidokaing (LID), chlorowodorkiem lidokainy
(ILID][CI]) a uktadami uzyskanymi w wyniku zmieszania lidokainy z odpowiednimi kwasami:
[LID][SAL] i [LID][PABA]. Z widm usunicto sygnaly rozpuszczalnikow.

Komentarz: Poréownanie widm !H NMR ukfadu [LID][PABA] i czystej lidokainy (LID),
W ktorych nie wystepuja wigzania jonowe, ujawnito brak roznic w polozeniach sygnatdow pochodzacych
od poszczegblnych atoméw wodoru. W analizowanych widmach sygnaly pochodzace od protonéow
w grupie metylowej (strefa pomaranczowa: —N-CH2—CHs) oraz metylenowej (strefa fioletowa:
—N-CH2-CHzs) obserwowano przy tych samych wartoéciach przesunigcia chemicznego w zakresie
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N= QO =

1-3 ppm. Analogicznie, t¢ samg lokalizacje¢ protondéw z drugiej grupy metylenowej (

N-CH2-CO) przy okoto 3 ppm i amidowej ( : NH-CO) przy okoto 9 ppm mozna uznaé
za komplementarne. Dane te dowodza, ze [LID][PABA] wyst¢puje w postaci niesprotonowanej
mieszaniny eutektycznej. Natomiast, widmo [LID][SAL] jest znacznie bardziej podobne do widma
chlorowodorku lidokainy [LID][CI], co wskazuje na jego nature jonowq. W konsekwencji sygnaty
pochodzace od protonéw w grupach metylowej ( : -N-CH2>—CHzs) i metylenowej
(strefa fioletowa: —N-CH2-CHz) zaobserwowano przy nieco Wl@kszych wartosciach przesumqma
chemicznego (odpowiednio ok. 1,3 i 3,3 ppm). Protony od drugiej grupy metylenowej (

N-CH2-CO) wystgpowaly przy zauwazalnie wickszej wartosci przesuni¢cia chemicznego (ok. 4 ppm)
Ponadto protonowanie lidokaliny powodowalo przesunigcie sygnalu pochodzacego od protonu z grupy
amidowej ( : NH-CO) o okolo 1 ppm, ktory pojawit si¢ przy okoto 10 ppm.
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Rysunek A68. Widmo 2D HSQC 1H-13C NMR salicylanu lidokainy ([LID][SALY]).
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Rysunek A69. Widmo 2D HSQC 1H-13C NMR salicylanu N-tetradecylolidokainy (SL3).
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[Lid][PABA]_RMN300-2025.003.001.2rr.esp

f 0
7 ) 2 6 7 : -
(0] 5 r
6 ( ' - 20
2 4 N 5
NH \\ e
o ° 7 ~ 40
5 °1 ' i
4 3 OH L - 60 g
g =
1 - &=
~80 @
- 8
-
?100 S
3 ' % n
~ 120
2 ] =
1 ’ -
§14o
;160

10 8 6 4 2 0
F2 Chemical Shift (ppm)

Rysunek A70. Widmo 2D HSQC !H-13C NMR mieszaniny lidokainy i kwasu p-aminobenzoesowego
([LID][PABA]).
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Rysunek A71. Poréwnanie widm H NMR chlorowodorku lidokainy ([LID][CI]) i czwartorzedowych
bromkow lidokainy (BL1-BL3). Z widm usunigto sygnaly rozpuszczalnikow.
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Rysunek A72. Porownanie widm 1H NMR protonowej cieczy jonowej ([LID][SAL]) i czwartorzedowych
salicylanéw lidokainy (SL-SL3). Z widm usunieto sygnaly rozpuszczalnikow.
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Rysunek A73. Poréwnanie widm *H NMR mieszaniny eutektycznej ([LID][PABA]) i czwartorzedowych
p-aminobenzoesanow lidokainy (PL1-PL3). Sygnaly rozpuszczalnikow zostaly usuni¢te z widm.

Komentarz: Zwigzek PL2 zostal przeanalizowany w D20 jako rozpuszczalniku, co wykazalo znaczne
przesuniecia w polozeniu poszczegdlnych sygnatow (w szczegdlnosci protondow w grupie metylenowe;j
(CO-CH2-N), atakze protonéw w pier§cieniach aromatycznych) w poréwnaniu z DMSO-ds.

Tabela A39. Zawarto$¢ wody oraz bromkoéw w otrzymanych pochodnych lidokainy.

Zwiazek Zawarto$¢ wody (%o w/w) Zawarto$¢ bromkow
0dni? 1dzien? 2dni? 3dni 2 7dni? (ppm)
[LID][CI] 7,39 7,40 7,41 7,43 7,48 -
BL1 0,60 0,66 0,73 0,81 0,95 -
BL2 0,72 0,79 0,79 0,86 0,91 -
BL3 0,86 0,87 0,88 0,90 0,96 -
[LID][SAL] 1,10 1,10 1,13 1,18 1,48 -
SL1 0,73 0,73 0,75 0,78 0,80 35680/2431¢
SL2 1,57 1,57 1,71 1,74 1,92 4 985b/3 398¢
SL3 1,11 1,12 1,12 1,13 1,13 42880/2 999¢
[LID][PABA] 2,01 2,03 2,04 2,10 2,40 -
PL1 0,93 0,93 0,94 0,98 1,03 5489Y/-
PL2 2,53 2,59 2,59 2,64 2,68 4976°-
PL3 1,26 1,26 1,27 1,27 1,28 5 489v/-

a po przechowywaniu w otoczeniu powietrza (25 °C; 60% wilgotnosci wzglednej); P warto$¢ dla reakcji
zobojetniania; ¢ warto$¢ dla reakcji wymiany anionu
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Tabela A40. Wartoéci wspotczynnika podziatu oktanol-woda (log Kow) dla otrzymanych zwigzkdw
i odpowiadajace im odchylenie standardowe (SD).

Zwiazek log Kow SD
[LID][CI] 11,62 0,04
BL1 -1,70 0,03
BL2 0,59 0,01
BL3 1,26 0,03
[LID][SAL] 20,06 0,01
SL1 -0,20 0,01
SL2 1,73 0,04
SL3 2,08 0,07
[LID][PABA] 20,14 0,01
PL1 -1,26 0,04
PL2 0,41 0,03
PL3 1,00 0,04

Tabela A4l. Rozpuszczalno$¢ badanych zwiazkoéw.
Cze$¢ rozpuszczalnika (mL) wymaganana 1 g

Zwiazek substancji rozpuszczonej
Woda (pH =6,0) PBS(pH=7,4)

[LID][CI] 0,1-1 0,1-1
BL1 1-10 1-10
BL2 10-30 30-100
BL3 10-30 100-1000

[LID][SAL] 1-10 10-30
SL1 10-30 10-30
SL2 1000-10000 1000-10000
SL3 >10000 >10000
[LID][PABA] 1-10 1-10

PL1 1-10 1-10
PL2 1-10 10-30
PL3 1-10 100-1000
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Tabela A42. Dzialanie przeciwzapalne zastosowanych zwiazkéw i1 zwiazku odniesienia: diklofenaku
sodowego (DFC-Na).

. Ste Ze nie Procent inhibicji . Ste Ze nie Procent inhibicji
Zwigzek [ng/mL] [%] Zwiqzek (ng/mL ol
0,1 382+1,8 0,1 25,5+0,7
1 473+1,3 1 46,3+0,4
SL1 10 51,9+1,4 PL1 10 42,0+1,4
100 47,6+1,4 100 37,5+0,8
1000 44.8+0,8 1000 159+1,2
0,01 41,4+0,7 0,01 34,0+0,5
0,1 46,7+0,9 0,1 40,6+0,3
1 47,4+0,6 1 48,6+1,6
SL2 10 59,142,9 PL2 10 452+13
100 41,7+1,2 100 33,5+1,8
1000 9,543,9 1000 0,0+0
0,001 12,7+1,3 0,001 43,8+1,2
0,01 50,8+1,0 0,01 54,6+0,3
0,1 46,6+0,7 0,1 58,9+1,4
SL3 1 43,1£1,5 PL3 1 48,5+0,2
10 31,1+0,8 10 42,5+0,6
100 0,0+0 100 29,24+0,6
1000 brak * 1000 3,614
0,001 434+0,3 0,001 36,4+0,9
0,01 453+0,5 0,01 40,7+0,2
0,1 54,1+0,1 0,1 44,0+0,6
[LID][SAL] 1 49,7+0,9 [LID][PABA] 1 483+0,9
10 46,9+0,8 10 49,0+0,2
100 455+1,2 100 414+14
1000 22,3+0,8 1000 242+1,7
Oil t?é”iigléz * brak rozpuszczalno$ci
BL1 10 45,7+0,7
100 40,1+1,0
1000 37,304
0,01 36,9+0,3
0,1 48,014
1 51,64+0,2
BL2 10 41,9+0,9
100 36,9+1
1000 25,5+1,6
0,001 43,8+0,7
0,01 46,5+1,6
0,1 48,6+0,6
BL3 1 51,24+0,9
10 458+1,1
100 299+1
0,001 41,8+0,2
0,01 45,8+0,3
0,1 4930,6
[LID][CI] 1 51,4%0,2
10 48,7+0,4
100 41,7+0,7
1000 16,3+2,3
0,001 36,8+0,8
0,01 43,0£0,9
0,1 452+0,9
DFC-Na 1 45,6+0,8
10 493+1,0
100 48,6+0,1
1000 46,6+0,3
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Tabela A43. Dokowanie molekularne typu blind do enzymu COX-2, przedstawiajagce glowne kieszenie

wigzace, warto$ci Vina score oraz lokalizacje kluczowych reszt katalitycznych dla pochodnych lidokainy
i zwiazkoéw referencyjnych.

Objetos¢

Dokowanie molekularne typu blind (kluczowe Vina . . Srodek Pole .
kieszeni dokowania

reszty katalityczne zaznaczono na czerwono) score (A9) (X.y.2) (X.y. 2)
Kationw chlorowodorku lidokainy [LID][CI]

\L384

7.2 5150 24,17,50 28,31,25

Kieszen C1:
R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci
katalityczne
S353,V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji
i selektywnosci

Kationw bromku N-etylolidokainy (BL1)

Kieszen C1:
R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci -6,8 5150 24,17,50 28,31,25
katalityczne
S353,V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji
i selektywnosci

Kationw bromku N-oktylolidokainy (BL2)

~ L384
~ Ms522

\ = w3sr 518
F381,
7 @ Ne AN

/! G526 U529

Jeem ! L agdie ==

S ) == Y
P5284 +A521
E @l 2 ggg

\ TT""vass -8,0 5150 24,17,50 28,31,25

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gléwne pozostatosci
katalityczne

S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji
i selektywnosci
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Kationw bromku N-tetradecylolidokainy (BL3)

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gléwne pozostatosci
katalityczne

S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji
1 selektywnosci

5150

24,17,50

28,31,25

Kationw salicylanie N-etylolidokainy (SL1)

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci
katalityczne

S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji
i selektywnosci

-7,3

5150

24,17,50

28,31,20

Kationw salicylanie N-oktylolidokainy (SL2)

V116.L369

M113
\

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci
katalityczne

S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji
1 selektywnosci

-7,5

5150

24,17,50

28,31,22

Kationw salicylanie N-tetradecylolidokainy (SL3)

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gtéwne pozostatosci
katalityczne

S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji
i selektywnosci

5150

24,17,50

25,31,25
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235:1641082597

Lidokainaw [LID][SAL]

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci
katalityczne

S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji
i selektywnos$ci

-6,9

5150

24,17,50

28,31,25

Anion salicylowyw QAS SL1-SL3i [LID][SAL]

] ® a
M &«="" \

\ )
L3ss . 'V349
s 1345
| h N
Kieszen C1:
R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci
katalityczne
S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji
i selektywno$ci

5150

24,17,50

28,31,25
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Lidokainaw [LID][PABA]

N Lag4 ~ Was7
-

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gléwne pozostatosci
katalityczne

S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji
i selektywnosci

-7,0

5150

24,17,50

28,31,20

Kationw p-aminobenzoesanie N-etylolidokainy
(PL1)
Kieszen C1:
R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci
katalityczne
S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji
i selektywnosci

-6,6

5150

24,17,50

28,31,20

Kationw p-aminobenzoesanie
N-oktylolidokainy (PL2)

~ L384

“_F205

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci
katalityczne

S353,V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji
i selektywnosci

5150

24,17,50

26,26,26

Kationw p-aminobenzoesanie
N-tetradecylolidokainy (PL3)

Kieszen C1:

R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci
katalityczne

S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji
i selektywnosci

-7,0

5150

24,17,50

26,26,26
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Anion p-aminobenzoesowyw QAS PL1-PL3

Kieszen C1:
R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci
katalityczne

S358, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji
i selektywnosci

\ © E524
F381 - Lase ez ’\
N e G526
/‘:'A527 v F518
o0 .\./‘ \
7 ]
[}
"
l A
-1534 \ - -5,9 5150 24,17,50 28,31,25
F205 “
” Y V349 |
~~~ e
vasa Y348
/ |
Kieszen C1:
R120, Y385, S530 - Gtowne pozostatosci
katalityczne
S353, V523, L352 - Przyczynia si¢ do stabilizacji
i selektywnosci
Kwas p-aminobenzoesowy
L525,
524 — F381
1384 57
\ M52
“ -
{ AV 4
7 %W 4
¢ 8 0
F518 " i"' \,
/ N \ 'L534
W387-5°"_ -
K -6,0 5150 24,17,50 28,31,25
N
Tlhaes Y34
> F205
/
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Tabela A44. Dokowanie molekularne do kanatéw sodowych NaV1.7, przedstawiajagce glowne Kieszenie
wigzace, wartoSci Vina score oraz lokalizacj¢ kluczowych reszt katalitycznych dla pochodnych lidokainy
i zwigzkow referencyjnych.

Dokowanie molekularne typu blind (kluczowe Wynik %bggztgslc Srodek doklz(\)/\llgnia
reszty katalityczne zaznaczono na czerwono) Vina (A3) (x.y. 2 (xy.2)
Kationw chlorowodorku lidokainy [LID][CI]
REL
s1os;\ 141
’ '\\"_ - -55 3508 205,194,241 26, 35,20
D103
/
|
Kieszen C1:

E1727,E1217,G1723,S1724,P1722,S1725
Kationw bromku N-etylolidokainy (BL1)

Kieszen C1: -5,4 3508 205,194,241 26,35,20

E1727,E1217,G1723,S1724,P1722,S1725
Kationw bromku N-oktylolidokainy (BL2)

1L306

=
et

E48 Rfs
'sa7
-5,1 3508 205,194,241 23,35,23
/
Kieszen C1:
D1677
Kationw bromku N-tetradecylolidokainy (BL3)
Kieszeh C1: -5,4 3508 205,194,241 27,35,27
E1217
Kationw salicylanie N-etylolidokainy (SL.1)
Kieszen C1: -5,1 3508 205,194,241 26,35,20
Y1215,D1677,E1628, M1678, T319, N1686,
N1680
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Kationw salicylanie N-oktylolidokainy (SL2)

Kieszen C1:
E1727,E1217,G1723,S1724,P1722,S1725,V1720

-5,2

3508

205,194,241

22,35,22

Kation w salicylanie N-tetradecylolidokainy (SL3)

Kieszen C1:
Y1215,D1677,E1628, M1678, T319

3508

205,194,241

27,35,27

Lidokainaw [LID][SAL]
K1671

Kieszen C1:
Y1215,D1677,M1678

3508

205,194,241

26,35,20
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Anion salicylowyw QAS SL1-SL3i [LID][SAL]

fim
Q102

Kieszen C1:
P1722,Vv1720

-4,9

3508

205,194,241

26,35,22

Lidokainaw [LID][PABA]

v24 ’@

Kieszen C1:
E1217,G1723,S1724,P1722,S1725,V1720

-6,8

3508

205,194,241

26,35, 20

Kationw p-aminobenzoesanie N-etylolidokainy
(PL1)
Kieszen C1:
Y1215,D1677,E1628, N1680

-5,2

3508

205,194,241

26,35, 20

Kationw p-aminobenzoesanie
N-oktylolidokainy (PL2)

k .\ “R1218

L}
Mo /N vez N
#3829 « < pls

A}
/ v c21} p
K1671 5 '
— 5  # 48 = [’
\ - / X /

e A ca3”
' 847 Q323 4

~'7+.\ R46 ‘R4S
AW (44

\e = i 5
7N

e

i

Kieszen C1:
Y1215,D1677,E1628

-5,3

3508

205,194,241

22,35,22

Kationw p-aminobenzoesanie
N-tetradecylolidokainy (PL3)

3508

205,194,241

24,35,24
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Kieszen C1:
Y1215, D1677

Anion p-aminobenzoesowyw QAS PL1-PL3

Kieszen C1:
P1722,V1720

-4.9

3508

205,194,241

26,35,17

Kwas salicylowy

/
_ \L39

Kieszen C1:
G1723,S1724,P1722,51725,V1720

3508

205,194,241

26,35,22

Kwas p-aminobenzoesowy

| ’ (\I | D103

IS
/e ey A/
N

'4
e ' 4
~ K71 "s>95_ Q102
S3a s
[ ]
: L101

Kieszen C1:
P1722,V1720

3508

205,194,241

26,35,17
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Tabela A45. Tlo$¢ badanych pochodnych lidokainy wraz z substancjami referencyjnymi w tescie PAMPA
okreslona po 6 godzinach.

P g— o
Zwiazek Tlo$¢ zwiazku [ %]

Komoraakceptorowa Komoradonorowa Retencja

[LID]CI] 3,9+0,9b* 82,1+0,8d 14,0+1,0¢C
SL1 0,0+0,1d 97,9+0,1 ab 2,1+0,1e
SL2 0,0+0,2d 100,0+£2,5a 0,0+0,1f

SL3 0,0+0,1d 0,0+0,1¢e 100,0+2,8 a
[LID][SAL] 0,0+0,1d 100,0+£1,5a 0,0£0,1f
PL1 0,0+0,3d 100,0+1,8a 0,0+0,1f
PL2 0,0+0,2d 96+0,9b 4,0+5d

PL3 34,1+1,4a 0,0+£0,2 e 65,9+2,4b
[LID][PABA] 2,6+0,2¢ 942+0,4 ¢ 3,2+0,3d

* te same litery oznaczaja bram r6zni¢ statystycznych

Tabela A46. Tlos¢ badanych pochodnych lidokainy wraz z substancjami referencyjnymi w tescie PAMPA
okreslona po 24 godzinach.

Mo$¢ zwiazku [ %]

Zwiazek

Komoraakceptorowa Komoradonorowa Retencja
[LID]CI] 19,6+0,5 c* 25,3+0,8 d 55,2+3,0
SL1 28,0+£0,2b 44 .3+0,1 ¢c 27,7+1,1d
SL2 3,9+0,6 d 96,2+1,6 a 0,0+0,19
SL3 18,6+0,5¢ 0,0+0,1e 8l,4+2,7a
[LID][SAL] 2,3+0,1d 97,7+1,6 a 0,0£0,1¢g
PL1 0,0+0,1¢e 95,8403 a 42+11°fF
PL2 1,9+0,1d 80,8+2,0b 17,3£1,3¢e
PL3 33,8+0.4a 0,0+0,1e 66,2+3,2b
[LID][PABA] 4,2+0,4d 95,8+0,1 a 0,0£0,1 ¢

* te same litery oznaczaja bram r6zni¢ statystycznych
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. A. Olejniczak, M. Wojcieszak, M. Niemczak, Damian K. Kaczmarek, Bisamoniowe ciecze
jonowe z anionem indolilo-3-masianowym jako stymulatory wzrostu roslin, Postepy
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Polska, Wydawnictwo Uczelniane Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
w Szczecinie, 2024, s. 56-71.

. T. Rzemieniecki, A. Olejniczak, D. K. Kaczmarek, M. Niemczak, Aktywne biologicznie
estrokwaty z kationem pochodzqgcym od L-karnityny, Postepy w technologii i inzynierii
chemicznej. red Z. Lendzion-Bielun, D. Moszynski — Szczecin, Polska, Wydawnictwo
Uczelniane Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie, 2024,
s. 99-111.

. T. Rzemieniecki, A. Olejniczak, M. Niemczak, Ekotoksycznosé estrow betainy glicynowej —
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10. M. Niemczak, A. Olejniczak, T. Rzemieniecki, Synteza i charakterystyka nowych

estrokwatow bisamoniowych otrzymanych z betainy karnitynowej, Postepy w technologii
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Uzyskane patenty krajowe

1. A. Olejniczak, M. Niemczak, W. Stachowiak, Kompozycja ukorzeniacza roslin

jednolisciennych oraz zastosowanie bromkow betainianow alkilowych jako ukorzeniacze
roslin jednolisciennych, PL245148 (12.07.2022)

2. A. Olejniczak, M. Niemczak, W. Stachowiak, Kompozycja ukorzeniacza roslin

jednolisciennych oraz zastosowanie soli bis- amoniowych jako ukorzeniacze roslin
Jjednolisciennych, PL245149 (12.07.2022)

3. M. Niemczak, W. Stachowiak, A. Olejniczak, M. Wysocki, Nowe czwartorzedowe bromki
amoniowe z kationem 2-(4-chloro-2-metylofenoksyacetyloksyalkoksy)-2-oksoetylo-N,N,N-
trimetyloamoniowym, sposob ich otrzymywania i zastosowanie jako herbicydy, PL246758
(03.03.2025)

4. A. Olejniczak, W. Stachowiak, T. Rzemieniecki, D. Kaczmarek, A. Jacek, M. Niemczak,
Sposob otrzymywania czwartorzedowych ~ soli ~ amoniowych z kationem
3-karbamoilo-1-alkilopirydyniowymi anionem salicylanowym, PL246761 (03.03.2025)

5. M. Niemczak, W. Stachowiak, A. Olejniczak, T. Rzemieniecki, M. Wysocki, G. Dudczak,
Nowe czwartorzedowe sole amoniowe z kationem pochodzgcym od lidokainy
I anionem 2-pirosluzanowym, sposob ich otrzymywania oraz zastosowanie jako Srodki
bakteriostatyczne i bakteriobojcze, PL246762 (03.03.2025)

6. M. Niemczak, W. Stachowiak, A. Olejniczak, P. Jarzyna, A. Hatas, Nowe ciecze jonowe
z kationem 2-(4-chloro-2-metylofenoksyacetyloksyalkoksy)-2-oksoetylo-N,N,N-trimetylo-
amoniowym i anionem 4-chloro-2-metylofenoksyoctanowym, sposob ich otrzymywania
I zastosowanie jako herbicydy, PL247038 (25.04.2025)
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M. Niemczak, W. Stachowiak, A. Olejniczak, P. Jarzyna, M. Karmasz, Nowe ciecze jonowe
z kationem 2-(4-chloro-2-metylofenoksyacetyloksyalkoksy)-2-oksoetylo-N,N,N-trimetylo-
amoniowym i anionem 3,6-dichloro-2-metoksybenzoesanowym oraz sposob ich otrzymywania
| zastosowanie jako herbicydy, PL247037 (25.04.2025)

M. Niemczak, W. Stachowiak, A. Olejniczak, M. Karmasz, A. Hatas, Nowe amoniowe ciecze
jonowe z kationem 2-(4-chloro-2- metylofenoksyacetyloksyalkoksy)-2-oksoetylo-N,N,N-
trimetyloamoniowym i anionem 2,4-dichlorofenoksyoctanowym, sposob ich otrzymywania
i zastosowanie jako herbicydy, PL247039 (25.04.2025)

M. Niemczak, T. Rzemieniecki, A. Olejniczak, W. Stachowiak, M. Smolibowski, J. Gajewska,
Nowe ciecze jonowe z kationem betainianu alkilu i anionem florasulamu, sposob
ich otrzymywania i zastosowanie jako herbicydy, PL247282 (06.06.2025)

M. Niemczak, W. Stachowiak, A. Olejniczak, Nowe czwartorzedowe bromki bis-amoniowe
z kationem alkilo-7,w-bis(trimetylo(karboksymetylo)amoniowym) i anionami bromkowymi
sposob otrzymywania oraz zastosowanie, PL247335 (13.06.2025)

T. Rzemieniecki, D. Kaczmarek, W. Stachowiak, A. Olejniczak, M. Niemczak,

Czwartorzedowe  sole  amoniowe z  kationem  [-alkilochininy oraz anionem
4-chloro-2-metylofenoksyoctanowym, sposob ich otrzymywania oraz zastosowanie jako
algicydy - PL248343 (16.09.2025)

T. Rzemieniecki, D. Kaczmarek, A. Olejniczak, M. Niemczak, Sposob otrzymywania

czwartorzedowych — soli  amoniowych z kationem 1-alkilochininy oraz anionem
4-chloro-2-metylofenoksyoctanowym, PL248344 (16.09.2025)

A. Olejniczak, P. Jarzyna, M. Niemczak, Zastosowanie soli amoniowych zawierajgcych kation
L-karnitynianu alkilu oraz anion gentyzynianowy jako ukorzeniacze roslin dwulisciennych
oraz kompozycja ukorzeniacza roslin dwulisciennych, PL248638 (05.01.2026)

A. Olejniczak, P. Frackowiak, M. Wysokowski, M. Niemczak, T. Jesionowski, Zastosowanie
dibromkow  alkileno-1,w-bis((3-karboksy-2-hydroksypropylo)trimetyloamoniowych) jako
ukorzeniacze roslin kapustowatych oraz kompozycja ukorzeniacza roslin kapustowatych,
PL248639 (05.01.2026)

A. Olejniczak, P. Frackowiak, M. Wysokowski, M. Niemczak, T. Jesionowski, Zastosowanie
dibromkow  alkileno- 1,w-bis((3-karboksy-2-hydroksypropylo)-trimetyloamoniowych) jako
stymulatory wzrostu roslin kapustowatych oraz kompozycja stymulatora roslin kapustowatych,
PL248640 (05.01.2026)

T. Rzemieniecki, A. Olejniczak, W. Stachowiak, M. Niemczak, Czwartorzedowe sole

amoniowe zawierajgce anion 2-furanokarboksylanowy i kation bedgcy alkilowg pochodng
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nikotynamidu, sposob ich otrzymywania i zastosowanie jako Srodki myjgco-dezynfekujgce,

PL248942 (10.02.2026)

Zgloszenia patentowe krajowe

1. M. Niemczak, W. Stachowiak, A. Olejniczak, M. Wysocki, Sposob wydzielania z mieszaniny

10.

poreakcyjnej 4-chloro-2-metylofenoksyoctanow n-bromoalkilowych technikq chromatografii
typu Flash, P.442918 (23.11.2022)

. M. Niemczak, A. Olejniczak, D. K. Kaczmarek, Nowe asymetryczne dikationowe ciecze

jonowe,  zawierajgce  kation  butylo-1-tributylofosfoniowo-4-tributyloamoniowy  lub
oktylo-1-tributylofosfoniowo-8-tributyloamoniowy oraz sposob ich otrzymywania, P.443203
(20.12.2022)

. T. Rzemieniecki, A. Olejniczak, W. Stachowiak, M. Niemczak, Nowe czwartorzedowe sole

amoniowe zawierajgce anion pochodzqcy od kwasu nikotynowego oraz kation

N-alkilonikotynamidowy oraz sposob ich otrzymywania, P.444847 (10.05.2023)

. A. Olejniczak, T. Rzemieniecki, K. Kanikowska, M. Niemczak, Nowe czwartorzedowe sole

z kationem bis-amoniowym pochodzqcym od L- karnityny i anionami bromkowymi oraz sposob

ich otrzymywania i zastosowanie jako srodki antyelektrostatyczne, P.447661 (31.01.2024)

. M. Niemczak, W. Stachowiak, A. Olejniczak, T. Rzemieniecki, J. Grudzien, M. Smukala,

Nowa czwartorzedowa pochodna lidokainy z anionem aceklofenaku o dzialaniu

przeciwbolowym i przeciwzapalnym, P.447660 (31.01.2024)

. A. Olejniczak, T. Rzemieniecki, W. Stachowiak, M. Niemczak, Nowe czwartorzedowe sole

amoniowe zawierajgce kation L-karnitynianu alkilu oraz anion gentyzynianowy, sposob

ich otrzymywania oraz zastosowanie jako nowe formy antyoksydantow, P.447659 (31.01.2024)

. T. Rzemieniecki, D. Kaczmarek, A. Olejniczak, M. Niemczak, Sposob otrzymywania

czwartorzedowych — soli  amoniowych z  kationem I-alkilochininy oraz anionem
4-chloro-2-metylofenoksyoctanowym, P.448211 (06.04.2024)

A. Olejniczak, M. Niemczak, Czwartorzedowe sole amoniowe z kationem 3-karbamoilo-1-
alkilopirydyniowym i anionem (R)-migdalanowym, sposob ich otrzymywania oraz
zastosowanie jako substancje o aktywnosci przeciwbakteryjnej, P.450543 (12.12.2024)

A. Olejniczak, M. Niemczak, Czwartorzedowe sole amoniowe z kationem 3-karbamoilo-1-
alkilopirydyniowymi anionem (S)-migdalanowym, sposob ich otrzymywania oraz zastosowanie
Jjako substancje o aktywnosci przeciwbakteryjnej, P.450544 (12.12.2024)

A. Olejniczak, M. Niemczak, Czwartorzedowe sole amoniowe zawierajgce Kation

3-karbamoilo-1-alkilopirydyniowy i anion 4-aminobenzoesanowy, sposéb ich otrzymywania

i zastosowanie jako srodki bakteriobojcze, P.450542 (12.12.2024)
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A. Olejniczak, M. Niemczak, D. K. Kaczmarek, Czwartorzedowe sole amoniowe zawierajgce
kation N-alkilobetainy oraz anion indolo-3-maslanowy, sposob ich otrzymywania
i zastosowanie jako stymulatory wzrostu roslin, P.450542 (12.12.2024)

W. Stachowiak, A. Olejniczak, M. Niemczak, Funkcjonalizowane estry kwasu

2-furanokarboksylowego, sposob ich otrzymywania oraz zastosowania jako czynniki alkilujgce,
P.450535 (11.12.2024)
W. Stachowiak, A. Olejniczak, M. Niemczak, Funkcjonalizowane esterquaty

2-(furanokarboksyalkiloksy)-2-oksoetylo-N,N,N-trimetyloamoniowe, sposob ich otrzymania
oraz zastosowanie jako Srodki antybakteryjne, P.450541 (11.12.2024)

W. Stachowiak, A. Olejniczak, M. Niemczak, Funkcjonalizowane esterquaty L-karnityny
I kwasu 2-furanokarboksylowego, sposob ich otrzymania oraz zastosowanie jako substancje
antyseptyczne, P.450540 (11.12.2024)

A. Olejniczak, M. Niemczak, Zastosowanie czwartorzedowych soli amoniowych zawierajgcych
anion nikotynianowy oraz kation N-alkilonikotynamidowy jako substancjeprzeciwzapalne
o polepszonej przenikalnosci, P.452425 (20.06.2025)

A. Olejniczak, M. Niemczak, Zastosowanie czwartorzedowych soli amoniowych zawierajgcych
kation 1-alkilo-3-karbamoilopirydyniowy i anion 4-aminobenzoesanowy jako substancje
przeciwzapalne o polepszonej przenikalnosci, P.452424 (20.06.2025)

A. Olejniczak, M. Niemczak, Sposob okreslania wiasciwosci przeciwzapalnych

czwartorzedowych soli amoniowych zawierajgcych kation 3-karbamoilo-1-alkilopirydyniowy
I anion 4-aminobenzoesanowy z uzyciem albuminy jaja kurzego, P.452423 (20.06.2025)

A. Olejniczak, M. Niemczak, Sposob okreslania wiasciwosci przeciwzapalnych

czwartorzedowych soli amoniowych zawierajgcych anion pochodzgcy od kwasu nikotynowego
oraz kation N-alkilonikotynamidowy z uzyciem albuminy jaja kurzego, P.452422 (20.06.2025)
A. Olejniczak, D. K. Kaczmarek, M. Niemczak, Nowe czwartorzedowe sole bis-amoniowe
z kationem alkilo-7,w-bis(trimetylo(karboksymetylo)amoniowym) i anionami pelargonia-
nowymi, sposob ich otrzymywania oraz zastosowanie jako Srodki myjgce, P.453327
(24.09.2025)

A. Olejniczak, D. K. Kaczmarek, M. Niemczak, Nowe czwartorzedowe sole bis-amoniowe
z kationem alkilo-1,w-bis(trimetylo(karboksymetylo)amoniowym)
i anionamipiroglutaminianowymi, sposob ich otrzymywania oraz zastosowanie jako Srodki
piorgce, P.453328 (24.09.2025)

A. Olejniczak, M. Niemczak, Nowe czwartorzedowe sole amoniowe z kationem

N-alkilolidokainy i anionem p-aminobenzoesanowym, sposob ich otrzymywania oraz

zastosowanie jako algicydy, P.455042 (12.03.2026)
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22. A. Olejniczak, M. Niemczak, Nowe czwartorzedowe sole amoniowe z kationem

N-alkilolidokainy i anionem migdalanowym, sposob ich otrzymywania oraz zastosowanie
Jjako ukorzeniacze roslin dwulisciennych, P.455041 (12.03.2026)

23. A. Olejniczak, M. Niemczak, Nowe czwartorzedowe sole amoniowe z kationem

N-alkilolidokainy i anionem salicylanowym, sposéb ich otrzymywania oraz zastosowanie jako
srodki antyelektrostatyczne, P.455040 (12.03.2026)

Wystapienia ustne na konferencjach krajowych i zagranicznych

1. W. Stachowiak, A. Olejniczak, A. Nowacka, M. Niemczak, Synteza i analiza ekotoksycznosci

czwartorzedowych soli amoniowych otrzymanych z witaminy B3z z uZyciem modeli OSAR,
Konferencja Naukowa PUTChemikon, Poznan (6.05.2023)

2. T. Rzemieniecki, W. Stachowiak, D. K. Kaczmarek, A. Olejniczak, M. Niemczak,

Udoskonalanie efektywnosci procesu otrzymywania przyjaznych dla sSrodowiska surfaktantow
kationowych pochodzqgcych od betainy glicynowej, VIII Szczecinskie Sympozjum Miodych
Chemikéw, Szczecin (16.05.23)

3. W. Stachowiak, A. Olejniczak, A. Nowacka, M. Niemczak, Synteza i analiza ekotoksycznosci
czwartorzedowych soli amoniowych otrzymanych z witaminy Bs - porownanie wynikow
obliczonych z uzyciem modeli OSAR z wynikami eksperymentalnymi, VIII Szczecinskie
Sympozjum Milodych Chemikéw, Szczecin (16.05.23)

4. A.Olejniczak, W. Stachowiak, M. Niemczak, Nowe estrokwaty betainy glicynowej — synteza
I charakterystyka, 2024, II Ogolnopolska Konferencja Naukowa PUTChemikon, Poznan
(18.05.2024); komunikat ustny wygloszony osobiscie

5. A.Olejniczak, M. Niemczak, New lidocaine derivatives showing antimicrobial activity as new
APIs with low environmental impact, 2024, 2nd REUNICE Workshop on Multifuntional
Materials and Sustainability, Katania, Wiochy (3-5.07.2024); komunikat ustny wygloszony
osobiscie

6. M. Niemczak, T. Rzemieniecki, D. K. Kaczmarek, W. Stachowiak, A. Olejniczak, Creative
management of waste from production of sugar - glycine betaine as the future for the
agrochemicals and surfactants market, 2nd REUNICE Workshop on Multifuntional Materials
and Sustainability, Katania, Wtochy (3-5.07.2024)

7. A. Olejniczak, D. K. Kaczmarek, T. Rzemieniecki, W. Stachowiak, M. Niemczak, Glycine
Betaine Alkyl Esters as Promising Agrochemicals for Controlling Growth of Common Weeds,
The 105th CSJ Annual Meeting, Osaka, Japonia (26-29.03.2025); komunikat ustny

wygloszony osobiScie
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10.

11.

12.

M. Niemczak, T. Rzemieniecki, D. K. Kaczmarek, W. Stachowiak, A. Olejniczak, Glycine
betaine: a by-product of sugar production process as a promising feedstock for development
of novel multifunctional biologically active compounds, The 105th CSJ Annual Meeting,
Osaka, Japonia (26-29.03.2025)

T. Rzemieniecki, D. K. Kaczmarek, W. Stachowiak, A. Olejniczak, Michat Niemczak, From
optimized synthesis to controlled degradation — alkyl esters of glycine betaine as low-cost and
environmentally friendly alternatives of conventional disinfectants, The 105th CSJ Annual
Meeting, Osaka, Japonia (26-29.03.2025)

W. Stachowiak, A. Olejniczak, T. Rzemieniecki, D. K. Kaczmarek, M. Niemczak, Esterquats
synthesized by O-alkylation of glycine betaine as eco-friendly disinfecting and cleaning
agents, The 105th CSJ Annual Meeting, Osaka, Japonia (26-29.03.2025)

A. Olejniczak, D. Gwiazdowska, K. Ju§, M. Niemczak, Potencjat nowych pochodnych
witamin z grupy B w leczeniu infekcji i stanéw zapalnych, V Ogolnopolskie Sympozjum
Chemii Bioorganicznej, Organicznej i Biomateriatdéw, Poznan (21-22.11.2025) komunikat
ustny wygloszony osobiscie

A. Olejniczak, D. Gwiazdowska, K. Jus, M. Niemczak, Nowe jonowe i niejonowe pochodne
witamin z grupy B o aktywnosci przeciwzapalnej — analiza przenikalnosci w tescie PAMPA,
XI Szczecinskie Sympozjum Mtodych Chemikow, Szczecin, 12.05.2026; Komunikat ustny

wygloszony osobiscie i nagrodzony Il miejscem

Wystapienia posterowe na konferencjach krajowych i zagranicznych

1.

A. Olejniczak, W. Stachowiak, M. Niemczak, Estrokwaty betainy glicynowej — wlasciwosci
i zastosowanie jako regulatory wzrostu roslin, V Ogolnopolska Konferencja ,,Biotechnologia
Niejedno Ma Imi¢”, Poznan (26-27.11.2022); poster nagrodzony | miejscem

M. Niemczak, A. Olejniczak, W. Stachowiak, Synteza i charakterystyka estryfikowanych
pochodnych betainy zawierajgcych aktywny herbicydowo anion jodosulfuronu metylu,
IV Ogodlnopolskie Sympozjum Chemii Bioorganicznej, Organicznej 1 Biomateriatow, Poznan
(03.12.2022)

A. Olejniczak, W. Stachowiak, M. Niemczak, Charakterystyka soli amoniowych

zawierajgcych w  kationie wigzanie estrowe, IV Ogoblnopolskie Sympozjum Chemii
Bioorganicznej, Organicznej i Biomateriatow, Poznan (03.12.2022)
A. Olejniczak, W. Stachowiak, T. Rzemieniecki, M. Niemczak, Adjustment of the Structure

of the Simplest Amino Acid Present in Nature-Glycine, toward More Environmentally
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11.

12.

13.

14.

Friendly lonic Forms of Phenoxypropionate-Based Herbicides, #RSCPoster Twitter
Conference, Wielka Brytania (01-02.03.2023)

A. Hatas, A. Olejniczak, W. Stachowiak, M. Niemczak, Properties of Esterified Forms
of Betaine Containing Herbicide in the Cation, #RSCPoster Twitter Conference,
Wielka Brytania (01-02.03.2023)

P. Jarzyna, M. Karmasz, M. Niemczak, A. Olejniczak, W. Stachowiak, Toxicity of Esterified
Forms of Carnitine, 2023 #RSCPoster Twitter Conference, Wielka Brytania (01-02.03.2023)
M. Karmasz, P. Jarzyna, M. Niemczak, A. Olejniczak, W. Stachowiak, Synthesis and
Physicochemical Properties of Esterified Forms of Carnitine, #RSCPoster Twitter
Conference, Wielka Brytania (01-02.03.2023)

A. Olejniczak, W. Stachowiak, T. Rzemieniecki, M. Niemczak, Modyfikowanie struktury
glicyny — najprostszego aminokwasu, w celu uzyskania jonowych form herbicydow,
Konferencja Naukowa PUTChemikon, Poznan (6.05.2023)

A. Olejniczak, W. Stachowiak, T. Rzemieniecki, D. K. Kaczmarek, M. Niemczak, Synteza
i charakterystyka nowych estrokwatow betainy glicynowej, VIII Szczecinskie Sympozjum
Mtodych Chemikow, Szczecin (16.05.23)

A. Olejniczak, M. Wojcieszak, M. Niemczak, D. K. Kaczmarek, Bis-amoniowe ciecze jonowe
z anionem indolilo-3-maslanowym jako stymulatory wzrostu roslin, VIl Szczecinskie
Sympozjum Milodych Chemikéw, Szczecin (16.05.23)

M. Niemczak, W. Stachowiak, A. Olejniczak, D. K. Kaczmarek, T. Rzemieniecki,

T. Klejdysz, ,, Stodkie ciecze jonowe ” z kationem alkilodimetyloglicyny i anionem acesulfamu
Jjako substancje hamujgce zerowanie owadow magazynowych, VIII Szczecinskie Sympozjum
Mtodych Chemikow, Szczecin (16.05.23)

A. Olejniczak, W. Stachowiak, M. Niemczak, Quaternary lidocaine derivatives as new APIs
showing antimicrobial activity, 1st International Student Conference on Industrial Pharmacy,
Poznan (7-8.12.23)

A. Olejniczak, W. Stachowiak, M. Niemczak, Lidocaine derivatives as new APIs showing
antimicrobial activity with low environmental impact, 2024 #RSCPoster Twitter Conference,
Wielka Brytania (05-06.03.2023)

M. Niemczak, W. Stachowiak, A. Olejniczak, D. K. Kaczmarek, Tomasz Rzemieniecki,
Badania nad toksycznosciq czwartorzedowych soli amoniowych otrzymanych z betainy
glicynowej wobec organizmow wodnych, IX Szczecinskie Sympozjum Miodych Chemikow,
Szczecin (14.05.24)
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15.

16.

17.

18.

T. Rzemieniecki, D. K. Kaczmarek, A. Olejniczak, W. Stachowiak, M. Niemczak,

Spektroskopia 'H NMR jako uzyteczna technika okreslania sktadu podwdjnych cieczy
jonowych, IX Szczecinskie Sympozjum Mtodych Chemikéw, Szczecin (14.05.24)

W. Stachowiak, A. Olejniczak, T. Rzemieniecki, D. K. Kaczmarek, M. Wysokowski, T.
Jesionowski, A. Mezzetta, L. Guazzelli, M. Niemczak, Esterquaty otrzymywane z betainy
glicynowej jako przyjazne srodowisku surfaktanty, IX Szczecinskie Sympozjum Mtodych
Chemikow, Szczecin (14.05.24)

A. Olejniczak, T. Rzemieniecki, M. Niemczak, Betaina glicynowa jako ekologiczny regulator
wzrostu roslin: ocena fitotoksycznoscijej pochodnych, X Szczecinskie Sympozjum Mtodych
Chemikow, Szczecin, 13.05.2025

D. K. Kaczmarek, A. Olejniczak, M. Niemczak, Ciecze jonowe jako stymulatory wzrostu
roslin, V Ogblnopolskie Sympozjum Chemii Bioorganicznej, Organicznej i Biomateriatow,

Poznan, 21-22.11.2025

Nagrody i wyroznienia

1.

Stypendium Santander Universidades - Nagroda Santander dla doktorantow Politechniki
Poznanskiej za ich indywidualne osiggni¢cia naukowe, artystyczne, sportowe i spoteczne
(20.12.2023)

Wystapienie wyrdznione I miejscem w kategorii poster - A. Olejniczak, W. Stachowiak,
M. Niemczak, Estrokwaty betainy glicynowej — wlasciwosci i zastosowanie jako regulatory
wzrostu roslin, V Ogolnopolska Konferencja ,,Biotechnologia Niejedno Ma Imi¢”, Poznan
(26-27.11.2022)

Wystapienie wyrdznione III miejscem w kategorii komunikat ustny - A. Olejniczak,
D. Gwiazdowska, K. Jus, M. Niemczak, Nowe jonowe i niejonowe pochodne witamin z grupy
B o aktywnosci przeciwzapalnej — analiza przenikalnosci w tescie PAMPA, X1 Szczecinskie
Sympozjum Mtodych Chemikow, Szczecin (12.05.2026)

Zakwalifikowanie si¢ do finatu konkursu ,,EUREKA! DGP — Odkrywamy polskie wynalazki”
organizowanego przez ,Dziennik Gazeta Prawna”. Zaprezentowany patent zostal
zaprezentowany w gronie finalistow, a osiggniecie zostato dodatkowo upublicznione w formie
wywiadu

Wywiad w inauguracyjnym numerze czasopisma pracownikéw i studentow Politechniki
Poznanskiej pt. ,Zeby wygraé, trzeba patentowaé” - ,Glos Politechniki”
(wrzesief/pazdziernik - Rok XXXII NR 3 (227), ISSN 1233-5444)
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Udzial w grantach badawczych

1.

LIDER XIII (LIDER13/0029/2022) - pod kierunkiem dr hab. inz. Michata Niemczaka,
prof. PP pt. ,,Wykorzystanie betainy glicynowej, odpadu w procesie przerobu buraka
cukrowego, jako surowca do produkcji przyjaznych dla srodowiska srodkow myjgco-
dezynfekujgcych jak i preparatéow chwastobojczych”, (03.2024-02.2025); rola w projekcie:
wykonawca (badanie ekotoksyczno$ci oraz analiza dotyczgca zmiany skali produkcji)

Grant PhD Boost dla doktorantow Szkotly Doktorskiej Politechniki Poznanskiej, realizowany
ze Srodkow subwencji w ramach budzetu centralnego pt. ,,Ocena biodostepnosci nowych form

substancji  aktywnych  farmaceutycznie, pochodzenia naturalnego o  dziataniu

przeciwzapalnym”, (03.2025-11.2025; 0912/SPHD/2521); rola w projekcie: Kierujacy

praca

Uczelniana subwencja badawcza:

» Czwartorzedowe sole amoniowe oraz Ciecze jonowe — synteza, wlasciwosci
fizykochemiczne i toksycznosé (2023; 0912/SBAD/2309); rola w projekcie: wykonawca

» Od syntezy do zastosowania — czwartorzedowe sole amoniowe i ciecze jonowe (2024;
0912/SBAD/2409); rola w projekcie: wykonawca

» Czwartorzedowe sole amoniowe na bazie substancji wystepujgcych w srodowisku (2025;
0912/SBAD/2504); rola w projekcie: wykonawca

» Czwartorzedowe sole organiczne o potencjale aplikacyjnym - synteza i charakterystyka
(2025, 0912/SBAD/2509); rola w projekcie: wykonawca

» Czwartorzedowe sole amoniowe na bazie substancji aktywnych farmakologicznie - synteza
i wlasciwosci (2026; 0912/SBAD/2604); rola w projekcie: wykonawca

» Czwartorzedowe sole amoniowe i gleboko eutektyczne rozpuszczalniki (2026;

0912/SBAD/2609); rola w projekcie: wykonawca

Krotkoterminowe mobilnosci akademickie

1. REUNICE Doctoral Summer School on Sustainable Science, Katania, Wtochy,
1-5.07.2023

Staze

1. Pozlab sp. z o0.0. Research and Development Center (Selvita), Zitotniki Grzybowe,

13.05.2024-12.08.2024
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