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Streszczenie rozprawy doktorskiej
LLipofilizacja jako metoda modyfikacji transportu wybranych substancji hydrofilowych

przez membrany lipidowe”

Mozliwo$¢ wiarygodnego, ilosciowego przewidywania absorpcji przeznaskérkowej jest
niezwykle przydatna z perspektywy oceny toksycznoSci i biodostepnosci zwigzkow
chemicznych wykorzystywanych np. w farmacji i kosmetologii. Lipofilowo$¢ uwazana jest zas
za kluczowy parametr determinujacy zdolno$¢ zwigzkow chemicznych do absorpcji
przeznaskorkowej. Zrozumienie, jakie parametry lub elementy strukturalne okreslaja
lipofilowo$¢ zwigzkow chemicznych, umozliwia obecnie celowe projektowanie i
otrzymywanie zwigzkéw o pozadanej lipofilowosci.

W ostatnich trzech dekadach nastapit znaczacy rozwoj wiedzy na temat ilo§ciowych zaleznosci
pomiedzy lipofilowoscig zwigzkéw chemicznych, a zachowaniem w uktadach biologicznych
(np. zdolnos$cia do absorpcji przeznaskorkowej). Dotychczas nie byly jednak prowadzone
systematyczne badania, w jaki sposob lipofilizacja zwiazku chemicznego moze wptywac na
szybko$¢ jego przenikania przez barier¢ naskorkows. Nie dokonano rowniez wyczerpujacej
analizy iloSciowej zalezno$ci pomiedzy lipofilowoscia |1 szybkoscig —absorpcji
przeznaskorkowej. Poznanie tych zaleznosSci umozliwitoby projektowanie zwigzkow o

pozadanej biodostgpnosci poprzez sterowanie ich lipofilowoscig.

Celem niniejszej pracy byla analiza korelacji pomiedzy lipofilowoscia i przenikaniem
lipofilowych pochodnych wybranych zwiazkéw hydrofilowych przez membrany lipidowe oraz

zaproponowanie modeli matematycznych opisujacych uzyskane zaleznosci.

W czesci literaturowej przedstawiono opis oddziatywan molekularnych, jakie sktadaja si¢ na
lipofilowos¢ oraz przeglad metod wyznaczania lipofilowosci. Dokonano przegladu literatury
na temat zaleznosci pomiedzy lipofilowoscia zwigzkow, a zdolnoscia do absorpcji
przeznaskérkowej. Przedstawiono dotychczas opracowane modele matematyczne opisujace
zalezno$¢ lipofilowos¢ - przenikanie. Dokonano takze analizy wzajemnego wplywu
lipofilowosci penetranta i lipofilowosci vehiculum na przenikanie.

Przedstawiony w cze$ci literaturowej stan badan wskazuje w sposéb jednoznaczny, ze ocena

iloSciowa zaleznoS$ci lipofilowo$¢ - przenikanie wymaga dalszych badan i analiz. Mimo



dostepnosci wielu modeli QSAR dla absorpcji przeznaskorkowej (QSPR), jestesmy wcigz
daleko od opracowania wiarygodnych metod ilosciowego przewidywania absorpcji
przeznaskorkowej w zaleznos$ci od lipofilowosci zwiazkow chemicznych. Opracowane modele
s wzajemnie niespdjne, a czasem wrecz sprzeczne. Na podstawie istniejagcych danych nie da
si¢ nawet okresli¢, jaki ksztalt przyjmuje zalezno$¢ pomiedzy lipofilowosciag a warto$cig
przenikania: liniowy, czy paraboliczny? Taka sytuacja moze wynika¢ z faktu, ze dane
eksperymentalne wykorzystywane do opracowywania modeli QSPR wykonywane byly przez
roznych autorow z wykorzystaniem réznych uktadow badawczych, r6znych membran, r6znych
uktadow donorowych i akceptorowych i ré6znych warunkéw prowadzenia eksperymentow. Nie
istnieje zadna baza eksperymentalnych wartosci przenikania uzyskanych dla duzej (np.
kilkadziesiat) liczby zwiazkéw w tym samym uktadzie modelowym.

W konteks$cie przedstawionych problemow uzasadnione wydawato si¢ przeprowadzenie badan
wptywu lipofilizacji na przenikanie wybranych substancji hydrofilowych w uktadzie

modelowym imitujagcym barier¢ naskorkowa.

W pierwszym etapie realizacji pracy, w oparciu o analize istniejacych publikacji, wyznaczono
model matematyczny opisujacy zalezno$¢ pomigdzy lipofilowoscia, a absorpcja
przeznaskorkowa rownaniem drugiego rzedu. Wyznaczony model paraboliczny jest pierwszym
nieliniowym modelem matematycznym opartym na duzym zbiorze danych wejSciowych

(kilkadziesiagt zwiazkow), jaki zaproponowano do opisu zaleznosci lipofilowos¢ — przenikanie.

W ramach badan wlasnych przeprowadzono synteze¢ lipofilowych pochodnych wybranych,
nastepujacych  czterech  hydrofilowych  zwigzkéw:  (R)-3,4-dihydroksy-5-[(S)-1,2-
dihydroksyetylo]furan-2(5H)-onu  (nazwa zwyczajowa: kwas askorbinowy), kwasu
5-oksopirolidyno-2-karboksylowego  (nazwa  zwyczajowa: kwas piroglutaminowy),
4-hydroksyfenylo-oa-D-glukopiranozydu  (nazwa zwyczajowa: arbutyna), i kwasu
4-hydroksybenzenokarboksylowego  (kwasu  p-hydroksybenzoesowego). Zwigzki te,
wykorzystywane w kosmetologii 1 farmacji, charakteryzuja si¢ zrdznicowanymi
wlasciwosciami strukturalnymi: zdolno$cia do dysocjacji, liczba hydrofilowych grup
funkcyjnych itp. Po raz pierwszy otrzymano optycznie czynne estry kwasu piroglutaminowego
na drodze bezposredniej, stereoselektywnej estryfikacji enzymatycznej w rozpuszczalniku
organicznym. Przeprowadzono wstepna optymalizacje otrzymywania
(S)-piroglutaminianu dodecylu (laurylu) i (S)-piroglutaminianu oktylu - estrow o potencjalnych
zastosowaniach komercyjnych. Najwyzsze nadmiary enancjomeryczne otrzymano w reakcjach

otrzymywania piroglutaminian cis-9-oktadecen-1-ylu - 96,4% (bez optymalizacji) oraz



piroglutaminian dodecylu — 92,6% (po optymalizacji). W przypadku pochodnych arbutyny i
kwasu askorbinowego, otrzymanych réwniez na drodze estryfikacji enzymatycznej udato si¢
poprawi¢ wydajnos¢ reakcji w stosunku do wynikéw badan dotychczas opublikowanych

(najwyzsze wydajnosci w reakcji otrzymywania tetradekanoiloarbutyny - 80,70% i kapronianu
askorbylu - 68%).

W kolejnym etapie badan wilasnych okreslono lipofilowo$¢ otrzymanych zwigzkoéw z
wykorzystaniem metod eksperymentalnych i1 poétempirycznych. Badania wykazaly, ze
lipofilizacja zwigzkow hydrofilowych poprzez synteze lipofilowych pochodnych jest skuteczng
metoda modyfikacji lipofilowosci zwigzkow chemicznych. Ilosciowy wptyw lipofilizacji byt
najsilniej zaznaczony w szeregu homologicznym estréw kwasow karboksylowych z arbutyna,

a najstabiej w szeregu homologicznym estrow kwasu piroglutaminowego.

Kolejng cze$¢ pracy stanowity badania wptywu lipofilizacji na zdolno$¢ przenikania przez
modelowe membrany lipidowe zsyntezowanych zwigzkow: estrow kwasu piroglutaminowego
i estrow kwasu p-hydroksybenzoesowego z alkoholami alifatycznymi oraz estrow kwasow
karboksylowych z kwasem askorbinowym i z arbutyng. Po dobraniu odpowiedniego uktadu
modelowego zapewniajgcego rozpuszczalnos¢ wszystkich badanych substancji (20% etanol w
odpowiednim buforze) przeprowadzono badania przenikania w komorach dyfuzyjnych Flynn’a
i Frantz’a. Dla kazdego szeregu homologicznego uzyskano paraboliczng zaleznos$¢ szybkosci
przenikania od lipofilowosci logP z maksimum w zakresie wartosci 1 <logP < 3. Bezwzgledne
potozenie paraboli i jej maksimum, a takze nachylenie ramion byto nieco inne w kazdym
szeregu homologicznym. Dlatego dokonano proby dopasowania dwoch modeli: parabolicznego
i bilinearnego do danych eksperymentalnych. Model paraboliczny bardziej adekwatnie opisuje
dane eksperymentalne dla wszystkich badanych szeregéw homologicznych, niz model
bilinearny. Jednak roznice wspotczynnikow korelacji r byly nieznaczne (we wszystkich
przypadkach 0,95 <r <0,99).

W  przypadku trzech substancji  hydrofilowych: kwasu askorbinowego, kwasu
piroglutaminowego i arbutyny lipofilizacja okazata si¢ skuteczng metoda poprawy przenikania
przez lipidowe membrany. Wplyw lipofilizacji na szybkos$¢ przenikania byt zaznaczony
najsilniej w przypadku substancji hydrofilowej o najstabszej zdolnosci do przenikania — kwasu
askorbinowego. Uzyskano okoto 80-krotny wzrost wartosci wspotczynnika przenikania Kp.
Najstabszg poprawe przenikania uzyskano w szeregu homologicznym arbutyny, ktéra

przenikata najlepiej sposrod badanych substancji hydrofilowych.



Na podstawie danych eksperymentalnych dla trzech grup pochodnych (kwasu
piroglutaminowego, kwasu askorbinowego 1 arbutyny) wyznaczono ogdlny model
matematyczny opisujacy rownaniem drugiego rzedu przenikanie szeregu homologicznego
lipofilowych pochodnych substancji hydrofilowej przez membrang lipidowa imitujgcg cement
migedzykomorkowy warstwy rogowej naskérka w komorach dyfuzyjnych Flynn’a i Frantz’a.
Jest to pierwszy nieliniowy model dla zaleznosci lipofilowos¢ — przenikanie, wyprowadzony

dla wigcej, niz jednego szeregu homologicznego w tym samym uktadzie badawczym.

Aby zbada¢ przyczyny roznic w geometrii zaleznosci lipofilowos¢ — przenikanie zwigzkow w
poszczeg6lnych szeregach homologicznych, w dalszej kolejnosci przeprowadzono probe
analizy wptywu innych, niz lipofilowos$¢ parametrow, ktore zgodnie z dostepng wiedza moga
mie¢ wplyw na przenikanie przed membrany lipidowe oraz ksztalt profili przenikania w
poszczeg6lnych szeregach homologicznych. Parametrami o takim wptywie okazaly si¢ HLB i
rozpuszczalno$¢ w wodzie. Obydwa te parametry sa zwigzane z lipofilowosciag. Jednak w
badanym uktadzie wptyw HLB i rozpuszczalno$ci w wodzie na przenikanie przez membrany

lipidowe byt jakosciowo i ilo§ciowo r6zny od wptywu lipofilowosci wyrazanej jako logP.

W ostatnim etapie badan wlasnych przeprowadzono wstgpna oceng¢ wpltywu formy
fizykochemicznej, w tym lipofilowosci wybranych sktadnikow vehiculum, na transport przez
modelowe membrany dla wybranych pochodnych - estréw kwasoéw karboksylowych z kwasem
askorbinowym. Badania przeprowadzone z zastosowaniem emulgatoréw réznigcych sie¢
lipofilowo$cia wykazaty, ze sklad i lipofilowo$§¢ bazy maja istotny wptyw na modyfikacje
transportu przez membrany lipidowe substancji o zréznicowanej lipofilowosci. Mozna wigc
oczekiwac, ze w przypadku pochodnej o maksymalnym wspotczynniku przenikania w danym
szeregu homologicznym, dobdr odpowiedniej bazy pozwoli na uzyskanie dalszej poprawy

przenikania.

Podsumowujac, badania wykonane w ramach niniejszej pracy wykazaty, ze lipofilizacja moze
by¢ skuteczng metoda sterowania lipofilowosciag zwigzkéw chemicznych i optymalizacji
zdolnosci zwigzkow chemicznych do absorpcji przeznaskorkowej. Wykazano réowniez, ze
zalezno$¢ lipofilowos¢ - przenikanie zwigzkow moze mie¢ charakter paraboliczny w przypadku
okreslonych grup zwigzkow chemicznych. Wskazuja na to modele matematyczne wyznaczone
po raz pierwszy dla duzej liczby danych wejsciowych - na podstawie dostepnych publikacji i
danych eksperymentalnych uzyskanych dla lipofilowych pochodnych zwigzkéw
hydrofilowych zsyntezowanych w ramach niniejszej pracy. Wyniki te reprezentuja nowe



podejscie do modelowania QSPR. By¢ moze dywersyfikacja stosowanych modeli
matematycznych w zaleznoéci od struktury i wilasciwosci grupy badanych zwigzkéw
chemicznych bylaby lepsza metoda opisu zaleznosci lipofilowos¢ — absorpcja
przeznaskérkowa, niz ogdlne modele generowane dla wszystkich istniejacych struktur

chemicznych, ktore zazwyczaj przedstawiaja zaleznos¢ liniowa.



