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| Skorowidz skrotéw i symboli stosowanych w pracy

SKOROWIDZ SKROTOW I SYMBOLI STOSOWANYCH W PRACY

Stosowane w tek$cie pracy symbole aminokwaséw sa zgodne z postanowieniami

Potaczonej Komisji Nomenklatury Chemicznej i Biochemicznej IUPAC: J. Pept. Sci., 9, 1 (2003).

Pozostate skroty i oznaczenia stosowane w pracy:

a - wspotczynnik kierunkowy réwnania regresji
A - 0,1 % roztwér TFA w wodzie

b - wyraz wolny réwnania regres;ji

B - 0,1 % roztwoér TFA w acetonitrylu

o - poziom istotnosci

Ogran, — graniczny poziom istotnosci

ACN - acetonitryl

AMPs - endogenne antybiotyki peptydowe

Boc - tert-butyloksykarbonyl

C8 lub Cg - reszta kwasu oktanowego

C10 lub Cyp - reszta kwasu dekanowego

C12 lub Cy; - reszta kwasu dodekanowego

C14 lub Ci4 - reszta kwasu tetradekanowego
C16 lub Cy¢ - reszta kwasu heksadekanowego
C-8 - zloze krzemionkowe modyfikowane fazg oktylowa
C-181ub ODS - ztoze krzemionkowe modyfikowane faza oktadecylowg
CFU - jednostka tworzaca kolonie

CMC - krytyczne stezenie micelarne

DCM - dichlorometan

DIC - N,N’-diizopropylokarbodiimid

DMF - N,N-dimetyloformamid

DMSO - dimetylosulfotlenek

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy

Fmoc-AA - reszta aminokwasowa chroniona ugrupowaniem 9-fluorenylometoksy-
karbonylowym

Fmoc - 9-fluorenylometoksykarbonyl



Skorowidz skrotéw i symboli stosowanych w pracy

g - przyspieszenie ziemskie

G (+) - bakterie Gram dodatnie

G (-) - bakterie Gram ujemne

HLB - bilans hydrofilowo-lipofilowy

HOBt - 1-hydroksybenzotriazol

Ho - hipoteza zerowa

HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa
A - dtugos¢ fali

k - wspétczynnik retencji

LogD - wspoétczynnik dystrybucji

LogP - wspétczynnik podziatu n-oktanol/woda

MALDI-TOF - spektrometria mas z desorpcjg laserowa i jonizacjg z udziatem matrycy
i analizatorem czasu przelotu

MBC - minimalne steZenie bakteriobodjcze

MeOH - alkohol metylowy

MFC - minimalne stezenie grzybobdjcze

MHC - minimalne stezenie wywotujace hemolize erytrocytéw ludzkich

MIC - minimalne stezenie hamujace wzrost bakterii/grzybow

PBS - bufor fosforanowy

pCz0 - sprawno$¢ obnizania napiecia powierzchniowego

[Iemc - ci$nienie powierzchniowe osiggane przez surfaktant przy stezeniu réwnym CMC
r - wspotczynnik korelacji

RP-HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa w uktadzie faz odwréconych
o - napiecie powierzchniowe lub miedzyfazowe

ocMc— hapiecie powierzchniowe w punkcie CMC

SPE - ekstrakcja do fazy statej

SPPS - synteza peptydéw na nosniku staltym

TFA - kwas trifluorooctowy

TIS - triizopropylosilan

tr - czas retencji

to — zerowy czas retencji
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1. CZESC TEORETYCZNA

1.1. 7ZNACZENIE ZWIAZKOW POWIERZCHNIOWO CZYNNYCH I NAPIECIA
POWIERZCHNIOWEGO W TECHNOLOGII FARMACEUTYCZNE]

Sprostanie wyzwaniu, jakim jest formulacja nowej postaci leku, wymaga od technologa
znajomos$ci nie tylko wlasciwosci biologicznych czy farmakologicznych substancji leczniczej.
Niezbedna jest rowniez szeroka wiedza o parametrach fizykochemicznych wszystkich substancji,
zaréwno leczniczych jak i pomocniczych, uzywanych podczas otrzymywania leku. Jednym z takich
parametréw jest napiecie powierzchniowe. Kontrola nad wielkos$cig napiecia powierzchniowego
jest mozliwa dzieki zastosowaniu zwigzkéw powierzchniowo czynnych. Technologia postaci leku
zna wiele typdw zwigzkéw powierzchniowo czynnych. Sg wsrdéd nich surfaktanty kationowe,
anionowe, amfoteryczne, niejonowe lub pochodzenia naturalnego i syntetyczne. Znajduja
zastosowanie w wielu postaciach leku poczawszy od tabletek, poprzez uklady emulsyjne

do nanoczastek.

1.1.1. STALA POSTAC LEKU
TABLETKI

Tabletki sg najbardziej popularng i rozpowszechniong statg postacia leku. Ich przewaga
nad innymi postaciami leku zwigzana jest z tatwoscig podania, mozliwos$cig produkcji na skale
przemystowa przy relatywnie niskich kosztach wytwarzania, stosunkowo dilugim okresem

trwatosci i przydatnos$cia stosowania (1).

Jednym z etapdw sporzadzania tabletek moze by¢ powlekanie, czyli nanoszenie otoczki
na rdzenie. Dzieki temu mozliwe jest np. zamaskowanie nieprzyjemnego zapachu, smaku
lub kontrola szybko$ci uwalniania substancji leczniczej. Powlekanie poprawia tez wyglad i trwatos¢

tabletki (2).

Glownymi sktadnikami mieszanin powlekajacych sa polimery wielkoczgsteczkowe. Mozna
wséréd nich wyrézni¢ nastepujgce grupy: polimery rozpuszczalne w wodzie, np. alkohol
poliwinylowy, metyloceluloza, hypromeloza, karmeloza sodu, Makrogole, powidon; polimery
rozpuszczalne w $rodowisku kwa$nym, np. kopolimery kwasu metakrylowego (Eudragit E);
polimery rozpuszczalne w $rodowisku zasadowym, np. octanoftalan celulozy, bursztynian

acetylocelulozy, ftalan metylocelulozy, poliestry kwasu metakrylowego (Eudragit L i S); polimery
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nierozpuszczalne w wodzie, w $rodowisku kwasnym i zasadowym, np. etyloceluloza, octan
celulozy, polichlorek winylu, poliamidy, zywice silikonowe (3; 4; 5). Oprécz polimeréow w sktad
mieszanin powlekajacych wchodza substancje pomocnicze, do ktérych zalicza sie miedzy innymi
zwigzki powierzchniowo czynne (1).

Zadaniem zwigzkéw powierzchniowo czynnych jest obnizenie napiecia powierzchniowego
mieszanin powlekajacych. W przypadku, gdy napiecie powierzchniowe dyspersji powlekajacej
jest zbyt duze, kat zwilzania @ ma wysoka wartos$¢ (ryc. 1). Powierzchnia rdzenia jest wtedy stabo
zwilZana przez mieszanine, co w efekcie prowadzi do powstania nieréwnosci na powleczonej

powierzchni (6).

Wptyw obecnosci surfaktantéw na proces zwilzania powierzchni ciat statych zwigzany jest z ich

adsorpcja na granicy faz ciato state/ciecz. Réwnanie Younga definiuje cosinus kata zwilzania a (7):

Os — Ogp,
cosq = ——
g3

gdzie:

Os- napiecie powierzchniowe na granicy faz powietrze/ciato state
os, — napiecie powierzchniowe na granicy faz ciecz/ciato state

o1, - napiecie powierzchniowe na granicy faz powietrze/ciecz

Rycina 1. Wplyw obecnos$ci surfaktantdw na proces zwilzania modelowej powierzchni rdzenia tabletki.
Po lewej dyspersja dobrze zwilZzajaca, po prawej stabo zwilzajgca rdzen. Oznaczenia jak w tekscie (8).

Z réwnania wynika, ze warto$¢ kata a maleje gdy wartoSci os;, i o, maleja a wartos¢ os
jest odpowiednio duza i nie zmienia sie. Woéwczas méwimy, Ze cialo state jest dobrze zwilzane

przez ciecz.

W przypadku zwilzania powierzchni niepolarnych, zaktadajac, ze wielko$¢ adsorpcji na granicy
faz ciato stale/powietrze jest zaniedbywalnie mata, zalezno$¢ wplywu stezenia surfaktantu C na kat

zwilZania @ mozna opisa¢ réwnaniem:

d(ocosa)  dog
dinCc ~  diInC

=RTIs

gdzie:

R - stata gazowa

T - temperatura

I's; - specyficzna adsorpcja surfaktantu na granicy faz ciecz/ciato state
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Inng wersja tego rownania, ktére pozwala okresli¢ czy dodatek surfaktantu poprawia

zwilzalno$¢ jest:

d(gycosa) Iy — Iy
doy, L

gdzie:

I's; - specyficzna adsorpcja surfaktantu na granicy faz ciecz/ciato state

I's— specyficzna adsorpcja surfaktantu na granicy faz powietrze/ciato state
I', - specyficzna adsorpcja surfaktantu na granicy faz powietrze/ciecz

W przypadku, gdy napiecie powierzchniowe dyspersji powlekajacej jest zbyt mate, krople
mieszaniny powlekajacej nie tacza sie ze sobg wystarczajaco szybko. Pod wptywem podwyzszonej
temperatury rozpuszczalnik odparowuje, a na powierzchni tabletki obserwuje sie niewyréwnang
powierzchnie otoczki powlekajacej (6). Co wiecej, defekty moga by¢ wywotane nawet przez lokalne
zmiany napiecia powierzchniowego, powstate w objetoSci mieszaniny powlekajacej, w wyniku

gradientu temperatury czy wystepowania zanieczyszczen (9).

Na ryc. 2 przedstawiono mechanizm tworzenia otoczki polimerowej z dyspersji powlekajacej
na rdzeniach tabletek, obejmujacy trzy gtéwne etapy: adsorpcji kropelek dyspersji powlekajgcej

na powierzchni rdzenia, koalescencje oraz konncowe suszenie i formowanie sie wtasciwej otoczki.

Odparowywanie rozpuszczalnika z powierzchni powlekanego rdzenia tabletki

O~ O
002 0000

Qo O*z\.@.
8OOOOOOO Qo b *o.‘:}:{: A
— V-

Adsorpcja kropel aerozolu Utozenie i koalescencja Koricowy proces suszenia
mieszaniny powlekajgcej kropel dyspersji i tworzenia otoczki
na rdzeniu tabletki na powlekanym rdzeniu na rdzeniu tabletki

Rycina 2. Mechanizm tworzenia polimerowej otoczki w procesie nanoszenia mieszaniny powlekajacej
na rdzen tabletki (10).

Gwarantem uzyskania produktu wysokiej jakosci jest kontrola oraz sterowanie wielko$cig, jaka

jest napiecie powierzchniowe mieszanin powlekajacych.

Zwiazki powierzchniowo czynne znajduja zastosowanie w badaniach uwalniania substancji
leczniczych z doustnych stalych postaci leku, takich jak proszki, granulaty, tabletki czy peletki.
Szybkos¢ uwalniania substancji leczniczej jest nazywana dostepnos$cia farmaceutyczng i wyraza sie
jako procent catkowitej dawki substancji leczniczej, uwolnionej w okreslonym czasie do ptynu
akceptorowego. O uwalnianiu mozna méwi¢ wtedy, gdy substancja lecznicza przechodzi ze statej

formy do formy rozpuszczonej (rozproszenia molekularnego) w ptynie akceptorowym. Jednak

9
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uwalnianie nie zawsze jest tozsame z rozpuszczaniem. W przypadku, gdy posta¢ leku zawiera
juz rozpuszczona substancje leczniczg, jej uwalnianie sprowadza sie do prostej dyfuzji z formy leku
do srodowiska aplikacji. Badania nad szybkos$cig uwalniania stuza do oceny jakoSci wytworzonego
produktu leczniczego, a po rejestracji leku staja sie procedura walidacyjng majaca na celu
wykazanie powtarzalno$ci procesu produkcyjnego. Warunki eksperymentu powinny by¢ dobrane
w taki sposéb, by nie wptywaty na szybko$¢ uwalniania. Dlatego nie nalezy dopusci¢ do powstania
roztworu nasyconego substancji leczniczej, ktdérej szybko$¢ uwalniania jest oznaczana,
gdyz osiggniecie stanu réwnowagi ciato state/forma rozpuszczona spowoduje zahamowanie
uwalniania substancji leczniczej z testowanej formy leku. W celu zapobieZenia osiggniecia przez
uktad stanu réwnowagi, nalezy tak dobra¢ objeto$¢ ptynu akceptorowego, aby stezenie substancji
uwolnionej z formy leku byto mniejsze od jej rozpuszczalnosci. W badaniach uwalniania przyjmuje
sie, ze w koficowym punkcie stezenie uwolnionej substancji leczniczej nie moze przekroczy¢ 30%
stezenia roztworu nasyconego. Takie warunki testu okresla sie mianem sink. W przypadku
substancji leczniczych trudno rozpuszczalnych, stan réwnowagi ciato state/forma rozpuszczona
jest bardzo tatwo osiggany. Zapewnienie warunkéw sink jest mozliwe dzieki zastosowaniu
zwigzkéw powierzchniowo czynnych o wtasciwosciach solubilizujacych (11). Taka modyfikacja
ptynu akceptorowego sprawia, ze substancja trudno rozpuszczalna, wystepujaca w formie
rozproszenia molekularnego, przechodzac z fazy wodnej do pseudofazy micelarnej, przesuwa
réwnowage procesu rozpuszczania w prawa strone. Dzieki temu nie dochodzi do zahamowania
uwalniania substancji leczniczej z badanej postaci leku. Solubilizatorem zwykle dodawanym
do ptynu akceptorowego jest laurylosiarczan sodu w stezeniu najczesciej 2 % (12). Jest to steZzenie
przekraczajgce krytyczne stezenie micelarne, ktére dla tego zwigzku wynosi 0,0082 M. Innymi
zwigzkami powierzchniowo czynnymi o wlaSciwosciach solubilizujacych, stosowanymi

w badaniach uwalniania sg Tween, Brij, poloksamer, Cremophor, Triton lub lecytyna (13; 14).

Najwiekszy wplyw na szybkos$¢ uwalniania in vivo maja wiasciwosci fizykochemiczne postaci
leku oraz samej substancji leczniczej. Nie bez znaczenia sa tez witasciwosci ptynu Zoladkowo-
jelitowego, ktéry w warunkach fizjologicznych jest roztworem akceptorowym, takie jak pH,
obecno$¢ enzymow, jondéw czy naturalnych zwigzkéw powierzchniowo czynnych. Do naturalnych
surfaktantéw, obecnych w przewodzie pokarmowym cztowieka mozna zaliczy¢ sole kwasow
z6tciowych i fosfolipidy. Do sekrecji fosfolipidéw dochodzi juz w Zotadku, ktérego btona Sluzowa
wydziela w gtéwnej mierze fosfatydylocholine. Naturalne tenzydy produkowane przez watrobe
trafiaja wraz z z6tcia do dwunastnicy. Stad ich znaczny wplyw na napiecie powierzchniowe ptynéw
przewodu pokarmowego (15). Stwierdzono, Ze napiecie powierzchniowe ma rézng wartosé
[mMN/m] na réznych jego odcinkach: w Zotadku 33,6+5,9; w dwunastnicy 32,3 a w jelicie czczym
33,7+2,8. Tak niskie warto$ci napiecia powierzchniowego wplywaja na stopien zwilzania
hydrofobowej powierzchni statej postaci leku (ryc. 1), przez co wptywaja réwniez na rozpuszczanie

substancji leczniczej (16).

Natywne tenzydy moga solubilizowa¢ trudno rozpuszczalng substancje lecznicza

i zwiekszac jej rozpuszczalno$¢ (17). Solubilizacja substancji leczniczej polega na wiaczaniu

10



Cze$¢ teoretyczna

jej czasteczek do struktury miceli utworzonej w wodnym roztworze surfaktantu. Rozpuszczenie
substancji hydrofobowej z wytworzeniem roztworu optycznie przezroczystego zajdzie tylko wtedy,

gdy stezenie surfaktantu jest wyzsze od wartosci krytycznego stezenia micelarnego (CMC) (18).

Z termodynamicznego punktu widzenia, solubilizacje substancji leczniczej mozna uznaé
za podzial miedzy dwie fazy, pseudofaze micelarng i faze wodna. Swobodna energia solubilizacji

AGQ wyrazona jest wzorem:
AG? = —RTInP

gdzie:

AG? - swobodna energia solubilizacji

R - stata gazowa

T - temperatura

P - wspoétczynnik podziatu miedzy pseudofaze micelarng i faze wodna

Solubilizacje micelarng mozna opisa¢ dwoma parametrami, charakterystycznymi dla tego
procesu. Jest to sita solubilizacji y i wspomniany wyzej wspotczynnik podziatu substancji

hydrofobowej miedzy pseudofaze micelarng i faze wodng P.

Sita solubilizacji y jest wielkoscig, ktéra okresla zdolno$¢ micel do wiaczania do swojej
struktury substancji hydrofobowej. Okresla ona liczbe moli substancji, jaka ulega solubilizacji

w przeliczeniu na mol surfaktantu (19):

_ Stot = Sw
A= Couwrs — CMC
gdzie:
X - sita solubilizacji
Stor — rozpuszczalno$¢ zwiazku hydrofobowego w roztworze surfaktantu o stezeniu Coury
Sw - rozpuszczalno$¢ zwiazku hydrofobowego w czystej wodzie
Csurf — stezenie zwigzku powierzchniowo czynnego w roztworze
CMC - krytyczne stezenie micelarne

Innymi stowy site solubilizacji x mozna zdefiniowaé, jako stosunek stezenia substancji
solubilizowanej, obecnej w pseudofazie micelarnej (S::— Sw), do stezenia zwigzku powierzchniowo

czynnego tworzacego pseudofaze micelarng (Csurr— CMC).

Wspoétczynnik podziatu P substancji solubilizowanej, miedzy pseudofaze micelarng

a faze wodng opisuje réwnanie:

Stot - Sw

p=
Sw

11
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Laczac dwa ostatnie réwnania mozna potaczy¢ dwa parametry charakteryzujace proces

solubilizacji:

— X(Csurf - CMC)

P
Sw

W celu wyeliminowania zalezno$ci P od stezenia zwigzku powierzchniowo czynnego
w roztworze wodnym Cg,;, wprowadzono molowy wspdétczynnik podzialu pseudofaza
micelarna/woda Py, odpowiadajacy wspoétczynnikowi podziatu przy stezeniu surfaktantu

Csurr = 1M, wtedy P wyraza sie wzorem:

_ x(1-cMC)

P
Sw

Na ryc. 3 przedstawiono trzy najczesciej sugerowane mechanizmy opisujace proces
solubilizacji. Pierwszym z nich jest rozpuszczanie hydrofobowego solubilizatu w niepolarnym
wnetrzu miceli. Ten mechanizm charakterystyczny jest np. dla preparatéw myjacych i piorgcych
(A). Drugi sprowadza sie do gtebokiej penetracji warstwy palisadowej miceli przez solubilizat (B).
Przyktadem tego typu solubilizacji moze by¢ wbudowywanie kosurfaktantéw w strukture miceli.
Ulegaja jej zwiazki amfifilowe. Trzeci mechanizm mozna opisaé, jako adsorpcje solubilizatu

na polarnej powierzchni miceli (C) (19; 20).

a:_.//..zf\\(: a/.f/l\\go.:c a)//l?\d

Rycina 3. Podstawowe typy mechanizméw A, B, C proceséw solubilizacji substancji leczniczych o réznych
wlasciwosciach, przez micele w wodnych roztworach surfaktantéw. Oznaczenia: a - surfaktant,
b - solubilizowana substancja niepolarna, ¢ - solubilizowana substancja polarna z reszta hydrofobowa,
d - solubilizowana substancja polarna bez reszty hydrofobowej (19; 20).

Zjawisko solubilizacji odgrywa bardzo wazng role w procesie rozpuszczania hydrofobowych
substancji leczniczych. Mechanizm procesu solubilizacji substancji hydrofobowej S przez micele M

obejmuje nastepujace etapy (19):
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Etap I

Asocjaty micelarne surfaktantéw M, dyfunduja z fazy objeto$ciowej roztworu w kierunku

granicy faz: wodny roztwdr surfaktantu /substancja hydrofobowa S. Proces opisuje rownanie:

K1

M == M,

K1

gdzie:

M; - stezenie asocjatéw micelarnych na granicy faz: roztwér/substancja hydrofobowa
ki - stata szybkos$ci procesu dyfuzji czasteczek surfaktantu do granicy faz

k .1 - stata szybkosci procesu dyfuzji czasteczek od granicy faz

Etap II

Znajdujacy sie w poblizu granicy faz asocjat micelarny adsorbuje sie na powierzchni substancji

hydrofobowej:

gdzie:

S - wolne miejsce na powierzchni substancji hydrofobowe;j

MS - micela zaadsorbowana na powierzchni substancji hydrofobowej

k, - stata szybkos$ci procesu adsorpcji asocjatu micelarnego na powierzchni ciata statego
k., - stata szybkosci procesu desorpcji asocjatu micelarnego z powierzchni ciata statego

Etap III

Czasteczki substancji hydrofobowej mieszaja sie z zaadsorbowanym asocjatem micelarnym MS.

W przypadku nadmiaru substancji hydrofobowej S rownowage tego procesu opisuje réwnanie:

k
MS =——= FS
K.

gdzie:

FS - asocjaty micelarne zawierajgce substancje hydrofobowe zwigzane z powierzchnig ciata statego
ks - stata szybkosci procesu transportu substancji hydrofobowej zaadsorbowanej na powierzchni
miceli do jej wnetrza

k 3 - stata szybko$ci procesu transportu substancji hydrofobowej z wnetrza miceli na jej
powierzchnie

13
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Etap IV

Asocjat micelarny (zawierajacy substancje hydrofobowe) FS, zwigzany z powierzchnig ciata
statego, desorbuje unoszac ze sobg substancje hydrofobowa w postaci asocjatu F;, pozostawiajac

wolng powierzchnie S ciata statego:

FS =——= F;+S

gdzie:

F; - agregat oderwany od powierzchni ciata statego w poblizu granicy fazy S

k4 - stata szybko$ci procesu desorpcji asocjatu micelarnego z substancja hydrofobowa
od powierzchni ciata statego

k.4 - stata szybkosci procesu adsorpcji asocjatu micelarnego z substancjg hydrofobowa
na powierzchni ciala statego

EtapV
Mieszane agregaty dyfunduja z dala od powierzchni substratu:

Ks
| =—= F

K.s

gdzie:

F - agregat micela/substancja hydrofobowa w gtebi roztworu surfaktantu

ks — stata szybkosci procesu dyfuzji agregatu z substancjg hydrofobowa od powierzchni substratu
k.5 - stata szybkosci procesu dyfuzji agregatu z substancja hydrofobowg do powierzchni ciata
statego (substratu)

Na ryc. 4 przedstawiono struktury zwigzkéw powierzchniowo czynnych najczesciej
wykorzystywanych w technologii stalej postaci leku. Naleza do nich Tweeny, Spany

oraz laurylosiarczan sodu (SLS).

N

0 0 W j 0
S
/\/\/\\/\N\O/ ~O0—Na* o

laurylosiarczan sodu (SLS)

wx+y+z=20

Tween 80

Rycina 4. Zwigzki powierzchniowo czynne najczesciej wykorzystywane w technologii statej postaci leku.

14
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1.1.2. EMULSYJNE UKEADY DYSPERSYJNE

Kolejng postacig leku, w ktérej znaczenie zwigzkéw powierzchniowo czynnych jest bardzo

istotne dla ich efektu dziatania i stabilno$ci, sg uktady emulsyjne.

Emulsyjne uktady dyspersyjne skladaja sie z przynajmniej dwoch faz: dyspersyjnej -
wewnetrznej i cigglej - zewnetrznej. Ze wzgledu na rozmiar czgstek fazy rozproszonej mozna

podzieli¢ je na (19):

- makroemulsje o rozmiarze kropli 200 - 500 nm,
- emulsje submikronowe (nanoemulsje) o rozmiarze kropli 100 - 400 nm,

- mikroemulsje o rozmiarze kropli 10 - 200 nm.

Poniewaz powyzsza klasyfikacja, oparta na rozmiarze kropli, stwarza mozliwo$¢ zaliczenia
nanoemulsji zaréwno do makroemulsji jak i mikroemulsji, wprowadzono podzial, wedtug

kryterium trwato$ci termodynamicznej emulsji i wyszczego6lniono (19):

- makroemulsje wykazujgce trwatos¢ kinetyczna,

- mikroemulsje wykazujgce trwato$¢ termodynamiczna.

Trwato$¢  kinetyczna emulsji  oznacza  stabilno$¢ jej wilasciwosci  fizycznych
w okres§lonym czasie. Jednak w sensie termodynamicznym nie jest to uktad trwaly, poniewaz
nie znajduje sie w stanie o najnizszej, mozliwej w danych warunkach energii swobodne;j.
Do przyktadéw takich uktadéw mozemy zaliczy¢ emulsje submikronowe, mleczka kosmetyczne,
kremy, masci. Natomiast trwato$¢ termodynamiczna emulsji oznacza stan, w ktérym stabilnos¢
jej wiasciwosci fizycznych jest niezmienna w czasie. Nawet po nieograniczenie dtugim czasie uktad
emulsyjny ma, w danych warunkach, minimalng energie swobodng. Mikroemulsje naleza

do uktadéw stabilnych termodynamicznie (19).

EMULSJE SUBMIKRONOWE — NANOEMULSJE

Emulsje submikronowe, zwane tez nanoemulsjami, sg uktadami dyspersyjnymi fazy olejowej
w wodzie (o/w), wodnej w oleju (w/o0) lub dyspersjami wielokrotnymi (o/w/o) (21; 22). Moga
by¢ stosowane pozajelitowo, przy czym emulsje typu w/o i o/w/o tylko domie$niowo. Nanoemulsje
typu o/w stosuje sie podskoérnie i domiesniowo. Jednak zdecydowanie najczesciej stosowane
sa dozylnie w zZywieniu pozajelitowym, gdzie stuza jako zrédio energii pokrywajace
od 15 do nawet 60% zapotrzebowania energetycznego pacjenta. Dozylng podaz emulsji
submikronowych umozliwia rozmiar czastek nie wiekszy niz 500 nm (23; 24). Rozmiary czastek

emulsji podawanej pozajelitowo wieksze niz 4 - 6 pm moga doprowadzi¢ do nagtego zamkniecia
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$wiatta naczynia krwionos$nego. Aby temu zapobiec, niezbedna jest kontrola rozmiaréw czastek

emulsji submikronowych (25).

Do stabilizacji emulsji submikronowych podawanych dozylnie zdecydowanie najcze$ciej
uzywa sie fosfolipidéw. Ich Zrdédtem jest lecytyna pochodzaca z zoéttka jaj lub nasion soi.
Nieoczyszczona lecytyna jest mieszaning fosfolipidéw, glikolipidéw, triglicerydéw, steroli, matych
ilosci kwasow thuszczowych, weglowodandw i sfingolipidow. Poprzez ekstrakcje i frakcjonowanie
otrzymuje sie produkt zlozony w gltéwnej mierze z fosfatydylocholiny (PC) i fosfatydylo-
etanoloaminy (PE) (ok. 90%) oraz z fosfatydyloseryny (PS) i fosfatydyloglicerolu (PG) (ok. 2 - 5%)
(26). W zwigzku z tym, ze fosfolipidy sa sktadnikami naturalnych bton komérkowych, lecytyna
wykazuje doskonatg biozgodnos$¢ z tkankami organizmu cztowieka. W tab. 1 przedstawiono

struktury chemiczne fosfolipidéw tworzacych submikronowe uktady dyspersyjne.

Tabela 1. Struktury chemiczne fosfolipidéw stabilizujacych submikronowe uktady emulsyjne (27).

Fragment
Fragment hydrofobowy Fosfolipid Skrot
hydrofilowy (HG)
H3C\ CH
+/
N 3 fosfatydylocholina PC
-0 \
CHs
- - - +
Ry-CO-0 |C|-i _ /\/NHS fosfatydyloetanoloamina PE
R,-CO-O-CH _
| B o NH3
CH,-OP -O5- /\[ fosfatydyloseryna PS
COoO
CH,
_O/K \OH fosfatydyloglicerol PG

HG - hydrofilowy fragment czasteczki fosfolipidu
R1 - nasycone i jednonienasycone kwasy ttuszczowe takie jak: palmitynowy, stearynowy, oleinowy
Rz - wielonienasycone kwasy ttuszczowe takie jak: oleinowy, linolowy, arachidonowy

Lecytyna jest stabym emulgatorem, zapewnia jednak Kkinetyczng trwatosci emulsji
submikronowych, ktéra warunkowana jest przez niewielki rozmiar czastek oraz potencjat zeta ()
(28). Czastki nanoemulsji mniejsze niz 500 nm zachowuja sie zgodnie z teorig ruchéw Browna,
co zapobiega ich zlewaniu. Ponadto na powierzchni czastki oleju stabilizowanej lecytyng istnieje
podwdjna warstwa elektryczna (ryc. 5): wewnetrzna warstwa Sterna, w ktdrej jony s3 silnie
zwigzane z jej powierzchnig oraz zewnetrzna warstwa dyfuzyjna, gdzie wystepuja jony luZno
zwigzane. W obrebie warstwy dyfuzyjnej znajduje sie pewna granica, poza ktdéra czastki zachowuja
sie jak niezalezne indywidua. Potencjat tej granicy nazywamy potencjatem zeta ({). Na trwatos¢
submikronowych uktadéw emulsyjnych wptywa wiec ujemny tadunek elektryczny, wytworzony

na powierzchni kropli oleju.
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o ® .
5 /P{aszczyzna poslizgu

Czastka o ujemnym
tadunku powierzchniowym

e

potencjat na powierzchni
potencjat Sterna

potencjal zeta

Loasafalekenns o

Odleglos¢ od powierzchni czastki

Rycina 5. Budowa ujemnie natadowanej czastki koloidalnej (29).

Sumaryczny tadunek ujemny pojawia sie w wyniku dysocjacji hydrofilowych fragmentéow
fosfatydyloseryny i fosfatydyloglicerolu (30). Tak wytworzony powierzchniowy tadunek stanowi
bariere elektrostatyczng i zapobiega flokulacji i koalescencji. Potencjal zeta dla uktadéw
submikronowych stabilizowanych lecytyng waha sie w granicach od -40 do -50 mV, przy czym
stabilno$¢ takich uktadéw zapewnia warto$¢ powyzej +30 lub ponizej -30 mV (31; 29).

Nanoemulsje sg wrazliwe na zmiany temperatury. Przechowywane w temperaturze do 25 °C,
niezawierajgce substancji leczniczej sa trwate przez 2 lata. Zamrozenie i rozmrozZenie uktadu moze
doprowadzi¢ do krystalizacji substancji leczniczej, podawanej w formie emulsji submikronowe;j.
Przyktadem moze by¢ przedstawiony na ryc. 6a efekt wykrystalizowania fenytoiny z emuls;ji
submikronowej. Krysztaly substancji leczniczej pojawity sie w ukladzie po zamrozeniu
i rozmrozeniu nanoemulsji. Emulsje submikronowe nie sg odporne na drastyczne zmiany pH. Nagte
zakwaszenie Srodowiska nanoemulsji powoduje protonowanie grup funkcyjnych PS i PG i spadek
wartos$ci potencjatu zeta, co w konsekwencji prowadzi do ztamania emulsji. Zaleznos$¢ wartosci

nanoemulsji od pH przedstawiono na ryc. 6b (31; 29).

Zeta [mV]

40

uktad
stabilny

20

-20

= e : 40 punkt uklad
oo ° = izoelektryczny stabilny
“a o e 60, % 8 8 10 12
pH
a b

Rycina 6. Po lewej (a) krysztaty fenytoiny powstate w wyniku zamrozenia i rozmrozenia nanoemuls;ji,
po prawej (b) zalezno$¢ wartosci potencjatu zeta emulsji submikronowej od pH $§rodowiska (31; 29).
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Emulsje submikronowe moga by¢ no$nikami leczniczych substancji hydrofobowych, trudno

rozpuszczalnych, podawanych dozylnie takich jak: flurbiprofen, diazepam, propofol oraz witamin A,

D, E, K (32). W tab. 2 przedstawiono dostepne na rynku farmaceutycznym leki w postaci emulsji

submikronowych.

Tabela 2. Przyktady emulsji submikronowych podawanych pozajelitowo.

Nazwa handlowa

Substancja lecznicza

Dzialanie

Producent

Diazemuls® Diazepam Uspokajajace Pharmacia&Upjohn

Diazepam-®Lipuro Diazepam Uspokajajace Braun

Diprivan® Propofol Znieczulajace Astra Zeneca

Disoprivan® Propofol Znieczulajace ICI Pharma

Etomidate-®Lipuro Etomidat Po¢,itrzyman1e znieczulenia B. Braun Melsungen AG
ogolnego

FrekaVit® X\h];a?l;y Zywienie pozajelitowe Fresenius Kabi

Limethason® Deksametazonu palmitynian Przec;wzapalne, Mitsubishi .
przeciwobrzekowe Pharmaceutical

Liple® Alprostadyl Rozszerzajace naczynia Mitsubishi

p (Prostaglandyna E1) krwiono$ne Pharmaceutical
Lipotalon® Dekszjlme.toksazonu Przeawzapalne,. Merckle
palmitynian immunosupresyjne
0, 0,

Propoff)l 1%/2% Propofol Znieczulajace Fresenius Kabi

Fresenius

Ropion® Flurbiprofen Przeciwbdlowe Kaken Pharmaceuticals

Stesolid® Diazepam Uspokajajace Dumex

Vitalipid® XVl[t)aréu;y Zywienie pozajelitowe Fresenius Kabi

Jednoczesnie w wielu os$rodkach naukowych prowadzone sa badania nad zastosowaniem

uktadéw submikronowych podawanych doustnie, doodbytniczo, transdermalnie lub miejscowo.

W tab. 3 przedstawiono przyktady substancji leczniczych, ktére moga w przyszitosci stanowic

nanoemulsyjng postac leku dostepng komercyjnie.

Tabela 3. Przyktady substancji leczniczych, nad ktérymi trwajg badania naukowe dotyczace mozliwosci
ich stosowania w lecznictwie w postaci emulsji submikronowych.

Substancja lecznicza

Droga podania

Komentarz

Amfoterycyna B

Pozajelitowo

Postac¢ leku efektywniejsza niz Fungizone® (33)

Znaczna aktywno$¢ ogélnoustrojowa, poréwnywalna z podaza

Diazepam Transdermalnie pozajelitowa (34)
. : Nanoemulsja fizykochemicznie stabilna, biodostepno$¢ nieco
Diazepam Doodbytniczo . s . :
wyzsza niz w przypadku podazy roztworu diazepamu (35)
Diclofenac Transdermalnie Aktywno$¢ o 40% wieksza niz Voltaren Emulgel (36)
Ekonazol/ Mikonazol ~ Transdermalnie Lepszy stopien przenikania przez §.kore; dodatnio
natadowanych czastek nanoemulsji (37)
Indometacyna Do oka Wy.d.{uzon,){ czas,eks.pozyql na substancje leczniczg, lepsza
zwilZalno$¢ rogéwki (38)
Lorazepam Pozajelitowo Stabilna posta¢ leku niewywotujaca znacznej hemolizy (39)
. - Wysoka stabilno$¢ fizykochemiczna, znacznie zredukowane
Tirilazad Pozajelitowo

podraznienie zyty (40; 41)
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MIKROEMULSJE

Termin mikroemulsja okresla uktad zawierajacy pozornie jednorodng mieszanine wody i oleju
z duza iloScia surfaktantu. W przeciwienstwie do makroemulsji, mikroemulsje tworza
sie spontanicznie a energia niezbedna do ich wytworzenia jest minimalna. Ze wzgledu na swoje
wilasciwosci fizykochemiczne takie jak: termodynamiczna stabilno$¢, stosunkowa tatwos¢
tworzenia, duza powierzchnia graniczna, duza zdolno$¢ solubilizacyjna, niska lepkos¢
i transparentno$¢, maty rozmiar czastek, najczesciej rzedu 10-200 nm, mikroemulsje moga by¢

dobrym nos$nikiem substancji leczniczych (42; 43).

Badania dotyczgce mozliwo$¢ zastosowania mikroemulsji obejmujg nastepujgce drogi podania:
dozylna (44), doustng (45), transdermalng i miejscowa na skére (46; 47), donosowa (48; 49),
inhalacyjng w formie aerozolu (50), pozajelitowa do jam ciata: np. dopochwowa (51; 52)

oraz doodbytnicza (53).

Charakter tworzonej mikroemulsji jest silnie uzalezniony od wtasciwosci zastosowanego
zwigzku powierzchniowo czynnego. W celu zdefiniowania tego charakteru oraz analizy wptywu
geometrii surfaktantu na rodzaj tworzacych sie micel, wprowadzono parametr upakowania emulsji

CPP (Critical Packing Parameter) (54):

v
cPP = —

gdzie:

V- objeto$¢ hydrofobowego tancucha alkilowego zwigzku powierzchniowo czynnego
L - dtugos¢ hydrofobowego tanicucha alkilowego zwigzku powierzchniowo czynnego
A - optymalna powierzchnia grupy polarnej zwigzku powierzchniowo czynnego

W przypadku, gdy parametr CPP dla surfaktantu jest mniejszy niz 1 granica faz
ma krzywizne dodatnig i tworzy mikroemulsje typu o/w, gdy CCP jest wieksze od 1 granica faz
zakrzywia sie ujemnie i tworzy emulsje typu w/o, gdy CPP jest rowne 1 surfaktant tworzy strukture
lamelarng, w ten sposéb powstaja micele warstwowe. Graficzng interpretacje wptywu budowy
geometrycznej czasteczek surfaktantu, czyli parametru CPP, na typ tworzonych ukladéw

micelarnych przedstawiono na ryc. 7 (54).
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Rycina 7. Wptyw geometrii czasteczki surfaktantu na rodzaj tworzonych uktadéw micelarnych (54).

Na charakter powstajacej mikroemulsji wplywa sktad mieszaniny tréjsktadnikowej
surfaktant/woda/olej. Na ryc. 8 przedstawiono wykres fazowy dla ukitadéw surfaktantow
zawierajacych mikroemulsje. W przypadku, gdy w uktadzie tréjskltadnikowym faza wodna
wystepuje w nadmiarze w stosunku do dwoch pozostatych, tworza sie zwykte micele, zwiekszenie
ilosci fazy olejowej (obszar M;) doprowadzi do powstania mikroemulsji typu o/w. Przy wysokim
stezeniu fazy olejowej surfaktant tworzy micele odwrdcone, ktére ,solubilizujg” czasteczki wody
w hydrofilowym wnetrzu. Wzrost stezenia fazy wodnej doprowadzi do powstania mikroemulsji
typu w/o (obszar M;). Wysokie stezenie zwigzku powierzchniowo czynnego przy jednoczesnym
niskim stezeniu fazy olejowej i wodnej sprawia, ze surfaktant tworzy lamelarng faze

ciektokrystaliczng, LC (54).

Lamelarna faza
Surfaktant cieklokrystaliczna

Mikroemulsja o/w sescccase

2.
7N

Mikroemulsja w/o

,“)‘/ i \ ",
Micela odwrécona

Jedna faza

Dwie fazy

Woda Olej

Rycina 8. Wykres fazowy dla uktadéw zwigzkéw powierzchniowo czynnych zawierajacych mikroemulsje.
Oznaczenia literowe: M1 - obszar wystepowania mikroemulsji typu o/w, M2 - obszar wystepowania
mikroemulsji typu w/o, LC - obszar wystepowania lamelarnej fazy ciektokrystalicznej (54).
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Warunkiem otrzymania mikroemulsji jest bardzo niska warto$¢ napiecia miedzyfazowego (55):
Oc = O-O/W - P

gdzie:

oc- catkowite napiecie miedzyfazowe

ooyw- napiecie miedzyfazowe na granicy faz olej/woda bez surfaktantu
P - ci$nienie rozprzestrzeniania sie surfaktantu na granicy faz olej/woda

Warunkiem spontanicznego tworzenia sie mikroemulsji jest ujemna warto$¢ energii

swobodnej uktadu AG (54):
AG = o, AA—TAS

gdzie:
AG - energia swobodna uktadu
AA - zmiana powierzchni miedzyfazowej
AS - zmiana entropii
T - temperatura

Ze wzgledu na duza wielko$¢ zmian powierzchni miedzyfazowej 44, powyzszy warunek bedzie
spetniony jedynie dla skrajnie matych wartosci catkowitego napiecia miedzyfazowego oc.
Dla uktadéw mikroemulsyjnych warto$¢ o¢ rzeczywiscie jest bardzo niska i wynosi od 104 do 102
mN/m. Tak niska warto$¢ napiecia miedzyfazowego mozna osiagna¢ jedynie poprzez
wprowadzenie do ukladu bardzo duzej iloSci zwigzku powierzchniowo czynnego. Zawarto$¢

surfaktantu w mikroemulsji jest czesto wyzsza niz 20 % (8; 56).

Do stabilizacji mikroemulsji wykorzystywanych jest szereg zwigzkéw powierzchniowo
czynnych, w tym: niejonowe (Brij 35, Span 80, Span 20, Tween 80, Cremophor EL), amfoteryczne
(fosfolipidy), kationowe (bromek heksadecylotrimetyloamoniowy - CTAB, bromek
didodecylodimetylo-amoniowy - DDAB), anionowe (dioktylosulfobursztynian sodu - DOSS) (57; 58;
59; 60; 61; 62). Na ryc. 9 przedstawiono struktury przyktadowych zwigzkéw powierzchniowo

czynnych wykorzystywanych w mikroemulsjach.
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bromek heksadecylotrimetyloamoniowy - CTAB
Cremophor EL, x +y +z =35

Rycina 9. Struktury zwigzkéw powierzchniowo czynnych stosowanych do stabilizacji mikroemulsji. Po lewej
kationowy bromek heksadecylotrimetyloamoniowy - CTAB, po prawej niejonowy Cremophor EL.
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Mimo duzej réznorodnosci dostepnych surfaktantéw, ktére sg w stanie stworzy¢ stabilny
uktad mikroemulsyjny, to dostepnych na rynku postaci leku w tej wiasnie formie jest ciagle
niewiele. Duze stezenie zwigzku powierzchniowo czynnego moze wywota¢ niepozadane efekty
uboczne. Zanotowano, Ze Cremophor EL w wysokim stezeniu, podany pozajelitowo moze
wywolywa¢ szok anafilaktyczny oraz uwolnienie histaminy, a niektére alkilowe etery
polioksoetylenowe (Brij) hemolize krwinek czerwonych (63; 64). Dlatego surfaktanty pochodzenia
naturalnego, takie jak fosfolipidy, sa zawsze najlepszym rozwigzaniem ze wzgledu na swoja

biozgodnos$¢ z tkankami organizmu ludzkiego.

Jednakze lecytyna, ze wzgledu na wysoki stopien hydrofobowosci czasteczki (HLB = 4),
wykazuje silne tendencje do tworzenia lamelarnych form ciektokrystalicznych (65). W zwigzku
z tym spontaniczne utworzenie pojedynczej, niezakrzywionej warstwy fosfolipidowej, niezbednej
do utworzenia mikroemulsji jest niemozliwe. Stad tez konieczne jest zastosowanie surfaktantu
pomocniczego, tzw. kosurfaktantu. Kosurfaktanty zwiekszaja niejako HLB wtasciwego zwigzku
powierzchniowo czynnego poprzez zmniejszenie hydrofilowos$ci rozpuszczalnika polarnego.
Ponadto penetrujg w glgb sztywnej monowarstwy fosfolipidowej nadajac jej wieksza ptynnos¢,
przez co zapobiegaja powstawaniu ciektej fazy krystalicznej (66; 67; 68). Na ryc. 10 przedstawiono
mechanizm naprzemiennej penetracji kropli oleju przez lecytyne i kosurfaktant. Dzieki réznym
wlasciwo$ciom penetrujg krople oleju na zmiane i s3 w stanie wspdélnie utworzy¢ krzywizne

dodatnig stabilizujgcg mikroemulsje typu o/w (54; 69).
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Rycina 10. Naprzemienna penetracja kropli oleju przez lecytyne i kosurfaktant.

Jako kosurfaktanty wykorzystuje sie gtéwnie alkohole o krétkich tancuchach alkilowych,
jak: etanol, propanol, butanol ale takze alkohol benzylowy (62; 70; 60; 66). Oprdcz alkoholi role

surfaktanta pomocniczego mogga petnic alifatyczne aminy i kwasy karboksylowe (54).

Mikroemulsje, ze wzgledu na duza powierzchnie miedzyfazowa, maja duza zdolnos¢
solubilizacyjna hydrofobowych substancji leczniczych. Jednak wysokie stezenie zwigzkow
powierzchniowo czynnych ogranicza ich zastosowanie do podania miejscowego lub doustnego.
Uktadami bardzo zblizonymi do mikroemulsji s3 mikroemulsyjne prekoncentraty, tzw. SMEDDS
(Self Microemulsyfing Drug Delivery Systems). Sktadaja sie z mieszaniny surfaktantu, fazy olejowe;j

i rozpuszczonej w niej substancji leczniczej. Wprowadzenie takiego koncentratu do organizmu
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powoduje nagla dyspersje oleju w wodzie przy udziale surfaktantu. Powstajagce w ten sposéb
kropelki odpowiadajg rozmiarom typowej mikroemulsji. Przykladami takiej postaci leku
stosowanymi doustnie s3: Sandimmun Neoral® - no$nik cyklosporyny A (dziatanie
immunosupresyjne), Fortovase® - nos$nik sakwinawiru (inhibitor proteazy HIV) oraz Norvir® -

nos$nik rytonawiru (inhibitor proteazy HIV) (71).

1.1.3. NANOCZASTKI

Liposomy

Liposomy to kuliste pecherzyki, ktérych rozmiar waha sie od 0,05 do 0,5 pm. Podobnie
jak w przypadku nanoemulsji i mikroemulsji otoczke liposomu moga tworzy¢ fosfolipidy.
Zasadnicza roéznica jest to, Ze otoczka liposomalna zbudowana jest z podwdjnej warstwy
fosfolipidowej a rdzen stanowi faza wodna (ryc. 11). Liposomalne otoczki moga by¢ zbudowane

z naturalnych fosfolipiddw tj. lecytyny lub syntetycznych fosfo- i sfingolipidow (72).

Lipofilowa
substancja lecznicza
>/ PEG

Fosfolipid

Przeciwcialo

substancja lecznicza

Rycina 11. Liposom jako no$nik hydrofilowych i hydrofobowych substancji leczniczych (73).

Liposomy mozna podzieli¢ ze wzgledu na krotno$¢ warstw otoczki oraz wielko$¢ na:
mate jednowarstwowe (SUV - Small unilamellar vesicles, ok. 30 nm), duze jednowarstwowe
(LUV - Large unilamellar vesicles, ok. 100 nm), wielowarstwowe (MLV - Multilamellar vesicles, ok.
1000 - 2000 nm) i wielokrotne (MVV - Multivesicular vesicles, ok. 1000 - 20 000 nm). Liposomy
ztoZzone z naturalnych fosfolipidéw sa biodegradowalne i catkowicie biozgodne z tkankami

organizmu ludzkiego, dlatego nie wykazujg dziatania toksycznego i uczulajacego (74).
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Rycina 12. Liposomy typu LUV (75). Rycina 13. Liposom typu MLV (75).

Liposomy typu SUV, ze wzgledu na mate rozmiary, charakteryzuje duza krzywizna btony i duze
naprezenia w podwdjnej warstwie lipidowej, ktérej objeto$¢ jest okoto 5 krotnie wieksza
niz objeto$¢ wewnetrznego, wodnego rdzenia. Wystepowanie naprezen w btonie tych liposoméw,
nazywane stanem metastabilnym, sprawia, Ze maja one tendencje do zlewania sie oraz interakgcji
z makromolekutami. Ponadto wykazujg niski stosunek objeto$ci wewnetrznej fazy wodnej do fazy
lipidowej i mogg inkorporowac¢ niewielka ilo$¢ hydrofilowej substancji leczniczej, dlatego
sa wykorzystywane gtéwnie w badaniach, jako model btony komoérkowej. Z powodu braku
naprezen w podwojnej btonie lipidowej, duze liposomy jednolaminarne (LUV - ryc. 12) wykazuja
wieksza trwato$¢ podczas przechowywania niz SUV. Stosunek objeto$ci wewnetrznej fazy wodnej
do fazy lipidowej jest wysoki, zatem s3g w stanie inkorporowac znacznie wieksza ilo$¢ substancji
leczniczej. Powloczka wielkich, wielolaminarnych liposoméw (MLV - ryc. 13) jest utworzona
z wielu podwodjnych warstw lipidowych. Z tego powodu nastepuje opéznienie uwalniania
hydrofilowych substancji leczniczych z ich wewnetrznego, wodnego rdzenia. Zjawisko to moze by¢
wykorzystane do uzyskania efektu przedtuzonego dziatania. Liposomy wielokrotne (MVV)
powstaja wtedy, gdy kilka matych liposomdéw optaszczy sie dodatkowsa, wspdlng, podwéjna btong
fosfolipidowa. MVV sg dodatkowym produktem podczas wytwarzania MLV (76).

Ze wzgledu na swoja budowe liposomy moga by¢ nos$nikami substancji leczniczych
o wiasciwosciach hydrofilowych, amfifilowych lub posiadajacych tadunek oraz lipofilowych.
Substancje hydrofilowe lokuja sie w wewnetrznym, wodnym rdzeniu. Amfifilowe i obdarzone
tadunkiem umiejscawiajg sie na podwoéjnej fosfolipidowej warstwie a lipofilowe inkorporowane
sa do wnetrza fosfolipidowej S$ciany liposoméw (ryc. 11). Substancja lecznicza zamknieta
w pecherzykach liposomalnych jest mniej wrazliwa na niekorzystne dziatanie czynnikdw
zewnetrznych, ktére mogg doprowadzi¢ do jej rozktadu. Takimi czynnikami sa np. enzymy,
ktére z wysoce aktywnej substancji mogg uczyni¢ nieaktywny metabolit. Inng zaletg uktadéw
liposomalnych jest mozliwo$¢ zwiekszenia rozpuszczalnosci substancji stabo rozpuszczalnej.

Mozna to osiggnac¢ np. przez zmiane pH Srodowiska wewnetrznego, wodnego rdzenia (76; 77).

Liposomy moga ulega¢ endocytozie lub po prostu zlewa¢ sie z btong docelowej komdrki
poddawanej terapii. Czasami jednak dochodzi do wychwytywania liposoméw przez komdrki

uktadu siateczkowo-$rédbtonkowego zlokalizowane w watrobie i $ledzionie. W celu wydtuzenia
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czasu przebywania liposoméw w krwioobiegu, modyfikuje sie ich $ciany polimerami
hydrofilowymi, np. glikolem polietylenowym lub amfifilowymi, np. N-winylopirolidonem. Takie
podejscie zabezpiecza pecherzyk przed optaszczaniem biatkami osocza, ktére z kolei umozliwiaja
fagocytom rozpoznawanie i wychwytywanie ,niepozadanej” struktury. Istnieje réwniez mozliwo$¢
sprzegania liposoméw z monoklonalnymi przeciwciatami antyidiotypowymi, ktére skierowane
sg przeciwko receptorom immunoglobulinowym, znajdujacym sie na powierzchni chtoniakowych
limfocytéow B. Tworzenie immunoliposoméw jest metodg zwiekszajaca wychwyt cytostatykow

zwigzanych z liposomami przez komérki nowotworowe (77; 78; 79).

Podanie substancji leczniczej w postaci liposomdw, w poréwnaniu do jej konwencjonalnego
sposobu stosowania w formie niezwigzanej, moze przyczynia¢ sie do ewidentnej zmiany
parametrow farmakokinetycznych i dostepnosci biologicznej. Przyktadem s3 dane przedstawione
w tab. 4 dla preparatéow z doksorubicyng podawanych w formie wlewu dozylnego. Zestawienie
zawiera parametry opisujace witasciwosci dwoch liposomalnych form: Doxilu® i Myocetu™

w porédwnaniu z wolng doksorubicyna (80).

Tabela 4. Parametry dostepnoSci biologicznej i farmakokinetyczne doksorubicyny po podaniu postaci leku w
formie liposoméw: Myocet™ i Doxil® oraz w klasycznej, niezwigzanej formie (81; 80).

Stezenie w tkance

Posta¢ leku/nazwa Dawka AUC Va Klirens nowotworowej
handlowa mg/m?2 mg-h/l 1 1/h

[mg/m?] [mg-h/1] m [1/h] [ng/g]
Doxil®
HSPC/chol./PEG-DSPE 25 609 4,1 0,08 7,7
56:39:5
Myocet™
EPC/chol. 55:45 25 19,7 18,8 23,3 Brak danych
Wolna doksorubicyna 25 1 254 45,3 0,8

EPC - fosfatydylocholina jajowa, chol. - cholesterol, HSPC - uwodorniona sojowa fosfatydylocholina,
PEG-DSPE - pegylowana fosfatydyloetanoloamina, AUC - pole powierzchni pod krzywa zalezno$ci stezenia leku we krwi
od czasu, V4 - objeto$¢ dystrybucji

Liposomy najczesciej wykorzystywane sa jako no$niki lekdéw cytostatycznych, takich
jak doksorubicyna i daunorubicyna, gdzie sg elementem terapii celowanej choréb nowotworowych
(82; 83). Ponadto mogg by¢ nosnikami antybiotykdéw przeciwgrzybicznych i przeciwbakteryjnych
stosowanych w przypadkach ciezkich zakazen, np. liposomalna amfoterycyna B stosowana
jest w leczeniu ciezkiej, inwazyjnej kandydozy, inwazyjnej postaci aspergilozy, kryptokokowym
zapaleniu opon mdzgowych, rozsianej Kkryptokokozie u pacjentéw z HIV, fuzariozie,
kokcydiomykozie, zygomykozie i blastomykozie (84). Poniewaz podaz substancji leczniczej
w formie liposomo6w znacznie zmniejsza jej toksyczno$¢, preparaty te mozna stosowac u pacjentow,
ktorym ze wzgledu na nefrotoksyczno$¢ nie mozna podawa¢ skutecznych dawek
w konwencjonalnej postaci (85). W tab. 5 przedstawiono dostepne na rynku leki w postaci

liposomoéw.
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Tabela 5. Przyktady dostepnych na rynku liposomalnych postaci leku (74).

Nazwa handlowa

Substancja lecznicza

Dzialanie/zastosowanie

Producent

Abelcet

Amfoterycyna B

Antybiotyk przeciwgrzybiczny/
lek drugiego rzutu w leczeniu
ciezkich grzybic uktadowych

Liposome Company
(USA)

Allovectin-7™

HLA-B7 Plazmid

Terapia nowotwordéw

Vical Incorporation
(UsAa)

Antybiotyk przeciwgrzybiczny/
Leczenie ciezkich, uktadowych

NeXatar

AmBisome Amfoterycyna B i/lub gtebokich zakazen Pharmaceuticals (USA)
grzybiczych
Antybiotyk przeciwgrzybiczny/
. Leczenie rozsianej aspergilozy, SEQUUS
Amphocil Amfoterycyna B ciezkich grzybic uktadowych i/lub  Pharmaceuticals (USA)
grzybic gtebokich
Antybiotyk przeciwgrzybiczny/
Leczenie ciezkich, uktadowych SEQUUS
Amphotec Amfoterycyna B i/lub gtebokich zakazen Pharmaceuticals (USA)
grzybiczych
Cytostatyk/ terapia nowotworéw SEQUUS
Doxil/CAELYX Doksorubicyna piersi, ]a]mka}, szpiczaka . Pharmaceuticals (USA)
mnogiego, miesaka Kaprosiego
Cytostatyk/ terapia nowotworéw  Indian Institute of
Doxosome Doksorubicyna piersi, jajnika, szpiczaka Chemical Biology
mnogiego, miesaka Kaprosiego (India)
. Cytostatyk/ leczenie indukujace NeXatar
DaunoXome Daunorubicyna ostrych biataczek Pharmaceuticals (USA)
Cytostatyk terapia nowotworéw Liposome Compan
EVACET Doksorubicyna piersi, jajnika, szpiczaka (UpSA) pany
mnogiego, miesaka Kaprosiego
Antybiotyk aminoglikozydowy/
Zagrazajace zyciu infekcje
MiKasome™ Amikacyna bakteryjne, np. posocznica, NeXatar

zapalenie wsierdzia, zapalenie
ptuc

Pharmaceuticals (USA)
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1.2. KONSERWACJA LEKOW

Celem konserwacji lekédw jest zachowanie jatowosci lub czysto$ci mikrobiologicznej przez caty
okres przydatnos$ci. Ponadto konserwacja powinna zapobiega¢ wtérnemu zakazeniu i rozwojowi
drobnoustrojéw podczas przechowywania i pobierania leku z opakowan wielokrotnego uzytku.
Zanieczyszczenie leku drobnoustrojami chorobotwérczymi moze by¢ przyczyng wtdérnego
zakazenia pacjenta. Moze takze wywota¢ rozktad substancji aktywnych leku. Dlatego konserwacja
zalecana jest wszedzie tam, gdzie sktad postaci leku sprzyja rozwojowi i przezywalnosci

drobnoustrojéw (86).

Srodkami konserwujacymi nazywamy substancje, ktére zabezpieczaja posta¢ leku przed
rozwojem drobnoustrojéw. MozZna je podzieli¢ na substancje o dziataniu bakteriostatycznym, tzn.
takim, ktoére zapobiega namnazaniu sie drobnoustrojow oraz bakteriobdjcze, czyli takie, ktére
drobnoustroje niszcza (87). Substancji bakteriostatycznych uzywa sie w lekach stosowanych
doustnie lub zewnetrznie, niewymagajacych jatowosci. Substancje bakteriobdjcze uzywane
sg w postaciach leku wymagajacych jatowosci, takich jak preparaty do oczu, rzadziej iniekcyjnych

i stosowanych zewnetrznie (86).
Dobry konserwant powinien charakteryzowac sie (86):

— rozpuszczalnos$cig w postaci leku wystarczajaca do wtasciwej konserwacji preparatu,
—  wlasciwo$ciami hydrofilowymi i lipofilowymi,

—  brakiem zapachu, smaku, barwy,

— trwatoscia i aktywno$cia bdjcza w srodowisku o ré6znym pH i temperaturze,

— brakiem wptywu na dziatanie farmakologiczne leku,

— odporno$cia na $wiatto i tlen,

— aktywno$cia przeciwdrobnoustrojowg w niskich stezeniach,

— szybkim dziataniem przeciwdrobnoustrojowym,

— brakiem toksycznoSci, dziatania alergizujacego i draznigcego.

Wiele postaci leku wymaga zastosowania chemicznego $rodka konserwujgcego,
sa wsrod nich: roztwory lekéw stosowanych zewnetrznie oraz masci o charakterze emulsji typu
o/w i w/o, leki doustne (syropy), krople do nosa, roztwory iniekcyjne i zawiesiny, leki do oczu.
Istnieja jednak pewne ograniczenia co do stosowania konserwantéw. Wolne od tych substancji
powinny by¢ iniekcje podawane jednorazowo w iloSci przekraczajacej 15 ml oraz leki podawane
dordzeniowo i stosowane do leczenia oka zranionego lub po zabiegu chirurgicznym (1; 86).

W tab. 6 przedstawiono najczesciej stosowane w technologii postaci leku srodki konserwujace.
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Tabela 6. Przyktady i charakterystyka srodkéw konserwujacych najczesciej stosowanych w preparatach

farmaceutycznych (88).

Grupa - mechanizm Srodek . o .
dzialania konserwujacy Stezenie [%] Droga podania LogP
Doustnie,
Alkohol etylowy 5-10 pozajelitowo, -0,31 (89)
Alkohole - zaburzanie zewnetrznie
integralno$ci btony, 05-2 Pozajelitowo
denaturacja biatek Alkohol benzylowy - 1,10 (90)
: : . 1-2 Zewnetrznie
bakteryjnych, ingerencja Chlorob I 02505 D <
w metabolizm komérki orobutano ,25 -0, 0 oczu, pozajelitowo -
Fenoksyetanol 05-1 zewnetrznie 1,16 (91)
Bronopol 0,01-0,1 Zewnetrznie 0,18 (92)
Doustnie, zewnetrznie,
Kwasy - blokada enzyméw | Kwas benzoesowy 0,1-0,2 dopochwowo, 1,87 (93)
komoérkowych pozajelitowo
Kwas sorbowy 0,05-0,2 Doustnie, zewnetrznie 1,33 (94)
001 "t
Organiczne pochodne Tiomersal 0,01-0,02 Zewnetrznie -1.88(94)
rteci - blokada grup 0,001 -0,15 Doustnie
-SH biatek i enzymoéw Zewnetrznie,
prowadzaca do zaburzen 0,002 -0,02 doodbytniczo,
. Azotan
metabolizmu . dopochwowo 1,27 (94)
fenylorteciowy Pozaielit
0,001 - 0,002 ozaje Towo,
do oczu
0,0025 -0,02 Do oczu
IV-rzedowe sole Chlorek . 0,004 - 0,02 Doustnie, do nosa,. do 1,90 (95)
g . benzalkoniowy uszu, zewnetrznie
amoniowe - uszkodzenie -
o 0,02 pozajelitowo
btony, denaturacja biatek,
i - . 0,01 Do oczu
unieczynnienie enzymow Chlorek D olit )
benzetoniowy 0,01-0,02 0 Uszu, pozaJeItowo,
zewnetrznie
Biguanidy - liza btony
cytoplazmatycznej, Octan B .
wytracanie biatek chlorheksydyny 0,01-0,05 Do oczu, zewnetrznie 4,85 (94)
i kwaséw nukleinowych
_ m-krezol 0,15-0,3 Pozajelitowo, 1,96 (94)
Fenole - zaburzanie zewnetrznie
przepuszczalno$ci btony Do oczu
bakteryjnej, denaturacja Chlorokrezol 0,05 Pozajelitowo, 3,10 (94)
i koagulacja biatek zewnetrznie
Fenol 0,2-0,5 pozajelitowo 1,46 (94)
0,1-0,18 Dopochwowo
Domies$niowo,
P M 0,065-0,2 A - 1,96 (94
Estry kwasu p-hydroksy- araben /065 -0,25 dozylnie, podskdrnie 6(94)
benzoesowego - 0,15-0,2 Do oczu
antymetabolity 0,01-0,02 Doustnie
Paraben P 0,01-0,02 Doodbytniczo 3,04 (94)
0,02-0,26 Srédskérnie

Na aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa srodkéw konserwujgcych wptywa wiele czynnikow.
Jednym z nich jest odczyn pH. Czasteczki Srodkéw konserwujacych zawieraja grupy jonizowalne,
ktérych dysocjacja zalezy od pH S$rodowiska. NajczeSciej zwigzki konserwujace dziataja

przeciwdrobnoustrojowo w formie niezdysocjowanej. Brak tadunku sprawia, ze czasteczka staje
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sie bardziej lipofilowa, co w efekcie zwieksza jej powinowactwo do warstwy lipidowej komoérki

mikroorganizmu (96).

Jak wczes$niej wspomniano, niemal wszystkie postacie lekdw zawierajace w swoim sktadzie
faze wodna wymagaja zastosowania $rodka konserwujjcego, poniewaz wtasnie faza wodna
jest Srodowiskiem sprzyjajacym namnazaniu drobnoustrojéw. Do tego typu form lekéw zalicza
sie przyktadowo emulsje. Jako ze s3 to uktady wielofazowe, to w ich sktad wchodza zwigzki
powierzchniowo czynne. W przypadku gdy konserwowana posta¢ leku zawiera surfaktanty,
mozliwym jest, ze zwigzek, ktérego zadaniem jest ochrona fazy wodnej przed rozwojem
drobnoustrojow, ulegnie dystrybucji do fazy olejowej, miedzyfazy lub zostanie zamkniety
w strukturach formowanych przez te surfaktanty. Konsekwencja jest spadek stezenia $rodka
konserwujgcego w fazie wodnej i jej niewtasciwa ochrona. Obawa przed wystapieniem dziatania
toksycznego dla pacjenta powoduje, ze zwiekszenie stezenia konserwantu w postaci leku nie jest

mozliwe (97).

W tab. 7 przedstawiono przyktady s$rodkéw konserwujacych, dla ktérych zanotowano
zmniejszong  aktywno$¢  przeciwdrobnoustrojowa  wywotang  zawartoScia = zwigzkow

powierzchniowo czynnych.

Tabela 7. Dezaktywacja Srodkéw konserwujacych przez rézne typy zwiazkéw powierzchniowo czynnych
(97; 98).

$rodek konserwujacy Typ interferujacych zwiazkéw powierzchniowo
czynnych

Alkohol etylowy Niejonowe

Chlorobutanol Niejonowe

Alkohol benzylowy Niejonowe

Alkohol 2,4-dichlorobenzylowy Niejonowe, anionowe

Fenoksyetanol Niejonowe

Kwas sorbowy Niejonowe

Kwas benzoesowy Niejonowe

Parabeny Niejonowe, anionowe

p-chloro-m-krezol Niejonowe

Chloroksylenol Niejonowe, kationowe

Chlorotymol Niejonowe

Dichloro-m-ksylenol Niejonowe

Chlorofen Niejonowe

Dichlorofen Niejonowe

Heksahlorofen Polisorbaty

Chlorheksydyna Anionowe, polisorbaty

Chlorek benzalkoniowy Anionowe, mydta, lecytyna

Chlorek srebra Kationowe

Ditlenek tytanu Kationowe
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2. CEL I ZALOZENIA PRACY

Niektore ze zwigzkéw chemicznych o budowie peptydowej charakteryzuja sie do$¢ wysoka
aktywnoscia przeciwdrobnoustrojowa. Naleza do nich endogenne antybiotyki peptydowe
(Antimicrobial Peptides - AMPs) (99). Ich rozpowszechnienie obejmuje caty takson Eucaryota,
gdzie stanowig rodzaj obrony nieswoistej. Oprocz aktywnosci przeciwbakteryjnej zaobserwowano,
ze antybiotyki peptydowe wykazuja réwniez wlasciwosci cytotoksyczne w stosunku do grzybow
i pierwotniakéw (100; 101). Istnieja dowody na to, Zze niektére z endogennych antybiotykéw
peptydowych sg w stanie unieszkodliwi¢ wirusa HIV i wirusa opryszczki pospolitej (Herpes
Simplex) (102; 103). Poznano tez wiele sekwencji aminokwasowych, ktére dziataja toksycznie

wobec komoérek nowotworowych (104).

Dotychczas opisano kilka mechanizméw dziatania endogennych antybiotykéw peptydowych.
Jeden z nich polega przede wszystkim na wigzaniu z btong komérkowa bakterii i jej permeabilizacji.
Uszkodzenie blony patogenu powoduje utrate ATP, niekontrolowany przeptyw elektrolitow
do/z komorki, co w efekcie przyczynia sie do jej $Smierci. Uwaza sie, ze za zdolno$¢ wiekszoSci
peptydéw do rozrywania btony bakteryjnej odpowiada obecnos$¢ w sekwencji aminokwaséw
zasadowych  (lizyna, arginina), Kktére determinuja kationowy charakter czasteczki
oraz amfipatyczno$¢, czyli dobrze wyodrebnione w strukturze 1I-rzedowej regiony hydrofilowe
i hydrofobowe (105; 106; 107). Stwierdzono tez, Ze oprdcz mechanizmu btonowego, mozliwe
jest oddziatywanie peptydu kationowego na struktury wewnatrzkomoérkowe bakterii/grzyba

(108).

Istotng kwestig w technologii postaci leku jest dobér odpowiedniego $rodka konserwujacego.
Obecno$¢ konserwantéw wymagana jest szczegélnie tam, gdzie produkt leczniczy zawiera faze

wodng oraz substancje organiczne, ktére moga by¢ pozywka dla drobnoustrojéow (109; 110; 111).

Znaczna cze$¢ konserwantéow stosowanych w postaciach leku w formie dyspersji
ma wilasciwosci lipofilowe. Stad tez ochrona fazy wodnej moze by¢ niedostateczna. Innym
utrudnieniem s3 wzajemne interakcje miedzy S$rodkiem konserwujacym a zwiagzkiem
powierzchniowo czynnym. Istnieje mozliwos¢, ze konserwant zostanie zamkniety w miceli
utworzonej przez surfaktant, przez co zmniejszg sie jego witasciwosSci przeciwdrobnoustrojowe
(97). Obecnie we wszystkich emulsyjnych postaciach leku na skdre, btony sluzowe i kosmetykach,

srodek konserwujacy i surfaktant to dwie rézne substancje.

Celem pracy bylo otrzymanie, na drodze syntezy chemicznej, nowych, kationowych
surfaktantéw lipopeptydowych o prostych tancuchach alkilowych. Zatozono, Ze otrzymane zwiazki
beda charakteryzowa¢ sie zaréwno wiasciwo$ciami przeciwdrobnoustrojowymi jak tez

powierzchniowo czynnymi.
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Postanowiono zaprojektowa¢ i otrzyma¢ 40 nowych, syntetycznych, kationowych
lipopeptyddw, ktére bytyby zdolne spetnia¢ role srodka konserwujacego oraz jednoczes$nie funkcje
substancji powierzchniowo czynnej. Gtdéwng koncepcjg podczas projektowania, byto odwzorowanie
wilasciwosci struktury Il-rzedowej endogennych antybiotykéw peptydowych, warunkujacych
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojows i przetozenie ich na strukture I-rzedowa. Zatozono, ze dodatni
tadunek czasteczek zaprojektowanych zwigzkéw bedzie pochodzit od reszt aminokwasu
zasadowego - lizyny. Warunek amfipatycznosci lipopeptydéw postanowiono osiggnaé przez
przytaczenie fragmentu hydrofobowego, jakim jest kwas tluszczowy: heksadekanowy,
tetradekanowy, dodekanowy, dekanowy oraz oktanowy. Biegunowa budowa takich zwigzkéw

ma zapewni¢, Ze otrzymane lipopeptydy beda wykazywaty wtasciwo$ci powierzchniowo czynne.
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3. CZESC DOSWIADCZALNA

3.1. ODCZYNNIKI I APARATURA

ODCZYNNIKI I MATERIALY

ACD/LogP - program ACD/Chem Sketch 10.05 (Advanced Chemistry Development, Kanada)
Acetaldehyd (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Acetonitryl (Scharlau, Hiszpania)

ALOGPs 2.1 - program (VCCLAB, Virtual Computational Chemistry Laboratory, Niemcy)
Bufor fosforanowy (POCH S.A., Polska)

Ciekty azot (Air Products, Warszawa)

Chloranil (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Dichlorometan (POCH S.A., Polska)

Dimetylosulfotlenek (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Eter dietylowy (POCH S.A., Polska)

Excel 2007 (Microsoft, USA)

Fmoc-Lys(Boc)-OH (Iris Biotech GmbH, Niemcy)
Fmoc-Lys(Fmoc)-OH (Iris Biotech GmbH, Niemcy)

Fmoc-Gly-OH (Iris Biotech GmbH, Niemcy)

Fmoc-Rink Amide AM Polystyrene Resin (Iris Biotech GmbH, Niemcy)
HOBt - 1-hydroksybenzotriazol (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Kwas dekanowy (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Kwas dodekanowy (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Kwas heksadekanowy (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Kwas oktanowy (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Kwas tetradekanowy (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Kwas trifluorooctowy (Iris Biotech GmbH, Niemcy)

Marvin LogP - program Marvin Sketch 5.4.0.0 (Chem Axon, Wegry)
Metanol (POCH S.A., Polska)

N,N’-diizopropylokarbodiimid (Iris Biotech GmbH, Niemcy)

N,N-dimetyloformamid (Sigma-Aldrich, Niemcy)
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Piperydyna (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Podtoze Mueller-Hinton II Broth (Becton Dickinson, Francja)
Podtoze Mueller-Hinton II Agar (Becton Dickinson, Francja)
Podtoze Sabouraud Dextrose Broth (Sigma-Aldrich, Niemcy)
Podtoze Sabouraud 2% Glucose Agar (Sigma-Aldrich, Niemcy)
Triizopropylosilan (Iris Biotech GmbH, Niemcy)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Woda oczyszczona (system HLP 5, Hydrolab, Polska)

96-dotkowe plytki polistyrenowe (Greiner Bio-One, Niemcy)

APARATURA

Aparat do ekstrakcji do fazy statej - SPE 12G, kolumienki SPE - Bakerbond C-18,
1000 mg/6 ml ].T. Baker, USA

Pompa prézniowa N810FT.18 Laboport KNF Neuberger, Niemcy

Wysokosprawny chromatograf cieczowy - pompa K-120, pompa K-1001, detektor UV K-2501,

autosampler Smartline 3800, Knauer GmbH, Niemcy

Monolityczna kolumna analityczna - Chromolith Performance 100-4,6 mm, C-18, Merck,
Niemcy

Kolumna semipreparatywna - Kromasil 100-5, 250-8 mm, C-8, Knauer GmbH, Niemcy

Liofilizator -Alpha 1-2 LD, Christ, Niemcy

Mieszadto magnetyczne - ES-21H, Spé6tdzielnia Rzemie$lnicza Specjalistyczna Elektrykow,

Polska

Naczynko reakcyjne do SPPS - wykonane na zamdwienie

Palnik laboratoryjny gazowy - Techniport, Polska

Tensjometr - EasyDyne, Kriiss GmbH, Niemcy

Waga elektroniczna - WAS 160/X Radwag, Polska

Wiréwka - MPW-350, MPW Med Instruments, Polska

Wyparka rotacyjna - Laborota 4000 efficient, Heidolph Elektro GmbH & Co. KG, Niemcy
Wytrzasarka - MiliGen 504 shaker, MiliGen, USA

Autoklaw - Tau Clave 3000, Tau Steril, Wiochy

Inkubator z wytrzasaniem - IKA KS 4000i control, IKA Werke GmbH & Co. KG, Niemcy
Spektrometr mas MALDI-TOF -Biflex III, Bruker, Niemcy

System do otrzymywania wody oczyszczonej - HLP 5, Hydrolab, Polska
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3.2.  OTRZYMYWANIE LIPOPEPTYDOW METODA SYNTEZY NA NOSNIKU STALYM

3.2.1. SYNTEZA CHEMICZNA LIPOPEPTYDOW

Wszystkie lipopeptydy otrzymano metoda syntezy na nosniku statym (SPPS) (112). Do ostony
grupy a-aminowej wykorzystano ugrupowanie 9-fluorenylometoksykarbonylowe (Fmoc) (113).
Jako statego nosnika uzyto Fmoc-Rink Amide AM o osadzeniu 0,59 mmol/g, dlatego na C-koncu
kazdego z lipopeptydéw wystepuje grupa amidowa. Do syntezy lipopeptydéw nr 1 - 35
(tab. 8 - 12) jako ostony grupy e-aminowej lizyny uzywano ugrupowania tert-butyloksy-
karbonylowego (Boc). W przypadku lipopeptydéw nr 36 - 40 (tab. 13) obydwie grupy aminowe

(i €) pierwszej lizyny w sekwencji byty chronione ugrupowaniem Fmoc.
Synteze lipopeptydéw prowadzono wedlug nastepujgcego schematu:

1. Deprotekcja grupy a-aminowej, czyli usuniecie ostony Fmoc za pomoca 20% (v/v) roztworu
piperydyny w N,N-dimetyloformamidzie (DMF) (114; 115):

1x 10 ml, 2 min.
1x10 ml, 20 min.

2. Przemywanie statego nosnika roztworami DMF oraz dichlorometanu (DCM), przygotowanie

do acylowania:

2x 10 ml, DMF - 2 min.
3 x 10 ml, mieszanina DMF : DCM (v/v 1:1) - 2 min.
2x10 ml, DCM - 2 min.

3. Kontrola deprotekgji:
Usuwanie grupy ochronnej Fmoc kontrolowano za pomocg przygotowanego testu
na obecnos$¢ wolnych grup aminowych - chloranilowego (116). Sposdb wykonania testu
polegat na pobraniu z naczynka reakcyjnego 0,5 mg Zywicy polimerowej i przeniesieniu
do amputki szklanej o pojemnosci 2 ml. Do amputki dodano 200 pl 2% roztworu
acetaldehydu w DMF oraz 50 pl 2% roztworu chloranilu w DMF. Pozytywny wynik testu,
czyli obecnos¢ zabarwionych na kolor zielony lub granatowy ziaren zywicy $wiadczyta
o obecnosci wolnych grup aminowych.

4. Acylowanie, tworzenie wigzania peptydowego:
Aktywacji N-chronionych (Fmoc-AA) aminokwaséw dokonano metoda aktywnych
pochodnych z wykorzystaniem N,N’-diizopropylokarbodiimidu (DIC) oraz 1-hydroksy-
benzotriazolu (HOBt) (117). Réwnomolowe ilosci odpowiednich N-chronionych
aminokwaséw i HOBt rozpuszczano w 10 ml roztworu DMF : DCM (v/v 1:1), dodawano DIC
i przenoszono do naczynia reakcyjnego z zywicg. Reakcje sprzegania prowadzono przez
1,5 godziny. Stosowano 3-krotny nadmiar Fmoc-AA w stosunku do osadzenia statego

nosnika. Stosunek molowy Fmoc-AA : HOBt : DIC wynosit 1:1:1 (118).
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5. Przemywanie, przygotowanie do deprotekcji lub do odszczepienia od statego nos$nika:
2x10 ml, DMF - 2 min.
3 x 10 ml, mieszanina DMF : DCM (1:1) - 2 min.
2x10 ml, DCM - 2 min.

6. Kontrola acylowania:
Kompletno$¢ acylowania badano za pomocg testu chloranilowego. Negatywny wynik testu,
czyli brak zabarwionych ziaren zywicy, $wiadczyl o braku wolnych grup aminowych
i konczyt proces acylowania. W przypadku pozytywnego wyniku testu powtarzano

sprzeganie poczawszy od etapu 4.

Acylowanie peptydéw kwasami tluszczowymi: heksadekanowym, tetradekanowym,
dodekanowym, dekanowym i oktanowym przebiegato zgodnie z opisang wyzej procedura.
Po zakonczonym procesie syntezy zywice przemywano eterem dietylowym i suszono

w eksykatorze prézniowym w temperaturze pokojowe;j.

Odszczepienie peptydu od nosnika wraz z usunieciem bocznych grup ochronnych osiggnieto
jednoetapowo za pomoca kwasu trifluorooctowego (TFA). Jako wymiataczy jonowych w procesie
odszczepiania uzywano triizopropylosilanu (TIS) i wody oczyszczonej. Sucha zywice
z przylaczonym lipopeptydem umieszczano w kolbie okragtodennej (50 ml), dodawano 15 ml
mieszaniny TFA : TIS : H,0 w stosunku objeto$ciowym 95 : 2,5 : 2,5 i mieszano na mieszadle

magnetycznym przez 2 godziny.

Odszczepianie lipopeptydu od Zywicy przebiegalo w temperaturze pokojowe;j.
Po uptywie 2 godzin, roztwér TFA : TIS : H,0 wraz z lipopeptydem odsaczono a nastepnie
odparowywano cze$¢ TFA na wyparce rotacyjnej, tak by objeto$¢ zageszczonego roztworu byta
nie wieksza niz 2 ml. Z zageszczonego roztworu wytrgcano lipopeptyd za pomoca zimnego eteru
dietylowego. Wytracony osad lipopeptydu odwirowywano, rozpuszczano w wodzie z niewielka
iloScig acetonitrylu, niezbedng do catkowitego rozpuszczenia, zamrazano w cieklym azocie
i liofilizowano w warunkach ci$nienia 0,7 mbar i temperatury -24 °C w Kkolbie, -50 °C

w wymrazaczu (118).

Struktury otrzymanych sze$ciu grup lipopeptydéw modyfikowanych odpowiednimi kwasami
ttuszczowymi przedstawiono w tabelach:
- tab. 8 - modyfikowane kwasem heksadekanowym (1 grupa),
- tab. 9 - modyfikowane kwasem tetradekanowym (2 grupa),
- tab. 10 - modyfikowane kwasem dodekanowym ( 3 grupa),
- tab. 11 - modyfikowane kwasem dekanowym (4 grupa),
- tab. 12 - modyfikowane kwasem oktanowym (5 grupa),

- tab. 13 - zawierajace dwa tancuchy hydrofobowe (6 grupa).
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Tabela 8. Lipopeptydy modyfikowane kwasem heksadekanowym (1 grupa).

Lipopeptyd Wzor strukturalny i nazwa systematyczna

NH,

1. Ci16-K-NH2 O
H3CW NH NH,
6]
N-a-heksadekanoilo-L-lizynamid

NH,

2. Cie-KK-NHz CMNHC:

H
2
N-a-heksadekanoilo-L-lizylo-L-lizynamid

NH2 \S\(
0 HN NH2

3. C16-KKK-NH2 e~
HsC N ONH 0©

NH,
N-a-heksadekanoilo-L-lizylo-L-lizylo-L-lizynamid

NH,

NH,
R{ O NH,
o] HN
4. Ci-KKKK-NH A
(0]

NH,
N-a-heksadekanoilo-L-lizylo-L-lizylo-L-lizylo-L-lizynamid

NH,

5. C16-KG-NH: NH,
3CWNH NH/J*O
(0]

N-a-heksadekanoilo-L-lizyloglicynamid

NH,
6. Cic-KGK-NH: \S\r
HN
H3cw NH/KO
N-a-heksadekanoilo-L-lizyloglicylo-L-hzynamld
Hy
NH,
0]
7.  Ci6-KGKG-NH2 o HN NHANH2

H3CWN NH L50
@)

N-a-heksadekanoilo-L-lizyloglicylo-L-lizyloglicynamid
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Tabela 9. Lipopeptydy modyfikowane kwasem tetradekanowym (2 grupa).

Lipopeptyd

Wzor strukturalny i nazwa systematyczna

8.

C14-K-NH2

NH,

O
H3CWLNH NHZ
(0]

N-a-tetradekanoilo-L-lizynamid

9.

C14-KK-NH2

NH,

S N

N-a-tetradekanoilo-L-lizylo-L- hzynamld

10.

C14-KKK-NH>

NH,

NH, E
% HN
(0]

NH,
N-a-tetradekanoilo-L-lizylo-L-lizylo-L-lizynamid

11.

C14-KKKK-NH2

NH,

NH,

Hw O_NH,

O HN
Hach NH;: I\H

N-a-tetradekanoilo-L-lizylo-L-lizylo-L- hzylo L -lizynamid

12.

C14-KG-NH2

NH,

\iﬁ/ NH2
H30W\W NH/KO

N-a-tetradekano110-L-11zyloghcynamid

13.

C14-KGK-NH:?

NH,

NH, H{
% HN
H3CWN ONH/KO

N-a-tetradekanoilo-L-lizyloglicylo-L-lizynamid

14.

C14-KGKG-NH>

NH,

O
NH L
H3CW NH%OO

N-a-tetradekanoﬂo-L-hzyloghcylo-L-hzyloglicynamid
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Tabela 10. Lipopeptydy modyfikowane kwasem dodekanowym (3 grupa).

Lipopeptyd Wzor strukturalny i nazwa systematyczna
NH,
15. Ci2-K-NH:2 0]
HacWNH NH,
6]
N-a-dodekanoilo-L-lizynamid
NH,
16. Ci12-KK-NH2 SCWTE\( (L
N-a-dodekanoilo-L-lizylo-L- llzynamld
NH,
l:\lS\(
17. C12-KKK-NH2 M
H;C
NH,
N-a-dodekanoilo-L-lizylo-L-lizylo-L-lizynamid
NH,
NH»
O_NH,
(0] HN
18. C12-KKKK-NH PP N
1 2 HsC NH VAP ZH
NH,
NH,
N-a-dodekanoilo-L-lizylo-L-lizylo-L-lizylo-L-lizynamid
Hy
19. C12-KG-NH: NH,
3CWWNH NH/KO
(0]
N-a-dodekanoilo-L-lizyloglicynamid
NH,
NH,
20. C12-KGK-NH:
o HN
o
N-a-dodekanoilo-L-lizyloglicylo-L-lizyny
NH,
21. C12-KGKG-NH2

(0]
NHANHZ

N-oc-dodekan01lo-L-llzylogllcylo-L-llzyloglicynamid
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Tabela 11. Lipopeptydy modyfikowane kwasem dekanowym (4 grupa).

Lipopeptyd

Wzor strukturalny i nazwa systematyczna

22. C10-K-NH2

NH,
‘)HY
HBCWN NH
O

N-a-dekanoilo-L-lizynamid

23. C10-KK-NH:2

NH,

NH,

o
HaC Ny NHA
o

NH»
N-a-dekanoilo-L-lizylo-L-lizynamid

24. C10-KKK-NH:

NH,

g

NH,
N-a-dekanoilo-L-lizylo-L-lizylo-L-lizynamid

25. C10-KKKK-NH:2

NH,
O_NH,
o) HN NLH

H3CWLN NH CS)
(0]

NH,
N-a-dekanoilo-L-lizylo-L-lizylo-L-lizylo-L-lizynamid

26. C10-KG-NH:2

NH,

\i\( NH,

N-a-dekanmlo-L-hzyloghcynamid

27. C10-KGK-NH2

NH,

Okiw HN
HscWN NH/KO
o

N-a-dekanoilo-L-lizyloglicylo-L-lizynamid

28. C10-KGKG-NH2

NH,

NH)LNHZ

N-oc-dekanoﬂo-L-llzylogllcylo-L-llzylogllcynamid
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Tabela 12. Lipopeptydy modyfikowane kwasem oktanowym (5 grupa).

Lipopeptyd Wzor strukturalny i nazwa systematyczna
NH,
29. Cg-K-NH: (0]
HyC ™ Ny NH2
0]
N-a-oktanoilo-L-lizynamid
NH,
30. Cg-KK-NHz ﬁwji\( ;:
N-a- oktanoilo-L-lizylo-L- hzynamld
NH,
31. Cs-KKK-NH rin
' 8 2 H3CWNH NH
NH,
N-a- oktanoilo-L-lizylo-L-lizylo-L-lizynamid
NH,
(0N NH2
32. Cs-KKKK-NH HN
NH,
N-a- oktanoilo-L-lizylo-L-lizylo-L-lizylo-L-lizynamid
NH,
33. Cs-KG-NH2 NH,
3CWNH NH/\O
0o
N-a- oktanoilo-L-lizyloglicynamid
NH,
NH,
34. Cs-KGK-NH:2
O HN
HG N NHAOO
(0]
N-a- oktanoilo-L-lizyloglicylo-L-lizynamid
NH,
NH,
O
35. Cs-KGKG-NH:2 HN NH)kNH2
3CWNH NH/KO
o

N-a- oktanoilo-L-lizyloglicylo-L-lizyloglicynamid
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Tabela 13. Lipopeptydy zawierajace dwa tancuchy hydrofobowe, przytaczone w pozycji ot i €
pierwszej w sekwencji lizyny (6 grupa).

Lipopeptyd Wzdr strukturalny i nazwa systematyczna

36. (Ci6)2-KKKK-NH2

e, ;h

3C¢\/\/\/\/\/\/\(

N-a-heksadekanoilo-N-g-heksadekanoilo-L-lizylo-L-lizylo-L-
lizylo-L- lizynamid

/W\/W Hﬁ\f
37. (C14)2-KKKK-NH2 H3C ﬁ

SCM\/\/\/\/\A(

N-a-tetradekanoilo-N-¢-tetradekanoilo-L-lizylo-L- llzylo L-lizylo-
L-lizynamid

38. (C12)2-KKKK-NH: CW/\ /(QDH\(

3CWWW

N-a-dodekanoilo-N-g-dodekanoilo-L-lizylo-L- hzylo -L-lizylo-L-
lizynamid

39. (C HC/\/\/\/\/(’{D AN NN
. (C10)2-KKKK-NH: 3 NHWOO NH,

N-a-dekanoilo-N-g-dekanoilo-L-lizylo-L-lizylo-L-lizylo-L-
lizynamid

0 ikf
H C/\/W\
40. (Cs)2-KKKK-NHz 3 NH f

N-a-oktanoilo-N-g-oktanoilo-L- hzylo -L- hzylo -L-lizylo-L-
lizynamid
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3.2.2. ANALIZA 1 0CZYSZCZANIE LIPOPEPTYDOW

Liofilizowane, surowe lipopeptydy rozpuszczano w wodzie z dodatkiem acetonitrylu
i analizowano metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej w uktadzie faz odwréconych
(RP-HPLC), przy uzyciu chromatografu Knauer, na kolumnie monolitycznej Chromolith
Performance C-18 (100 x 4,6 mm) z prekolumng. Stosowano nastepujgcy uktad rozpuszczalnikéw:
A - 0,1 % TFA w wodzie, B - 0,1 % TFA w acetonitrylu (ACN). Lipopeptydy eluowano w liniowym
gradiencie 0 - 100% roztworu B. Pozostale parametry analizy: szybko$¢ przeptywu 2 ml/min, czas
analizy 15 min., dlugo$¢ fali A = 214 nm. Wstepna analiza HPLC pozwolita na dobér odpowiedniej,

gradientowej metody oczyszczania.

W celu odsolenia i wstepnego oczyszczenia lipopeptydéw wykorzystywano zestaw
do ekstrakcji do fazy statej - SPE. Na kolumienki ze zlozem Bakerbond C-18 (1g) nanoszono
rozpuszczony, surowy lipopeptyd w iloSci maksymalnej 200 mg. Szczegétowy sposéb

postepowania przedstawiono na ryc. 14.

Do oczyszczenia wlasciwego wykorzystywano RP-HPLC, przy uzyciu chromatografu Knauer
z kolumng semipreparatywng Knauer C-8, 5 um (8 x 250 mm). Lipopeptydy eluowano w liniowym
gradiencie 20 - 60 % fazy B w 120 min. lub 10 - 45 % fazy B w 120 min. Szybko$¢ przeptywu fazy

ruchomej wynosita 3 ml/min., oczyszczanie prowadzono przy dtugos¢ fali A = 214 nm.

W celu potwierdzenia jednorodnos$ci lipopeptydéw, zaréwno po etapie SPE jak i semi-
preparatywnego RP-HPLC, zebrane frakcje eluatu analizowano w warunkach analizy wczesniej

opisanych.

W celu potwierdzenia tozsamos$ci otrzymanych lipopeptydéw, wykonano ich widma masowe
metoda desorpcji laserowej z jonizacja wspomagang matryca i analizatorem czasu przelotu (Matrix
Assisted Laser Desorption/Ionisation Time-Of-Flight Mass Spectrometry - MALDI-TOF). Widma
wykonano na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, w Zespole Pracowni Fizyko-
Chemicznych, w Pracowni Spektrometrii Mas MALDI-TOF. Widma masowe otrzymanych

lipopeptyddéw kationowych zatgczono w aneksie (ryc. 52 - 91).

W tab. 14 przedstawiono uzyskane parametry fizykochemiczne charakteryzujace otrzymane

zwigzki.
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Cc C

~r

OOO

=~

1. Kondycjonowanie kolumienki
ze ztozem QDS, przemywanie:

3 x5 ml MeOH
3x5ml ACN
3x5mlH,0O

2. Nanoszenie rozpuszczonego lipopeptydu
i przemywanie czystg matrycg

3. Przemywanie porcjami eluentu
o wzrastajgcym stezeniu acetonitrylu
5,10, 15, 20, 25... 50% ACN
i rozdziat analitéw

€

4. Koncowe przemywanie kolumienki
2x ACN, 2 x MeOH, 2 x H.O

Rycina 14. Ogdlny schemat procedury wstepnego oczyszczania lipopeptydéw metoda ekstrakcji do fazy statej.
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Tabela 14. Wybrane parametry fizykochemiczne otrzymanych lipopeptydow.

. Obliczona Jon Wspotczynnik
L.p. Zapis . Wz6ér sumaryczny masa molowa molekularny retencji k
sekwencyjny [g/mol] [M+H+] tr - to/to
[g/mol]

1. C16-K-NH2> C22H45N302 383,6 384,4 8,17
2. C16-KK-NH2 C28H57Ns503 511,8 512,5 7,02
3. C16-KKK-NH:? C34HeoN704 639,9 640,5 6,58
4., C16-KKKK-NH2 C40Hs81N9Os 768,1 768,6 6,2

5. C16-KG-NH2 C24H48N403 440,7 441,4 8,24
6. C16-KGK-NH:? C30He0N604 568,8 569,4 7,07
7. C16-KGKG-NH? C32H63N70s 625,9 626,5 7,1

8. C14-K-NH2 C20H41N302 355,6 356,4 7,22
9. C14-KK-NH2 C26Hs53Ns503 483,7 484,3 6,33
10. C14-KKK-NH:? C32HesN704 611,9 612,5 5,93
11. C14-KKKK-NH2 C38H77N90s 740,1 740,2 5,57
12. C14-KG-NH2 C22H44N403 412,6 413,4 7,00
13. C14-KGK-NH2 C28Hs6N604 540,8 541,2 6,25
14. C14-KGKG-NH> C30Hs9N70s 597,8 598,4 6,31
15. C12-K-NH2 C18H37N302 327,5 328,2 6,44
16. C12-KK-NH2 C24H49Ns503 455,7 456,6 5,43
17. C12-KKK-NH:? C30He61N704 583,8 584,2 4,92
18. C12-KKKK-NH2 C36H73N90s 712,0 712,2 4,37
19. C12-KG-NH2 C20H40N403 384,6 385,4 6,52
20. C12-KGK-NH: C26H52N604 512,7 513,2 5,20
21. C12-KGKG-NH? C28Hs5N70s 569,8 570,2 5,42
22. C10-K-NH2 C16H33N302 299,5 300,3 5,22
23. C10-KK-NH2 C22H45Ns03 427,6 428,3 4,57
24. C10-KKK-NH:? C28Hs57N704 555,8 556,5 4,33
25. C10-KKKK-NH2 C34H69N9Os 683,9 684,3 4,00
26. C10-KG-NH2 C18H36N403 356,5 357,3 5,31
27. C10-KGK-NH:? C24H48N604 484,7 485,2 4,45
28. C10-KGKG-NH> C26H51N70s 541,7 542,3 4,68
29. Cs-K-NH:> C14H29N302 271,4 272,2 4,33
30. Cs-KK-NH:2 C20H41Ns503 399,6 400,3 3,54
31. Cs-KKK-NH2 C26Hs3N704 527,7 528,2 3,28
32. Cs-KKKK-NH2 C32H65N90s 655,9 656,4 3,11
33. Cs-KG-NH:2 C16H32N403 328,5 329,3 4,24
34, Cs-KGK-NH> C22H44N604 456,6 457,4 3,58
35. Cs-KGKG-NH> C24H47N70s 513,7 514,1 5,50
36. (C16)2-KKKK-NH2 Cs6H111N90Os6 1006,5 1006,9 10,83
37. (C14)2-KKKK-NH2 Cs2H103N906 950,4 950,8 8,64
38. (C12)2-KKKK-NH2 C48H9sN9Os 894,3 894,6 8,00
39. (C10)2-KKKK-NH2 C44Hg7N9Os 838,2 838,5 6,16
40. (Cs)2-KKKK-NH> C40H79N906 782,1 782,5 5,27
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3.3. WYBRANE METODY PROGNOZOWANIA WEASCIWOSCI OTRZYMANYCH
LIPOPEPTYDOW

Poszukiwanie nowej substancji czynnej, ktéra ma by¢ elementem nowego produktu
leczniczego, jest procesem kosztownym i czasochtonnym. Zwykle procedura poszukiwania
sprowadza sie do syntezy substancji wiodacej, sprawdzenia jej spodziewanych wiasciwosci
fizykochemicznych lub biologicznych i w konicu do optymalizacji jej struktury, poprzez synteze
licznych analogéw o korzystniejszych cechach uzytkowych. By zmniejszy¢ koszty i skréci¢ czas
badan do niezbednego minimum, nalezy zrozumie¢ efekty dzialania substancji aktywnej
w kontekscie jej struktury. Do tego celu moga postuzy¢ parametry bilansu hydrofilowo-
lipofilowego (HLB), wspdtczynnika podziatu n-oktanol/woda (LogP) oraz wspdéiczynnika

dystrybucji (LogD).
3.3.1. BILANS HYDROFILOWO-LIPOFILOWY (HLB)

Praktyczne wykorzystanie zwigzkéw powierzchniowo czynnych wymaga znajomosci, jaki
udziat we wilasciwosciach danego zwigzku wykazuje cze$¢ hydrofilowa i hydrofobowa. Wyrazem
tego stosunku jest wskaznik HLB, ktérego warto$¢ liczbowa okres$la sie doswiadczalnie lub oblicza
na podstawie wzoréw strukturalnych. Do najczesciej stosowanych metod obliczeniowych
wskaznika HLB nalezg metody Griffina, Daviesa oraz McGowana. Wszystkie oparte
sa na znajomo$ci budowy zwigzkéw powierzchniowo czynnych, co stwarza mozliwosé

prognozowania ich cech uzytkowych (19).

Do obliczenia wartosci bilansu hydrofilowo-lipofilowego lipopeptydéw wykorzystano metode
McGowana. W metodzie tej warto$¢ HLB oblicza sie przez sumowanie udziatéw grup, atoméw

i wigzan (119; 120).
HLB = X udziat grup hydrofilowych + X udziat grup hydrofobowych + 7

W tab. 15. przedstawiono warto$ci HLB dla poszczegélnych elementéw strukturalnych
wchodzacych w sktad lipopeptydéw, na podstawie ktérych dokonano obliczen bilansu hydrofilowo-
lipofilowego otrzymanych zwigzkéw. W tab. 16 przedstawiono obliczone wartosci HLB

dla otrzymanych lipopeptydéw kationowych.

Tabela 15. Wartosci udziatéw HLB elementdw strukturalnych czasteczek surfaktantéw w metodzie
McGowana (19).

Grupy hydrofilowe HLB Grupy hydrofobowe HLB
-CONH- +2,136 CHs- -0,658
-NHs* +8,52 -CHz- -0,475
-CONH:z +1,953 -CH< -0,295
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Tabela 16. Wartosci HLB otrzymanych lipopeptyd6éw kationowych obliczone na podstawie wzoréw

strukturalnych. Szacowanie metodg McGowana.

1 101
1 186

0C16-K-NH2 OC16-KK-NH2

B C16-KKK-NH2 B C16-KKKK-NH2
B C16-KG-NH2 B C16-KGK-NH2

W (C16-KGKG-NH2

1 11,0
1 19,5

36,4

0 10 20 30 40

0C14-K-NH2 0OC14-KK-NH2

@ C14-KKK-NH2 B C14-KKKK-NH2
B (C14-KG-NH2 B C14-KGK-NH2

B (C14-KGKG-NH2

1 12,0

1 20,5

37,4

0 10 20 30 40

0OC12-K-NH2 OC12-KK-NH2

B C12-KKK-NH2 B C12-KKKK-NH2
B (C12-KG-NH2 B C12-KGK-NH2

B (C12-KGKG-NH2

1 129

0 10 20 30 40

0C10-K-NH2 0OC10-KK-NH2

EC10-KKK-NH2 B C10-KKKK-NH2
B C10-KG-NH2 B C10-KGK-NH2

B (C10-KGKG-NH2

1 139

| 22,4

39,3

0 10 20 30 40

0OC8-K-NH2 0O C8-KK-NH2
EC8-KKK-NH2 ®C8-KKKK-NH2
B(C8-KG-NH2  BC8-KGK-NH2
B (C8-KGKG-NH2

21,8
| 237
25,6
27,5
29,1

O(C16)2-KKKK-NH2 ~ @(C14)2-KKKK-NH2
B(C12)2-KKKK-NH2 B (C10)2-KKKK-NH2
B (C8)2-KKKK-NH2
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3.3.2. WSPOLCZYNNIK PODZIALU N-OKTANOL/WODA - LOGP

Lipofilowos$¢ substancji leczniczej jest jedng z charakterystycznych cech, ktéra w znaczacy
sposéb wplywa na aktywno$¢ biologiczng (121). Pozwala wnioskowa¢ o takich procesach
jak wchianianie, dystrybucja, metabolizm, wydalanie oraz toksyczno$¢ (122). Parametrem
okreslajgcym wymiar lipofilowoSci jest wspotczynnik podziatu n-oktanol/woda, wyrazany jako
LogP.

Warto$¢ LogP mozna wyznaczy¢ doswiadczalnie lub przewidzie¢ za pomoca modelowania
komputerowego. Eksperymentalne podejScie wymaga zastosowania klasycznych metod pomiaru
stezenia badanej substancji w fazie wodnej i olejowej np. spektroskopii UV-Vis. Instrumentalne
wyznaczenie LogP czesto jest bardzo skomplikowane. Pomiar moze by¢ wrecz niemozliwy
ze wzgledu na zanieczyszczenie probki, niestabilno$¢ substancji, bardzo silne powinowactwo

do jednej z faz uktadu czy tworzenie emulsji podczas pomiaru.

Istnieje wiele programéw komputerowych, ktére umozliwiajg teoretyczne wyznaczenie
wspotczynnika podzialu. W pracy wykorzystano trzy aplikacje: Marvin LogP, ALOGPs 2.1
oraz ACD/LogP, ktére nie wymagaty zakupu licencji.

Marvin LogP - aplikacja programu Marvin Sketch 5.4.0.0 (Chem Axon, Wegry) szacuje
warto$ci LogP badanej czasteczki na podstawie warto$ci wspotczynnikdw podziatu dla
poszczego6lnych atoméw. Program pobrano ze strony internetowej http://www.chemaxon.com/

(123; 124).

ALOGPs 2.1 - program (VCCLAB, Virtual Computational Chemistry Laboratory, Niemcy),
ktorego metoda przewidywania wspotczynnika podziatu LogP zostata oparta o analize
wspélczynnikéw elektrotopologicznego stanu czasteczki. Wykorzystuje baze PHYSPROP (Syracuse
Research  Corporation), ktéra dysponuje doswiadczalnie wyznaczonymi wartoSciami
wspotczynnika LogP dla 12908 zwigzkéw organicznych. Program wymaga notacji SMILES
(Simplified Molecular Input Line Entry Specification) - sposobu jednoznacznego zapisu struktury
czasteczek zwigzkow chemicznych z wykorzystaniem ciggu znakéw ASCII (125; 126). Z programu

korzystano on-line http://www.vcclab.org/lab/alogps/.

ACD/LogP - jest dodatkowa aplikacja programu ACD/ChemSketch 10.05 (Advanced
Chemistry Development, Kanada). Algorytm programu opiera sie na sumowaniu znanych wartosci
LogP poszczegélnych atomdéw i fragmentdw czasteczki, uwzglednia tez oddziatywania
miedzyczasteczkowe. Baza danych programu ACD/LogP zawiera informacje o eksperymentalnie
wyznaczonych warto$ciach LogP dla 18400 struktur (127). Program zostal pobrany ze strony

internetowej http://www.acdlabs.com/resources/freeware/.
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Naryc. 15 - 19 przedstawiono przebieg zalezno$ci wspétczynnika podziatu n-oktanol/woda od

budowy hydrofilowego fragmentu czgsteczki lipopeptydu. Na osiach OX kazdej z rycin odtozono

sktad aminokwasowy hydrofilowych gléw otrzymanych lipopeptydéw a na osiach OY wartos¢

LogP. Na ryc. 20 przedstawiono przebieg zalezno$ci LogP od dtugosci hydrofobowych fragmentéw

lipopeptyddéw.
LogP ¢
"\
5 B
4 \-\.
3
2
1
0 Sklad aminokwasowy hydrofilowego fragmentu czasteczki
K KK KKK KKKK KG KGK KGKG
—&— Marvin LogP 4,78 4,11 3,44 2,78 3,68 3,01 1,90
—=— ALOGPs 2.1 5,62 4,50 3,54 2,64 4,81 3,86 3,19
ACD LogP 5,56 4,71 4,08 3,46 4,72 4,09 3,48

Rycina 15. Teoretycznie wyznaczone wartoSci LogP analogéw lipopeptydowych modyfikowanych kwasem

heksadekanowym.
LogP 6
5
4
3
2
1
0 Sklad aminokwasowy hydrofilowego fragmentu czasteczki
K KK KKK KKKK KG KGK KGKG
—— Marvin LogP 3,89 3,22 2,56 1,89 2,79 2,12 1,01
—=— ALOGPs 2.1 4,68 3,75 2,84 2,02 3,80 3,04 2,43
ACD LogP 4,50 3,64 3,02 2,39 3,65 3,03 2,41

Rycina 16. Teoretycznie wyznaczone warto$ci LogP analogéw lipopeptydowych modyfikowanych kwasem

tetradekanowym.
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LogP 5
4
3
2
1
0
1 Sklad aminokwasowy hydrofilowego fragmentu czasteczki
K KK KKK KKKK KG KGK KGKG
—— Marvin LogP 3,00 2,33 1,67 1,00 1,90 1,23 0,12
—=8— ALOGPs 2.1 3,65 2,98 2,08 1,45 2,91 2,26 1,75
—#&— ACD LogP 3,43 2,58 1,96 1,33 2,59 1,97 1,35

Rycina 17. Teoretycznie wyznaczone warto$ci LogP analogéw lipopeptydowych modyfikowanych kwasem
dodekanowym.

LogP 4
3
2
1
0
-1 \
Sklad aminokwasowy hydrofilowego fragmentu czasteczki
z K KK KKK KKKK KG KGK KGKG
—&— Marvin LogP 2,11 1,45 0,78 0,11 1,01 0,34 -0,77
—&— ALOGPs 2.1 2,58 2,03 1,34 0,84 1,98 1,39 1,11
—#&— ACD LogP 2,37 1,52 0,89 0,27 1,53 0,90 0,29

Rycina 18. Teoretycznie wyznaczone wartosci LogP analogéw lipopeptydowych modyfikowanych kwasem
dekanowym.

1 M
0 g -

; ——

2 Sklad aminokwasowy hydrofilowego fragmentu czasteczki

3 K KK KKK KKKK KG KGK KGKG
—&— Marvin LogP 1,22 0,56 -0,11 -0,78 0,12 -0,55 -1,65
—#— ALOGPs 2.1 1,56 1,10 0,61 0,26 0,77 0,61 0,61
—#&— ACD LogP 1,31 0,46 -0,17 -0,80 0,47 -0,16 -0,78

Rycina 19. Teoretycznie wyznaczone warto$ci LogP analogéw lipopeptydowych modyfikowanych kwasem
oktanowym.
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LogP 12
10
8
6
4
2 Dhugos¢ tancuchow hydrofobowych .
0 2xC1l6 2xC14 2xC12 2xC10 2xC8
—— Marvin LogP 9,07 7,30 5,52 3,74 1,96
—#— ALOGPs 2.1 5,83 5,13 4,28 3,30 2,07
ACD LogP 10,51 8,38 6,26 4,13 2,01

Rycina 20. Teoretycznie wyznaczone warto$ci LogP analogéw lipopeptydowych zawierajacych dwa tancuchy
hydrofobowe.

3.3.3. WSPOLCZYNNIK DYSTRYBUC]I — LOGD

W przypadku, gdy analizowana czasteczka zawiera jedng lub wiecej grup jonizowalnych,
oznacza to, ze moze wystepowaé w postaci mieszaniny réznorodnych jonéw. Skitad takiej
mieszaniny jest silnie uzalezniony od wartosci pH. Warto$¢ LogD charakteryzuje wtasciwosci
zwigzku ulegajacego jonizacji w roztworze o danej wartosci pH. Stad tez moze by¢ z powodzeniem
wykorzystywana przy ocenie witasciwosci farmakokinetycznych, metabolicznych i toksycznych
substancji leczniczych, jesli tylko te wielkoSci zalezg od wartosci pH. Teoretycznego okreslenia
warto$ci wspotczynnika dystrybucji dokonano za pomocg programu Marvin Sketch 5.4.0.0,
aplikacja Marvin LogD. Na ryc. 21 - 26 przedstawiono przebieg zalezno$ci warto$ci LogD

od pH dla otrzymanych zwigzkéw.

LogD

—»—(C16-K-NH2
—*—(C16-KK-NH2
—#+— C16-KKK-NH2
—#— C16-KKKK-NH2
—+—(C16-KG-NH2
—o— (C16-KGK-NH2
C16-KGKG-NH2

-12 - pH

Rycina 21. Teoretycznie wyznaczone warto$ci LogD analogéw lipopeptydowych modyfikowanych kwasem
heksadekanowym.
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LogD

—»— (C14-K-NH2
—»— (C14-KK-NH2
—#— C14-KKK-NH2
—#— (C14-KKKK-NH2
—— (C14-KG-NH2
—o— (C14-KGK-NH2
—+— C14-KGKG-NH2

-12 - pH

Rycina 22. Teoretycznie wyznaczone wartosci LogD analogéw lipopeptydowych modyfikowanych kwasem
tetradekanowym.

LogD 4 1

—»—(C12-K-NH2
——(C12-KK-NH2
—#— C12-KKK-NH2
—=a— (C12-KKKK-NH2
—+—(C12-KG-NH2
—o— (C12-KGK-NH2
—+—C12-KGKG-NH2

Rycina 23. Teoretycznie wyznaczone warto$ci LogD analogéw lipopeptydowych modyfikowanych kwasem
dodekanowym.

—»—(C10-K-NH2
—*— (C10-KK-NH2
—#— C10-KKK-NH2
—#— C10-KKKK-NH2
—— (C10-KG-NH2
—o— (C10-KGK-NH2
~—+— C10-KGKG-NH2

-2

-10

-14 pH

Rycina 24. Teoretycznie wyznaczone warto$ci LogD analogéw lipopeptydowych modyfikowanych kwasem
dekanowym.
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LogD 4

—»— (C8-K-NH2
—»— (C8-KK-NH2
—#&— C8-KKK-NH2
—&— (C8-KKKK-NH2
—— (C8-KG-NH2
—o— (C8-KGK-NH2
—+— (C8-KGKG-NH2

-16 - pH

Rycina 25. Teoretycznie wyznaczone warto$ci LogD analogéw lipopeptydowych modyfikowanych kwasem
oktanowym.

LogD 12

—o— (C16)2-KKKK-NH2
—a— (C14)2-KKKK-NH2
—— (C12)2-KKKK-NH2
—— (C10)2-KKKK-NH2
—w— (C8)2-KKKK-NH2

-12 - pH

Rycina 26. Teoretycznie wyznaczone warto$ci LogD analogéw lipopeptydowych zawierajacych dwa tancuchy
hydrofobowe.
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3.4. BADANIA WLASCIWOSCI PRZECIWDROBNOUSTROJOWYCH OTRZYMANYCH
LIPOPEPTYDOW

Badania wtasciwo$ci przeciwdrobnoustrojowych otrzymanych zwigzkéw lipopeptydowych
zostaly przeprowadzone w Katedrze 1 Zakladzie Chemii Nieorganicznej Wydziatu

Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Celem badan mikrobiologicznych byto wyznaczenie minimalnego stezenia hamujgcego wzrost
(Minimal Inhibitory Concentration - MIC), minimalnego stezenia bakteriobdjczego (Minimal
Bactericidal Concentration - MBC) oraz minimalnego stezenia grzybobdjczego (Minimal Fungicidal

Concentration - MF(C).
Badaniami objeto nastepujace referencyjne szczepy bakterii i grzybow:

bakterie Gram dodatnie: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (PCM
2118), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Enterococcus faecalis (ATCC 29212),

bakterie Gram ujemne: Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603),
Proteus vulgaris (PCM 2668), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027),

drozdzaki: Candida albicans (ATCC 10231), Candida tropicalis (PCM 2681),
plesnie: Aspergillus niger (ATCC 16404).

Wszystkie drobnoustroje pochodzity z Polskiej Kolekcji Drobnoustrojéw Polskiej Akademii

Nauk we Wroclawiu.

Testy zostaly wykonane metoda seryjnych rozcienczen w pozywce plynnej zgodnie

z zaleceniami CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) (128; 129).

Dla szczepow bakteryjnych wykorzystano podtoze ptynne Mueller-Hinton II Broth, natomiast

oznaczenia MIC dla grzybéw wykonano w bulionie Sabouraud Dextrose Broth.

Badane zwigzki rozpuszczano w buforze fosforanowym (PBS - 137 mM NacCl; 2,7 mM KCl;
10 mM Na;HPO4; 1,8 mM KH,PO4; pH 7,4) po uprzednim rozpuszczeniu w dimetylosulfotlenku
(DMSO) w takiej iloSci, aby stezenie DMSO w prébce zawierajgcej mikroorganizmy nie przekraczato
10% (ustalono, ze 15% roztwér DMSO wykazuje dzialanie przeciwdrobnoustrojowe). Zwigzki
nanoszono na 96-dotkowe ptytki polistyrenowe i rozcieficzano seryjnie w odpowiedniej pozywce
mikrobiologicznej, po czym dodawano zawiesine drobnoustrojéow o gestosci 10> CFU/ml
dla bakterii oraz 103 CFU/ml dla grzybéw. Inkubacja bakterii trwata 18 godzin w 37 °C a grzybow

48 godzin w 25 °C. Po inkubacji dokonywano wizualnego odczytu wynikéw.
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Za MIC uznawano stezenie, po zastosowaniu ktérego nie obserwowano wzrostu
drobnoustrojéw. Nastepnie stezenia réwne MIC oraz dwa kolejne wyzsze wysiewano
na odpowiednie podtoza state (dla szczepéw bakteryjnych Mueller-Hinton II Agar, natomiast dla

grzybéw Sabouraud 2% Glucose Agar) celem oznaczenia MBC i MFC.

Dla kazdej serii badan roéwnolegle przeprowadzono Kkontrole wzrostu szczepéw

na podtozach niezawierajacych badanych lipopeptydow.
Badania MIC, MBC i MFC wykonano trzykrotnie dla kazdego z otrzymanych lipopeptyddéw.

W tabelach 17 - 34 przedstawiono uzyskane wartosci MIC i MBC dla przebadanych
referencyjnych szczepéw bakterii Gram dodatnich i Gram ujemnych oraz MIC i MFC

dla przebadanych referencyjnych szczepéw drozdzakéw i plesni.
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3.4.1. AKTYWNOSC PRZECIWDROBNOUSTROJOWA LIPOPEPTYDOW
MODYFIKOWANYCH KWASEM HEKSADEKANOWYM

Tabela 17. WartoSci minimalnego stezenia hamujacego wzrost oraz minimalnego stezenia
bakteriobojczego analogow lipopeptydowych modyfikowanych kwasem heksadekanowym.

Aktywnos$¢ oznaczana wobec bakterii Gram dodatnich.

Zwiazek

C16-K-NH:
C16-KK-NH2
C16-KKK-NH2
C16-KKKK-NH:
C16-KG-NH>
C16-KGK-NH>
C16-KGKG-NH:

Zwiazek

C16-K-NH2
C16-KK-NH>
C16-KKK-NH>
C16-KKKK-NH?
C16-KG-NH2
C16-KGK-NH2
C16-KGKG-NH:

Staphylococcus
aureus
>512

@ W » 0

Ju—
)}

Staphylococcus
aureus
>512
8

@ W 0 ™

w
N

Staphylococcus
epidermidis
8

IR NIININN

Staphylococcus
epidermidis
16
4

BB B D

Bacillus subtillis

LR S S ol o)

Bacillus subtillis

BB B 00 W

Minimalne stezenie hamujace wzrost [MIC pg/ml]

Enterococcus fecalis

32
8
16
16
16
8
16

Minimalne stezenie bakteriobéjcze [MBC pg/ml]

Enterococcus fecalis

64
8
16
16
16
16
16

Tabela 18. Wartos$ci minimalnego stezenia hamujgcego wzrost oraz minimalnego stezenia
bakteriobdjczego analogow lipopeptydowych modyfikowanych kwasem heksadekanowym.

Aktywno$¢ oznaczana wobec bakterii Gram ujemnych.

Zwiazek

C16-K-NH2
C16-KK-NH2
C16-KKK-NH2
C16-KKKK-NH:
C16-KG-NH>
C16-KGK-NH>
C16-KGKG-NH:

Zwiazek

C16-K-NH2
C16-KK-NH:
C16-KKK-NH2
C16-KKKK-NH:
C16-KG-NH2
C16-KGK-NH2
C16-KGKG-NH;

Escherichia Coli

512
8
8
8

256
8

16

Escherichia Coli

>512

16

256

16

Klebsiella
pneumoniae

512
16
4
4
128
16
16

Klebsiella
pneumoniae

>512
16
4
8
256
16
16

Pseudomonas
aeruginosa

>512
8
8
8
256
16
8

Pseudomonas
aeruginosa

>512
8
8
8
1-103
32
8

Minimalne steZenie hamujace wzrost [MIC pg/ml]

Proteus vulgaris

>512
>512
>512
>512
>512
>512
>512

Minimalne stezenie bakteriobéjcze [MBC pg/ml]

Proteus vulgaris

>512
>512
>512
>512
>512
>512
>512
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Tabela 19. Wartos$ci minimalnego stezenia hamujgcego wzrost oraz minimalnego stezenia
grzybobdjczego analogéw lipopeptydowych modyfikowanych kwasem heksadekanowym.
Aktywno$¢ oznaczana wobec drozdzakéw i plesni.

Minimalne steZenie hamujace wzrost [MIC pg/ml]

Zwigzek Candida Candida Aspergillus

albicans tropicalis niger

C16-K-NH: 512 >512 >512
C16-KK-NH2 128 128 128
C16-KKK-NH2 128 128 128
C16-KKKK-NH; 128 128 128
C16-KG-NHz 128 256 512
C16-KGK-NH: 128 256 128
C16-KGKG-NH2 128 256 128

Minimalne stezenie grzybobéjcze [MFC pg/ml]

C16-K-NH: 512 >512 >512
C16-KK-NH: 128 128 128
C16-KKK-NH: 128 128 128
C16-KKKK-NH> 128 128 128
C16-KG-NH:2 128 512 512
C16-KGK-NH: 128 256 128

C16-KGKG-NH> 128 256 128
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3.4.2. AKTYWNOSC PRZECIWDROBNOUSTROJOWA LIPOPEPTYDOW
MODYFIKOWANYCH KWASEM TETRADEKANOWYM

Tabela 20. WartoSci minimalnego stezenia hamujacego wzrost oraz minimalnego stezenia
bakteriobojczego analogow lipopeptydowych modyfikowanych kwasem tetradekanowym.

Aktywnos$¢ oznaczana wobec bakterii Gram dodatnich.

Zwiazek

C14-K-NH2
C14-KK-NH2
C14-KKK-NH2
C14-KKKK-NH?
C14-KG-NH2
C14-KGK-NH>
C14-KGKG-NH:

C14-K-NH2
C14-KK-NH?
C14-KKK-NH>
C14-KKKK-NH;
C14-KG-NH:
C14-KGK-NH2
C14-KGKG-NH;

Staphylococcus

aureus

64

64

64
64/128

32

64

64

Staphylococcus
aureus
256
64
64
128
32
128
128

Staphylococcus
epidermidis
16
4
8
16
16
16
32

Staphylococcus
epidermidis
16

Bacillus subtillis

32
4

IS

Bacillus subtillis

32
4

i

Minimalne stezenie hamujace wzrost [MIC pg/ml]

Enterococcus fecalis

32
32
64
64
32
64
64

Minimalne stezenie bakteriobéjcze [MBC pg/ml]

Enterococcus fecalis

32
64
64
64
32
64
64

Tabela 21. Warto$ci minimalnego stezenia hamujgcego wzrost oraz minimalnego stezenia
bakteriobdjczego analogow lipopeptydowych modyfikowanych kwasem tetradekanowym.

Aktywno$¢ oznaczana wobec bakterii Gram ujemnych.

Zwiazek

C14-K-NH2
C14-KK-NH:
C14-KKK-NH2
C14-KKKK-NH:
C14-KG-NH:
C14-KGK-NH>
C14-KGKG-NH:

C14-K-NH2
C14-KK-NH:
C14-KKK-NH2
C14-KKKK-NH:
C14-KG-NH2
C14-KGK-NH2
C14-KGKG-NH;

Escherichia Coli

128
64
128
256
64
128
128

Escherichia Coli

128
128
128
256
64
128
128

Klebsiella
pneumoniae

64
128
128
128

32

64
128

Klebsiella
pneumoniae

512
128
128
256
32
64
128

Pseudomonas
aeruginosa

128
32
32

256
32
32
64

Pseudomonas
aeruginosa

1-103
64
128
512
64
64
128

Minimalne stezZenie hamujace wzrost [MIC pg/ml]

Proteus vulgaris

>512
>512
>512
>512
>512
>512
>512

Minimalne stezenie bakteriobéjcze [MBC pg/ml]

Proteus vulgaris

>512
>512
>512
>512
>512
>512
>512
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Tabela 22. Wartos$ci minimalnego stezenia hamujgcego wzrost oraz minimalnego stezenia
grzybobéjczego analogéw lipopeptydowych modyfikowanych kwasem tetradekanowym.
Aktywno$¢ oznaczana wobec drozdzakoéw i plesni.

Minimalne steZenie hamujace wzrost [MIC pg/ml]

Zwiazek Candida Candida Aspergillus
albicans tropicalis niger
C14-K-NH: 512 >512 512
C14-KK-NH: 128 256 256
C14-KKK-NH2 128 128 64
C14-KKKK-NH: 128 128 64
C14-KG-NH2 128 256 128
C14-KGK-NH: 128 256 128
C14-KGKG-NH2 128 512 128

Minimalne stezenie grzybobéjcze [MFC pg/ml]

C14-K-NHz 512 >512 512
C14-KK-NH2 128 256 256
C14-KKK-NH: 128 128 64

C14-KKKK-NH2 128 128 64

C14-KG-NH: 128 256 128

C14-KGK-NH> 128 256 128

C14-KGKG-NH> 128 512 128
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3.4.3. AKTYWNOSC PRZECIWDROBNOUSTROJOWA LIPOPEPTYDOW
MODYFIKOWANYCH KWASEM DODEKANOWYM

Tabela 23. WartoSci minimalnego stezenia hamujacego wzrost oraz minimalnego stezenia
bakteriobojczego analogow lipopeptydowych modyfikowanych kwasem dodekanowym.
Aktywnos$¢ oznaczana wobec bakterii Gram dodatnich.

Minimalne stezenie hamujace wzrost [MIC pg/ml]

Zwiazek Staphylococcus Staphylococcus Bacillus subtillis Enterococcus fecalis
aureus epidermidis
C12-K-NH: 256 128 128 256
C12-KK-NH: 2-103 64 64 512
C12-KKK-NH2 1-103 64 64 512
C12-KKKK-NH2 1-103 64 128 512
C12-KG-NH: 256 128 128 256
C12-KGK-NH2 >2-103 64 512 2-103
C12-KGKG-NH2 2:103 256 64 512

Minimalne stezenie bakteriobdjcze [MBC pg/ml]

Staphylococcus Staphylococcus Bacillus subtillis Enterococcus fecalis
aureus epidermidis

C12-K-NH: 256 128 256 256

C12-KK-NH2 2:103 64 128 512
C12-KKK-NH: 1-103 64 128 512
C12-KKKK-NH2 1-103 64 256 512

C12-KG-NHz 512 128 256 256
Ci12-KGK-NH: 1-103 128 1-103 >2-103
C12-KGKG-NH: 2-103 512 64 512

Tabela 24. Wartos$ci minimalnego stezenia hamujacego wzrost oraz minimalnego stezenia
bakteriobdjczego analogow lipopeptydowych modyfikowanych kwasem dodekanowym.
Aktywno$¢ oznaczana wobec bakterii Gram ujemnych.

Minimalne steZenie hamujace wzrost [MIC pg/ml]

Zwiazek Escherichia Coli Klebsiella Pseudomonas Proteus vulgaris
pneumoniae aeruginosa
C12-K-NH: 256 256 128 >512
C12-KK-NH2 2-103 2-103 2-103 >2-103
C12-KKK-NH: >2-103 1-103 512 >2-103
C12-KKKK-NH2 256 >2-103 2-103 >2-103
C12-KG-NH2 256 256 256 >1-103
C12-KGK-NH2 >2-103 >2-103 1-103 >2-103
C12-KGKG-NH: 2-103 2-103 1-103 >2-103

Minimalne steZenie bakteriobdjcze [MBC pg/ml]

Escherichia Coli Klebsiella Pseudomonas Proteus vulgaris
pneumoniae aeruginosa
C12-K-NH: 256 256 256 >1-103
C12-KK-NH: 2:103 2:103 2:103 >2-103
C12-KKK-NH: 1-103 1-103 1-103 >2-103
C12-KKKK-NH2 256 1-103 2-103 >2-103
C12-KG-NH2 512 512 512 >2-103
C12-KGK-NH2 1-103 1-103 1-103 >2-103
C12-KGKG-NH: 2-103 2-103 1-103 >2-103
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Tabela 25. Warto$ci minimalnego stezenia hamujacego wzrost oraz minimalnego stezenia
grzybobodjczego analogéw lipopeptydowych modyfikowanych kwasem dodekanowym. Aktywnos$¢
oznaczana wobec drozdzakéw i plesni.

Minimalne steZenie hamujace wzrost [MIC pg/ml]

Zwiazek Candida Candida Aspergillus

albicans tropicalis niger

C12-K-NH: 256 256 256
C12-KK-NH: 1-103 1-103 2-103
C12-KKK-NH2 1-103 1-103 512
C12-KKKK-NH: 256 256 128
C12-KG-NH2 512 512 256
C12-KGK-NH: 2:103 2:103 1-103
C12-KGKG-NH: 1-103 1-103 1-103

Minimalne stezenie grzybobéjcze [MFC pg/ml]

C12-K-NH2 512 512 512
C12-KK-NH2 2-103 2103 2103
C12-KKK-NH: 1-103 1-103 512
C12-KKKK-NH: 256 512 256
C12-KG-NH: 512 512 512
C12-KGK-NH: 2:103 2:103 2-103
C12-KGKG-NH; 2:103 2:103 1-103
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3.4.4. AKTYWNOSC PRZECIWDROBNOUSTROJOWA LIPOPEPTYDOW
MODYFIKOWANYCH KWASEM DEKANOWYM

Tabela 26. WartoSci minimalnego stezenia hamujacego wzrost oraz minimalnego stezenia
bakteriobojczego analogow lipopeptydowych modyfikowanych kwasem dekanowym. Aktywnos¢
oznaczana wobec bakterii Gram dodatnich.

Zwiazek

Ci10-K-NH2
C10-KK-NH:
C10-KKK-NH2
C10-KKKK-NH:
C10-KG-NH2
C10-KGK-NH:
C10-KGKG-NH:

C10-K-NH2
C10-KK-NH>
C10-KKK-NH2
C10-KKKK-NH:
C10-KG-NH2
C10-KGK-NH:
C10-KGKG-NH:

Staphylococcus
aureus

1-103
>2-103
>2-103
>2-103
>2-103
>2-103
>2-103

Staphylococcus
aureus

>1-103
>2-103
>2:103
>2:103
>2:103
>2-103
>2-103

Staphylococcus
epidermidis

1-103
256
128

64
512
512
512

Staphylococcus
epidermidis

1-103
512
256
128

1-103
512
512

Bacillus subtillis

1-103
256
128
128
512
512
512

Bacillus subtillis

1-103
512
256
128
512

1-103

1-103

Minimalne stezenie hamujace wzrost [MIC pg/ml]

Enterococcus fecalis

>2-103
>2:103
>2-103
>2-103
1-103
>2-103
2:103

Minimalne stezenie bakteriobdjcze [MBC pg/ml]

Enterococcus fecalis

>2-103
>2:103
>2-103
>2-103
>1-103
>2:103
>2:103

Tabela 27. Wartos$ci minimalnego stezenia hamujacego wzrost oraz minimalnego stezenia
bakteriobdjczego analogéw lipopeptydowych modyfikowanych kwas dekanowym. Aktywnos$¢
oznaczana wobec bakterii Gram ujemnych.

Zwiazek

C10-K-NH2
C10-KK-NH>
C10-KKK-NH2
C10-KKKK-NH:
C10-KG-NH:
C10-KGK-NH2
C10-KGKG-NH:

C10-K-NH2
C10-KK-NH:
C10-KKK-NH>
C10-KKKK-NH;
C10-KG-NH2
C10-KGK-NH2
C10-KGKG-NH:

Escherichia Coli

1-103
>2-103
>2-103
>2-103
>2-103
>2-103
>2-103

Escherichia Coli

1-103
>2-103
>2-103
>2-103
>2-103
>2:103
>2-103

Klebsiella
pneumoniae

1-103
>2-103
>2-103
>2-103
1-103
>2-103
2-103

Klebsiella
pneumoniae

1-103
>2-103
>2-103
>2-103
2-103
>2:103
2-103

Pseudomonas
aeruginosa

512
2-103
>2-103
>2-103
1-103
2-103
1-103

Pseudomonas
aeruginosa

1-103
2-103
>2-103
>2-103
2-103
2-103
2-103

Minimalne stezenie hamujace wzrost [MIC pg/ml]

Proteus vulgaris

>2:103
>2:103
>2-103
>2-103
>2:103
>2:103
>2:103

Minimalne stezenie bakteriobdjcze [MBC pg/ml]

Proteus vulgaris

>2:103
>2-103
>2:103
>2-103
>2-103
>2-103
>2-103
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Tabela 28. Wartos$ci minimalnego stezenia hamujgcego wzrost oraz minimalnego stezenia
grzybobéjczego analogéw lipopeptydowych modyfikowanych kwasem dekanowym. Aktywno$¢
oznaczana wobec drozdzakoéw i plesni.

Minimalne steZenie hamujace wzrost [MIC pg/ml]

Zwiazek Candida Candida Aspergillus

albicans tropicalis niger

C10-K-NH: 1-103 1-103 512
C10-KK-NH: 2:103 1-103 1-103
C10-KKK-NH2 2-103 2-103 1-103
C10-KKKK-NH: >2-103 2-103 2-103
C10-KG-NH2 1-103 1-103 1-103
C10-KGK-NH: 1-103 512 1-103
C10-KGKG-NH2 1-103 512 1-103

Minimalne stezenie grzybobodjcze [MFC pg/ml]

C10-K-NHz 2-103 2-103 1-103
C10-KK-NH2 2-103 1-103 1-103
C10-KKK-NH2 2-103 2-103 2-103
C10-KKKK-NH2 >2-103 2-103 2-103
C10-KG-NHz 2-103 2-103 2-103
C10-KGK-NH: 1-103 1-103 1-103

C10-KGKG-NH> 2-103 2-103 2-103
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3.4.5. AKTYWNOSC PRZECIWDROBNOUSTROJOWA LIPOPEPTYDOW
MODYFIKOWANYCH KWASEM OKTANOWYM

Tabela 29. WartoSci minimalnego stezenia hamujacego wzrost oraz minimalnego stezenia
bakteriobojczego analogéw lipopeptydowych modyfikowanych kwasem oktanowym. Aktywnos$¢
oznaczana wobec bakterii Gram dodatnich.

Zwiazek

Cs-K-NH2
Cs-KK-NH:
Cs-KKK-NH:
Cs-KKKK-NH:
Cs-KG-NH:
Cs-KGK-NH:
Cs-KGKG-NH:

Zwiazek

Cs-K-NH2
Cs-KK-NH:
Cs-KKK-NH>
Cg-KKKK-NH:
Cs-KG-NH:
Cs-KGK-NH:
Cs-KGKG-NH2

Staphylococcus
aureus

>1-103
>1-103
>2-103
>2-103
>2-103
>2:103
>2:103

Staphylococcus
aureus

>1-103
>1-103
>2:103
>2:103
>2:103
>2:103
>2-103

Staphylococcus
epidermidis

>1-103
>1-103
>256
>2:103
>2-103
256
>2:103

Staphylococcus
epidermidis

>1-103
>1-103
512
>2:103
>2:103
1-103
>2-103

Bacillus subtillis

>1-103
>1-103
1-103
>2-103
>2-103
512
>2:103

Bacillus subtillis

>1-103
>1-103
1-103
>2:103
>2-103
1-103
>2-103

Minimalne stezenie hamujace wzrost [MIC pg/ml]

Enterococcus fecalis

>1-103
>1-103
>2:103
2-103
>2:103
>2-103
>2:103

Minimalne stezenie bakteriobdjcze [MBC pg/ml]

Enterococcus fecalis

>1-103
>1-103
>2:103
>2-103
>2-103
>2:103
>2:103

Tabela 30. WartosSci minimalnego stezenia hamujacego wzrost oraz minimalnego stezenia
bakteriobodjczego analogow lipopeptydowych modyfikowanych kwasem oktanowym. Aktywnosé
oznaczana wobec bakterii Gram ujemnych.

Zwiazek

Cg-K-NH2
Cs-KK-NH2
Cs-KKK-NH;
Cs-KKKK-NH:
Cs-KG-NH:
Cs-KGK-NH:
Cs-KGKG-NH:

Zwiazek

Cs-K-NH2
Cs-KK-NH2
Cs-KKK-NH;
Cs-KKKK-NH:
Cs-KG-NH:
Cs-KGK-NH:
Cs-KGKG-NH:

Escherichia Coli

>1-103
>1-103
>2-103
>1-103
>2-103
>2-103
>2-103

Escherichia Coli

>1-103
>1-103
>2:103
>1-103
>2-103
>2-103
>2:103

Klebsiella
pneumoniae

>1-103
>1-103
>2-103
>2:103
>2-103
>2-103
>2-103

Klebsiella
pneumoniae

>1:103
>1-103
>2:103
>2-103
>2-103
>2-103
>2:103

Pseudomonas
aeruginosa

>2-103
>2-103
>2-103
>2-103
>2-103
>2-103
>2-103

Pseudomonas
aeruginosa

>2:103
>2:103
>2:103
>2-103
>2-103
>2-103
>2-103

Minimalne stezenie hamujace wzrost [MIC pg/ml]

Proteus vulgaris

>2:103
>2:103
>2:103
>2-103
>2:103
>2-103
>2:103

Minimalne steZenie bakteriobdjcze [MBC pg/ml]

Proteus vulgaris

>2-103
>2-103
>2-103
>2:103
>2:103
>2-103
>2-103
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Tabela 31. Warto$ci minimalnego stezenia hamujgcego wzrost oraz minimalnego stezenia
grzybobobjczego analogéw lipopeptydowych modyfikowanych kwasem oktanowym. Aktywnos$é
oznaczana wobec drozdzakoéw i plesni.

Minimalne steZzenie hamujace wzrost [MIC pg/ml]

Zwiazek Candida Candida Aspergillus
albicans tropicalis niger
Cs-K-NH: 1-103 1-103 1-103
Cs-KK-NH: 1-103 1-103 1-103
Cs-KKK-NH2 2-103 2:103 2:103
Cs-KKKK-NH: 2-103 2-103 2:103
Cs-KG-NH:2 2-103 2-103 2:103
Cs-KGK-NH2 2:103 2-103 2:103
Cs-KGKG-NH: 2103 2:103 2:103

Minimalne stezenie grzybobdjcze [MFC pg/ml]

Cs-K-NH: 1-103 2-103 1-103
Cs-KK-NH: 1-103 1-103 1-103
Cs-KKK-NH:2 2-103 2-103 2-103
Cs-KKKK-NH: 2-103 2-103 2-103
Cs-KG-NH: 2-103 2-103 2103
Cs-KGK-NH: 2-103 2-103 2-103

Cs-KGKG-NH> 2103 2-103 2-103
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3.4.6. AKTYWNOSC PRZECIWDROBNOUSTROJOWA LIPOPEPTYDOW ZAWIERAJACYCH
DWA EANCUCHY HYDROFOBOWE

Tabela 32. WartoSci minimalnego stezenia hamujacego wzrost oraz minimalnego stezenia
bakteriobojczego analogéw lipopeptydowych zawierajacych dwa tancuchy hydrofobowe.
Aktywnos$¢ oznaczana wobec bakterii Gram dodatnich.

Minimalne steZenie hamujace wzrost [MIC pg/ml]

Zwiazek Staphylococcus Staphylococcus Bacillus subtillis Enterococcus
aureus epidermidis fecalis
(Cs)2-KKKK-NH; 256 32 64 512
(C10)2-KKKK-NH2 8 2 2 16
(C12)2-KKKK-NH: 16 4 2 8
(C14)2-KKKK-NH: 256 128 128 64
(C16)2-KKKK-NH: 512 >512 512 512

Minimalne stezenie bakteriobdjcze [MBC pg/ml]

Staphylococcus Staphylococcus Bacillus subtillis Enterococcus
aureus epidermidis fecalis
(Cs)2-KKKK-NH. >512 64 64 512
(C10)2-KKKK-NH: 16 4 4 16
(C12)2-KKKK-NH2 32 4 2 16
(C14)2-KKKK-NH: >512 256 256 256
(C16)2-KKKK-NH> >512 >512 >512 >512

Tabela 33. WartoSci minimalnego stezenia hamujgcego wzrost oraz minimalnego stezenia
bakteriobodjczego analogow lipopeptydowych zawierajgcych dwa fancuchy hydrofobowe. Aktywnosé
oznaczana wobec bakterii Gram ujemnych.

Minimalne steZenie hamujace wzrost [MIC pg/ml]

Zwiazek Escherichia Coli Klebsiella Pseudomonas Proteus vulgaris
pneumoniae aeruginosa
(Cs)2-KKKK-NH2 512 256 256 >512
(C10)2-KKKK-NH: 16 32 16 512
(C12)2-KKKK-NH: 64 32 32 >512
(C14)2-KKKK-NH; 512 512 512 512
(C16)2-KKKK-NH: 512 512 512 >512
Minimalne stezenie bakteriobéjcze [MBC pg/ml]
Escherichia Coli Klebsiella Pseudomonas Proteus vulgaris
pneumoniae aeruginosa
(Cs)2-KKKK-NH2 512 512 512 >512
(C10)2-KKKK-NH: 16 128 16 512
(C12)2-KKKK-NH: 64 32 32 >512
(C14)2-KKKK-NH: >512 512 512 >512
(C16)2-KKKK-NH: >512 >512 >512 >512
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Tabela 34. Warto$ci minimalnego stezenia hamujgcego wzrost oraz minimalnego stezenia
grzyboboéjczego analogéw lipopeptydowych zawierajacych dwa fancuchy hydrofobowe. Aktywnos¢
oznaczana wobec drozdzakéw i plesni.

Minimalne steZenie hamujace wzrost [MIC pg/ml]

Zwiazek

Candida Candida Aspergillus

albicans tropicalis niger
(Cs)2-KKKK-NH: 256 512 128
(C10)2-KKKK-NH: 128 256 256
(C12)2-KKKK-NH: 256 256 256
(C14)2-KKKK-NH: 256 512 512
(C16)2-KKKK-NH2 512 512 256

Minimalne stezenie grzybobéjcze [MFC pg/ml]

(Cs)2-KKKK-NH. 512 >512 512
(C10)2-KKKK-NH2 256 512 512
(C12)2-KKKK-NH; 512 512 512
(C14)2-KKKK-NH2 512 >512 >512
(C16)2-KKKK-NH2 >512 >512 512
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3.5. BADANIA WEASCIWOSCI HEMOLITYCZNYCH OTRZYMANYCH
LIPOPEPTYDOW

Krew ludzka od jednego, zdrowego dawcy w iloSci 5 ml zostala pobrana prosto z zyly
do probéwek zawierajacych kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA). Tego samego dnia krwinki
czerwone oddzielono od osocza poprzez wirowanie (500 x g przez 12 min.), przemyto trzykrotnie
PBS i sporzadzono ich zawiesine w PBS. Lipopeptydy seryjnie rozcienczono w PBS, nastepnie do tak
przygotowanych roztworéw dodawano zawiesine erytrocytow (stezenie krwinek czerwonych
w prébce wynosito 4% v/v). Po 18 godzinach inkubacji w inkubatorze IKA KS 4000i Control
w temperaturze 37°C dokonano wizualnej oceny wynikéw. Roztwér Tritonu X - 100 o stezeniu 1%,
wywotujacy catkowita hemolize, zostat wykorzystany jako kontrola pozytywna a roztwdr PBS

niezawierajgcy lipopeptydéw jako kontrola negatywna (130).

W tab. 35 - 40 zamieszczono uzyskane warto$ci minimalnego stezenia wywotujacego hemolize
(Minimal Hemolytic Concentration - MHC) erytrocytéw ludzkich dla otrzymanych lipopeptydéw

modyfikowanych odpowiednimi kwasami ttuszczowymi.

Tabela 35. Warto$ci minimalnego stezenia wywotujacego
hemolize erytrocytéw ludzkich analogéw lipopeptydowych
modyfikowanych kwasem heksadekanowym.

Zwiazek MHC [pg/ml]
C16-K-NH: 512
C16-KK-NH:2 256
C16-KKK-NH2 32
C16-KKKK-NH: 16
C16-KG-NH2 256
C16-KGK-NH> 64
C16-KGKG-NH2 64

Tabela 36. Wartosci minimalnego stezenia wywotujacego
hemolize erytrocytéw ludzkich analogéw lipopeptydowych
modyfikowanych kwasem tetradekanowym.

Zwiazek MHC [pg/ml]
C14-K-NH: 512
C14-KK-NH: 128
C14-KKK-NH: 256
C14-KKKK-NH: 256
C14-KG-NH2 >1:103
C14-KGK-NH: 128
C14-KGKG-NH2 512
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Tabela 37. Warto$ci minimalnego stezenia wywotujacego
hemolize erytrocytéw ludzkich analogéw lipopeptydowych
modyfikowanych kwasem dodekanowym.

Zwiazek MHC [pg/ml]

C12-K-NH:2 1-103

C12-KK-NH: >4-103
C12-KKK-NH2 512
C12-KKKK-NH: 1-103

C12-KG-NHz 1-103
C12-KGK-NH: 1-103
C12-KGKG-NH2 256

Tabela 38. Wartosci minimalnego stezenia wywotujacego
hemolize erytrocytéw ludzkich analogéw lipopeptydowych
modyfikowanych kwasem dekanowym.

Zwiazek MHC [pg/ml]
C10-K-NHz >4-103
C10-KK-NH2 4-103
C10-KKK-NH2 >4-103
C10-KKKK-NH2 >4-103
C10-KG-NH2 >4-103
C10-KGK-NH: >4-103
C10-KGKG-NH; >4-103

Tabela 39. Wartosci minimalnego stezenia wywotujacego
hemolize erytrocytéw ludzkich analogéw lipopeptydowych
modyfikowanych kwasem oktanowym.

Zwiazek MHC [pg/ml]
Cs-K-NH2 >4.103
Cs-KK-NH2 >4.103
Cs-KKK-NH: >4.103
Cs-KKKK-NH: >4.103
Cs-KG-NH:2 >4-103
Cs-KGK-NH2 >4.103
Cs-KGKG-NH2 >4-103

Tabela 40. WartosSci minimalnego stezenia wywotujacego
hemolize erytrocytéw ludzkich analogéw lipopeptydowych
zawierajacych dwa tanicuchy hydrofobowe.

Zwiazek MHC [pg/ml]
(Cs)2-KKKK-NH» >512
(C10)2-KKKK-NH2 32
(C12)2-KKKK-NH2 16
(C14)2-KKKK-NH2 64
(C16)2-KKKK-NH2 32
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3.6. BADANIA WEASCIWOSCI POWIERZCHNIOWO CZYNNYCH OTRZYMANYCH
LIPOPEPTYDOW

Zwiazki powierzchniowo czynne charakteryzuje specyficzna, biegunowa budowa czasteczki.
Dzieki temu moga rozpuszczal sie jednocze$nie w dwéch réznych rozpuszczalnikach. Moga
tez adsorbowac sie na granicy dwdch faz o réznych wiasciwosciach fizykochemicznych. Adsorpcja
surfaktantéw na granicy faz prowadzi do zmiany jej skitadu, potencjatu elektrycznego
oraz do zmniejszenia nadmiarowej energii miedzyfazowej. Dlatego surfaktanty znajduja
zastosowanie tam, gdzie stosunek pola powierzchni miedzyfazowej do objetosci fazy jest wysoki.
Adsorpcja czasteczek surfaktantu na styku faz powietrze/woda lub woda/olej, skutkuje obnizeniem
napiecia powierzchniowego na granicy tych faz. Umozliwia to np. latwiejsze tworzenie stabilnych
emulsji. Adsorpcja na granicy faz ciato state/ciecz utatwia zwilzanie hydrofobowych powierzchni

ciala statego lub dyspergowanie go w cieczy (19).
Zjawisko adsorpcji surfaktantéw opisuja parametry:

CMC - krytyczne stezenie micelarne, czyli stezenie czasteczek surfaktantu, powyzej ktérego
zwigzek powierzchniowo czynny tworzy maksymalnie upakowang monowarstwe na styku faz

oraz formuje agregaty, czyli micele,

pCz20 - sprawno$¢ obnizania napiecia powierzchniowego, wyrazana jako ujemny logarytm
ze stezenia zwigzku powierzchniowo czynnego, niezbednego do obniZenia napiecia

powierzchniowego rozpuszczalnika o 20 mN/m,
Ocmc - hapiecie powierzchniowe w punkcie CMC,

Icue - ciSnienie powierzchniowe osiggane przez surfaktant, przy stezeniu réwnym CMC,

wyrazone wzorem:
Ileme = 00 - Ocmc

gdzie:

0o — napiecie miedzyfazowe dla czystego uktadu bez surfaktantu.
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3.6.1. METODA POMIARU ZDOLNOSCI LIPOPEPTYDOW DO OBNIZANIA NAPIECIA
POWIERZCHNIOWEGO NA GRANICY FAZ POWIETRZE/WODA

Badania napie¢ na granicy faz powietrze/woda miaty potwierdzi¢ zdolno$¢ lipopeptydéw
do obnizania napiecia powierzchniowego. Do pomiaru napiecia powierzchniowego roztworéw
otrzymanych lipopeptydéw uzywano tensjometru automatycznego EasyDyne. Wykorzystano
metode pierScieniowg, ktéra opiera sie na pomiarze dynamometrycznym sity jakiej nalezy uzy¢,

by oderwac¢ od powierzchni cieczy pierscien wykonany z cienkiego drutu platynowo-irydowego.

W metodzie Du Noiiya ciecz jest podnoszona do gory az do zarejestrowania kontaktu
z pierScieniem. Nastepnie proébka cieczy opuszczana jest w dél, co powoduje powstanie
pod pier$cieniem filmu cieczy, ktdry jest rozciggany w miare opuszczania naczynia pomiarowego.
W trakcie rozciggania filmu cieczy osigga sie warto$¢ maksymalng sity, ktora jest rejestrowana.
W punkcie maksimum wektor sity jest doktadnie réwnolegly do kierunku ruchu, w tym momencie

kat zwilzania pierscienia jest réwny 0°.

W praktyce wysoko$¢ podnoszenia pier§cienia wzrasta az do momentu przekroczenia obszaru
maksymalnej sity. Nastepnie naczynie pomiarowe jest podnoszone, aby ponownie przej$¢ przez
punkt maksymalnej sity. Ta maksymalna warto$¢ sily, uzywana do obliczania napiecia

powierzchniowego, jest oznaczana w trakcie ruchu powrotnego naczynka pomiarowego (131).

Obliczenia napiecia powierzchniowego dokonuje sie wedtug wzoru (131):

Fmax — Fv
o= ——
L-cosa

gdzie:

o - napiecie powierzchniowe lub miedzyfazowe
Fmax — sita maksymalna

F,_masa objetosci podniesionej cieczy

L - dtugos¢ zwilzania

a - kat zwilzania

Badania objety pomiary napiecia powierzchniowego wodnych roztworéw lipopeptydow,
dla ktérych obserwowano wysoka aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa, czyli modyfikowanych
kwasem heksadekanowym, tetradekanowym oraz zawierajacych dwa tancuchy hydrofobowe.
Do przygotowania roztworéw surfaktantéw do badan fizykochemicznych stosowano wode, ktorej
napiecie powierzchniowe wynosito 71,5 mN/m. Pomiary wykonano w statej temperaturze
25 £ 0,2 °C pod stalym cis$nieniem atmosferycznym. Przed kazdym pomiarem pierscien

przemywano strumieniem wody oczyszczonej i wypalano w ptomieniu palnika gazowego.
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Dla kazdego z lipopeptydéw wykonano badania napiecia powierzchniowego w 3 niezaleznych
seriach pomiarowych. Jedna seria oznaczata pomiar o w zakresie powyzej i ponizej CMC, w ktorej
pojedynczego odczytu wartosci o dla danego stezenia ¢ (mmol/l) lipopeptydu dokonywano
po ustaleniu sie stanu rownowagi na granicy faz powietrze/woda, czyli gdy o nie ulegato zmianom.
Odchylenie standardowe pojedynczego pomiaru o byto obliczane automatycznie przez tensjometr

na podstawie 10 czastkowych pomiaréw i byto réwne rozdzielczosci aparatu (0,1 mN/m).

Metoda pierscieniowa wymaga korekcji zmierzonych wartosci, uwzgledniajgcej mase cieczy

podwieszonej pod pierscieniem. W tym celu wykorzystano metode Harkinsa i Jordana (131).

Na podstawie uzyskanych danych z 3 serii pomiarowych wyznaczono wartos$ci Srednie
o dla danego stezenia i wykreSlono izotermy adsorpcji lipopeptydéw, w postaci zaleznoSci
logarytmu ze stezenia w osi argumentéw i napiecia powierzchniowego w osi wartosci funkcji.
Wartosci CMC zostaly wyznaczone z punktu przeciecia sie dwoch prostych: w zakresie spadku
(ponizej CMC) i wzglednej stalo$ci napiecia powierzchniowego (powyzej CMC). Proste

na wykresach tworzono przez dodanie linii trendu, w tym celu korzystano z programu Excel 2007.

Aby potwierdzi¢, ze stezenie lipopeptydu nie ma wpltywu na wartosci napiecia
powierzchniowego powyzej CMC, wykonano badanie istotno$ci wartosci wspétczynnika

a réwnania regresji liniowej i wspétczynnika korelacji r (132).

Istotno$¢ wspétczynnika a i r zweryfikowano testem Studenta przy n - 2 stopniach swobody.
Postawiono hipoteze zerowa Ho: a = 0, r = 0. Wyznaczono graniczny poziom istotnosci ogan, ktérego

znajomo$¢ pozwala przeprowadzi¢ testowanie dla dowolnego poziomu istotnosci a (132):

— odrzucamy hipoteze zerowa Ho gdy: 0gran. < Q,

— nie ma podstaw do odrzucenia hipotezy zerowej Ho, gdy: Ogran. > a..

Do wnioskowania o istotno$ci wyznaczonych wspétczynnikdw réwnania regresji a i r przyjeto

warto$¢ a réwna 0,01.

Na rycinach 27 - 33 przedstawiono izotermy napiecia powierzchniowego analogéw
lipopeptydowych modyfikowanych kwasem heksadekanowym, 34 - 40 tetradekanowym, 41 - 45
zawierajgcych dwa tancuch hydrofobowe. Pod kazda rycing znajduje sie tabela zawierajaca
warto$ci wspétczynnikéw a, b i r réwnan regresji dwéch prostych, wyznaczonych w zakresach
powyzej i ponizej CMC oraz ocene statystyczng obliczonych wspoétczynnikéw réwnania

air prostej wyznaczonej w zakresie powyzej CMC.
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3.6.1.1. IZOTERMY NAPIECIA POWIERZCHNIOWEGOQ LIPOPEPTYDOW MODYFIKOWANYCH
KWASEM HEKSADEKANOWYM

6 [mN/m] 60

50
40
P
30 + T ]
-2 0 2
Log c [mmol/1]

Rycina 27. Izoterma napiecia powierzchniowego lipopeptydu Cis-K-NHz.

Tabela 41. Statystyczna analiza wynikow pomiaréw zaleznoSci napiecia powierzchniowego
od stezenia lipopeptydu C16-K-NHa.

Powyzej CMC,Ho:a=0;r=0 Ponizej CMC
wspotczynnik kierunkowy prostej:
warto$¢-a | -0,012 -83,9
Ogran. | 0,821
wyraz wolny:
warto$¢-b | 36,5 61,1
wspoétczynnik korelacji:
obliczony -r | -0,106 -0,959
Olgran. 01074
N
o [mN/m]
55
45 *-000000
35 + r )
-2 0 2
Log c [mmol/1]

Rycina 28. Izoterma napiecia powierzchniowego lipopeptydu Cis-KK-NHa.

Tabela 42. Statystyczna analiza wynikdw pomiaréw zaleznosci napiecia powierzchniowego
od stezenia lipopeptydu C16-KK-NHo.

Powyzej CMC, Ho:a=0;r=0 Ponizej CMC
wspotczynnik kierunkowy prostej:
warto$¢-a | 0,0141 -15,4
Qgran. | 0,119
wyraz wolny:
wartos¢-b | 45,1 61,7

wspétczynnik korelacji:
obliczony -r | 0,644 -0,847
Ogran. | 0,0329
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Rycina 29. Izoterma napiecia powierzchniowego lipopeptydu Ci6-KKK-NHoa.

Tabela 43. Statystyczna analiza wynikdw pomiaréw zaleznosci napiecia powierzchniowego
od stezenia lipopeptydu C16-KKK-NHa.

Powyzej CMC, Ho:a=0;r=0 Ponizej CMC
wspétczynnik kierunkowy prostej:
warto$¢-a | 0,0083 -2,83
Ogran. 0;602
wyraz wolny:
warto$¢-b | 49,9 63,6
wspétczynnik korelacji:
obliczony -r | 0,241 -0,975
Ogran. | 0,0694
6 [mN/m] 65 1
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Rycina 30. [zoterma napiecia powierzchniowego lipopeptydu C16-KKKK-NHa.

Tabela 44. Statystyczna analiza wynikdw pomiaréw zaleznosci napiecia powierzchniowego
od stezenia lipopeptydu C16-KKKK-NHa.

wspotczynnik kierunkowy prostej:
warto$¢ - a
QOlgran.

wyraz wolny:
warto$¢ - b

wspotczynnik korelacji:
obliczony - r

Olgran.

Powyzej CMC, Ho:a=0;r=0

-0,0042
0,293

50,9

-0,465
0,0528

Ponizej CMC

-1,19

68,3

-0,977
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Rycina 31. Izoterma napiecia powierzchniowego lipopeptydu Ci6-KG-NHo.

Tabela 45. Statystyczna analiza wynikdw pomiaréw zaleznosci napiecia powierzchniowego
od stezenia lipopeptydu C16-KG-NHo.

Powyzej CMC, Ho:a=0;r=0 Ponizej CMC

wspotczynnik kierunkowy prostej:
warto$¢-a | -0,0815 -64,1
Ogran. | 0,0243

wyraz wolny:
warto$¢-b | 40,8 59,6

wspétczynnik korelacji:
obliczony -r | -0,819 -0,87
Olgran. 0,0114
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Rycina 32. Izoterma napiecia powierzchniowego lipopeptydu C16-KGK-NHoa.

Tabela 46. Statystyczna analiza wynikow pomiaréw zaleznoSci napiecia powierzchniowego
od stezenia lipopeptydu C16-KGK-NHa.

Powyzej CMC, Ho:a=0;r=0 Ponizej CMC
wspoétczynnik kierunkowy prostej:
wartos¢-a | -0,0026 -8,38
Ogran. | 0,669
wyraz wolny:
warto$¢-b | 47,1 62,9

wspétczynnik korelacji:
obliczony -r | -0,198 -0,964
Ogran. | 0,0713
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Rycina 33. Izoterma napiecia powierzchniowego lipopeptydu C1s-KGKG-NHo.

Tabela 47. Statystyczna analiza wynikdw pomiaréw zaleznoSci napiecia powierzchniowego
od stezenia lipopeptydu C16-KGKG-NHz.

Powyzej CMC, Ho:a=0;r=0 Ponizej CMC
wspoétczynnik kierunkowy prostej:

wartos¢-a | -0,0166 -5,28

Qlgran, 0,255
wyraz wolny:
warto$¢-b | 47,6 67,1
wspétczynnik korelacji:
obliczony -r | -0,499 -0,991

Agran. | 0,0494

W tab. 48 przedstawiono, wyznaczone na podstawie izoterm napiecia powierzchniowego

wodnych roztworéw lipopeptydéw, wybrane parametry opisujagce zjawisko adsorpcji

lipopeptydéw modyfikowanych kwasem heksadekanowym na granicy faz powietrze/woda.

Tabela 48. Wybrane parametry lipopeptydoéw modyfikowanych kwasem heksadekanowym (granica faz
powietrze /woda).

Efektywnos¢

Lipopeptyd CMC wyznaczone Spr;w(/:vzr(:os'c' 6 omc [11?1\?7:11]
[mmol/1] [ug/ml] [mN/m]

C16-K-NH: 0,29 111,2 3,40 36,5 35,0
C16-KK-NH2 1,07 547,60 3,23 45,1 26,4
C16-KKK-NH2 4,80 3,07-103 2,41 49,9 21,6
C16-KKKK-NHz 14,60 11,2-103 1,88 50,9 20,6
C16-KG-NH2 0,29 127,80 3,95 40,8 30,7
C16-KGK-NHz2 1,89 1,07-103 2,90 47,1 24,4
C16-KGKG-NH2 3,70 2,3:103 2,55 47,6 23,9
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3.6.1.2.

KWASEM TETRADEKANOWYM
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Rycina 34. Izoterma napiecia powierzchniowego lipopeptydu Cis-K-NHoa.

Tabela 49. Statystyczna analiza wynikdw pomiaréw zaleznosci napiecia powierzchniowego

od stezenia lipopeptydu C14-K-NHz.

Powyzej CMC, Ho:a=0;r=0 Ponizej CMC
wspétczynnik kierunkowy prostej:
wartos¢-a | 0,058 -18,1
Qgran. | 0,0865
wyraz wolny:
warto$¢ -b | 38,1 56,7
wspétczynnik korelacji:
obliczony -r | 0,689 -0,976
Ogran. | 0,0272
¢ [mN/m] 70 ,
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Rycina 35. Izoterma napiecia powierzchniowego lipopeptydu Cis-KK-NHa.

Tabela 50. Statystyczna analiza wynikdw pomiaréw zaleznosci napiecia powierzchniowego

od stezenia lipopeptydu C14-KK-NHa.

wspétczynnik kierunkowy prostej:
wartos¢ - a
Ogran.

wyraz wolny:
warto$¢ - b

wspoétczynnik korelacji:
obliczony - r
Olgran.

Powyzej CMC,Ho:a=0;r=0

-0,0223
0,0666

46,6

-0,723
0,0231

Ponizej CMC

-4,37

65,8

-0,959
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Rycina 36. Izoterma napiecia powierzchniowego lipopeptydu Ci14-KKK-NHoa.

Tabela 51. Statystyczna analiza wynikdw pomiaréw zaleznosci napiecia powierzchniowego
od stezenia lipopeptydu C14-KKK-NHa.

Powyzej CMC, Ho:a=0;r=0 Ponizej CMC
wspdtczynnik kierunkowy prostej:
warto$¢-a | 0,0018 -1,42
Qgran. | 0,759
wyraz wolny:
warto$¢-b | 49,9 66,5

wspétczynnik korelacji:
obliczony -r | 0,143 -0,965
Ogran. | 0,0734
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Rycina 37. Izoterma napiecia powierzchniowego lipopeptydu C14-KKKK-NHa.

Tabela 52. Statystyczna analiza wynikdw pomiaréw zaleznoSci napiecia powierzchniowego
od stezenia lipopeptydu C14-KKKK-NHa.

Powyzej CMC, Ho:a=0;r=0 Ponizej CMC

wspotczynnik kierunkowy prostej:
warto$¢-a | -0,0015 -0,834
Ogran. | 0,0376

wyraz wolny:
warto$¢-b | 50,4 65,4

wspotczynnik korelacji:
obliczony -r | -0,782 -0,968
Ogran. | 0,0157
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Rycina 38. Izoterma napiecia powierzchniowego lipopeptydu C1s-KG-NHoa.

Tabela 53. Statystyczna analiza wynikdw pomiaréw zaleznosci napiecia powierzchniowego
od stezenia lipopeptydu C14-KG-NHo.

Powyzej CMC, Ho:a=0;r=0 Ponizej CMC
wspdtczynnik kierunkowy prostej:
warto$¢-a | -0,0056 -15,6
Ogran. 0;203
wyraz wolny:
warto$¢-b | 41,2 57,8

wspétczynnik korelacji:
obliczony -r | -0,548 -0,970
Ogran. | 0,0442
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Rycina 39. [zoterma napiecia powierzchniowego lipopeptydu C14-KGK-NHo.

Tabela 54. Statystyczna analiza wynikdw pomiaréw zaleznosci napiecia powierzchniowego
od stezenia lipopeptydu C14-KGK-NHa.

Powyzej CMC, Ho:a=0;r=0 Ponizej CMC
wspotczynnik kierunkowy prostej:
warto$¢-a | 0,0007 -6,25
Ogran. 0;855
wyraz wolny:
warto$¢-b | 46,0 63,4

wspétczynnik korelacji:
obliczony -r | 0,0856 -0,977
Ogran. | 0,0748
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Rycina 40. Izoterma napiecia powierzchniowego lipopeptydu C14-KGKG-NHo.

Tabela 55. Statystyczna analiza wynikdw pomiaréw zaleznosci napiecia powierzchniowego
od stezenia lipopeptydu C14-KGKG-NHo.

wspdtczynnik kierunkowy prostej:
wartos¢ - a
Ogran.

wyraz wolny:
warto$¢ - b

wspétczynnik korelacji:
obliczony - r
Qlgran.

Powyzej CMC, Ho:a=0;r=0

-0,0018
0,863

48,0

-0,0812
0,0749

Ponizej CMC

-2,73

66,7

-0,992

W tab. 56 przedstawiono, wyznaczone na podstawie izoterm napiecia powierzchniowego

wodnych roztworéw

lipopeptydéw, wybrane

parametry opisujgce

zjawisko adsorpcji

lipopeptyddéw modyfikowanych kwasem tetradekanowym na granicy faz powietrze/woda.

Tabela 56. Wybrane parametry lipopeptydéw modyfikowanych kwasem tetradekanowym (granica faz

powietrze /woda).
Lipopeptyd CMC wyznaczone Spr:‘(/:vzr:oéé
[mmol/I] [ug/ml]

C14-K-NH: 1,02 362,66 3,64
C14-KK-NHz 4,40 2,13-103 2,52
C14-KKK-NH: 11,70 7,16-103 2,00

C14-KKKK-NHz 18,04 13,35-103 1,81

C14-KG-NH2 1,06 437,36 3,46

C14-KGK-NH: 2,80 1,5-103 2,77
C14-KGKG-NH2 6,90 4,12-103 2,28

Efektywno$¢ Meme

O cMC
[mN/m] [mN/m]

38,1 33,4
46,6 249
49,9 21,6
50,4 21,1
41,2 30,3
46,0 25,5
48,0 23,5
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3.6.1.3. IZOTERMY NAPIECIA POWIERZCHNIOWEGO LIPOPEPTYDOW ZAWIERAJACYCH
DWA EANCUCHY HYDROFOBOWE
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Rycina 41. Izoterma napiecia powierzchniowego lipopeptydu (Cs)2-KKKK-NH-.

Tabela 57. Statystyczna analiza wynikdw pomiaréw zaleznosci napiecia powierzchniowego
od stezenia lipopeptydu (Cs)2-KKKK-NHz.

Powyzej CMC, Ho:a=0;r=0 Ponizej CMC
wspoétczynnik kierunkowy prostej:
warto$¢-a | 0,0027 -2,59
Ogran. 014’87
wyraz wolny:
warto$¢-b | 43,5 61,1

wspétczynnik korelacji:
obliczony -r | 0,318 -0,943
Olgran. 0,0649
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Rycina 42. Izoterma napiecia powierzchniowego lipopeptydu (Ci0)2-KKKK-NHo.

Tabela 58. Statystyczna analiza wynikdw pomiaréw zaleznosci napiecia powierzchniowego
od stezenia lipopeptydu (C10)2-KKKK-NHz.

Powyzej CMC, Ho:a=0;r=0 Ponizej CMC
wspétczynnik kierunkowy prostej:
warto$¢-a | 0,0033 -9,44
Ogran. 0;844
wyraz wolny:
warto$¢-b | 43,8 60,5

wspétczynnik korelacji:
obliczony -r | 0,0926 -0,938
Ogran. | 0,0747
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Rycina 43. Izoterma napiecia powierzchniowego lipopeptydu (Ci2)2-KKKK-NH,.

Tabela 59. Statystyczna analiza wynikdw pomiaréw zaleznosci napiecia powierzchniowego
od stezenia lipopeptydu (C12)2-KKKK-NHz2.

Powyzej CMC, Ho:a=0;r=0 Ponizej CMC
wspotczynnik kierunkowy prostej:
warto$¢-a | -0,0612 -29,0
Qgran. | 0,122
wyraz wolny:
warto$s¢-b | 45,1 64,3

wspétczynnik korelacji:
obliczony -r | -0,639 -0,906
Ogran. | 0,0335
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Rycina 44. Izoterma napiecia powierzchniowego lipopeptydu (Ci4)2-KKKK-NHo.

Tabela 60. Statystyczna analiza wynikow pomiaréw zaleznoSci napiecia powierzchniowego
od stezenia lipopeptydu (C14)2-KKKK-NHz.

Powyzej CMC, Ho:a=0;r=0 Ponizej CMC
wspoétczynnik kierunkowy prostej:
wartos¢-a | -0,382 -114,0
Qgran. | 0,121
wyraz wolny:
warto$¢-b | 46,8 65,5

wspétczynnik korelacji:
obliczony -r | -0,641 -0,98
Ogran. | 0,0333
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Rycina 45. Izoterma napiecia powierzchniowego lipopeptydu (Cis)2-KKKK-NH..

Tabela 61. Statystyczna analiza wynikdw pomiaréw zaleznosci napiecia powierzchniowego
od stezenia lipopeptydu (C16)2-KKKK-NHz.

Powyzej CMC, Ho:a=0;r=0 Ponizej CMC

wspdtczynnik kierunkowy prostej:
warto$¢-a | -0,179 -137,0
Qgran. | 0,0428

wyraz wolny:
warto$¢-b | 46,5 62,2

wspétczynnik korelacji:
obliczony -r | -0,770 -0,941
Ogran. | 0,0172

W tab. 62 przedstawiono, wyznaczone na podstawie izoterm napiecia powierzchniowego
wodnych roztworéw lipopeptydéw, wybrane parametry opisujagce zjawisko adsorpcji

lipopeptyddw zawierajacych dwa tancuchy hydrofobowe na granicy faz powietrze/woda.

Tabela 62. Wybrane parametry lipopeptydéw modyfikowanych kwasem tetradekanowym (granica faz
powietrze /woda).

. CMC wyznaczone Sprawnos¢ Efektywnos¢ Teme
Lipopeptyd G oM
pC2o
[mmol/1] [ng/mi] [mN/m] [mN/m]
(Cs)2-KKKK-NH2 6,80 5,32-103 2,48 43,5 28,0
(C10)2-KKKK-NH: 1,76 1,47-103 3,10 43,8 27,7
(C12)2-KKKK-NH2 0,66 590,20 3,40 45,1 26,4
(C14)2-KKKK-NH: 0,16 152,06 3,96 46,8 24,7
(C16)2-KKKK-NH: 0,11 110,70 4,15 46,5 25,0
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4. OMOWIENIE I DYSKUSJA WYNIKOW

OCENA JAKOSCI I TOZSAMOSCI OTRZYMANYCH LIPOPEPTYDOW

Zastosowana w pracy metoda syntezy na nos$niku stalym (SPPS) jest obecnie najczesciej
wybierang metodg do otrzymywania zwigzkéw peptydowych o  wlasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych (133; 134), ale takze przeciwwirusowych (135) lub przeciw-

nowotworowych (136).

Zastosowane w czeSci doswiadczalnej sposoby oczyszczania lipopeptydéw (SPE, RP-HPLC)
byty wystarczajace do otrzymania produktu, ktérego czystos$¢ siegata >98%. W obu przypadkach
ztoze krzemionkowe bylo modyfikowane tancuchem oktadecylowym, cho¢ niektérzy autorzy
donosza, ze zastosowanie zloza chromatograficznego C-4 do oczyszczania lipopeptydow,

jest rownie dobrym rozwigzaniem (137).

Zastosowanie ekstrakcji do fazy statej, jako pierwszego etapu oczyszczania, nie jest
powszechne. Znaczna cze$¢ autorow wskazuje RP-HPLC, jako jedyng metode oczyszczania. Jednak
etap ekstrakcji do fazy statej poprzedzajacy wiasciwe oczyszczanie, umozliwiat usuniecie znacznej
czesSci drobnoczasteczkowych zanieczyszczen hydrofobowych (138). Takie podej$cie zabezpieczato
uktad HPLC, stosowany w drugim etapie oczyszczania przed naglym wzrostem ci$nienia,

spowodowanym przez naniesienie na kolumne duzej iloSci substancji niepolarnych.

Zastosowang do potwierdzenia tozsamo$ci lipopeptydéw metode MALDI-TOF charakteryzuje
fagodna metoda jonizacji prébki, w zwigzku z czym nie dochodzi do fragmentacji badanej
substancji. Dlatego interpretacja widm masowych dla otrzymanych lipopeptydéw sprowadzata sie
do odczytania warto$ci masy czasteczkowej badanego zwigzku powiekszonej o mase protonu
[M+H*] i poréwnaniu jej z obliczong teoretycznie masg lipopeptydu. Z analizy widm masowych
przedstawionych w aneksie, na ryc. 52 - 91 wynika, ze wszystkie otrzymane metoda SPPS
lipopeptydy odpowiadaja zaprojektowanym wcze$niej strukturom. Poniewaz analize MS
lipopeptydéw wykonywano w dwdch réznych matrycach: kwasie a-cyjano-4-hydroksy-
cynamonowym (CCA) i kwasie 2,5-dihydroksybenzoesowym (DHB) na zalaczonych w aneksie
widmach masowych moga by¢ widoczne piki pochodzace od tych matryc. W przypadku matrycy
CCA s3 to piki o wartosciach: 164,0; 172,0; 190,0; 288,2; 316,3; 335,1; 379,0; 416,0. Z kolei dla
matrycy DHB: 118,0; 137,1; 154,0; 163,0; 244,2; 272,3; 288,3; 316,3; 332,3; 358,3; 412,1. W aneksie
zalaczono widma MALDI-TOF dla tych matryc (ryc. 50 i 51). Ponadto obok gléwnego piku
molekularnego danego lipopeptydu moga pojawiaé sie piki adduktow [M+Na]*
i [M+K]* o mniejszej intensywnos$ci, powstajgce na skutek zbyt niskiego stezenia jonéow H*

w analizowanej prébce.
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Giacometti i wsp. (139) oraz Sarig i wsp. (140) réwniez wykorzystywali metode MALDI-TOF
do identyfikacji syntetycznych zwigzkéw o budowie peptydowej. Niektdre prace badawcze donosza
o mozliwosci dodatkowego potwierdzenia tozsamosci zwigzkdéw peptydowych poprzez wykonanie

analizy aminokwasowej (107; 106).

4.1. OCENA WYNIKOW BADAN WtASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNYCH
OTRZYMANYCH LIPOPEPTYDOW

OCENA BILANSU HYDROFILOWO-LIPOFILOWEGO

Wartos¢ HLB pozwala na wstepne okreslenie potencjalnego wykorzystania zwigzku
powierzchniowo czynnego. W tab. 63 przedstawiono zakresy HLB surfaktantéw i odpowiadajace

im zastosowanie (19).

Do wyznaczenia HLB zastosowano metode McGowana, gdyz okresla ona czastkowe wartoSci
HLB dla wszystkich elementdéw strukturalnych tworzacych otrzymane lipopeptydy. W tab. 16
przedstawiono obliczone wartosci bilansu hydrofilowo-lipofilowego dla otrzymanych
lipopeptyddw. Obliczenn dokonywano przy zatozeniu sprotonowania wszystkich grup e-aminowych

wystepujacych w lipopeptydach.

Tabela 63. Potencjalne zastosowanie surfaktantéw na
podstawie wartosci bilansu hydrofilowo liofilowego (19).

Zakres HLB Zastosowanie
3-6 Emulgatory w/o
7-9 Srodki zwilzajace

8-18 Emulgatory o/w
13-15 Detergenty
15-18 Solubilizatory

Na podstawie szacunkéw wykonanych metoda McGowana mozna stwierdzi¢, ze HLB
dla wszystkich 40 otrzymanych lipopeptydéw jest wieksze od 10 stad mozna przypuszczaé
o prawdopodobnym braku zastosowania otrzymanych lipopeptydéw  kationowych,
jako emulgatoréw w/o, ktére wymagaja HLB surfaktantu od 3 do 6 oraz $rodkéw zwilzajacych,

dla ktérych optymalny zakres HLB to 7 - 9.

W przypadku lipopeptydu Ci6-KG-NH; uzyskano warto$¢ HLB zawarta w przedziale 15 - 18.
Moze to $wiadczy¢ o prawdopodobnych wiasciwosciach solubilizujacych tego zwigzku. W przedziat
HLB o wartosci 13 - 15, ktéry obejmuje detergenty, wpisuja sie lipopeptydy Ci2-KG-NHo,
C10-KG-NH2i Cg-K-NH». Na podstawie klasyfikacji zamieszczonej w tab. 63, do emulgatoréw o/w,
oprocz trzech wyzej wymienionych lipopeptydéw mozna zaliczy¢ takze Ci6-K-NHz, Ci6-KG-NHp,
C14-K-NH;, C14-KG-NH3, C12-K-NH; i C19-K-NH>. Dla wszystkich pozostatych lipopeptydéw obliczona
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warto$¢ HLB jest wieksza od 18. Dla lipopeptydéw zawierajacych dwa tancuchy hydrofobowe
warto$¢ HLB nie spada ponizej 20. Tak wysoka wartos¢ HLB moze wskazywa¢ na potencjalne

zastosowanie tych lipopeptydéw jako substancji solubilizujacych.

OCENA UZYSKANYCH WARTOSCI LOGP

Do wyznaczenia wspétczynnika podziatu n-oktanol/woda (ryc. 15 - 20) dla otrzymanych
lipopeptydéw wykorzystano trzy programy komputerowe. Zatem dla kazdego z lipopeptydéw

wyznaczono trzy warto$ci LogP.

W rozdz. 2.2. otrzymane lipopeptydy podzielono na grupy od 1 do 6, gdzie grupa 1
to lipopeptydy modyfikowane kwasem heksadekanowym, 2 - tetradekanowym, 3 - dodekanowym,

4 - dekanowym, 5 - oktanowym oraz 6 to lipopeptydy zawierajace dwa tancuchy hydrofobowe.

Na ryc. 15 - 19 przedstawiono przebieg zalezno$ci uzyskanych wartosci LogP od sktadu
aminokwasowego lipopeptydéw z grup 1 - 5, a na ryc. 20 przedstawiono przebieg zaleznosci LogP
od dtugosci przytaczonych tancuchéw hydrofobowych dla lipopeptydéw z grupy 6, dla ktérych
sktad aminokwasowy hydrofiloweego fragmentu jest staty (KKKK).

Uzyskane wartosci LogP, w obrebie grup 1 - 5 wykazujg silng zalezno$¢ od sktadu
aminokwasowego hydrofilowych fragmentéw lipopeptydéw. W miare zwiekszania iloSci reszt
aminokwasowych wchodzacych w sktad hydrofilowego fragmentu czasteczki, warto$¢ LogP spada,
co wskazuje na ogélny wzrost hydrofilowosci tych zwigzkéw. Z uzyskanych wartosci LogP
dla lipopeptydéw z grupy 6 wynika, ze warto$c¢ ta jest najwyzsza dla zwiazku zawierajacego dwa
tancuchy heksadekanowe, co moze wskazywaé na jego najwyzsza lipofilowosé. Najmniej

lipofilowym z tej grupy okazat sie zwigzek modyfikowany kwasem oktanowym.

Poréwnujac wartosci LogP wyznaczone za pomoca trzech réznych programéw komputerowych
mozna zauwazy¢, ze s3 one podobne. Najwieksza rozbieznos$¢ uzyskanych wartosci LogP
zaobserwowano w przypadku, gdy zwigzek charakteryzuje zblizona rozpuszczalno$¢ w n-oktanolu

i w wodzie (LogP w granicach od -1 do 1) oraz, gdy jest wysoce lipofilowy (LogP > 5).

Oceniajac wyznaczone wartosci LogP dla poszczegélnych lipopeptydéw nalezy poréwnac
je do powszechnie stosowanych s$rodkéw konserwujacych. Z danych literaturowych
przedstawionych w tab. 6 wynika, ze warto$¢ LogP dla fenoksyetanolu wynosi 1,16; dla chlorku
benzalkoniowego 1,9; parabenu M 1,96; parabenu P 3,04. S3 to zatem zwigzki o wtasciwosSciach
lipofilowych. Podobne wartosci LogP, sugerujace lipofilowos$¢, uzyskano dla szeregu lipopeptydoéw,
np. wartosci LogP wyznaczone dla Cis-KKKK-NH, wynosza od 2,64 do 3,46 (ryc. 15);
dla C14-KKK-NH; od 2,56 do 3,02 (ryc. 16); dla C1o-KKK-NH; od 0,78 do 1,34 (ryc. 18) a dla
(Cg)2-KKKK-NH2 od 1,96 do 2,07 (ryc. 20). Wsréd otrzymanych lipopeptydéw sa zatem takie,
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ktérych warto$ci wspotczynnika podziatu n-oktanol/woda mogg by¢ poréwnywalne z warto$ciami

LogP $rodkéw konserwujacych stosowanych komercyjnie.

Poniewaz definicja LogP kaze rozpatrywacé czasteczke elektrycznie obojetng, a otrzymane
lipopeptydy sa czasteczkami natadowanymi dodatnio, to odosobnione spojrzenie tylko
na ich warto$¢ LogP moze dawa¢ niepelny obraz ich zachowania na granicy faz. Nalezy zatem
przeanalizowa¢ ich prawdopodobne zachowanie na granicy faz olej/woda w zmieniajacym sie pH

fazy wodnej, czyli warto$¢ wspoétczynnika dystrybucji LogD.

OCENA UZYSKANYCH WARTOSCI LOGD

Otrzymane lipopeptydy sa zwiazkami zawierajgcymi jonizowalne grupy e-aminowe
w lancuchach bocznych lizyny, ktéra jest sktadowa hydrofilowego fragmentu czasteczki

surfaktantu. Konsekwencja jest silna zalezno$¢ wspotczynnika podziatu od pH $rodowiska.

Z krzywej potencjometrycznego miareczkowania lizyny (ryc. 46) mozna odczytac,
ze w fizjologicznym pH = 7,4 grupa e-aminowa jest sprotonowana. W pH ponizej pK; sumaryczny
tadunek czasteczki wynosi +2, w pH miedzy pK; a pK; +1, w pH miedzy pK; a pKs; 0 a w pH powyzej
pKs -1. Wynika z tego, ze dopiero w pH powyzej 10,5 grupa e-aminowa jest elektrycznie obojetna

(141).
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Rycina 46. Krzywa potencjometrycznego miareczkowania lizyny, gdzie: pK1 = 2,2; pK2 =9,1; pK3 = 10,5 (141).

Warto$¢ statej dysocjacji grupy e-aminowej nie zmienia sie znacznie pod wplywem tworzenia
wigzania peptydowego i dla zwigzkéw o budowie peptydowej wynosi 10 (142). pKs implikuje
zachowanie lipopeptydéw w uktadach dwufazowych. Skoro grupa e-aminowa w przybliZonym

zakresie pH 0 - 10 jest dodatnio natadowana, to sumaryczny tadunek dodatni lipopeptydu bedzie
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w tym zakresie réwny liczbie czasteczek lizyny wbudowanych w hydrofilowy fragment czasteczki.
Powyzsze przestanki pozwalaja domniemywac, ze przedstawione na ryc. 21 - 26 zaleznosSci LogD
od pH moga by¢ prawdopodobne. Dla wszystkich grup (1 - 6) otrzymanych lipopeptydow
w zakresie pH od 0 do ok. 7,5 stwierdzono brak zalezno$ci LogD od pH. Jest to przypuszczalnie
zwigzane z pelnym protonowaniem catej populacji grup e-aminowych zwigzkéw, ktére warunkuje

statg warto$¢ rozpuszczalnosci lipopeptydéw w uktadzie dwufazowym, w omawianym zakresie pH.

Analizujac LogD = f(pH) w zakresie pH 0 - 7,5 dla grup 1 - 5 lipopeptyddw, mozna stwierdzi¢,
ze najnizsze wartosci LogD charakteryzujg lipopeptydy, ktérych hydrofilowy fragment czasteczki
sktada sie z czterech reszt lizyny. Najwyzsze warto$ci LogD obserwowano dla lipopeptydow,
ktérych hydrofilowy fragment stanowi jedna reszta lizyny. Wartosci LogD lipopeptydéw z grupy
6 s3 zalezne od dtugosci tancuchéw hydrofobowych. Najnizsze LogD zaobserwowano

dla (Cg)2-KKKK-NH2, najwyzsze zas dla (C16)2-KKKK-NH;.

W zakresie pH od 7,5 do ok. 10,5 nastepuje wzrost wartosci LogD wszystkich lipopeptydow.
W obrebie grup 1 - 5 otrzymanych zwigzkéw, nachylenie krzywej jest najwieksze dla lipopeptydow
zawierajacych cztery czasteczki lizyny. Najmniej strome nachylenie krzywych obserwujemy
dla lipopeptydéw, ktérych fragment hydrofilowy zbudowany jest z jednej czasteczki lizyny (K i KG).
Lipopeptydy z grupy 6 charakteryzuje jednakowe nachylenie krzywej w omawianym zakresie pH,
ze wzgledu na identyczny sktad aminokwasowy hydrofilowego fragmentu czasteczki. Wzrost LogD
w zakresie od 7,5 do ok. 10,5 pH spowodowany jest najprawdopodobniej spadkiem ilosci w pei
sprotonowanych grup e-aminowych lipopeptydéw, co prowadzi do zmniejszenia rozpuszczalnos$ci

w rozpuszczalniku polarnym.

Wartos$¢ pKsi przebieg LogD = f(pH) pozwala przypuszczac, ze lipopeptydy zawierajace wiecej
niz jedna reszte aminokwasu zasadowego, beda dobrze rozpuszczalne w rozpuszczalniku polarnym
uktadéw wielofazowych w szerokim zakresie pH. Ponadto beda obdarzone fadunkiem dodatnim,

ktéry z zaloZenia ma odpowiadac za ich aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa.

4.2. OCENA WYNIKOW BADAN WLASCIWOSCI PRZECIWDROBNOUSTROJOWYCH
OTRZYMANYCH LIPOPEPTYDOW

OCENA AKTYWNOSCI PRZECIWDROBNOUSTROJOWE] LIPOPEPTYDOW MODYFIKOWANYCH
KWASEM HEKSADEKANOWYM

Na podstawie danych zawartych w tab. 17 - 19 stwierdzono, Ze lipopeptydy modyfikowane
kwasem heksadekanowym wykazuja wysoka aktywno$¢ mikrobiologiczng zaréwno wobec
szczepow bakterii Gram dodatnich G (+) jak i Gram ujemnych G (-), przy czym bardziej aktywne
sg w stosunku do bakterii G (+).
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Najskuteczniejsze dziatanie hamujgce wzrost bakterii zaobserwowano dla analogéw
zawierajacych wiecej niz jedng reszte aminokwasu zasadowego: Ci-KK-NH;, C16-KKK-NHp,
C16-KKKK-NH; oraz Ci6-KGK-NH, i Ci6-KGKG-NH;. Wykazano, ze wszystkie hamuja wzrost
drobnoustrojéw G (+) i G (-) w zakresie stezeni 4 - 16 pug/ml. Wyjatek stanowi szczep P. vulgaris,
ktéry jest odporny na dziatanie najaktywniejszych palmitynianéw a warto$¢ MIC osigga warto$é
512 pg/ml dla wszystkich analogéw. Najstabsze zahamowanie wzrostu szczepéw bakterii G (-)

zanotowano dla lipopeptydéw zawierajacych jeden zasadowy aminokwas: C16-K-NH2 i C16-KG-NHa.

Najaktywniejsze lipopeptydy modyfikowane kwasem heksadekanowym: Ci6-KK-NHj,
C16-KKK-NH2, C16-KKKK-NH; oraz C16-KGK-NH; i C16-KGKG-NH; dziataja bdjczo na bakterie G (+)
i G (-) w zakresach stezen zblizonych do MIC, bo od 4 do 32 pug/ml. Aktywno$¢ bakteriobodjcza
analogéw zawierajacych jedna lizyne: Ci6-K-NH; oraz C16-KG-NH; jest wyraznie nizsza. Wprawdzie
S. epidermidis, B. subtillis i E. fecalis sa wrazliwe na ich dzialanie juz przy stezeniu 4 - 64 pg/ml,
ale S. aureus dopiero przy 512 pg/ml. W przypadku bakterii G (-) zaobserwowano duzo stabsze
wlasciwosci bojcze. Warto$ci MBC zwigzkédw, ktérych sumaryczny tadunek czasteczki wynosi

+1 osiagajq wartosci zawarte w przedziale 256 - 1-103 ug/ml

Ponadto stwierdzono, ze badane zwigzki sa stabo aktywne wobec drozdzakéw z rodzaju

Candida i ple$ni z rodzaju Aspergillus. Wskazuja na to zaréwno warto$ci MIC jak i MFC.

Sposréd siedmiu analogéw najlepsze wtasciwosci hamujgce wzrost drozdzakéw
i grzybow zanotowano dla Ci6-KK-NH;, Ci6-KKK-NH; oraz Cis-KKKK-NH;. Zaréwno stezenie
hamujace wzrost MIC jak i grzybobdjcze MFC wynosi dla nich 128 pg/ml. Analogi zawierajace
w sekwencji aminokwasowej glicyne: Ci6-KG-NH;, C16-KGK-NH; oraz Cis-KGKG-NH; wykazuja
stabsza aktywnos¢é wobec szczepow C. tropicalis i A. niger. W przypadku lipopeptydu zawierajacego
jednag lizyne Ci6-K-NH; wykazano najnizsza aktywno$¢ przeciwgrzybiczng sposréd wszystkich

otrzymanych palmitynianéw.

W literaturze opisany jest zwiazek Ci6-KK-NH,. Interesujace sa badania przeprowadzone
na modelach szczurzych, gdzie Cis-KK-NH; wykazywat sie skutecznoscia wobec indukowanych
infekcji gronkowcowych, nie wywotujac jednoczes$nie szkodliwych skutkéw ubocznych u badanych
zwierzat (143; 144; 145). Kamysz i wsp. badali aktywno$¢ C16-KK-NH; oraz C16-KK-OH wobec Gram
dodatnich ziarniakéw opornych na metycyline i wankomycyne. Badane zwigzki wykazywaty
sie wysoka aktywnoS$cig przeciwdrobnoustrojowa wobec badanych szczepéw oraz niewielkie

dziatanie synergistyczne w potaczeniu z amoksycyling, imipenemem oraz wankomycyng (146).

Oznaczano réwniez aktywno$¢ przeciwbakteryjng krétkich lipopeptydéw wobec klinicznych
szczepow S. aureus. Badane zwigzki: Ci6-KK-NH;, Ci16-KKK-NH;, Ci6-KKKK-NH2, C16-KG-NH:
oraz C16-KGK-NH, wykazywaty wysoka aktywno$¢ przeciwgronkowcowa w stosunku
do wszystkich badanych szczepdéw w tym opornych na chloramfenikol, erytromycyne

i penicyline G (147).

88



Omoéwienie i dyskusja wynikéw

OCENA AKTYWNOSCI PRZECIWDROBNOUSTROJOWE] LIPOPEPTYDOW MODYFIKOWANYCH
KWASEM TETRADEKANOWYM

Na podstawie danych zawartych w tab. 20 - 22 mozna stwierdzi¢, Ze lipopeptydy
modyfikowane kwasem tetradekanowym wykazuja wysoka aktywno$¢ mikrobiologicznag wobec

szczepOow bakterii Gram dodatnich i Srednig wobec bakterii Gram ujemnych.

Najskuteczniej hamujg wzrost drobnoustrojéow Gram dodatnich analogi Cis-KK-NH;
i C14-KKK-NH;. Ich warto$ci MIC mieszcza sie w przedziale 4 - 64 pg/ml. Sposréd czterech
badanych szczepow bakterii G (+), najbardziej wrazliwy jest szczep B. subtillis a najmniej szczep
S. aureus. Stabsza aktywno$¢ tych lipopeptydéw zaobserwowano w stosunku do bakterii G (-),
sposrdd ktdérych P. vulgaris przejawial najmniejszg wrazliwo$¢. Uzyskana warto$¢ MIC tego szczepu

toaz 512 pg/ml.

Mirystyniany, podobnie jak palmityniany przejawiajg stabsza aktywno$¢ bakteriobdjcza
w stosunku do bakterii G (-) niz G (+). Najbardziej aktywne bdjczo okazaly sie analogi C14-KK-NH;
i C14-KKK-NH,. Najbardziej wrazliwymi na ich dziatanie szczepami sa B. subtillis i S. epidermidis,

a MBC wyznaczone dla tych drobnoustrojéow zawiera sie w przedziale 4 - 8 pg/ml.

Szczep P. vulgaris okazat sie odporny na bdjcze dziatanie wszystkich analogéw

modyfikowanych kwasem tetradekanowym, na co wskazuje warto$¢ MBC powyzej 512 pg/ml.

Lipopeptydy modyfikowane kwasem tetradekanowym sg $rednio aktywne wobec grzybow
z rodzaju Candida i Aspergillus. Najnizsza warto$¢ stezenia hamujgcego wzrost i grzybobdjczego,
ktore wyniosto 64 pg/ml wobec A. niger zanotowano w dwdch przypadkach: Ci4-KKK-NH;
i C14-KKKK-NH,. Wymienione zwigzki hamuja wzrost C. albicans i C. tropicalis nieco stabiej,

bo w stezeniu dwa razy wyzszym (128 pg/ml).

Stwierdzono, ze wszystkie lipopeptydy modyfikowane kwasem tetradekanowym dziataja

hamujgco i béjczo na badane szczepy C. albicans, C. tropicalis i A. niger w tych samych stezeniach.

Makovitzki i wsp. otrzymali lipopeptydy ztozone z czasteczek lizyny, glicyny, alaniny, leucyny
i izoleucyny acylowane kwasami dodekanowym, tetradkanowym i heksadekanowym. Do kazdego
z lipopeptydéw wprowadzono aminokwas o konfiguracji D. Najnizsze wartosci MIC otrzymano
dla zwigzku C16-KGG-[D]-K-NH; jednoczes$nie zanotowano jego silne wtasciwos$ci hemolizujace

(148).
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OCENA AKTYWNOSCI PRZECIWDROBNOUSTROJOWE] LIPOPEPTYDOW MODYFIKOWANYCH
KWASEM DODEKANOWYM

Na podstawie wartosci MIC, MBC i MFC zawartych w tab. 23 - 25 stwierdzono,
ze lipopeptydy modyfikowane kwasem dodekanowym wykazuja $rednig lub stabg aktywno$¢

mikrobiologiczng wobec szczepéw bakterii Gram dodatnich i Gram ujemnych.

Sposéréd  wszystkich zwigzkéw modyfikowanych kwasem dodekanowym najbardziej
wyréwnang aktywno$cig hamujgca wzrost wyrodzniaty sie analogi zawierajace jedng reszte
aminokwasu zasadowego: Ci2-K-NH; i C12-KG-NH,. Warto$¢ MIC wyznaczone dla tych zwigzkow
w stosunku do bakterii G (+) i G (-) zawierajg sie w przedziale 128-256 pg/ml. Wyjatek stanowi
szczep P. vulgaris, dla ktorego stezenie hamujgce wzrost i bakteriobdjcze wynosi 512 pg/ml.
Z poréwnania aktywnosci hamujacej wzrost drobnoustrojéw G (+) i G (-) omawianych zwigzkow
wynika brak tendencji do skuteczniejszej aktywnos$ci wobec szczepéw G (+), ktéra obserwowano

dla zwigzkéw modyfikowanych kwasami heksadekanowym i tetradekanowym.

Lipopeptydy zawierajace dwie i trzy reszty lizyny (Ci2-KK-NH;, C12-KKK-NH;) charakteryzuje
niewyréwnana aktywno$¢. Hamuja wzrost S. epidermidis i B. subtillis w stezeniu 64pg/ml,
ale S. aureus dopiero przy stezeniu 2 i 1 mg/ml odpowiednio. Rozwazane wyzej zwigzki

sg praktycznie nieaktywne wobec szczepéw bakterii G (-).

Aktywno$¢ bdjcza lipopeptydow: Ci2-K-NH, i Ci2-KG-NH; przedstawia sie identycznie
jak aktywno$¢ hamujaca wzrost tylko dla S. epidermidis i E. fecalis. Dla szczepéw S. aureus

i B. subtillis zaobserwowano dwukrotny wzrost stezenia wywotujacego Smierc¢ komorki.

Lipopeptydy zawierajace dwie i trzy reszty lizyny (Ci2-KK-NHz, C12-KKK-NH?) nie sg aktywne
bakteriobdjczo w stosunku do Zadnego z przebadanych szczepéw G (-). Najbardziej wrazliwy
na dziatanie Cq2-KKK-NH; okazat sie szczep P. aeruginosa, przy czym MBC w tym przypadku siega
wartosci 512 pg/ml.

Lipopeptydy modyfikowane kwasem dodekanowym stabo hamujg wzrost drozdzakéw
z rodzaju Candida i kropidlaka A. niger. Najskuteczniej dziata zwigzek zawierajacy cztery lizyny
C12-KKKK-NH;, MIC dla tego zwigzku zawiera sie w zakresie 128-256 ug/ml. Prawie identyczne
wilasciwosci wykazano dla Ci2-K-NH;. Pozostate analogi nie wykazywaly znacznej aktywno$ci
hamujacej wzrost badanych grzybéw. Najlepsze wyniki minimalnego stezenia grzybobdjczego
zanotowano dla Ci2-KKKK-NH,. Analogi Ci2-K-NH; i Ci2-KG-NH; prezentowaty identyczna
aktywno$¢ grzybobdjcza - 512 pg/ml.

Sarig i wsp. otrzymali lipopeptyd ztozony z 3 czasteczek lizyny i dwoéch tancuchédw
dodekanowych (Ci2-KK-C12-K-NHz), przy czym jeden z tancuchéw hydrofobowych rozdzielat

fragment aminokwasowy na dwie czesci. Dla tego zwigzku stwierdzono bardzo wysoka aktywnos¢
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przeciwdrobnoustrojowa wobec szczepow S. aureus (2,5 - 5 pg/ml) i stabsza wobec E. coli

(= 40 p/ml) (149).

OCENA AKTYWNOSCI PRZECIWDROBNOUSTROJOWE] LIPOPEPTYDOW MODYFIKOWANYCH
KWASEM DEKANOWYM

Na podstawie danych zawartych w tab. 26 - 28 stwierdzono, ze lipopeptydy modyfikowane
kwasem dekanowym charakteryzuje $rednia, staba aktywno$¢ wobec szczepéw bakterii Gram

dodatnich i Gram ujemnych lub jej brak.

Sposéréd przebadanych lipopeptyddw najskuteczniej hamuja wzrost drobnoustrojow G (+)
analogi C10-KKK-NH; oraz Cio-KKKK-NH.. Srednio wrazliwe na ich dzialanie s3 szczepy
S. epidermidis i B. subtillis. Szczepy S. aureus i E. fecalis pozostajg odporne na ich dziatanie. Zaden
z otrzymanych lipopeptydéw modyfikowanych kwasem dekanowym nie hamowat wzrostu bakterii
G (-). Jedynie analog C1o-K-NH; wykazywat bardzo stabg aktywnos$¢ wobec szczepu P. aeruginosa,

a warto$¢ MIC zanotowano na poziomie 512 pug/ml.

Wszystkie analogi modyfikowane kwasem dekanowym charakteryzuje brak aktywnosci
bakteriobdjczej wobec szczepow S. aureus i E. fecalis. Szczepy S. epidermidis i B. subtillis sa bardziej
wrazliwe na ich dziatanie, w szczeg6lnosci na analogi C19-KKK-NH; oraz Ci1o-KKKK-NH; a wartosci
MBC wyznaczone dla tych zwigzkéw przyjmuja warto$ci od 128 do 256 ug/ml. Badania
minimalnego stezenia bakteriobdjczego w stosunku do bakterii G (-) wskazuja, ze otrzymane

analogi nie dziatajg bdjczo na zaden testowany szczep.

Lipopeptydy modyfikowane kwasem dekanowym nie hamuja wzrostu drozdzakéw z rodzaju
Candida i ple$ni z rodzaju Aspergillus. Stabg aktywno$¢ na poziomie 512 pg/ml zauwazono
dla zwigzkéw C1o-KGK-NH; i C19-KGKG-NH; w stosunku do C. tropicalis, oraz dla Cio-K-NH;

w stosunku do A. niger.

OCENA AKTYWNOSCI PRZECIWDROBNOUSTROJOWE] LIPOPEPTYDOW MODYFIKOWANYCH
KWASEM OKTANOWYM

Na podstawie danych zawartych w tab. 29 - 31 stwierdzono, ze lipopeptydy modyfikowane

kwasem oktanowym s3g nieaktywne wobec szczep6éw bakterii Gram dodatnich i Gram ujemnych.

Sposréd siedmiu otrzymanych analogéw jedynie dla Cg-KKK-NH; i Cg-KGK-NH; zauwazono

dziatanie hamujace wzrost bakterii G (+) dla szczepu S. epidermidis na poziomie 256 pg/ml.
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Dodatkowo Cg-KGK-NH; hamowat wzrost B. subtillis w stezeniu 512 ug/ml. Szczepy S. aureus

i E. fecalis nie byty wrazliwe na ich dziatanie.

Wszystkie przebadane szczepy bakterii G (-) wykazywaly sie odpornoscia na dziatanie

hamujace wzrost otrzymanych lipopeptydéw modyfikowanych kwasem oktanowym.

Badania minimalnego stezenia bakteriobdjczego wskazaly, ze jedynie analog Cs-KKK-NH;
dziatal bdjczo na szczep S. epidermidis w stezeniu 512 pg/ml. Pozostale analogi nie dziataja

bakteriobéjczo na szczepy bakterii Gram dodatnich ani Gram ujemnych.

Zaden z otrzymanych zwigzkéw nie hamowal wzrostu testowanych szczepéw drozdzakéw
C. albicans i C. tropicalis oraz ple$ni A. niger. Ponadto ani jeden z analogéw modyfikowanych
kwasem oktanowym nie dziatat béjczo na badane szczepy grzybéw. Wskazuja na to bardzo wysokie

wartosci MIC i MFC.

OCENA AKTYWNOSCI PRZECIWDROBNOUSTROJOWE] LIPOPEPTYDOW ZAWIERAJACYCH
DWA tANCUCHY HYDROFOBOWE

Na podstawie danych zawartych w tab. 32 - 34 stwierdzono, Ze lipopeptydy zlozone
z czterech zasadowych aminokwaséw, acylowane rdéznymi kwasami ttuszczowymi w dwoéch
pozycjach o i &€ pierwszej lizyny w sekwencji (oktanowym, dekanowym, dodekanowym,
tetradekanowym i heksadekanowym), charakteryzuje zréznicowana aktywnos$¢ przeciw-

drobnoustrojowa.

Sposréd pieciu otrzymanych lipopeptyddw najaktywniejsze sa analogi (C10)2-KKKK-NH; oraz
(C12)2-KKKK-NH,. Hamuja one wzrost B. subtillis juz przy stezeniu 2 pg/ml a S. epidermidis
przy 2 i 4 pg/ml odpowiednio. Nieco stabiej hamujg wzrost E. fecalis i S. aureus bo w zakresie stezen
8 - 16 pg/ml. Stwierdzono tez, ze zwigzki modyfikowane kwasami oktanowym, tetradekanowym
i heksadekanowym maja zdecydowanie nizsza aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg wobec
przebadanych szczepow referencyjnych. Stezenie hamujace wzrost bakterii G (+) zawiera

sie dla nich w zakresie od 64 do 512 pg/ml.

Analogi (C10)2-KKKK-NH; oraz (Ci2)2-KKKK-NH; sa réwniez aktywne w stosunku bakterii G (-).
Hamujg wzrost E. coli, K. pneumoniae i P. aeruginosa w zakresie stezen 16 - 64 pg/ml. Jedynie
szczep P. vulgaris jest stabo wrazliwy na ich dziatanie.  Pozostate analogi: (Cg)2-KKKK-NH,,
(C14)2-KKKK-NH2 i (C16)2-KKKK-NH; s3 stabo aktywne wobec wszystkich szczepéw testowanych
bakterii G (-). Wartos$ci MIC dla tych zwigzkéw zawieraja sie w przedziale od 256 do 512 pg/ml.

Aktywno$¢ bdjcza analogéw (Ci0)2-KKKK-NH; i (Ci2)2-KKKK-NH; réwniez jest wysoka
i wobec szczepow S. epidermidis i B. subtillis wynosi od 2 do 4 pg/ml. Ponadto wykazuja nieco
stabsze dziatanie bakteriobéjcze w stosunku do bakterii G (-), bo w zakresie od 16 do 128 pg/ml.
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P. vulgaris jest odporny na dziatanie bdjcze tych lipopeptydéw. Dla pozostatych analogéw

wykazano stabg aktywno$¢ bakteriobdjcza zaréwno w stosunku do bakterii G (+) jaki G (-).

Aktywno$¢ badanych zwigzkéw wobec grzybdéw jest zdecydowanie nizsza niz wobec bakterii.
Najskuteczniejszym zwigzkiem jest (C10)2-KKKK-NH, ale i tak jego wartosci MIC i MFC nie spadaja
ponizej 128 pg/ml. Nieco stabiej aktywne wobec grzybéw okazaty sie analogi (Cs)2-KKKK-NH;
i (C12)2-KKKK-NH;. Oba hamuja wzrost C. albicans w stezeniu 256 pg/ml. (Cg)2-KKKK-NH; hamuje
wzrost A. niger w stezeniu 128 pg/ml a (Ci2)2-KKKK-NH; przy 256 pg/ml. Aktywno$¢ hamujaca
wzrost drobnoustrojéw charakteryzujaca pozostate zwigzki jest staba i zawiera sie w przedziale

256 - 512 pg/ml.

Z przeprowadzonych badan mikrobiologicznych wynika, zZe aktywno$¢ przeciw-
drobnoustrojowa otrzymanych lipopeptydéw zalezy zaréwno od dtugosci hydrofobowego tanicucha
jak tez od skladu aminokwasowego hydrofilowego fragmentu czasteczki. Najaktywniejsze
przeciwdrobnoustrojowo okazaty sie analogi modyfikowane kwasem heksadekanowym, najstabiej
aktywne byly lipopeptydy modyfikowane kwasem oktanowym. Ponadto mozna zaobserwowag,
ze aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa lipopeptydéw zalezy od iloSci reszt lizyny w czasteczce.
Analogi z jednym kationowym aminokwasem sg stabo aktywne, za to te zawierajace dwie lizyny
mozna zaliczy¢ do bardzo aktywnych. Przytgczenie kolejnych reszt lizynowych podnosi aktywnos¢
lipopeptydu ale nieznacznie. Ci-KK-NH; jest prawie tak samo aktywny jak Ci6-KKK-NH;
czy C16-KKKK-NH,.

Podsumowujgc uzyskane wartosci MIC dla otrzymanych lipopeptydéw kationowych,
poréwnano je z wartoSciami minimalnego stezenia hamujacego wzrost dla konwencjonalnych
$srodkéow konserwujacych. W tab. 64 przedstawiono wartosci MIC dla wybranych $rodkéw

konserwujacych wobec referencyjnych szczepéw bakterii G (+), G (-) oraz drozdzakéw i plesni.

Tabela 64. Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa wybranych srodkéw konserwujacych (109).

Minimalne stezenie hamujace wzrost MIC [ug/ml]

Srodek Staphylococcus  Escherichia ~ Pseudomonas Candida Aspergillus ~ Optymalne
konserwujacy aureus coli aeruginosa albicans niger pH
Alkohol 25 2000 2000 2500 5000 <5
benzylowy

Chlorobutanol 650 1000 2500 5000 <55
Paraben M 2000 1000 4000 2000 1000 4-8
Paraben P 500 100-500 >1000 250 200-500 4-8
Fenoksyetanol 8500 3600 3200 5400 3300 <7
Tiomersal 0,2 4 8 32 128 7-8
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Z danych zawartych w tab. 64 wynika, ze klasyczne Srodki konserwujgce charakteryzuje bardzo
wysoka warto$¢ MIC. Wyjatek stanowi tiomersal, ktéry hamuje wzrost S. aureus juz w stezeniu
0,2 pg/ml. Wybrane lipopeptydy modyfikowane kwasami heksadekanowym i tetradekanowym
oraz zawierajagce dwa tancuchy hydrofobowe maja zdecydowanie lepsze wtasciwosci

przeciwdrobnoustrojowe, na co wskazujg ich niskie warto$ci MIC i MBC.

4.3, OCENA WYNIKOW BADAN WtASCIWOSCI HEMOLITYCZNYCH
OTRZYMANYCH LIPOPEPTYDOW

W tab. 35 - 40 przedstawiono wyniki badan wtasciwosci hemolitycznych otrzymanych
lipopeptydéw kationowych. Aktywno$¢ lityczna wobec erytrocytéw ludzkich obrazuje stopien

toksycznosci lipopeptydéw wobec komérek organizméw eukariotycznych.

Analogi lipopeptydowe z grupy 1 wykazuja do$¢ silne dziatanie hemolityczne. W przypadku tej
grupy zwigzkéw mozna zaobserwowac silng zalezno$¢ wartosci MHC od budowy hydrofilowej
glowy lipopeptydu. Zwiazkiem najbardziej aktywnym hemolitycznie jest analog, ktérego
sumaryczny tadunek czasteczki wynosi +4, MHC dla tego zwigzku jest réwne 16 pg/ml.
W przypadku analogu Ci6-KKK-NH; zanotowano MHC na poziomie 32 pg/ml. W badanej grupie
zwigzkéw wystepuja trzy, ktdrych sumaryczny tadunek czasteczki wynosi +2, sg to C16-KK-NHp,
C16-KGK-NH3 i C16-KGKG-NH;. Sposréd nich najmniej toksyczny okazat sie C15-KK-NH2 bo MHC tego
zwigzku wyniosto 256 pg/ml. Pozostale dwa zwigzki dziatajg litycznie na krwinki czerwone
w stezeniu réwnym 64 pg/ml. Najnizsza aktywno$¢ hemolizujacg wykazywat zwigzek, ktérego

hydrofilowa gtowa zbudowana jest z jednego aminokwasu Ci6-K-NHa.

Lipopeptydy z grupy 2 wykazujg zr6znicowang aktywno$¢ hemolizujaca. Najsilniejsze dziatanie
destrukcyjne na ludzkie erytrocyty wykazano dla dwdéch analogéw Ci4-KK-NH; i C14-KGK-NH,.
Doprowadzajg do lizy krwinek czerwonych juz przy stezeniu 128 pg/ml. Analogi zawierajace 3 i 4
reszty zasadowego aminokwasu powodujg lize erytrocytow w stezeniu wyzszym, bo dopiero przy
256 pg/ml. Najmniej toksyczne sg analogi, ktorych glowa hydrofilowa zawiera jeden zasadowy

aminokwas oraz analog C14-KGKG-NH;. Zakres MHC tych zwigzkéw to 512 - 1-103 pg/ml.

Lipopeptydy z grupy 3 wykazuja niska aktywnos$¢ hemolityczng. Najwyzsza aktywno$c
hemolizujacg zaobserwowano dla analogu Ci2-KGKG-NH;. MHC tego zwigzku wynosi 256 pg/ml.
Analog zawierajacy trzy reszty zasadowego aminokwasu dziata hemolitycznie w nizszym stezeniu
(512 pg/ml) niz analog zawierajacy cztery reszty lizyny (1-103pug/ml). Najmniej aktywny jest
analog zawierajacy dwie reszty aminokwasu zasadowego Ci2-KK-NH,. W jego przypadku

nie zauwazono hemolizy nawet w stezeniu réwnym 4-103 pg/ml.

Stezenie lipopeptydéw z grupy 4, réwne 4-103 pg/ml, nie wywotuje lizy erytrocytéw ludzkich.

Wyjatek stanowi analog Cio-KK-NH;, ktéry w odréznieniu od pozostatych dziala hemolizujaco
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w stezeniu réwnym 4-103pg/ml. Sktad aminokwasowy analogéw nie ma wptywu na aktywnos$¢

lityczna otrzymanych lipopeptydéw.

Analogi lipopeptydowe z 5 grupy zachowujg sie w stosunku do erytrocytéw ludzkich podobnie
jak te modyfikowane kwasem dekanowym. Dla wszystkich siedmiu otrzymanych zwigzkow
stezenie wywotujace hemolize przewyzsza warto$¢ 4-103 ug/ml. Na aktywnos$¢ lipopeptydow
modyfikowanych kwasem oktanowym nie ma wptywu liczba ani rodzaj aminokwaséw tworzacych

hydrofilowe fragmenty zwigzkdéw.

Lipopeptydy z grupy 6 charakteryzujg sie zréznicowanymi witasciwosciami hemolizujgcymi.
Sposréd pieciu otrzymanych lipopeptyddw najbardziej toksyczny okazat sie zwiazek, ktory zawiera
reszty kwasu dodekanowego, a jego wyznaczona wartos¢ MHC wynosi 16 pg/ml. Nieco stabsze
wilasciwosci hemolityczne zaobserwowano dla lipopeptydéw zawierajacych dwa tancuchy
heksadekanowe i dekanowe. Lize erytrocytéw w ich przypadku zaobserwowano w stezeniu
32 pg/ml. W przypadku analogu zawierajacego dwa tancuchy oktanowe hemolize zauwazono

dopiero w stezeniu przewyzszajacym 512 pug/ml.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze aktywnos¢ hemolityczna lipopeptydéw wzrasta wraz
z dtugos$cia taficucha hydrofobowego. Sposrdd lipopeptydéw z grup 1 - 5 najwieksza aktywnos¢
hemolityczng zaobserwowano dla lipopeptydéw modyfikowanych kwasem heksadekanowym,
za$ dla lipopeptyddéw zawierajacych fragment kwasu oktanowego nie zaobserwowano hemolizy
nawet przy stezeniu rownym 4-103pg/ml. Ponadto w obrebie 1 grupy lipopeptydéw zauwazono
silng zalezno$¢ aktywnos$ci hemolitycznej od sktadu aminokwasowego hydrofilowego fragmentu
czasteczki. Zwigzki obdarzone wiekszym tadunkiem dodatnim byty bardziej toksyczne wobec

erytrocytéw ludzkich.

4.4, (OCENA WYNIKOW BADAN WLASCIWOSCI POWIERZCHNIOWO CZYNNYCH
WYBRANYCH LIPOPEPTYDOW

Ocenie  wlasciwosci  powierzchniowo czynnych poddano 19 najaktywniejszych
przeciwdrobnoustrojowo sposréd 40 otrzymanych lipopeptydéw, czyli: modyfikowane kwasem
heksadekanowym (1 grupa) i tetradekanowym (2 grupa) oraz lipopeptydy zawierajace dwa
tancuchy hydrofobowe (6 grupa).

W tab. 41 - 47 zamieszczono statystyczng analize wynikéw pomiaréw zalezno$ci napiecia
powierzchniowego od stezenia analogéw lipopeptydowych modyfikowanych kwasem
heksadekanowym, w tab. 49 - 55 tetradekanowym i w tab. 57 - 61 zawierajagcych dwa lancuchy
hydrofobowe.
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Z badan istotnos$ci wspoétczynnikéw a i r réwnan regresji, wyznaczonych w zakresie powyzej
CMC wynika, Ze ogran jest we wszystkich przypadkach wieksze od przyjetego poziomu istotnosci
a = 0,01. Nie ma zatem podstaw do odrzucenia postawionej Ho: a = 0, r = 0, dlatego przebieg

prostej powyzej CMC uznano za staty i niezalezny od steZenia lipopeptydu.

OCENA WEASCIWOSCI POWIERZCHNIOWO CZYNNYCH LIPOPEPTYDOW
MODYFIKOWANYCH KWASEM HEKSADEKANOWYM

Z przebiegu izoterm napiecia powierzchniowego wodnych roztworéw lipopeptydéw z 1 grupy,
ktorych hydrofilowy fragment zbudowany jest z czasteczek lizyny, przedstawionych na ryc. 27 - 30
oraz danych przedstawionych w tab. 48 wynika, Ze aktywno$¢ powierzchniowa na granicy faz
powietrze/woda zalezy od sktadu aminokwasowego tego fragmentu. Najnizszg warto$¢ CMC
uzyskano dla zwigzku Ci6-K-NH> (0,29mmol/1). Wartos¢ CMC wzrasta wraz z ilo$ciag aminokwaséw
wbudowanych w hydrofilowa gtowe lipopeptydu. Najwyzszg warto$¢ CMC (14,6 mmol/l)
wyznaczono dla Ci6-KKKK-NH,. Podobng zalezno$¢ zaobserwowano dla lipopeptydow
modyfikowanych kwasem heksadekanowym, ktérych hydrofilowy fragment zbudowany jest
z czasteczek lizyny i glicyny (ryc. 31 - 33). Najnizszg warto$¢ CMC zanotowano dla Ci6-KG-NH;
(0,29 mmol/1). Najwyzsza warto$¢ CMC (3,7 mmol/1) zanotowano dla C16-KGKG-NH,. Na ryc. 47
przedstawiono zalezno$¢ Log CMC od liczby aminokwaséw tworzacych hydrofilowy fragment

czasteczki surfaktantu.

LogCMC 15 -

/ 2 3 4 5
-0,5 - a

-1- Liczba aminokwaséw

¢ Seria 1 B Seria 2

Rycina 47. Zalezno$¢ Log CMC od liczby aminokwaséw wbudowanych w hydrofilowy fragment lipopeptydéw
modyfikowanych kwasem heksadekanowym. Seria 1 przedstawia zaleznos$¢ dla lipopeptydéw, ktdérych
hydrofilowy fragment zbudowany jest tylko z czasteczek lizyny, seria 2 przedstawia zaleznos$¢ dla
lipopeptyddw, ktérych hydrofilowy fragment zbudowany jest z czasteczek lizyny i glicyny.

Z wykresu wynika liniowa zalezno$¢ Log CMC od ilo$ci aminokwaséw tworzgcych hydrofilowy
fragment lipopeptydéw 1 grupy. W miare wzrostu ilo$ci aminokwaséw wzrasta tez krytyczne
stezenie micelarne. Tadros T.F. podaje, Ze dla wszystkich surfaktantéw jonowych obserwuje sie

spadek CMC wraz ze wzrostem dtugosci tancucha alkilowego (8). Tendencja otrzymanych
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lipopeptyddw, obserwowana w seriach 11 2 moze wynika¢ zatem z faktu, ze wraz ze zwiekszaniem
sie wielkosci gtowy surfaktantu jego ogon ulega relatywnemu skréceniu, co wptywa na zwiekszenie
warto$ci krytycznego stezenia micelarnego. Brito i wsp. rowniez zauwazyli, ze dla surfaktantéw
lipopeptydowych, ktérych hydrofilowy fragment stanowia reszty seryny i tyrozyny, wartos¢ CMC
spada wraz z dtugos$cia przytaczonego tancucha hydrofobowego (150).

Parametr efektywno$ci obnizania napiecia powierzchniowego informuje, do jakiej wartosci
badany surfaktant obniza napiecie powierzchniowe na granicy faz powietrze/woda w punkcie
krytycznego stezenia micelarnego. Im ocuc ma mniejsza warto$¢ tym Ileme wieksze, wiec uktad

charakteryzuje sie lepsza skuteczno$cia obnizania napiecia powierzchniowego.

W przypadku lipopeptydéw z 1 grupy, ktéorych hydrofilowy fragment zbudowany jest tylko
z czasteczek lizyny, efektywno$¢ spada (tab. 48) wraz ze wzrostem iloSci aminokwasow
wchodzacych w jego sktad. Najbardziej efektywny jest C16-K-NH>, obniza napiecie powierzchniowe
wody do 36,5 mN/m, za$ najmniej efektywny Ci6-KKKK-NHz, do 50,9 mN/m. Takie zachowanie
lipopeptydéw mozna wytlumaczy¢ wzrastajaca hydrofilowos$ciag czasteczki. Traktujgc faze wodna
jako faze polarng a powietrze jako faze niepolarng, zwiazki bardziej hydrofilowe beda wykazywaty
silniejszg tendencje do przebywania ,wewnatrz” fazy wodnej. Mniej hydrofilowe chetniej beda
przemieszczaty sie w kierunku fazy niepolarnej - powietrza. Stad ich lepsza efektywno$¢
w obnizaniu napiecia powierzchniowego. Dla lipopeptydéw, ktérych glowa hydrofilowa
zbudowana jest z reszt lizyny i glicyny zaobserwowano taka sama tendencje. Najbardziej efektywny
okazat sie C16-KG-NH; (ocmc = 40,8 mN/m), najmniej za$ C16-KGKG-NH> (ocme = 47,6 mN/m).

Parametr sprawno$ci obnizania napiecia powierzchniowego (pCz = - log c) przedstawiony
w tab. 48 réwniez pozwala oceni¢ aktywno$¢ powierzchniowa. Okre$la sie ja jako catkowite
stezenie surfaktantu, niezbedne do obnizenia napiecia powierzchniowego o 20 mN/m.
pCzodla lipopeptydéw zawierajacych w hydrofilowym fragmencie jedynie czasteczki lizyny spada
wraz z iloScia przytaczonych reszt aminokwasowych. Najwyzsza warto$¢ (pCzo = 3,40)
zaobserwowano dla Ci6-K-NHz, najnizsza za§ (pCzo = 1,88) dla C15-KKKK-NH;. Dla lipopeptyddéw,
ktérych gtowa hydrofilowa zbudowana jest z reszt lizyny i glicyny zaobserwowano identyczng
zalezno$¢ parametru pCyo od sktadu aminokwasowego zwigzku. Najwyzsza warto$¢ (pCzo = 3,95)

zaobserwowano dla C16-KG-NH3, najnizsza zas (pCzo = 2,55) dla zwigzku C16-KGKG-NH;.

OCENA WEASCIWOSCI POWIERZCHNIOWO CZYNNYCH LIPOPEPTYDOW
MODYFIKOWANYCH KWASEM TETRADEKANOWYM

Ocena przebiegu izoterm napiecia powierzchniowego wodnych roztworéw lipopeptydéw z 2
grupy przedstawionych na ryc. 34 - 40 i w tab. 56, pozwala stwierdzi¢, Zze aktywno$¢

powierzchniowa tych zwigzkéw zalezy od skltadu aminokwasowego ich hydrofilowej gtowy.
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Podobng zalezno$¢  zaobserwowano dla lipopeptydéw  modyfikowanych  kwasem
heksadekanowym. Najnizsza warto$¢ krytycznego stezenia micelarnego wyznaczono
dla zwiazku Ci4-K-NH; (1,02 mmol/l), ktérego fragment hydrofilowy czasteczki stanowi jedna
reszta aminokwasu zasadowego. Najwyzsza warto$¢ CMC zanotowano dla Ci4-KKKK-NH;
(18,04 mmol/1), ktérego hydrofilowa gtlowa zbudowana jest z czterech reszt lizyny. Identyczng
zalezno$¢ zaobserwowano dla lipopeptydéw modyfikowanych kwasem tetradekanowym, ktérych
hydrofilowa gtowa zbudowana jest z czasteczek lizyny i glicyny. Najnizszg wartos¢ CMC
zanotowano dla Ci4-KG-NH; (1,06 mmol/l). Najwyzsza wartos¢ CMC (6,9 mmol/l) zanotowano
dla C14-KGKG-NH;. Na ryc. 48 przedstawiono zalezno$¢ Log CMC od liczby aminokwaséw
tworzacych hydrofilowy fragment czasteczki surfaktantu.
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Rycina 48. Zalezno$¢ Log CMC od liczby aminokwaséw wbudowanych w hydrofilowy fragment lipopeptydéw
modyfikowanych kwasem tetradekanowym. Seria 1 przedstawia zaleznos¢ dla lipopeptydéw, ktérych
hydrofilowy fragment zbudowany jest tylko z czasteczek lizyny, seria 2 przedstawia zalezno$¢ dla
lipopeptydéw, ktorych hydrofilowy fragment zbudowany jest z czasteczek lizyny i glicyny.

Z wykresu wynika liniowa zalezno$¢ Log CMC od ilo$ci aminokwaséw tworzacych hydrofilowa
gtowe lipopeptydéw modyfikowanych kwasem tetradekanowym. Tendencja ta moze mie¢ zwigzek
faktem, ze wraz ze wzrostem wielkoSci fragmentu hydrofilowego surfaktantu jego hydrofobowy
fragment ulega relatywnemu skrdceniu. Perez i wsp. otrzymali estry metylowe e-acylowanych
surfaktantéw lipopeptydowych, ktérych hydrofilowy fragment stanowita reszta lizyny. Zauwazyli

liniowy spadek CMC wraz z wydtuzaniem fragmentu hydrofobowego czasteczki (151).

Efektywno$¢ obnizania napiecia powierzchniowego ocmc, charakteryzujaca mirystyniany (tab.
56) spada wraz ze wzrostem wielko$ci fragmentu hydrofilowego. Zalezno$¢ ta analogicznie
przedstawia sie dla palmityniandw. Najbardziej efektywnie napiecie powierzchniowe wody obniza
C14-K-NH; (38,1 mN/m), najmniej zas Ci4-KKKK-NH; (50,4 mN/m). Dla lipopeptydéw, ktérych
gltowa hydrofilowa zbudowana jest z reszt lizyny i glicyny zaobserwowano identyczng tendencje.
Najbardziej efektywny okazat sie C14-KG-NH: (41,2 mN/m), najmniej za$ Ci4-KGKG-NH; (48,0
mN/m).

Parametr pCyo przedstawiony w tab. 56 dla lipopeptydéw zawierajacych w hydrofilowym

fragmencie jedynie czasteczki lizyny spada wraz z ilo$cig przytaczonych reszt aminokwasowych.
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Najwyzsza wartos¢ (3,64) zaobserwowano dla Ci4-K-NH2, najnizsza zas (1,81) dla Cq6-KKKK-NHo.
Z kolei dla lipopeptydéw, ktérych gtowa hydrofilowa zbudowana jest z reszt lizyny i glicyny
zaobserwowano identyczng zalezno$¢ parametru pCzp od sktadu aminokwasowego zwiagzku.

Najwyzsza warto$¢ (3,46) zaobserwowano dla C14-KG-NH; a najnizsza (2,28) dla C14-KGKG-NHa.

OCENA WEASCIWOSCI POWIERZCHNIOWO CZYNNYCH LIPOPEPTYDOW ZAWIERAJACYCH
DWA tANCUCHY HYDROFOBOWE

Przebieg izoterm napiecia powierzchniowego na granicy faz powietrze/woda wodnych
roztworéw lipopeptydow zawierajacych dwa tancuchy hydrofobowe, przedstawiony na ryc. 41 - 45
oraz dane z tab. 62 pozwalaja wnioskowa¢, ze aktywno$¢ powierzchniowa tych zwigzkéw zalezy

od dtugosci przytaczonych taticuchéw hydrofobowych.

Najnizsza warto$¢ CMC wyznaczono dla zwigzku (Ci6)2-KKKK-NH; (0,11 mmol/l), najwyzsza
za$ dla (Cg)2-KKKK-NH; (6,80 mmol/l). Na ryc. 49 przedstawiono liniowa zalezno$¢ LogCMC
od dtugosci tancuchéw ttuszczowych tworzacych hydrofobowy fragment czasteczki lipopeptydu.
Podobna zalezno$¢ dla kationowych bromkéw amonowych z dwoma tanicuchami alkilowymi

zaobserwowat Haas S. i Hoffmann H. (152).
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Rycina 49. Zalezno$¢ Log CMC od dtugosci tancuchéw hydrofobowych dla lipopeptydéw zawierajacych dwa
tancuchy hydrofobowe.

Efektywno$¢ badanych lipopeptydéw zawierajacych dwa tancuchy hydrofobowe maleje
wraz ze wzrostem ich dlugo$ci. Najmniej efektywny (46,5 mN/m) okazat sie analog

(C16)2-KKKK-NH; najbardziej za$ (Cs)2-KKKK-NHz (43,6 mN/m).

Parametr pCy, przedstawiony w tab. 62 dla lipopeptydéw z 6 grupy, wzrasta wraz z dtugoscia
przytaczonych reszt kwaséw tluszczowych. Najwyzsza warto$¢ (4,15) zaobserwowano

dla (C16)2-KKKK-NH; a najnizsza (2,48) dla (Cg)2-KKKK-NHa.
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5. PODSUMOWANIE

Z przeprowadzonych badan mikrobiologicznych wynika, Ze najwyzsza aktywnoScia
przeciwdrobnoustrojowa charakteryzuja sie zwiazki, ktérych tadunek czasteczki jest wiekszy
niz +1, np. Cis-KK-NH;, Ci16-KKK-NH;. tadunek = +2 jest warunkiem koniecznym lecz
niewystarczajacym. Przykladowo w gr. 5 lipopeptydéw wystepuja takie, ktére obdarzone
sg tadunkiem = +2 a mimo to nie s3 aktywne. Zatem drugim warunkiem, ktéry powinien by¢
spetniony, jest odpowiednia proporcja miedzy hydrofilowym a hydrofobowym fragmentem
czasteczki. Wyrazem tego stosunku jest HLB. Obliczone warto$ci HLB najaktywniejszych
lipopeptyddw z gr. 1 i nieaktywnych z gr. 5 o identycznej budowie fragmentu hydrofilowego (KK,
KKK, KKKK) mieszcza sie w zblizonych zakresach 18,6 - 35,4 i 22,4 - 39,3 odpowiednio,

zatem zaleznoSci tego parametru z aktywno$cig przeciwdrobnoustrojowa nie znaleziono.

Innym parametrem charakteryzujacym wtasciwosci hydrofilowo-lipofilowe jest LogP.
Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa zalezy
od lipofilowosci czasteczki. Zauwazono, ze aby zwigzek wykazywat wysoka aktywnos¢
(2 - 16 pg/ml) powinien charakteryzowac sie wartoscig LogP = 2,5. Tak jest m.in. w przypadku
lipopeptydéw z 1 grupy: Cis-KK-NH3, C16-KKK-NH,. Lipopeptydy z 5 grupy charakteryzuja niskie
warto$¢ LogP, czesto mniejsze niz 1. Jednak w fizjologicznym pH, lipopeptydéw nie mozna uznac
za lipofilowe, obdarzone sg bowiem tadunkiem dodatnim w zakresie pH 0 - 7,5. Stad dla wiekszoSci
z nich LogD przyjmuje warto$ci ujemne. Lipofilowy charakter czgsteczki aktywnego
przeciwdrobnoustrojowo lipopeptydu ujawnia sie najprawdopodobniej dopiero w zetknieciu
z btong patogenu. Ujemnie natadowane elementy btony komoérkowej bakterii G (+) i G (-) moga
oddzialywac elektrostatycznie z kationowymi lipopeptydami, w wyniku czego moze dochodzié¢
do wzajemnej neutralizacji tadunkéw. Obojetny elektrycznie (lipofilowy) lipopeptyd
prawdopodobnie w ten sposéb indukuje defekty (szczeliny) w btonie komérkowej drobnoustroju,
ktére zaburzaja jej przepuszczalno$¢ i w efekcie niszcza mikroorganizm. Lipopeptydy wysoce
aktywne przeciwdrobnoustrojowo wykazywaty tez aktywno$¢ hemolityczng. Wyznaczone wartoSci
MHC odpowiednich lipopeptydéw (np. Ci6-KK-NH;, C1s-KKK-NHz) byly jenak generalnie wyzsze
od ich MIC i MBC. Jest to najprawdopodobniej zwigzane z wystepowaniem stabszych oddzialywan

z elektrycznie obojetng btong komérek eukariotycznych.

Wyznaczone warto$ci CMC lipopeptydéw z grup 1, 2 i 6 wskazujg na brak zaleznos$ci z MIC,
MBC i MFC. Lipopeptydy o tadunku = +2 z wymienionych grup dziatajg przeciwdrobnoustrojowo
w stezeniach duzo nizszych niz CMC. Mozna zatem przypuszcza¢, ze formowanie przez lipopeptydy

wiekszych agregatow nie jest obligatoryjne w kontekscie ich aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej.
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6. WNIOSKI

1. W ramach pracy otrzymano 40, w wiekszo$ci nieopisanych zwigzkéw o budowie
lipopeptydowej. Wszystkie lipopeptydy sporzadzono metoda syntezy na no$niku statym

z zastosowaniem strategii Fmoc/tBu.

2. Na podstawie budowy strukturalnej lipopeptydéw obliczono ich wartos¢ bilansu
hydrofolowo-lipofilowego, ktéra zawierata sie w przedziale od 10,1 do 39,3. Obliczone
warto$ci HLB pozwalaja na klasyfikacje poszczegdlnych zwigzkéw lipopeptydowych jako
potencjalne substancje powierzchniowo czynne o wilasSciwosciach emulgujacych

i solubilizujacych.

3. Na podstawie obliczonych teoretycznie warto$ci wspotczynnika podziatu n-oktanol/woda
mozna stwierdzi¢, ze dla niektérych lipopeptydéw wartos¢ ta jest zblizona do powszechnie
stosowanych w technologii farmaceutycznej srodkéw konserwujacych, np. parabenu M i P,
fenoksyetanolu czy chlorku benzalkoniowego.

Wyznaczone warto$ci wspotczynnika dystrybucji wskazuja, ze lipopeptydy zawierajace
wiecej niz jedng reszte aminokwasu zasadowego, beda dobrze rozpuszczalne
w rozpuszczalniku polarnym uktadéw wielofazowych w szerokim zakresie pH (1 - 7,5),
ponadto beda obdarzone sumarycznym tadunkiem dodatnim, ktéry odpowiada za ich

aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa.

4. Wyznaczone doswiadczalnie warto$ci minimalnego stezenia hamujgcego wzrost,
minimalnego stezenia bakteriobdjczego i minimalnego stezenia grzybobojczego wskazujg na
znaczng aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg lipopeptydéw modyfikowanych kwasem
heksadekanowym i tetradekanowym oraz zawierajacych dwa tancuchy hydrofobowe.
Przyktadowo zwiagzki: Ci6-KK-NH;, Ci6-KKK-NH; i C16-KKKK-NH; oraz (Cio)2-KKKK-NH;
i (C12)2-KKKK-NH; charakteryzuja sie duzo nizszymi wartoSciami MIC, niz wiekszos¢
powszechnie stosowanych, konwencjonalnych srodkéw konserwujacych.

Lipopeptydy modyfikowane kwasem heksadekanowym i tetradekanowym oraz
zawierajagce dwa tancuchy hydrofobowe wykazuja wyzsza aktywno$¢ przeciw-
drobnoustrojowg w stosunku do bakterii Gram dodatnich niz Gram ujemnych i grzybéw.

Stwierdzono tez, ze analogi modyfikowane kwasem dodekanowym, dekanowym

i oktanowym charakteryzuja sie stabg aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowg lub jej brakiem.
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5. Wyznaczone dos$wiadczalnie warto$ci minimalnego stezenia wywotujgcego hemolize
erytrocytow ludzkich dla otrzymanych lipopeptydéw wskazuja, ze wtasciwo$ciami
hemolitycznymi obdarzone s3 zwigzki modyfikowane kwasem heksadekanowym
i tetradekanowym oraz zawierajace dwa tancuchy hydrofobowe. Stwierdzono jednak,
ze czesto dziatajg one litycznie na erytrocyty ludzkie w stezeniach wyzszych niz minimalne

stezenie hamujgce wzrost i minimalne stezenie bakteriobdjcze.

6. Na podstawie wyznaczonego Kkrytycznego stezenia micelarnego analogéow
lipopeptydowych modyfikowanych kwasem heksadekanowym i tetradekanowym oraz
zawierajgcych dwa tanicuchy hydrofobowe mozna stwierdzi¢, ze warto$¢ krytycznego stezenia
micelarnego zalezy od sktadu aminokwasowego hydrofilowego fragmentu czasteczki oraz od

dtugosci taficucha hydrofobowego.

7. Zbadano efektywno$¢ obnizania napiecia powierzchniowego dla 19 najaktywniejszych
przeciwdrobnoustrojowo lipopeptydéw, tj.: modyfikowanych kwasem heksadekanowym
i tetradekanowym oraz zawierajacych dwa tancuchy hydrofobowe. Stwierdzono,
ze lipopeptydy modyfikowane kwasem heksadekanowym i tetradekanowym posiadaja
podobng efektywnos$¢ obnizania napiecia powierzchniowego. Lipopeptydy zawierajace dwa

tancuchy hydrofobowe sa mniej efektywne.
8. Niektére sposréd nowo otrzymanych zwigzkéw o budowie lipopeptydowej spetniaja

zaktadane dla nich na etapie projektowania struktur parametry, tj. odpowiednio wysokie

wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe i zdolnos¢ do obnizania napiecia powierzchniowego.
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I Streszczenie

STRESZCZENIE

Niemal wszystkie postacie leku, ktérych elementem jest faza wodna wymagaja zastosowania
$rodka konserwujgcego. Jego zadaniem jest zachowanie jalowosci i czystosci mikrobiologicznej
$rodka leczniczego oraz prewencja zakazen wtérnych w czasie pobierania lekéw z opakowan
wielokrotnego uzytku. Do lekéw zawierajacych faze wodng zalicza sie miedzy innymi emulsje.
Poniewaz sg to uktady wielofazowe, to w ich sktad wchodza zwiazki powierzchniowo czynne.
Miedzy S$rodkami konserwujacymi a zwigzkami powierzchniowo czynnymi czesto dochodzi
do wzajemnych interakcji. Polegajg one przede wszystkim na zamykaniu $srodka konserwujgcego
w strukturach formowanych przez surfaktanty. W rezultacie takiej niezgodnoSci recepturowe;j
nastepuje spadek stezenia $rodka konserwujacego w fazie wodnej. Prowadzi to do jej
niedostatecznej ochrony przed namnazaniem drobnoustrojéw. Stad tez dobdr odpowiedniego
$rodka konserwujacego do wielofazowej formy leku jest ciggle aktualng kwestig

w technologii postaci leku.

Celem pracy byto zaprojektowanie i otrzymanie na drodze syntezy chemicznej, nowych,
kationowych zwiazkéw lipopeptydowych o prostych tancuchach alkilowych, ktére moglyby
spetnia¢ jednoczes$nie role Srodka konserwujacego oraz funkcje zwigzku powierzchniowo

czynnego.

Glownym zatozeniem podczas projektowania bylo odwzorowanie witasciwosci struktury
Il-rzedowej endogennych antybiotykéw peptydowych, warunkujgcych ich aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa, jakimi sg amfipatyczno$c¢ i sumaryczny tadunek dodatni czasteczki oraz
przetozenie ich na strukture I-rzedowa. Zatozono, ze dodatni tadunek czasteczek zaprojektowanych
zwigzkéw bedzie pochodzit od reszt aminokwasu zasadowego - lizyny. Warunek amfipatycznos$ci
postanowiono osiggnac¢ przez przytgczenie fragmentu hydrofobowego jakim jest kwas ttuszczowy:
heksadekanowy, tetradekanowy, dodekanowy, dekanowy oraz oktanowy. Biegunowa budowa
takich zwigzkéw ma zapewni¢, Ze otrzymane lipopeptydy beda wykazywaty witasciwosci

powierzchniowo czynne.

Lipopeptydy otrzymano metoda syntezy na nos$niku stalym z wykorzystaniem metodologii
Fmoc/tBu. Surowe lipopeptydy oczyszczano za pomocg do ekstrakcji do fazy statej oraz
wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Potwierdzenia tozsamo$ci otrzymanych lipopeptydéw

dokonano metoda MALDI-TOF.

Otrzymane zwigzki lipopeptydowe przebadano pod katem wtasciwosci fizykochemicznych

i biologicznych.
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Obliczone metoda McGowana warto$ci HLB otrzymanych zwigzkéw pozwalaja na ich
klasyfikacje jako potencjalne substancje powierzchniowo czynne o wiasciwosciach emulgujacych

i solubilizujacych.

W celu scharakteryzowania wtasciwosci lipofilowych otrzymanych lipopeptydéw, wyznaczono
teoretycznie warto$ci wspotczynnika podziatu n-oktanol/woda. Korzystano z trzech programéow
komputerowych: Marvin LogP, ALOGPs 2.1 oraz ACD/LogP. Na podstawie uzyskanych wynikéw
stwierdzono, Ze dla niektérych lipopeptydéw warto$¢ LogP jest zblizona do powszechnie

stosowanych w technologii farmaceutycznej Srodkéw konserwujacych.

Bioragc pod uwage jonowy charakter lipopeptydéw, podjeto prébe scharakteryzowania
ich wtasciwosci lipofilowych w zaleznosci od pH $rodowiska. W tym celu wyznaczono teoretyczne
warto$ci LogD dla kazdego ze zwigzkéw. Z szacunkéw wynika, ze lipopeptydy obdarzone

sg tadunkiem dodatnim w szerokim zakresie pH.

Wykonano badania aktywnoSci przeciwdrobnoustrojowej otrzymanych lipopeptydéw wobec
referencyjnych szczepéw bakterii Gram dodatnich, Gram ujemnych i grzybéw. Wyznaczone
doswiadczalnie warto$ci minimalnego stezenia hamujgcego wzrost (MIC), minimalnego stezenia
bakteriobdjczego (MBC) i minimalnego stezenia grzybobodjczego wskazuja (MFC) na znaczng
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa niektérych lipopeptydéw. Wybrane zwigzki charakteryzuje
znacznie lepsza aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa niz powszechnie stosowanych,

konwencjonalnych $srodkéw konserwujacych.

Zbadano wtasciwosci hemolityczne otrzymanych lipopeptydéw. Najnizsze wartoSci
minimalnego stezenia hemolitycznego (MHC), czyli najwyzsza aktywnosc¢ lityczna, zaobserwowano
dla lipopeptydéw najaktywniejszych przeciwdrobnoustrojowo. Stwierdzono jednak, Ze czesto

dziataja one destrukcyjnie na erytrocyty ludzkie w stezeniach wyzszych niz MIC, MBC.

Pomiaru zdolnoSci lipopeptydéw do obnizania napiecia powierzchniowego na granicy faz
powietrze/woda dokonano za pomocg tensjometru automatycznego EasyDyne. Zbadano
efektywno$¢ obnizania napiecia powierzchniowego. Stwierdzono, ze w stezeniach powyzej CMC
wszystkie, przebadane lipopeptydy obnizaja napiecie powierzchniowe wody przynajmniej
0o 20 mN/m. Ponadto zaobserwowano zalezno$¢ ocwuc od dtugosci fragmentu hydrofobowego
czasteczki oraz od sktadu aminokwasowego fragmentu hydrofilowego. Stwierdzono tez,
ze wielko$¢ Kkrytycznego stezenia micelarnego zalezy od tych samych parametréw czasteczki

CO OcmMmc-

Z przeprowadzonych badan wynika, Ze niektére sposréd nowo otrzymanych zwigzkow
o budowie lipopeptydowej spetniaja zaktadane dla nich na etapie projektowania struktur
parametry, tj. odpowiednio wysokie wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe i zdolno$¢ do obnizania

napiecia powierzchniowego.
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SUMMARY

Essentially, any kind of drug formulation containing aqueous phase requires the application
of preservatives in order to maintain its sterility, microbiological purity, and to prevent against
secondary microbial contamination, during storage and usage of drugs from the multiple usage
packages. Emulsions are a large group of water rich formulations. Because they are multiphase
systems, their composition involves surface-active compounds. Between the surface active
compounds and preservatives reciprocal interactions often appear. Generally they are based on the
closing of the preservative in the structures formed by the surfactant. The result of such
incompatibilities is a decrease of the preservative' concentration in the aqueous phase
and consequential insufficient protection against microorganisms’ growth. Therefore, an adequate
form of the preservative for multiphase medicines constitutes a current issue of pharmaceutical

technology.

The main objective of this work was to design and obtain by chemical synthesis new, cationic
lipopeptide compounds of simple alkyl chains, which would fulfill simultaneously the role

of the preservative and surface active agent.

The main assumption while designing, was to imitate the properties of the secondary structure
of endogenous peptides responsible for their antimicrobial activity, i.e. amphipathicity
and the positive net charge of the molecule, and translating them into the primary structure.
It was assumed that the positive charge of designed molecules is derived by the basic amino acid
residues - lysine. The amphipathicity condition was achieved by joining the hydrophobic fragment
of fatty acid: hexadecanoic, tetradecanoic, dodecanoic, decanoic and octanic. Amphiphilic
construction of such compounds has to ensure that received lipopeptides will demonstrate surface-

active properties.

Lipopeptides were obtained by solid phase peptide synthesis (SPPS) using Fmoc/tBu
methodology. Crude lipopeptides were purified using solid phase extraction and high performance
liquid chromatography. The identity of lipopeptides was confirmed by Matrix Assisted Laser
Desorption/Ionisation Time-Of-Flight mass spectrometry - MALDI-TOF.

Afterwards the physicochemical and biological properties of received lipopeptide compounds

were tested.

Calculated according to McGowan’s method the HLB values of received compounds allow

for their classification as potential surfactants with emulsifying and solubilizing properties.

In order to characterize the lipophilic properties of lipopeptides, the theoretical calculation
values of the partition coefficient n-octanol/water was made. Three computer programs were used:

Marvin LogP, ALOGPs 2.1 and ACD/LogP. On the basis of the obtained results, it was found that for
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some of the lipopeptides’ value of LogP are similar to preservatives which are commonly used

in pharmaceutical technology.

Taken into account the ionic character of the lipopeptides, an attempt was made
to characterize their lipophilic properties, depending on the pH of the environment. To this end,
the theoretical value of LogD was designated for each of the molecules. According to estimates

lipopeptides are endowed with positive charge across a wide range of pH.

The antimicrobial activity tests of lipopeptides against reference strains of Gram positive
and Gram negative bacteria and fungi were carried out. Experimentally determined values
of the minimum inhibitory concentration (MIC), the minimum bactericidal concentration (MBC)
and the minimum fungicidal concentration (MFC) indicate on a significant antimicrobial activity
of some lipopeptides. Selected compounds have a considerably stronger antimicrobial activity than

commonly-used conventional preservatives.

The hemolytic properties of obtained lipopeptides were examined. The lowest values
of the minimum hemolytic concentration (MHC), which means the highest lytic activity, has been
observed for the lipopeptides endowed with the highest antimicrobial activity. However,
it was found that they present the lytic activity to human erythrocytes in concentrations higher

than their MIC and the MBC.

Measuring the capacity of lipopeptides for lowering the surface tension on air/water interface
was achieved by automatic EasyDyne tensiometer. The effectiveness of reducing surface tension
was examined. It was found that at concentrations above critical micelle concentration (CMC)
all tested lipopeptides reduced the surface tension of water by at least 20 mN/m. Moreover,
the relationship between ocuc and the length of the hydrophobic fragment of the molecule
as well as of the composition of the hydrophilic amino acid fragment has been observed.
It was found that the value of CMC of lipopeptides depends on these same parameters of molecules

that were noticed for ocmc.

Research shows that some of the newly reconstituted lipopeptide compounds meet
the predicted parameters at the structures design stage, i.e. correspondingly high antimicrobial

properties and ability to reduce surface tension.
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Rycina 57. Widmo masowe C16-KGK-NH2 wykonane metoda MALDI - TOF.
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Rycina 58. Widmo masowe C16-KGKG-NH2 wykonane metodag MALDI - TOF.
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Rycina 59. Widmo masowe C14-K-NH2 wykonane metodg MALDI - TOF.
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Rycina 60. Widmo masowe C14-KK-NH2 wykonane metodg MALDI - TOF.
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Rycina 61. Widmo masowe C14-KKK-NH2 wykonane metoda MALDI - TOF.
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Rycina 62. Widmo masowe C14-KKKK-NH2 wykonane metodg MALDI - TOF.
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/data/spectra/lobocki/wkamysz/0_01_l1SRef/pdata/l unknown Pri Dec 1B 14:02:45 2009

Rycina 63. Widmo masowe C14-KG-NH2 wykonane metodag MALDI - TOF.
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/data/spectra/lobocki /wkamysz/0_P24_1SRef/pdata/l tof Mon Dec 21 11:33:47 20

Rycina 64. Widmo masowe C14-KGK-NH2 wykonane metoda MALDI - TOF.
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Widmo masowe C14-KGKG-NHz wykonane metodg MALDI - TOF.
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Rycina 66. Widmo masowe C12-K-NH2 wykonane metodg MALDI - TOF.
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Rycina 67. Widmo masowe C12-KK-NHz wykonane metodg MALDI - TOF.
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Rycina 68. Widmo masowe C12-KKK-NH2 wykonane metodg MALDI - TOF.
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/data/spectra/lobocki /wkamysz/0_Pl6_lSRef/pdata/l tof Mon Dec 21 11:45:57 20

Rycina 69. Widmo masowe C12-KKKK-NH:2 wykonane metodg MALDI - TOF.
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Rycina 70. Widmo masowe C12-KG-NH2 wykonane metodg MALDI - TOF.
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Rycina 71. Widmo masowe C12-KGK-NH2 wykonane metodg MALDI - TOF.
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Widmo masowe Ci2-KGKG-NH2 wykonane metodg MALDI - TOF.
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Rycina 73. Widmo masowe C10-K-NH2 wykonane metodg MALDI - TOF.
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Rycina 74. Widmo masowe C10-KK-NHz wykonane metodg MALDI - TOF.
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/data/spectra/lobocki /wkamysz/0_N10_1SRef/pdacas/l unknown Fri Dec 18 13:19:05 2009

Rycina 75. Widmo masowe C10-KKK-NH2 wykonane metodag MALDI - TOF.
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/data/spectra/lobocki/wkanysz/0_N}_1SRef/pdata/l unknown Fri Dec 18 13:10:17 200%

Rycina 76. Widmo masowe C10-KKKK-NH2 wykonane metodag MALDI - TOF.
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Rycina 77. Widmo masowe C10-KG-NH2 wykonane metodg MALDI - TOF.
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Rycina 78. Widmo masowe C10-KGK-NH2 wykonane metodg MALDI - TOF.
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Rycina 79. Widmo masowe C10-KGKG-NH2 wykonane metodag MALDI - TOF.
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Rycina 80. Widmo masowe Cs-K-NH2 wykonane metoda MALDI - TOF.
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fdata/spectra/lobocki /whkamysz/0_05_1SRef/pdata/l  unknown Fri Dec 18 14:06:52 2009

Rycina 81. Widmo masowe Cs-KK-NH2 wykonane metoda MALDI - TOF.
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/daca/spectra/lobocki /wkamysz/0_PB_l1SRef /pdata/l tof Mon Dec 21 11:52:21 2

Rycina 82. Widmo masowe Cs-KKK-NH2 wykonane metodg MALDI - TOF.
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/data/spectra/lobocki /wkampaz/0_011_1SRef/pdata/l unknown Fri Dec 18 14:12:58 2009

Rycina 83. Widmo masowe Cs-KKKK-NH2 wykonane metodg MALDI - TOF.
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/data/spectra/lobocki /wkamysz/0_N15_15Ref/pdata/l unknown Fri Dec 18 13:25:01 2009

Rycina 84. Widmo masowe Cs-KG-NH2 wykonane metodag MALDI - TOF.
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/data/spectra/lobocki /wkamysz/0_07_1SRef/pdata/l unknown Fri Dec 18 14:08:47 2009

Rycina 85. Widmo masowe Cs-KGK-NH2 wykonane metoda MALDI - TOF.
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Rycina 86. Widmo masowe Cs-KGKG-NH2 wykonane metodg MALDI - TOF.
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Rycina 87. Widmo masowe (C16)2-KKKK-NH2 wykonane metodg MALDI - TOF.
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Rycina 88. Widmo masowe (C14)2-KKKK-NH2 wykonane metodg MALDI - TOF.
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Rycina 90. Widmo masowe (C10)2-KKKK-NH2 wykonane metodg MALDI - TOF.
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Rycina 91. Widmo masowe (Cs)2-KKKK-NH2 wykonane metodg MALDI - TOF.
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