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1. Uzasadnienie wyboru tematu

W dzisiejszych czasach szczegdlnym zainteresowaniem w przemysle spozywczym
1 farmaceutycznym cieszg si¢ szeroko rozpowszechnione w $§wiecie roslinnym zwigzki
polifenolowe. Najnowsze badania potwierdzaja, ze substancje bioaktywne zawarte
w produktach pochodzenia naturalnego moga by¢ zastosowane do prewencji i leczenia wielu
choréb cywilizacyjnych. Jednak ich slaba rozpuszczalnos¢ w roztworach wodnych
oraz zwigzana z tym ograniczona biodostepnos¢ sg przeszkoda w opracowaniu skutecznych
i stabilnych preparatéw farmaceutycznych oraz suplementéw diety. Rozpuszczalnosé
1 przepuszczalnos¢ maja fundamentalne znaczenie podczas tworzenia nowych potaczen,
dlatego poszukuje si¢ innych strategii, ktore moglyby poprawi¢ biodostepnos$¢ substancji
bioaktywnych. Znanych jest wiele metod zmieniajacych wiasciwosci fizykochemiczne
zwigzkoéw m.in. tworzenie soli krystalicznych, amorficzna dyspersja, synteza nanoczastek
i kokrysztalow. Interesujacym podejsciem jest zastosowanie kokrystalizacji, techniki ktéra
polega na modyfikacji wlasciwosci fizykochemicznych zwigzkoéw bioaktywnych bez wptywu
na ich wlasciwos$ci farmakologiczne.

Badania strukturalne 1 fizykochemiczne zwigzkéw bioaktywnych pozwalajag na
wyznaczenie wlasciwosci biologicznych m.in. biodostepnosci, aktywnos$ci antyoksydacyjne;j
oraz specyficznych interakcji z receptorami komoérkowymi i enzymami. W literaturze
naukowej dostepnych jest juz wiele prac dotyczacych syntezy i badania rozpuszczalnosci
flawonow m.in.: kwercytyny, izoliquiritigeniny oraz naringeniny. Wielokierunkowe
dziatanie naturalnych flawonoidow pozwala prognozowacé, ze w najblizszych latach zwigzki
te i ich zmodyfikowane formy molekularne na drodze kokrystalizacji mogg stanowic
uzupehienie, a nawet alternatywe dla leczenia chemioterapeutykami. Niemniej jednak
w dalszym ciggu wiele zwigzkow polifenolowych 0 unikalnych wiasciwosciach bio-
logicznych, charakteryzujacych si¢ niskg biodostepnoscia nie jest przebadanych pod katem
poprawy wiasciwosci fizykochemicznych.

W prezentowanej rozprawie doktorskiej zastosowano metode kokrystalizacji
zwigzkow biologicznie czynnych, roznigcych si¢ budows chemiczng oraz zbadano wptyw
wybranej formy Krystalicznej na rozpuszczalnos¢. Poprawa rozpuszczalno$ci zwigzkow
bioaktywnych w roztworach wodnych jest pierwszym i kluczowym krokiem w ulepszeniu
biodostgpnosci. Drugim aspektem badan bylo stworzenie ukladu modelowego

z zastosowaniem zwigzkow silnie hydrofilowych i zbadanie wptywu wybranej grupy



zwigzkow na organizacj¢ molekularna, oddzialywanie 1 przepuszczalno$¢ przez blony
lipidowe. Badanie wplywu hydrofilowos$ci zwigzku na przenikalnos$¢ przez btony lipidowe
ma ogromne znaczenie w projektowaniu biodostepnosci, zwlaszcza tam gdzie docelowym

przeznaczeniem jest blona komoérkowa.



2. Czesc¢ literaturowa

2.1. Biodostepnos$¢

Na przestrzeni ostatnich lat badania nad biodostgpnoscia lekéw 1 substancji
aktywnych oraz ich udoskonaleniem z punktu widzenia poprawy okre§lonych wtasciwosci
fizykochemicznych staly si¢ przedmiotem zainteresowania przemystu farmaceutycznego.
Amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekow (FDA) definiuje biodostepno$¢ jako ,,szybkos¢
| stopien z jakq aktywny sktadnik leku lub substancja aktywna biologicznie jest absorbowana
z przewodu pokarmowego i trafia w okreslone miejsce, w ktorym moze wywieraé¢ swoje
dziatanie biologiczne” (Veber i in., 2002, Varshosaz i in., 2018). W rzeczywistosci rzadko
zdarza si¢, aby st¢zenie leku mozna bylo okresli¢ w miejscu jego dziatania, dlatego
biodostepnosc jest czgsciej definiowana jako ,,szybkosé i stopien z jakg aktywny skladnik leku
lub substancja aktywna biologicznie jest absorbowana z podanej dawki i staje si¢ dostepna
W krgzeniu ogolnoustrojowym”. Z pojeciem biodostepnosci wigze si¢ $cisle sposob i rodzaj
dawkowania leku m.in. zastrzyki domig$niowe i dozylne, plastry przezskorne, implanty oraz
podanie doustne. W przypadku leku podanego dozylnie jego biodostgpnos¢ wynosi 100%, €O
oznacza, ze ilo$¢ leku docierajgca do krazenia ogdlnoustrojowego jest réwna catkowite]
podanej dawce (Olivares-Morales i in., 2014). Podanie doustne jest czesto preferowanym
sposobem dawkowania lekow poniewaz jest proste, tanie, nieinwazyjne i przyjazne dla
pacjenta.

W naukach o zywieniu, ktore dotycza spozywania sktadnikow odzywczych i suple-
mentow diety, brakuje dobrze zdefiniowanego pojgcia biodostgpnosci. Definicja
farmakologiczna nie moze mie¢ zastosowania do substancji odzywczych, poniewaz absorbcja
i wykorzystanie substancji odzywczych jest funkcjg stanu fizjologicznego podmiotu, co
skutkuje duzymi ré6znicami migdzy poszczegdlnymi osobami. Biodostepnos¢ mozna szeroko
zdefiniowa¢ jako parametr, ktéry obejmuje wchtanianie 1 wykorzystanie sktadnika
odzywczego (Fairweather-Tait, 1997). Na biodostepnos¢ wptywa wiele czynnikow, takich jak
struktura chemiczna sktadnika odzywczego, matryca pozywienia lub suplementu, pte€ i stan
fizjologiczny osoby spozywajacej dany produkt oraz wspolistniejgce stany patologiczne
(Krebs, 2001).

Leki oraz aktywne sktadniki farmaceutyczne (API), ktore majg niska biodostgpnosé

po podaniu doustnym czgsto nie osiagaja minimalnego skutecznego st¢zenia wymaganego



do osiagnigcia zatozonego dziatania farmakologicznego (Spizzirri i in., 2019, Smith i in.,
2011). W przemysle farmaceutycznym badania dotyczace poprawy wlhasciwosci
fizykochemicznych m.in. rozpuszczalnosci i przenikalnosci lekow i aktywnych sktadnikow
farmaceutycznych o niskiej biodost¢pnos¢ sg jednym z najwazniejszych aspektow. Zgodnie
z systemem Klasyfikacji biofarmaceutycznej BCS (ang. Biopharmaceutics Classification
System) rozpuszczalno$¢ w roztworach wodnych i przenikalno$¢ przez bariery biologiczne sa
czynnikami odpowiedzialnymi za wchtanianie API doustne. BCS klasyfikuje leki na 4 klasy
na podstawie ich rozpuszczalnos$ci i przenikalnosci (rysunek 1) (Emami i in., 2018). Szacuje
si¢, ze okoto 40% doustnych produktéw leczniczych znajdujacych si¢ obecnie na rynku
wykazuje niska rozpuszczalno$¢ w wodzie, z czego 30% nalezy do klasy II, a 10% do klasy
V.

Klasa | Klasa Il
Wysoka Niska
rozpuszczalno$¢ rozpuszczalno$¢
Wysoka Wysoka
przenikalno$¢ przenikalno$¢
\_ AN J
AV
Klasa Il Klasa IV
Wysoka Niska
rozpuszczalnos$c rozpuszczalnos$c
Niska Niska
przenikalnos$¢ przenikalnos$¢
\ AN J

Rysunek 1. Schemat systemu klasyfikacji biofarmaceutycznej BCS.

Ponadto, w przemysle farmaceutycznym caty czas wzrasta liczba potencjalnych
syntetycznych kandydatow na leki o stabej rozpuszczalnosci w wodzie, a klasa II (70%)
I klasa IV (20%) stanowia najwicksza grupg potencjalnych preparatow (Dahan, Miller,
2012). Wzrost liczby nierozpuszczalnych w wodzie zwigzkow przypisuje si¢ postgpom
W dziedzinie badan przesiewowych, ktore umozliwiajg syntez¢ licznych zwigzkéw
chemicznych o wysokim powinowactwie do celow biologicznych, ale charakteryzujacych
si¢ niska biodostgpnoscia.

Rozne wihasciwoscei fizykochemiczne, ktore przyczyniaja si¢ do stabej rozpuszczalnosci
lekow, obejmuja ich ztozong strukture chemiczng, rozmiar, duza mase¢ czasteczkowa, wysoka

lipofilno$¢, mozliwos$¢ tworzenia wewnatrzczasteczkowych 1 migdzyczasteczkowych wigzan
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wodorowych (np. z rozpuszczalnikiem), krystaliczno$¢-amorficznos¢, upakowanie czasteczek
w sieci krystalicznej (polimorfizm, solwatomorfizm, pH i posta¢ soli (Lipinski, 2000). Obecnie
Znanych jest wiele metod uzyskiwania przesycenia stabo rozpuszczalnych postaci leku m.in.
stosowanie $rodkéw powierzchniowo czynnych, formulacji z zastosowaniem lipidow,
samoemulgujacych systemow dostarczania lekow, stosownie cyklodekstryn, kaliksarenow,
amorficznych dyspersji oraz tworzenie soli krystalicznych i kokrysztatoéw (Tran i in., 2019,
Algahtani i in., 2021, Espanol, Villamil, 2019).

2.2. Metody zwiekszajace biodostepnosé

Odpowiedni wybor formy stalej jest jednym z najwazniejszych etapéw w trakcie
badan nad nowym lekiem lub substancja aktywng i dlatego stanowi priorytet prac
badawczych w przemysle farmaceutycznym. W celu udoskonalenia okre$lonych
wlasciwosci istotnych z punktu widzenia biodostepnosci mozemy zastosowac trzy gtdéwne
podejscia: kompozycje oparte na lipidach oraz amorficzne i krystaliczne formy state
(Pouton, 2006).

2.2.1. Kompozycje oparte na lipidach

W ostatnich latach ro$nie zainteresowanie kompozycjami farmaceutycznymi
opartymi na lipidach LBF (ang. lipid based formulations), ktore moga by¢ stosowane w celu
zwigkszenia biodostgpnosci stabo rozpuszczalnych w wodzie lipofilowych substancji
czynnych (Patel i in., 2018, Mu i in., 2013).

Metoda ta opiera si¢ na empirycznych ustaleniach korzystnego wptywu na profil
wchtaniania substancji lipofilowych po jednoczesnym podaniu z lipidami i zmianach stanu
fizykochemicznego 1 fizjologicznego w przewodzie pokarmowym. Podejscie to zostato
réwniez rozszerzone o leki hydrofilowe w celu poprawy efektu solubilizacji w przewodzie
pokarmowym i osiagnigcia spodziewanych korzysci farmaceutycznych (New, Kirby, 1997).
Lipidy wywieraja swoje dzialanie poprzez kilka ztozonych mechanizméw, ktére prowadza
do zmiany wtasciwosci biofarmaceutycznych leku, takich jak: zwiekszona szybkos$¢
rozpuszczania leku i rozpuszczalno$¢ w plynie jelitowym, ochrona leku przed degradacja
chemiczng 1 enzymatyczng oraz tworzenie lipoprotein wspomagajacych transport

limfatyczny silnie lipofilnych substancji (Hauss i in., 1998).



2.2.2. Amorficzne formy stale

Metoda amorfizacji moze efektywnie poprawiac¢ biodostepno$¢ lekow lub substancji
aktywnych. Forma amorficzna z definicji jest materialem niekrystalicznym, ktdra nie posiada
uporzadkowania dalekiego zasiggu. Substancja amorficzna w pordwnaniu do formy
krystalicznej nalezy do formy wysokoenergetycznej o wyzszej energii wewnetrznej. Dzigki
temu jest lepiej rozpuszczalna, szybciej si¢ wchiania i jest lepiej przyswajalna w poréwnaniu
do form krystalicznych (Mesallati i in., 2017). Jednakze, metoda amorfizacji posiada pewne
ograniczenia i wady m.in. preparaty amorficzne sa z natury niestabilne i podatne na
krystalizacje (Yu, 2001). Dlatego posta¢ amorficznego leku osadza si¢ na statym nosniku,
ktéry moze by¢ malg czasteczka lub polimerem (metoda ASD amorficznych statych
dyspersji). Nosnik uzywany do tworzenia ASD musi by¢ starannie dobrany, aby
zmaksymalizowa¢ stabilno$¢ i rozpuszczalno$é¢ produktu. Gtéwng wada tej metody jest

niestabilno$¢ termodynamiczna (Mishra i in., 2015).

2.2.3. Krystaliczne formy stale

W przemysle farmaceutycznym wiele lekow wystepuje w formie krystalicznej, ze
wzgledu na stabilno$¢ 1 tatwo$¢ opracowania na réznych etapach syntezy. W poczatkowym
etapie opracowania leku poszukuje si¢ wielorakich form krystalicznych badanej substancji
aktywnej i nastgpnie wybiera sposrod nich te o najbardziej odpowiedniej i stabilnej postaci.
Najczgsciej stosowang metoda tworzenia lekéw 1 substancji aktywnych o pozadanych
wilasciwosciach  fizykochemicznych i farmakologicznych jest synteza odmian
polimorficznych, solwatdéw, soli oraz kokrysztatow (Vippagunta i in., 2001). Na rysunku 2
przedstawiono rozne formy krystaliczne, ktore sg wykorzystywane do produkcji substancji
leczniczych.

Na szybko$¢ rozpuszczania oraz transport leku w postaci krystalicznej moga mie¢
wplyw rézne przemiany fazowe takie jak: interkonwersja polimorficzna, desolwatacja,
tworzenie hydratu i konwersja do formy amorficznej. Zdolnos¢ do tworzenia soli i solwatow
jest uwarunkowana obecnoscia okreslonych grup funkcyjnych w czasteczce, ktoére powoduja
powstanie form jonowych. Alternatywnym rozwigzaniem dla substancji niejonowych
I jonowych moze by¢ synteza kokrysztatow - homogenicznych faz wielosktadnikowych,
ktorych molekularne lub jonowe komponenty, obecne w ilosciach stechiometrycznych, sa

stabilizowane za pomoca oddziatywan niekowalencyjnych, gléwnie wigzanh wodorowych



(Aitipamulaiin., 2012, Budziak i in., 2019). W temperaturze pokojowej izolowane sktadniki

kokrysztalow sa ciatami statymi.
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Rysunek 2. Typy form krystalicznych wystepujgcych w substancjach leczniczych (Cerreia Vioglio i
in., 2017).

2.2.4. Metoda kokrystalizacji

Obecnie obiecujacym sposobem modyfikowania rozpuszczalnosci, szybkosci
rozpuszczania i innych wlasciwosci fizykochemicznych substancji leczniczych jest metoda
kokrystalizacji, czgsto stosowana w inzynierii krystalicznej. Kokrysztaly stanowia
alternatywne podejécie w celu poprawy okreslonych wiasciwosci fizykochemicznych
I biofarmaceutycznych aktywnych sktadnikow farmaceutycznych, gdy tworzenie soli,
solwatow, polimorfow lub form bezpostaciowych nie spetniajg oczekiwanych zatozen.
Ponadto kokrysztaty sa termodynamiczne duzo trwalsze od form amorficznych poniewaz sa
w formie krystalicznej. W 2004 roku kokrysztaly farmaceutyczne zostaty opisane jako
odrgbna klasa nowych, krystalicznych materiatow, ktore moga zmienia¢ wiasciwosci
fizykochemiczne API co byto poczatkiem nowej ery w inzynierii krysztatlow (Kumar,
Nanda, 2017). Farmaceutyczne kokrysztaly zostaly zdefiniowane jako kokrysztaly, ktore
zbudowane sg z substancji aktywnej API oraz koformera (ligandu krystalicznego) w stosunku
stechiometrycznym (Korotkova, Kratochvil, 2014). W poréwnaniu z czystym, aktywnym
sktadnikiem farmaceutycznym kokrysztaly czgsto wykazuja wyjatkowe wlasciwosci, ktore
mozna modyfikowaé poprzez zmiany koformera lub upakowanie czasteczek w sieci
krystalicznej (polimorfizm kokrysztatu) (Duggirala i in., 2020). Otrzymywanie kokrysztatow
polega gltownie na wykorzystaniu mozliwych wigzan niekowalencyjnych m.in. wigzan
wodorowych, oddziatywan van der Waalsa, stabych oddzialywan hydrofobowych

(odziatywania typu n-w). Dodatkowo na etapie projektowania kokrysztatow nalezy wzia¢ pod



uwage mozliwo$¢ utworzenia syntonéw supramolekulrnych, ktére stanowig jednostke
strukturalng w obrgbie krysztalu | moga zosta¢ utworzone poprzez mozliwe oddziatywania
miedzyczasteczkowe. Termin ,,synton” zostat po raz pierwszy wprowadzony przez Coreya
w 1967 roku, ktory zdefiniowat synton jako ,.,jednostke strukturalng w czgsteczce, ktora moze
by¢ utworzona i/lub ztozona za pomocq znanej lub mozliwej do wyobrazenia syntezy, ktora
obejmuje interakcje miedzyczgsteczkowe” (Sathisaran, Dalvi, 2018). Powstawanie syntonow
jest zwigzanie z okreslonymi grupami funkcyjnymi w molekule m.in. grupg karboksylowa,
grupg hydroksylowa, aromatycznym azotem. W kokrystalizacji pomigdzy flawonoidami
I zwigzkami organicznym zawierajagcymi azot, heterosynton O—H:-‘N zostal uznany za
najbardziej prawdopodobny synton molekularny. Charakterystyczne i najczesciej uzywane

syntony supramolekularne zostaty zaprezentowane na rysunku 3.

Rysunek 3. Typowe syntony supramolekularne wigzan wodorowych wystepujgcych w kokrysztatach. |
- dimer kwas-kwas, Il - dimer amid-kwas, Il - dimer amid-amid, IV - dimer kwas-pirydyna
(Vishweshwar i in., 2006).

Kokrysztaty mogg by¢ rozwigzaniem dla przemystu farmaceutycznego, ktory ma do
czynienia z lekami stabo rozpuszczalnymi i/lub o niskiej przepuszczalnosci. Gtowng zaleta
kokrysztalow jest to, Ze poprawiaja rozpuszczalno$é/przenikalno$¢ leku bez zmiany jego
struktury molekularnej. W literaturze jest wiele przyktadow lekéw, ktorych kokrysztaty
zostaly pomyslnie otrzymane (Childs i in., 2013, Drozd i in., 2017, Patil i in., 2014).



2.3. Mechanizm zwig¢kszenia rozpuszczalnosci i biodostepnosci przez
kokrysztaly

Zwigkszenie rozpuszczalnosci kokrysztatéw w poréwnaniu do czystej formy moze
by¢ wynikiem zmiany energii solwatacji oraz zmian w sieci krystalicznej z powodu
obecnosci koformera. W publikacjach (Childs i in., 2013, Li i in., 2020) stwierdzono, ze
zwigkszona rozpuszczalno$¢ kokrysztatow korzystnie wptywata na absorpcj¢ tych form
W przewodzie pokarmowym badanych zwierzat. Podobnie Shan i wspotpracownicy (Shan i
in., 2014) wykazali dodatnie korelacje miedzy rozpuszczalno$cig in vitro kokrysztatow
zawierajacych API z klasy II a stezeniem leku w osoczu. Dodatkowo badania wykazaty, ze
kokrysztaly nie tylko moga poprawia¢ wlasciwosci rozpuszczania lekow, ale takze moga
modyfikowaé wlasciwosci dyfuzji/przepuszczalnosci lekow przez membrany biologiczne
(Sanphui i in., 2015). Wyniki te moga rozszerzy¢ zastosowania kokrysztatow dla lekow
z klasy 111 111, oraz dla klasy 1V w systemie BCS (Emami i in., 2018).

Zwigkszona rozpuszczalnos¢ jest efektem pozadanym, poniewaz poprawia
biodostgpnos¢ leku. Jednakze nadmierne wzmocnienie rozpuszczalnosci moze byé
problematyczne, ze wzgledu na mozliwo$¢ niepozadanego wytracenia materiatu
wyjsciowego z powodu tworzenia przesyconego roztworu. Przesycenie wystepuje, gdy
czasteczki leku obecne w roztworze posiadaja stezenie wyzsze niz réwnowagowa
rozpuszczalno$¢ termodynamicznie stabilnej postaci leku. Przesycony roztwor jest niestabilny
termodynamicznie, dlatego ulega krystalizacji, ktora jest forma termodynamicznie bardziej
stabilng. Przejscie do najstabilniejszej formy ciata statego moze przebiegac przez rézne fazy
polimorficzne. Przemiana prowadzi do szybkiego spadku stezenia substancji aktywnej do
poziomu rozpuszczalno$ci w postaci stabilnej (efekt ,,sprezyny”). Aby skorzystac
Z przesycenia jako strategii poprawy rozpuszczalnosci i szybkosci rozpuszczania stabo
rozpuszczalnych lekow, nalezy dodatkowo kontrolowa¢ dwa krytyczne etapy: (i) generowanie
metastabilnego stanu przesyconego, (i) utrzymanie powyzszego stanu przez dtuzszy czas.
Guzman i wspotpracownicy (Guzman i in., 2007) przedstawili koncepcj¢ ,,sprezyny
I spadochronu” poprzez utworzenie metastabilnego stanu przesycenia z Wykorzystaniem
kokrysztatow (rysunek 4).

Istnieja metody kontrolowania szybko$ci przemiany fazowej poprzez uzycie
inhibitorow krystalizacji, takich jak polimery i $rodki powierzchniowo czynne, ktore moga

stabilizowa¢ przesycony roztwor i zmniejszy¢ szybkos$¢ konwersji. Poprawne uchwycenie



zalet rozpuszczalno$ci kokrysztatow poprzez dodanie inhibitorow krystalizacji nazywa si¢

efektem spadochronowym (Childs i in., 2013, Kuminek i in., 2016).

Rozpuszczalnos$¢ kokrysztatu

Sprezyna + Spadochron

Sprezyna

2

/ Réwnowagowa rozpuszczalno$é

Czas

Stezenie leku

Rysunek 4. Schematyczny wykres przedstawiajgcy koncepcje ,,sprezyny i spadochronu” w profilu
stezenia leku w czasie. Typowy profil rozpuszczania najbardziej stabilnej fazy stalej leku (1),
kokrysztal z procesem przesycenia/wytrgcenia (. faza bezpostaciowa) (2), wysoce rozpuszczalna
postaé leku utrzymywana przez diugi czas w strefie metastabilnej(3) (Emami i in., 2018).

2.4. Badane zwiazki bioaktywne

2.4.1. Chalkony

Chalkony (1,3-difenylo-2-propen-1-on) sg naturalnymi, polifenolowymi zwigzkami
nalezacymi do duzej grupy flawonoidow, ktore wystepuja w roslinach jako metabolity
wtorne (Kaminski D., 2016). Podobnie jak flawonoidy, czasteczki chalkonow moga mieé
kilka grup hydroksylowych w réznych pozycjach, ktore dziatajg zarowno jako akceptory
I donory wigzan wodorowych. Z tego powodu taka struktura jest bardzo podatna na tworzenie
sic wigzan wodorowych z hydroksylowymi, ketonowymi i aromatycznymi grupami
azotowymi, co jest wysoce wskazane w procesie kokrystalizacji. Chalkony sa aromatycznymi
ketonami, ktorych szkielet sktada si¢ z dwoch pier§cieni aromatycznych potaczonych a, B-
nienasyconym ketonem. Ugrupowanie to powinno sprzyja¢ kokrystalizacji (rysunek 5)
(Gomes i in., 2017). Istnieje niewiele doniesien naukowych na temat kokrystalizacji
naturalnie wystgpujacych chalkonéw (Xu i in., 2016, Budziak i in., 2019).

Chalkony sa prekursorami flawonow podczas biosyntezy flawonoidow i izoflawonoidow.
Zwiazki te takze stanowig glowny biologicznie aktywny sktadnik w produktach pochodzenia
naturalnego tj.: w owocach (cytrusy, jabtka), warzywa (pomidory, szalotki, kietki fasoli,

ziemniaki, soja) oraz roslinach i ziotach (lukrecja, kardamon, szyszki chmielu zwyczajnego)
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(Kumar i in., 2013). Wiele chalkonow zostato wyizolowanych z gatunkow roslin nalezacych
do rodziny bobowatych, astrowatych oraz morwowatych (Rozmer, Perjesi, 2016). Badania
wykazaty, ze zwigzki, ktére posiadajg strukture chalkonu posiadajg rézne witasciwosci
biologiczne oraz farmakologiczne m.in. dziatanie przeciwutleniajgce, przeciwbakteryjne,
przeciwgrzybicze przeciwzapalne, przeciwnowotworowe, cytotoksyczne, immunosupresyjne
oraz chemoprewencyjne (Orlikova i in., 2011, Zhuang i in., 2017, Arczewska i in., 2013, Guo
i in., 2014).

0] 3 4
2 v ” p . 2 32 o 2L B )5
: = s AN 7
* A 1 6
g 6 6 4 —/ \—/
= H 5 6 o B
a) b)
Rysunek 5. Struktura szkieletowa chalkonu wraz z numeracjg. Izomer trans (a), izomer cis (b).

Przyktadem takiego zwigzku jest ksantohumol (2',4',4-trihydroksy-6'-metoksy-3'-
prenylochalkon), wystepujacy glownie w szyszkach chmielu (Humulus lupulus L.),
posiadajacy potwierdzone dziatanie przeciwnowotworowe, zapobiega chorobom
niedokrwiennym serca, dziala przeciwgrzybiczo, przeciwbakteryjnie 1 przeciwwirusowo,
jest rowniez silnym, naturalnym antyoksydantem (rysunek 6a) (Jiang i in., 2018, Magalhaes
iin., 2009, Wei i in., 2018). Jednak staba rozpuszczalno$¢ w roztworach wodnych i zwigzana
z nig ograniczona biodostepnos¢ wyklucza opracowanie skutecznych i stabilnych
preparatow farmaceutycznych lub suplementow diety opartych na tym zwigzku.

Kolejnym przyktadem naturalnie wystepujacego chalkonu, ktory cieszy si¢ coraz
wigkszym zainteresowaniem w $rodowisku naukowym jest kardamonina (2',4'-dihydroksy-6'-
metoksychalkon) (rysunek 6b) (Budziak i in., 2020, Goncalves i in., 2014). Kardamonina,
wystepujaca gtownie w przyprawie kardamon oraz w wielu innych ro$linach (rodzina
imbirowatych np. Alpinia katsumadai, Alpinia conchigera, Alpinia raffesiana, Amomum
subulatum oraz Boesenbergia pandurata), jest znana od dawna z prozdrowotnych
wlasciwos$ci. Chalkon kardamonina oraz jego pochodne odgrywaja istotng rol¢ w leczeniu
raka, modulacji uktadu odpornosciowego, stanach zapalnych i zwalczaniu patogenéw (Nawaz
I in., 2020). Niekorzystna cecha kardamoniny jest jej niska biodostepnos¢ zwigzana ze staba

rozpuszczalno$cig w wodzie (Jaiswal i in., 2015).
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a) b)

Rysunek 6. Struktura szkieletowa ksantohumolu (a) i kardamoniny (b).

2.4.2. Flawan-3-ole

Obecnie mozna zaobserwowaé rosngce zainteresowanie naturalnymi katechinami,
ktore wystepuja w duzych ilosciach w napojach takich, jak herbata, czerwone wino czy
produkty na bazie kakao. Glownymi zroédtami katechin sa krzewy herbaty chinskiej
i indyjskiej Camellia sinensis oraz C. assumica. Zielona herbata zawiera 75-80% wody oraz
zwigzkow polifenolowych (flawanole, flawonoidy i1 kwas fenolowy). W lisciach tej herbaty
katechiny stanowig ponad 75% zwigzkoéw polifenolowych (Zillich i in., 2015). Katechiny
nalezagce do grupy flawan-3-oli wykazuja wiele wlasciwosci prozdrowotnych:
przeciwutleniajace, przeciwzapalne, przeciwbakteryjne, przeciwnowotworowe, przeciw-
nadci$nieniowe, neuroprotekcyjne, obnizajagce poziom cholesterolu i termogeniczne
(Spizzirri i in., 2019, Budziak-Wieczorek, Maciotek, 2021). Dominujagcymi zwigzkami
nalezagcymi do katechin sg: (-)-galusan-3-O-epigallokatechiny i (-)-galusan-3-O-epikate-
chiny, (-)-epigallokatechina, (+)-galokatechina, (+)-katechina i (-)-epikatechina,
wystepujgca rowniez w postaci galusanéw. Czasteczki katechin zbudowane sg z trzech
pierscieni (dwa aromatyczne A i B potaczone z dihydropiranowym pier$cieniem heterocy-
klicznym C) i charakteryzuja si¢ obecnoscia kilku grup hydroksylowych. Liczba i potozenie
grup hydroksylowych oraz obecnosé/brak ugrupowania galloilu w strukturze katechin
wplywa na zdolno$¢ tworzenia wigzan wodorowych i oddzialywania z biologicznym
srodowiskiem (Botten i in., 2015). Wada katechin jest ich niska biodostepnos¢ (I11 klasa
w systemie BCS) (Cai i in., 2018).

Jednym z przedstawicieli katechin o potwierdzonych witasciwosciach prozdrowotnych
jest (-)-epikatechina ((2R,3R)-2-(3,4-dihydroksyfenylo)-3,5,7-chromanetriol) przedstawiona

na rysunku 7.

12



Rysunek 7. Schemat (-)-epikatechiny.

Pomimo silnych wtasciwosci antyoksydacyjnych, wykorzystanie (-)-epikatechiny jako
suplementu diety lub leku jest znacznie ograniczone ze wzgledu na slaba stabilno$¢
W przewodzie pokarmowym i plynach ustrojowo-jelitowych oraz niskg przepuszczalnosc
(Budziak-Wieczorek, Maciotek, 2021, Cai i in., 2002). Obecnie poszukuje si¢ nowych metod
zwigkszajacych biodostepno$¢ zwigzkow bioaktywnych, metoda kokrystalizacji moze wigc

wplyna¢ na poprawe efektywnosci badanych substancji.

2.4.3. Poliole

Poliole (alkohole cukrowe) wystepujace w niektorych owocach, warzywach oraz
bezcukrowych stodzikach. Charakteryzuja si¢ bardzo wysoka rozpuszczalnosciag
w $rodowisku wodnym oraz posiadajg stodki smak (Budziak i in., 2018). Stanowia sktadnik
diety ubogiej w fermentowalne oligosacharydy, disacharydy, monosacharydy i zyskuja
coraz wigksza popularno$¢ w leczeniu pacjentéw z zespotem jelita drazliwego IBS (Lenhart,
Chey, 2017, Budziak i in., 2018). Do alkoholi cukrowych zalicza si¢ takie poliole jak
erytrytol, ksylitol i mannitol (rysunek 8), ktére sg szeroko stosowane jako substancje
stodzace 1 stabilizujace w réznych produktach spozywczych i farmaceutycznych oraz sa

sktadnikiem past do zeboéw oraz gum do zucia.

OH OH OH OH OH
HO HO
\)\(\OH HO\)\H\/OH \)\H\(\OH
OH OH OH  OH
a) b) c)

Rysunek 8. Schematyczna struktura erytrytolu (a), ksylitolu (b) oraz mannitolu (c).
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Erytrytol to 4-wegglowy poliol, znany pod nazwa chemiczng 1,2,3,4-butaneterolu.
Wystepuje naturalnie w owocach, warzywach, grzybach i sfermentowanej zywnosci, takiej
jak wino i sos sojowy. Ten naturalny stodzik zyskuje coraz to wigksze zainteresowanie
W przemysle spozywczym do produkcji zywnosci o obnizonej kalorycznosci.

Ksylitol to 5-weglowy alkohol cukrowy produkowany z D-ksylozy, wystepujacy
naturalnie w r6znych owocach, warzywach, owsie i grzybach oraz w niewielkim stopniu
syntezowany jest przez organizm ludzki. Moze by¢ wytwarzany w procesie hydrolizy
z r6znych produktow roslinnych zawierajgcych polisacharydy. Ksylitol znalazt zastosowanie
w produktach farmaceutycznych oraz spozywczych. W poréwnaniu do innych substytutéw
cukru zapobiega tworzeniu si¢ prochnicy ze wzgledu na hamowanie wzrostu
prochnicotworczych bakterii Streptococcus mutans. W pracy (Arafa i in., 2018) przedstawiono
zastosowanie ksylitolu jako potencjalnego tfagodnego koformera do zwigkszania szybko$ci
rozpuszczania wolno rozpuszczajacego si¢ leku felodypiny.

Mannitol to 6-weglowy poliol, ktory jest izomerem sorbitolu. W naturze wystepuje
w wydzielinach niektorych drzew, a takze w algach morskich i grzybach. Jest stabilny
W podwyzszonych temperaturach i ma niska higroskopijnos¢, dzigki czemu moze by¢

uzywany jako powtoka do twardych cukierkow i czekoladek.
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3. Cel pracy i tezy badawcze

W ostatnim czasie mozna zauwazy¢ znaczne zainteresowanie przemystu
farmaceutycznego 1 spozywczego nowymi funkcjonalnymi materiatami molekularnymi
0 unikalnych wtasciwosciach 1 zastosowaniach. Badania biodostgpnosci s3 jednym
z kluczowych elementéw podczas projektowania i poszukiwania nowych modyfikacji
substancji leczniczych. Zmiana wilasciwosci fizykochemicznych ma istotne znaczenie
w przypadku trudno rozpuszczalnych substancji bioaktywnych m.in. polifenoli, ktore
stanowig wazng grupe zwigzkéw bioaktywnych stosowanych jako sktadniki zywnosci
funkcjonalnej 1 suplementéw diety. Zastosowanie kokrystalizacji w tym przypadku moze
wptyna¢ na poprawe ich rozpuszczalno$ci i biodostgpnosci, co moze mie¢ przetozenie na
efekty terapeutyczne.

Celem pracy byta synteza nowych kokrysztatow wybranych naturalnych flawonoidow
m.in. dwoch chalkonéw ksantohumolu, kardamoniny oraz flawan-3-olu (-)-epikatechiny
i przedstawienie ich charakterystyki strukturalnej, spektroskopowej i fizykochemicznej.
Zatozono, ze uzyskane w procesie kokrystalizacji nowe formy molekularne wybranych
chalkonéw/flawan-3-oli bedg cechowaty si¢ zwigkszong rozpuszczalno$cig, a w konsekwencji
dostepnoscig biologiczng wzgledem pojedynczych aktywnych sktadnikow tworzacych
kokrysztat.

Drugim celem badawczym pracy byty badania organizacji molekularnej zwigzkow
0 silnych wiasciwo$ciach hydrofilowych na przyktadzie wybranych polioli i ich wptyw na
przepuszczalno$¢ przez blony lipidowe. Poliole mogg wptywaé na poprawe szybkosci
rozpuszczania si¢ substancji aktywnej oraz mogga modyfikowa¢ zmian¢ smaku
przyjmowanych tabletek oraz lekow. Niemniej jednak ze wzgledu na duza liczbe grup
hydroksylowych zdolnych do tworzenia wigzan wodorowych, wybrane zwigzki moga nie
przenikac przez dwuwarstwe lipidowa.

Podczas pracy badawczej postawiono cztery czastkowe tezy badawcze:

v Kokrystalizacja zwieksza rozpuszczalnos¢ wybranych chalkonéw oraz flawan-3-oli
I jest skuteczng metoda w opracowywaniu nowych formulacji o zwigkszonej
biodostgpnosci.

v’ Istnieje zalezno$¢ pomiedzy budowg chemiczng chalkonu kardamoniny a niska

rozpuszczalno$cig w roztworach wodnych.
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v" Poliole (ksylitol, erytrytol i mannitol) o wiasciwosciach silnie hydrofilowych nie
oddziatuja z czes$cia hydrofobowa lipidow oraz nie przenikaja przez blony
biologiczne.

v Stosowanie zwigzkéw o wilasciwosciach silnie hydrofilowych nie jest skuteczng
metoda w opracowaniu modeli o zwigkszonej biodostgpnosci ze wzgledu na niska

przenikalnos¢ przez blony komoérkowe.
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4. Materialy i metody badawcze

Opisy stosowanych materialow, odczynnikdéw 1 uzytych sprzgtow laboratoryjnych sg
szczegdbtowo przedstawione w publikacjach 1-4. Ponizej przedstawiono skrocony opis

metod badawczych zastosowanych w prezentowanym autoreferacie.

4.1. Metody dyfrakcyjne

Dyfrakcja rentgenowska (ang. X-ray diffraction) nalezy do niedestruktywnych
technik, ktore mozna zastosowa¢ do badan strukturalnych materiatow krystalicznych.
Szerokie zastosowanie dyfrakcji rentgenowskiej umozliwia uzyskanie informacji m.in. na
temat: budowy czasteczek i1 ich konformacji, parametréw sieci krystalicznej, orientacji
plaszczyzn krystalograficznych, rozmiarow krystalitow, gestosci dyslokacji i przemian
fazowych (Ameh, 2019). Krystalografia rentgenowska odegrata kluczowa rolg
w projektowaniu farmaceutycznych kokrysztatow, badajac upakowanie w sieci krystalicznej
oraz mozliwe oddziatywania wewnatrzczasteczkowe (Aitipamula, Vangala, 2017).
W publikacjach 1-3 przedstawiono wyniki badan dyfrakcji rentgenowskiej monokrysztatow

oraz proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej (PXRD - ang. powder X-ray diffraction).

4.1.1. Dyfrakcja rentgenowska monokrysztalow

Rentgenografia monokrysztalow jest jedng z najwazniejszych technik, ktora
umozliwia wyznaczenie struktury materiatow krystalicznych oraz badanie zaleznosci
miedzy budowa chemiczng a wlasciwosciami krysztatow (Zhang i in., 2014). Rentgenowska
analiza strukturalna odgrywa istotng role w badaniach podstawowych projektowania
I syntezy aktywnych sktadnikow farmaceutycznych (API). Rozwigzanie struktury krysztatu
pozwala na pelng charakterystyke otrzymanej fazy krystalicznej m.in. wyznaczenie
parametrow sieci przestrzennej, dlugosci wigzan, katéw walencyjnych, katow torsyjnych,
odlegtosci miedzyplaszczyznowych, a takze geometrii oddziatywan miedzyczasteczkowych.
Rentgenowska analiza strukturalna dostarcza informacji na temat sposobu upakowania
czasteczek w krysztale, wewnatrz- i miedzyczasteczkowych oddziatywaniach oraz umozliwia
opis charakterystycznych motywow wigzan wodorowych i1 syntonéw supramolekularnych

obecnych w strukturze krysztatu.
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4.1.2. Proszkowa dyfrakcja rentgenowska

Wyznaczanie struktury na podstawie danych z proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej
(PXRD) ma potencjalne zastosowania w wielu waznych dziedzinach, w ktorych otrzymanie
monokrysztalow jest trudnym zadaniem (Aitipamula, Vangala, 2017). Produkty posrednie
i produkty reakcji w stanie statym mozna analizowa¢ metoda dyfrakcji proszkowej w celu
wykonania analizy jakos$ciowej bez potrzeby krystalizacji. Kokrysztaly farmaceutyczne
czesto wytwarza si¢ technikami mechanochemicznymi, a otrzymane w ten sposob proszki
mikrokrystaliczne na ogo6t nie nadaja si¢ do charakterystyki strukturalnej metoda dyfrakcji
rentgenowskiej pojedynczego krysztatu. Z tego wzgledu technika PXRD jest alternatywa

metoda w badaniach wtasciwosci strukturalnych kokrysztatow.

4.2. Metody spektroskopowe

Metody spektroskopowe sg powszechnie stosowane podczas badania krystalicznych
I amorficznych substancji organicznych. Uzyskane widma spektroskopowe stuzg do
identyfikacji substancji organicznych oraz charakterystyki strukturalnej (rozktad przestrzenny
czasteczek, konformacje molekularne, oddziatywania wewnatrz- i miedzyczasteczkowe).
Sa stosowane do badania dynamiki molekularnej i przej$¢ fazowych w stanie statym (np.
przemiany polimorficzne), do monitorowania reakcji i procesOw chemicznych (krystalizacja,
desolwatacja) oraz do wykonywania analiz ilosciowych (Pindelska i in., 2017). Ponizej

przedstawiono wybrane metody spektroskopowe zastosowane w publikacjach 1-4.

4.2.1. Spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR)

Spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR) nalezy do metod
szybkich, nieniszczacych 1 bardzo czulych, ktora znajduje swoje zastosowanie
w identyfikacji substancji organicznych na podstawie analizy specyficznych ugrupowan
molekularnych. Dostarcza informacji na temat charakterystycznych grup funkcyjnych oraz
mozliwych  oddzialywan miedzyczasteczkowych.  Spektroskopia w  podczerwieni
z transformacja Fouriera (FTIR) zostata zastosowana w celu:

v' potwierdzenia nowej fazy krystalicznej kokrysztatdéw oraz opisu oddziatywan

migdzyczasteczkowych (gléwnie wigzan wodorowych) pomiedzy substancja
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aktywna (APIl) a koformerem oraz identyfikacji syntonow supramolekularnych
wystepujacych w sieci krystalicznej.

v’ badania struktury i organizacji molekularnej wybranych zwigzkow organicznych
m.in. polioli w membranach lipidowych. Wybrana technika spektroskopowa
dostarcza informacji o mozliwych oddziatywaniach migdzyczasteczkowych
pomig¢dzy badanymi zwigzkami a wybranymi cze$ciami lipidu (czgséci hydrofobowe
i hydrofilowe).

4.2.2. Spektroskopia Ramana

Spektroskopia Ramana w ostatnim czasie znajduje szerokie zastosowania
w badaniach strukturalnych ciatl krystalicznych. Jest technikg komplementarng do techniki
spektroskopii absorpcji w podczerwieni. Rozpraszanie Ramana zalezy od polaryzacji
I kierunku padajacego $wiatta, symetrii krysztatu, orientacji probki statej oraz kierunku
I polaryzacji $wiatla rozproszonego (Krylov, 2020). Intensywnosci i polozenie
charakterystycznych pasm w widmach Ramana sg zwigzanie ze zmiang polaryzowalno$ci
okreslonych wigzan chemicznych wystgpujacych w badanych czasteczkach (Pindelska i in.,
2017). Metoda spektroskopii Ramana i proszkowa dyfrakcja rentgenowska sg technikami
wzajemnie uzupeltniajgcymi si¢ na poziomie molekularnym 1 w polaczeniu moga zapewnic

lepsze zrozumienie zjawisk w ciele statym.

4.2.3. Spektroskopia Elektronowa UV-Vis

Spektroskopia elektronowa UV-Vis jest metoda analityczng, wykorzystujaca
promieniowanie w zakresie 200 - 750 nm (Kiguchiya i in., 2019). Jest szeroko stosowana
w badaniach produkcji i kontroli jako$ci oraz w badaniach ilosciowych. Technika ta opiera
si¢ na absorpcji energii $wietlnej I W zaleznosci od ilo$ci $wiatlta i dlugosci fali
zaabsorbowanej przez badang probke mozna bada¢ rdéznice w budowie chemicznej
zwigzkow. Dodatkowo mozna uzyska¢ informacj¢ takie jak czysto$¢ i1 zawarto$¢ probki.
W prezentowanym autoreferacie zastosowano spektroskopi¢ elektronowa UV-Vis w celu
przeprowadzenia analizy iloSciowej podczas badan rozpuszczalno$ci kokrysztatow

w wodnych roztworach.
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4.2.4. Spektroskopia Fluorescencyjna

Spektroskopia fluorescencyjna nalezy do metod bardzo czutych, szybkich i nieinwa-
zyjnych. Polega na badaniu zmian strukturalnych w czgsteczkach spowodowanych zmia-
nami rozpuszczalnika, temperatury, pH, ligandow i sity jonowej (Jagadeesh i in., 2015).
Chalkony stanowiag doskonaty model do badan fluorescencyjnych ze wzgledu na wystepowa-
nie ugrupowan elektronowo-akceptorowych i elektronowo-donorowych potaczonych za
pomoca m-sprzezonego tancucha. Czasteczki te w odpowiednich warunkach mogg wykazywacé
wiasciwos$ci solwatochromowe wynikajace z réznych wewnatrzczasteczkowych transferéw
tadunkow. W pracy doktorskiej spektroskopia fluorescencja zostata zastosowana w celu zba-
dania wiasciwosci spektroskopowych wybranych chalkonow w roéznych $rodowiskach

wodnych.
4.3. Analiza termiczna

W analizie termicznej wyrdznia si¢ wiele metod badawczych, ktére polegaja na
opisie wiasciwosci fizykochemicznych badanej probki w funkcji zmiany temperatury.
Analiza termiczna umozliwia wyznaczenie takich parametrow jak: temperatura topnienia,
krzepnigcia, krystalizacji, zeszklenia, przejs¢ fazowych oraz pozwala na badanie stabilnosci,
sktadu i struktury badanej probki (Ozawa, 2000). W prezentowanej pracy doktorskiej

zastosowano analize termiczng w publikacjach 1 i 4.

4.3.1. Skaningowa kalorymetria r6znicowa (DSC)

Roznicowa kalorymetria skaningowa DSC (ang. differential scanning calorimetry)
nalezy do technik termograwimetrycznych polegajacych na pomiarze zmiany szybko$ci
przeplywu ciepla, ktoéra powstaje miedzy probka badang i1 referencyjng w funkcji
temperatury. Metoda DSC jest szczegblnie stosowana podczas analizy przej$¢ fazowych,
w tym temperatury topnienia, zeszklenia, wyznaczenia krystaliczno$ci, czysto$ci
I stabilnosci badanych probek. Roznicowa kalorymetria skaningowa moze by¢ stosowana
jako narzedzie do szybkiego wykrywania kokrysztalow 1 badania ich stabilnosci na
podstawie roznic w zarejestrowanych skanach DSC wykonanych dla badanej probki
I materialow wyjsciowych. Umozliwia takze wyznaczenie przej$¢ fazowych pomigdzy

polimorfami lub ich ré6znych temperatur topnienia (Garbacz, Wesotowski, 2018).
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4.4. Analiza powierzchni Hirszfelda

Analiza powierzchni Hirszfelda jest stosowana w celu przeprowadzenia ilo§ciowego
i jakosciowego opisu oddzialywan miedzyczgsteczkowych wystepujacych w badanej
czgsteczce (Sharfalddin i in., 2020). Graficzna wizualizacja na tréjwymiarowych mapach
gestosci elektronowej oraz na dwuwymiarowych wykresach mapy oddziatywan, umozliwia
identyfikacje oddziatywan niekowalencyjnych, a takze pordéwnanie rodzajow interakcji
w krysztatach molekularnych. Znormalizowana odlegto$¢ kontaktu dnorm, zdefiniowana
przez dhugosci zewnetrzne i wewnetrzne (de i di) oraz promienie van der Waalsa atomu (r9")
umozliwia identyfikacj¢ obszarow o szczegblnym znaczeniu dla oddziatywan

miedzyczasteczkowych z zaznaczonymi Czerwono-biato-niebieskimi obszarami. Analiza

powierzchni Hirszfelda zostata wykonana w publikacjach 1 i 3.

4.5. Optymalizacja geometrii metodg DFT

Badania teoretyczne z wykorzystaniem teorii funkcjonatu gestosci DFT (ang. density
functional theory) sa wykorzystywane w badaniach strukturalnych réznych faz krystalicznych
oraz w badaniach zaleznosci struktura-wlasnosci. W szczegolnosci metoda DFT jest
stosowana podczas przeprowadzenia optymalizacji geometrii w celu poszukiwania takiego
rozmieszczenia atoméw w czgsteczce ciata statego, dla ktorej uklad bedzie posiadat
najnizszg energi¢ (Brandenburg, Grimme, 2014). Poréwnanie uzyskanych rezultatow
teoretycznych z wynikami eksperymentalnymi m.in. z pomiarami spektroskopowymi
I dyfrakcyjnymi umozliwia dokladne opisanie wilasciwosci strukturalnych badanych
czasteczek. W publikacji 2 przedstawiono zastosowanie metody DFT w celu optymalizacji

geometrii badanej czasteczki.

4.6. Analiza chemometryczna

Chemometria nalezy do metod zajmujacych si¢ wykorzystaniem metod
statystycznych i matematycznych do analizy wielowymiarowych zbioréw danych
uzyskanych podczas réznych pomiaréw analitycznych (Saganowska, Wesotowski, 2017).
Analiza chemometryczna jest czesto taczona z technikami spektroskopowymi takimi jak
spektroskopia w podczerwieni, spektroskopia Ramana oraz z technikami analizy termiczne;j.

W pracy doktorskiej (publikacja 3) zastosowano metody klasyfikacji danych

21



z wykorzystaniem technik analizy sktadowych gtownych PCA (ang. principal component
analysis) oraz hierarchiczng analiz¢ skupien HCA (ang. hierarchical cluster analysis)
W potgczeniu z metodami spektroskopowymi w celu identyfikacji i Wyznaczenia réznic

wystepujacych w kokrysztatach.

4.7. Charakterystyka monowarstw Langmuira

Charakterystyka monowarstw Langmuira jest jedng z podstawowych metod
stosowanych w badaniach organizacji molekularnej monowarstw utworzonych na
powierzchni subfazy wodnej. Metoda tworzenia monomolekularnych warstw na granicy faz
powietrze/woda umozliwia wyznaczenie takich parametrow jak: upakowanie molekularne,
stan fizyczny, ci$nienie powierzchniowe i gesto$¢ utworzonej monowarstwy (Elderdfi,
Sikorski, 2018). W szczegdlnosci monowarstwy Langmuira ztozone ze sktadnikow bton
biologicznych takich jak: fosfolipidy, sterole, sfingo- i glikolipidy stanowig bardzo dobry
model do badania interakcji migdzy elementami bton i czasteczkami organicznymi. W pracy
doktorskiej (publikacja 4) opisano charakterystyke monowarstw utworzonych z lipidu 1,2-

dimirystoilo-sn-glicero-3-fosfocholiny (DMPC).
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5. Wyniki badan i omowienie najwazniejszych wynikow

W cyklu publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej opisano wyniki badan
strukturalnych, spektroskopowych 1 termograwimetrycznych zwigzkéw o znaczeniu
biologicznym w kokrysztatach i krysztatach oraz w mono- dwu- i wielowarstwach lipidowych.
Do badan naukowych wybrano zwiazki pochodzenia naturalnego m.in. chalkony, flawan-3-
ole oraz poliole, roznigce si¢ budowg chemiczng i wiasciwosciami fizykochemicznymi
(hydrofobowos$¢, hydrofilowos¢), ktore wptywajg na r6zng rozpuszczalnos¢, a tym samym na
biodostepnos¢.

W publikacjach przeanalizowano kilka aspektow badawczych zwigzanych z poprawa
rozpuszczalnos$ci zwiazkdéw o niskiej rozpuszczalnos$ci i/lub przepuszcezalno$ci przez btony
biologiczne oraz zbadano wptyw zwigzkdow silnie hydrofilowych na przepuszczalno$¢ przez
membrany lipidowe. W pracy skupiono si¢ glownie na metodzie kokrystalizacji, ktora moze
by¢ stosowana w badaniach poprawy biodostepnosci substancji czynnych nie wplywajac na
zmiang ich aktywno$ci biologiczne;.

W pracach 1-3 skoncentrowano si¢ glownie na opisie struktur Krystalicznych
kokrysztatdow oraz krysztalu kardamoniny z zastosowaniem metod dyfrakcyjnych m.in.
dyfrakcji rentgenowskiej monokrysztatu oraz proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej (PXRD).
Do opisu roéznic w strukturach kokrysztatow w poréwnaniu do materiatow poczatkowych
oraz oddzialywan mig¢dzyczasteczkowych zastosowano tradycyjne techniki m.in. r6Zznicowa
kalorymetri¢ skaningowa (DSC), spektroskopie¢ wibracyjng w podczerwieni (FTIR)
I spektroskopi¢ Ramana oraz metody obliczeniowe.

W publikacji 4 przedstawiono wyniki badan organizacji molekularnej wybranych
alkoholi cukrowych (ksylitol, erytrytol i mannitol) w mono- dwu- i wielowarstwach
lipidowych DMPC. Badania w wielowarstwach lipidowych opieraty si¢ gtéwnie na analizie
wynikow réznicowej kalorymetrii skaningowej DSC oraz spektroskopii w podczerwieni
(FTIR) w funkcji stgzenia oraz ilosci grup hydroksylowych w tancuchu weglowym polioli.

Ponizej zaprezentowano najwazniejsze wnioski 1 sformutowania pochodzace

z publikacji 1-4.
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5.1. Opis wynikow publikacji 1

W publikacji 1 (Budziak-Wieczorek, Maciotek, 2021) przedstawiono wyniki badan
strukturalnych, spektroskopowych oraz termograwimetrycznych nowego kokrysztatu (-)-epi-
katechiny z kwasem barbiturowym w stechiometrii 1:1 (EC-BTA). Dodatkowo wykonano
badania rozpuszczalno$ci w roztworach wodnych kokrysztatu oraz czystej (-)-epikatechiny.

Glownym celem badan byto otrzymanie kokrysztatow dwoch naturalne wystepujacych
diastereoizomerow (+)-katechiny i (-)-epikatechiny z powszechnie stosowanymi koformerami
takimi jak: kwas barbiturowy, 5-metylo-1H-benzotriazol, 4-(metyloamino)-pirydyna, 5-
metylobenzimidazol, acetamid, salicylamid, niacynamid, izonikotynoamid, kofeina
i glutarimid oraz wykonanie badan strukturalnych. Drugim celem badan bylo okreslenie
wplywu kokrystalizacji na poprawe rozpuszczalnosci wybranych katechin w roztworach
wodnych.

Zwigzki (+)-katechina oraz (-)-epikatechina zostaty wybrane do badan ze wzgledu na
odmienng konformacje, ktora moze wptywaé na rézne zachowanie podczas kokrystalizacji.
Katechiny charakteryzuja si¢ stosunkowo wysoka rozpuszczalnoscig w roztworach wodnych,
zwigzang z obecno$cig kilku grup hydroksylowych. Jednak ich biodostgpno$¢ po podaniu
doustnym jest bardzo mata ze wzgledu na szybki metabolizm i biokonwersje. W prowadzonych
badaniach zastosowano metod¢ powolnego odparowywania rozpuszczalnika z roztworu
I w efekcie udato si¢ uzyskac tylko jeden, dobrej jakosci kokrysztat (-)-epikatechiny z kwasem
barbiturowym (EC-BTA). Na rysunku 9 przedstawiono schematyczng strukturg (-)-epikate-
chiny, kwasu barbiturowego oraz struktur¢ kokrysztatu EC-BTA przedstawiajaca

asymetryczng cze¢s¢ komorki z numeracjg atomow.
Whnioski i podsumowanie publikacji 1:

Dane uzyskane z badafh dyfrakcji rentgenowskiej monokrysztatu wykazaly, ze
kokrysztat EC-BTA krystalizuje w trojskosnej grupie przestrzennej P1 z dwiema
czasteczkami EC oraz dwiema czgsteczkami BTA oraz trzema czasteczkami wody
W asymetrycznej czesci komodrki. Badania strukturalne monokrysztatlu EC-BTA
potwierdzity, ze w sieci krystalicznej kokrysztalu EC-BTA wystgpuja dwie niezalezne od
symetrii czasteczki EC: A (na czerwono) i B (na zielono), ktore oddziatuja ze soba poprzez
wigzania wodorowe O—H---O wzdluz i pomiedzy warstwami tworzac strukturg tasmy. Grupa

hydroksylowa —OH wystepujaca w pierscieniu benzenowym A czasteczki (-)-epikatechiny
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oddziatuje z grupa karbonylowg C=0 koformera. W sieci krystalicznej obecne sg takze stabe
wigzania typu ' pomiedzy czasteczkami EC i BTA, ktére dodatkowo stabilizujg strukture
kokrysztatu. Analiza upakowania kokrysztalu EC-BTA potwierdzita, ze czagsteczki (-)-
epikatechiny i1 kwasu barbiturowego oddzialuja ze sobg gléwnie poprzez wigzania
wodorowe O-H:--:O wzdluz i pomiedzy warstwami. Atom wodoru H8 z grupy -OH
Z pierScienia benzenowego A w czasteczce EC tworzy wigzanie wodorowe z grupa
karboksylowa C=0 z kwasu barbiturowego. Czasteczki BTA oddziatujg ze soba poprzez
wigzania wodorowe O---H-N i N-H---O. Dodatkowo czgsteczki BTA oddziatlujg posrednio

poprzez czasteczki wody zwigzane ze strukturg kokrysztahu.

]

HN NH

Rysunek 9. Schematyczna struktura (-)-epikatechiny (a), kwasu barbiturowego (b). Asymetryczna
czes¢  komorki  kokrysztalu EC-BTA, z numeracjq atomow. Elipsoidy sq narysowane
z prawdopodobienstwem 50% (c) (Budziak-Wieczorek, Maciolek, 2021).

W kolejnym etapie badan wykonano analiz¢ TGA-DSC i wykazano, ze kokrysztat
EC-BTA posiada odmienne wlasciwosci termiczne w poréwnaniu do czystych
komponentow. Rézne temperatury topnienia pomigdzy badanymi strukturami potwierdzaja
wystepowanie nowej formy stalej. Temperatura topnienia kokrysztatu EC-BTA (214,95°C)

byta nizsza w poroéwnaniu do (-)-epikatechiny (245,04°C) i kwasu barbiturowego
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(252,64°C). Swiadczy t0 0 réznicach w strukturze molekularnej kokrysztatu, krystalicznosci
oraz innym upakowaniu sieci krystalicznej w odniesieniu do czystych komponentow.

Powstawanie nowej formy krystalicznej oraz wystepowanie wigzan wodorowych
w strukturze kokrysztatu EC-BTA zostaly takze potwierdzone badaniami spektroskopii
Ramana. Obecnos$¢ wigzan wodorowych mozna stwierdzi¢ analizujac  zmiany
W przesunigciach i intensywnosciach pasm w widmach spektroskopowych kokrysztatu
W porownaniu do czystych substratow. Glownym dowodem na zajscie procesu
kokrystalizacji byly zmiany w przedziale 1800-1700 cm™ w widmie Ramana, zwigzane
z drganiami rozciagajacymi grupy karbonylowej C=0. Analiza przesuni¢¢ pasm w widmach
Ramana uwidocznita, ze grupa aminowa N-H bierze wudziat w tworzeniu
miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych pomigdzy czasteczka BTA a grupa
hydroksylowa wystepujaca W wodzie. Brak znaczacych zmian w widmach w zakresie 1500-
500 cm™* potwierdzit fakt, ze nowa struktura krystaliczna nie byla odmiennym zwigzkiem
chemicznym lecz kokrysztalem (brak dodatkowych wigzan chemicznych).

Ostatnim etapem badan byly badania rozpuszczalnosci w roztworach wodnych
potaczone z analiza dyfrakcji proszkowej, analiza statystyczng i analizg powierzchni
Hirszfelda. Krzywa rozpuszczalnosci EC-BTA oraz EC w roztworze buforowym PBS
osiggneta staty poziom po okoto 15-20 minutach trwania eksperymentu (rysunek 10a).
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Rysunek 10. Profil rozpuszczalnosci (-)-epikatechiny i kokrysztatu EC-BTA (a). Dyfraktogramy
PXRD dla osadu kokrysztatu EC-BTA otrzymanego po badaniach rozpuszczalnosci w roztworach
wodnych (b) (Budziak-Wieczorek, Maciotek, 2021).

Zastosowana dwuczynnikowa analiza wariancji wykazata brak istotnych rdéznic

W rozpuszczalno$ciach pomiedzy zwigzkami (widoczny niewielki wzrost poziomu

26



rozpuszczalnosci dla kokrysztatu w poréwnaniu do czystej (-)-epikatechiny). Oznacza to, ze
nie mozna potwierdzi¢ wplywu zastosowania kokrystalizacji na poprawe rozpuszczalnosci
(-)-epikatechiny w roztworze wodnym. Dodatkowo zastosowano metode dyfrakcji
proszkowej (PXRD) w celu stwierdzenia zmian w przejsciach fazowych dla mokrego
I suchego osadu EC-BTA. Analiza dyfraktograméw osadu EC-BTA nie potwierdzita
wystepowania dodatkowych refleksow §wiadczacych o obecnos$ci innej fazy krystalicznej
(rysunek 10b). Badania rozpuszczalnos$ci w roznym odczynie (pH) srodowiska (w zakresie
1-7) oraz dwuczynnikowa analiza wariancji potwierdzity brak istotnych réznic pomiedzy
rozpuszczalnoscig dla czystej (-)-epikatchiny oraz kokrysztalu EC-BTA.

W  celu doktadniejszego zrozumienia wpltywu wigzan wodorowych na
rozpuszczalnosé (-)-epikatechiny i skorelowania z danymi eksperymentalnymi, wykonano
takze analize powierzchni Hirszfelda dla calego kokrysztatu EC-BTA oraz osobno dla
czystych komponentow EC i BTA (pochodzacych z kokrysztatu) oraz krysztalu (-)-
epikatechiny postugujac si¢ danymi z bazy CCDC (numer cif 1130393). Zredukowana ilo$¢
wigzan wodorowych w strukturze kokrysztalu w porownaniu do czystego sktadnika
aktywnego moze znaczaco wplyna¢ na ostabienie upakowania czgsteczki oraz na wzrost
rozpuszczalnosci. Analiza powierzchni Hirszfelda wykazata, ze catosciowy wkiad wigzan
wodorowych O---H/H:--O w strukturze kokrysztatu EC-BTA oraz (-)-epikatechiny (krysztat
i kokrysztat) byt na podobnym poziomie (33 - 39%) co mogto znaczaco wptynac na podobng
rozpuszczalnos$¢. Dodatkowo stabe wigzania H---H, ktoérych wktad wynosit 39%, stanowily
kluczowa rolg w stabilizacji kokrysztatu.

Podsumowujgc, w publikacji 1 przedstawiono wyniki badan strukturalnych,
spektroskopowych i termograwimetrycznych nowego kokrysztatu (-)-epikatechiny z kwasem
barbiturowym w stosunku stechiometrycznym 1:1. Wykonane badania rozpuszczalno$ci
wykazaty, ze zastosowanie kwasu barbiturowego, ktory charakteryzuje si¢ wyzsza
rozpuszczalno$cig w porownaniu do (-)-epikatechiny, nie wplynglo na znaczacg poprawe
poziomu rozpuszczalno$ci wybranej katechiny. Jednak przypuszcza sig, ze uzycie koformera
posiadajacego lipofilowy charakter moze przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia przepuszczalnosci

przez btony biologiczne. Badania te bedg kontynuowane w nastepnej publikacji.
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5.2. Opis wynikow publikacji 2

W publikacji 2 (Budziak i in., 2020) opisano wyniki badan strukturalnych,
spektroskopowych oraz teoretycznych krysztatu kardamoniny. Poczatkowo badania skupity
si¢ na uzyskaniu kokrysztatu kardamoniny z powszechnie stosowanymi koformerami,
jednakze w trakcie trwania eksperymentu udato si¢ uzyskaé czysty krysztal kardamoniny
CA. Nalezy podkresli¢, ze w bazie CCDC znajduje si¢ jedynie struktura Krystaliczna
kardamoniny dimetylowej. Pomimo wielu wlasciwosci prozdrowotnych kardamoniny, ktora
powszechnie wystgpuje np. w przyprawie kardamon, niewiele jest informacji dotyczacych
opisu wilasciwosci fizykochemicznych badanej czasteczki. Celem prezentowanej publikacji
byto potaczenie badan eksperymentalnych i teoretycznych réznych dimerow kardamoniny
I opisanie wlasciwosci fizykochemicznych, ktére mogg wplywac na niskg rozpuszczalnosé

w roztworach wodnych.
Whioski i podsumowanie publikacji 2:

Rentgenowska analiza strukturalna otrzymanego krysztatu kardamoniny potwierdzita,
ze kardamonina krystalizuje w uktadzie jednosko$nym nalezagcym do centrosymetrycznej
grupy przestrzennej P2:/c. W sieci krystalicznej krysztatu CA znajdujg si¢ dwie niezalezne
od symetrii molekuty réznigce si¢ konformacjg (molekuta A i B) przedstawione na rysunku
11. Wystepowanie dwoch typéw konformacji w strukturze krysztatu moze by¢ zwiazane
z niewielkg rotacja w lancuchu weglowym taczacym pierscienie benzenowe chalkonu
(propenon). Molekuty A i B sg utozone w stosy wzdtuz osi ¢ i oddziatujg ze sobg poprzez
stabe wigzania typu m 7 lub/i wigzania van der Waalsa tworzac tréjwymiarowa strukture
kardamoniny. Dodatkowo sgsiadujgce czasteczki tego samego typu tworzg miedzyczastecz-
kowe wigzania wodorowe O-H:---O.

Kolejnym etapem badan byto przeprowadzenie obliczen teoretycznych optymalizacji
geometrii siedmiu roznych dimeréw kardamoniny i monomeru oraz poréwnanie uzyskanych
wynikow z danymi strukturalnymi oraz spektroskopowymi. Obliczenia teoretyczne
wykazaty, Ze najnizsza energi¢ posiadaty dimery 1, II 1 III, ktére odpowiadaty konformacja
obecnym w sieci krystalicznej kardamoniny. Dimer I, ktory tworzyt uktad gtowa-do-ogona
(ang. ,,head-to-tail”’) byt podobny do utozenia czasteczek typu B, natomiast dimer I1 i I1I byt

podobny do utozenia czasteczek typu A w strukturze krysztatu kardamoniny. Uzyskane
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teoretyczne widma absorpcji monomeru i wybranych dimerow (I, II i III) byly prawie

identyczne z widmami spektroskopowymi w wodnych roztworach etanolowych.

Rysunek 11. Dwie molekuly wystepujgce w strukturze krysztatu kardamoniny (CA). Parametry
przemieszczenia anizotropowego sq na poziomie prawdopodobienstwa 50%. Czgsteczka po lewej
stronie odpowiada czgsteczce-A (a), a czgsteczka po prawej stronie odpowiada czgsteczce-B (b)
(Budziak i in., 2020).

Elektronowa spektroskopia absorpcyjna oraz spektroskopia fluorescencyjna zostaty
wykonane w celu zbadania wlasciwosci spektroskopowych kardamoniny w wodzie oraz
w wodnych, etanolowych roztworach. Maksimum absorpcji dla kardamoniny w etanolowym
roztworze w widmie eksperymentalnym UV-Vis oraz teoretycznym byto praktycznie takie
samo 1 wynosito 344 nm (widmo dla formy monomerycznej). Maksimum absorpcji dla widm
UV-Vis wykonanych w wodzie oraz w roztworze wodno-etanolowym przesungto si¢
w stron¢ wiekszych dlugosci fali (374 1 357 nm). Analiza podobienstw widm absorpcji
kardamoniny wykonanych w wodzie oraz dla formy statej krysztatu CA potwierdzita
hipotez¢ o obecnosci formy dimerycznej zaréwno w wodzie jak i krysztale CA. W pracy
wykazano, ze r6znice w widmach absorpcyjnych s3a zwigzanie z efektem rozpuszczalnika
I agregacji czasteczek CA. Analiza widm emisyjnych przedstawionych na rysunku 12 dla
kardamoniny w etanolu i w réznych proporcjach woda/etanol uwidocznita ciekawy efekt
zwigzany z stopniowym wzrostem maksimum fluorescencji wraz z wzrostem proporcji
wody do etanolu.

Najwyzsza intensywno$¢ w widmach emisyjnych zaobserwowano dla roztworu
kardamoniny w wodzie (taki sam efekt dla buforu PBS). Takie zjawisko moze by¢ zwigzane
z mechanizmem zwigkszonej emisji indukowanej agregacja (AIEE ang. aggregation-

induced emission enhancement), ktore byto juz opisywane w literaturze w przypadku
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matych, organicznych, sprz¢zonych czasteczek, ale sam efekt nie jest jeszcze do konca

opisany.
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Rysunek 12. Widma emisyjne CA w etanolu i mieszaninach etanol/woda dla wzbudzenia przy 300
nm (Budziak i in., 2020).

Wnhioskujac, publikacja 2 przedstawia opis wiasciwosci strukturalnych oraz
spektroskopowych nowego krysztatu kardamoniny. Obliczenia teoretyczne optymalizacji
geometrii r6znych mozliwych dimeréw i monomeru kardamoniny postuzyty do poréwnania
wynikow z danymi eksperymentalnymi. Wykazano, ze w roztworze wodnym oraz
w strukturze krysztalu, kardamonina wystgpuje w formie dimerycznej co moze przyczyniac¢

si¢ do zmniejszonej rozpuszczalno$ci i w konsekwencji biodostepnosci.
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5.3. Opis wynikow publikacji 3

W kolejnej publikacji 3 (Budziak i in., 2019) zaprezentowano badania strukturalne
oraz spektroskopowe potaczone z chemometryczng analizg wielowymiarowa dla czterech
nowych kokrysztalow ksantohumolu (XN). Gléwnym celem badan byta synteza nowych
form krystalicznych XN charakteryzujacych si¢ zwigkszong rozpuszczalnoscig w roztworach
wodnych. Ksantohumol jest silnym, naturalnym antyoksydantem wystepujacym gtownie
w szyszkach chmielu. Jednakze niska rozpuszczalno$¢ wplywa na jego stabg biodostgpnosc
| znaczaco ogranicza przygotowanie odpowiednich preparatow medycznych o wiasciwosciach
prozdrowotnych. Z tego powodu zastosowano metod¢ kokrystalizacji w celu poprawy
wybranych wlasciwosci fizykochemicznych badanego zwigzku. Do badan uzyto
powszechnie, farmaceutycznie akceptowanych koformeréw takich jak: nikotynamid (NIC),
glutarimid (GA), acetamid (AC) oraz kofeing (CF), ktore sg przedstawione na rysunku 13a.
W procesie kokrystalizacji, ktory byt przeprowadzony metoda powolnego odparowania
rozpuszczalnika, uzyskano cztery dobrej jako$ci kokrysztaty w stechiometrii 1:1 (XN-NIC,
XN-GA, XN-AC i XN-CF). Ponizej przedstawiono glowne wnioski wynikajace z publikacji
3.
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Rysunek 13. Struktura chemiczna koformerow opisanych w publikacji 3 (a), warstwowa struktura XN
pokazujgca homomolekularny motyw nieskonczonych tancuchow C(8) obserwowany w warstwach

czgsteczek XN dla krysztatow XN-NIC, XN-GA i XN-AC (b) (Budziak i in., 2019).

31



Whnioski i podsumowanie publikacji 3:

Na podstawie rentgenowskiej analizy strukturalnej monokrysztatow wykazano, ze
czasteczki ksantohumolu posiadaja prawe ptaska konformacje we wszystkich kokrysztatach,
co jest zwigzane z wewnatrzczasteczkowymi wigzaniami wodorowymi wystepujacymi
pomiedzy grupa hydroksylowa w pierscieniu A i grupg karbonylowg O3A-H3A---O2A
(rysunek 13b). W strukturze XN-NIC, XN-GA i XN-AC wystepujg miedzyczasteczkowe
wigzania wodorowe O4A—H4A---O2, ktérych nie obserwuje si¢ w przypadku kokrysztatu
XN-CF. Analizujac oddziatywania i upakowanie kokrysztatow stwierdzono, ze w sieci
krystalicznej czasteczki ksantohumolu byty utozone w prawie plaskie warstwy, tworzac
miedzyczasteczkowe wigzania wodorowe O—H--O, O—H--N, i N-H---O mig¢dzy koformerami

(rysunek 14).

b) d)

Rysunek 14. Warstwowe upakowanie kokrysztatow ksantohumolu. Kokrysztat XN-NIC ukazujgcy
warstwowq strukture XN i przecinajgce je kolumny nikotynamidowe (), kokrysztal XN-GA
przedstawiajgcy naprzemienne warstwy typu AD, BC czgsteczek XN (b), kokrysztal XN-AC
przedstawiajgcy Warstwy zlozone z czgsteczek XN zwigzanych 7 acetamidem (), kokrysztat XN-CF
ukazujgcy stabo zwigzane warstwy ksantohumolu i kofeiny (d) (Budziak i in., 2019).
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Synton supramolekularny odpowiedzialny za proces kokrystalizacji migdzy
czasteczkami XN a koformerami, zostat utworzony z udzialem grupy hydroksylowej O1-
H1, ktéra wystepuje w pierscieniu benzenowym B ksantohumolu. Badajac analize
oddziatywan XN z koformerami potwierdzono obecno$¢ powtarzajacych si¢ motywow
wigzan wodorowych m.in. w strukturze XN-NIC - nieskonczony tancuch wigzan
wodorowych C(6), w strukturze XN-GA oraz XN-AC - piericieh R(16) oznaczajacy
szesnastocztonowy pierscien z szeScioma atomami pelnigcymi role donora i akceptora
wigzan wodorowych. Natomiast w strukturze XN-CF czasteczki kofeiny i ksantohumolu
znajdowaty si¢ w tej samej plaszczyznie tworzac strukture warstwowa, W odroznieniu od
pozostatych kokrysztatow. Niska jako§¢ kokrysztatu XN-CF (R1 = 29%), moze wynika¢
Z obecnosci stabych oddziatywan typu " 'n miedzy sasiadujagcymi warstwami.

Badania rozpuszczalnosci w etanolowo-wodnym roztworze o stezeniu 50:50 (v/v)
w temperaturze 27°C wykazaly poprawe rozpuszczalnosci wszystkich kokrysztatow
w poréwnaniu do czystego ksantohumolu (7,6 mg/l). Najwyzszg rozpuszczalno$¢ posiadat
kokrysztat XN-AC (20,07 mg/l), ktory wykazat 2,6-krotny wzrost rozpuszczalnosci
W poréwnaniu do czystego XN.

Wykonano takze analiz¢ widm spektroskopowych FTIR i Ramana w celu
doktadniejszego opisu tworzenia si¢ mozliwych wigzan wodorowych oraz przeprowadzenia
wielowymiarowej analizy sktadowych gtownych (PCA) i hierarchicznej analizy skupien
(HCA). Widma absorpcyjne w podczerwieni wykonane dla fizycznych mieszanin ztozonych
Z ksantohumolu 1 koformeréw przedstawialy liniowg kombinacje pasm pochodzacych od
indywidualnych komponentéw. Natomiast widma spektroskopowe FTIR kokrysztatow
roéznity si¢ zdecydowanie od fizycznych mieszanin i czystych skladnikéw. Zmiany
w potozeniach, intensywnos$ciach oraz szerokosciach charakterystycznych pasm w widmach
absorpcyjnych w podczerwieni mogg $swiadczy¢é o tworzeniu si¢ wigzan wodorowych
podczas procesu kokrystalizacji. W publikacji 3 analiza widm FTIR opierata si¢ gtownie na
zakresach: drgan rozciggajacych pochodzacych od grupy hydroksylowej —OH (3500-3200
cm™), drgan sprzezonych miedzy wigzaniem podwéjnym C=C od pier$cienia benzenowego
z grupa karbonylowa XN (1710-1520 cm™) oraz drgan rozciggajacych od grupy
karbonylowej C=0 (1680-1540 cm™). W przypadku widm Ramana, ktore zostaty wykonane
dla kokrysztatéw i czystych sktadnikow zauwazono réznice w zakresie drgan rozciggajacych
pochodzacych od grup C=C oraz C=0 (zakres 1700-1520 cm™). W szczegdlnosci istotne

réznice w przesunigciach i intensywnosciach pasm byty widoczne w zakresie 1628-1610
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cm™. Najwieksze przesuniecie W strone nizszych czestoéci (8 cm™) w porownaniu do
czystego ksantohumolu byty widoczne w przypadku kokrysztatu XN-CF.

Kolejnym etapem badan bylo przeprowadzenie wielowymiarowej analizy
sktadowych gtownych oraz hierarchicznej analizy skupien na podstawie widm
spektroskopowych FTIR oraz Ramana. Analiza chemometryczna w potaczeniu z innymi
technikami m.in. spektroskopia oscylacyjng moze by¢ stosowana jako wstgpna metoda
pozwalajgca na wykrycie roéznic | podobienstw w strukturze danych, i tym samym na
potwierdzenie obecnosci nowej formy krystalicznej. Analiza skladowych gléwnych
wykonana na podstawie widm FTIR wykazata znaczace réznice migdzy kokrysztatami,
mieszaninami fizycznymi utworzonymi z czystych komponentéw oraz ksantohumolem.
W oparciu o wykresy tadunkéw czynnikowych stwierdzono, ze najwickszy wplyw na oceng
roznic i podobiefistw miedzy probkami miat zakres 1705-1553 cm™, ktéry odpowiadal
drganiom rozciaggajacym C=C, C=0, C=N.

Podsumowujac publikacja 3 prezentuje opis badan strukturalnych i spektroskopowych
czterech nowych kokrysztalow ksantohumolu: XN-NIC, XN-AC, XN-GA oraz XN-CF.
Analiza upakowania i oddziatywania kokrysztatlow wykazata obecno$¢ charakterystycznych
I podobnych motywow odpowiedzialnych za tworzenie wigzan wodorowych w strukturze
kokrysztalow XN-NIC, XN-AC, XN-GA. Najwieksze réznice zaobserwowano W strukturze
XN-CF, gdzie sgsiednie warstwy oddziatlywaly ze soba glownie przez stabe wigzania
wodorowe oraz oddziatywania typu =wm. Dodatkowo przeprowadzone badania
rozpuszczalno$ci w wodnych, etanolowych roztworach wykazaty wzrost rozpuszczalnosci
wszystkich kokrysztatow w porownaniu do czystego ksantohumolu. Przedstawione badania
moga w przyszlosci postuzy¢ w celu opracowania nowych preparatow farmaceutycznych

ztozonych z ksantohumolu 0 zwigkszonej przyswajalnosci przez organizm czlowieka.
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5.4. Opis wynikow publikacji 4

W publikacji 4 (Budziak i in., 2018) zaprezentowano badania wptywu organizacji
molekularnej wybranych polioli: erytrytolu, ksylitolu i mannitolu na modelowy uktad
membranowy ztozony z lipidu 1,2-dimirystoilo-sn-glicero-3-fosfocholiny (DMPC). W pracy
skoncentrowano si¢ glownie na analizie badan réznicowej kalorymetrii skaningowej
I spektroskopii w podczerwieni z transformacja Fouriera. Ogolnie uwaza sig¢, ze poliole maja
silne wlasciwosci hydrofilowe. W zwiazku z tym albo w ogoéle nie oddzialuja ze
srodowiskiem hydrofobowym, lub te oddziatywania sg bardzo stabe. W celu lepszego
zrozumienia wzajemnego odzialywania migdzy poliolami a uktadem lipidowym,
wykorzystano technik¢ Langmuira do badania organizacji molekularnej monowarstw
I obliczenia ich grubo$ci w obecno$ci polioli w subfazie. Szczegdlowy opis oddziatywan
migdzy poliolami a czgsteczkami DMPC zostal uzupehlieniowy o analiz¢ morfologii
monowarstw z zastosowaniem mikroskopii kata Brewstera. Ponizej przedstawiono gtowne

wnioski i podsumowanie wynikajace z publikacji 4.

Whioski i podsumowanie publikacji 4:

Na podstawie termograméw DSC wykonanych dla przygotowanych liposoméow
ztozonych z lipidu DMPC oraz wybranych polioli: ksylitolu, erytrytolu i mannitolu
W réznych stgzeniach molowych zaobserwowano brak lub niewielkie rdznice
w przesuni¢ciach dla temperatury gtownego przejscia fazowego lipidu Tm (~24°C).
Najwigksze rdznice widoczne byty w przypadku mannitolu, poliolu o najwigkszej liczbie
grup hydroksylowych w badanej grupie zwigzkow. Interpretujac wlasciwosci termotropowe
liposomow DMPC mozna zasugerowac, ze analizowane poliole nie wnikaja do obszaru
hydrofobowego membrany, czyli nie wplywaja na zmiane organizacji dwuwarstwy
lipidowej. Dodatkowo po przeprowadzeniu eksperymentu w wyzszym stezeniu lipidu przy
niskiej zawarto$ci wody wszystkie zmierzone uktady byly mniej stabilne i bardziej wrazliwe
na wszelkie zmiany. Pokazuje to wyraZnie, ze poliole nie oddziatuja z hydrofobowa cze¢scia
lipidéw, a jedynie stabilizujg strukture pecherzykow lipidowych, co jest zgodne z wynikami
innych badan. Efekt ten zwigzany jest z tworzeniem si¢ wigzan wodorowych pomigdzy
grupami hydroksylowymi w poliolach i wodzie, co prowadzi do nieefektywnego uwodnienia
dwuwarstw lipidowych. Wielkos¢ tego efektu jest nastgpujaca: mannitol z 6 grupami
hydroksylowymi, ksylitol z 5 grupami hydroksylowymi i erytrytol z 4 grupami
hydroksylowymi.
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W trakcie trwania eksperymentu przeprowadzono poréwnywalne badania dla
uzyskanych liposoméw w funkcji stezenia lipidow z uwzglednieniem temperatury przy
uzyciu spektroskopii w podczerwieni (FTIR). Analizie poddano gtownie zakresy drgan
tancuchow acylowych (3000-2800 cm™), grupy fosforanowej (1228-1240 cm™) oraz
cholinowej (970 cm™). Analogicznie jak w przypadku wynikéw uzyskanych z badan DSC
poliole nie powodowaty zmian spektralnych w czeSci drgan rozciggajacych pochodzacych
od grupy metylenowej i metylowej (CHz i CHz). Brak zmian spektralnych w zakresie drgan
reszty cholinowej —N*(CHs)s wytlumaczono obecnoscig zdecydowanie silniejszych
oddziatywan grupy cholinowej z dipolami czasteczek wody w porownaniu do oddziatywania
z alkoholami cukrowymi. Znaczne przesunigcia spektralne zaobserwowano w przypadku
pasm drgan rozciagajacych asymetrycznych dla grupy -PO; (1228-1240 cm™), ktére byty
widoczne wraz ze wzrostem temperatury i stezenia polioli. W poroéwnaniu do czystego lipidu
DMPC, najwigksze roznice w przesunieCiu pasm w kierunku wiekszych liczb falowych byty
w przypadku erytrytolu, podczas gdy dla mannitolu prawie nie zaobserwowano zadnych
zmian. Wynika z tego, ze oddzialywanie mig¢dzy grupami fosforanowymi obecnymi
w lipidzie DMPC i poliolami jest silnie zalezne od dtugosci tancucha poliolowego. Efekt ten
zwigzany jest z tworzeniem si¢ wigzan wodorowych pomig¢dzy grupami hydroksylowymi
poliolu, a grupa fosforanows lipidu, ograniczajgc tym samym ruchliwo$¢ gtowek polarnych
lipidow poprzez redukcje czasteczek wody w regionie polarnym lipidu. Poroéwnujac
uzyskane dane z dostepnymi informacjami pochodzacymi z badan nad innymi poliolami
zostal utworzony model, ktory przedstawia w jaki sposob alkohole cukrowe 0 réznej

dhugosci tancucha oddziatujg z dwuwarstwa lipidowa (rysunek 15).

Rysunek 15. Schematyczne przedstawienie interakcji miedzy poliolami i grupami fosforanowymi
lipidu DMPC. Liczba oddziatujgcych polioli jest silnie zalezna od diugosci tancucha poliolu.
Oddzialywania, uporzqdkowane od najsilniejszego do najstabszego byly nastepujgce: erytrytol,
ksylitol i mannitol (Budziak i in., 2018).
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Obserwowany efekt jest zwigzany z iloscig grup hydroksylowych obecnych w tancuchu
weglowym polioli i jest silniejszy dla krotkotancuchowych alkoholi cukrowych.

W kolejnym etapie badan przeprowadzono charakterystyke monowarstw Langmuira
(z uzyciem lipidu DMPC), ktéra zostata utworzona na powierzchni wody i roztworach
polioli. Analiza wykreséw zmiany ci$nienia powierzchniowego (r) w funkcji powierzchni
przypadajacej na czasteczke (A) zarejestrowanej dla monowarstwy DMPC wykazala staby
wpltyw obecnosci roztwordw polioli w subfazie na monowarstwe¢ DMPC. Zauwazono, ze
wszystkie poliole powodowaly rozszerzenie $redniej powierzchni czasteczkowej, przy
ktorej ci$nienie powierzchniowe zaczynato wzrasta¢. Przesunigcie tych izoterm w prawo
wskazuje, ze interakcje miedzy czasteczkami lipidow zaczynaja si¢ w obszarze o nizszych
gestoSciach  powierzchniowych, co bylo widoczne w zakresie nizszego cis$nienia
powierzchniowego, tj. do 40 mN/m. Im krétszy tancuch czasteczki poliolu, tym bardziej
wyrazny staje si¢ obserwowany efekt, co jest zgodne z opisanymi powyzej badaniami
kalorymetrycznymi i spektroskopowymi. Zmiany w organizacji monowarstw DMPC
zarejestrowane na powierzchni subfazy, zostaty uwidocznione takze za pomocag mikroskopii
kata Brewstera. Analiza grubosci i cech morfologicznych filmoéw zostata zwizualizowana
podczas procesu kompresji izotermicznej. Grubo$¢ monowarstw DMPC w obecnosci
erytrytolu 1 ksylitolu nie zmieniata si¢ w obszarze zapadania, a warto$§¢ byla zgodna
z przedstawionymi danymi literaturowymi (~2.3 nm). Natomiast w przypadku monowarstw
DMPC utworzonych na powierzchni czystej wody i roztworze mannitolu zaobserwowano
wzrost grubos$ci, zblizony do wartosci odpowiadajacej dwuwarstwie. Wyniki uzyskane
z pomiaréw grubosci pokazujg, ze krotkotancuchowe poliole (ksylitol, erytrytol) moga
zapobiega¢ tworzeniu dwuwarstw przez czasteczki DMPC pod wysokim ci$nieniem
powierzchniowym. Badania zostaly rowniez poparte zarejestrowanym zdjgciami BAM,
ktore wykazaly jednorodno$¢ w monowarstwach DMPC otrzymanych na powierzchni
subfazy utworzonej z erytrytolu w szerokim zakresie ci$nien powierzchniowych (rysunek
16).
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Rysunek 16. Zdjecia BAM wykonane dla monowarstwy DMPC podczas kompresji przy cisnieniu
powierzchniowym 30 mN/m, 40 mN/m oraz rejonie kolapsu <45 mN/m kiedy subfaze stanowita woda
(a) i wodny roztwor erytrytolu (b) (Budziak i in., 2018).

Podsumowujac, wybrane poliole (ksylitol, erytrytol i mannitol) o silnie hydrofilowych
wlasciwosciach wykazuja niska przenikalno$¢ przez btony komorkowe. Ich oddzialywania sa
zalezne od dlugo$ci wigzan 1 ilosci grup —OH. Z tego powodu wigkszos$¢ biologicznie
aktywnych czasteczek ma charakter amfifilowy lub hydrofobowy, gdyz tylko w takiej formie
maja najwyzsza przenikalnos¢ przez btony lipidowe. W zwiazku z tym, zasadne jest szukanie
nowych metod zwigkszajacych rozpuszczalnos¢é w roztworach wodnych i przenikalnosé

zwigzkow biologicznie czynnych przez membrany lipidowe.
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6. Podsumowanie i wnioski

W niniejszej rozprawie doktorskiej przedstawiono problematyke dotyczacg poprawy
biodostgpnosci wybranych naturalnych zwigzkéw bioaktywnych m.in.: ksantohumolu (XN),
kardamoniny (CA), (-)-epikatechiny (EC) oraz polioli: ksylitolu, erytrytolu i mannitolu.
Wybrane zwigzki réznig si¢ budowa chemiczna, a w szczegdlnosci iloscia grup
hydroksylowych —OH, ktére mogg wplywaé na powstawanie miedzyczasteczkowych oraz
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych i w konsekwencji mie¢ wptyw na zmiang ich
rozpuszczalnosci.

Wykonano syntez¢ nowych kokrysztaldow wybranych chalkonow i flawan-3-oli
z powszechnie stosowanymi koformerami oraz przeprowadzono ich charakterystyke
strukturalng i fizykochemiczng. W wyniku zastosowania metody powolnego odparowania
rozpuszczalnika z roztworu zsyntezowano pi¢¢ nowych kokrysztalow (XN 1 EC) oraz jeden
krysztat (CA), ktorych struktury sa zdeponowane w bazie krystalograficznej Cambridge CSD.
Dodatkowo opisano odziatywania zwigzkow hydrofilowych (polioli) z modelows btong
lipidowa na przyktadzie lipidu DMPC. Mechanizm oddziatywania substancji hydrofilowych
z membranami jest bardzo waznym czynnikiem podczas badania przepuszczalnosci przez
blony biologiczne.

Wyniki przedstawione w pracy maja charakter aplikacyjny 1 mogg by¢ dalej
rozwini¢te przez przemyst farmaceutyczny i spozywczy jako nowe formy zwigzkow

0 dzialaniu farmakologicznym lub suplementow diety o zwigkszonej przyswajalnosci.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna sformutowac nastepujgce wnioski:

v Sposrdéd otrzymanych kokrysztalow ksantohumolu najwiekszg rozpuszczalnoscig
charakteryzowat si¢ kokrysztal ksantohumolu z acetamidem XN-AC (2,6-krotny
wzrost w porownaniu do XN).

v Kokrysztal EC-BTA odznaczat si¢ niewielkim wzrostem rozpuszczalnosci (1,2-krotny
wzrost) w poréwnaniu do EC. Badania rozpuszczalnosci polaczone z analizg
statystyczng i analiza powierzchni Hirszfelda kokrysztatu EC-BTA oraz czystej (-)-
epikatechiny nie potwierdzity istotnych rdznic w rozpuszczalnosciach pomiedzy
zwigzkami. Oznacza to, ze nie mozna stwierdzi¢ wplywu zastosowania metody

kokrystalizacji na poprawe rozpuszczalnosci EC.
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Przeprowadzone badania strukturalne, obliczeniowe oraz spektroskopowe wykazaty,
ze krysztat kardamoniny, zarowno w roztworze wodnym, jak i w strukturze Krysztatu
wystepuje w formie dimerycznej. Proces dimeryzacji moze prowadzi¢ do dalszej
agregacji czgsteczek kardamoniny i przyczynia¢ si¢ do niskiej rozpuszczalnosci
w wodzie.

Zastosowana metoda spektroskopii fluorescencyjnej potwierdzita, ze kardamonina
posiada zdolno$¢ do wykazywania efektu wzmocnienia emisji indukowanej
agregacja (AIEE) i moze w przyszto$ci mie¢ zastosowanie jako sonda w technice
bioobrazowania na poziomie komorkowym.

Przeprowadzona analiza strukturalna i fizykochemiczna otrzymanych kokrysztatow
oraz krysztatu CA wumozliwia doktadniejsze zrozumienie wptywu budowy
chemicznej zwigzku na rozpuszczalnos¢ w roztworach wodnych.

Badania modelowe przeprowadzone w mono-, dwu- i wielowarstwach lipidowych
wykazaty, ze poliole (ksylitol, erytrytol, mannitol) nie przenikaja przez btong
lipidowa. Wskazano, ze badane czasteczki tworzg wigzania wodorowe z grupami
fosforanowymi obecnymi w polarnej cz¢sci lipidow. Oddziatywania te sg zalezne od
ilosci grup —OH obecnych w tancuchu weglowym alkoholi cukrowych i sg silniejsze
dla krotkotancuchowych polioli (erytrytol, ksylitol).

Opisane powyzej badania fizykochemiczne i modelowe beda pomocne w dalszej
pracy naukowej dotyczacej poszukiwania nowych modyfikacji zwigzkow

pochodzenia naturalnego w kierunku poprawy ich biodostgpnosci.
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