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Wykaz uzywanych skrotéw

aCD — a-cyklodekstryna

BCD — B-cyklodekstryna

HPBCD  — hydroksypropylo-p-cyklodekstryna

SBEBCD - sulfobutylo-B-cyklodekstryna (s61 sodowa eteru sulfobutylowego)

EZE — ezetymib

CILO — cilostazol

FLO — flawanon

FL1 — 4’-metoksyflawanon

FL2 — 4’-chloroflawanon

FL3 — 7-metoksyflawanon

DMSO - dimetylosulfotlenek

ITC — izotermiczna kalorymetria miareczkowa (Isothermal Titration Calorimetry)
FTIR — spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera (Fourier Transform

Infrared Spectroscopy)

DSC —réznicowa kalorymetria skaningowa (Differential Scaning Calorimetry)

K — stala tworzenia kompleksu

n — stechiometria kompleksu (liczba czasteczek receptora zwigzanych z jedng
czasteczka liganda)

AS — molowa entropia badanego procesu

AG — molowa entalpia swobodna badanego procesu

AH — molowa entalpia badanego procesu

€ — molowy wspotczynnik ekstynkcji



Wprowadzenie

Choroby cywilizacyjne sg jednym z istotniejszych problemow wspotczesnej medycyny.
Zaliczy¢ do nich mozna choroby uktadu krazenia, takie jak miazdzyca, nadcisnienie tetnicze,
zawal serca, ale takze cukrzyce, otylos¢ oraz nowotwory. Substancje wykorzystywane
W leczeniu schorzen uktadu sercowego czy chorob onkologicznych czesto charakteryzuja si¢
ograniczong rozpuszczalnoscig w wodzie, co moze znaczaco ogranicza¢ ich przyswajalnos¢
przez organizm ludzki, a co za tym idzie uniemozliwia¢ efektywne leczenie. Dlatego
zastosowanie nos$nikow, zwigkszajacych rozpuszczalno$s¢ tych zwigzkéw, bedacych
réwnoczesnie obojetnymi, nietoksycznymi dodatkami do lekéw moze stanowi¢ sposob na
rozwigzanie tego problemu. Rolg¢ takich nosnikow moga petnié¢ cyklodekstryny, naturalne,
nietoksyczne cukrowe makromolekuty, ktore dzigki swojej hydrofilowo-hydrofobowej
budowie, moga z powodzeniem by¢ wykorzystywane jako zwigzki kompleksujace niewielkie,
apolarne czasteczki lekow, zwigkszajac tym samym ich dzialanie.

Celem niniejszej pracy byla proba charakterystyki kompleksow inkluzyjnych
wybranych cyklodekstryn ze zwigzkami biologicznie aktywnymi. Do badan wybrane zostaty
dwa leki, stosowane w leczeniu chorob uktadu krazenia: ezetymib i cilostazol oraz cztery
flawanony, majace potencjalne zastosowanie w medycynie onkologiczne;.

Przeprowadzone zostaty spektrofotometryczne badania rozpuszczalnosci fazowej, ktore
pozwolity okresli¢ wplyw cyklodekstryn na wzrost rozpuszczalnosci badanych substancji
w wodzie, oszacowac stosunek molowy ligand - receptor tworzonych potaczen oraz okresli¢
ich state tworzenia. Wykonano réwniez serie pomiardéw wykorzystujac izotermiczny
kalorymetr miareczkujgcy ITC, umozliwiajacy dokonanie termodynamicznej charakterystyki
procesOw kompleksowania. Otrzymane wyniki pozwolity wyznaczy¢ molowe entalpie oraz
entropie badanych procesow, stechiometri¢ powstatych kompleksow ligand - cyklodekstryna
oraz ich stale tworzenia. Dodatkowo podj¢to tez probe utworzenia kompleksow w formie state;j,
przeprowadzono ich analiz¢ wykorzystujac metode spektroskopii w podczerwieni FT-IR oraz
réznicowa kalorymetri¢ skaningowa (DSC).

Uzyskane w pracy wielko$ci termodynamiczne potwierdzity tworzenie si¢ kompleksow
cyklodekstryn z wybranymi substancjami biologicznie aktywnymi, dodatkowo dokonano
uszeregowania makrocykli pod wzgledem najlepszego dopasowania ligand — receptor. Analiza
utworzonych przez flawanony kompleksow data mozliwo$¢ porownania zdolnosci
kompleksujacych cyklodekstryn, w zaleznosci od rodzaju podstawnika znajdujacego sie¢

W czasteczce flawanonu.
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Wstep teoretyczny

1.1. Cyklodekstryny iich rola w uktadach makrocyklicznych

1.1.1. Chemia zwigzkdw makromolekularnych

Chemia supramolekularna, zwana takze chemig poza czgsteczkg (ang. chemistry beyond
the molecule) [1] zajmuje si¢ badaniem duzych uktadow czasteczkowych wykazujacych
wlasciwosci samoorganizujace [2], w ktorych molekuly samorzutnie tacza si¢ ze soba za
pomoca  niekowalencyjnych  oddziatywan  mig¢dzyczasteczkowych. Do naturalnie
wystepujacych struktur makromolekularnych zaliczy¢ mozna blony komoérkowe, uktady
enzymatyczne oraz tancuchy kwasoéw nukleinowych. W oparciu 0 naturalnie wystgpujace
uktady supramolekularne projektowane i badane sa nowe zwiazki makroczasteczkowe, ktore
maja zdolnos$¢ do tworzenia podobnych struktur.

Takimi makroczasteczkami sg migdzy innymi: dendrymery, etery koronowe, kryptandy
oraz cyklodekstryny. Tworza one polaczenia z innymi czasteczkami petnigc role receptora
w uktadzie kompleksowym. Makroczasteczki dziataja podobnie jak naturalny katalizator,
enzym, ktory laczy si¢ z biatkiem. Nie tworzg one trwatych potaczen, a jedynie tymczasowy
kompleks, dzieki odpowiedniemu dopasowaniu przestrzennemu, oddziatywaniom
hydrofobowym oraz obecno$ci grup funkcyjnych, umozliwiajacych powstawanie wigzan

wodorowych.
1.1.2. Ukfady typu gos¢ — gospodarz

W tworzeniu kompleksow supramolekularnych zwanych potocznie kompleksami
,,20$¢ — gospodarz” biorg udziat r6znego rodzaju oddziatywania niekowalencyjne. Naleza do
nich oddziatywania jonowe (jesli ktoras z czasteczek wystgpuje w postaci jonowej), wigzania
wodorowe, oddziatywania van der Waalsa, a takze efekty hydrofobowe. Utworzenie kompleksu
wymaga odpowiedniego dopasowania oraz obecnosci ugrupowan, umozliwiajacych tworzenie
oddzialywan migdzyczasteczkowych. Dopasowanie pomigdzy czasteczkami nazywane jest
rozpoznaniem molekularnym. Wzajemna komplementarno$¢ receptora (gospodarza) do goscia

mozna oszacowac na podstawie porownania wartosci statych tworzenia (K) uktadu:
,»Z0S¢” + . gospodarz” < ,.kompleks gosé-gospodarz”

Im wigksze warto$ci osigga stata trwatosci tym lepsze dopasowanie pomiedzy czasteczkami
tworzacymi kompleks.
Ze wzgledu na budowe makroczasteczek mozemy wyrdzni¢ dwa typy kompleksow:

inkluzyjne i addycyjne.
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Wstep teoretyczny

Kompleksy inkluzyjne [3,4] (wtaczeniowe) wystepuja w przypadku, gdy czasteczka
gospodarza posiada w swojej budowie wneke, w ktorej lokowaé si¢ moze ligand. Do tego typu
czgsteczek, zwanych tez makrocyklami zaliczane sa miedzy innymi etery koronowe,
cyklodekstryny, kukurbiturile i kaliksareny. Wazng role w przypadku kompleksow
inkluzyjnych petnig oddziatywania van der Waalsa, hydrofobowe oraz wigzania wodorowe.
W kompleksach addycyjnych tworzonych mi¢dzy innymi przez dendrymery [5], gldwna role¢

pelnig wigzania jonowe oraz wodorowe dzigki ktorym czasteczki taczg si¢ ze soba.
1.1.3. Cyklodekstryny —budowa i wtasciwosci

Cyklodekstryny stanowig jeden z gtoéwnych filaréw chemii supramolekularnej. Sg to
naturalne polisacharydy, powstajace w wyniku bakteryjnej degradacji skrobi. Pierwsza
wzmianka w literaturze na temat tych zwigzkow pochodzi z 1891 roku. Francuz Antoine
Villers, ktory badal procesy fermentacji weglowodandéw, podczas prowadzonych
eksperymentdéw odkryt, ze w trakcie bakteryjnego rozktadu skrobi powstaje nieznany produkt,
w postaci lekko stodkiego, biatego, krystalicznego proszku [6]. Petnego opisu i charakterystyki
dokonat 12 lat pozniej, Franz Schardinger, ktory wyizolowat szczep bakterii odpowiedzialny
za tworzenie cyklodekstryn [7]. Od jego nazwiska cyklodekstryny nazywa si¢ dekstrynami
Schardingera.

Strukturalnie cyklodekstryny sa polimerami, zbudowanymi z pojedynczych merow
glukozy, potaczonych wigzaniem «-1,4-glikozydowym, ktore tworza zamknigta forme
pierscieniowg. Pierscienie glukozy polaczone sg ze sobg w taki sposdb, ze na jednej z krawedzi
pierScienia wystgpuje zageszczenie grup hydroksylowych polaczonych z II rzgedowymi
weglami C2 i C3 w czasteczce glukozy, natomiast na drugiej krawedzi znajduja si¢ grupy
hydroksylowe nalezace do I rzgdowych wegli C6. Taka budowa sprawia, ze czgsteczka

przyjmuje ksztalt §cietego stozka (Rysunek 1).

Rysunek 1. Model strukturalny czasteczki B-cyklodekstryny.
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Cykliczna budowa cyklodekstryn sprawia, ze posiadaja one charakterystyczng wneke,
dzigki czemu maja zdolnos$¢ tworzenia kompleksow inkluzyjnych. Obecnos¢ grup
hydroksylowych na krawegdziach pierscienia powoduje, ze czasteczki cyklodekstryn sg bardzo
dobrze rozpuszczalne w rozpuszczalnikach polarnych, takich jak woda. Wnetrze
cyklodekstryny, z uwagi na obecno$¢ mostkow tlenowych i atoméw wodoru, wykazuje
wiasciwosci hydrofobowe, dzigki czemu cyklodekstryny moga stanowi¢ supramolekularne
no$niki czgsteczek apolarnych, lokujacych sie w ich wnetrzu.

W roztworze wodnym tworzenie kompleksu jest procesem samorzutnym, za ktorego
powstawanie odpowiadajg oddziatywania hydrofobowe, van der Waalsa, elektrostatyczne oraz
wigzania wodorowe [8]. Kompleksy inkluzyjne cyklodekstryn zazwyczaj tworza si¢
w stosunku molowym 1:1, jednak wystepuja rowniez polaczenia o innej stechiometrii
(Rysunek 2). Tworzy¢ sie moga rowniez inne struktury supramolekularne takie jak rotaksany

i pseudorotaksany [9,10], katenany [11,12] czy supramolekularne polimery [13,14]

(Rysunek 3).
1:1 1.2
2:1 2:2
Rysunek 2. Kompleksy inkluzyjne cyklodekstryn w najczesciej spotykanych stosunkach
stechiometrycznych.

Wyrdznia si¢ kilka sposobow otrzymywania kompleksow w formie stalej. Do
najczesciej stosowanych zaliczy¢ mozna metode wspotrozpuszezania, w ktdrej zarowno ligand
jak i makrocykl rozpuszczane sa w odpowiednich rozpuszczalnikach, a nastgpnie mieszane ze
soba. W ten sposob po odparowaniu rozpuszczalnikow otrzymuje si¢ staty kompleks. Inng
metodg jest mechaniczne ucieranie cyklodekstryny z ligandem, podczas tego procesu ligand

jest fizycznie wciskany do wnetrza makrocykla.
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Rysunek 3. Przyktadowe struktury molekularne tworzone przez cyklodekstryny [11,13]

1.1.4. Naturalne cyklodekstryny

Naturalne cyklodekstryny produkowane sg poprzez poddanie skrobi ziemniaczanej
enzymatycznej degradacji [15]. Wykorzystywany jest w tym celu specjalny enzym
cykloglukotransferaza (CGT), wytwarzany przez bakterie z rodziny Bacillus, ktory rozcina
fancuch skrobi na mniejsze fragmenty 1 taczy je ze sobg w forme pierscieniowa.

Cyklodekstryny réznig si¢ miedzy sobg jedynie iloscig czasteczek glukozy budujacych
pierScien. Wraz ze wzrastajaca ilosCia meréw nazywane sa one kolejno literami alfabetu
greckiego. Najmniejsza z naturalnie wystepujacych cyklodekstryn (a-cyklodekstryna)
zbudowana jest z szeSciu czgsteczek glukozy, jednak znane sg czasteczki zawierajace W SWOjej
strukturze nawet do 30 meréw [16]. Cyklodekstryny sktadajace si¢ z mniej niz 6 meréw nie
powstaja naturalnie, ze wzgledu na wystepowanie zbyt duzych napr¢zen wewnatrz-
czasteczkowych. W literaturze znane sg jednak proby syntezy mniejszych cyklodekstryn, nawet
trzycztonowych [17].

Z punktu widzenia wykorzystania cyklodekstryn jako receptorow do tworzenia
kompleksow, zastosowanie znalazty, obok a-cyklodekstryny, formy beta i gamma, zbudowane

odpowiednio z 7 i 8 czasteczek glukozowych (Rysunek 4).
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Porownujac trzy podstawowe cyklodekstryny (Tabela 1) zauwazyé mozna, ze wysoko$¢
czasteczki pozostaje stata, a powigkszeniu ulega jedynie $rednica pierScienia, co za tym idzie
ilos¢ miejsca dla potencjalnego liganda lokujacego si¢ w jego wnetrzu. Dzigki temu mozliwe
jest dobranie odpowiedniej czgsteczki cyklodekstryny tak, by zapewni¢ najlepsze dopasowanie

przestrzenne powstajacego kompleksu.

OH
HO o) o)
\%/Go/éﬁ
HO
OH
HO O
O HO
H

OH
Ol
(0]
[0}
OH
HO OH .
o) OH
OH
o OHl5_OH OH
O
HO

n=1 («-CD), 2 (B-CD), 3 (v-CD)

Rysunek 4. Budowa strukturalna naturalnych cyklodekstryn.

Charakterystyczng cecha B-cyklodekstryny jest jej zmniejszona rozpuszczalno$é
W wodzie, wzgledem pozostatych dwoch naturalnie wystepujacych makroczasteczek. Podczas
gdy forma alfa i gamma rozpuszczaja sic w wodzie swobodnie (ponad 100 g/dm?®),
B-cyklodekstryna osigga warto$¢ stezenia zaledwie 185 g w litrze wody. Wynika to
najprawdopodobniej z geometrii czasteczki, ktora umozliwia tworzenie si¢ zwigkszonej ilosci
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych [18]. Zwigkszone oddziatywanie grup
hydroksylowych miedzy sobg sprawia, ze w mniejszym stopniu oddziatuja one z czasteczkami
wody. Innym mozliwym wyjasnieniem obnizonej rozpuszczalnosci jest tworzenie przez

B-cyklodekstryne agregatow i ich niekorzystne oddziatywanie z czgsteczkami wody [19].

Tabela 1. Poréwnanie podstawowych wtasciwosci trzech naturalnych cyklodekstryn.

Nazwa cyklodekstryny aCD (CDe) BCD (CD») vCD (CDs)
Masa molowa [g-mol™1] 972 1135 1297
Wysokos¢ pierscienia CD [nm] 0.78 0.78 0.78
Srednica wneki wewnetrznej [nm] 0.47-0.53 0.60 - 0.65 0.75-0.83
Rozpuszczalnos¢ w wodzie 25°C | [mg/ml] 145 18.5 232

Zrodo [20]

14



Wstep teoretyczny

1.1.5. Modyfikowane pochodne naturalnych cyklodekstryn

Dla wigkszosci czgsteczek organicznych optymalna pod wzglgdem geometrycznym jest
B-cyklodekstryna. Jednak jej najwiekszg wada jest niska rozpuszczalnos¢ w wodzie, co w wielu
przypadkach moze ograniczac jej stosowanie. Rozwigzaniem tego problemu jest wykorzystanie
jej modyfikowanych pochodnych.

Modyfikacje cyklodekstryn obejmuja podstawienie grup funkcyjnych w miejscach
wolnych grup hydroksylowych. W kazdej jednostce glukozowe] wystepuja trzy mozliwe
miejsca (pozycja 2, 3 i 6), ktore konkurujg ze sobg w reakcji podstawienia (Rysunek 5). Z tego
wzgledu oraz z powodu obecno$ci w czgsteczce cyklodekstryny kilku jednostek glukozy,
selektywne podstawienie jest stosunkowo trudne [21].

— —n

Rysunek 5. Ogélna budowa modyfikowanych pochodnych cyklodekstryn.

Wyr6zni¢ mozna pochodne podstawione catkowicie, pojedynczo, selektywnie oraz
losowo, w ktorych nie da si¢ doktadnie okresli¢ ilosci przytaczonych jednostek. Ze wzgledu na
cene oraz satysfakcjonujaca poprawe wiasciwosci fizykochemicznych najczesciej stosowane
sa losowo podstawione pochodne. Okresla si¢ wtedy jedynie usredniong ilo$¢ przytaczonych
grup funkcyjnych. Najczesciej wykorzystywanymi podstawnikami sg grupa metoksylowa,
hydroksypropylowa, a takze sulfobutylowa, wykorzystywana na szerokg skale w produkcji
lekow [22].

Tabela 2. Modyfikowane pochodne B-cyklodekstryny.

Nazwa cyklodekstryny Stosowany skrét Grupa funkcyjna (R)
metylo-B-cyklodekstryna MeBCD R=-CHzlub H
hydroksypropylo-B-cyklodekstryna HPBCD R=-CH2CH(OH)CHslub H

sol sodowa eteru sulfobutylowego

SBEBCD =
B-cyklodekstryny B R=-CH2CH2CH2CH,SOsNa lub H
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W Tabeli 3 zamieszczone zostaty parametry dla pochodnych wykorzystywanych
w badaniach w przedstawionej dysertacji.

Tabela 3. Porownanie podstawowych wlasciwosci pochodnych B-cyklodekstryny.

HPBCD SBEBCD
Ilo$¢ podstawionych grup (usredniona) 42-43 6.5
Masa molowa (usredniona) [g - mol™!] 1380 2162
Srednica wneki wewnetrznej [nm] 0.60 - 0.65 0.60 - 0.65
Rozpuszczalno$¢ w wodzie 25°C [mg/ml] >1200 >1200

Zrodto [23]
1.1.6. Farmakokinetyka i toksycznos¢

Przyswajalno$¢ cyklodekstryn przez organizm ludzki jest bardzo ograniczona. Przy
podaniu doustnym praktycznie nie sg trawione w uktadzie pokarmowym, rozktadane sg dopiero
przez bakterie znajdujace si¢ w okreznicy [24]. Niewielka ilos¢ wchtaniana jest w przewodzie
pokarmowym i w niezmienionej formie wydalona wraz z moczem [25]. Naturalne
a- i B-cyklodekstryna odporne sa, zarowno na dziatanie kwasu zotagdkowego, jak i enzymow
slinowych oraz trzustkowych. Jedynie y-cyklodekstryna jest czg§ciowo trawiona przez enzymy
uktadu pokarmowego. Przy podaniu pozajelitowym cyklodekstryny sg praktycznie catkowicie
wydalane wraz z moczem.

Cyklodekstryny jako naturalne zwiazki cukrowe uznawane sg za nietoksyczne dla
organizmu. Istniejg jedynie doniesienia o nefrotoksycznym dziataniu B-cyklodekstryny przy
podaniu iniekcyjnym [26], co spowodowane jest jej niska rozpuszczalno$cia w wodzie
I mozliwo$cig odktadania si¢ w postaci ztogéw w nerkach. Ryzyko takie nie wystepuje przy
podaniu doustnym, ze wzgledu na znikomg przyswajalnos¢ cyklodekstryn przez uktad
pokarmowy. Sposrod przedstawionych modyfikowanych cyklodekstryn (Tabela 2), najwicksza
toksyczno$cig charakteryzuje si¢ metylo-B-cyklodekstryna, podczas gdy pochodne
hydroksypropylowa i sulfobutylowa uznawane sg za bezpieczne i niectoksyczne [27,28].
Zardéwno naturalne jak i modyfikowane cyklodekstryny nie wykazuja dziatania mutagennego

ani genotoksycznego [29].
1.1.7. Cyklodekstryny w roli receptorow makromolekularnych - zastosowanie

Cyklodekstryny, dzigki zdolno$ci do tworzenia komplekséw inkluzyjnych znalazly

zastosowanie W wielu dziedzinach przemystu. Ze wzgledu na brak toksyczno$ci i dobrg
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tolerancje przez organizm ludzki cyklodekstryny stosuje si¢ w medycynie i farmacji, przy

produkcji lekéw i suplementow diety oraz w przemysle spozywczym jako dodatki do zywnosci.
Medycyna i farmacja

W przemys$le farmaceutycznym cyklodekstryny pelnig role no$nikow lekow,
rozcienczalnikéw oraz solubilizatorow. Poprzez utworzenie kompleksu inkluzyjnego poza rolg
nos$nika leku, makrocykl moze wptywa¢ miedzy innymi na wzrost rozpuszczalnosci leku
w srodowisku wodnym, a co si¢ z tym wigze zwigksza¢ jego biodostgpnos¢ [30].
Cyklodekstryny moga maskowaé nieprzyjemny smak substancji leczniczych [31,32], ktore
w wigkszosci przypadkow charakteryzuja si¢ gorzkim posmakiem. Dodatkowo moga wptywaé
na kontrolowanie czasu uwalniania leku [33] oraz minimalizowaé efekty uboczne ich
stosowania [34]. Skompleksowanie z cyklodekstryng daje mozliwo$¢ nadania statej formy
substancjom ciektym, co umozliwia produkcje¢ lekow w postaci tabletek. W tabletkach
cyklodekstryny petnig role swoistego wypetniacza, spoiwa [35]. Moga by¢ réwniez stosowane
jako samodzielne $rodki lecznicze. Przyktadowo, modyfikowana pochodna y-cyklodekstryny,
pod komercyjng nazwa Sugammadex, wykorzystywana jest do usuwania z organizmu lekow
zwiotczajgcych migsnie, stosowanych w trakcie operacji [36].

Zywnosé

Ze wzgledu na swoja znikomg toksycznos¢ cyklodekstryny znalazty szerokie
zastosowanie w produkcji zywnosci. Wykorzystywane sa jako dodatki do zywnosci
zatwierdzone przez WHO. B-cyklodekstryna wystepuj¢ na liscie E dodatkéw do zywnosci jako
numer E459 [37]. Cyklodekstryny uzywane sa jako konserwanty oraz nosniki substancji
zapachowych i smakowych. Stosowanie ich moze stabilizowa¢ smak i zapach substancji, moga
by¢ rowniez stosowane w celu pozbycia si¢ niepozadanych smakoéw [38], zapachow oraz
innych zwigzkow z produktow spozywczych np. cholesterolu [39]. Cyklodekstryny
wykorzystywane sa réowniez w celu usuwania zanieczyszczen mikrobiologicznych oraz
zapobiegania reakcji enzymatycznego brazowienia produktow spozywczych [40].

Wykazano, ze dodatek cyklodekstryny do sokéw owocowych poprawia jakos¢ produktu
poprzez zwigkszenie intensywno$ci barwy, aktywnosci przeciwutleniajacej, zawartosci

witaminy C, a takze ekwiwalentow retinolu [41].
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Inne

Poza podstawowymi zastosowaniami cyklodekstryny znalazly miejsce w takich
dziedzinach jak przemyst kosmetyczny, tekstylny, a takze w agrochemii i laboratoriach
chemicznych.

W produkcji kosmetykéw stosuje si¢ je, jako sktadniki produktow poprawiajace
trwalo$¢ i aktywno$¢ substancji odzywczych zawartych w kosmetykach, ale takze stabilizujagce
formutly produktow.

W przemysle tekstylnym wykorzystuje si¢ wtasciwosci cyklodekstryn do inkludowania
mniejszych czasteczek substancji zapachowych, umozliwiaja tworzenie tkanin niwelujacych
nieprzyjemne zapachy, np. potu czy dymu tytoniowego, ale rowniez materiaty perfumowane
0 wydluzonym czasie uwalniania zapachu [42—44]. Cyklodekstryny umozliwiaja tworzenie
materiatow o wlasciwosciach antybakteryjnych [45].

Cyklodekstryny stosuje si¢ takze w agrochemii. Kompleksy fungicydow, herbicydow
oraz innych $rodkéw ochrony ro$lin wspomagaja dziatanie i pozwalaja na ograniczenie
stosowania rozpuszczalnikow organicznych w opryskach, zarowno w uprawie roslin, jak
I transporcie ptodéw rolnych [46-48].

W laboratoriach chemicznych cyklodekstryny stosuje si¢ miedzy innymi jako
katalizatory reakcji, dodatki do elektrod w elektrochemii i wypetnienia faz w kolumnach HPLC

oraz do rozdzielania zwigzkoéw chiralnych.
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1.2. Charakterystyka badanych ligandéw
1.2.1. Ezetymib

Ezetymib to organiczny zwigzek chemiczny stosowany w leczeniu hipercholesterolemii
w celu obnizenia poziomu st¢zenia lipidow we krwi. Jego dziatanie opiera si¢ na hamowaniu
wchlaniania cholesterolu, zaréwno pochodzenia pokarmowego jak i endogennego, bez wptywu
na wchianianie sktadnikow odzywczych rozpuszczalnych w tluszczach [49]. Zwigzek ten
selektywnie blokuje biatko (NPC1L1) odpowiedzialne za transport cholesterolu w jelitach, co
doprowadza do hamowania wchlaniania lipidéw w przewodzie pokarmowym, powodujac
obnizenie stezenia cholesterolu we krwi [50]. Stosowanie ezetymibu wplywa na spadek
zawarto$ci stezenia tzw. ztego cholesterolu (LDL) oraz trdjglicerydéow nie wplywajac na
stezenie frakcji cholesterolu HDL [51]. Ze wzgledu na niskg rozpuszczalnos¢ w wodzie

(Tabela 4), przyswajalno$¢ ezetymibu w organizmie moze by¢ jednak ograniczona [52].

OH
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Rysunek 6. Budowa strukturalna czgsteczki ezetymibu.

Tabela 4. Wtasciwosci fizykochemiczne ezetymibu.

Nazwa zwiazku Ezetymib

WZ()I‘ Stl‘llktlll‘allly C24H21F2N03

Masa molowa [g-mol™1] | 409.43

Rozpuszczalnosé [25°C]:

woda raktycznie nierozpuszczaln

etanol [mg/mi] Ewob)édnie rozpuszpczalny >1yS mg/ml
DMSO swobodnie rozpuszczalny >15 mg/ml
Temperatura topnienia [°C] 162

Zrédto: [53,54]
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1.2.2. Cilostazol

Cilostazol jest to wigzek organiczny, pochodna chinolonu, wykorzystywany jako lek
hipotensyjny o nazwie handlowej Pletal. Jego dziatanie polega na selektywnej inhibicji enzymu
- fosfodiesterazy 111 (PDE3). Wykorzystywany jest w celu rozszerzenia naczyn krwiono$nych,
hamowania agregacji ptytek krwi 1 zapobiegania powstawaniu zakrzepow. Znajduje
zastosowanie w profilaktyce zapobiegania wtornym udarom moézgu, a takze w leczeniu
chromania przestankowego [55]. Choroba ta objawia si¢ nawracajagcym bolem, dr¢twieniem
I uczuciem cigzkosci nog podczas wysitku. Spowodowane jest to przewlekltym niedokrwieniem
mie$ni  konczyn dolnych wskutek zwezania tetnic w  wyniku postepujacych zmian
miazdzycowych [56].

Do skutkow ubocznych stosowania cilostazolu naleza m.in. bole glowy, biegunki,
mdlosci, zaburzenia rytmu serca, wybroczyny, jadtowstrgt czy boéle brzucha. Badania
wykazuja, ze ograniczona rozpuszczalno$¢ cilostazolu moze wptywaé na szybkos¢ jego
wchlaniania przez organizm, co uniemozliwia oznaczenie bezwzglednej biodostgpnosci. Niska

rozpuszczalno$¢ wyklucza stosowanie leku w postaci roztworu podawanego dozylnie [57].
N 0
/ —
. \.’/\/\/
N, N
\ 0

Rysunek 7. Budowa strukturalna czgsteczki cilostazolu.

Tabela 5. Wtasciwosci fizykochemiczne cilostazolu.

Nazwa zwiazku Cilostazol

Wzér strukturalny C20H27N50;

Masa molowa [g-mol™1] | 369.47

Rozpuszczalnosé [25°C]: [mg/ml]

woda praktycznie nierozpuszczalny
etanol swobodnie rozpuszczalny

DMSO swobodnie rozpuszczalny 10 mg/ml
Temperatura topnienia [°C] 160

Zrodto: [58]
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1.2.3. Flawanony

Flawanony to zwiazki zaliczane do grupy flawonoidéw. Ich struktura przestrzenna
opiera si¢ na pier§cieniu 4-chromanonu. Do naturalnic wystepujacych flawanonéw naleza
mig¢dzy innymi naringenina czy hesperetyna.

Naturalne flawanony, jak wszystkie inne flawonoidy, sa metabolitami wtornymi
wytwarzanymi przez ro$liny. Ich glownym zroédlem sg owoce cytrusowe, na przykiad:
grejpfruty, pomarancze czy cytryny. Zwiazki te wykazuja wlasciwosci przeciwutleniajgce,
przeciwzapalne, antynowotworowe, a takze kardioprotekcyjne. Badania dowodzg, ze moga one
regulowac stezenie frakcji cholesterolu LDL w organizmie [59].

W przedstawionej dysertacji badania dotycza syntetycznych pochodnych flawanonu,
ktore wykazujg potencjalne zastosowanie w medycynie. Do badan wybrano cztery zwigzki:
podstawowsa, niepodstawiong czasteczke flawanonu oraz jej trzy pochodne - dwie podstawione
w pozycji 4> (w pierscieniu C), odpowiednio grupami metoksylowa i atomem chloru oraz

podstawiong grupa metoksylowa w pozycji 7 (w pierscieniu A) (Rysunek 8).

[
O
0 0
B
0 0
flawanon (FLO) 4’-metoksyflawanon (FL1)
Cl
CH,
e} O\%Oj/‘
0 o
4’-chloroflawanon (FL2) 7-metoksyflawanon (FL3)

Rysunek 8. Struktura czasteczek wybranych flawanonow.
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Tabela 6. Wtasciwosci fizykochemiczne wybranych flawanonow.

Nazwa zwiazku Wzor Masa mol_olwa Temperatu0 ra topnienia
strukturalny [g-mol™] [°C]
flawanon C15H1202 224.26 76-77 [60] ; 77-79 [61]
4’- metoksyflawanon C16H1403 254.28 88-89 [62]; 91-93[63]
4’- chloroflawanon C15H12,CIO, 258.70 95-97 [62], 94-96 [64]
7 - metoksyflawanon Ci16H1403 254.28 84-86 [65]

Wybrane  zwigzki  wykazujg  potencjalne  zastosowanie ~w  medycynie.
4'-metoksyflawanon zapobiega powstawaniu katarakty [66], a takze wykazuje wiasciwosci
przeciwgrzybiczne [67]. Zwigzek ten charakteryzuje si¢ wysoka toksycznoscig wzgledem
wybranych nowotworowych linii komorkowych: MCF-7 (linia komoérkowa nowotworu piersi)
i TK-10 (linia komoérkowa nowotworu piersi), nie wykazujac przy tym dziatania
kancerogennego, mutagennego ani draznigcego na organizm [68].

4’-chloroflawanon hamuje proliferacj¢ komérek nowotworowych raka piersi, zar6wno
liniit MCF-7, jak i MDA-MB231 [69] oraz wykazuje dzialanie toksyczne przeciwko wielu
ludzkim komoérkowym liniom nowotworowym: MCF-7, MDA-MB23, LNCaP i PC3 (linie
komorkowe nowotworow prostaty), HepG2 (linia komorkowa nowotworu watroby), SK-N-MC
(linia komérkowa nerwiaka), K-562 (linia komorkowa biataczki) oraz KB (linia komorkowa
nowotworu naskorka nosogardzieli) [70].

7-metoksyflawanon ma bardzo wysoki potencjal dziatania antyproliferacyjnego wobec
komorek MCF-7 [71], dziata jako inhibitor aromatazy [72], a dodatkowo wykazuje wtasciwosci
przeciwgrzybicze [73].

Wybrane flawanony, podobnie jak duza czes¢ flawonoidow, charakteryzujg si¢ niska
rozpuszczalnoscig w wodzie, CO powodowac moze ograniczanie biodostgpnosci tych zwigzkow
w organizmie cztowieka, a tym samym zmniejsza¢ ich aktywnos$¢.

Flawanony zostaly dobrane w taki sposob, aby moc okresli¢ wplyw poszczegdlnych
podstawnikéw na proces inkluzji w cyklodekstrynie:

a) 4'-metoksyflawanon i 4'-chloroflawanon to pochodne flawanonu podstawione w tej samej
pozycji (pozycja para pierscienia fenylowego C) dwiema roéznymi grupami. Taki dobor
zwigzkoéw umozliwil oceng wptywu rodzaju podstawnika, znajdujacego si¢ w pozycji para, na
wlasciwosci powstatych kompleksow inkluzyjnych.

b) 4'-metoksyflawanon i 7-metoksyflawanon to para flawanonow z tym samym podstawnikiem

- grupa metoksylowa, ale zlokalizowang w réznych miejscach czasteczki. Dobor takich
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zwiazkow pozwolil oceni¢ wplyw podstawienia grupy -OCHs na zdolnosci tworzenia
komplekséw inkluzyjnych receptor — ligand, w zalezno$ci od jej pozycji w pierscieniu

flawanonu.
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1.3. Wtasciwosci stosowanych rozpuszczalnikow

1.3.1. Woda

Woda jest jednym z najbardziej rozpowszechnionych zwigzkéw w przyrodzie.
W temperaturze pokojowej wystepuje w postaci bezbarwnej, przezroczystej cieczy,
nieprzejawiajacej Smaku ani zapachu. Czasteczki wody sktadajg si¢ z dwoch atomoéw wodoru
potaczonych z pojedynczym atomem tlenu, wigzania w czgsteczce wody tworzg kat 104.45°,

a cala czasteczka przyjmuje ksztalt tetraedryczny (Rysunek 9).

25~

Rysunek 9. Budowa czasteczki wody.

Na atomie tlenu, ktory posiada wolne pary elektronowe, tworzy si¢ czesciowy tadunek
ujemny, natomiast na atomach wodoru, ktore charakteryzujg si¢ mniejsza elektroujemnoscia,
powstaje czeSciowy tadunek dodatni, co powoduje, ze czasteczka wykazuje charakter polarny.
Taka budowa sprzyja tworzeniu miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych. Atomy tlenu
stanowi¢ moga donory wigzania wodorowego dla atoméw tlenu, dwoéch sasiadujgcych
czasteczek wody, jednocze$nie bedac akceptorem wigzan wodorowych dla dwoch innych
czasteczek wody, W ten sposdb powstaje sie¢ migdzyczasteczkowych wigzan wodorowych
(Rysunek 10). Wigzania te, mimo ze naleza do jednych ze stabszych oddziatywan, to obecne
W duzej ilo$ci majg znaczacy wptyw na budowe 1 wtasciwosci wody. Zaktada sie, ze to wtasnie
dzigki istnieniu sieci oddzialywan wodorowych, woda posiada swoje charakterystyczne,

anomalne wla$ciwosci.

Rysunek 10. Sie¢ wigzan wodorowych tworzona przez czgsteczki wody.
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Na tle innych cieczy woda charakteryzuje si¢ bardzo duzym napigciem
powierzchniowym, a takze wysokimi warto§ciami ciepet topnienia i krzepniecia. Ze wzgledu
na duza ilo$¢ wigzan wodorowych wystepujacych pomiedzy jej czasteczkami wartos$¢ ciepta
wlasciwego wody jest wyjatkowo wysoka (1cal/g°C). Dodatkowo charakteryzuje ja nietypowa
rozszerzalno$¢ temperaturowa, bowiem, w przeciwienstwie do innych zwigzkow, woda
zmniejsza swoja objetos¢ W procesie topnienia.

Woda jest uniwersalnym rozpuszczalnikiem protycznym, moze powodowac dysocjacje¢
wielu substancji i stanowi srodowisko reakcji dla waznych biologicznie i chemicznie procesow.
Jest glownym sktadnikiem wszystkich organizméw zywych, czasteczka niezbgdng do istnienia

zycia na Ziemi i podstawowym elementem $rodowiska naturalnego.

Tabela 7. Fizykochemiczne wlasciwosci wody.

Wiasciwosci
wzor strukturalny H.O
masa molowa [g-mol™1] 18.02
temperatura wrzenia [pod cisnieniem 1 atm] [°C] 100
temperatura topnienia [pod cisnieniem I atm] [°C] 0
gestos¢ [w temp 20°C] [g- cm™3] 0.997
napiecie powierzchniowe [103 - Pa- 5] 71.98
lepkos¢ [1073-]-m™?]  0.8905
moment dipolowy [D] 1.84

Zrodto: [74]

Od wielu lat prowadzone sg badania nad modelami opisujgcymi strukture wody, ktore
ttumaczylyby jej specyficzne wiasciwosci.

Jeden z pierwszych modeli zostat zaproponowany w 1933 roku przez Bernela i Fowlera
[75]. Przedstawiat on strukture wody jako idealng sie¢ potgczen, w ktorej kazda z czasteczek
taczyla si¢ z czterema innymi, tworzac struktury tetraedryczne.

Model Pople’a z 1951 roku, nazwany takze modelem znieksztalconego wigzania,
zaktadat, ze wigzania wodorowe ulegajg zginaniu i znieksztatcaniu [76]. Pople zatozyt, ze wraz
ze wzrostem temperatury wigzania stajg si¢ coraz bardziej elastyczne, co powoduje, ze podczas
zmiany stanu skupienia, ze statego na ciektly, struktura zmienia si¢ w mniej regularng.

Inny model, zmiennych grup czgsteczek, zaproponowany przez Frank’a i Wen’a
postulowat, ze wigzania wodorowe nieustannie powstajg i rozpadaja si¢ jednoczesnie dla catych
grup czasteczek wody [77].

Jednym z ciekawszych modeli jest tzw. model gory lodowej, autorstwa Frank’a

I Evans’a, opisujacy struktur¢ wody jako rozpuszczalnika [78]. Woda, w otoczeniu
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znajdujacych si¢ w niej czastek innej substancji, mialaby zmienia¢ swojg strukture na bardziej
uporzadkowang, bardziej zblizong do struktury ciata stalego niz cieczy.

Znane s3 rowniez modele, zaktadajagce tworzenie si¢ duzych agregatow czasteczek
wody w postaci klasterow [79] lub wieloczgsteczkowych hydratow [80]. W ostatnich latach
rozw0j chemii teoretycznej i zastosowanie symulacji komputerowych daty nowe mozliwosci
tworzenia modelowych struktur, probujacych opisaé budowe cieklej wody. Liu, He i Zang,
wykorzystujac symulacje dynamiki molekularnej ab initio (AIMD), zaproponowali model
struktury wody, w ktorym jest ona dynamiczng mieszaning dwoch form: tancuchowej
I tetraedrycznej. Wykazali, ze wybrane wlasciwosci wody wyznaczone dla tego modelu,
(np. moment dipolowy i wspoétczynnik dyfuzji), sa zgodne z danymi eksperymentalnymi
[81,82].

Pomimo, ze woda jest prosta czasteczka, nadal jej budowa nie zostata do konica opisana
tak, by wyjasni¢ wszystkie wlasciwosci jakie wykazuje. W dalszym ciggu prowadzone sg

badania nad jej strukturg i proby wyjasnienia anomalnego zachowania [83].

1.3.2. Dimetylosulfotlenek

Dimetylosulfotlenek (DMSO) jest organicznym zwigzkiem chemicznym, 0 wzorze
sumarycznym CoHeSO. W temperaturze pokojowej wystepuje W postaci bezbarwnej cieczy
o0 charakterystycznym zapachu. Czasteczka DMSO zbudowana jest z centralnego atomu siarki,

potaczonego z dwiema grupami metylowymi oraz z pojedynczym atomem tlenu (Rysunek 11).

O
I

S
H3C/ “ScH

3

Rysunek 11. Budowa czasteczki DMSO

DMSO jest rozpuszczalnikiem aprotycznym, tzn. nie posiadajgcym w swojej strukturze
,kwasnych protonow” mogacych ulega¢ oderwaniu. Wigzanie migedzy tlenem a siarka jest
silnie spolaryzowane w kierunku tlenu, co sprawia, ze zwigzek ma charakter silnie polarny.

Dimetylosulfotlenek jest rozpuszczalnikiem uniwersalnym, stosowany zarowno dla
zwigzkow polarnych, jak i niepolarnych. Czgsto uzywany jest jako zamiennik, w przypadku
zwiazkow nierozpuszczalnych w wodzie. Jest to silnie higroskopijny zwiazek, ktory miesza
si¢ z woda bez ograniczen. Charakteryzuje si¢ stosunkowo niewielka toksycznos$cig

(LDso = 28 g/kg masy ciata) [84], w porownaniu do innych rozpuszczalnikéw organicznych np.
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etanolu (LDso = 10 g/kg masy ciata) [85]. DMSO stosowany jest rowniez W medycynie,
pomocniczo w leczeniu niektorych schorzen, powodujac zwigkszanie wchianiania substancji
przez blony biologiczne. Wykorzystywany jest rowniez jako nosnik niektoérych lekow

w dermatologii [86] oraz jako krioprotektant w procesach zamrazania komorek [87] .

Tabela 8. Fizykochemiczne wtasciwosci DMSO.

Wilasciwosci
wzor strukturalny C2HeSO
masa molowa [g-mol™1] 78.13
temperatura wrzenia [pod cisnieniem 1 atm] [°C] 189
temperatura topnienia [pod cisnieniem 1 atm] [°C] 18.5
gestosé [w temp 20°C] [g-cm™3] 1.0958
napiecie powierzchniowe [103 - Pa- s] 43
lepkos¢ [1073-]-m™2] 1.996
moment dipolowy [D] 3.9

Zrédto: [74]
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Metody badawcze i aparatura

2.1. Metody badawcze i aparatura

2.1.1. Spektroskopia UV-Vis

Spektroskopia absorpcyjna  UV-Vis jest jedng =z podstawowych metod
wykorzystywanych w analizie chemicznej. Technika ta polega na analizie $wiatla, z zakresu
promieniowania ultrafioletowego i widzialnego (Rysunek 12), absorbowanego przez badang
substancje. Absorbcja promieniowania zwigzana jest Z wykorzystaniem pochlonietej energii
do przeniesienia elektronéw walencyjnych ze stanu podstawowego do wzbudzonego. Zdolnos¢
do absorbcji wykazujg glownie zwigzki organiczne, posiadajgce wigzania wielokrotne czy
uktady aromatyczne. Takie ugrupowania nazywane sa grupami chromoforowymi, czyli
»,hadajagcymi  barwe” zwigzkom. Obecno$¢ w strukturze czasteczki ugrupowan
typu: -OH, -NH>, czy -Cl, nazywanych grupami auksochromowymi, moze wptywaé na
zwigkszenie (efekt hiperchromowy) lub zmniejszenie intensywnosci absorpcji (efekt
hipochromowy) oraz jej przesunigcie w kierunku fal dhuzszych lub krotszych (odpowiednio

przesunigcia bato- i hipsochromowe).

200 nm 380nm 780 nm
| bliski nadfiolet - UV - zakres widzialny - VIS !_
200 Nm 300nm 400 NM 500 Nm 600 NM 700 Nm

Rysunek 12. Zakres promieniowania elektromagnetycznego dla swiatla widzialnego
i bliskiego nadfioletu.

Selektywna absorbcja promieniowania przez niektore zwigzki wykorzystywana jest do
ich identyfikacji oraz ilosciowego oznaczenia w badanej probce. Moze tez stuzy¢ do badania
kinetyki reakcji, okreslania statych szybkosci oraz statych rownowagi badanych reakcji.

Wyniki otrzymane przy uzyciu tej techniki przedstawiane s3 w postaci widm zaleznosci
absorbancji (ekstynkcji) (A) od dlugosci fali (A). Ksztalt widma jest charakterystyczny dla
danego zwigzku.

Podstawowym prawem absorbcji jest prawo Lamberta-Beera, ktore mowi, ze
absorbancja (A) roztworu danej probki jest wprost proporcjonalna do jego stezenia (c), dlugosci
drogi optycznej (I), przez ktérg przechodzi promieniowanie oraz 0d molowego wspotczynnika

ekstynkcji (¢) badanej substancji (Rownanie 1).

A=c-l-¢ €Y
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Molowy wspoétczynnik ekstynkcji (g) jest wspotczynnikiem proporcjonalnosci, ktory
odpowiada warto$ci absorbcji promieniowania przechodzacego przez 1 cm roztworu danego
zwiagzku, o stezeniu 1 mol-dm=. Wspodtczynnik ten wyznaczyé mozna poprzez obliczenie
tangensa kata o prostej kalibracyjnej w uktadzie zalezno$ci absorbancji od stezenia zwigzku.
Wspotezynnik ekstynkcji jest warto$cig charakterystyczng dla zwigzku w danej dlugosci fali.

Pomiary w przedstawionej pracy wykonane zostaly przy uzyciu spektrofotometru
UV-Vis SPECORD 50, firmy Analityk Jena (Rysunek 13).

Rysunek 13. Spektrofotometr SPECORD 50

Jest to spektrofotometr jednowigzkowy, ktéry jako zrédlo promieniowania
wykorzystuje dwie lampy: deuterowa, pracujacg w zakresie UV i halogenowa, stosowang
w zakresie promieniowania widzialnego. Promieniowanie emitowane przez lampe zostaje
rozszczepione przez siatke dyfrakcyjng i poprzez uktad luster kwarcowych pada na badang
probke znajdujaca sie w kuwecie kwarcowej, a nastepnie dociera do detektora. Zastosowanie
detektora odniesienia umozliwia kompensowanie zmian wydajnosci lampy, powodowane jej
nagrzewaniem si¢ badz zmiang temperatury otoczenia w trakcie trwania pomiaru. Przebieg
drogi optycznej w omawianym spektrofotometrze przedstawiony zostal na Rysunku 14.
Spektrofotometr polaczony jest z komputerem, ktory dzieki wykorzystaniu oprogramowania
WinAspect umozliwia sterowanie parametrami eksperymentu.

Pomiary prowadzone byly w kuwecie kwarcowej o dlugosci drogi optycznej 1 cm,
z szybkoS$cig skanowania 5 nm/s, a warto$¢ absorbancji rejestrowana byta z rozdzielczo$cig
0.2 nm. Zakres promieniowania dobierany byl indywidualnie dla kazdego zwiazku. Pomiary
rejestrowane byly wzgledem odno$nika, ktory stanowil stosowany rozpuszczalnik, lub

w przypadku widm kompleksow roztwor czystej cyklodekstryny o odpowiednim ste¢Zeniu.
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Wklesta siatka
dyfrakcyjna odbiciowa

Szczelina wyjsciowa

Filtr
Lustro kwarcowe Kuweta z

- -, badang prébka

.
1 Szczelina wejsciowa
-

Detektor
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deuterowa

\ \1
//\ Detektor odniesienia
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Lustro kwarcowe
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kwarcowe

Rysunek 14. Schemat budowy spektrofotometru SPECORD 50 [88].
2.1.1.1. Metoda Higuchi —Connorsa

W badaniach spektroskopowych kompleksow cyklodekstryn z wybranymi zwigzkami,
zastosowana zostata technika rozpuszczalnosci fazowej Higuchi-Connorsa [89]. Dotyczy ona
badania oddziatywan molekularnych w roztworze pomiedzy dwoma zwigzkami, z ktorych
jeden charakteryzuje si¢ ograniczong rozpuszczalnoscia w badanym rozpuszczalniku (L),
a drugi, dobrze rozpuszczalny, nazywany jest czynnikiem kompleksujacym (M), powodujacym
solubilizacje zwigzku trudno rozpuszczalnego. W przedstawionej dysertacji role czynnika
kompleksujacego, dla trudno rozpuszczalnych ligandow, petnity cyklodekstryny.

Metoda pomiarowa polega na przygotowaniu serii roztworow zawierajgcych: stabo
rozpuszczalny zwigzek (w ilosci znacznie przekraczajacej jego rozpuszczalno$¢ w danym
rozpuszczalniku), sukcesywnie zwigkszajace si¢ porcje zwigzku kompleksujacego oraz statg
objetos¢ rozpuszczalnika. Roztwory doprowadzane sg do stanu rownowagi w stalej
temperaturze, a nastepnie okreslane jest catkowite stezenie zwigzku stabo rozpuszczalnego.
Roéznice w rozpuszczalnosci powodowane sa powstawaniem oddziatywan molekularnych ze
zwigzkiem kompleksujacym (utworzeniem kompleksu).

Uzyskane wyniki przedstawiane s3 na diagramach fazowych, powstatych poprzez
wykreslenie zalezno$ci catkowitego stezenia molowego zwigzku (L), w funkcji st¢zenia
molowego zwigzku kompleksujacego (M). Otrzymywane diagramy fazowe dzielg si¢ na dwa

typy, nazywane odpowiednio A i B (Rysunek 15).
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>

stezenie trudno rozpuszczalnego zwigzku

B

o

o

=

m

e

o }'_
steienie zwigzku kompleksujacego
(cyklodekstryny)

Rysunek 15. Diagramy rozpuszczalnosci typu A i B.

Diagramy typu A wykazuja wyrazny Wzrost rozpuszczalno$ci zwigzku spowodowany
dodatkiem solubilizatora. Obrazuja one tworzenie si¢ dobrze rozpuszczalnych kompleksow,
miedzy czasteczkami zwiazkow L i M.

o Diagramy A. w przypadku cyklodekstryn otrzymuje si¢ gtdéwnie dla komplekséw 0 stosunku
1:1 (LM).

e Diagramy typu Ap otrzymywane sg dla kompleksow, ktore tworzg si¢ z przewaga zwigzku
kompleksujacego (LM2, LMs...).

e Diagramy typu An nie zostaty jednoznacznie scharakteryzowane. Ich tworzenie moze by¢
spowodowane samo-asocjacja czasteczek zwigzku kompleksujacego przy wyzszych
stezeniach lub zmiang natury rozpuszczalnika w obecnosci duzych stezen zwigzku M, co
prowadzi¢ moze do zmiany statej tworzenia kompleksu.

Zdarza sig¢, ze dla diagramow typu A, przy wyzszych stezeniach, zaobserwowa¢ mozna
wystepowanie plateau, a dodawanie coraz wigkszych ilosci zwigzku kompleksujgcego nie
powoduje dalszego wzrostu rozpuszczalnosci. Zjawisko to moze by¢ obserwowane
w przypadku wysycenia si¢ kompleksoOw i zazwyczaj spowodowane jest ograniczong
rozpuszczalnoscig solubilizatora.

Diagramy typu B (Rysunek 15) obserwuje si¢ w przypadku tworzenia kompleksow
trudno rozpuszczalnych w wodzie.

e Poczatkowy przebieg krzywej Bs jest podobny do typu A, jednak przy pewnym stezeniu

nastepuje wysycenie i wytracenie kompleksu.
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o W przypadku krzywej Bi, powstajacy kompleks charakteryzuje si¢ tak ograniczong

rozpuszczalnoscia, ze juz przy niskich stezeniach wytraca si¢ z roztworu.
Wyznaczanie stalej r6wnowagi

W przypadku liniowej zaleznosci miedzy st¢zeniem liganda, a solubilizatora (typ AL lub
poczatkowy przebieg typu Bs) mozliwe jest wyznaczenie stalej trwalosci powstajacego

kompleksu. Zaktadajac powstawanie kompleksu w stosunku stechiometrycznym 1:1:
[L] + [M] A [LM]kompleks (2)

stalg trwalos$ci kompleksu opisuje zalezno$¢:

K, = LM 3)
o [L]IM]
gdzie:
Le = Lo+ [LM] (4)
M; = M, + [LM] )

L. - calkowite stezenie zwigzku trudno rozpuszczalnego w badanym roztworze.
Lo=[L] - stezenie zwigzku trudno rozpuszczalnego w rownowadze w czystym rozpuszczalniku.
M¢ - catkowite stezenie cyklodekstryny w badanym roztworze.

Mo=[M] - stezenie cyklodekstryny w roztworze w postaci wolnej.

Laczac rownania 3, 4 i 5 otrzymujemy roéwnanie 6:

KLoM,
o+
1+ KL,

L.=1L (6)
Wyznaczong zaleznos$¢ stezenia badanego zwiazku (Lc) w roztworze, od stezenia zwiazku
kompleksujacego (M), opisuje réwnanie prostej, ktorej wspotczynniki kierunkowe a i b

wynoszg odpowiednio:

KL ;
T 1KLL, 7)
Stata K wyznaczana jest jako tangens kata o uzyskanej prostej do osi OX:
Ky, = ¢ 9
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2.1.2. lzotermiczna kalorymetria miareczkowa (ITC)

Izotermiczna kalorymetria miareczkowa (ang. Isothermal Titration Calorimetry) to
technika umozliwiajaca analize efektow cieplnych, towarzyszacych reakcjom zachodzacym
w roztworze. Omawiana technika pozwala wyznaczy¢ parametry opisujace zachodzacy proces:
statg reakcji (K), stechiometri¢ (n) oraz zmiang entalpii (AH). Izotermiczna kalorymetria

miareczkowa umozliwia dokonanie termodynamicznej charakterystyki badanego procesu.

Rysunek 16. Kalorymetr MicroCal VP-ITC

W pomiarach wykorzystywano mikrokalorymetr MicroCal VP-ITC, sktadajacy sig¢
z dwoch identycznych cel (pomiarowej 1 odniesienia) o pojemnosciach 1.4275 ml. Kazda z cel
kalorymetru otoczona jest adiabatycznym ptaszczem, uniemozliwiajgcym wymiang ciepta
z otoczeniem. Cela odniesienia wypelniana jest rozpuszczalnikiem, natomiast w celi
pomiarowej zachodzi badany proces. Cela robocza wypetiana jest roztworem liganda, do
ktorego wmiareczkowywany jest porcjami roztwor makrocykla. Do tego celu stuzy biureta
automatyczna, o pojemnosci 287.37 ul, umieszczana w celi pomiarowej. Biureta ma za zadanie
dozowac zadane objetosci titranta, w okreslonych odstepach czasu. Dzieki odpowiedniemu
wyprofilowaniu, igla dozujaca petni dodatkowo role mieszadta, zapewniajac rownomierne
mieszanie si¢ reagentow.

W czasie zachodzacej reakcji (egzotermicznej/endotermicznej) czujnik ciepta,
znajdujacy si¢ pomigdzy celami, rejestruje pojawiajaca si¢ réznice temperatur. W celu

zachowania réwnowagi termicznej, uktad pomiarowy, poprzez ogrzanie lub schtodzenie celi
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roboczej wyrownuje temperatur¢ pomi¢dzy celami. Budowa kalorymetru MicroCal VP-ITC
przedstawiona zostala na Rysunku 17.

Czujnik i
- Sruba wprowadzajaca

Czujnik »

f Biureta automatyczna

Tiok
Mieszadto

U Igta dozujaca

=+~ Ptaszcz zewnetrzny
Pfaszcz wewnetrzny — =

Cela odniesienia —++ 1 = |+t Celapomiarowa (robocza)

Rysunek 17. Schemat budowy kalorymetru MicroCal VP-ITC

Kalorymetr potaczony jest z komputerem 1 sterowany za pomocg oprogramowania
VPViewer 2000 (MicroCal), umozliwiajacego kontrolowanie parametrow eksperymentu takich
jak: temperatura, ilo$¢, objetos$¢ oraz czas trwania nastrzykow, odstep pomiedzy pojedynczymi
nastrzykami 1 szybkos$¢ obrotu igly.

Warto$cig rejestrowang bezposrednio przez ukltad pomiarowy jest moc rdznicowa
(ang. Differential Power, DP), potrzebna do utrzymania zerowej rdéznicy temperatur, miedzy
celg odniesienia, a celag pomiarowa, W czasie trwania zachodzacej reakcji. Termogram, czyli
wykres zaleznosci DP (pcal/s) od czasu (min), przedstawiany jest w postaci serii pikow
odpowiadajgcych efektom cieplnym towarzyszgcym nastrzykom. Oprogramowanie umozliwia
wyznaczenie zmian ciepla dla kazdego z nastrzykow, poprzez scatkowanie pola powierzchni
pojedynczych pikow i otrzymanie tzw. izotermy miareczkowania - zalezno$ci zmiany entalpii
(kcal/mol) w funkcji stosunku molowego (Rysunek 18). Wykorzystujac odpowiedni model

matematyczny mozliwe jest wyznaczenie takich warto$ci jak: stata wigzania (K), zmiana
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entalpii (AH) i stechiometria (n) reakcji, a posrednio rowniez zmiana entropii (AS) oraz entalpii

swobodnej (AG).

nnn \

DP ucal/mol
Kcal/mol

>

fa

czas (min) stosunek molowy CD : ligand

Rysunek 18. Przyktadowy termogram oraz odpowiadajagca mu izoterma miareczkowania

kalorymetrycznego.

Model jednego rodzaju miejsc aktywnych

Oprogramowanie Origin7 (OriginLab), wykorzystywane do opracowania uzyskanych

wynikow, umozliwia dopasowanie danych eksperymentalnych do wybranych modeli

matematycznych. Modele te umozliwiaja wyznaczenie parametrow termodynamicznych

reakcji, w oparciu o ilo$¢ i rodzaj miejsc aktywnych w czasteczce makromolekuty. Ze wzgledu

na to, ze cyklodekstryny tworza kompleksy poprzez inkluzj¢ liganda wewnatrz wneki, do

analizy otrzymanych wynikow wykorzystany zostat model jednego typu miejsc aktywnych

(ang. one set of sites). Stata wigzania w tym modelu wynosi:
0

K=a-ou

Laczac ja z zaleznoscig na catkowite stezenie liganda:

Lt == [L] + n@Mt

otrzymujemy zaleznos$¢:

X 1 X
0> —0|1+—+ ]+ -
nM;

=0
nM, nKM,

gdzie:
K - stala wigzania
® - cze$¢ miejsc aktywnych makromolekutly zajetych przez ligand
[L] - stezenie wolnego liganda w stanie rownowagi

L; - calkowite stezenie liganda

(10)

(11D

(12)
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M, - calkowite stezenie receptora

n - liczba miejsc aktywnych

Catkowite ciepto roztworu (Q), znajdujacego si¢ w celi pomiarowej (Vo), przy stopniu
wysycenia ® wynosi:

gdzie AH jest to molowa entalpia wigzania liganda z miejscem aktywnym receptora.
Rozwigzujac roéwnanie kwadratowe (12) i podstawiajac wartos¢ ® do réwnania (13),

otrzymujemy zaleznos¢:

(14)

nM,AHV, L, 1 L, 1 \* 4L,
= 1+ + - (1 + + ) -
2 nM, nKM, nM; nKM, nM;

W procesie dopasowania danych eksperymentalnych do przedstawionego modelu,
wyznaczane sg wartosci K, AH i n.

Nalezy pamigtac, ze wyliczone efekty odnoszg si¢ do roztworu znajdujacego si¢ w celi
pomiarowej (Vo). W czasie dodawania kolejnych nastrzykow, catkowita rzeczywista objetosc
roztworu zwigksza sig, a czg$¢ roztworu wypychana jest z celi pomiarowej, do znajdujace;j si¢
nad nig przestrzeni retencyjnej. Oprogramowanie uwzglednia odpowiednie poprawki, na

zmiang wartos$ci spowodowanych zmiang objgtosci roztworu.
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2.1.3. Roznicowa kalorymetria skaningowa (DSC)

Roznicowa kalorymetria skaningowa (ang. Differential Scanning Calorimetry)
umozliwia analize dowolnej przemiany termicznej, pozwala na obserwacje przemian fazowych
I strukturalnych, zachodzacych w probce, podczas jej ogrzewania lub chtodzenia. W technice
tej warto$ciag mierzong jest roznica strumieni ciepta, przeplywajacych przez badang probke
i odnosnik, w zadanym zakresie temperatury.

Wykorzystany do badan kalorymetr Chip-DSC 100 firmy Linseis, jest kalorymetrem
typu przeptywowego (ang. Heat-flow). Do wyznaczenia rdéznicy strumieni ciepla
wykorzystywany jest sygnat pomiarowy, wynikajagcy z powstawania rdznicy temperatur,
pomiedzy badang probka, a odnosnikiem. Obydwie probki umieszczone sg we wspolnym piecu
(Rysunek 19a). Podczas zmiany temperatury (ogrzewanie/chtodzenie pieca), do momentu
wystgpienia przemiany fazowej w probce uktad jest symetryczny cieplnie, a réznica pomigdzy
temperaturami probki i odnosnika jest zerowa. Gdy pojawia si¢ r6znica w pojemnosci cieplnej
probki, wywotana zachodzaca przemiang, obserwowana jest roznica temperatur (AT). Warto$¢
ta jest wprost proporcjonalna do réznicy strumieni cieplnych (®). Jest ona przeliczana
automatycznie przez oprogramowanie kalorymetru, w oparciu o statg (k), ktéra jest wyznaczana
eksperymentalnie poprzez kalibracj¢ urzadzenia:

® = kAT (15)

Kalorymetr Chip-DSC 100 wykorzystuje zminiaturyzowany uklad pomiarowy,

mieszczacy si¢ w pojedynczym chipie (Rysunek 19), na ktérym umieszczana jest probka,

znajdujaca si¢ w aluminiowym tyglu.

badana prébka

piec

czujniki temperatury [ A

grza’fka _—

CI I
]

odnosnik

Rysunek 19. Schemat klasycznego kalorymetru przeplywowego (a) i1 kalorymetru
w technologii Chip-DSC (b) [90]
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Kalorymetr potaczony jest z komputerem i Sterowany za pomoca oprogramowania
Chip-DSC (Linseis), ktore umozliwia dobor parametrow pomiaru takich jak czas, temperatura
i szybko$¢ grzania/chlodzenia probki. Dodatkowo oprogramowanie pozwala na opracowanie
otrzymanych wynikow. Dane uzyskane metodg rdéznicowej kalorymetrii skaningowej
przedstawiane sg na termogramach, W postaci zaleznosci przeptywu ciepta [MW] w funkcji
temperatury [°C].

Réznicowa kalorymetria skaningowa pozwala na wyznaczanie przemian fazowych,
takich jak: topnienie, krystalizacja, zeszklenie czy przejScia amorficzne oraz umozliwia
wyznaczenie wartosci ciepet wymienionych przemian. Technika DSC pozwala réwniez
wyznaczy¢ Kinetyke reakcji, a takze obliczy¢é pojemnosci cieplne oraz stabilno$¢ termiczng

badanych probek.
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2.1.4. Spektroskopia w podczerwieni (FT-IR)

Spektroskopia w podczerwieni jest jedng z podstawowych technik, wykorzystywanych
w analizie strukturalnej, pozwala okresla¢ struktury badanych zwigzkow, ich czystos¢, a takze
sposob oddziatywania z otoczeniem.

Technika ta wykorzystuje promieniowanie z zakresu podczerwieni podstawowej - od
2500-25000 nm. W spektroskopii IR zakres ten, najczesciej wyrazany jest za pomoca liczb
falowych, czyli odwrotnosci dtugosci fali (od 400 do 4000 cm™). W tym zakresie, absorbowane
jest jedynie promieniowanie o czestotliwosci odpowiadajacej czestotliwosci drgania danego
wigzania, Wwystgpujacego w czasteczce. Wyrdézni¢ mozemy drgania rozciagajace,
odpowiadajace ruchowi wzdhuz osi wigzania i deformacyjne, ktore powodujg zmiane kata
wigzania. Poszczegdlne wigzania cechujg si¢ charakterystyczng dla siebie energig oscylacji,
przez co absorbuja tylko promieniowanie o okreslonej czestotliwosci. Na widmie IR (zaleznos¢
absorpcji lub transmitancji w funkcji liczby falowej) widoczne sa pasma absorpcyjne, przy
czestotliwosci charakterystycznej dla tego wigzania, ktore pozwalaja na jego identyfikacje.

Pomiary wykonywane byty przy uzyciu spektrometru Nicolet iS5 firmy Thermo Fisher
Scientific (Rysunek 20), z transformacja Fouriera. Spektrometr potaczony jest z komputerem
I obstugiwany przy pomocy oprogramowania OMNIC, ktére umozliwia sterowanie pracg

urzadzenia oraz pozwala na opracowanie wynikow.

Rysunek 20. Spektrometr FT-IR Nicolet iS5.
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2.2. Wykorzystane odczynniki, przygotowanie probek i procedura pomiarowa

2.2.1. Badane substancje

Zwigzki wykorzystywane w badaniach:

e a-cyklodekstryna — Tokio Chemical Industry (TCI) (>98.0 %)

e pB-cyklodekstryna — Tokio Chemical Industry (TCI) (>98.0 %)

e HP-p-cyklodekstryna — Tokio Chemical Industry (TCI) (99.0 %)

e SBE-B-cyklodekstryna — Cyclolab (Budapeszt, Wegry) (>95.0 %)

e Ezetymib — Sigma Aldrich (>98%)

e Cilostazol — Sigma Aldrich (>98%)

e Flawanon, 4’-metoksyflawanon, 4’-chloroflawanon i 7-metoksyflawanon — zwiazki
otrzymane dzigki uprzejmosci dr hab. Bogumity Kupcewicz prof. UMK, z Katedry
Chemii Nieorganicznej i Analitycznej, Wydzialu Farmaceutycznego UMK. (Czystos¢

otrzymanych flawanonéw potwierdzona zostata przez wykonanie pomiaréw ‘HNMR)
Rozpuszczalniki:

e DMSO - Sigma Aldrich cz.d. a.
e Etanol - Sigma Aldrich cz.d. a

e Woda trojkrotnie destylowana — otrzymana w Zaktadzie Chemii Biofizycznej UL

Cyklodekstryny suszone byly w temperaturze 90°C, natomiast pozostale zwigzki
wykorzystywane do badan, w temperaturze 50 °C, w suszarce prozniowej Binder VP-23, przez
72h. Wszystkie substancje odwazane byly z doktadnoscig 0,00001 g na wadze analitycznej
Mettler Toledo AE240.

2.2.2. Spektroskopia UV-Vis

W celu okreslenia rownowagi fazowej, pomiedzy cyklodekstrynami a wybranymi
ligandami, przeprowadzono serie pomiardéw, ktore polegalty na umieszczeniu sproszkowanego
liganda (ezetymib, cilostazol, flawanony) w formie statej, w zamykanych probéwkach
(Eppendorf Safe-Lock) o pojemnosci 1.5 ml. Ligand zalewany byt rownymi objetosciami
wodnych roztworow cyklodekstryny, w zakresach stezen: dla BCD od 0 do 15 mM, natomiast
dla aCD, HPBCD i SBEBCD 0 — 90 mM. Proboéwki zamykano, wytrzasano i odstawiano

w temperaturze pokojowej, do czasu ustalenia si¢ stanu rownowagi. Po siedmiu dniach probki

42



Metody badawcze i aparatura

odwirowywano, za pomoca wirowki laboratoryjnej Microcentrifuge MPW-55, przez 5 minut
Z szybkos$cig 13,000 RPM. Znad osadu pobierano klarowny roztwor, ktéry rozcienczano woda
tak, aby rejestrowane widma miescity si¢ w zakresie pracy spektrofotometru. Przeprowadzono

po 3 serie pomiarowe, dla kazdej pary ligand-cyklodekstryna.
2.2.3. lzotermiczne miareczkowanie kalorymetryczne (ITC)

Pomiary izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego, dla kompleksow
flawanonow, prowadzone byly w roztworach wodnych, natomiast dla ezetymibu, cilostazolu
i 4’-chloroflawanonu, ze wzglgdu na brak mozliwosci przygotowania roztworu o odpowiednim
stezeniu (zbyt niska rozpuszczalnos¢ w wodzie), przeprowadzone zostaty w DMSO. W kazdym
uktadzie przeprowadzone zostaly trzy niezalezne pomiary: miareczkowanie roztworu liganda
roztworem receptora (CD) oraz dwa rozcienczenia (rozcienczanie rozpuszczalnika roztworem
cyklodekstryny oraz miareczkowanie roztworu liganda czystym rozpuszczalnikiem), majace na
celu wyeliminowanie efektow zwigzanych z rozcienczaniem roztwordéw liganda i1 receptora
w rozpuszczalniku. Stezenia oraz ilo§¢ i objetos¢ nastrzykow, dobierane byty indywidualnie,
dla kazdego potaczenia ligand-cyklodekstryna. Wszystkie pomiary przeprowadzane byly
w temperaturze 25°C, z szybko$cig mieszania 351 obrotow na minute, a czas odstepu pomigdzy

pojedynczymi nastrzykami wynosit 600 sekund.
2.2.4. Przygotowanie komplekséw w formie statej (DSC, FT-IR)

Kompleksy w formie stalej (wykorzystywane w badaniach réznicowej kalorymetrii
skaningowej oraz spektroskopii w podczerwieni) przygotowane zostaly metoda
wspotrozpuszczania. Cyklodekstryna rozpuszczana byta w wodzie, a nast¢pnie do roztworu
wkraplany byt etanolowy roztwor liganda, w ilosci odpowiadajacej stosunkowi molowemu
kompleksu. Roztwor ten mieszany byt 72 h, w temperaturze okoto 40 °C, a nastgpnie
odparowywany do sucha. Kompleks w formie statego osadu wykorzystywany byt w dalszych
badaniach.

2.2.5. Spektroskopia w podczerwieni (FT-IR)

Na kazda seri¢ pomiarowa sktadato si¢ widmo kompleksu oraz widma tworzacych go
czystych zwigzkow. Pomiary wykonane zostaly metoda transmisyjna, z uzyciem bromku
potasu jako no$nika. Probki przygotowane byty poprzez dodanie 200 krotnego nadmiaru KBr,
wzgledem badanego zwigzku. Nastepnie doktadnie mieszane i1 ucierane w mozdzierzu

agatowym.
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2.2.6. Roznicowa kalorymetria skaningowa (DSC)

Na kazdg seri¢ pomiarowg skladaly si¢ trzy pomiary kalorymetryczne — czystej
cyklodekstryny, liganda oraz kompleksu, przygotowanego metoda wspotrozpuszcezania,
opisang w podrozdziale (2.2.4.). Nawazki, umieszczane w aluminiowych tyglach, o pojemnosci
20 uL, analizowane byly w zakresie temperatur od 40°C to 300°C, z szybkoscig grzania

10 stopni/min.
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Omowienie wynikéw - UV-Vis

3.1.
w obecnosci cyklodekstryn

3.1.1. Badanie wzrostu rozpuszczalnosci ezetymibu w wodzie

Spektrofotometryczne badania rozpuszczalnosci w wodzie wybranych ligandow

W celu spektrofotometrycznego oznaczenia zmian stezenia ezetymibu w wodzie

wykonano krzywa wzorcowa leku. Pomiary przeprowadzono w zakresie stezen ezetymibu od

0.5-10° mol-dm™ do 4.5-10° mol-dm™ w wodnych roztworach etanolu (25% v/v). Maksimum

absorpcji wyznaczono dla analitycznej dtugosci fali wynoszacej 232 nm. Widmo UV

w zakresie 220 — 300 nm przedstawiono na Rysunku 21. Zaleznos$¢ absorbancji roztworow

ezetymibu w funkcji stezenia molowego opisano rownaniem linii prostej y = 19529x, dla ktorej

wspolczynnik korelacji wynosit R?= 0.

9998 (Rysunek 22).
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Rysunek 21. Widmo UV ezetymibu w zakresie stezen 0.5-107 - 4.5
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Rysunek 22. Krzywa Kkalibracyjna ezetymibu. Zalezno$¢ absorbancji roztwordw

ezetymibu od ich st¢zenia molowego.
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Wspoétczynnik kierunkowy prostej odpowiada molowemu wspotczynnikowi ekstynkcji
i dla analitycznej dlugosci fali 232 nm i wynosi € = 19529 mol*dm3cm™. Rozpuszczalno$é leku
w wodzie, wyznaczona eksperymentalnie w oparciu o wspoOtczynnik ekstynkcji i prawo
Lamberta-Beera, wynosi w przyblizeniu 0.37 mg/dm,

Badania wzrostu rozpuszczalno$ci wykonano metoda rozpuszczalnosci fazowej,
opisang w podrozdziale (2.2.2.). W przypadku ezetymibu pomiary przeprowadzono
z wykorzystaniem naturalnej a-cyklodekstryny i B-cyklodekstryny oraz
hydroksypropylo-B-cyklodekstryny i sulfobutylo-B-cyklodekstryny.

W celu okreslenia wzrostu rozpuszczalnosci ezetymibu w wodzie, wywolanego
obecnoscig a-cyklodekstryny, wykonano pomiary w zakresie stezen roztworéw makrocykla od
5 mM do 90 mM, do ktéorych wprowadzano nadmiar stalego ezetymibu. Wzrost
rozpuszczalno$ci liganda wskazuje na powstawanie oddziatywan miedzy czasteczkami
ezetymibu i a-cyklodekstryny (tworzenie kompleksu inkluzyjnego). Na Rysunku 23
przedstawiono przyktadowa zalezno$¢ funkcji stgzenia ezetymibu (EZE) od stgzenia
a-cyklodekstryny (aCD), otrzymang dla jednej z trzech serii pomiarowych. Wykorzystujac
metod¢ najmniejszych kwadratow, zalezno$¢ opisana zostata roOwnaniem linii prostej:
y=1.04-10"% x + 9.51-107 (R?=0.9705). Liniowy wzrost stezenia ezetymibu odpowiada
wystepowaniu krzywej rozpuszczalnosci typu Ac 1 swiadczy o tworzeniu potaczenia, migdzy
czasteczkami liganda 1 makrocykla, w stosunku 1:1. Wyznaczony wzrost rozpuszczalno$ci

ezetymibu w wodzie w badanym zakresie stezen a-cyklodekstryny wynosit 13 (Tabela 9).
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Rysunek 23. Zalezno$¢ stezenia ezetymibu (EZE) od zawarto$ci a-cyklodekstryny (aCD)
w wodzie (seria 1).
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Ze wzgledu na stosunkowo niska rozpuszczalnos¢ B-cyklodekstryny w wodzie, pomiary
dla tego makrocykla wykonane zostaty w zakresie stezen od 1mM do 15 mM (maksymalne
stezenie B-cyklodekstryny). Otrzymano liniowg zalezno$¢ wzrostu st¢zenia ezetymibu

w funkcji stezenia cyklodekstryny, ktora przedstawiona zostata na Rysunku 24.
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Rysunek 24. Zalezno$¢ st¢zenia ezetymibu (EZE) od zawarto$ci B-cyklodekstryny (BCD)
w wodzie (seria 1).

Liniowy przebieg, podobnie jak w przypadku a-cyklodekstryny, potwierdza
powstawanie kompleksu 1:1 (krzywa typu AL), jednak wzrost rozpuszczalnosci w wodzie,
mimo zastosowania nizszych stezen cyklodekstryny, jest wiekszy (21 krotny).

Zastosowanie pochodnych B-cyklodekstryny: hydroksypropylo-B-cyklodekstryny
(HPBCD) oraz sulfobutylo-B-cyklodekstryny (SBEBCD), charakteryzujacych si¢ wigksza
rozpuszczalno$cig w wodzie, umozliwito wykonanie pomiaréw w zakresie stezen do 90 mM.
W obydwu przypadkach otrzymano liniowa zalezno$¢ pomiedzy stezeniem leku, a wzrastajaca
zawartoscig cyklodekstryny (Rysunki 25 i 26). Rownania linii prostych wynosity odpowiednio,
dla HPBCD: y=1.29-10%x +5.24-10" (R?=0.9965), dla SBEBCD:
y=2.01-10%x + 3.62:107 (R?=0.9976). Na podstawie otrzymanych wynikéw o0szacowano,
ze hydroksypropylo-B-cyklodekstryna powoduje 142, natomiast sulfobutylo-B-cyklodekstryna

213 krotny wzrost rozpuszczalno$ci ezetymibu w wodzie.
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Rysunek 25. Zalezno$¢ stezenia ezetymibu (EZE) od zawartosci HP-B-cyklodekstryny
(HPBCD) w wodzie (seria 1).
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Rysunek 26. Zaleznos$¢ stezenia ezetymibu (EZE) od zawarto$ci SBE-B-cyklodekstryny
(SBEBCD) w wodzie (seria 1).

We wszystkich badanych uktadach ezetymib - cyklodekstryna uzyskano liniowe

zalezno$ci wzrostu rozpuszczalnosci, co umozliwito wyznaczenie statych trwatosci powstatych

kompleksow. Na podstawie rownan prostych i danych zawartych w Tabelach UV 1-4

(Zataczniki) wyznaczono warto$ci stalych tworzenia kompleksow (K), wykorzystujac

réwnanie Higuchi — Connorsa (9). Usrednione warto$ci zamieszczono w Tabeli 9.
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Tabela 9. Wyznaczone wartosci wzrostu rozpuszczalno$ci ezetymibu w wodzie w obecnosci
wybranych cyklodekstryn w zakresie do 15 mM i do 90 mM oraz wartosci stalych trwatosci
powstajacych kompleksow inkluzyjnych.

aCD BCD HPBCD SBEBCD
Wzrost rozpuszczalnosci
0-15 mM 2.86 £0.51 21.20+1.21 21.22 +0.68 31.40+1.99
Wzrost rozpuszczalnosci
0- 90 mM 13.07 £ 0.60 - 142.41 +2.88 212.87 + 3.58
K [dm3 mol?] 124.15+7.55 1324.37+130.70 1575.61+34.03 2382.20 + 103.63

Poréwnujac dane z Tabeli 9, dla dwoch naturalnych cyklodekstryn, zauwazy¢ mozna,
ze B-cyklodekstryna, mimo swojej ograniczonej rozpuszczalno$ci W wodzie, powoduje wiekszy
wzrost stezenia ezetymibu niz mniejsza a-cyklodekstryna. Wynika to najprawdopodobniej
z lepszego dopasowania przestrzennego pomiedzy czasteczka ezetymibu i B-cyklodekstryna.
Warto$¢é statej trwatoéci mniejsza niz 1000 dm® mol™?, réwniez potwierdza, ze ezetymib nie
tworzy tak trwalego potaczenia z a-cyklodekstryng jak z formg B. Zastosowanie dobrze
rozpuszczalnych, modyfikowanych pochodnych B-cyklodekstryny pozwala otrzymac trwalsze

potaczenia, o duzo wigkszej warto$ci solubilizacji ezetymibu.
3.1.2. Badanie wzrostu rozpuszczalnosci cilostazolu w wodzie

Widmo UV cilostazolu w zakresie 230 - 320 nm przedstawione zostato na Rysunku 27.
Zwigzek wykazuje maksimum absorbcji przy dhtugosci fali A = 259 nm. Podobnie jak
w przypadku ezetymibu, ze wzglgedu na niskg rozpuszczalno$¢ w wodzie cilostazolu, pomiary

przeprowadzone zostaty w wodnych roztworach etanolu (25% v/v).
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Rysunek 27. Widmo UV cilostazolu w zakresie stezef 1.0-10° - 9.0-10™ mol-dm,
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Kalibracje wykonano w zakresie stezenia liganda od 1.0-10° mol-dm™ do
9.0-10° mol-dm™ Krzywa wzorcowa, wykonana dla analitycznej dtugosci fali, przedstawiona
zostata na Rysunku 28 i opisana réwnaniem: y = 10975x (R%=0.9996). Wspdtczynnik
kierunkowy wyznaczonego réwnania odpowiada molowemu wspdlczynnikowi ekstynkcji
cilostazolu, ktory wynosi & =10975 molldm®cm™. Wyznaczona eksperymentalnie

maksymalna rozpuszczalno$¢ w wodzie cilostazolu wynosi 3.33 mg/dm3,
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Rysunek 28. Krzywa kalibracyjna cilostazolu. Zalezno$¢ absorbancji roztwordw cilostazolu
od ich stezenia molowego.

Badania wplywu cyklodekstryn na wzrost rozpuszczalnosci cilostazolu w wodzie
wykonano analogicznie jak w przypadku ezetymibu. Zbadano wptyw a- i B-cyklodekstryny
oraz dwoch modyfikowanych cyklodekstryn: hydroksypropylo-p-cyklodekstryny (HPBCD)
i sulfobutylo-B-cyklodekstryny (SBEBCD) na solubilizacj¢ cilostazolu. Otrzymane zalezno$ci
przedstawione zostaty na Rysunkach 29-32.

W przypadku B-cyklodekstryny (Rysunek 29) zaobserwowaé mozna pozorng liniowos¢
krzywej, natomiast we wszystkich trzech pozostatych przypadkach odchylenia od liniowosci
w kierunku wyzszych warto$ci (typ krzywej Ap) sg wyraznie widoczne, co $wiadczy
0 powstawaniu komplekséw o stechiometrii wigkszej niz 1:1, z przewaga cyklodekstryny.
Mozna zaobserwowac dla nich liniowy przebieg do stgzenia wynoszacego ok. 15-20 mM, co
thumaczy pozorng liniowo$¢ uzyskang dla naturalnej B-cyklodekstryny. Ze wzgledu na
ograniczong rozpuszczalno$¢ tej cyklodekstryny odchylenie wystepujace w wyzszych

stezeniach moze by¢ niewidoczne.
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Rysunek 29. Zaleznos$¢ stezenia cilostazolu (CILO) od zawartosci B-cyklodekstryny (BCD)
w wodzie (seria 1).
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Rysunek 30. Zalezno$¢ stezenia cilostazolu (CILO) od zawartosci a-cyklodekstryny (a-CD)
w wodzie (seria 1).

Ze wzgledu na nieliniowy przebieg zaleznosci stezenia cilostazolu od st¢zenia
cyklodekstryn, nie udato si¢ wyznaczy¢ statych trwatosci powstajacych kompleksow.
O trwato$ci poszczegélnych polaczen wnioskowa¢ mozna na podstawie wzrostu stgzenia
w wodzie cilostazolu (Tabela 10). Uzyskane wartosci pozwalajg sadzi¢, ze B-cyklodekstryny
tworza z cilostazolem bardziej trwale polaczenia, poniewaz powoduja wigkszy wzrost
rozpuszczalno$ci leku w wodzie. Poréwnujac dwie modyfikowane pochodne B-cyklodekstryny,
widoczne jest, ze pochodna sulfobutylowa powoduje prawie dwa razy wigkszy wzrost

rozpuszczalno$ci niz hydroksypropylo-B-cyklodekstryna.
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Rysunek 31. Zaleznos$¢ stezenia cilostazolu (CILO) od zawartosci HP-B-cyklodekstryny
(HPBCD) w wodzie (seria 1).
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Rysunek 32. Zalezno$¢ stezenia cilostazolu (CILO) od zawartosci SBE-B-cyklodekstryny
(SBEBCD) w wodzie (seria 1).

Tabela 10. Wyznaczone warto$ci wzrostu rozpuszczalnosci cilostazolu w wodzie w obecnos$ci
wybranych cyklodekstryn w zakresie do 15 mM i do 90 mM.

aCD BCD HPBCD SBEBCD

W?zrost rozpuszczalnosci 0-15 mM 2.75+0.27 12.60 £ 1.45 7.29+0.47 15.73 £ 0.53

Wzrost rozpuszczalnosci 0-90 mM  21.31+3.01 - 85.85+£5.23 162.15 +4.36
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3.1.3. Badanie wzrostu rozpuszczalnosci flawanonu (FLO) w wodzie

Prosta wzorcowa dla flawanonu (FLO) zarejestrowano w zakresie stezen od 1.0-10°
mol-dm= do 1.0-10* mol-dm™ w 20 % wodnych roztworach etanolu (v/v). Jako analityczna
dhugoé¢ fali wybrano 256 nm. Widmo UV w zakresie 240 —400 nm przedstawiono na
Rysunku 33.
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Rysunek 33. Widmo UV flawanonu (FLO) w zakresie stezef 1.0-107 - 1.0-10* mol-dm™

Zalezno$¢ absorbancji od stgzenia molowego flawanonu opisana zostata réwnaniem
linii prostej: y = 9830.1x (R?=0.9999) (Rysunek 34), wspotczynnik kierunkowy réwny jest
wartoéci molowego wspotczynnika absorbeji € =9830.1 moltdmicm™. Wyznaczona

eksperymentalnie rozpuszczalno$é¢ w wodzie badanego zwiazku wynosi 12.33 mg/dm?®.

1.0 ..
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Rysunek 34. Krzywa kalibracyjna flawanonu (FLO). Zalezno$¢ absorbancji roztworéw
flawanonu od ich st¢zenia molowego.
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Badania rownowagi fazowej dla flawanonu (FLO) oraz wszystkich jego pochodnych
(FL1, FL2 i FL3) wykonano dla trzech makroczasteczek (a-cyklodekstryny, B-cyklodekstryny
oraz HP-B-cyklodekstryny) zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale (2.2.2.).

Pomiary wykonane z zastosowaniem a-cyklodekstryny jako solubilizatora pozwolity
osiggnaé w przyblizeniu 5 krotny wzrost rozpuszczalnos$ci flawanonu, a otrzymana zalezno$¢
stezenia zwiazku w funkcji st¢zenia cyklodekstryny miata charakter liniowy (krzywa typu Ar)

(Rysunek 35).
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Rysunek 35. Zaleznos$¢ stezenia flawanonu (FLO) od zawartosci a-cyklodekstryny (aCD)
w wodzie (seria 1).

W przypadku B-cyklodekstryny uzyskano 8 krotny wzrost rozpuszczalno$ci flawanonu,
jednak otrzymana zaleznos¢ (Rysunek 36) miata charakter liniowy jedynie w zakresie stgzen
makrocykla do 6 mM, a wyzsze stezenie B-cyklodekstryny nie powodowato dalszego wzrostu
rozpuszczalnosci flawanonu.

Wystepowanie plateau, dla krzywych typu AL, obserwowane jest w przypadku, gdy
zwigzek kompleksujacy (cyklodekstryna) nie jest swobodnie rozpuszczalny w wodzie [89],
nastepuje wtedy wysycenie zwigzku kompleksowanego 1 osiggnigcie maksimum
rozpuszczalnosci. Ze wzgledu na stosunkowo niskg rozpuszczalnos¢ w  wodzie
B-cyklodekstryny, mozna przypuszczaé, ze taka sytuacja ma miejsce w przypadku potaczenia

flawanon — S-cyklodekstryna.
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Rysunek 36. Zaleznos¢ stgzenia flawanonu (FLO) od zawartosci B-cyklodekstryny (BCD)
w wodzie (seria 1).

Wyniki badan dla kompleksu flawanonu z dobrze rozpuszczalng, hydroksypropylowsa
pochodng B-cyklodekstryny potwierdzajg ta teze. Otrzymano liniowe zalezno$ci w pelnym
zakresie stezenia makrocykla (do 90 mM), co pozwolilo osiggna¢ 100 krotne zwickszenie
rozpuszczalnos$ci liganda w wodzie (Rysunek 37).
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Rysunek 37. Zalezno$¢ stgzenia flawanonu (FLO) od zawartosci HP-B-cyklodekstryny
(HPBCD) w wodzie (seria 1).

Wszystkie cyklodekstryny powodujg liniowy wzrost rozpuszczalnosci flawanonu (FLO)
W wodzie, a ich diagramy rozpuszczalno$ci wskazuja na tworzenie si¢ krzywych typu Ar, co
$wiadczy o powstawaniu kompleksow o stosunku stechiometrycznym 1:1. Rownania
otrzymanych prostych umozliwity wyznaczenie statych trwatosci komplekséw wykorzystujac

rownanie Higuchi-Connorsa. Warto$ci stalych trwatosci komplekséw oraz wzrost
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rozpuszczalno$ci w wodzie flawanonu wywotany inkluzja w czasteczce cyklodekstryny

przedstawiony zostat w Tabeli 11.

Tabela 11. Wyznaczone wartosci wzrostu rozpuszczalno$ci flawanonu w wodzie w obecnosci
wybranych cyklodekstryn w zakresie do 15 mM i do 90 mM oraz wartosci statych trwatosci
powstajacych komplekséw inkluzyjnych.

aCD BCD HPBCD
Wzrost rozpuszczalnosci 0-15 mM 1.55+£0.15 8.29+0.55 17.32£0.56
Wazrost rozpuszczalnosci 0-90 mM 4.59 +0.40 - 98.73 £ 8.76
K [dm?* mol?] 39.50+4.97 1286.28 £84.85  1106.81 + 84.48

Porownujac wyniki otrzymane dla naturalnych cyklodekstryn mozna zauwazy¢, ze
wigksza czasteczka B-cyklodekstryny, mimo zastosowania mniejszego stezenia, jest W stanie
wywota¢ dwukrotnie wigkszy wzrost rozpuszczalno$ci w porownaniu z a-Cyklodekstryng. State
tworzenia rowniez wskazuja na wystepowanie potaczenia o znikomej trwatosci, miedzy forma
alfa a flawanonem, w poréwnaniu z B-cyklodekstryna, dla ktorej stata przyjmuje
warto$é > 1000 dm®mol™?, co $wiadczy o tworzeniu stabilnego kompleksu. Zastosowanie
pochodnej B-cyklodekstryny powoduje zwigkszenie zdolnosci solubilizacji flawanonu,

z zachowaniem trwatosci kompleksu.
3.1.4. Badanie wzrostu rozpuszczalnosci 4’-metoksyflawanonu (FL1) w wodzie

Kalibracj¢ 4’-metoksyflawanonu (FL1) wykonano w 20 % wodnym roztworze etanolu,
dla zakresu stgzen zwiazku od 1:10° mol-dm™ do 8:10° mol-dm®. Widmo, w przedziale
dhugosci fali od 240 nm do 360 nm, przestawiono na Rysunku 38. Analityczng dtugos¢ fali, dla

ktorej wykonywano dalsze pomiary, wyznaczono na 256 nm.
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Rysunek 38.Widmo UV 4’-metoksyflawanonu (FL1) w zakresie stezen 1-10° - 8:10°
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Prosta kalibracyjna (Rysunek 39), o réwnaniu y = 10794x (R? = 1.0000), poshuzyta do
wyznaczenia molowego wspolczynnika absorbcji badanego zwiazku € = 10794 mol-tdm3cm™.
Eksperymentalnie wyznaczona rozpuszczalno$¢ w wodzie 4’-metoksyflawanonu wynosi ok.
6.36 mg/dm®.
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Rysunek 39. Krzywa kalibracyjna 4’-metoksyflawanonu (FL1). Zalezno$¢ absorbancji
roztworéw 4’-metoksyflawanonu od ich stezenia molowego.

Pomiary rozpuszczalnosci fazowej 4’-metoksyflawanonu, dla a-cyklodekstryny jako
solubilizatora, daty wyniki zblizone do flawanonu podstawowego (FLO). Zaleznos$¢ stezenia
zwigzku od stezenia cyklodekstryny miata charakter liniowy, otrzymano 5 krotny wzrost
rozpuszczalnosci  liganda. Przyktadowy diagram rozpuszczalnosci otrzymany dla
a-cyklodekstryny przedstawiono na Rysunku 40.
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Rysunek 40. Zaleznos¢ stgzenia 4’-metoksyflawanonu (FL1) od zawartosci a-cyklodekstryny
(aCD) w wodzie (seria 1).
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Diagram rozpuszczalnosci 4’-metoksyflawanonu otrzymany dla p-cyklodekstryny
charakteryzuje si¢ liniowym wzrostem st¢zenia liganda, z wystagpieniem plateau przy st¢zeniu
cyklodekstryny wynoszacym 8 mM (Rysunek 41). W danym zakresie stezen otrzymano
13 krotny wzrost rozpuszczalnosci 4’-metoksyflawanonu w wodzie.

Zastosowanie hydroksypropylo-p-cyklodekstryny, jako czynnika kompleksujacego,
pozwolilo uzyska¢ liniowy przebieg krzywej w zakresie do 90 mM cyklodekstryny, co
skutkowato ponad 140 krotnym wzrostem rozpuszczalno$ci liganda w wodzie. Przyktadowy
diagram rozpuszczalno$ci otrzymany dla hydroksypropylo-p-cyklodekstryny przedstawiono na
Rysunku 42.
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Rysunek 41. Zaleznos¢ stgzenia 4’-metoksyflawanonu (FL1) od zawartosci B-cyklodekstryny
(BCD) w wodzie (seria 1).
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Rysunek 42. Zalezno$¢ stezenia  4’-metoksyflawanonu (FL1) od zawartosci
HP-B-cyklodekstryny (HPBCD) w wodzie (seria 1).
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We wszystkich trzech analizowanych potaczeniach
4’-metoksyflawanon - cyklodekstryna otrzymano zaleznosci liniowe, obrazujace typ krzywej
AL i powstawanie kompleksu o stosunku stechiometrycznym 1:1. Wyznaczone state trwato$ci

badanych potgczen dla kazdej cyklodekstryny przedstawione zostaty w Tabeli 12.

Tabela 12. Wyznaczone wartosci wzrostu rozpuszczalnosci 4’-metoksyflawanonu w wodzie
W obecno$ci wybranych cyklodekstryn w zakresie do 15 mM i do 90 mM oraz wartoSci statych
trwato$ci powstajacych komplekséw inkluzyjnych.

aCD BCD HPBCD
Wozrost rozpuszczalnosci 0 - 15 mM 1.74+£0.28 12.81+0.37 25.93+1.74
W?zrost rozpuszczalnosci 0 - 90 mM 459 +0.13 - 131.89+5.64
K [dm?® mol] 35.64 + 1.44 1514.16 + 23.68 1509.11 + 49.78

Poréwnanie otrzymanych stalych trwatosci badanych cyklodekstryn wskazuje, ze 4’-
metoksyflawanon tworzy najmniej trwate potaczenie z a-cyklodekstryna. Dla B-cyklodekstryny
wartosci statej trwato$ci wskazujg na duzo lepsze dopasowanie czgsteczek i tworzenie
trwalszego kompleksu. Zastosowanie hydroksypropylowej pochodnej PB-cyklodekstryny
pozwala na ponad 10 krotne zwiekszenie rozpuszczalno$ci 4’-metoksyflawanonu (FL1),
wzgledem otrzymanego dla natywnej makromolekuly, zachowujac trwatos¢ powstajacego

kompleksu.
3.1.5. Badanie wzrostu rozpuszczalnosci 4’-chloroflawanonu (FL2) w wodzie

Kalibracje 4’-chloroflawanonu (FL2) przeprowadzono w zakresie stezen od 1.0-107
mol-dm™ do 4.0-10®° mol-dm™ jako rozpuszczalnik stosujac 20 % roztwor etanolu W wodzie
(v/v) dla analitycznej dlugosci fali 256 nm. Widmo UV 4’-chloroflawanonu w zakresie
240 — 360 nm przedstawione zostato na Rysunku 43.

Otrzymana zalezno$¢ liniowa: y =10317x (R?=0.9998) umozliwita wyznaczenie
wspotczynnika ekstynkcji badanego zwiazku &=10317 molldmicm? (Rysunek 44).
Wyznaczona eksperymentalnie warto$§¢ rozpuszczalnosci 4’-chloroflawanonu w czystej

wodzie wynosi 1.42 mg/dm3,

60



Omowienie wynikéw - UV-Vis

0.45 C o
0.40 [mol-dm™]
0.35 *4.0 .10°

s

g 0.25 ©25.10°

o s

,:::é’ 0.15 0 10°
0.10
0.05
0.00

240 260 280 300 320 340 360
Diugosé fali [A]
Rysunek 43. Widmo UV 4’-chloroflawanonu w zakresie stezen 1.0-10° - 4.0-10”° mol-dm,
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Rysunek 44. Krzywa kalibracyjna 4’-chloroflawanonu (FL 2). Zalezno$¢ absorbancji
roztwordéw 4’-chloroflawanonu od ich stezenia molowego.

Badania rozpuszczalno$ci fazowej wykonane dla a-cyklodekstryny (zalezno$¢ liniowa
- typ krzywej AL) wskazujg na powstawanie kompleksu o stosunku stechiometrycznym 1:1,
a maksymalny wzrost rozpuszczalnosci liganda w wodzie spowodowany obecnoscia

makrocykla wynosi 27 (Rysunek 45).
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Rysunek 45. Zaleznos¢ stezenia 4’-chloroflawanonu (FL2) od zawartosci a-cyklodekstryny
(aCD) w wodzie (seria 1).

W przypadku B-cyklodekstryny jako solubilizatora, podobnie jak dla wczesniej
omawianych flawanondéw, otrzymano zalezno$¢ liniowg z wyraznym wyplaszczeniem,
wystepujacym przy stezeniu makrocykla wynoszacym 13mM (Rysunek 46). Zastosowanie

B-cyklodekstryny pozwolito uzyska¢ 17 krotny wzrost stezenia 4’-chloroflawanonu w wodzie.
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Rysunek 46. Zalezno$¢ stezenia 4’-chloroflawanonu (FL2) od zawartosci B-cyklodekstryny
(BCD) w wodzie (seria 1).

Hydroksypropylo-B-cyklodekstryna  pozwala  osiggng¢ 140  krotny  wzrost
rozpuszczalno$ci w wodzie 4’-chloroflawanonu, a otrzymana zalezno$¢ przyjmuje przebieg
typowy dla krzywych AL w calym badanym zakresie st¢zenia cyklodekstryny. Zalezno$é
stezenia liganda w funkcji stezenia HP-B-cyklodekstryny przedstawiono na Rysunku 47.
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Rysunek  47. Zalezno$¢ stgzenia  4’-chloroflawanonu  (FL2) od  zawartoSci
HP-B-cyklodekstryny (HPBCD) w wodzie (seria 1).

Liniowe zalezno$ci wzrostu stezenia liganda otrzymane dla wszystkich cyklodekstryn
pozwalaja wnioskowaé o tworzeniu kompleksow o stechiometrii 1:1, wyznaczone wartosci

statych tworzenia zamieszczono w Tabeli 13.

Tabela 13. Wyznaczone warto$ci wzrostu rozpuszczalnosci 4’-chloroflawanonu w wodzie
W obecno$ci wybranych cyklodekstryn w zakresie do 15 mM i do 90 mM oraz wartosci statych
trwatosci powstajacych kompleksow inkluzyjnych.

aCD BCD HPBCD
Wozrost rozpuszczalnosci 0-15 mM 5.12+1.03 17.06 = 1.07 19.62 + 1.03
Wazrost rozpuszczalnosci 0-90 mM 27.43+1.14 - 109.07 £ 6.90
K [dm3 mol?] 299.37+18.51  1252.00+ 158.85 1185.89 +93.06

Wyliczona  stala  trwalosci  kompleksu  inkluzyjnego  a-cyklodekstryny
Z 4’-chloroflawanonem (FL2) ma warto$¢ wiekszg od kompleksow tworzonych z pozostatymi
flawanonami, jednak trwato$¢ tego kompleksu w dalszym ciggu jest duzo mniejsza od

kompleksow B-cyklodekstryny i jej pochodnej (Tabela 13).
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3.1.6. Badanie wzrostu rozpuszczalnosci 7-metoksyflawanonu (FL3) w wodzie

Kalibracja 7-metoksyflawawanonu (FL3) wykonana zostala w roztworach wodno -
etanolowych (20% v/v) w zakresie stezen 0d 1.0-10™° mol-dm™ do 7.0-10° mol-dm™. Widmo
UV w zakresie 220 — 370 nm przedstawiono na Rysunku 48. Prosta kalibracyjna wykonana dla
maksimum absorbcji 278 nm przyjmuje posta¢: y = 13524x (R? =0.9999) (Rysunek 49), co
pozwolito wyznaczy¢ wspdlczynnik absorbcji & = 13524 mol*dm3cm™. Rozpuszczalnoéé

7-metoksyflawanonu w wodzie wyznaczona zostata na 22.89 mg/dm?.
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Rysunek 48. Widmo UV 7-metoksyflawanonu w zakresie stezen 1.0-107° - 7.0-10° mol-dm.
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Rysunek 49. Krzywa Kkalibracyjna 7-metoksyflawanonu (FL 3). Zalezno$¢ absorbancji
roztworéw 7-metoksyflawanonu od ich st¢zenia molowego.
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Rejestrowane zmiany stezenia 7-metoksyflawanonu w obecnosci a-cyklodekstryny
(Rysunek 50) wskazuja na jego liniowy wzrost rozpuszczalnosci w wodzie (krzywa typu AL).
Zastosowanie cyklodekstryny umozliwito osiggni¢cie 4 krotnego zwigkszenia stezenia

w stosunku do czystej wody.
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Rysunek 50. Zalezno$¢ stezenia 7-metoksyflawanonu (FL3) od zawartosci a-cyklodekstryny
(aCD) w wodzie (seria 1).

Uzycie B-cyklodekstryny pozwolito osiggna¢ ponad 12 krotny wzrost rozpuszczalno$ci
liganda, przy zachowaniu liniowosci w calym zakresie st¢zenia makrocykla (Rysunek 51).
Zastosowanie hydroksypropylo-B-cyklodekstryny umozliwito zwigkszenie rozpuszczalnosci

liganda ponad 50 krotnie (Rysunek 52).
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Rysunek 51. Zalezno$¢ stezenia 7-metoksyflawanonu (FL3) od zawartosci B-cyklodekstryny
(BCD) w wodzie (seria 1).
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Rysunek 52, Zalezno$¢ stezenia  7-metoksyflawanonu (FL3) od zawartosci

HP-B-cyklodekstryny (HPBCD) w wodzie (seria 1).

Otrzymane warto$ci statych tworzenia (Tabela 14) przyjmuja wigksze wartosci dla
B-cyklodekstryn w poréwnaniu z a-cyklodekstryna, co $wiadczy o lepszym dopasowaniu
przestrzennym wigkszej cyklodekstryny do struktury 7-metoksyflawanonu. Otrzymane
wartosci statych dla kompleksu FL3 sg jednak mniejsze w poréwnaniu z otrzymanymi dla
innych flawanonow.

Tabela 14. Wyznaczone warto$ci wzrostu rozpuszczalno$ci 7-metoksyflawanonu w wodzie

W obecnosci wybranych cyklodekstryn w zakresie do 15 mM i do 90 mM oraz wartosci statych
trwatosci powstajacych kompleksow inkluzyjnych.

aCD BCD HPBCD
Wazrost rozpuszczalnosci 0-15 mM 1.25+0.09 12.55+1.49 9.73+£0.75
Wzrost rozpuszczalnosci 0-90 mM 3.78+0.37 - 53.03+2.31
K [dm3 mol?] 31.77 +1.59 782.88 + 149.59 582.13+44.11
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3.2.  Kalorymetryczne badania oddziatywan wybranych ligandéw z cyklodekstrynami

3.2.1. Oddziatywania ezetymibu (EZE) z cyklodekstrynami w DMSO

W celu wyznaczenia parametrow termodynamicznych, charakteryzujacych
powstawanie kompleksow inkluzyjnych ezetymibu z cyklodekstrynami, wykonano pomiary
izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego (ITC). Badania, ze wzgledu na bardzo
ograniczong rozpuszczalnos$¢ ezetymibu w wodzie, wykonane zostalty w dimetylosulfotlenku
(DMSO) zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale (2.2.3.). Roztwor ezetymibu (EZE)
0 stezeniu 0.5 mM znajdowal si¢ w celi pomiarowej, do ktorej wprowadzany byt roztwor
odpowiedniej cyklodekstryny: aCD o stezeniu 14.2 mM, BCD — 14.2 mM, HPBCD — 8.5 mM.
Miareczkowanie sktadato si¢ z 20 nastrzykow o objetosci 12.5 ul kazdy. W celu wyznaczenia
bezposrednich efektow oddziatywania pomiedzy ezetymibem i cyklodekstrynami wykonano
pomiary rozcienczania ezetymibu czystym DMSO (znajdujacym si¢ w strzykawce) oraz
miareczkowanie cyklodekstryn do czystego roztworu, znajdujacego si¢ w celi pomiarowe;j.
Efekty zwigzane z rozcienczaniem badanych zwigzkéw przedstawiono na Rysunkach ITC 1-3
(Zataczniki). Krzywe zamieszczone na Rysunkach 53-55 ilustrujg bezposrednie efekty

oddziatywania ezetymibu z cyklodekstrynami.
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Rysunek 53. Efekt energetyczny bezposredniego oddziatywania ezetymibu (EZE)
Z a-cyklodekstryng (aCD) w DMSO.
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Rysunek 54. Efekt energetyczny bezposredniego oddziatywania ezetymibu (EZE)
Z B-cyklodekstryng (BCD) w DMSO.
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Rysunek 55. Efekt energetyczny bezposredniego oddziatywania ezetymibu (EZE)
z HP-B-cyklodekstryng (HPBCD) w DMSO.
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Wyznaczone  kalorymetrycznie = warto$ci  parametrow  termodynamicznych,
charakteryzujacych oddziatywania migdzyczasteczkowe wystepujace pomigdzy ezetymibem

a cyklodekstrynami, zamieszczono w Tabeli 15.

Tabela 15. Warto$ci parametrow termodynamicznych procesow kompleksowania ezetymibu
z cyklodekstrynami.

aCD BCD HPBCD
n 0.85 +0.22 1.08 + 0.06 0.82 +£0.25
K [ dmé mol] 815+ 106 1710+ 122 2940 + 266
AH [ J mol] -267.83 + 80.39 -641.42 + 41.03 -710.92 £ 53.17
AS [ T molt K] 54.85 59.87 64.06
AG [ kJ mol”] -16.24 -18.03 -19.35

Otrzymane warto$ci statej tworzenia (K) komplekséw wskazuja na powstanie
trwalszych potaczen z B-cyklodekstryng i hydroksypropylo-B-cyklodekstryng niz z formg alfa.
Uzyskane warto$ci zmian molowej entalpii oddzialywania receptora z ligandem przyjmuja
wartosci ujemne (AH < 0), a zmiany entropii dodatnie (AS > 0). Obliczone wartosci entalpii
swobodnej (AG <0) wskazujag na samorzutno$¢ badanych procesow kompleksowania.
Wyznaczony stosunek stechiometryczny (n) dla badanych uktadéw potwierdza tworzenie si¢

potaczen o stechiometrii 1:1 pomiedzy ligandem, a cyklodekstrynami.
3.2.2. Oddziatywania cilostazolu (CILO) z cyklodekstrynami w DMSO

Pomiary izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego cilostazolu (CILO)
roztworami cyklodekstryn prowadzone byty rowniez w dimetylosulfotlenku (DMSO), zgodnie
z procedurg opisang w podrozdziale (2.2.3.). Stezenia badanych roztworéw wynosity
odpowiednio CILO (2.60mM): aCD (29.15 mM), CILO (1.10 mM): BCD (12.50 mM), CILO
(1.10 mM): HPBCD (12.73 mM). Kazde miareczkowanie sktadato si¢ z 28 nastrzykow
0 objetosci 10 pl kazdy.

Efekty cieplne towarzyszace nastrzykom skorygowane zostaly poprzez odjecie efektow
cieplnych rozcienczenia leku i cyklodekstryn w czystym rozpuszczalniku (Rysunki
ITC 4 — 6 Zalaczniki). Krzywe obrazujace bezposrednie efekty oddziatywania cilostazolu
z cyklodekstrynami przedstawione zostaly na Rysunkach 56-58
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Rysunek 56. Efekt energetyczny bezposredniego oddziatywania cilostazolu (CILO)
Z a-cyklodekstryng (aCD) w DMSO.
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Rysunek 57. Efekt energetyczny bezposredniego oddziatywania cilostazolu (CILO)
zZ B-cyklodekstryng (BCD) w DMSO.
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Rysunek 58. Efekt energetyczny bezposredniego oddziatywania cilostazolu (CILO)
z HP-B-cyklodekstryng (HPBCD) w DMSO.

Dane eksperymentalne uzyskane z pomiar6w miareczkowania kalorymetrycznego
zostaly wyznaczone za pomocg modelu jednego miejsca aktywnego. Wartos$ci statych trwatosci

oraz funkcji termodynamicznych przedstawione zostaty w Tabeli 16.

Tabela 16. Wartosci parametréw termodynamicznych proceséw kompleksowania cilostazolu
z cyklodekstrynami.

aCD BCD HPBCD
n 1.54+0.02 1.64+0.02 1.57+0.02
K [ dmé mol] 3630 + 389 4500 + 361 9460 + 958
AH [ T mol!] -69.09 + 1.17 -282.87 £4.52 -381.69 + 7.12
AS [ T moltK?] 67.8 69.1 74.9
AG [ kI mol] -20.28 -20.89 2271

Wartosci statych tworzenia wskazujg na wzrost trwatosci tworzonych kompleksow
w kolejnosci CILO — aCD < CILO — fCD < CILO — HPBCD. Stechiometria kompleksow
wyznaczona ta metoda wynosi w przyblizeniu 1:1.5, oznacza to, ze na jedng czasteczke
cilostazolu przypada $rednio 1.5 czasteczki cyklodekstryny. Wszystkie badane reakcje sa

egzotermiczne (AH <0), a entropie molowe przyjmujg wartosci wicksze od zera (AS > 0).
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Molowe entalpie swobodne sa ujemne (AG <0), a wigc tworzenie komplekséw cilostazolu

z cyklodekstrynami ma charakter niewymuszony.

3.2.3. Oddziatywania flawanonu (FL 0) z cyklodekstrynami w wodzie

Miareczkowania flawanonu (FLO) przeprowadzono w roztworach wodnych, wykonujac
po 28 nastrzykéw o objetosci 10 pul. W celi pomiarowej umieszczony byt 0.05 mM roztwor
flawanonu (FLO), a w strzykawce znajdowaty si¢ roztwory cyklodekstryn (aCD, BCD
i HPBCD) o stezeniach 1 mM. Pomiary przeprowadzone zostaly zgodnie z procedurg
pomiarowg opisang w podrozdziale (2.2.3.). Wykresy przedstawiajace bezposrednie efekty
oddzialywania pomigdzy ligandem a makrocyklami przedstawione zostaly na Rysunkach
59-61.

-0.05 —
i e
-0.10 ~ —

-0.15 4 ]

-0.20 i

kcal/mole of injectant

-0.25 .- .

-0.30 ; -

1 —
o 1 2 3 4

[ACD]/ [FLO]

Rysunek 59. Efekt energetyczny bezposredniego oddziatywania flawanonu (FLO)
z a-cyklodekstryna (aCD) w wodzie.

72



Omowienie wynikéw - ITC

1 7 : T ) T ) T 3
0.00 - .
-0.02 .
-0.04 4 ]
-0.06 .
= ]
£ ]
8 -0.08 1 .
& ]
3 ]
o -0.10 .
S ]
g ]
s -0.12] ]
-~ 4
-0.14 4 ]
-0.16 .
018 m .
020 4+——F——
0 1 2 3 4

[BCD]/ [FLO]

Rysunek 60. Efekt energetyczny bezposredniego oddziatywania flawanonu (FLO)
z B-cyklodekstryna (BCD) w wodzie.
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Rysunek 61. Efekt energetyczny bezposredniego oddziatywania flawanonu (FLO)
z HP-B-cyklodekstryng (HPBCD) w wodzie.
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Tabela 17. Wartosci parametrow termodynamicznych proceséw kompleksowania flawanonu
(FLO) z cyklodekstrynami.

aCD BCD HPBCD
n 1.02+0.15 1.02 +0.07 1.12 4 0.07
K [ dm? mol] 9560 + 1120 30200 + 3150 15700 + 1160
AH [ J mol] -4295.86 + 798.04 -1226.37 + 101.41 -4011.98 + 302.01
AS [ J mol K] 61.97 81.65 66.99
AG [ kJ molY] -22.77 -25.57 -23.99

Otrzymane wartosci (n) (Tabela 17) wskazujg na powstawanie potgczen flawanon -
cyklodekstryna w stosunku stechiometrycznym 1:1. Wszystkie analizowane procesy
kompleksowania sg egzotermiczne (AH <0) oraz majg charakter samorzutny (AG <0),
warto$ci statych tworzenia pozwalaja wnioskowaé o silniejszym oddzialywaniu pomigdzy
ligandem, a B-cyklodekstryna, niz a-cyklodekstryng. Stata reakcji procesu kompleksowania

z hydroksypropylo-B-cyklodekstryng jest mniejsza w porownaniu z niepodstawiong molekuta.
3.2.4. Oddziatywania 4’-metoksyflawanonu z cyklodekstrynami w wodzie

Badania izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego 4’-metoksyflawanonu
roztworami cyklodekstryn (aCD, BCD i HPBCD) przeprowadzono w roztworach wodnych.
Ligand o st¢zeniu 0.02 mM znajdujacy si¢ w celi pomiarowej miareczkowany byt 28
nastrzykami 0.35 mM roztworow cyklodekstryn o objetosci 10 pl kazdy. Na Rysunkach 62 — 64
przedstawione zostaly izotermy miareczkowania, odpowiadajace oddzialywaniom liganda

Z cyklodekstrynami po uwzglednieniu efektow zwigzanych z rozcienczaniem.
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Rysunek 62. Efekt energetyczny bezposredniego oddziatywania 4’-metoksyflawanonu (FL1)
z a-cyklodekstryna (aCD) w wodzie.
0.000 — — T T T T

-0.005 - ] ]
-0.010 - -
-0.015 - -
-0.020 - —

-0.025 - {

kcal/mole of injectant

-0.030 - —
-0.035 - |
-0.040 - -

-0.045 .
00 05 10 15 20 25 30 35 4
[BCD] / [FL1]

Rysunek 63. Efekt energetyczny bezposredniego oddzialywania 4’-metoksyflawanonu (FL1)

z B-cyklodekstryna (BCD) w wodzie.
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Rysunek 64. Efekt energetyczny bezposredniego oddzialywania 4’-metoksyflawanonu (FL1)
z HP-B-cyklodekstryng (HPBCD) w wodzie.

Tabela 18. Wartosci parametrow termodynamicznych procesow kompleksowania
4’-metoksyflawanonu (FL1) z cyklodekstrynami.

aCD BCD HPBCD
n 0.76 +0.35 1.22+0.03 0.99 £ 0.06
K [ dmé mol] 23500+ 6110 70000 + 3970 68800 + 5990
AH [ J mol!] -1477.59 + 802.23 -277.56 £9.67 -628.89 + 45.09
AS [ T molt K] 78.72 91.70 90.44
AG [ kJ mol] -24.95 -27.62 -27.59

Wszystkie badane procesy maja charakter egzotermiczny (AH < 0) oraz samorzutny
(AG < 0). Wartosci statych tworzenia wskazuja na tworzenie najstabszych potaczen przez
a-cyklodekstryng, natomiast B-cyklodekstryna i HP-B-cyklodekstryna tworzg potaczenia
0 wigkszej trwalosci, a warto$ci statych sg do siebie zblizone. Wspotczynnik n wskazuje na

tworzenie potaczen o stechiometrii 1:1.

3.2.5. Oddziatywania 4’-chloroflawanonu z cyklodekstrynami w DMSO

Ze wzglgdu na bardzo stabg rozpuszczalno$¢ 4’-chloroflawanonu w wodzie

miareczkowanie kalorymetryczne przeprowadzono w DMSO. Ste¢zenie liganda znajdujacego
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si¢ w celi pomiarowej wynosito 5.23 mM, stezenia cyklodekstryn odpowiednio aCD — 38.36
mM, BCD - 37.70 mM, HPBCD — 37.85 mM. Na Rysunkach 65 — 67 przedstawiono efekty
przeprowadzonych miareczkowan po uwzglednieniu pomiaréw rozcienczania.

Warto$ci parametréw termodynamicznych otrzymane na podstawie modelu jednego
miejsca aktywnego przedstawione zostaty w Tabeli 19. Wyznaczone stosunki stechiometryczne
wskazuja na powstawanie kompleksow 1:1. Wartosci molowych entalpii (AH < 0) badanych
reakcji $wiadczg o egzotermicznosci proceséw kompleksowania, a molowe entalpie swobodne
(AG < 0) o ich samorzutnym charakterze. Otrzymane state trwato$ci przyjmujg najmniejsze

wartos$ci dla aCD, nastgpnie HPBCD i BCD.

Tabela 19. Wartosci parametrow termodynamicznych procesow kompleksowania
4’-chloroflawanonu (FL2) z cyklodekstrynami.

oCD BCD HPBCD
n 0.83 +£0.02 0.93 +0.01 0.95+0.01
K [ dm? mol] 1350 + 129 3800 + 490 1940 + 186
AH [ J mol}] -178.58 £4.73 -108.57 £2.05 -120.42 +£2.30
AS [ J moltKY] 59.46 68.25 62.39
AG [ kI mol?] -17.91 -20.46 -18.78
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Rysunek 65. Efekt energetyczny bezposredniego oddziatywania 4’-chloroflawanonu (FL 2)
Z a-cyklodekstryng (aCD) w DMSO.
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Rysunek 66. Efekt energetyczny bezposredniego oddziatywania 4’-chloroflawanonu (FL2)
zZ B-cyklodekstryng (BCD) w DMSO.
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Rysunek 67. Efekt energetyczny bezposredniego oddziatywania 4’-chloroflawanonu (FL2)

z HP-B-cyklodekstryng (HPBCD) w DMSO.
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3.2.6. Oddziatywania 7-metoksyflawanonu z cyklodekstrynami w wodzie

Pomiary miareczkowania kalorymetrycznego dla 7-metoksyflawanonu
przeprowadzono w srodowisku wodnym. Stezenie liganda znajdujacego sie¢ w celi pomiarowe;j
wynosito 0.08 mM, natomiast st¢zenia wszystkich cyklodekstryn (aCD, BCD i HPBCD),
ktérymi napetniana byta strzykawka wynosity 1.20 mM. Wykresy obrazujace efekty termiczne

przeprowadzonych miareczkowan przedstawiono na Rysunkach 68-70.
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Rysunek 68. Efekt energetyczny bezposredniego oddziatywania 7-metoksyflawanonu (FL3)
z a-cyklodekstryng (aCD) w wodzie.

Wartoéci parametrow termodynamicznych dla potaczen 7-metoksyflawanon -
cyklodekstryna wyznaczone na podstawie modelu jednego miejsca aktywnego przedstawiono
w Tabeli 20. Podobnie jak we wczesniej analizowanych przypadkach, badane procesy maja
charakter egzotermiczny oraz samorzutny. Wyznaczona stechiometria potwierdza powstawanie
kompleksow, w ktorych jedna czasteczka liganda wigze si¢ z jedng czasteczka makromolekuty.
Warto$ci statych tworzenia przyjmuja najmniejsze wartosci dla kompleksow tworzonych przez
a-cyklodekstryng. Podobnie jak w przypadku pozostatych flawanonéw natywna
B-cyklodekstryna tworzy potaczenia o wigkszych wartosciach statych trwatosci w poréwnaniu

do swojej modyfikowanej pochodnej.

79



Omowienie wynikéw - ITC

0.00 — T v T T T T T T T T 1
mn
-0.02 - l

-0.04 ]

kcal/mole of injectant

-0.05 4 ]

-0.06 ]

00+ 777
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2:5 3.0 3.5

[BCD]/ [FL3]
Rysunek 69. Efekt energetyczny bezposredniego oddziatywania 7-metoksyflawanonu (FL3)
zZ B-cyklodekstryng (BCD) w wodzie.
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Rysunek 70. Efekt energetyczny bezposredniego oddziatywania 7-metoksyflawanonu (FL3)
z HP-B-cyklodekstryng (HPBCD) w wodzie.
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Tabela 20. Warto$ci parametrow termodynamicznych procesow kompleksowania
7-metoksyflawanonu (FL3) z cyklodekstrynami.

aCD BCD HPBCD
n 0.82 +0.09 0.85+0.02 1.22+0.06
K [ dm? mol] 11000 £ 1221 30100 + 1520 15400 + 1570
AH [ J mol] -116.98 + 16.45 -467.27 + 1491 -678.71 + 47.73
AS [ T molt K] 77.04 84.16 77.88
AG [ kJ mol] -23.09 -25.56 -23.90
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3.3.  Analiza kompleksow inkluzyjnych liganddéw z cyklodekstrynami w fazie statej

3.3.1. Analiza powstatych komplekséw w podczerwieni

Pomiary spektroskopii w podczerwieni wykonano wykorzystujac metode opisang
w podrozdziale (2.2.5.). Na zarejestrowanych widmach czystych cyklodekstryn (Rysunek 71)
obecne s3 charakterystyczne pasma:~ 3400 cm™ (O-H),~2930 cm™ (C-H), 1630-1640 cm™
(H-O-H),~ 1160 cm™(C-0) i ~ 1030 cm™ (C-O-C), ktoérych wartoéci odpowiadaja danym
literaturowym [91].

a-cyklodekstryna

B-cyklodekstryna

WW\% oL \/ﬂ.

HP-B-cyklodekstryna

SBE-B-cyklodekstryna
1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Liczby falowe [cm!]
Rysunek 71. Widma FT-IR badanych cyklodekstryn w zakresie 1900-400 cm™.

Ezetymib

Zarejestrowane  widmo  ezetymibu zgodne jest 'z literatura  [53,92],
z charakterystycznymi pasmami przy: 3437.5 cm?, 3275.2 cm? (O-H), 2928 cm? (C-H);
1730.6 cm™ (C = 0), 1509.7 cm™ (C = C arom.), 1399.5 cm™ (C-N), 1224.0 cm™ (C-F), 834.5
cm? (pierscien benzenowy podstawiony w pozycji para).

Widma FT-IR kompleksow ezetymibu z cyklodekstrynami sg praktycznie catkowicie
ekranowane przez szerokie i intensywne pasma pochodzace od makrocykli (Rysunek 72).
Analiza spektrum pozwala jednak zaobserwowaé charakterystyczne pasma dla ezetymibu,

pasma przy dtugosci 1224.0 cm™ (C-F) oraz 1509.7 cm™ (C = C arom) sa widoczne, podczas
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gdy to, przy 1730.6 cm? (C=0) ulega catkowitemu zanikowi. Dobrze widoczne pasmo
1509 cm™ (C = C arom.) wskazywa¢ moze, ze przynajmniej jeden z pier§cieni aromatycznych

pozostaje odstonigty.

EZE + aCD

N

EZE + BCD

EZE + HPPCD

N Ve

m_’\
i \
. ; EZE + SBEPCD
1800 1600 1400 1200 1000 800

Liczby falowe [cm!]

Rysunek 72. Widma FT-IR ezetymibu (EZE) oraz jego kompleksow z wybranymi
cyklodekstrynami.

Zanik pasma (C=0) czasteczki ezetymibu sugeruje catkowite inkludowanie tego
fragmentu liganda we wngetrzu cyklodekstryny. W celu potwierdzenia tej obserwacji
przeprowadzono dodatkowe pomiary dla komplekséw B-cyklodekstryny w innych stosunkach
stechiometrycznych: 1.5:1 (nadmiar ezetymibu) oraz 1:2 (nadmiar cyklodekstryny) (Rysunek
73). Na widmie kompleksu 1.5:1 wspomniane pasmo jest obecne, natomiast widmo kompleksu
1:2 nie ro6zni si¢ praktycznie od 1:1. Zjawisko to jednoznacznie potwierdza tworzenie si¢

kompleksow ezetymib - cyklodekstryna w stosunku 1:1.
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Rysunek 73. Widma FT-IR kompleksow ezetymibu z 3-cyklodekstryng w roznych stosunkach
molowych.

Cilostazol

Widmo cilostazolu charakterysuje sie pasmami przy dtugosciach : 3300 cm™ (N-H),
2934.4 cm™ (C-H), 1667.4 cm™ (C=0), 1595.0 cm™* (C=C arom), 1504.6 cm™ (N-H), 1243 cm™
(C-0). Wartosci te opdowiadajg danym literaturowym [93].

Widma dla kompleksow cilostazolu o stosunku stechiometrycznym 1:2 przedstawione
zostaly na rysunku 74A. Podobnie jak w przypadku ezetymibu, pasma pochodzace od
czasteczki cilostazolu sg ekranowane przez cyklodekstryng. Niektore z pasm pozostajg jednak
widoczne, sg one wyraznie zmniejszone, co spowodowane jest tworzeniem kompleksow
inkluzyjnych cilostazol-cyklodekstryny. Porownujac widma dla kolejnych cyklodekstryn
zauwazy¢ mozna, ze pasma pochodzace od cilostazolu sg wyrazniej widoczne na widmie
kompleksu z a-cyklodekstryng, co pozwala wnioskowa¢ o tworzeniu si¢ stabszych
oddziatywan migdzy cilostazolem i a-cyklodekstryna niz pozostatymi cyklodekstrynami. Na
Rysunku 74B przedstawiono zestawienie widm kompleksow B-cyklodekstryny i cilostazolu
w stosunku 1:2, z wykonanym dodatkowo dla kompleksu 1:1. Mozna zauwazy¢, ze na widmie
kompleksu w stosunku 1:1 pasma cilostazolu widoczne sg wyrazniej i s§ w mniejszym stopniu
ekranowane. Potwierdza to powstawanie kompleksow o stechiometrii z przewaga

cyklodekstryny.
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Rysunek 74. (A) Widma FT-IR cilostazolu (CILO) oraz jego kompleksow z cyklodekstrynami
o stechiometrii 1:2; (B) Widma FT-IR kompleksow cilostazolu z B-cyklodekstryng w stosunku
stechiometrycznym 1:2 i 1:1.

Flawanony
Widma czystych flawanonow charakteryzujg typowe dla nich pasma, odpowiadajace
istniejgcym danym literaturowym. Warto$ci otrzymane dla poszczegdlnych flawanonow

przedstawione zostaty ponize;j:

flawanon - 1690.2 cm™; 1605.8 cm™; 1462.4 cm™; 1303.7 cm™; 766.7 cm'™;
487.8 cmt [94]

4’-metoksyflawanon - 1681.3 cm™; 1602.0 cm™; 1516.9 cm*; 1462.1 cm™; 1306.7 cm™;
1258.3 cm; 905.6 cm™ [95]

4’-chloroflawanon - 1693.9 cm™1599.2 cm?; 1461.9 cm™; 1300.2 cm™; 1121.1 cm'L;
905.9 cm™; 847.5 cm™; 773.1 cm™ [62]
7-metoksyflawanon - 1671.1 cm™; 1611.7 cm™; 1574.4 cm™; 1258.8 cm™ [96]

Na widmach kompleksow (Rysunek 75 i Zataczniki IR 1-3) zaobserwowa¢ mozna
zmniejszanie si¢ pasm charakterystycznych dla flawanondéw. Sugeruje to inkludowanie sig¢
czasteczek badanych flawanonéw w hydrofobowym wnetrzu makrocykla. Charakterystyczne
dla flawanonow pasma sg bardziej widoczne w kompleksach z a-cyklodekstryng w poréwnaniu

do kompleksow tworzonych przez B- i HP-B-cyklodekstryng. Moze to $wiadczy¢, ze mniej
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czasteczek liganda trwale taczy si¢ z a-cyklodekstryna, w porownaniu do jej wigkszych
pochodnych, a w konsekwencji potwierdza¢ tworzenie si¢ bardziej trwalych kompleksow
z wykorzystaniem formy B gdzie wigksza ilo$¢ czasteczek flawanonu zostata zainkludowana

wewnatrz makrocykla.

FLO + aCD

FLO + BCD

FLO + HPBCD !

1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Liczby falowe [cm!]

Rysunek 75. Widma FT-IR flawanonu (FLO) oraz jego kompleksow z cyklodekstrynami
o stechiometrii 1:1.
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3.3.2. Badania trwatosci termicznej komplekséw metodg DSC

Badania technikg roznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC) przeprowadzono
zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale (2.2.6.). W pierwszym etapie wykonano pomiary
dla cyklodekstryn w zakresie temperatur 40 - 280°C. Ich termogramy zostalty przedstawione na
Rysunkach 76-79. W analizowanym zakresie widoczne sa jedynie niewielkie endotermiczne
efekty w okolicach 100 °C, ktére spowodowane sa odparowaniem wody Kkrystalicznej,
wystepujacej w strukturze cyklodekstryn. W przypadku modyfikowanych cyklodekstryn
(SBEBCD i HPBCD) w temperaturze powyzej 260°C widoczne sg efekty rozkladu zwigzkow,
ktore wystepuja W temperaturach nizszych niz w przypadku naturalnych cyklodekstryn
(>280°C).

Kolejnym etapem badan byly pomiary czystych zwigzkéw oraz kompleksow
przygotowanych metoda wspolrozpuszczania opisang W podrozdziale 2.2.4. Kompleksy do
pomiaréw DSC odwazono w taki sposob, by zawarto$§¢ badanego zwigzku w kompleksie

odpowiadata ilosciowo nawazce czystego liganda.

Analiza termiczna ezetymibu (EZE) oraz jego kompleksow

Termogramy ezetymibu i jego kompleksow w stosunku stechiometrycznym 1:1
przedstawione zostaty na Rysunkach 76-79. Otrzymany termogram leku (EZE) charakteryzuje
si¢ ostrym, endotermicznym pikiem w temperaturze 165 °C (lit 162°C [53]) odpowiadajacym
topnieniu ezetymibu.

(aCD)

Tf (EZE)

_ Heat flow (mW)

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
Temperature (°C)

Rysunek 76. Termogramy a-cyklodekstryny (aCD), ezetymibu (EZE) oraz kompleksu
ezetymib — a-cyklodekstryna (EZE — aCD).
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Rysunek 77. Termogramy B-cyklodekstryny (BCD), ezetymibu (EZE) oraz kompleksu
ezetymib — B-cyklodekstryna (EZE — BCD).

(HPBCD)

T Ty

(EZE)

Heat flow (mW)

Temperature (°C)

Rysunek 78. Termogramy HP-B-cyklodekstryny (HPBCD), ezetymibu (EZE) oraz
kompleksu ezetymib — HP-B-cyklodekstryna (EZE — HPBCD).

Na termogramach kompleksow przedstawionych na Rysunkach 76-79 zaobserwowac
mozna wystgpowanie endotermicznych pikéw w zakresie temperatur 230 — 250 °C, ktore
zwigzane s3 z topnieniem. Otrzymane warto$ci odbiegaja o ok. 100 stopni od warto$ci

literaturowej dla czystego ezetymibu. Dodatkowo piki sg rozciagnigte, a ich intensywnos$¢

wyraznie zmniejszona.
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Rysunek 79. Termogramy SBE-B-cyklodekstryny (SBEBCD), ezetymibu (EZE) oraz
kompleksu ezetymib — SBE-B-cyklodekstryna (EZE — SBEBCD)

Analiza termiczna cilostazolu (CILO) oraz jego kompleksow

W przypadku cilostazolu pomiary DSC wykonano dla kompleksow przygotowanych
w stosunku stechiometrycznym 1 (CILO): 2 (CD). Z badan rozpuszczalnosci i miareczkowan
kalorymetrycznych wynika, Ze cilostazol tworzy potaczenia, w ktorych liczba czasteczek
cyklodekstryn przypadajacych na jedng czasteczke ezetymibu jest wigksza niz 1, natomiast nie
wigksza niz 2 (stechiometria z ITC 1:1.5). Otrzymane termogramy w zakresie temperatur
60°C — 260°C przedstawiono na Rysunku 80.

Na termogramie (CILO), widoczny jest efekt zwigzany z topnieniem czystego
cilostazolu. Temperatura wyznaczona odpowiada warto$ciom literaturowym dla badanego leku
[97]. W przypadku kompleksu z a-cyklodekstryng widoczny jest endotermiczny efekt
w okolicy 100 —120 °C zwigzany z odparowaniem wody ze struktury cyklodekstryny, dla
pozostalych komplekséw te efekty nie sa widoczne. Topnienie cilostazolu dla probek
komplekséw mozna zauwazy¢é w zakresie temperatur 170 — 190 °C. Efekty sg przesunicte
0 okoto 10-20 stopni, rozmyte i dodatkowo mniej intensywne. Dla aCD i SBEBCD efekty
zwigzane z topnieniem cilostazolu sg prawie niewidoczne. Otrzymane termogramy
potwierdzaja  powstawanie  kompleksow  inkluzyjnych  pomigdzy  cilostazolem
a cyklodekstrynami. Przesuniecie efektow topnienia w kierunku wyzszych temperatur oraz

zmniejszenie intensywnosci samego procesu $wiadczy o ochronnym wplywie cyklodekstryn na

badany zwigzek.
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Rysunek 80. Termogramy cilostazolu (CILO) oraz jego kompleksow w stosunku molowym
1:2, CILO — oCD, CILO - BCD, CILO — HPBCD, CILO — SBEBCD.

Analiza termiczna flawanonéw oraz ich komplekséw.

Pomiary metodg roznicowej kalorymetrii skaningowej dla flawanonéw wykonano dla
kompleksow przygotowanych w stosunku stechiometrycznym 1:1. Na termogramie czystego
flawanonu (FL 0) przedstawionym na Rysunku 81 (krzywa FLOQ) widoczny jest endotermiczny
pik w temperaturze 77-78°C odpowiadajacy temperaturze topnienia zwigzku (Tabela 21). Na
termogramach komplekséw flawanonu z a-, B- i hydroksypropylo-B-cyklodekstryng
zaobserwowa¢ mozna wyrazne zmniejszenie 1 rozciggnigcie si¢ efektow zwigzanych
Z topnieniem zwigzku, zauwazalne jest rOwniez przesuniecie ich w kierunku wyzszych wartosci
temperatur (FLO - SCD).

Podobne efekty zaobserwowa¢ mozna dla pozostatych trzech flawanonow
(Rysunki DSC 1 — 3, Zalaczniki), wyznaczone temperatury topnienia czystych zwigzkow
pokrywaja si¢ z temperaturami literaturowymi (Tabela 21). W przypadku komplekséw
zaobserwowa¢ mozna przesuni¢cia temperatur topnienia w kierunku wyzszych warto$ci
(maksymalnie 0 20 — 40°C), a takze wyrazne zmniejszenie powierzchni endotermicznych
pikow w stosunku do czystych zwigzkow.
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Rysunek 81. Termogram flawanonu (FLO) oraz jego kompleksow w stosunku molowym 1:1,
FLO — aCD, FLO — BCD, FLO - HPBCD .

Tabela 21. Wartosci temperatur topnienia badanych flawanonow.

Temperatury topnienia flawanonow
Wartosci eksperymentalne ~ Wartosci literaturowe

FLO 77-78 75-77 [62] 76-77 [60]
FL1 90-91 88-89 [62], 91-93 [63]
FL2 96-97 95-97 [62], 94-96 [64]
FL3 79-82 84-86 [65]

Zmniejszenia intensywnos$ci pikow oraz ich przesunigcia w kierunku wyzszych
temperatur §wiadczg o tworzeniu polaczen kompleksowych, w ktorych zainkludowana do

wnetrza cyklodekstryny czasteczka liganda jest ostaniana termicznie przez makromolekute

cyklodekstryny.
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Podsumowanie

Badania wykonane w przedstawionej pracy mialy na celu analiz¢ oddzialywan
pomie¢dzy wybranymi ligandami (lekami — cilostazolem i ezetymibem oraz pochodnymi
flawanonu), a cyklodekstrynami. Wykonane zostaty serie pomiarow spektroskopowych oraz
kalorymetrycznych w celu wyznaczenia trwatoéci powstajacych potaczen (kompleksow
inkluzyjnych), a takze okreslenia wptywu cyklodekstryn na wiasciwosci zainkludowanych

ligandow.

Spektroskopia UV

Spektrofotometryczne badania wodnych roztworow wybranych ligandow w obecnosci
cyklodekstryn, miaty na celu okreslenie wptywu makroczasteczek na solubilizacje badanych
zwigzkow, a tym samym potwierdzenie tworzenia si¢ kompleksow inkluzyjnych. We
wszystkich badanych ukladach uzyskano wzrost rozpuszczalnosci liganda w wodzie, co
potwierdza istnienie oddziatywan kompleksowych. Wartosci wzrostu rozpuszczalnosci

wybranych zwigzkéw w obecnosci poszczegdlnych cyklodekstryn zamieszczono w Tabeli 22.

Tabela 22. Wartosci maksymalnego wzrostu stgzenia ligandéw dla wybranych cyklodekstryn.

aCD pCD HPBCD SBEBCD
(0-90mM) (0-15 mM) (0-90mM) (0-90mM)
Ezetymib 13.07 £ 0.60 21.20+1.21 142.41 £2.88 212.87 £3.58
Cilostazol 21.31 +3.01 12.60 + 1.45 85.85+5.23 162.15+4.36
Flawanon (FLO) 4.59 +0.40 8.29 £0.55 98.73 £8.76 -
4’-metoksyflawanon (FL1) 4.59+0.13 12.81 +0.37 131.89+5.64 -
4’-chloroflawanon (FL2) 2743 +1.14 17.06 £ 1.07 109.07 = 6.90 -
7-metoksyflawanon (FL3) 3.78 £ 0.37 12.55+1.49 53.03 +£2.31 -

Ezetymib:

Wzrost stezenia ezetymibu w funkcji stezenia cyklodekstryny we wszystkich
analizowanych przypadkach miat charakter liniowy, co sugeruje tworzenie si¢ polaczen
gos¢ - gospodarz w stosunku molowym 1:1. Poréwnujac a-cyklodekstryne i B-cyklodekstryne
zauwazy¢ mozna, ze pomimo wigkszego zakresu stezenia a-cyklodekstryny, powoduje ona
duzo mniejszy wzrost rozpuszczalnoéci liganda w poréwnaniu do p-cyklodekstryny. Swiadczy
to o lepszym dopasowaniu czasteczki ezetymibu do wigkszej wneki B-cyklodekstryny,
potwierdzajg to ponad 10 krotnie wicksze warto$ci statych trwalosci otrzymane dla kompleksu
B-cyklodekstryny. a-cyklodekstryna tworzy kompleks o statej trwatosci ok. 120 dm® mol™,
podczas gdy B-cyklodekstryna 1300 dm* mol™.

Zastosowanie pochodnych B-cyklodekstryny w widoczny sposoéb (Rysunek 82)

zwigksza ~mozliwosci  solubilizacyjne. Badania przeprowadzone dla dwoch jej
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modyfikowanych pochodnych w stezeniach do 90 mM w roztworach wodnych umozliwity
osiggniecie nawet ponad 200 krotnego wzrostu rozpuszczalnosci ezetymibu w stosunku do
czystej wody. Przebieg zaleznosci stezenia liganda w stosunku do st¢zenia makrocykla
w zakresie 0-15 mM otrzymany dla HPBCD ma identyczny przebieg jak ten, otrzymany dla
naturalnej BCD. Sulfobutylowa pochodna pozwala na osiggni¢cie jeszcze wickszego wzrostu
rozpuszczalnosci i uzyskanie trwalszych potaczen w poréwnaniu

z hydroksypropylo-B-cyklodekstryna.
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Rysunek 82. Diagram rozpuszczalnosci ezetymibu dla poszczegélnych cyklodekstryn
(wartosci usrednione).

Cilostazol:

Badania rozpuszczalnosci fazowej przeprowadzone dla cilostazolu wskazujg na
tworzenie si¢ komplekséw, w stosunku molowym z wigkszo$ciowym udziatem cyklodekstryn.
Otrzymane krzywe w zakresie do 90mM (aCD, HPBCD i SBEBCD) wykazuja wyrazne
odchylenia w kierunku wartosci dodatnich osi OY. Dla B-cyklodekstryny odchylenie od
liniowosci moze nie by¢ tak wyraznie widoczne, ale spowodowane jest to matym zakresem
stezenia cyklodekstryny. Na Rysunku 83 przedstawiono zbiorczy diagram fazowy cilostazolu,
na ktéorym mozna zauwazy¢, ze do okoto 15 mM wykresy dla wszystkich cyklodekstryn
przejawiaja pozornie liniowy przebieg.

Mimo braku mozliwos$ci wyznaczenia statych tworzenia badanych kompleksow o ich
trwatosci mozna wnioskowa¢ na podstawie wzrostu st¢zenia. Poréwnujac dwie naturalne
cyklodekstryny, wigkszy wzrost w zakresie 0-15 mM powoduje forma beta, wigc ona
najprawdopodobniej bedzie tworzyta trwalsze potaczenie z czasteczka cilostazolu.

Pozostale dwie pochodne B-cyklodekstryny w poczatkowym zakresie maja podobny

przebieg do naturalnej dekstryny, jednak zastosowanie wigkszych stezen pozwolito osiggnac
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wzrost stezenia liganda rzedu 80 (dla HPBCD) i 160 (SBEBCD). Wigkszy wzrost st¢zenia
cilostazolu uzyskany dla pochodnej sulfobutylowej pozwala wnioskowa¢ o wigkszej trwatosci

kompleksow tworzonych z tg pochodna.
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Rysunek 83. Diagram rozpuszczalnosci cilostazolu dla poszczegélnych cyklodekstryn
(warto$ci usrednione).

Flawanony:

We wszystkich omawianych przypadkach uzyskano liniowag zalezno$¢ wzrostu
rozpuszczalnosci w wodzie flawanonow w funkcji stezenia cyklodekstryn. Wskazuje to na
tworzenie potaczen o stechiometrii 1:1.

W przypadku niepodstawionego flawanonu (FLO) i podstawionych przy pierscieniu C
4’-metoksyflawanonu (FL1) i 4’-chloroflawanonu (FL2) dodatek p-cyklodekstryny
powodowat plateau na krzywych rozpuszczalnosci, co ograniczato dalszy wzrost stezenia
liganda. Takie zjawisko obserwowane jest przy zastosowaniu solubilizatora (B-cyklodekstryna)
o stosunkowo matej rozpuszczalno$ci [89]. Stezenie B-cyklodekstryny, przy ktorym wystepuje
wyplaszczenie zwigzane moze by¢ z rozpuszczalnoscia czystego zwiazku w wodzie. Im dany
flawanon ma wigksza rozpuszczalno$¢, tym przy nizszym stezeniu cyklodekstryny wystepuje
plateau.  Zastosowanie  dobrze  rozpuszczalnej,  hydroksypropylowej  pochodnej
B-cyklodekstryny nie powodowato ograniczenia wzrostu rozpuszczalnosci.

Poréwnujac otrzymane zaleznosci w zakresie 0-15 mM (Rysunek 84) dla dwoch
naturalnych cyklodekstryn, mozna zauwazy¢, ze B-cyklodekstryna powoduje wigkszy wzrost
rozpuszczalnosci niz forma a. Swiadezy to o lepszym dopasowaniu przestrzennym pomiedzy
czasteczkami flawanondw, a molekutami wigkszego makrocykla. Zalezno$¢ ta potwierdzaja
wyznaczone stale trwatosci, ktére dla oa-cyklodekstryny przyjmuja mniejsze wartosci

(Tabela 23). Wigkszy wzrost rozpuszczalnosci dla B-cyklodekstryny zaobserwowa¢ mozna
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nawet biorgc pod uwage zakres stgzenia cyklodekstryn do 90 mM, z wyjatkiem
4’-chloroflawanonu (FL2).
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Rysunek 84. Diagramy rozpuszczalnosci flawanonow (wartosci usrednione) a) FLO; b) FL1;
c) FL2; d) FL3.

W przypadku tego zwigzku a-cyklodekstryna powoduje duzo wigkszy wzrost
rozpuszczalnosci oraz posiada prawie 10 krotnie wigksze wartosci statych trwatosci
w porownaniu do pozostatych flawanonow. Spowodowane jest to obecno$cig atomu chloru

W pozycji para w pierscieniu C czasteczki flawanonu. Podstawnik ten stabilizuje

najprawdopodobniej kompleks poprzez utworzenie wigzan wodorowych migdzy atomem
chloru, a atomami wodoru wystepujacymi w czasteczce cyklodekstryny.

Analizujac  warto§ci  wzrostu  stezenia  flawanonow  dla

B-cyklodekstryny
I hydroksypropylo-p-cyklodekstryny w zakresie 0-15 mM, zauwazy¢ mozna niemal identyczny
przebieg krzywych, roznice we wzroscie st¢zenia wynikaja jedynie w wystepowania plateau
dla natywnej formy [. Zastosowanie hydroksypropylo-p-cyklodekstryny umozliwia
prowadzenie badan w zakresie stezen 0-90 mM, ktory pozwala osiagnaé nawet 100 krotny
wzrost rozpuszczalnosci liganda w wodzie. Stale trwatosci otrzymane dla B-cyklodekstryny
I podstawionej pochodnej przyjmujg zblizone wartosci.

Tabela 23. Wartosci statych trwatosci kompleksow cyklodekstryn z flawanonami

aCD BCD HPBCD
Flawanon (FLO) 39.50 +4.97 1286.28 + 84.85 1106.81 + 84.48
4’-metoksyflawanon (FL1) 35.64+1.44 1514.16 + 23.68 1509.11 +49.78
4’-chloroflawanon (FL2) 299.37 +18.51 1252.00 + 158.85 1185.89 + 93.06
7-metoksyflawanon (FL3) 31.77 £ 1.59 782.88 £ 149.59 582.13 £44.11
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Izotermiczne miareczkowanie kalorymetryczne (ITC)

Przeprowadzone serie miareczkowan kalorymetrycznych umozliwity termodynamiczng
analiz¢ proceséw tworzenia komplekséw inkluzyjnych ligand-cyklodekstryna. Wyznaczone
wartosci  parametréw  termodynamicznych charakteryzujacych zachodzace procesy
przedstawiono w Tabeli 24.

Wyznaczone zmiany podstawowych funkcji termodynamicznych majg podobny
charakter dla wszystkich analizowanych procesow. Molowe entalpie przyjmujg wartoSci
ujemne (AH < 0), co wskazuje na egzotermiczny charakter zachodzacych przemian, natomiast
molowe entropie sg zawsze dodatnie (AS > 0), wszystkie procesy sterowane sg entalpowo.
Zmiany molowej entalpii swobodnej (AG < 0) jednoznacznie wskazujg na spontaniczno$¢

procesow tworzenia kompleksow badanych ligandéw z cyklodekstrynami.

Tabela 24. Wartosci parametrow termodynamicznych dla kompleksow ezetymibu (DMSO),
cilostazolu (DMSO), flawanonu (woda), 4’-metoksyflawanonu (woda); 4-chloroflawanonu
(DMSO) i 7-metoksyflawanonu (woda) z wybranymi cyklodekstrynami.

n K AH AS AG
[ dm3mol ] [J mol?] [J molt K7 [kJ mol?]
E7E aCD 0.85+0.22 815+ 106 -267.83 = 80.39 54.85 -16.24
BCD 1.08 + 0.06 1710 £ 122 -641.42 +£41.03 59.87 -18.03
(DMSO)
HPBCD | 0.82+0.25 2940 + 266 -710.92 +£53.17 64.06 -19.35
cILo aCD 1.54+0.02 3630 + 389 -69.09 +1.17 67.8 -20.28
BCD 1.64+0.02 4500 + 361 -282.87 +£4.52 69.1 -20.89
(DMSO)
HPBCD | 1.57+0.02 9460 + 958 -381.69+7.12 74.9 -22.71
FLo aCD 1.02+0.15 9560 = 1120 -4295.86 + 798.04 61.97 -22.77
(woda) BCD 1.02+0.07 30200 +3150 -1226.37 £ 101.41 81.65 -25.57
woda
HPBCD | 1.12+0.07 15700 + 1160 -4011.98 +302.01 66.99 -23.99
aCD 0.76 £0.35 23500 £ 6110 -1477.59 £ 802.23 78.72 -24.95
FL1
(woda) BCD 1.22+0.03 70000 = 3970 -277.56 £9.67 91.70 -27.62
woda
HPBCD | 0.99 +0.06 68800 = 5990 -628.89 = 45.09 90.44 -27.59
aCD 0.83 +£0.02 1350 £ 129 -178.58 £4.73 59.46 -17.91
FL2
BCD 0.93+0.01 3800 £490 -108.57 £2.05 68.25 -20.46
(DMS0)
HPBCD | 0.95+0.01 1940 £+ 186 -120.42 +£2.30 62.39 -18.78
FL3 aCD 0.82+0.09 11000 + 1221 -116.98 £16.45 77.04 -23.09
(woda) BCD 0.85+0.02 30100 = 1520 -467.27 £ 1491 84.16 -25.56
woda
HPBCD | 1.22 +0.06 15400 = 1570 -678.71 £47.73 77.88 -23.90
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Ezetymib:

Stechiometria wyznaczona przy pomocy tej metody potwierdza tworzenie si¢ polaczen
ezetymib-cyklodekstryna w stosunku 1:1.

Warto$ci stalych tworzenia otrzymane metoda miareczkowania kalorymetrycznego
wykazuja wzrastajaca tendencjg, jak w przypadku warto$ci otrzymanych metoda
spektrofotometryczng (aCD < BCD < HPBCD). Nalezy pamigta¢, ze wartosci stalych
otrzymane metodami ITC oraz UV nie mogg by¢ ze sobg bezposrednio porownywane. Wynika
to z réznic pomigdzy metodami pomiarowymi. W przypadku rozpuszczalnosci mamy do
czynienia z metoda statyczng, w ktorej proces ustalenia si¢ stanu réwnowagi trwa ok. 7 dni,
natomiast miareczkowanie kalorymetryczne jest metodg dynamiczng, w ktorej analizie podlega
proces zachodzacy w momencie trwania miareczkowania.

Najwieksza trwato$cia charakteryzuje si¢ kompleks
z hydroksypropylo-B-cyklodekstryna, nastepnie z naturalng B-cyklodekstryna i najmniejsza
z a-cyklodekstryng. Roznice migdzy kompleksami naturalnych cyklodekstryn wynikaja
z lepszego dopasowania geometrycznego migdzy czasteczka liganda, a wngka
B-cyklodekstryny. Zwigkszenie trwalo$ci dla kompleksu modyfikowanej pochodne;j
spowodowane jest najprawdopodobniej utworzeniem dodatkowych wigzan wodorowych
miedzy obecnymi grupami hydroksypropylowymi, a atomami fluoru w czasteczce ezetymibu,

stabilizujacych dodatkowo kompleks.

Cilostazol:

Miareczkowanie roztworow cilostazolu roztworami wybranych cyklodekstryn
pozwolito potwierdzi¢ tworzenie si¢ potaczen, w ktorych wigcej niz jedna czasteczka
makromolekuty (receptora) przypada na pojedyncza czasteczke cilostazolu. Stechiometria
wyznaczona ta metoda wynosi w przyblizeniu 1:1.5 dla wszystkich trzech badanych
cyklodekstryn. Taka warto$¢ wynika z tworzenia si¢ mieszaniny kompleksow 1:1 i 1:2 lub
z tworzenia wigkszych agregatow, w ktorych dwie grupy funkcyjne czasteczki cilostazolu
inkludowane sa wewnatrz makroczasteczek cyklodekstryny (utworzenie polgczenia 2:3).
Czasteczka cilostazolu jest czgsteczka liniowa, na ktdrg moze naniza¢ si¢ wigcej niz 1 molekuta
cyklodekstryny.

Otrzymane wartosci statych trwatosci wskazuja na tworzenie trwatych potagczen migdzy
cilostazolem, a wszystkimi cyklodekstrynami. Wartosci statych wzrastaja w kolejnosci
aCD < BCD < HPBCD. Podobnie jak w przypadku ezetymibu najwigcksza wartos¢ statej
trwalosci  dla  kompleksow  tworzonych  przez  HP-B-cyklodekstryne  wynika
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najprawdopodobniej z utworzenia dodatkowych wigzan wodorowych pomiedzy wodorami
obecnymi w grupach -CH2CH(OH)CHs, a atomem tlenu znajdujacym si¢ na koncu czasteczki

cilostazolu.

Flawanony:

Analiza wynikow ITC pozwolita potwierdzi¢ stechiometri¢ powstajacych kompleksow
wyznaczong metodg spektrofotometrii UV, we wszystkich analizowanych przypadkach wynosi
ona 1:1. Ponadto otrzymane warto$ci statych trwalosci charakteryzuja si¢ podobng tendencja
zmian, wartosci statych wzrastajag w kolejnosci aCD < HPBCD < BCD.

Nizsze wartosci statych dla hydroksypropylo-p-cyklodekstryny wzgledem natywnej
formy sa spowodowane najprawdopodobniej zawada przestrzenna, powodowang przez
tancuchy hydroksypropylowe modyfikowanej makromolekuly. Wigksze r6znice w wartosciach
staltych (pomiedzy HPBCD, a BCD) w pordéwnaniu z otrzymanymi metoda UV mogg by¢
spowodowane dluzszym czasem osiggania stanu rownowagi metody statycznej. W tej metodzie
flawanon ma wigcej czasu by ulokowac si¢ we wnece makrocykla i zawada spowodowana
tancuchami hydroksypropylowymi jest mniej znaczaca.

Poréwnujac wartosci statych dla kompleksow badanych w $srodowisku wodnym (FLO,
FL1 i FL3) mozna zauwazy¢, ze podstawienie flawanonu grupg metoksylowa w pozycji para
przy pierscieniu C (FL1) zwigksza trwalo$¢ powstajacych komplekséw ponad dwukrotnie,
W poréwnaniu do niepodstawionego flawanonu (FLO) podczas gdy podstawienie tego samego
podstawnika do pier§cienia A, nie wpltywa na state trwalo$ci powstajacych kompleksow.
Zwigkszenie si¢ trwalosci dla kompleksow 4’-metoksyflawanonu wzgledem flawanonu
podstawowego zaobserwowa¢ mozna rowniez dla wartos$ci statych otrzymanych metoda

rozpuszczalno$ci fazowej (spektroskopia UV).

Spektroskopia w podczerwieni (FT-IR)

Widma FT-IR badanych zwigzkow z cyklodekstrynami pozwolity potwierdzi¢
wytworzenie kompleksow w formie statej. Charakterystyczne pasma dla badanych zwigzkow
po skompleksowaniu z cyklodekstrynami ulegaja zanikowi i1 sg ekranowane przez pasma
pochodzace od cyklodekstryn. Dodatkowo pomiary wykonane ta metoda w przypadku

ezetymibu i cilostazolu pozwolity potwierdzi¢ stechiometri¢ badanych kompleksow.
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Roéznicowa kalorymetria skaningowa (DSC)

Na podstawie serii zarejestrowanych termogramow DSC dla badanych ligandow
skompleksowanych z aCD, BCD, HBCD oraz SBEBCD zaobserwowano réznice w efektach
termicznych zwigzanych z topnieniem zwigzkéw. Pasmo charakterystyczne odpowiadajace
topnieniu / dekompozycji danego zwigzku we wszystkich przypadkach ulegato
zdecydowanemu zmniejszeniu, rozmyciu i przesuni¢ciu w kierunku wyzszych temperatur.
Najwicksze przesunigcie (AT = 90 stopni) zaobserwowano dla topnienia ezetymibu.
Obserwowane efekty swiadcza o ochronnym wplywie cyklodekstryn na wysoka temperature.
Czasteczka liganda zainkludowana we wnetrzu makrocykla jest odseparowana od srodowiska
zewnetrznego. Topnienie zwigzku spowodowane wzrastajacg temperaturg zachodzi wolnie;j,

dlatego efekty sg rozmyte i przesunicte w kierunku wyzszych warto$ci temperatur.

Wyniki otrzymane w ramach przedstawionej dysertacji wskazuja, ze cyklodekstryny
tworzg trwale polagczenia z badanymi ligandami 1 moga by¢ nos$nikami dla wybranych
substancji biologicznie aktywnych.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzi¢ mozna, ze najlepszym receptorem
dla ezetymibu sg B-cyklodekstryna i jej pochodne. Otrzymane wartosci statych tworzenia
przyjmuja wartosci wigksze w poréwnaniu z mniejsza, szesciocztonowa a-cyklodekstryna.
Potgczenia lek-cyklodekstryna tworzg si¢ w stosunku 1:1. Sposrod badanych cyklodekstryn
najlepszym potencjalnym no$nikiem dla ezetymibu wydaje si¢ by¢ sulfobutylowa pochodna.
Powoduje ona najwigksza solubilizacj¢ (ponad 200 krotny wzrost rozpuszczalnosci leku
W wodzie), charakteryzujac si¢ jednocze$nie najwyzszymi warto$ciami statych trwatosci.

Przedstawione w pracy badania oddziatywania ezetymibu z cyklodekstrynami zostaty
wzbogacone o dodatkowe pomiary !HNMR oraz MALDI-TOF MS, ktére potwierdzity
tworzenie kompleksow w formie statej, a takze przeprowadzono wstgpne badania biologiczne
[98] .

W przypadku cilostazolu rowniez najlepsze dopasowanie lek-receptor wykazuje
sulfobutylowa pochodna B-cyklodekstryny. Powoduje ona najwigkszy, ponad 160 krotny,
wzrost rozpuszczalnosci cilostazolu w wodzie. Przeprowadzone badania pozwolilty wyznaczy¢
stechiometri¢ kompleksow cilostazolu z cyklodekstryna. Otrzymane wyniki sugerujg tworzenie

polaczen w stosunku 1:2.

101



Podsumowanie

Bardzo duzy wzrost rozpuszczalnosci badanych lekow wywotany obecnos$cia
pochodnych B-cyklodekstryny przyczyni¢ si¢ moze do zwigkszenia biodostgpnosci tych
zwigzkéw w organizmie, jak rowniez ich wszechstronnego zastosowania W medycynie.

Wyniki otrzymane dla flawanonu oraz jego pochodnych wyraznie wykazuja, ze
struktura czasteczki liganda ma wplyw na trwato§¢ tworzonych kompleksow. Kompleksy
a-cyklodekstryny stabilizowane sg przez obecnos$¢ matego, silnie elektroujemnego atomu
chloru podstawionego w pierscieniu C czgsteczki flawanonu. Podczas gdy obecnos¢ w tym
samym miejscu grupy metoksylowej nie wptywa na trwato$¢ kompleksu.  Podstawienie
flawanonu w pozycji para w pierscieniu C zwigksza trwato$¢ tworzonych potaczen
w przypadku  komplekséw  B-cyklodekstryn  (szczegélnie widoczne jest to dla
4’-metoksyflawanonu).

Dla wszystkich badanych flawanonow lepszym dopasowaniem przestrzennym (wigkszy
wzrost rozpuszczalnosci, wyzsze state trwalosci) charakteryzuje si¢ B-cyklodekstryna i jej
pochodne. Najbardziej odpowiednim no$nikiem dla tych zwigzkow, mimo nieznacznie
mniejszych warto$ci stalych tworzenia jest pochodna hydroksypropylowa, ktéra dzigki
zwigkszonej rozpuszczalno$ci nie powoduje ograniczen w solubilizacji ligandow.

Zdolno$¢ tworzenia trwatych kompleksow badanych flawanonow z cyklodekstrynami,
powoduje wzrost ich rozpuszczalnosci w wodzie, cO skutkowa¢ moze zwigkszeniem ich
biodostepnosci w organizmie. Moze to potencjalnie zosta¢ wykorzystane w produkcji lekow

0 wlasciwosciach przeciwutleniajacych, przeciwzapalnych oraz antynowotworowych.
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Streszczenie

Streszczenie

W pracy wykonane zostaly serie pomiaréw kalorymetrycznych oraz spektroskopowych,
majgce na celu analiz¢ procesow powstawania kompleksow inkluzyjnych cyklodekstryn
Z wybranymi zwigzkami biologicznie aktywnymi. Ligandami wybranymi do badan byty leki
(ezetymib i cilostazol) oraz flawanony (flawanon, 4’-metoksyflawanon, 4’-chloroflawanon
I 7-metoksyflawanon), natomiast badanymi makrocyklami: a-cyklodekstryna,
B-cyklodekstryna, hydroksypropylo-p-cyklodekstryna i sulfobutylo-B-cyklodekstryna.

Analizie poddane zostaty zar6wno procesy powstawania komplekséw w roztworach
(metodami izotermicznej kalorymetrii miareczkowej ITC i spektrofotometrii UV-Vis), jak
I w formie statej (spektroskopia FT-IR i roznicowa kalorymetria skaningowa DSC).

Pomiary spektrofotometryczne:

e Wykonano kalibracje spektrofotometryczne metoda krzywej wzorcowej dla badanych
ligandow, dzigki ktorym wyznaczone zostaly molowe wspoétczynniki ekstynkcji
zwigzkow. Dodatkowo wyznaczono eksperymentalnie rozpuszczalno$ci badanych
zwiazkow w wodzie.

e Wykorzystujac metode rozpuszczalnosci fazowej Higuchi-Connorsa okreslono wzrost
rozpuszczalno$ci badanych ligandow w wodzie pod wplywem wzrastajacego st¢zenia
cyklodekstryn. Analiza otrzymanych diagraméw rozpuszczalno$ci pozwolita na

wstepne okreslenie stechiometrii oraz wyznaczenie statych trwatosci (K) kompleksow.
Miareczkowanie kalorymetryczne:

e Przeprowadzono serie miareczkowan kalorymetrycznych badanych ligandow
z a-cyklodekstryna, B-cyklodekstryna 1 hydroksypropylo-p-cyklodekstryna
w roztworach ~ wodnych  lub  dimetylosulfotlenku.  Wyznaczono izotermy
miareczkowania bezposrednich efektow cieplnych towarzyszacych omawianym
procesom miareczkowania.

e W oparciu 0 model jednego rodzaju miejsc aktywnych, wyznaczono parametry
termodynamiczne zachodzacych procesow (molowa entalpi¢ AH, molowg entropie AS,
molowg entalpi¢ swobodng AG oraz stalg rownowagi K), charakteryzujace powstajace
kompleksy inkluzyjne oraz wyznaczono doktadny stosunek stechiometryczny
powstatych kompleksow.

e We wszystkich analizowanych potaczeniach procesy kompleksowania mialty charakter

samorzutny oraz egzotermiczny.
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Streszczenie

Analiza kompleksow inkluzyjnych w formie stalej:

104

Wykorzystujac metod¢ wspotrozpuszczania udalo si¢ przygotowaé wszystkie
kompleksy ligand-cyklodekstryna w formie statej.

Kompleksy poddano analizie spektroskopowej FT-IR, za pomocg ktorej potwierdzono
tworzenie si¢ polaczen, a w przypadku cilostazolu i ezetymibu potwierdzono
stechiometri¢ powstajacych kompleksow w fazie statej.

Wykonano analiz¢ DSC wszystkich kompleksow w celu oceny wptywu procesu
kompleksowania na stabilno$¢ termiczng badanych zwigzkow. We wszystkich
badanych przypadkach wystapito wyrazne zredukowanie wielko$ci efektu zwigzanego
z topnieniem, a w znacznej ilosci przypadkdw zauwazalne bylo rowniez przesunigcie
piku w kierunku wyzszych temperatur. Efekty te §wiadcza o inkludowaniu ligandow we
wnetrzu cyklodekstryn 1 wskazuja na ochronny wplyw cyklodekstryn na trwato$¢

termiczng ligandow.



Abstract

Abstract

The research includes a series of calorimetric and spectroscopic measurements aimed at
analyzing the processes of formation of cyclodextrin inclusion complexes with selected
compounds, which are biologically active. The ligands chosen for the studies were drugs
(ezetimibe and cilostazol) and flavanones (flavanone, 4'-methoxyflavanone, 4'chloroflavanone,
and 7-methoxyflavanone), while the tested macrocycles were: a-cyclodextrin, B-cyclodextrin,
hydroxypropyl-B-cyclodextrin, and sulfobutyl-B-cyclodextrin.

Two processes of complex formation have been incorporated into the analysis. The
process of complex formation in solutions has been analyzed using isothermal titration
calorimetry (ITC) and UV-Vis spectrophotometry methods, while the process of complex
formation in the solid form has been analyzed using FT-IR spectroscopy and DSC differential

scanning calorimetry.
Spectrophotometric measurements:

« Spectrophotometric calibrations of tested ligands were undertaken using the standard
curve method. The molar extinction coefficients of the selected compounds were determined.
Additionally, the solubilities of all of the ligands in the water were determined experimentally.

* The increase of tested ligands’ solubility in water under the influence of an increasing
concentration of cyclodextrins has been determined using the Higuchi-Connors phase solubility
method. The analysis of the dissolution diagrams allowed for the initial determination of the

stoichiometry and the stability constants (K) of the obtained complexes.
Calorimetric titration measurements:

e A series of calorimetric titrations of tested ligands with a cyclodextrin, $-cyclodextrin,
and hydroxypropyl-p-cyclodextrin in water or dimethyl sulfoxide were performed. The titration
isotherms of the direct thermal effects, which are accompanied by discussed titration processes,
were determined.

e Based on the ‘one site of sites’ model, the thermodynamic parameters of the processes,
characterizing the formation of inclusion complexes (molar enthalpy AH, molar entropy AS,
molar free enthalpy AG, and the equilibrium constant K), were determined. The exact
stoichiometric ratio of the formed complexes was also determined.

e All analyzed complexing processes were spontaneous and exothermic.
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Abstract

Analysis of solid-state inclusion complexes:
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All ligand-cyclodextrin complexes were prepared in solid form using the co-
precipitation method.

The complexes were analyzed by FT-IR spectroscopy, which confirmed the formation
of connections. In the case of cilostazol and ezetimibe, the stoichiometry of the resulting
complexes in a solid phase was confirmed.

In order to assess the effect’s complexation process on the thermal stability of the
selected compounds, a DSC analysis of all complexes was performed. In all tested
samples, there was a clear reduction of the included compound's melting effects. In
a significant number of cases, the shift of the peak towards higher temperatures was also
noticeable. These effects indicate the inclusion of ligands inside cyclodextrins and

indicate the protective effect of cyclodextrins on the ligands’ thermal stability.
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Zatgczniki

Tabela UV1. Wartosci stezen ezetymibu (EZE) dla a-cyklodekstryny.

Ceucp [mol-dm¥]

Cez [mol-dm'3]

Cez [mol'dm'?’]

Cez [mol'dm'3]

seria 1 seria 2 seria 3

0.090 1.09E-05 1.21E-05 1.20E-05
0.080 9.60E-06 1.01E-05 9.22E-06
0.070 7.99E-06 8.23E-06 8.15E-06
0.060 7.45E-06 6.13E-06 7.83E-06
0.050 5.54E-06 8.01E-06 6.60E-06
0.040 3.99E-06 4.25E-06 4.60E-06
0.030 3.68E-06 2.94E-06 2.78E-06
0.020 3.60E-06 4.00E-06 3.33E-06
0.015 2.79E-06 2.87E-06 2.00E-06
0.010 2.81E-06 2.33E-06 1.35E-06
0.005 1.28E-06 1.88E-06 1.52E-06

0 8.71E-07 9.23E-07 8.79E-07

Tabela UV2. Wartosci stgzen ezetymibu (EZE) dla -cyklodekstryny.

Cgcp [mol-dm]

C eze [mol- dm'3]

C eze [mol- dm'3]

Cez [mol-dm'3]

seria 1 seria 2 seria 3

0.015 1.85E-05 1.80E-05 1.88E-05
0.014 1.80E-05 1.58E-05 1.82E-05
0.013 1.64E-05 1.41E-05 1.81E-05
0.012 1.36E-05 1.29E-05 1.57E-05
0.011 1.32E-05 1.09E-05 1.41E-05
0.010 1.26E-05 1.19E-05 1.31E-05
0.009 1.09E-05 1.07E-05 1.33E-05
0.008 1.01E-05 1.16E-05 1.25E-05
0.007 9.52E-06 8.92E-06 1.11E-05
0.006 7.17E-06 6.94E-06 9.17E-06
0.005 5.61E-06 6.31E-06 7.52E-06
0.004 5.00E-06 4.71E-06 6.00E-06
0.003 4.14E-06 4.49E-06 5.27E-06
0.002 3.08E-06 2.75E-06 4.57E-06
0.001 1.47E-06 2.35E-06 2.96E-06

0 8.19E-07 8.71E-07 9.22E-07

Tabela UV3. Wartosci stgzen ezetymibu (EZE)

dla HP-B-cyklodekstryny.

CHPBCD [mol-dm'3]

Cez [mol’dm'3]

Cez [mol’dm'3]

Cez [mol’dm'g]

seria 1 seria 2 seria 3

0.090 1.16E-04 1.23E-04 1.21E-04
0.080 1.07E-04 1.09E-04 1.12E-04
0.070 9.00E-05 1.00E-04 9.21E-05
0.060 7.80E-05 8.10E-05 7.95E-05
0.050 6.51E-05 7.74E-05 6.25E-05
0.040 5.32E-05 5.77E-05 5.39E-05
0.030 3.36E-05 3.88E-05 4,15E-05
0.020 2.88E-05 3.26E-05 2.82E-05
0.015 1.77E-05 1.81E-05 1.79E-05
0.010 1.41E-05 1.62E-05 1.36E-05
0.005 9.57E-06 1.15E-05 1.00E-05

0 8.16E-07 8.86E-07 8.34E-07
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Tabela UV4. Wartosci stgzen ezetymibu (EZE) dla SBE-B-cyklodekstryny.

3 Cez [mol-dm'3] Cez [mol'dm'3] Cez [m01~dm'3]
Csgepep [mol-dm™] - - -
seria 1 seria 2 seria 3
0.090 1.82E-04 1.84E-04 1.94E-04
0.080 1.62E-04 1.58E-04 1.77E-04
0.070 1.42E-04 1.32E-04 1.70E-04
0.060 1.25E-04 1.28E-04 1.42E-04
0.050 9.87E-05 8.91E-05 1.14E-04
0.040 7.85E-05 8.08E-05 9.32E-05
0.030 5.65E-05 5.88E-05 8.13E-05
0.020 4.15E-05 3.72E-05 4.40E-05
0.015 2.55E-05 2.70E-05 3.00E-05
0.010 2.32E-05 2.30E-05 2.20E-05
0.005 1.49E-05 1.35E-05 8.45E-06
0 8.71E-07 8.54E-07 9.02E-07
1.4E-05
1.2E-05 y=0.0001x + 9E-07 °
R2=10.9276
1.0E-05 e
Z 8.0E-06 o e e
S 60E06 - e e
S 4.0E-06 o e
@] 9.0t . °
2.0E-06 ..
o’
0
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09
C ,cp [mol-dm]

Rysunek UV1. Zalezno$¢ stezenia ezetymibu (EZE) od stezenia a-cyklodekstryny
(aCD) - seria 2

1.4E-05
1.2E-05 y = 0.0001x + 4E-07 .
R?=0.9702
1.0E-05
T oottt O
5 8.0E-06 ..o
S 6.0E-06 e
S 4.0E-06 et
o Ot e
20B-06 -, 0¥
9.
0
0 001 002 003 004 005 006 007 008 0.09
C ,cp [mol-dm]

Rysunek UV2. Zaleznos¢ stezenia ezetymibu (EZE) od stezenia a-cyklodekstryny
(aCD) - seria 3
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2.1E-05

1.8E-05 y=10.0011x + 1E-06
R2=0.9723

1.5E-05

1.2E-05

9.0E-06

6.0E-06

C gy [mol-dm]

3.0E-06

0
0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.014

C gcp [mol-dm™]

Rysunek UV3. Zaleznos¢ stezenia ezetymibu (EZE) od stezenia [3-cyklodekstryny
(BCD) - seria 2
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1.5E-05
1.2E-05
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3.0E-06
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0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.014
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Rysunek UV4. Zalezno$¢ stezenia ezetymibu (EZE) od stezenia B-cyklodekstryny
(BCD) - seria 3
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Rysunek UV5. Zalezno$¢ stezenia ezetymibu (EZE) od stezenia hydroksypropylo-f-
cyklodekstryny (HPBCD) - seria 2
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1.2E-04 ¥ =0.0013x + 5E-07 .
R2=09966
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Rysunek UV6. Zaleznos¢ stezenia ezetymibu (EZE) od st¢zenia hydroksypropylo-f-
cyklodekstryny (HPBCD) - seria 3
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Rysunek UV7. Zalezno$¢ stezenia ezetymibu (EZE) od stezenia sulfobutylo-f-
cyklodekstryny (SBEBCD) - seria 2
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Rysunek UV8. Zalezno$¢ stezenia ezetymibu (EZE) od stezenia sulfobutylo-f-
cyklodekstryny (SBEBCD) - seria 3

111



Zatgczniki

Tabela UV5. Wartosci statych K i wzrostu rozpuszczalnosci wyznaczone dla wszystkich serii

kompleksow ezetymibu z cyklodekstrynami.

3 1 Wzrost rozpuszczalnosci Wazrost rozpuszczalnosci
K [dm* mol] do 15 mM do 90 mM

EZE + aCD —seria 1 119.88 3.20 12.47
EZE + aCD — seria 2 121.15 3.11 13.07
EZE + aCD — seria 3 133.54 2.27 13.67
EZE + BCD —seria 1 1468.22 22.59 -

EZE + BCD —seria 2 1212.91 20.62 -

EZE + BCD —seria 3 1291.98 20.38 -

EZE + HPBCD —seria 1 1588.06 21.74 142.78
EZE + HPBCD —seria 2 1537.11 20.45 139.35
EZE + HPBCD — seria 3 1601.68 21.46 145.08
EZE + SBEBCD —seria 1 2317.85 29.29 208.76
EZE + SBEBCD — seria 2 2327.00 31.64 215.64
EZE + SBEBCD —seria 3 2501.74 33.26 214.57

Tabela UV6. Wartosci stgzen cilostazolu (CILO) dla a-cyklodekstryny.

Cucd [mol'dm'3] Ccio [Ir_101~dm'3] Ccio [n_101~dm'3] Ccio [n_101~dm'3]
seria 1 seria 2 seria 3

0.090 1.70E-04 1.90E-04 1.93E-04
0.080 1.48E-04 1.57E-04 1.61E-04
0.070 1.26E-04 1.34E-04 1.39E-04
0.060 1.02E-04 1.07E-04 1.09E-04
0.050 8.22E-05 8.05E-05 8.21E-05
0.040 6.65E-05 6.37E-05 6.31E-05
0.030 4.61E-05 4.29E-05 4.39E-05
0.020 3.05E-05 2.93E-05 3.02E-05
0.015 2.32E-05 2.43E-05 2.41E-05
0.010 1.75E-05 1.90E-05 1.89E-05
0.005 1.37E-05 1.40E-05 1.37E-05

0 9.35E-06 8.78E-06 8.01E-06

Tabela UV7. Wartosci stezen cilostazolu (CILO) dla B-cyklodekstryny.

CﬁCD [mol'dm'3] Ccio [n.lol'dm’3] Ccio [n.lol'dm'a] C cio [n.lol'dm'a]
seria 1 seria 2 seria 3

0.015 1.19E-04 1.20E-04 1.19E-04
0.014 1.02E-04 1.15E-04 1.12E-04
0.013 9.70E-05 1.00E-04 1.02E-04
0.012 9.14E-05 9.37E-05 9.77E-05
0.011 7.64E-05 8.28E-05 8.33E-05
0.010 7.16E-05 7.23E-05 7.51E-05
0.009 6.50E-05 6.60E-05 6.54E-05
0.008 6.14E-05 5.66E-05 5.87E-05
0.007 5.10E-05 5.37E-05 5.24E-05
0.006 4.26E-05 4.58E-05 4.62E-05
0.005 3.50E-05 4.07E-05 3.98E-05
0.004 3.04E-05 2.95E-05 3.51E-05
0.003 2.50E-05 2.80E-05 2.63E-05
0.002 1.94E-05 1.77E-05 1.79E-05
0.001 1.35E-05 1.34E-05 1.35E-05

0 9.01E-06 8.78E-06 1.09E-05
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Tabela UV8. Wartosci stgzen cilostazolu (CILO) dla HP-B-cyklodekstryny.

CHPBCD [mol-drn‘3]

Ccio [mol'dm'3]

Ccio [mol : dm'3]

Ccio [rnol'drn'3]

seria 1 seria 2 seria 3

0.090 7.41E-04 7.30E-04 7.39E-04
0.080 6.29E-04 6.33E-04 6.44E-04
0.070 5.35E-04 5.47E-04 5.57E-04
0.060 3.95E-04 4,04E-04 3.92E-04
0.050 3.09E-04 3.18E-04 2.81E-04
0.040 2.05E-04 2.03E-04 1.94E-04
0.030 1.50E-04 1.41E-04 1.38E-04
0.020 8.09E-05 7.34E-05 6.71E-05
0.015 6.26E-05 6.31E-05 6.21E-05
0.010 3.09E-05 3.09E-05 3.33E-05
0.005 1.65E-05 1.63E-05 1.68E-05

0 8.14E-06 8.50E-06 9.17E-06

Tabela UV9. Wartosci stgzen cilostazolu (CILO) dla SBE-B-cyklodekstryny.

Cssepcp [mol-dm'3]

Ccio [mol'dm'?‘]

C ciLo [mol- dm'g]

Ccio [mol-drn‘3]

0 0.01 0.02 0.03

0.04 0.05

C ,cp [mol-dm]

0.06 0.07 0.08 0.09

seria 1 seria 2 seria 3
0.090 1.49E-03 1.35E-03 1.45E-03
0.080 1.30E-03 1.20E-03 1.20E-03
0.070 1.02E-03 9.85E-04 9.87E-04
0.060 8.05E-04 7.86E-04 7.71E-04
0.050 6.42E-04 6.86E-04 6.54E-04
0.040 5.02E-04 5.30E-04 4 51E-04
0.030 3.32E-04 3.58E-04 3.82E-04
0.020 1.98E-04 2.13E-04 2.04E-04
0.015 1.45E-04 1.30E-04 1.42E-04
0.010 9.13E-05 8.77E-05 8.85E-05
0.005 4,70E-05 4,53E-05 4.69E-05
0 9.10E-06 8.60E-06 8.79E-06
2.0E-04
[ ]
1.8E-04
1.6E-04
— L4E-04 .
g 12E-04
= ®
§ 1.0E-04
A, 8.0E-05
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Rysunek UV9. Zalezno$¢ stezenia cilostazolu (CILO) od stgzenia a-cyklodekstryny

(aCD) - seria 2
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Rysunek UV10. Zaleznos$¢ stgzenia cilostazolu (CILO) od stezenia a-cyklodekstryny
(aCD) - seria 3
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Rysunek UV11. Zaleznos$¢ stgzenia cilostazolu (CILO) od stezenia -cyklodekstryny
(BCD) - seria 2
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Rysunek UV12. Zaleznos¢ stezenia cilostazolu (CILO) od stgzenia B-cyklodekstryny
(BCD) - seria 3
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Rysunek UV13. Zaleznos¢ stgzenia cilostazolu (CILO) od stgzenia
hydroksypropylo-p-cyklodekstryny (HPBCD) - seria 2
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Rysunek UV14. Zaleznos¢ stezenia cilostazolu (CILO) od stezenia

hydroksypropylo-p-cyklodekstryny (HPBCD) - seria 3
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Rysunek UV15. Zaleznos¢ stgzenia cilostazolu (CILO) od stgzenia
sulfobutylo-B-cyklodekstryny (SBEBCD) - seria 2
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Rysunek UV16. Zaleznos$¢ stezenia cilostazolu (CILO) od stezenia sulfobutylo-f3-
cyklodekstryny (SBEBCD) - seria 3

Tabela UV10. Wartosci stalych K i wzrostu rozpuszczalnosci wyznaczone dla wszystkich
serii kompleksow cilostazolu z cyklodekstrynami.

3 1 Wzrost rozpuszczalno$ci Wzrost rozpuszczalnosci
K [dm*mol] do 15 mM do 90 mM

CILO + aCD —seria 1 - 2.48 18.14
CILO + aCD —seria 2 - 2.77 21.66
CILO + aCD — seria 3 - 3.01 24.14
CILO + BCD —seria 1 795.56 13.25 -

CILO + BCD —seria 2 849.23 13.61 -

CILO + BCD — seria 3 687.93 10.93 -

CILO + HPBCD —seria 1 - 7.69 91.08
CILO + HPBCD — seria 2 - 7.42 85.86
CILO + HPBCD — seria 3 - 6.77 80.62
CILO + SBEBCD —seria 1 - 15.93 163.93
CILO + SBEBCD — seria 2 - 15.13 157.18
CILO + SBEBCD —seria 3 - 16.15 165.35

Tabela UV11. Wartosci stezen flawanonu (FLO) dla a-cyklodekstryny

. C Lo [mol-dm™ C Lo [mol-dm™ C Lo [mol-dm™

Cacp [mol-dm?] s[eria 1 : s[eria 2 : s[eria 3 :
0.090 2.5E-04 2.7E-04 2.6E-04
0.080 2.2E-04 2.2E-04 2.2E-04
0.070 2.0E-04 2.4E-04 2.0E-04
0.060 1.8E-04 2.4E-04 1.8E-04
0.050 1.5E-04 2.2E-04 1.5E-04
0.040 1.3E-04 1.5E-04 1.4E-04
0.030 1.0E-04 1.5E-04 1.1E-04
0.020 8.8E-05 1.0E-04 1.0E-04
0.015 8.3E-05 9.3E-05 8.9E-05
0.010 6.7E-05 8.5E-05 7.5E-05
0.005 6.3E-05 7.5E-05 6.8E-05
0 5.7E-05 5.4E-05 6.1E-05

116



Zatgczniki

Tabela UV12. Wartosci stezen flawanonu (FLO) dla B-cyklodekstryny

p C rLo [mol-dm™ C riLo [mol-dm™ C rio [mol-dm™

Cocp [mol-dm] seria 1 : seria 2 : seria 3 :
0.015 3.7E-04 3.7E-04 4,1E-04
0.014 3.9E-04 3.6E-04 4.0E-04
0.013 3.5E-04 3.8E-04 4.8E-04
0.012 3.7E-04 3.8E-04 4.3E-04
0.011 3.8E-04 4,0E-04 4.4E-04
0.010 4.1E-04 4.4E-04 4.6E-04
0.009 4.3E-04 4.3E-04 4.6E-04
0.008 4.4E-04 4 5E-04 4,9E-04
0.007 4.3E-04 4 5E-04 4.8E-04
0.006 4.3E-04 4.8E-04 4,9E-04
0.005 3.5E-04 4,0E-04 4,1E-04
0.004 3.0E-04 3.2E-04 3.6E-04
0.003 2.2E-04 2.7E-04 2.8E-04
0.002 1.5E-04 2.0E-04 2.0E-04
0.001 1.1E-04 1.4E-04 1.4E-04
0 5.6E-05 5.5E-05 5.7E-05

Tabela UV13. Wartosci stezen flawanonu (FLO) dla HP-B-cyklodekstryny

] C rio [mol-dm® C rLo [mol-dm™ C riLo [mol-dm™
Cripgcp [mol-dm”] seria 1 : seria 2 : seria 3 :
0.090 6.3E-03 5.2E-03 5.5E-03
0.080 5.1E-03 4.4E-03 4.6E-03
0.070 4.6E-03 4.0E-03 4.1E-03
0.060 3.7E-03 3.5E-03 3.3E-03
0.050 3.6E-03 2.5E-03 2.9E-03
0.040 2.7E-03 2.0E-03 2.3E-03
0.030 2.3E-03 1.7E-03 1.7E-03
0.020 1.3E-03 1.1E-03 1.1E-03
0.015 1.0E-03 9.7E-04 9.7E-04
0.010 6.9E-04 6.0E-04 7.0E-04
0.005 5.3E-04 4.1E-04 3.4E-04
0 5.9E-05 5.8E-05 5.5E-05
3.0E-04
y =0.0024x + 6E-05 Leete
2.5E-04 R2 = 0.9255 . LA
[ ] oot ° ®
= 20B04 -
5 1.5E-04 oo
< 1.0E-04 et e
o) . o ®
5.0E-05 *
0
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09
C ,cp [mol-dm]

Rysunek UV17. Zaleznos¢ stgzenia flawanonu (FLO) od stezenia a-cyklodekstryny

(aCD) - seria 2
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Rysunek UV18. Zaleznos$¢ stgzenia flawanonu (FLO) od stgzenia a-cyklodekstryny
(aCD) - seria 3
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Rysunek UV19. Zaleznos$¢ stezenia flawanonu (FLO) od stgzenia 3-cyklodekstryny
(BCD) - seria 2
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Rysunek UV20. Zaleznos$¢ stezenia flawanonu (FLO) od stezenia B-cyklodekstryny
(BCD) - seria 3
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Rysunek UV21. Zaleznos¢ stgzenia flawanonu (FLO) od stezenia hydroksypropylo-f-
cyklodekstryny (BCD) - seria 2
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Rysunek UV22. Zaleznos¢ stgzenia flawanonu (FLO) od stezenia hydroksypropylo-f-
cyklodekstryny (BCD) - seria 3

Tabela UV14. Wartosci statych K i wzrostu rozpuszczalno$ci wyznaczone dla wszystkich
serii kompleksow flawanonu (FLO) z cyklodekstrynami.

3 1 Wozrost rozpuszczalnos$ci Wzrost rozpuszczalnos$ci
K [dm*mol] do 15 mM do 90 mM

FL 0+ aCD —seria 1 38.95 1.47 4.49
FL 0 + aCD — seria 2 44.73 1.72 5.03
FL 0 + aCD — seria 3 34.84 1.47 4.25
FL 0+ BCD —seria 1l 1188.40 7.67 -

FL 0 + BCD —seria 2 1338.91 8.73 -

FL 0 + BCD — seria 3 1331.54 8.45 -

FL 0 + HPBCD —seria 1 1180.52 17.61 106.37
FL 0 + HPBCD — seria 2 1014.62 16.68 89.16
FL 0 + HPBCD — seria 3 1125.28 17.67 100.65
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Tabela UV15. Wartosci stezen 4’-metoksyflawanonu (FL1) dla a-cyklodekstryny

Ceucp [mol-dm¥]

Cru1 [mol-dm'3]

Cru1 [mol'dm'3]

Cru1 [mol'dm'3]

seria 1 seria 2 seria 3

0.090 1.3E-04 1.3E-04 1.1E-04
0.080 1.4E-04 8.9E-05 9.2E-05
0.070 9.2E-05 9.4E-05 8.1E-05
0.060 1.0E-04 7.1E-05 7.6E-05
0.050 7.6E-05 6.1E-05 5.9E-05
0.040 8.9E-05 6.3E-05 6.3E-05
0.030 7.0E-05 3.9E-05 6.1E-05
0.020 5.9E-05 4.5E-05 4.7E-05
0.015 5.4E-05 3.8E-05 4.4E-05
0.010 5.6E-05 3.9E-05 3.7E-05
0.005 4.3E-05 2.8E-05 3.1E-05

0 2.8E-05 2.6E-05 2.4E-05

Tabela UV16. Wartosci stezen 4’-metoksyflawanonu (FL1) dla B-cyklodekstryny

Cpcp [mol-dm™]

Cra [mol'dm'3]

Cra [mol'dm'3]

Cra [mol'dm'3]

seria 1 seria 2 seria 3

0.015 3.1E-04 3.2E-04 3.6E-04
0.014 3.2E-04 2.7E-04 3.7E-04
0.013 3.3E-04 3.0E-04 3.3E-04
0.012 3.8E-04 2.9E-04 3.4E-04
0.011 3.8E-04 3.1E-04 3.5E-04
0.010 3.6E-04 3.3E-04 3.7E-04
0.009 3.5E-04 3.5E-04 3.3E-04
0.008 3.4E-04 3.4E-04 3.2E-04
0.007 3.0E-04 3.1E-04 2.8E-04
0.006 2.5E-04 2.6E-04 2.6E-04
0.005 2.1E-04 2.2E-04 2.2E-04
0.004 1.9E-04 1.8E-04 1.9E-04
0.003 1.5E-04 1.3E-04 1.4E-04
0.002 1.1E-04 9.6E-05 9.8E-05
0.001 7.5E-05 6.1E-05 6.2E-05
0 2.6E-05 2.8E-05 2.6E-05

Tabela UV17. Wartosci stezen 4’-metoksyflawanonu (FL1) dla HP-B-cyklodekstryny

C]—n:ﬁc]) [mol-dm'3]

Cru [mol-dm'3]

Cru [mol-dm'S]

Cru [mol-dm'S]

seria 1 seria 2 seria 3

0.090 4.1E-03 3.9E-03 3.5E-03
0.080 3.6E-03 3.5E-03 3.4E-03
0.070 3.2E-03 3.0E-03 3.0E-03
0.060 3.0E-03 2.6E-03 2.4E-03
0.050 2.5E-03 2.4E-03 2.1E-03
0.040 2.0E-03 1.8E-03 1.4E-03
0.030 1.6E-03 1.5E-03 1.3E-03
0.020 1.1E-03 1.1E-03 7.9E-04
0.015 8.2E-04 7.9E-04 6.7E-04
0.010 5.8E-04 6.4E-04 4.2E-04
0.005 3.0E-04 2.9E-04 3.7E-04
0 3.2E-05 2.8E-05 2.7E-05
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Rysunek UV23. Zaleznos¢ stgzenia 4’-metoksyflawanonu (FL1) od stezenia a-
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Rysunek UV24. Zaleznos¢ stezenia 4’-metoksyflawanonu (FL1) od stezenia a-
cyklodekstryny (aCD) - seria 3
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Rysunek UV25. Zaleznos¢ stezenia 4’-metoksyflawanonu (FL1) od stezenia B-
cyklodekstryny (BCD) - seria 2
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Rysunek UV26. Zaleznos$¢ stezenia 4’-metoksyflawanonu (FL1) od stezenia [3-

cyklodekstryny (BCD) - seria 3
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Rysunek UV27. Zalezno$¢ stgzenia 4’-metoksyflawanonu (FL1) od st¢zenia
hydroksypropylo-p-cyklodekstryny (HPBCD) - seria 2

4.0E-03
3.5E-03 y=0.0401x + 5E-05
R?=0993 ..

3.0E-03
2.5E-03 e
2.0E-03 _ o

1.5E-03 e

1.0E-03

5.0E-04

.

C j., [mol-dm™]

0 0.01 0.02 003 0.04 005 006 007 008
C gppcp [mol-dm™]

0.09

Rysunek UV28. Zaleznos¢ stgzenia 4’-metoksyflawanonu (FL1) od stezenia
hydroksypropylo-B-cyklodekstryny (HPBCD) - seria 3
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Tabela UV18. Wartosci statych K i wzrostu rozpuszczalno$ci wyznaczone dla wszystkich

serii kompleksow 4’-metoksyflawanonu (FL1) z cyklodekstrynami.

Wzrost rozpuszczalno$ci

Wzrost rozpuszczalnosci

3 -1
K [dm* mol™] do 15 mM do 90 mM

FL 1+ aCD —serial 37.16 1.95 4,55
FL 1+ aCD —seria 2 36.06 1.43 4.76
FL 1+ aCD —seria 3 33.71 1.84 4.44
FL 1+ BCD —serial 1540.22 13.23 -
FL 1+ BCD —seria 2 1508.30 12.51 -
FL 1 +BCD —seria 3 1493.96 12.68 -
FL 1 + HPBCD —seria 1 145251 25.44 128.69
FL 1 + HPBCD - seria 2 1528.67 27.87 138.40
FL 1 + HPBCD - seria 3 1546.14 24.49 128.58

Tabela UV19. Wartos$ci stezen 4’-chloroflawanonu (FL2) dla a-cyklodekstryny

R Cr2 Il’lOl’dl’n'3 Cr m01~dm'3 Cr mol'dm'3

Cacp [mol-dm] s[eria 1 : s[eria 2 : s[eria 3 :
0.090 1.5E-04 1.5E-04 1.9E-04
0.080 1.3E-04 1.2E-04 1.7E-04
0.070 1.1E-04 1.4E-04 1.4E-04
0.060 9.0E-05 1.2E-04 1.2E-04
0.050 8.8E-05 9.8E-05 1.1E-04
0.040 6.0E-05 6.9E-05 8.1E-05
0.030 3.8E-05 5.5E-05 6.0E-05
0.020 2.4E-05 3.6E-05 4.2E-05
0.015 2.3E-05 3.2E-05 3.5E-05
0.010 1.7E-05 2.2E-05 2.7E-05
0.005 1.5E-05 1.6E-05 2.0E-05
0 5.4E-06 5.0E-06 7.2E-06

Tabela UV20.Wartosci stezen 4’-chloroflawanonu (FL2) dla B-cyklodekstryny

e ™ W ¥ S T
0.015 8.0E-05 1.0E-04 8.8E-05
0.014 8.4E-05 9.3E-05 9.3E-05
0.013 8.9E-05 1.1E-04 8.2E-05
0.012 8.2E-05 9.8E-05 7.8E-05
0.011 7.8E-05 9.4E-05 7.7E-05
0.010 6.9E-05 8.2E-05 7.1E-05
0.009 6.2E-05 7.9E-05 6.9E-05
0.008 5.7E-05 6.6E-05 5.4E-05
0.007 4.9E-05 6.0E-05 4.7E-05
0.006 3.4E-05 4.8E-05 4.8E-05
0.005 3.0E-05 3.9E-05 4.1E-05
0.004 2.1E-05 3.2E-05 3.7E-05
0.003 2.4E-05 3.0E-05 1.9E-05
0.002 1.3E-05 1.6E-05 8.7E-06
0.001 8.5E-06 8.8E-06 9.9E-06

0 5.4E-06 6.2E-06 5.0E-06
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Tabela UV21. Wartosci stezen 4’-chloroflawanonu dla HP-B-cyklodekstryny

) C ri2 [mol-dm¥] C ri2 [mol-dm¥] C FL2 [mol-dm¥]
. 3
Cuirge [moldm”] seria 1 seria 2 seria 3
0.090 5.1E-04 6.0E-04 6.3E-04
0.080 4.7E-04 5.3E-04 5.2E-04
0.070 4.0E-04 4.5E-04 4.8E-04
0.060 3.7E-04 3.9E-04 3.9E-04
0.050 3.2E-04 3.1E-04 3.7E-04
0.040 2.6E-04 2.8E-04 2.6E-04
0.030 2.0E-04 1.9E-04 2.2E-04
0.020 1.3E-04 1.5E-04 1.7E-04
0.015 9.0E-05 1.0E-04 1.3E-04
0.010 5.4E-05 7.5E-05 7.5E-05
0.005 3.3E-05 4.0E-05 3.6E-05
0 4.8E-06 5.1E-06 6.0E-06
1.8E-04
) y=0.0016x + 7E-06 .
1.oE-04 R2=009751 ¢
= ot e
~ 1.2E-04 o .-
s
- o °
S 9.0E-05
= e’
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C ,cp [mol-dm]
Rysunek UV29. Zaleznos$¢ stezenia 4’-chloroflawanonu (FL2) od stezenia
a-cyklodekstryny (aCD) - seria 2
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Rysunek UV30. Zaleznos¢ stgzenia 4’-chloroflawanonu (FL2) od stgzenia
a-cyklodekstryny (aCD) - seria 3
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Rysunek UV31. Zaleznos¢ stgzenia 4’-chloroflawanonu (FL2) od stg¢zenia
B-cyklodekstryny (BCD) - seria 2
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Rysunek UV32. Zaleznos¢ stezenia 4’-chloroflawanonu (FL2) od stezenia
B-cyklodekstryny (BCD) - seria 3
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Rysunek UV33. Zaleznos¢ stgzenia 4’-chloroflawanonu (FL2) od stgzenia
hydroksypropylo-B-cyklodekstryny (HPBCD) - seria 2
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Rysunek UV34. Zaleznos¢ stezenia 4’-chloroflawanonu (FL2) od stgzenia
hydroksypropylo-p-cyklodekstryny (HPBCD) - seria 3

Tabela UV22. Wartosci statych K i wzrostu rozpuszczalno$ci wyznaczone dla wszystkich
serii kompleksow 4’-chloroflawanonu (FL2) z cyklodekstrynami.

3 1 Wzrost rozpuszczalnosci Wzrost rozpuszczalnosci
K [dm* mol™] do 15 mM do 90 mM

FL2+ aCD —serial 294.99 4.25 27.24
FL 2 + aCD —seria 2 323.91 6.26 28.24
FL 2 + aCD — seria 3 279.21 4.85 26.14
FL 2+ BCD —seria 1 1070.05 16.50 -

FL 2 + BCD —seria 2 1322.89 18.29 -

FL 2 + BCD —seria 3 1363.06 16.38 -

FL 2 + HPBCD —seria 1 1199.54 18.69 105.39
FL 2 + HPBCD — seria 2 1271.37 19.45 117.04
FL 2 + HPBCD — seria 3 1086.76 20.73 104.80

Tabela UV23. Wartosci stezen 7-metoksyflawanonu (FL3) dla a-cyklodekstryny

Cucd [mol'dm'3] Crs [m_01~dm'3] Crs [m_ol~dm'3] Crs3 [m_ol~dm'3]

seria 1 seria 2 seria 3

0.090 3.3E-04 3.6E-04 3.3E-04
0.080 3.1E-04 2.8E-04 3.0E-04
0.070 2.8E-04 2.7E-04 2.6E-04
0.060 2.5E-04 2.0E-04 2.6E-04
0.050 1.9E-04 1.9E-04 2.4E-04
0.040 2.2E-04 1.6E-04 1.3E-04
0.030 1.5E-04 1.3E-04 1.2E-04
0.020 1.3E-04 1.1E-04 1.2E-04
0.015 1.3E-04 1.0E-04 1.1E-04
0.010 9.3E-05 8.8E-05 9.2E-05
0.005 9.5E-05 8.9E-05 8.8E-05
0 9.3E-05 8.6E-05 9.3E-05
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Tabela UV24.Wartosci stezen 7-metoksyflawanonu (FL3) dla B-cyklodekstryny

p C f13 [mol-dm™ C ri3 [mol-dm™ C ri3 [mol-dm™

Cocp [mol-dm] seria 1 : seria 2 : seria 3 :
0.015 9.8E-04 1.1E-03 1.4E-03
0.014 1.1E-03 1.0E-03 1.3E-03
0.013 8.7E-04 8.8E-04 1.2E-03
0.012 9.0E-04 7.9E-04 1.1E-03
0.011 8.4E-04 7.8E-04 8.8E-04
0.010 6.7E-04 6.4E-04 8.6E-04
0.009 5.0E-04 6.4E-04 7.0E-04
0.008 5.6E-04 6.4E-04 7.1E-04
0.007 5.8E-04 6.7E-04 6.4E-04
0.006 4.0E-04 4.2E-04 7.4E-04
0.005 3.7E-04 4,0E-04 7.0E-04
0.004 4.9E-04 5.3E-04 4,0E-04
0.003 3.3E-04 3.9E-04 2.9E-04
0.002 2.9E-04 2.0E-04 1.4E-04
0.001 1.7E-04 2.0E-04 2.0E-04
0 8.3E-05 1.0E-04 9.3E-05

Tabela UV25. Wartosci stezen 7-metoksyflawanonu dla HP-B-cyklodekstryny

R Cr3 [mol~dm'3] Crs [mol'dm'3] Crs [mol'dm'3]
. 3
Cuppep [mol-dm™] seria 1 seria 2 seria 3
0.090 5.77E-03 4.3E-03 4.4E-03
0.080 5.13E-03 3.9E-03 3.8E-03
0.070 4.06E-03 3.0E-03 3.3E-03
0.060 3.22E-03 2.4E-03 2.6E-03
0.050 2.77E-03 2.1E-03 2.2E-03
0.040 2.06E-03 1.7E-03 1.7E-03
0.030 1.72E-03 1.2E-03 1.3E-03
0.020 1.29E-03 1.0E-03 8.2E-04
0.015 1.02E-03 7.9E-04 8.3E-04
0.010 1.14E-03 5.3E-04 5.6E-04
0.005 8.28E-04 3.4E-04 4.1E-04
0 1.14E-04 8.0E-05 8.0E-05
4.0E-04
3.5E-04 y =0.0029x + 6E-05 ®
30E 04 R2 = 09458 ..... .
D 0.0t
g 2.5E-04 R
& e
S 2.0E-04 et e
= 1.5E-04 et o
= ot ¢
© LOE04 § o oo
5.0E-05 '
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09
C ,cp [mol-dm]

Rysunek UV35. Zaleznos¢ stezenia 7-metoksyflawanonu (FL3) od stezenia
a-cyklodekstryny (aCD) - seria 2

127



Zatgczniki

3.5E-04

3.0E-04

0 0.01 0.02

0.03

y =0.0029x + 7E-05

R2=0.9421 "_......

[ ] oo '@

0.04 0.05
C ,cp [mol-dm=]

0.06 007 0.08

0.09

Rysunek UV36. Zaleznos$¢ stezenia 7-metoksyflawanonu (FL3) od stezenia

a-cyklodekstryny (aCD) - seria 3
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Rysunek UV37. Zaleznos$¢ stezenia 7-metoksyflawanonu (FL3) od stezenia

B-cyklodekstryny (BCD) - seria 2
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Rysunek UV38. Zaleznos¢ stezenia 7-metoksyflawanonu (FL3) od stezenia

B-cyklodekstryny (BCD) - seria 3
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Rysunek UV39. Zaleznos¢ stgzenia 7-metoksyflawanonu (FL3) od stezenia
hydroksypropylo-p-cyklodekstryny (HPBCD) - seria 2
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Rysunek UV40. Zaleznos¢ stezenia 7-metoksyflawanonu (FL3) od st¢zenia
hydroksypropylo-p-cyklodekstryny (HPBCD) - seria 3

Tabela UV26. Wartosci statych K i wzrostu rozpuszczalno$ci wyznaczone dla wszystkich
serii kompleksow 7-metoksyflawanonu (FL3) z cyklodekstrynami.

3. 111 | Wzrost rozpuszczalnosci | Wzrost rozpuszczalnosci
K [dm*mol] do 15 mM do 90 mM

FL 3 + aCD —seria 1 30.57 1.36 3.61
FL 3 + aCD —seria 2 33.57 1.20 4.21
FL 3 + aCD —seria 3 31.15 1.19 3.53
FL 3 + BCD —seria 1 771.04 11.81 -

FL 3 + BCD — seria 2 628.97 11.17 -

FL 3 + BCD — seria 3 987.34 14.60 -

FL 3 + HPBCD —seria 1 534.23 8.92 50.44
FL 3 + HPBCD — seria 2 591.06 9.87 53.78
FL 3 + HPBCD — seria 3 621.09 10.41 54.87
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Rysunek ITC1. Efekty cieplne: m rozcienczanie roztworu o-cyklodekstryny w DMSO;
# rozcienczanie roztworu ezetymibu w DMSO; a miareczkowanie roztworu ezetymibu
roztworem a-cyklodekstryny w DMSO
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Rysunek ITC2. Efekty cieplne: m rozcienczanie roztworu B-cyklodekstryny w DMSO;
& rozcienczanie roztworu ezetymibu w DMSO; a miareczkowanie roztworu ezetymibu
roztworem B-cyklodekstryny w DMSO
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Rysunek ITC3. Efekty cieplne: m rozcienczanie roztworu HP-B-cyklodekstryny w DMSO;
# rozcienczanie roztworu ezetymibu w DMSO; a miareczkowanie roztworu ezetymibu
roztworem HP-B-cyklodekstryny w DMSO
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Rysunek ITC4. Efekty cieplne: m rozcienczanie roztworu o-cyklodekstryny w DMSO;
& rozcienczanie roztworu cilostazolu w DMSO; a miareczkowanie roztworu cilostazolu
roztworem a-cyklodekstryny w DMSO
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Rysunek ITC5. Efekty cieplne: m rozcienczanie roztworu B-cyklodekstryny w DMSO;
& rozcienczanie roztworu cilostazolu w DMSO; a miareczkowanie roztworu cilostazolu
roztworem B-cyklodekstryny w DMSO
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Rysunek ITC6. Efekty cieplne: m rozcienczanie roztworu HP-B-cyklodekstryny w DMSO;
¢ rozcienczanie roztworu cilostazolu w DMSO; a miareczkowanie roztworu cilostazolu
roztworem HP-B-cyklodekstryny w DMSO
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Rysunek ITC7. Efekty cieplne: m rozcienczanie roztworu oa-cyklodekstryny w wodzie;
& rozcienczanie roztworu flawanonu w wodzie; a miareczkowanie roztworu flawanonu
roztworem o-cyklodekstryny w wodzie
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Rysunek ITC8. Efekty cieplne: m rozcienczanie roztworu B-cyklodekstryny w wodzie;
# rozcienczanie roztworu flawanonu (FL0O) w wodzie; a miareczkowanie roztworu flawanonu
(FLO) roztworem B-cyklodekstryny w wodzie
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Rysunek ITC9. Efekty cieplne: m rozcienczanie roztworu HP-B-cyklodekstryny w wodzie;
# rozcienczanie roztworu flawanonu (FLO) w wodzie; a miareczkowanie roztworu flawanonu
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Rysunek ITC10. Efekty cieplne: m rozcienczanie roztworu o-cyklodekstryny w wodzie;
& rozcienczanie roztworu 4’-metoksyflawanonu (FL1) w wodzie; a miareczkowanie roztworu
4’-metoksyflawanonu (FL1) roztworem a-cyklodekstryny w wodzie
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Rysunek ITC11. Efekty cieplne: m rozcienczanie roztworu B-cyklodekstryny w wodzie;
& rozcienczanie roztworu 4’-metoksyflawanonu (FL1) w wodzie; a miareczkowanie roztworu
4’-metoksyflawanonu (FL1) roztworem B-cyklodekstryny w wodzie
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Rysunek ITC12. Efekty cieplne: m rozcienczanie roztworu HP-B-cyklodekstryny w wodzie;
& rozcienczanie roztworu 4’-metoksyflawanonu (FL1) w wodzie; a miareczkowanie roztworu

4’-metoksyflawanonu (FL1) roztworem HP-B-cyklodekstryny w wodzie
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Rysunek ITC13. Efekty cieplne: m rozcienczanie roztworu a-cyklodekstryny w DMSO;
# rozcienczanie roztworu 4’-chloroflawanonu (FL2) w DMSO; a miareczkowanie roztworu
4’-chloroflawanonu (FL2) roztworem a-cyklodekstryny w DMSO
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Rysunek ITC14. Efekty cieplne: m rozcienczanie roztworu B-cyklodekstryny w DMSO;
& rozcienczanie roztworu 4’-chloroflawanonu (FL2) w DMSO; a miareczkowanie roztworu
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