STRESZCZENIE

Dynamiczny rozwoj przemystu farmaceutycznego w ostatnich latach, skutkuje
nieustannym poszukiwaniem przez naukowcédw nowych substancji aktywnych,
znajdujgcych zastosowanie w leczeniu wielu chordb. Ponadto, konieczne jest
opracowywanie nowych postaci lekéw, majgcych na celu zwiekszenie ich biodostepnosci.
State nanoczgstki lipidowe sa nowoczesnymi nosnikami lekdw coraz czesciej

wykorzystywanymi w przemysle farmaceutycznym.

W zwigzku z powyzszym, celem niniejszej rozprawy doktorskiej zatytutowane;:
~Wybrane alkaloidy izochinolinowe - charakterystyka i potencjalne zastosowanie
farmakologiczne” byto po pierwsze opracowanie metodyki ekstrakcji badanych alkaloidow
z rosliny Chelidonium Majus z wykorzystaniem innowacyjnych metod takich jak ekstrakcja
wspomagana ultradzwiekami oraz promieniowaniem mikrofalowym. Chelidonium Majus jest
rosling powszechnie wystepujacg na catym $wiecie, zawierajgcg ponad 30 alkaloiddéw
wykazujgcych potencijalne dziatanie lecznicze. Ekstrakty zostaty przygotowane z lisci oraz
todyg. Przeprowadzone badania wykazaly wiekszg skuteczno$¢ metody wykorzystujgce;j
ultradzwieki w poréwnaniu z promieniowaniem mikrofalowym. Ponadto, w obu przypadkach
ekstrakty z todyg charakteryzowaty sie wiekszg zawartoscig badanych alkaloidéw niz

ekstrakty przygotowane z lisci.

Ponadto, duzg uwage poswiecono opracowaniu metodyki oznaczania wybranych
alkaloidéw izochinolinowych (chelidonina — CHE, chelerytryna (w formie chlorku) — CHR,
sangwinaryna (w formie chlorku) — SA i allokryptopina - ALL) w osoczu technika
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem UV oraz z wykorzystaniem
chromatografu cieczowego (LC-30-AD) z potréjnym kwadrupolowym detektorem mas
(LCMS-8030). Stwierdzono, ze opracowane metody sg odpowiednio doktadne, precyzyjne i
spetniajg wymagania walidacyjne okreslone dla metod analitycznych przeznaczonych do
analizy lekow w ptynach ustrojowych. Ponadto, omawiane metody odznaczaty sie wysoka
liniowoscig oraz niskg granicg wykrywalnosci i oznaczalnosci w okreslonych przedziatach

stezen sktadnikéw aktywnych.

Istotnym etapem badan byto wyznaczenie wspétczynnika podziatu (logP)
analizowanych substancji aktywnych metodg RP-HPTLC w réznych pH. Parametr ten
pomaga okresli¢ biodostepnos$¢ badanych zwigzkéw, co jest kluczowym elementem przy
projektowaniu nowych lekow. Badania wykazaty, ze wybrane alkaloidy izochinolinowe

spetniajg regute Lipinskiego. Ponadto, chlorek sangwinaryny oraz chlorek chelerytryny byty



najbardziej lipofilowymi substancjami niezaleznie od pH fazy ruchomej, co z kolei wptywato
na szybkos$é migracji badanych alkaloidéw na ptytce. Zanotowano korelacje pomiedzy logP
wyznaczonym eksperymentalnie, a wartoscig otrzymang metodg algorytmiczng. Ponadto,
wykorzystujac uzyskane wartosci logP oraz literaturowe wartosci pK, okreslono takze

wspotczynnik dystrybuciji badanych alkaloidow w réznym pH.

Biorac pod uwage nieustanng potrzebe projektowania nowych, coraz
skuteczniejszych nosnikow substancji aktywnych, podjeto prébe opracowania metody
syntezy statych nanoczgstek lipidowych (SLN) inkorporowanych badanymi alkaloidami, a
takze przeprowadzono charakterystyke otrzymanych formulacji. Wykorzystano analize
statystyczng oraz optymalizacje metody otrzymywania majgcg na celu wybranie
najkorzystniejszego sktadu formulacji (5 % wag. lipidu Precirol ATO 5 oraz 1,5 % wag.

surfaktantu Tween 80).

W celu zbadania stabilnosci otrzymanych formulacji, przechowywano je przez
okres 28 dni w temperaturze 4, 25 i 37 °C. Po 24 h, a nastepnie po 7, 14 i 28 dniach od
syntezy dokonywano pomiaréw parametrow zaleznych takich jak: wielko$¢ czastek (Z-Ave),
wspétczynnik polidyspersyjnosci (PDI) oraz potencjat zeta (ZP). Zauwazono, ze formulacje
przechowywane w temp. 4 °C posiadaty najmniejsze rozmiary czgstek, podczas gdy
najwyzsze wartosci uzyskano dla préobek przechowywanych w podwyzszonej temperaturze.
Wartosci PDI oraz ZP potwierdzity stabilno$¢ uzyskanych formulacji. Obserwowany wzrost
wielkosci czastek zwigzany byt z obecnym w badanych probkach procesem aglomeracii.

Najkorzystniejsze wyniki uzyskano dla probek przechowywanych w temperaturze 4 °C.

Kolejnym etapem charakterystyki otrzymanych SLN byto badanie kinetyki
uwalniania badanych alkaloidéw z otrzymanych formulacji. Najwiekszy stopien uwolnienia
wynoszacy 76,09 % zaobserwowano w przypadku prébki SLN-CHE (SLN inkorporowany
CHE), natomiast najmniejsza ilos¢ substancji aktywnej zostata uwolniona z SLN-SA (11,14
%) po 6 godzinach analizy. Probki odniesienia stanowity puste-SLN zawierajgce dodatek
czystego alkaloidu w ilo$ci odpowiadajgcej tej zastosowanej do syntezy SLN. Réwniez w
tym przypadku najwiecej substancji aktywnej uwolnito sie z probki zawierajacej CHE
(54,92%), natomiast najmniejsza warto$¢ uzyskano w przypadku probki zawierajgcej ALL
(6,45 %). Roznice w szybkosci uwalniania mogty wynika¢ z wtasciwosci chemicznych
badanych substancji, réznej lipofilowosci, rozpuszczalnosci alkaloidow w medium oraz
obecnosci lub braku tadunku w czgsteczce. Stopien uwolnienia byt wyzszy dla nanoczastek
inkorporowanych odpowiednimi alkaloidami niz dla mieszaniny pustych nanoczastek i

wybranego alkaloidu.



Metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej wyznaczono efektywnosé
enkapsulacji (% EE), ktéra jest jednym z kluczowych parametrow charakteryzujgcych state
nanoczastki lipidowe. Wysokie wartosci EE odnotowano dla wszystkich otrzymanych
formulacji. Najwyzszg warto$¢ na poziomie 91,79 % uzyskano dla SLN-ALL. Efektywnosc¢
enkapsulacji badanych chlorkow znajdowata sie na zblizonym poziomie i wynosita
odpowiednio: 80,73 % dla SLN-SA oraz 80,27 % dla SLN-CHR. Najnizszg warto$é
otrzymano dla prébki SLN-CHE (46,76 %).

Analizy otrzymanych SLN inkorporowanych wybranymi alkaloidami
izochinolinowymi dokonano wykorzystujac dyfrakcje rentgenowska (XRD). Analiza w
zakresie niskich katow pozwolita na zaobserowowanie jednego intensywnego refleksu
obecnego we wszystkich badanych prébkach przy 26 = 1,82° (puste-SLN), 1,98° (SLN-
CHE), 1,90° (SLN-ALL, SLN-CHR), 1,96° (SLN-SA). Refleks ten wykazywat nizszg
intensywnos$¢ w poréwnaniu z prébka referencyjng, co moze wskazywaé na wystepowanie
nieuporzadkowanej struktury. Na podstawie analizy wysokokatowej zaobserwowano ostre
piki znajdujgce sie w zakresach 6°-10° i 18°-25° wskazujgce na krystaliczng strukture

badanych zwigzkéw.

Dodatkowo, przeprowadzono analize SLN =z wykorzystaniem skaningowe;j
kalorymetrii r6znicowej (DSC). Na podstawie otrzymanych rezultatéw, zaobserwowano dwa
piki endotermiczne, z ktérych jeden wystepujgcy we wszystkich badanych prébkach SLN
w temperaturze 60-62 °C, zwigzany jest ztopnieniem matrycy lipidowej, a drugi pik
o0 mniejszej intensywnos$ci w temperaturze 50-52 °C pochodzi prawdopodobnie od
stosowanego surfaktantu. Nie odnotowano piku topnienia pochodzgcego od czystych

substancji, co potwierdza inkorporacje zwigzkéw do wnetrza SLN.

Transmisyjna oraz elektronowa mikroskopia skaningowa postuzyta do
charakterystyki powierzchni otrzymanych SLN. Potwierdzono nieregularny, sferyczny ksztatt
nanoczgstek oraz chropowatg strukture. Dodatkowo, w przypadku SLN-SA zaobserwowano

zjawisko aglomeracji czgstek.

Otrzymane state nanoczastki lipidowe poddano badaniu in vitro w celu okreslenia
aktywnosci cytotoksycznej badanych alkaloidow. Test MTT przeprowadzono na liniach
komoérkowych raka piersi MDA-MB-231. Otrzymane wyniki potwierdzity skutecznos$c
analizowanych substanciji aktywnych w procesie hamowania proliferacji badanych komoérek
nowotworowych w sposéb zalezny od zastosowanej dawki przez puste SLN, jak rowniez

inkorporowane badanymi zwigzkami. Ponadto, obliczono wartosci IC50 dla badanych



alkaloidéw, ktére wyniosty odpowiednio: 1,13 uM dla CHE; 1,0 uM dla SLN CHE; 2,07 uM
dla ALL; 1,07 uM dla SLN-ALL; 0,06 uM dla SA; 0,49 pM dla SLN-SA; 0,19 pM dla CHR oraz
0,59 pM dla SLN-CHR. Zaobserwowano, ze w przypadku chelidoniny i allokryptopiny

skuteczniejszg formg okazata sie postaé nanoczagstki, natomiast badane chlorki wykazywaty

lepsze dziatanie w formie wolnych zwigzkow.



