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1. Wstep

W ostatnich latach zostalo wdrozonych wiele programow profilaktyki chorob uktadu
sercowo-naczyniowego, mimo to, schorzenia te nadal stanowig wiodacy problem zdrowotny
w krajach rozwinigtych. Globalny zasieg nadci$nienia te¢tniczego stale rosnie
I szacuje si¢, iz w roku 2025 populacja chorych osiggnie 1,5 miliarda. Globalnie oznacza
to co pigta 0sobe z podwyzszonym cisnieniem Krwi, natomiast w krajach rozwinigtych
(w tym w Polsce) co trzecig. [1] Ze wzglgdu na perspektywe tak szerokiego stosowania lekow
hipotensyjnych, wysoce uzasadnione wydaje si¢ poglebianie wiedzy z zakresu trwatosci
substancji leczniczych stosowanych w terapii uktadu krazenia, a takze poszukiwania nowych
czasteczek 0 takim dzialaniu, gdyz wedlug prof. A. Januszewicza ,,...w ostatnich latach
w dziedzinie farmakoterapii nadci$nienia te¢tniczego nie odnotowano zadnego istotnego
postepu we wprowadzeniu nowych lekow hipotensyjnych”. [2]

Substancja lecznicza musi by¢ trwata, aby zagwarantowac pacjentowi najwyzsza jakosé
terapii. Z tego powodu stabilnos¢ leku stanowi niezwykle istotny etap w toku rozwoju badan
nad zwigzkami farmakologicznie czynnymi. Na trwato$¢ substancji leczniczej moga mieé
wplyw rozne czynniki, jednakze do glownych zalicza si¢ czynniki fizyczne (przede
wszystkim temperature 1 wilgotnos¢), a takze czynniki chemiczne (wptyw innych substancji
na czasteczke leku 1 ich reaktywnos¢). Istotne jest poznanie zachodzacych zmian, aby
mozliwie unika¢ czynnikdw znaczaco zmniejszajacych jako$¢ preparatu farmaceutycznego.
[3, 4]

Peryndopryl, ktorego trwatos¢ stata si¢ gldwnym tematem niniejszej pracy doktorskiej,
jest przedstawicielem inhibitorow konwertazy angiotensyny (I-ACE), grupy lekoéw
nalezacych do jednych z najczesciej stosowanych w chorobach uktadu sercowo-
naczyniowego. Wczesniejsze badania |-ACE pokazaty, iz zwigzki te sg czasteczkami
nietrwalymi, tatwo wulegajacymi degradacji (hydrolizie 1 cyklizacji) w warunkach
podwyzszonej temperatury i wilgotnosci wzglednej powietrza. [5-9] Czasteczka I-ACE, ktora
ulegta hydrolizie, nie jest w stanie skutecznie inhibowa¢ enzymu, co wigze si¢ z brakiem

efektu hipotensyjnego i kwestionuje powodzenie oraz bezpieczenstwo terapii.
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Wielu pacjentdw z nadci$nieniem jest w wieku zaawansowanym i czesto wystepuja
u nich takze choroby neurodegeneracyjne lub choroby o podlozu zapalnym. Schorzenia
te sg powigzane przede wszystkim ze stresem oksydacyjnym, a nadmierna aktywno$¢ uktadu
renina-angiotensyna-aldosteron (RAA) moze mie¢ wplyw na generowanie wigkszej ilo$ci
reaktywnych form tlenu w ustroju. Z danych zawartych w literaturze wynika, iz u pacjentow
leczonych inhibitorami uktadu RAA obserwuje si¢ spowolnienie postepu chordb
neurodegeneracyjnych i zmniejszanie ognisk stanu zapalnego. [10]

W ramach rozprawy doktorskiej zostala dokonana analiza trwatosci dwoch soli
peryndoprylu: tert-butyloaminy oraz argininy. Analiza dotyczyta soli peryndoprylu w czystej
substancji, w postaci farmaceutycznej — tabletkach oraz w obecnosci hydrochlorotiazydu
(stosowanego czesto w terapii skojarzonej razem z I-ACE). Poniewaz w dostgpnej literaturze
brak jest danych dotyczacych badan nad wiasciwosciami antyoksydacyjnymi, ten problem
badawczy takze zostat podjety w niniejszej pracy.

Rozwijajac mys$l na temat braku postepu we wprowadzaniu nowych lekow
hipotensyjnych, podjeto si¢ opracowania i syntezy dziewigciu nowych pochodnych I-ACE.
Zaplanowane modyfikacje czasteczek eliminowaly miejsca najbardziej podatne
na degradacj¢. Nowozsyntezowane zwigzki takze zostaly poddane: badaniom trwalosci,
badaniom biologicznym, analizie sity wigzania si¢ z enzymem konwertujacym angiotensyne
(in silico) oraz analizie potencjatu antyoksydacyjnego.

Uzyskane wyniki moga postuzy¢ jako wskazowki do kolejnych eksperymentow, ktore
wpltyng na progres w poszukiwaniu substancji leczniczych 0 ulepszonej strukturze
i wlasciwosciach fizykochemicznych, ktére moglyby jednoczesnie leczy¢/wspomagaé terapie

r6znych jednostek chorobowych, nie tylko nadcisnienia.
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2. Uklad renina-angiotensyna-aldosteron

W celu pelnego zrozumienia I-ACE, w ponizszej czeSci pracy zostaly przestawione
podstawy teoretyczne, pomocne przy wyjasnieniu mechanizmu dziatania, a takze Kierunku

modyfikacji czasteczek w zaplanowanych badaniach eksperymentalnych.

2.1 Mechanizm dzialania ukladu renina-angiotensyna-aldosteron

Uktad renina-angiotensyna-aldosteron (RAA) bierze kluczowy udziat w regulacji cisnienia
tetniczego, odgrywajac role w przeplywie ptynéw ustrojowych przez tkanki, stojac
na strazy homeostazy wodno-elektrolitowej oraz prawidlowego przebiegu procesow
zwigzanych ze wzrostem i proliferacja komoérek (Ryc. 2.1). Kiedy uktad ten ulega
nadmiernej aktywacji, jego efektory wykazuja wiele niekorzystnych dziatan, prowadzac

nawet do trwalego uszkodzenia narzadéw, w tym serca, naczyn krwiono$nych oraz nerek.

[11]
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Ryc. 2.1 Schemat uktadu renina-angiotensyna-aldosteron i jego wptywu na ci$nienie krwi
(opracowanie wilasne).
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Renina

Pierwszym elementem ukladu RAA jest renina — enzym proteolityczny, ktéry jest
wytwarzany w komorkach aparatu przyklgbuszkowego nerek, a takze w komorkach
gléwnych kanalikéw zbiorczych nefronow korowych i1 przyrdzeniowych. W komorkach
aparatu przyklebuszkowego powstaje preprorenina, ktéra ulega przemianie do proreniny
I nastgpnie do reniny. Do czynnikow majacych wplyw na wytwarzanie tego enzymu
nalezg: ci$nienie w obrebie naczyn doprowadzajacych krew do kiebuszka nerkowego,
uktad wspotczulny i szereg zwigzkow hormonalno-humoralnych. Wydzielanie reniny
zwigksza si¢ przy wzro$cie aktywnosci uktadu wspotczulnego, np. podczas zmniejszania
stymulacji receptorow sercowo-ptucnych, baroreceptorow i chemoreceptoréw oraz
podczas stresu, wraz ze wzrostem adrenaliny we krwi. Poza nerkami, synteza reniny
zachodzi takze w nadnerczach, mozgu oraz sercu. Do niedawna uwazano, iz prorenina nie
ma istotnego znaczenia klinicznego, jednakze wykazano, ze poprzez swdj receptor
(niezaleznie od wptywu angiotensyny II [Ang II]) moze oddziatywa¢ na proces wtdknienia
nerek, patogeneze¢ przewleklej choroby nerek, szczegélnie u pacjentéw chorych
na cukrzyce, gdzie ponadto moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju proceséw zapalnych

W obrebie siatkowki oka. [12,13]
Angiotensynogen

Angiotensynogen jest wytwarzany przede wszystkim w komoérkach watroby, ale moze by¢
syntetyzowany takze w innych narzadach i tkankach m.in. w sercu, ptucach, nerkach
i tkance thuszczowej. Wyniki badan do§wiadczalnych sugeruja, ze syntetyzowany w mozgu
angiotensynogen moze rowniez odgrywaé bardzo istotng rolg w rozwoju nadci$nienia
tetniczego.

Uwolniona do krazenia systemowego renina odczepia od angiotensynogenu dekapeptyd
— angiotensyn¢ I (Ang I), ktora jest przeksztalcana przez enzym konwertujacy
angiotensyne I (ACE 1) do aktywnego biologicznie oktapeptydu, tj. Ang Il (Ang 1-8).
W ostatnich latach poznano réwniez dokladniej inne szlaki przemiany peptydoéw
angiotensynowych. Przy wudziale enzymu konwertujacego typu 2 (ACE 2)
z angiotensynogenu powstaja rOwniez inne angiotensyny — m.in. angiotensyna 1-9, 1-7

I 1-5, ktore wykazujg dziatanie przeciwstawne do angiotensyny I1. [12]
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Angiotensyny

Angiotensyna Il ma niekorzystny wplyw na $rodblonek naczyniowy, prowadzac do jego
dysfunkcji, wzrostu stresu oksydacyjnego, majac wptyw na pekanie blaszki miazdzycowe;.
Angiotensyna II ma takze niekorzystny wplyw na migsien sercowy, przyczyniajac sie
do apoptozy komorek migsnia sercowego, nasilaniu przebudowy i procesu widknienia.
Co wigcej, angiotensyna II powoduje proliferacje komoérek mezangium w kigbuszkach
nerkowych, stymulujac dzialanie czynnikdéw wzrostowych, co takze prowadzi
do ich widknienia, ponadto nasila insulinoopornos¢ tkankowsg (Ryc. 2.2).

Aminopeptydazy mogg przeksztalci¢ angiotensyne Il w haptopeptyd — angiotensyne 2-8
— lub bezposrednio heksapeptyd — angiotensyng 3-8. Skutkiem dziatania enzymu ACE 2
z Ang 1 moze powsta¢ takze nonapeptyd angiotensyna 1-9, ktéra ulega dalszym
przebudowom w heptapeptyd — angiotensyne 1-7. Angiotensyna 1-7 powstaje rowniez
bezposrednio z angiotensyny II w wyniku dziatania ACE 2. Wiadomo, Ze angiotensyna 1-7
wywiera dziatanie antyproliferacyjne 1 wazodylatacyjne poprzez oddzialywanie
na specyficzny receptor (tzw. masR receptor).

Enzymy, odpowiedzialne za przeksztalcanie peptydéw angiotensynowych, nazywa si¢
angiopeptydazami. Wigkszos$¢ z nich, z wyjatkiem ACE, moze przeksztalca¢ jedynie peptydy
syntezowane lokalnie, w poszczegdlnych tkankach. Do tej grupy nalezy migdzy innymi
propyl-endopeptydaza (PEP), naturalna endopeptydaza (NEP), propyl-karboksypeptydaza,
katepsyna, chymaza tkankowa, elastaza i tkankowy aktywator plazminogenu. Badania
sugeruja, ze tkankowe angiopeptydazy odgrywaja istotng role, wtakich stanach
patologicznych jak zawal serca, kardiomiopatia i te¢tniak aorty. Wérdd nich wyrdznia si¢
aminopeptydaza A, biorgca udziat w powstawaniu angiotensyny III, ktora wyrdznia si¢ duza
aktywnoscig w splocie naczyniowkowym, a takze we wszystkich strukturach pnia mozgu oraz
uktadu limbicznego, w ktorych stwierdzono obecnosé¢ ACE 1. [12, 13]

ACE 1 — to karboksypeptydaza dipeptydylowa nalezaca do grupy metalopeptydaz
cynkowych, zwana tez kininaza II. Jej gtowna funkcja jest synteza angiotensyny II
z angiotensyny |, charakteryzujac si¢ tez zdolnoscig rozktadania bradykininy i innych
peptydow, np.: substancji P. Wiekszos$¢ (okoto 90%) mozna zlokalizowaé¢ w tkankach
na komorkach $rédblonka, przede wszystkim w obrgbie pluc, rowniez nerek, jelit, cho¢

moze takze wystepowacé w obrebie jader 1 w postaci rozpuszczalnej we krwi.
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ACE 2 — enzym ten, podobnie jak ACE 1, jest takze metalopeptydaza cynkowa,
wykazujac, jednakze dziatanie odwrotne w poréwnaniu do ACE 1, przez co niweluje
negatywne skutki jego aktywacji nie tylko w odniesieniu do zaburzen ze strony uktadu
krazenia, ale takze innych schorzen, takich jak np. ostra niewydolno$¢ oddechowa. Zostato
udowodnione, ze ACE 2 wywiera ochronny wplyw na §rodbtonek poprzez redukcje stresu
oksydacyjnego powstajacego w wyniku dziatania Ang II, tym samym redukujac ryzyko
tworzenia si¢ blaszki miazdzycowej. Obnizanie poziomu stresu oksydacyjnego
zaobserwowano réwniez w nerkach, gdzie ACE 2 wystepuje zarowno w $cianie naczyn,
jak 1 w komorkach kanalikow nerkowych. Ograniczenie wytwarzania reaktywnych
zwigzkow tlenu taczyly sie tu z hamowaniem dziatania Ang Il poprzez receptory AT:
w jadrze komorkowym. Eliminacja genu ACE 2 rzutuje serig negatywnych powiktan,
nalezg do nich: stwardnienie kigbuszkéw nerkowych, albuminuria, zwtdknienie przestrzeni

srodmigzszowej i peroksydacja lipidow. [12, 14]
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Ryc. 2.2 Przeksztalcenia w uktadzie RAA oraz skutek jego dziatania na receptory
(opracowanie witasne).
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Receptory angiotensyn

Angiotensyny wywieraja swoje dziatanie poprzez wplyw na dwa typy receptorow btonowych:
AT1 i AT, dla angiotensyny Il i Ill, receptora MAS dla angiotensyny 1-7 oraz receptora AT,
dla angiotensyny IV. Dzialajac na receptor ATi, angiotensyna II posredniczy w wielu
procesach, m.in. w uwalnianiu aldosteronu, z nastepujaca retencja sodu i wody, uwalnianiu
adrenaliny i endoteliny (efekt neurohormonalny), prowadzi do skurczu naczyn, zwickszajac
kurczliwo$¢ migénia sercowego, a takze proliferacje i przerost komoérek, ponadto dziata
prozapalnie. Ang II dziata takze aterogennie, gdyz stymulacja receptora AT: powoduje
niekorzystne zmiany parametrow lipidowych i koagulologicznych, co prowadzi do rozwoju
blaszki miazdzycowej. Stymulacja receptora AT1 powoduje tez wzrost ci$nienia tetniczego
krwi oraz nasilenie proceséw wioknienia w réznych narzadach. [13]

Dziatanie angiotensyny II za posrednictwem receptora AT, ma w pewnym stopniu
charakter odwrotny do efektow po wplywie na receptor ATi, dochodzi wtedy
do redukowania dziatania presyjnego angiotensyny Il oraz spowolnianiu apoptozy
komorek, w uktadzie krazenia powoduje nasilenie syntezy tlenku azotu, prostaglandyny I»
I bradykininy. Pobudzenie receptora AT, powoduje wazodylatacje matych naczyn. Funkcja
receptorow AT> jest jednak znacznie bardziej zlozona, gdyz moga one przekazywac tez
sygnaly analogiczne do receptora ATi, indukujac migdzy innymi ekspresje czynnika

jadrowego NF-kB, przez co mogg powstawac procesy zapalne 1 zwidknieniowe. [12, 14]
Aldosteron

Aldosteron jest ostatnim elementem uktadu RAA. Jego synteza odbywa si¢ gldwnie
w warstwie klebuszkowatej nadnerczy, pod wpltywem angiotensyny Il oraz
podwyzszonego stezenie jonoOw potasowych w osoczu. Hormon ten potgguje wchtanianie
zwrotne sodu w cewce nerkowej dalszej, jednocze$nie podwyzszajac wydalanie potasu
I jonow wodorowych do $wiatta cewki, co wigcej przyczynia si¢ do powstawania wolnych
rodnikow tlenowych (ROS), hamuje fibrynolizg, nasila proces wioknienia S$ciany

naczyniowe], a takze przerost mig¢snia sercowego oraz tkanki srédmigzszowej nerek.
Hamujac aktywno$¢ uktadu RAA, poprzez stosowanie lekéw majacych punkty uchwytu
na réznych ogniwach tego uktadu, mozliwe jest zmniejszanie aktywnos$ci reninowej osocza
1 tym samym powstawania Ang [. Takie dziatanie wykazuja inhibitory konwertazy
angiotensyny — I-ACE, poprzez hamowanie konwersji angiotensyny | do angiotensyny I,
7
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sartany — poprzez blokowanie receptora dla angiotensyny Il typu 1 oraz receptora
mineralokortykoidowego. Blokowanie réznych ogniw ukltadu RAA jest szeroko
wykorzystywane w terapii nadci$nienia tetniczego, schorzen ukladu sercowo-

naczyniowych i choréb nerek. [12]

2.2 Inhibitory konwertazy angiotensyny

Inhibitory konwertazy angiotensyny | (I-ACE, angiotensin-converting enzyme inhibitors)
naleza w tej chwili do najwazniejszej grupy lekow stosowanych w terapii uktadu krazenia
i wykroczyly poza granice hipertensjologii i  kardiologii - 30 lat
od ich pierwszej przeprowadzonej terapii wcigz sg odnajdywane kolejne wskazania
do ich stosowania. Plasuja si¢ w czotowej pozycji wsrod lekow stosowanych w terapii
nadci$nienia tgtniczego na $wiecie. Swoje zastosowanie na wielu plaszczyznach
zawdzigczaja zlozonemu mechanizmowi dziatania w jednym z najwazniejszych ukladow
hormonalnych w uktadzie krazenia. Dziatanie I-ACE nie poprzestaje na redukcji
powstawania angiotensyny II, ktora powoduje wzrost ci$nienia tetniczego 1 idacym za tym
konsekwencji.  Oprocz  efektu  hipotensyjnego, I[-ACE  wykazuja  dzialanie
antyproliferacyjne, nefroprotekcyjne, a nawet przeciwzakrzepowe. I-ACE stosuje si¢
w monoterapii fagodnego do umiarkowanego nadcis$nienia tetniczego, w ci¢zszych
postaciach w leczeniu skojarzonym. W szczegélnosci za efektywne uwaza sie ich
potaczenie z mata dawka diuretyku lub blokerem kanalu wapniowego. Pozytywna cecha
wigkszosci zwigzkow z tej grupy jest tagodny poczatek dziatania, dlugotrwaty efekt
hipotensyjny, a stosowanie preparatow w jednej dawce dobowej ulatwia systematyczne
prowadzenie dlugotrwalej farmakoterapii. Dotychczasowe badania nie wykazaly, ze dlugo

dziatajace I-ACE zaklocalyby rytm dobowy cisnienia t¢tniczego. [15-17]

2.2.1 Klasyfikacja I-ACE

Sposrod roznych dostepnych klasyfikacji najwigksze znaczenie ma podzial ze wzgledu
na budowe chemiczng i farmakokinetyczng. [12, 17] W zalezno$ci od struktury chemicznej
wykazujacej powinowactwo do jonow cynku zawartych w enzymie konwertazy angiotensyny

mozna wyr6zni¢ 3 klasy I-ACE:
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Klasa 1 - zwigzki zawierajace w budowie grupe sulfhydrylows, nalezy do niej:
kaptopryl, wykazujacy najwickszg dostepno$¢ biologiczng, ale takze najkrotszy
okres biologicznego pottrwania oraz zofenopryl i rentiapryl,

Klasa 2 - zwiagzki zawierajace grupg karboksylowa, do ktorej zalicza si¢ wigkszo$¢
dostgpnych na rynku lekéw z grupy I-ACE np. benazepryl, enalapryl, moeksypryl,
lizynopryl, chinapryl, ramypryl, trandolapryl,

Klasa 3 - leki zawierajace grupe fosfonowa, przedstawicielem jest fozynopryl.

Ze wzgledu na réznice farmakokinetyczne I-ACE mozna podzieli¢ na trzy grupy:

Grupa | - kaptopryl i zwigzki mu pokrewne, ktore sa dostgpne w postaci czynnej
i podlegaja dalszym przemianom metabolicznym,

Grupa Il - dostepne w postaci prolekow, ktore pod wplywem enzymow
watrobowych ulegaja przeksztalceniu aktywnych metabolitow, np. enalapryl,
cilazapryl, benzapryl, peryndopryl,

Grupa Il - lizynopryl, ktéry nie jest prolekiem i nie wymaga aktywacji w watrobie,

nie wigze si¢ z biatkami osocza i jest wydalany z moczem w postaci niezmienione;.

Istnieje takze kryterium powinowactwa do tkankowego ACE, wedlug tego podziatu

wyrézniamy (Ryc. 2.3):

I-ACE Osoczowe - liofobowe, ktore maja wigksze powinowactwo do osoczowego
ACE, osiagaja wyzsze stezenie w osoczu niz w tkankach, np. kaptopryl, enalapryl,
lizynopryl. Ich zaleta jest dobre wchtanianie si¢ z przewodu pokarmowego.

I-ACE Tkankowe - 90% ludzkiego ACE znajduje si¢ w tkankach, glownie
w §rodblonku naczyn ptucnych czy nerkach, a pozostate 10% krazy we krwi.
Inhibitory tkankowe charakteryzujg si¢ znaczng lipofilnoscig 1 co za tym 1idzie
hamuja gtoéwnie tkankowy ACE (takie dziatanie wykazuje: chinapryl, peryndopryl,
ramipryl). Sg to I-ACE o dlugim czasie dzialania, ktéore wykazuja aktywno$¢
poprzez swoje metabolity. Ich dziatanie utrzymuje si¢ przez 24 godziny, dzigki

czemu mogg by¢ przyjmowane raz na dobe. [16,17]
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I-ACE osoczowe

kaptopryl enalapryl lizynopryl
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Ryc. 2.3 Wzory wybranych 1-ACE, posiadajacych wieksze powinowactwo do tkankowego lub
osoczowego ACE (opracowanie wlasne, zrodto: Januszkiewicz A., 2005).

2.2.2 Mechanizm i skutki dzialania

I-ACE hamuja dzialanie enzymu przeksztalcajacego angiotensyn¢ I w angiotensyne II,
a konsekwencja tego dziatania jest szereg modyfikacji hormonalnych, hemodynamicznych
1 strukturalnych oraz zmian zachodzacych w obrgbie osrodkowego uktadu nerwowego.
Dochodzi do zmniejszenia stezenia angiotensyny II, aldosteronu, amin katecholowych oraz
wazopresyny, zwigkszeniu ulega stezenie kinin, prostacyklin i tlenku azotu, co moze
czeSciowo uzasadnia¢ dzialanie wazodilatacyjne, antyproliferacyjne i antytrombotyczne.
Spadek biodegradacji bradykininy prowadzi do wzrostu jej st¢zenia we krwi, czego
nastepstwem jest wystepowanie suchego kaszlu jako efektu ubocznego zazywania lekéw
z tej grupy. Modyfikacje hemodynamiczne prowadza do rozkurczu migséni gladkich

naczyn, zmniejszenia oporu obwodowego i ci$nienia tetniczego bez zmian cze¢stosci rytmu

10
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serca. Efekty strukturalne sa widoczne w hamowaniu proliferacji komorek migsni gtadkich
1 wytwarzania kolagenu przez fibroblasty, zmniejszeniu apoptozy komodrek migénia

sercowego oraz regresji przerostu lewej komory serca. [12-17]

2.3 Perspektywy rozwoju grupy I-ACE

Uktad RAA jest obecny przede wszystkim w uktadzie krazenia, jednakze wystepuje takze
w innych tkankach i narzadach, np. w watrobie czy w mozgowiu. Aktywatorem tego
uktadu jest angiotensyna II, oktapeptyd o dzialaniu hipertensyjnym. Z obecnych danych
piSmiennictwa wiadomo juz, ze angiotensyna II ma takze inne dziatanie w naszym
organizmie, a mianowicie indukuje oksydazy NADPH, tym samym jest odpowiedzialna
za tworzacy si¢ komorkowy stres oksydacyjny i produkceje reaktywnych form tlenu (RFT).
Konsekwencja nagromadzenia RFT w organizmie moze by¢ m.in. utlenianie lipidow
w blonach komoérkowych czy lipoprotein w DNA, prowadzac do odpowiedzi ze strony
uktadu immunologicznego, czyli do wytwarzania cytokin prozapalnych (TNF-a).
Wykazano, ze I-ACE hamujac aktywno$¢ mediatoréw prozapalnych i NADPH oksydazy,
zmniejszaja tym samym stres oksydacyjny komorki, dodatkowo podwyzszaja funkcje
obronne tkanek do neutralizowania RFT, co ma duze znaczenie w chorobach na tle
zapalnym np. arteriosklerozy czy zwloknienia watroby (Ryc 2.4). [12, 18, 19] Lokalny
RAA wystepuje rowniez w osrodkowym ukladzie nerwowym, a jego aktywacja wptywa
negatywnie na komorki nerwowe 1 neurotransmitery, co moze prowadzi¢ do powstawania
chorob neurodegeneracyjnych. Juz w latach 90-tych zaobserwowano zaleznos$¢ miedzy
hamowaniem uktadu RAA, a poprawa zdolnosci kognitywnych i dobrego samopoczucia
U pacjentdow leczonych I-ACE. Hamowanie mézgowego RAA moze by¢ potencjalnym celem
terapeutycznym choréb neurologicznych, takich jak choroba Parkinsona, Alzheimera,
demencja czy nawet leczenie uzaleznien. W wywiadach klinicznych zauwazono, ze pacjenci
z choroba Parkinsona i jednoczesnie z nadcisnieniem, ktorzy byli leczeni I-ACE, wykazywali
lepsza reakcj¢ motoryczng po zazywaniu prekursorow dopaminy. [18-21] Fakt ten moze
swiadczy¢ o pozytywnym wplywie inhibicji uktadu RAA na neurotransmitery. Biorac pod
uwage tak szerokie perspektywy, jakie moze da¢ blokowanie ukladu RAA w ukladach,
tkankach i narzadach w organizmie, wysoce uzasadniona wydaje si¢ perspektywa poszerzania

horyzontow w tej ptaszczyznie nauki (Ryc. 2.4).
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Ryc. 2.4 Wptyw uktadu RAA na procesy prozapalne, prowadzace do miazdzycy naczyn
(opracowanie wlasne, zrodto: Wzgarda A., 2017).

2.3.1 I-ACE w pediatrii

I-ACE to grupa srodkéw farmakologicznych szeroko stosowanych wsrod pacjentow
pediatrycznych, uznawana za najlepszy wybor w leczeniu nadcis$nienia tetniczego,
szczegolnie jesli wystepuja takie wspotistniejace schorzenia, jak: niewydolno$¢ serca
(zarowno w leczeniu, jak 1 profilaktyce, szczegdlnie w dystrofii Duchenne'a), dysfunkcja
skurczowa, choroba wiencowa, przewlekte choroby nerek (m.in. w zespole nerczycowym,

zespole hemolityczno-mocznicowym [HUS] i zespole Alporta) lub cukrzyca typu I. [22]
Choroby nerek

Korzysci dla pacjentow z chorobami nerek wynikaja z obnizania ci$nienia wewnatrz
ktebuszkowego poprzez rozszerzanie tetniczek eferentnych, co prowadzi do obnizenia
cisnienia filtracyjnego, a w konsekwencji — zmniejszenia biatkomoczu. Efekt ten jest
obserwowany zaréwno u dzieci, jak i u dorostych. [23, 24] W opornym na sterydy zespole
nerczycowym (SRNS) zmniejszenie biatkomoczu powoduje opdznienie pogorszenia
czynnosci nerek, a remisja biatkomoczu przewiduje dobre dtugoterminowe rokowania.
Potaczenie wysokich dawek antagonistow receptora angiotensyny II (ARB) z wysokimi
dawkami I-ACE jest bezpieczne i skuteczne w zmniejszaniu biatkomoczu w dziecigcym

SRNS. [25]
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Skuteczno$¢ leczenia I-ACE badano réwniez u dzieci z zespotem Alporta (AS), ktory
jest dziedziczng choroba nerek charakteryzujaca si¢ uporczywym krwiomoczem,
biatkomoczem 1 postgpujaca niewydolnoscig nerek. Udowodniono, ze wczesne,
dhugotrwate leczenie I-ACE i ARB jest skuteczne oraz dobrze tolerowane u dzieci z AS.
Hamowanie biatlkomoczu przez stosowanie I-ACE i ARB ma taka samg skutecznos¢
u dzieci z cigzkimi i mniej powaznymi mutacjami w genie COL4An, ktéra jest jedna
z mutacji odpowiedzialnych za wystepowanie AS. [26]

Badan przeprowadzane w Argentynie wskazujg na dziatanie antyproteinuryczne 1-ACE
w HUS u dzieci, czyli druga najbardziej rozpowszechniong przyczyng przewleklej
niewydolnosci nerek (CRF). Wykazano, ze podawanie I-ACE lub ARB ma korzystny
wplyw na dzieci cierpigce na HUS bez powaznych zdarzen niepozadanych. Enalapryl
wywiera dwa rozne dzialania na nerki: pierwsze, pojawiajace si¢ w pierwszych dniach
po rozpoczgciu leczenia, zmiany hemodynamiczne i drugie, czyli efekt
antyproteinuryczny, ktéry pojawia si¢ pdzniej. Rowniez leczenie zaréwno I-ACE, jak
1 ARB moze oferowal synergistyczng blokade RAS, poniewaz stwierdzono,
ze zmniejszenie biatkomoczu bylo znacznie wigksze po dodaniu losartanu. Niezbedne jest
zaplanowanie dalszych prospektywnych badan, poniewaz efekty te sa zwigzane

z renoprotekcja w dtugim terminie. [27]
Niewydolnos¢ serca

Innym schorzeniem, gdzie wykorzystuje si¢ I[-ACE, jest dlugotrwale leczenie
niewydolnosci serca. Ta grupa lekoéw jest szczego6lnie wskazana u dzieci z niewydolnos$cia
serca (HF) spowodowang kardiomiopatia lewej komory. Randomizowane badania
u dorostych pacjentow wielokrotnie wykazaty, Zze w optymalnych dawkach leki
te zmniejszajag objawy 1 poprawiaja przezycie pacjentdw, natomiast badania u dzieci
koncentruja si¢ gléwnie na monitorowaniu markerow hemodynamicznych. Zostaty
wykazane korzysci w zakresie przezycia dla dzieci z kardiomiopatiag (CM) i HF. [28]

W dystrofii mig$niowej Duchenne’a (DMD) brak dystrofiny w tkance sercowej
prowadzi do $mierci kardiomiocytow 1 zwtoknienia z klinicznym obrazem CM i p6znego
HF. Badania wykazaly, ze zastosowanie peryndoprylu u chtopcow z DMD moze op6znié
postep przebudowy lewej komory (LV), co wigcej, po dhugotrwalym leczeniu I-ACE

zmniejsza si¢ zaawansowanie zwitoknienia migsni dystroficznych. Wczesne wilaczenie
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do leczenia peryndoprylu jest zalecane, gdyz opdznia wystapienie i postep znacznej
dysfunkcji LV u dzieci z DMD. [29, 30]

Niestety terapia I-ACE wykazala niewiclka skutecznos¢ w CM indukowanej
antracykling. Retrospektywny przeglad statystyk pacjentdéw onkologicznych szpitali
pediatrycznych z HF leczonych doksorubicyna, wykazat, ze leczenie enalaprylem byto
zwigzane tylko z przemijajaca poprawag obcigzenia nastgpczego i dysfunkcji skurczowej

lewej komory. [32]
Nadpobudliwos¢ psychoruchowa

Interesujaca hipoteza dotyczaca niekonwencjonalnych zastosowan I-ACE jest sugestia,
ze moga one mie¢ pozytywny wplyw na leczenie zespotu nadpobudliwos$ci
psychoruchowej z deficytem uwagi (ADHD). Istnieja badania sugerujace, ze narazenie
srodowiskowe dzieci na otow moze prowadzi¢ do zwigkszenia wystgpienia ADHD.
Kontakt organizmu z otowiem powoduje silny stres oksydacyjny i hamuje wytwarzanie
energii poprzez hamowanie kinazy kreatynowej i kinazy pirogronianowej. Ta ostatnia
moze by¢ zwigzana z modelem niedoboru energii w ADHD. Bioragc pod uwage dzialanie
antyoksydacyjne 1 chelatujace wywierane przez kaptorpyl, wysnuto hipoteze, ze kaptopryl
moze dziata¢ jako zmiatacz wolnych rodnikéw 1 poprawia¢ moderowanie energii
w ADHD. Chociaz bardzo interesujaca, hipoteza ta wymaga szerszych badan. [33]

W poréwnaniu z innymi lekami przeciwnadci$nieniowymi, [-ACE maja obecnie

najwiece] dowodow na poparcie ich szerokiego stosowania w populacji pediatryczne;.

2.3.2 I-ACE w zaburzeniach neurologicznych

RAA wystepuje lokalnie w wielu tkankach w organizmie, a w niektorych z nich funkcja
ta jest wcigz nieznana. Mozg ma takze swoj lokalny uktad RAA, ktory jest silnie zwigzany
Z zaburzeniami neurodegeneracyjnymi, dlatego hamowanie o$rodkowego RAA moze by¢
potencjalnym celem terapeutycznym dla chordb neurologicznych, takich jak choroba
Parkinsona, choroba Alzheimera, ot¢pienie, spadek zdolnosci poznawczych lub leczenie

uzaleznien. [34-36]
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Choroba Parkinsona

Choroba Parkinsona (PD) dotyczy 1,5% $wiatowej populacji w wieku powyzej 65 lat.
PD wigze si¢ ze stopniowym zmniejszaniem si¢ liczby neurondéw dopaminergicznych
W istocie czarnej 1 prazkowiu. Strategie leczenia opieraja si¢ gldéwnie na zapewnieniu
neuroprotekcji poprzez odwrocenie lub spowolnienie procesu neurodegradacji, ktora jest
odpowiedzialna za dysfunkcje motoryczne. [37] Mézgowy RAS moze by¢ waznym celem
w PD ze wzglgdu na zréznicowane spektrum aktywnosci I-ACE: wiasciwos$ci
antyoksydacyjnych, modulacj¢ czynnika wzrostu hepatocytow (HGF), aktywacj¢ syntazy
NO w komorkach astrogleju hipokampa i zdolno$¢ do zwigkszania poziomu dopaminy
i poprawiania reakcji na jej prekursory.

Receptory angiotensyny I zostaty znalezione na neuronach dopaminergicznych i istnieje
znaczaca interakcja pomiedzy angiotensyna I i dopaming. Objawy PD wystepuja w wyniku
degeneracji istoty czarnej i utraty neurondéw dopaminergicznych, co jest zwigzane
ze zmniejszong liczbg receptorow angiotensyny I w mozgu, co moze by¢ kolejnym
kluczowym celem leczenia choroby. [35] I-ACE, ktore przenikajg barier¢ krew-mozg
1 sa aktywne w osrodkowym uktadzie nerwowym, zwickszaja synteze i uwalnianie
dopaminy w ciele prazkowanym. [38]

Reaktywne formy tlenu (ROS) sa wysoce toksyczne dla neurondow dopaminergicznych,
stad progresja PD moze by¢ wywolana takze przez stres oksydacyjny, na ktory narazone
sg komorki. Te I-ACE, ktore mogg przenika¢ przez barier¢ krew-moézg, a zatem sg aktywne
w osrodkowym uktadzie nerwowym, moga wspomagac leczenie PD. Mechanizm ich dzialania
antyoksydacyjnego opiera si¢ na fakcie, ze angiotensyna jest jednym z aktywatorow oksydaz
zaleznych od NADPH, ktore sg zrodtem ROS 1 znajduja si¢ w calej istocie czarnej 1 ciele
prazkowanym w mozgu. W ten sposoéb hamowanie syntezy angiotensyny chroni komorki
przed uszkodzeniami wywotanymi przez wolne rodniki. [37, 39]

Wiasciwosci antyoksydacyjne 1 regulacja poziomu dopaminy nie sa jedynymi
powodami, dla ktérych I-ACE moga by¢ bardzo istotne w leczeniu PD. Rowniez wptyw
na HGF i jego receptor kinazy tyrozynowej c-Met pokazal nowe mozliwosci dziatania.
Glikoproteina HGF jest mitogennym, morfogennym i motogennym czynnikiem wzrostu,
ktory chroni neurony dopaminergiczne. Szlak receptora HGF/c-MET jest kluczowym
uktadem trwatosci neurondw motorycznych i czuciowych. Zastosowanie HGF jako leku

stwarza problemy: bardzo wysokie koszty produkcji HGF 1 nieprawdopodobienstwo
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osiggniecia pozadanego celu, w ktoérym potrzebna jest neuroprotekcja (z powodu braku
mozliwo$ci przenikania przez barier¢ krew-moézg przez duza glikoproteing). Mozna
to rozwigzac, zast¢pujac HGF drobnoczasteczkowymi biomimetykami, takimi jak I-ACE.
I-ACE przenikajace barier¢ krew-mozg (Tabela 2.1) moga aktywowaé system HGF

I dziala¢ neuroprotekcyjnie oraz promowaé synaptogeneze.

Tabela 2.1 Podzial I-ACE o przebadanej przenikalno$ci przez bariere krew - mozg

(opracowanie wtasne, zrodto: Sink K., 2009)

I-ACE przenikajace bariere I-ACE nieprzenikajace bariery

Krew-mézg Krew-mézg
Kaptopryl Ramipryl
Peryndopryl Chinapryl
Fozynopryl Moeksepryl
Lizynopryl Enalapryl

Trandolapryl Benazepryl
Zofenopryl

Weczesne badania nad rolg [-ACE w o$rodkowym uktadzie nerwowym ujawnily zwigzek
miedzy leczeniem I-ACE w chorobach neurologicznych, a lepsza oceng jakosci zycia. [41]
Oceng jakos$ci zycia po leczeniu I-ACE zweryfikowano na podstawie oceny nastroju [42]
subiektywnego samopoczucia [43, 44] lub funkcji poznawczych, takich jak polepszenie
pamigci. [47-52] Mechanizm tego dziatania jest nadal niejasny, niemniej jednak istnieje
silna korelacja migdzy poziomem dopaminy i1 poprawag funkcji poznawczych. Wplyw
I-ACE na poziom dopaminy jest silny - w ciggu jednego tygodnia podawanie peryndoprylu
szczurom zwigkszato poziomy dopaminy w ciele prazkowanym o 2,5 raza. [49, 50, 53]
Badania pacjentow z PD leczonych peryndoprylem wykazaly, ze maja lepsza odpowiedz

motoryczng na prekursory dopaminy. [37, 38]
Choroba Alzheimera

Choroba Alzheimera (AD) to neurodegeneracyjne zaburzenie pracy mozgu, ktore
powoduje demencje 1 zmiany osobowosci, ktore dotyczg ponad 20 milionow ludzi

na calym $wiecie. AD rozpoczyna si¢ powoli, a wczesnymi objawami sg krotkotrwata
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utrata pamigci i nietypowe zachowanie. Zmiany neuropatologiczne w mozgu pacjentow
sa spowodowane przez ztogi widkniste amyloidu  (AP), ktore zmieniajg strukture synaps
| zaburzaja komunikacj¢ neuronalng. Przeprowadzone badania wykazaty, ze I-ACE moga
by¢ stosowane pomocniczo u pacjentdw z zanikami pamig¢ci czy z zaburzeniami funkcji
poznawczych. [55-57]

W perspektywach leczenia AD jest roéwniez bierze si¢ pod uwage stosowanie [-ACE,
poniewaz istnieje istotna korelacja migdzy mozgowym systemem RAS a demencja.
Zwicgkszenie aktywnosci ACE obserwowano u pacjentow cierpigcych na AD, ktére mozna
modulowa¢ przez zastosowanie 1-ACE, ktore sa przepuszczalne przez barier¢ krew-mozg
(BBB). [40, 58] Badania obserwacyjne prowadza do wniosku, ze dochodzace do mozgu
I-ACE spowalniaja tempo pogorszenia funkcji poznawczych u pacjentow z AD o 65%,
w porownaniu z nie penetrujacymi BBB I-ACE (Tabela 2.1) lub blokerami kanatu
wapniowego. W przeprowadzonym badaniu, wéréd wszystkich pacjentdw przyjmujacych
alternatywne leki przeciwnadci$nieniowe tylko grupa przyjmujaca kaptopryl i peryndopryl
miata znacznie nizsze ryzyko otegpienia i AD. [58] To zmniejszenie ryzyka wystagpienia AD
mozna przypisa¢ zmniejszeniu poziomu stresu oksydacyjnego 1 standéw zapalnych
W mbzgowiu.

Stany zapalne mézgu moga by¢é wywolane przez AP, ktory gromadzi si¢ w mézgowiu
pacjentow z AD. AP odpowiada za aktywacj¢ mikrogleju, astrocytow, a takze
za zwigkszenie stresu oksydacyjnego, co prowadzi do defektu neuronalnego i spadku
funkcji poznawczych. Wpltyw AP na RAS jest oczywisty, poniewaz AP podawany
bezposrednio do tkanki mozgowej zwieksza aktywnos¢ ACE. [59]

Substancja mézgowa P (SP) jest kluczowym czynnikiem, ktéry ma duzy wplyw
na poziom AP. SP moze zwigksza¢ aktywno$¢ neprylizyny - ktora jest zdolna
do degradacji AP, ipso facto ma pozytywny wpltyw na przebieg AD. I-ACE zwigkszaja
poziom SP, a zatem obnizajg akumulacje AP i powstajacego stanu zapalnego. [58, 60]

Doktadne badanie roli penetrujacych BBB I-ACE w tym procesie zostalo
przeprowadzone przy uzyciu modeli zwierzecych. Gtéwne odkrycie w tym badaniu
wskazuje, ze peryndopryl nie tylko hamuje ACE mozgu, ale takze jest odpowiedzialny
za uposledzenie aktywacji glejowej i stres oksydacyjny. Terapia z [-ACE penetrujagcymi
BBB moze mie¢ znaczacy korzystny wplyw nie tylko na zapobieganie, ale takze na

leczenie tagodnej do umiarkowanej postaci AD. [55, 59]
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Pamieé

Proces uczenia si¢ i pamigci u ludzi jest bardzo ztozony i wymaga zaangazowania wielu
neuroprzekaznikow. Wazny proces tej drogi jest regulowany przez cholinergiczny uktad
neuronalny. Oslabienie pamieci moze by¢ spowodowane przez $rodki antycholinergiczne,
jak skopolamina (SC), a I-ACE moga zmniejszy¢ lub wyeliminowaé to dzialanie.
Zwierzeta z amnezja skopolaminowa wykazuja wyzsza aktywno$¢ acetylocholinesterazy
(AChE), ktora mozna hamowaé za pomocg [-ACE (w badaniu podawano kaptopryl,
peryndopryl, enalapryl i ramipryl). Podawanie SC prowadzito réwniez do zwigkszenia
poziomu malonodialdehydu (MDA) w moézgu zwierzat, a tym samym indukowato stres
oksydacyjny. Leczenie wstgpne I-ACE zapobieglo wytwarzaniu stresu oksydacyjnego

poprzez obnizanie poziomu MDA. [59-62]
Migrena

Migrena jest skomplikowanym zaburzeniem, w ktérym relacje z innymi grupami lekéw nie
sa w pelni rozpoznawane. Niemniej jednak leki profilaktyczne zmniejszajace bole gtowy
maja duze znaczenie dla pacjentow, ktorzy nie reaguja na leczenie tryptanami (okoto
40%). Jedng z grup uznawanych za $rodki zapobiegawcze sa I-ACE, poniewaz istnieje
korelacja miedzy aktywnos$cia RAS a atakami migreny. W rzeczywisto$ci badania
kliniczne dowiodly, ze podawanie I-ACE (lizynoprylu, enalaprylu) zmniejsza zasieg
atakOw u pacjentow z nadci$nieniem i normotensja. W badaniach wykazano, ze ich
stosowanie spowodowato zmniejszenie takich parametréow jak czas trwania bolu, czestosé
wystepowania bolu, a efekt byt istotny u okoto 20% pacjentow w poréwnaniu z grupa
placebo. Niestety, mechanizm tego dzialania jest wcigz nieodkryty, ale prawdopodobne
procesy moga obejmowac pobudzenie aktywnosci ukladu wspotczulnego, zwigkszenie
syntezy prostacykliny, stymulacje degradacji bradykininy, substancji P i enkefaliny oraz
silne dziatanie antyoksydacyjne. Nadal potrzeba wigcej badan w tym zakresie. Niemniej
jednak I-ACE moga mie¢ klinicznie istotny profilaktyczny wptyw na leczenie migreny.
[63, 64]

Udar

Badanie PROGRESS (Perindopril Protection Against Recurrent Stroke Study) i inna
niezalezna analiza wykonana przez Chapmana i in. udowodnito, ze peryndopryl nie tylko
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skutecznie obniza ci$nienie krwi, ale takze istotnie zmniejsza ryzyko udaru. Terapia I-ACE
jest bardzo korzystna dla pacjentow po incydencie udaru mozgu lub przemijajacym ataku
niedokrwiennym, a efekt ten mozna zaobserwowaé roOwniez u pacjentow
normotensywnych. Ryzyko uposledzenia funkcji poznawczych 1 otgpienia jest silnie
zwigzane z incydentem udaru. Obnizenie ci$nienia krwi oczywiscie zmniejsza ryzyko
samego incydentu, niemniej jednak peryndopryl (szczegélnie w  polaczeniu
Z indapamidem) ma wigkszy korzystny wplyw niz inne leki przeciwnadcisnieniowe dla
pacjentow po udarze moézgu, tj. ryzyko wystgpienia demencji mozna zmniejszy¢ o 30%,
a ryzyko pogorszenia funkcji poznawczych o 50%. [65, 66]

Poniewaz pacjenci z chorobami naczyniowymi mozgu maja wigksze ryzyko
wystapienia incydentow sercowo-naczyniowych i niewydolnosci serca, efekt podawania
I-ACE jest bardzo korzystny, zmniejszajac ryzyko zaburzen ze strony uktadu krazenia,
oraz zmniejszajac ryzyko samego udaru o ponad 40%. Peryndopryl moze by¢ uwazany
za pierwszorzedowy S$rodek terapeutyczny dla wszystkich pacjentéw z zaburzeniami
mozgowo-naczyniowymi, poniewaz nie powoduje ani hipotensji, ani dysfunkcji nerek. [38,

65, 66]

2.3.3 Leczenie uzaleznien

Wilasciwosci poprawiajace funkcje kognitywne, polepszenie samopoczucia 1 mozliwe
dzialanie przeciwdepresyjne to tylko niektore z zalet [-ACE, ktore s3 w pewnym stopniu
korzystne takze dla pacjentow bez nadcis$nienia. [49, 50, 67, 68]

Biorac pod uwage, ze RAS ma wplyw na neuroprzekazniki, takie jak dopamina
I norepinefryna, moze zosta¢ uznany za nowy cel w leczeniu uzaleznienia od substancji
odurzajacych. Pod tym wzgledem farmakoterapia I-ACE moze by¢ nowa perspektywa nie
tylko ze wzgledu na wplyw na uktad krwiono$ny, ale takze na obnizenie leku, ostabienie
symulacji lekowych i stymulacje uktadéw dopaminergicznych. [69-71]

Badanie wykorzystania I-ACE w leczeniu uzaleznien bylo przedmiotem
zainteresowania naukowcow od lat 90. XX wieku, kiedy odkryto wptyw angiotensyny na
zmian¢ zachowania. Wczesne badania przeprowadzone na szczurach 1 myszach
uzaleznionych od etanolu dowiodly, Ze wigzanie Ang II z centralnymi receptorami AT-1
jest prawdopodobnie odpowiedzialne za zachowania poszukujace $rodka odurzajacego

Uosob uzaleznionych. Genetycznie zmodyfikowane myszy z  nadekspresja
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angiotensynogenu  wykazywatly = wigksze  spozywanie  alkoholu.  Przeciwnie,
zaobserwowano odwrotny efekt w modelach mysich z uszkodzonym genem, czyli
zmniejszonym poziomem angiotensynogenu. Rowniez iniekcje samej Ang II zwickszaja
spozycie alkoholu. [72, 73] Naduzywanie kokainy i przypuszczalnie innych substancji
odurzajacych znacznie zwigksza aktywnos¢ ACE. [74-78]

Okazuje si¢, ze ci$nienie krwi spowodowane przez metamfetaming lub kokaing jest
zalezne od receptora AT-1 1 moze by¢ zaburzone przez wstepng terapi¢ niska dawka
I-ACE. Ponadto terapia bylaby rowniez korzystna ze wzgledu na ochrong przed
zdarzeniami sercowymi lub kardiotoksycznymi dziataniami narkotykow. I-ACE, ktore
maja wilasciwosci dopaminergiczne, moga ogranicza¢ uzycie kokainy przez odwracanie
lub  kompensowanie  regulacji  negatywnej  (down-regulation) w  ukladzie
dopaminergicznym w nastepstwie dtugotrwatego zazywania narkotykow. Angiotensyna Il
jest rowniez odpowiedzialny za wzmocnienie dzialania noradrenaliny, co przyczynia si¢
do dziatania met amfetaminy. [76]

Co wigcej, sugeruje si¢, ze odstgpienie od naduzywania kokainy moze aktywowac
czynnik uwalniajacy kortykotroping (CRF), co moze by¢ rowniez jednym z czynnikoéw
zwigkszajacych szans¢ na powrdt do narkotyku, zwigzany ze stresem. [-ACE zmniejszaja
uwalnianie CRF, w przeciwienstwie do angiotensyny Il. [79, 80]

Co wigcej, wszystkie korzysci z leczenia I-ACE mozna uzyska¢ réwniez u nosicieli
wirusa HIV. [68]

Inne badanie dowiodlo, ze angiotensyna II moze wplywa¢ na uktad opioidowy.
Mechanizm ten opiera si¢ nie tylko na zmianie poziomu dopaminy, ale takze
na podniesieniu poziomu endogennych opioidow. Potwierdzenie tej hipotezy wynika
z faktu, ze pozytywny wptyw [-ACE na pami¢¢ i uczenie si¢ moze zosta¢ przezwycigzony
przez nalokson (lek stosowany do blokowania skutkéw przedawkowania opioidow). [50,
81] Stad, zastrzyki angiotensyny II podawane zwierzgtom z uzaleznieniem opioidowym
nasility objawy odstawienia. Podawanie kaptoprylu u gryzoni uzaleznionych od morfiny

zmniejszyto czgstotliwosé samoaplikowania narkotyku i objawy odstawienia. [82]

2.3.4 Zwiazek miedzy I-ACE a otyloscia

W ostatnich latach dramatycznie wzrosta liczba populacji z nadwaga, co, szczegdlnie

w krajach rozwinigtych, osigga rozmiar epidemii. Podstawowy mechanizm drastycznego
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skokowego przyrostu masy ciala przy braku nadmiaru kalorii w diecie pozostaje niejasny,
a dostepne opcje leczenia farmakologicznego sa ograniczone, dlatego duze znaczenie maja
poszukiwania mozliwych sposobow zapobiegania i leczenia otytosci.

Grupa I-ACE zyskuje na znaczeniu w tej kwestii, poniewaz odkryto, iz w tkance
thuszczowej istnieje lokalny RAS, ktory jest w stanie wytworzy¢ wszystkie sktadowe systemu:
angiotensynogen, ACE i AT1-R. Rola I-ACE w RAS znajdujacym si¢ w tkance thuszczowej
byla przez dtugi czas pomijana, jednakze obecnie adipocyty i angiotensyna II sg uwazane
za jedne z najwazniejszych punktow uchwytu pod katem endokrynnej regulacji apetytu
I magazynowania energii. Wykazano, ze RAS i angiotensyna II odgrywaja wazng rolg
W rozwoju i réznicowaniu adipocytow, w zwigzku z czym lokalny RAS moze by¢
poszukiwanym tgcznikiem mig¢dzy otytoscig i nadcisnieniem, a wysoka aktywno$¢ tego uktadu
zwigksza ryzyko chordb sercowo-naczyniowych 1 insulinoopornosci. Nie jest wiec
zaskoczeniem, ze obnizenie aktywnosci RAS moze by¢ korzystne zarowno w leczeniu otytoSci
jak i zwiekszaniu wrazliwoéci na insuling. Wykazano, ze podawanie I-ACE (w badaniu
zastosowano peryndopryl, kaptopryl, enarapryl 1 ramipryl) prowadzi do utraty wagi zar6wno
w modelach zwierzgcych, jak i u ludzi. Podawanie I-ACE u szczurdéw z normotensja
prowadzito do redukcji masy ciala poprzez zmniejszanie ilosci przyjmowanego pokarmu,
zwigkszenie poziomu leptyny oraz wrazliwosci na insuling, atakze ograniczenie ekspresji
mRNA markerow stanu zapalnego, co bylo niezalezne od jakichkolwiek efektow

hipotensyjnych czy modyfikacji profilu lipidowego we krwi. [83-86]

2.3.5 Nowotwory

Potencjalne wlasciwosci przeciwnowotworowe I-ACE przypisuje si¢
ich wlasciwosciom do zmniejszania stezenia angiotensyny II, ktora jest silnym bodzcem
do proliferacji 1 wzrostu guzow. Wiele badan przeprowadzonych niezaleznych osrodkach
potwierdzito korzystny efekt roznych I-ACE na zmniejszanie si¢ masy guza oraz liczby
wystepujacych przerzutow (Ryc. 2.5). Mechanizm jaki wywiera ukltad RAA oraz jego

hamowanie zostato przedstawione na rycinie ponize;j.
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HOMEOSTAZA 1 POLIFERACJA KOMOREK | APOPTOZA& ROZNICOWANIE
- np. poprzez aktywacje sciezki PI3K/Akt, EGFR, BCL-XL, surwiwiny
Aktywnosé
T INWACJA, MIGRACJA & METASTAZA
np. poprzez akiywacje sciezki PKA, PKC, PI3/Akt

T STRES OKSYDACYJINY

1 STAN ZAPALNY

Uwolnienie mediatoréw prozapalnych

np. TNF-, NF- , MMPs, ILs, ROS

T KACHEKSIJA (zespot wyniszczenia)

1 ANGIOGENEZA (7dostarczanie tlenu & metabolitow)
1 VEGF, VEGFR, EGFR

/’ 1 (]
v _—>-
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Ryc. 2.5 Wptyw uktadu RAA na proces nowotworzenia
(opracowanie wtasne, zrodlo: Wzgarda A., 2017).

Szczegblne whasciwosci antyproliferacyjne i proapoptotyczne w przypadku nowotwordw
ptuc 1 nerek wykazuje kaptopryl, ktory zwigksza poziom angiostatyny, ktora jest silnym,
endogennym $rodek hamujacym angiogeneze guzoéw. [87, 88] W badaniu
na liniach komorek bialaczki K562 wykazat pozytywny efekt, poza kaptoprylem, a takze
trandolapryl. [89] W badaniach na modelach zwierzecych wykazano, iz enalapryl postep
raka w modelu zwierzecym ztos§liwosci ptuc poprzez hamowanie proliferacji komorek
progenitorowych w §ledzionie, ponadto podobne dzialanie ma w przypadku komoérek
nerwiaka niedojrzatego. [90, 91] Istnieja dane epidemiologiczne wspierajace
wprowadzenie I-ACE do terapii przeciwnowotworowych. [92-94] Niemniej jednak,
ze wzgledu na brak odpowiednio skonstruowanych, randomizowanych badan klinicznych

wykorzystanie tych lekow bezposrednio w onkologii nadal pozostaje kwestia przysztosci.
[87]
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2.4 Trwalos¢ leku w fazie stalej

Wysoka trwatos¢ preparatow leczniczych jest cecha gwarantujgca wydajnos¢ procesu
produkcji oraz jako$¢ przechowywania i transportu lekow, a co za tym idzie, powodzenie
farmakoterapii. Tylko posiadajac wiedz¢ o mechanizmie oraz kinetyce rozktadu preparatow
leczniczych mozliwe jest podjecie niezbednych krokow zapewniajacych trwato§¢ substancji

leczniczych lub wptyw na wydtuzanie ich czasu to 11 tos.

2.4.1 Cechy wplywajace na stabilnos¢ leku

Stabilnos$¢ preparatu leczniczego wpisuje si¢ w definicj¢ utrzymania przez substancje
wilasciwosci  fizykochemicznych, terapeutycznych oraz toksykologicznych w czasie
okreslanym jako termin przydatnosci. Jednakze, kazda substancja chemiczna podlega
cigglemu dzialaniu procesow fizycznych i chemicznych, zaréwno podczas produkcji, jak
i podczas przechowywania, co moze prowadzi¢ do przyspieszonego rozktadu preparatow
farmaceutycznych. [95]

Rozktad substancji czynnej w preparacie w konsekwencji prowadzi do spadku sity
dziatania farmakologicznego, co wiecej, produkty degradacji leku moga by¢ toksyczne dla
pacjenta i moze to prowadzi¢ do powaznych powiktan. [96, 97]

Dlatego tez trwalo$¢ substancji leczniczych stanowi kluczowy element zapewnienia
optymalnej jakosci preparatu farmaceutycznego, przy czym preparaty w postaci tabletek
naleza do form najczgsciej przyjmowanych przez pacjentow (ponad 80%), co tym bardziej
potwierdza koniecznos¢ analiz stabilno$ci produktow leczniczych w fazie statej. [97 -99]
Do oceny stabilno$ci substancji leczniczej w fazie stalej nalezy przede wszystkim:

e ustali¢ mechanizm oraz szybko$¢ rozktadu leku,

o zidentyfikowa¢ produkty rozkladu,

e oceni¢ wplyw czynnikow Srodowiskowych na parametry kinetyczne reakcji.
Na trwalo$¢ substancji leczniczej] w postaci farmaceutycznej jaka jest tabletka, maja
wplyw takze:

e dobdr innych substancji w masie tabletkowej (aktywnych lub pomocniczych),

e zachowanie odpowiednich warunkow podczas procesu produkc;i,

e jakos¢ opakowania,

e warunki transportu i przechowywania. [97-99]
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2.4.2 Reaktywnos$¢ a trwalos$¢ leku w fazie stalej

Reaktywno$¢ substancji jest podstawowa przyczyng procesu rozkladu substancji
leczniczej. Destabilizacja w ciatach stalych przebiega inaczej niz w przypadku roztworéw
czy gazow, gdzie ruchliwo$¢ czgsteczek nie jest tak bardzo ograniczona i proces rozpadu
zachodzi znacznie szybciej. W fazie stalej czasteczki substancji leczniczej sg ciasno
utozone 1 posiadaja niewielka energi¢ kinetyczna, wykonujac jedynie drgania wokoét
swojego potozenia przestrzennego. Ograniczenie to, niwelujace duzy ruch czasteczek,
moze zosta¢ zmniejszone poprzez rozluznienie si¢ struktury uktadu, co zwicksza szybkos$¢
dyfuzji oraz ilo§¢ zderzen migdzy czasteczkami, co moze prowadzi¢ do wytworzenia
nowych wigzan chemicznych. Takie miejsca nie wystepuja w calej objetosci fazy stalej,
amaja miejsce w centrach aktywnych, nazywanych tez zarodkami, ktéorych moze
przybywa¢ w czasie w catej strukturze. Do ekspansji centrow aktywnych moga
przyczyniac sig:

e obecnos¢ wody,

e femperatura,

e ciSnienie,

e stopien rozdrobnienia substancji,

e wlasciwosci fizykochemiczne (higroskopijnos¢, rozpuszczalnosé),

e postac¢ krystaliczna,

e dyfuzja produktu reakcji.

Szybkos¢ postepu reakcji rozkladu jest powigzana z energig kinetyczng, ktéra jest
potrzebna do rozerwania wigzan elementéw substratu i utworzenia nowych w czasteczce
produktu. Fragmenty dysponujace nadmiarem energii kinetycznej moga sta¢ sig¢
aktywatorami nowej fazy, po oddzieleniu si¢ ze struktury przejéciowej. Tworzenie si¢
zarodkéw nie przebiega w sposob jednorodny, najwigksze nagromadzenie aktywatorow
znajduje si¢ na warstwach powierzchniowych sieci krystalicznej, dlatego tez stopien
sproszkowania substancji ma istotny wpltyw na szybko$¢ jej dezintegracji. Rosnace
aktywatory tworzg nowg strukture produktu, przesuwajac faze reakcyjng do glebi struktury
krytalicznej. Koncowym etapem reakcji rozktadu jest odseparowanie substratu od produktu

w wyniku dysproporcji objetosci wtasciwych migdzy fazami. [100]
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Do rodzajow reakcji jakie zachodza podczas rozkladu substancji w fazie statej naleza

m. in.:
e utlenianie,
e cyklizacja,
e hydroliza,

e dezaminacja. [101]

2.5 Mechanizm rozkladu dikarboksylowych I-ACE

Dikarboksylowe I-ACE, ktore sg prolekami (w tym peryndopryl), rozkladaja si¢ w fazie
statej najczesciej w wyniku dwoch reakeji (Ryc. 2.6):

e hydrolizy, nalezacej do najczeSciej spotykanych mechanizmow dezintegracji
czasteczek, ktore posiadaja w swojej budowie grupe: estrowa, amidowa, sulfonowa,
sulfonamidowa, imidowg lub laktamowg [102]; jako, ze wigkszos¢ I-ACE posiada
w swojej budowie ugrupowanie estrowe, warunkuje to ich sktonnos¢ do rozktadu
hydrolitycznego; co istotne, zhydrolizowane pochodne I-ACE nie sg w pekni
biodostepne;

e cyklizacji, ktora zachodzi pomiedzy sasiadujagcymi resztami aminokwasowymi
w czasteczce, prowadzac do powstania pochodnej diketopiperazynowej, co jest
jednym z powazniejszych probleméw dla producentéw lekow, z powodu trudnosci

pbézniejszego 0czyszczenia substancji czynnej. [100, 103, 104]

HO_ _O HO o H
° 7 \EN o
NH ; N hydroliza NH%\ cyklizacja 07 N
- ™0

Ryc. 2.6 Przeksztatcenie si¢ I-ACE w nieaktywne pochodne, na przyktadzie peryndoprylu
(opracowanie wlasne).

Wyznaczenie parametrow reakcji rozkladu i dobranie adekwatnego modelu matematycznego
wymaga kinetycznej analizy rozktadu substancji leczniczej i jednoczesnym monitorowaniu
przebiegu reakcji. Istniejg rozne metody wykonywania testow rozktadu substancji aktywnych,
opierajgce si¢ na analizie zmian zachodzacych w badanym leku, pod wptywem negatywnych
czynnikéw zewnetrznych takich jak: temperatura, wilgo¢ czy promieniowanie UV. [106]
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Metoda izotermiczna polega na badaniu trwalosci leku w kilku stalych temperaturach
I wilgotnosciach wzglednych powietrza. Metode t¢ mozemy podzieli¢ na:

e testy dlugoterminowe, gdzie badana substancja lecznicza/preparat farmaceutyczny
jest przechowywany w rzeczywistych warunkach, mimo, ze jest najbardziej
wiarygodnym testem, nie pozwala uzyska¢ wynikéw w krotkim czasie,

e testy stresowe/przyspieszone, w ktorych stosuje sie warunki podwyzszonych
temperatur i wilgotnosci wzglednych powietrza, co czyni reakcje rozkladu bardziej

dynamiczng i obniza czas trwania analiz. [106-108]

2.5.1 Energia aktywacji reakcji rozkladu

Energia aktywacji to najmniejsza ilo$¢ energii niezbedna w reakcji do przeksztalcenia
substratow w produkty. Poniewaz szybkos$¢ wielu reakcji wzrasta wraz z rosngca
temperaturg, mozna opisac¢ prostoliniowg zalezno$¢ czestosci relaksacji z energia aktywacji,
za pomocg statych szybkosci reakcji (k [1/s]) jako funkcji odwrotno$ci temperatury, w jakiej
zachodzi reakcja (1/T [1/K]), co matematycznie opisal Svanty Arrhenius za pomoca
réwnania:
Ink = InA —Ea/RT

gdzie: A - czynnik czestosci, Ea - energia aktywacji, R - uniwersalna stata gazowa (R = 8,3114
[J/(K-mol]), T - temperatura w K.

Im silniej stala szybkosci reakcji jest zalezna od temperatury, tym wigksza jest energia
aktywacji, jej ujemna warto$¢ $wiadczy o redukcji szybko$ci reakcji wraz ze wzrostem
temperatury, a wartos¢ zerowa wskazuje na brak zaleznosci miedzy szybkoscia reakcji
a temperaturg.
Z wyznaczonych parametrow Arrhenius’a mozliwe jest wyznaczenie parametrow
termodynamicznych aktywacji reakcji:

e entalpii:

H=Ea—RT
e entropii:
S=R(InA — Inks T/h)

gdzie: R - uniwersalna stata gazowa (R = 8,3114 [J/((K-mol]), T - temperatura - w K, h - stala
kwantowa Planck’a (h = 6,6256 10—34 [J/s]), Kz - stala Boltzman’a (1,3805 10—23 [J/K]) [106-108].

26

Anna Juszczak ,, Trwato$¢ peryndoprylu w fazie statej oraz synteza nowych pochodnych inhibitoréw konwertazy angiotensyny”



Czesc¢ teoretyczna

2.6 Metoda analityczna do badan nad stabilno$cig substancji leczniczej

Odpowiednia procedura jest kluczowym elementem przy wlasciwym wykonywaniu analizy

stabilnosci substancji leczniczych. Dobor metody analitycznej uzywanej do badan jest oparty

0 wilasciwosci fizykochemiczne leku oraz mozliwo$ci jego oznaczenia wobec produktow

rozktadu i innych sktadnikdéw preparatu farmaceutycznego.

Do kryteriow doboru odpowiedniej metody naleza:

e wysoka selektywnos¢,

e doktadnos¢ i precyzja,

e czuto$¢ metody, czyli jak najnizszy limit oznaczalno$ci 1 wykrywalnosci,

e niski koszt,

e krotki czas analizy,

e dostgpnos¢ aparatury,

¢ niska toksycznos$¢ odczynnikow.

W niniejszej pracy przy selekcji odpowiedniej metody analitycznej kierowano si¢ wyzej

wspomnianymi cechami, dlatego wybrano wysokosprawng chromatografie cieczowsg (HPLC)
z detekcjag UV.

2.7 Walidacja metody analitycznej

Warunkiem wiarygodnej pracy analitycznej jest poddanie wykonywanej metody procesowi

walidacji. Celem walidacji jest stwierdzenie czy proces analizy wedlug danej metody

przebiega w sposob rzetelny 1 daje miarodajne wyniki.

Walidacje wykonuje si¢ bezwzglednie dla wszystkich nowych metod, jest rowniez

przeprowadzana dla metod, ktore sa modyfikowane na jakimkolwiek etapie analizy.

Procesowi walidacji podlegajq wszystkie etapy analizy:

Anna Juszczak ,, Trwato$¢ peryndoprylu w fazie statej oraz synteza nowych pochodnych inhibitoréw konwertazy angiotensyny”

okreslenie zakresu prostoliniowos$ci krzywej kalibracji,
wyznaczenie czutosci metody,

badanie doktadnosci i precyzji metody,

wyznaczenie odzysku analitu,

wyznaczenie granicy wykrywalnosci i oznaczalnosci,
oznaczenie stabilno$ci analitu,

oszacowanie selektywnosci metody.
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2.7.1 Krzywa kalibracji

Kalibracja przyrzadu jest czynnoscia wstgpnej walidacji. Sporzadzenie krzywej kalibracyjnej
ma na celu ustalenie réwnania zalezno$ci pomi¢dzy generowanym przez aparat sygnatem (YY)

a zawartos$cig badanej substancji (¢) w probie:
Y =1(c)
gdzie: Y — wielko$¢ mierzona, ¢ — stgzenie analitu.
Najczesciej:
Y =ac
gdzie: a — wspotczynnik proporcjonalnosci, wyznaczony w procesie Kalibracji, ¢ — stezenie analitu

Do sporzadzenia krzywej kalibracyjnej stosuje si¢ wiarygodne materiaty odniesienia. Jezeli
krzywa kalibracyjna jest podstawa wielokrotnych analiz, musi by¢ ona wykonywana

kazdorazowo w dniu analizy.

Liniowos¢ wskazan

Liniowos¢ to przedziat ilosci analizowanej substancji, dla ktorego sygnal wyjsciowy
urzadzenia pomiarowego jest proporcjonalny do zawarto$ci. Zalezno$¢ Y jest prostoliniowa
w okreslonym zakresie badanych stezen. Fundamentalng rolg¢ posiada pomiarowy zakres
wskazan, czyli przedzial pomiedzy najwyzszym 1 najnizszym stezeniem analizowanej
substancji, jaki moze zosta¢ ustalony za pomoca metody pomiarowej, z zaktadang
doktadnoscig oraz liniowoscia. Przy nizszych st¢zeniach zakres liniowy konczy si¢ dolna
granicg oznaczalno$ci, a zakrzywienie moze by¢ wynikiem szumow aparaturowych.
Za koniec zakresu prostoliniowego uznaje si¢ punkt, w ktorym odchylenie

od prostoliniowo$ci nie przewyzsza wartosci 3%.

2.7.2 Czulo$é metody

Czuloscig metody analitycznej okresla si¢ nachylenie krzywej kalibracyjnej. Czuto$¢ wyraza
zmiany sygnatow, ktore wynikaja ze zmian iloéci analizowanej substancji. Im wigksza jest

zmiana sygnatu przy nieznacznej zmianie st¢zenia analitu, tym lepsza jest czuto$¢ metody.
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Matematycznie parametr ten jest wyrazany wspOlczynnikiem kierunkowym wykresu
kalibracji.

Czulo$¢ metody okreslajg rowniez granice wykrywalnosci i oznaczalnosci.

Granice wykrywalnosci i oznaczalnosci

Granice wykrywalnosci i oznaczalnosci sg parametrami, ktore odgrywaja kluczowg role
w procesie walidacji metody. Przyczynami probleméw ze zrozumieniem i wyznaczeniem tych
parametréw jest mnogo$¢ definicji opisujacych pojecia oraz trudnosci praktyczne
W wyznaczaniu bazowej wartosci determinujacej granicg wykrywalnosci — wielko$¢ poziomu

szumow urzadzenia pomiarowego. Najwazniejszymi definicjami s3:

e Stosunek sygnatu do szumu (Signal to noise ratio — S/N) — wielko$¢ bezwymiarowa,
ktora jest zaleznoscig sygnatu do $redniego poziomu szumu dla danej proby. Okresla
on wplyw poziomu szumu na wzgledny btad pomiarowy.

e granica wykrywalnosci (limit of detection — LOD) — to minimalna ilos¢ substancji
mozliwa do wykrycia za pomocag danej metody analitycznej. Wymiar tej wartosci
to zawarto$é substancji badanej, np. mg/dm®. Ma ona $ciste powigzanie z poziomem
szumu. Przyjmuje si¢, ze warto$§¢ granicy wykrywalnosci to trzykrotny poziom

Szumow:

LOD = 3,3 Sy/a
gdzie: Sy — odchylenie standardowe; a — wspotczynnik kierunkowy krzywej kalibracyjnej
e (Qranica oznaczalnosci (limit of quantification — LOQ) — to najmniejsze stezenie
substancji mozliwe do iloSciowego oznaczenia dang metodg analityczng z okreslong

doktadno$ciag 1 precyzjg. Wartos¢ LOQ jest zawsze wielokrotno$cia wyznaczonej

wartos$ci granicy wykrywalnosci, a najczesciej LOQ =3 LOD:

LOQ =10 S/a
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2.7.3 Dokladno$¢ metody

Doktadno$¢ to poziom zgodnos$ci miedzy wynikiem lub $rednig z kilku oznaczen a prawdziwag
zawarto$cig badanej substancji w probce. Doktadno$¢ moze by¢ wyznacznikiem wielko$ci

btedu. Zdefiniowa¢ mozna:

o dokladnosé¢ pojedynczego oznaczenia — mozliwa do oznaczenia jako btad standardowy,
gdyz nie znana jest zawartos¢ rzeczywista w probce,

e dokladnos¢ metody — okreslana na podstawie $redniej wartosci z pomiaréw uzyskanych
na tej samej probce i tg samg metodg. Badang probka jest wzorzec, w ktorym znana jest

zawarto$¢ badanej substancji.

Parametrem okreslajacym dokladno$¢ danej metody jest odzysk. Aby go wyznaczy¢, probe
dzieli si¢ na dwie czesci i do jednej dodaje si¢ znang ilo§¢ analitu (s). Po przeprowadzeniu
oznaczenia proby z dodatkiem analitu (x + s) i pierwotnej (X), oblicza si¢ odzysk R wedtug

Wzoru:

R(%) = (XLQ—(X) 1100

Akceptowalny odzysk zalezy od st¢zenia badanej substancji — dla stezenia 1% substancji
badanej sredni odzysk wynosi 97-103%.

2.7.4 Precyzja metody

Precyzja metody jest stopien zgodnosci migdzy wynikami uzyskanymi tg samg metodg i na tej
samej probie przy kilkukrotnym powtérzeniu oznaczenia. Precyzje mozna tez sprecyzowac
jako rozrzut wynikow przy powtarzanych analizach w stosunku do $redniego wyniku
z oznaczen. Im precyzja jest wigksza, tym mniejszy jest rozrzut.

Przy powtarzanych analizach nigdy nie uzyskuje si¢ dwoch identycznych wynikow,
a prawidlowe wyniki uklada si¢ zawsze zgodnie z rozktadem Gaussa w ksztalcie krzywe;.
Najlepszym wyznacznikiem precyzji jest odchylenie standardowe S. Za zmiejszenie precyzji

oznaczen odpowiedzialny jest blad przypadkowy.
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Z precyzja wiazg si¢ takze definicje:

e powtarzalno$ci oznaczen, gdy analiza wykonywana jest w tych samych warunkach,
na tych samych urzadzeniach, ta samg metoda, przez tego samego analityka,
w mozliwie najkrotszym czasie. Miarg powtarzalnosci jest RSD;

e RSD to wzgledne odchylenie standardowe (relative standard deviation), niezalezne od
jednostek w jakich prowadzona jest analiza. Jest ilorazem wartosci odchylenia

standardowego (S) oraz $redniej z wartosci pomiaréw (x)

RSD =

X || »

RDS jest liczba mniejszg od 1 i wyrazane moze by¢ takze w procentach jako
wspotczynnik zmiennosci (coefficient of variance) - CV%j;

e odtwarzalnos$ci oznaczen, gdy wyniki otrzymywane sg w sposob niezalezny, ta samg
metoda i na tej samej probce, ale przez réznych analitykow, w réznych laboratoriach
oraz na roznych urzadzeniach. Opracowanie takich wynikow daje wartos¢ RDS

odtwarzalnosci.

Precyzja oznaczeh jest zalezna od stezenia analitu w badanej probce. Przyjmuje sie,
ze opracowana metoda spelnia wymogi, gdy CV% = 2 = 05109 gdzje ¢ to stezenie badane;

substancji.

2.7.5 Stabilno$¢ substancji leczniczych

Nie tylko substancje farmaceutyczne ulegaja przemianom fizykochemicznym
I biochemicznym w czasie przechowywania, lecz dotyczy to réwniez odczynnikow
przygotowanych do analizy. Doswiadczenie powinno by¢ przeprowadzane na $wiezo
sporzadzonych roztworach. Jezeli analiza trwa dlugo lub przewiduje si¢ korzystanie
z odczynnikéw lub roztworow substancji badanych przez dtuzszy okres czasu, nalezy
ustali¢ ich stabilno$¢. Jej miarg jest trwato$¢ roztwordw przynajmniej przez 48 godzin,
czyli gdy sygnatl po po tym czasie zmienia si¢ < 2% w poréwnaniu z sygnalem probki

0znaczonej zaraz po przygotowaniu.
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2.7.6 Selektywnos$¢

Selektywno$¢ to mozliwo$¢ oznaczenia jednego sktadnika w ztozonej probce, bez naktadania
si¢ sygnatdow od substancji towarzyszacych. Okres$lajac selektywnos¢ bada si¢, czy dana
metoda chromatograficzna pozwala zidentyfikowac i 0znaczy¢ badang substancje, a takze czy
otrzymane piki chromatograficzne pochodza na pewno od niej oraz czy nie nakladaja si¢
z sygnatami od innych substancji (np. zanieczyszczen czy produktow rozktadu). W tym celu
wyznacza si¢ czasy retencji tr dla sktadnikow probki w danych warunkach rozdzialu
chromatograficznego i dowodzi, ze piki tych substancji nie interferujg. Mozna takze postuzy¢
si¢ dodatkowo innymi technikami spektrospokowymi, np. widmami masowymi, IR, UV/VIS
dla wyizolowanego sktadnika i porownac¢ z widmami wzorca.

Co wiecej, oprocz wymienionych parametréow, dla kazdej metody analitycznej nalezy
rozwazy¢ takze inne czynniki, ktére moga powodowac jej niedoktadno§¢/niepowtarzalnose.
W przypadku metod chromatograficznych nalezy zwroci¢ uwage na:

e Czysto$¢ rozpuszczalnikow, stuzacych do przygotowywania analiz oraz fazy

ruchomej,

e jakos¢ odczynnikow, uzywanych np. do reakcji barwnych w procesie wywotywania
chromatogramow (przy chromatografii cienkowarstwowej) lub derywatyzacji
substancji przed wykonaniem oznaczenia (przy chromatografii gazowej),

e temperature, wilgotno$¢ i ci$nienie atmosferyczne w laboratorium — ktére moga miec

wplyw na czasy retencji.

2.8 Charakterystyka peryndoprylu

2.8.1 Wiasciwosci peryndoprylu oraz rodzaje soli dostepnych w lecznictwie

Peryndopryl, nalezacy do grupy I-ACE, pod wzgledem budowy chemicznej jest zaliczany
do zwigzkéw zawierajacych grupe karboksylows. Jest estrowym prolekiem, szeroko
stosowanym na catym $wiecie. [109-111] W lecznictwie najczgsciej stosowane sg dwie sole:

tert-butyloaminy oraz argininian — Tabela 2.2.
Nazwa chemiczna - kwas (2S,3aS,7aS) -1-[(2S)-1-2-{[(2S)-1-etoksy-1-oksopentan-2-
ylo]amino]propanoilo}-2,3,3a,4,5,6,7,7a-oktahydroindolo-2-karboksylowy.

Masa molowa — 368,47 g/mol.
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Wzo6r chemiczny — C19H32N20s.

Rozpuszczalno$¢: substancja tatwo rozpuszczalna w wodzie i etanolu (96%), dos¢ trudno

rozpuszczalna w chlorku metylenu.

Tabela 2.2 Charakterystyka soli peryndoprylu

Nazwa soli Peryndopry! tert-butyloaminy Peryndopryl argininianu
Synonimy Peryndopryl erbuminy -
Masa molowa soli 441,60 g/mol 528,64 g/mol
Wzér chemiczny Ca23Ha3N20s C24HasN6O7

Wzor strukturalny

),\ﬂ I
HoN NHW\/MOH
NH,

/O
4

N OH

2.8.2  Farmakokinetyka

Peryndopryl bardzo dobrze wchiania si¢ z przewodu pokarmowego. Jako prolek ulega

biotransformacji, w wyniku ktérej ma miejsce hydroliza z otrzymaniem peryndoprylatu

(ok. 16,8% podanej dawki). Pokarm nie wplywa na farmakokinetyke peryndoprylu, ale

redukuje jego konwersje do formy aktywnej, dlatego lek nalezy spozywac przed positkami.

[112, 113] Przeksztalcanie peryndoprylu do peryndoprylatu w skutek hydrolizy ma miejsce

przede wszystkim w watrobie, jednakze proces ten zachodzi rowniez w osoczu oraz $cianach

jelit. Po wchionigciu peryndopryl podlega efektowi pierwszego przejscia tworzac rowniez

glukuronid peryndoprylu, ktory w dalszej kolejnosci jest hydrolizowany do glukuronidu

peryndoprylatu. Zwiazek ten, w poréownaniu z peryndoprylatem, charakteryzuje si¢ stabym
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powinowactwem do ACE. Po podaniu doustnym znakowanego radioaktywnie peryndoprylu
dawka zostaje w 75% wydalona z moczem w ciggu 96 godzin oraz w 25% z kalem.
Peryndoprylat oraz glukuronid peryndoprylatu jest usuwany przez nerki. Peryndoprylat wigze
si¢ z biatkami osocza — glownie z enzymem konwertujacym angiotensyne (Ok. 20%),
a objetos¢ dystrybucji wolnego metabolitu wynosi 0,2 1/kg. [112 -114]

Na podstawie badan farmakokinetycznych $rednia dostepno$¢ biologiczna peryndoprylu
u mtodych, zdrowych ochotnikéw (wieku od 23 do 36 lat) wynosi od 65,6% do 95,15%,
w zalezno$ci od metody uzytej do badania. Wspotwystepowanie nadci$nienia tetniczego nie
wplywa znaczaco na jego farmakokinetyke. Zwigzek ten jest szybko przeksztatcany
do aktywnych i nieaktywnych metabolitow. W dawkach terapeutycznych zaréwno
peryndopryl, jak i peryndoprylat charakteryzuja si¢ farmakokinetyka liniows. [112]
Peryndoprylat jest wydalany wraz z moczem, a jego biologiczny okres pottrwania sigga 17 h,
a co za tym idzie, stgzeniec w stanie Stacjonarnym jest ustalane w okresie 4 dni. Proces
wydalania leku jest wolniejszy u 0os6b w podesztym wieku, a takze w przypadku pacjentow
z niewydolnoscia serca lub nerek. U chorych z marskos$cig watroby takza dochodzi do zmian
we wlasciwosciach farmakokinetycznych — obserwowane jest zmniejszenie Kklirensu
watrobowego o 50%. Nalezy zaznaczy¢, iz w takiej sytuacji nie jest konieczna modyfikacja
dawkowania, gdyz ilo$¢ powstajacego aktywnego metabolitu nie ulega zmianie wzgledem
iloSci u os6b zdrowych. [113, 114] Stgzenie w stanie stacjonarnym wymagane
do zahamowania 50% aktywnosci ACE (ICso) wynosi 3,6 nmol/L. Maksymalna inhibicja
aktywnosci ACE w stanie stacjonarnym nastgpuje po 2 - 4 h od podania 2, 4 lub 8 mg
peryndoprylu, a w osoczu utrzymuje si¢ powyzej 70% w czasie 24 h od podania leku.
Mechanizm ten nie jest zalezny od wieku oraz przynalezno$ci do grupy etnicznej, natomiast
znaczaco wzrasta po wielokrotnym podaniu w poréwnaniu do pojedynczej dawki u pacjentow
z cigzka niewydolnoscig nerek. W farmakoterapii nadci$nienia tg¢tniczego peryndopryl
skutecznie obniza ci$nienie skurczowe i rozkurczowe krwi oraz utrzymuje uzyskany efekt

przez co najmniej 24 h. [114-116]

2.8.3 Dawkowanie

W terapii nadci$nienia te¢tniczego stosuje si¢ preparaty zawierajace peryndopryl
w dawce od 4 do 10 mg. Poczatkowo jest zalecane podanie 4 - 5 mg leku, a po pierwszym

miesigcu terapii, w miar¢ potrzeby, mozna zwigkszy¢ ilos¢ do 10 mg. W przypadku,
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gdy pacjent choruje takze na nadciSnienie naczyniowo-nerkowe, zaburzenia wodno-
elektrolitowe lub ciezkie nadcisnienie tetnicze woOwczas leczenie nalezy rozpoczynaé
w warunkach szczegoélnego nadzoru medycznego z obnizeniem poczatkowej dawki leku
do 2,5 mg. Taka samg ilo$¢ substancji czynnej powinien zazywac pacjent stosujacy
jednoczes$nie leki moczopedne. RoOwnocze$nie wskazane jest zaprzestanie podawania lekow
zwigkszajacych diureze na okres 2-3 dni przed rozpoczgciem terapii peryndoprylem, a jezeli
nie jest to mozliwe, woéwczas nalezy monitorowa¢ czynno$¢ nerek oraz st¢zenie potasu we
krwi. Do grupy o zwickszonym ryzyku nadmiernej reakcji zalicza si¢ takze chorych
w podesztym wieku, z ciezka niewydolno$cig serca lub nerek, a takze osoby stosujace
rownoczesnie preparaty rozszerzajace naczynia. U pacjentdow z niewydolno$cig nerek

podawana ilo$¢ leku jest ustalana na podstawie pomiaréw klirensu kreatyniny. [114-116]

2.8.4 Bezpieczenstwo i tolerancja

Peryndopryl jest dobrze tolerowanym I-ACE. Najnowsze badania wskazuja, ze czgsto$é
wystepowania kaszlu wynosi 5%. Z terapii lekiem wycofato si¢ 2% pacjentow i stanowi
to najmniejsza warto$¢ wsrdd badanych inhibitorow ACE. Obrzek naczynioruchowy
wystepuje w 0,1% przypadkow. Inne mozliwe dziatania niepozadane (> 1%) to niedoci$nienie
tetnicze, hiperkaliemia, zaburzenia czynnosci nerek, bol i zawroty glowy, zmegczenie oraz
nudnosci. Przeciwwskazaniem do stosowania jest obecno$¢ jednostronnego badz

obustronnego zwezenia tetnic nerkowych oraz cigza. [110, 113-116]

2.9 Terapiaskojarzona

U wigkszosci pacjentow cierpigcych na nadci$nienie tetnicze i stosujagcych monoterapie,
istnieje niskie prawdopodobienstwo osiggni¢cia celow terapeutycznych. Preparaty dostepne
na rynku pozwalaja na obnizenie ci$nienia skurczowego maksymalnie 0 20 mm Hg,
a rozkurczowego o 10 mm Hg. Analizujac, monoterapia daje pozytywne skutki w leczeniu
jedynie tagodnego nadci$nienia. Badania kliniczne potwierdzaja, iz u ok. 66% populacji
chorych, aby utrzymaé¢ warto$¢ ci$nienia rozkurczowego ponizej 90 mm Hg konieczna jest
terapia skojarzona. Zgodnie z wytycznymi Polskiego Towarzystwa Nadci$nienia T¢tniczego
u wiekszosci pacjentow wskazane jest stosowanie minimum dwoch lekéw o dzialaniu
hipotensyjnym, a 20% chorych powinno przyjmowac co najmniej trzy leki. Co wigcej, zaleca

si¢ stosowanie preparatow ztozonych bedacych potaczeniem dwoch lub wickszej ilosci lekow
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hipotensyjnych zawartych w jednej tabletce, ze wzgledu na tatwo$¢ stosowania i lepsza

wspotprace z pacjentem. [117-119]

2.9.1 Ogolne zalozenia i korzysci

Glowng zaletg terapii skojarzonej jest poprawa kontroli ci$nienia tetniczego jak i tolerancji
leczenia. Jest to mozliwe do osiaggnigcia przez zazywanie preparatow o dzialaniu addycyjnym
badz synergistycznym. [117] Addycyjny efekt hipotensyjny towarzyszacy terapii
kombinowanej powoduje 5-krotnie lepszg skutecznos¢ w porownaniu do podwojonej dawki
leku stosowanego w monoterapii. [118] Co wiegcej, obserwuje si¢ silniejsze dzialanie
hipotensyjne, przy jednoczesnym zmniejszeniu mozliwosci wystgpowania dziatan
niepozadanych. Dodatkowo, prawidlowo skojarzone leki hipotensyjne wpltywaja
nefroprotekcyjnie oraz kardioprotekcyjnie. W poréwnaniu, przy stosowaniu monoterapii
podwojenie stosowanej dawki nasila efekt terapeutyczny jedynie o 30%, zwigkszajac
2-krotnie ryzyko nasilenia dziatan niepozadanych. Rozpoczynanie leczenia nadci$nienia
tetniczego od terapii skojarzonej skutkuje szybszym rezultatem. Zauwazono roéwniez,
ze pacjenci stosujacy kombinacje lekéw rzadziej przerywaja leczenie z powodu efektow
ubocznych niz ci, ktoérzy stosowali monoterapi¢. Zmniejszone ryzyko dziatan niepozadanych
oraz czynnikdéw choroby wiencowej korzystnie wplywaja na analiz¢ stosunku kosztow
do skutecznos$ci. Stosowanie preparatow ztozonych redukuje dzienng liczbe przyjmowanych
tabletek, co wplywa na komfort pacjentow i zwigksza efektywno$¢ leczenia, oraz jest

uzasadnione z przyczyn ekonomicznych. [117]

2.9.2 Zasady laczenia lekow

Jednoczesne stosowanie lekow hipotensyjnych nalezacych do réznych klas jest zalecane,
jezeli:
e mechanizmy ich dzialania sg r6zne 1 uzupeiniajg si¢ pomigdzy soba,
e istnieje przewaga skutecznosci leczenia skojarzonego w porOwnaniu z terapig
poszczegbdlnymi jego sktadnikami,

e nastepuje minimalizacja skutkow ubocznych poszczegolnych preparatow.

Do preferowanych, podstawowych polaczen lekowych w terapii nadci$nienia tetniczego
naleza:

¢ |I-ACE + antagonista wapnia,
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e |-ACE + diuretyk,
e antagonista receptora angiotensynowego + antagonista wapnia,

e antagonista receptora angiotensynowego + diuretyk. [119]
Do mozliwych polaczen naleza:
e [(-adrenolityk + antagonista wapnia,

e diuretyk + antagonista wapnia.

Przeciwwskazane polaczenia stanowig
¢ |- ACE + antagonista receptora angiotensynowego,
e diuretyk + B-adrenolityk. [115]

Wymienione zaleznosci zostaty zobrazowane na Rycinie 2.7.

Diuretyki tiazydowe

Beta-adrenolityki Antagonisci receptora Legenda:

angiotensynowego

preferowane potaczenia

— w— przydatne potg ie (z ograni

..... zliwe, mniej dokiadne

= m m s niezalecane potaczenie

Inne leki hipotensyjne Antagonisci wapnia

Inhibitory konwertazy
angiotensyny

Ryc. 2.7 Preferowane taczenia lekow hipotensyjnych w terapiach kombinowanych
(opracowanie wlasne, zrodto: Tykarski A., 2015 [114]).

2.9.3 Preparaty zlozone

Zgodnie z wytycznymi, rekomendowane jest rozpoczynanie terapii nadci$nienia tetniczego
potaczeniem matych dawek lekoéw. Idealny preparat, stanowigcy potaczenie dwoch réznych
substancji o dzialaniu przeciwnadci$nieniowym, musi spetnia¢ nastgpujace wymagania:
e utrzymywac¢ zdecydowanie lepsza kontrolg¢ parametrow cis$nienia tetniczego niz kazdy
z wchodzacych w sktad preparatu lek stosowany w monoterapii,
e wywotywa¢ mniej dziatan niepozadanych niz kazda ze sktadowych preparatu stosowana
W monoterapii,
e wplywac korzystnie na efekt metaboliczny,
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e redukowac¢ zmiany narzadowe,
e polepsza¢ wspotprace pacjenta z lekarzem,

e pod wzgledem farmakokinetycznym oraz farmakodynamicznym substancje wchodzace

w sktad preparatu nie powinny kolidowa¢ ze soba. [117, 121]

2.9.4 Polaczenie I-ACE z diuretykiem

Liczne badania kliniczne dowodzg o znacznej skutecznosci potgczenia I-ACE z diuretykiem
w terapii nadci$nienia, na skutek uzupelniania si¢ mechanizméw dziatania. [116-118, 121]
Diuretyk wplywa na zahamowanie reabsorpcji zwrotnej jonow  chlorkowych
I sodowych oraz pobudza diureze. W efekcie, nastepuje spadek objetosci
wewnatrznaczyniowej, co obniza warto$§¢ cisnienia tetniczego. Zmniejszenie oporu
obwodowego jest efektem spadku wrazliwosci $Cian naczyn na wplyw endogennych
substancji prowadzacych do ich obkurczania. 1-ACE zmniejszaja ilo$¢ angiotensyny Il
poprzez hamowanie enzymu konwertujacego, co prowadzi do rozszerzenia naczyn
oporowych, spadku produkcji aldosteronu oraz endoteliny. I-ACE dziataja na $rodbtonek
i uktad bradykininowy, zwigkszajac uwalnianie substancji 0 dziataniu
naczyniorozszerzajacym i nasilajg efekt hipotensyjny, prowadzac takze do obnizenia oporu
obwodowego bez zmian czg¢sto$ci rytmu serca oraz pojemno$ci minutowej. Zmniejszone
zostaje takze uwalnianie wazopresyny 1 aktywno$¢ uktadu adrenergicznego. I-ACE niweluja
mechanizmy kompensacyjne, ktore pojawiaja si¢ na skutek zazywania diuretyku
tiazydowego. Ponadto, wlaczenie tej grupy do leczenia tiazydami zapobiega postgpowi
zaburzen elektrolitowych oraz metabolicznych, przede wszystkim zwigkszaniu hiperurykemi,

hipokaliemii czy insulinoopornosci, ktore moga towarzyszy¢ terapii diuretynami. [118]

W Polsce dostepne sg nastepujace potgczenia I-ACE i diuretyku [119]:
e peryndopryl i indapamid,

ramipryl i hydrochlorotiazyd,

lizynopryl i hydrochlorotiazyd,

enalapryl i hydrochlorotiazyd,

cilazapryl i hydrochlorotiazyd,
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e chinapryl i hydrochlorotiazyd,
e benazepryl i hydrochlorotiazyd,

e zofenopryl i hydrochlorotiazyd.

2.9.5 Peryndopryl i hydrochlorotiazyd w preparatach zlozonych

Rozpoczecie terapii nadcisnienia tetniczego od kombinacji matymi dawkami I-ACE z lekiem
moczopednym uwaza si¢ za uzasadniony wybor. W obowigzujacych wytycznych
ugruntowang pozycje, oparta o szereg badan klinicznych, posiada potaczenie peryndoprylu
i indapamidu. Oba leki wykazuja synergizm dzialania hipotensyjnego, co wigcej,
metaboliczna neutralno$¢ indapamidu klasyfikuje potaczenie jako optymalne. [120, 121]
Posrod I-ACE, peryndopryl w preparatach ztozonych zajmuje pierwsza pozycje. Jego dlugi
okres dziatania zapewnia catodobowa skuteczno$¢, ponadto korzystne dzialanie plejotropowe
U pacjentéw z chorobami towarzyszacymi utwierdza go na pozycji lidera. [122, 123]
Hydrochlorotiazyd obecny w preparacie ztozonym w dawce 12,5 mg lub 25 mg wykazuje
wigksza skuteczno$¢ od monoterapii poszczegdlnymi sktadowymi. Badania kliniczne dowodza,
ze stosowanie wickszych dawek zwigzku, powyzej 50 mg na dobg, nie nasila efektu
hipotensyjnego, a jedynie zwigksza skutki uboczne. Zmniejszanie dawki diuretyku tiazydowego
skutkuje wzrostem tolerancji na lek 1 jednoczes$nie ogranicza szkodliwy wptyw na metabolizm.

Synergistyczne dziatanie peryndoprylu i hydrochlorotiazydu jest udowodnione badaniami
klinicznymi. Skuteczno$¢ w obnizaniu cisnienia jest spowodowana réznymi, a jednoczesnie
uzupelniajacymi si¢ mechanizmami. Przeprowadzajagc badanie na grupie pacjentow,
wykazano, iz polaczenie peryndoprylu w dawce 4 mg i hydrochlorotiazydu w dawce 12,5 mg
jest bardzo skuteczne i dobrze tolerowane. Ponadto, w grupie stosujacej kombinacje
wykazano wigkszy spadek ci$nienia niz u pacjentdw stosujgcych monoterapi¢, a parametry
farmakokinetyczne nie wykazywaly istotnych réznic u obu grup. W przypadku terapii
kojarzonej chorzy zglaszali niewielkie i niespecyficzne dzialania niepozadane, co istotne,
nie wystepowaty czeSciej] w grupie otrzymujacej jeden preparat. Nie zaobserwowano takze
istotnych réznic mas ciata chorych, czy zmian w parametrach laboratoryjnych. [122]

Na rynku polskim brak jest gotowego preparatu zawierajacego jednoczesnie peryndopryl

oraz hydrochlorotiazyd. [124]
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2.10 Metody analityczne oznaczania peryndoprylu

Wysokosprawna chromatografia cieczowa

Do oznaczania peryndoprylu w preparatach farmaceutycznych najszersze zastosowanie
znalazta metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) w odwroconym uktadzie
faz. [125] Omawiang substancj¢ czynng analizowano w preparatach ztozonych w potaczeniu
Z losartanem, amlodyping oraz indapamidem, Metoda HPLC wykorzystywana jest rowniez
do oddzielenia 1 identyfikacji zanieczyszczen soli peryndoprylu znajdujacych sie
w preparatach farmaceutycznych, a takze do odroznienia analizowanej substancji aktywnej
od produktow rozpadu, a takze do oznaczania w osoczu. [124 -133] Faz¢ stacjonarng
stanowily najczgsciej kolumny chromatograficzne C18 oraz rzadziej C8 lub C2, natomiast
jako faze ruchoma najczg$ciej uzywano mieszanin acetonitrylu i buforu fosforanowego
(w zakresie pH od 2 do 3,6). Stosowano rowniez dodatek kwasu heptano-sulfonowego,
trietyloaminy, nadchloranu sodu, metanolu oraz kwasu nadchlorowego. [125]

Prawie we wszystkich publikacjach sugeruje si¢ detekcje leku metodg spektrofotometrii
UV. Przy oznaczaniu substancji w preparatach ztozonych detekcji dokonuje si¢ przy wspoélnej
dlugosci fali oraz przy Amax fal dla kazdej z analizowanych substancji. Bardzo rzadko
uzywano rowniez detektora z matryca diodowa (PDA) co umozliwito zarejestrowanie catego

widma dla oznaczanego zwigzku. [134-136]

Chromatografia cienkowarstowa

Peryndopryl mozna analizowa¢ takze za pomoca chromatografii cienkowarstwowej (TLC)
oraz wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej (HPTLC), co wykorzystano przy

jego oznaczaniu w preparacie z amlodyping oraz indapamidem. [137-138]

Metody spektrofotometryczne

Analizy peryndoprylu w preparatach farmaceutycznych dokonano rowniez metodami
optycznymi, gdzie wykorzystywano technike spektrofotometrii klasycznej oraz metode
spektrofotometrii pochodnej. [139] Jedna z metod opierata si¢ na tworzeniu ekstrahowalnego
barwnego kompleksu leku z odczynnikiem Indigo Carmine, inna na rekacji grupy aminowej
z 2A4-dinitrofluorobenzenem. [140, 141] Kolejne zaproponowane metody opieraly si¢

na tworzeniu trojsktadnikowego kompleksu miedzy cynkiem (II), eozyng i peryndoprylem,
40

Anna Juszczak ,, Trwato$¢ peryndoprylu w fazie statej oraz synteza nowych pochodnych inhibitoréw konwertazy angiotensyny”



Czesc¢ teoretyczna

ktory ekstrahowano chloroformem lub na reakcji leku z jodem w dichlorometanie, w wyniku
czego powstaje barwny kompleks. [142]

Jest mozliwe takze oznaczanie peryndoprylu inng selektywng i1 czulg technikg jaka jest metoda
spektrofluorometryczna. Lek oznacza si¢ po reakcji z chlorkiem dansylu w srodowisku
alkalicznym, w wyniku ktorej powstaje wysoce fluorescencyjna pochodna. Metoda jest

uznanawana za porownywalnie doktadng z HPLC. [143]
Chromatografia gazowa

Uzyta metoda polega na derywatyzacji peryndoprylu bromkiem pentafluorobenzylu
w acetonie, stosujac weglan potasu jako zasadowy katalizator. Nie stwarzajac drastycznych
warunkow, wysoce polarny i nielotny peryndopryl moze derywatyzowa¢ do pochodnej
oznaczalnej przy uzyciu metody chromatografii gazowej. Metoda okazata si¢ takze skuteczna

przy analizie peryndoprylu w tabletkach. [144]

2.11 Poszukiwanie nowych pochodnych I-ACE

Ze wzgledu na fakt, iz leki z grupy I-ACE w toku badan nad ich stabilnoscia, okazaty si¢ by¢
nietrwale w warunkach podwyzszonej temperatury i wilgotnosci wzglednej powietrza [145-
153], chemia medyczna ciggle poszukuje nowych zwigzkéw o takim samym profilu
farmakologicznym, lecz o zwigkszonej trwato$ci. Szczegolny nacisk kladzie sig
na modyfikacje takich miejsc w strukturze czasteczki, ktore sg odpowiedzialne za szybki
rozktad leku:

e ugrupowanie estrowe — niezwykle nietrwate, prowadzace do hydrolizy,

e Dbezposrednie polozenia grupy amidowej i pierscienia — odpowiedzialne

Za Wewnatrz czasteczkowa cyklizacje.

Znajac polozenie centrow aktywnych |I-ACE wzgledem enzymu konwertujacego angiotensyne
(Ryc. 2.8 i 2.9), mozna dokonuje si¢ prob rozwoju tej grupy lekow, poprzez sprawdzenie, jakie
modyfikacje moga wplyna¢ pozytywnie na wlasciwosci fizkochemiczne czasteczek, jednoczesnie

nie zmniejszajac ich powinowactwa do enzymu. [152, 153]
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Ryc. 2.8 Wizualizacja interakcji migdzy peryndoprylatem a aminokwasami kieszeni enzymu.

[154, 155]

Ryc. 2.9 Potozenie peryndoprylatu (kolor zielony) w obrebie kieszeni enzymu 2x94.pdb
(plik pobrany z bazy Protein Data Bank). [156]
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Inspirujagcymi badaniami byty prace przeprowadzone zespot Gomez'a, w ktorych wykazano,
ze ugrupowanie estrowe nie jest niezbednym fragmentem, warunkujagcym dziatanie

biologiczne, a co juz moze warunkowac potencjalnie wickszg trwatos¢. [157]

Opierajac si¢ na powyzszych badaniach, mozna wnioskowac, iz najistotniejsze modyfikacje
w czasteczce [-ACE powinny dotyczy¢:

e obszaréw S1, S1’, S2°,

e eliminacji grupy estrowej,

o eliminacji grupy karboksylowej w pierscieniu indoliny.
Mozna przypuszczaé, iz takie modyfikacje w budowie czgsteczki (Ryc. 2.10) nie tylko
wplyna korzystnie na jej chemiczna trwato$¢, ale takze dadza mozliwo§¢ wprowadzenia
interesujagcego uktadu podstawnikoéw, ktory moze zwigksza¢ jej potencjat jako zmiatacza

wolnych rodnikow.

Ryc. 2.10 Struktura czgsteczki projektowanych I-ACE z zaznaczonymi miejscami modyfikacji
(opracowanie wilasne, zrodto: Gomez A., 2015).

2.12 Wyznaczenie wartosci LogP

Jednym z najwazniejszych parametrow stosowanym w zakresie przewidywania aktywnosci
biologicznej danej substancji, a takze jej toksycznos$ci, jest lipofilowos¢, ktora warunkuje
rozpuszczalno$¢ oraz przenikanie czasteczek przez blony biologiczne. Stanowi ona
powinowactwo czasteczek do fazy hydrofobowej oraz fazy hydrofilowej, co wynika
z oddziatywan migdzymolekularnych zachodzacych pomigdzy czasteczkami substancji
rozpuszczonej a rozpuszczalnikiem. Lipofilowo$¢ jest jednym z  parametrow
wykorzystywanych w projektowaniu nowych substancji leczniczych oraz w ocenie
aktywnosci farmaceutykow dostepnych na rynku. Najczesciej wigksza lipofilowos¢ wigze si¢

ze zwigkszong przenikalno$cia, warunkujaca aktywnos$¢ biologiczng. Zbyt duza warto$¢ tego

43

Anna Juszczak ,, Trwato$¢ peryndoprylu w fazie statej oraz synteza nowych pochodnych inhibitoréw konwertazy angiotensyny”



Czesc¢ teoretyczna

parametru takze nie jest pozadana, gdyz powoduje zbyt duze powinowactwo do lipidéw
(mogace prowadzi¢ do absorpcji przez btony) i hamuje przenikanie przez warstwy
hydrofilowe. Odpowiednia warto§¢ LogP gwarantuje optymalne warto$ci 1 utatwiony

transport przez blony biologiczne (Ryc. 2.11). [168, 169]

wysoka Wartosci optymalne
O<Log P<3
Stabe Staba
przenikanie przez rOZpUSZCZﬁ!ﬂDSC
w wodzie

btony

biodostepnos¢
po podaniu doustnym

-4 -3 -2 -1 0 1+ 2 3 4 5 6 7
Log P

-
-
=

Ryc. 2.11 Wykres obrazujacy korelacje miedzy LogP a rozpuszczalnoscig i przenikalnoscig przez
btony biologiczne (opracowanie wiasne, zrodto: Kujawski J., 2012).

Lipofilowos$¢ substancji leczniczych mozna wyznaczy¢:
e metoda ekstrakcyjng w uktadzie oktanol — woda,
e metoda chromatografii cienkowarstwowej w odwroconym uktadzie faz,
e metodg czyli wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwrdoconym uktadzie faz,

e metodami teoretycznymi z zastosowaniem odpowiednich programow obliczeniowych

(np. miLogP, ALOGPS).
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3. Cel badan

W niniejszej czgéci pracy doktorskiej zaprezentowana zostanie szczegoétowa analiza trwatosci
peryndoprylu z tert-butyloaming oraz argininianu peryndoprylu:

e W postaci czystej substancji,

e W mieszaninie modelowej z hydrochlorotiazydem,

e W preparacie farmaceutycznym.

Przedstawiona zostanie rowniez synteza nowych pochodnych I-ACE w celu okreslenia
wptywu budowy na:

e trwalos¢,

e wlasciwosci biologiczne,

o wlasciwosci antyoksydacyjne.

Szczegotowe cele probleméw badawczych dotyczyty:
I. Walidacji metod analitycznych do badan kinetycznych.

I1. Oceny trwatosci peryndoprylu z tert-butyloaming oraz argininianu peryndoprylu in pure
w warunkach:
a. stalej, podwyzszonej wilgotnosci wzglednej powietrza (RH = 76,4%) oraz

podwyzszonej temperatury,

b. statej, obnizonej wilgotnosci wzglednej powietrza (RH = 0,0%) oraz podwyzszonej

temperatury,

c. statej, podwyzszonej temperatury (T = 333 K) i podwyzszonej wilgotnosci powietrza

(RH 50,9% - 76,4%).

I1l. Oceny wptywu hydrochlorotiazydu na trwatos¢ peryndoprylu z tert-butyloaming oraz
argininianu  peryndoprylu w mieszaninach modelowych w warunkach statej,
podwyzszonej temperatury (T = 333 K) i podwyzszonej wilgotnosci powietrza

(RH 50,9% - 76,4%).

IV. Oceny trwatosci peryndoprylu z tert-butyloaming oraz argininianu peryndoprylu
w preparatach handlowych w warunkach statej, podwyzszonej wilgotnos$ci wzgledne;j

powietrza (RH = 76,4%) oraz podwyzszonej temperatury.
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V. Oceny wlasciwosci antyoksydacyjnych wybranych inhibitorow konwertazy

angiotensyny.
VI. Syntez¢ nowych pochodnych inhibitorow konwertazy angiotensyny, oraz oceng
ich wiasciwosci:
a. antyoksydacyjnych,
b. biologicznych, poprzez:

e 0szacowanie aktywno$ci biologicznej zwigzkow wobec acetylocholinoesterazy
(AChE) i butyrylocholinoesterazy (BuChE),
e przenikalno$ci przez btony biologiczne - wyznaczenie wartosci LogP,
e oszacowanie zdolno$ci inhibowania enzymu konwertujagcego angiotensyne —
in silico.
c. fizykochemicznych, poprzez badanie trwato$ci w warunkach:
e stalej, podwyzszonej wilgotno$ci wzglednej powietrza (RH = 76,4%)

oraz podwyzszonej temperatury,

e stalej, obnizonej wilgotnosci wzglednej powietrza (RH = 0,0%)

oraz podwyzszonej temperatury.
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Il. Czegs¢ doswiadczalna
ETAP I

4. Badania trwalosci peryndoprylu z tert-butyloaming (PERy)

oraz argininianu peryndoprylu (PERz)

4.1 Materialy do badan i odczynniki

Materialy

peryndopryl tert-butyloaminy, Bachem, seria L-2780-004-020,

peryndopryl argininy, Apotex Pharmachem India, serial PEPFA00912,

tabletki Prestarium 5 mg i 10 mg, Les Laboratoires Servier, serie 333494 i 482569,
tabletki Prenessa 4 mg i 8 mg, KRKA-POLSKA, serie P36182 i P32921,
hydrochlorotiazyd, Sigma-Aldrich, seria XP2807,

chlorowodorek oksymetazoliny, Sigma-Aldrich, seria FP6729

Odczynniki

woda bidestylowana,

kwas orto-fosforowy 95%, POCh S.A., Gliwice,
diwodorofosforan (V) potasu (KH2POs), POCh S.A., Gliwice,
acetonitryl, jakos¢ HPLC, Merck, Darmstadt, Niemcy,
metanol, cz.d.a., POCh S.A. Gliwice,

chlorek sodu, POCh S.A., Gliwice,

bromek sodu, POCh S.A., Gliwice,

azotan sodu, POCh S.A., Gliwice,

bromek potasu, POCh S.A., Gliwice.

Aparatura

spektrofotometr UV-VIS, Lambda 20, Perkin Elmer,

wysokosprawny chromatograf cieczowy wyposazony w:

o pompe¢ LC—6A, Shimadzu,
o detektor UV-VIS, SPO-6AV, Shimadzu,
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o integrator c-RGA, Chromatopac, Schimadzu,
o dozownik z petla dozujaca Rheodyne Berkeley, California 7125, USA,
o kolumne LiChrospher ® 100 RP-18

Sprzet pomocniczy

o komory cieplne KBC-125W, WAMED,

. mikrostrzykawka 100 pl, Hamilton,

. phuczka ultradzwigkowa,

o waga analityczna Satorius Extend ED 124S, Satorius,

o saczek szklany ze szkla spiekanego o $rednicy porow 0,22 um, Millipore,
o saczki ilosciowe twarde 390, Munktell,

o laboratoryjny sprzgt szklany (kolbki, pipety, naczynka wagowe),

o aparat kwarcowy do podwdjnej destylacji wody Haraeus, Niemcy.

4.2 Metoda analityczna do oznaczania peryndoprylu z tert-butyloaming

oraz argininianu peryndoprylu

Analize kinetyki rozktadu peryndoprylu z tert-butyloaming oraz argininianu peryndoprylu

w fazie statej przeprowadzono metoda RP-HPLC z detekcja UV stosujgc nastepujace

parametry rozdziatu:

o faza stacjonarna: kolumna chromatograficzna LiChrospher ® 100 RP-18 (5 pm),
o wymiarach 250 mm x 4 mm (Merck, Darmstadt),

o faza ruchoma: acetonitryl — bufor fosforanowy pH 2,0 (70 : 30 v/v),

. szybkos$¢ przeptywu fazy ruchomej: 1,2 ml/min,

o dlugos$c¢ fali detektora: 215 nm,

. temperatura badan: niekontrolowana,
o wzorzec wewnetrzny:  metanolowy roztwor  chlorowodorku  oksymetazoliny
0,025 mg/ml,

. objetos¢ nastrzyku: 20 pl.
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4.3 Procedury

Procedura 1. Przygotowanie buforu fosforanowego o pH 2,0

Odwazano 0,0681g diwodorofosforanu potasu, rozpuszczano w okoto 400 ml wody destylowanej
w kolbie miarowej o pojemnosci 500 ml. Roztwor doprowadzano do pH 2,0

85% kwasem orto-fosforowym i uzupetniano woda destylowana do kreski.

Procedura 2. Przygotowanie fazy ruchomej

Odmierzano odpowiednie objetosci acetonitrylu oraz buforu fosforanowego o pH 2,0, tak aby
zachowac¢ stosunek objetosciowy 70:30 v/v. Nastepnie zmieszang faze ruchomg, przesaczano
przez saczek ze szkla spiekanego o wielkosci porow 0,45 um, umieszczano w tazni

ultradzwiekowej na 20 minut w celu odgazowania.

Procedura 3. Przygotowanie roztworu peryndoprylu z tert-butyloaming / argininianu
peryndoprylu o stezeniu 0,4 mg/ml — roztwor porownawczy

Odwazano 10,0 mg badanej substancji do kolby miarowej pojemnosci 25 ml. Dodawano
okoto 20 ml metanolu, mieszano do rozpuszczenia substancji, uzupetmiano tym samym

rozpuszczalnikiem do kreski i zmieszano (roztwor A).

Procedura 4. Przygotowanie probek peryndoprylu z tert-butyloaming | argininianu
peryndoprylu do analizy kinetycznej

Do szklanych fiolek o pojemnosci 5 ml odwazano po 10,0 mg badanej substancji, ktore
ogrzewano w komorach cieplnych, w wybranych warunkach stosowanych w badaniach
kinetycznych. W okreslonych odstepach czasu probki wyjmowano z komory cieplnej
1 po ochtodzeniu do temperatury pokojowej, przenoszono ilosciowo do kolb miarowych
o pojemno$ci 25 ml. Substancje rozpuszczano w metanolu i uzupelnianio tym samym

rozpuszczalnikiem do 25,0 ml (roztwor B).
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Procedura 5 Przygotowanie roztworu chlorowodorku oksymetazoliny o stezeniu 0,025 mg/ml-

wzorzec wewnetrzny

Odwazano 10,0 mg chlorowodorku oksymetazoliny do kolby miarowej o pojemno$ci 100 ml,
rozpuszczano w 10 ml metanolu i uzupelniano rozpuszczalnikiem do kreski.
Pobierano 25,0 ml tego roztworu, przenoszono i uzupetniano metanolem do 100 ml (roztwor

wzorca wewnetrznego - Wy).
Wykonanie oznaczenia:

Do 1,0 ml roztworu A i B dodawano po 1,0 ml roztworu Wy, otrzymujac roztwory Az
i B1. Roztwory A1 i B1 nanoszono na kolumng chromatograficzng (20 ul) i otrzymywano

chromatogramy.

Procedura 6. Przygotowanie roztworow peryndoprylu z tert-butyloaming oraz argininianu
peryndoprylu w zakresie stgzen 0,004% do 0,040%

Do kolby miarowej pojemnosci 50 ml odwazano doktadnie 20,0 mg badanej substancji.
Dodawano 30 ml metanolu mieszano do rozpuszczenia, uzupetniano tym samym
rozpuszczalnikiem do kreski (roztwor podstawowy). Pobierano 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0;
8,0; 9,0; 10,0 ml roztworu podstawowego, przenoszono do kolb miarowych o pojemosci

10 ml i uzupetniano metanolem do kreski, otrzymujgac roztwory Li.

Wykonanie oznaczenia:

Do 1,0 ml roztworéw Li dodawano 1,0 ml roztworu wzorca wewngtrznego (sporzadzonego
wg Procedury 5). Nanoszono 20 ul na  kolumn¢  chromatograficzng

i wykreslano chromatogramy.

Procedura 7. Precyzja i doktadnosé

Precyzjc metody RP-HPLC okreslano na podstawie obliczonej wartosci Wz,
a doktadno$¢ wyznaczano na podstawie odzysku [%]. Parametry wyznaczone zostaty zgodnie
Z ponizszym postepowaniem, stosujac wzory zamieszczone w Rodziale 2.7. Roztwory
poréwnawcze sporzagdzano zgodnie z Procedurg 3. Dla kazdego stezenia przygotowano

6 prob mieszajac 1,0 ml odpowiedniego roztworu z 1,0 ml roztworu wzorca wewnetrznego.
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Analize RP-HPLC dla kazdej proby przeprowadzano w przedziale czasowym trzech
kolejnych dni, powtarzajac kazdy pomiar trzykrotnie. Warto$¢ stezenia PER: 1 PERa

0znaczonego oraz odzysku obliczono ze wzoru:

14 M 100

C[%]:PPL/PWS Wz [%] -
PpERwz 100 m Z

gdzie Pper - pole powierzchni pikow chromatogramu odpowiednio roztworu badanego PER; lub PER,,
roztworu wzorcowego (Pperwz) oraz wzorca wewnetrznego (0ks), Wz [%] - stgzenie roztworu

wzorcowego P permwz IUD P perawz, V - wspotczynnik rozcienczen, m - odwazka, z - warto$¢ rzeczywista.

Przygotowano roztwory PER; oraz PER, w metanolu o stezeniach 0,004% oraz 0,040%.
Dla kazdego stezenia przygotowano 6 prob i kazda seri¢ oznaczano w trzech kolejnych

dniach, powtarzajac kazdy pomiar trzykrotnie.

Procedura 8. Badania kinetyczne PER; i PER,
Do fiolek szklanych o pojemnosci 5 ml odwazano po 10,0 mg PER: lub PER..

I umieszczano w tazni piaskowej (dla warunkow obnizonej wilgotnosci wzglednej powietrza
RH = 0%) lub eksykatorach, gdzie warunki odpowiedniej wilgotnosci wzglednej uzyskano
stosujgc nasycone roztwory odpowiednich soli nieorganicznych (NaBr — 50,9%, NaNO3z —
66,5%, NaCl — 76,4%). Laznie piaskowe i eksykatory umieszczano w komorach cieplnych
0 temperaturze: 333K, 343K, 353 K, 363 K, 373 K oraz 383 K. W okreslonych odstgpach
czasu wyjmowano fiolki z komory cieplnej. Ochtadzano probki do temperatury pokojowej,
rozpuszczano w 25,0 ml metanolu (roztwor B;).

Do 1,0 ml roztworu Bi dodawano 1,0 ml roztworu Wy, zmieszano - roztowory Pj. Na kolumne
chromatograficzng nanoszono po 20 pl analizowanych roztworow Pi i rejestrowano

chromatogramy.

Procedura 9. Przygotowywanie mieszanin modelowych z hydrochlorotiazydem (HTH)

Mieszanina modelowa peryndopryl tert-butyloaminy - hydrochlorotiazyd — (MM 1)

Mieszaning modelowa PER; i HTH przygotowywano przez homogenzacj¢ obu sktadnikow
W mozdzierzu przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Ze wzgledu
na stosowanie w lecznictwie preparatow z PER: w dawce 4 mg lub 8 mg, natomiast
preparatow z HTH w dawce 12,5 mg lub 25 mg, substancje taczono w stosunku 8:12,5 (w/w).
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Mieszanina modelowa peryndopryl argininy - hydrochlorotiazyd - MM 11

Mieszaning modelowa PERa I HTH przygotowywano przez homogenzacje¢ obu sktadnikow
w mozdzierzu przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Ze wzgledu na stosowanie
w lecznictwie preparatow z PERa w dawce 5 mg lub 10 mg, natomiast preparatow z HTH

w dawce 12,5 mg lub 25 mg, substancje taczono w stosunku 10:12,5 (w/w).

Procedura 10. Oznaczanie mieszanin modelowych MM | oraz MM 1l

Do fiolek odwazono 15,0 mg MM | oraz MM Il. Odwazone probki wstawiano
do eksykatoréw umieszczonych w komorze cieplnej T = 333 K. Warunki odpowiednigj
wilgotnosci wzglednej w eksykatorach uzyskiwano stosujac nasycone roztwory odpowiednich
soli nieorganicznych (NaBr — 50,9%, NaNOs - 66,5%, NaCl - 76,4%).
Po okreslonym czasie probki wyjmowano, po ochtodzeniu do temperatury pokojowej
rozpuszczano w 25,0 ml metanolu. Do 1,0 ml tak przygotowanego roztworu dodawano 1,0 ml
roztworu wzorca wewngtrznego, otrzymujac roztwory Mi. Na kolumng chromatograficzng

nanoszono 20 pl roztworéw M; i rejestrowano chromatogramy.

Procedura 11. Przygotowanie tabletek z PER: i PERa do badan kinetycznych

e okreslenie Sredniej masy tabletki
Zwazono pojedynczo doktadnie 30 tabletek preparatow: Prestarium 5 mg i 10 mg
(substancja czynna PER) oraz Prenessa 4 mg i 8 mg (substancja czynna PER,) i obliczono
srednie masy tabletek,

e analiza zawartoS$ci tabletek

Tabletke Prenessa w dawce PER: 4 mg lub Prestarium w dawce PERa 5 mg, umieszczono
w  Kkolbce miarowej o pojemnosci 50 ml i dodano 10 ml wody.
Po rozpadzie tabletki dodano 24,0 ml metanolu. Zawarto$¢ wytrzasano przez 15 minut,
przesaczano przez podwodjny saczek bibutowy. Do 1,0 ml tak przygotowanego roztworu
dodano 1,0 ml roztworu wzorca wewngtrznego, otrzymujac roztwory Ti. Na kolumne
chromatograficzng nanoszono 20 pl roztworu Ti i rejestrowano chromatogramy. Zawarto$¢
PER: i PERa obliczono dla kolejnych 10 prob.
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o Badania kinetyczne tabletek z PER¢

Tabletki A — tabletki Prenessa 4 mg

Przepotowione tabletki Prenessa w dawce PER:; 4 mg, umieszczano we fiolkach
o pojemnosci 5 ml i wstawiano do komory cieplnej o wybranej temperaturze. Po okreslonym
czasie fiolki wyjmowano, przepotowione tabletki wazono, umieszczano w kolbach
miarowych o pojemno$ci 50 ml i dodawano do kazdej 1,0 ml wody. Po rozpadzie
przepotowionych tabletek dodawano 24,0 ml metanolu. Zawarto$¢ wytrzasano przez
15 minut, przesaczano przez podwojny saczek bibutowy. Do 1,0 ml tak przygotowanego
roztworu badanego dodano 1,0 ml roztworu wzorca wewnetrznego, otrzymujac roztwory TA.
Na kolumne chromatograficzng nanoszono 20 pl roztworu TA; i rejestrowano

chromatogramy.

Tabletki B — Prenessa 8 mg

Tabletki  Prenessa w dawce PER: 8 mg, umieszczono we  fiolkach
o pojemnosci 5 ml i wstawiano do komory cieplnej o wybranej temperaturze. Po okre§lonym
czasie fiolki wyjmowano, nastepnie tabletki umieszczono w kolbach miarowych o pojemnosci
50 ml i dodawano 1,0 ml wody. Po rozpadzie tabletek dodawano 24,0 ml metanolu.
Zawarto$¢ wytrzgsano przez 15 minut, przesaczano przez podwodjny saczek bibutowy.
Do 1,0 ml tak przygotowanego roztworu oraz roztworu wzorca wewngtrznego, otrzymujac
roztwory TBij Na kolumne chromatograficzng nanoszono 20 pl roztworu TB;

i rejestrowano chromatogramy.

o Badania kinetyczne tabletek z PERa

Tabletki C — Prestarium 5 mg

Przepotowione tabletki Prestarium w dawce PERa 5 mg, umieszczano we fiolkach
o pojemnosci 5 ml i wstawiano do komory cieplnej 0 wybranej temperaturze. Po okreslonym
czasie fiolki wyjmowano, przepotowione tabletki wazono, umieszczano w Kkolbach
miarowych o pojemnosci 50 ml i dodawano 1,0 ml wody. Po rozpadzie przepotowionych
tabletek dodawano 24,0 ml metanolu. Zawarto$¢ wytrzasano przez 15 minut, przesgczano
przez podwojny saczek bibutowy. Do 1,0 ml tak przygotowanego roztworu dodano 1,0 ml
roztworu wzorca wewngtrznego, otrzymujac roztwory TCi. Na kolumne¢ chromatograficzng
nanoszono 20 pl roztworu TC; i rejestrowano chromatogramy.
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Tabletki D — Prestarium 10 mg

Tabletki Prestarium w dawce PER; 10 mg, umieszczano we fiolkach o pojemnosci 5 ml
i wstawiano do komory cieplnej o wybranej temperaturze. Po okres§lonym czasie fiolki
wyjeto, nastepnie tabletki umieszczano w kolbach miarowych o pojemnosci 50 ml
I dodawano do kazdej 1,0 ml wody. Po rozpadzie tabletek dodawano 24,0 ml metanolu.
Zawarto$§¢ wytrzasano przez 15 minut, nast¢pnie, przesgczano przez podwojny saczek
bibutowy. Do 1,0 ml tak otrzymanego roztworu dodano 1,0 ml roztworu wzorca
wewnetrznego, otrzymujac roztwory TDi. Na kolumne chromatograficzng nanoszono 20 pl

roztworu TD; i rejestrowano chromatogramy.

Procedura 12. Przygotowanie roztworu DPPH

Do kolby miarowej 100 ml odwazono 19,71 mg DPPH, rozpuszczano w 30 ml alkoholu
metylowego, uzupelniano do 100,0 ml tym samym rozpuszczalnikiem, otrzymujgc stezenie
0,5 mM. Otrzymany roztwdr rozcienczano tak, by jego absorbancja przy dlugosci fali

A =517 nm wynosita okoto 1,23.

Procedura 13. Przygotowanie probek do badania wlasciwosci antyoksydacyjnych

Odwazano doktadnie po 50,0 mg cilazaprylu, imidaprylu, peryndoprylu, ramiprylu,
chinaprylu oraz lizynoprylu, dodawano do kazdego zwigzku 1,5 ml roztworu DPPH.
Mierzono absorbancj¢ w temperaturze pokojowej po 1, 3, 6, 9, 12, 15 i 30 minutach
oddziatywania wybranych substancji I-ACE z DPPH. Rejestrowano widma absorbancji
w zakresie 420 - 600 nm stosujgc spektrofotometr UV-Vis Genesys 10 S (Thermo Scientific
Company, Massachusets, USA z oprogramowaniem VISIONIlite (Thermo Scientific

Company, Massachusets, USA) oraz Origin 2016 (OriginLab Company, lllinois, USA).

55

Anna Juszczak ,, Trwato$¢ peryndoprylu w fazie statej oraz synteza nowych pochodnych inhibitoréw konwertazy angiotensyny”



Cz¢$¢ doswiadczalna — Etap |

4.4 Wyniki

4.4.1 Rewalidacja metody RP-HPLC

Selektywno$¢é metody

Selektywnos¢ metody wzgledem peryndoprylu z tert-butyloaming oraz argininianu
peryndoprylu potwierdzono analizujac wykreslone chromatogramy. Roztwory do badan

przygotowano wg Procedur 3, 4, 5. Chromatogramy przedstawia Ryc. 4.1.

P

U UG

0 10

Il v

Ryc. 4.1 | - Chromatogram PER; (P; tr — 5,5 min), wzorca wewnetrznego (W; tr — 9,5 min );

Il - Chromatogram PER; (P; tr — 5,5 min), produktu rozktadu (R; tr — 3,5 min), wzorca wewngtrznego
(W; tr — 9,5 min); 111 - Chromatogram PER, (P; tr — 5,5 min), wzorca wewnetrznego (W; tr — 9,5
min); I\VV- Chromatogram PER, (P; tr — 5,5 min), produktu rozktadu (R; tr — 3,5 min), wzorca
wewnetrznego (W, tr — 9,5 min).
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Liniowos¢ metody analitycznej

Wyznaczono dwie krzywe wzorcowe w zakresie stezen 0,004% do 0,040% dla metanolowych
roztworéw peryndoprylu z PER: oraz PERa. wg Procedury 6. Wyniki wraz z ocena

statystyczng zamieszczono w Tabelach 4.1 1 4.2. oraz na Ryc. 4.2 14.3.

Tabela 4.1 Wyniki oznaczenia roztworéw peryndoprylu z tert-butyloaming oraz ocena statystyczna

krzywej wzorcowej

Lp Objetos¢ Stezenie PilPw;
roztworu TOZtWOrow
podstawo- L [%]
wego [ml]
1. 1,0 0,004 0,125
1,60 -
2. 2,0 0,008 0,245 N
§1,2o
3, 30 0012 | 0368 |
0,80 -
4, 4,0 0,016 0,476
0,40 -
5. 5,0 0,020 | 0563 000 . . . . .
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
6. 6,0 0,024 0,674 C[%]
7. 7,0 0,028 0,804 Ryc. 4.2 Prostoliniowa zalezno$¢ Pi/Pw,=f(c[%])
peryndoprylu z tert-butyloaming.
8. 8,0 0,32 0,924
9. 9,0 0,036 1,011
10. 10,0 0,040 1,150

Ocena statystyczna réwnania prostej Pi/Pw.-f(C); y = ax + b: a + 4a = 27,961 + 0,80;
b +4b=0,0186 +0,019; Sy=0,013; S.=0,348; S, = 0,008; r = 0,999

Ocena statystyczna réwnania prostej; Pi/Pw.=f(C) y = ax: a + 4a = 28,62 + 0,74;
Sa=0,328; Sy=0,012; r=0,999

LOD =0,014; LOQ = 0,042
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Wartos¢ wspotczynnika b prostej y = ax + b jest nieistotna, co wykazano testem t-Studenta; % =2,16;
warto$¢ ta jest mniejsza od wartosci krytycznej t,.(8) = 2,306

Tabela 4.2 Wyniki oznaczenia roztworéw argininianu peryndoprylu oraz ocena statystyczna
krzywej wzorcowej

Lp Objetos¢ Stezenie | PilPw;
roztworu | roztwordw
podstawo- L [%]
wego [ml]
1. 1,0 0,004 0,369
1,60 -
2. 2,0 0,008 0,647 E%'
= 1,20 -
3. 3,0 0,012 0,879 0,50 -
4. 4,0 0,016 1,179 0,40 -
5. 5,0 0,020 1,553 0,00 ' ' ' ' !
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
C [%]
6. 6,0 0,024 1,902
Ryc. 4.3 Prostoliniowa zaleznos$¢ PilPu.= f(c[%])
7. 7,0 0,028 2,190 argininianu peryndoprylu.
8. 8,0 0,32 2,468
9. 9,0 0,036 2,778
10. 10,0 0,040 3,148

Ocena statystyczna réwnania prostej Pi/Pw.-f(C); y =ax + b: a + 4a = 77,660 + 2,73;
b+ 4b = 0,0027+ 0,068; Sy=0,0430; Sa=1,184; S, = 0,029; r = 0,999

Ocena statystyczna réwnania prostej; Pi/Puw.=f(C) y =ax: a +4a = 277,76 +2,528,62 + 0,74;
Sa = 1,117; Sy=0,0405; r = 0,999

LOD =0,017; LOQ = 0,052

Warto$¢ wspétczynnika b prostej y = ax + b jest nieistotna, co wykazano testem t-Studenta;

S% = 0,0938; warto$¢ ta jest mniejsza od wartosci krytycznej tor (8) = 2,306
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Precyzja i dokladnos$¢ metody analitycznej

Przygotowano roztwory peryndoprylu z tert-butyloaming oraz argininianu peryndoprylu
w metanolu o st¢zeniach 0,004% oraz 0,040%. Dla kazdego stezenia przygotowano 6 prob.
Do 1,0 ml roztworu peryndoprylu z tert-butyloaming lub argininianu peryndoprylu,
o odpowiednim st¢zeniu, dodano 1,0 ml roztworu wzorca wewngtrznego.

Kazda probe oznaczano przez trzy kolejne dni, powtarzajac kazdy pomiar trzykrotnie.
Precyzj¢ 1 dokladno$¢ metody RP-HPLC okreslono na podstawie wynikéw 6 oznaczen
zawarto$ci PERt i PERa w roztworach o trzech réznych stezeniach, przygotowanych zgodnie

Z Procedurg 7. Wyniki przedstawiono w Tabelach 4.3 - 4.4.

Tabela 4.3 Wyniki oznaczenia precyzji i stopnia odzysku metody HPLC dla PER:

(doktadnos¢ metody)
Stezenie
) Stezenie oznaczone
Dzien rzeczywiste Odzysk W,
) _ w probie badanej )
) w probie badanej
badania [%] [%]
[%]
[%]
0,004 0,0040 = 0,00003 99,25+ 0,24 0,0062 1,55
1
0,040 0,0402 + 0,00004 100,35+ 0,93 0,0799 1,99
0,004 0,0040 + 0,00003 101,10+ 0,14 0,0062 1,54
2
0,040 0,0402 + 0,00003 100,89 + 0,52 0,0796 1,98
0,004 0,0040 + 0,00001 99,59 + 0,42 0,0062 1,56
3
0,040 0,0401 + 0,00003 100,26 + 0,78 0,0802 2,00
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Tabela 4.4 Wyniki oznaczenia precyzji i stopnia odzysku metody HPLC dla PERs

(doktadnos$¢ metody)
Stezenie
) Stezenie oznaczone w
Dzien rzeczywiste w Odzysk W,
probie badanej )
) probie badanej
badania [%] [%0]
[%]
[%]

0,004 0,0040 + 0,00005 98,99 + 0,94 0,0059 1,47

1
0,040 0,0403 + 0,00003 101,22 + 0,25 0,0801 1,99
0,004 0,0040 + 0,00002 101,11+ 0,54 0,0060 1,49

2
0,040 0,0401 + 0,00002 100,19 + 0,82 0,0795 1,98
0,004 0,0040 + 0,00001 99,19+0,72 0,0059 1,48

3
0,040 0,0402 + 0,00002 100,98 + 0,68 0,0791 1,97

Podsumowanie

Po przeanalizowaniu powyzszych danych stwierdzono, iz opracowana metoda RP-HPLC

spetlnia najwazniejsze kryteria walidacji: selektywnos$¢, liniowos¢, precyzje, doktadnose,

co potwierdza wiarygodno$¢ uzyskanych wynikéw. Metoda mogta zosta¢ zastosowana

do dalszych badan.
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442 Ocena trwalosci peryndoprylu z tert-butyloaming (PER:) 1 argininianu
peryndoprylu (PERa)

Wplyw temperatury na trwatos¢ PERt i PERa

Kinetyczny model obserwowanych reakcji rozkladu peryndoprylu z tert-butyloaming
I argininianu peryndoprylu w warunkach statej wilgotnosci wzglgednej powietrza i roznych
temperaturach ustalono na podstawie modelowania matematycznego poprzez dobor
odpowiedniego rownania, ktore w wiarygodny sposob opisuje przebieg reakcji i umozliwia
analize parametréow kinetycznych. Analizujac zmiany stezenia badanych substancji
zachodzagce w wybranych warunkach, uzyskano potlogarytmiczne zalezno$ci st¢zenia

substratu (c[%]) od czasu to—tw.

Badanie trwalosci peryndoprylu z tert-butyloaming

o RH =0%

Analizujac krzywe rozktadu peryndoprylu z tert-butyloaming w warunkach testowych (RH=
0%, T = 333 K - 363 K) ustalono, ze rozktad zwigzku zachodzi zgodnie z kinetycznym
modelem reakcji pierwszego rzedu. Przy zaleznosciach prostoliniowych, gdzie rozktad
zachodzi zgodnie z modelem reakcji pierwszego rzedu, stala szybkosci reakcji wzglgdem

stezenia substratu obliczono korzystajac ze wzoru:

Ince=Inco—k -t
gdzie:
Co — stgzenie procentowe badanej substancji w czasie to
Ct — stezenie procentowe badanej substancji w czasie t
k — stata szybkosci reakcji [s ]
t—czas [h]

Wyniki przedstawiono w Tabelach 4.5 - 410 oraz na Rycinach 4.4 - 4.9,
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Tabela 4.5 Zmiany stgzenia PER; w wyniku rozktadu w temperaturze 333 K przy RH = 0% wraz
z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t[h] & [%] Parametry prostej
y=ax+b
1 6 95,7
a+ Aa=-0,007 + 0,0007
2 16 92,3 b+ Ab = 4,624 + 0,039
3 24 87,9 3y=0024
S.=0,0003
4 28 80,8 Sv=0,016
| r=-0,992
5 42 78,1
6 55 71,1 Parametry kinetyczne
7 67 62,3
k+Ak=1,93-10°+2,18-107 [s]
8 74 60,8 tos = 99,37 [n]
to1 = 15,11 [h]
9 77 59,1
100 - e o,
c [%]
10 -
1 T T T )
0 20 40 8 100

O ¢ h

Ryc. 4.4 Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu PER;

Anna Juszczak ,, Trwato$¢ peryndoprylu w fazie statej oraz synteza nowych pochodnych inhibitoréw konwertazy angiotensyny”

w T =333 K iRH =0%.
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Tabela 4.6 Zmiany st¢zenia PER; w wyniku rozktadu w temperaturze 343 K przy RH = 0%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lo t[h] & [%] Parametry prostej
y=ax+b
1 4 85,2
a+ Aa=-0,056 + 0,003
2 8 62,5 b+ Ab = 4,633+ 0,091
S, = 0,055
3 16 41,6
S.=0,001
4 20 359 S =0,038
r=-0,997
5 24 26,1
6 28 19,5 Parametry kinetyczne
7 35 15,3
k+ Ak = 1,56-10°5 + 8,97-107 [s7]
8 42 9,9 tos =12,33 [N]
to,l = 1,87 [h]
9 46 7,6
100 -
c [%]
10 -
1 T T T T 1
0 10 20 30 40 50
t [h]

Ryc. 4.5 Potlogarytmiczny wykres zaleznosci c(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu PER;
wT =343 KiRH=0%.
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Tabela 4.7 Zmiany st¢zenia PER; w wyniku rozktadu w temperaturze 348 K przy RH = 0%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Parametry prostej
Lp. t[h] ce[%]
y=ax+bh
1 2 69,8
atAa=-0,178 £ 0,018
b+ Ab = 4,622+ 0,183
2 4 58,1
Sy=0,098
3 6 S.=0,008
35,9
Sp=0,077
r=-0,994
4 8 21,5
5 10 17,2 Parametry kinetyczne
6 14 9,4 k+Ak=4,95-10°+5,13-10%[s]
tos = 3,89 [h]
7 16 58 to = 0,59 [h]
100 -
c [%]
10 -
1 T 1
0 15 20
t[h]

Ryc. 4.6 Potlogarytmiczny wykres zaleznos$ci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu PER;

Anna Juszczak ,, Trwato$¢ peryndoprylu w fazie statej oraz synteza nowych pochodnych inhibitoréw konwertazy angiotensyny”

w T =348 KiRH =0%.
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Tabela 4.8 Zmiany st¢zenia PER; w wyniku rozktadu w temperaturze 353 K przy RH = 0%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Parametry prostej
Lp. t[h] ct[%]
y=ax+Db
1 0,5 65,9
a+Aa=-0,343 £ 0,084
b+ Ab=4,270+ 0,214
2 1 45,9
Sy=0,108
3 ) S.=0,030
33,2
Sp =0,091
r=-0,976
4 2,5 30,8
5 3 30,1 Parametry kinetyczne
6 3,5 19,9 k+Ak=19,54-10°+2,03-10°[s7]
tos = 2,02 [h]
7 4 17,9 to, = 0,31 [h]
100 4
¢ [%] \
10 |
1 T T T T 1
0 1 2 3 4 [ny 5

Ryc. 4.7 Potlogarytmiczny wykres zalezno$ci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu PER;
w T =353KiRH=0%.
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Tabela 4.9 Zmiany st¢zenia PER; w wyniku rozktadu w temperaturze 363 K przy RH = 0%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

) Parametry prostej
Lp. t [min] c:[%]
y=ax+b
1 15 75,1
a+ Aa=-0,016 + 0,002
b+ Ab =4,686 + 0,189
2 30 68,1
Sy=10,100
3 45 S.=0,001
2
> Sp=0,079
r=-0,987
4 60 48,0
5 75 34,2 Parametry kinetyczne
6 %0 238 k+ Ak =2,60-10%+3,54-10°[s7]
tos = 44,3 [min]
7 120 15,1 to1 = 6,7 [Min]
100 -
\
c [%]
10
1 T T T
0 40 80 120
t[min]

Ryc. 4.8 Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu PER;
wT =363 KiRH=0%.
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Tabela 4.10 Parametry kinetyczne i termodynamiczne reakcji rozktadu PER; w RH = 0%

Lp. T [K] uT k + Ak [s]
1 333 3,010° k+ Ak =1,93-10°+2,18-107
2 343 2,91-103 k+Ak=1,57-10°+ 8,97-107
3 348 2,87-10° k+ Ak = 4,95-10° + 5,13-10°
4 353 2,83-103 k+ Ak =9,54-10° +2,03-10°
5 363 2,75103 k+ Ak =2,60-10* + 3,54-10°

Parametry rownania Ink = f(1/T)

Parametry termodynamiczne

a+ Aa = -15363,55 + 4835 54
b+ Ab=32,05+ 13,35
Sy=0,365

S.=19741,91

Sy = 4,809

r=-0,986

E. = 127,74 + 40,20 [kd/mol]

AH? = 125,26 + 42,68 [kJ/mol]

AS* = 0,021+ 0,134 [KJ/(K-mol)]

kir [571]

1,00E-04 -

1,00E-06
0,0025

0,0028

0,0031
1T [K]

Ryc. 4.9 Wykres zaleznosci Arrhenius’a reakcji rozktadu PER; w RH = 0%.

Anna Juszczak ,, Trwato$¢ peryndoprylu w fazie statej oraz synteza nowych pochodnych inhibitoréw konwertazy angiotensyny”




Cz¢$¢ doswiadczalna — Etap |

o RH =76,4%

Reakcja rozktadu PER: w warunkach podwyzszonej wzglgdnej wilgotnosci powietrza
(RH = 76,4%) i temperaturze (333 K — 363 K) zachodzi zgodnie z modelem reakcji

autokatalitycznej.

Dla zalezno$ci wyktadniczych, gdzie rozktad zwigzku zachodzi zgodnie z modelem reakcji
autokatalitycznej, statg szybkosci reakcji wzgledem stezenia substratu obliczono korzystajac
Ze wzoru:

Inc/ (co—ct)=c—k-t

gdzie:

Co — Stezenie procentowe badanej substancji w czasie to,
C: — Stezenie procentowe badanej substancji w czasie t,
¢ — wyrazenie odnoszace si¢ do okresu indukcji,

k — stata szybkosci, [s ],

t —czas, [h].

Wyniki badan zostaty przedstawione w Tabelach 4.11-4.16 oraz na Rycinach 4.10-4.16.

68

Anna Juszczak ,, Trwato$¢ peryndoprylu w fazie statej oraz synteza nowych pochodnych inhibitoréw konwertazy angiotensyny”



Cz¢$¢ doswiadczalna — Etap |

Tabela 4.11 Zmiany stezenia PER; w wyniku rozktadu w temperaturze 333 K przy RH = 76,4%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t [M] o [%] el (Co— ) Parametry prtc))stej
y=ax+
1 12 99,4 *
a+ Aa=-0,038 + 0,004
*
2 24 91 b+Ab=19570+1,22
Sy =0,059
3 30 86,5 6,40
Sa=0,0015
4 40 80,9 4,23 S =0,085
r=-0,995
5 46 77,1 3,37
6 48 75,3 3,04 Parametry kinetyczne
7 55 73,0 270
= 10" 10T
tos = 78,62 [h]
9 66 59,7 1,48 to1 = 20,54 [h]
10 72 56,9 1,32
00, ¢ e, - 100,0 -
C [%] * e,
10,0 -
510 - ‘\‘\“N\‘N‘
10 ‘ ‘ ‘ ' 0,1 T T T 1
0 20 40 60 t[h]80 0 20 40 60 t[h] 80
A B

Ryc. 4.10 Rozktad PER: w T = 333 K i RH = 76,4%; A- poHlogarytmiczny wykres przedstawiajacy
zaleznos$¢ ¢(%) = f(t[h]); B — wykres przedstawiajacy zaleznos¢ In ¢/ (Co — ¢i) = f(t[h]).
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Tabela 4.12 Zmiany st¢zenia PER; w wyniku rozktadu w temperaturze 343 K przy RH = 76,4%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

P t tej
Lo t[h] & [%] =) arametry prostej
y=ax+b
1 8 100,0 *
2 12 97,6 * a+Aa=-0,110+ 0,015
b+ Ab =44,750 + 1,540
3 16 88,1 7,4
S,=0,134
4 20 80.3 4,07 S.=0,006
Sy =0,185
5 24 775 3,44 r=-0,991
6 28 70,7 2,41
7 30 61,5 1,59 Parametry Kinetyczne
8 32 59,3 1,45
k+Ak=3,10-10%+4,15-10[s"]
9 36 42,6 0.744 tos = 34,92 [h]
to,1 = 14,47 [h]
10 40 32,9 0,49
100 v e, 100,0
‘.
C %] ‘e 10,0 -
* 3
* 510 - ‘\'\‘\(“\.\’
S o1 -
10 T T T 1
0,0 T T 1
0 20 40 [h] 60 0 20 0 .
A B

Ryc. 4.11 Rozktad PER;w T = 343 K i RH = 76,4%; A- pétlogarytmiczny wykres przedstawiajacy
zaleznos$¢ ¢(%) = f(t[h]); B — wykres przedstawiajacy zaleznos¢ In ¢/ (Co — ¢i) = f(t[h]).
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Tabela 4.13 Zmiany stezenia PERy w wyniku rozktadu w temperaturze 348 K przy RH = 76,4%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

5 :
Lp. t[h] & [%] G @) arametry prostej
y=ax+Db
1 2 100,0 *
2 4 99,4 * a+Aa=-0,170 + 0,033
b+Ab=54,71 +2,09
3 6 98,6 *
S, =0,277
4 9 89,0 9,00 5.=0,014
Sp=0,320
5 14 84,2 4,05 r=-0,975
6 18 73,8 3,54
7 20 72,6 2,57 Parametry kinetyczne
8 22 62,5 1,87
9 24 54,3 1,88
k+Ak=4,72-10°+9,26-105[s]
=2 h
10 26 38,2 0,62 tos = 23,68 [h]
to, = 10,78 [h]
11 28 26,1 0,35
12 30 20,4 0,26
100 + e, R 100,0 -
C [%] ey 10,0 - .
*
S 1.0 4
< o1
10 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0,0 : : : :
0 20 40 60 80 p 100 0 10 20 30 ([ 40
A B

Ryc. 4.12 Rozktad PER:w T = 348 K i RH = 76,4%; A- pétlogarytmiczny wykres przedstawiajgcy
zaleznos$¢ ¢(%) = f(t[h]); B — wykres przedstawiajacy zalezno$¢ In ¢/ (Co — ¢i) = f(t[h]).
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Tabela 4.14 Zmiany st¢zenia PER; w wyniku rozktadu w temperaturze 353 K przy RH = 76,4%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

P t tej
Lp. t[h] o [%] &l (Go—6) arametry prostej
y=ax+b
1 2 87,1 *
2 4 81,2 *
atAa=-0,207 £ 0,011
3 6 87.1 6,69 b+ Ab=23,301 +1,304
Sy =0,090
4 8 81,2 4,26
S. = 0,005
5 10 73,3 270 Sp = 0,081
r=-0,997
6 12 69,1 2,22
7 14 56,4 1,28
8 16 48,2 0,93 Parametry kinetyczne
9 18 35,4 0,54
_ 105 .10-6[c-1
tos = 15,16 [h]
11 22 18,2 0,22 to1= 4,58 [h]
12 24 15,1 0,17
100 1 ¢e, 100,0
C te, . 10,0
* L'i,O ‘\’\'\N
. <
* 0,1
*
10 : ‘ : 0,0 - : : ‘
0 10 20 £ [h] 30 0 10 20 t [h]30
A B

Ryc. 4.13 Rozktad PER;w T = 353K i RH = 76,4%; A- potlogarytmiczny wykres przedstawiajgcy
zaleznos$¢ ¢(%) = f(t[h]); B — wykres przedstawiajacy zaleznos¢ In ¢/ (Co — ¢i) = f(t[h]).
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Tabela 4.15 Zmiany stgzenia PER; w wyniku rozktadu w temperaturze 363 K przy RH = 76,4%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

P t tej
g t[h] & [%] ¢ iG] arametry prostej
y=ax+b
1 05 100,0 *
atAa=-0,812+0,14
2 1 99,2 * b+ Ab=32,66 +1,66
S, =0,151
3 15 98,5 * S, = 0057
4 2 85,2 5,66 S0 = 0,207
r=-0,988
5 2,5 80,0 4,00
6 3 76,1 3,16 Parametry kinetyczne
7 3,5 71,3 2,44
8 4 55,5 1,22 k+ Ak =2,25-10" + 3,88-10°[s]
9 45 46,2 0,85 tos = 4,29 [N]
to1 = 1,58 [h]
10 5 33,1 0.49
100 1 & ¢ o . 100,0 +
" tee
c [/0] * . /310’0 4
. €10 N\’\‘
° 0,14
10 T T ) 0,0 T T !
0 2 4 t[h]6 0 2 4 t[h] 6
A B

Ryc. 4.14 Rozktad PER;w T = 363K i RH = 76,4%; A- pétlogarytmiczny wykres przedstawiajacy
zaleznos$¢ ¢(%) = f(t[h]); B — wykres przedstawiajacy zaleznos¢ In ¢/ (Co — ¢i) = f(t[h]).
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Tabela 4.16 Parametry kinetyczne i termodynamiczne reakcji rozktadu PER; w RH = 76,4%
wT=333K-363K
Lp. T [K] Ut k+ Ak [s]
1 333 3,00-10° k+Ak=1,005-10°%1,15-10°
2 343 2,91-10% k+Ak=3,10-10°+4,15-10F
3 348 2,87-10°® k+Ak=4,72-10°%1,09-10°
4 353 2,83-103 k+Ak=5,76-10°+23,13-10°
5 363 2,75:10°® k+Ak=2,2510%+3,59-10*
Parametry rownania Ink = {(1/T) Parametry termodynamiczne
a+ Aa=-12001,05+ 2851,40
b+ Ab=24,51+ 8,20
' ’ Ea =99,78 £ 23,70 [kd/mol]
Sy=0,190
AH? = 97,30 + 26,18 [kJ/mol]
S.=1027,31
AS? = 0,41+ 0,17 [kJ/(K-mol)]
Sh=2,97
r=-0,989
ki [s1]
1,00E-04 -
<
1,00E-06 | |
0,0025 0,0028 0,001 1/T [K]
Ryc. 4.15 Wykres zaleznosci Arrhenius’a reakcji rozktadu PER; w RH = 76,4%.
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Badanie trwalosci argininianu peryndoprylu

e RH=0%

Uzyskane krzywe rozktadu PERaw warunkach testowych (RH = 0%, T = 353 K - 383 K)
wykazaty zalezno$¢ prostoliniowa. Przy zaleznosciach prostoliniowych, gdzie rozktad
zachodzi zgodnie z modelem reakcji pierwszego rzedu, stalg szybkosci reakcji wzgledem

stezenia substratu obliczono korzystajac ze wzoru:

Inct=1Inco—k
gdzie:
Co — stgzenie procentowe badanej substancji w czasie to
Ct — stezenie procentowe badanej substancji w czasie t
k — stata szybkosci reakcji [s ']

t—czas [h]

Wyniki przedstawiono w Tabelach 4.17- 4.26 oraz na Rycinach 4.16- 4.26.
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Tabela 4.17 Zmiany st¢zenia PER; w wyniku rozkltadu w temperaturze 353 K przy RH = 0%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

1y t[h] & [%] Parametry prostej
y=ax+b
1 72 82,3
a+ Aa=-0,00361 + 0,00025
2 % 76,8 b+ Ab = 4,624 + 0,037
Sy = 0,0255
3 120 70,6
S.=0,00012
4 140 68,4 S =0,0224
r=-0,994
5 155 62,8
6 167 60,6 Parametry kinetyczne
7 180 58,2
k+ Ak=1,00-10°+ 7,04-108 [s]
8 195 56,1 tos = 191,53 [h]
to1 = 29,13 [h]
9 210 53,7
100 -
¢ [%] .\‘\’\%’\’*‘
10 T T T 1
0 50 100 200 t [h] 250

Ryc. 4.16 Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu PER,
w T =353KiRH=0%.

Anna Juszczak ,, Trwato$¢ peryndoprylu w fazie statej oraz synteza nowych pochodnych inhibitoréw konwertazy angiotensyny”
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Tabela 4.18 Zmiany stgzenia PER; w wyniku rozkltadu w temperaturze 363 K przy RH = 0%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t[h] & [%] Parametry prostej
y=ax+b

1 85 89,2
a+ Aa=-0,0529 + 0,0002

2 101 84,3 b+ Ab = 4,96 = 0,049
Sy = 0,024

3 124 76,9
S. = 0,00012

4 139 68,9 S =0,023
r=-0,997

5 155 64,3

6 167 61,1 Parametry kinetyczne

7 180 56,6
k+Ak=1,47-10%+7,27-108[s7]

8 191 50,8 tos = 130,83 [h]
to1 = 19,89 [h]

9 200 47,6

100 -
c [%] \
10 T T T 1
0 50 100 200 t[h] 250

Ryc. 4.17 Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu PERa
w T =363 KiRH=0%.

Anna Juszczak ,, Trwato$¢ peryndoprylu w fazie statej oraz synteza nowych pochodnych inhibitoréw konwertazy angiotensyny”
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Tabela 4.19 Zmiany st¢zenia PER; w wyniku rozktadu w temperaturze 373 K przy RH = 0%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t[h] & [%] Parametry prostej
y=ax+b
1 85 96,0
a = Aa=-0,0060 + 0,0002
2 101 913 b+ Ab=166,32 + 1,04
Sy=0,019
3 124 80,1
S. =0,0001
4 140 72,9 S, =0,018
r=-0,998
5 155 66,3
6 167 62,1 Parametry kinetyczne
7 180 55,6
8 191 52,8
k+Ak=1,66-10°+5,79-108[s]
9 200 50,1 tos = 115,49 [h]
to1 = 17,66 [h]
10 215 45,8
11 230 42,5
100 -
c [%]
10 T T T T 1
0 50 100 150 200 t[h] 250

Ryc. 4.18 Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu PER,

Anna Juszczak ,, Trwato$¢ peryndoprylu w fazie statej oraz synteza nowych pochodnych inhibitoréw konwertazy angiotensyny”

w T =373KiRH=0%.

78



Cz¢$¢ doswiadczalna — Etap |

Tabela 4.20 Zmiany st¢zenia PER; w wyniku rozkltadu w temperaturze 383 K przy RH = 0%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t[h] & [%] Parametry prostej
y=ax+b
1 72 92,0
a+ Aa=-0,0065 + 0,0003
2 % 8l b+ Ab=503 +0,06
Sy =0,03
3 120 71,9
Sa. =0,0001
4 140 64,3 Sy =0,027
r=-0,997
5 155 57,5
6 167 52,6 Parametry kinetyczne
7 180 48,2
8 191 44,1 k+Ak=1,82-10°+ 8,8-108[s]
tos = 105,45 [h]
9 200 40,6 to = 16,04 [h]
10 215 37,2
11 230 32,5

100 +

c [%]

10

e

50

100 150 200 tIh] 250

Ryc. 4.19 Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu PER,
w T =383KiRH=0%.
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Tabela 4.21 Parametry kinetyczne i termodynamiczne reakcji rozktadu PER, w RH = 0%

Lp. T[K] Ut k+ Ak [s7]
1 353 2,83-10°
k + Ak =1,00-10 + 7,04-108[s]
2 363 2,75-10°3
k+Ak=1,47-10%+727-108[s7]
3 373 2,768-10°3
k+Ak=1,66-10° % 5,79-108[s7]
4 383 2,61-10°
k+Ak=1,82-10°+ 8,8-10[s7]
Parametry réwnania Ink = f(1/T) Parametry termodynamiczne

a+ Aa=-2656,4 + 1946,16

b + Ab = -6,224+5 29
’ ’ E. = 22,08 + 16,18 [kd/mol]

Sy=0,099

AH7 = 19,61 + 18,67 [kJ/mol]
S. = 611,615

AS* =-0,19+ 0,20 [KJ/(K-mol)]
S, =1,663
r=-0,951

k[s?]

1,50E-06 '\‘\0\‘

1,50E-07 ; ‘
0,0025 0,0028 0,0031 1/T[K]

Ryc. 4.20 Wykres zalezno$ci Arrhenius’a reakcji rozktadu PER. w RH = 0%.
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o 76,4%

Uzyskane krzywe rozktadu PERaw warunkach testowych (RH = 76,4%, T = 353 K - 383 K)
wykazaty potlogarytmiczng zalezno$¢ prostoliniowa. Przy zalezno$ciach prostoliniowych,
gdzie rozktad zachodzi zgodnie z modelem reakcji pierwszego rzedu, statg szybkosci reakcji
wzgledem stezenia substratu obliczono korzystajac ze wzoru:

Inct=1Inco—k-t
gdzie: co — stgzenie procentowe badanej substancji w czasie to, Ct — stezenie procentowe
badanej substancji w czasie t, k — stata szybkosci reakcji [s '], t — czas [h]
Wyniki przedstawiono w Tabelach 4.22 - 4.26 oraz na Rycinach 4.21 - 4.25.
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Tabela 4.22 Zmiany stezenia PER. w wyniku rozktadu w temperaturze 333 K przy RH = 76,4%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Ly t[h] & [%] Parametry prostej
y=ax+b
1 72 92,9
a + Aa = -0,0016 + 0,0002
2 % 88,2 b+ Ab = 4,63 + 0,025
S, = 0,009
3 110 86,1
S.=7,17-10°
4 130 82,9 S»=0,011
r=-0,994
5 150 79,8
6 173 78,1 Parametry kinetyczne
! 192 76,0 K+ Ak = 4,43-107 + 4,71-10% [s]
tos = 434,37 [h]
8 216 73,1 tox = 66,10 [1]

100 A S S

¢ [%]

0 100 200 t [h] 300

Ryc. 4.21 Poétlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu PER,
w T =333KiRH =76,4%.

82

Anna Juszczak ,, Trwato$¢ peryndoprylu w fazie statej oraz synteza nowych pochodnych inhibitoréw konwertazy angiotensyny”



Cz¢$¢ doswiadczalna — Etap |

Tabela 4.23 Zmiany st¢zenia PER, w wyniku rozktadu w temperaturze 343 K przy RH = 76,4%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t[h] ¢ [%] Parametry prostej
y=ax+b
1 72 95,1
a+ Aa=-0,00356 + 0,00016
? % 90,6 b+ Ab =4,84 + 0,03
3 110 87.4 Sy =0,0165
S.=7,49 10"
4 130 81,4 Sp=0,0141
| r=-0,997
5 151 74,8
6 167 69,9 Parametry kinetyczne
7 180 65,8
k+Ak=9,91-107 +4,48-10°[s7]
8 191 63,4 tos = 194,23 [h]
to1 = 29,54 [h]
9 200 61,7

07 M
c[%

10 T T T T 1
0 50 100 150 200 LM 250

Ryc. 4.22 Poéllogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu PER,
w T =343 KiRH =76,4%.
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Tabela 4.24 Zmiany stezenia PER. w wyniku rozktadu w temperaturze 353 K przy RH = 76,4%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t[h] & [%] Parametry prostej
y=ax+b
1 72 94,1
a + Aa = -0,005+ 0,0002
2 % 95 b+ Ab = 4,97+ 0,053
Sy =0,028
3 110 87,4
S.=0,0001
4 130 78,4 Sp=0,024
r=-0,996
5 151 69,8
6 167 64,6 Parametry kinetyczne
7 180 61,2
k+Ak=1,35-10°+7,83-108 [s]
8 191 58,4 tos =142,4 [n]
to,l = 21,6 [h]
9 200 53,7

100
4 .\N\‘\"‘*;

10 + T T T T 1
0 50 100 150 200 {[p}250

Ryc. 4.23 Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu PER,
w T =353 K iRH=76,4%.
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Tabela 4.25 Zmiany stezenia PER. w wyniku rozktadu w temperaturze 363 K przy RH = 76,4%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t [h] ¢ [%] Parametry prostej
y=ax+b
1 36 94,5
a+ Aa=-0,008 + 0,0004
? >3 87.9 b+ Ab =4,91+ 0,059
Sy=0,044
3 66 82,4
Sa=0,0001
4 85 70,4 Sp = 0,027
r=-0,997
5 100 63,5
6 115 56,7 Parametry kinetyczne
7 130 453
8 144 43,5
= -106 1077 el
9 158 414 k+Ak=2722-10°%1,05-10"[s?]
tos = 86,46 [h]
10 173 31,6 to1 = 13,15 [h]
11 192 29,8
12 215 23,2
100
c [%] N
10
1 ‘ ! ! T 1
0 50 100 200 ) 250

Ryc. 4.24 Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu PER,
w T =363 KiRH=76,4%.
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Tabela 4.26 Parametry kinetyczne i termodynamiczne reakcji rozktadu PER. w RH= 76,4%

Lp. T [K] UT k+ Ak [s7]
1 333 3,0-10°3
k+Ak=4,43-107+4,71-108 [s]
2 343 2,91-10°3
k+Ak=9,91-107 + 4,48-108 [s]
3 353 2,83-10
k+Ak=1,35-10°+7,83-108[s]
4 363 2,75-10° k+Ak=2,22-10°+1,05-107[s]
Parametry rownania Ink = f(1/T) Parametry termodynamiczne
a+ Aa =-6204,81 + 2409,27
b+ Ab = 4,09 +6,93
Ea = 51,89 + 20,03 [kJ/mol]
Sy=0,140
AH? = 49,11 + 22,50 [kJ/mol]
Sa=757,15
AS* =-0,21 + 0,18 [KJ/(K-mol)]
Sp=2,163
r =-0,985
k[s?]
1,50E-06 -
L
1,50E-07 T )
0,0025 0,0028 0,0031

1T [K]

Ryc. 4.25 Wykres zaleznos$ci Arrhenius’a reakcji rozktadu PER. w RH = 76,4%.
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4.4.3 Wplyw wilgotnos$ci wzglednej powietrza na trwalos¢ PER; oraz PER,

e PER:t

Reakcja rozktadu PERt w warunkach podwyzszonej temperatury (T = 333 K) oraz wzglednej
wilgotnosci  powietrza (50,9% — 76,4%) zachodzi zgodnie z modelem reakcji

autokatalitycznej.

Dla zalezno$ci wyktadniczych, gdzie rozktad zwigzku zachodzi zgodnie z modelem reakcji
autokatalitycznej, statg szybkosci reakcji wzgledem stezenia substratu obliczono korzystajac
Ze wzoru:

Inc/ (co—c)=c—k-t

gdzie:

Co — Stezenie procentowe badanej substancji w czasie to,
C: — Stezenie procentowe badanej substancji w czasie t,
c— wyrazenie odnoszace si¢ do okresu indukcji,

k — stata szybkosci, [s ],

t —czas, [h].

Wyniki badan zostaty przedstawione w w Tabelach 4.27- 4.29 oraz na Rycinach 4.26- 4.28.
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Tabela 4.27 Zmiany st¢zenia PER; w wyniku rozktadu w temperaturze 333 K przy RH = 50,9%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

L t[h] & [%] &/ (o) Parametry prkc))stej
y=ax+
1 24 98,7 *
2 45 96,2 *
at+ Aa=-0,150 £+ 0,001
3 55 88,1 7,33 b+Ab=281 +0,22
S, = 0,080
4 75 83,3 4,98
S. = 0,0008
5 90 82,5 4,71 Sp= 0,095
r=-0,990
6 104 77,2 3,38
7 112 75,5 3,08
8 120 73,0 2,70 Parametry kinetyczne
9 140 66,5 1,98 K+ Ak = 4,19-10° + 3.54- 107[s"]
=1 h
10 168 57,2 1,33 tos = 186,69 [h]
to,l = 40,56 [h]
100 o oy 100,0 -
c (%) Tt .,
~10,0 -
S 10 ‘\‘*’“\‘\0
10 T T T T 1
0,1 T T T 1
0 50 100 150 t [h] 200 0 50 100 150 t[h] 200
A B

Ryc. 4.26 Rozktad PER;w T = 333 K i RH = 50,9%; A- wykres przedstawiajacy poétlogarytmiczng

zalezno$¢ ¢(%) = f(t[h]); B — wykres przedstawiajacy zaleznos¢ In ci/ (Co—cy) = f(t[h]).
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Tabela 4.28 Zmiany stgzenia PER; w wyniku rozktadu w temperaturze 333 K przy RH = 66,5%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. ¢ [h] & [%] ol (G =) Parametry prostej
y=ax+b
1 12 98,5 *
2 18 96,2 *
a + Aa = -0,029+ 0,002
3 24 93,2 137 b+Ab=322 0,24
S,=0,103
4 45 87,5 7,00
S, = 0,0008
5 55 82,1 4,59 Sv = 0,080
r=-0,998
6 77 68,8 2,20
7 90 61,4 1,59
8 112 49,1 0,96 Parametry kinetyczne
9 136 32,9 0,49 k + Ak = 8,14-10° + 5,30- 107[s]
tos = 109,25 [h]
10 168 15,5 0,183 o = 34.2 [N]
100 1 eee o, 100,0 -
C [%] e
. 10,0 -
. 2
3 1.0 -
*
10 T T T 1 0,1 T T T 1
0 50 100 150 t [h] 200 0 50 100 150 t[h] 200
A B

Ryc. 4.27 Rozktad PER;w T = 333 K i RH = 66,5%; A- wykres przedstawiajacy potogarytmiczng
zalezno$¢ ¢(%) = f(t[h]); B — wykres przedstawiajacy zaleznos¢ In ci/ (Co—cy) = f(t[h]).
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Tabela 4.29 Parametry kinetyczne rozktadu PER;w T = 333 K
i zmiennych wartosciach wilgotnosci wzglednej

Lp. | RH[%] k+ Ak [s]
1 50,9
k+Ak= 4,19-10+55-107
2 66,5
k+Ak=8,14-10%+3,66-10"
3 76,4*

k+Ak=1,05-10%+1,11-10F

Parametry rownania Ink = f (RH [%])

a+ Aa=0,036 + 0,014

b+ Ab=-14189+ 1,21

S,= 0,079
S.=0,004
Sh = 0,280
r=-0,993

*Szczegotowe wartosci dla RH = 74,6% znajduja si¢ na str. 68

1,00E-04 -
k [s7]
1,00E-05 - /
1,00E-06 ‘ ‘ ‘ ‘
0 25 50 75 100 RH [%]

Ryc. 4.28 Wykres zaleznosci statej rozpadu k [s!] od wilgotnosci wzglednej RH [%] dla PER;.

90

Anna Juszczak ,, Trwato$¢ peryndoprylu w fazie statej oraz synteza nowych pochodnych inhibitoréw konwertazy angiotensyny”



Cz¢$¢ doswiadczalna — Etap |

L] PERa

Uzyskane krzywe rozktadu w warunkach podwyzszonej temperatury (T = 333 K) oraz
wzglednej wilgotnosci powietrza ( RH = 50,9% — 76,4%) wykazaty zalezno$¢ prostoliniowa.
Przy zalezno$ciach prostoliniowych, gdzie rozktad zachodzi zgodnie z modelem reakcji
pierwszego rzedu, statg szybkosci reakcji wzgledem stezenia substratu obliczono korzystajac
Ze wzoru:
Ince=1Inco—kt

gdzie:
Co — stezenie procentowe badanej substancji w czasie to,
Ct — stezenie procentowe badanej substancji w czasie t,
k — stata szybkosci reakcji [s ],
t—czas [h].

Wyniki przedstawiono w Tabelach 4.30- 4.32 oraz na Rycinach 4.29- 4.31.
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Tabela 4.30 Zmiany st¢zenia PER. w wyniku rozktadu w temperaturze 333 K przy RH = 50,9%

wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t[h] & [%] Parametry prostej
y=ax+b

1 62 88,1
a* Aa=-0,001+0,0001

2 77 86,4 b+Ab=9291 +1,02
Sy =0,008

3 100 84,9
Sa = 5,81 '10-5

4 120 83,1 S =0,011
r=-0,989

5 144 82,9

6 170 80,2 Parametry kinetyczne

! 192 78,0 k+ Ak =2,49-107 + 3,81-10%[s]
tos = 771,34[h]

8 216 76,4 to1 = 117,1 [h]

100
Hﬂw
c [%]
10 T T T T 1
0 50 100 150 200 { (] 250

Ryc. 4.29 Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu PER,
w T =333 KiRH =50,9%.
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Tabela 4.31 Zmiany st¢zenia PER, w wyniku rozktadu w temperaturze 333 K przy RH = 66,5%

wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. ] & [%] Parametry prostej
y=ax+b

1 72 92,2

2 90 88,9 a+ Aa=-0,013+ 0,0001
b+ Ab=4,611 +0,022

3 110 86,2
S, = 0,009

— 105

4 130 g4l | o= 06910
Sp,=0,010

5 144 83.9 r=-0,991

6 155 81,2

7 173 79,9 Parametry Kinetyczne

8 192 781 k+ Ak =3,69-107 + 4,67- 10 [s]
tos = 521,05 [h]

9 216 75,0 to1 = 79,25 [h]

100 1 O e
c [%]
10 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

t [h]

Ryc. 4.30 Poétlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu PER,
w T =333 KiRH =66,5%.
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Tabela 4.32 Parametry kinetyczne dla reakcji rozktadu PERaw T = 333 K

i zmiennych warto$ciach wilgotnosci wzgledne;j

Lp. | RH [%] k+ Ak [s]
1 50,9
k+ Ak =2,49-107 + 3,81-108[s]
2 66,5
k+ Ak =3,69-107 + 4,67-10° [s]
3 76,4*

K+ Ak = 4,43-107 + 4,71-10¢ [s*Y]

Parametry rownania Ink = f (RH [%])

a+ Aa=0,023 + 0,007
b+ Ab = -16,35+ 0,442
S,= 0,029
S.=0,001
S»=0,102

r=-0,997

*Szczegotowe wartosci dla RH = 74,6% znajdujg si¢ na str. 81

1,00E-06 -
k [s-1]
1,00E-07 T T T 1
0 25 50 75 100

RH [%]

Ryc. 4.31 Wykres Ink; = f (RH%) w temp. 333 K dla PER..
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4.5 Wplyw hydrochlorotiazydu na trwalos¢ PERt oraz PERa

Selektywno$¢ metody stosowanej do badan PER: oraz PERa w mieszaninach modelowych
(MM 1 oraz MM 1) z hydrochlorotiazydem (HTH) zostata potwierdzona po analizie probek
przed testem kinetycznym oraz po tescie kinetycznym w T= 333 K, t = 4 h, RH = 76,4%,
co przedstawia Ryc. 4.32.

H H
W W
Pt
51
L r Pt
—C'J ETi) ——GJ 10
I I
H H
w
Pa w
Pa
S2
— k = J £
Il v
Ryc. 4.32 Chromatogramy: | - MM [; Il - MM 1 po tescie kinetycznym;

= MM II; IV - MM 11 po tescie kinetycznym.

Gdzie: Pt - peryndopryl z tert-butyloaming (tr — 5,5 min),, W - wzorzec wewnetrzny (tr — 9,5 min ),
H — hydrochlorotiazyd (tr — 2,5 min), Pa - argininian peryndoprylu (tzx — 5,5 min), S1, S2 - produkty
rozktadu (tr — 4,0; 3,0 min).
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Zaobserwowano rozny kinetyczny mechanizm rozktadu PER: 1 PERa w obecnosci HTH
w warunkach T= 333 K, RH = 50,9% - 76,4%. Rozktad PER; zachodzi zgodnie z modelem
reakcji autokatalitycznej, stalg szybkosci reakcji wzgledem stezenia substratu obliczono
korzystajac ze wzoru:

Inc/ (co—ct)=c—k-t
gdzie: co — stezenie procentowe badanej substancji w czasie to,
C: — Stezenie procentowe badanej substancji w czasie t,
¢ — wyrazenie odnoszace sie do okresu indukciji,
k — stata szybkosci, [s ],
t — czas, [h].

Wyniki dla PER; przedstawiono w Tabelach 4.33 - 4.36 oraz na Rycinach 4.33 - 4.36.
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e PER:

Tabela 4.33 Zmiany st¢zenia PER; w MM | w wyniku rozkltadu w temperaturze 333 K przy
= 50,9% wraz z wyznaczonymi
Kinetycznymi

RH

parametrami

prostej oraz parametrami

Parametry prostej
Lp. t [h] Ct [%0] ct/ (Co—Cy) U :
y=ax+b
1 48 97,8 *
2 64 95,4 *
a+ Aa=-0,028 + 0,002
3 79 88,6 7,77 b+Ab=4,10+0,378
Sy=0,134
4 87 83,0 4,88
S.=0,001
5 97 78,5 3,64 Sp=0,167
r=-0,992
6 112 68,9 2,22
7 120 65,0 1,85
8 131 54,5 1,19 Parametry kinetyczne
9 144 45,6 0,84
k+Ak=8,0010%+7,94-107[s7]
10 155 39,1 0,64
tos = 142,44 [h]
11 172 33,7 0,51 to1 = 66,2 [h]
12 182 26,1 0,35
100 - LR IR 100,0 1
. .o
C [%] .
LN 10,0 ~
* (T)“
* S
<101 \\\
10 T T T ! O,l T T
0 50 100 150 t[h] 200 0 100 200t [h]
A B

Ryc. 4.33 Rozktad PERyw MM I; T = 333 K'i RH = 50,9%; A - wykres pollogarytmicznej zaleznosci
¢(%) = f(t); B — wykres zaleznos$¢ In ¢/ (Co — ¢y) = f(t).
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Tabela 4.34 Zmiany stgzenia PER; w MM | w wyniku rozktadu w temperaturze 333 K przy RH =
66,5% wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Parametry prostej
Lp. t [h] Ct [%] ct/ (Co—Cy)
y=ax+b
1 60 99,2 *
b+ Ab=4,66 +0,22
3 86 87,4 6,93 S, = 0,1084
4 97 82,0 4,55 S.=0,001
Sp=0,100
5 104 78,2 3,57 r=-0993
6 112 70,1 2,33
7 120 67,0 2,03 Parametry kinetyczne
8 131 62,1 1,63
9 144 4838 0,95 k+Ak=8,99-10°+4,7-107 [s"]
1 tos = 143,12 [h]
0 157 41,1 0.69
to1 = 30,12 [h]
11 172 29,1
o 0,41
12 182 2
8 3 0,29
100 - . . 100,0 -
C [%] * e
¢ ol
. o
S 10 -
10 T T T 1 0,1 T T T 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
tihl t[n]
A B

Ryc. 4.34 Rozktad PER:w MM I; T = 333 K i RH = 66,5%; A - wykres potlogarytmicznej zalezno$ci
c(%) = f(t); B — wykres potlogarytmicznej zaleznosci In ¢/ (Co — ¢i) = f(t).
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Tabela 4.35 Zmiany stgzenia PER; w MM | w wyniku rozktadu w temperaturze 333 K przy RH =
76,4% wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Parametry prostej
Lp. t [h] c: [%] ct/ (Co—Cy)
y=ax+b
1 24 98,4 *
2 36 95,6 *
a+ Aa=-0,035+ 0,002
3 52 84,3 5,36 b+ Ab =3,47 £ 0,147
Sy=0,0119
4 65 75,0 3,00
S.=0,001
5 79 66,5 1,99 S, =0,06
r=-0,996
6 87 59,7 1,05
7 97 51,4 1,06
8 104 46,5 0,87 Parametry kinetyczne
9 112 37,5
0,60 k+Ak=19,89-10°+3,7-107 [s]
10 120 28,9 0,41 tos = 97,41 []
to, = 35,7 [h]
100 - L 100,0 -
* .
C [%] .,
‘. ~10,0 -
S 10
Ly ‘ ‘ ‘ 0.1 : : ‘
0 50 100 t[h] 150 "o 50 100 150 ¢ [n]
A B

Ryc. 4.35 Rozktad PER;w MM [; T = 333 K i RH = 76,4%; A - wykres potlogarytmicznej zaleznoSci
c(%) = f(t); B — wykres potlogarytmicznej zaleznosci In ¢/ (Co — ¢i) = f(t).
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Tabela 4.36 Parametry kinetyczne dla reakcji PERyw MM 1w T = 333 K
i zmiennych wartosciach wilgotnosci wzgledne;j

Lp. | RH [%] k+ Ak [s7]
1 50,9
k + Ak =8,00-10%+7,94-107
2 66,5
k+Ak=8,99-10%+4,7-107
3 | 764

k+Ak=9,89-10°+3,7-107

Parametry rownania In k = f (RH [%])

a+ Aa=0,0081+ 0,004

b+ Ab=-12,15+ 0,29

S,=0,019
S.=0,001
Sp =0,069
r=-0,992
1,00E-04 -
k [s-1]
1,00E-05 - o +*
1,00E-06 : : : ‘
0 25 50 75 100

RH [%]

Ryc. 4.36 Zalezno$¢ stalej rozktadu k [s?] od wilgotno$ci wzglednej RH [%] dla PERiw MM 1.
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L] PERa

Reakcja rozktadu PERa zachodzi zgodnie z modelem reakcji Kinetycznej pierwszego rzedu,
stata  szybkosci  reakcji  wzgledem  stezenia  substratu  obliczono  korzystajac
ze Wzoru:

Ince=1Inco—kt
gdzie:co — stezenie procentowe badanej substancji w czasie to, Ct — st¢zenie procentowe badane;j

substancji w czasie t, k — stata szybkosci reakcji [s ], t — czas [h]

101

Anna Juszczak ,, Trwato$¢ peryndoprylu w fazie statej oraz synteza nowych pochodnych inhibitoréw konwertazy angiotensyny”



Cz¢$¢ doswiadczalna — Etap |

Tabela 4.37 Zmiany stezenia PER: w MM Il w wyniku rozktadu w temperaturze 333 K przy
RH = 50,9% wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami
kinetycznymi

Lp. t[h] ct [%] Parametry prostej; y =ax + b
1 62 69,6
a+ Aa=-0,002 + 0,0002
2 77 64,2 b+ Ab=76,53+1,03
Sy=10,015
3 100 62,1
S, =0,0001
4 125 59,5 S, = 0,015
r=-0,992
5 144 56,2
6 173 54,00 Parametry Kinetyczne
7 192 52,1

k+ Ak =5,70-107 + 0,72-107 [s]

8 216 48.9 tos = 337,16 [h]
tos = 51,27 [h]

100,0 -

C [%] ‘\’\’\‘\'\’\‘\o

10,0 : : ‘
0 100 200 300t [h]

Ryc. 4.37 Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t) reakcji rozktadu PER; w MM 11
w T =333 KiRH =50,9%.
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Tabela 4.38 Zmiany stezenia PER: w MM Il w wyniku rozktadu w temperaturze 333 K przy
RH = 66,5% wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami
kinetycznymi

Parametry prostej
Lp. t [h] ct [%0]
y=ax+b

1 45 83,3

a+ Aa=-0,0026 + 0,0005
2 60 77,2 b + Ab = 4,500 + 0,076

Sy =0,036
3 86 66,9

S. =0,0002
4 120 67,0 S, =0,031

r=-0,979
5 144 61,3
6 173 58,8 Parametry kinetyczne
7 192 54,7

k+Ak=7,25107+1,49-107 [s]
8 216 50,9 os = 265,6 [N]

to,l = 40,3 [h]

100 +

c [%] ‘\0\‘\*\‘\.—\‘\‘

10 T T T T 1
0 50 100 150 200 t[h] 250

Ryc. 4.38 Potlogarytmiczny wykres zaleznosci c(%) = f(t) reakcji rozktadu PER: w MM 11
w T =333 K iRH =66,5%.
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Tabela 4.39 Zmiany st¢zenia PERa w MM |l w wyniku rozktadu w temperaturze 333 K
przy RH = 76,5 % wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami
Kinetycznymi

Parametry prostej
Lp. t [h] Ct [%]
y=ax+b

1 72 71,1

a+ Aa=-0,0029 + 0,0001
2 95 66,0 b + Ab = 4,47 + 0,025

Sy =0,009
3 120 62,2

S.=6,72:10°
4 144 57,9 Sp=0,010

r=-0,998
5 160 55,0
6 173 52,3 Parametry Kinetyczne
7 192 49,7

k+ Ak =38,06-107 £ 0,42-107 [s?]
8 216 471 tos = 238,7 [N]

to1 = 36,3 [h]

100,0 +

¢ [%] M

10,0 \

0 50 100 150 200 t[h] 250

Ryc. 4.39 Potlogarytmiczny wykres zaleznosci c(%) = f(t) reakcji rozktadu PER, w MM 11
w T =333KiRH =76,4%.
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Tabela 4.40 Parametry kinetyczne dla reakcji PERaw MM 1lw T = 333 K

i zmiennych wartosciach wilgotnosci wzglednej

Ryc. 4.40 Wykres zalezno$ci statej rozpadu k [s] od wilgotno$ci wzglednej RH [%)]

Anna Juszczak ,, Trwato$¢ peryndoprylu w fazie statej oraz synteza nowych pochodnych inhibitoréw konwertazy angiotensyny”

k [s-1] /

1,00E-07 \ \ \

0 25 50 75

dla PERaw MM II.

100

Lp. | RH[%] k+ Ak [s7]
1
50,9 k+Ak=15,70-107+0,72-10" [s]
2
66,5 | K1 AK=725-107£0.56-107 [s7]
3
76,4 k+ Ak =8,06-107 £ 0,42-107 [s?]
Parametry rownania In k = f (RH [%])
a+ Aa=0,00135 + 0,005
b+ Ab =-15,05+ 0,334
Sy=0,021
Sa = 0,001
S, = 0,077
r =-0,996
1,00E-06 -

RH [%]
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4.6 Analiza produktow rozkladu PERt oraz PERa

Do identyfikacji produktow degradacji PER: oraz PER. zostala zastosowana analiza
spektrometryczna ESI/MS (Electrospray lonization Mass Spectrometry), wykonana
na Wydziale Chemii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu w ramach ustug
komercyjnych. Badaniu zostaly poddane probki PER: oraz PERa. a takze mieszanin
modelowych MM | oraz MM 11 - przed inkubacjg oraz po inkubacji (dla Per:i MM | temp. =
363 K, RH =76,4 %, t = 0,5 h; dla PERai MM Il temp. = 363 K, RH = 76,4 %, t = 5,0 h).
Analizy wykazaty, iz obecnos¢ HTH w mieszaninie modelowej nie ma wplywu na droge
degradacji PER; oraz PER,, gdzie obserwuje si¢ takie same produkty rozktadu. Wyniki analiz
przedstawiono na Ryc. 4.41- 4.44,

e PER:

28

2
e 188 { -
y m 383 413 0 38
ni‘lﬁm.m S bt d N
a8 1 @101)

can ESe
100 34568

l a w2
™ gl P L
m
L L 10 Y W R PN S
150 20 350 400 450 500

2Q73354 1 (0.101) ) ScanES.
100 7 4

158
w
# an
s
28
m
5 .
ok L4Ii‘;ﬂl ek

\za73383 1 (0.101) Scan ESe
100 3 d5e8|

83 413 si0 50
A VO

B

Ryc. 4.41 Widma analizy ESI/MS: A - dla PER; przed procesem inkubacji;
B - dla PER; po procesie inkubacji.

106

Anna Juszczak ,, Trwato$¢ peryndoprylu w fazie statej oraz synteza nowych pochodnych inhibitoréw konwertazy angiotensyny”



Cz¢$¢ doswiadczalna — Etap |

za73388 1(0.101)
1007

367

Scan ES-
1.86e7|

o
2Q73387 1(0.101) Scan E5+
100, 2.1508|
L5
351
184 230 267 - e
305 311 367 a2 440
297
228 21 25 J\ 468
- l 1 ’L Jk AL oo b oo L i iz
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460  4B0 500
2073388 1 (0.101) Scan ES-

100+

1.86e7|

o
ZQ73367 1(0.101) Scan ES+
1004 33 2 1508
n:e

194 239 i

267 e 412
’ l ﬁ 20705311 o 367 l\ a4 a0
228 27 468
. ! ol 7 L o | N .
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 480 480 500

B

Ryc. 4.42 Widma analizy ESI/MS: A - dla MM | przed procesem inkubacji;
B - dla MM I po procesie inkubaciji.
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e PERa

ZQ73344 1 (0.101) Scan ES-
100, 367 9.8007
=

66
300 3 J
Oderefberr o 1 "

2a733431(0.101) Scan ES+
100 0 55167

-2

a0
a2
339 346, 398 410 501
302 as1 391 Azﬁﬁ 07 g
320 l 543
X AR AT N0 Y W \ .
300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

2a73344 1 (0.101)
100, a7

Scan ES-
9.80e7|

Q733431 (0.101) Scan ES+
1004 1.77e8|

380

410
346 428 591
it 1

350 400 450 500 550 600 650

miz
700 750 8OO 850 900 950 1000

B

Ryc. 4.43 Widma analizy ESI/MS: A - dla PER, przed procesem inkubacji;
B - dla PER. po procesie inkubacji.
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Ryc. 4.44 Widma analizy ESI/MS: A - dla MM Il przed procesem inkubacji;

Gdzie:
~ ES + 369 - peryndopryl

~ ES +/ - 339/337 —peryndoprylat (produkt degradacji | - Ryc. 4.45)

~ ES - 321 - pochodna diketopiperazynowa (produkt degradacji Il — Ryc. 4.45)

miz
150 200 250 300 350 400 450 500 S50 60O 650 700 750  BOD 850 900 950 1000

B - dla MM 11 po procesie inkubacji.

~ ES + 298 —hydrochlorotiazyd
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PER HO o)
o 1
J\/NH N
o
HO O ;/hydroliza cyklizau:ja\A

o) Q z hydrolizg e)
NH{LN m
HO
HO NN
HO I

Ryc. 4.45 Proponowany mechanizm rozktadu peryndoprylu.

4.7 Badania trwalo$ci PER: oraz PERa w preparatach handlowych

Oceniono trwalos¢ PER; oraz PER, w tabletkach:
e roztamanych na dwie potowki, bez opakowania handlowego,

e przechowywanych w catosci, bez opakowania handlowego.

Na podstawie uzyskanych wynikow przeprowadzono analiz¢ parametréow kinetycznych

obserwowanych reakcji rozktadu. Badanie przeprowadzono zgodnie z Procedurg nr 9.

Selektywnos¢

Selektywnos$¢ okreslono na podstawie analizy HPLC chromatograméw badanych rozworow
zawierajagcych mieszaning oksymetazoliny (wzorca wewnetrznego - Ww) z PER; oraz PER,
z preparatow handlowych. Przeanalizowano takze probki zawierajace mieszaning Ww z PER;
oraz PER, z preparatéw handlowych, ktore byly poddane testom kinetycznym (T= 303 K, RH
= 76,4 %, t = 200 h). Chromatogramy przedstawia Ryc. 4.46.
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Pt s1

W W
Pt
’
I 1
Pa 52
W W

Il v

Ryc. 4.46. Chromatogramy wykreslone dla: | - Wwz PERy; 1l - Ww z PER; po tescie
kinetycznym; Il - Ww z PER,, IV - Wy z PER, po tescie kinetycznym (T= 303K, RH =
76,4%, t = 400 h).

Gdzie: Pt — peryndopryl z tert-butyloaming (tr — 5,5 min), Pa- argininian peryndoprylu (tr — 5,5 min),
W- wzorzec wewnetrzny (tr — 9,5 min), S1, S2 — produkty degradacji (tr — 1,5 min; 2,0 min).

4.7.1 Preparaty z PER:t—Prenessa 4 mgi 8 mg

Reakcja rozktadu PER: w tabletkach w warunkach RH = 76,4% i temperatury w zakresie
303 K — 323 K zachodzi zgodnie z modelem reakcji autokatalitycznej, a statg szybkosci

reakcji wzgledem stezenia substratu obliczono korzystajac ze wzoru:

Inc/(co—c)=c—-k-t
gdzie: co — stezenie procentowe badanej substancji w czasie to, Ct — Stezenie procentowe
badanej substancji w czasie t, ¢ — wyrazenie odnoszace si¢ do okresu indukcji, k — stata

szybkosci, [s ], t — czas, [h].
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Wyniki zostaty przedstawione w Tabelach 4.41- 4.49 oraz Rycinach 4.47 — 4.54.

o Tabletki Prenessa 4 mg - przepolowione

Tabela 4.41 Zmiany stezenia PER; (w tabletkach przepotowionych) w wyniku rozkladu w
temperaturze 303 K przy RH = 76,4% wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz
parametrami kinetycznymi

Lp. t [dni] Ct [%] ct/(Co — C) Parametry prostej
1 40 95,5 *
a+ Aa=-0,018 + 0,002
2 50 92,8 *
b+ Ab=2,73 +£0,252
3 61 85,2 5,66 S, = 0,066
4 75 79,1 3,76 S.=10,001
Sp=0,102
5 90 75,0 3,00
r=-0,992
6 105 70,9 2,44
7 115 65,2 1,85 Parametry Kinetyczne
8 124 63,3 1,70
k+ Ak =2,05-107 +2,78-108[s]
9 139 57,7 1,36 tos = 86,40 [dni]
100 4 ¢, 100,0
S R A
QE. %OYO | ’\.\’\“v\.\'
%1,0 A
10 T T Y 0,1 T T ]
0 50 100 ¢ [dnil 150 0 50 100 t [dni] 150
A B

Ryc. 4.47 Rozktadu PER; w tabletkach przechowywanych w formie przepotowionej w T =303 K
i RH = 76,4%, A- potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t); B — wykres przedstawiajacy

zalezno$é c/(Co — ¢i) = f(t).
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Tabela 4.42 Zmiany stgzenia PER; (w tabletkach przepotowionych) w wyniku rozktadu
w temperaturze 313 K przy RH = 76,4% wraz z wyznaczonymi parametrami prostej
oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t [dni] Ct [%] ct/(Co — Cv) Parametry prostej
1 10 97,5 *
2 15 95,6 *
b+ Ab=3,33 +£0,397
4 28 82,3 4,55 S, = 0,159
5 35 72,2 2,57 S. = 0,003
Sp=0,175
6 40 57,1 1,32 F = -0.992
7 45 52,5 1,10
8 50 56,4 0,63
9 56 38,6 0,45 Parametry kinetyczne
1 1 11
0 6 31, 0.29
k+ Ak =8,34-107 + 8,23-108[s]
11 67 25,5 0,22
tos = 46,19 [dni]
12 73 13,8 0,16 to1 =15,72 [dni]
13 80 9,5 0,10
100 | +ee 4, 100,0
X to,
5 ‘e 100
* * iy
10 . $1.0 \”\\\‘
So1
1 T T 1 0’0 | . . . . .
0 50 t[dni] 100 0 20 40 60  80ygni}00
A B

Ryc. 4.48 Rozkladu PER; w tabletkach przechowywanych w formie przepotowionej w T =313 K
I RH =76,4%, A- potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t); B — potlogarytmiczny wykres

zalezno$ci Ci/(Co — Cy) = f(t).
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Tabela 4.43 Zmiany stgzenia PER; (w tabletkach przepotowionych) w wyniku rozktadu
w temperaturze 323 K przy RH = 76,4% wraz z wyznaczonymi parametrami prostej

oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t [dni] Ct [%] ¢t/ (Co — ) Parametry prostej
1 10 97,1 *
2 13 88,3 *
a+Aa=-0,019 £ 0,007
3 16 67,0 2,03 b+ Ab=3688 + 0514
Sy=0,113
4 19 54,2 1,17
S.=0,009
5 21 421 0,72 Sp=0,215
r=-0,993
6 23 29,8 0,41
7 25 24,5 0,31
8 26 22,2 0,28 Parametry kinetyczne
d 28 165 0,19 K+ AK = 2,20-10% + 2,49 107[s]
tos = 19,3 [dni]
10 30 13,7 0,15 )
to =7,83[dni]
100 - ., 100,0 -
*
. 10,0
- * G}
% T g0 \\\‘\\N
P (&)
. 0,1
10 T T T
0 10 20 30, 14140 0,0 : : : ‘
t{dni] 0 10 20 30 t [dni] 40
A B

Ryc. 4.49 Rozkladu PER; w tabletkach przechowywanych w formie przepotowionej w T =313 K
I RH =76,4%, A- potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t); B — potlogarytmiczny wykres

zalezno$ci Ci/(Co — Cy) = f(t).
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Tabela 4.44 Parametry kinetyczne i termodynamiczne reakcji rozktadu PER; w tabletkach

przechowywanych w formie przepotowionej w RH = 76,4 %

Lp. T[K] Ut k+ Ak [sY]
1 303 3,03-10°°
k+ Ak =2,05-107 +2,78-10°8
2 313 3,19-10°°
k+ Ak =8,34-107 £ 8,13-10°®
3 323 3,1-10°
k+ Ak =2,20-10%+2,49-107

Parametry rownania
Ink = f(1/T)

Parametry termodynamiczne

a+ Aa=-11631,76 +£4343,70
b+ Ab =23,046 + 13,89

S,= 0,146

Sa=1009,46

Sp,=3,22

r=-0,996

E.= 96,711 + 0,361 [kd/mol]
AH? = 94,23 + 38,59 [ki/mol]

AS* = - 0,053+ 0,129 [KJ/(K-mol)]

1,00E-05 H
k [s7]

1,00E-06 ~

1,00E-07

0,003

0,0031 0,0032 0,0033 0,0034

1T [K]

Ryc. 4.50 Wykres zaleznosci Arrhenius’a reakcji reakcji rozktadu PER; w tabletkach

przechowywanych w formie przepotowionej w RH = 76,4%.
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o Tabletki Prenessa 8 mg

Tabela 4.45 Zmiany stezenia PER; (w tabletkach) w wyniku rozktadu w temperaturze 303 K przy
RH = 76,4% wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t [dni] Ct [%] Ct/ (Co— C) Parametry prostej
1 50 96,3 *
2 60 88,9 *
b+ Ab=2,745 + 0,347
4 85 74,5 2,92 S, = 0,083
5 98 65,8 1,92 S. = 0,001
Sp=0,146
6 108 58,8 1,43 r=-0991
7 118 53,5 1,15
8 127 52,0 1,08
9 140 445 0,80 Parametry kinetyczne
10 153 39,1
0,64 k+ Ak =2,45107 £ 3,17-108[s7]
11 163 335 0,503 fos = 129,6 [cni]
toyl :25,8 [dnl]
100 ~ tee, 10,0 -
o) e e G
& ‘e, S
o B‘ 1’0 i
10 T ! 0,1 T T T 1
0 100 4 200 0 50 100 150 200
tdni] t [dni]
A B

Ryc. 4.51 Rozktad PER; w tabletkach w T = 303 K i RH = 76,4%, A - pollogarytmiczny wykres

zalezno$ci ¢(%) = f(t); B - potlogarytmiczny wykres zaleznos$ci Ci/(Co — Cr) = f(t).
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Tabela 4.46 Zmiany stgzenia PER; (w tabletkach) w wyniku rozktadu w temperaturze 313 K przy
RH = 76,4% wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t [dni] c: [%] ct/ (Co—Cy) Parametry prostej
1 14 94,5 *
2 18 89,8 *
a+ Aa=-0,025+ 0,002
3 28 55,0 1,22 b+ Ab=0,800 +0,169
Sy=0,084
4 35 47,0 0,89
S.=0,0011
5 42 44,2 0,78 Sy, =0,075
r=-0,992
6 52 35,4 0,54
7 60 33,1 0,49
8 67 32,3 0,47 Parametry kinetyczne
72 26,2
o 6. 0,35
k+Ak=2,87-107 +2,88-108[s]
10 82 19,9 0,28
tos = 32,17 [dni]
11 92 20,0 0,25 to1 =5,6 [dni]
12 107 13,2 0,15
100 1 o, 100,0 -
*
5 . ?10,0 8
S ”’0 &:’f 1,01 \\‘\'\.\
* =
* © 0,1 1
*
10 ' ' ' 0,0 : : : : ‘
0 50 O rdni) =0 0 20 40 60 80, [anif-00
A B

Ryc. 4.52 Rozktad PER; w tabletkach w T = 313 K'i RH = 76,4%, A - potlogarytmiczny wykres

zaleznosci ¢(%) = f(t); B — potlogarytmiczny wykres zalezno$ci ¢/(Co — Cr) = f(t).
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Tabela 4.47 Zmiany stezenia PER; (w tabletkach) w wyniku rozktadu w temperaturze 323 K przy
RH = 76,4% wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t [dni] Ct [%] ct/ (Co—Cy) Parametry prostej
1 10 86,0 *
2 15 77,4 *
a+ Aa=-0,031+ 0,002
3 21 52,7 1,1 b+Ab=0,661 +0,138
Sy=10,075
4 28 44,2 0,78
Sa = 10,0009
5 35 37,8 0,59 Sy = 0,0061
r=-0,996
6 45 33,0 0,49
7 53 29,2 0,40
8 61 22,3 0,28 Parametry kinetyczne
7 2
9 6 0,0 0.25
k+ Ak =3,59-107 + 2,58-108[s]
10 75 16,1 0,19
tos = 21,30 [dni]
11 85 11,3 0,12 to1 =4,9 [dni]
12 100 8,5 0,09
100 1 4, 100,0
T AETS 3
z e, 2 3 10,0
10 1 * . E 10 K’\‘\‘\‘\
0,1
0,0 T T T T T 1
1 : 0 20 40 60 80 100
50 ¢ [dni]loo t [dni]
A B

Ryc. 4.53 Rozktad PER; w tabletkach w T = 323 K i RH = 76,4%, A- potlogarytmiczny wykres

zalezno$ci ¢(%) = f(t); B - potlogarytmiczny wykres zaleznosci Ci/(Co — Cr) = f(t).
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Tabela 448  Parametry kinetyczne 1  termodynamiczne reakcji  rozkladu  PER;
w tabletkach w RH = 76,5%

Lp. T[K] A k+ Ak [s7]

1 303 3,03-10°3 k+Ak=2,45-107+3,17-10®

2 313 3,19-10°3 k+Ak=2,87-10"+2,88-108

3 323 3,1-10° k+Ak=359-107 +2,58-108
Parametry rownania Ink = f(1/T) Parametry termodynamiczne

a+ Aa=-1865,55 + 945, 76

+ Ab=- 7 + 24
b+ Ab=-9,07 +£3,0 E. = 15,507 + 7,86 [kd/mol]

S,=0,031

AH? = 13,029 + 10,34 [kJ/mol]
S.=219,79

AS* = - 0,320 + 0,219 [KJ/(K-mol)]
S,=0,70
r=-0,993

1,00E-06 -
k[s1]
1,00E-07 ‘ |
0,003 0,0032 0,0034 47 (k]

Ryc. 4.54 Wykres zalezno$ci Arrhenius’a reakcji reakeji rozktadu PER; w tabletkach w RH = 76,4%.
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4.7.2 Preparaty z PERa

Przeprowadzone badania wykazaly, ze reakcja rozkladu argininianu peryndoprylu
w warunkach wzglednej wilgotnosci powietrza RH = 76,4% i temperaturach w zakresie
303 K — 323 K zachodzi zgodnie z modelem reakcji pierwszego rzg¢du, a statg szybkosci

reakcji wzgledem stezenia substratu obliczono korzystajac ze wzoru:

Inct=Inco—kt
Gdzie: co — stezenie procentowe badanej substancji w czasie to, Ct — stezenie procentowe
badanej substancji w czasie t, k — stata szybkoSci reakcji [s ], t — czas [h].

Poszczegolne wyniki zostaty przedstawione w Tabelach 4.49- 4.56 oraz Ryc. 4.55 — 4.62.
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e Tabletki Prestarium 5 mg —przepolowione

Tabela 4.49 Zmiany stezenia PERa (W tabletkach przepotowionych) w wyniku rozktadu
w temperaturze 303 K przy RH = 76,4% wraz z wyznaczonymi parametrami
prostej oraz parametrami Kinetycznymi

Ryc. 4.55 Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t) reakcji rozktadu PER, w tabletkach

Anna Juszczak ,, Trwato$¢ peryndoprylu w fazie statej oraz synteza nowych pochodnych inhibitoréw konwertazy angiotensyny”

50

Lp. t [dni] Ct [%] Parametry prostej
1 42 91,2
a+ Aa=-0,062 + 0,001
2 61 79,5 b+ Ab=4,74 +0,063
Sy =0,026
3 74 71,1
Sa = 0,0002
4 90 63,3 Sy = 0,026
5 110 56,7 r=-099%
6 124 52,4 Parametry kinetyczne
7 139 49,8
k+ Ak =7,23-10% + 6,96 °[s7]
8 153 44,6 t0,5 = 110,87 [dnl]
to1 =16,86 [dni]
100,0 -
g \\'\'\‘\4\'
8
10,0 :

100 150 t[dnil200

w T =303 K iRH =76,4%.
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Tabela 450 Zmiany stezenia PER, (w tabletkach przepotowionych) w wyniku rozktadu
w temperaturze 313 K przy RH = 76,4% wraz z wyznaczonymi parametrami prostej
oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t [dni] Ct [%] Parametry prostej
1 7 95,2
a+ Aa=-0,0095+ 0,003
2 13 90,4 b+ Ab =4,64 + 0,027
Sy =10,02
3 28 82,1
S.=0,0001
4 40 71,5 S, =0,012
r=-0,999
5 61 57,8
6 73 51,7 Parametry Kinetyczne
7 85 45,0
k+Ak=1,11-107 + 4,09-10°[s]
8 105 37,5
to,s = 72,2 [dni]
9 111 34,9 to1 =10,9 [dni]
10 135 29,0
100,0 -
S
5
10,0 T T 1
0 50 100 150

t [dni]

Ryc. 4.56 Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t) reakcji rozktadu PER, w tabletkach
w T =313KiRH =76,4%.
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Tabela 451 Zmiany stezenia PER, (w tabletkach przepotowionych) w wyniku rozktadu
w temperaturze 323 K przy RH = 76,4% wraz z wyznaczonymi parametrami prostej
oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t [dni] ct [%] Parametry prostej
1 13 88,5
a+Aa=-0,017 £ 0,006
2 24 75,6 b+Ab=4,74 +1,171
Sy =0,020
3 40 58,2
Sa. =0,0002
4 58 441 Sy, = 0,024
r=-0,999
5 73 35,0
6 85 27,8 Parametry kinetyczne
7 92 23,5
8 105 186 | ki Ak=1,97-107+7,14-10°[s]
9 111 16,4 | tos=40,5 [dni]
to,1 =6,2 [dni]
10 124 13,5
11 135 11,6
100,0 -
S
8
10,0 T T 1
0 50 100 (4ng 150

Ryc. 4.57 Potlogarytmiczny wykres zalezno$ci ¢(%) = f(t) reakcji rozktadu PER. w tabletkach
przepotowionych w T = 323 K i RH = 76,4%.
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Tabela 4.52 Parametry kinetyczne i termodynamiczne reakcji rozktadu PER,
w tabletkach przepotowionych w RH = 76,5%

Lp. T [K] uT k+ Ak [s7]
1 303 3,03-10°% | k£ Ak=7,23-10% +6,96-10"°
2 313 3,19-10% | k£ Ak=1,11-107 + 4,08-10°°
3 323 3,1-110% | k+ Ak=1,97-107 £ 7,14-10°
Parametry rownania Ink = f(1/T) Parametry termodynamiczne

a+ Aa =-4895,87 +2150,96

+ =- +
b+ Ab=-0,312+ 6,879 E. = 41,45 + 17,88 [kd/mol]

S,= 0,072
AH? = 39,70 + 20,36 [kJ/mol]
S, = 499,87
AS? = 0,247 + 0,187[KJ/(K-mol)]
Sp=1,59
r=-0,995
1,00E-06 -
k [s7]
1,00E-07 - \\
1,00E-08 ‘ ‘
0,003 0,0032 0,0034

1T [K]

Ryc. 4.58 Wykres zaleznosci Arrhenius’a reakcji reakcji rozktadu PER, w tabletkach
przechowywanych w formie przepotowionej w RH = 76,4%.
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e Tabletki Prestarium 10 mg

Tabela 4.53 Zmiany stezenia PERa (w tabletkach) w wyniku rozktadu w temperaturze 303 K przy
RH = 76,4% wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami
Kinetycznymi

Lp. t [dni] Ct [%] Parametry prostej
1 45 97,5
a+ Aa=-0,004 + 0,0002
2 61 75,6 b+Ab=481 +0,03
Sy =0,0192
3 78 853 ’
Sa = 0,0002
4 95 80,4 Sy = 0,015
r=-0,997
5 105 75,6
6 124 70,8 Parametry Kinetyczne
7 139 64,3
8 163 57,4

k + Ak = 5,43-10° + 2,83-10[s]

9 178 54,1 tos = 147,6 [dni]
toq = 22,4 [dni]

10 196 48,8
11 210 44,5

100,0 +

g \‘\4\‘\‘\‘\‘\.

]

l0,0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
t [dni]

Ryc. 4.59 Pétlogarytmiczny wykres zalezno$ci ¢(%) = f(t) reakcji rozktadu PER. w tabletkach
w T =303 KiRH =76,4%.
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Tabela 4.54 Zmiany stezenia PER. (w tabletkach) w wyniku rozktadu w temperaturze 313 K przy
RH = 76,4% wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Ryc. 4.60 Potlogarytmiczny wykres zalezno$ci ¢(%) = f(t) reakcji rozktadu PER. w tabletkach

Anna Juszczak ,, Trwato$¢ peryndoprylu w fazie statej oraz synteza nowych pochodnych inhibitoréw konwertazy angiotensyny”

Lp. t [dni] Ct [%0] Parametry prostej
1 7 86,5
a* Aa=-0,007+ 0,0002
2 15 81,6 b+ Ab=4,50 +0,02
Sy =0,016
3 28 72,9
Sa=0,0001
4 40 68,3 Sy, = 0,009
r=-0,999
5 55 59,9
6 73 55,2 Parametry kinetyczne
7 85 48,7
8 100 445 | K+ Ak=82310% + 2,27-107[s7]
9 115 38,8 tos = 97,4 [dni]
to,1 = 14,8 [dni]
10 129 36,3
11 153 30,7
100,0 +
S
10,0 T T T 1
0 50 100 150 t [dni] 200

w T =313KiRH=76,4%.
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Tabela 4.55 Zmiany stezenia PER. (w tabletkach) w wyniku rozktadu w temperaturze 323 K przy
RH = 76,4% wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Ryc. 4.61 Poétlogarytmiczny wykres zalezno$ci C(%) = f{(t) reakcji rozktadu PER, w tabletkach

Anna Juszczak ,, Trwato$¢ peryndoprylu w fazie statej oraz synteza nowych pochodnych inhibitoréw konwertazy angiotensyny”

Lp. t [dni] ct [%0] Parametry prostej
1 7 78,4
2 20 65,1
a* Aa=-0,0124+ 0,0003
3 28 58,2 b+ Ab=4,42 +0,027
Sy = 0,020
4 35 52,9
Sa=0,0001
5 50 45,8 Sp=10,012
r=-0,999
6 61 38,0
7 73 331
8 90 26,7 Parametry kinetyczne
9 100 24,3
10 11 215 | K+ Ak = 1,44-107 + 3,74-10°[s]
11 117 19,8 tos = 55,5 [dni]
to1 = 8,4 [dni]
12 129 17,0
13 135 151
100,0
g
5
10,0 -

100 150
t [dni]

w T =323KiRH=76,4%.
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Tabela 4.56 Parametry kinetyczne i termodynamiczne reakcji rozktadu PER,
w tabletkach w RH = 76,5%

Lp. T [K] uT k+ Ak [s7]
1 303 3,03-10% | k+ Ak=1,304-10°+6,5-10
2 313 3,19-10% | k£ Ak=1,97-10°+ 6,67-10
3 323 3,1-110% | k+ Ak=3,46-10%+8,99-108
Parametry rownania Ink = f(1/T) Parametry termodynamiczne

a+ Aa=-4763,42 +2123,76

+Ab=-1 +6,7
b+ Ab ,03+6,79 E.= 39,60 + 17,65 [kJ/mol]

S,=0,071
AH? = 37,29 + 19,96 [kJ/mol]
S, =493,55
AS?* = -0,252 + 0,187 [kJ/(K-mol)]
Sp=1,57
r=-0,995
1,00E-06 -
k [s1]
1,00E-07 - \\
1,00E-08 : ‘
0,003 0,0032 0,0034

1T [K]

Ryc. 4.62 Wykres zaleznosci Arrhenius’a reakcji reakcji rozktadu PER, w tabletkach w RH = 76,4%.
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4.8 Badanie whasciwosci antyoksydacyjnych wybranych I-ACE

Celem badania bylo okreslenie zdolnosci przeciwutleniajacej peryndoprylu oraz wybranych
I-ACE z zastosowaniem 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu (DPPH). Metoda kolorymetryczna
UV-Vis, ktora wykorzystuje reakcje redukcji odczynnika DPPH, byta stosowana juz
wczesniej [161-165]. Struktur¢ chemiczng czasteczki DPPH 1 wraz z niesparowanym
elektronem pokazano na Ryc. 4.63, a jego widmo UV-Vis w alkoholu metylowym

przedstawiono na Ryc. 4.64.

N—N NO,

Ryc. 4.63 Struktura chemiczna czasteczki DPPH,
(*) - niesparowany elektron

N

°
o
”

517 nm

«
L
°
!

ABSORBANCE [a.u.]
3
ABSORBANCE [a.u)]

°
o

°
@

T T T T T T T ! T T T T T T T T 1
300 350 400 450 500 550 600 650 700 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
 [nm] A [nm]

a b
Ryc. 4.64 Widmo UV-Vis DPPH w alkoholu metylowym; (a) w zakresie dtugosci fali od 300 nm

do 700 nm, (b) w zakresie dtugosci fali od 420 nm do 600 nm, gdzie oznacza si¢ maksymalng
absorpcje (517 nm)

Wyniki badania przedstawiono w Tabeli 4.57 oraz na Ryc. 4.65 i 4.66.
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Ryc. 4.65 Widma UV-Vis roztworu DPPH oddziatujacego z (a) cilazaprylem, (b) imidaprylem, (c)
peryndoprylem [wyniki badan obu soli byty porownywalne], (d) ramiprylem, (e) chinaprylem i (f)
lizynoprylem, zarejestrowane w temperaturze pokojowej (A = 450-600).
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Ryc. 4.66 Warto$ci absorbancji w 30 minucie oddzialywania badanych I-ACE z roztworem DPPH.

Tabela 4.57 Obliczona procentowa warto$¢ hamowania wolnych rodnikéw dla I-ACE
po 30 minutach oddziatywania z DPPH

Badany kwas

imidapryl | cilazapryl | chinapryl | peryndopryl | ramipryl | lisinopryl
zwigzek | L- askorbinowy* Py Py A B o Y

%
inhibicji

100 61,8 61,2 58,9 25,3 13,9 8,4

* Roztwor kwasu L-askorbinowego przygotowano w/g Procedury 13 i testowano w tych samych

warunkach.
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ETAP II

5. Synteza oraz analiza wlasciwosci nowych pochodnych I-ACE

5.1 Sciezki syntezy

Zaplanowano dwie $ciezki syntezy nowych pochodnych I-ACE. Pierwsza $ciezka syntezy
dotyczyta reakcji kwasu indolowego oraz indoliny z kwasowymi chlorkami, co przedstawiono

na Rycinie 5.1.

Roe
G - O%

o o O
@ O,

Ryc. 5.1 Sciezka syntezy z uzyciem: kwasu 2-indolinokarbosksylowego oraz indoliny.
Warunki reakcji i) K.COs, THF, T=333K,t=1h.

Sciezka I

W naczyniu reakcyjnym umieszczono pochodng indolowa w THF 1 dodano okreslong ilo$¢
K2COg, nastgpnie do mieszaniny reakcyjnej przez 30 min dodawano odpowiedni chlorek
kwasowy. Zachodzacg reakcje pozostawiono ogrzewano 30 min w temp. 333 K. Mieszaning
reakcyjng przeniesiono do wody z lodem, celem gwaltownego ochtodzenia mieszaniny
1 stragcenia osadu. Powstaty kremowy osad odsaczono i przemyto zimng wodg. Otrzymang
kwasowg pochodng (I) rekrystalizowano z wody z dodatkiem wegla aktywnego w temp.
373 K. Do oczyszczenia pochodnych niekwasowych (11, [1ll) stosowano metode
chromatografii kolumnowej, gdzie faza stacjonarng byt zel krzemionkowy, a faza ruchoma

dichlorometan:metanol w stosunku gradientowym od 50:1 do 10:1. Czysto$¢ otrzymanych
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zwigzkow potwierdzono temperaturg topnienia oraz HPLC, a ich stuktur¢ metodami MS-ES
oraz technikami NMR (*H NMR, C NMR), a takze dwuwymiarowymi technikami NMR
(*H H COSY, H ¥C HMBC, 'H ¥C HSQC). Obserwowane wartosci przesunieé
chemicznych w studiach strukturalnych dla zwigzku | przedstawiono na Ryc. 5.2 oraz
w Tabeli 5.1.

Ryc. 5.2 Struktura zwigzku | z przypisanymi wartosciami przesuni¢g¢ NMR.

Tabela 5.1 Wartos$ci przesuni¢¢ chemicznych w studiach strukturalnych dla zwigzku |

Grupa funkcyjna Warto$¢ przesuniecia | Warto$ci przesunie¢ sygnatow wegli sprzezonych
sygnalu protonu [ppm] [poprzez podang ilos¢ wigzan [ppm]
I-wigzanie [ I, Ill, IV-wigzania
-CHs 1,55 18,1 71,5; 169,3
-CH (indol) 3,24; 3,66 33,4 59,8; 129,3; 124,6
-C¢Hs (indol) 7,28 124,6 129,3; 214,0; 127,2; 116,6; 142,7
-C¢Hs (indol) 7,05 124,0 124.,6; 127,2; 116,6; 129,3
-CeHs (indol) 7,19 127,2 116,6; 124,7; 124,0; 124,6
-C¢Hs (indol) 8,05 116,6 142,7, 127,2; 124,0; 124,6; 129,3
-O-CH-CO 4,99 71,5 18,1
-CeHs (para) 6,93 120,8 129,6; 115,1; 157,0
-C¢Hs (meta) 7,24 129,6 115,1; 120,8; 157,0
-C¢Hs (orto) 6,99 115,1 129,6; 120,8; 157,0
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Podstawg drugiej dwuetapowej Sciezki syntezy byta reakcja acylacji indoliny oraz kwasu
2-indolinokarbosksylowego przy wuzyciu chlorku 2-chloropropionylu oraz chlorku
chloroacetylu. (Ryc. 5.3)

o K@ IV, V
(o I/
—

N
H Cl_4 VI, VI

O
%OH-F 14 5 k@ VI, X
N =
N ] §7CI cl
H
zN] +HN, Qj

cl N
NN R/Nlu\\o

N: T HN, — Qj
0 Yo

Ryc. 5.3 Sciezka syntezy z uzyciem: kwasu 2-indolinokarbosksylowego, indoliny, chlorku
2-chloropropionylu, chlorku chloro acetylu. Warunki reakcji i) K.COs, THF, T =333 K, t=1h.

Pierwszy etap syntezy (i) przebiegat w THF w temp. pokojowej przez 30 min. Mieszaning
reakcyjng wylewano na wod¢ z lodem, wytracony osad wydzielano na lejku sitowym
I poddawano oczyszczeniu na kolumnie chromatograficznej. Drugi etap polegat na reakcji
alkilacji otrzymanych w | etapie zwigzkéw z uzyciem wybranych amin. Reakcja przebiegata
w $rodowisku THF z dodatkiem K>COgz jako zasady oraz Kl jako aktywatora substratu (ii).

Reakcje prowadzono 24 h w temp. wrzenia rozpuszczalnika. Po tym czasie mieszaning
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poreakcyjng wylewano na wode z lodem a otrzymany osad odsgczano. Otrzymane produkty

koncowe oczyszczano na kolumnie chromatograficznej. Nasteponie substancje poddano

charakterystyce fizyko-chemicznej przy uzyciu metod spektroskopii UV, MS-ES oraz technik

NMR (*H NMR, ¥C NMR), a czysto$¢ zwiazkéw potwierdzono temperaturg topnienia oraz

HPLC.

W zastosowanych warunkach reakcji pochodne kwasowe ulegaty wewngtrznej cyklizacji,

tworzac pochodne diketopiperazynowe, co zostalo scharakteryzowane metodami MS ES.

Badania nad zwigzkiem X nie byty kontynuowane (Ryc. 5.3).

W wyniku dwoch

przedstawionych na Rycinie 5.4.

Sciezek syntezy otrzymano dziewie¢ zwigzkéw 0 strukturach

ciy
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Ryc. 5.4 Struktury nowozsyntezowanych zwiazkow.
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5.1.1 Uwagi ogolne

Temperatura topnienia — pomiary przeprowadzono na aparacie ,,Stuart” firmy Bibby
Sterlin Ltd, przy uzyciu otwartych kapilar, a otrzymane wyniki podano bez korekty,
widma w nadfiolecie (UV) — wykonano na spektrofotometrze UV-VIS, Lambda 20,
Perkin Elmer,

widma magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) — zastosowano aparat Bruker
(czestos¢ robocza 1H 500 MHz) w temp. pokojowej; widma wykonano
we wspolpracy z Panig prof. dr hab. Zofig Gdaniec z Instytutu Chemii Bioorganiczne;j
PAN w Poznaniu (badania finansowane z Programu Operacyjnego Innowacyjna
Gospodarka dziat. 2.1. nr umowy UDA-POIG.02.01.00-30-182/09); wykonywano
widma 'H, 3C, *F NMR oraz dwuwymiarowe 2D (*H 'H COSY, H 3C HSQC, H *C
HMBC); dla wartoéci przesuni¢¢ chemicznych zastosowano skale & (ppm) wobec
sygnatu rozpuszczalnika; w opisie widm NMR uzyto skrotow: s — singlet, b — szeroki,
d — dublet, t — triplet, m — multiplet,

widma masowe — analizy MS ES wykonywano w Katedrze Chemii Nieorganicznej
I Analitycznej UMP,

chromatografia cienkowarstwowa (TLC) - wykonywano technikg wstepujaca
na ptytkach aluminiowych z zelem krzemionkowym F254 typ 60 oraz zelem Al2O3
firmy E. Merck ®; analize¢ wykonywano rutynowo, w celu wstepnej identyfikacji
produktéw;

chromatografia kolumnowa (CC) - wykonano metodg krotkiej kolumny,
z zastosowaniem zelu krzemionkowego Kieselgel 60 H (40-60 um) firmy E. Merck ®
lub Zel aluminiowy firmy E. Merck ®.

5.1.2 Stosowane rozpuszczalniki i reagenty

Pelng informacje na temat charakterystyki substancji chemicznych (MSDS) oraz dostep

do certyfikatow analizy wszystkich stosowanych reagentow firmy Aldrich, uzyskano dzigki

ustudze eCommerce pod adresem internetowym: www.sigma-aldrich.com:

THF (Aldrich), s 343C
dichlorometan (Aldrich),
metanol (POCH),
heksan (POCH),

octan etylu (POCH),
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e weglan potasu (POCH),

e jodek potasu (POCH),

e AChE (EC 3.1.1.7, z Electrophorus electricus (Sigma Aldrich),

e BuChE (EC 3.1.1.8, z surowicy z rodziny Equidae (Sigma Aldrich),
e kwas 5,5'-ditiobis- (2-nitrobenzoesowy) (Sigma Aldrich),

e odczynnik Ellmana (DTNB) (Sigma Aldrich),

e jodek acetylotiocholiny (ATCI) (Sigma Aldrich).

5.2 Szczegélowy opis syntezy i charakterystyki otrzymanych zwiazkow

Warunki syntezy:

I — kwas 1-(2-fenoksypropanylo)-2,3-dihydro-1H-indolo-2-karboksylowy;

e w kolbie okragtodennej o objetosci 100 ml umieszczono THF (30 ml), kwas
2-karboksyinlodinowy (4,89 g, 30 mmol), K2COs (12,44 g, 90 mmol) oraz chlorek-2-
fenoksypropanolu; reakcj¢ prowadzono przez 2 h. w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika, nastgpnie mieszaning wylano na wode z lodem (200 ml), a uzyskany
biaty osad odsgczono (9,14 g, 98%):

o tt. 185°C, R (CH2Cl2: MeOH, 50:1) 0,26; UV (CH2Cl2): Amax, nm (loge) 310
(4,2),

o 'H NMR (500 MHz; DMSO-ds): H, ppm 1,55 (d, 3H, CHs), 3,24 (d, 1H),
3,63-3,66 (m, 1H), 4,96-5,0 (m, 1H), 5,17-5,2 (dd, 1H), 6,91-9,94 (t, 1H), 6,99 (d,
2H), 7,04-7,06 (t, 1H), 7,17-7,2 (t, 1H), 7,23-7,28 (m, 3H), 8,05 (d, 1H),

o BC NMR (125 MHz; DMSO-ds): 6C, ppm 173,1; 169,3; 157,0; 142,7; 129,6;
129,3; 127,2; 124,6; 124,0; 120,8; 116,6; 115,1; 71,5; 59,8; 33,4; 18,1.

Il — 1-(2,3-dihydro-1H-indol-1-yl)-2-fenoksypropan-1-on;

e W kolbie okragtodennej o objetosci 100 ml umieszczono THF (30 ml), indoling (3,36
ml, 30 mmol), K2COs (12,44 g 90 mmol) oraz chlorek-2-fenoksypropanolu; reakcje
prowadzono przez 2 h. w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika, nastgpnie mieszaning
wylano na wod¢ z lodem (200 ml); osad odsaczono i poddano chromatografii

kolumnowej na zelu krzemionkowym, a jako eluent uzyto mieszaniny CH>Cl,:MeOH

(100:1 do 20:1) i uzyskano (6,58 g, 82%):
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o tt. 154 °C, Rt (CH2Clo:MeOH, 50:1) 0,84,

o UV (CH:Cl2): Amax, nm (loge) 310 (4,2),

o H NMR (500 MHz; DMSO- ds): 8H, ppm 1,52 (d, 3H), 3,17-3,21 (m, 2H), 4,13
4,15 (m, 1H) 4,32-4,36 (m, 1H), 5,18-5,22 (m, 1H), 6,89-6,95 (m, 3H), 7,01-7,04
(t, 1H), 7,14-7,17 (t, 1H), 7,26-7,29 (m, 3H), 8,05 (d, 1H),

o 13C NMR (125 MHz; DMSO-ds): 8C, ppm 168,7; 157,1; 142,8; 131,9; 129,6;
126,9; 124,8; 123,8; 120,9; 116,3; 115,0; 114,7; 71,5; 47,0; 27,7; 17,0.

11— 1-(2,3-dihydro-1H-indol-1-yl)-3,3,3-trifluoro-2-metoksy-2-fenylopropan-1-on

e W kolbie okragtodennej o objetosci 50 ml umieszczono THF (15 ml), indolng (280 pl,
2,5 mmol), KxCOs (1,04 g, 75 mmol) oraz chlorek (R)-(-)-a-metoksy-
trifluorometylo)fenylacetylu (467 pl, 2,5 mmol); reakcje prowadzono przez 2 h.
w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika, nastgpnie mieszaning wylano na wodg
z lodem (200 ml), osad odsaczono i poddano chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym, jako eluent uzyto mieszaniny dichlorometan:metan (100:1 do 20:1)
oraz octan etylu:heksan (5:7) i uzyskano (285 mg, 34%):

o tt. 155°C, Rf (CH2Cl2:MeOH, 50:1) 0,71,

o UV-Vis (CH2Cl,): Amax, nm (loge) 310 (4,2),

o H NMR (500 MHz; DMSO- ds): 6H, ppm 2,76-2,79 (m, 1H), 2,97-3,076 (m,
2H), 3,68 (d, 3H) 3,97-4,02 (t, 1H), 7,08-7,12 (m, 1H), 7,22-7,26 (m, 2H), 7,47-
7,51 (m, 5H), 8,21 (d, 1H),

o 13C NMR (125 MHz; DMSO- dg): 8C, ppm 163,1; 142,4; 132,6; 131,8; 129,8;
128,7; 127,1; 126,4; 124,9; 124,8; 117,2; 55,5; 47,6; 27,9,

o °F(376,5 MHz, DMSO-ds): 6F, ppm - 67,27.

Reakcja acylacji indoliny przy pomocy chlorkow kwasowych

W kolbie okraglo dennej o pojemnosci 250 ml umieszczono THF (50 ml) oraz indoling (10,12
ml, 50 mmol), nastepnie przez 30 min wkraplano chlorek kwasowy (55 mmol). Reakcje
prowadzono przez 30 min. w temperaturze pokojowej. Mieszaning reakcyjng wylano na wod¢
z lodem (100 ml), osad odsgczono i poddano oczyszczaniu na kolumnie chromatograficznej,
stosujac  jako faze stacjonarng zel krzemionkowy, a jako eluent mieszaning
dichlorometan : metanol (od 50:1 do 20:1).
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Uzyskano:
e 2-chloro-1-(2,3-dihydro-1H-indol-1-yl)propan-1-on (9,43 g, 90%):
o tt. 155°C, Rt (CH2Cl2 - MeOH, 50:1) 0,86. UV-Vis (CH2CI2): Amax, nm (logg)
310 (4,2).
o H NMR (500 MHz; DMSO-ds): 8H, ppm 2,75-2,81 (m, 1H), 2,95-3,07 (m, 2H),
3,68 (d, 3H) 3,95-4,02 (m, 1H), 7,08-7,12 (m, 1H), 7,22-7,26 (m, 2H), 7,47-7,51
(m, 5H), 8,21 (d, 1H).
o 3C NMR (125 MHz; DMSO-dg): 8C, ppm 163,1; 142,4; 132,6; 131,8; 129,8;
128,7;127,1; 126,4; 124,9; 124,8; 117,2; 55,5; 47,6; 27,9.
o °F (376,5 MHz, DMSQd6): 5F, ppm -67,27.
e 2-chloro-1-(2,3-dihydro-1H-indol-1-y)etanon (8,51 g, 87%):
o tt. 155°C, R (CH2Cl2:MeOH, 50:1) 0,80. UV-Vis (CH2CI2): Amax, nm (loge) 310
4,2).
o 'H NMR (500 MHz; DMSO-dg): 8H, ppm 2,75-2,81 (m, 1H), 2,95-3,07 (m, 2H),
3,68 (d, 3H) 3,95-4,02 (m, 1H), 7,08-7,12 (m, 1H), 7,22-7,26 (m, 2H), 7,47-7,51
(m, 5H), 8,21 (d, 1H).
o 3C NMR (125 MHz; DMSO-dg): 3C, ppm 163,1; 142,4; 132,6; 131,8; 129,8;
128,7;127,1; 126,4; 124,9; 124,8; 117,2; 55,5; 47,6; 27,9.

Reakcja alkilacji amin zwigzkami 2-chloro-1-(2,3-dihydro-1H-indol-1-yl)propan-1-onem oraz
2-chloro-1-(2,3-dihydro-1H-indol-1-y)etanonem

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 100 ml zaopatrzonej w chlodnice typu Findenser
umieszczono K>COz (22,5 mmol), KI (18 mmol), aming — 1-fenylometyloaming,
3-fenylopropanaming lub 3-pikolyloaming (15 mmol), 2-chloro-1-(2,3-dihydro-1H-indol-1
-yl)propan-1-on lub 2-chloro-1-(2,3-dihydro-1H-indol-1-y)etanon (15 mmol) oraz THF
(30 ml). Reakcje prowadzono w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika przez 24 h. Nastepnie
mieszaning wylano na wode¢ z lodem (200 ml) i ekstrahowano trzykrotnie dichlorometanem
(50 ml). Zebrang warstwe organiczng osuszono MgSOs i  odparowano
do sucha. Zwigzek poddano chromatografii kolumnowej stosujac jako faze stacjonarng
neutralny tlenek aluminium, a jako eluent mieszaning dichlorometan : metanol
(od 100:1 do 10:1).
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Uzyskano:

e |V - 2-(benzylamino)-1-(2,3-dihydro-1H-indol-1-ylo)etanon
o tt. 92°C, Rf (CH2Cl, - MeOH, 50:1) 0,24; UV-Vis (CH2Cl,): Amax, nm (loge) 310

©)

©)

(4,2).

IH NMR (500 MHz; DMSO- ds): 8H, ppm 3,08-3,14 (m, 2H), 3,46 (s, 1H), 3,60-
3,67 (m, 1H) 3,77 (s, 1H), 3,87-4,02 (m, 3H), 6,98-7,00 (m, 1H), 7,14-7,17
(m, 1H), 7,21-7,29 (m, 3H), 7,31-7,38 (m, 4H), 8,09 (d, 1H).

13C NMR (125 MHz; DMSO-de): 5C, ppm 170,1; 169,2; 143,4; 141,0; 139,3;
132,0; 129,3; 128,7; 128,4; 127,5; 127,4; 127,1; 125,3; 116,5, 116,3, 58,1; 56,5;
53,1; 51,6: 47,1; 46,7; 28,0,

e V —2-(benzylamino-1-(2,3-dihydro-1H-indol-1-ylo)propan-1-on

(@]

tt. 84°C, Rf (CH2Cl2:MeOH, 50:1) 0,14, UV-Vis (CH2Cl2): Amax, nm (loge) 310
(4,2),

IH NMR (500 MHz; DMSO-dg): 8H, ppm 1,21 (d, 3H), 3,11-3,14 (t, 2H), 3,54-
3,59 (m, 2H) 3,769-3,72 (d, 1H), 4,01-4,08 (m, 2H), 6,99-7,02 (t, 1H), 7,15-7,18
(t, 1H), 7,2-7,25 (m, 2H), 7,28-7,33 (m, 4H), 8,17 (d, 1H),

13C NMR (125 MHz; DMSO-ds): 8C, ppm 173,4; 142,9; 140,5; 131,9; 128,1;
127,9; 126,9; 126,6; 124,8; 123,4; 116,3; 54,5; 50,9; 46,9, 27,5, 18,4,

e VI -1(2,3-dihydro-1H-indol-1-ylo)2-[(3-fenylopopylo)amino]etanon

o

o

tt. 85°C, Rf (CH2Cl2 - MeOH, 50:1) 0,25; UV-Vis (CH2Cl2): Amax, nm (loge) 310
(4,2),

IH NMR (500 MHz; DMSO-de): 8H, ppm 1,22-1,25 (t, 1H); 1,70-1,77 (m, 2H),
2,56-2,64 (m, 3,5H), 2,81-2,84 (t, 0,5H), 3,13-3,17 (m, 2H), 3,34-3,40 (m, 4H),
3,45 (s, 1H), 3,66 (s, 1H); 4,02-4,06 (t, 1H) 4,12-4,60 (t, 1H) 6,97-7,00 (t; 1H),
7,14-7,28 (m, 7H), 8,08 (d, 1H),

13C NMR (125 MHz; DMSO-ds): 6C, ppm 169,8; 169,0; 143,1; 143,0; 142,2;
142,1; 131,5, 128,4; 128,3; 128,2; 128,1; 127,0; 126,9; 125,9; 125,6; 125,5; 124,8;
124,7; 123,2; 62,6;57,3; 53,7; 52; 51,8; 48,6; 46,7; 46,1, 32,9; 31,4; 29,2; 27,6;
27,5, 7,2
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e VIl -1-(2,3-dihydro-1H-indol-1ylo)-2-[(3-fenylopropylo)amino]propan-1-on

o

tt. 85°C, R (CH2Cl2:MeOH, 50:1) 0,2; UV-Vis (CH2Cl2): Amax, nm (loge) 310
(4.2)

'H NMR (500 MHz; DMSO-dg): 8H, ppm 1,16 (d, 3H); 1,63-1,77 (m, 2H); 2,38-
2,42 (m, 1H), 2,553-2,59 (t, 2H), 3,10-3,15 (t, 2H), 3,50-3,53 (m, 1H), 4,02-4,09
(m, 1H), 4,16-4,21 (m, 1H); 6,96-7,00 (t; 1H), 7,10-7,17 (m, 4H), 7,21-7,24
(m, 3H), 8,13 (d, 1H)

13C NMR (125 MHz; DMSO-ds): 6C, ppm 174,1; 143,4; 142,6; 132,3; 128,7;
128,6; 127,3, 126,0; 125,2; 123,8; 116,7; 55,5; 47,4; 47,1; 33,3; 32,2; 27,9; 18,8

e VIII -1-(2,3-dihydro-1H-indol-1ylo)-2-[(3-pirydynylometylo)amino]propan-1-on

o tt. 77°C, Rf (CH2Cl2:MeOH, 50:1) 0,13; UV-Vis (CH2Cl2): Amax, nm (loge) 310

(4.2)

IH NMR (500 MHz; DMSO-de): 8H, ppm 1,2 (d, 3H); 3,12-3,15 (t, 2H), 3,56-
3,62 (m, 2H), 3,73 (d, 1H), 4,01-4,14 (m, 2H), 6,99-7,02 (t, 1H), 7,14-7,18 (t, 1H),
7,24 (d, 1H), 7,31-7,33 (m, 1H), 7,74 (d, 1H), 8,15 (d, 1H), 8,42 (d, 1H), 8,51
(s, 1H)

13C NMR (125 MHz; DMSO-ds): 6C, ppm 173,2; 149,2; 147,9; 142,9; 135,9;
135,6; 131,9; 127,9; 124,7; 123,4; 123,3; 116,3; 54,7, 48,3; 46,9; 27,5; 18,3

e X -1-(2,3-dihydro-1H-indol-1ylo)-2-[(3-pirydynylometylo)amino]etanon

o tt. 80°C, Rf (CH2Cl; - MeOH, 50:1) 0,18; UV-Vis (CH2Cl2): Amax, nm (loge) 310

(4,2),

IH NMR (500 MHz; DMSO-dg): 8H, ppm 3,07-3,14 (m, 2H), 3,47 (s, 1H), 3,69
(s, 1H), 3,80 (s, 1H), 4,00-4,03 (m, 2H), 6,98-7,00 (m, 1H), 7,14-7,17 (m, 1H),
7,21-7,24 (t, 1H), 7,30-7,36 (m, 1H), 7,76-8,20 (m, 1H), 8,08-8,10 (t, 1H), 8,44-
8,45 (d, 1H), 8,54 (d, 1H),

13C NMR (125 MHz; DMSO- dg): 5C, ppm 169,5; 168,5; 149,9; 149,3; 148 2;
147,9; 142,9; 136,4; 136,0; 131,5; 126,9; 124,7; 123,3; 115,8; 56,2; 55,1; 51,1;
50,0; 46,6; 46,1; 27,5.

143

Anna Juszczak ,, Trwato$¢ peryndoprylu w fazie statej oraz synteza nowych pochodnych inhibitoréw konwertazy angiotensyny”



Cze$¢ doswiadczalna — Etap 11

5.3 Badania wlasciwosci biologicznych oraz fizykochemicznych zwiazkow | — IX

Procedury:

Procedura 14. Przygotowanie zwigzkow | - IX do badania wtasciwosci antyoksydacyjnych

Odwazono doktadnie po 50,0 mg z badanych zwigzkow I-1X, dodano 1,5 ml roztworu
0,5 mM DPPH. Absorbancja byta mierzona w temperaturze pokojowej po 1, 3, 6, 9, 12, 15
i 30 minutach oddziatywania zwigzku z DPPH. Rejestrowano widma absorbancji w zakresie
420 - 600 nm stosujac spektrofotometr UV-Vis Genesys 10 S (Thermo Scientific Company,
Massachusets, USA) z programem VISIONIlite (Thermo Scientific Company, Massachusets,

USA\) oraz program Origin 2016 (OriginLab Company, Illinois, USA).

Procedura 15. Wykonanie badania aktywnosci biologicznej zwigzkéow 1 - 1X wobec
acetylocholinoesterazy i butyrylocholinoesterazy

Badanie opierato si¢ na pomiarze blokowania enzyméw AChE i BuChE. Roztwor
podstawowy badanych zwigzkéw rozpuszczono w minimalnej objgtosci DMSO (1%)
1 rozcienczono stosujac roztwor buforowy (PBS, pH 8,0). W 96-studzienkowych ptytkach
umieszczono: 76 uL 0,4 mg/ml DTNB, 14 ul roztworu badanego zwiazku, ATCI (40 pl -
1 mM lub 2 mM odpowiednio dla AChE i BUChE) oraz 10 pl AChE (2 U/ml) lub 10 mi
BuChE (4 U/ml) przygotowanego w PBS (pH 8,0). W zalezno$ci od zwiazku stosowano
stezenia w zakresie 0,06 - 10 mM. Absorbancje mierzono w réznych odstepach czasu przez
15 minut przy dtugosci fali 412 nm, stosujac aparat Synergy H1 (Biotek). Reakcj¢ kontrolna
przeprowadzono stosujgc probke rozpuszczalnika bez testowanych zwigzkéw. Wartosci 1Cso

dla hamowania AChE i BuChE sg przedstawione w zakresie milimolarnym.
Przygotowanie buforu fosforanowego o pH 2,0 — wg Procedury 1

Procedura 16. Przygotowanie fazy ruchomej do badania zwigzkow | — IX

Odmierzono odpowiednie objetosci acetonitrylu i buforu fosforanowego o pH 2,0, tak aby
zachowac stosunek objetosciowy 65:35 v/v. Nastgpnie zmieszang faz¢ ruchoma przesaczono
przez saczek ze szkla spiekanego o wielkosci porow 0,45 pm i1 pozostawiono w tazni

ultradzwickowej w celu odgazowania przez 20 min.
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Procedura 17. Przygotowanie roztworu o stezeniu 0,2 mg/ml - roztwor porownawczy
(roztwory A zwigzkéw 1 — 1X)

Do kolby miarowej pojemnosci 25 ml odwazono po 5,00 mg badanego zwiazku (I - IX).
Dodano 20 ml metanolu wymieszano do rozpuszczenia i uzupelniono tym samym

rozpuszczalnikiem do kreski.

Procedura 18. Przygotowanie roztworéw wzorcow wewnetrznych

Roztwor chlorowodorku prokainy o stezeniu 0,05 mg/ml— wzorzec wewnetrzny dla zwigzkow
- 1X

Odwazono 50,00 mg chlorowodorku prokainy, przeniesiono do kolby miarowej o pojemnosci
100 ml, rozpuszczono w metanolu i uzupetnieniono tym samym rozpuszczalnikiem do kreski,
pobrano 10,0 ml tego roztworu i uzupetiono tym samym rozpuszczalnikiem do 100,0 ml

(roztwor Wwp).

Roztwor chlorowodorku bupiwakainy o stezeniu 0,05 mg/ml — wzorzec wewnetrzny dla

zwigzkéw 1i 1

Odwazono 50,00 mg chlorowodorku bupiwakainy, przeniesiono do kolby miarowej
o pojemnosci 100 ml, rozpuszczono w metanolu i uzupelnieniono tym samym
rozpuszczalnikiem do kreski, 10,0 ml tego roztworu pobrano i uzupetniono tym samym

rozpuszczalnikiem do 100,0 ml (roztwor Wwp).

Procedura 19. Przygotowanie roztworéw zwigzkow | — IX — roztwory poréwnawcze

Do kolby miarowej pojemnosci 50 ml odwazono 20,00 mg zwiazku (I - 1X). Dodano 30 ml
metanolu mieszano do rozpuszczenia 1 uzupelniono tym samym rozpuszczalnikiem
do kreski. Pobrano 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0 ml roztworu, przeniesiono
do kolb miarowych pojemos¢i 10 ml i uzupetniono metanolem do kreski, otrzymujac

roztwory Hi.

Wykonanie oznaczenia:

Do 1,0 ml roztworu Hi dodano 1,0 ml roztworu wzorca wewngtrznego, zmieszano, Nnanoszono
na kolumne chromatograficzng 20 pl 1 wykreslono chromatogramy. Wyniki zamieszczono

w ponizszych Tabelach 5.6-5.14 oraz na Rycinach 5.8-5.16.
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Procedura 20. Przygotowanie roztworu substancji poddanej testowi kinetycznemu (roztwory
Ni zwigzkéw 1 — IX)

Do fiolek szklanych pojemnosci 5 ml odwazano po 5,0 mg substancji | - IX
I umieszczano w tazni piaskowej (dla warunkow obnizonej wilgotnosci wzglednej powietrza
RH = 0%) lub eksykatorach, gdzie warunki odpowiedniej wilgotnosci wzglednej uzyskano
stosujgc nasycony roztwor NaCl (RH = 76,4%). Laznie piaskowe i eksykatory umieszczano
w komorach cieplnych o temperaturze: 363 K. W okreslonych odstepach czasu wyjmowano
fiolki z komory cieplnej. Ochtadzano probki do temperatury pokojowej, substancje
rozpuszczano w 25,0 ml metanolu.

Do 1,0 ml tak otrzymanego roztworu dodawano 1,0 ml roztworu Wwy lub Wwy, otrzymujac
roztowory Ni. Na kolumn¢ chromatograficzng nanoszono po 20 pl analizowanych roztworow

Ni i rejestrowano chromatogramy.

5.3.1 Wyznaczenie LogP dla zwiazkéw I-IX metodg obliczeniowa

Wartosci LogP wyznaczane byly w oparciu o metodologig in silico opisang w literaturze [169,
170], z wykorzystaniem oprogramowania: ALOGPS 2.1 oraz miLogP [171].
Wyniki przedstawiono w Tabelach 5.2 oraz 5.3.

Z uzyciem platformy ALOGPS uwzgledniajacej algorytm sieci neuronalnych (ANN)

wykazano, iz rozklad parametru LogP dla zwigzkow I-1X przedstawia si¢ nastepujaco:

Tabela 5.2 LogP zwiazkow I-1X wyznaczony z uzyciem platformy ALOGPS

Badany zwiazek | 1 1l v \% Vi Vil VIl IX

LogP 2,44 3,01 341 | 23 | 259 2,84 | 3,01 1,33 0,79

Z kolei uwzglednienie programu miLogP (bioracego pod uwage wpltyw grup sasiednich,
mozliwo$¢ tworzenia wigzan wodorowych oraz przeniesienia tadunku) pozwolito uzyskaé

nastepujace wyniki:
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Tabela 5.3 LogP zwiazkow I-1X wyznaczony z uzyciem programu miLogP

Badany zwiazek I 1 1l v V Vi Vil Vil IX

LogP 1,18 3,4 392 | 254 | 287 | 311 | 3,79 | 1,63 1,3

W obu przypadkach wykazano, iz najbardziej lipofilowym analogiem I-ACE okazat si¢
zwiazek |11, a najbardziej hydrofilowym — IX. Obecnos¢ ugrupowania karbonylowego
w sgsiedztwie kwasowego atomu azotu o hybrydyzacji sp® stanowi ceche wspdlng ww.
ukladow, jednakze silne elektroujemny charakter ugrupowania trifluorometylowego
zwigzanego z mostkowym atomem wegla, ktory to polaczony jest takze z grupa metoksylowa,
zdaje si¢ przesadzaé o bardziej lipofilowych wiasciwosciach zwiazku 111. Efektu tego nie daje
si¢ zaobserwowa¢ w przypadku bardziej hydrofilowej pochodnej IX, gdzie zasadowy
charakter drugorzgdowego alifatycznego ugrupowania aminowego ostabiony wydaje si¢ by¢

na skutek ekranowania przez szybko rotujacy system heterocyklu.

5.3.2 Badanie wlasciwosci antyoksydacyjnych zwiazkow | - 1X

Celem badania bylo okreslenie zdolnosci przeciwutleniajacej otrzymanych zwigzkow
z zastosowaniem DPPH. Opis metody zostal zamieszczony w Rozdziale 3, procedura
przygotowania roztworu DPPH przebiegata zgodnie z Procedurg 11. Wyniki zostaty

przestawione w Tabeli 5.4 oraz na Rycinach 5.5 5.6.

U,

DPPH IV+ I+  VIl+ V+ [1+DPPH VII+ i+  VI+  IX+
DPPH DPPH DPPH DPPH DPPH DPPH DPPH DPPH

1,2

[EEY
I

o
[oe]
|

o
[e)}
1

Absorbancja [a.u.]
o
N

o
N
1

o

Ryc. 5.5 Warto$ci absorbancji w 30 minucie oddzialywania badanych zwiazkow I-1X z roztworem
DPPH.
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Absorbance [a.u]

DPPH
1 minute

: 3 minutes.

—— 5 minutes
. 10 minutes
— 15 minutes|
_ 20 minutes,
25 minutes,
—— 30 minutes

~<

460 480 500 620 50 660 580 600

» [om]

460 480 500 520 540 560 580 600
5 om]

Absorbance (a.u]

——DPPH

Avsorbance [a.u]

Absorbance [a.u]

460 480 500 520 S0 560 580 60
. fom)

Absorbance (a.u]

Absorbance [a.u]

Absorbance [a.u]

460 480 500 520 540 560 580 600

A fom]

Ryc. 5.6 Widma UV-Vis roztworu DPPH oddziatujacego ze zwigzkami: (a) I, (b) I, (c) 11, (d) IV,

Anna Juszczak ,, Trwatos§¢ peryndoprylu w fazie statej oraz synteza nowych pochodnych inhibitoréw konwertazy angiotensyny”

eV, (f) VI, (g) VII, (h) VIl oraz (i) IX. zarejestrowane w temperaturze pokojowej

(A =450-600 nm).
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Tabela 5.4 Obliczona procentowa warto$¢ hamowania wolnych rodnikoéw dla zwigzkéw I-1X.

Kwas
Badany zwiazek I 1 11 v V VI | VII | VIII | IX
L-askorbinowy*
% inhibicji 100 29,1 | 18,2 | 56,4 | 13,6 | 26,4 | 61,8 | 245 | 54,5 | 81,8

*Dla poréwnania, kwas L-askorbinowy testowano w tych samych warunkach.

5.3.3 Badania aktywnosci biologicznej zwiazkow I-1X wobec acetylocholinoesterazy

i butyrylocholinoesterazy

Acetylocholinoesteraza (AChE) i butyrylocholinoesteraza (BuChE) sa gléwnymi celami

inhibicji dla lekow stosowanych w chorobie Alzheimera (AD). Obecnie istniejg trzy

inhibitory acetylocholinesterazy (I-AChE) zatwierdzone w farmakoterapii AD: galantamina,

rywastygmina i donepezil [2, 3]. Wyniki oceny aktywno$ci zwigzkow I-1X wobec AChE

I BUChE zostaty przestawione w Tabeli 5.5.

Tabela 5.5 Wyniki badan aktywnosci zwigzkéw 1-1X wobec AChE i BUChE

Zwiazek | AChE ICs, (MM) BUChE ICso
(mM)

| 3,799 nieaktywny

I 5,150 nieaktywny

Il 0,548 nieaktywny

v 4,403 nieaktywny
Vv 0,598 0,708

Vi 3,899 nieaktywny
VIl 1,255 0,865

VIII 7,944 nieaktywny

IX 5,353 nieaktywny

Pozostate wlasciwosci fizykochemiczne zwigzkow I-1X przedstawiono w Tabeli 5.6.
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Tabela 5.6 Wtasciwosci fizykochemiczne zwigzkéw 1-1X

Wzoér strukturalny Wzbr Nazwa chemiczna Masa | Temperatura
sumaryczny molowa topnienia
[g/mol] [°C]
m‘) C17H1sNO4 kwas 1-(2-fenoksypropanylo)-2,3- 311,33 185
\;E OH dihydro-1H-indolo-2-karboksylowy
(0]
A
©\/> Ci7H17NO2 1-(2,3-dihydro-1H-indol-1-yl)-2- 267,32 154
\; fenoksypropan-1-on
=0
0
@ CisHigFsNO2 | 1-(2,3-dihydro-1H-indol-1-yI)-3,3,3- | 335,32 155
N o trifluoro-2-metoksy-2-fenylopropan-1-
-0 on
F
Fr
Cﬂ C17H18N20 2-(benzylamino)-1-(2,3-dihydro-1H- | 266,33 92
fo indol-1-ylo)etanon
NH\®
C1sH20N20 2-(benzylamino-1-(2,3-dihydro-1H- | 280,36 84
i\fo indol-1-ylo)propan-1-on
NH@
) C19H2N20 1-(2,3-dihydro-1H-indol-1-ylo)2-[(3- | 294,39 85
37/\““\4© fenylopopylo)amino]etanon
Cﬁ' C20H24N20 1-(2,3-dihydro-1H-indol-1ylo)-2-[(3- | 308,41 85
/fo fenylopropylo)amino]propan-1-on
NH\/\@
C17H19N30 1-(2,3-dihydro-1H-indol-1ylo)-2-[(3- | 281,35 77
Njo pirydynylometylo)amino]propan-1-on
NH / oW
Cﬁ\‘ Ci16H17N30 1-(2,3-dihydro-lH-indol-lylo)-2-[(3- 267,56 80
° pirydynylometylo)amino]etanon
NH /\N
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5.4 Badania trwalosci zwiazkow I-1X

5.4.1 Opracowanie i walidacja metody HPLC do oceny trwalosci zwigzkow 1-1X

Walidacj¢ metody HPLC przeprowadzono w celu oceny jej przydatnosci do badania trwatosci

zwigzkow | — IX. Zastosowano nastepujace parametry rozdziatu chromatograficznego:

faza stacjonarna - kolumna Lichrospher RP-18, Merck Darmstadt, Niemcy,
faza ruchoma — acetonitryl - bufor fosforanowy pH 2,0 (65:35 v/v),
objetos¢ nastrzyku - 20 pl,

szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej — 1,2 ml/min,

detekcja  spektrofotometryczna UV - dla  zwigzka | - 258 nm,
a dla zwigzkéw Il — 1X - 256 nm.

Selektywnos¢ metody

Analizujagc chromatogramy HPLC potwierdzono selektywno$¢ metody i przedstawiono

na Ryc. 5.7.
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l(a—1~5min,b— Il(@a—11~3min, b— 111 (a — chlorowodorek
chlorowodorek bupiwakainy ~  chlorowodorek bupiwakainy ~  prokainy ~ 6 min, b — 111 ~ 10
9,5 min) 9,5 min) min)
a b

IV (a - chlorowodorek
prokainy ~ 6 min, b— 1V ~ 9

VI (a - chlorowodorek

V (a— chlorowodorek prokainy prokainy ~ 6 min, b — VI ~ 10,5

~6min,b-V~11min)

min) min)
b b b
a a a
0 0 o 10 nig
VII (a - chlorowodorek VI (a - chlorowodorek IX (a - chlorowodorek
prokainy ~ 6 min, b — VII ~ prokainy ~ 6 min, b —VIIl ~  prokainy ~ 6 min, b — IX ~ 10,5
10,5 min) 10,5 min) min)
b
b b
a
a a
# L
0 10 0 10

Ryc. 5.7 Chromatogramy dla zwigzkoéw 1-1X oraz ich wzorcoOw wewnetrznych.
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Liniowo$¢ metody

Otrzymano krzywe kalibracyjne metanolowych roztwordéw zwigzkow I — IX w zakresie stezen
od 0,004% do 0,04%. Wyniki przedstawiono w Tabelach 5.7 — 5.15 oraz rycinach 5.8 — 5.16.

Tabela 5.7 Wyniki oznaczenia zwigzku | oraz ocena statystyczna krzywej wzorcowej

Objetos¢ Stezenie Ocena statystyczna rownania prostej
Lp. roztworu TOZtWOrow Pi/Pus Pi/lPw=f(c);y =ax +b
PRI %] a+ Aa=26,727 + 1,125
[ml]
b+ Ab =-0,008 + 0,028
1. 1,0 0,004 0,116 S,= 0,018
2. 2,0 0,008 0,222 S, = 0,497
3. 3,0 0,012 0,328 S, = 0,001
4. 4,0 0,016 0,426 r=0,998
5. 5,0 0,020 0,535 Ocena statystyczna rownania prostej
6. 6,0 0,024 0,642 PilPuz-1(C); y = ax
£ 7.0 0,028 0,785 a+ Aa=27,020 % 0,106
8. 8,0 0,032 0,875 Sy=0,0170
9. 9,0 0,036 0,989 Sa=0,246
10. 10,0 0,040 1,044 r=0,998

Wartos¢ wspotczynnika b prostej Pi/Pw,=f(C) jest nieistotna, co wykazano testem t-Studenta;

é = 0,664 ; warto$¢ ta jest mniejsza od warto$ci krytycznej to5(8) = 2,306.

Pi/Pwz
[N

0,8 - °
0,6 -
0,4 -

0 T T T T 1

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
C[%]

Ryc. 5.8 Prostoliniowa zalezno$¢ Pi/lPw, = f () dla zwiazku 1.
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Tabela 5.8 Wyniki oznaczenia roztworow |1 oraz ocena statystyczna krzywej wzorcowej

Objetosc¢ Stezenie
Lp. roztworu roztworow Pi/Pu;
podstawowego [%]
[mi]
1. 1,0 0,004 0,165
2. 2,0 0,008 0,294
3. 3,0 0,012 0,452
4. 4,0 0,016 0,585
5. 50 0,020 0,711
6. 6,0 0,024 0,839
7. 7,0 0,028 0,993
8. 8,0 0,032 1,147
9. 9,0 0,036 1,257
10. 10,0 0,040 1,300

Ocena statystyczna rownania prostej

a+Aa=33,015+1,962

b + Ab = 0,048 £ 0,048
Sy=0,010
S.=0,867
Sp = 0,021
r=0,997

Ocena statystyczna rownania prostej
PilPuw.=f(C); y = ax

a+Aa=34731+ 1,85
S, =0,029
S.=0817

r=0,997

Warto$¢ wspotczynnika b prostej Pi/lPw,=f(C) jest nieistotna, co wykazano testem t-Studenta;

b
Sb

Pi/Pwz

1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

— = 2,23; warto$¢ ta jest mniejsza od warto$ci krytycznej tos(8) = 2,306.

0 0,01

0,02

0,03

0,04 0,05
C[%]

Ryc. 5.9 Prostoliniowa zalezno$¢ PilPw; = f (c) dla zwiazku I1.
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Tabela 5.9 Wyniki oznaczenia roztworow 11 oraz ocena statystyczna krzywej wzorcowej

Objetosc¢ Stezenie
Lp. roztworu roztworow Pi/Pu;
podstawowego [%]
[mi]
1. 1,0 0,004 0,125
2. 2,0 0,008 0,267
3. 30 0,012 0,429
4. 4,0 0,016 0,586
5. 50 0,020 0,711
6. 6,0 0,024 0,909
7. 7,0 0,028 1,043
8. 8,0 0,032 1,197
9. 9,0 0,036 1,353
10. 10,0 0,04 1,508

Ocena statystyczna rownania prostej

a+Aa=38,572+0,722

b+ Ab=-0,035+0,018
Sy=0,011
S.=0,319
Sp = 0,008
r=0,999

Ocena statystyczna rownania prostej
Pi/Pu.=f(C); y = ax

a+ Aa= 37,294 + 0,680
S, = 0,011
S.=0,301

r=0,999

Warto$¢ wspotczynnika b prostej Pi/lPw,=f(C) jest nieistotna, co wykazano testem t-Studenta;

b

Sb

- 4,51; wartos¢ ta jest mniejsza od wartosci krytycznej to5(8) = 2,306.

0,01

0,02

0,03

0,04 0,05
C[%]

Ryc. 5.10 Prostoliniowa zalezno$¢ Pi/Pyw, = f (¢) dla zwigzku I11.
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Tabela 5.10 Wyniki oznaczenia roztwordéw IV oraz ocena statystyczna krzywej wzorcowej

Objetosc¢ Stezenie
Lp. roztworu roztworow Pi/Pu;
podstawowego [%]
[mi]
1. 1,0 0,004 0,093
2. 2,0 0,008 0,181
3. 30 0,012 0,274
4. 4,0 0,016 0,382
5. 50 0,020 0,498
6. 6,0 0,024 0,622
7. 7,0 0,028 0,728
8. 8,0 0,032 0,819
9. 9,0 0,036 0,953
10. 10,0 0,04 1,105

Ocena statystyczna rownania prostej

atAa=27903+1,28

b+ Ab=-0,048 0,031
Sy=0,0205
Sa = 0,566
Sp = 0,014

r=0,998
Ocena statystyczna rownania prostej
Pi/Pw.=f(C); y = ax

a+Aa=26,17+0,1,207
S,=0,0193
S.=0,5336
r=0,998

Warto$¢ wspotczynnika b prostej Pi/lPw,=f(C) jest nieistotna, co wykazano testem t-Studenta;

b
Sb

— = - 3,45; wartos¢ ta jest mniejsza od wartoSci krytycznej tos(8) = 2,306.

0,01

0,02

0,03

0,04 0,05
C[%]

Ryc. 5.11 Prostoliniowa zalezno$¢ Pi/Pw, = f (C) dla zwiazku IV.
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Tabela 5.11 Wyniki oznaczenia roztworéw V oraz ocena statystyczna krzywej wzorcowej

Objetosc¢ Stezenie
Lp. roztworu roztworow Pi/Pu;
podstawowego [%]
[mi]
1. 1,0 0,004 0,160
2. 2,0 0,008 0,262
3. 30 0,012 0,391
4. 4,0 0,016 0,501
5. 50 0,020 0,625
6. 6,0 0,024 0,725
7. 7,0 0,028 0,866
8. 8,0 0,032 0,995
9. 9,0 0,036 1,095
10. 10,0 0,04 1,229

Ocena statystyczna rownania prostej

a+ Aa=30,065+0,832

b+ Ab=0,832 + 0,018
Sy=0,013
S.=0,367
Sy = 0,009
r=0,999

Ocena statystyczna rownania prostej
Pi/Pu.=f(C); y = ax

a+Aa= 30,732+ 0,784
Sy = 0,012
S.= 0,346
r=0,999

Warto$¢ wspotczynnika b prostej Pi/lPw,=f(C) jest nieistotna, co wykazano testem t-Studenta;

Sb

~ 14

H

312
0,8
0,6
0,4
0,2

2 =203 ; warto$¢ ta jest mniejsza od wartosci krytycznej tos(8) = 2,306.

0,01

0,02

0,03

0,04 0,05
C[%]

Ryc. 5.12 Prostoliniowa zalezno$¢ Pi/Py, = f (¢) dla zwigzku V.
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Tabela 5.12 Wyniki oznaczenia roztwordéw V1 oraz ocena statystyczna krzywej wzorcowej

Objetosc Stezenie Ocena statystyczna rownania prostej
Lp. roztworu roztworéw Pi/Puz PilPuz=f(C); y =ax+b
odstawowego 9
P : %] a+ Aa=31,564 £ 0,706
[mi]
b+ Ab=-0,045+0,017
1. 1,0 0,004 0,091
S,=0,0111
2. 2,0 0,008 0,189 S, = 0.3062
3. 3,0 0,012 0,326 S, = 0,0076
4, 4,0 0,016 0,475 r=0,999
5. 5,0 0,020 0,597 Ocena statystyczna rownania prostej
6. 6,0 0,024 0,702 Pi/Puz=f(C); y = ax
7. 7,0 0,028 0,838 a+Aa= 2994+ 0,666
8. 8,0 0,032 0,959 Sy =0,0105
9. 9,0 0,036 1,093 5. = 0,2887
r=0,999
10. 10,0 0,04 1,218

Warto$¢ wspotczynnika b prostej Pi/lPw,=f(C) jest nieistotna, co wykazano testem t-Studenta;

% =-5,99 ; warto$¢ ta jest mniejsza od wartosci krytycznej tos5(8) = 2,306.

1,4 -
1,2 -

Pi/Pwz

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

0 T T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
C[%]

Ryc. 5.13 Prostoliniowa zalezno$¢ Pi/Pw, = f (C) dla zwiazku V1.
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Tabela 5.13 Wyniki oznaczenia roztworéw V11 oraz ocena statystyczna krzywej wzorcowej

Objetosc Stezenie Ocena statystyczna rownania prostej
Lp. roztworu roZtworow Pi/Pu; PilPuw=f(C);y=ax+Db
podstawowego %] a+Aa=28,341+1,043
[ml]
b+ Ab=0,011+0,026
1. 1,0 0,004 0,114 S,=0,0167
2. 2,0 0,008 0,249 S,=0461
3. 30 0,012 0,349 S, = 0,011
4, 4,0 0,016 0,446 r = 0,999
5. 5,0 0,02 0,584 Ocena statystyczna rownania prostej
6. 6,0 0,024 0,692 PilPuz=(C); y = ax
7. 7,0 0,028 0,828 a+ Aa= 29,747+ 0,983
8. 8,0 0,032 0,927 Sy =0,015
9. 9,0 0,036 1,043 Sa=0,243
10. 10,0 0,04 1,155 r=0,999

Warto$¢ wspotczynnika b prostej Pi/lPw,=f(C) jest nieistotna, co wykazano testem t-Studenta;

% = 0,992 ; wartos¢ ta jest mniejsza od wartosci krytyczne;j tos(8) = 2,306.

1,2 A

Pi/Pwz

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

0 T T T T 1

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
C[%]

Ryc. 5.14 Prostoliniowa zalezno$¢ Pi/Pw. = f (C) dla zwiazku VII.
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Tabela 5.14 Wyniki oznaczenia roztworow V111 oraz ocena statystyczna krzywej wzorcowej

Objetosc¢ Stezenie
Lp. roztworu rozZtworow Pi/Puz
podstawowego [%0]
[ml]
1. 1,0 0,004 0,1083
2. 2,0 0,008 0,1959
3. 3,0 0,012 0,2743
4. 4,0 0,016 0,3621
5. 5,0 0,02 0,4784
6. 6,0 0,024 0,6020
7. 7,0 0,028 0,7120
8. 8,0 0,032 0,8030
9. 9,0 0,036 0,9023
10. 10,0 0,04 0,9980

Ocena statystyczna rownania prostej

a+ Aa=25,407+ 1,030
b+ Ab=-0,015=+0,025
Sy=0,0165
Sa=0,4554
Sp=0,0113
r=0,998
Ocena statystyczna rownania prostej

Pilpwz: f(C), y = ax

a+ Aa=24,86+0,971
S, =0,0156
S.=0,429
r=0,998

Warto$¢ wspotczynnika b prostej Pi/lPw,=f(C) jest nieistotna, co wykazano testem t-Studenta;

b
Sb

Pi/Pwz

1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

— =-1,356; warto$¢ ta jest mniejsza od wartosci krytycznej to5(8) = 2,306.

0,01

0,02

0,03

0,04 0,05
C[%]

Ryc. 5.15 Prostoliniowa zalezno$¢ Pi/Pyw, = f (¢) dla zwigzku VIII.
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Tabela 5.15 Wyniki oznaczenia roztwordéw 1X oraz ocena statystyczna krzywej wzorcowej

Objetosc¢ Stezenie Ocena statystyczna rownania prostej
Lp. roztworu roZtworow Pi/Puwz PilPuw.=f(c);y=ax+Db
podstawowego [%] a+Aa=25/793+0,706
[mi] b+Ab=1,131+0,016
1. 1,0 0,004 0,0987 S,=0,018
2. 2,0 0,008 0,2060 Sa. = 0,500
3. 3,0 0,012 0,2897 Sp=0,012
4. 4,0 0,016 0,3721 r=0938
5 5.0 0,020 0,4789 Ocena statystyczna rownania proste;j
Pilpwz: f(C), y =ax
6. 6,0 0,024 0,6240
7. 7.0 0.028 0.7120 a+ Aa=25.230+ 1,066
8. 8,0 0,032 0,7880 Sy=0,0171
S.=0,471
9. 9,0 0,036 0,9156
r=0,998
10. 10,0 0,04 1,0320

Warto$¢ wspotczynnika b prostej Pi/lPw,=f(C) jest nieistotna, co wykazano testem t-Studenta;

% = - 1,268; wartos¢ ta jest mniejsza od wartosci krytycznej to5(8) = 2,306.

Pi/Pwz

0,60 -
0,40 -

0,20 +

0,00

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
C[%]

Ryc. 5.16 Prostoliniowa zalezno$¢ Pi/Py, = f (c) dla zwigzku I1X.
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Granica wykrywalnosci i oznaczalnosci metody HPLC

Wzory do obliczen zostaly przedstawione w rozdziale 2.7, a wyznaczone granice

wykrywalnosci i oznaczalno$ci dla zwigzkow | - 1X przedstawiono w Tabeli 5.16.

Tabela 5.16 Granica wykrywalnosci i oznaczalnosci zwiazkoéw | — IX metody HPLC

Zwiazek | T 1T v v VI VI VI
LOD

o 0,0020 | 0,0027 | 0,0009 | 0,0024 | 0,0011 | 00011 | 0,0016 | 0,0020 | 0,0022
0

LOQ

- 0,0063 | 0,0083 | 0,0029 | 0,0073 | 0,0035 | 0,0035 | 0,0050 | 0,0062 | 0,0067
(0]

5.4.2 Warunki badan kinetycznych

Analizujac reakcje rozktadu zwigzkéw | — IX zachodzace w warunkach RH = 0% oraz

w RH = 76,4% w temperaturze 363 K, uzyskano potlogarytmiczne prostoliniowe zaleznosci

stezenia substratu (Pi/Pwz) 0d czasu to—too. Otrzymane zalezno$ci mozna opisa¢ rownaniem:
Ince=Inco—kt

gdzie: co — stezenie procentowe zwigzku w czasie to; Ci — stezenie procentowe zwigzku

w czasie t; k — stata szybkosci reakcji [s ']; t — czas [h]

Parametry wyzej opisanego rownania obliczono metoda najmniejszych kwadratow. WyniKki
przeprowadzonych badan trwatosci zestawiono w ponizszych Tabelach 5.17 - 5.34
i na Rycinach 5.17 — 5.34.

Opierajac si¢ na rownaniu reakcji pierwszego rzedu, korzystano ze wzorow, dzieki ktorym
mozna obliczy¢ biologiczny okres poéltrwania leku (tos) oraz czas pozwalajacy na obliczenie

rozpadu 10% substancji leczniczej (to1):

fo o = 2693
05=——

{o, = 21054
01= —

gdzie: tos— czas rozpadu 50% leku; to1— czas rozpadu 10% leku; k — stata szybkosci reakcji.
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Tabela 5.17 Zmiany stezenia zwigzku | w wyniku rozktadu w temperaturze 363 K przy RH = 76,4%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t [h] ct [%] Parametry prostej
1 48 99,1
a+Aa=-0,0004 +3,13-10°
2 72 98,3 b+ Ab=101,79+ 1,018
Sy=0,0192
3 112 98,1
S.=1,425-10°
4 164 95,6 Sp=0,0192
5 192 93,6 r=-0992
6 254 92,2 Parametry kinetyczne
7 296 90,5
8 380 87.4
9 426 836
10 490 80,6
k+Ak=1,21-107+8,71-10°[s]
11 600 78,6
tos = 1588,27 [h]
12 672 75,3 tos = 241,56 [h]
13 780 69,4
14 880 67,8
15 1000 66,9
16 1128 62,5

100 L AR R RS- R
.

c [%)]

* o0

500

1000 1500

t [h]

Ryc. 5.17 Pétlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu |
w T =363 KiRH=74,6%.
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Tabela 5.18 Zmiany stezenia zwiazku | w wyniku rozktadu w temperaturze 363 K przy RH = 0%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t[h] Ct [%] Parametry prostej
1 4 99,2
a+ Aa=-0,0007 + 0,00002
2 72 98,5 b+ Ab=103,85+ 1,01
Sy =0,0125
3 112 95,2
S.=9,44 -10°
4 164 92,6 Sy = 0,0054
5 210 89,6 r=-099%8
6 254 88,5 Parametry kinetyczne
7 296 84,2
8 352 82,5
9 426 77,9
10 490 73,6
k+Ak=1,953-107+5,65-10°[s"]
11 574 69,6
tos = 984,95 [h]
12 672 64,2 to1 = 149,80 [h]
13 786 59,4
14 890 54,2
15 1000 51,3
16 1128 48,1
100 1 ¢0e o000 0 o ¢ = . .
c [%]
10
1 T T T T T 1
200 400 600 800 1000 1200
t[h]

Ryc. 5.18 Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = {(t[h]) reakcji rozktadu |
w T =363 KiRH=0%.
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Tabela 5.19 Zmiany stezenia zwigzku |1 w wyniku rozktadu w temperaturze 363 K przy RH = 76,4%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t[h] Ct [%] Parametry prostej
1 48 99,9
a = Aa=-0,0003 + 0,00002
2 72 99,1 b+Ab=101,89+ 1,01
Sy=0,0128
3 112 98,8
S.=1,0310°
4 164 97,6 Sp = 0,0056
5 192 94,6 r=-0994
6 254 92,8 Parametry kinetyczne
7 296 89,9
8 352 88,5
9 426 86,9
10 490 84.5 K+ Ak = 1,032-107 = 6,17-10°° [s]
11 574 81,6 tos = 1865,2 [h]
to,1 = 283,69 [h]
12 672 79,1
13 786 78,5
14 950 70,5
15 1128 67,3
100 €0 00 04 o oo o . .
c [%] *
10 T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
t[h]

Ryc. 5.19 Poétlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu Il
w T =363 KiRH=74,6%.
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Tabela 5.20 Zmiany st¢zenia zwiazku Il w wyniku rozktadu w temperaturze 363 K przy RH = 0%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t[h] Ct [%] Parametry prostej
1 48 99,9
atAa=-0,0052+5,84-10°
2 72 99,5 b+Ab=101,79+ 1,03
Sy =0,0335
3 112 98,2
S.=2,72- 10°
4 164 96,6 S, =0,0147
r=-0,983
5 210 93,6
6 254 90,7 Parametry kinetyczne
7 296 86,5
8 352 82,5
9 426 77,8
10 490 751 k+Ak=1,464-107 + 1,62-108[s7]
11 574 72,6 tos = 1314,72 [h]
to,1 = 199,87 [h]
12 672 69,5
13 786 65,5
14 950 63,2
15 1128 59,63
100 1 ¢0 0 o o, , —
¢, [%] ° . . .
10 T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
t[h]

Ryc. 5.20 Pétlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu Il
w T =363 KiRH =0%.
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Tabela 5.21 Zmiany stezenia zwigzku 11l w wyniku rozkltadu w temperaturze 363 K przy
parametrami prostej oraz parametrami

RH = 76,4% wraz z wyznaczonymi

kinetycznymi

Lp. t [h] ct [%] Parametry protej
1 48 98,9 a+Aa=-0,0011+4,17-10°
2 72 98,5 b+ Ab=107,45+ 1,02

Sy =0,0203
3 104 95,6
S.=1,934 -10°
4 144 92,2 S, = 0,0085
5 172 90,7 r=-0,998
6 196 87,3 Parametry kinetyczne
7 224 83,3
8 264 79,2
9 296 77,6
10 332 72,6
k+Ak=3,192-107 + 1,16-108[s7]
11 386 69,5
tos = 602,96 [h]

12 410 62 to1 = 91,06 [h]

13 560 54,9
14 672 48,4
15 820 41,2
16 960 37,1

100 00 LYY .
¢ [%] e .
10 T T T T T 1
0 200 400 800 1000, ., ,1200

t[h]

Ryc. 5.21 Pétlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu 111
w T =363 KiRH=74,6%.
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Tabela 5.22 Zmiany stezenia zwiazku 11 w wyniku rozktadu w temperaturze 363 K przy RH = 0%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t[h] Ct [%] Parametry prostej
1 48 99,2
a+Aa=-0,0013+3,22-10°
2 72 96,5 b+ Ab=106,35+ 1,01
Sy =0,0157
3 104 91,6
S.=1,495-10°
4 144 88,8 S» = 0,0066
5 172 84,6 =099
6 196 84,1 Parametry kinetyczne
7 224 78,6
8 264 74,2
9 296 70,9
10 332 66,6
K+ Ak =3,798-107 + 8,97-10°[s]
11 386 61,5
tos = 507,01 [h]
11 460 55,6 to1 = 77,11 [h]
12 560 48,7
13 672 42 4
14 820 34,5
15 960 29,4
100 | o4 4,
c [%] A RN . .
10 T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
t[h]

Ryc. 5.22 Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu 111
wT =363 KiRH=0%.
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Tabela 5.23 Zmiany stezenia zwiazku IV w wyniku rozkladu w temperaturze 363 K przy

RH = 76,4% wraz z wyznaczonymi

kinetycznymi

parametrami prostej oraz parametrami

Lp. t[h] Ct [%] Parametry prostej
1 48 98,8
a+tAa=-0,0018+5,71 -10°
2 72 96,2
b+Ab=1116+ 1,01
3 104 91,5 S, = 0,0165
4 136 87,0 S.=2,64-10°
S, = 0,0085
5 172 81,5
r=-0,998
6 196 78,3
7 224 73,4 Parametry kinetyczne
8 254 71,2
9 280 67,6
10 312 63,2
1 346 57,5 k+Ak=5,198-107 + 1,587-10 [s7]
12 386 54,5 tos = 370,33 [h]
to,1 = 56,32 [h]
13 422 50,3
14 470 46,8
15 520 41,5
16 580 37,1
100 eeq,
c. 1% e,
10 T T T 1
0 200 400 600 800

(h]

Ryc. 5.23 Poétlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu IV
w T =363 KiRH=74,6%.
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Tabela 5.24 Zmiany stezenia zwigzku 1V w wyniku rozktadu w temperaturze 363 K przy RH = 0%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t [h] ct [%] Parametry prostej
1 48 97,9
a+ Aa=-0,0021+ 6,79 -10°
2 72 95,4 b+ Ab=112,96 + 1,02
Sy =0,0196
3 104 89,3
S.=3,14-10°
4 136 85,6 Sp = 10,0102
=-0,998
5 172 78,4 ="
6 196 74,9 Parametry kinetyczne
7 224 69,1
8 254 65,2
9 280 62,4
10 312 57,3
k+Ak=6,07-107+1,88-108 [s]
11 346 53,1
tos = 316,7 [h]
12 386 49,8 to1 = 48,12 [N]
13 422 45,1
14 470 38,8
15 520 35,7
16 580 31,1
100 1 oo,
¢, [%] e,
10 -

200 400

600 800
t[h]

Ryc. 5.24 Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu IV
w T =363 KiRH=0%.
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Tabela 5.25 Zmiany st¢zenia zwigzku V w wyniku rozktadu w temperaturze 363 K przy
RH = 76,4% wraz z wyznaczonymi

kinetycznymi

parametrami prostej oraz parametrami

Lp. t[h] Ct [%] Parametry prostej
1 48 98,0
— 105
9 72 975 at+ Aa=-0,0019 + 8,68 -10
b+Ab=11289+ 1,02
3 104 93,5 S, =0,0199
4 140 88,3 S.=4,05 - 10°
S =0,0114
5 170 84,2 F = 0,097
6 196 75,8
7 220 71,2 Parametry kinetyczne
8 250 66,6
9 280 62,2
10 312 62,2
k+Ak=5,258-107+2,412-108 [s]
11 340 58,5
tos = 366,12 [h]
12 370 55,6 to1 = 55,84 [h]
13 400 52,5
14 432 49,3
15 456 47,8
100 e 0 4, .
c, [%0] 000’00.,.
10 - :

100

200

300

400 500

t[h]

Ryc. 5.25 Potlogarytmiczny wykres zaleznos$ci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu V
w T =363 KiRH=74,6%.
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Tabela 5.26 Zmiany stezenia zwiazku V w wyniku rozktadu w temperaturze 363 K przy RH = 0%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t[h] Ct [%] Parametry prostej
1 48 95,0
b+ Ab=107,91+ 1,02
3 104 81,5 S, =0,0177
4 135 77.2 S.=3,77 - 10°
Sp=0,0103
5 172 70,8 r = -0,998
6 196 69,3
7 224 63,3 Parametry kinetyczne
8 254 58,2
9 286 54,6
10 312 512 k+ Ak =6,802-107 £2,26-108[s7]
11 345 45,6 tos = 283,00 [h]
to,l = 43,04 [h]
12 386 41,5
13 420 38,3
14 456 39,4
100 - .
c, [%] * ..
10 T T T T 1
0 100 200 300 400  t[h] 500

Ryc. 5.26 Potlogarytmiczny wykres zaleznos$ci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu V
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w T =363 KiRH=0%.
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Tabela 5.27 Zmiany st¢zenia zwiazku VI w wyniku rozkladu w temperaturze 363 K przy
RH = 76,4% wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami
kinetycznymi

Lp. t [h] Ct [%] Parametry prostej
1 48 99,1
a+Aa=-0,0039+ 1,87 -10°
2 72 98,8
b+Ab=129,88+ 1,04
3 % 89.8 Sy=0,0282
4 120 82,8 Sa=8,65-10°
Sp=0,0182
5 144 74,8
r=-0,997
6 162 68,6
7 182 63,1 Parametry kinetyczne
8 200 59,8
9 220 54,5
10 244 49,3 k+Ak=1,109 -10°+5,19-108 [s7]
11 268 43,9 tos = 173,55 [h]
to,1 = 26,39 [h]
12 288 40,3
13 312 37,2
14 336 33,5
100 4 ¢« o
c. [%] =
10 T T T )
0 100 200 300 t[h] 400

Ryc. 5.27 Potlogarytmiczny wykres zaleznosci C(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu VI
w T =363 KiRH=74,6%.
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Tabela 5.28 Zmiany stezenia zwiazku VI w wyniku rozktadu w temperaturze 363 K przy RH = 0%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t[h] Ct [%] Parametry prostej
1 48 98,0
2 72 84.4 a+ Aa=-0,0089 3,53 -10°
b+ Ab=163,82+ 1,06
3 96 69,5 S, = 0,037
4 115 61,2 Sa=163-10°
S, =10,028
5 130 52,8 r = -0,998
6 145 46,5
7 160 40,3 Parametry kinetyczne
8 170 36,6
9 182 32,7
10 195 28,4 K+ Ak = 2,48-10° + 9.81-10° [s]
11 210 24,6 tos = 77,32 [h]
to1 = 17,00 [h]
12 225 21,6
13 244 18,0
14 258 15,5
100 - .o
c, [%] ® . -
10 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 t[h] 300

Ryc. 5.28 Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu VI
w T =363 KiRH=0%.
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Tabela 5.29 Zmiany st¢zenia zwigzku VIl w wyniku rozkladu w temperaturze 363 K przy

RH =
kinetycznymi

76,4% wraz z wyznaczonymi

parametrami

prostej oraz parametrami

Lp. t[h] Ct [%] Parametry prostej
1 24 98,4
2 48 958 a+Aa=-0,0026 + 1,03 -10*
b+ Ab=108,95+ 1,02
3 72 %038 S, =0,0153
4 96 86,5 S.=4,76 - 10°
Sp = 0,009
5 124 79,2 = 0.098
6 144 75,9
7 160 72,8 Parametry kinetyczne
8 182 68,6
9 205 63,8
10 224 606 K+ Ak =726 -107 + 2,85-10% [s]
11 244 57,3 tos = 265,09 [h]
to1 = 40,32 [h]
12 264 54,3
13 285 51,2
14 306 48,5
100 7 * o . o
c [%] Tt * e,
10 T T T 1
0 100 200 300 400
t[h]

Ryc. 5.29 Poétlogarytmiczny wykres zaleznos$ci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu VI
w T =363 KiRH=74,6%.
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Tabela 5.30 Zmiany stezenia zwiazku VII w wyniku rozktadu w temperaturze 363 K przy RH = 0%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t[h] Ct [%] Parametry prostej
1 24 98,5
b+ Ab=104,37 + 1,02
3 2 a1 S,=0,0113
4 96 85,8 S.=3,05-10°
Sy = 0,0062
5 120 82,8 r = -0,998
6 144 78,8
7 164 76,6 Parametry kinetyczne
8 185 74,1
9 200 71,2
10 220 67,6
k+Ak=5,44-107+1,83-108[s]
11 244 65,3
tos = 353,61 [h]
12 268 62,3 to1 = 53,78 [h]
13 290 55,5
14 314 55,5
15 340 52,9
100 * . 4, .
¢ ] e o W C e W,
10 T T
0 100

300 400
t[h]

Ryc. 5.30 Poétlogarytmiczny wykres zaleznos$ci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu VI
w T =363 KiRH=0%.
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Tabela 5.31 Zmiany stezenia zwiazku VIII w wyniku rozktadu w temperaturze 363 K przy RH =
76,4% wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t[h] Ct [%] Parametry prostej
1 24 92,7
— 104
b+ Ab=101,61+ 1,02
3 72 82,5 S, =0,0177
4 96 76,3 S.=4,83-10°
Sp = 10,0099
5 120 72,2 F=-0,998
6 144 68,9
7 164 64,6 Parametry kinetyczne
8 185 61,4
9 200 57,5
10 220 54,1
k+Ak=8,02 107 +2,87-108[s]
11 244 50,3
to,5 = 239,88 [h]
12 268 46,1 to1 = 36,47[h]
13 290 42,9
14 314 40,08
15 340 37,8
1001 o o
c [%] D Y .
10 T T T T 1
0 100 200 300 400
t[h]

Ryc. 5.31 Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu V111
w T =363 KiRH=74,6%.
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Tabela 5.32 Zmiany st¢zenia zwigzku VI w wyniku rozktadu w temperaturze 363 K przy RH = 0%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t[h] Ct [%] Parametry prostej
1 24 93,1
b+Ab=10051+ 1,01
3 72 79,9 s,=0,0121
4 96 73,8 S.=3,30-10°
Sy = 0,0068
5 120 70,4 F = -0,999
6 144 65,8
7 164 61,2 Parametry kinetyczne
8 185 58,3
9 200 55,2
10 220 52,2
k+Ak=28,43-107+1,97 -10®[s7]
11 244 48,5
to,5 = 228,26 [h]
12 268 44,3 to1 = 34,72 [h]
13 290 41,7
14 314 38,4
15 340 35,1
100 ¢
c [%] ¢ * .,
10 T T T 1
0 100 200 300 400

t [h]

Ryc. 5.32 Pétlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu VIII
w T =363KiRH=0%.
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Tabela 5.33 Zmiany st¢zenia zwigzku 1X w wyniku rozktadu w temperaturze 363 K przy RH = 76,4%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi

Lp. t[h] Ct [%] Parametry prostej
1 24 85,16
b+Ab=97,61+ 1,03
3 72 75,1 S, =0,0232
4 96 68,3 S.=6,322-10°
Sp=0,013
5 120 61,5 r = -0,008
6 144 58,8
7 164 52,4 Parametry kinetyczne
8 185 50,1
9 200 46,4
10 220 42,6
k+Ak=1,05-10%+3,67-10®[s?]
11 244 38,5
to,5 = 183,00 [h]
12 268 34,1 to1 = 27,83[h]
13 290 32,9
14 314 29,8
15 340 26,4
100 ¢,
c [%] * * e .
10 T T T T 1
0 100 200 300 t 400

Ryc. 5.33 Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu 1X
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w T =363 KiRH=74,6%.
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Tabela 5.34 Zmiany stezenia zwigzku IX w wyniku rozktadu w temperaturze 363 K przy RH = 0%
wraz z wyznaczonymi parametrami prostej oraz parametrami kinetycznymi.

Lp. t[h] Ct [%] Parametry prostej
1 24 88,6
b+ Ab =106,46+ 1,04
3 72 72,1 S, =0,0343
4 9 64,2 Sa=9,33 - 10%
Sp=0,019
5 120 55,3 r = -0,008
6 144 50,2
7 164 45,3 Parametry kinetyczne
8 180 41,1
9 200 37,4
10 220 34,7
k+Ak=1,47-10%+ 5,55 108 [s]
11 244 30,5
to,5 = 130,4 [h]
12 268 26,1 to1 = 19,83 [h]
13 290 23,0
14 314 19,2
15 340 16,4
100 1
c [%] * . .
10 T T T 1
0 100 200 300 400
t[h]

Ryc. 5.34 Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢(%) = f(t[h]) reakcji rozktadu 1X
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wT=363K

i RH = 0%.
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5.4.3 Pordéwnanie trwalosci badanych zwiazkéw z solami peryndoprylu

a) w warunkach RH = 76,4% oraz w T = 363 K — Tabela 5.35

Tabela 5.35 Porownanie trwatosci badanych zwigzkéw 2z trwaloscig solami peryndoprylu

w RH =76,4% i w temperaturze 363 K.

Zwigzek Stata k [s?] to,s [N] tos [N]
' k+Ak=1,21-107+8,71-10° tos = 1588,27 | to.1=241,56
I k+ Ak =1,95-107 + 5,65-10° tos = 984,95 | to:=149,80
UL k+ Ak =3,19-107 + 1,16-10° tos=60296 | to1=9106
I k+Ak=5,19-107 + 1,587-10°® tos = 370,33 to1 = 56,32
v k+ Ak =5,25-107 + 2,412-10°8 fos = 366,12 to1 = 55,84
Vi k+Ak=1,10 -10 £ 5,19-10° tos = 173,55 to1 = 26,39
Vi k+Ak=7,26-107+2,85-10 tos = 265,09 to1 = 40,32
Vil k+Ak=8,02-107 +2,87-108 tos = 239,88 to1 = 36,47
IX k+Ak=1,05-10% +3,67-10°® tos=183,00 | to1=27,83
Peryndopryl
Ty k+Ak=225-10"+3,510° tos = 4,29 to1 = 1,58
tert-butyloaminy
Argininian
g k+ Ak =2,22 -10°¢ + 1,05-107 tos = 86,46 o, = 13,15
peryndoprylu
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b) w warunkach RH = 0% oraz w T = 363 K — Tabela 5.36

Tabela 5.36 Porownanie trwatosci badanych zwigzkéw 2z trwaloscig solami peryndoprylu

w RH = 0% i w temperaturze 363 K.

Zwigzek Stata k [s7] tos [h] to.1 [h]

l K+ Ak =1,95107 £ 5,65-10° fos = 984,95 | to1=149,80

I K+ AK=1,46-107 + 1,62-10° tos = 131472 | to1=199,87

i k+ Ak =3,79-107 + 8,97-10° tos = 507,01 ton = 77,11

v k+ Ak = 6,07-107 + 1,88-10° tos=316,7 | 11=4812

v K+ Ak = 6,80-107 +2,26-10° fos=283,00 | 101=43,04

Vi K+ Ak =2,49-10° +9,81-10° tos=1254 | 1, =17,00

Vil k+ Ak =241 - 10°+ 1,09-107 to5=5361 | to1=53,78

Vi k+ Ak = 8,43-107 + 1,97-10° tos=22826 | t1=34,72

IX K+ Ak =1,47-10 +5,55-10° fos=1304 | 11=19,83

FaTT k+ Ak =2,60 -10% + 3,53-10° tos = 44,3 1= 6.7
tert-butyloaminy

Peryndopryl argininy k+Ak=1,47 -10°+7,27-108 tos = 130,83 to1 = 19,89
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5.5 Badania in silico

Do rozwazan majgcych na celu omowienie interakcji analogow |-ACE z otoczeniem
chemicznym wzigto pod uwage pochodne | — IX. Jako cel biologiczny, z uwagi
na satysfakcjonujaca rozdzielczo$¢, wybrano pobrane z bazy Protein Data Bank biatko
2c6n.pdb, biorgc pod uwage jego monomeryczng strukture (fancuch A). Majac na wzgledzie
opis odziatywan ligand-otoczenie, wszystkie ww. analogi byly w pierwszej fazie badan
mimimalizowane celem wytypowania rotameru o najnizszej energii sposréd grupy rotamerow
wygenerowanych za pomoca dynamiki molekularnej (modut ,Molecular Dynamics
Conformational Search” z uzyciem oprogramowania Gabedit 2.4.7) [171,172], po czym,
uzyskane w ten sposob geometrie rotamerdéw, byly preoptymalizowane przy pomocy
metodologii potempirycznej PM7 [173] z uzyciem oprogramowania Mopac 2016. [174]
Metodologia dynamiki molekularnej pozwolita na wzglednie szybkie przeszukanie przestrzeni
konformacyjnej, ktorej bardziej doktadny opis zostat nastgpnie dokonany z wykorzystaniem
relatywnie nowego 1 szczegdtowo sparametryzowanego hamiltonianu PM7. Implementacja
formalizmu DFT (Gaussian G16 A.03) [175] wzgledem wytypowanych w ww. sposob
rotameréw badanych zwigzkow zaowocowala udoktadnieniem, w rozumieniu mechaniki
kwantowej, geometrii i pozyskaniem zoptymalizowanych struktur ligandéw. Kolejng faza
badan w przebiegu realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej bylo zastosowanie protokotu
dokowania zoptymalizowanych w wyzej wymieniony sposob analogéw do struktury enzymu
konwertujacego angiotensyng I (2c6n.pdb). W tym celu zoptymalizowane [podejscie
B3LYP/6-31G(d,p) w fazie gazowej] struktury badanych ligandow w Srodowisku
linuksowym (Ubuntu 16.04) za pomoca programu Open Babel 2.3.2 [176] przeksztatcono
do formatu plikéw z rozszerzeniem *.mol2. Umozliwito to przygotowanie pliku startowego
(inputu) z rozszerzeniem *.pdbqt z uzyciem oprogramowania AutoDock Tools 1.5.6 [177],
niezbednym do uruchomienia procedury dokowania. Poza wskazaniem Sciezki dostepu
do plikow definiujagcych min. tadunki, typow atomoéw biatka oraz dokowanego ligandu
(w formacie *.pdbqt) pozostate parametry pliku konfiguracyjnego przedstawiaty sie

nastepujaco:
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center x =-29.093

center_y =-17.095

center_z =-33.881
size x =40
size_ y=40

size z =36

energy_range = 4
exhaustiveness = 20
Zostaly one wypracowane w toku przeprowadzonych uprzednio wielu procedur dokowania
(z uzyciem oprogramowania AutoDock Vina [178]) struktury referencyjnego liganda
(lizynoprylu) po wycigciu go z natywnej struktury enzymu 2c6n.pdb i uzyskaniu
satysfakcjonujacego wyniku natozenia si¢ wygenerowanych w wyniku dokowania struktur
(,,poses”). Tak zadokowanego liganda z geometrig oryginalnego, referencyjnego lizynoprylu
wyekstrahowanego z  kompleksu  natywnego  wariantu  enzymu  2c6n.pdb.
Wyniki przedstawiono w Tabeli 5.37 oraz na Ryc. 5.35 - 5.39.

Tabela 5.37 Energia powinowactwa (,,binding affinity”) zadokowanych struktur (,,Pose”)

badanych izosterow | - IX
Poza Energia powinowactwa (,,binding affinity”) [kcal/mol]

[ 1 1l v \Y VI VII VI IX
1 -8,6 -8,0 -8,4 -8,0 -8,6 -7,9 -7.3 -8,0 -7,8
2 -8,5 1,7 -8,3 -7,4 -8,3 1,7 -7,2 -7,9 -7,8
& -8,2 -7,6 -8,0 -7,4 -8,2 7,7 -7,0 7,7 -7,6
4 -7,6 -7,3 -8,1 -7,6 -6,9 7,7 -7,6
5 -7,5 -7,3 -8,0 -7,6 --- -1,7 -7,5
6 -7,5 -7,3 --- --- -1,7 ---
7 -7,2 --- --- 1,7 ---
8 -7,2 --- --- -7,6 ---
9 - - - - -
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Ryc. 5.35 Polozenie wygenerowanych w rankingu pierwszych struktur (,,p6z”) badanych ligandow
wzgledem liganda referencyjnego.

Ryc. 5.36 Potozenie pierwszej wygenerowanej w rankingu struktury (,,pozy”) ligandu 11 wzgledem
liganda referencyjnego.

Ryc. 5.37 Potozenie pierwszej wygenerowanej w rankingu struktury (,,pozy”) ligandu IV wzgledem
liganda referencyjnego.
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Ryc. 5.38 Potozenie pierwszej wygenerowanej w rankingu struktury (,,pozy”) ligandu V wzgledem
liganda referencyjnego.

Ryc. 5.39 Polozenie pierwszej wygenerowanej w rankingu struktury (,,pozy”) ligandu V111 wzgledem
liganda referencyjnego.

W obliczu tak przygotowanych parametréw dokowania w kolejnym kroku wykorzystano
je do zadokowania zoptymalizowanych uprzednio badanych ligandéw | - IX, a uzyskany
ranking wygenerowanych przez program struktur (,,p6z”, ang. poses) zestawiono w Tabeli
5.36. Zastosowana w programie funkcja skorujaca jedynie wobec pochodnych VIII oraz V
zaowocowala otrzymaniem az dziewieciu pdz réznigcych sie wartoscig binding affinity
wynoszgcg maksymalnie ok. 0,4 kcal/mol. Z kolei z punktu widzenia najbardziej ujemne;j
warto$ci wspomnianej energii (przy zerowej wartosci $redniego odchylenia standardowego
RMSD wygenerowanego przez program, odnoszacej si¢ do pierwsze] pozy badanych
pochodnych) najkorzystniej w omawianym rankingu wypadty analogi: | i V (-8,6 kcal/mol),
Il (-8,0 kcal/mol), 111 (-8,4 kcal/mol) oraz VIII (-8,0 kcal/mol), przy czym pozy pierwsze
pochodnych 11 i V zlokalizowane byly w znacznej odleglosci od potozenia referencyjnego

liganda (warto$ci energii binding affinity struktur zadokowanych odlegle wzgledem potozenia
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lizynoprylu zaznaczono w Tab. 5.36 kolorem czerwonym). Ponadto zauwazono, iz pierwsze
struktury (,,pozy”) rankingu odnoszace si¢ do zwigzkéw IV (Ryc. 5.37) i V (Ryc. 5.38)
nie pokrywatly sie¢ znaczaco z plaszczyzng referencyjnego liganda (zaznaczonego cienkg linig
na Ryc. 5.40 i 5.41; wartosci energii binding affinity struktur tychze izosteréw zaznaczono
w Tab. 5.36 w pogrubiony sposob), co miato miejsce w przypadku pochodnej VIII
(Ryc. 5.41). Majac na wzgledzie interakcje natury sterycznej oraz energetycznej, dalsze
rozwazania poswigcono pochodnej VIII. Postanowiono przy tym przeanalizowa¢ w ujeciu
jakosciowym 1 ilosciowym rozktad kontaktow elektrostatycznych tworzonych przez analog

V111 w kompleksie ligand-enzym (Ryc. 5.40 i Ryc. 5.41).

LB

Ryc. 5.40 Wizualizacja interakcji miedzy pierwsza poza liganda V111 (kolor czerwony) a kieszenig
enzymu 2c6n.pdb
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Ryc. 5.41 Wizualizacja interakcji miedzy pierwsza poza liganda V111 a Kieszenig enzymu 2¢6n.pdb
w odlegtosci 5A od liganda

Wykazano przy tym, iz, mimo Ze jon Zn?* znajdowat sie w odlegtosci ok. S5A
od endocyklicznych atomoéw azotu badanego zwiazku, ligand VIII odznaczatl si¢ zdolnoscig
do tworzenia trzech stabych wigzan wodorowych (w relacji donor-akceptor) z nastgpujagcymi
aminokwasami enzymu: Tyr-501 (oddziatywanie typu C=0--H-O, dlugoé¢ wigzania 3,622 A)
oraz His-331 (oddziatywanie typu C=0-N, dlugo$¢ wigzania 3,024 A; oddziatywanie typu
H-ON, dtugoéé wiazania 3,592 A). Nie bez znaczenia okazata sie rowniez wykazujaca
stabilizujacy wptyw na karbonyl liganda wzgledna blisko$¢ His-491 (odleglo$é ok. 3,4 A).
Na uwage zastuguje takze fakt, iz aminokwasami kieszeni konwertazy angiotensyny tworzacymi
wigzania wodorowe z badang pochodng VIII byly: His-331 oraz Tyr-501, ktére to okazujg sie
takze by¢ istotne w interakcji referencyjnego lizynoprylu z omawianym enzymem (Ryc. 5.42).

TyrSﬂlA
Q
k

Ryc. 5.42 Wizualizacja interakcji miedzy lizynoprylem a aminokwasami kieszeni enzymu.
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6. Omowienie wynikow

Peryndopryl, nalezacy do grupy I-ACE, jest lekiem szeroko stosowanym w leczeniu chorob
uktadu krazenia, przede wszystkim w nadci$nieniu tetniczym i niewydolno$ci serca. Jest
on prolekiem zawierajacym w swojej budowie ugrupowanie estrowe, w watrobie ulega
przeksztalceniu do aktywnego metabolitu — peryndoprylatu. Hydroliza, ktorej jest poddawany
peryndopryl w ustroju, zapewnia odpowiednig dostgpno$¢ biologiczng, niemniej,
w warunkach przechowywania, jest przyczyng nietrwatos$ci. [2, 11] Fakt ten $wiadczy
o konieczno$ci monitorowania stabilnosci tej substancji i produktow leczniczych, aby
zapewni¢ bezpieczenstwo I skutecznos¢ terapii nadci$nienia. [9, 10] Leki z grupy I-ACE
sg stosowane w monoterapii, a takze w terapii kombinowanej m.in. z hydrochorotiazydem,
bedacym przedstawicielem diuretykow tiazydowych. Wykorzystujac dwa uzupelniajace si¢
mechanizmy dziatania lekow w terapii nadci$nienia, mozna obnizy¢ dawki podawane
pacjentowi, zachowujac efekt farmakologiczny, zmniejszajac jednoczesnie dziatania
niepozadane.

W literaturze polskiej i $wiatowej mato jest prac badawczych na temat stabilnosci
peryndoprylu w substancji, w preparatach farmaceutycznych oraz brak gotowej postaci leku
zawierajacej peryndopryl i hydrochlorotiazyd, co zwrocitlo moja szczegdlng uwage na ten
obszar chemii medycznej. Przeglad pismiennictwa dotyczacy nowych doniesien o dziataniu
I-ACE stat si¢ motywacja do poglebienia wiedzy i dalszych badan. Mianowicie, z dostgpne;j
literatury wiadomo, ze u pacjentow, ktorzy byli dtugoterminowo leczeni ta grupg lekow,
obserwowano jednocze$nie np. spadek objawow zwigzanych z demencja czy obnizenie
ryzyka udaru. W badaniach na modelach zwierzecych, gdzie podawany byt peryndopyl,
odnotowano nizsze stgzenie utlenionego glutationu i podwyzszony poziom glutationu
zredukowanego w mozgu, co moze $wiadczy¢ o protekcyjnym dziataniu leku i zapobieganiu
m.in. peroksydacji lipidow oraz biatek. Zaobserwowany zostat takze pozytywny wpltyw
I-ACE na poziomy dopaminy i hydroksylazy tyrozynowej (w modelu zwierzecym choroby
Parkinsona) oraz spadek st¢zenia amyloidu p (w modelu zwierzecym choroby Alzheimera).
Autorzy: K. Reardon i in., Mashoody T. i in. oraz Dong Y. i in. w swoich opublikowanych
badaniach sugeruja, ze I-ACE, a wsrdd tej grupy przede wszystkim peryndopryl, moze
wspomagac terapi¢ chordb neurodegeneracyjnych. [38, 51, 59] Doniesienia te staty si¢ dla
mnie inspiracja do analizy potencjalu antyoksydacyjnego peryndoprylu i innych lekow z tej

grupy.
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Ze wzgledu na nieefektywne wyniki terapii nadci$nienia, ciagle poszukuje si¢ nowych
substancji, ktore cechowalyby sie nie tylko wielokierunkowym  dziataniem
farmakologicznym, ale takze wysokg trwalo$cig bez wzgledu na strefe klimatyczna. [2]

Obecne wyzwania wspodtczesnej chemii medycznej sa ukierunkowane na poszukiwania
nowych substancji 0 ulepszonych strukturach i wlasciwosciach
fizyko-chemiczno-terapeutycznych, dlatego tez w pracy doktorskiej podjetam sie
opracowania i syntezy nowych zwigzkéw o potencjalnym dziataniu inhibujacym enzym

konwertazy angiotensyny.

Ze wzgledu na ztozono$¢ badan, niniejsza pracg doktorska podzielitam na dwa etapy.
Pierwszy etap dotyczyt dokladnej analizy trwatosci w fazie statej dwoch soli peryndoprylu
(in pure) najczesciej stosowanych w lecznictwie — tert-butyloaminy oraz argininianu oraz ich
preparatow  farmaceutycznych, a takze mieszanin modelowych  peryndoprylu
z hydrochlorotiazydem. Ponadto oceniono wiasciwosci antyoksydacyjne peryndoprylu

1 wybranych lekow z grupy I-ACE.

Drugi etap pracy doktorskiej dotyczyt syntezy zwiazkow o potencjale blokowania enzymu
konwertazy angiotensyny i korzystniejszych wtasciwosciach fizykochemicznych. Obejmowat
on badania struktury chemicznej i oceng trwatosci nowosyntezowanych zwigzkow w fazie
statej, a takze wlasciwosci antyoksydacyjnych, sily wigzania z enzymem (in silico) oraz

badania biologiczne (ocena aktywno$ci wobec AChE i BUChE).

ETAP PIERWSZY
Badanie trwalo$ci peryndoprylu tert-butyloaminy i argininianu peryndoprylu

Walidacja metody analitycznej

Dobdér  wlasciwej metody pomiarowej jest gwarancja wiarygodnosci  badania,

stad niezbgdne jest przeprowadzenie jej walidacji.

Do swoich badan dotyczacych oceny trwatosci peryndoprylu tert-butyloaminy (PER)
i argininianu peryndoprylu (PERa) w pracy doktorskiej zastosowatam metode RP-HPLC,
ktora byla wczesniej wykorzystana do podobnych analiz zwiazkow z grupy I-ACE. Metode

analityczng poddano rewalidacji. Oceniono parametry: selektywno$¢, liniowos¢, limit
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wykrywalnosci, limit oznaczalno$ci, precyzj¢ (na poziomie niskim i wysokim)

doktadnosé.

Parametry rozdzialu byty nastepujace:

e faza stacjonarna: kolumna LiChrospher ® 100 RP-18 (5 um),

e faza ruchoma: acetonitryl - bufor fosforanowy (pH 2,0): 70: 30 v/v,

e szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1,2 ml/min,

e detekcja spektrofotometryczna, analityczna dlugos¢ fali: 215 nm,

e objetos¢ nastrzyku: 20 pl,

oraz

e wzorzec wewnetrzny - metanolowy roztwor chlorowodorku oksymetazoliny

(0,025 mg/ml).

Wyniki procesu rewalidacji PER; i PERa zostaty przedstawione w Tabeli 6.1.

Tabela 6.1 Wyniki walidacji metody RP-HPLC dla PERa i PER:

Parametry PERa PER;
Zakres liniowosci [%] 0,004 - 0,04 0,004 - 0,04
Rownanie prostej 'y = ax
Nachylenie prostej a +Aa 77,76 £2,52 28,62 +0,074
Odchylenie standardowe 0,0405 0,0119
Wspotczynnik korelacji (r) 0,999 0,999
Warto$¢ b (istotnosé) niestotna niestotna
Limit wykrywalnosci (LOD) [%]) 0,0017 0,0014
Limit oznaczalno$ci (LOQ) [%]) 0,0052 0,0042
Precyzja (RSD, niska; wysoka [%]) 1,48 ;1,98 1,55;1,99
Doktadnos¢ (odzysk [%] ) 99,76; 100,79 99,98; 100,5
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Metoda RP-HPLC spetniata wszystkie kryteria rewalidacyjne. Jest selektywna (czas retencji
dla PER; i PERa ~ 5,5 min, produkt rozktadu ~ 3,5 min, wzorzec wewnetrzny ~ 9,5 min, Ryc.
3.1, Rodziat 3), liniowa, precyzyjna, doktadna i o odpowiedniej czutosci, stad moze byé
stosowana do badan dotyczacych oceny trwatosci peryndoprylu w postaci dwoch soli w fazie

statej.

Trwalosé peryndoprylu tert-butyloaminy i argininianu peryndoprylu w fazie stalej

Przeprowadzona metodg RP-HPLC analiza trwatosci PER: oraz PERa W fazie statej pozwolita
wyznaczy¢ parametry Kinetyczne i termodynamiczne reakcji rozktadu badanych zwigzkow.
Dobranie roznych warunkéw w poszczegdlnych testach kinetycznych umozliwilo okreslenie
wplywu  najistotniejszych  czynnikow  zewnetrznych — tj.  wysokiej  temperatury

1 wilgotno$ci wzglednej powietrza na proces rozktadu.

e  0bnizona wilgotno$¢ wzgledna powietrza RH = 0% 1 podwyzZszona temperatura

W obnizonej wilgotnosci wzglednej powietrza, zaobserwowano, iz rozklad PER:
oraz PERa w powyzszych warunkach przebiega zgodnie z kinetyka reakcji pierwszego rzedu.
Wyznaczone stale rozkladu postuzyly do wyznaczenia parametrow termodynamicznych.
Wykresy zaleznosci oraz obliczone parametry kinetyczne i termodynamiczne dla PER; zostaty
przedstawione na Ryc. 6.1 i w Tabeli 6.2, a dla PERa na Ryc. 6.2 i Tabeli 6.3, a szczegotowe

dane sa przedstawione w Rozdziale 4.
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PER:
100 M
¢ [%] 1
10 -
1 T T T T
0 20 40 60 80 t[h]

Ryc. 6.1 Wykres zaleznosci In ¢(%) = f(t) reakcji rozktadu PER,
RH = 0% w temp. od 333 K do 363 K, gdzie (¢) 333 K, (m)343 K, (A)348 K, (X) 353 (e) 363 K.

Tabela 6.2 Parametry Kinetyczne 1 termodynamiczne reakcji rozkladu PERy,
RH = 0% w temp. od 333 K do 363 K

Parametry roéwnania In k = f(1/T) Parametry termodynamiczne

a+ Aa =-15363,55 + 4835,54

+ = +
b+ Ab=32,05+13,35 E. = 127,74 + 40,20 [kJ/mol]

S,=0,365
AHF = 125,26 + 42,68 [kJ/mol]
S.=19741,91
AS* = 0,021+ 0,134 [KJ/(K-mol)]
Sp = 4,809
r=-0,986
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PERa
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Ryc. 6.2 Wykres zaleznosci In ¢(%) = f(t) reakcji rozktadu PER,,
RH = 0% w temp. od 353 K do 383 K, gdzie (m) 353 K, (A)363 K, (¢#) 373K, i (e) 383 K.

Tabela 6.3 Parametry Kkinetyczne i termodynamiczne reakcji rozktadu PERs,
RH = 0% w temp. od 353 K do 383 K

Parametry rownania In k = f(1/T) Parametry termodynamiczne

a+ Aa=-2656,4 + 1946,16

b + Ab = -6,224+5 29
’ ’ E. = 22,086 + 16,18 [kJ/mol]

S,=0,099
AH* = 19,61 + 18,67 [kJ/mol]
S.= 611,615
AS* = -0,296+ 0,200 [KJ/(K-mol)]
Sp = 1,663
r=-0,951
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Porownujac state szybkosci rozktadu PER in pure oraz PER. in pure w obnizonej wilgotno$ci
RH = 0%, zauwazylam, ze w tych warunkach wzrost temperatury ma duzo wigkszy wplyw
na rozktad soli tert-butyloaminowej peryndoprylu. Ocenione czasy potowicznego rozktadu tos
w RH =0% i T = 363 K, ktore wynosily odpowiednio dla PER; 44,3 min., a dla PERa
130,83 h, wskazuja na wigkszg nietrwato$¢ PER;.

e podwyzszona wilgotno$¢ wzgledna powietrza RH = 76,4% oraz temperatura

PER;

W tych warunkach kinetycznych PER: in pure rozklada si¢ zgodnie z modelem reakcji
autokatalitycznej. Zaleznosci In ¢(%) = f(t) sg sigmoidalne (Ryc. 6.3) natomiast zaleznoS$ci
In ci/(co — ct) = f(t) sa prostoliniowe (Ryc. 6.4). Wyznaczone parametry termodynamiczne

zostaly przedstawione w Tabeli 6.4, a szczegdétowe dane sg przedstawione w Rozdziale 3.

100 &
c [%]

lo T T T 1
0 20 40 60 t[h] 80

Ryc. 6.3 Wykres zaleznosci In ¢ (%) = f(t) reakcji rozktadu PER:, RH = 76,4% w temp. od 333 K
do 363 K, gdzie () 333 K, (m)343 K, (4)348 K, (x) 353i (®) 363 K.

100,0

0,0

Cl(CoCy)

1 -

01 : : : ‘
0 20 40 60 {[h] 80

Ryc. 6.4 Wykres zalezno$ci In c/(Co— ¢y) = f(t) reakcji rozktadu PER,
RH =76,4% w temp. od 333 K do 363 K, gdzie (¢) 333 K, (m)343 K, (4)348 K, (x) 353 i (e) 363 K.
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Tabela 6.4 Parametry kinetyczne 1 termodynamiczne reakcji rozkladu PERy,
RH =76,4% w temp. od 333 K do 363 K

Parametry roéwnania In k = f(1/T) Parametry termodynamiczne

a+ Aa=-12001,05+ 2851,40

+ = +
b+ Ab=24,51+ 8,20 E. = 99,78 + 23,70 [kJ/mol]

S,=0,190
AH? = 97,30 + 26,18 [kd/mol]
S.=1027,31
AS* = 0,41+ 0,17 [KJ/(K-mol)]
Sp=2,97
r =-0,989

PERa

Dla PER: w warunkach podwyzszonej wilgotnosci wzglednej powietrza krzywe rozktadu
In c(%) = f(t) byty prostoliniowe, co oznacza, ze rozklad przebiega zgodnie z kinetyka
pierwszego rzedu — Ryc. 6.5, wyznaczone parametry termodynamiczne zostaty umieszczone

w Tabeli 6.5, a szczegétowe dane sg przedstawione w Rozdziale 4.

100 +

c [%]

10 T T T T ]
50 100 150 200 250 300 t[h]

Ryc. 6.5 Wykres zaleznosci In ¢(%) = f(t) reakcji rozktadu PER,,
RH =76,4% w temp. od 353 K do 383 K, gdzie (¢) 333 K, (®)343 K, (4)353 K, (®) w 363 K.
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Tabela 6.5 Parametry Kkinetyczne i termodynamiczne reakcji rozkladu PERs,
RH =76,4% w temp. od 353 K do 383 K

Parametry rownania In k = f(1/T) Parametry termodynamiczne

a+ Aa =-6204,81 + 2409,27

b+ Ab = 4,09 £6,93
R E. = 51,89 + 20,03 [kd/mol]

S,=0,140
AH* = 49,11 + 22,50 [kJ/mol]
S.= 757,15
AS* =-0,21 + 0,18 [KI/(K-mol)]
Sp = 2,163
r=-0,985

Zaobserwowalam, ze podwyzszona wilgotnos¢ wzgledna powietrza przyspiesza rozktad
badanych substancji. Poniewaz warunki §rodowiskowe miaty wptyw na rozktad peryndoprylu
tert-butyloaminy stwierdzono, ze obecnos¢ wilgoci wptywa na mechanizm rozktadu zwigzku
PER:. Takiej zalezno$ci nie zaobserwowatam przy soli argininianowej peryndoprylu, gdzie
mechanizm rozktadu substancji przebiega tak samo zaréwno w warunkach obnizonej, jak
1 podwyzszonej wilgotnosci wzglednej powietrza. Stwierdzitam, ze podwyzszona wilgotno$é¢
wzgledna powietrza wptywa na mechanizm rozktadu tylko w przypadku PER:. Zauwazytam
takze roéznice w czasach potowicznego rozkladu PER: i1 PER,, ktore odpowiednio wynosza:
dla PER: - 4,29 h, dlaPERa- 86,46 h (w RH =76,4% i T = 363 K) i wskazuja one, ze wigkszg

trwalo$¢ w podwyzszonej wilgotnosci wzglednej ma PERa.

o Wplyw zmieniajacej si¢ wilgotnosci wzglednej powietrza RH od 50,9 % do 76,4%
na trwato$¢ PERt i PERa

Analizujac wptyw roéznych wilgotnosci wzglednych powietrza na trwato$é¢ PER; (Ryc. 6.6)
oraz PERa (Ryc. 6.7), w statej temperaturze T = 333 K, zaobserowatam, iz wraz ze wzrostem
poziomu RH% nastepuje ekspotencjalny wzrost stalych szybko$ci reakcji zgodnie
z zaleznoscig In k = f (RH%), ktérej to wartos¢ nachylenia okresla wrazliwo$¢ badanej
substancji na zmiany wilgotnosci. Z tego wnioskuje, iz im wigksza jest warto$¢ wilgotno$ci
wzglednej powietrza w $rodowisku, gdzie przechowywana jest/bedzie substancja lecznicza,

tym jej trwato$¢ jest nizsza.
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Ryc. 6.6 Po lewej - wykres zaleznosci In ¢ (%) = f(t) reakeji rozktadu, po prawej - wykres zaleznosci
In ¢/ (Co—cy) = f(t) reakcji rozktadu PER:w RH od 50,9% do 76,4% i temp. 333 K, gdzie:
(¢)RH =50,9%, (m)RH = 66,35%, ( A)RH = 76,4%.

100 -
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Ryc. 6.7 Wykres zaleznosci In ¢(%) = f(t) reakcji rozktadu PERa
w RH od 50,9% do 76,4% i temp. 333 K, gdzie: (¢)RH =50,9%, (m)RH = 66,35%, (A )RH = 76,4%.

Miarg oceny wptywu réznych wilgotnosci wzglednych powietrza na trwato$¢ PERt1 PERa jest
nachylenie réwnania: In kK = f (RH [%]), ktore wynosi odpowiednio a + Aa = 0,036 + 0,014
dla PER: oraz a + Aa = 0,023 £ 0,007 dla PERa Analizujac nachylenie prostej
wywnioskowatam, iz rozktad PER; jest bardziej wrazliwy na wilgotno$¢ wzgledng powietrza
i charakteryzuje si¢ najnizszym czasem poéttrwania, tym samym zachowanie odpowiednich
warunkow podczas procesu produkcji, transportu 1 przechowywania wymaga szczegdlnej

uwagi.

Analizujac rozktad badanych substancji mozna wywnioskowaé, iz zaréwno wilgotno$é
wzgledna powietrza jak i temperatura maja negatywny wplyw na trwatos¢ PER; i PER,,
szczegblnie wrazliwa jest sol tert-butyloaminowa peryndoprylu. Substancje te nalezy
przechowywa¢ w pojemnikach bez dostepu wilgoci i wysokich temperatur. Jego niska
stabilno$¢ jest szczeg6élnie widoczna przy zestawieniu z innymi lekami z grupy [-ACE,
przebadanymi w  Katedrze 1  Zakladzie @ Chemii  Farmaceutycznej = UMP
(Ryc. 6.8).
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Ryc. 6.8 Porownanie tosdla wybranych I-ACE w temp. 363 K i RH 76,4%.
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Wplyw hydrochlorotiazydu (HTH) na trwalos¢ soli peryndoprylu

Przygotowano mieszaniny modelowe (MM) PER: i PERaz HTH w stosunku wagowym:
» 8pert: 12,5 vrH (tabletki z PER: zawieraja 4 mg lub 8 mg PERy) — MM |,
» 10pgra: 12,5 nH (tabletki z PERa zawieraja 5 mg lub 10 mg PERa) — MM 1.

Dokonano oceny trwatosci PER; in pure, PERa in pure oraz ich mieszanin modelowych
z HTH przy RH od 50,9% do 76,4% i T = 333 K. Wyznaczono state szybko$ci rozktadu
i oceniono zalezno$¢ In ki = f(RH%). Nachylenia prostej y = a RH% + b $wiadcza o wplywie
wilgotnosci wzgednej powietrza na trwatos¢ PER: i PERa w mieszaninach modelowych.
Poréwnujgc te nachylenia zauwazytam, iz stabilnos¢ PER: i PERa wzrasta w obecnosci HTH
(Ryc. 6.9, 6.10, 6.11, Tabela 6.6, Tabela 6.7), a bardziej protekcyjny charakter HTH

zaobserwowatam w przypadku PER¢.

k [1/s]

0,04 ~
0,035 -
0,03 ~

0,025 +
0,02 ~
0,015 -
0,01 ~
0,005 - '

0

PERt MM | PERa MM I

Ryc. 6.9 Porownanie nachylen prostych a(z réwnaniay = a RH% + b) dla PER; in pure
i PERz in pure oraz MM |'i MM Il w temp. 333 K i RH od 50,9% do 76,4%.
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Tabela 6.6 State szybkosci rozktadu PER: in pure oraz w mieszaninie modelowej (MM 1)

zHTH, T=333K

1,00E-04

k [sY

1,00E-05 A

1,00E-06 T T T T
0 20 40 60 80 100
RH[%]

MM | (o)
RH [%] k[s™] Parametry kinetyczne
y=aRH% +b
76,4 (9,89+0,37) 10°® a+Aa = 0,008 + 0,004
b+Ab =-12,15 + 0,29
66,5 (8,99+0,47) 10°
r=0,992
50,9 (8,00+0,79) 10
Sp=10,069
Sy=0,019
PER; in pure (¢)
76,4 (1,05+0,11) 10° atAa= 0,036 + 0,014
b+Ab=-14,19+ 1,21
66,5 (8,14 +0,36) 10°®
r=0,993
509 | (4,19 0,55) 10° S0 = 0,280
Sy =0,0079

Ryc. 6.10 Zaleznos¢ statej rozktadu (k[1/5])
od wilgotnosci wzglednej RH 50,9% - 76,4%
dla PER:in pure (¢) i MM | (o),
temp. 333 K.
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Tabela 6.7 State szybkos$ci rozktadu PERa in pure oraz w mieszaninie modelowej (MM 1)

zHTH, T=333K

MM 11 (m)
RH [%] k[s™] Parametry kinetyczne
y=aRH% +b
76,4 (8,06+0,42) 10 a+Aa= 0,013 + 0,004
b+Ab=-15,11 + 0,32
66,5 (7,25+0,56) 10
r=0,997
-7
50,9 (5,70+0,72) 10 S, = 0,042
Sy=0,012
PER; in pure (A)
76,4 (4,43+0,47) 10”7 a+Aa = 0,023 + 0,007
b+Ab =-16,35 + 0,442
66,5 (3,69+0,47) 10”7
r=0,997
509 | (2,49+038) 107 S=0,102
Sy=0,029

1,00E-06
..... -
Kesh | oy
-
A
A
1,00E-07 T T T
0 25 50 75 RH[% 100

Ryc. 6.11 Zaleznos¢ statej rozktadu (k[1/5])
od wilgotnosci wzglednej RH 50,9% - 76,4%
dla PERain pure (A) i MM Il (m),
temp. 333 K.

201

Anna Juszczak ,, Trwato$¢ peryndoprylu w fazie statej oraz synteza nowych pochodnych inhibitoréw konwertazy angiotensyny”




Omoéwienie wynikow

Zaobserwowano, iz w warunkach podwyzszonej wilgotno$ci wzglednej powietrza PER¢
in pure i PER, in pure oraz w mieszaninach modelowych z HTH rozktadaty si¢ wedtug tych
samych mechanizmow, mianowicie reakcji autokatalizy w przypadku PER: i reakcji I-rzedu
w przypadku PERa. HTH nie ma wptywu na mechanizm rozktadu badanych substancji.
Ponadto, HTH nie ma takze wptywu na rodzaj powstajacych w czasie degradacji produktow,
gdyz analiza metodg ESI/MS potwierdzita obecnos¢ produktow hydrolizy i cyklizacji, ktore
byly wczesniej obserwowane po rozktadzie PER: in pure i PERa in pure (Rozdziat 4.5).
Niemniej jednak, HTH wptywa na szybko$¢ rozktadu obu badanych soli PER. Analizujac
wplyw wilgoci dla mieszanin soli PER z HTH mozna zaobserowaé, ze wigksza roznice
warto$ci nachylenia prostej y = aRH% + b dla PER:. Z moich przeprowadzonych badan
wnika, iz potgczenie perndoprylu oraz hydrochlorotiazydu w jednym preparacie
farmaceutycznym — tabletce, bedzie korzystne nie tylko dla pacjenta w terapii kombinowanej
(poniewaz bedzie mogt przyjmowac jeden preparat), ale wplynie takze pozytywnie

na trwalo$¢ substancji, zwtaszcza PER:.

Trwalos¢ peryndoprylu tert-butyloaminy i argininianu peryndoprylu w tabletkach

Nalezy zwr6ci¢ uwage na fakt, iz pacjenci nie zawsze dostosowywujg si¢ do zalecanych przez
producentow warunkéw przechowywania preparatow farmaceutycznych (np. wyciaganie tabletek
z opakowania handlowego, przepotawianie ich, umieszczanie w kasetkach miesi¢gcznych),
a niewlasciwe warunki przechowywania preparatow moga mie¢ wplyw na jako$¢ terapii.
Postanowiono przeanalizowa¢ wptyw temperatury od 303 K do 323 K i RH 76,4%
na trwato$¢ preparatéw z peryndoprylem poza opakowaniem bezposrednim / handlowym.

Zaplanowane badanie obejmowalo analize trwatosci PER; i PERa w tabletkach
przechowywanych w catosci bez blistra oraz w formie przepotowionej. Zaobserowowany
rozktad preparatow z PER: oraz PER. przedstawiono na Ryc 6.12 i 6.13.
W wybranych warunkach, w tabletkach bez opakowania handlowego oraz w tabletkach
w formie przepotowionej PER: rozktadat si¢ zgodnie z mechanizmem autokatalitycznym,

natomiast PERa zgodnie z mechanizmem reakcji pierwszego rzedu.
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100,0 + 100,0 +
10,0 - 10,0 1
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5 Py
0,1 0,1 -
0,0 T T T 1 0,0 T T 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150

t[dni] t [dni]
Ryc. 6.12 Wykres zaleznosci In ¢/ (Co — ¢t) = f(t) reakcji rozktadu PER;
w tabletkach — po prawej- w catosci, po lewej - przepotowionych, w RH 76,4 % i temp. (¢) 303 K,
(w) 313K, (A) 323 K.

100,0 + 100,0 +
¢ [%] ¢ [%] \
10|0 T T 1 10,0 T T T 1
0 100 200 300 0 50 100 150 200
t [dni] { [dni]

Ryc. 6.13 Wykres zaleznosci In c(%) = f(t) reakcji rozktadu PER,
w tabletkach — po prawej- w catosci, po lewej - przepotowionych, w RH 76,4 % i temp. (#)303 K,
(m)313 K, (A) 323 K.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze proces tabletkowania i substancje pomocnicze nie wptywaja
na zmiang Kinetycznego mechanizmu reakcji rozktadu zadnej z soli PER. Jednakze
wyznaczone tos (Ryc. 6.14) wskazuja, iz przechowywanie w formie przepotowionej PERa nie
wplywa istotnie na jego trwalo$¢, natomiast w przypadku PER: proces ten znaczaco
przyspiesza jego rozklad i nie jest zalecane przechowywanie preparatow z ta sola w formie

przepolowionej przez dluzszy czas, czego pacjenci powinni by¢ swiadomi.
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PERt - tabletki

PERt - potéwki

PERa - tabletki

PERa - potowki

Ryc. 6.14 Porowanie czaséw tos dla badanych PER:i PER, w catoéci oraz w formie przepotowionej,
temp. od 303 K do 323 K, RH 76,4%.

Wyznaczono parametry termodynamiczne dla tabletek z PER: i PERa przechowywanych

w calosci oraz w formie przepotowionej w temp. od 303 K do 323 K, RH 76,4%, ktore

przedstawiono w Tabeli 6.8.

Tabela 6.8 Parametry termodynamiczne wyznaczone dla PER: i PERa przechowywanych
w tabletkach w catosci oraz w formie przepotowionej, temp. od 303 K do 323 K,

RH 76,4%

tabletki z PER;

przepotowione

tabletki z PER;

w calo$ci

tabletki z PER,

przepotowione

tabletki z PER,

w calo$ci

E.=96,711 + 0,361
[kJ/mol]
AH? = 94,23 + 38,59
[kJ/mol]
AS? =- 0,053+ 0,129
[kJ/(K-mol)]

E.=15,507 + 7,86
[kd/mol]

AH7 = 13,029 + 10,34
[kd/mol]
AS*=-0,320+ 0,219
[kJ/(K-mol)]

E.=41,45+17,88
[kJ/mol]
AH? = 39,70 + 20,36
[kJ/mol]
AS* =-0,247 +
0,187[kJ/(K-mol)]

E.=39,60 + 17,65
[kd/mol]
AH? = 37,29 + 19,96
[kJ/mol]
AS* =-0,252 + 0,187
[kJ/(K-mol)]
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Potencjal antyoksydacyjny wybranych I-ACE

Ze wzgledu na liczne doniesienia wynikajace z obserwacji poprawy stanu u pacjentdw
z chorobami o podtozu zapalnym, postanowiono przebada¢ wptyw I-ACE na neutralizacj¢
reaktywnych form tlenu. Zastosowana metoda redukcji 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu
(DPPH) monitorowana za pomocg detekcji UV potwierdzita wlasciwosci antyoksydacyjne
wszystkich przebadanych [-ACE. Wpyniki przedstawione na Ryc. 6.15 dowodza,
iz PERt1 PERa posiadajg potencjat antyutleniajacy (osiagajac ponad 25% sity dziatania kwasu
L-askorbinowego, ktory uznany jest za zwigzek referencyjny oraz  jeden
z najsilniejszych przeciwutleniaczy). Badanie to podkresla zalety stosowania peryndoprylu

oraz innych I-ACE w chorobach przewlektych.

120
inhibicja 100
[%] 100
80
58,9 61,2 61,8
60
40 253 26,1
0 I . . . . .
N Q D\ \ Q Q
(\OQ& < N \(.\\@\ .(\'?’QA @Q«* ~2>"’Ql\ 'QOQ\
o Q° & & & & &
‘Q\) (* ‘;{.
é\f 60Q \//’b
*\\. C\(\ 'b(’
& N &
&
QQ/

Ryc. 6.15 Obliczona procentowa warto$¢ hamowania wolnych rodnikow dla badanych substancji
z grupy I-ACE, po 30 minutach oddzialywania z DPPH.
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ETAP DRUGI
Synteza nowych pochodnych I-ACE

W obecnych czasach dazy sie, aby zaprojektowana czasteczka o potencjalnym dziataniu
leczniczym cechowata si¢ odpowiednig trwalo$cia, niskim profilem toksyczno$ci oraz
wykazywata si¢ wielokierunkowg aktywnoscig farmakologiczng. Kierujac si¢ tg ideg, drugi
etap pracy doktorskiej stanowila synteza i badania nowych zwigzkéw o potencjalnym
dziataniu inhibujagcym enzym konwertazy angiotensyny. Znajac ,,stabe punkty” w budowie
czasteczek I-ACE, ktore warunkuja ich nietrwalo$¢, a mianowicie: wigzanie estrowe (reakcja
hydrolizy) i blisko$¢ grupy aminowej w stosunku do pierscienia (reakcja cyklizacji), zatozona
synteza nowych pochodnych eliminowata te wigzania w zaprojektowanych strukturach.
W wyniku podjetych prac otrzymano dziewi¢¢ nowych zwigzkow (I — IX — Ryc. 6.16),
ktérych tozsamos$é potwierdzono spektroskopia UV, MS ES, H i ¥C NMR, a czystos¢
potwierdzono za pomoca temperatury topnienia i metody HPLC. Dodatkowo strukture
zwigzkow analizowano przy uzyciu dwuwymiarowych widm NMR: 'H'H COSY, HC
HMBC, !HBC HSQC. Po ustaleniu struktury nowosyntenzowanych pochodnych
postanowitam oceni¢: lipofilowos¢, trwato$¢, wiasciwosci antyoksydacyje i1 biologiczne

(hamowanie acetylocholinoesterazy i butyrylocholinoesterazy).
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Ryc. 6.16 Sciezki syntezy nowych zwiazkow | — IX.
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Wilasciwosci antyoksydacyjne nowych zwigzkow

Do analizy potencjatu antyoksydacyjnego zastosowano takg samg metode jak dla badanych
wczesniej I-ACE. Analiza wykazala, ze interakcje testowanych substancji z DPPH zwigkszaty
si¢ w nastepujacej kolejnosci: IV <II <VII <V < | < VIII < 1l < VI < IX, gdzie zwigzek
o najlepszych witasciwosciach (1X) neutralizowal wolne rodniki jedynie o 19,2% stabiej niz

kwas L-askorbinowy, co uwazam za bardzo dobry wynik — Ryc. 6.17.

120
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Ryc. 6.17 Obliczona procentowa warto$¢ hamowania wolnych rodnikow dla badanych substancji
po 30 minutach oddziatywania z DPPH.

Aktywnos¢ biologiczna

Opierajac si¢ na licznych doniesieniach o pozytywnym wptywie I-ACE na choroby
neurodegeneracyjne oraz pozytywne wyniki potencjatu antyoksydacyjnego, postanowiono
zbada¢ wplyw nowych zwigzkow na hamowanie acetylocholinoesterazy (AChE)
i butyrylocholinoesterazy (BUChE), ktore sa glownymi celami dla lekow stosowanych
w chorobie Alzheimera (AD). Aktywnos$¢ hamujaca zwigzkéw przeciwko AChE i BuChE
mierzono zmodyfikowang metoda spektrofotometryczng Ellmana. Analiza aktywnosci
biologicznej wykazata, iZ nowozsyntezowane zwigzki nie wykazuja zadowalajacego dziatania
hamujacego cholinoesteraz, o wartosciach ICsop powyzej 0,5 mM wzgledem AChE oraz
powyzej 0,7 wzgledem BuChE. Najbardziej obiecujagce wyniki w hamowaniu aktywnosci

208

Anna Juszczak ,, Trwato$¢ peryndoprylu w fazie stalej oraz synteza nowych pochodnych inhibitoréw konwertazy angiotensyny”



Omowienie wynikow

cholinoesteraz wykazywat zwigzek 111 i V. Co ciekawe, zwigzki V i VIl wykazaly aktywnos¢

wobec BuChE w badanych stezeniach.

Lipofilowos¢

Aby oszacowa¢ rozpuszczalno$¢ oraz mozliwosci przenikania czasteczek przez blony
biologiczne, zwiazki | - IX poddano analizie wartosci LogP przez dwa modele matematyczne:
ALOGPS 2.1 oraz miLogP (Ryc. 6.18). W obu przypadkach wykazano, iz jednym
z najbardziej lipofilowych z zsyntezowanych analogéw I-ACE okazata si¢ pochodna 111,
a najbardziej hydrofilowym — pochodna IX. Obecnos¢ ugrupowania karbonylowego
w sasiedztwie kwasowego atomu azotu o hybrydyzacji sp® stanowi ceche wspolng ww.
uktadéw, jednakze silne elektroujemny charakter ugrupowania trifluorometylowego
zwigzanego z mostkowym atomem wegla, ktory potaczony jest takze z grupa metoksylowa,
zdaje si¢ przesadzac o bardziej lipofilowych wtasciwosciach zwigzku I11. Efektu tego nie daje
si¢ zaobserwowa¢ w przypadku bardziej hydrofilowej pochodnej IX, w przypadku ktorej
zasadowy charakter drugorzedowego alifatycznego ugrupowania aminowego ostabiony
wydaje si¢ by¢ na skutek ekranowania przez szybko rotujacy system heterocyklu. W tym
miejscu nalezy podkresli¢, iz uzyskane dane w przysziosci planuje si¢ zweryfikowaé

w oparciu o prace eksperymentalne implementujace rozdziat HPLC.

LogP
84_ P

3,5 - -
3 -+

2,5
2 -

1,5 A
B ALOGPS
1 .

0,5 A l miLogP

O T T T T T T T T 1
| Il 1] vV \% Vi Vil Vil IX

Ryc. 6.18 Wyznaczone wartosci LogP dla zwigzkow | — IX.
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Badanie trwalosci zwigzkow I — 1X

Dobor metody analitycznej oraz rewalidacja

Do oceny trwatosci zwigzkow | — IX wybrano metod¢ RP-HPLC. Paramerty metody byty

nastepujace:

o faza stacjonarna : kolumna LiChrospher ® 100 RP-18 (5 um),

o faza ruchoma : acetonitryl - bufor fosforanowy (pH 2,0): 65: 35 v/v,

o szybko$¢ przeptywu fazy ruchome;j : 1,2 ml/min,

o detekcja spektrofotometryczna: analityczna dlugos$¢ fali Amax dla zwigzku | - 258 nm,
Amax dla zwigzkow Il — IX - 256 nm,

o objetos¢ nastrzyku : 20 pl,

o wzorzec wewngtrzny :  metanolowy roztwor chlorowodorku  bupiwakainy
(0,05 mg/ml) — dla zwigzkow | i 11, metanolowy roztwor chlorowodorku prokainy (0,05
mg/ml) — dla zwigzkow 11 i IX.

Metod¢ RP-HPLC poddano rewalidacji do kazdego ze zwigzkow. Analizujac poziomy
walidacyjne, zauwazylam, iz sg one akceptowalne i metoda ta moze by¢ zastosowana

do badan trwato$ci zwigzkow | — IX.

Trwatos¢ zwigzkow I - 1X

Analizujac reakcje rozktadu zwiazkéw | - IX w fazie stalej, zachodzagce w warunkach
obnizonej wilgotnosci wzglednej powietrza RH = 0% oraz podwyzszonej wilgotno$ci
wzglednej powietrza RH = 76,4% i w temperaturze 363 K, uzyskano potlogarytmiczne
prostoliniowe zalezno$ci stezenia substratu od czasu, CO jest charakterystyczne dla reakcji

I-rzedu .

Analiza statych rozktadu Kk oraz czasow polowicznego rozktadu tos badanych zwigzkow
wykazata, iz wszystkie nowe czasteczki sg trwalsze od PER¢ i PERa. Najwicksza trwatosciag
odznacza si¢ pochodna kwasowa |. Zaobserwowatam, analizujac stale szybkos$ci rozkladu
zwigzkow | — IX, Ze eliminacja w czasteczce ugrupowania estrowego znaczaco podwyzszala
ich stabilnos¢ w porownaniu do PER: i PERa. Co wiecej, na szybko$¢ rozpadu ma takze
wplyw obecnos¢ grupy aminowej w tancuchu alifatycznym (zwiazki I, 11 i 111 - pozbawione
azotu w tym polozeniu maja najwyzsze czasy tos). Analizujac rozklad zwigzkéw mozna
zauwazy¢, ze nizsza trwatoscig cechuja sie zwiazki 1V, VI, IX — nieposiadajace w tancuchu
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alifatycznym grupy metylowej, ktorej obecno$¢ wpltywa na ulozenie przestrzenne czasteczki
i prawdopodobnie dodatkowo stabilizuje pierscien. Graficznie trwato$¢ badanych zwigzkow,
w poroéwnaniu do PER; i PERa, przedstawiono na Ryc 5.19 i 5.20, poréwnujac ich czasy tos

oraz state k w wybranych warunkach.

to,5 [h]
1600

1400 -
1200 -
1000 -
800 -

600 - B RH=74,6%

400
200 - W RH= 0%

0 T T T T T T T T I—I 1

| Il ] v \ Vi Vil VIl IX PERT PERA

Ryc. 6.19 Poréwnanie czasow tos dla zwigzkoéw | - 1X oraz soli peryndoprylu w warunkach
RH 74,6% oraz RH 0% i T 363 K.

k
2E-05 -
1E-05 -
W RH=74,6%
B RH= 0%
5E_11 T T T T T T T T T T 1
| I 1] v \ Vi Vil Vil IX PERT PERA

Ryc. 6.20 Poréwnanie stalych rozktadu k dla zwiazkow | — IX oraz PER: i PERa
w T 363 Ki RH 0% oraz RH 76,4%.

Badania zdolnos$ci inhibowania enzymu konwertujacego angiotensyne - in silico

Wszystkie ligandy I - IX bytly w pierwszej fazie badan minimalizowane celem wytypowania

rotameru 0 najnizszej energii  sposrdd  grupy rotamerow  Wygenerowanych
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za pomocg dynamiki molekularnej (modul ,,Molecular Dynamics Conformational Search”
Z uzyciem oprogramowania Gabedit 2.4.7, generowano 1000 rotamerdw, uzywano
nastepujgcych parametrow: ogrzewanie 0,5 — 1000 ps, 0 — 1000 K, w celu relaksacji naprezen
katowych uzyto pola sitowego Amber [180]), po czym uzyskane w ten sposob geometrie
wszystkich rotamerow byty preoptymalizowane przy pomocy metodologii poétempirycznej
PM7 z uzyciem oprogramowania Mopac 2016. Metodologia dynamiki molekularnej
pozwolita na wzglednie szybkie przeszukanie przestrzeni konformacyjnej, ktorej bardziej
dokladny opis zostal dokonany z wykorzystaniem relatywnie nowego i szczegdélowo
sparametryzowanego hamiltonianu PM7. Implementacja formalizmu DFT (Gausssian G16
A.03) wzgledem wytypowanych rotamerow badanych azoli [podejécie B3LYP/6-31G (d,p)
do zaniku czesto$ci urojonych w wygenerowanym widmie IR, osiggajgc punkty stacjonarne]
zaowocowala udoktadnieniem, w rozumieniu mechaniki kwantowej, wynikéw i pozyskaniem
zoptymalizowanych struktur ligandow.
W celu przeprowadzenia procedur dokowania zoptymalizowanych ligandéw ich struktury
w systemie Linux (Ubuntu 16.04) przeksztatcono do formatu plikow z rozszerzeniem *.mol2,
za pomocg programu Open Babel 2.3.2. [175] Umozliwilo to przygotowanie z uzyciem
oprogramowania AutoDock Tools 1.5.6 pliku startowego (inputu) z rozszerzeniem *.pdbqt
niezbednym do uruchomienia procedury dokowania. [176] Poza wskazaniem $ciezki dostgpu
do plikow definiujacych (min. tadunki czy typy atomow biatka) oraz dokowanego ligandu
(oba w formacie *.pdbqt) pozostate parametry pliku konfiguracyjnego przedstawialy sie
nastepujaco:

center_x =-29,093

center_y =-17,095

center_z =-33,881

size x =140
size_y =40
size z =36

energy_range =4
exhaustiveness = 20
Zostaly one wypracowane w toku przeprowadzonych uprzednio wielu procedur dokowania (z
uzyciem oprogramowania AutoDock Vina [177]) struktury referencyjnego ligandu
(lizynoprylu) po wycieciu go z natywnej struktury enzymu 2c6n.pdb 1 uzyskaniu
satysfakcjonujgcego wyniku natozenia si¢ wygenerowanych w wyniku dokowania struktur

(,,poses”). Tak zadokowanego liganda z geometrig oryginalnego, referencyjnego I-ACE
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Omowienie wynikow

wyekstrahowano z kompleksu natywnego wariantu enzymu 2c6n.pdb. Wizualizacj¢ interakcji

poszczegbdlnych ligandow z otoczeniem chemicznym zobrazowano za pomocg programu

Chimera 1.13.1. [181] Analiza wykazata, iz zwigzki | — IX moga wigzal si¢
z enzymem konwertujacym angiotensyng, a najbardziej obiecujace wyniki otrzymano dla
zwigzkow I, 11, 111, V, VIII, z czego najkorzystniej wypadta ostania wymieniona pochodna —
Ryc. 5. 21.

Ryc. 6.21 Wizualizacja interakcji migdzy pierwsza poza ligandu V111 a kieszenig enzymu 2c6n.pdb
w odlegtosci SA od ligandu
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7. WhnioskKi

Etap I - Trwalos¢ soli peryndoprylu w fazie stalej

1. Degradacja peryndoprylu tert-butyloaminy w fazie stalej w przypadku w obecnosci
wilgotnosci wzglednej powietrza zachodzi zgodnie z modelem reakcji autokatalitycznej,
natomiast w $rodowisku suchego powietrza zachodzi zgodnie z kinetyka
pierwszorzedows. Degradacja argninianu peryndoprylu zarowno w warunkach
podwyzszonej wilgotnosci wzglednej jak réwniez w warunkach suchego powietrza,
postepuje zgodnie z mechanizmem reakcji pierwszego rzedu. Badania przeprowadzono

opracowang i walidowang metoda RP-HPLC z detekcja UV.

2. Obecnos¢ hydrochlorotiazydu w mieszaninach modelowych z  peryndoprylem
tert-butyloaminy oraz z argininianem peryndoprylu znaczaco wplywa na wzrost

stabilno$ci substancji, nie zmieniajac przy tym mechanizmu rozktadu.

3. Najmniejszg trwaloscig cechuje si¢ preparat handlowy z peryndoprylem
tert-butyloaminy przechowywanym w formie przepotowionej, natomiast dzielenie

tabletek z argininianem peryndoprylu nie ma duzego znaczenia.

4. Sole peryndoprylu cechuja si¢ wlasciwosciami antyoksydacyjnymi, podobnie jak inne
przebadane substancje z grupy I-ACE.

Etap Il - Synteza i wlasciwosci nowych pochodnych | - IX

1. Warto$¢ LogP dla badanych zwigzkoéw poza zwigzkami VI i IX oscyluje przy wartosci
LogP = 3, co $wiadczy o ich potencjalnej biodostgpnosci. Zwigzki te sa zdolne
do inhibowania enzymu angiotensyny na podobnym poziomie co dost¢pne w lecznictwie

I-ACE, a ligandem o najkorzystniejszych wlasciwosciach jest nowozsyntezowana

pochodna VIII.

2. Nowe zwiazki maja wilasciwosci antyoksydacyjne i w stopniu znaczacym neutralizujg
wolne rodniki, w mniejszym stopniu wykazuja aktywno$¢ wobec acetylocholinoesterazy

i butyrylocholinoesterazy.

3. Nowe pochodne I-ACE wykazuja si¢ duzo wigksza trwatoscig niz peryndopryl w fazie
stalej w postaci soli, w warunkach obnizonej wilgotnosci wzglgdnej powietrza

(RH = 0%) jak i podwyzszonej wilgotnosci wzglednej (RH = 76,4%) w T = 363 K.
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10. Streszczenie

Niniejszg prace doktorska podzielono na dwa etapy.
Etap |

Celem niniejszego etapu bylo zbadanie trwatoéci peryndoprylu tert-butyloaminy oraz
argininianu peryndoprylu w fazie statej, uwzgledniajac wptyw temperatury, podwyzszonej
i obnizonej wilgotno$¢ wzglednej powietrza, obecnosci substancji  pomocniczych
w preparacie farmaceutycznym — tabletce (w catosci oraz w formie przepotowionej), a takze

hydrochorotiazydu.

Wymienione badania przeprowadzono metoda RP-HPLC, uprzednio zrewalidowang. Analiza
udowodnita, iz kinetyczne mechanizmy reakcji rozkltadu nie roznig si¢ dla soli
argininianowej, w warunkach obnizonej i podwyzszonej wilgotnosci wzglednej powietrza
rozktad nastepuje zgodnie z mechanizmem Kinetyki I-rzedu. Kinetyczny mechanizm rozktadu
peryndoprylu tert-butyloaminy zalezy od obecnosci wilgoci, i tak — przy obnizonej
wilgotnosci wzglednej powietrza obserwuje si¢ reakcje I-rzedu, przy podwyzszonej
wilgotnosci wzglednej — reakcje¢ autokatalityczng. Identyfikacja produktow rozkladu metoda
ESI/MS potwierdza, iz sole peryndoprylu ulegaja rozkltadowi do peryndoprylatu
i do pochodnej diketopiperazynowej. Obecnos¢ hydrochlorotiazydu nie zmienia mechanizmu
rozktadu leku, co wigcej, dziata ochronnie na strukturg czasteczki peryndoprylu, wydtuzajac

jej czas potowicznego rozkladu.

Badanie trwalosci wykazato, ze leki te nalezy przechowywa¢ w zamknigtych pojemnikach
bez dostgpu wilgoci oraz wysokich temperatur, na ktére szczegélnie wrazliwa jest sol
tert-butyloaminowa. Pacjenci powinni unika¢ takze dzielenia tabletek z peryndprylem

tert-butyloaminy na potoéwki, gdyz drastycznie obniza to trwato$¢ substancji czynne;j.

Ze wzgledu na fakt, iz w literaturze mozna znalez¢ wiele doniesien na temat pozytywnego
dziatania lekow z grupy inhibitoréw konwertazy angiotensyny, takze poza uktadem krazenia,
a wszystkie te badania dotycza choréb o podlozu zapalnym, postanowiono oceni¢ potencjat
antyoksydacyjny wybranych lekow z tej grupy. Zatozone dos§wiadczenie udowodnito, iz sole
peryndoprylu wykazujg dziatanie neutralizujagce wolne rodniki, podobnie jak inne leki z grupy

I-ACE, sposrdd ktorych najlepszy wynik zostal odnotowany dla imidaprilu 1 cilazaprilu.
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Etap Il

Sugerujac si¢ niskg trwatos$cig lekéw z grupy I-ACE oraz motywujac si¢ brakiem widocznego
postepu we wprowadzaniu nowych zwigzkow hipotensyjnych, w pracy postanowiono
zsyntezowa¢ nowe pochodne o potencjalnym dziataniu inhibujgcym enzym konwertazy
angiotensyny. Otrzymano dziewi¢¢ nowych zwigzkow, ktore scharakteryzowano metodami:
spektroskopig UV, ES/MS, 'H i C NMR, a czysto$é¢ potwierdzono za pomocg temperatury
topnienia i metody RP-HPLC. Zwiazki poddano ocenie trwatosci oraz badaniom
biologicznym, analizie potencjalu antyoksydacyjnego, a takze oszacowaniu powinowactwa

nowych zwigzkow do enzymu konwertujacego angiotensyne i lipofilowosci (in silico).

Przeprowadzone eksperymenty utwierdzity w przekonaniu do stuszno$ci zaproponowane;j
drogi syntezy, gdyz podje¢te proby dowiodly, ze wszystkie nowe zwigzki okazaty si¢ mie¢
wyzszy czas potowicznego rozkltadu niz przebadane sole peryndoprylu. Dowodzi
to slusznosci tezy, iz wigzanie estrowe powinno zosta¢ wyeliminowane ze struktury, unikajac
ryzyka hydrolizy w warunkach przechowywania, a grupa karboksylowa piericienia
indolinowego powinna by¢ odseparowana od grupy aminowej lancucha bocznego, gdyz
uniemozliwia to tworzenie si¢ pochodnych diketopiperazynowych. Istotny jest tez fakt,
iz badania in silico udowodnitly, ze nowe zwigzki moga wigzaé si¢ z enzymem
konwertujacym angiotensyne oraz wykazuja optymalng warto$¢ LogP, aby przenikaé przez
btony biologiczne. Nowozsyntezowane zwiazki posiadaja takze duzy potencjat
antyoksydacyjny, neutralizujagc wolne rodniki w przedziale 13,6% - 81,8%, w poréwnaniu
do kwasu L-askorbinowego oraz wykazujg si¢ niezadowalajaca aktywnoscia biologiczng

wobec AChE 1 BuChE (niski  potencjal  wobec  neurodegeneracyjnych).
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Summary in english
This doctoral thesis has been divided into two stages.
Stage |

The aim of this stage was to examine the stability of perindopril tert-butylamine and
perindopril arginine in the solid phase, in the conditions of increased temperature, reduced
and increased relative air humidity, also in a pharmaceutical preparation - tablets (whole

tablets and in halved form) and in model mixtures with hydrochlorothiazide.

These tests were carried out using the revalidated RP-HPLC method. The analysis proved that
the arginine salt decoposed accoring to the mechanism of the first order Kinetics.
The kinetic mechanism of degradation of perindopril tert-butylamine depends on the presence
of moisture, in reduced relative humidity, the first-order reaction is observed,
in increased relative humidity - the autocatalytic reaction. Identification of degradation
products confirms that perindopril salts are decomposing to perindoprilat and to the
diketopiperazine derivative. The presence of hydrochlorothiazide in model mixtures does not
change the mechanism of drug degradation, moreover, it protects the structure

of the perindopril molecule, extending its half-life.

The stability test showed that these medicines should be stored in closed containers avoiding
humidity and high temperatures to which the tert-butylamine salt is very sensitive. Patients
should also avoid dividing the tablets with perindopril tert-butylamine into halves,

as it drastically reduces the stability of the active substance.

Due to the fact that in the literature there are many reports on the positive influence
of the angiotensin-converting enzyme inhibitors, not only on the cardiovascular system, and
most of these studies were investigating inflammatory diseases, it was decided to evaluate
the antioxidant potential of selected drugs from this group. The study has proved that
the perindopril has a neutralizing effect on free radicals, as well as other drugs from the

I-ACE group , of which the best results were obtained for imidapril and cilazapril.
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Stage 11

Suggesting a low stability of I-ACE drugs and motivated by the lack of visible progress
in the introduction of new antihypertensive compounds, | decided to synthesize new
derivatives with a potential inhibitory effect of the angiotensin-converting enzyme. Nine
new compounds were obtained, which were characterized by: UV, ES/MS, *H and *C NMR
spectroscopy, and purity was confirmed by melting point and RP-HPLC method.
The compounds were examined by stability and biological tests, antioxidant capacity
analysis were obtained, as well as the analysis of the affinity of new compounds for

angiotensin converting enzyme and lipophilicity (in silico).

The conducted experiments confirmed the validity of the proposed synthesis route, because
it was proved that all the new compounds have a higher half-life time than the tested salts
of perindopril. It was confirmed, that the ester link should be eliminated from the structure,
to avoid the risk of hydrolysis under storage conditions, and the carboxyl group of the
indoline ring should be separated from the side of chain amino group, as this prevents the

formation of diketopiperazine derivatives.

The in silico studies have proven that new compounds can bind to an angiotensin converting
enzyme and have an optimal LogP value to penetrate biological membranes. Newly
synthesized compounds have also a high antioxidant potential, neutralizing free radicals
in the range of 13.6% - 81.8% (in comparison to L-ascorbic acid) and show unsatisfactory

biological activity towards AChE and BuChE (low potential for neurodegeneration).
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OSWIADCZENIE

Niniejszym oswiadczam, iz jestem autorem pracy doktorskiej pt.:

» Irwalos¢ peryndoprylu w fazie stalej oraz synteza nowych pochodnych

inhibitorow konwertazy angiotensyny”

Praca ta zostala przeze mnie napisana samodzielnie (bez jakiegokolwiek udziatu oséb trzecich),
przy wykorzystaniu wykazanej w pracy literatury przedmiotu i materialéw zrédtowych, stanowi
ona prac¢ oryginalng nie narusza praw autorskich oraz dobr osobistych osob trzecich i jest wolna

od jakichkolwiek zapozyczen.

Oswiadczam réwniez, ze wymieniona praca nie zawiera danych i informacji, ktore zostaty
uzyskane w sposéb niedozwolony prawem oraz nie byla dotychczas przedmiotem zadnej

urzedowej procedury zwigzanej z uzyskaniem tytutu doktora nauk farmaceutycznych

Imig i nazwisko
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OSWIADCZENIE

Niniejszym oswiadczam, ze jestem autorem rozprawy doktorskiej pt
,» Irwalo$¢ peryndoprylu w fazie stalej oraz synteza nowych pochodnych

inhibitoréw konwertazy angiotensyny”

Informuje, ze udzielam/nie udzielam® nieodptatnie Uniwersytetowi Medycznemu w Poznaniu (UMP)
licencji niewylacznej do korzystania z ww. pracy bez ograniczen czasowych i terytorialnych
na nastepujacych polach eksploatacji?

o przechowywanie i archiwizowanie pracy w zakresie wprowadzania jej do pamigci

komputera oraz do jej zwielokrotniania, udostepniania i obrotu w formie elektroniczne;j

o udostegpnienie pracy w Czytelni Naukowej Biblioteki Glownej UMP

Jednoczesnie informuje, ze®
0 wyrazam zgode na nieodptatne opublikowanie catosci manuskryptu mojej pracy doktorskiej
w Wielkopolskiej Bibliotece Cyfrowej (WBC)
O nie wyrazam zgody na opublikowanie manuskryptu mojej pracy doktorskiej
w Wielkopolskiej Bibliotece Cyfrowej, poniewaz zobowiazuje si¢
- w terminie nie dluzszym niz 6 miesieccy od daty podpisania niniejszego o$wiadczenia
do przygotowania publikacji opartej na wynikach pracy doktorskiej i wystania do
wydawnictwa,
- opublikowania ww. wynikow w okresie kolejnych 18 miesiecy,
- afiliowania ww. pracy na rzecz Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu
O nie wyrazam zgody na opublikowanie manuskryptu mojej pracy doktorskiej z uwagi
na zawarty w niej niejawny charakter informacji

Przyjatem do wiadomos$ci fakt obowigzku niezwlocznego poinformowania Dziekanatu Wydzialu
Farmaceutycznego UMP o wystaniu manuskryptu do wydawnictwa oraz przyjg¢ciu publikacji do
druku®. W przypadku niepoinformowania Dziekanatu w terminie o ww. faktach zezwalam
Uniwersytetowi Medycznemu w Poznaniu na opublikowanie cato$ci mojej pracy doktorskiej
w WBC®.

Data i podpis

! niepotrzebne skresli¢
2 whaéciwe pola zaznaczy¢
% nalezy wybra¢ jedng z trzech podanych nizej mozliwosci
4 dotyczy wytacznie sytuacji, w ktorej autor rozprawy doktorskiej prosi o odroczenie publikacji manuskryptu w
WBC z uwagi na zamiar opublikowania zawartych w niej wynikow w czasopismie/czasopismach naukowych
5 Art. 14, ust. 1, Ustawa o prawie autorskim i prawach pokrewnych z dnia 4 lutego 1994 r. (Dz.U. 1994 Nr 24
poz. 83)
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