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DZENIE
penoidy stanowia jedng z wazniejszych grup substancji szeroko rozpowszechnionych w srodowisku naturalnym. Do triterpenow pentacyklicznych typu lupanu naleza bioaktywne
1¢ takie jak kwas betulinowy i1 betulonowy, wystepujace miedzy innymi w korze brzoz. Modyfikacje chemiczne obu tych kwaséw najczesciej przeprowadzane w pozycji C3 i/l
ozliwiajg otrzymanie ich pochodnych o obiecujacym dziataniu przeciwnowotworowym, przeciwzapalnym, hepatoprotekcyjnym, przeciwbakteryjnym, przeciwwirusowym, przeciwcukrzycow
przeciwmalarycznym [1,2]. Istotnym parametrem fizykochemicznym stosowanym do okreslenia mozliwosci przenikania czasteczek przez blony biologiczne jest lipofilowos¢. Parametr te
zwigzany Jest z procesami wchtaniania, dystrybucji oraz wydalania zwigzku w organizmie, a takze wplywa na oddzialywanie z receptorem. Dlatego tez, ocena lipofilowosci jest niezbgdna na
wczesnym etapie procesu projektowania nowych lekow [3,4].

CEL PRACY

Celem przeprowadzonych badan bylo wyznaczenie wartosci parametru logP - alkinylowych pochodnych kwasow triterpenowych metoda chromatografii cienkowarstwowej w odwréconym
uktadzie faz (RP-TLC). Ponadto, obliczone za pomoca programow komputerowych wartosci teoretyczne logP badanych zwiazkéw poroéwnano miedzy soba | z wartosciami |0gP+ c.
Z wykorzystaniem metody in silico wyznaczono parametry fizykochemiczne i ADME dla badanych triterpenoidow. Ostatni etap badan polegal na okresleniu zaleznosci pomiedzy aktywnoscia
przeciwnowotworowg badanych substancji a eksperymentalnymi i teoretycznymi wartosciami parametru lipofilowosci.
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WYZNACZENIE ROWNANIA KRZYWEJ WZORCOWEJ WYZNACZENIE TEORETYCZNYCH PARAMETROW LIPOFILOWOSCI
Dla substancji wzorcowych o znanej wartosci logP wykonano analize chromatograficzng Obliczenia przeprowadzono z wykorzystaniem szesciu programow komputerowych ALOGPS,
metoda RP-TLC. Z uzyskanych chromatograméw Wwyznaczono warto$¢ wspotczynnika AClogP, ALOGP, MLOGP, XLOGP2 i XLOGP3 (Tabela 3).
opoznienia (R;) na podstawie wzoru: R = a / b (a - dtugos¢ drogi migracji srodka plamki
badanej substancji, b - dlugos¢ drogi czota fazy ruchomej). W oparciu o0 zaleznos$¢: Tabela 3. Wartosci teoretyczne parametrow lipofilowosci badanych triterpenoidéw uzyskane metodami
Ry = log(1/R; -1) obliczono wartosci wspotczynnikow retencji R,,. Wspdlczynnik obliczeniowymi.
Ry Koreluje liniowo ze stezeniem sktadnika organicznego fazy ruchomej, co obrazuje
réwnanie: Ry, = R,,, + bC (C-st¢zenie modyfikatora organicznego w fazie ruchomej, Zwiazek ALOGPs | AClogP | ALOGP | MLOGP | XLOGP2 | XLOGP3
b-nachylenl_g linii regresji). \.Var.tosc RMQ dla kazdegf) Z WzOrcow Wyznaczono na drodze s ey 5 81 560 6 48 5 87 6 90 789
ekstrapolacji do zerowego st¢zenia modyfikatora organicznego w fazie ruchomej (Tabela 1).
. . . y kwas betulinowy 5,34 5,44 6,52 5,97 7,51 8,21
Tabela 1. Eksperymentalne wartosci R,,, oraz literaturowe wartosci logP,;; substancji wzorcowych.
A 6,06 5,95 7,93 6,34 7,49 8,33
Wozorzec | Nazwa chemiczna Rmo logP,;; B 6.96 6.97 7.88 6.53 7.88 8.84
1 tanili : 1,21
acetanilid 053 C 5,89 5,48 7,28 5,94 6,96 7,75
° prednizon 062 1,62 D 6,27 6,41 8,25 6,53 7.65 8,79
3 4-bromoacetofenon 1,86 2,43 e 6 15 578 797 6 43 81 8 65
’ benzofenon 230 518 F 6,92 6,80 7,91 6,62 8,48 9,16
° antracen 347 45 G 5,86 5,31 732 6,03 757 8,07
° dibenzyl 3,62 ik H 6,33 6,25 8,29 6,62 8,25 9,11
7 DDT 4,80 6,38
W oparciu o powyzsze dane wyznaczono rOwnanie krzywej wzorcowe;:
logP;, . = 1,1572 Ry, + 0,5938 (R = 0,993)
EKSPERYMENTALNE WYZNACZENIE PARAMETROW LIPOFILOWOSCI POROWNANIE UZYS,KANYCH WA,RTOSCI EKSPERYMENTALNYCH
Parametr lipofilowosci (logP; o) kwasu betulinowego, kwasu betulonowego oraz LIPOFILOWOSCI Z WARTOSCIAMI TEORETYCZNYMI

alkinylowych  pochodnych A-H wyznaczono za pomocag metody RP-TLC.
W przeprowadzonych badaniach mieszanine aceton / 0,2 molowy wodny roztwor buforu Tris
zastosowano jako faze ruchoma w nastepujacych proporcjach objetosciowych: 90:10, 85:15,
80:20, 75:25, 70:30, 65:35 i 60:40. W oparciu 0 procedure wykorzystana dla wzorcow 10
obliczono wartosci R, dla pochodnych A-H (Tabela 2).

Wartosci lipofilowosci teoretycznej i eksperymentalnej badanych zwigzkow
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Tabela 2. Wartosci parametrow lipofilowosci (R,,,, 10gP+, o) oraz wspotczynnika korelacji dla
badanych zwigzkow.
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N

0
Zwiazek Ruvo R logP+, ¢ kwas kwas
betulonowy betulinowy
kwas betulonowy | 5,02 0,994 6,41 mALOGPs mACLOGP ®mALOGP =MLOGP mXLOGP2 m=XLOGP3 mlogPTLC
kwas betulinowy | 485 | 0999 | 6.2 POROWNANIE WARTOSCI LogP+, - Z PARAMETRAMI
A 531 | 0,994 6,74 FIZYKOCHEMICZNYMI I AKTYWNOSCIA PRZECIWNOWOTWOROWA
B 563 | 0997 | 711 Dla badanych triterpenoidéw wyznaczono (SwissADME) parametry takie jak: M-masa
C 517 | 0996 | 6,57 czasteczkowa, HA- ilos¢ miejsc o charakterze akceptorowym dla wiazah wodorowyck
HD-ilo$¢ miejsc o charakterze donorowym dla wigzan wodorowych, ROT-liczba wi
b 7,68 rotacyjnych, TPSA-topologiczna powierzchnia polarna czasteczki oraz przepuszczalnos
E 719 Caco-2 (Perm Caco-2). Wartos¢ 1C,, dla badanych zwiazkéw wobec ko
CCRF/CEM i SW707 oznaczono w Instytucie Terapii I Immunologii Doswiadc
F 6,94 Wroctawiu.
G 5,94 Tabela 4. Warto$ci wspotczynnikow korelacji pomiedzy logP+, - @ wybranymi pe
. 201 fizykochemicznymi 1 ADME oraz aktywnoscig przeciwnowotworowa.

AKtywnos¢
przeciwnowotworowa

1Cxp [pg/ml]
T47D | CCRF/CEM | SW707

0,87 0,50 0,73
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