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“How long is it going to take humans

to realize they are poisoning till death

the only planet they know

that can sustain life?”

- C. Lodeiro, |. L. Capelo, E. Oliveira, C. Nunex,

Environ. Sci. Pollut. Res., 2016, 23, 24419-24421



STRESZCZENIE

Ekotoksykologia jest preznie rozwijajaca sie dziedzing nauki pozwalajgcg okresli¢
toksyczno$¢ badanych zwigzkéw wobec organizmoéw bytujgcych w Srodowisku, a tym
samym wptyw tych substancji na Srodowisko naturalne. Organizmami, ktore znajduja
zastosowanie w badaniach ekotoksycznos$ci sg bioluminescencyjne bakterie Aliivibrio
fischeri, pozwalajace na okreslenie toksyczno$ci ksenobiotyku w oparciu o mierzalny

efekt zahamowania bioluminescencji.

Glownym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto okreslenie ekotoksycznosci
niezbadanych dotychczas ksenobiotykéw jonowych (amoniowe ciecze jonowe) oraz
niejonowych (farmaceutyczne substancje czynne (API) oraz substancje pomocnicze),
z wykorzystaniem bakterii Aliivibrio fischeri, a takze wyprowadzenie réwnan QSAR
(z ang. Quantitative Structure-Activity Relationship) pozwalajacych na powigzanie cech

strukturalnych badanych grup zwigzkoéw z ich aktywno$cig wobec bakterii A. fischeri.

W wyniku przeprowadzonych badan okre$lono wartosci ECso (A. fischeri) dla
jonowych ksenobiotykow o wiasciwoSciach herbicydowych z grupy chiralnych
i achiralnych  halogenooctanow,  2,2’-tiodioctanéw  oraz  fenoksyoctanow
i fenylotiooctan6w amoniowych, a takze wyprowadzono réwnanie QSAR pozwalajgce na
iloSciowe skorelowanie ekotoksycznos$ci wobec bakterii A. fischeri z deskryptorami
kwantowo-chemicznymi badanych zwigzkéw amoniowych. Opracowany model QSAR
umozliwia projektowanie jonowych zwigzkéw herbicydowych o matej ekotoksycznosci

wobec organizméw wodnych, a zatem bezpieczniejszych dla Srodowiska.

Badania ekotoksykologiczne z zakresu ksenobiotyk6w niejonowych oparte byty
na grupie stabo rozpuszczalnych lekdw zwanych antagonistami receptora angiotensyny
I (ARBs), ich formulacji farmaceutycznych, a takze pojedynczych substancji
pomocniczych stosowanych w tych formulacjach. Zbadano ekotoksyczno$¢ mieszanin:
API-API, API-substancja pomocnicza oraz substancja pomocnicza-substancja
pomocnicza i odniesiono jg do ekotoksycznos$ci przewidywanej w oparciu o powszechne
modele predykcyjne CA i IA. Opracowano réwniez model QSAR dla grupy ARBs
i pochodnych bifenylowych, ktéry pozwoli na wczesng ocene ryzyka Srodowiskowego
zwigzang z obecnoScia tych zwigzkéw oraz ich pochodnych/metabolitow

w ekosystemie. Warto podkresli¢, ze w przypadku stabo rozpuszczalnych w wodzie



substancji czynnych z grupy ARBs, badania te byly mozliwe do przeprowadzenia tylko
dzieki opracowaniu w ramach tej pracy specjalnej modyfikacji komercyjnego testu

Microtox®.

Uzyskane wyniki stanowig oryginalny wkiad w stan wiedzy z zakresu
ekotoksycznos$ci substancji czynnych z grupy ARBs, ktorych ekotoksyczno$¢
w odniesieniu do bakterii A. fischeri byta do tej pory nieznana. Opracowana i opisana
w niniejszej pracy modyfikacja testu Microtox® umozliwia badanie ekotoksyczno$ci
zwigzkow stabo rozpuszczalnych, w tym lekéw, wobec ktorych zastosowanie
standardowego protokotu wykorzystujacego roztwory wodne bylo niemozliwe.
Ponadto, badania ekotoksykologiczne przeprowadzone na grupie amoniowych cieczy
jonowych moga by¢ przydatne do projektowania innych, podobnych strukturalnie

zwigzkow herbicydowych o charakterze jonowym.
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ABSTRACT

Ecotoxicology is a dynamically developing field of science that allows
to determine the toxicity of tested compounds towards organisms living
in the environment, and thus the impact of these substances on the natural environment.
Examples of organisms that are used in ecotoxicity tests are bioluminescent bacteria
Aliivibrio fischeri, which allow to determine toxicity of xenobiotics based

on the measurable effect of inhibition of bioluminescence.

The main purpose of this doctoral dissertation was to determine the ecotoxicity
of unexplored ionic xenobiotics (ammonium ionic liquids) and non-ionic ones
(pharmaceutical active substances (API) and auxiliary substances), using the above-
mentioned bacteria, and to derive the QSAR (Quantitative Structure-Activity
Relationship) equations allowing to link the structural features of the studied groups

of compounds with their activity against A. fischeri.

As a result of the conducted research, the ECso values (A. fischeri) of ionic
xenobiotics with herbicidal properties from the group of chiral and achiral ammonium
haloacetates, 2,2'-thiodiacetates as well as phenoxyacetates and phenylthioacetates
were determined. The QSAR equation was developed for quantitative correlation
of ecotoxicity to A. fischeri with quantum-chemical descriptors of the tested ammonium
compounds. As a result, the developed QSAR model will enable the design of ionic
herbicidal compounds with low ecotoxicity to aquatic organisms, and therefore safer for

the environment.

Ecotoxicological studies in the field of non-ionic xenobiotics were based on the
poorly water-soluble drugs from the group of angiotensin II receptor blockers (ARBs),
their pharmaceutical formulations, as well as individual excipients used in these
formulations. The ecotoxicity of various API-API, API-excipient and excipient-excipient
mixtures was tested and compared to ecotoxicity predicted using common CA and [A
models. A QSAR model has also been developed for the group of ARBs and biphenyls,
which will allow an early assessment of the environmental risk related to the presence
of these compounds and their derivatives/metabolites in the ecosystem. It is worth

emphasizing that in the case of poorly water soluble active substances from the ARBs
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group, these tests were possible only thanks to the development of a special

modification of the commercial Microtox® test as a part of this work.

The obtained results constitute an original contribution to the state of the art
in the field of ecotoxicity of active substances from the ARBs group, towards A. fischeri
bacteria, which so far was unknown. The modification of the Microtox® test, developed
and described in this doctoral dissertation, allows ecotoxicity testing of poorly soluble
compounds, including pharmaceuticals for which the application of a standard protocol
using aqueous solutions was impossible. Moreover, ecotoxicological studies carried out
on the group of new ammonium ionic liquids may be useful in designing other,

structurally similar, ionic herbicidal compounds.

12



WYKAZ SKROTOW

2,4-D - kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy

A. fischeri - Aliivibrio fischeri

API - (z ang. Active Pharmaceutical Ingredient) - farmaceutyczna substancja czynna
ARBSs - (z ang. Angiotensin Il Receptor Blockers) - antagonisty receptora angiotensyny Il
BCF - (z ang. Bioconcentration Factor) - wsp6tczynnik biokoncentracji

C. vulgaris - Chlorella vulgaris

CAN - kandesartan

D. magna - Daphnia magna

D. rerio - Danio rerio

DDD - Definiowana Dawka Dobowa

DMSO - sulfoksyd dimetylowy

E. coli - Escherichia coli

ECso - (z ang. Effective Concentration) - stezenie efektywne, w niniejszej pracy
odnoszace sie gtdwnie do stezenia toksykanta powodujacego 50% zahamowanie

bioluminescencji populacji bakterii

GHS - (z ang. Global Harmonised System) globalnie zharmonizowany system klasyfikacji

i oznakowania chemikaliow

H. incongruens - Heterocypris incongruens
HCT - hydrochlorotiazyd

ILs - (z ang. lonic Liquids) - ciecze jonowe

IRB - irbesartan

logP - wspéiczynnik podziatu n-oktanol/woda
LOS-H - losartan w postaci kwasu

LOS-K - losartan w postaci soli potasowej
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MCPA - kwas 2,4,5-trichlorofenoksyoctowy
MCPB - kwas 4-chloro-2-metylofenoksymastowy
MCPP - kwas 4-chloro-2-metylofenoksypropionowy

MDR - (z ang. Model Deviation Ratio) - wspoétczynnik charakteryzujacy odchylenie

wartosci eksperymentalnej od przewidywanej

MLR - (z ang. Multiple Regression Technique) - metoda wielokrotnej regresji liniowej
model CA - (z ang. Concentration Addition) - model dodanych stezen

model IA - (z ang. Independent Action) - model niezaleznego dziatania

PNEC - (z ang. Predicted No Effect Concentration) - przewidywane stezenie
niewywotujace skutkdw negatywnych

QASs - ( z ang. Quaternary Ammonium Salts) - czwartorzedowe sole amoniowe

QSAR - (z ang. Quantitative Structure-Activity Relationship) — model ilo§ciowy zalezno$ci

struktura-aktywnos¢

S. capricornutum - Selenastrum capricornutum

SPTD - (z ang. Solid Phase Test Diluent) - roztwor (diluent) do testu fazy statej
TEL - telmisartan

VAL - walsartan
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1. KSENOBIOTYKI JONOWE I NIEJONOWE W SRODOWISKU

Ksenobiotyki definiowane sg jako egzogenne (antropogenne) zwigzki chemiczne
niebedace naturalnym sktadnikiem zywego organizmu lub ekosystemu. [1] Obecno$¢
ksenobiotykdw w Srodowisku jest skutkiem gwattownego rozwoju naukowego
i technologicznego, ktéry powoduje nadmierne wykorzystywanie zasobow zakldcajac
naturalny ekosystem. [2] Gtdwnymi grupami produktéw zanieczyszczajacych ekosystem
pochodzenia antropogennego s3 zwigzki chemiczne stosowane w rolnictwie
(np. herbicydy, insektycydy, nawozy) oraz w przemysle (np. barwniki, rozpuszczalniki,
weglowodory, dodatki do ZywnoSci, farmaceutyki), a takze produkty odpadowe przy ich
produkciji.

1.1. Ksenobiotyki jonowe: ciecze jonowe

W ciggu ostatnich lat wiele uwagi poswiecono cieczcom jonowym, czyli
organicznym lub organiczno-nieorganicznym solom heteroniowym, ktére z definicji
posiadajg temperature topnienia ponizej 100 °C. Ciecze jonowe sg zwykle zbudowane
z organicznego kationu heteroniowego (heteroatom: N, S lub P) i organicznego (np. PFe¢,
BF4+) lub nieorganicznego (np. Cl, Br, AlCls) anionu. Stanowig one obiecujaca
alternatywe dla tradycyjnych rozpuszczalnikdw organicznych - zaréwno pod katem
korzysci dla sSrodowiska, jak i przemystu. B! Dotychczas, pojawito sie wiele mozliwych
zastosowan tego typu zwigzkow, np. w syntezie organicznej, biokatalizie, elektrochemii,
chemii analitycznej i nanotechnologii (Rys. 1). [* 51 Ze wzgledu na rosnace
zainteresowanie zastosowaniem cieczy jonowych w przemysle, pojawia sie pytanie

o bezpieczenstwo ich stosowania oraz wptyw na srodowisko.

Niska lotno$¢ cieczy jonowych sprawia, Ze nie zanieczyszczajg one powietrza,
w przeciwienstwie do lotnych rozpuszczalnikow organicznych. W zwiazku z tym, ze
ciecze jonowe, jako substancje jonowe, charakteryzuja sie dobrg rozpuszczalnoscia
w wodzie, moga przedostawac sie do gleby oraz wéd gruntowych, stanowigc potencjalne
zanieczyszczenie ekosystemow wodnych i ladowych (Rys. 2). Mechanizm sorpcji cieczy
jonowych przez glebe i osady denne zalezy nie tylko od ich wtasciwosci
fizykochemicznych, ale takze od parametréow gleby, takich jak zawarto$¢ materii

organicznej i dostepno$¢ miejsc sorpcyjnych, oraz temperatury i zasolenia. (6l Jak dla
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wiekszosci ksenobiotykdw, biodostepnos¢ cieczy jonowych dla organizméw bytujgcych

w Srodowisku jest uzalezniona od ich sorpcji przez glebe.

2000
1800

® Farmaceutyki
m Elektrochemia

. 1600 w Nanotechnologia
§ 1400 Energia

é 1200 ® Kataliza

& | ® Materiakh

g 1000 Y

o

===
g
-

80\00'\—\ - |[ "I
~— |
cZ=No 3 s LN Ll
R{og=Ll < ~——_ Ny l.l =~
SNSoEoBm o £ nnnﬂﬂ o _
NRQS8ZrCa 28, B " =L L
NRSSe8n g s e _- e
Q =1 —= - - -
REES88us e "o, "~
NRRS8 8N e -
Nmogogm =
< 2 N = 000\
Rok publikacji Nl hw
- o &) o ¥
“2aQ
H\-‘

Rys. 1. l[lo$¢ publikacji naukowych dotyczacych cieczy jonowych w réznych zastosowaniach
w latach 1995-2020 [Zrédto: Science Finder].

Wykazano, ze imidazoliowe i pirydyniowe ciecze jonowe moga by¢ pochtaniane przez
rézne typy gleb i osadow morskich - przy czym hydrofobowe dtugotancuchowe ciecze
jonowe sg pochtaniane silniej, niz te z krdtkimi, alkilowymi fancuchami bocznymi
i grupami hydroksylowymi. [7-10] W zwigzku z tym, wnioskowa¢ mozna, Ze transport
cieczy jonowych do Srodowiska moze zaleze¢ od ich hydrofobowosci/hydrofilowosci -
te o charakterze hydrofobowym beda zatrzymywane przez glebe i osady, wobec czego
stang sie trwatymi zanieczyszczeniami tego Srodowiska, podczas gdy te bardziej
hydrofilowe beda swobodnie transportowane do $rodowiska wodnego. 111 Wsréd cieczy
jonowych, najlepiej przebadang grupa wydaja sie by¢ ciecze metyloimidazoliowe -
przede wszystkim pod katem ekotoksyczno$ci. [121 NajczeSciej przeprowadzane s3 testy
ekotoksycznoSci na organizmach wodnych, przy pomocy ktoérych dowiedziono,
ze toksyczno$¢ cieczy jonowych zwieksza sie wraz ze wzrostem dtugosci tancucha
alkilowego. Co ciekawe, wykazano rowniez, Ze toksyczno$¢ cieczy jonowych zalezy
od stopnia zasolenia wody - wysokie stezenie chlorkéw zapobiega interakcjom

kationow ze strukturami $ciany komoérkowej organizméw wodnych. [13]

Problemem, czesto podnoszonym w literaturze naukowej, jest fakt stabej
biodegradowalno$ci niektérych cieczy jonowych, co ostatecznie moze doprowadzac

do akumulacji tych zwigzkéw w glebie. Dotychczas wykazano, Ze imidazoliowe ciecze
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jonowe moga by¢ degradowane w procesach biotycznych i abiotycznych. [14-16]
W zwigzku z brakiem szczegétowych badan dotyczacych biodegradacji cieczy jonowych
i potencjalng akumulacjg niektérych cieczy jonowych w glebie, istotne sg badania
ekotoksykologiczne wykorzystujace organizmy ladowe. Dowiedziono,
ze za ekotoksycznos¢ w glebie odpowiedzialne sg gtéwnie toksyczne aniony, ze wzgledu
na zwigzanie kationu cieczy jonowej przez matryce glebowg, ktora jest naladowana

ujemnie. Ponadto, ekotoksyczno$¢ ta moze takze zaleze¢ od typu gleby. [17]

O /\-//\ —
rﬁi‘ﬁfé"” ! el Ly

Ciecze
wychwy jonowe wychwyt

= Sorpcja; = (zastki osadzone;
= Degradacja beztlenowa; = (zgstkizawieszone;
= (zastki rozpuszczone

Rys. 2. Transport i przemiany cieczy jonowych w srodowisku [opr. na podstawie [€]].

Ciecze jonowe w 2011 roku zostaty okresSlone mianem ,zanieczyszczen
na horyzoncie” (ang. contaminant on the horizon). [18]1 Niestety, wcigz nie ma
wystarczajacej liczby badan, ktére pozwolityby na doktadna analize wptywu cieczy
jonowych na $rodowisko - przede wszystkim badan dotyczacych stezen pozostatosci
cieczy jonowych w wodach i gruntach. Jedyne oznaczenia zostaty wykonane w 2020
roku dla fluorowych cieczy jonowych19], ktére zostaty uznane jako jedne z najbardziej
szkodliwych dla Srodowiska, ze wzgledu na obecno$¢ atomoéow fluoru. Stezenia
polifluoroalkilopodstawionych cieczy jonowych oznaczono w kilku niemieckich rzekach

- maksymalne stezenie fluorowych anionéw w wodzie wynosito 3.4 pg/L. [19]
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1.2. Ksenobiotyki niejonowe: farmaceutyki

Dobrze znanym zrodtem chronicznego skazenia S$rodowiska sg S$rodki
farmaceutyczne, ktore sg zazywane w sposOb ciggly, zar6wno przez ludzi, jak
i zwierzeta. Zwiagzki te sg szczego6lnie niebezpieczne ze wzgledu na fakt ich biologicznej
aktywnos$ci mogacej wywotywac nieprzewidywalne skutki biologiczne u organizmoéow
bytujacych w ekosystemie. [201 Dotychczas przeprowadzono wiele badan, ktére
potwierdzity wystepowanie S$rodkéw farmaceutycznych w wodach gruntowych,
powierzchniowych, Sciekach i glebach na catym swiecie. [21 221 Zidentyfikowano kilka,
wymienionych ponizej drdég, ktéorymi farmaceutyki moga przedostawac sie

do Srodowiska.

(1.) Scieki komunalne - uwazane jako pierwotne Zrédto zanieczyszczenia. [23] Leki,
po zazyciu przez cztowieka sg absorbowane, metabolizowane, a nastepnie
wydalane do sieci kanalizacyjnej. Wiekszo$¢ ksenobiotykéw trafiajgca
do oczyszczalni $ciekdw jest usuwana, jednakze proces ten nie zawsze
przebiega w petni sprawnie. [24]

(2.) Hodowle zwierzat - odzwierzece Scieki bytowe, hodowle ryb, uzycie
antybiotykow, ktdre sg takze stosowane jako dodatek do pasz dla zwierzat. [25]

(3.) Scieki poprodukcyjne uwalniane przez zaktady produkujace leki. [26]
Przyktadowo, w jednym z zaktadéw produkcyjnych w Indiach, $cieki wyjsciowe
zawieraty krytycznie wysokie stezenia lekéw, np. stezenie cyprofloksacyny
dochodzito do 31 mg/L. [27]

(4.) Niewtasciwe dysponowanie zuzytymi lekami - czynnik ten znaczaco zmienit sie
na przestrzeni lat dzieki wprowadzeniu wytycznych dotyczacych zwracania
niepotrzebnych i przeterminowanych lekéw do punktow aptecznych.
Dla przyktadu, w Stanach Zjednoczonych w roku 1996, 68% spoteczenstwa
pozbywato sie lekow poprzez wrzucenie ich do toalety [28], a sposréd 100
zbadanych aptek, tylko 5% miato wprowadzone procedury dotyczace zbierania
przeterminowanych lekdw. W 2016 roku, w ramach ankiety przeprowadzonej
wsrod amerykanskich studentow stwierdzono, ze 25% respondentéw pozbywa
sie niepotrzebnych lekéw wyrzucajac je do kosza, a zaledwie 1% pozbywa sie

ich poprzez wrzucenie do toalety. [29]
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Farmaceutyki sg obecne w $ciekach, rzekach, a nawet wodzie pitnej w stezeniach
dochodzacych do zakresu ng-pg/L. Do najcze$ciej wykrywanych grup lekéw zaliczy¢
mozna antybiotyki, $rodki przeciwbélowe i hormony. Zauwazy¢ mozna tez tendencje
do regionalizacji, tj. antybiotyki sg najczeSciej wykrywane w rejonie Azji i Pacyfiku,
hormony w Afryce, leki przeciwbdlowe w Europie Wschodniej, a szereg réznych grup
lekéw w Europie Zachodniej. Przyktadowo, do najcze$ciej wykrywanych farmaceutykow
w Stanach Zjednoczonych nalezg tetracyklina (wykrywana nawet w Sciekach
oczyszczonych wyptywajacych z oczyszczalni), diklofenak (najczesciej wykrywany lek
w Sciekach na catym S$Swiecie), karbamazepina, sulfametoksazol, ibuprofen
i naproksen. 1301 Na Rys. 3 przedstawiono zestawienie dotyczace liczby substancji
farmaceutycznych wykrywanych w wodach powierzchniowych, gruntowych lub
w wodzie pitnej, z podziatem na kraje i regiony $wiata. Warto zwrdéci¢ uwage, Ze ponad
100 réznych lekéw wykryto w wodach kilku Kkrajow europejskich i w Stanach
Zjednoczonych. Chociaz farmaceutyki sg wykrywane na catym $wiecie, nie tylko
w Kkrajach wysoce rozwinietych, to jednak istnieje jeszcze wiele rejonéw, potozonych
gtownie w Afryce, gdzie w ogole nie robiono tego typu badan Srodowiskowych. Stad
mozemy przewidywa¢, ze rzeczywista ilos¢ wykrywanych lekéw jest niedoszacowana.
W wielu krajach wykrywa sie leki w stezeniach wyzszych, niz PNEC (ang. Predicted No
Effect Concentration - przewidywane stezenie niewywotujace skutkéw negatywnych),
co sugeruje, Ze miejscowo moga wystepowaé negatywne efekty ekotoksykologiczne.
Do lekdw wykrywanych w stezeniach wyzszych niz PNEC zaliczy¢ mozna azytromycyne,
cyprofloksacyne, diklofenak, sulfametoksazol i wenlafaksyne (Tabela 1). 311 Stezenia
diklofenaku przewyzszajace nawet 9-krotnie warto$¢ PNEC odnotowano takze

w Polsce. [32,33]

Tabela 1. Przyktadowe stezenia lekéw wykrywanych w wodach powierzchniowych. 311

Stezeni srodowisk
Substancja czynna PNEC* [ng/L] Q:/[einnlfr:aj:.‘?n;;‘l,.l]s " Kraj
1-71.67 Hiszpania
Azytromycyna 19 -
11.1-29.6 Portugalia
15 Rumunia
7.7 Wtochy
Cyprofloksacyna 89 17.78 Szwecja
1-933 Hiszpania
88.7 Portugalia
1.5-125.8 F j
Sulfametoksazol 600 ljanqa
140 - 469 Niemcy
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375 Luksemburg
30 Rumunia
0.51-149 Hiszpania
7.6 Wielka Brytania
6-30 Holandia
3 Polska
Gemfibrozil 500 T0_78 Wiochy
0.91-326 Hiszpania
170 - 2550 Niemcy
28.6 -470 Polska
830 Luksemburg
22.8-841.5 Czechy
0.5-330 Hiszpania
Diklofenak 50 15-40 Rumunia
1.16 Wtiochy
32-156 Dania
10-50 Holandia
46 -700 Finlandia
26.87 - 30.06 Francja
38 Portugalia
18 Niemcy
9-119 Finlandia
Wenlafaksyna 38 16.17 -17.1 Francja
66.7 - 159 Portugalia
0.8-85.8 Wielka Brytania
4 - 45 Hiszpania

* PNEC - przewidywane stezenie niewywotujace skutkéw negatywnych

Liczba lekéw wykrywana w
wodach powierzchniowych,
gruntowych i w wodzie
pitnej:

B 1-3

B 410

Bl 1130

Bl 31-100

Il 101-200

Brak danych

Rys. 3. Zestawienie liczby lekéw wykrytych w wodach powierzchniowych, gruntowych
i w wodzie pitnej z podziatem na kraje i regiony swiata [Zrdédto: ttumaczenie [301]

Z kolei na Rys. 4 przedstawiono zestawienie dotyczace stezenia réznych lekéw
w oczyszczonych Sciekach oraz wodach powierzchniowych wg danych z lat 1998-2005.

[20] Zauwazy¢ mozna, Ze w oczyszczonych $ciekach najwieksze stezenie odnotowano dla
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kwasu salicylowego, ibuprofenu, naproksenu i kofeiny - w ilo$ci powyzej 10 pg/L.
W wodach powierzchniowych dominuje natomiast kwas salicylowy, paracetamol,
kofeina i ibuprofen - w stezeniach ok. 5-10 pg/L. Biorac pod uwage ponizsze
zestawienie wnioskowa¢ mozna, ze w Srodowisku najczesSciej wystepuja niesteroidowe
leki przeciwzapalne (ibuprofen, naproksen, diklofenak). Sposréd lekow
kardiologicznych najcze$ciej wykrywane s3a beta-blokery, tj. propranolol, bisoprolol

i metoprolol.

Scieki oczyszczone Wody powierzchniowe
Kwas acetylosalicylowy Fal . Kwas acetylosalicylowy + [ . I
Kwas salicylowy L O < Kwas salicylowy VAS L
Dekstropropoksyfen o e Diklofenak Py P }
Diklofenak O Ao Fenoprofen
Fenoprofen o« b f. J:
Ibuprofen m.--mjm:[;:nm._. Ibuprofen el 0> oe
Indometacyna 0 Indometacyna oo
Ketoprofen 45— 09— Ketoprofen L X ok 3 D‘_h
Kwas mefenamowy rs Kwas mefenamowy 20
Naproksen OH—9-DATHE PO Naproksen ® e
Paracetamol L g Paracetamol LA
Fenazon e Fenazon Ao Y
Acebutolol 1@ Metoprolol N Py
Mer;p;oio]l 4 A,. O elke Propranolol A0 @
Oler;nglgl _,_\':' 9' Bezafibrat - b m VAl *
Propranolol LN —-9 Kwas klofibrowy ooeOe-Lre—e
Atorwastatyna o Gemfibrozyl O
Bezafibrat 4—}—————- 43 - @D @ +—— Karbamazepina e 0 «iee
Kwas klofibrowy e e Diazepam <——(}
Fenofibrat - Fluoksetyna & O
Gemfibrozyl A e-N-NO—a Tamoksifen P
Karbamazepina - o0 43D o Albuterol 4——0 Py
Diazepam L 2 Kofeina .
Fluoksetyna 0 Cymetydyna o T o d
Cyklofosfamid L ; 1 -
Ifosfamid L Kodeina o
Tamoksifen {r—e—|—-e Kotynina O
Albuterol T Metformina "
Kofeina T . 4 Ranitydyna &—0
Kotynina O 5 )' 7 > K 2
Y n 4 % 0 % Y Y Y,
® maksymalne % %o G%o e maksymalne %
& mediana A mediana I
A O $rednia Stezenie [ng/L] B, © érednia Stezenie [ng/L]

Rys. 4. Zestawienie stezen lekéw w oczyszczonych $ciekach (A) i wodach powierzchniowych (B)
[Zrédto: ttumaczenie [20]].

Po kilku latach badan monitoringowych i ekotoksykologicznych, farmaceutyki zostaty
uznane przez Komisje Europejskg [34] oraz Komisje Helsinska [35] jako nowo pojawiajace
sie zanieczyszczenia Srodowiska (ang. emerging pollutants). Problem zwigzany
z zanieczyszczeniem Srodowiska lekami jest ztozony, przede wszystkim ze wzgledu na
ogromng ilo$¢ dostepnych farmaceutykow - szacuje sie, ze znanych jest 11 926
substancji biologicznie czynnych, a zaledwie 713 z nich zostato przebadanych pod katem
wystepowania w $rodowisku i ekotoksycznosci. [3¢] Problem obecnosci farmaceutykow

w Srodowisku wydaje sie niedoszacowany ze wzgledu na:

» dlugotrwata obecnos¢ lekdw w Srodowisku oraz ich akumulacje w nastepujacych

po sobie ogniwach tancucha pokarmowego (biomagnifikacje);

22



* roézne Zrodta pochodzenia poszczeg6lnych grup lekow;
» wzrastajacy trend dotyczacy konsumpcji lekow na catym $wiecie - globalna
roczna stopa wzrostu przemystu farmaceutycznego szacowana jest na 6.5% [37];

* mozliwo$¢ indukowania przez leki zmian w Srodowisku.

W zwigzku z powyzszym podejmowane sg préby ograniczenia negatywnego
wptywu wywieranego przez farmaceutyki na Srodowisko. Przede wszystkim, istnieje
koncepcja syntezy lekow przyjaznych dla $rodowiska, ktére po zazyciu i wydaleniu
przez cztowieka sg tatwiej degradowalne i mniej toksyczne dla organizméw bytujacych
w ekosystemach wodnych - dziatanie to opiera sie na odpowiednich zmianach
w strukturze chemicznej leku. Nalezy jednak pamieta¢, aby to dzialanie nie zmienito
pierwotnej aktywnosci biologicznej i stabilno$ci modyfikowanego leku. [3¢1 Podobnie,
zalecane jest aby leki charakteryzowaty sie wieksza biodostepnoscia i selektywnos$cia
dziatania, co pozwoli na stosowanie mniejszych dawek lekéw. W tym przypadkuy,
pozadanym jest rOwniez stosowanie lekow w postaci czystych form enancjomerycznych,
ktére dziatajg bardziej selektywnie - co istotne w ciggu ostatnich 10 lat ilo$¢ lekéw w tej
formie znaczaco wzrosta. 38 Innym podej$ciem do minimalizacji problemu obecno$ci
lekdw w Srodowisku jest synteza prolekow, ktdre zaczynajg by¢ aktywne dopiero po
wprowadzeniu do organizmu. Narastajgcym problemem jest obecno$¢ antybiotykow
w Srodowisku, ktdére przyczyniajg sie do powstawania antybiotykoopornosci u bakterii -
w tym przypadku sugeruje sie stosowanie alternatywnych terapii przeciwbakteryjnych,
tj. terapii fagowych, szczepionek przeciwbakteryjnych, enzymow, prebiotykow

i preparatéw ziotowych. [3°]

1.3. Ksenobiotyki niejonowe: farmaceutyczne substancje

pomocnicze

Wiekszos¢ badan dotyczacych farmaceutykéw w Srodowisku dotyczy samych
substancji biologicznie czynnych, jednakze nalezy pamieta¢, ze aby wytworzy¢ gotowy
produkt farmaceutyczny o pozadanych wtasciwosciach fizykochemicznych stosuje sie
szereg substancji pomocniczych, tj. takich jak surfaktanty, lubrykanty, emulgatory czy
konserwanty. Wiele z tych substancji uzywa sie takze w produktach spozywczych

i kosmetycznych. Biorac pod uwage ilo$¢ zazywanych lekéw i fakt, ze kazda formulacja
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farmaceutyczna zawiera w swoim sktadzie kilka, kilkanascie lub nawet kilkadziesigt
substancji pomocniczych, wykonanie oceny ryzyka zwigzanego z wystepowaniem tych
substancji w $rodowisku wydaje sie uzasadnione. [40] Aktualnie, regulacje prawne
Stanéw Zjednoczonych i Unii Europejskiej wymagaja, aby substancje pomocnicze byty
zbadane pod katem toksykologicznym i spetniaty standardy jakosci, jednak nie wymaga
sie przeprowadzania oceny ryzyka Srodowiskowego - tak, jak ma to miejsce

w przypadku substancji czynnych. [41]

Dla przyktadu, w Szwecji w 7600 produktach farmaceutycznych bedacych
w sprzedazy znajduje sie az 1300 réznych substancji pomocniczych. 01 Wedtug raportu
z 2019 roku, substancje pomocnicze stanowig $rednio 71% masy tabletki - wobec tego
przewazaja one wagowo w gotowych formulacjach farmaceutycznych. [42 Z tego samego
raportu, ktéry zostat opracowany w oparciu o baze Pillbox wynika, Ze przecietna
tabletka/kapsutka zawiera 8.8 substancji pomocniczych, a niektére nawet do
34 substancji pomocniczych (Rys. 5A). NajczeSciej wystepujaca substancjg pomocnicza
w tabletkach jest stearynian magnezu (72%), jeden z najpopularniejszych lubrykantéw
wspomagajacych proces technologiczny (Rys. 5B). Ponadto, rézne ilosci substancji
pomocniczych sg stosowane dla tej samej substancji czynnej w zalezno$ci od producenta
(Rys. 5C). Niektore substancje pomocnicze, tj. cukry, skrobia, celuloza, biatka
czy glicerol, uwazane sg powszechnie jako bezpieczne dla Srodowiska. Inne zwigzki
np. konserwanty, ze wzgledu na swoje wtasciwosci hamujgce rozwoj drobnoustrojow
wzbudzaja wiekszy niepokoj. [43] Podobnie, zwigzki o charakterze surfaktantéw moga

wywiera¢ pewne efekty biologiczne na organizmy bytujace w srodowisku. [44]
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@ Sredniailo$é¢ substancji pomocniczych
E. 5 10 15
5“1 Lewotyroksyna | —_— .
g Lizynopryl —
% Atorwastatyna > —_ e
E Paracetamol —
8 Metoprolol —_—
= Amlodypina »—o—
A 0 10 20 30 Metformina —_——
: Ilo$¢ substancji pomocniczych Omeprazol » _———
Gabapentyna —_—
/ 10,000 \ Symwastatyna > —_—
© Stearynian magnezu —» Amoksycylinaf » ——
E Laktoza jednowodna — Sertralina r——
E @ 1000 Hypromeloza 2208 —, Hydrochlorotiazyd —_———
z JE Weglan magnezu — », Losartan > —_—s
% = Olej sojowy —, Alprazolam —_——
© ; Askorbinian sodu — Furosemid r ——
g 10 Chlorek glinu —, Azytromycyna > _—
E Ibuprofen . —_— . )
50 100 150
0 400 800 1200 ” .
B. Pozycjasubstancjipomocniczejw rankiw C. Ilo$¢ alternatywnych formulacji

Rys. 5. Rozktad ilosci substancji pomocniczych w farmaceutycznych formulacjach doustnych (A). Czestos¢
wystepowania poszczegélnych substancji pomocniczych w tabletkach (B). Srednia ilo$¢ substancji pomocniczych w
osiemnastu najczesciej przepisywanych lekach doustnych w roku 2016 (C). Wartosci Srednie oznaczono czarnymi
kropkami, odchylenie standardowe oznaczono za pomoca czarnych linii. Zielone tréjkaty oznaczajg liczbe réznych
dostepnych preparatéw [Zrodto: thumaczenie [421].

W literaturze naukowej dostepnych jest jedynie kilka publikacji traktujacych
o ekotoksycznoSci farmaceutycznych substancji pomocniczych. Zwykle s3 to badania
polegajace na okreSleniu ekotoksycznoSci roznych postaci farmaceutycznych
zawierajacych inne substancje pomocnicze. W toku takich badan stwierdza sie,
ze substancje pomocnicze moga zwieksza¢ toksyczno$¢ leku, by¢ moze na drodze
interakcji z samg substancjg aktywng biologicznie lub na skutek interakcji réznych
substancji pomocniczych ze sobg. [#5 461 Warto doda¢, Ze podobne badania
przeprowadzano w odniesieniu do gotowych komercyjnych formulacji herbicydéw
i stwierdzono, Ze substancje pomocnicze mogg by¢ bardziej ekotoksyczne niz sama

substancja aktywna. [47.48]

Obecnie, wiedza na temat ekotoksyczno$ci substancji pomocniczych jest
niewielka. Mimo, zZe substancje te sg obecne w stosunkowo niewielkich iloSciach w leku
i potencjalnie sg substancjami bezpiecznymi, sugeruje sie, aby ocena ryzyka
srodowiskowego uwzgledniata cata formulacje farmaceutyczng, obejmujaca substancje

aktywng biologicznie i substancje pomocnicze, a nie jej pojedyncze sktadniki. [4°]
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20D BAKTERIE ALIIVIBRIO FISCHERI w BADANIACH
EKOTOKSYCZNOSCI KSENOBIOTYKOW

Bakterie Aliivibrio fischeri (wcze$niej nazywane Vibrio fischeri i Photobacterium
fischeri) sa Gram-ujemnymi, niepatogennymi bakteriami wystepujacymi powszechnie
w subtropikalnych i umiarkowanych s$rodowiskach morskich (Rys. 6A). [4°1 Cecha
charakterystyczng tych organizméw jest zdolno$¢ do bioluminescencji, ktora jest
bezposrednio zwigzana z ich metabolizmem. Obecno$¢ toksycznych substancji
w otoczeniu bakterii powoduje zahamowanie naturalnej bioluminescencji, co sprawia,
ze bakterie A. fischeri moga by¢ czutymi bioindykatorami stosowanymi w badaniach
ekotoksycznos$ci. Test bazujacy na bakteriach A. fischeri zostat skomercjalizowany
w 1978 roku w postaci testu Microtox® (Rys. 6B). [50] Test ten polega na wykonaniu
szeregu rozcienczen badanego toksykanta i inkubacji z bakteriami A. fischeri przez
5, 15 i/lub 30 minut, po czym nastepuje pomiar bioluminescencji (absorbancja przy
A =490 nm). W wyniku testu otrzymywana jest warto$¢ ECso, ktora jest okreslana jako
stezenie badanego toksykanta powodujace 50% redukcje bioluminescencji. Znajac
warto$¢ ECso, dany zwigzek moze by¢ zakwalifikowany do odpowiedniej kategorii
toksycznosci ostrej wg wytycznych globalnie zharmonizowanego systemu klasyfikacji

i oznakowania chemikaliow (GHS) (Tabela 2). [51]

4

[ O
DO
OO

@®

Rys. 6. Bakterie A. fischeri, widok ze skaningowego mikroskopu elektronowego, powiekszenie x 8000 (A)
[Zrédto: SciencePhoto.com]. Aparat Microtox® Model 500 Analyzer, Modern Water Inc., New Castle, USA (B).

Tabela 2. Klasy toksycznosci ostrej wg GHS. [51]

Klasa toksycznosci ECso [mg/L]
L. ECso<1
11 1<ECs0<10
II1. 10 <ECs0< 100
Nietoksyczne ECs0>100
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Test Microtox® jest stosowany na calym $wiecie do oceny ostrej i chronicznej
toksycznosci wody, $ciekdw, osadéw dennych i substancji chemicznych. Dowiedziono,
ze istnieje korelacja miedzy ekotoksyczno$cia okreslong dla A. fischeri,
a ekotoksycznos$cig okreslong dla organizméw wyzszych, tj. ryb, skorupiakéw i alg. (521
W poréwnaniu do innych testéw, ktore sg stosowane dla organizméw wyzszych, test
Microtox® jest szybszy (czas trwania jednego pomiaru to ok. 1 godzina), tanszy i nie
wymaga hodowania mikroorganizméw w  wyspecjalizowanych laboratoriach

mikrobiologicznych.

2.1. Ciecze jonowe

Ze wzgledu na swoje potencjalnie szerokie zastosowanie, ciecze jonowe sg czesto
badane pod katem ekotoksykologicznym, réwniez z wykorzystaniem bakterii
bioluminescencyjnych A. fischeri. W literaturze naukowej, najczestsze doniesienia
dotycza imidazoliowych, guanidyniowych, fosfoniowych, pirydyniowych i amoniowych
cieczy jonowych. Ponizej, przedstawione zostang wybrane badania ekotoksykologiczne

cieczy jonowych z wykorzystaniem A. fischeri.

W roku 2012 przebadano toksyczno$¢ guanidyniowych, imidazoliowych
i fosfoniowych cieczy jonowych (Rys. 7), ktore wykazywaty niewielka lub umiarkowana
toksyczno$¢, przy czym stwierdzono, Ze ciecze guanidyniowe charakteryzowaty
sie najwieksza toksyczno$cia sposrdéd badanych zwigzkéw. 531 Wartos$ci ECso, 15 min
dla poszczegdlnych grup cieczy jonowych zawieraty sie w nastepujacych zakresach:
guanidyniowe (3.72 - 98.24 mg/L), imidazoliowe (4.49 - 901.99 mg/L) i fosfoniowe
(6.38 - 237.60 mg/L). Zauwazono, ze wprowadzenie grupy eterowej lub estrowej do
faricucha bocznego skutkuje obniZeniem toksycznosci cieczy fosfoniowych oraz
guanidyniowych. Ponadto, w badanej przez naukowcoéw serii zwigzkéw, ich toksyczno$¢
wzrastata wraz ze wzrostem dtugosci tancuchéw alifatycznych kationu. Podobng

zalezno$¢ potwierdzono dla serii metyloimidazoliowych cieczy jonowych. 54
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Rys. 7. Struktury chemiczne guanidyniowych, imidazoliowych i fosfoniowych cieczy jonowych badanych w pracy [531,

Inni naukowcy przebadali toksycznos¢ serii pirolidyniowych, piperydyniowych,
pirydyniowych i imidazoliowych cieczy jonowych z anionem bromkowym. [55] Dla tej
samej dtugosci tancucha alkilowego potaczonego z atomem azotu pierScienia,
toksyczno$s¢ wobec A. fischeri wzrastala w nastepujacym szeregu: ciecze jonowe
pirolidyniowe < piperydyniowe < imidazoliowe < pirydyniowe (z wyjatkiem cieczy
jonowych zawierajacych n-oktylowe tanicuchy boczne). Zastosowano dodatkowo analize
QSAR (and. Quantitative Structure-Activity Relationship) i dowiedziono, ze toksyczno$¢
badanej serii cieczy jonowych wzrasta wraz ze wzrostem objetoSci molowej kationu.
Ponadto, wykazano, Ze toksyczno$¢ wzrasta wraz ze wzrostem dtugoSci bocznych
tancuchéw alkilowych, co potwierdzajg takze przytoczone wcze$niej badania. Silny
wptyw dtugosci tancuchéw alkilowych na toksycznos$¢ cieczy jonowych argumentowany
jest faktem interakcji tych tancuchow z komponentami $ciany komoérkowej bakterii

A. fischeri zbudowanej z dwéch membran (zewnetrznej i wewnetrznej). [56]

Kolejne 24 ciecze jonowe z kationami imidazoliowymi i pirydyniowymi zostaty
przebadane w 2019. 571 Autorzy starali sie okresli¢, jaki wptyw na zywotnos$¢ A. fischeri

ma typ anionu, dtugos$¢ tanicucha alkilowego w kationie (C1-C6), wystepowanie wigzania
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podwdjnego oraz grup funkcyjnych w tancuchu alkilowym kationu. W toku analizy
stwierdzono, Ze najwiekszy i najbardziej hydrofobowy anion bis(trifluorometylo-
sulfonylo)imidowy charakteryzuje sie najwiekszg toksyczno$cia wobec A. fischeri,
a najmniejszy anion tiocyjanianowy wykazuje najmniejszg toksyczno$¢ ze wszystkich
badanych cieczy jonowych. Rozwazajac efekt kationu, nalezy stwierdzi¢, Ze badane
ciecze pirydyniowe byty bardziej toksyczne, niz analogiczne ciecze imidazoliowe.
Zauwazono, Ze kation odgrywa gtéwna role w ekotoksycznosci cieczy jonowej. Anion ma
na nig wptyw w cieczach jonowych o krotszych tancuchach alkilowych. Wykazano,
ze wprowadzenie podwojnego wigzania lub benzylowej grupy funkcyjnej do tancucha

alkilowego ma niewielki wptyw na ekotoksyczno$¢ cieczy jonowe;j.

W 2017 roku przeanalizowano toksyczno$¢ serii choliniowych, guanidyniowych
i tetrametyloguanidyniowych cieczy jonowych z anionami kwasow izostearynowego,
dekanowego i neodekanowego. 58] Ciecze jonowe z dtugimi taficuchami alkilowymi
w strukturze anionu charakteryzowaly sie wieksza toksycznos$cia wobec bakterii
A. fischeri, podczas gdy rozgatezione ciecze jonowe - mniejszg toksycznoscig. Wykazano
ponownie, Ze to kation ma wiekszy wptyw na toksyczno$¢ wobec badanej bakterii,
niz anion.

Seria pirydyniowych, imidazoliowych i choliniowych cieczy jonowych z rézng
dtugoscia tancuchéw alkilowych (C2-C16) zostata przebadana pod katem toksyczno$ci
wobec A. fischeri. 5°1 Toksyczno$¢ badanych zwigzkéw zalezata od dtugosci tancucha
alkilowego. Ciecze, ktore zawieraty powyzej 10 atomow wegla zostaty sklasyfikowane
jako toksyczne. Toksyczno$¢ serii pirydyniowych cieczy jonowych zawierata sie
w przedziale 4.17 - 866 mg/L, imidazoliowych 4.52 - 1227 mg/L, a choliniowych
4.29 - 1153 mg/L.

Badajac imidazoliowe, pirydyniowe i amoniowe ciecze jonowe, wykazano,
ze pirydyniowe ciecze jonowe byly bardziej toksyczne od imidazoliowych,

a azotan etyloamoniowy charakteryzowat sie najmniejsza toksyczno$cia. [60]

Kolejny zesp6t badat ekotoksycznos$¢ serii protonowanych i nieprotonowanych
cieczy jonowych (Rys. 8). [¢1l Ciecze protonowane otrzymano w wyniku reakcji
kwasowo-zasadowej amin alifatycznych v/ kwasami karboksylowymi,

a ciecze nieprotonowane zostaty zsyntezowane w wyniku reakcji czwartorzedowania
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atomoéw azotu imidazoli i pirydyny za pomoca chlorkéw alkilu. Wykazano, ze ciecze
nieprotonowane charakteryzuja sie wiekszg toksycznos$cig (zakres ECso15min 0.5 - 295
mg/L), niz ciecze protonowane (zakres ECso15min 350 - 2239 mg/L). Tak duza réznica
w ekotoksyczno$ci zwigzana moze byC z bardziej zlozong strukturg cieczy

nieprotonowanych, wzbogacong o uktad heterocykliczny z alkilowymi tancuchami

bocznymi.
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Rys. 8. Struktury chemiczne protonowanych i nieprotonowanych cieczy jonowych badanych w pracy [611.

Podczas badania serii amoniowych cieczy jonowych ztozonych z réznej liczby
kationéw didecylodimetyloamoniowych (od 1 do 3) i anionéw azotanowych(III),
azotanowych(V) lub cytrynianowych wykazano, ze toksyczno$¢ wobec A. fischeri silnie
zalezy od iloSci kationéw w cieczy jonowej - im wiecej kationdw, tym wieksza
toksycznos¢. 621 Odwrotng korelacje zauwazyli autorzy, ktorzy przebadali serie 26
jedno- i dwukationowych cieczy jonowych. [63] Wykazali oni, ze imidazoliowe,
pirolidyniowe i pirydyniowe ciecze dwukationowe charakteryzujg sie mniejsza

ekotoksycznoscia, niz ich jednokationowe analogi.

[stnieje wiele czynnikéw strukturalnych wptywajacych na toksycznos$¢ cieczy
jonowych wobec bakterii A. fischeri. NajczeSciej powtarzajaca sie zaleznos$cia jest wzrost
toksyczno$ci wraz ze wzrostem dtugosci tancucha alkilowego. Zalezno$¢ taka
zaobserwowano np. dla kationu N-alkilopirydyniowego. Oprocz tego, stwierdzono dobra
korelacje toksycznosci z catkowitg iloScig atomoéw wegla w kationach: imidazoliowym,

pirydyniowym, pirolidyniowym i piperydyniowym. [56]
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Nowa klasg cieczy jonowych sg paramagnetyczne ciecze jonowe, zdolne do
reagowania na zewnetrzne pole magnetyczne. Mimo, iz ta grupa cieczy jonowych nie jest
jeszcze szeroko stosowana w przemysSle, naukowcy zwr6cili uwage na ich
ekotoksycznos$¢. 641 W tym celu przebadano serie magnetycznych cieczy jonowych
bedacych pochodnymi choliniowymi z anionami [FeCls], [MnCls]?;, [CoCl4]? oraz
[GdCls]3-. Wartosci ECso otrzymane po 30 minutach inkubacji z bakteriami A. fischeri
miesScity sie w zakresie 0.76 - 69.54 mg/L, co pozwolito zaklasyfikowa¢ badane ciecze

jonowe jako toksyczne lub umiarkowanie toksyczne.

W ramach niniejszej pracy doktorskiej zastosowano test Microtox® do oceny
ekotoksykologicznej herbicydowych, chiralnych i achiralnych cieczy jonowych bedqcych
analogami strukturalnymi popularnego glifosatu, stosowanego zwykle w postaci soli
amoniowych (Schemat 1). Koncepcja zmian strukturalnych polegata na catkowitym
wyeliminowaniu praktycznie niedegradowalnego chemicznie i enzymatycznie, wiqzania
P-C oraz wiqzania P-C-N glifosatu, rozwazanego tu jako pochodna tatwo wbudowujqgcego
sie w struktury biatkowe, aminokwasu glicyny i zastgpieniu tych wiqzan przez inne
ugrupowania heteroatomowe zawierajqce atomy tlenu, siarki lub halogenu. Celem tych
badan byto znalezienie zwiqzkéw o charakterze herbicydowym, ktére bytyby
bezpieczniejsze dla Srodowiska, niz powszechnie stosowane herbicydy. W tym celu
przebadano serie 2,2’-tiodioctanéw [65],  halogenooctanéw [6¢],  fenoksyoctanéw
i fenylotiooctanéw [67] diizopropyloamoniowych, a takze serie chiralnych chlorooctanéw
fenyloetyloamoniowych (68, Wyniki tych badan zostanq szczegétowo przedstawione

w rozdziatach Badania wtasne i Czes¢ eksperymentalna niniejszej pracy.

Ho D 0
MENY P
HO™ ™M \)LOH- * H,N-R
Y =NH
Roundup®
0} (0} o} (0] (0}
N @ok ! \)koe N Y"\)J\OS HN-R Cl-Ar YQJ\O‘9 ® Y”QJ\OS HN-R
R-NH; HsN-R s L HN-R °
Y=8 Y=CL,F, n=123 Y=0,S Y=CL,n=123
2,2"-Tiodioctany amoniowe (6% Halogenooctany amoniowe [6¢] Fenoksyoctany/fenylotiooctany Chlorooctany
amoniowe [67] fenyloetyloamoniowe [68]

Schemat 1. Struktury chemiczne chiralnych i achiralnych cieczy jonowych bedacych analogami strukturalnymi
substancji czynnej stosowanej w preparacie Roundup® (s6l amoniowa glifosatu), stanowigce przedmiot badan

niniejszej pracy doktorskiej. (Grupy R i R* zdefiniowano w rozdziale Badania wlasne)
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2.2. Farmaceutyki

Farmaceutyki sg produkowane i konsumowane na wielkg skale - przyktadowo,
Swiatowa roczna konsumpcja popularnego diklofenaku w 2008 roku wyniosta 940 ton.
(691 Roczna konsumpcja innego leku przeciwbo6lowego, ibuprofenu wyniosta w 2000
roku 300 ton w Niemczech, 162 tony w Wielkiej Brytanii, 58 ton w Polsce i 25 ton
w Szwajcarii. [70. 711 Tak powszechne uzycie farmaceutykow nie moze pozostal bez
konsekwencji dla $rodowiska naturalnego. Nawet niewielkie stezenia lekéw
w Srodowisku mogg wywota¢ negatywne skutki dla organizméw bytujacych
w $rodowisku, ktére nie byty pierwotnym celem dziatania tych lekéw. Ponadto, nalezy
pamieta¢ o efektach synergistycznych i antagonistycznych mieszanin réznych lekéw,

ktore trafiajg razem do srodowiska tworzac swoisty ,farmaceutyczny koktajl”.

Test Microtox® znajduje zastosowanie w badaniach ekotoksykologicznych
gtéwnie dobrze rozpuszczalnych substancji - ze wzgledu na konieczno$¢ sporzadzenia
klarownych roztworéw wodnych. W przypadku stabiej rozpuszczalnych zwigzkéw
zaleca sie uzycie dodatku rozpuszczalnikow organicznych np. DMSO oraz metanolu
i etanolu w stezeniu ponizej 1% (obj.). [72 73] Istnieje kilka publikacji naukowych
dotyczacych zastosowania bakterii A. fischeri w ocenie ekotoksykologicznej

farmaceutykéw - zostang one przytoczone w niniejszym rozdziale.

W 2016 roku zastosowano test Microtox® do oceny ekotoksykologicznej
popularnych lekéw stosowanych w leczeniu ludzi oraz zwierzat. [741 Ws$réd trzech
przebadanych antybiotykow chlorotetracyklina charakteryzowata sie najwieksza
toksycznoscia  (Tabela 3). Leki przeciwzapalne (z wyjatkiem kwasu
acetylosalicylowego) wykazywaly podobng toksycznos$¢ zawierajaca sie w granicach
13.77 - 159 mg/L. Lekami, ktére mozna uzna¢ za nietoksyczne dla organizméw
wodnych sg amoksycylina, sulfametizol, kwas acetylosalicylowy oraz bezafibrat.
W  przypadku dwoch pierwszych pozostaje problem zagrozenia zwigzanego

z wytworzeniem sie antybiotykoopornosci u bakterii.

Inng grupa lekdw, ktorych ekotoksycznos¢ zostata przebadana z wykorzystaniem
testu Microtox® sg chemoterapeutyki - leki przeciwnowotworowe o zréznicowanych

wlasciwosciach fizykochemicznych i réznym dziataniu. [73] Wyniki tych badan
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Tabela 3. Wartosci ECso badanych farmaceutykéw, otrzymane po 15 minutach inkubacji z bakteriami

A. fischeri. [74]
Grupa lekéow Substancja czynna ECs0 15 min [mg/L]

amoksycylina > 1702

Antybiotyki chlorotetracyklina 12.1
sulfametizol 581.4

kwas acetylosalicylowy 267.6

Przeciwzapalne diklofenak 15.9

ibuprofen 18.3

Diuretyki furosemid 33.2

Przeciwdrgawkowe karbamazepina 94.0
Hipolipidemiczny bezafibrat 150.7

przedstawiono w Tabeli 4. Co ciekawe, silnie dziatajgce na cztowieka leki
przeciwnowotworowe nie wykazywaly znaczacej toksyczno$ci dla bakterii A. fischeri
(z wyjatkiem imatynibu). Problemem w okresleniu ekotoksycznosci badanych lekow
byta réwniez staba rozpuszczalno$¢ niektérych z nich. Przyktadowo, z tego powodu, dla
tamoksifenu uzyskano roztwo6r o maksymalnym stezeniu 0.2 mg/L, wobec tego, udato
sie jedynie stwierdzi¢, ze lek ten byt nietoksyczny w badanym stezeniu. Podobne wyniki
zostaty uzyskane dla innych lekéw przeciwnowotworowych, ktérych wartosci ECso nie
zostaty doktadnie wyznaczone z uwagi na stabg rozpuszczalnos¢, a jedynie okreslono,
ze leki te nie sg toksyczne w maksymalnym badanym stezeniu. Dodatkowo, autorzy tych
badan ttumacza brak obserwowanej toksycznosci faktem, ze czas ekspozycji wynoszacy
30 minut moze by¢ zbyt krétki aby zaobserwowac specyficzne efekty, jakie wywotuja
tego typu leki, np. zakltocanie syntezy DNA poprzez blokowanie syntetazy
tymidylanowej lub zaktdcanie przetwarzania RNA i procesu syntezy biatek. Teza ta jest
zgodna z obserwacjg Backhaus’a i Grimme’a, ktorzy wykazali, ze 5-fluorouracyl moze
wykazywac toksyczno$¢ wobec A. fischeri, ale dopiero po dtuzszym czasie ekspozycji.

[ tak, ECso po 24 godzinach ekspozycji wynosito 0.122 mg/L. [76]

Tabela 4. Wartosci ECso badanych lekéw przeciwnowotworowych po 30 minutach inkubacji z bakteriami
A. fischeri. [75]

Substancja czynna ECso, 30 min [mg/L] Substancja czynna ECso, 30 min [mg/L]
5-Fluorouracyl >100 Imatynib 23.06
Cyklofosfamid > 100 Metotreksat > 100

Ifosfamid > 100 Tamoksifen >0.2

Z kolei inne dwie grupy badawcze skupity sie na analizie ekotoksycznos$ci

benzoimidazoléw - grupy lekéw przeciwpasozytniczych powszechnie stosowanych

w leczeniu weterynaryjnym. Pierwsze badania, z 2006 roku dotyczyly sze$ciu
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benzoimidazoléw (albendazol, tiabendazol, flubendazol, febantel, fenbendazol
i oksfendazol), ktorych toksyczno$¢ zostata oceniona wzgledem A. fischeri oraz Daphnia
magna (organizmu z grupy bezkregowcdédw stodkowodnych). [77] Warto$ci ECso badanych
benzoimidazolow zawierajag sie w zakresie 0.770 - 2.752 mg/L, z wyjatkiem
tiabendazolu, ktéry charakteryzuje sie mniejsza toksycznoScia, z wartoscia ECso
wynoszaca 29.640 mg/L (Tabela 5). Warto zwroci¢ uwage, ze w przypadku stabo
rozpuszczalnych w wodzie lekdw, tj. febantel, flubendazol i tiabendazol, otrzymanie
wiarygodnego wyniku w teScie Microtox® jest utrudnione. Poprzez pomiar szeregu
rozcienczen, ostateczny wynik dla tych lekow zostat oszacowany na podstawie dwdéch
punktéw pomiarowych, co znaczaco obniza jego wiarygodnos$¢. Naukowcy poréwnali
ekotoksyczno$¢ lekow wobec A. fischeri z ekotoksycznoscig otrzymang dla D. magna -
bakterie A. fischeri byty 10-krotnie mniej wrazliwe na dziatanie tej grupy zwigzkéw.
Jako, Ze mechanizm dziatania badanych lekéw oraz ich struktura chemiczna
(1,3-benzodiazol lub 1H-benzoimidazol) sa podobne, réznice w ich ekotoksycznosci
moga by¢ zwigzane z biodostepnoscia tych zwigzkéw dla danych organizméw. Sugeruje
sie, ze w osmotycznie skorygowanym roztworze niezbednym do przeprowadzenia testu
Microtox®, biodostepno$¢ omawianych lekdw moze by¢ nizsza - stad bakterie sg mniej
wrazliwe na ich dziatanie. Druga grupa badaczy badajaca benzoimidazole okre$lita
ekotoksycznos¢ flubendazolu i fenbendazolu na poziomie ECso,30 min > 0.3 mg/L. [78] Byto
to najwyzsze mozliwe do zbadania stezenie tych lekéw, stad okreslono tylko warto$¢
minimalng ECso. Wyniki te sg zgodne z wynikami otrzymanymi przez poprzednich

autorow, gdzie ECso dla flubendazolu wynosi 0.853 mg/L, a wiec powyzej 0.3 mg/L.

Tabela 5. Wartosci ECso badanych lekéw przeciwpasozytniczych po 5 i 15 minutach inkubacji
z bakteriami A. fischeri wraz z 95% przedziatem ufnosci wyniku podanym w nawiasie. [77]

Substancja czynna ECso, 5 min [mg/L] ECs0 15 min [mg/L]
0.770 0.862
Albendazol
endazo (0.714 - 0.830) (0.763 - 0.975)
Tiabendazol 29.6402 -
Flubendazol 0.853 2
Febantel 2.752a -
1571 0.798
Fenbendazol
enbendazo (1.351 - 1.826) (0.561 - 1.135)
2210 1.985
Oksafendazol
satendazo (0.435 - 11.250) (0.550 - 7.166)

a — warto$¢ oszacowana na podstawie dwdch punktéw pomiarowych, brak 95% przedziatu ufno$ci wyniku
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W 2018 roku opublikowano badania dotyczace ekotoksycznosci diltiazemu
(bloker kanatu wapniowego, lek hipotensyjny) oraz doksepiny (lek przeciwdepresyjny),
w  ktéorym poréwnano toksycznosci lekdw wobec A. fischeri i trzech innych
bioindykatoréw (D. magna, Selenastrum capricornutum, Danio rerio). [79 WartoSci
ECs0,30 min dla diltiazemu i doksepiny wynosity odpowiednio 704 i 184 mg/L. Srednie
stezenie w S$rodowisku wynosito 2.6 ng/L dla doksepiny [89 oraz 41 ng/L
dla diltiazemu [81l. Wartosci ECso otrzymane dla tych lekéw s3 znacznie wyzsze, wobec
czego autorzy badan sugeruja, Ze ryzyko Srodowiskowe zwigzane z obecnos$cig tych
substancji jest niewielkie. W poréwnaniu z innymi organizmami testowymi, bakterie
A. fischeri byly najmniej wrazliwe na dziatanie obydwdch lekow (Rys. 9A). Autorzy
ponownie stwierdzili, ze glédwnym czynnikiem determinujagcym ekotoksyczno$¢

badanych lekéw byta ich biodostepno$¢ skorelowana z rozpuszczalnosciag w wodzie.

Chlorochina - powszechnie stosowany lek przeciwmalaryczny, zostat przebadany
pod katem ekotoksykologicznym na organizmach modelowych stanowigcych tanicuch
troficzny, tj. takich jak bakterie A. fischeri (destruenci), algi Chlorella vulgaris (producent
1-szego rzedu) oraz skorupiaki D. magna (konsument 1-szego rzedu). [82] Wartosci
przedstawione na Rys. 9B dotycza nastepujacych czasow ekspozycji: A. fischeri
(15 minut), C. vulgaris (72 godziny) oraz D. magna (72 godziny). Ponownie zauwazy¢
mozna, Ze bakterie A. fischeri byty najmniej wrazliwe na badang substancje
(ECs015min = 77.92 mg/L), w przeciwienstwie do alg i skorupiakéw dla ktérych wartosci
ECso byty ponizej 10 mg/L. Autorzy badania sugerujg, ze staba ekotoksycznos¢
chlorochiny wobec bakterii moze wynika¢ z faktu, ze nie zaktdca ona bezposrednio ich
procesOw metabolicznych. Znajduje to potwierdzenie w badaniach Jjemba, ktéry
udowodnit, Ze ilos¢ bakterii i pierwotniakow w glebie pozostaje na tym samym poziomie
lub wzrasta w obecnosci chlorochiny - mimo, iz wzrost roslin na tejze glebie zostaje
zahamowany. [83] Ostatecznie na podstawie wykonanych badan, chlorochina zostata
zakwalifikowana jako szkodliwa dla organizméw wodnych, moggca powodowac

dtugotrwate niekorzystne skutki w Srodowisku wodnym.
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Rys. 9. Poréwnanie warto$ci ECso [mg/L] doksepiny i diltiazemu (A) oraz chlorochiny (B) dla réznych gatunkéw
organizmdéw wodnych [Zrédto: opr. na podstawie [81.821]

Kilka grup badawczych skupito sie na ekotoksycznos$ci lekéw kardiologicznych,
ktérych konsumpcja nadal ro$nie ze wzgledu na duze obcigzenie spoteczenstwa
chorobami uktadu sercowo-naczyniowego - w Polsce, leki z tej grupy naleza
do najczesciej przepisywanych przez lekarzy. [841 W Tabeli 6 zestawiono wartosci
toksycznosci lekéw kardiologicznych wobec bakterii A. fischeri. Najbardziej toksycznymi
lekami sg propranolol i gemfibrozyl, dla ktérych wartosci ECso wynosza ponizej
100 mg/L. Sposréd badanych lekéw, atenolol i sotalol wykazywaty warto$ci ECso
powyzej 1000 mg/L, stad mozna zaklasyfikowa¢ je do zwigzkéw nie wywotujgcych

niepozadanych, negatywnych skutkow w Srodowisku.

Tabela 6. Wartosci ECso badanych lekéw kardiologicznych wobec bakterii A. fischeri.

Grupa lekow Substancja czynna Czas ekspozycji ECso [mg/L] Zrodto
Atenolol . 1304
30 min [85]
Metoprolol 144
15 min 184.4 [86]
-Blok
p-Blokery Propranolol ) 81 [85]
30 min
61 [87]
Sotalol 30 min > 1000 85]
Klofibrat 15 min 348.87 (88]
Obnizaj i 45.06 (89]
nizajace poziom . P
cholesterolu Gemfibrozyl 31.50 [90]
30 min 85.74 [91]

Warto pamieta¢, ze leki trafiajagc do Srodowiska tworza mieszanine réznych
substancji czynnych, ktéore mogg wchodzi¢ ze soba w interakcje. W tego typu
mieszaninach moga wystepowac efekty synergistyczne i antagonistyczne, ktore
przyczyniaja sie, odpowiednio, do zwiekszenia lub zmniejszenia ogélnej toksycznosci
mieszaniny lekow. W roku 2016 ukazata sie publikacja, w ktérej przeanalizowano

ekotoksyczno$¢ mieszanin lekéw z wykorzystaniem testu Microtox®. [°21 W wyniku
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badan stwierdzono, ze leki w potaczeniu z hormonami wykazujg antagonistyczne lub
synergistyczne dziatanie np. ketoprofen z androstendionem i estronem wykazuja
synergizm dziatania, podobnie jak gemfibrozyl z progesteronem. Z kolei, antagoniczne
efekty obserwowano w mieszaninie gemfibrozylu z estronem. Ponadto, wykazano,
ze mieszanina diklofenaku i chloramfenikolu byta najbardziej toksyczna dla bakterii

A. fischeri.

[stotnym zagadnieniem jest ekotoksycznos$¢ catych formulacji lekowych i wplyw
substancji pomocniczych na toksyczno$¢ substancji czynnej oraz koncowej formulacji.
Niestety, ilo§¢ badan w tym zakresie jest znikoma. Istnieje jedna publikacja traktujaca
o ekotoksycznosci réznych formulacji lekowych (generycznych i oryginalnych)
dziesieciu popularnych substancji czynnych - diazepamu, fluoksetyny, omeprazoluy,
glibenklamidu, metforminy, dekschlorfeniraminy, ibuprofenu, nimesulidu,
hydrochlorotiazydu i symwastatyny. [46] Wyniki otrzymane przez autoréw $wiadcza
o tym, ze ryzyko ekotoksykologiczne niekoniecznie musi by¢ zwigzane tylko
z obecnoscig substancji czynnych w $rodowisku, ale takze moze by¢ zwigzane
z substancjami pomocniczymi znajdujacymi sie w tabletkach. Inni badacze réwniez
wspominaja o tym, ze potencjalnie toksyczny efekt zwigzany z substancjami
pomocniczymi jest czesto pomijany. [0 451 Na Rys. 10 przedstawiono warto$ci ECso
uzyskane dla réznych formulacji farmaceutycznych poszczegélnych lekéw wobec
A. fischeri. Biorgc pod uwage fakt, ze kazda formulacja zawiera tg samg ilo$¢ substancji
czynnej, a rozni sie tylko sktadem substancji pomocniczych, wnioskowa¢ mozna, ze to
obecno$¢ substancji pomocniczych wptywa na ostateczng toksycznos$¢ catej tabletki.
Na podstawie analizy poréwnawczej toksyczno$ci réznych formulacji, zawierajacych
rézne substancje pomocnicze wnioskuje sie, Zze substancjami pomocniczymi, ktére moga
powodowac zwiekszenie toksycznosci formulacji lekowej s3: celuloza mikrokrystaliczna,

glikolan sodowo-skrobiowy, dwutlenek krzemu i Z6tty barwnik SICOVIT-10 BASF.
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Rys. 10. Warto$ci ECso uzyskane po 30 minutach inkubacji bakterii A. fischeri
z réznymi farmaceutycznymi formulacjami popularnych lekéw [Zr6dio: opr. na podstawie [46]]

Podsumowujgc powyzszy przeglad literaturowy, mozna stwierdzi¢, Ze test
Microtox® znajduje zastosowanie w ocenie ryzyka Srodowiskowego zwigzanego
z obecnos$cig farmaceutykow w Srodowisku. Zaletg tego testu jest tatwosc¢ i szybkos¢
wykonania, a takze dobra korelacja z toksyczno$cig uzyskang dla organizméw wyzszych.
Gtownym czynnikiem limitujagcym mozliwo$¢ zastosowania tego testu w analizie lekow
jest staba rozpuszczalno$¢ substancji czynnych - szacuje sie, ze praktycznie
nierozpuszczalnych w wodzie jest ponad 40% nowoopracowanych lekéw [93], a 70-80%

jest stabo rozpuszczalna.

W zwigzku z powyzszym, wytonita sie pilna potrzeba opracowania testu
toksycznosci, za pomocq ktérego mozna by badac ekotoksycznos¢ trudno rozpuszczalnych
lekéw i formulacji farmaceutycznych. Badania prowadzone w ramach niniejszej pracy
doktorskiej miaty na celu opracowanie nowej modyfikacji testu Microtox®, ktdra
pozwolitaby rozszerzy¢ zakres jego stosowalnosSci o mozliwos¢ badania stabo
rozpuszczalnych w wodzie farmaceutykéw. Ponadto, do tej pory test Microtox® nie byt

szeroko stosowany do badania ekotoksycznosci catych formulacji lekowych,
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ani pojedynczych substancji pomocniczych - w moich badaniach opublikowanych w 2020
roku przedstawiono ekotoksycznos¢ samych substancji czynnych, substancji pomocniczych
oraz catych formulacji farmaceutycznych lekéw przeciwnadcisnieniowych. [°¥ Wyniki tych
badann  zostanqg szczegétowo omdwione w  rozdziatach Badania wlasne

i Czes¢ eksperymentalna niniejszej pracy.

2.3. Mieszaniny cieczy jonowych i mieszaniny farmaceutykow

Powszechnie wiadomo, Ze organizmy zyjace w ekosystemach ladowych
i wodnych s3 narazone na dzialanie ztozonych mieszanin zwigzkéw chemicznych
o zrOznicowanej budowie chemicznej. Z tego wzgledu, ocena wtasciwoSci
ekotoksykologicznych oparta o badania pojedynczych zwigzkéw chemicznych wydaje
sie by¢ daleka od realnej sytuacji. Z drugiej strony, liczba potencjalnych mieszanin
chemicznych wystepujacych w Srodowisku jest niemal nieskonczona, stad nie ma
mozliwosci ich eksperymentalnego przetestowania. Wobec tego, aby oszacowac efekt
ekotoksykologiczny mieszaniny o znanym sktadzie stosuje sie dwa podstawowe modele:
(1) model CA (ang. Concentration Addition) oraz (2) model IA (ang. Independent Action).
[951 Uwaza sie, ze model CA jest odpowiedni dla przewidywania toksyczno$ci mieszanin
podobnie  dziatajacych  substancji  chemicznych, jednakze istniejg  prace,
w ktorych dobra doktadno$¢ osiggnieto, z wykorzystaniem tego modelu, takze dla
mieszanin réznie dziatajacych zwigzkow. [°¢1 Model 1A, w przeciwienistwie do modelu CA,
opiera sie na zatozeniu, ze sktadniki mieszaniny dziatajg w rézny sposob na organizm
testowy, tj. wywotuja efekt biologiczny na poziomie molekularnym poprzez interakcje
z réznymi docelowymi miejscami organizmu. Oba modele sg przydatne do oceny
zagrozenia ekotoksykologicznego zwigzanego z obecno$cia mieszanin réznych
zwigzkéw chemicznych w $rodowisku. Do tej pory, modele te zostaty zastosowane
do przewidywania toksycznosci mieszanin pestycydow [97-99], cieczy jonowych [100,105]
oraz farmaceutykow [103,108,111-113,115,116] wobec bakterii A. fischeri. Ponizej, przytoczone

zostang badania dotyczace dwoch ostatnich grup zwigzkow.
Mieszaniny cieczy jonowych

W odniesieniu do organicznych zwigzkéw jonowych, rozwazano ekotoksycznos¢

powszechnie uzywanych produktéw higieny osobistej. Przyktadowo, przebadano
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ekotoksycznos¢ serii dwusktadnikowych mieszanin zawierajacych czwartorzedowe
zwigzki jonowe o charakterze antybakteryjnym: chlorek benzylodimetylododecylo-
amoniowy, bromek decylotrimetyloamoniowy, chlorek didecylodimetyloamoniowy,
chlorek heksadecylotrimetyloamoniowy i bromek tetradecylotrimetyloamoniowy, a
takze jedng wieloskladnikowg mieszanine zawierajagcg wszystkie pie¢ badanych
zwigzkéw  jonowych. [1001  Pojedyncze zwigzki charakteryzowaly sie duza
ekotoksyczno$cia wobec bakterii A. fischeri - wartos$ci ECso dla prawie wszystkich
badanych zwigzkéw wynosity ponizej 1 mg/L. Dla dwuskladnikowych mieszanin
otrzymano wartoSci ECso w  zakresie 0.33 - 437 mg/L, natomiast
dla wielosktadnikowej mieszaniny, uzyskano warto$¢ ECso wynoszacg 1.90 mg/L.
Autorzy poréwnali warto$ci ECso otrzymane eksperymentalnie, z tymi przewidzianymi
za pomocg modeli CA i IA. W wiekszosci przypadkéw, obydwa modele daty zgodne
wyniki, co stwierdzono juz wczesniej w literaturze dla ré6znych organizméw testowych
i zwigzkéw niejonowych. [101-103] Dobre dopasowanie modeli stwierdzono dla 7 z 11
badanych mieszanin, co takze jest zgodne z literaturg, gdzie dobrg korelacje modeli CA
i IA obserwuje sie dla okoto 80% wynikéw eksperymentalnych. Aby potwierdzic¢
istnienie synergistycznych i antagonistycznych efektow, w badanych mieszaninach
obliczono wspétczynnik MDR (ang. Model Deviation Ratio) - wskazuje on na odchylenie
wartosci eksperymentalnej od wartosci przewidywanej i okresla stopienn dopasowania
modelu. W przypadku dziatania addytywnego badanych sktadnikéw mieszaniny,
otrzymuje sie MDR w przedziale 0.5-2, a wspotczynnik MDR réwny 1 $wiadczy
o doskonatym dopasowaniu wynikéw eksperymentalnych z obliczonymi oraz o braku
oddziatywan miedzy sktadnikami mieszaniny. W przypadku wartosci MDR ponizej 0.5
stwierdza sie wystepowanie efektu antagonistycznego (toksyczno$¢ mniejsza,
niz przewidywano), a powyzej 2 - efektu synergistycznego (toksyczno$¢ wieksza,
niz przewidywano). Wiekszos$¢ sktadnikow badanych mieszanin wykazywata efekt
addytywny, charakteryzujacy sie wartoSciami MDR w zakresie 0.5 - 2 (Rys. 11).
W przypadku mieszaniny BM4 (chlorek benzylodimetylododecyloamoniowy + chlorek
didecylodimetyloamoniowy) zauwazy¢ mozna, ze przy niskich stezeniach wartosci
wspotczynnika MDR sg nizsze niz 0.5, a zatem wskazujg na antagonistyczne dziatanie
sktadnikéw mieszaniny. Przeciwng zalezno$¢ i synergistyczne dziatanie obserwowano
w  przypadku trzech dwuskladnikowych mieszanin zawierajgcych chlorek

didecylodimetyloamoniowy w kazdej z nich [BM5 (+ chlorek heksadecylotrimetylo-
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amoniowy), BM6 (+ bromek tetradecylotrimetyloamoniowy) i BM7 (+ bromek decylo-
trimetyloamoniowy)], gdzie warto$ci MDR przy niskich stezeniach wzrastaty powyzej 2.
Warto podkresli¢, ze dla mieszaniny wielosktadnikowej zawierajgcej wszystkie piec
jonowych zwigzkéw, nie zaobserwowano odchylen od wartosci ekotoksycznos$ci
przewidywanych z wykorzystaniem modelu IA (Rys. 11c). Jest to zgodne
z doniesieniami literaturowymi, ktéore mowig o tym, ze efekty synergistyczne
i antagonistyczne rzadko wystepujg w mieszaninach wielosktadnikowych, a czeSciej

w dwu- i tréjsktadnikowych. [104]

Inni autorzy zbadali ekotoksycznos$¢ chlorkéw benzalkoniowych (BAC; homologi o
réznej dtugosci tancucha alkilowego C12:C14 w stosunku 60:40) w mieszaninach
z czesto wykrywanymi w Srodowisku anionowymi surfaktantami, takimi jak: liniowy

alkilobenzenosulfonian (LAS), kwas naftalenosulfonowy (NSA), dodecylosulfonian sodu

A. MDR (model CA) B. MDR (model IA)

MDR

02 04 06 08 02 04 06 08
Zahamowanie bioluminescencji [%] Zahamowanie bioluminescencji [%]

C. Mieszanina wieloskladnikowg

------ Model CA
-------- Model IA
08 Eksperyment

Zahamowanie bioluminescencji [%)]

Stezenie [mg/L]

Rys. 11. Wartosci MDR uzyskane dla modelu CA (A) oraz IA (B) dla badanych dwu- (BM1-BM10)
i wielosktadnikowych mieszanin (MM). Eksperymentalna krzywa i przewidywane krzywe toksycznosci dla
mieszaniny wielosktadnikowej (C) [Zrédto: ttumaczenie [100]].
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(SDS) i kwas benzenosulfonowy (BSA). [105] Ekotoksyczno$¢ pojedynczych sktadnikow
wobec A. fischeri byta zrdéznicowana, a mianowicie najwieksza toksyczno$ciag
charakteryzowat sie gtéwny przedmiot badann - BAC (ECso,30 min= 0.5 mg/L), mniejsza
SDS (ECso,30 min = 8.2 mg/L), a najmmniejszg LAS (ECso,30min= 109.7 mg/L). Pozostate
zwigzki, tj. BSA oraz NSA byly nietoksyczne w badanym stezeniu. Jednakze, wartosci
ECso wszystkich mieszanin, w tym mieszanin z nietoksycznymi zwigzkami (BSA oraz
NSA) zawieraly sie w zakresie 0.5 - 1.2 mg/L. Stad, wnioskowa¢ mozna, ze gtéwna role
w ekotoksycznos$ci mieszanin odgrywaja BAC, ktére silnie oddzialuja z warstwa

lipidowa btony komoérkowej bakterii A. fischeri.
Mieszaniny farmaceutykow

Szczegblnie duzym zainteresowaniem w konteks$cie badan ekotoksykologicznych wobec
A. fischeri ciesza sie mieszaniny farmaceutykéw. Przyktadowo, w 2014 roku zbadano
ekotoksycznos$¢ antybiotykéw: triklokarbanu i triklosanu oraz triklosanu metylu
(metabolitu triklosanu) - pojedynczo, oraz w trojsktadnikowej mieszaninie. [103]
Pojedyncze sktadniki charakteryzowaty sie dos¢ duza ekotoksycznoscig - najbardziej
toksyczny byt triklosan (ECso = 0.73 mg/L), nastepnie triklokarban (ECso = 0.91 mg/L),
a najmniej toksyczny byt metabolit triklosanu (ECso = 1.76 mg/L). Przewidywana
toksycznos$¢ tréjsktadnikowej mieszaniny zostata obliczona z wykorzystaniem modeli

CA oraz IA, i byta bliska wartosci eksperymentalnej (ECso = 0.23 mg/L) (Rys. 12).
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~——a— Eksperyment
— = = = Model IA

% Zahamowania bioluminescencji

20

1.EM 1.E02 1.E” 1.0 1.E¥0 1.E*0} 1B
Logarytm stezenia [mg/L]

Rys. 12. Przewidywane i eksperymentalne wartosci toksycznosci dla trojsktadnikowej mieszaniny antybiotykow
i metabolitu antybiotyku [Zrédto: ttumaczenie [1031].
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Sposréd dwoch zastosowanych modeli, model IA pozwolit na przewidywanie
toksycznos$ci mieszaniny z wieksza doktadnoscig (ECso = 0.25 mg/L), niz model CA (ECso
= 0.33 mg/L). Analizujac wykresy przedstawione na Rys. 12 zauwazy¢ mozna, ze model
[A przewiduje wiekszg toksyczno$¢ mieszaniny, niz model CA - przeciwnie, niz

w wiekszosci podobnych doniesien literaturowych. [106,107]

Analiza ekotoksycznosci mieszaniny leku i produktu/produktéw

jego
metabolizmu jest bardzo istotna z punktu oceny ryzyka zwigzanego z koegzystencja tych
zwigzkow w Srodowisku. Kolejnymi badaniami, ktére uwzgledniajag ten aspekt sa
badania ekotoksycznosci leku przeciwwirusowego - fosforanu oseltamiwiru (w postaci
estru etylowego) i jego aktywnego metabolitu - oseltamiwiru w postaci kwasowej. [108]
W toku badan, stwierdzono, ze prolek charakteryzuje sie nieco mniejsza toksycznoscig
(ECs0,30 min = 10.3 mM), niz jego metabolit (ECso, 30 min = 6.6 mM). Do okres$lenia interakcji
zachodzacych w dwusktadnikowych mieszaninach zwigzkéw o réznym stosunku
molowym sktadnikéw uzyto metody izobologramu (Rys. 13). [109 Metoda ta jest
powszechnie wykorzystywana w farmacji do okreSlenia interakcji pomiedzy
sktadnikami mieszanin i moze by¢ przedstawiona graficznie. [1101 Zauwazy¢ mozna,
ze wartoSci ECso mieszaniny uzyskane podczas eksperymentu sg wyzsze, niz te
przewidywane z wykorzystaniem modelu CA (Rys. 13a). Ponadto, Srednie odchylenie
wartosci eksperymentalnych wynosi 20-30%, zaréwno dla modelu CA, jak i IA (Rys.

13b).
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Rys. 13. Izobologram dwusktadnikowych mieszanin prolek-metabolit w odniesieniu do testu zahamowania
bioluminescencji bakterii A. fischeri (A) - narysowana linia ciggta dotyczy wartoSci przewidywanych metoda CA, linia
przerywana dotyczy wartosci przewidywanych metoda IA. Odchylenie danych eksperymentalnych od danych
przewidywanych za pomoca modeli CA i IA (B) [Zrdédto: ttumaczenie [(108]].
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Nie ma watpliwosci, Ze istotng grupg farmaceutykéw, ktérych obecnos¢
w Srodowisku jest alarmujgca sg antybiotyki. W 2018 roku, przebadano ekotoksycznos¢
mieszanin 16 antybiotykéw z trzech grup, takich jak: sulfonamidy (SA), tetracykliny (TC)
i Srodki bakteriostatyczne stosowane razem z sulfonamidami (SAP) (tzw. wzmacniacze
sulfonamidéw). 1111 Wykazano, Ze sktadniki mieszaniny typu SA-SAP wykazywaty
synergizm dziatania wobec bakterii A. fischeri. Natomiast, w mieszaninach typu SA-TC
oraz SA-DH obserwowano efekty antagonistyczne. Przebadano takze ekotoksyczno$¢
mieszanin trojsktadnikowych SA-TC-SAP i stwierdzono wystepowanie efektow
synergistycznych miedzy ich skitadnikami, ktére w rzeczywisto$Sci byly wynikiem

glownie efektow synergistycznych pomiedzy SA i SAP.

Inni autorzy, rowniez badali ekotoksycznos$¢ antybiotykéw z grupy sulfonamidow
- tym razem w potaczeniu z inhibitorami zjawiska Quorum Sensing (QS). (112 113]
Inhibitory QS s3 to zwiazki stanowigce alternatywe dla popularnych antybiotykéow.
Dzialajg one poprzez hamowanie ekspresji genow regulowanych przez mechanizm QS,
czyli mechanizm umozliwiajagcy komunikacje miedzy komorkami bakterii,
w tym bakterii A. fischeri. [1141 W toku badan stwierdzono, Ze sulfonamidy charakteryzuja
sie wiekszg ekotoksyczno$cig, zaréwno ostrg, jak i chroniczng, niz inhibitory QS.
W przypadku dwusktadnikowych mieszanin zawierajgcych sulfonamidy i inhibitory QS,
zauwazono, ze rozne typy inhibitoréw QS powoduja rdzne efekty. Inhibitory QS z grupy
pochodnych pirolu i pirolidonu wykazywaly efekty antagonistyczne i addytywne
w potaczeniu z sulfonamidami. Inhibitory QS bedace pochodnymi furanonu -
wykazywaly efekty addytywne, antagonistyczne i synergistyczne. Jednakze,
w przypadku badania chronicznej toksycznos$ci, obserwowano tylko efekty
antagonistyczne. To wazne, z punktu widzenia terapeutycznego doboru sktadnikow,
poniewaz efektywno$¢ dziatania mieszaniny sulfonamidéw z tego typu inhibitorami QS

jest zwiekszona w poczatkowym okresie, a z czasem maleje.

Kolejnym zjawiskiem biologicznym studiowanym w odniesieniu do bakterii
A. fischeri jest zjawisko hormezy, czyli korzystnego dziatania niskich stezen toksykanta.
W badaniach Lin i wspétpracownikéw wykorzystano dwa standardowe modele (CAiIA)
do przewidywania efektu hormetycznego w mieszaninach antybiotykow. [115] Okazato
sie, Ze przy zastosowaniu w/w modeli nie jest mozliwe przewidywanie efektu

hormetycznego w mieszaninach, szczegdlnie w tych, w ktérych zachodza interakcje.
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Autorzy badania, opracowali nowy model, ktéry pozwala przewidywa¢ wspomniany
efekt, zaréwno dla mieszanin, w ktorych nie zachodza interakcje pomiedzy sktadnikami,

jak i dla mieszanin, w ktérych takie interakcje wystepuja.

Badania ekotoksycznosci mieszanin przeprowadzono roéwniez dla trzech
powszechnie  stosowanych substancji czynnych: ibuprofenu, azytromycyny
i triklosanu. [116] Sposrod tych trzech, najbardziej toksycznym wobec A. fischeri okazat
sie triklosan - autorzy badania sugeruja, ze efekt ten spowodowany jest obecnos$cia
atoméw chloru w strukturze tego zwigzku. Zmierzona ekotoksyczno$¢
dwusktadnikowych mieszanin w/w lekdw byta mniejsza, niz przewidywano réznymi
modelami - wobec tego stwierdzono wystepowanie antagonistycznych efektéw miedzy
sktadnikami mieszaniny (Rys. 14). Wystepowanie tego samego efektu stwierdzono

dla tréjsktadnikowej mieszaniny ibuprofen/azytromycyna/triklosan.

ECsp (x 10°%) [mol/L]
0 10 20 30 40 50

Ibuprofen 36,5
Azytromycyna 30,26
Triklosan | 0,0155
Azytromycyna + Ibuprofen 47,66
Triklosan + [buprofen 52,59
Triklosan + Azytromycyna 50,47
[buprofen + Azytromycyna + Triklosan 54,99

Rys. 14. Wartosci ECso pojedynczych lekéw (stupki niebieskie), mieszanin dwusktadnikowych (stupki zielone)
i mieszaniny tréjsktadnikowej (stupek pomaranczowy) [Zrédto: opr. na podstawie [116]].

W ramach niniejszej pracy doktorskiej przeanalizowano ekotoksycznos¢ lekow
z grupy antagonistow receptora angiotensyny Il oraz substancji pomocniczych
wystepujgcych w  tabletkach, zaréwno w postaci pojedynczych sktadnikéw,
jak i w mieszaninach lek/substancja wypetniajqgca i substancja wypetniajqca/substancja
wypetniajgca. Ponadto, wyznaczono przewidywane wartosci toksycznosci dla
w/w mieszanin z zastosowaniem modeli CA i IA, oraz wyznaczono wspétczynniki MDR, aby
okresli¢ wystepowanie antagonistycznych i synergistycznych efektow w mieszaninach.
Zastosowano opracowanq modyfikacje testu Microtox®, pozwalajgcq na zbadanie
ekotoksycznosci stabo rozpuszczalnych farmaceutykéw wobec bakterii A. fischeri. Wyniki
tych badan zostanq szczegétowo przedstawione w rozdziatach Badania wlasne

i Czes¢ eksperymentalna niniejszej pracy.
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3.  METODY QSAR W OCENIE RYZYKA SRODOWISKOWEGO

Metody modelowania QSAR (ang. quantitative structure-activity relationship)
odnosza sie do tworzenia predykcyjnych modeli aktywnos$ci biologicznej w funkcji
pewnych strukturalnych i molekularnych informacji o czasteczce chemicznej.
Powszechnie, pojecie QSAR uzywane jest w odniesieniu do projektowania lekow, gdzie
zyskato szerokie zastosowanie do korelacji informacji molekularnych zaréwno
z aktywno$ciag biologiczng, jak i wiasciwo$ciami fizykochemicznymi - w tym aspekcie
wilasciwszym pojeciem jest modelowanie QSPR (ang. quantitative structure-property
relationship). Modelowanie QSAR jest powszechnie akceptowanym podej$ciem
stosowanym do znalezienia powigzania miedzy elementami strukturalnymi danego
zwigzku, a jego aktywnos$cig biologiczna. Metody te znalazty zastosowanie przede
wszystkim  w agrochemii i chemii farmaceutycznej. [1171 Gwattowny wzrost

zainteresowania metodami QSAR nastgpit na przetomie XX/XXI wieku (Rys. 15A).
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Rys. 15. [los¢ wszystkich publikacji naukowych dotyczacych modelowania QSAR (A).

oraz modelowania QSAR w ekotoksykologii (B) [Zr6dto: Science Finder].
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Metodologie QSAR pozwalaja na znaczne skrdcenie czasu i wysitku wymaganego np.
do wynalezienia nowych lekéw. Metody te znajduja roéwniez zastosowanie
w ekotoksykologii, gdzie moga zastgpi¢ dtugotrwate i kosztowne, wstepne badania
ekotoksycznosci zwigzkoéw chemicznych - na Rys. 15B mozna zauwazy¢ stale rosnacy
trend w iloSci publikacji dotyczacych metod QSAR w ekotoksykologii. Duze
zainteresowanie metodami QSAR spowodowane moze by¢ faktem, Ze jest to podejscie
przyjazne dla srodowiska pozwalajace zredukowac ilo$¢ niezbednych eksperymentow
chemicznych i badan na zwierzetach. Ponadto, pozwala ono na przewidywanie
wlasciwosci nowo zsyntezowanych zwigzkéw bazujac jedynie na ich strukturze

chemicznej.

Kluczcowym elementem zastosowania metod QSAR jest znalezienie
odpowiedniego zestawu deskryptorow, ktére w odpowiedni sposdb reprezentuja
zmienno$¢ wiasciwosci strukturalnych czasteczki. [118. 1191 Analiza QSAR wyKorzystuje
metody statystyczne w celu uzyskania iloSciowych zaleznos$ci matematycznych
pomiedzy struktura chemiczng, a aktywnos$cia biologiczng. W celu wykonania analizy
QSAR nalezy wybra¢ odpowiednig grupe zwigzkow (zestaw treningowy) o znanych
parametrach (deskryptorach), ktdre mogg by¢ skorelowane z cechami molekularnymi.
Parametry te moga by¢ uzyskane w toku obliczen kwantowo-chemicznych. Tak
otrzymane deskryptory moga zawierac¢ istotne informacje o czgsteczce np. wtasciwosci
elektronowe, geometryczne, hydrofobowos¢, lipofilowos¢, rozpuszczalno$¢ i sa one
nastepnie korelowane z obserwowang aktywnos$cig biologiczng. [120] Opisany powyzej
zestaw treningowy stuzy do skonstruowania modelu, natomiast zestaw testowy

do pézniejszej walidacji tego modelu.

Jak wspomniano powyzej, deskryptory moga kodowac rozne informacje zalezne
od rodzaju reprezentacji molekularnej i zdefiniowanego algorytmu obliczania (Tabela

7). Wyro6zni¢ mozna nastepujace grupy deskryptordw [121];

(1) Topologiczne - dwuwymiarowe deskryptory bioragce pod uwage utozenie
atoméw w czgsteczce. Koduja w formie numerycznej informacje o wielkoSci,
ksztatcie i rozgatezieniu czagsteczki, a takze obecnosci heteroatomow i ilosSci

wigzan wielokrotnych.
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(2) Geometryczne - obliczane s3 w oparciu o wspoétrzedne atomoéow

w przestrzeni tréjwymiarowej. Koduja one wiele informacji, lecz wymagaja

wstepnej optymalizacji struktury.

(3.) Termodynamiczne - uwzgledniaja efekty energetyczne, tj. ciepto
tworzenia, czy entropie czasteczki.
(4.) Elektronowe - zwykle obliczane sg z uzyciem metod chemii kwantowej

i dotycza wtasciwosci elektronowych, tj. tadunek atomowy, energie HOMO

i LUMO oraz moment dipolowy.

(5.) Konstytucyjne - proste deskryptory wyznaczane wylacznie w oparciu

o skilad atomowy zwigzku, bez uwzglednienia geometrii

elektronowej czgsteczki.

Tabela 7. Rodzaje deskryptoréw stosowanych w modelowaniu QSAR. [121]

lub struktury

Grupa
deskryptorow

Opis

Przyklady

Topologiczne

- obliczane na podstawie graféw molekularnych
- reprezentuja potaczenia atoméw w czasteczce

Indeksy Wienera, Zagreba
oraz indeksy potaczen

Geometryczne

- obliczane na podstawie wspoétrzednych atoméw w
przestrzeni tréjwymiarowe;j
- uwzgledniaja przestrzenne informacje dotyczace
rozmiaru i ksztattu czasteczki oraz rozktadu atomow

Deskryptory WHIM, MoRSE,
GETAWAY

Termodynamiczne

- wigza strukture chemiczng z obserwowanym
efektem chemicznym

Ciepto tworzenia, refrakcyjno$¢
molowa, wspotczynnik podziatu
n-oktanol/woda (logP)

Elektronowe

- uzywane w celu opisania elektronowych aspektéw
czasteczki, wigzan lub fragmentéw molekularnych

Moment dipolowy, energie
HOMO i LUMO

Konstytucyjne

- proste deskryptory odzwierciedlajace chemiczng
informacje dotyczaca czasteczki bez informacji
o potaczeniach miedzyatomowych

[lo$¢ atomoéw, ilo$¢ wigzan, masa
molowa

Metody QSAR mozna podzieli¢ ze wzgledu na zastosowane narzedzia chemometryczne

na:

* metody oparte na regresji: metoda czastkowych najmniejszych kwadratéow (PLS),

wielokrotnej regresji liniowej (MLR), aproksymacji funkcji genetycznych (GFA);

* metody oparte na klasyfikacji: liniowa analiza dyskryminacyjna (LDA), analiza

klasterow (CA);

Metody uczenia maszynowego (ang. machine learning methods), np. sztuczne sieci

neuronowe sg réwniez waznym narzedziem pozwalajgcym na stworzenie modeli QSAR.

Procedura modelowania polega na statystycznej korelacji cechy molekularne;j

Z rozwazanymi

wlasciwosciami
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statystycznymi, ktére ostatecznie charakteryzuja prawidtowos$¢ dopasowania modelu
QSAR s3: wspoétczynnik determinacji (R2), skorygowany wspétczynnik determinacji
(Raja?), sumaryczny biad kwadratowy (SSE) odzwierciedlajacy odchylenie wartosci
przewidywanych od wartosci obserwowanych, podstawowy btad Sredniokwadratowy

(RMSE) uzywany do wskazania precyzji predykcji oraz test F (Fishera). [122]

3.1. QSAR w analizie ekotoksycznosci cieczy jonowych wobec

bakterii A. fischeri

Ekotoksyczno$¢ cieczy jonowych jest czesto badana eksperymentalnie,
ze wzgledu na zastosowanie tych zwigzkéw w wielu gateziach przemystu.
Réwnoczes$nie, naukowcy podjeli wysitki w celu skonstruowania odpowiednich réwnan

QSAR w ogélnej postaci:
log(1/ECsy) = axy + bx, ...+,

gdzie: ECso - stezenie powodujace 50% zahamowanie bioluminescencji bakterii;

a, b - wspotczynniki kierunkowe; ¢ - wyraz wolny; x4, X2 - deskryptory,

ktore pozwolityby na okreSlenie ekotoksycznos$ci cieczy jonowych wobec bakterii
A. fischeri - szczegblnie waznego bioindykatora srodowiska wodnego. Gtéwna réznica
miedzy proponowanymi modelami polega na wybraniu innych deskryptoréw w celu
wytworzenia modelu. Wszystkie proponowane modele zebrano w Tabeli 8 i opisano

w niniejszym rozdziale.

Dotychczasowe modele QSAR byly konstruowane w oparciu o dane dotyczace
kilkunastu-kilkudziesieciu cieczy jonowych, az do zestawu ponad 200 cieczy jonowych.
Dla ujednoliconej oceny doktadnosci i stabilnosci wyprowadzonych modeli postugiwano
sie wspotczynnikiem R2. Warto jednak pamieta¢, ze wysoka, bliska jedno$ci warto$¢
wspotczynnika R2? niekoniecznie oznacza, ze model jest niezawodny i stabilny. [123]
Wiekszos¢ modeli QSAR skonstruowano w oparciu o technike regresji wielokrotnej
(MLR - ang. multiple regression technique), ktoéra jest czesto stosowana ze wzgledu
na swojg prostote, przejrzystos¢ i tatwa interpretacje wynikow. Technika ta pozwala

takze na otrzymanie istotnych parametréw statystycznych dla wybranych deskryptoréw
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Tabela 8. Zestawienie opublikowanych modeli QSAR do przewidywania toksycznosci cieczy jonowych

wobec A. fischeri.

Ilos¢
cieczy ”
Ilosc¢ Rok 2
Model | j h R je ci j h R2 Zrodt
ode ]013owyc odzaje cieczy jonowyc TG publikacji rodio
uzyta w
modelu
I 28 1m1dazollo\./v?, amon-lowe, flosfomowe, 3 0.78 2006 [124]
choliniowe, pirydyniowe
11 43 imidazoliowe, pirydyniowe, pirolidyniowe 9 0.92 2007 [125]
1 9% imidazoliovxfe,.pirydylniowe, chloliniowe, 15 0.92 2010 1261
morfoliniowe, piperydyniowe
fosfoniowe, amoniowe, imidazoliowe,
I\Y% 148 pirydyniowe, morfoliniowe, choliniowe, 94 0.96 2011 [127]
pirolidyniowe, guanidyniowe
\ 10 0.93
bromki imidazoliowe, pirydyniowe,
i i pirolidyniowe, piperydyniowe, morfoliniowe, 1 i 2012 [s6]
- 19 tropiniowe i chinuklidyniowe 0.86
VII 110 imidazoliow?, pi.rydy.niow?,. guanidyniowe, 12 0.94 2012 (128]
pirolidyniowe i inne
VIII 157 Cholllnlowe., fosfonllowe, 1.m1da.Zf)110we, 25 0.91 2015 [129]
pirydyniowe, piperyniowe i inne
IX 24 pirolidyniowe, p-ipo.srydyr.liowe, pirydyniowe i ) 0.95 2015 [55]
imidazoliowe
X 29 imidazoliowe, pirydyniowe, amoniowe 1 0.92 2016 [60]
X1 42 1m1dazollowe,-am-on10.we, pirydyniowe, 3 0.78 2016 [130]
pirolidyniowe
amoniowe, choliniowe, imidazoliowe,
XII 213 mor.fo-liniow¢.a, melanir_nowe, f-osfoni(.)we, 10 0.75 2016 [131]
tropiniowe, piperydyniowe, pirydyniowe,
pirolidyniowe, chinuklidyniowe i sulfoniowe
XIII 110 imidazolioxl/ve, .amo?liowe'z,.pirydyniowe, 5 0.91 2017 (132)
pirolidyniowe i inne
XIV 153 chol.lnlowe-, fosfon.lowe, 1-m1da-z9110we, 3 0.88 2019 [133]
pirydyniowe, piperyniowe i inne
imidazoliowe, tropiniowe, piperydyniowe,
XV 153 pirydyniowe, pirolidyniowe, chinuklidyniowe 16 0.94 2020 [134]

iinne

(tj. wartosci P i rozktad t-Studenta), pozwalajac w ten sposéb na eliminacje nieistotnych

deskryptoréw, ktdre nie majg istotnego wptywu na wydajno$¢ modelu.

Pierwsza praca, w ktérej wyprowadzono model QSAR pozwalajacy przewidzie¢

ekotoksycznos$¢ cieczy jonowych wobec bakterii A. fischeri pojawita sie w 2006 roku

(Tabela 8, model I). Model ten zawieral w sobie deskryptory dotyczace wtasciwosci

elektronowych, przestrzennych, strukturalnych, termodynamicznych i topologicznych,
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oraz charakteryzowat sie wspotczynnikiem R? na poziomie 0.78. Wyprowadzony model
skutecznie przewidywat wzrost toksycznosci cieczy jonowej spowodowany
wydtuzeniem tancucha alkilowego. Wykazat tez, ze wtasciwosci kationu majgq wiekszy
wptyw na toksyczno$¢, niz wtasciwos$ci anionu. Ponadto, wyprowadzony model wskazat,
ze ciecze amoniowe charakteryzujg sie mniejsza toksycznos$cig, niz ciecze pirydyniowe

i imidazoliowe.

W latach 2007 i 2010, Luis i wspotpracownicy opracowali dwa nowe modele
QSAR w oparciu o technike MLR (Tabela 8, model II i III). Zastosowali oni podejscie
uwzgledniajgce grupowe wktady poszczegdlnych elementéw strukturalnych, tj.: kationu,
anionu i podstawnika - kazda z tych grup zostala podzielona na dalsze podgrupy
w oparciu o dziatanie toksyczne. W modelu II zastosowano 9 deskryptoréw dla 43 cieczy
jonowych, w modelu III zwiekszono ilo$¢ deskryptoréw do 15, a zbioér cieczy jonowych
do 96. Jednakze, zastosowanie wiekszej ilosci deskryptoréw i wiekszego zestawu cieczy
jonowych nie przyniosto poprawy i oba réwnania QSAR charakteryzowaly sie
podobnymi warto$ciami wspoétczynnika RZ  wynoszacymi  0.925 (model 1)

i 0.924 (model III).

W modelu IV (Tabela 8), opracowanym w 2011 roku zastosowano nowe
podejscie do przewidywania ekotoksycznosci cieczy jonowych, wykorzystosujgc analize
dyskryminacyjng czgstkowych najmniejszych kwadratow (PLS-DA - ang. partial least
square-discriminant analysis) do zbioru 148 cieczy jonowych. Opracowany model

osiagnat wspoétczynnik R2 na poziomie 0.963.

Viboud i wspoétpracownicy, opracowali dwa proste modele do przewidywania
ekotoksycznosci cieczy jonowych z anionem bromkowym, przy wykorzystaniu tylko
jednego deskryptora (Tabela 8, model Vi VI). W ten sposdb, uwzgledniajac w rownaniu
QSAR deskryptor dotyczacy ilosci alifatycznych atomow wegla, osiggnieto wspotczynnik
R?2 wynoszacy 0.934, natomiast uwzgledniajac deskryptor dotyczacy ilosci atomow
wegla w kationie osiggnieto R? = 0.861. Nalezy jednak wzig¢ pod uwage maty zbior
danych - do powyzszych modeli uzyto zestawu 10 i 19 cieczy jonowych. Zwiekszenie
rozmiaru zbioru prawdopodobnie spowodowatoby spadek dokitadnos$ci modeli. Stad,
modele QSAR opracowywane na wiekszych zbiorach zawieraja wieksza ilo$¢

deskryptoréw, aby pokry¢ caty obszar zmiennosci struktur molekularnych. [135]
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Dobrg korelacje (R? = 0.936) przy duzym zbiorze cieczy jonowych (110)
osiggnieto w modelu VII (Tabela 8). Do rozwiniecia rownania QSAR zastosowano
ponownie technike MLR oraz analize czastkowych najmniejszych kwadratow.

Dwuwymiarowe deskryptory uzyskano przy uzyciu oprogramowania Dragon.

Indeksy topologiczne podobne jak w modelach II i Il oraz technike MLR
zastosowano w modelu VIII, gdzie wykorzystano zbiér 157 cieczy jonowych
do wyprowadzenia rownania QSAR o wspotczynniku R2 = 0.908 (Tabela 8, model VIII).
Indeksy topologiczne wykorzystane w badaniu zostaly uzyskane w oparciu
o charakterystyke atomoéw niewodorowych (wektor CV) oraz ich pozycje (macierz
odlegtosci D) w strukturze czasteczki. Autorzy badania wnioskuja, Ze technika MLR jest
precyzyjna i odpowiednia do przewidywania ekotoksycznosci cieczy jonowych wobec

bakterii A. fischeri.

Dosy¢ proste rownanie QSAR, zawierajace dwa deskryptory (energia najnizszego
nieobsadzonego orbitalu molekularnego oraz objeto$¢ molowa) zostato wyprowadzone
ze wspotczynnikiem R? wynoszacym 0.954 dla zestawu 24 cieczy jonowych z anionem
bromkowym (Tabela 8, model IX). Autorzy badania wykazali, Ze toksyczno$¢ cieczy
jonowych z anionem bromkowym zmniejsza sie wraz z energia najnizszego
nieobsadzonego orbitalu molekularnego, a zwieksza sie wraz z objetoScia molowa
kationdw. Jeszcze mniejszg ilo$¢ deskryptorow (1) zastosowano dla zestawu 29 cieczy
jonowych (Tabela 8, model X). Uzyty deskryptor - ilo§¢ atomow wegla w tancuchu
alkilowym, pozwolit na uzyskanie rownania QSAR ze wspotczynnikiem R? wynoszacym
0.918. W toku badan, autorzy wykazali, Ze toksyczno$¢ wobec A. fischeri wzrasta wraz
ze wzrostem dlugosci podstawnika alkilowego kationu, a natura anionu ma mniejszy

wptyw na toksycznosc¢.

Liniowa kombinacje trzech wewnetrznie nieskorelowanych deskryptorow
biorgcych pod uwage topologie uktadu oraz ilo§¢ atomoéw tlenu zastosowano
do wyprowadzenia rownania QSAR dla zestawu 42 cieczy jonowych - uzyskano
wspotczynnik RZ2 wynoszacy 0.78 (Tabela 8, model XI). Wykazano, Ze chociaz
toksycznos$¢ zalezy gtéwnie od rozmiaru i dtugosci kationu, to jednak znaczacy wptyw

ma takze ilo§¢ atomow tlenu w kationie.
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Najwiekszy zestaw cieczy jonowych, tj. 213 zwigzkoéw, zastosowano
do wyprowadzenia rownania QSAR w oparciu o wiele jedno- i dwuwymiarowych
deskryptoréw obejmujacych cechy konstytucyjne, parametry potaczen, indeksy
informacyjne, indeksy topochemiczne, profile molekularne; dodatkowo uzyto takze
parametry kwantowego topologicznego podobienstwa molekularnego
(QTMS - ang. quantum topological molecular similarity) (Tabela 8, model XII). Dla tak

duzego zestawu zwigzkow uzyskano réwnanie QSAR o wspotczynniku R% = 0.748.

Trzy ostatnie modele (Tabela 8, modele XIII-XV) zostaty opracowane w oparciu
o technike MLR z wykorzystaniem duzego zestawu cieczy jonowych (kazdy model
powyzej 100 zwigzkéw). Model XIII opracowano przy uzyciu pieciu deskryptordw,
co pozwolito na uzyskanie wspotczynnika R? na poziomie 0.906 - autorzy wnioskuja,
ze model ten dobrze przewiduje wzrost toksycznos$ci spowodowany wzrostem dtugosci
fancucha alkilowego. W modelu XIV uzyto tylko trzy deskryptory, osiggajac réwnanie
QSAR charakteryzujagce sie wspoétczynnikiem R2Z = 0.877 - autorzy poréwnujg
doktadnos¢ swojego rownania z modelem VIII, ktéry wéwczas byt jednym z najlepszych
dostepnych modeli QSAR pozwalajacych na przewidywanie ekotoksycznoSci cieczy
jonowych wobec A. fischeri. Zaleta modelu XIV jest fakt, Ze otrzymanie potrzebnych
deskryptoréw jest mniej skomplikowane, niz w przypadku modelu VIIL
Satysfakcjonujgce  parametry statystyczne (RZ2 = 0.936) otrzymano dla
modelu XV - opublikowanego w 2020 roku. W toku badan wykazano, ze w przypadku
imidazoliowych cieczy jonowych, obecno$¢ grupy hydroksylowej lub nienasyconego

wigzania w tancuchu moze zmniejszy¢ toksyczno$c¢ cieczy jonowych.

Podsumowujac, istnieje wiele podejs¢ do stworzenia odpowiedniego réwnania
QSAR pozwalajacego na przewidywanie toksycznos$ci cieczy jonowych wobec bakterii

A. fischeri. Do tej pory, opublikowano 15 modeli QSAR, ktére zebrano w Tabeli 8.

W ramach niniejszej pracy doktorskiej podjeto prébe wyprowadzenia réwnania QSAR dla
serii diizopropyloamoniowych cieczy jonowych w oparciu o eksperymentalne dane
dotyczqce ekotoksycznosci wobec A. fischeri oraz deskryptory uzyskane przy pomocy
obliczen DFT oraz programéw ACD/Labs Percepta i OECD QSAR Toolbox. Wyniki tych
badan zostanqg szczegétowo przedstawione w rozdziatach Badania wlasne

i Czes¢ eksperymentalna niniejszej pracy.
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3.2. QSAR w analizie ekotoksycznos$ci farmaceutykéw wobec

A. fischeri

Farmaceutyki, bez watpienia s3 istotng grupa zanieczyszczen Srodowiska -
przede wszystkim z tego wzgledu, Ze s3 to substancje biologicznie aktywne, ktére moga
wywolywa¢ niezamierzone efekty na organizmy wodne i lgdowe. Modele QSAR
sg szeroko wykorzystywane w farmacji, przede wszystkim do projektowania lekow
o pozadanych wtasciwosciach biologicznych. [136.137] Znalazly one takze zastosowanie
do okreslenia efektu ekotoksykologicznego farmaceutykéw wobec organizmow, takich
jak Pseudokirchneriella subcapitata, Daphnia magna, Oncorhynchus mykiss, Pimephales
promelas oraz Danio rerio.[138-1441 Wykazano, ze wtasciwo$ciami, ktére w duzej mierze
determinujg ekotoksyczno$¢ lekéw s3: hydrofobowos$é¢, logP (wspotczynnik podziatu

n-oktanol-woda) oraz Diipw (Wspo6tczynnik podziatu liposomy-woda przy pH 7).

Niestety, opracowane do tej pory modele QSAR gtéwnie dotycza ekotoksycznosci
wobec ryb, alg i skorupiakéw. Opracowano tylko jeden model QSAR traktujacy
o ekotoksycznoSci wobec bakterii A. fischeri, ktory dodatkowo uwzglednia efekt
toksycznos$ci dwusktadnikowych mieszanin lekéw. [1451 W badaniach tych opracowano
model QSAR dla trzech pozioméw toksycznosci - ECio, EC30o i ECso uzywajac
14 zwigzkow chemicznych (10 lekéw i 4 herbicydow), ktore dawaty tacznie 153
mieszanin. Podejscie analizy ryzyka Srodowiskowego w odniesieniu do mieszanin,
a nie pojedynczych lekow jest niezwykle istotne, poniewaz Srodowiskowe toksykanty
nigdy nie sg izolowane i wspoétistnieja wraz z innymi zwigzkami chemicznymi.
Do modelowania QSAR wybrano 9 deskryptoréw otrzymanych przy uzyciu programu
Dragon m.in. sume odlegto$ci geometrycznych miedzy atomami azotu i siarki oraz
deskryptory zwigzane z masg atomowg, objeto$cia molowg, polaryzowalnos$cia
i elektroujemnoscia. W wyniku modelowania ustalono, ze przy $rednim i wysokim
efektywnym stezeniu - EC30 i ECso, wzajemne oddzialywanie atoméw azotu i siarki miato
najwiekszy wptyw na toksycznos$¢ mieszaniny. Ponadto, na oba te stezenia silnie
wptywaly zmiany odlegto$ci miedzyatomowych. Dla stezenia ECso, na toksycznos$¢
wptywata silnie molekularna geometria, podczas gdy na toksyczno$¢ najnizej
efektywnego stezenia EC10 wplywata obecno$¢ grup aromatycznych. Wykazano rowniez,
ze obecnos$¢ atomodw tlenu i chloru w sktadnikach mieszaniny, skutkuje zwiekszeniem
jej toksycznoSci.
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Co istotne, zaden z powyzszych modeli - zar6wno modele QSAR wobec alg, ryb
i skorupiakow, jak i model QSAR wobec bakterii, nie rozr6znia nominalnego (Cnom - masa
wprowadzonej substancji chemicznej w catkowitej objeto$ci medium) i swobodnego
(Crree — faktyczna masa substancji chemicznej znajdujaca sie w badanym medium)
stezenia farmaceutykéw w badanym medium, co mogtoby mie¢ istotny wptyw na
doktadnos$¢ rownania QSAR. Juz w 2013 roku, Kwon i wspdtpracownicy zwrdcili uwage,
ze w przypadku silnie hydrofobowych substancji nastepuje spadek korelacji miedzy
warto$ciami ECso, a logP. [146] Wobec tego, oprécz stezenia nominalnego, warto
rozpatrywac takze aspekt stezenia swobodnego, ktére przeliczane jest ze steZzenia
nominalnego z uwzglednieniem wartosci Kiip-w (wsp6tczynnik podziatu faza ttuszczowa-
woda), zawartosci fazy ttuszczowej w bakteriach A. fischeri oraz masy bakterii A. fischeri
w badanym naczyniu. Takie podej$cie zastosowano podczas wyprowadzania ro6wnania
QSAR pozwalajagcego na przewidzenie ekotoksycznos$ci serii weglowodoréow
aromatycznych wobec bakterii A. fischeri. W toku badan stwierdzono, Ze uzycie stezenia
swobodnego zamiast nominalnego pozwolito na zwiekszenie wspdtczynnika

R2 wyprowadzonego rownania z 0.830 na 0.956. [147]

W ramach niniejszej pracy doktorskiej podjeto prébe wyznaczenia ogdlnego
rownania QSAR dla lekéow przeciwnadcisnieniowych z grupy antagonistow receptora
angiotensyny II, ktére pozwoli takze na przewidywanie ekotoksycznosci innych lekéw
i zwigzkéw chemicznych zawierajqgcych ugrupowanie bifenylowe wobec bakterii A. fischeri.
Wykorzystano deskryptory uzyskane przy pomocy obliczen DFT oraz programéw
ACD/Labs Percepta i OECD QSAR Toolbox. Wyniki tych badan zostanqg szczegétowo

przedstawione w rozdziatach Badania wtasne i Czes¢ eksperymentalna niniejszej pracy.
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CELE PRACY

Celem pracy byta ocena ekotoksykologiczna ksenobiotykéw jonowych
i niejonowych przy wykorzystaniu bakterii A. fischeri oraz opracowanie modeli QSAR
pozwalajacych na przewidywanie ekotoksycznosci tych zwigzkéw przy zastosowaniu
odpowiednich deskryptoréow. Postawiony cel pracy byl mozliwy do zrealizowania

poprzez nastepujace cele czastkowe:

» opracowanie metodyki umozliwiajacej zbadanie stabo rozpuszczalnych zwigzkéw
niejonowych z grupy ARBs przy wykorzystaniu testu Microtox®;

» przeprowadzenie badan ekotoksykologicznych pojedynczych zwigzkéw niejonowych
(API, substancje pomocnicze) oraz mieszanin dwu-, tréj- oraz wielosktadnikowych
sktadajacych sie z réznych kombinacji API-API, substancja pomocnicza-substancja
pomocnicza oraz API-substancja pomocnicza, a takze catych formulacji
farmaceutycznych;

» zidentyfikowanie oddziatywan antagonistycznych/synergistycznych wystepujacych
w badanych mieszaninach zwigzkéw niejonowych - przy zastosowaniu
predykcyjnych modeli CA i IA;

» przeprowadzenie badan ekotoksykologicznych zsyntezowanych amoniowych cieczy
jonowych o potencjalnym dziataniu herbicydowym;

» wyznaczenie deskryptoréw elektronowych, termodynamicznych i strukturalnych
dla dwoch grup zwigzkéw: 1) amoniowych cieczy jonowych oraz 2) ARBs i analogéw
bifenylowych;

* ocena zaleznoSci pomiedzy aktywnos$cia wobec bakterii A. fischeri,
a struktura chemiczng dla dwoch grup zwigzkéw z wykorzystaniem technik

statystycznych.
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1) BAKTERIE ALIIVIBRIO FISCHERI 1 TEST MICROTOX®
W BADANIACH EKOTOKSYCZNOSCI KSENOBIOTYKOW

Bakterie wykazujace zdolnos¢ do bioluminescencji sg czesto wykorzystywane
do testow ekotoksycznosci ze wzgledu na fakt, Ze sg one integralng czescig ekosystemu,
a przeprowadzenie testOw z ich uzyciem jest zwykle szybkie i proste - do tego typu
organizmow zaliczy¢ mozna bakterie Aliivibrio fischeri, Vibrio harveyi oraz Pseudomonas
fluorescens. 11481 Te pierwsze wykorzystywane sa w te$cie Microtox® i pozwalaja na
okreslenie ekotoksycznosci badanej probki w oparciu o pomiar zahamowania

bioluminescencji.

Test Microtox®, ale rowniez inne komercyjne testy, tj. LUMIStox™ i ToxAlert® sg
oparte na specyficznej linii bakterii A. fischeri NRRL B-11177, ktéra wykazuje
bioluminescencje jako efekt przemian metabolicznych. Produkcja $wiatta przez bakterie
jest proporcjonalna do aktywnosci metabolicznej i kazde zahamowanie jej aktywnos$ci
powoduje odpowiednie obniZenie bioluminescencji - stad uzyteczno$¢ tych organizmow
w biotestach. Bakterie te wystepuja na catym $wiecie w sSrodowiskach morskich strefy
umiarkowanej i subtropikalnej, jako organizmy swobodnie unoszace sie w wodzie, ale
takze jako symbionty zwierzat morskich np. katamarnic lub zwigzane z osadami

i rozktadajaca sie materia. [149]

Proces bioluminescencji bakterii A. fischeri katalizowany jest przez enzym
lucyferaze, ktéry sktada sie z dwoch podjednostek a i 5, kodowanych odpowiednio przez
geny [luxA i luxB.['>0] Enzym ten umozliwia przeksztalcenie zredukowanej flawiny
(FMNH2) do flawiny (FMN), a dtugotancuchowych aldehydéw do kwasow ttuszczowych.

W tej reakcji emitowane jest Swiatto o dtugosci fali wynoszacej 490 nm [1511:

Lucyferaza

FMNH, + 0, + R — CHO ———— FMN + H,0 + R — COOH + hv (490nm)

Efektywno$¢ bioluminescencji bakterii zalezy od gestosci populacji, emisja $wiatta jest
wieksza przy duzej koncentracji komoérek bakteryjnych. Wynika to z faktu
wystepowania zjawiska QS, ktére zwigzane jest z komunikowaniem sie pomiedzy
komérkami  bakteryjnymi i wytwarzaniem substancji sygnatowych przez

te organizmy. [150]
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Test Microtox® pozwala na ocene ekotoksycznosci substancji chemicznych,
Sciekdw, wod powierzchniowych oraz osadow dennych poprzez wykorzystanie zjawiska
zahamowania bioluminescencji bakterii A. fischeri. W wyniku pomiaru, otrzymywana
jest wartos¢ ECso badanego toksykanta, odpowiadajaca stezeniu, ktére powoduje
50-procentowa redukcje bioluminescencji w trakcie 5 i 15-minutowej ekspozycji (test
fazy wodnej) i/lub 30-minutowej ekspozycji (test fazy statej). Test Microtox® zawiera 17
standardowych protokotow, ktére pozwalaja na ocene ekotoksykologiczna réznego
rodzaju prébek: Sciekéw, wody pitnej, osadéw i zwigzkéw chemicznych réznego

pochodzenia.

W przypadku badania zwigzkéw chemicznych charakteryzujacych sie dobra
rozpuszczalnoscia w wodzie, najczeSciej stosowany jest protokét 81.9% Basic Test,
w ktérym wyKkorzystywane sg roztwory wodne o znanym stezeniu toksykanta. Test
polega na pomiarze szeregu rozciefnczen, a sama nazwa testu zwigzana jest z faktem, ze
pierwszym badanym stezeniem w tym protokole, jest stezenie prébki wynoszace 81.9%.
Bakterie A. fischeri sg inkubowane z kazdym otrzymanym rozcienczeniem toksykanta,
przez okres wynoszacy zwykle 5 i 15 minut. Zintegrowane z urzgdzeniem Microtox®
oprogramowanie Microtox® Omni, w oparciu o uzyskane dane, wyznacza wartos¢ ECso,
wykorzystujagc  wyprowadzone roéwnanie regresji liniowej. [152]  Co wazne,
do przeprowadzenia tego typu testu wymagane jest sporzadzenie klarownych
roztworéw wodnych o odpowiednio wysokim stezeniu, co stwarza problemy przy
stabiej rozpuszczalnych zwigzkach. Dopuszcza sie mozliwo$¢ zastosowania dodatku
rozpuszczalnikow organicznych, tj. metanolu, etanolu czy DMSO w stezeniu
nieprzekraczajagcym 1.5%. Jednakze, wykazano, Ze nawet stosowanie rozpuszczalnikow
charakteryzujacych sie niewielkg toksyczno$cia moze mie¢ wptyw na wyniki

pomiarow. [153]

I[stniejg rowniez protokoly pozwalajace na badanie substancji statych, jednak
docelowo sg one przeznaczone do badania osadéw dennych. Standardowe protokoty
fazy statej to Microtox® Basic Solid Phase Test oraz Microtox® Solid Phase Test.
Pierwszy z nich przeznaczony jest gtéwnie do badania gleb, osadéw i innych prébek
statych. Drugi z nich, opracowany do badania tego samego typu prébek, zawiera
dodatkowo etap filtracji na kolumienkach. [1521 Obydwa testy, pozwalaja na bezposredni

kontakt bakterii z badanym cialem statym, przez co pozwalaja na okre$lenie
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toksycznos$ci spowodowanej nie tylko przez rozpuszczong substancje, ale takze przez jej

nierozpuszczona lub zaadsorbowang czes¢.

W niniejszej pracy doktorskiej opracowano modyfikacje wyZej wymienionego
protokotu Basic Solid Phase Test, ktéra umoZzliwia zastosowanie tego protokotu
do badania stabo rozpuszczalnych substancji np. farmaceutykéw. Modyfikacja ta zostanie

opisana w szczegotach, w dalszej czesci pracy.
1.1. Amoniowe ciecze jonowe

1.1.1. Wstep

Czwartorzedowe sole amoniowe, w tym amoniowe ciecze jonowe stanowig
interesujaca alternatywe dla konwencjonalnych rozpuszczalnikéw ze wzgledu na ich
witasciwosci, tj. niepalno$¢, nielotnos$¢ i biodegradowalno$c¢.[1>4] Istotng zaletg tych
zwigzkow jest réwniez ich ,projektowalno$¢”, poniewaz poprzez odpowiedni dobér
kationu i anionu, mozna otrzymac ciecze jonowe o pozadanych wtasciwosciach. Wsrod
cieczy jonowych, istotng grupe stanowig herbicydowe ciecze jonowe, ktdre tacza w sobie
efektywnos¢ tradycyjnych herbicydéw z pozadanymi cechami cieczy jonowych, tj. niska
preznoscig par i dobrg rozpuszczalno$cia w wodzie. [155] Nalezy jednak pamietac,
ze rosngce zainteresowanie cieczami jonowymi w rolnictwie zwigzane jest z ich
nieunikniong obecno$cia w ekosystemie wodnym i lgdowym, stad konieczne jest

poznanie ekotoksycznosci tych potencjalnych zanieczyszczen $rodowiska. [3]

Celem pracy jest synteza czwartorzedowych soli amoniowych, w tym cieczy
jonowych, ktére mogtyby by¢ zastosowane jako przyjazne dla sSrodowiska herbicydy,
a takze ocena ich ekotoksycznosci wobec $rodowiska wodnego, przy wykorzystaniu
bakterii A. fischeri. Struktura badanych zwigzkéw nawigzuje do struktury chemicznej
popularnego herbicydu o szerokim spektrum dziatania - glifosatu, stosowanego
w preparacie Roundup®. Anion tego zwigzku, nadajacy mu wtasciwosci herbicydowe,
o ogoblnej strukturze (P-C)-N-C-COO- jest pochodng kwasu aminooctowego (glicyny,
H2N-CH2COOH), a w/w charakterystyczna sekwencja heteroatoméw w tancuchu
weglowym determinuje jego aktywnos$¢ herbicydowa. Syntezowane zwigzki sktadajg sie
z kationu amoniowego oraz modyfikowanego anionu, w ktérym trudno hydrolizowalne

chemicznie i enzymatycznie wigzanie P-C oraz atom azotu ugrupowania (P-C)-N
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glifosatu zostal zamieniony przez inne ugrupowania heteroatomowe zawierajgce atomy

tlenu, siarki lub halogenu (Rys. 16):

* GRUPA 1 [atom/atomy halogenowe (Y = Cl, F)] - ciecze jonowe, pochodne
kwasow halogenooctowych zawierajgcych kation diizopropyloamoniowy
(achiralne) lub kation (R)- lub (S)-fenyloetyloamoniowy (chiralne);

* GRUPA 2 J[atom siarki (Y = S)] - sole zawierajgce mono- i dianiony
2,2’-tiodioctanowe oraz alifatyczne (trietylo-, diizopropylo-, t-butylo-)amoniowe
i aromatyczne amoniowe kationy;

= GRUPA 3 [atom tlenu lub siarki (Y = O, S)] - diizopropyloamoniowe sole
fenoksyoctanow/fenylotiooctan6w  oraz  chiralne = metoksyfenylooctany
diizopropyloamoniowe.

Przedstawione na Rys. 16 zwigzki zostaly otrzymane w wyniku reakcji odpowiedniego
kwasu (halogenooctowego, 2,2’-tiodioctowego, fenoksyoctowego, fenylotiooctowego lub
metoksyfenylooctowego) z 10-procentowym nadmiarem aminy (diizopropyloaminy,
diizobutyloaminy, trietyloaminy, t-butyloaminy, izochinoliny, (R)-/(S)-fenyloetylo-
aminy) bez uzycia rozpuszczalnika. Petna analiza zwigzkéw (1H, 13C NMR, MS, HRMS,
analiza elementarna) przedstawiona zostata w publikacjach bedacych przedmiotem
niniejszej dysertacji [05-68] W CzeSci eksperymentalnej pracy zawarto analizy
dotyczace zwigzkow, ktore nie zostaty jeszcze opublikowane.

Przedstawiona na Rys. 16 GRUPA 1 obejmuje achiralne halogenooctany
diizopropyloamoniowe i chiralne chlorooctany (R)-/(S)-fenyloetyloamoniowe. Same
kwasy halogenooctowe sg zwigzkami, ktére mozna znalez¢ w ekosystemach wodnych,
np. kwas trichlorooctowy powstaje w wyniku atmosferycznej degradacji
chlorofluoroweglowodoréw, a kwas chlorooctowy jest produktem fotodegradacji
herbicyddw. [156] Zwigzki te byly intensywnie badane pod katem wptywu na organizmy
wodne. [157-160] Jednakze ich sole amoniowe, nie zostaly doktadnie poznane. Istnieje
jeden patent dotyczacy zastosowania soli amoniowych kwasu trichlorooctowego jako
zwigzkow o charakterze herbicydowym oraz publikacja opisujaca potencjalne
zastosowanie tego zwigzku do zwalczania Agropyron repens i Kentucky bluegrass. [161,162]
Badania serii optycznie czynnych chlorooctanéw (R)-/(S)-fenyloetyloamoniowych
sa bardzo wazne z perspektywy zastosowania tych zwigzkéw w rolnictwie, jako

srodkow herbicydowych.

61



GRUPA 1: Halogenooctany amoniowe (1-6) (6] oraz chlorooctany (R)-/(S)-fenyloetyloamoniowe [(R)-/(S)-7-9] [68]
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GRUPA 3: Fenoksyoctany/(fenylotio)octany amoniowe (17-23) 7] oraz (R)-/(S)-metoksyfenylooctany [(R)-/(S)-24]:
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Rys. 16. Struktury chemiczne badanych zwigzkéw amoniowych.
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Co ciekawe, okoto 25-30% komercyjnych zwigzkéw stosowanych w rolnictwie
to zwigzki optycznie czynne, jednakze wiekszo$¢ z nich nie jest sprzedawana w postaci
czystych enancjomeréw, a w postaci mieszanin racemicznych. [163-165] Zaniedbywanie
faktu chiralno$ci herbicydéw jest niekorzystne dla Srodowiska, gtéwnie z powodu
enancjoselektywnej toksycznosci herbicydow wobec organizméw docelowych
i niedocelowych. Podczas stosowania racemicznych formulacji herbicydowych, pozornie
nieaktywny enancjomer moze wywotywa¢ negatywne efekty u organizmow

niedocelowych, pozostajac nadal nietoksycznym dla organizmu docelowego. [166]

W sktad GRUPY 2 wchodzg z kolei zwigzki zawierajace mono- i dianiony
2,2’-tiodioctanowe oraz kationy: diizopropyloamoniowy, diizobutyloamoniowy,
trietyloamoniowy, t-butyloamoniowy lub izochinoliniowy. Sole 2,2’-tiodioctanowe
charakteryzuja sie doskonatymi wtasciwos$ciami kompleksujagcymi i sg stosowane jako
Srodki do ekstrakcji metali, materiaty paramagnetyczne, $rodki antybakteryjne
i przeciwnowotworowe. [167-170] Jednakze, w dotychczasowej literaturze nie ma danych
dotyczacych wptywu tych zwigzkéw na Srodowisko. Jest to szczegdlnie istotne ze
wzgledu na wymienione wyzej biologiczne dziatanie 2,2’-tiodioctanéw oraz witasciwosci

kompleksujace metale ciezkie, ktdore sg toksyczne dla wiekszos$ci zywych organizmoéw.

GRUPE 3 stanowig natomiast fenoksyoctany, fenylotiooctany oraz
(R)-/(S)-metoksyfenylooctany diizopropyloamoniowe. Pochodne te, w szczegdlnosci
chlorofenoksyoctany sg szeroko wykorzystywane w rolnictwie jako komercyjne zwigzki
herbicydowe, np. kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D) oraz 2,4,5-trichlorofenoksy-
octowy (MCPA), ktore sg czesto stosowane do pielegnacji trawnikow i ogrodow
(w postaci soli sodowych, potasowych i amoniowych).[1711 W serii badanych potaczen
chemicznych, istotne jest rdéwniez okreSlenie wplywu zamiany heteroatomu
na toksycznos$¢ zwigzkéw (atom tlenu w fenoksyoctanach zamieniony na atom siarki

w fenylotiooctanach).

1.1.2. Badania ekotoksykologiczne (test Microtox®)

Badania ekotoksykologiczne czwartorzedowych soli amoniowych
przeprowadzono z uzyciem protokotu 81.9% Basic Test, stosujac wodne roztwory
badanych zwigzkéw oraz czas inkubacji 5 i 15 minut. Ponizej, przedstawiono wyniki dla

poszczegblnych grup badanych zwigzkow, wraz ich dyskusja.
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1.1.2.1. GRUPA 1: Chiralne i achiralne halogenooctany amoniowe

Wyniki badan ekotoksykologicznych otrzymane za pomocg testu Microtox® dla
serii achiralnych (1-6) i chiralnych ((R)/(S)-7-9) zwiazkdw amoniowych przedstawiono
w Tabeli 9. Dodatkowo, w celach poréwnawczych zbadano ekotoksyczno$¢ fluorkow
nieorganicznych (amonu i potasu) - aby sprawdzi¢ toksyczny efekt zwigzany z atomami
fluoru w postaci jonowej, a takze siarczan6w amoniowych - aby zaobserwowac efekt
zwigzany z kationem (oraz z anionem, uznajgac, ze siarczany sg biologiczne neutralne).

Tabela 9. Wartosci ECso [mg/L] otrzymane po 5 i 15 minutach ekspozycji bakterii A. fischeri, wraz z 95%

przedziatem ufnos$ci przedstawionym w nawiasie - zwigzki z GRUPY 1.

ECso [mg/L] Kategoria
Badany zwiazek . . toksycznosci Zrédto:
5 min 15 min 5114)
Zwiazki achiralne
1 169.4 147.5
(38.59 - 469.6) (15.12 - 1445)
2 21950.5 12691
(7187 -95992) (10130 - 15032)
3 9273.1 5426.4
(529.9 -173551) (305.1-38171) Brak
4 2568 230.9 toks Zinoéci
(80.45 - 819.7) (62.91 - 847.2) yezh
ostrej [66]
5 31666 28525
(10827 -92617) (18332 - 44387)
6 733.6 2715
(266.2 - 2373) (798.1 - 11657)
fluorek amonu 3298 3126
(2184 - 4980) (1706 - 5728)
13.80 12.95
fluorek potasu (4.062 - 46.86) (4.014 - 41.76) =
siarczan 650.4 708.0 toksle;Oéd -
bis(diizopropyloamoniowy 398.0 - 1062 403.4-1243 y )
ostrej
ZwiazKi chiralne
737.8 557.4
R)-7
® (605.8 - 898.5) (508.6 - 610.8)
6943 4757
S)-7
® (2011 - 23969) (867.0 - 16283)
988.5 801.8
R)-
(R)-8 (849.9 - 1150) (693.4 - 927.1) Brak
toksycznosci
(5)-8 2098 1880 ostrei
(310.9 - 14155) (407.1 - 8681) ) -
618.5 503.8
®)-9 (516.7 - 740.2) (464.9 - 545.9)
3083 1834
S)-9
) (316.5-30034) (111.1-30271)
siarczan 12.36 13.81 1
bis[(R)-fenyloetyloamoniowy] (9.30-16.43) (10.18 - 18.74)
siarczan 946.8 1089 Brak
bis[(S)-fenyloetyloamoniowy] (435.4 - 2059) (216.2 - 5489) toksycznosci
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| | ostrej

Formulacje glifosatu

17.5
Glifosat (k - III
ifosat (kwas) (15.8 - 19.5)
Brak
Sél izopropyloaminowa glifosat 162 toksycznosci (172]
zZ w u - Z
propy & (150 - 177) yczh
ostrej
249
Roundup® - III
oundup (23.9 - 26.0)
) Kategorie toksyczno$ci ostrej: I. Substancja bardzo toksyczna, ECso < 1.0 mg/L; II. Substancja toksyczna, 1 < ECso < 10; IIL

Substancja szkodliwa, 10 < ECso < 100 mg/L [51]

Aniony siarczanowe zostaly wybrane ze wzgledu na ich nietoksyczno$¢ - wedtug
Europejskiej Agencji Chemikaliéw (ECHA) np. siarczan sodu zostaje zredukowany w
cyklu siarkowym i nie musi by¢ Klasyfikowany pod katem toksycznosci

dla srodowiska. [173]

Zauwazy¢ mozna, ze wszystkie badane zwigzki amoniowe, zar6wno chiralne, jak
i achiralne moga zosta¢ zaklasyfikowane jako catkowicie nietoksyczne dla srodowiska
na podstawie przyjetej klasyfikacji - wszystkie z nich posiadajg wartosci ECso powyzej

100 mg/L.

W przypadku zwigzkow achiralnych, najbardziej toksycznym jest ten zawierajacy
jeden atom chloru (1), natomiast najmniej toksycznym - zwigzek zawierajacy trzy
atomy fluoru (5). Najbardziej zaskakujgce sa duze roznice w toksyczno$ci szeregu
chlorooctandéw roézniacych sie tylko iloScig atoméw chloru w anionie, gdzie stosunek
wartosci ECso, 15 min dla serii zwigzkow 3 : 2 : 1 wynosi 37 : 86 : 1. Podobng roznice
zauwazy¢ mozna dla dwoch fluorooctanéw, gdzie stosunek wartoSci ECso, 15 min
5 : 4 wynosi 123 : 1. Ponadto, trifluorooctan (5) jest 5-razy mniej toksyczny, niz
analogiczny trichlorooctan (3). Jest to dosy¢ nieoczekiwany wynik, ze wzgledu na fakt,
ze zwigzki fluorowe tworzg silniejsze wigzania wodorowe, w poréwnaniu do zwigzkéw
zawierajacych atomy chloru - a co z tym zwigzane, powinno obserwowac sie silniejsze
interakcje zwigzkéw fluorowych z uktadami biologicznymi. Co ciekawe, jedynie
w przypadku chlorodifluorooctanu (6) zaobserwowano, ze warto$¢ ECso po 15 minutach
jest wyzsza, niz po 5 minutach ekspozycji. Istnieje kilka opisanych cieczy jonowych,
ktorych ECso wobec A. fischeri zwieksza sie po 5 minutach [174-176] jednakze réznice
w toksycznoSci miedzy dwoma okresami inkubacji nie sg tak zauwazalne, jak
w przypadku chlorodifluorooctanu 6. Efekt zmniejszania sie wrazliwosci bakterii

A. fischeri na badany zwigzek wraz ze wzrostem czasu ekspozycji opisywany jest
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w literaturze naukowej jako zjawisko regeneracji bakterii w wyniki ich adaptacji
do toksycznego zwigzku. Jednym ze znanych mechanizméw adaptacji, ktory pozwala
na ochrone komoérki przed szkodliwym dziataniem toksykanta jest reakcja cis-trans
izomeryzacji btonowych kwaséw ttuszczowych. [177. 178] Dotychczas, w literaturze
naukowej nie skupiono sie na ekotoksycznosci zwigzkoéw fluorowych wobec A. fischeri,
stad dodatkowo zbadano ekotoksyczno$¢ fluorkéw amonu (NH4F) i potasu (KF),
w ktorych fluor ma charakter jonowy i tworzy znacznie silniejsze wigzania wodorowe
niz fluor zwigzany kowalencyjnie z atomem wegla, jak np. we fluorooctanach 4-6.
Zaobserwowano duzg roéznice w ekotoksycznos$ci tych dwoch badanych fluorkéw,
warto$¢ ECso dla KF byta az 240 razy mniejsza, niz dla NH4F. Zatem, fluorek potasu
KF moze zosta¢ zaklasyfikowany do III klasy toksyczno$ci, natomiast fluorek amonu
NH4F moze zosta¢ uznany za nietoksyczny. W przypadku obydwu fluorkéw,
nie zaobserwowano zwiekszonej bioluminescencji po 15 minutach ekspozycji, stad

mozna sadzié, ze efekt ten jest specyficzny jedynie dla chlorodifluorooctanu 6.

Badane, chiralne zwigzki amoniowe [(R)-/(S)-7-9] okazaly sie catkowicie
nietoksyczne dla Srodowiska wodnego. Wszystkie (R)-enancjomery byly znacznie
bardziej toksyczne dla bakterii A. fischeri, niz analogiczne (S)-enancjomery. Zalezno$¢
ta mozna bylo rowniez obserwowac dla chiralnych siarczandéw, ktére zostaty
zsyntezowane w celach poréwnawczych. Powszechnie wiadomo, Zze wiekszos$¢
hormondéw i enzymdw jest enancjospecyficzna - stad chiralne zwigzki wprowadzone
do organizmu w postaci czystych enancjomeréw lub w postaci mieszaniny reagujg w
inny sposob. 791 W przypadku badanych zwigzkéw, mozna wnioskowaé, ze
(S)-enancjomery sg tatwiej metabolizowane i degradowane przez specyficzne enzymy
A. fischeri. Enancjoselektywna toksyczno$¢ réznego typu zwigzkéw nie zostata dotad
dobrze poznana w odniesieniu do bakterii A. fischeri. Istnieja doniesienia dotyczace
innych organizméw morskich pokazujace, zZe (R)-enancjomery zwigzkow
herbicydowych, tj. diklofop i laktofen byty bardziej toksyczne, odpowiednio wobec
cyjanobakterii Microcystis aeruginosa 189 oraz alg Scenedesmus obliquus 11811, Z kolei
odwrotna zalezno$¢ zostata stwierdzona dla (S)-enancjomeréw metolachloru i diklofopu
metylowego, ktére byty bardziej toksyczne wobec alg S. obliquus, niz ich
(R)-enancjomery. [1821  Réwniez (S)-enancjomery napropamidu, acetochloru

i propizochloru 083 oraz metolachloru [184 wykazywaty wieksza toksycznos$¢
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dla cyjanobakterii M. aeruginosa, niz ich (R)-analogi. Istnieja doniesienia naukowe
sugerujace, ze enancjoselektywna toksyczno$¢ chwastobdjczych cieczy jonowych zalezy
od ich stezenia, rodzaju badanego gatunku chwastu i rodzaju anionu. 1851 W oparciu
o powyzsze badania nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, Ze enancjoselektywna
toksyczno$¢ zalezy gtéwnie od rodzaju badanego organizmu. Wydaje sie raczej, Ze jest
ona zwigzana ze specyficzng budowa chemiczng danego herbicydu i jego interakcjami
z chiralnym $rodowiskiem biologicznym. W przypadku badanych soli amoniowych
najwiekszg enancjoselektywnos$cig dziatania charakteryzowat sie monochlorooctan

(R)-7, ktéry byt 9-krotnie bardziej toksyczny, niz jego enancjomer (S)-7.

W literaturze dowiedziono, Ze azotowe Kkationy aromatyczne sg bardziej
toksyczne dla bakterii A. fischeri niz azotowe kationy alifatyczne. [186] Takg zalezno$¢
zaobserwowa¢ mozna dla zsyntezowanych di- i trichlorooctanéw, gdzie zwigzki
z kationem diizopropyloamoniowym (2 i 3) sag mniej toksyczne niz analogiczne zwigzki
z azotowym aromatycznym kationem fenyloetyloamoniowym ((R)-/(S)-8-9). Zalezno$¢
ta nie sprawdza sie w przypadku monochlorooctanu diizopropyloamoniowego (1),

ktory jest bardziej toksyczny od analogicznych zwigzkéw z azotowym kationem

aromatycznym ((R)-/(S)-7).

Aby przeanalizowa¢ wptyw kationdw diizopropyloamoniowego oraz
fenyloetyloamoniowego na ekotoksycznos$¢ soli diizopropyloamoniowych oraz
fenyloetyloamoniowych, zsyntezowano siarczan diizopropyloamoniowy oraz
enancjomeryczne siarczany (R)- i (S)-fenyloetyloamoniowe. Wiedzac, ze toksyczno$¢
anionu siarczanowego, a tym samym jego udzial w toksycznoS$ci catego zwigzku jest
znikomy, mozna stwierdzi¢, ze kation diizopropyloamoniowy jest bardziej toksyczny niz
kation (S)-fenyloetyloamoniowy, a co ciekawe mniej toksyczny niz kation (R)-
fenyloetyloamoniowy. Toksyczno$¢ siarczanu (R)-fenyloetyloamoniowego jest 79-
krotnie wyzsza niz (S)-enancjomeru - mozna wiec sadzi¢, Ze to chiralny kation wnosi

istotny wktad w ogélna toksyczno$¢ soli amoniowe;j.

Aniony badanych soli, bedace pochodnymi kwasu octowego sg strukturalnie
spokrewnione z powszechnie stosowanym herbicydem, glifosatem. Poréwnujac
toksycznos¢ réznych form glifosatu (kwas, so6l izopropyloamoniowa, Roundup®)
(Tabela 9) zauwazy¢ mozna, ze zsyntezowane chiralne i achiralne zwigzki sg mniej

toksyczne dla S$rodowiska wodnego, niz wszystkie pochodne glifosatu. Jedynym
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zsyntezowanym zwigzkiem, ktory jest bardziej toksyczny od soli izopropyloamoniowej

glifosatu jest monochlorooctan 1.

Ponadto, aby wykazac ,zielony charakter” zsyntezowanych soli przeprowadzono
obliczenia warto$ci logP (wspétczynnik podziatu n-oktanol/woda) oraz BCF
(ang. bioconcentration factor - wspétczynnik biokoncentracji) dla soli, odpowiadajacych
im form kwasowych oraz komercyjnych fenoksy-herbicydow przy uzyciu
oprogramowania OECD QSAR Toolbox. Wspétczynniki te charakteryzuja tendencje
do bioakumulacji danego zwigzku. Wykazano, ze obydwie wartos$ci ulegly zmniejszeniu
na skutek przeksztatcenia kwasu w sél, co dowodzi, ze sole sg formami o mniejszym
potencjale bioakumulacji (Rys. 17). Warto rowniez podkresli¢, ze zsyntezowane zwigzki
charakteryzuja sie duzo nizszymi warto$ciami logP oraz BCF, niz komercyjne herbicydy

(2,4-D, MCPA, MCPP, MCPB).

A. Zwiazek LogP Zmniejszenie Zwigzek LogP ! _
wartosci logP |

1 (kwas (R)-, (5)-7) 0.341 poprzez (R)-, (S)-7 0.138 | 2,4-D 2.62
2 was (m)- (98 0.521 utworzenie soli (R}~ (5)-8 0.318 } MCPA 2.52
3 (kwas (R)- (5)-9) 1.44 (R)-, (S)-9 1.24 MCPP 2.94
Glifosat (s -4.77 Glifosat .4 -4.17 MCPB 3.5

Formy niezjonizowane Formy zjonizowane f Komercyjne herbicydy

4 2,24
B.

0 0,371 0295

0,015 0,015 0,031 4 qgp 2016 -0,031

Wspdtczynnik BCF dla sredniego poziomu troficznego

0.1

1,65
14
00 Formy
niezjonizowane Formy zjonizowane
1 2 3 3
o

(R)- (5)-7
(R)-,(5)-8
(R} (5)-9
MCPA
McPP
MCPB

Glifosat ),

Komercyjne herbicydy

Glifosat s

Rys. 17. (A.) Przewidywane wartosci logP dla form kwasowych (zétta tabela), zsyntezowanych soli (zielona tabela)
oraz komercyjnych herbicydéw (czerwona tabela); (B.) Przewidywane warto$ci wspétczynnika BCF dla $redniego
poziomu troficznego. Wartosci obliczone przy wykorzystaniu oprogramowania OECD QSAR Toolbox.

Ekotoksyczno$¢ mieszanin racemicznych

Jako, ze wiekszo$¢ herbicyddw jest stosowana w praktyce w formie mieszanin
racemicznych, obliczono toksyczno$¢ mieszanin (rac)-7, (rac)-8, (rac)-9 i (rac)-SOs
dla zsyntezowanych par (R)- i (S)-enancjomerow, z zastosowaniem modelu CA, ktéry

pozwala na przewidywanie toksycznosci dwusktadnikowych mieszanin z wysoka
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precyzja. Wyniki przedstawiono w Tabeli 10. W przypadku par enancjomer6éw znaczgco
réznigcych sie ekotoksycznos$cig (np. (R)-enancjomer toksyczny, (S)-enancjomer mniej
lub w ogoéle nietoksyczny) ostateczna toksyczno$¢ mieszaniny racemicznej, pomimo
obecnos$ci mniej toksycznego enancjomeru nadal pozostaje dosy¢ wysoka. Taka
zalezno$¢ obserwujemy dla (rac)-7 oraz (rac)-SOs i w tych przypadkach uzycie
enancjomerycznie czystych formulacji herbicydowych niostoby za sobg szereg korzysci
dla srodowiska. Nalezy przy tym pamietaé, Ze mniej toksyczny enancjomer powinien
nadal wykazywa¢ odpowiednig aktywnos$¢ biologiczng dla organizmu docelowego
np. aktywno$¢ herbicydowa.

Tabela 10. Ekotoksyczno$¢ mieszanin racemicznych zsyntezowanych soli amoniowych, obliczona

z wykorzystaniem modelu CA.

Punkt koficowy Wartos¢ Wartos¢
Organizm Zwiazek Pomiary eksperymentalna przewidywana

[mg/L] [mg/L]
(R)-7 557.4
(8)-7 4757

(rac)-7 - 997.9
(R)-8 801.8
(5)-8 1880

Aliivibrio fischeri (E;)Cl;s L s 1124.2
(8)-9 1834

(rac)-9 - 790.5
(R)-SO4* 13.81
(5)-SO4* 1089
(rac)-SO4* - 27.3

* (R)-/(S)-/(rac)-S0O4 - formy enancjomeryczne i forma racemiczna siarczanu bis(fenyloetyloamoniowego)

WiasciwosSci herbicydowe i fitotoksyczne zsyntezowanych zwigzkow zostaty
opisane w publikacjach [66.68]. Na uwage zastuguje fakt, Zze oprdcz mniejszej toksycznosci
wobec bakterii A. fischeri, zsyntezowane zwigzki, w szczego6lnosci (S)-7, charakteryzuja
sie takze mniejsza fitotoksycznoScia dziatania na ro$liny uprawne oraz

poréwnywalnym, a nawet silniejszym dziataniem chwastob6jczym niz glifosat.
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Whioski do podrozdziatu 1.1.2.1.:

v' Wszystkie zsyntezowane chiralne i achiralne sole amoniowe sg catkowicie nietoksyczne
dla bakterii A. fischeri (ECso > 100 mg/L).

v" (R)-enancjomery sg znacznie bardziej toksyczne dla bakterii A. fischeri, niz analogiczne
(S)-enancjomery - obserwuje sie nawet 9-krotng rdznice w toksycznosci obu
enancjomerow.

v" Na podstawie przeprowadzonych obliczen mozna stwierdzi¢, ze zsyntezowane chiralne
sole charakteryzujg sie mniejszym potencjatem bioakumulacji niz komercyjne herbicydy
(2,4-D, MCPA, MCPP, MCPB), a uzycie enancjomerycznie czystej formulacji herbicydowe;j
bytoby szczegdlnie uzasadnione w przypadku zwigzkéw (R)-7 i (S)-7.

1.1.2.2. GRUPA 2: 2,2’-Tiodioctany amoniowe

Wyniki badan ekotoksykologicznych otrzymane za pomoca testu Microtox® dla
serii 2,2’-tiodioctandéw przedstawiono w Tabeli 11. Zauwazy¢ mozna zrdéznicowang
toksyczno$¢ zsyntezowanych zwigzkéw, poczawszy od catkowicie nieszkodliwych (11,

12, 14), przez te zaliczane do III klasy toksycznosci (10, 13), a skonczywszy na

Tabela 11. Wartosci ECso [mg/L] otrzymane po 5 i 15 minutach ekspozycji bakterii A. fischeri, wraz z 95%
przedziatem ufnosci przedstawionym w nawiasie - zwigzki z GRUPY 2.

ECso [mg/L] Kategoria
Badany zwigzek 5 min 15 min toks[);(l:]z:)loéci Zrédto:
10 34.56 34.00 .
(23.44 - 50.96) (27.62 - 41.86)
11 65807 87300 Brak
(12120 - 357317) (906.1 - 8411208) ok ran »
- 4425 359.3 ° Z’;C;eo >t
(329.9 - 593.4) (255.0 - 506.5) )
13 64.62 59.34 .
(41.86 - 99.76) (49.80 - 70.70) (651
14 279.5 268.5 toksBI(;Zl:oéci
(190.1 - 411.0) (219.8 - 327.9) yezn
ostrej
s 3.600 4.088
(1.441 - 8.994) (0.8333 - 20.05) I
1 2.648 2.907
(2.115 - 3.316) (2.295 - 3.680)

a) Kategorie toksycznos$ci ostrej: I. Substancja bardzo toksyczna, ECso < 1.0 mg/L; II. Substancja toksyczna, 1 < ECso < 10; IIL
Substancja szkodliwa, 10 < ECso < 100 mg/L [51]
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zwigzkach toksycznych zaliczanych do II klasy toksycznosci (15, 16). Do catkowicie
nieszkodliwych zwigzkéw zaliczy¢ mozna wszystkie zwigzki o strukturze disoli,
zawierajgce dwa kationy, jedynym wyjatkiem jest disol 16, ktéra wykazuje najwieksza
toksyczno$¢ sposrdd wszystkich zsyntezowanych zwigzkow. Disél 16 jest rowniez
bardziej toksyczna od analogicznej monosoli 15 - zapewne ze wzgledu na fakt
wystepowania dwdéch aromatycznych kationdw izochinoliniowych. Odwrotna zaleznos$¢
obserwowana jest dla alifatycznych monosoli 10 i disoli 11 zawierajgcych kation
diizopropyloamoniowy - disdl jest znacznie mniej toksyczna, nizZ monosoél. Obserwacja ta
jest zgodna z literatura, gdzie obserwuje sie duza toksyczno$¢ cieczy jonowych
zawierajacych aromatyczne Kkationy. [60. 186, 187] Spodrod aromatycznych Kkationow,
bakterie A. fischeri sa bardziej wrazliwe na sole zawierajace aromatyczne pierscienie
6-cztonowe  (np. kationy  pirydyniowe) niz  5-cztonowe (np. Kkationy
imidazoliowe). [56. 1881 Autorzy tlumacza, ze duza toksyczno$¢ aromatycznych soli
amoniowych wobec bakterii A. fischeri spowodowana jest ich podobienstwem do
kationowych surfaktantow, ktore zwiekszaja przepuszczalno$¢ bton biologicznych

bakterii. [54 189]

W odniesieniu do soli z tancuchami alkilowymi w kationie, dowiedziono, Ze ich
toksyczno$¢ wzrasta wraz z wydtuzaniem tego tancucha. [5> 60 1891 Diugie tancuchy
alkilowe zwiekszajg lipofilowos$¢ cieczy jonowych, co wzmaga ich interakcje z btong
komérkowa. W wyniku tych interakcji dochodzi do przerwania btony komoérkowej
i wycieku zawarto$ci komdrki, a ostatecznie do $mierci komorki. [3 190 Opisana
zalezno$¢ ma réwniez odzwierciedlenie w niniejszych badaniach, gdzie juz nieznaczne
wydtuzenie dtugosci tancucha od izopropylu do izobutylu, odpowiednio w disolach (11)

i (12), spowodowato istotny wzrost toksycznosci.

W publikacji 631 dotyczacej zwigzkéw GRUPY 2 zawarto dodatkowe badania
ekotoksycznosci wobec matzoraczkow dennych Heterocypris incongruens (test
Ostracodtoxkit F™) oraz badania aktywnoS$ci przeciw patogenom bakteryjnym
i grzybiczym: Aspergillus niger, Rhizoctonia solani i Escherichia coli, a takze Trichoderma
viridis. Zsyntezowane zwigzki charakteryzowaty sie matg toksycznos$cia wobec
H. incongruens, jedynie zwigzki z aromatycznymi kationami zaliczy¢ mozna do kategorii

[l toksycznosci ostrej. Badane zwigzki nie wykazywaty aktywnos$ci wobec patogenow
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grzybiczych i bakteryjnych. Co wazne, nie byty one toksyczne dla Trichoderma viridis,

ktdry jest stosowany w rolnictwie do wspomagania wzrostu roslin uprawnych. [191]

Whnioski do podrozdziatu 1.1.2.2.:

v Zsyntezowane sole charakteryzowaty sie zréznicowang toksycznoscig: od zwigzkow
catkowicie nieszkodliwych 11, 12, 14 (ECso = 268.5 - 87300 mg/L), przez te zaliczane do
III klasy toksycznosci 10, 13 (ECso= 34.00 - 59.34 mg/L), konczac na zwigzkach
toksycznych zaliczanych do Il klasy 15, 16 (ECso = 2.65 - 4.09 mg/L).

v' Zaobserwowano znane z literatury zjawisko wzrostu toksyczno$ci wraz z wydtuzeniem
dtugosci tancucha podstawnika alkilowego oraz wiekszej toksycznosci kationdéw
aromatycznych niz alkilowych.

1.1.2.3. GRUPA 3: Fenoksyoctany/(fenylotio)octany amoniowe

Wyniki badan ekotoksykologicznych dla zwigzkéw z GRUPY 3 przedstawiono
w Tabeli 12. Sze$¢ sposrod badanych zwigzkéw [17, 18, 20, 23, (R)-24, (S)-24] zaliczy¢
mozna do zwigzkdw catkowicie nietoksycznych, podczas gdy trzy pozostate (19, 21, 22)
naleza do III Kklasy toksycznosci. Ponadto, zauwazy¢ mozna, Ze zsyntezowane zwigzki
sa w wiekszoSci mniej toksyczne niz komercyjne

herbicydowe kwasy

chlorofenoksyoctowe oraz chlorofenole (Tabela 13).

Tabela 12. Wartosci ECso [mg/L] otrzymane po 5 i 15 minutach ekspozycji bakterii A. fischeri, wraz z 95%
przedziatem ufno$ci przedstawionym w nawiasie - zwigzki z GRUPY 3.

ECso [mg/L] Kategoria
Badany zwigzek 5 min 15 min toks{;;f]z:)loéci Zrodto:
1389 160.8
17
(87.72 - 220.1) (119.0 - 217.3) Brak
toksycznosci
18 106.9 104.7 S
(74.79 - 152.8) (77.54 - 1412) )
1 60.02 52.27 .
(44.72 - 80.57) (37.11 - 73.63) [67]
20 155.8 176.2 toksBlc:lrioéci
(118.4 - 205.1) (137.6 - 225.6) yezh
ostrej
9 27.72 33.75
(17.99 - 42.72) (29.93 - 38.06) "
’z 67.59 68.18
(55.14 - 82.85) (60.38 - 76.99)
)3 104.3 144.9
(20.74 - 524.5) (19.51 - 1075)
3974 3807 Brak !
R)-24 tok Sci
(R) (2941 - 5369) (2766 - 5239) oksycznosa
5394 4883 ostre]
(5)-24
(3898 - 7465) (3912 - 6095)

a) Kategorie toksyczno$ci ostrej: 1. Substancja bardzo toksyczna, ECso < 1.0 mg/L; II. Substancja toksyczna, 1 < ECso < 10; IIL

Substancja szkodliwa, 10 < ECso < 100 mg/L [51b) Wyniki nieopublikowane
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W przypadku serii chlorofenoksyoctané6w wykazano, ze toksyczno$¢ zwieksza sie wraz
ze wzrostem ilosci atoméw chloru grupy fenylowej, w kolejnosci: 17 < 18 < 19. Podobng
zalezno$¢ wzrostu toksycznoSci wraz ze wzrostem liczby atomoéw chloru, jaka
obserwowano dla chlorofenoksyoctanéw, stwierdzono takze dla innej serii
aromatycznych zwigzkoéw, tj. komercyjnych chlorofenoli 4-CP, 2,4-DCP, 2,4,6-TCP
(Tabela 13) - w tej grupie, pentachlorofenol (PCP) zawierajacy 5 atoméw chloru okazat
sie najbardziej toksyczny. Takiej zaleznoSci nie stwierdzono dla serii opisywanych
w podrozdziale 1.1.2.1. chlorooctanéw diizopropylowych (zwiazki 1, 2, 3), gdzie

toksyczno$¢ wzrastata w szeregu 2 : 3 : 1.

Tabela 13. Literaturowe wartosci ECso [mg/L] dla kwaséw chlorofenoksyoctowych oraz chlorofenoli
otrzymane po 15 minutach ekspozycji bakterii A. fischeri.

K j E min K i -
Zwiazek omer(,:y] ny Struktura Lt i atego,rl.a Zrodto
skrot [mg/L] toksycznosci [511 )
O
Kwas 2,4- D O\)kOH 31.54 [192]
dichlorofenoksyoctowy ’ /@[
21.1
Cl Cl
Kwas 4-chloro-2 on sl
was A-cnioro-c- MCPA O on 116
metylofenoksyoctowy
Cl
Kwas 4-chloro-2- o O 111
metylo-2- MCPP %OH 72.19
fenoksypropionowy cl
Cl O [192]
K -dichloro-2-
was 3,6-dichloro Dikamba OH 56.52
metoksybenzoesowy o
Cl
OH
4-Chlorofenol 4-CP (; 1.9
OH
Cl
2,4-Dichlorofenol 2,4-DCP 3.7
Cl [193]
OH
Cl Cl
2,4,6-Trichlorofenol 2,4,6-TCP 10.7 111
Cl
OH
Cl Cl
Pentachlorofenol PCP 0.6 11
Cl Cl
Cl

a) Kategorie toksyczno$ci ostrej: 1. Substancja bardzo toksyczna, ECso < 1.0 mg/L; II. Substancja toksyczna, 1 < ECso < 10; IIL
Substancja szkodliwa, 10 < ECso < 100 mg/L 51
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Na przyktadzie zwigzkéw 17 oraz 20, ktore roznig sie obecno$cia grupy metylowej
mozna stwierdzi¢, ze wprowadzenie grupy metylowej do pierscienia fenylowego ma
niewielki wptyw na toksyczno$¢ wobec bakterii A. fischeri (obnizenie toksycznosci
o niecate 10%). Duzo wieksze obnizenie ekotoksycznosci spowodowane jest przez
wprowadzenie grupy metylowej w pozycji a do grupy karboksylowej w zwigzku MCPA,
w wyniku ktoérego otrzymuje sie zwigzek MCPP. Ten pierwszy jest ok. 6-krotnie bardziej
toksyczny, niz MCPP. Warto zauwazy¢, ze zsyntezowany zwigzek 20 jest 16-razy mniej
toksyczny, niz analogiczny komercyjny kwas MCPA. Podobng zalezno$¢ mozna
stwierdzi¢ dla otrzymanego zwigzku 18 zawierajacego dwa atomy chloru w pierscieniu
aromatycznym i analogicznego komercyjnego zwigzku posiadajgcego dwa atomy chloru
(2,4-D) - s6l amoniowa 18 kwasu 2,4-D jest 4-krotnie mniej toksyczna dla bakterii
A. fischeri niz sam kwas 2,4-D. Warto zauwazy¢, ze sposrod pary zwigzkéw 22 oraz 23,
zwigzek podstawiony grupg t-butylowag w pierscieniu fenylowym 22 charakteryzuje sie
dwukrotnie wiekszg toksyczno$cia niz zwigzek 23 zawierajacy grupe acetylowa

w tej pozycji.

Dwa spos$réd badanych zwigzkow, (S)-24 i (R)-24 byty zwigzkami optycznie
czynnymi. Podobnie jak w przypadku chiralnych zwigzkéw z GRUPY 1, (R)-enancjomer
charakteryzowal sie wieksza toksycznos$cia wobec bakterii, niz (S)-enancjomer.
Enancjoselektywna toksycznos$¢ zwigzkéw metoksyfenylooctanowych nie jest az tak
wysoka jak w przypadku zwigzkéw z GRUPY 1 - (§)-24 jest ok. 1.3-razy mniej
toksyczny, niz (R)-24. Jednakze, wynik ten potwierdza teze, ze (S)-enancjomery moga

by¢ tatwiej metabolizowane i mniej szkodliwe dla bakterii A. fischeri.

Nieoczekiwanie, duza roznice w ekotoksycznosci zaobserwowano dla podobnych
strukturalnie zwigzkow 19 (fenoksyoctan z trzema atomami chloru) oraz
21 (fenylotiooctan z dwoma atomami chloru i jedng grupa metylowa). Jako,
ze wprowadzenie grupy metylowej powodowato tylko niewielkie zmniejszenie
toksycznos$ci (na przyktadzie zwigzkow 17 oraz 20), mozna wnioskowa¢, ze wieksza
toksycznos¢ zwigzku 21 spowodowana jest zamiang atomu tlenu z grupy fenoksylowej
na atom siarki. Tak powstaty fenylotiooctan 21 jest najbardziej toksycznym zwigzkiem

w GRUPIE 3.

Aby doktadniej przeanalizowa¢ wpltyw zamiany atomu tlenu na atom siarki

policzono wartos$ci wspoétczynnika podziatu n-oktanol/woda (logP) dla wszystkich
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0,5-analogéw zsyntezowanych zwigzkow - szczegotowe informacje dotyczace tej analizy
zamieszczono w publikacji. [671 Obliczone warto$ci logP korelowaty liniowo
z eksperymentalnymi warto$ciami ECso wobec A. fischeri, stad wyprowadzono ogolne
réwnanie, dzieki ktéremu obliczono wartosci ECso dla bakterii A. fischeri, dla
pozostatych  O/S-analogéw. Okazato sie, Ze pochodne fenylotiooctanowe
charakteryzowaty sie znacznie wyzszymi warto$ciami logP, a zatem byty one bardziej
lipofilowe, niz odpowiednie fenoksyoctany - to wazne, poniewaz zwigzki o duzej
lipofilowos$ci maja wieksza zdolnos¢ do interakcji z btong fosfolipidowa komdrki
bakteryjnej, a zatem charakteryzuja sie wieksza toksycznoS$cig. 1941951 W toku analizy,
wykazano, zZe modyfikacja polegajaca na zamianie heteroatoméw O0/S ma kluczowe
znaczenie i powoduje wiekszg toksycznos$¢ fenylotiooctandw w poréwnaniu

do fenoksyoctanéw.

W publikacji [67] rozszerzono analize ekotoksycznos$ci zwigzkéw z GRUPY 3
o przewidywane warto$ci toksycznos$ci dla dwdch wyzszych organizmoéw wodnych: ryby
Pimephales promelas oraz rozwielitki Daphnia magna. Wykazano, ze badane zwigzki sg
bardziej toksyczne dla wyzszych organizmoéw niz dla bakterii A. fischeri. Wobec
organizmow wyzszych zaobserwowano ten sam trend - toksyczno$¢ badanych
zwigzkow wzrastata wraz ze wzrostem iloSci atoméw chloru w grupie fenylowej.
Inaczej, niz w przypadku bakterii, wprowadzenie dodatkowej grupy metylowej
do zwiazku 17 skutkowato niewielkim wzrostem toksyczno$ci. Co wazne, rowniez dla
organizmoéw wyzszych zaobserwowano wiekszg toksyczno$¢ wszystkich S-analogéw,

w poréwnaniu do 0-analogow.

Whioski do podrozdziatu 1.1.2.3.:

v' Sze$¢ sposrod zsyntezowanych soli (17, 18, 20, 23, (R)/(S)-24) zaliczy¢ mozna do
zwigzkow catkowicie nietoksycznych dla bakterii A. fischeri (ECso = 104.7 — 4883 mg/L),
podczas gdy trzy pozostate (19, 21, 22) do III klasy toksycznosci (ECso = 33.75 - 68.18
mg/L).

v" Dla serii chlorofenoksyoctanéw wykazano, ze ekotoksyczno$¢ wzrasta wraz ze wzrostem
ilosci atomow chloru grupy fenylowe;.

v' W przypadku chiralnych metoksyfenylooctanéw (R)/(S)-24 nie stwierdzono znaczgcej
enancjoselektywnoSci dziatania - (S)-enancjomer byt zaledwie 1.3-razy mniej toksyczny,
niz (R)-enancjomer.
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1.2. Antagonisty receptora angiotensyny Il i substancje wypelniajace

1.2.1. Wstep

Szacuje sie, ze 30% ogdtu populacji oraz ponad 50% ludzi w wieku powyzej 80 lat
cierpi na nadci$nienie. [19¢] Nie dziwi wiec fakt, ze leki przeciwnadci$nieniowe, w tym
antagonisty receptora angiotensyny Il (ARBs) s3g jednymi z najczeSciej przepisywanych
lekow na catym S$wiecie. Dla przyktadu, konsumpcja walsartanu (leku z grupy ARBs)
w Niemczech w latach 2002-2009 wzrosta o ponad 250% [197], podczas gdy w USA o
100% (2001-2010) [19¢], Na Rys. 18 przedstawiono wzrost konsumpcji lekow
dziatajacych na uktad renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS) na tle innych lekéw
przeciwnadci$nieniowych, tj. diuretykdw, beta-blokeréw i blokeréw kanatu
wapniowego. Dane dotycza konsumpcji w Niemczech w latach 2000-2019, ktéra zostata
wyrazona poprzez parametr definiowanej dawki dobowej (DDD). Parametr ten wyraza
$rednia dobowa dawke podtrzymujaca dla leku stosowanego w swoim gtéwnym

wskazaniu u cztowieka dorostego. [198]

Diuretyki
Beta-blokery
s 400 Blokery kanatu wapniowego
‘§ Leki dziatajace na uktad RAAS (inhibitory ACE + ARBs)
£ 300 Leki hipolipemizujace
=)
S 200
(e}
i
-
2
A 100 - S
| e
quessm==® /
0
QO N VO 3D A O 0O DIV VB L oA w o
Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q N > N QY S A 2 > >
Q Q Q %Q %Q ,\,Q ,»Q %Q ’\/Q ,‘)Q ,\/Q %Q %Q %Q %Q %Q ,\,Q

Rys. 18. Konsumpcja lekéw przeciwnadcisnieniowych w Niemczech w latach 2000-2019.[199]
DDD - definiowana dawka dobowa (wyjasnienie w tekscie).

Obecnos¢ farmaceutykow w Srodowisku niesie ze sobg wiele zagrozen, poniewaz
tego typu zanieczyszczenia, mimo iz sg obecne w niewielkich ilosciach moga negatywnie
wptywac na organizmy, ktore nie byly pierwotnym celem ich dziatania (tzw. organizmy
niedocelowe). Srodki farmaceutyczne zaprojektowane sg w ten sposéb, aby wykazywa¢
znaczne dziatanie biologiczne na organizm cztowieka przy niskich stezeniach. Jako,

ze niektdre z receptoréw zwierzecych sa podobne do ludzkich, podejrzewa sie, ze leki
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obecne w srodowisku mogg wptywac na organizmy nizszego rzedu. [20.200-202] Co wiecej,
o ile wptyw poszczegélnych lekdw na organizm cztowieka jest znany, o tyle ich wptyw
na organizmy wodne i lgdowe jest trudny do przewidzenia - mozna sie spodziewac, ze
moga w rozny sposob zaburza¢ funkcjonowanie ekosystemdéw, w zalezno$ci od ich

struktury chemicznej i mechanizmu dziatania.

Dotychczas, wiekszo$¢ badan dotyczacych ekotoksycznosci farmaceutykéow
poswiecono lekom z grupy f-blokeréw. W literaturze naukowej podkreslono duze braki
danych dotyczacych innych grup lekéw przeciwnadci$nieniowych, w tym badanych
przeze mnie ARBs. [203] Wiekszo$¢ badan ekotoksykologicznych prowadzono zgodnie
z klasycznym podejsciem opartym na pomiarze ekotoksycznosci pojedynczej substancji,
ktéry moze zawyzac/zaniza¢ rzeczywista toksyczno$¢ badanego leku, a tym samym
niedoktadnie okres$la¢ jego wpltyw na Srodowisko. W odniesieniu do grupy ARB:s,
ukazaty sie dwa badania dotyczace wptywu mieszanin farmaceutycznych zawierajacych
ARBs na S$rodowisko. W jednym z badan, Letzel i wspoétpracownicy zbadali
ekotoksyczno$¢ mieszaniny pieciu ARBs na Daphnia magna i Salmonella
typhimurium. [1971 W innej pracy oceniono ekotoksyczno$¢ dwusktadnikowej mieszaniny

losartanu (leku z grupy ARBs) oraz propranololu (leku z grupy S-blokerow). [204]

W ramach niniejszej pracy doktorskiej przebadano ekotoksyczno$¢ wobec
A. fischeri najczeSciej zazywanych w Polsce lekdw z grupy ARBs: walsartanu (VAL),
losartanu (LOS-K, LOS-H), telmisartanu (TEL), kandesartanu (CAN) i irbesartanu (IRB),
a takze ich mieszanin z substancjami pomocniczymi i hydrochlorotiazydem (HCT), ktore
sg stosowane w formulacjach farmaceutycznych razem w ARBs (Tabela 14). Ponadto,
zbadano ekotoksyczno$¢ catych tabletek zawierajagcych ARBs oraz poszczegélnych

substancji pomocniczych.

Tabela 14. Struktury chemiczne badanych lekéw z grupy ARBs oraz HCT wraz z ich rozpuszczalnoscia
w wodzie.

Rozpuszczalno$é w wodzie

Nazwa Struktura chemiczna [mg/mL]
O OH HN=N
N N
Walsart:
alsartan 0.0234

(VAL)
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Losartan-K b
0.0216
(LOS-K)
Losartan-H ¢
0.0039
(LOS-H)
Irbg;a];";can 0.00884
Kamz(e;sAal\rI;an 9 0.00204
Telmisartan
0.0035
(TEL)
H
Cl N
Hydrochlorotiazyd j@[ W 2.24
(HCT) Ml s N
O 0 o’ (@]

) zrédto: ALOGPS (DrugBank); Y w postaci soli potasowej; 9) w postaci kwasu; 9 w postaci estru cyleksetylowego

Waznym zagadnieniem dotyczacym obecnos$ci farmaceutykéw w Srodowisku jest
obecno$¢ substancji pomocniczych (wypetniajacych), ktére s3a obecne w kazdej
formulacji farmaceutycznej. Maja one roézne funkcje, np. zapewniaja odpowiednia
objetos¢ formulacji, chronig substancje czynna, zapewniaja jej odpowiednie uwalnianie,
poprawiaja biodostepno$¢ oraz utatwiaja jej podawanie. [205]1 Wptyw substancji
pomocniczych na Srodowisko jest rzadko omawiany, Carlsson i wspotpracownicy
wykazali duze luki w wiedzy dotyczacej ekotoksycznos$ci substancji pomocniczych. [40]
Dodatkowo, inni autorzy zasugerowali, Ze potencjat toksykologiczny formulacji

farmaceutycznych moze by¢ zwigzany nie z obecno$cig samej substancji czynnej,
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a z substancjami pomocniczymi - tym samym pokazujac, Ze pozornie neutralne

sktadniki mogg by¢ bardziej toksyczne dla Srodowiska niz substancje czynne. [46]

Powyzsze informacje sktaniajg do przeprowadzenia doktadnych badan
dotyczacych toksycznosci substancji wypeiniajacych oraz ich interakcji z substancjami
czynnymi (w przypadku niniejszej dysertacji - lekéw z grupy ARBs). W ramach

niniejszej pracy doktorskiej przebadano nastepujace grupy zwigzkéw:

CZESC 1: Badania calych formulacji farmaceutycznych ARBs (Rys. 19):

(1.) Leki z grupy ARBs (VAL, LOS-K, TEL) oraz hydrochlorotiazyd (HCT) stosowany
w preparatach ztozonych razem z ARBs - w postaci czystych substancji czynnych
(Tabela 13) otrzymanych poprzez ekstrakcje z komercyjnych formulacji
farmaceutycznych (VAL, TEL i HCT: petlna metodyka ekstrakcji oraz analizy
zwigzkow zostaty przedstawiona w materiatach dodatkowych publikacji [941). LOS-
K zostal uzyty w formie odczynnika ze wzgledu na protonowanie soli potasowej
(LOS-K) podczas ekstrakcji rozpuszczalnikiem, co prowadzito do tworzenia sie
kwasu LOS-H. Przebadano leki w postaci pojedynczych skitadnikéw, a takze
w mieszaninach dwusktadnikowych ARB + HCT.

(2.) Formulacje farmaceutyczne lekow z pkt. 1 w postaci preparatow prostych (VAL,
LOS-K, TEL, HCT) oraz preparatow ztozonych (VAL + HCT, LOS-K + HCT,
TEL + HCT). Sktad badanych formulacji farmaceutycznych przedstawiono w
Tabeli 15.

(3.) Mieszaniny substancji pomocniczych preparatdow prostych, wymienionych
w pkt. 2, otrzymane jako masa tabletkowa pozostata po wyekstrahowaniu z niej
substancji czynne;.

Okreslono réwniez przewidywang toksyczno$¢ mieszanin za pomoca modeli CA (ang.

Concentration Addition, model dodatku stezen) oraz IA (ang. Independent Action, model

niezaleznego dziatania) (podstawy modeli opisano w podrozdziale 2.3. CzeSci

literaturowej) i poréwnano ja z toksycznos$ciami otrzymanymi eksperymentalnie.

Uzupetniajagco, w celu dokonania analizy poréwnawczej, przeanalizowano

ekotoksycznoSsci lekdw z grupy ARB, tj.: LOS-H, IRB, CAN, ktoére nie zostaty przebadane

w publikacji.[94 LOS-H zostatl otrzymany poprzez przeksztatcenie soli potasowej (LOS-K)

w forme kwasowg, CAN wyizolowano z formulacji farmaceutycznej - doktadne

procedury przedstawiono w CzeSci eksperymentalnej niniejszej pracy.
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Rys. 19. Schemat graficzny ilustrujacy podejécie badawcze stosowane w CZESCI 1 badan farmaceutykéw.

Tabela 15. Farmaceutyczne formulacje (tabletki) uzyte w testach ekotoksykologicznych. Masy tabletek
zaprezentowano jako warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe (n = 10).

Masa pojedynczej

API Formulacja tabletki [mg]

Lista substancji wypelniajacych (rdzen tabletki) Producent

celuloza mikrokrystaliczna, sorbitol, weglan magnezu,
powidon K25, prezelowana skrobia kukurydziana,
stearylofumaran sodu, laurylosiarczan sodu,
krospowidon, koloidalna krzemionka bezwodna
celuloza mikrokrystaliczna, weglan magnezu, powidon
VAL + | Valtap HCT (160 mg + 349.09 + 3.09 K25, prezelowana skrobia kukurydziana,
HCT 12.5 mg) R stearylofumaran sodu, laurylosiarczan sodu, Zentiva KS
krospowidon, koloidalna krzemionka bezwodna
celuloza mikrokrystaliczna, mannitol, krospowidon,

VAL Valtap (160 mg) 342.08 £ 2.67

LOS-K Lozap (50 mg) 207.74 £0.75 koloidalna krzemionka bezwodna, talk, stearynian
magnezu
LOS-K Lozap HCT (50 mg + 39944 +3.94 mannitol, celuloza mikrokrystaliczna, kroskarmeloza
+ HCT 12.5 mg) T sodowa, powidon, stearynian magnezu
. mannitol, powidon, meglumina, wodorotlenek potasu,
TEL Telmizek (80 mg) 481.46 + 4.73 p Steary% fan manes p oo
. stearynian magnezu, wodorotlenek potasu, meglumina,
TI_][ECLTJr Teln;llzge}f ggxg (80 701.87 £2.22 powidon, glikolan sodowo-skrobiowy, celuloza Pharma SA
mikrokrystaliczna, mannitol
HCT Hydrochlorothiazidum 199.09 + 2.85 laktoza jednowodna, skrobia kukurydziana, talk, Polpharma
Polpharma (25 mg) o koloidalna krzemionka bezwodna, stearynian magnezu SA

CZESC 2: Badania poszczegélnych substancji pomocniczych w mieszaninach z API

Biorgc pod uwage luki w wiedzy dotyczacej ekotoksycznosci samych substancji
pomocniczych, zastosowano opracowang modyfikacje testu Microtox® do oceny
ekotoksykologicznej kilkunastu pojedynczych substancji pomocniczych najczeSciej
stosowanych w przemysle farmaceutycznych (Tabela 16), obecnych réwniez
w badanych formulacjach zebranych w Tabeli 15.

Oprécz ekotoksycznosci pojedynczych sktadnikow okreslono takze ekotoksycznos$é

mieszanin (ARB = VAL, LOS-K lub TEL):

(1.) Dwusktadnikowych:

v" ARB + substancja pomocnicza;
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v' substancja pomocnicza + substancja pomocnicza.

(2.) Trojsktadnikowych:

v" ARB + 2 x substancja pomocnicza;

v' 3 xsubstancja pomocnicza.

(3.) Wielosktadnikowych:

v' wszystkie substancje

pomocnicze wystepujace w komercyjnej

formulacji farmaceutycznej;

v ARB + wszystkie substancje pomocnicze wystepujgce w Komercyjnej

formulacji farmaceutyczne;j.

Dodatkowo, w celu sprawdzenia, jak rozmiar czgstek krzemionki, stosowanej jako

substancja pomocnicza w formulacjach farmaceutycznych, wptywa na toksyczno$¢

wobec A. fischeri, zbadano ekotoksyczno$¢ dwoéch form Kkrzemionki: w postaci
nanoproszku oraz w postaci koloidalnej (LUDOX).
Tabela 16. Substancje pomocnicze uzyte w badaniach ekotoksykologicznych.
Nazwa Struktura chemiczna
Celuloza mikrokrystaliczna typ PH102
Laurylosiarczan sodu ®
Na

Glikolan sodowo-skrobiowy

CH,OH

CH,COONa
CH,O CH,OH

RPN

Koloidalna krzemionka bezwodna
(Aerosil R200)

[SlOZ]n

ot

Powidon K25
masa czasteczkowa ~ 24 000 g
L=
Powidon K30 M

masa czasteczkowa ~ 40 000 g
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1.2.2. Badania ekotoksykologiczne (opracowanie modyfikacji testu

Microtox®)

Jako, ze leki z grupy ARBs charakteryzuja sie stabg rozpuszczalnoscia w wodzie
(Tabela 14, rozdzial 1.2.1.), przeprowadzenie standardowego testu Microtox®

z wykorzystaniem roztworow wodnych badanych substancji byloby niemozliwe.
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Jedynym sposobem umozliwiajagcym przeprowadzenie tego typu testu jest
przygotowanie Kklarownych roztworéw badanych zwigzkéw z wykorzystaniem
ultradZwiekow lub podwyzZszonej temperatury. Niestety takie podejscie opiera sie na
wprowadzeniu nienaturalnego zaburzenia do uktadu, a takze moze inicjowa¢ pewne
uboczne reakcje, a przez to wptywac na koncowg toksyczno$¢ badanego zwigzku. Aby
omingc¢ te problemy, w ramach niniejszej pracy doktorskiej opracowano modyfikacje
testu Microtox® fazy statej (Microtox® Basic Solid Phase Test). Standardowa procedura
Microtox® Basic Solid Phase Test dedykowana jest badaniu ekotoksycznosci gleb
i osadéw dennych. [206] W opracowanej modyfikacji, naturalna prébka badanej
gleby/osadu dennego zostaly zastgpione sztucznie przygotowang probka, bedaca
odpowiednikiem gleby/osadu dennego, sktadajaca sie ze znanej iloSci badanego
farmaceutyku oraz piasku kwarcowego stanowigcego neutralng, nietoksyczng matryce.
Dokladny opis stosowanej metodyki przedstawiono w CzeSci eksperymentalnej
niniejszej dysertacji. Opracowana metodologia jest przedmiotem krajowego zgtoszenia

patentowego oraz zgtoszenia miedzynarodowego w trybie PCT:

» M. Turek, P. Batczewski, E. Rdézycka-Sokotowska, M. Koprowski, K. Owsianik,
Zgloszenie patentowe, Sposéb biotestowania ekotoksycznosci substancji i mieszanin
skondensowanych oraz jego zastosowanie w ekotoksykologii, P.433623, 22.04.2020;

» M. Turek, P. Balczewski, E. R6zycka-Sokotowska, M. Koprowski, K. Owsianik, Patent
Application, A method for biotesting of a condensed phase substances and/or
mixtures ecotoxicity and use of the method in ecotoxicology, PCT/PL2021/000025,
22.04.2021 (na podstawie P.433623, 22.04.2020).

Metodologia ta pozwala na bezposredni kontakt probki statej z bakteriami A. fischeri,
przez co mozliwe jest okreslenie toksycznos$ci spowodowanej nie tylko przez substancje
rozpuszczong w medium, ale takze substancje zawieszong w roztworze lub
zaadsorbowang na  piasku. Przeprowadzone badania  ekotoksykologiczne
sg odzwierciedleniem rzeczywistej sytuacji, gdzie organizmy bytujace w Srodowisku
sa wystawione na dzialanie zanieczyszczen farmaceutycznych, ktére moga byc
rozpuszczone, zawieszone w cieklym medium i/lub zaadsorbowane na statej matrycy
np. glebowej. Opracowany test moze rowniez postuzy¢ do badnia toksycznosci dowolnej

substancji chemicznej posiadajacej ceche stabej rozpuszczalnosci.
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Jak wspomniano powyzej, zastosowane podejScie nazywane jest testem
bezposredniego kontaktu fazy statej z badanym organizmem - pozwala ono
na  okreSlenie  catkowitej  toksyczno$ci  pochodzacej z  rozpuszczonych
i nierozpuszczonych, organicznych i nieorganicznych zanieczyszczen badanej prébki.
(207, 208] Dotychczas, wiekszos$¢ analiz fazy statej opierata sie na posredniej analizie
ekstraktow lub eluatow, gdzie uzywano wody/rozpuszczalnikdw organicznych
do wymycia toksykantéw z fazy statej i badania otrzymanego eluatu. [2091 Tego typu
podejscie zaniedbuje synergistyczne/antagonistyczne interakcje organizmu testowego

z fazg statq. [210]

[stnieje kilka komercyjnych testow opierajacych sie na bezposrednim kontakcie
organizmu testowego z badang probka: Microtox® Basic Solid Phase Test [211],
Toxi-Chromo Test™ [212] i Ostracodtoxkit F™ [213] (Tabela 17). Test Microtox® Basic Solid
Phase Test opisano powyzej. Drugi test, Toxi-Chromo Test™ jest biotestem
kolorymetrycznym opartym na specjalnie opracowanych liniach bakteryjnych
Escherichia coli produkujacych [-galaktozydaze. Procedura ta pozwala bakteriom
wzrastaC w bezposrednim kontakcie z badang statg probka. Wykazano, ze wyniki
otrzymane w testach Microtox® Basic Solid Phase Test oraz Toxi-Chromo Test™
sg ze sobg skorelowane. [208] Trzeci test, Ostracodtoxkit F™ opiera sie na zastosowaniu
matzoraczkéw dennych Heterocypris incongruens i zostal opracowany do badania
osadéw dennych. Czulo$¢ tego testu jest porownywalna z innymi, niekomercyjnymi
testami wykorzystujacymi skorupiaki Hyalella azteca lub larwy Chironomus riparius.
Niepodwazalng zaletg testu Microtox®, w poréwnaniu do innych komercyjnych testow
jest krétki czas pomiaru pojedynczej probki - okoto 1 godziny. W przypadku
Toxi-Chromo Test™ czas ten wynosi 2.5 godziny, natomiast dla testu Ostracodtoxkit F™
czas ten wydtuza sie do 8 dni. Dodatkowo, test Microtox® oraz Toxi-Chromo Test™ nie
wymagaja hodowania organizméw testowych w wyspecjalizowanych laboratoriach
mikrobiologicznych. Wykazano, Ze test Toxi-Chromo Test™ jest mniej czuly niz test
Microtox®. [214] Podsumowujgc, Microtox® Basic Solid Phase Test jest szybszy i bardziej
czuty, niz inne komercyjne testy fazy stalej, takie jak Toxi-Chromo Test™ oraz
Ostracodtoxkit F™, jednak w swojej oryginalnej wersji ogranicza sie jedynie do badania

gleb i osadéw dennych. PodejScie oparte na bezposrednim kontakcie fazy statej
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z organizmem testowym, wiaczajac uzycie Microtox® Basic Solid Phase Test nie byto

dotychczas stosowane w badaniach farmaceutykow.

Tabela 17. Poréwnanie komercyjnych testéw bezposredniego kontaktu z faza stata.

Test Kor_elaqa_toksyc_znosa z Czas trwania | Punkt koncowy Przyklady zastosowan
WYZSZymi organizmami testu testu
Gleby zanieczyszczone
wielopierscieniowymi
weglowodorami
Korelacja z . aromatycznymil216, 217],
. . . . Zahamowanie .
Microtox® Basic bezkregowcami dennymi bioluminescencii osady denne w réznych
Solid Phase Test (C. riparus, H. azteca, ~1h 0 5-30 ) diluentach(218], osady
(A. fischeri) Hexagenia spp., T. tubifex) . pt h EC denne po remediacjil219],
[215] minutach, ECso osady dennel220,221],
pozostatosci po
oczyszczaniu wody
pitnejl222]
Korelacja z
bezkregowcami dennymi Zahamowanie
Toxi-Chromo (C. riparus, H. azteca, . Karbamazepina i produkty
™ ; . absorbancji po .. ..
Test Hexagenia spp., T. tubifex) ~25h . jej degradacjil224], osady
90 minutach,
(E. coli) [215]; EC dennel?25]
Staba korelacja z D. magna 50
[223]
i i i 65, 66]
Korelacja tylko z innymi 8 dni Zahamowanie Cllec.ze jonowe , osady
J— . . wzrostu po 6 Sciekowel227], glebyl228],
Ostracodtoxkit F bezkregowcami H. azteca (wlaczajac : PO .
. C : . dniach, ECso; $cieki z oczyszczalni
(H. incongruens) oraz larwami C. riparus inkubacje - i/ ¢ ciekduwl229, 230]
(226] cyst) Smiertelnos¢ po $ciek6éwl229.230] osady
6 dniach, LCso dennel?231]

Oprocz komercyjnych testow, w literaturze naukowej opisano takze inne proby

opracowania testow bezposredniego kontaktu fazy statej. Przyktadowo, istniejg

doniesienia o uzyciu rekombinowanej bakterii Nitrosomonas europaea jako
bioindykatora w teScie fazy stalej dla badania toksycznos$ci zanieczyszczen glebowych
in situ. (2101 Prébowano réwniez wprowadzi¢ modyfikacje standardowych testéw fazy
wodnej, aby umozliwi¢ bezposredni kontakt zawieszonej prébki z badanym
organizmem. Dotychczas, tego typu modyfikacje byty wprowadzone gtéwnie w celu
badan gleb/osadéw dennych zanieczyszczonych metalami ciezkimi. Dla przyktadu,
organizmy Daphnia magna zostaty wystawione na dziatanie gleb zanieczyszczonych
kadmem i cynkiem - w toku badan wykazano, Ze zawieszone czastki metali wykazuja
wieksza toksyczno$¢, niz rozpuszczone. [2321 Inny organizm, Chironomus riparius, zostat
wykorzystany do badania toksycznosci pytu krzemionkowego. [2331 Podobne badania
przeprowadzono na glebach zanieczyszczonych olejem napedowym wykorzystujac

Dictyostelium discoideum jako organizm testowy. [234]

W niniejszej dysertacji zastosowano modyfikacje protokotu Microtox® Basic Solid

Phase Test (doktadna procedure przedstawiono w Cze$ci eksperymentalnej niniejszej

pracy) do oceny ekotoksycznoS$ci czystych substancji czynnych z grupy ARB:s,
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pojedynczych substancji pomocniczych stosowanych tabletkach, catych formulacji
farmaceutycznych w postaci tabletek oraz mieszanin ARBs z substancjami

pomocniczymi.
1.2.2.1. CZESC 1: ARBs i ich formulacje farmaceutyczne
1.2.2.1.1. Ekotoksycznosc¢ czystych substancji czynnych

W Tabeli 18 przedstawiono wyniki badan ekotoksykologicznych
przeprowadzonych z zastosowaniem opracowanej modyfikacji testu Microtox® Basic
Solid Phase Test dla czystych form ARBs oraz hydrochlorotiazydu (HCT) stosowanego

w leczeniu skojarzonym wraz z ARBs.

Tabela 18. Wartosci ECso badanych zwigzkéw wobec bakterii A. fischeri (modyfikowany protokot
Microtox® Basic Solid Phase Test) po 5, 15 i 30 minutach ekspozyciji.

API 5 min ECsol[;n 51/1:‘1] 30 min Kategoria toksycznosci [511 b)
VAL 143.202 234.83 2 150.5
LOS-K 583.88a 659.02 276.7 Nietoksyczne
LOS-H 864.0 216.0 105.4
TEL 196.52 2 99.70 2 77.31 I11
IRB 1423.00 1345.00 1268.40
CAN 1572 1465 1433 Nietoksyczne
HCT 2082.73a 1487.02 2 -
a) — wyniki opublikowane w pracy [94
b) Kategorie toksycznosci ostrej: I. Substancja bardzo toksyczna, ECso < 1.0 mg/L; II. Substancja toksyczna, 1 < ECso < 10; IIL

Substancja szkodliwa, 10 < ECso < 100 mg/L 51

Zauwazy¢ mozna, ze toksyczno$¢ badanych lekdw wzrasta w szeregu: HCT < CAN < IRB
< LOS-K < VAL < LOS-H < TEL. Warto zwrdci¢ uwage na fakt, ze wszystkie leki z grupy
ARBs okazaty sie bardziej toksyczne niz diuretyczny HCT. Niska toksyczno$¢ tego
zwigzku wobec bakterii A. fischeri moze by¢ zwigzana z obecnos$cig tylko jednego
pierscienia fenylowego w jego strukturze chemicznej w poréwnianu do obecnosci kilku
aromatycznych ugrupowan, tetrazolowego, imidazolowego oraz grupy bifenylowej
w strukturach ARBs. Wykazano ponadto, Ze sdl potasowa (LOS-K) jest mniej toksyczna
od formy kwasowej (LOS-H) - taka zalezno$¢ byta poprzednio obserwowana w
przypadku soli amoniowych i ich analogéw kwasowych. [67]1 Dla wszystkich badanych
leko6w obserwuje sie spadek wartosci ECso (wzrost toksycznos$ci) wraz z wydtuzeniem
czasu ekspozycji, co oznacza, ze bakterie nie sg w stanie zaadaptowac sie do obecnoSci
wprowadzonego toksykanta [235] | ukazuje potrzebe prowadzenia badan z wydtuzonym

do 30 minut czasem ekspozycji.

Dotychczas, ze wzgledu na stabg rozpuszczalno$¢ lekéw z grupy ARBs,
nie zostaty one przebadane z zastosowaniem klasycznego testu Microtox®. W literaturze
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naukowej znajduja sie dane dotyczace ekotoksyczno$ci ARBs wobec alg, skorupiakéw
oraz ryb. Wiekszo$¢ z badanych substancji zostata przebadana pod katem toksycznosci
wobec Daphnia magna - z danych literaturowych mozna wnioskowac, ze toksycznos$¢
wobec tego organizmu (immobilizacja, 48 godzin) wzrasta w szeregu LOS-K < HCT =
VAL < TEL. [236-239] Ponownie, TEL jest najbardziej toksyczny wobec badanego
organizmu. Warto réwniez podkres$li¢, Ze organizmy D. magna s3 nieco bardziej
wrazliwe na badane API - omawiane wartosci ICso dla D. magna zawierajg sie w zakresie
18-331 mg/L, podczas gdy zakres ten dla bakterii A. fischeri wynosi 77.31-1433 mg/L.
Generalnie, na podstawie dostepnej literatury, takg samg zalezno$¢ mozna stwierdzi¢
dla alg, gdzie TEL jest najbardziej toksyczny, VAL i HCT mogg by¢ uwazane jako $rednio
toksyczne, natomiast LOS-K jako nietoksyczny. Petne zestawienie dotychczasowych
badan ekotoksykologicznych omawianych API zebrano w materiatach dodatkowych

publikacji wlasnej. [94]
1.2.2.1.2. EKkotoksycznos$¢ mas tabletkowych (substancji pomocniczych)

W ramach badan niniejszej dysertacji, okre$lono takze toksyczno$¢ masy
tabletkowej powstatej na skutek ekstrakcji API (VAL, LOS-K, TEL, HCT) (Tabela 19).
Toksyczno$¢ badanej masy tabletkowej stanowigcej mieszanine substancji
pomocniczych o sktadzie przedstawionym w Tabeli 15 wzrasta w szeregu: masa
tabletkowa (m.t) HCT < (m.t.) LOS-K < (m.t) TEL < (m.t) VAL. Nalezy przy tym
podkresli¢, ze wszystkie warto$ci ECso, 15 min s3 rzedu kilku-kilkunastu tysiecy mg/L,
co $wiadczy o braku toksyczno$ci samej mieszaniny wypeiniajacej, z wyjatkiem masy
tabletkowej formulacji VAL, gdzie wartos¢ ta jest bliska 1000 mg/L. ToksycznoS$ci mas
tabletkowych s3 zr6éznicowane, przyktadowo toksyczno$¢ masy tabletkowej VAL jest
32 razy wieksza, niz toksyczno$¢ masy tabletkowej HCT i 14 razy wieksza niz
toksycznos$¢ masy tabletkowej TEL. Zréznicowanie to z pewnos$cig spowodowane jest
innym sktadem kazdej z formulacji farmaceutycznej - zaréwno obecnoScig innych
substancji pomocniczych, jak i ré6zng ich procentowa zawartoscig. Na tle innych mas
tabletkowych, masa tabletkowa zawarta w formulacji VAL wykazuje relatywnie wysoka
toksyczno$¢. Mozna podejrzewac, ze ta wyzsza toksycznoS$¢ zwigzana jest z obecnoscia
celulozy mikrokrystalicznej lub koloidalnej krzemionki bezwodnej, ktore nie sg obecne
w formulacjach HCT i TEL, a sg gtéwnym sktadnikiem formulacji VAL. Podobng relacje

znaleZli Jacob i wspotpracownicy, ktérzy wymienili kilka substancji pomocniczych,
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takich jak celuloza mikrokrystaliczna, glikolan sodowo-skrobiowy, dwutlenek krzemu
i zotty barwnik sicovit-10BASF jako potencjalnie toksyczne dla A. fischeri. 61 Masa
tabletkowa LOS-K w odniesieniu do masy tabletkowej VAL nie wykazuje duzej
toksycznosci, jest od niej 11 razy mniej toksyczna. Jednak, jest takze prawie 2-krotnie
bardziej toksyczna niz masa tabletkowa TEL i 4 razy bardziej toksyczna niZ masa

tabletkowa HCT. Masa wypetniajgca LOS-K ponownie zawiera w swoim sktadzie

Tabela 19. Wartosci ECso badanych formulacji farmaceutycznych wobec bakterii A. fischeri
(modyfikowany protokét Microtox® Basic Solid Phase Test) po 5 i 15 minutach ekspozycji. Dane
eksperymentalne przedstawiono jako warto$¢ srednig * odchylenie standardowe (n = 3). Wyniki
opublikowane w pracy wiasnej [94],

e st
API Formulacja Diluent? p API ystel
i Ho il ECs0 5min ECs0 15 min
SPTD 143.20 + 38.83 234.83 £ 90.66
Czysty VAL 4% (v/v)
MeOH/SPTD 132.46 +75.19 118.92 +59.46
Formulacja VAL 4051)(?;‘,) 23.04 £ 2.03 19.36 + 1.41 6.21 12.13
. 0
(tabletki, 160 mg) MeOH/SPTD 79.54 + 12.56 58.93 +13.37 1.66 2.02
Formulacja SPTD 45.42 + 11.33 39.82 + 13.39 3.15 5.90
VAL + HCT
VAL . 4% (v/v)
(tabletki, 1n?g0ng +12.5 MeOH/SPTD 70.64 + 10.59 56.44 +5.25 1.87 2.11
Caysty VAL + HCT 4;:&;];‘,] 851.89 + 330.92 720.29 + 298.17 0.17 0.33
(160 mg + 12.5 mg) MeOH/SPTD 123.55+31.77 146.09 + 39.38 1.07 0.81
SPTD 2776.89 £ 945,91 1100.44 + 219.48
Masa tabletkowa VAL ® 4% (v/v)
MeOH/SPTD 2557.41 £ 1264.30 1106.36 + 206.18
Czysty LOS-K 583.88 + 72.65 659.02 + 26.71
Formulacja LOS-K
(tabletki, 50 mg) 675.81 £ 192.68 874.27 + 244.54 0.86 0.75
Formulacja
LOS-K LOS-K + HCT SPTD 410.74 £ 41.61 406.77 +33.94 0.70 0.62
(tabletki, 50 mg + 12.5 mg)
Czysty LOS-K + HCT 438.71 +47.59 427.96 + 47.18 0.75 0.65
(50 mg + 12.5 mg)
Masa tabletkowa LOS-K P 8056.67 + 1065.05 8754.33 +£938.09
Czysty TEL 196.52 + 73.02 99.70 + 27.33
Formulacja TEL (tabletki, 1040.41 + 219.22 321.94 + 80.43 5.29 3.23
80 mg)
Formulacja TEL + HCT
TEL (tabletki, 80 mg + 25 mg) SPTD 2045.40 £ 1081.42 635.52 +429.21 0.10 0.16
Czysty TEL + HCT 2288 + 554.56 801.20 + 133.62 0.08 0.12
(80 mg + 25 mg)
Masa tabletkowa TEL P 20519.29 + 6994.69 15722.54 + 6181.09
SPTD 2082.73 £ 157.66 1487.02 + 162.88
Czysty HCT 4% (v/v)
MeOH/SPTD 2797.53 £ 144.70 2055.70 £ 101.10
HCT . SPTD 1716.47 + 204.47 1017.90 + 40.41 1.21 1.46
Formulacja HCT 2% (v/v)
(1)
(tablet, 25 mg) MeOH/SPTD 1369.23 £ 273.28 852.05 +282.92 0.49 0.41
Masa tabletkowa HCT ® SPTD 33232.00 + 569.20 36119.67 + 7455.79

a) SPTD - Solid Phase Test Diluent, ® Substancje pomocnicze pozostate po ekstrakcji substancji czynnej
potencjalnie ekotoksycznag celuloze mikrokrystaliczng oraz koloidalng krzemionke

bezwodng - jednak w mniejszej iloSci, niz w masie tabletkowej VAL, co uzasadniatoby
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mniejszg toksyczno$¢ masy tabletkowej LOS-K, niz VAL. Generalnie uwaza sie,
ze amorficzne nanoczastki krzemionki, w przeciwienistwie do krystalicznych [240]
sq bezpieczne dla organizmoéw wodnych.[241. 2421 Zagadnienie to, dotyczace zalezno$ci
toksyczno$ci od rozmiaru czgstek krzemionki zostanie rozwiniete w dalszej czeSci
niniejszej dysertacji. Masa wypeiniajaca TEL charakteryzowata sie brakiem
toksycznos$ci, z warto$cig ECso, 15 min na poziomie 15722 mg/L - nie zawierata ona
w swoim skladzie celulozy mikrokrystalicznej, ani koloidalnej krzemionki bezwodnej.
Podobnie masa tabletkowa HCT, zawierajgca gtéwnie laktoze i skrobie modyfikowang
charakteryzuje sie brakiem toksycznosci (ECso, 15 min = 36 119 mg/L). Masa ta zawiera
réwniez niewielka ilo$¢ koloidalnej krzemionki, jednakze mozna podejrzewa¢, ze nie

wptywa ona na zwiekszenie toksycznosci catej masy tabletkowe;j.

1.2.2.1.3. EKkotoksycznos$¢ mieszanin - wplyw substancji pomocniczych na

toksycznos¢ API

W ramach badan okre$lono wptyw substancji pomocniczych na toksycznos$¢ API.
W tym celu poréwnano toksyczno$¢ czystych APl z toksycznos$cig catej formulacji
farmaceutycznej danej APl - badane formy roznity sie zatem tylko obecnoSciag masy
wypetniajagcej lub jej brakiem. Znajac ekotoksyczno$¢ samych mas tabletkowych
(mieszaniny substancji pomocniczych powstatych po wyekstrahowaniu API), obliczono
przewidywane toksycznosci dla formulacji farmaceutycznej jako dwusktadnikowe;j
mieszaniny czystej API + masy tabletkowej z zastosowaniem modeli CA i IA (Tabela 20).
Wyznaczono takze wspotczynniki MDR (ang. model deviation ratio), pokazujace
w sposéb iloSciowy odchylenie wartosci przewidywanej od eksperymentalnej
i pozwalajace na sklasyfikowanie oddziatywan wystepujacych w badanych prébkach

(antagonistyczne, synergistyczne, addytywne).

Na podstawie przeprowadzonych badan zauwazy¢ mozna, Ze substancje
pomocnicze wywieraja réozny wptyw na toksyczno$¢ API - obserwuje sie zaréwno efekty
synergistyczne (VAL), antagonistyczne (TEL), jak i addytywne (LOS-K, HCT) (Tabela
20). W przypadku VAL wykazano, ze toksycznos$¢ czystej substancji jest nizsza niz
toksycznos¢ jego formulacji farmaceutycznej (VAL + masa tabletkowa). Ta réznica jest

najbardziej uwidoczniona w przypadku wynikéw otrzymanych z zastosowaniem SPTD,
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Tabela 20. Przewidywana toksyczno$¢ mieszanin obliczona z zastosowaniem modeli CA i IA wraz z warto$ciami MDR (odchylenie warto$ci eksperymentalnej od
przewidywanej). Wyniki opublikowane w pracy [4].

Obliczona wartos$¢ Obliczona wartos¢ Efekt Efekt
ECso mieszaniny - MDR (CA) ECso mieszaniny - MDR (IA) przewi‘(eiywany przewi?iywany Wartosé p
API Formulacja Diluent? model CA [mg/L] model IA [mg/L] e wg modelu IA &
Smin | 15min | Smin | 1Smin | Smin | 1Smin | Smin | > (15 min) (15 min)
Wplyw substancji pomocniczych na toksyczno$¢ API
VAL Formulacja VAL 4;P(’£[/)V) 287.92 402.71 12.50 20.80 93.69 130.32 4.06 6.73 synergistyczny synergistyczny 0.04
(tabletki, 160 mg) MeOOH/SPTD 267.43 226.54 3.36 3.84 99.48 105.64 1.25 1.79 synergistyczny addytywny 0.18
Formulacja LOS-K .
LOS-K (tabletki, 50 mg) 1974.47 2212.62 2.92 2.53 854.06 972.63 1.26 1.11 synergistyczny addytywny 0.18
Formulacja TEL .
TEL (tabletki, 80 mg) SPTD 1128.47 581.51 1.08 1.81 232.76 126.47 0.22 0.39 addytywny antagonistyczny 0.03
Formulacja HCT .
HCT (tabletki, 25 mg) 11546.74 | 9203.51 6.73 9.04 1685.81 1737.15 0.98 1.71 synergistyczny addytywny 0.02
Wplyw HCT na toksyczno$¢ ARBs (czyste API)
VAL Czysty VAL + HCT 4;P('£];V) 153.57 250.10 0.18 0.35 169.68 203.98 0.20 0.28 antagonistyczny antagonistyczny 0.05
(160 mg + 12.5 mg) . 142.32 127.64 1.16 0.87 119.10 97.51 0.96 0.67 addytywny addytywny 0.32
MeOH/SPTD
LOS-K Czysty LOSK + HCT 682.05 | 741.61 | 155 1.73 497.70 | 539.15 1.13 1.26 addytywny addytywny 0.02
(50 mg + 12.5 mg) SPTD
Czysty TEL + HCT . .
TEL (80 mg + 25 mg) 250.54 128.17 0.11 0.16 153.64 96.16 0.07 0.12 antagonistyczny antagonistyczny 0.006
Wplyw substancji pomocniczych i HCT na toksyczno$¢ ARBs
Formulacja VAL + HCT SPTD 24.81 20.84 0.55 0.52 29.96 24.78 0.66 0.62 addytywny addytywny 0.04
VAL (tabletki, 160 mg + 12.5 4% (v/v)
mg) MeOH/SPTD 85.37 63.20 1.21 1.12 79.84 64.07 1.13 1.13 addytywny addytywny 0.03
Formulacja LOS-K + HCT .
LOS-K (tabletki, 50 mg + 12.5 mg) TD 769.06 899.66 1.87 2.21 464.05 523.22 1.13 1.22 synergistyczny addytywny 0.49
Formulacja TEL + HCT .
TEL (tabletki, 80 mg + 25 mg) 1231.54 406.86 0.60 0.64 487.85 169.02 0.24 0.27 addytywny antagonistyczny 0.26

2 SPTD — Solid Phase Test Diluent, ® — wspétczynniki p uzyskane w tescie t-studenta dla dwoch sparowanych prob wartosci ECso, 15 min wskazujacych na statystycznie istotne (p < 0.05) lub nieistotne (p > 0.05) réznice w odniesieniu do czystej API
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gdzie obserwuje sie 12-krotny wzrost toksycznosci formulacji farmaceutycznej VAL,
w poroéwnaniu do czystej formy leku. R6znica ta jest statystycznie istotna (p < 0.05),
a wspotczynnik MDR > 2 (model CA) pozwala na potwierdzenie wystepowania
oddziatywan synergistycznych miedzy VAL, a masa tabletkowa. To moze $wiadczy¢
o tym, Ze nie sama substancja czynna (VAL), a substancje pomocnicze obecne w tabletce,
lub ich interakcje z VAL moga by¢ odpowiedzialne za toksyczny efekt farmaceutycznej

formulacji VAL.

W przypadku LOS-K i HCT, toksyczno$¢ samej APl i jej formulacji
farmaceutycznej jest pordwnywalna (p > 0.05). W oparciu o obliczenia prowadzone
z wykorzystaniem modelu IA obserwuje sie efekt addytywny, tj. wspolne dziatanie
dwoch sktadnikow nie powoduje wzmocnienia, ani ostabienia obserwowanego
toksycznego efektu. Cytowani wcze$niej autorzy przeanalizowali toksyczno$¢ dwdch
formulacji HCT, generycznej i oryginalnej, wobec bakterii A. fischeri. [46] W wyniku badan
stwierdzono, ze tylko formulacja generyczna byta toksyczna, w odrdéznieniu od
catkowicie nietoksycznej formulacji oryginalnej. Generyczny produkt zawierat
substancje pomocnicze, tj. siarczan laurylu, glikolan sodowo-skrobiowy, laktoza,
celuloza mikrokrystaliczna i krzemionka. Autorzy wnioskuja, ze wieksza toksyczno$¢
generycznej formulacji jest spowodowana obecno$cia w/w substancji pomocniczych.
Réznica toksycznosci dwoch formulacji tej samej API, zawierajacych rézne substancje
pomocnicze, sklania wiec do szczegdétowego zbadania ekotoksycznosci pojedynczych
substancji pomocniczych, jak i ich mieszanin - badania te zostang przedstawione

w podrozdziale 1.2.2.2. niniejszej dysertacji.

W przypadku TEL substancje pomocnicze majg zupetnie inny wptyw na jego
toksycznos$¢. Czysty TEL okazat sie by¢ 3.5-razy bardziej toksyczny, niz jego formulacja
farmaceutyczna, przy czym réznica ta jest istotna statystycznie (p < 0.05) i zgodnie
z modelem IA obserwuje sie efekt antagonistyczny (MDR < 0.5). Formulacja TEL zawiera
w swoim sktadzie niewiele substancji pomocniczych, tj. mannitol, powidon, meglumina,
wodorotlenek potasu oraz stearynian magnezu. Nie zawiera natomiast celulozy
mikrokrystalicznej i krzemionki, ktére w przypadku innych badanych formulacji ARBs
wigzane byty ze zwiekszeniem ich toksycznos$ci. Czynnikiem powodujacym zmniejszenie
toksycznosci API w potaczeniu z substancjami pomocniczymi jest rowniez adsorpcja

TEL na ich powierzchni, co powoduje ostabienie procesu rozpuszczania i dyfuzji TEL.
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To z kolei, przyczynia sie do zmniejszonej biodostepnos$ci TEL dla bakterii A. fischeri. [243]
Tego typu mechanizm adsorpcji zostat wykazany dla stearynianu magnezu, gdzie
witasciwos$ci antybakteryjne chlorku cetylopirydyniowego zmniejszaty sie na skutek
adsorpcji na czasteczkach stearynianu magnezu. [244] Wspomniany stearynian magnezu
jest sktadnikiem formulacji TEL i moze przyczyniac¢ sie do zmniejszenia jej toksycznosci

w porédwnaniu do czystego TEL.

1.2.2.1.4. Ekotoksyczno$¢ mieszanin typu API-API w nieobecnosci substancji

pomocniczych

Kolejnym istotnym zagadnieniem jest ekotoksyczno$¢ dwusktadnikowych
mieszanin ARBs z HCT, ktory jest stosowany razem z ARB w preparatach ztozonych.
Powszechnie wiadomo, Ze obserwowana toksyczno$¢ mieszaniny moze by¢ wieksza lub
mniejsza, niz toksyczno$¢ oczekiwana, wynikajaca ze wspélnego dziatania - $wiadczy
to o wystepowaniu efektow synergistycznych i antagonistycznych w mieszaninach. [°]
To uzasadnia badanie efektéw ekotoksykologicznych mieszanin API, ktére moga
znajdowac sie wspolnie w Srodowisku, zamiast toksycznosci pojedynczych zwigzkow.
Wyniki badan przedstawione w Tabeli 20 wskazujg, ze w mieszaninach HCT z VAL
(w SPTD) oraz TEL wystepuja oddziatywania antagonistyczne (p < 0.05) - co
potwierdzajg obliczenia z wykorzystaniem zaréwno modelu CA, jak i IA.
Antagonistyczny efekt manifestowany jest poprzez obnizenie toksyczno$ci mieszaniny
ARB + HCT w poréwnaniu do toksycznoSci oczekiwanej. Tego typu zaleznos$ci nie
obserwuje sie w przypadku LOS-K, gdzie stwierdzono wystepowanie efektu
addytywnego z HCT, ktéry manifestuje sie brakiem wptywu toksycznosci wzgledem
toksycznosci oczekiwanej. Co ciekawe, antagonistyczny efekt obserwowany dla
mieszaniny HCT i VAL w SPTD, nie jest zauwazalny w 4% (v/v) roztworze MeOH/SPTD,
gdzie obserwuje sie efekt addytywny, a réznica toksycznoSci czystego VAL oraz czystej
mieszaniny VAL + HCT nie jest statystycznie istotna (p > 0.05). Ponownie, $wiadczy to
o dominujacym wptywie wiekszej ilosci aromatycznych ugrupowan, tetrazolowego oraz

grupy bifenylowej w strukturze VAL w poréwnaniu do struktury HCT.

Dotychczas, nie prowadzono badan naukowych dotyczacych toksycznos$ci
mieszanin ARBs wobec bakterii A. fischeri. Bakterie te byly wykorzystywane do badania
toksyczno$ci mieszanin antybiotykow, diuretykéw, lekéw hipolipidemicznych,

przeciwzapalnych oraz przeciwdrgawkowych - wykazujac w nich wystepowanie
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interakcji antagonistycznych i addytywnych. [74 2451 Co ciekawe, w przypadku wielu
czesto stosowanych farmaceutykoéw np. ibuprofenu, naproksenu, diklofenaku czy kwasu
salicylowego, wykazano, ze toksycznos$¢ pojedynczych API dla A. fischeri nie jest wysoka,
jednakze gdy leki te sg zastosowane w postaci mieszanin, ze wzgledu na wystepowanie
synergistycznych efektow staja sie one bardziej toksyczne dla wspomnianych
bakterii. [246] Ciekawym zjawiskiem, zaobserwowanym dla dwusktadnikowych
mieszanin lekéw i pestycydow, jest ,zjawisko inwersji”, ktére manifestuje
sie wystepowaniem efektéw synergistycznych w niskich stezeniach toksykanta oraz

efektow addytywnych/antagonistycznych w wysokich stezeniach. [247]

Toksyczno$¢ mieszanin ARBs zostata przebadana 2z wykorzystaniem
organizméw Daphnia magna, Salmonella typhimurium [1971 oraz Lemna minor [204],
Wykazano, ze mieszanina pieciu ARBs wraz z produktami ich degradacji nie wykazywata
toksycznosci chronicznej wobec D. magna, ani genotoksyczno$ci wobec S. typhimurium
TA 98 i TA 100. 1971 Badania wykorzystujace L. minor wskazujg na antagonistyczne
interakcje pomiedzy LOS-K oraz propranololem, jednakze autorzy pracy podkreslajg
fakt, ze zarowno model CA, jak i model IA nie pozwolily na precyzyjne okreslenie
toksycznos$ci mieszanin. [204] W badaniach bedacych przedmiotem niniejszej dysertacji
wykazano, ze w mieszaninie LOS-K i HCT wystepuja efekty addytywne. Toksycznos$ci
mieszanin, przewidywane zaréwno modelem CA, jak i IA byly w zgodzie
z eksperymentalnymi wynikami otrzymanymi dla tych mieszanin. Dla tego przyktadu
mozna wykaza¢, ze predykcja z zastosowaniem modelu IA jest bardziej zgodna z danymi
eksperymentalnymi (MDR w przedziale 1.13-1.26) niz predykcja z zastosowaniem
modelu CA (MDR w przedziale 1.55-1.73). Nalezy réwniez zwrdéci¢ uwage na fakt,
ze wedlug przegladu literaturowego, w przypadku ponad 60% mieszanin opisanych
w literaturze, toksyczno$¢ wobec A. fischeri nie mogla zosta¢ prawidiowo

scharakteryzowana, ani przez model CA, ani IA. [248]

1.2.2.1.5. Ekotoksyczno$¢ mieszanin typu API-API w obecnosci substancji

pomocniczych

Aby w pei przeanalizowa¢ interakcje pomiedzy ARBs i HCT, zbadano
toksycznos¢ dwusktadniowych formulacji farmaceutycznych ARB + HCT - formulacje

te oprocz API zawieraja takze substancje pomocnicze. Poréwnujac ekotoksycznos¢ tych
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formulacji z czysta mieszaning ARB + HCT mozliwe jest zaobserwowanie efektow

wystepujacych pomiedzy ARB i HCT w obecnosci substancji pomocniczych.

Poréwnujac toksycznos$¢ formulacji VAL + HCT 2z toksycznos$cig czystej
mieszaniny VAL + HCT, mozna zauwazy¢ statystycznie istotne réznice - préobka, w ktoérej
zawarte sg substancje pomocnicze, jest bardziej toksyczna od analogicznej prébki bez
substancji pomocniczych (Tabela 20). Przewidywana toksycznos¢ formulacji VAL + HCT
z wykorzystaniem modelu CA i IA wskazuje na istnienie efektu addytywnego. Warto
podkres$li¢, ze w przypadku czystej mieszaniny VAL + HCT obserwowano efekt
antagonistyczny (w SPTD) - zalezno$¢ ta pokazuje, Ze obecno$¢ substancji
pomocniczych w formulacji ma wptyw na jej konncowa toksyczno$¢. W przypadku
dwusktadnikowej formulacji VAL + HCT, wplyw substancji pomocniczych mozna
okresli¢ jako neutralizujacy antagonistyczne interakcje pomiedzy VAL i HCT. Inny
wptyw substancji wypetniajgcych stwierdzono dla samego VAL, gdzie obserwuje sie

gtéwnie synergistyczne oddziatywania miedzy VAL a masg tabletkowa.

Podobnie, addytywny efekt, a tym samym brak wplywu substancji
wypetniajacych obserwuje sie w przypadku LOS-K, gdzie nie wystepuja statystycznie
istotne roznice (p > 0.05) miedzy toksycznoscig formulacji LOS-K + HCT, a mieszaning
LOS-K + HCT. Brak statystycznie istotnych rdznic stwierdzono takze w przypadku
formulacji TEL + HCT oraz czystej mieszaniny TEL + HCT, jednakze w oparciu
o toksyczno$ci przewidywane z wykorzystaniem modelu IA obserwuje sie efekty

antagonistyczne miedzy TEL i HCT w otoczeniu substancji pomocniczych.

Okreslenie toksycznego efektu zwigzanego z substancjami pomocniczymi
stosowanymi w formulacjach farmaceutycznych jest trudne ze wzgledu na mnogos¢
uzytych zwiagzkéw, zrdznicowanie ich struktury chemicznej oraz wtasciwosci
fizykochemicznych. Generalnie mozna wnioskowaé¢, Ze substancje pomocnicze nie
sg inertnymi substancjami i mogg wchodzi¢ w réznorakie interakcje z API - oprocz
interakcji fizykochemicznych moga bra¢ wudzial w niepozadanych reakcjach
chemicznych, takich jak hydroliza, epimeryzacja, izomeryzacja i polimeryzacja,
generujagc w ten sposéb rézne zanieczyszczenia chemiczne. [2051 Do tej pory nie
okreslono precyzyjnie mechanizméw interakcji API-substancje pomocnicze. Uwaza sie,
ze interakcje te moga by¢ zaréwno korzystne pod katem ekotoksykologicznym,
tj. obecno$¢ substancji pomocniczych powoduje niwelacje synergistycznych/antago-
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nistycznych efektéw, lub niekorzystne, gdzie substancje pomocnicze wywotuja
synergistyczne efekty zwiekszajagce  ekotoksyczno$¢  ostatecznej formulacji
farmaceutycznej. Tego typu zaleznoSci wykazano takze w niniejszej pracy. Nalezy
podkresli¢, ze w przypadku analizowanych prébek same substancje pomocnicze (masa
tabletkowa) sg o wiele mniej toksyczne niz formulacja farmaceutyczna, ktéra je zawiera
(API + masa tabletkowa) (Rys. 20). Zwraca to uwage na fakt, ze istotng role w zmianie

toksycznos$ci muszg odgrywac specyficzne oddziatywania API-substancje pomocnicze.
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Rys. 20. Poréwnanie ekotoksycznosci wobec A. fischeri catej formulacji farmaceutycznej danej API z toksyczno$cia
samej masy tabletkowej (mieszaniny substancji pomocniczych). Na wykresie zaznaczono rdznice toksycznos$ci miedzy
formulacja AP], a jej masg tabletkowa.

1.2.2.1.6. Zastosowane modele obliczeniowe

W niniejszej pracy zastosowano zarowno model CA (ang. Concentration Addition,
model dodanych stezen), jak i IA (ang. Independent Action, model niezaleznego
dziatania) do przewidywania ekotoksycznos$ci mieszanin APIs. Generalnie uwaza sie,
ze model IA jest zaprojektowany dla mieszanin zwigzkoéw chemicznych, ktére majg inne
cele molekularne, podczas gdy model CA dla mieszanin zwigzkéw dziatajacych
wg podobnego mechanizmu. W niniejszych badaniach ze wzgledu na fakt, zZe nieznane
sa mechanizmy dziatania i cele molekularne w odniesieniu do A. fischeri dla mieszanin
wielu roéznorodnych zwigzkéw chemicznych stosowanych w kompozycjach
farmaceutycznych, koniecznym byto jednoczesne zastosowanie dwdch modeli

predykcyjnych. W przypadku przedstawionych badan, doktadno$¢ przewidywania
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toksycznos$ci z wykorzystaniem obydwoch modeli zostata przedstawiona na Rys. 21,

z podziatem na poszczegdlne ARBs (VAL, LOS-K, TEL).
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Rys. 21. Podsumowanie doktadnosci przewidywania toksycznosci z wykorzystaniem modelu (A.) 1A oraz (B.) CA
w odniesieniu do trzech badanych lekéw z grupy ARBs. Linie przerywane dotycza warto$ci MDR - linia
pomaranczowa wskazuje na MDR = 1 (catkowity brak interakcji). Ponizej tej linii obserwuje sie efekty
antagonistyczne (MDR < 0.5, linia czerwona), a powyzej efekty synergistyczne (MDR > 2, linia zielona) [941.

Zauwazy¢ mozna, ze model IA pozwala na przewidywanie toksycznosci z wieksza
precyzja, co jest szczeg6lnie widoczne w przypadku LOS-K i TEL, gdzie obserwuje sie
niemal liniowa zalezno$¢. Ponadto, efekty zidentyfikowane w mieszaninach
poszczegdlnych ARBs s3a bardziej spojne w przypadku tego modelu, podczas gdy
zastosowanie modelu CA prowadzi do wiekszej zmienno$ci zidentyfikowanych
interakcji. Z pomoca modelu CA wnioskowa¢ mozna, ze w przypadku wszystkich
mieszanin TEL obserwuje sie efekty antagonistyczne, natomiast w przypadku mieszanin

LOS-K - efekty synergistyczne. W przypadku mieszanin VAL obserwuje sie efekty
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kazdego typu tj. synergistyczne, addytywne i antagonistyczne. Wieksza precyzja modelu
IA moze by¢ takze potwierdzona przez mniejszy zakres otrzymanych warto$ci MDR -
w przypadku modelu IA wspoétczynnik MDR wynosit maksymalnie 6.73, natomiast
w przypadku modelu CA siegal on az do 20.80. Wieksza precyzja modelu I[A
w obliczeniach toksyczno$ci mieszanin zostata takze zauwazona w innych pracach
dotyczacych bakterii A. fischeri. [248] Jest to niewatpliwie zwigzane z operowaniem wielu
mechanizméw dziatania i istnieniem przynajmniej kilku celow molekularnych
w A. fischeri, w odniesieniu do dziatajacych na nie ztoZzonych mieszanin formulacji
farmaceutycznych, zaréwno tych handlowych jak i wytworzonych sztucznie na potrzeby

badawcze.

Wnhnioski do podrozdziatu 1.2.2.1.:

v' Opracowana modyfikacja standardowego protokotu Microtox® Basic Solid Phase Test
pozwala na rzetelng ocene ekotoksycznosci stabo rozpuszczalnych API, zaréwno
w badaniach pojedynczych zwigzkéw, jak i mieszanin.

v' Zaobserwowano wystepowanie interakcji antagonistycznych miedzy ARB, a HCT -
substancji, ktore sg dystrybuowane razem w lekach dwusktadnikowych.

v' Wykazano, ze problem bezpieczenstwa $rodowiskowego zwigzanego z substancjami
pomocniczymi stosowanymi w farmacji powinien zosta¢ doktadnie przeanalizowany,
szczegblnie ze wzgledu na fakt wystepowania interakcji miedzy substancjami
pomocniczymi oraz miedzy API, a substancjami czynnymi.

v' W przypadku lekéw z grupy ARBs mozna wnioskowaé, ze model IA pozwala na
przewidywanie ekotoksycznos$ci mieszanin API z wieksza precyzja niz model CA.

1.2.2.2. CZESC 2: Substancje pomocnicze i ich mieszaniny
1.2.2.2.1. Ekotoksyczno$¢ pojedynczych substancji pomocniczych

W Tabeli 21 zebrano wartosci ECso uzyskane za pomoca modyfikowanego
protokotu Microtox® Basic Solid Phase Test po 5, 15 i 30 minutach ekspozycji bakterii
A. fischeri na poszczeg0lne substancje pomocnicze. Wiekszo$¢ z badanych substancji
pomocniczych powszechnie stosowanych w formulacjach farmaceutycznych,
wg globalnie zharmonizowanego systemu Kklasyfikacji i oznakowania chemikaliow
(GHS) 11 jest nietoksyczna (warto$ci ECso powyzej 100 mg/L). Jednakze widoczne jest
zréznicowanie otrzymanych wartosSci wsrod zwigzkow zaliczonych do nietoksycznych -
od kilkuset mg/L, nawet do kilkudziesieciu tysiecy mg/L, wobec tego nalezy z uwaga
przyjrze¢ sie rowniez niektérym substancjom, ktoére znajdujg sie u progu tej granicy.
Dwie z analizowanych substancji pomocniczych zaliczono do III kategorii toksyczno$ci
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(substancje szkodliwe) - meglumina i weglan magnezu o wartosciach ECso w przedziale
10-100 mg/L. Niepokojacym wynikiem jest toksyczno$¢ wykazywana przez
laurylosiarczan sodu (SLS) - zwigzek ten moze by¢ scharakteryzowany jako bardzo
toksyczny, o wartosci ECso ponizej 1 mg/L.

Tabela 21. Wartosci ECso badanych substancji pomocniczych wobec bakterii A. fischeri (modyfikowany

protokdt Microtox® Basic Solid Phase Test) po 5, 15 i 30 minutach ekspozycji wraz z 95% przedziatem
ufno$ci oraz wspotczynnikami determinacji R2.

ECso [mg/L]; Kategoria
. . (95% przedzial ufnosci); toksycznosci [51]
Substancja pomocnicza wsp6tczynnik R? (na podstawie
5 min 15 min 30 min EC50 30 min)
1.371 0.8004 0.5544
Laurylosiarczan sodu (SLS) (0.7002 - 2.686) (0.2147 - 2.985) (0.1138 - 2.702) 1
0.8893 0.7246 0.6931
28.56 19.66 18.05
Meglumina (15.58-52.37) (7.958 - 48.57) (7.237 - 45.02)
0.8641 0.7499 0.7516 1
109.8 86.42 65.60
Weglan magnezu (ciezki) (55.61-216.6) (58.99 - 126.6) (44.19 -97.37)
0.9360 0.9678 0.9738
100.2 242.6 226.4
Krzemionka, nanoproszek (47.07 - 213.2) (141.7 - 415.3) (162.7 - 315.1)
0.8138 0.8882 0.9574
1348 1325 1400
Kroskarmeloza sodowa (807.5-2249) (808.0-2174) (622.2 -3150)
0.9163 0.9196 0.7960
14683 2229 494.3
Talk (305.1-706681) (829.2 - 5993) (196.6 - 1243)
0.2736 0.6733 0.7517
2218 1768 1130
Powidon K30 (1879 - 2619) (405.3-7709) (228.1-5600)
0.9915 0.7765 0.4681
2120 1749 1559
Powidon K25 (1291 - 3483) (689.7 - 4434) (556.7 - 4287)
0.9033 0.7225 0.7872
Celuloza mikrokrystaliczna 1966 1908 1958
typ PH102 (742.0-5207) (741.0-4914) (760.8-5037)
0.8784 0.8827 0.8848
Koloidalna krzemionka 3294 3108 2681
bezwodna (Aerosil R200) (1802 - 6021) (1808 - 5344) (1618 - 4443)
0.9372 0.9473 0.9501
Krzemionka koloidalna 8238 4776 3794 Nietoksyczne
LUDOX SM-30 ! (4220-16081) (3078 - 7408) (2481 - 5800)
0.9016 0.9421 0.9400
12563 5404 4253
Mannitol (1419-111263) (346.9 - 84181) (209.9 -86162)
0.6267 0.3225 0.2195
Glikolan sodowo-skrobiowy 10184 11725 12541
(typ A) (4729 - 21928) (6045 - 22743) (5559 - 28296)
0.9539 0.9710 0.9601
11705 13999 16363
Laktoza jednowodna (1477 - 92754) (227.4 -861937) (186.6 - 1434691)
0.9880 0.9596 0.9584
Skrobia kukurydziana 46929 39287 42202
prezelowana (19696 - 111815) (10516 - 146768) (3925 -453734)
0.9855 0.9070 0.7540
27795 64863 49855
Krospowidon (typ A) (274.0 - 2819364) (9.993-421001866) (35.11-70801223)
0.5875 0.6420 0.7010
12815 80534
Fumaran stearylowo-sodowy 56456 * (38.84 - 4457999) (2479 - 2616211)
0.9221 0.8896
Sorbitol Nietoksyczny w badanym stezeniu 31 061 mg/L, hormeza
* warto$¢ obliczona z wykorzystaniem dwéch punktéw pomiarowych, brak 95% przedziatu ufnosci oraz R2;
Kategorie toksycznosci ostrej: I. Substancja bardzo toksyczna, ECso < 1.0 mg/L; II. Substancja toksyczna, 1 < ECso < 10; III. Substancja szkodliwa, 10 <

ECs0 < 100 mg/L 511
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Laurylosiarczan sodu (SLS) jest stosowany w farmacji jako surfaktant anionowy,
emulsyfikator, solubilizator, lubrykant oraz czynnik do przygotowywania postaci leku
o modyfikowanym uwalnianiu. [2491 Zwigzek ten jest dopuszczony jako substancja
pomocnicza w preparatach do uzytku zewnetrznego, pastach do zebéw, szamponach
oraz tabletkach, Srednio w iloSciach od 0.2-2% (w/w), nawet do 25% (w/v)
w szamponach. [250]1 Jak inne badane substancje pomocnicze jest on zaliczany
do bezpiecznych zwigzkéw z listy GRAS (ang. generally recognized as safe). Jako, ze jest
to zwigzek powierzchniowo czynny, tak wysoka toksyczno$¢ wobec bakterii A. fischeri
v/ duzym prawdopodobienstwem mozna  wytlumaczy¢  wlasciwos$ciami
bakteriostatycznymi SLS i jego zdolno$ciami do tworzenia poréw w btonach
bakteryjnych, przez ktére moze wyptywaé zawarto$¢ cytoplazmy, powodujac smierc
komoérki. Mimo, Ze Zrédia literaturowe sugeruja dziatanie SLS gtéwne przeciwko
bakteriom Gram-dodatnim, w wyniku przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze
wykazuje on witasciwosci antybakteryjne takze w odniesieniu do Gram-ujemnych
bakterii A. fischeri. [249. 2511 Biorgc pod uwage skale produkcji SLS i szereg jego
zastosowan w przemysle farmaceutycznym oraz kosmetycznym, wynik ten jest
niepokojacy z punktu widzenia bezpieczenstwa Srodowiskowego. Toksycznos$¢ SLS,
zaréwno w odniesieniu do cztowieka, jak i srodowiska, byta tematem wielu publikacji
naukowych, a takze stata sie obiektem dyskusji w przestrzeni publiczne;j.[252]
W odniesieniu do opublikowanych danych ekotoksykologicznych wobec réznych
organizmoéw wodnych, wartosci LCso (LC - ang. lethal concentration, stezenie letalne) dla
SLS zawierajg sie w przedziale 1 - 13.9 mg/L [253-257], 3 wiec zwigzek zaliczy¢ mozna do
I klasy toksycznos$ci. Warto jednak pamietac, ze wartosci toksycznosci poszczeg6lnych
zwigzkow dla organizmdéw wodnych nie odpowiadaja bezposrednio toksycznos$ci
gotowych produktow farmaceutycznych, czy kosmetycznych. Przyktadowo, moze
to oznacza¢, ze potencjalnie toksyczny SLS po zastosowaniu w pewnym rozcienczeniu
w preparacie moze okazac sie nietoksyczny dla organizméw wodnych. Nalezy rowniez
pamieta¢ o oddziatywaniach synergistycznych/antagonistycznych poszczegélnych
substancji mogacych wystepowac w gotowym produkcie. Efekty te, wraz z toksyczno$cia

SLS w pewnych mieszaninach zostang oméwione w dalszej cze$ci tego rozdziatu.

Dwie sposrod badanych substancji pomocniczych - meglumina i weglan magnezu

(ciezki) zaliczy¢ mozna do III kategorii toksycznosci, a wiec do zwigzkéw szkodliwych
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dla $rodowiska wodnego. Meglumina jest 1-metyloaminowg pochodng sorbitolu,
stosowang w farmacji jako czynnik regulujacy pH oraz solubilizator. Substancja
ta znajduje sie na liScie substancji GRAS i jest dopuszczona do stosowania jako
substancja pomocnicza w kapsutkach, tabletkach oraz zastrzykach. [258]1 Jednak,
w literaturze naukowej traktujacej o ekotoksycznosci brak jest badan poswieconych
temu zwigzkowi. Istniejg badania na modelach zwierzecych sugerujace, ze meglumina
zazywana w wysokich dawkach moze posiada¢ wtasciwosci lecznicze w leczeniu takich
choréb jak otyto$¢, cukrzyca oraz niealkoholowe stluszczeniowe zapalenie
watroby. [258.259] Jak wspomniano wczes$niej, meglumina jest pochodng sorbitolu, stad
spodziewa¢ mozna bytoby sie podobnej ekotoksycznosci tych dwéch zwigzkéw. W toku
przeprowadzonych badan wykazano, ze sorbitol jest catkowicie nietoksyczny
w badanym stezeniu, jego warto$s¢ ECso wynosi ponad 31 061 mg/L, podczas gdy dla
megluminy warto$¢ ta wynosi zaledwie 18.05 mg/L. Zwigzki te w swojej strukturze
chemicznej réznig sie tylko grupg metyloaminowg, ktéra nadaje megluminie
wtlasciwosci zasadowe, niekorzystne dla bakterii A. fischeri. Takich wtasciwos$ci nie
wykazuje sorbitol, ktéry w warunkach pomiarowych powoduje pojawienie sie zjawiska
hormezy, czyli korzystnego dziatania niskich dawek. [260] Drugim badanym zwigzkiem
zaliczanym do III kategorii toksycznoSci jest ciezki weglan magnezu, w sktad ktérego
wchodzi MgCOs3 z 40-50% dodatkiem Mg(OH)2. [261] Jest on dopuszczony do stosowania
w formulacjach farmaceutycznych (tabletkach, kapsutkach) w iloSciach do 45%
wagowych. [881 Peini on funkcje czynnika pochtaniajacego (np. aromaty) oraz
stabilizatora. [250] Duza toksycznos$¢ tego zwigzku prawdopodobnie zwigzana jest,
podobnie jak w przypadku megluminy, z zasadowym odczynem weglanu magnezu
(Tabela S5, materialy dodatkowe), co wigze sie z niekorzystnymi warunkami dla

bakterii.

W rozwazaniach podrozdziatu 1.2.2.1. wytypowano celuloze mikrokrystaliczng
oraz bezwodng, koloidalng krzemionke jako zwigzki potencjalnie powodujgce
zwiekszenie toksyczno$ci formulacji farmaceutycznej. W wyniku przeprowadzonych
badan stwierdzono, ze celuloza mikrokrystaliczna z warto$cig ECso, 30 min na poziomie
1958 mg/L oraz bezwodna, koloidalna krzemionka z ECso, 30 min = 2681 mg/L
sg zwigzkami nietoksycznymi dla Srodowiska, chociaz ich wartosci ECso nie sg az tak

wysokie jak dla innych nietoksycznych substancji pomocniczych. Celuloza
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mikrokrystaliczna jest czeSciowo zdepolimeryzowang formg celulozy, otrzymywang
z prekursora a-celulozy. Badana celuloza mikrokrystaliczna typu PH-102 charakteryzuje
sie $Srednim rozmiarem czastek na poziomie 100 pm i jest stosowana w farmacji jako
substancja wigzaca, rozsadzajaca, absorbujaca, wypetniajaca, poslizgowa i zapobiegajaca
przywieraniu. [262] Jako, Ze celuloza jest naturalnym komponentem roslin i wystepuje
w $rodowisku przyjmuje sie, Ze substancja ta jest bezpieczna dla $rodowiska [263]
jednakze w literaturze naukowej brak jest badan ekotoksykologicznych poswieconych
temu zwigzkowi. Podejrzewa sie, ze celuloza mikrokrystaliczna, ze wzgledu na swoje
niewielkie rozmiary moze wykazywac zwiekszone wtasciwosci absorpcyjne i wnika¢ do
komoérek przez jej pory, ulega¢ bioakumulacji i zaburza¢ funkcjonowanie komorek.
W roku 1997 Komisja Europejska wydata dyrektywe zakazujaca stosowania czastek
celulozy mikrokrystalicznej o wielko$ci ponizej 5000 nm (5 pm). [264] Krzemionka
koloidalna stosowana jest w farmacji jako $rodek przeciwzbrylajacy, stabilizator emulsji,
Srodek poslizgowy, zawieszajacy, stabilizator oraz srodek zwiekszajacy lepkos¢. [265]
W niniejszej dysertacji, badania ekotoksykologiczne przeprowadzono na stosowanym
w farmacji produkcie Aerosil R200 zawierajacym zagregowang krzemionke koloidalng
o pierwotnym rozmiarze czastek ok. 12 nm. [266] Dodatkowo, w celu ustalenia wptywu
rozmiaru czastek oraz formy krzemionki koloidalnej na toksyczno$¢ wobec bakterii
A. fischeri zbadano ekotoksyczno$¢ dwéch innych form krzemionki: ptynnej formy
LUDOX SM-30 (rozmiar czgstek 7 nm) oraz nanoproszku (rozmiar czastek 10-15 nm).
Biorac pod uwage fakt, ze LUDOX SM-30 zawiera 30% wagowych SiO2, jego warto$¢
ECs0 30 min wynoszaca 3794 mg/L w przeliczeniu na czysty SiO2 wynosi 1138.2 mg/L.
W Tabeli 22 zestawiono warto$ci ECso wobec bakterii A. fischeri roznych form

krzemionki wraz z wielko$cig jej czastek.

Tabela 22. Wartos$ci ECso réznych form krzemionki wobec A. fischeri w zalezno$ci od wielkoSci czastek.

. . Wielkos¢ Wartos¢ -
Forma krzemionki czastek [nm] ECs0,30 min [mg/L] Test Zrodlo
Nanoproszek 10-15 226.4
LUDOX SM-30
(30% koloidalny roztwoér amorficznej 7 1138.2* opracowana modyfikacja ta praca
krzemionki) Microtox® Basic Solid Test p
Aerosil R200
(hydrofilowy pyt krzemionkowy) 12 2681
Proszek 60-100 333.82 metoda wykorzystujaca
4 [241]
Mezoporowata krzemionka 60-150 319.68 opracovi/any przez autorow
uminometr
Proszek 50 1000 test podstawowy Microgox® dla 1242]
Proszek 100 wodnych ekstraktéw

* w przeliczeniu na czysty SiO2
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Dotychczas, krzemionka byta przedmiotem wielu badan, gtéwnie ze wzgledu na fakt,
ze nanoczastki SiO2 s3a jednymi z najczeSciej produkowanych nanomateriatéw. [267,268]
Znajduja one swoje zastosowanie w produktach ceramicznych, szklanych,
kosmetycznych, a takze w medycynie oraz farmacji. [269 270] Krzemionka koloidalna,
np. Aerosil R200, jest stosowana w farmacji jako $rodek poslizgowy do produkcji
proszkow, kapsutek i tabletek. [271.272] Ze wzgledu na maty rozmiar czastek pierwotnych,
jak i aglomeratdéw, sg one silnie adsorbowane na powierzchniach wiekszych czastek. [273]
Jako, ze krzemionki stosowane s3 w postaci nanoczastek, w literaturze naukowej
podejmowane byty tematy dotyczace bezpieczenstwa stosowania tego typu zwigzkdéw,
a takze ich ekotoksycznosci. Safekordi i wspotpracownicy zbadali ekotoksycznos¢
dwoéch rodzajow krzemionki wobec A. fischeri: w postaci proszku oraz krzemionki
mezoporowatej, otrzymujac dla obu tych form zblizone wartosci ECso (Tabela 22). [241]
Warto podkres$li¢, Ze autorzy tych badan nie wykorzystywali aparatu Microtox®,
a pomiary oparte byly o opracowany przez autoréw luminometr. Z kolei, Casado
i wspétpracownicy zbadali dwie formy krzemionki o rdéznej wielko$ci czastek przy
wykorzystaniu protokotu Microtox® odnoszacego sie do wodnych ekstraktéw badanego
toksykanta. [242] Wykazali oni, Ze badane formy SiO2 nie sg toksyczne w maksymalnym
badanym stezeniu wynoszacym 1000 mg/L. Wyniki przedstawione w Tabeli 22 stuza
do celéw poréwnawczych, jednak nalezy pamieta¢, Ze nie wszystkie zostaty uzyskane
przy pomocy tego samego protokotu badawczego, stad iloSciowe poréwnywanie
zamieszczonych wynikow moze by¢ nieco mylace. W odniesieniu do wynikéw
uzyskanych w niniejszej pracy doktorskiej zauwazy¢ mozna duzo wiekszg toksycznos¢
natywnej, sproszkowanej krzemionki od form stosowanych komercyjnie w farmacji,
tj. Aerosil R200. Wynika to prawdopodobnie z wiekszej dostepnosci nanoproszku SiO2
dla bakterii - nie tworzy on aglomeratow, ani uktadéow koloidalnych. Mimo, iz preparat
Aerosil R200 posiada podobng pierwotng wielko$¢ czastek SiO2 (12 nm) do badanego
proszku (10-15 nm), to jest od niego 10-krotnie mniej toksyczny - wynika to z faktu
aglomeracji krzemionki w hydrofilowym preparacie, co wigze sie z jej mniejsza
dostepnoscia dla bakterii. Z kolei preparat LUDOX SM-30, mimo iz posiada krzemionke
o najmniejszej wielkosci czastek (7 nm) charakteryzuje sie toksyczno$cig 5-krotnie
mniejszg, niz nanoproszek SiO2. Prawdopodobnie zwigzane jest to z koloidalnymi
wlasciwosciami preparatu LUDOX, a zatem mniejsza dostepnos$cig SiO2 dla bakterii.

Preparat LUDOX zostat takze przebadany przez zesp6t van Hoecke pod katem
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ekotoksycznosci wobec zielonych alg, gdzie wykazano, Ze ta forma krzemionki jest dla
nich toksyczna. Autorzy badania nie stwierdzili wychwytu czastek SiO2 do komorek, lecz
ich adsorbcje na $cianach komérkowych badanych organizmoéw. [274] Zbadano réwniez
wptyw SiO2 o wielkoSci czastek 20 i 50 nm na organizmy wodne Daphnia magna.
Autorzy badania wykazali brak toksycznosci ostrej badanej krzemionki w stezeniu do
100 mg/L, jednak zaobserwowano znaczgce zmiany fizjologiczne i behawioralne
u dorostych i mtodych osobnikéw D. magna. 1275 Przede wszystkim obserwowano
zmiane wydajnosci ptywania, wielko$ci osobnikéw, ostabienie reprodukcji - czynniki te
stanowity poparcie hipotezy, ze Si02 ma negatywny wptyw na D. magna. Inni autorzy
wykazali, Ze zaréwno formy amorficzne, jak i krystaliczne SiO2 moga doprowadzac
do zwitéknienia weztéw chtonnych u szczuréw. [276] Warto jednak podkreslié,
ze przewidywane stezenie nanoczastek SiO2 w $rodowisku wodnym wynosi 562 ng/L
(Europa Péinocna) oraz 2600 ng/L (Europa Potudniowo-Wschodnia) - s3 to najwieksze
stezenia sposrdd wszystkich analizowanych nanoczastek (Alz203, CeO2, tlenki Zelaza),
jednak wcigz o wiele nizsze, niz warto$ci ECso uzyskane dla réznych form

krzemionki. [277]

Analizujgc wyniki badan przedstawione w Tabeli 21 warto zwro6ci¢ uwage na
3 substancje pomocnicze z grupy powidonéw - powidon K25, powidon K30 oraz
krospowidon (typ A). S3 one syntetycznymi polimerami winylopirolidonu, stosowanymi
jako nos$niki do dyspergowania i zawieszania lekow, a takze jako $rodki rozsadzajace
i spajajace. W zaleznoSci od stopnia polimeryzacji wyrdzniamy powidon - rozpuszczalny
w wodzie, liniowy polimer o masie czgsteczkowej od 8000 do 10000 daltonéw oraz
krospowidon - nierozpuszczalny w wodzie, usieciowany polimer winylopirolidonu
o masie wiekszej niz 700000 daltonéw. [278] W obrebie powidonéw, w farmacji stosuje
sie powidony o réznej wartosci K (badane w pracy: powidon K25 i powidon K30), ktéra
zwigzana jest ze stopniem polimeryzacji, Srednig masg czasteczkowq i lepko$cia. [27°]
W toku przeprowadzonych badan stwierdzono, Ze toksyczno$¢ powidonéw wobec
A. fischeri ro$nie w szeregu krospowidon < powidon K25 < powidon K30, wykazujac
wartosci ECso, 30 min odpowiednio: 49855 mg/L < 1599 mg/L < 1130 mg/L (Tabela 21).
Nie jest wynikiem zaskakujgcym mata toksyczno$¢ krospowidonu - jest to polimer
usieciowany, stabo rozpuszczalny, a zatem o matej dostepnosci dla A. fischeri.

Toksycznos$ci powidonu K25 oraz K30 mozna uzna¢ za poréwnywalne, szczegOlnie
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rozwazajgc wartosci po 5 i 15 minutach ekspozycji. Polimery nie r6znia sie znaczaco od
siebie - powidon K30 posiada wieksza mase czasteczkowag oraz wyzszy stopien
polimeryzacji, jednak obydwie formy powidonu posiadajg czasteczki podobnej wielkoSci

(powyzej 50 pm) oraz charakteryzujg sie wiasciwo$ciami kompleksujgcymi.

1.2.2.2.2. EKkotoksycznos$¢ mieszanin typu API-substancja pomocnicza oraz

substancja pomocnicza-substancja pomocnicza

Przeprowadzono analize sktadu trzech formulacji farmaceutycznych badanych
w podrozdziale 1.2.2.1. (Valtap, Lozap oraz Telmizek) i przebadano ekotoksyczno$¢
mieszanin dwusktadnikowych zawierajacych API + substancje pomocniczg wystepujaca
w danej formulacji. Z racji duzej ilosci mozliwych kombinacji, nie badano mieszanin ze
zwigzkami o bardzo duzej wartosci ECso (nietoksycznych). tj. sorbitolu, skrobi
kukurydzianej prezelowanej, krospowidonu i fumaranu stearylowo-sodowego.
W dalszej kolejnosci zbadano ekotoksyczno$¢ mieszanin dwusktadnikowych typu
substancja pomocnicza/substancja pomocnicza, do ktérych wykorzystano substancje
pomocnicze wykazujgce interakcje z API. Przeanalizowano réwniez ekotoksycznos$¢
mieszanin trojsktadnikowych typu 3x substancja pomocnicza lub API/2x substancja
pomocnicza. Sktad mieszanin odpowiadat sktadowi deklarowanemu przez producenta
danego preparatu farmaceutycznego, przy czym, jako, ze producenci farmaceutykow
zastrzegaja sobie prawo do niedefiniowania iloSciowej zawartosSci poszczego6lnych
substancji pomocniczych, ilosci te zostaty dobrane zgodnie z zaleceniami dotyczacymi
procentowej zawartos$ci poszczegolnych substancji pomocniczych w formulacji. Wyniki
badan ekotoksykologicznych mieszanin przedstawiono w Tabeli 23. Ponizej zostang
one omowione z podzialem na trzy API (VAL, LOS-K, TEL) oraz poréwnane
z wartoS$ciami przewidywanymi z wykorzystaniem modeli CA i IA.
Tabela 23. Wartosci ECso badanych mieszanin zawierajacych substancje pomocnicze wobec bakterii

A. fischeri (modyfikowany protokoét Microtox® Basic Solid Phase Test) po 5, 15 i 30 minutach ekspozycji

wraz z 95% przedziatami ufnosci oraz wspo6tczynnikami determinacji R2.

Skiad % ECso [mg/L];
API Mieszanina mie_szz_mir_ly w (95% pr?edzial }lfnoéci) B
odniesieniu do wspotczynnik R?
calej tabletki 5 min | 15 min | 30 min
Mieszaniny: VAL + substancja pomocnicza
VAL 319.0 382.5 307.9
VAL + celuloza mikrokrystaliczna 47% + 23% (132.3-769.0) (103.6 -1412) (84.13-1127)
0.7959 0.6419 0.5859
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24619 15105 7855
VAL +weglan magnezu 47% + 5% (2674 - 226629) (1060 - 215266) (1295 - 47651)
0.9616 0.7598 0.7972
675.2 571.3 1046
VAL + powidon K25 47% + 5% (371.7 - 1226) (289.3 - 1128) (158.5 - 6907)
0.8966 0.8580 0.9717
34.75 29.39 28.91
VAL + laurylosiarczan sodu 47% + 1% (29.38-41.10) (22.48 -38.41) (19.82-42.16)
0.9936 0.9898 0.9802
130.7 111.6 58.97
VAL + krzemionka koloidalna 47% + 1% (1283 - 133.2) (49.01 - 254.2) (39.42 - 88.23)
1.0000 0.9937 0.9747
Mieszaniny: substancja pomocnicza + substancja pomocnicza
240.6 154.8 85.99
weglan magnezu + powidon K25 5% + 5% (154.5-374.6) (59.19 - 404.6) (9.907 - 746.4)
0.9557 0.8587 0.7819
. 114.1 118.3 71.10
weglan magnez + krzemionka 5% + 1% (24.14 - 539.1) (83.90 - 166.8) (4159 - 1215)
ololdaina 0.7982 0.9662 0.6047
. . 11 028 5845 6199
p"W‘dO“kaS.g ]l‘rzem“’nka 5% + 1% (1181 - 102957) (2560 - 13343) (3114 - 12342)
oloidaina 0.7085 0.7972 0.8622
Mieszaniny tréjskladnikowe
powidon K25 + krzemionka 553.4 353.1 305.8
Koloidalna + weglan magnezu 5% + 1% + 5% (385.5 - 794.4) (206.4 - 600.7) (171.3 - 546.0)
0.9563 0.9238 0.8825
. . 258.4 179.6 163.8
VAL + p°"‘”°]1(°rl’ IdeSl +lrzemionka |00 sor L 106 | (1150 - 580.4) (66.95 - 482.0) (74.04 - 362.3)
oloidaina 0.7962 0.7297 0.8299
Mieszaniny wieloskladnikowe
wszystkie substancje 23% +12% + 5% 164.4 81.22 59.26
e VAL T +5%+5%+2% | (131.0-206.3) (69.57 - 94.82) (53.52 - 65.50)
pomocnicze +1% + 2% + 1% 0.9797 0.9915 0.9964
47% +23% +
. . 129.2 67.63 47.85
VAL xwszystide substancje | 1296 + 53 ¥ SH | (1079-1546) | (5689-8040) | (35.84-6389)
pomocnicze % + 2% + 1% + 0.9880 0.9915 0.9819
2%+ 1%
Mieszaniny: LOS-K + substancja pomocnicza
LOS-K + celuloza 931.2 770.0 771.6
mikrokrystalicma 24% + 38% (809.2 - 1072) (167.0 - 3550) (79.31 - 7506)
0.9945 0.9752 0.9457
691.8 618.2 546.6
LOS-K + mannitol 24% + 20% (637.7 - 750.6) (530.2 - 720.8) (440.5 - 678.4)
0.9981 0.9937 0.9887
391.8 294.1 278.8
LOS-K + krzemionka koloidalna 24% + 1% (279.7 - 548.8) (275.9 - 313.5) (227.9-341.2)
LOS-K 0.9876 0.9992 0.9971
440.7 319.7 260.3
LOS-K + talk 24% + 1% (327.2 - 593.6) (232.4 - 440.0) (180.9 - 374.5)
0.9733 0.9717 0.9479
Mieszaniny wieloskladnikowe
. ; 1519 1838 2101
wszystkie S“b;(t)asngf isf/o"/*ff;’/": 15;”’ (1300 - 1774) (1454 - 2324) (1631 - 2708)
pomocnicze LU~ or om 0.9914 0.9796 0.9763
LOS-K + wszystkie substancje 24% + 38% + 800.4 6218 536.9
ey 20%+5%+ 1%+ | (475.0 - 1349) (336.9 - 1148) (268.5 - 1074)
pomocnicze 1% + 1% 0.9140 0.8510 0.8129
Mieszaniny: TEL + substancja pomocnicza
é:f’;f_ 13882 15401
TEL + mannitol 17% + 45% (3052 - 63153) (2575 - 92096)
4009769) 0.9893 0.9872
0.8602 ) )
4017 4583 4566
TEL + powidon K25 17% + 5% (3018 - 5347) (3454 - 6080) (3455 - 6034)
TEL 0.9859 0.9856 0.9861
66.42 53.11 48.05
TEL + meglumina 17% +30% (27.66 - 159.5) (9.586 - 294.2) (6.499 - 355.2)
0.7661 0.5387 0.3256
Mieszaniny: substancja pomocnicza + substancja pomocnicza
9620 34023
mannitol + powidon K25 45% + 5% (355.2-260504) | (42.72-27097494) | brak toksycznosci
0.6879 0.9664
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136.2 83.17 73.14
mannitol + meglumina 45% +30% (26.70 - 694.9) (26.37 -262.2) (20.99 - 254.9)
0.9633 0.7808 0.7226
1.058 0.9118 1.011
meglumina + powidon K25 30% + 5% (0.5888-1.901) (0.6509 - 1.277) (0.- 1.440)
0.9588 0.9879 0.9856
Mieszaniny wieloskladnikowe
. . 85.27 57.73 48.25
wszy Stk‘e.s‘lbsqui‘cg’e 45% ;'Of% 1'0;’0% (46.67 - 155.8) (17.69 - 188.4) (13.97 - 166.6)
pomocnicze rehrlh 0.8943 0.7822 0.8052
. . 75.47 73.78 50.19
TEL + wszystkie substancje 173(?0/" 452(;//0 * 51(:,//" (11.90 - 478.8) (3.562 - 1528) (6.503 - 387.3)
pomocnicze roUhT AT TR 0.7019 0.2907 0.2873

1 wszystkie substancje pomocnicze VAL: celuloza mikrokrystaliczna, sorbitol, weglan magnezu, powidon K25, prezelowana skrobia
kukurydziana, fumaran skrobiowo-sodowy, laurylosiarczan sodu, krospowidon, koloidalna krzemionka bezwodna;

2 wszystkie substancje pomocnicze LOS-K: celuloza mikrokrystaliczna, mannitol, krospowidon, koloidalna krzemionka bezwodna,
talk, stearynian magnezu;

3 wszystkie substancje pomocnicze TEL: mannitol, powidon K25, meglumina, wodorotlenek potasu, stearynian magnezu.

1.2.2.2.2.1. EKkotoksycznosc¢ mieszanin walsartanu y/ substancjami
pomocniczymi
Eksperymentalne wartosci ekotoksycznosci dla mieszanin zawierajacych

walsartan (VAL) przedstawiono w Tabeli 23. W Tabeli 24 przedstawiono natomiast
wartosci ECso, 30 min obliczone z wykorzystaniem modeli CA i IA wraz z obliczonymi

na scharakteryzowanie

wystepujacych
oddziatywan antagonistycznych, addytywnych wzglednie synergistycznych.

wspoétczynnikami MDR  pozwalajgcymi

Tabela 24. Przewidywana toksyczno$¢ mieszanin VAL oraz substancji pomocniczych obecnych w
formulacjach VAL obliczona z zastosowaniem modeli CA i IA wraz z warto$ciami MDR (odchylenie

wartoSci eksperymentalnej od przewidywanej).

ECso,30 min [mg/L] MDR Efekt przewidywany
Mieszanina
Model | Model | Model | Model
Eksperymentalna CA IA CA IA Model CA Model IA
VAL + celuloza
. 216. 114.1 . . i
mikrokrystaliczna 307.9 6.0 0.70 0.37 addytywny antagonistyczny
VAL + weglan magnezu 7855 133.8 16.54 0.02 0.002 | antagonistyczny | antagonistyczny
VAL + powidon K25 1046 164.8 184.1 0.16 0.18 antagonistyczny | antagonistyczny
VAL + laurylosiarczan sodu 2891 22.68 0.06 0.78 0.002 addytywny antagonistyczny
VAL . .
+ kezemionka koloidalna 58.97 153.5 122.3 2.60 2.07 synergistyczny synergistyczny
weglan magnezu
. 125. . 1.4 .
+ powidon K25 85.99 5.9 55.59 6 0.65 addytywny addytywny
weglan magnezu .
1.1 . 18.11 1.1 2
+ krzemionka keloidalna 71.10 78.33 8 0 0.25 addytywny antagonistyczny
powidon K25 . .
1 1 2 2 .
+ krzemionka koloidalna 6199 676 530 0.27 0.08 antagonistyczny | antagonistyczny
powidon K25
+ krzemionka koloidalna 305.8 137.8 44.0 0.45 0.14 antagonistyczny | antagonistyczny
+ weglan magnezu
VAL + powidon K25
+ krzemionka koloidalna 163.8 167.8 | 155.17 1.02 0.95 addytywny addytywny

Klasyfikacja efektow: synergistyczne (MDR 2 2), addytywne (0.5 < MDR < 2), antagonistyczne (MDR < 0.5).
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Przebadano 5 dwusktadnikowych mieszanin VAL z substancjami pomocniczymi
wystepujacymi  w  formulacji farmaceutycznej Valtap. Obliczenia prowadzone
z wykorzystaniem zaréwno modelu CA jak i IA wskazuja na wystepowanie
synergistycznych efektow w mieszaninie VAL z krzemionka koloidalna. Jest to jedyna
dwusktadnikowa mieszanina VAL, w ktérej zidentyfikowano oddziatywania tego typu,
sprawiajace, ze eksperymentalna toksyczno$¢ mieszaniny (ECso, 30 min= 56.97 mg/L) jest
mniejsza od przewidywanej toksycznosci (ECso, 30 min = 153.5 mg/L (CA); 122.3 mg/L
(IA)). Warto przypomnie¢, Ze wartosSci ECso, 30 min dla pojedynczych sktadnikéw tej
mieszaniny, VAL i krzemionki koloidalnej wynoszg odpowiednio: 150.5 mg/L (Tabela
18) oraz 2681 mg/L (Tabela 21). Znajac wtasciwosci fizykochemiczne obu substancji
podejrzewa¢ mozna, ze obecno$¢ Krzemionki Kkoloidalnej o witasciwosciach
hydrofilowych powoduje zmniejszenie hydrofobowosci VAL oraz utatwienie wnikniecia
do komorek bakteryjnych. Chcac sprawdzi¢ czy Kkrzemionka koloidalna wykazuje
synergizm dziatania z innymi sktadnikami tabletki, zbadano ekotoksycznos$é
dwusktadnikowych mieszanin krzemionki koloidalnej z weglanem magnezu oraz
powidonem K25. Otrzymane wyniki wskazuja na antagonistyczne interakcje
w mieszaninie krzemionki z powidonem K25 oraz addytywne/antagonistyczne
interakcje w mieszaninie z weglanem magnezu (w tym przypadku, zastosowane modele
CA i IA wskazuja na inne efekty). Mozna podejrzewaé, Ze znaczace obnizenie
toksyczno$ci mieszaniny krzemionki z powidonem K25 w stosunku do wartoSci
przewidywanych spowodowane jest tworzeniem aglomeratéw - zaré6wno krzemionka,
jak i polimeryczny powidon K25 posiadajg takie tendencje. Fakt tworzenia aglomeratow
i wystepowanie oddzialywan van der Waalsa w polimerowych dyspersjach krzemionki
potwierdzono w literaturze naukowej stwierdzajac, ze jest to utrudnienie ograniczajace
zastosowanie SiO2. [280.281] Co ciekawe, te antagonistyczne oddziatywania sg réwniez
obserwowane w mieszaninie tréjsktadnikowej powidon K25 + krzemionka koloidalna +
weglan magnezu, co réwniez mozna wyttlumaczy¢ aglomeracjg sktadnikow, ktora
powoduje ich mniejsza dostepnos¢ dla bakterii. Efekt ten jest bardziej widoczny
w  mieszaninie dwusktadnikowej (bez weglanu magnezu), gdzie wartos¢
eksperymentalna ECso, 30 min jest 4-11 razy wieksza od wartoSci przewidywanej, niz
w mieszaninie trédjsktadnikowej, gdzie warto$¢ eksperymentalna ECso, 30 min jest 2-7 razy
wieksza od wartoSci przewidywanej. Co ciekawe, synergizm dziatania VAL i krzemionki

koloidalnej nie jest zauwazalny w tréjsktadnikowej mieszaninie VAL + powidon K25 +

107



krzemionka koloidalna. W tym przypadku, mozna podejrzewac, ze synergistyczny efekt
dziatania VAL z krzemionka znosi sie z antagonistycznym efektem wystepujacym
miedzy powidonem K25, a krzemionkg - w wyniku czego, w trojsktadnikowej

mieszaninie obserwujemy efekt addytywny.

W dwusktadnikowych mieszaninach VAL z celuloza mikrokrystaliczng
i laurylosiarczanem sodu obserwuje sie addytywne dziatanie sktadnikow - w tym
przypadku model CA pozwolil na precyzyjne okresSlenie toksyczno$ci mieszanin.
W obydwo6ch przypadkach model [A znaczaco zaniza przewidywane warto$ci

toksycznosci, stad wskazuje on na antagonistyczne efekty.

Zarowno model CA, jak i IA pozwolity na stwierdzenie wystepowania efektéw
antagonistycznych w mieszaninach VAL z weglanem magnezu oraz powidonem K25.
Eksperymentalne wartosci ECso mieszanin s3 znacznie wyzsze, niZ te obliczone
z wyKkorzystaniem w/w modeli, co wskazuje na fakt wystepowania oddziatywan
powodujacych zmniejszenie faktycznej toksycznosci mieszaniny. Efekt ten jest mocno
zauwazalny w przypadku mieszaniny VAL + weglan magnezu, gdzie toksyczno$¢
eksperymentalna jest 59 razy mniejsza od wartosci przewidywanej z wykorzystaniem
modelu CA, ktéry uznano za bardziej zbiezny z wynikami eksperymentalnymi. Efekt ten
moze by¢ wytlumaczony zmiang pH badanej mieszaniny - VAL jest zwigzkiem
o charakterze kwasowym, natomiast weglan magnezu zwigzkiem o charakterze
zasadowym. W wyniku potaczenia tych zwigzkéw otrzymano mieszanine o pH
zblizonym do neutralnego, mniej szkodliwym dla bakterii A. fischeri (Tabela S5,

materiaty dodatkowe).

Generalnie mozna zauwazy¢, ze w przypadku VAL, wartosci ECso przewidywane
z wykorzystaniem modelu IA sg o wiele nizZsze, niz wartoSci eksperymentalne. Stad
obliczone wartosci MDR dla modelu IA czeSciej wskazujg na wystepowanie efektéw

antagonistycznych.
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1.2.2.2.2.2. Ekotoksycznosc¢ mieszanin losartanu Z substancjami

pomocniczymi

Eksperymentalne wartos$ci ekotoksycznosci dla mieszanin LOS-K przedstawiono
w Tabeli 23. W Tabeli 25 przedstawiono natomiast warto$ci ECso, 30 min Obliczone

z wykorzystaniem modeli CA i IA wraz z wspdtczynnikami MDR.

Tabela 25. Przewidywana toksyczno$¢ mieszanin LOS-K obliczona z zastosowaniem modeli CA i IA wraz

z warto$ciami MDR (odchylenie warto$ci eksperymentalnej od przewidywanej).

ECs0,30 min [mg/L] MDR Efekt przewidywany
Mieszanina
Model Model | Model | Model
Eksperymentalna cA A CcA IA Model CA Model IA
LOS-K + celuloza
771. 4.1 167. 7 22 d i
mikrokrystaliczna 6 58 67.3 0.76 0 addytywny | antagonistyczny
LOS-K + mannitol 546.6 481.2 197.5 0.88 0.36 addytywny | antagonistyczny
LOS-K + krzemionka koloidalna 278.8 287.0 143.7 1.03 0.52 addytywny addytywny
LOS-K + talk 260.3 281.7 46.61 1.08 0.18 addytywny | antagonistyczny

Klasyfikacja efektow: synergistyczne (MDR 2 2), addytywne (0.5 < MDR < 2), antagonistyczne (MDR < 0.5).

W przypadku LOS-K przebadano 4 mieszaniny dwusktadnikowe z réznymi
substancjami pomocniczymi. Mniejsza ilo§¢ mieszanin niz w przypadku VAL wynika
z faktu, Ze formulacja farmaceutyczna Lozap (substancja czynna: LOS-K) zawierata
mniejszg ilo$¢ substancji pomocniczych, niz np. formulacja Valtap (substancja czynna:
VAL). Co ciekawe, wedtug zatozen modelu CA, wszystkie mieszaniny LOS-K wykazywaty
efekt addytywny, tj. nie obserwowano zwiekszenia, ani zmniejszenia toksycznosci
mieszaniny wzgledem oczekiwanej warto$ci. Prawdopodobnie wynika to z faktu, ze
LOS-K, jako jedyny badany ARBs wystepuje w postaci soli potasowej, przez co
charakteryzuje sie lepsza rozpuszczalno$cia i mniejszga hydrofobowoscig, stad
wprowadzenie drugiego zwigzku nie zmienia znaczgco toksycznoSci, ani dostepnosci

LOS-K dla bakterii.

Podobnie jak w przypadku mieszanin VAL, réwniez dla serii mieszanin LOS-K,
wartosci przewidywane z wykorzystaniem modelu IA sg znacznie nizsze, niz wartosci

eksperymentalne, co sugeruje wystepowanie efektow antagonistycznych.
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1.2.2.2.2.3. Ekotoksyczno$¢ mieszanin telmisartanu z  substancjami

pomocniczymi

Eksperymentalne wartoSci ekotoksyczno$ci dla mieszanin TEL przedstawiono
w Tabeli 23. W Tabeli 26 przedstawiono natomiast wartos$ci ECso, 30 min obliczone

z wykorzystaniem modeli CA i IA wraz ze wspo6tczynnikami MDR.

Tabela 26. Przewidywana toksyczno$¢ mieszanin TEL oraz substancji pomocniczych obecnych
w formulacji TEL obliczona z zastosowaniem modeli CA i IA wraz z warto$ciami MDR (odchylenie

wartos$ci eksperymentalnej od przewidywanej).

ECso,30 min [mg/L] MDR Efekt przewidywany
Mieszanina
Model | Model | Model | Model
Eksperymentalna CA A cA A Model CA Model IA
TEL + mannitol 15401 269.01 2.02 0.02 0.0001 | antagonistyczny | antagonistyczny
TEL + powidon K25 4566 98.61 64.81 0.02 0.01 antagonistyczny | antagonistyczny
TEL + meglumina 48.05 24.97 0.54 0.52 0.01 addytywny antagonistyczny
mannitol + powidon K25 34 023* 3626.35 | 815.81 0.11 0.02 antagonistyczny | antagonistyczny
mannitol + meglumina 73.14 44.84 17.97 0.61 0.25 addytywny antagonistyczny
meglumina + powidon K25 1.011 21.02 41.71 20.79 41.26 synergistyczny synergistyczny

Klasyfikacja efektow: synergistyczne (MDR 2 2), addytywne (0.5 < MDR < 2), antagonistyczne (MDR < 0.5).
* prébka charakteryzujaca sie brakiem toksyczno$ci przy czasie ekspozycji 30 minut - przedstawiono warto$¢ ECso, 15 min

W przypadku TEL przebadano ekotoksyczno$¢ trzech dwusktadnikowych
mieszanin TEL + substancja pomocnicza. Zaréwno model CA, jak i [A pozwalajg
na zidentyfikowanie efektéw antagonistycznych w mieszaninach TEL z mannitolem oraz
powidonem K25. Obserwowana toksyczno$¢ tych mieszanin jest, odpowiednio, 57 i 46
razy mniejsza, niz ta przewidywana z wykorzystaniem modelu CA. Rdznice miedzy
toksycznos$cia eksperymentalng, a przewidywang sa jeszcze wieksza w przypadku
obliczen z zastosowaniem modelu IA i wynosza one, odpowiednio, 7700 oraz 70 -
przewidywane wartosci ECso z zastosowaniem tego modelu, ponownie sg znaczaco
nizsze. Podobnie jak w przypadku VAL, TEL rowniez wykazuje efekt antagonistyczny w
potaczeniu z powidonem K25, prawdopodobnie z tego samego powodu, tj. tworzenia
aglomeratow utrudniajgcych dostepnos¢ TEL dla bakterii. Zaréwno TEL, jak i VAL
posiadaja w swojej strukturze ugrupowania hydroksylowe, ktéore moga oddziatywac z
grupami karbonylowymi powidonu K25, utatwiajac agregacje - tego typu oddziatywania
s3 znane dla powidonu i polifenoli. [282] Zaskakujgca jest wysoka eksperymentalna
warto$¢ ECso dla mieszaniny TEL z mannitolem. Podczas gdy, wartosci ECso, 30 min

pojedynczych sktadnikow wynosza: 77.31 mg/L (TEL, Tabela 18) oraz 4253 mg/L
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(mannitol, Tabela 19), ich mieszanina charakteryzuje sie wartosciag 15401 mg/L
(Tabela 23) - zauwazalne sg efekty antagonistyczne wystepujace miedzy TEL, a
mannitolem, ktdry uwazany jest jako sktadnik zupelnie inertny w stosunku
do API. [283] Antagonistyczny efekt obserwowany jest rowniez w mieszaninie mannitolu

z powidonem K25 (Tabela 26).

W mieszaninach zawierajagcych meglumine (TEL + meglumina, mannitol +
meglumina), wg obliczen z zastosowaniem modelu CA nie obserwuje sie wystepowania
efektow antagonistycznych/synergistycznych. Natomiast w mieszaninie dwoéch
substancji pomocniczych meglumina + powidon K25 obserwuje sie silnie synergistyczne
oddzialywania (ponownie model IA przeszacowuje przewidywane wartosci). Efekt ten
mozna ttumaczy¢ zmiang pH mieszaniny w stosunku do warto$ci pH pojedynczych
substancji (Tabela S5, materialy dodatkowe). Meglumina jest zwigzkiem zasadowym
o duzej toksycznoSci w stosunku do bakterii A. fischeri. Powidon K25 (zaw. 5%
w mieszaninie) jest zwigzkiem stabo toksycznym o kwasowym pH wynoszacym ok. 4.
W badanej mieszaninie iloSciowo przewaza meglumina (zaw. 30% w mieszaninie) o pH
blisko 11, stad pH mieszaniny wykazuje dos¢ silny charakter zasadowy, ktéry powoduje
zmiany strukturalne w powidonie K25, przyczyniajac sie do jego mniejszej
rozpuszczalnosci, a zatem wktad powidonu K25 w ostateczng toksyczno$¢ mieszaniny

jest nieznaczny.[284]

Podsumowujac, dla wszystkich badanych mieszanin ARBs (VAL, LOS-K, TEL)
zastosowanie modelu CA pozwolito na obliczenie toksyczno$ci mieszanin z wieksza
doktadnos$cia, model IA znaczaco zawyzat lub zanizat przewidywane wartoSci
toksycznosci. To samo dotyczy mieszanin substancji pomocniczych, gdzie toksycznosci
przewidywane z wykorzystaniem modelu IA byty znaczaco przeszacowane. Podobne
wyniki otrzymano w innych badaniach mieszanin lekow wobec bakterii A. fischeri, gdzie
stwierdzono, ze model CA daje blizsze prognozy toksycznos$ci i powinien by¢ zalecany do
modelowania toksyczno$ci mieszanin lekow o odmiennym dziataniu. [285] Jednakze,
doktadnos$¢ predykcji zastosowanych modeli zalezy od rodzaju badanych substancji
i moze zdarzy¢ sie, ze ani model CA, ani IA nie pozwoli na doktadne przewidzenie
toksyczno$ci mieszaniny. [286] Warto przypomnieé, ze model IA zostat stworzony dla

mieszanin zwigzkéw chemicznych, ktére maja inne cele molekularne, podczas gdy
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model CA dla mieszanin zwigzkéw dziatajagcych wg podobnego mechanizmu. Mozna
podejrzewac, ze w badaniach prowadzonych z wykorzystaniem bakterii A. fischeri cele
molekularne badanych lekéw ujednolicaja sie i ich mechanizmy toksycznego dziatania
sg podobne, zwykle skupione na btonie bakteryjnej - stad obserwowana jest wyzsza

precyzja zwigzana z modelem CA.

1.2.2.2.2.4. Ekotoksycznos$¢ mieszanin wieloskladnikowych

Dla wszystkich ARBs zbadano ekotoksyczno$¢ wielosktadnikowych mieszanin
majgcych odzwierciedla¢ ich faktyczng formulacje farmaceutyczng, tj. sporzadzono
mieszanine wszystkich substancji wypetniajgcych (ekotoksycznos$¢ samej wypetniajace;j
masy tabletkowej) oraz tg samg mieszanine z dodatkiem API (ekotoksyczno$¢ catej
tabletki) (Tabela 23). Wyniki przedstawiono graficznie na Rys. 22. Zauwazy¢ mozna
tendencje, ktéra juz wcze$niej byta obserwowana w badaniach przedstawionych
w CZESCI I (podrozdziat 1.2.2.1, Rys. 20, Tabela 19) - w przypadku VAL formulacja
farmaceutyczna (substancje pomocnicze + VAL) charakteryzuje sie wieksza
toksycznos$cig, niz czysty VAL. Odwrotng zalezno$¢ i wiekszg toksycznosS¢ API
w stosunku do formulacji farmaceutycznej obserwuje sie w przypadku LOS-K i TEL.
Wynika to z réznego sktadu badanych formulacji. R6znica miedzy toksycznoScig catej
formulacji farmaceutycznej, a jej wypelniajaca masa tabletkowg (mieszaning substancji
pomocniczych) byla znaczaca w przypadku badan opisanych w CZESCI I (Rys. 20).
W przypadku formulacji otrzymanych poprzez zmieszanie poszczegblnych substancji
pomocniczych réznice te sg nieznaczne, zauwazalne gtéwnie w przypadku LOS-K (Rys.
22). Warto zauwazy¢, ze toksyczno$¢ formulacji farmaceutycznych otrzymanych
poprzez zmieszanie poszczegdlnych substancji pomocniczych (zaréwno z, jak i bez API)
nie jest identyczna z warto$ciami otrzymanymi dla komercyjnych formulacji w CZESCI I.
Najprawdopodobniej wynika to z faktu niemozliwego do odtworzenia skiadu
poszczegblnych formulacji farmaceutycznych - mimo, iz znany jest skiad jakosSciowy
preparatu farmaceutycznego, doktadne ilosci stosowanych sktadnikow pomocniczych sa

tajemnicg producenta.

112



2500

2101

2000
=
W 1500
E

£
S 1000
5
g ., 536,9

276,7
150,5 77,31
. 4785 5926 - 50,19 48,25

Formulacja Masa Czysty VALFormulacja Masa Czysty Formulacja Masa Czysty TEL
VAL  tabletkowa LOS-K tabletkowa LOS-K TEL  tabletkowa
VAL LOS-K TEL

Rys. 22. Poréwnanie ekotoksycznosci wobec A. fischeri catej formulacji farmaceutycznej zawierajacej dany sktadnik
API (otrzymanej poprzez zmieszanie poszczegélnych substancji pomocniczych z API) z toksyczno$cig samej masy

tabletkowej (mieszaniny substancji pomocniczych bez API) oraz czystg API.

Whioski do podrozdziatu 1.2.2.2.:

v Wykazano duza ekotoksyczno$¢ niektérych substancji pomocniczych stosowanych
w komercyjnych formulacjach farmaceutycznych, tj. laurylosiarczanu sodu, megluminy
i weglanu magnezu.

v' Toksyczno$¢ SiO; zalezy zaréwno od wielkoSci czastek, jak i jej formy komercyjnej.
Podobnie, toksyczno$¢ powidondw zwigzana jest z ich usieciowaniem i stopniem
polimeryzacji.

v" Wykazano istnienie szeregu efektéw antagonistycznych i synergistycznych w badanych
mieszaninach, m.in. efekt synergistyczny miedzy VAL, a krzemionka koloidalng oraz
megluming i powidonem K25.

v" Model CA pozwala na przewidywanie ekotoksyczno$ci mieszanin z wiekszg precyzja, niz
model [A. Wyniki otrzymane z zastosowaniem modelu IA byty przeszacowane, jednak
nierzadko przewidywany efekt byt zgodny z tym przewidywanym modelem CA.
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2DMETODY QSAR W OCENIE RYZYKA SRODOWISKOWEGO

W ramach niniejszej pracy podjeto prdébe korelacji wartosci ECso uzyskanych
w wyniku badan toksycznos$ci wobec bakterii A. fischeri z deskryptorami dwéch grup
zwigzkOéw wymienionych ponizej. W przypadku grupy amoniowych cieczy jonowych,
ktére sg zwigzkami o charakterze herbicydowym, opracowanie odpowiedniego modelu
QSAR da mozliwo$¢ projektowania jonowych zwigzkéw herbicydowych o matej
ekotoksyczno$ci wobec organizméw wodnych, a zatem bezpieczniejszych dla
Srodowiska. Z kolei, opracowanie modelu QSAR dla grupy ARBs i pochodnych
bifenylowych pozwoli na wczesng ocene ryzyka srodowiskowego zwigzang z obecnos$cia

tych zwigzkow oraz ich pochodnych/metabolitow w ekosystemie.

1.) Grupa amoniowych cieczy jonowych obejmuje 16 zwigzkdéw, ktérych cechg wspélng
jest posiadanie kationu diizopropyloamoniowego oraz anionu w postaci kwasu
karboksylowego. Ich ekotoksyczno$¢ wobec bakterii A. fischeri zostata zbadana i opisana
w podrozdziale 1.1.2. Badan wlasnych niniejszej dysertacji. W sktad badanej grupy
wchodza: halogenooctany (1-6), 2,2’-tiodioctan (10), fenoksyoctany i fenylotiooctan
(17-23) oraz optycznie czynne metoksyfenylooctany ((R)-24, (S)-24) (Rys. 23).
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Rys. 23. Struktury chemiczne zwigzkéw z grupy amoniowych cieczy jonowych.

Na czerwono zaznaczono wspolne elementy strukturalne.

2.) Grupa antagonistow receptora angiotensyny II (ARBs) i ich prostych analogow
strukturalnych obejmuje 6 zwigzkéw z grupy ARBs (VAL, LOS-K, LOS-H, IRB, CAN, TEL)
oraz 17 zwigzkéw z grupy bifenyli (B1-B17) (Rys. 24), ktore zostaty wybrane
ze wzgledu na podobienstwo strukturalne do ARBs, a mianowicie obecno$¢ w czasteczce
szkieletu bifenylowego. Ekotoksyczno$¢ wobec bakterii A. fischeri dla zwiazkéw z grupy
ARBs zostata zbadana i opisana w podrozdziale 1.2.2.1.1. Badan wlasnych niniejszej
dysertacji, natomiast w przypadku zwigzkéw z grupy bifenyli jej wartosci zostaty

zaczerpniete z pracy opublikowanej przez Kaisera i Palabrice w 1991 roku. [287]
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Rys. 24. Struktury chemiczne zwigzkéw z grupy ARBs oraz bifenyli.
Na czerwono zaznaczono wspolne elementy strukturalne.

Konieczne z punktu widzenia konstrukcji rownan QSAR deskryptory
elektronowe, termodynamiczne oraz strukturalne zostaly obliczone dla powyzszych
zwigzkow z wykorzystaniem programoéw: Gaussian 09 [288], ACD/Labs Percepta 14.0.0
(Advanced Chemistry Development, Inc., Toronto, Ontario, Canada), OECD QSAR
Toolbox 4.5 (OECD, Francja; ECHA, Finlandia; LMC, Butgaria). W przypadku amoniowych
cieczy jonowych, obliczenia prowadzono dla anionéw, z wyjatkiem obliczen
prowadzonych w programie ACD/Labs Percepta, gdzie ze wzgledu na ograniczenia
programu, obliczenia prowadzono dla anionu w formie sprotonowane;j.

W  celu wyznaczenia  wspétczynnikéw  réwnan  QSAR  postuzono
sie oprogramowaniem Statistica wersja 5.0.96. (StatSoft Polska Sp. z o. o. 2022).
Wspétczynniki modelu zostaly oszacowane za pomoca zbioru uczacego stanowigcego
ok. 85% zwigzkow z badanej grupy, z wykorzystaniem algorytmu krokowej regresji
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wielorakiej (analizy krokowej postepujacej). Regresja krokowa postepujaca pozwala
na oszacowanie zaleznoSci regresyjnej metoda regresji krokowej z dotgczaniem
zmiennych. Zmienne niezalezne s3 wprowadzane lub usuwane z zalezno$ci krok po
kroku, az do otrzymania zalezno$ci zawierajacej tylko zmienne niezalezne istotnie
wplywajgce na zmienng zalezna. Zbior testowy, ktéry stuzyt walidacji otrzymanego

rownania QSAR stanowito pozostate 15% zwigzkow z badanej grupy.

Jak wspomniano w podrozdziale 3.2. Czes$ci literaturowej, wazne jest
odroznienie stezenia nominalnego od stezenia swobodnego badanego zwigzku.
To podejscie jest szczegOlnie istotne dla zwigzkéw hydrofobowych o wartosci logP
powyzej 5.0. W przypadku badanych amoniowych cieczy jonowych wartosci logP
mieszczg sie w zakresie od -0.23 do 4.04, natomiast w przypadku grupy ARBs i bifenyli
tylko trzy sposrdéd 23 badanych zwigzkéw przekraczajg warto$¢ 5.0, pozostate wartosci
logP mieszcza sie w zakresie 1.47-4.61. W zwigzku z powyzszym, do skonstruowania
modeli QSAR wyKkorzystano nominalne stezenia ECso wyznaczone w toku badan

eksperymentalnych.

2.1. Amoniowe ciecze jonowe

Schemat procedury postepowania w celu wyznaczenia rownania QSAR dla grupy
amoniowych cieczy jonowych przedstawiono na Rys. 25. Jako zmienng zalezng przyjeto
eksperymentalnie wyznaczong warto$¢ ECso, 15 min wobec bakterii A. fischeri, wyrazong
w postaci logarytmicznej. Jako zestaw zmiennych niezaleznych uzyto iacznie 18

deskryptoréw, sposrdod ktérych wymieni¢ mozna nastepujace deskryptory (Tabela 27):

= elektronowe: y, Enomo, ELumo, GAP, ZPVE, Etherm, Etot, o, X;
» termodynamiczne (fizykochemiczne): logP, MR, Hansch, AHs, S, pKa;
» strukturalne (geometryczne): V, d, VdWS.

Otrzymane réwnanie przedstawiono ponizej:

log 1/ECso = (9.63 % 3.16) + (0.209 + 0.058) - — (0.029 + 0.009) * Eppermy + (1288 +0.495) -y (1)
p = 0.005 p = 0.007 p=0.026

n=14,R=0.87,R2=10.75, F = 10.283, p < 0.002, btad std. estymacji = 0.568

Réwnanie (1.) koreluje z warto$cia logl/ECso nastepujace deskryptory: moment

dipolowy, energie termiczng oraz elektroujemnos$¢. Kwadrat wspdétczynnika korelacji
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R? jest satysfakcjonujacy, biorac pod uwage matg ilos¢ badanych przypadkéw. Obliczona
warto$¢ statystyki F = 10.283 przekracza wartos¢ krytyczng Foos, 3, 10 = 3.71 [289]
przy poziomie istotnosci a = 0.05, stad mozna dowies¢, ze zalezno$¢ miedzy logl/ECso,
a deskryptorami zawartymi w rownaniu (1.) jest statystycznie istotna.

16 amoniowych cieczy jonowych
z kationem diizopropyloamoniowym

Gaussian 09 OECD QSAR Toolbox
Optymalizacja geometrii Deskryptory Deskryptory
HSLYE (6316 Termodynamiczne: Elektronowe: y, a
logP, pKa, Hansch, MR Termodynamiczne: AH;

Strukturalne: d, VdWS

0
|

C%J\OH
F'°F

Reprezentacja czasteczki 2D

Reprezentacja czasteczki 3D

Deskryptory o

Elektronowe: Eyomo, Erumor 1y Reprezentacja czasteczki 2D

GAP, ZPVE, E!herrw ETol
Termodynamiczne: S°
Strukturalne: V

18 deskryptoréw

Zestaw zmiennych
niezaleznych

Statistica
Algorytm regresji wielorakiej
(analiza krokowa postepujgca)
Zbior treningowy N=14
Zbior walidacyjny N=2

Eksperymentalna wartos¢
ECs, (test Microtox®)

Zmienna zalezna

Réwnanie QSAR

Logl/ECSU = f(ll, E'lhurml X)

Rys. 25. Schemat procedury postepowania w celu wyznaczenia réwnania QSAR

dla grupy amoniowych cieczy jonowych.

Na Rys. 26 przedstawiono wykres rozrzutu wartosci obserwowanych wzgledem

wartosci przewidywanych modelem opisanym za pomoca réwnania (1.). Opracowane
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Tabela 27. Deskryptory molekularne obliczone dla grupy amoniowych cieczy jonowych.

log Gaussian 09 ACD/Labs Percepta 14.0.0. QSAR Toolbox 4.5
Zwi 1/ECso v Enowo | Ewmo | GAP M ZPVE s° Etherm Etot logP | pKa | Hansch MR AH¢ d X Vdws «
wigzek
mol/L cm?/ eV D keal/ cal/ keal/ Hartree - keal/m A eV Az m3
mol mol mol/K mol ol
1 3.12 50.62 -1.09 441 5.50 4.65 24.75 75.44 28.04 -688.02 0.20 2.6 0.27 10.51 -101 5.56 -5.60 90.1 0.209
2 1.26 86.40 -1.66 3.06 4.71 5.21 18.66 84.12 22.68 -1147.60 0.89 1.4 0.43 15.31 -102 6.16 -5.99 108 0.224
3 1.69 89.33 -2.20 1.98 4.18 4.95 11.88 90.94 16.73 -1607.17 1.52 0.1 112 20.17 -100 6.34 -6.43 121 0.241
4 293 51.60 -0.99 5.45 6.45 4.64 20.97 78.03 24.46 -426.87 0.12 1.3 0.37 5.94 -194 5.25 -5.84 86.8 0.194
5 0.88 56.60 -1.43 5.19 6.62 4.56 15.52 82.23 19.43 -526.10 0.66 0 0.57 6.11 -234 5.27 -6.34 89.4 0.200
6 1.93 60.03 -1.84 3.55 5.39 4.53 14.15 85.72 18.41 -886.46 0.89 0.2 1.17 10.80 -187 5.74 -6.58 102 0.218
10 34.00 86.94 -1.20 2.14 3.34 11.49 57.97 97.02 63.68 -854.40 -0.23 353 -0.12 24.48 -186 6.29 -4.89 149 0.422
17 160.8 137.77 -1.02 2.26 3.29 14.86 78.49 106.60 85.25 -994.20 1.94 3.1 2.26 36.80 -109 6.94 -4.75 180 0.585
18 104.7 145.58 -1.19 1.72 2.92 15.75 72.30 113.60 79.85 -1453.77 2.87 3.0 2.96 41.70 -113 7.60 -4.97 196 0.601
19 52.27 137.90 -1.77 1.82 3.59 11.87 66.12 119.01 74.40 -1913.35 3.49 2.9 3.44 46.59 -117 8.36 -5.16 212 0.606
20 176.2 152.88 -1.05 2.44 3.49 14.28 95.97 115.92 103.84 -1033.51 2.55 3.1 2.72 41.63 -111 7.74 -491 199 0.670
21 33.75 159.65 -1.30 1.79 3.09 17.38 87.71 125.46 96.81 -1816.06 4.04 3.6 3.83 52.65 -79.5 8.21 -4.91 224 0.712
22 68.18 163.37 -0.80 2.74 3.55 21.08 155.87 124.82 165.25 -691.83 3.03 3.1 3.26 50.29 -120 7.09 -4.52 246 0.875
23 144.9 155.21 -1.13 1.03 2.16 15.64 108.38 116.73 116.51 -687.23 1.05 3.0 1.18 41.93 -139 7.00 -5.14 207 0.727
(R)-24 3807 137.62 -0.85 3923 4.09 10.78 102.31 105.51 109.20 -573.91 1.84 4.3 1.73 36.53 -108 7.56 -4.82 184 0.649
(5)-24 4883 112.04 -0.95 3.35 4.30 8.09 102.46 106.37 109.39 -573.92 1.84 4.3 1.73 36.53 -109 7.57 -4.82 183 0.651

V - objeto$¢ molowa;

Enomo, ELumo - energia najwyzszego obsadzonego orbitala molekularnego (HOMO) i najnizszego nieobsadzonego orbital molekularnego (LUMO);
GAP - réznica pomiedzy energiami HOMO i LUMO (przerwa energetyczna);

u - moment dipolowy;

ZPVE - energia wibracyjna punktu zerowego, réznica energii pomiedzy najnizszym punktem na powierzchni energii potencjalnej (PES), a energia bezwibracyjnego poziomu energii;

S° - entropia;

Etherm — energia termiczna;
Etot - energia catkowita;
logP - wspétczynnik podziatu n-oktanol/woda;

pKa - ujemny logarytm dziesietny ze statej dysocjacji;

Hansch - stata Hanscha opisujaca warto$¢ logP przy wykorzystaniu wartosci czastkowych logP fragmentéw molekularnych;
MR - refrakcja molowa;
AHs - ciepto tworzenia;

d - efektywna $rednica czasteczki;
X - elektroujemnos¢;

VdWS - powierzchnia van der Waalsa;
o - objeto$ciowa polaryzowalno$¢ czasteczkowa.
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Wartosci przewidywane wzgledem obserwowanych
Zmienna zalezna: log 1/ECsq

Wart. obserw.

0,5
14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44

Wart. przewidyw.

0 Zbidr uczacy (treningowy)
A Zbior testowy (walidacyjny)

Rys. 26. Wykres rozrzutu wartosci obserwowanych wzgledem wartosci przewidywanych modelem
opisanym za pomocg rownania (1.) przedstawiony dla zbioru uczacego i testowego.
réwnanie QSAR dostatecznie pozwala na przewidywanie ekotoksycznosci wobec
bakterii A. fischeri ~amoniowych cieczy jonowych posiadajgcych kation
diizopropyloamoniowy i moze zosta¢ wykorzystane do projektowania nowych,
bezpieczniejszych dla Srodowiska cieczy jonowych posiadajacych w strukturze ten
kation i anion bedacy pochodng kwasu karboksylowego, szczegdlnie kwasu octowego

i fenoksyoctowego.

Wedtug wyprowadzonego réwnania QSAR (1.), ekotoksycznos¢ cieczy jonowych
z kationem diizopropyloamoniowym wobec bakterii A. fischeri zalezy od momentu
dipolowego (p), energii termicznej (Etherm) oraz elektroujemnosci (x) anionu. Moment
dipolowy opisuje zdolnos¢ czasteczki do orientacji w zewnetrznym polu elektrycznym
i jest wielkoScia wektorowa charakteryzujgca dipol elektryczny. W wyprowadzonym
modelu QSAR (1.) obserwuje sie dodatni wspotczynnik deskryptora y, a wiec wraz ze
wzrostem momentu dipolowego wzrasta warto$¢ logl/ECso (wzrasta toksycznos¢
zwigzku). Takg sama zaleznos$¢ opisano w modelu QSAR dotyczacym ekotoksyczno$ci
wobec organizmu D. magna dla zbioru 24 cieczy jonowych. 551 Korelacje momentu
dipolowego z toksycznos$cig wobec organizméw wodnych mozna wyttumaczy¢ faktem,

ze wraz ze wzrostem momentu dipolowego wzrasta intensywno$¢ oddziatywan
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miedzyczasteczkowych, a co z tym zwigzane, takze oddzialywan np. z btong komérkowa
bakterii A. fischeri. [290,291] Podobnie jak w przypadku momentu dipolowego, réwnanie
(1.) wskazuje, ze wraz ze wzrostem elektroujemnosci (x) wzrasta toksyczno$¢ cieczy
jonowych wobec A. fischeri. Elekroujemno$¢ definiowana jest jako tendencja do
przyciggania elektronow, stad mozna podejrzewal, ze podobnie jak w przypadku
momentu  dipolowego - im  wieksza elektroujemno$¢, tym = wieksze
prawdopodobienstwo wystgpienia interakcji z ujemnie natadowang btong bakterii
A. fischeri, a zatem wieksza toksyczno$¢ badanego zwigzku. Jedynym deskryptorem
negatywnie korelujacym z log1/ECso w réwnaniu (1.) jest energia termiczna - wraz z jej
wzrostem maleje toksyczno$¢ zwigzku. Zalezno$¢ ta jest zgodna z literatura, w ktorej
wraz ze wzrostem energii (catkowitej, elektronowej) maleje aktywno$¢ biologiczna

badanych zwigzkéw. [55 292]

2.2. Antagonisty receptora angiotensyny II

Schemat procedury postepowania w celu wyznaczenia rownania QSAR dla grupy
antagonistOw receptora angiotensyny i ich prostych analogdw bifenylowych
przedstawiono na Rys. 27. Jako zmienng zalezng przyjeto eksperymentalnie
wyznaczong warto$¢ ECso, 15 min wobec bakterii A. fischeri, wyrazong w postaci
logarytmicznej. W przypadku zwigzku B1, ze wzgledu na brak literaturowej wartosci
ECso po 15 minutach ekspozycji, wykorzystano wartos$¢ po 30 minutach ekspozycji. Jako
zestaw zmiennych niezaleznych uzyto 14 deskryptoréw z nastepujacych grup (Tabela

28):
= elektronowych: y, Enomo, ELumo, GAP, ZPVE, Etherm, ETot, a;

* termodynamicznych (fizykochemicznych): logP, MR, S9, logSo, logPo/w;
» strukturalnych (geometrycznych): V.

Otrzymane réwnanie przedstawiono ponizej:

log1/ECs, = (—2.87 + 2.28) — (0.067 + 0.010) - ZPVE + (0.205 + 0.036) - MR + (1.417 £ 0.390) (2.
-GAP — (0.019 + 0.006) - V

pzeve = 0.000009, pmr = 0.00005, pcar = 0.002, pv= 0.007
n=20,R=0.93,R2=0.87, F = 24.394, p < 0.0000, btad std. estymacji = 0.513
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Réwnanie (2.) koreluje z wartoscia logl/ECso nastepujace deskryptory: energie
wibracyjng punktu zerowego (ZPVE), refrakcje molowag (MR), przerwe energetyczng
(GAP) oraz objetos¢ molowa (V). Kwadrat wspoétczynnika korelacji R2 = 0.87 $wiadczy
o dobrym dopasowaniu prostej regresji do danych doswiadczalnych. Obliczona warto$¢
statystyki F = 24.394 przekracza warto$¢ krytyczng Fo.os,4,15= 3.06 [289], przy poziomie
istotno$ci a = 0.05, stad mozna wnioskowa¢, ze zalezno$¢ miedzy logl/ECso,

a deskryptorami zawartymi w rownaniu (2.) jest statystycznie istotna.

6 antagonistow receptora angiotensyny Il
+ 17 prostych analogéw bifenylowych

Gaussian 09 OECD QSAR Toolbox
Optymalizacja geometrii Deskryptory Deskryptory
BSLYP/()—BIG Termodynamiczne: Termodynamiczne: MR
logP, logSy, logP,, _OH HN-N
Elektronowe: « SR No N
Ol Ny
fOH HN-N ‘N:i\ \‘ﬂ Ay
C—# ‘.N"'\Tf“‘ﬂ N*’[’N I,,,]
ij\ S ]
l.\ U 1 Reprezentacja czasteczki 2D

N~

Reprezentacja czasteczki 3D

Reprezentacja czasteczki 2D

Deskryptory

Elektronowe: Eygyo, Ergmo I
GAP, ZPVE, l::[herml ETm
Termodynamiczne: S°
Strukturalne: V

14 deskryptorow
Zestaw zmiennych
niezaleznych

Statistica
Algorytm regresji wielorakiej
(analiza krokowa postepujaca)

Eksperymentalna wartos¢ Zbibr treni N=20
ECs, (test Microtox®) . b eningowy Iv=
Zbior walidacyjny N=3

Zmiennazalezna
Réwnanie QSAR

Log1/ECs, = f(ZPVE, MR, GAP, V)

Rys. 27. Schemat procedury postepowania w celu wyznaczenia réwnania QSAR

dla grupy amoniowych cieczy jonowych.
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Na Rys. 28 przedstawiono wykres rozrzutu wartosci obserwowanych wzgledem
warto$ci przewidywanych modelem opisanym za pomocg rdéwnania (2.).
Wyprowadzone roéwnanie QSAR z powodzeniem pozwala na przewidywanie
ekotoksycznoSci wobec bakterii A. fischeri zwigzkéw zawierajgcych ugrupowania
bifenylowe, w tym antagonistéw receptora angiotensyny Il i moze zosta¢ wykorzystane
do przewidywania ekotoksycznosci lekéw z tej grupy, co jest istotne z punktu widzenia
projektowania nowych lekow.

Wartosci przewidywane wzgledem obserwowanych
Zmienna zalezna: log 1/ECsq

8 =
o .-
. 6 O/O ////’

g o .
@ i s
8 o1
[s] 5 Or/ o’/A

4 ’/”r’/f/ % A

/”’/ //// o
3’ ,,’// /’/O
o A
2 = 2N ‘ : : -
1 2 3 4 5 6 7 8

Wart. przewidyw. 0,95 Prz.Ufn.

0O Zbidr uczacy (treningowy)
A Zbidr testowy (walidacyjny)

Rys. 28. Wykres rozrzutu warto$ci obserwowanych wzgledem wartosci przewidywanych modelem
opisanym za pomocg rownania (2.) przedstawiony dla zbioru uczacego i testowego.

Wedtug wyprowadzonego rownania QSAR (2.) ekotoksycznos¢ zwigzkéw z grupy
ARBs wobec bakterii A. fischeri zalezy od energii wibracyjnej punktu zerowego (ZPVE),
refrakcji molowej (MR), przerwy energetycznej (GAP) oraz objetosci molowej (V).
Analizujgc wspoétczynniki rownania (2.) zauwazy¢ mozna, ze ekotoksycznos$¢ zwigzku
wzrasta wraz ze wzrostem MR oraz GAP. MR jest wielkoScig okre$lajaca polaryzacje
jednego mola substancji w polu elekromagnetycznym, wzrasta ona wraz z rozmiarem

i masg molowa czastek. [293] Uwaza sie, ze MR ma istotny wplyw na wystepowanie sit
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Tabela 28. Deskryptory molekularne obliczone dla grupy antagonistéw receptora angiotensyny II oraz bifenyli.

log 1/ECso Gaussian 09 ACD/Labs Percepta 14.0.0. Too?:f)\)lil.s
Zwiazek A4 Enomo Erumo GAP B ZPVE S° Etherm Etot logP 4 logSo logPo/w MR
mol/L cm3/mol eV D kcal/mol cal/ kcal/mol Hartree - A3 m3/mol
mol/K
VAL 3.27 277.05 -6.83 -1.62 5.21 4.84 320.05 204.48 339.17 -1431.02 3,87 47,82 -4.25 2.58 124
LOS-K 2.84 348.13 -5.39 -1.00 4.39 9.58 261.53 196.06 279.60 -2315.05 3.58 46.87 -4.43 3.12 118
LOS-H 331 287.37 -6.24 -1.55 4.69 4.87 269.50 188.45 286.42 -1715.68 3.58 46.87 -4.43 3.12 118
IRB 2.50 275.96 -6.36 -1.52 4.84 1.37 315.85 199.59 333.63 -1372.83 3.40 49.73 -3.45 4.55 124
CAN 2.62 437.92 -5.94 -1.61 433 9.31 402.82 253.08 427.73 -2057.22 5.86 65.59 -5.23 5.00 166
TEL 3.71 353.56 -5.47 -1.56 3.91 3.00 356.02 220.59 377.06 -1644.66 7.00 61.25 -7.37 7.78 154
B1 491 126.73 -6.08 -0.67 5.41 0.00 115.44 92.80 120.90 -463.20 3.82 20.16 -4.38 4.32 51.0
B2 5.09 141.90 -6.00 -0.63 5.37 0.41 132.77 103.20 139.41 -502.51 4.58 22.07 -4.86 4.97 56.9
B3 5.00 129.23 -5.91 -0.59 5.32 0.49 132.75 103.50 139.40 -502.51 4.58 22.07 -4.86 4.97 56.9
B4 6.20 139.32 -6.29 -0.99 5.30 2.34 109.26 100.28 115.53 -922.78 4.61 39.00 -4.89 4.85 55.2
B5 7.12 161.89 -6.65 -1.05 5.60 2.98 102.98 107.34 110.06 -1382.34 5.10 24.04 -5.83 5.47 59.3
B6 4.87 156.72 -5.89 -0.58 5.31 2.07 135.44 108.99 142.73 -577.69 2.76 22.71 -2.99 2.69 58.2
B7 4.16 138.56 -6.43 -1.72 4.71 2.56 124.47 107.81 131.72 -651.71 3.54 22.90 -3.98 2.56 57.7
B8 4.01 164.30 -6.06 -0.74 5.32 1.43 142.10 119.45 150.33 -691.01 3.25 24.56 -3.55 3.16 62.0
B9 5.63 116.51 -5.81 -0.58 5.23 1.84 117.66 98.11 123.87 -538.39 3.08 20.90 -3.32 2.41 52.8
B10 4.87 148.94 -6.02 -0.69 5.33 2.01 116.90 97.37 122.92 -538.39 3.13 20.90 -3.32 241 52.8
B11 491 143.78 -5.94 -0.73 5.21 0.75 119.85 103.81 126.82 -613.58 2.28 21.65 -2.39 0.52 54.6
B12 4.40 127.67 -5.12 -0.37 4.75 1.86 125.88 99.25 132.28 -518.54 2.69 21.84 -4.00 2.53 55.7
B13 4.49 111.16 -5.03 -0.23 4.80 1.54 125.81 99.55 132.27 -518.54 2.71 21.84 -4.00 2.53 55.7
B14 3.84 139.96 -4.50 0.26 4.76 0.00 136.06 106.73 143.57 -573.88 1.47 23.52 -2.69 0.80 60.3
B15 3.44 193.21 -4.29 0.24 4.53 1.88 177.11 132.11 187.89 -802.85 1.97 28.81 E38377 0.67 75.0
B16 6.62 190.26 -5.06 -0.38 4.68 2.24 124.33 119.82 133.25 -1493.04 3.41 27.40 -4.43 2.04 68.6
B17 5.97 115.10 -6.56 -1.68 4.88 58224 114.41 102.34 121.03 -555.42 3151} 22.21 -4.43 3.93 55.9

V - objeto$¢ molowa;
Enomo, ELumo — energia najwyzszego obsadzonego orbitala molekularnego (HOMO) i najnizszego nieobsadzonego orbital molekularnego (LUMO);

GAP - réznica pomiedzy energiami HOMO i LUMO (przerwa energetyczna);

u - moment dipolowy;
ZPVE - energia wibracyjna punktu zerowego, réznica energii pomiedzy najnizszym punktem na powierzchni energii potencjalnej (PES), a energia bezwibracyjnego poziomu energii;

S° - entropia;

Etherm — €nergia termiczna;
Erot - energia catkowita;

logP - wspétczynnik podziatu n-oktanol/woda;
a - objeto$ciowa polaryzowalno$¢ czasteczkowa;

logSo - rozpuszczalno$¢ wtasna zwiazku (ang. intrinsic solubility);
logPo/w - wspétczynnik podziatu olej/woda;
MR - refrakcja molowa.
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dyspersyjnych, ktore w efekcie przyczyniaja sie do pojawiania sie specyficznych
interakcji pomiedzy badang czasteczka, a pewnymi strukturami bakterii A. fischeri. [294]
GAP - roéznica energii pomiedzy najwyzszym obsadzonym orbitalem (HOMO),
a najnizszym nieobsadzonym orbitalem (LUMO) odzwierciedla stabilno$¢ molekut i jest
jednym z gtéwnych parametréw zwigzanych z oddziatywaniami za posrednictwem
elektronow. Wieksza przerwa energetyczna (GAP) sprawia, ze czasteczka jest bardziej
stabilna w odniesieniu do reakc;ji z bioczgsteczkami [295], stad wraz ze wzrostem GAP na
skutek interakcji z btonami bakteryjnymi wzrasta toksyczno$¢ badanych zwigzkow.
Odwrotng zaleznos$¢ i spadek toksycznosci badanego zwigzku wraz ze wzrostem
wartosci deskryptora obserwuje sie dla ZPVE oraz V. Zaproponowany model QSAR (2.)
wskazuje, ze im mniejsza objeto$¢ molowa (V) zwigzku, tym jest on bardziej toksyczny
dla bakterii A. fischeri, co zwigzane jest z lepszg adsorpcja i dystrybucja tego typu
zwigzkow. W odniesieniu do deskryptora ZPVE, podobny wniosek wykazano
w badaniach QSAR, gdzie powigzano wzrost wartosci ZPVE ze spadkiem toksycznosci

wobec ryb Poecilia reticulata. 29

Whioski do podrozdziatu 2.1. oraz 2.2.:

v' Opracowano modele QSAR pozwalajagce na skorelowanie toksycznos$ci wobec bakterii
A. fischeri z deskryptorami obliczonymi dla 1) amoniowych cieczy jonowych, 2) ARBs i ich
analogow bifenylowych;

v" W przypadku grupy amoniowych cieczy jonowych otrzymano réwnanie o wspétczynniku
korelacji Rz = 0.75 uwzgledniajace deskryptory takie jak: moment dipolowy, energia
termiczna i polaryzowalnos¢;

v" W przypadku antagonistéw receptora angiotensyny II i ich prostych analogéw
bifenylowych uzyskano réwnanie o wspotczynniku korelacji R?2 = 0.87 uwzgledniajace
deskryptory takie jak: energia wibracyjna punktu zerowego, refrakcja molowa, przerwa
energetyczna oraz objeto$¢ molowa;
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L.

IL.

3.2>WNIOSKI I PODSUMOWANIE

Uzyskane wyniki eksperymentalne zostaty podsumowane z podziatem na dwie badane

grupy zwigzkéw:

Amoniowe ciecze jonowe:
1. Chiralne i achiralne halogenooctany amoniowe:

= wszystkie zsyntezowane zwigzki sg catkowicie nietoksyczne dla bakterii
A. fischeri (ECso > 100 mg/L) i charakteryzuja sie mniejszym potencjalem
bioakumulacji niz komercyjne herbicydy;

» obserwuje sie duza enancjoselektywnos$¢ toksycznosci - (R)-enancjomery
sg nawet 9-krotnie bardziej toksyczne dla bakterii A. fischeri niz analogiczne
(S)-enancjomery.

2. 2,2’-Tiodioctany amoniowe:

» zwigzki charakteryzuja sie zréznicowanag toksycznoscia - od zwigzkéw
catkowicie nieszkodliwych, przez te zaliczane do III Kklasy toksycznosci,
konczac na zwigzkach toksycznych zaliczanych do II klasy;

= obserwuje sie wzrost toksycznosci wraz z wydtuzeniem diugosci tancucha
podstawnika alkilowego oraz wieksza toksycznos$¢ kationéw aromatycznych
od alkilowych.

3. Fenoksyoctany/(fenylotio)octany amoniowe:

» zwigzki zaliczy¢ mozna do catkowicie nietoksycznych lub do III klasy
toksycznosci;

= obserwuje sie wzrost toksycznosSci wraz ze wzrostem iloSci atomow chloru
grupy fenylowe;j.

Antagonisty receptora angiotensyny Il i substancje wypelniajace:

» QOpracowana modyfikacja standardowego protokotu Microtox® Basic Solid Phase
Test pozwala na rzetelng ocene ekotoksycznosci stabo rozpuszczalnych API,
zaroOwno w badaniach pojedynczych zwigzkéw, jak i mieszanin;

= Zaobserwowano wystepowanie interakcji antagonistycznych miedzy ARB, a HCT -
substancji, ktére sg dystrybuowane razem w lekach dwusktadnikowych;

» Wykazano, Ze problem bezpieczenstwa srodowiskowego zwigzanego z substancjami

pomocniczymi stosowanymi w farmacji powinien zosta¢ doktadnie przeanalizowany,
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szczegOlnie ze wzgledu na fakt wystepowania interakcji miedzy substancjami
pomocniczymi oraz miedzy API a substancjami czynnymi;

Wykazano duza ekotoksyczno$¢ niektdrych substancji pomocniczych, tj. takich jak
laurylosiarczan sodu, meglumina czy weglan magnezu;

Toksycznos$¢ SiO2 zalezy zaréwno od wielkoSci czgstek, jak i jej formy komercyjne;j.
Podobnie toksyczno$¢ powidondéw zwigzana jest z ich usieciowaniem i stopniem
polimeryzacji;

Wykazano istnienie szeregu efektow antagonistycznych i synergistycznych
w badanych mieszaninach m.in. efekt synergistyczny miedzy VAL, a krzemionka

koloidalng oraz megluming i powidonem K25.

W ramach przeprowadzonych obliczenn opracowano z kolei modele QSAR pozwalajace

na skorelowanie toksycznosci wobec bakterii A. fischeri z deskryptorami obliczonymi

dla 1) amoniowych cieczy jonowych, 2) ARBs i ich analogéw bifenylowych.

W  przypadku grupy amoniowych cieczy jonowych otrzymano rdéwnanie
o wspotczynniku korelacji R?2 = 0.75 uwzgledniajgce deskryptory takie jak: moment
dipolowy, energia termiczna i polaryzowalnos¢;

W przypadku antagonistOow receptora angiotensyny II i ich prostych analogéw
bifenylowych uzyskano réwnanie o wspoétczynniku korelacji Rz = 0.87
uwzgledniajace deskryptory takie jak: energia wibracyjna punktu zerowego,

refrakcja molowa, przerwa energetyczna oraz objeto$¢ molowa.
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1. DANE OGOLNE

Widma magnetycznego rezonansu jagdrowego 'H NMR (200 i 500 MHz), 13C NMR
(50 i 125 MHz) oraz 1°F (188 MHz) rejestrowane byty na aparacie Bruker AV 200 oraz
AV 500 w rozpuszczalnikach deuterowanych CDCl3, MeOD lub D20. Przesuniecia

chemiczne (6) wyrazono w ppm wzgledem TMS jako wzorca wewnetrznego.

Widma masowe wykonano przy uzyciu spektrometru Finigan Mat 95
wykorzystujgc technike jonizacji wigzka elektronéw (EI), rozpylania laserowego (LSI),
elektrorozpylania (ES) oraz bombardowania szybkimi atomami (FAB). Widma masowe
wysokiej rozdzielczosci (HRMS) wykonano przy uzyciu spektrometru Synapt G2-Si
(Waters) z wykorzystaniem techniki elektrorozpylania (ES) oraz kwadrupolowego
analizatora czasu przelotu (TOF), w trybie detekcji dodatnich i ujemnych jonéw. Wyniki
pomiaréw przetwarzano przy uzyciu oprogramowania MassLynx 4.1 (Waters)

wbudowanego w urzadzenie.

Temperatury topnienia dla zwigzkéw w stanie statym zmierzono za pomoca

aparatu Boetiusa oraz aparatu Stuart® SMP11.

Analiza elementarna prowadzona byta z wykorzystaniem analizatora EuroVector

model 301.

Badania ekotoksykologiczne z wykorzystaniem bakterii bioluminescencyjnych
Aliivibrio fischeri i testu Microtox® prowadzono na aparacie Microtox® Model 500
Analyzer (MODERNWATER Inc., New Castle, USA) przy wykorzystaniu standardowego
protokotu 81.9% Basic Test (dla zwigzkdw amoniowych) oraz opracowanej modyfikacji
protokotu Basic Solid Phase Test (dla antagonistow receptora angiotensyny Il oraz

substancji wypelniajacych).
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2. AMONIOWE CIECZE JONOWE

2.1. Procedura syntezy cieczy jonowych

Przedstawione na Rys. 16 zwigzki zostaty otrzymane w wyniku reakcji
odpowiedniego kwasu (halogenooctowego, 2,2’-tiodioctowego, fenoksyoctowego,
fenylotiooctowego 1lub (R)- i (S)-metoksyfenylooctowego) z 10-procentowym
nadmiarem aminy (diizopropyloaminy, diizobutyloaminy, trietyloaminy, ¢t-butyloaminy,
izochinoliny, (R)- i (S)-fenyloetyloaminy) bez uzZycia rozpuszczalnika. Reakcja
prowadzona byta w temperaturze pokojowej (1-3, 6, (R)-7 (S)-7), z chtodzeniem (4, 5,
(R)-8, (5)-8, (R)-9, (5)-9) lub w podwyzszonej temperaturze (10-16, 17-23, (R)-24,
(5)-24). Nastepnie, nadmiar aminy zostal odparowany (opcjonalnie), a powstaly

produkt wysuszony pod préznia. [65-68]

2.2. Analizy otrzymanych zwigzkow

W Tabeli 29 zebrano wykonane analizy zsyntezowanych zwigzkéw oraz zrodta,
w ktérym zostaly one opisane. W niniejszej pracy doktorskiej, przedstawiono wytacznie

analizy dotyczace nieopublikowanych dotychczas zwigzkéw.

Tabela 29. Wykonane analizy zsyntezowanych zwigzkéw amoniowych wraz ze zrédiem, w ktorym
zostaty opisane.

Zwiazek Temp. | ,4NMR | 3CNMR | “FNMR | Ms | HRMS Analiza Zrodto
topnienia elementarna
1 + + + + +
2 + + + + + +
3 + + + - + + + [66]
4 + + + + + + +
5 + + + + +
6 + + + - +
(R)-7 + + + + + +
(5)-7 - (olej) + + + +
(R)-8 + + + + + (68]
()-8 + + + + +
(R)-9 + + + + +
($)-9 + + + + - +
10 + + + + +
11 + + + + +
12 + + + + +
13 + + + + + [65]
14 + + + + + +
15 + + + + +
16 + + + + +
17 + + + + + + [67]
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18 + + + + + +
19 + + + + + "
20 + + + + + +
21 + + + + + "
22
23 + + + + + +
(R)-24 ta praca
(5)-24
Zwiazki zsyntezowane w celach poréwnawczych:
siarczan
bis(diizopropyl + + + - - + +
oamoniowy)
siarczan
bis[(R)-
fenyloe[t(ylZ)amo ¥ ¥ * * * (681
niowy]
siarczan
bis[(5)-
fenyloetyloamo * * * + *
niowy]

NI
bk

Analizy zwigzkow dotychczas nieopublikowanych

&

YO

22

w literaturze wilasnej:

4-tert-Butylofenoksyoctan diizopropyloamoniowy (22)

t.t. 108-110 °C;

1H NMR (CDCls, 200 MHz): § = 1.16 (12H, d,3Ju-n = 8.0 Hz, 4xCH3),
1.25 (9H, s, 3xCH3), 3.06 (2H, sept, 3Ju-n = 6.0 Hz, 2xCH), 4.43 (2H,
s, CHz), 6.77 (2H, d, ] = 8.0 Hz, 2xHar), 7.22 (2H, d, ] = 8.0 Hz, 2xHar), 7.24 (1H, s, CH);

13C NMR (CDCls, 125 MHz): & = 18.90 (CH3CH), 31.58 (CHsC), 34.04 (CHsC), 46.27 (CH),
67.17 (CHz), 114.02 (CHar), 126.02 (CHar), 143.20 (Car), 156.39 (Car), 173.96 (COO");

MS - FAB (+): m/z (%) = 102 (K*, 100); 310 (M+H*, 20);

MS - FAB (-): m/z (%) = 207 (A-, 100); 415 (2A- + H*, 25);

HRMS (EI) (m/z): obliczone dla [A- = C12H15037]: 207.10212; zmierzone: 207.10240.

Analiza elementarna dla CisH32NO3 obliczone: C, 69.86 %; H, 10.10 %; N, 4.53 %;
zmierzone: C, 69.73 %; H, 10.09 %; N, 4.41 %.
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B” 4-Acetylofenoksyoctan diizopropyloamoniowy (23)

>’@’>“H2 £ tt117-120°C

(e
>\_@d SO’\ 1H NMR (CDCls, 200 MHz): 8 = 1.16 (12H, d,3]i1 = 6.0 Hz, 4xCH3),

2.52 (3H, s, CH3C(0)), 3.11 (2H, sept, 3Ju-u = 6.0 Hz, 2xCH), 4.52
(2H, s, CH2C(0)), 6.89 (2H, d, ] = 8.0 Hz, 2xHar), 7.87 (2H, d, ] =
8.0 Hz, 2xHar), 9.30 (2H, vbrs, *NH2);

13C NMR (CDCl3, 125 MHz): & = 18.86 (CH3CH), 26.40 (CH3C(0)), 46.43 (CHz), 66.94 (CH),
114.35 (CHar), 130.38 (Car), 130.46 (CHar), 162.56 (Car), 172.80 (COO-), 196.81
(C(O)CHs);

MS - FAB (+): m/z (%) = 102 (K*, 100); 195 (A-, 2H*, 30); 296 (M+H*, 5);
MS - FAB (-): m/z (%) = 135 (A- - CH2C00(58), 56); 193 (A, 100); 387 (2A- + H*, 15);
HRMS (EI) (m/z): obliczone dla [A- = C10H9047]: 193.04919; zmierzone: 193.05008.

Analiza elementarna dla CisH2sNOs4 obliczone: C, 65.06 %; H, 8.53 %; N, 4.74 %;
zmierzone: C, 65.04 %; H, 8.57 %; N, 4.79 %.
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Rys. 31. Widmo 'H NMR zwiazku 23.
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5_, (R)-(-)-a-Metoksyfenylooctan diizopropyloamoniowy ((R)-24)

NH
>'® 26 tt 98-100°C;

(0]
®—2: 1H NMR (CDCl3, 200 MHz): § = 1.06 (12H, 2xd,3Ju-n = 6.0 Hz, 4xCH3),
OMe

(R)-24 3.00 (2H, sept, 2xCH), 3.30 (3H, s, CH3), 4.52 (1H, s, CH(OMe)), 7.17-7.27
(3H, m, 3xHar), 7.42 (2H, d, ] = 8.0 Hz, 2xHar), 9.00 (2H, vbrs, *NHz);

13C NMR (CDCls, 125 MHz): § = 18.73 (CHsCH), 45.86 (CH), 56.50 (O-CHs), 85.39
(CH(OMe)), 127.07 (CHar), 127.77 (CHar), 140.05 (Car), 175.24 (COO");

MS - FAB (+): m/z (%) = 102 (K*, 100);
MS - FAB (-): m/z (%) = 165 (A, 100); 183 (A-+ H20, 68);
HRMS (EI) (m/z): obliczone dla [A- = CoH903]: 165.05517; zmierzone: 165.05488.

Analiza elementarna dla CisH2sNO3 obliczone: C, 67.38 %; H, 9.42 %: N, 5.24 %;
zmierzone: C, 67.42 %; H, 9.48 %; N, 5.27 %.

134



Normalized Intensity

3.30

BP-83.esp VerticalScaleFactor = 1
1.04
087
" ©
NH T
T o
2 ~le
084 e h
® "o 2|
o7 0
063
i OMe
054
04 !
i o |
3 b \
03 i I
|
0.2 8«, i’
= -
a3 "{ g | g
o2
01- Sl ‘
l I
0 4 . B s 2 - .
| 0.08 0,080.12 0.04 0.11 008 0.46
O L L L L AR SRR MR MaLi A v r
100 95 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5 0
Chemical Shift (ppm)
Rys. 33. Widmo 'H NMR zwiazku (R)-24.
|SKA12701.004.esp VerticalScaleFactor = 1 E
8
1.04 I
095 NH
] 2 0o |
0.5;’ @ O 1
] 0 l
073 s Q
E| ~ @
i o 2 R
z 3 ¢ ¥ @
€6 | i
é’ 0'55 OMe |
3 2
£ 059 < 9
E ] > T
S | 2 ‘ 3
z ; - 3 | 8 @
0.4 : P N T
§ p A ~o
3 | T TRE
1 ‘ ] 2
o,:s;J \ ’ = 8
i = |
! [ &
0.2 °©
3 —
] 5
°
3 =
014 ‘ [ @)
o] —
E| Y v )
“]rvnyvlrrTvarvvlTvIvvyV'vr‘ﬂ'n”rrnyvv-yvnv‘vvv'rnrr[rﬂvy T Saaartarert T T T O T T T T T T r -t r
176 168 160 152 144 136 128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 48 40 32 24 16 8 0
Chemical Shift (ppm)

Rys. 34. Widmo 13C NMR zwiazku (R)-24.

135



31 (5)-(+)-a-Metoksyfenylooctan diizopropyloamoniowy ((5)-24)

>’<§'H2 0©  t.98-100°C;

O
@j 1H NMR (CDCls, 200 MHz): § = 1.06 (12H, 2xd,3Juu = 6.0 Hz, 4xCHs3),
©) 22'\"9 3.00 (2H, sept, 2xCH), 3.30 (3H, s, CH3), 4.52 (1H, s, CH(OMe)), 7.18-

7.27 (3H, m, 3xHar), 7.42 (2H, d, ] = 8.0 Hz, 2xHar), 8.90 (2H, vbrs, *NH2);

13C NMR (CDCls, 125 MHz): § = 18.60 (CHsCH), 45.84 (CH), 56.49 (0-CHs), 85.37
(CH(OMe)), 127.06 (CHar), 127.75 (CHar), 140.03 (Car), 175.22 (COO);

MS - FAB (+): m/z (%) = 102 (K*, 100);
MS - FAB (-): m/z (%) = 165 (A, 100); 183 (A-+ H20, 25);
HRMS (EI) (m/z): obliczone dla [A- = C9H903°]: 165.05517; zmierzone: 165.05529.

Analiza elementarna dla CisH2sNO3 obliczone: C, 67.38 %; H, 9.42 %; N, 5.24 %;
zmierzone: C, 67.48 %; H, 9.57 %; N, 5.26 %.
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Rys. 35. Widmo 'H NMR zwiazku (5)-24.
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2.3. Procedura przeprowadzania standardowego testu

Microtox®

Do badan ekotoksykologicznych zastosowano test Microtox® bazujacy na
pomiarze zahamowania bioluminescencji bakterii A. fischeri (linia NRRL B-11177).
Pomiar bioluminescencji wykonywano na aparacie Microtox® Model 500 Analyzer
(MODERNWATER Inc., New Castle, USA) (Rys. 37). Jako, Ze otrzymane sole amoniowe
charakteryzowaty sie dobra rozpuszczalnosScia w wodzie, do testu wykorzystano
roztwory wodne tych zwigzkéw. Zakres badanych stezen zostat oszacowany za pomoca
wstepnego testu przesiewowego - 81.9% Screening Test. Warto$ci ECso zostaty

wyznaczone z wykorzystaniem protokotu 81.9% Basic Test.

i

Rys. 37. Aparat Microtox® Model 500 Analyzer.
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Protokot 81.9% Basic Test przewiduje sporzadzenie wyjSciowego roztworu
badanego zwigzku - w przypadku zsyntezowanych zwigzkéw amoniowych byly to
stezenia od 100 mg/L do 10 000 mg/L, w zaleznos$ci od toksyczno$ci zwigzku. Dla
kazdego zwigzku sporzadzono serie dwukrotnych rozcienczen (9 badanych rozcienczen
dla kazdego zwigzku). Zgodnie z procedurg, uzyto liofilizowanych bakterii, ktore zostaty
rekonstytuowane za pomoca odpowiedniego roztworu NaCl. Bakterie wstepnie
inkubowano przez 15 minut w diluencie, po czym zmierzono ich bioluminescencje
(bioluminescencja w czasie ,zero”, bez dodatku toksykanta). Nastepnie, kazde
,<rozciefnczenie” badanego zwiazku zostalo przeniesione do odpowiedniej kuwety
z zawiesing bakterii. Zmierzono bioluminescencje bakterii po 5 oraz 15 minutach
inkubacji z toksykantem. Nastepnie, wykorzystujac oprogramowanie Microtox Omni
Software™ obliczono procent zahamowania bioluminescencji po czasie 5 i 15 minut.
Nastepnie, przy pomocy tego oprogramowania, korzystajac z wyznaczonego réwnania
regresji otrzymano warto$¢ ECso [mg/L] odnoszaca sie do stezenia toksykanta, ktore

powoduje 50-procentowe zahamowanie bioluminescencji populacji bakterii A. fischeri.

3. ANTAGONISTY RECEPTORA ANGIOTENSYNY II I SUBTANCJE
WYPELNIAJACE

3.1. Procedura ekstrakcji antagonistow receptora angiotensyny

I1 i substancji wypeiniajacych z tabletek

W celu wyekstrahowania substancji czynnej z preparatu farmaceutycznego,
tabletki rozkruszono w mozdzierzu, a nastepnie uzyto odpowiedniego rozpuszczalnika
organicznego selektywnie rozpuszczajacego tylko substancje czynng: acetonitrylu
(VAL), metanolu (LOS-K), chloroformu (TEL) lub etanolu (HCT) (Rys. 38). Ekstrakcje
przeprowadzono kilkukrotnie, stosujac filtracje prozniowa w ostatnim etapie.
Substancja stata pozostata na sgczku zawierata substancje pomocnicze - zostata zebrana
i wysuszona. Z otrzymanego filtratu odparowano rozpuszczalnik, a powstatg substancje
statg oczyszczono na kolumnie chromatograficznej lub poprzez krystalizacje. Struktury
chemiczne otrzymanych substancji czynnych i ich czysto$¢ potwierdzono analizami FT-
IR, NMR, HRMS oraz zmierzono temperature topnienia - analizy te wraz z dodatkowymi

informacjami dotyczacymi procedury ekstrakcji przedstawiono w publikacji [°4 (Tabela
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30). W przypadku LOS-K zastosowano handlowa substancje czynng (Sigma-Aldrich)
ze wzgledu na protonowanie soli potasowej LOS-K na etapie ekstrakcji substancji
czynnej z tabletek i tworzenia formy kwasowej LOS-H. Wyzej wymieniony metanol
zostal uzyty w celu wymycia LOS-K z formulacji farmaceutycznej i otrzymania czystej

masy tabletkowej zawierajacej mieszanine substancji pomocniczych.

Substancje pomocnicze
na saczku

Zebranie substancji
z sgczka, wysuszenie
1. Rozkruszenie tabletek
w mozdzierzu.
2. Ekstrakcja API
rozpuszczalnikiem. Substancje pomocnicze

3. Filtracja prézniowa.

»
>

Odparowanie
rozpuszczalnika,
wysuszenie API

Formulacja
farmaceutyczna

APl w filtracie

Substancja czynna (API)

Rys. 38. Schemat graficzny ilustrujacy procedure izolacji substancji pomocniczych (masy tabletkowej)
oraz substancji czynnej z formulacji farmaceutyczne;.

Substancje pomocnicze uzyte w CZESCI 2 badan ekotoksykologicznych
otrzymano z Zakladéow Farmaceutycznych POLPHARMA S.A. w postaci czystych
odczynnikéw. ARBs wykorzystane w badaniach uzupetniajacych zostaty zakupione
(IRB), wyekstrahowane z preparatu farmaceutycznego (CAN) lub otrzymane w procesie
przeksztatcenia soli w kwas (LOS-H). Ponizej przedstawiono procedure otrzymywania

tych zwigzkow oraz ich analizy (badania nieopublikowane).

Tabela 30. Wykonane analizy ekstrahowanych/syntezowanych lekéw wraz ze Zrédtem, w ktérym zostaty
opisane.

API Temp. top. FT-IR 1H NMR 13C NMR HRMS Zrédio
VAL + + + + +
TEL + + + [94]
HCT + + +

LOS-K Odczynnik zakupiony
CAN +

LOS-H + Ta praca
IRB Odczynnik zakupiony
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Otrzymywanie LOS-H

LOS-H (forma kwasowa losartanu) zostata otrzymana z certyfikowanego materiatu
odniesienia LOS-K (s6l potasowa losartanu) firmy Sigma-Aldrich w reakcji
protonowania z zastosowaniem kwasu salicylowego (SAL-H). Réwnomolowe ilosci
LOS-K i SAL-H zmieszano, zalano etanolem i ogrzewano w refluksie przez 1 godzine.
Nastepnie, mieszanine krystalizowano i zebrano krysztatki SAL-K (salicynian potasu)
w postaci igietek, jako produktu ubocznego oraz krysztatki LOS-H w postaci duzych
prostokatnych krysztatkdw (Rys. 39). Krysztaty LOS-K przemyto woda na lejku
Biichnera, zmierzono temperature topnienia (183-184 °C, zgodnie z literaturg [297])
i wykonano analizy FT-IR oraz 1H, 13C NMR w DMSO-ds oraz HRMS, ktére potwierdzity
czysto$¢ otrzymanego LOS-H. Struktura otrzymanego LOS-H zostata takze potwierdzona
przez analize rentgenowska i byta identyczna ze strukturg zdeponowang w bazie

krystalograficznej CSD (kod CSD: OCAHAC).

Rys. 39. Otrzymane krysztatki LOS-H.

Ekstrakcja CAN z preparatu farmaceutycznego

Kandesartan (CAN) w postaci estru cyleksetylowego zostat wyizolowany z preparatu
Atacand 16 mg firmy AstraZeneca AB, Szwecja, zawierajacego po 16 mg kandesartanu
cyleksetylu w kazdej tabletce. Tabletki zostaty rozkruszone w mozdzierzu, a substancje
czynng w nich zawartg ekstrahowano kilkukrotnie acetonem, filtrujac proézniowo
zawiesine z wykorzystaniem lejka Biichnera. Zebrane frakcje filtratu przesaczono przez
lejek Schotta z warstwa zelu krzemionkowego w celu dodatkowego oczyszczenia
substancji czynnej. WydajnoS¢ przeprowadzonej ekstrakcji wyniosta 59%
w przeliczeniu na ilo$¢ substancji czynnej zawartej w tabletce. Wysuszony CAN zostat
poddano analizom FT-IR, 1H, 133C NMR oraz HRMS. Zmierzono takze temperature
topnienia, wynosita ona 180-186 °C, zgodnie z literaturg (183-185 °C). [298]
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3.2. Analizy substancji czynnych

Procedury ekstrakcji oraz analizy zwigzkéw VAL, TEL i HCT zostaly przedstawione
w materiatach dodatkowych publikacji. [°4] Ponizej przedstawiono analizy dla zwigzkéw,
ktére nie wchodzity w sktad w/w publikacji i nie byty dotad opublikowane (LOS-H,
CAN), a stanowily przedmiot badan ekotoksykologicznych zamieszczonych w niniejszej

dysertacji.

OH Losartan, forma kwasowa (LOS-H)
HN-N

ci Ny N
“ N O t.t. 183-184 °C
-

O IH NMR (DMSO-ds, 200 MHz): & = 1.80 (3H, t, CHs), 1.23 (2H,

sext, CH2CHs), 1.45 (2H, quin, CH2CH:2CH3), 2.46 (2H, t,
CH2(CH2)2CHs), 4.33 (2H, s, CH20H), 5.24 (2H, s, CH2N), 7.02-7.09 (4H, m, 4xHar), 7.52-
7.59 (2H, m, 2xHar), 7.65-7.70 (2H, m, 2xHar), 16.30 (1H, brs, NH);

13C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): § = 14.08 (C-1), 19.02 (C-2), 22.09 (C-4), 26.25 (C-3),
29.47 (C-9), 46.87 (C-8), 51.81 (C-17), 55.38 (C-6), 56.50 (C-14), 123.96 (C-12), 125.71
(C-20), 126.11 (C-19), 126.75 (C-18), 128.07 (C-11), 128.30 (C-15), 129.59 (C-21),
131.05 (C-16), 131.54 (C-10), 136.67 (C-13), 138.88 (C-7), 141.50 (C-5), 147.85 (C-22);
MS - ES (+): m/z (%) = 423, 425 [(M + H)*, 35C1/37Cl, 100, 33];

HRMS (TOF MS ES+) (m/z): obliczone dla C22H24N6OCIl [M+H]*: 423.1700; zmierzone:
423.1700.
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Rys. 42. Widmo 13C NMR zwigzku LOS-H.

Kandesartan (CAN) w postaci estru

cyleksetylowego
O/ 0 T N N=N _ o
5:'\?‘ t.t. 180-186 °C

1H NMR (DMSO-ds, 400 MHz): § = 1.15-1.40 (6H, m, 3 x CHz cykioheksan) 1.41 (6H, 2 x t, 2 x
CH3), 1.61 (2H, s, CH2 cykioheksan), 1.82 (2H, s, CHz2 cykioheksan), 4.57 (1H, pent, CH), 4.61 (2H,
q, CH2CH3s), 5.50 (2H, s, CH2N), 6.79 (1H, q, CHCH3), 6.87 (2H, d, 2 x Har), 6.99 (2H, d, 2 x
Har), 7. (1H, t, Har), 7.42-7.63 (4H, m, 4 x Har), 7.73 (1H, d, Har);

13C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): § = 14.05 (C-1), 19.59 (C-12), 23.40 (C-16, C-18), 23.44
(C-17), 31.34 (C-15, C-19), 46.73 (C-20), 67.23 (C-2), 77.26 (C-14), 92.37 (C-11), 114.58
(C-8), 121.38 (C-28), 126.92 (C-5), 128.24 (C-6), 129.55 (C-7), 131.02 (C-23, C-25),
131.09 (C-30, C-31), 131.41 (C-29, C-22, C-26), 131.76 (C-9), 136.49 (C-27, C-32), 138.84
(C-21), 141.34 (C-4, C-24), 142.23 (C-13), 152.42 (C-3), 158.86 (C-33), 164.05 (C-10);

MS - ES (+): m/z (%) = 611 [(M + H)*, 100], 633 [(M + Na)*, 45];

HRMS (TOF MS ES+) (m/z): obliczone dla C33H35Ne¢Os [M+H]*: 611.2618; zmierzone:
611.2629.
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Rys. 45. Widmo 13C NMR zwigzku CAN.

3.3. Procedura przeprowadzania zmodyfikowanego testu

Microtox®

W badaniach ekotoksykologicznych uzyto bakterii Aliivibrio fischeri
(NRRL B-11177). Pomiar zahamowania  bioluminescencji prowadzono
z wykorzystaniem aparatu Microtox® Model 500 Analyzer (MODERNWATER Inc., New

Castle, USA) opisanego w podrozdziale 2.3. Czesci eksperymentalne;j.

Ze wzgledu na fakt, ze badane substancje czynne s3 w wiekszoSci stabo
rozpuszczalne w wodzie niemozliwe byto zastosowanie procedury wykorzystujacej
roztwory wodne badanego zwigzku (81.9% Basic Test) - tak jak w przypadku badanych
soli amoniowych. Wobec tego zastosowano protokoét Basic Solid Phase Test (BSPT),
ktéry pozwala na bezposredni kontakt bakterii z badang probka w postaci zawiesiny.
W standardowym protokole BSPT 7 g badanej prébki (gleb, osadéw dennych) jest
zawieszane w 35 mL diluentu - w ten sposéb powstaje wstepna zawiesina badanej
probki. Jako, ze standardowy protokét BSPT przeznaczony jest wytacznie do badania
7-gramowych probek gleby i osadow dennych, wprowadzono pewne modyfikacje
pozwalajace na zastosowanie tego testu do badania stabo rozpuszczalnych APIL
W pierwszym etapie przygotowano 7 g matrycy ,zanieczyszczonej” znang iloScig
badanej API. W tym przypadku, jako inertng matryce, zamiast gleby, zastosowano piasek

kwarcowy o wielko$ci ziaren 0.2-0.7 mm (wielko$¢ okres$lona z wykorzystaniem

145



skaningowego mikroskopu elektronowego). Zanieczyszczona matryca zostata

przygotowana poprzez zmieszanie:

» odpowiedniej ilosci formulacji farmaceutycznych ARBs lub ARB + HCT, w ilosci od
1 do 8 rozkruszonych tabletek (masa pojedynczej tabletki zawierata sie w przedziale
0.2-0.7 g), w zaleznoSci od toksycznosci badanej API;

* analogicznej iloSci czystej API, czystych mieszanin ARB + HCT, wyizolowanych
substancji pomocniczych (CZESC 1 badan) lub pojedynczych substancji
pomocniczych oraz ich mieszanin z ARBs lub innymi substancjami pomocniczymi
(CZESC 2 badan)

oraz dopeinienie do masy 7 g z uzyciem piasku kwarcowego. Dalsze etapy testu

prowadzone byty w oparciu o standardowy protokét BSPT. Wszystkie przygotowane

probki zostaty zawieszone w 35 mL diluentu Solid Phase Test Diluent (SPTD).

W przypadku najstabiej rozpuszczalnych prébek VAL i HCT, przygotowano dodatkowe

serie zawieszone w roztworze 4% (v/v) MeOH/SPTD (Rys. 46A). Reprezentatywna

probka (2 mL) do dalszych rozcienczen, zawierajaca zaréwno faze ciekly, jak i stalg
zostata pobrana w trakcie mieszania zawiesiny prébki na mieszadle magnetycznym ze
srodka utworzonego wiru (Rys. 46B). Seria rozcienczonych roztworéw zostata
nastepnie wykorzystana do wyznaczenia wartosci ECso (EC - ang. effective
concentration), ktore odnosi sie do stezenia toksykanta powodujacego 50%

zahamowanie bioluminescencji populacji bakterii.

__— Diluent
Substancja
rozpuszczona

Substancja
zawieszona Mieszadto

magnetyczne
Substancja

nierozpuszczona ___ Neutralna matryca

(piasek kwarcowy)

Rys. 46. Zanieczyszczona matryca zawierajaca badang substancje zawieszona w diluencie (A.);

Proces mieszania zanieczyszczonej matrycy z badang substancjg na mieszadle magnetycznym (B.).

Dodatkowe pomiary w 4% (v/v) MeOH/SPTD prowadzono dla VAL i HCT.
W przypadku VAL, zebranie reprezentatywnej préobki z zawiesiny VAL w standardowym

SPTD byto trudne ze wzgledu na hydrofobowe wtasciwosci tej substancji, ktorej pewne
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iloSci utrzymywaty sie na powierzchni roztworu, nawet podczas mieszania na mieszadle
magnetycznym. W przeciwienstwie do VAL, zawiesina HCT w SPTD byta homogeniczna,
lecz pomiary te przeprowadzono takze w 4% (v/v) MeOH/SPTD w celach
poréwnawczych. W celu potwierdzenia braku toksyczno$ci zwigzanej z piaskiem
kwarcowym uzywanym jako matryca do przygotowywania probek, przeprowadzono
kontrolne badanie ekotoksycznos$ci piasku kwarcowego w SPTD oraz 4% (v/v)

MeOH/SPTD.

Zahamowanie bioluminescencji mierzono po 5, 15 i/lub 30 minutach ekspozycji
bakterii na badang prébke. Wartosci ECso, wraz z odpowiadajacymi im 95%
przedziatami ufnoS$ci wyznaczono z wykorzystaniem oprogramowania Microtox Omni

Software™.

3.4. Obliczenia toksycznosSci mieszanin

Toksyczno$¢ badanych mieszanin ARBs (VAL, LOS-K, TEL) =z HCT
(z/bez substancji pomocniczych) zostata obliczona przy pomocy modeli CA (ang.
concentration addition) i 1A (ang. independent action) oraz porOwnana z warto$ciami
eksperymentalnymi. [2991 Przewidywanie efektu toksycznego dwusktadnikowe;j

mieszaniny w zatozeniach modelu CA opiera sie na wykorzystaniu ponizszego wzoru:

(3)

-1
Pa P
EC . =
S0 mix <ECSO,A +Ecso,3)

gdzie: ECso i — catkowite stezenie mieszaniny, ktore powoduje 50% zahamowanie
bioluminescencji; p, - utamek masowy zwigzku A w mieszaninie; pz - utamek masowy
zwigzku B w mieszaninie; ECsy 4 - wartoS¢ ECso zwigzku A uzytego pojedynczo

(z/bez substancji pomocniczych); ECs p - warto$¢ ECso zwigzku B uzytego pojedynczo.

W przypadku modelu IA zastosowano ponizszy wzor:

E(cmix) =1 = [(1 = en)(1 = ep)] (4)

gdzie: E(cy) - catkowity efekt toksyczny mieszaniny w danym stezeniu; e, - efekt
wywotywany przez zwigzek A w tym stezeniu; ep - efekt wywotywany przez zwigzek B
w tym stezeniu. E(c,;,) zZostal obliczony z wykorzystaniem krzywych dawka-

odpowiedZ wyznaczonej dla kazdego pojedynczego sktadnika mieszaniny.

147



Stosunek ARBs do HCT w sztucznie zanieczyszczonych matrycach (matryca +
ARB + HCT) byt identyczny jak w badanych dwusktadnikowych formulacjach ARBs
z HCT. Toksyczno$¢ formulacji APIs zostata obliczona z wykorzystaniem wartosci ECso
czystych APIs (bez substancji pomocniczych) oraz warto$ci ECso odpowiednich
substancji pomocniczych (masy tabletkowej). Toksycznos$¢ kazdej z czystych mieszanin
ARB + HCT zostata obliczona z wykorzystaniem wartosci ECso czystych API (bez
substancji pomocniczych). Toksyczno$¢ mieszanin ARB + HCT w formulacji
farmaceutycznej (z substancjami pomocniczymi) zostata obliczona z wykorzystaniem
warto$ci ECso uzyskanych dla farmaceutycznej formulacji danej API (z substancjami
pomocniczymi). W przypadku mieszaniny VAL + HCT, toksyczno$¢ mieszanin zostata

obliczona dla dwéch zastosowanych diluentéw (SPTD oraz 4% (v/v) MeOH/SPTD).

Warto$¢ wspotczynnika MDR (ang. model deviation ratio) pozwalajaca na
klasyfikacje efektéw synergistycznych i antagonistycznych obserwowanych w badanych
mieszaninach zostata obliczona wg wzoru:

MDR = ECsg mix obliczona

(5)

ECso mix eksperymentalna

gdzie: ECsg mix obliczona — warto$¢ ECso obliczona z wykorzystaniem modelu CA/IA;
ECs50mix eksperymentalna — wartos¢ ECso otrzymana w wyniku przeprowadzenia testu
Microtox®. W oparciu o warto$¢ wspotczynnika MDR, efekty zostaty sklasyfikowane jako:
synergistyczne (MDR >  2), addytywne (0.5 < MDR < 2) lub antagonistyczne
(MDR < 0.5). [300]

3.5. Analiza statystyczna

Wartosci ECso zostaty obliczone z wykorzystaniem oprogramowania Microtox
Omni Software™ w oparciu o analize regresji liniowej. Dla kazdego pomiaru, w celu
oceny jakoSci otrzymanych wynikdw wyznaczono 95% przedziat ufnosSci oraz
wspotczynnik determinacji (R?). Statystyczne opracowanie danych eksperymentalnych
prowadzono z wykorzystaniem oprogramowania OriginPro 16. Statystycznie istotne
réznice miedzy otrzymanymi wynikami okreslono za pomoca testu t-Studenta dla prob
zaleznych na poziomie istotnosci a = 0.05. Wyniki przedstawiono w materiatach

dodatkowych niniejszej dysertacji.
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Tabela S1. Wartosci ECso badanych zwigzkéw wobec bakterii A. fischeri otrzymane po 5 i 15 minutach ekspozycji, wraz z 95% przedziatem ufnosci
i wspotczynnikiem determinacji (R?). CZESC 1 badan.

Wspétczynnik

P . . . ECso0 5 min [mg/L] ECs0 15 min [mg/L] . .
API Postac Diluent Powtorzenie (95% przedzial ufnosci) (95% przedzial ufnosci) dete;.n;l;l i‘;;:l(R )
169.24 341.70
! (79.80-358.82) (338.33-358.97) 0.8281; 0.9987
172.06 242.80
SPTD 2 (102.02-290.17) (103.75-568.26) 0.9527; 0.9927
88.31 120.04
> (83.90-92.91) (99.20-145.28) 0.9997; 0.9995
$rednia: 143.20 + 38.83 234.83 £ 90.66
VAL (czysty) 108 ——
. (15.83-446.55) (19.19-37077) 0.9509; 0.9615
238.66 202.56
4% (v/v) 2. (102.09-557.85) (119.71-342.94) 0.9493; 0.9236
MeOH/SPTD 74.63 69.81
> (32.10-173.60) (28.30-172.31) 0.8853; 0.8625
Srednia: 132.46 + 75.19 118.92 + 59.46
22.03 19.81
- (15.25-31.93) (13.81-28.66) 0.9765; 0.9779
VAL 25.87 20.82
- 2. (18.09-37.01) (1687.25.70) 0.9770; 0.9925
21.23 17.46
> (14.72-30.63) (12.09-25.22) 0.9975; 0.9974
Formulacja VAL Srednia: 23.04£2.03 19.36 £ 1.41
76.84 58.59
Valtap 160mg L (47.80-123.33) (39.23-87.45) 0.9692; 0.9723
65.69 4273
2% (v/%) z (51.64-83.56) (30.67-59.56) 0.9950; 0.9887
96.10 75.49
MeOH/SPTD 3 (54.38-169.84) (58.18-97.97) 0-9809; 0.9859
$rednia: 79.54 £ 12.56 58.93 + 13.37
Formulacja VAL + HCT 41.30 32.84 .
SPTD L (33.12-51.48) (27.05-39.88) 0.9932; 0.9936
Soma 12,50 2. 3583 28.06 0.9265; 0.9610

160mg + 12.5mg

(16.67-70.73)

(17.61-44.70)
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62.12 58.56
3 (54.40-70.93) (50.89-67.27) 0.9985; 0.9980
Srednia: 45.42 * 11.33 39.82 + 13.39
66.41 49.01
L (47.60-92.69) (28.88-83.15) 0.9567;0.9012
60.31 59.90
0, .
Mig)H(}/S/I"/%D 2 (26.47-137.41) (20.03-179.06) 0.9588; 0.9124
3 85.20 60.41 0.8737; 0.8472
' (45.50-160.30) (31.60-115.23) N
Srednia: 70.64 + 10.59 56.44 * 5.25
1319.49 1141.56
L (979.90-1799.12) (343.41-3841.24) 0.9873;0.9722
601.34 493.39
SPTD 2 (543.51-673.93) (496.40-591.11) 0.9964;0.9910
634.85 525.92
3 (478.34-852.45) (391.91-714.59) 0.9743; 0.9728
Srednia: 851.89 * 330.92 720.29 + 298.17
VAL + HCT (czyste) ) 82.64 94.16 05457 07053
' (15.64-436.60) (8.187-1083) OIS
127.90 154.60
0, .
Mié)H()/S/P"/%‘D 2 (35.39-462.50) (67.10-356.2) 0.8513; 0.9894
3 160.10 189.50 0.9675: 0.9040
' (30.91-829.10) (6.673-5383) S
Srednia: 123.55 + 31.77 146.09 * 39.38
3262.95 1030.60
L (373.80-28268.33) (299.37-3546.18) 0.7455; 0.7324
3613.18 1397.27
SPTD z (11.19-1166244) (769.29-2537.51) 0.8330;0.9232
1454.53 87345
3 (688.89-3071.08) (538.93-1415.55) 0.8857;0.9298
Srednia: 2776.89 + 945.91 1100.44 +219.48
Masa tabletkowa VAL (Valtap) 2631.03 1283.24
L (1870.49-3861.60) (831.89-1980.35) 0.9942; 0.9585
4% (v/v) 4067.73 1218.68
MeOH/SPTD 2. (419.97-39403.15) (423.99-3503.70) 0.8216; 0.8413
973.47 817.17
3 (448.62-2112.30) (714.67-934.39) 0.8961;0.9946
Srednia: 2557.41 + 1264.30 1106.36 * 206.18
490.17 653.65
L (307.45-780.93) (319.89-1335.30) 0.9196;0.9188
594.25 694.10
LOS-K LOS-K (czysty) SPTD 2. (343.09.1028.98) (541.64-889.82) 0.9101; 0.9906
3. 667.23 629.33 0.9858; 0.9691

(490.17-908.21)

(172.93-2289.90)
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Srednia:

583.88 + 72.65

659.02 +26.71

939.60 1200.95
L (524.11-1684.61) (711.35-2026.57) 0.9391;0.9535
Formulacja LOS-K 484.79 612.64 .
z (220.39-1066.60) (222.60-1685.46) 0.8247; 0.7855
Lozap 50mg 603.02 809.21 .
3 (396.55-916.69) (528.07-1239.42) 0.9536; 0.9450
Srednia: 675.81 £ 192.68 874.27 * 244.54
362.64 369.86
L (132.21-995.00) (138.29-989.29) 0.8247;0.8353
Formulacja 464.14 451.79 .
LOS-K + HCT 2. (152.14-1415.71) (177.57-1149.29) 0.9761; 0.9832
405.43 398.65
Lozap HCT 50mg+12.5mg 3 (186.83-926.54) (146.34-1029.42) 0.9221; 0.9302
Srednia: 410.74 + 41.61 406.77 + 33.94
469.36 45421
L (345.79-637.07) (319.93-644.86) 0.9713; 0.9622
371.50 36171
2. 0.9476; 0.9155
LOS-K + HCT (czyste) (253‘.;9735—524;.36) (223‘.143;5;875.50]
3 (315.35-702.42) (302.13-673.26) 0.9853; 0.9468
$rednia 438.71 £ 47.59 427.96 +47.18
7876 8155
L (5450-11381) (6173-10774) 0.9740; 0.9890
6852 8029
Masa tabletkowa 2. (4239-11073) (7380-8735) 0.9413; 0.9990
LOS-K (Lozap) 9442 10079 .
3 (7412-12029) (4406-23054) 0.9930; 0.9267
$rednia: 8056.67 + 1065.05 8754.33 £ 938.09
272.50 122.49
L (201.95-367.58) (81.35-184.37) 0.9644; 0.9470
97.95 61.27
2 (69.88-137.32) (56.38-66.64) 0.9609; 0.9978
TEL (coys) 219.10 115.35
3 (158.43-302.95) (81.90-162.46) 0.9593;0.9575
TEL SPTD
Srednia: 196.52 + 73.02 99.70 + 27.33
1350.42 245.45
Formulacja TEL L (694.83-2917.53) (137.69-470) 0.8760; 0.8534
Telmizek 80mg 2. 888.15 287.27 0.7721; 0.7611

(345.42-2283.92)

(131.38-627.85)
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882.66 433.10
3 (309.95-2514.33) (162.47-1154.76) 0.7252; 0.7495
Srednia: 1040.41 + 219.22 321.94 + 80.43
1452.00 44448
L (846.24-2488.80) (299.40-659.76) 0.9300; 0.9397
Formulacja TEL + HCT 113140 232.08 .
2 (617.76-2035.20) (142.80-377.16) 0.9024; 0.9143
Telmizek COMBI 3562.80 1230.00
80mg + 25mg 3 (1364.40-9304.80) (727.08-2079.60) 0.8727;0.9165
Srednia 2045.40 + 1081.42 635.52 +429.21
2184.00 783.84
L (1386.00-3441.60) (536.88-1144.44) 0.9455; 0.9437
1666.90 646.92
2 (909.12-3054.00) (417.6-1007.28) 0.8840; 0.9322
TEL + HCT (czysty) 3013.20 972.84
3 (1762.80-5149.20) (671.40-1410.00) 0.9456; 0.9587
Srednia: 2288 + 554.56 801.20 + 133.62
13265.75 10607.42
L (5660.11-31076.53) (9428.82-11931.88) 0.9955; 0.9999
29970.85 24418.95
Masa tabletkowa 2 (7984.38-112402.5) (5107.28-116825.2) 0.8859; 0.8303
TEL (Telmizek) 18321.27 12141.25
3 (2804.18-110638.1) (1379.51-106850.6) 0.8003; 0.9667
Srednia: 20519.29 + 6994.69 15722.54 + 6181.09
1859.78 1629.90
L (250.31-13821.41) (450.66-5897.01) 0.9763; 0.9878
2193.42 1259.06
SPTD 2 (599.28-8028.17) (354.13-4353.31) 0.8515; 0.8162
HCT HCT (czysty) 2195.02 1571.95 .
3 (1481.60-3250.22) (1022.00-2418.51) 0.9932;0.9809
Srednia: 2082.73 + 157.66 1487.02 + 162.88
4% (v/v) 2704.54 1914.00 .
MeOH/SPTD L (2278.02-3210.27) (808.93-4528.32) 0.9964;0.9182
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2686.16 2110.01
2. (67.12-107480) (1008.05-4418.01) 0.8921; 0.9281
3001.90 2143.08
3 (2153.64-4125.78) (742.64-45174.25) 0.9289; 0.8988
Srednia: 2797.53 + 144.70 2055.70 £101.10
1653.84 1022.48
L (1221.23-2238.12) (856.77-1220.11) 0.9909;0.9950
1503.31 966.29
SPTD 2 (507.97-4449.10) (626.58-1489.74) 0.9225;0.9685
1992.28 1064.94
_ 3 (1307.12-3037.90) (706.24-1605.95) 0.9825;0.9725
Formulacja HCT ~
Srednia: 1716.47 + 204.47 1017.90 + 40.41
Hydrochlorothiazidum 1771.98 1251.88
Polpharma (25 mg) L (512.44-6128.28) (522.33-2999.59) 0.8702;0.8975
1286.68 665.21
4% (v/v) 2. (450.98-3670.06) (478.91-923.82) 0.8927;0.9740
MeOH/SPTD
1130.03 639.06
3 (436.42-3125.74) (247.25-1020.13) 0.9124;0.9267
Srednia: 1369.23 + 273.28 852.05 + 282.92
33040 40843
L (6010-181625) (7700-216654) 0.7768;0.8111
Masa tabletkowa HCT 32651 41922 )
(Hydrochlorothiazidum SPTD 2 (8095-131691) (7246-242548) 0.8397;0.8169
Folpharma) 3 34005 25594 0.9775; 0.9887
: (14466-79934) (7198-91002) RS
Srednia: 33232.00 + 569.20 36119.67 + 7455.79
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Tabela S2. Statystyczne opracowanie otrzymanych danych eksperymentalnych (test t-Studenta dla préb zaleznych, a = 0.05). CZESC 1 badan.

VAL (czysty)

SPTD

ECs0 5 min ECs0 15 min
VAL Formulacja V]? é‘,; Formulacja VAL Formulacja VHA é’; Formulacja
(czysty) VAL (czyste) VAL + HCT (czysty) VAL (czyste) VAL + HCT

SPTD
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. . R=0.70
Formulacja Formulacja Stat t = 3.40
VAL 4.53 VAL _ 6 0;1_
p=0.02 p=0
E VAL + HCT i;g 26—5 R=072 E VAL + HCT R=061 R=069
v (czyste) 3 17' Statt=3.53 v (czyste) Statt=2.97 | Statt=3.33
p=0.04 p=0.04 p=0.05 p =0.04
R=0.56
R=0.51 R=0.55 R=0.37
Formulacja Statt= Formulacja
Statt =2.55 Statt=2.70 Statt=1.96
VAL + HCT 2.74 p=0.06 VAL + HCT p=0.06 p=0.09
4% (v/v) MeOH/SPTD 4% (v/v) MeOH/SPTD
VAL (czysty)
E Formulacja E Formulacja R= (_)'21
" -9 Statt=1.18
@ VAL 0.87 @ VAL -0.418
= p=0.24 = p=5
E R=006 R=0.46 E R=0.11 R=0.70
= V?CI; +s]t-[e():T Stg;lt12= Stat t=2.30 = V(AC'; ::L‘;T Statt=0.55 | Statt=3.38
5 4 p= 044 p=0.07 5 4 p=032 p =004
X - X
¥ Formulacja Iéta? t1=8 R=092 ¥ Formulacja R=028 R=0.07
VAL + HCT 1.05 Stat_t; (5)204 VAL + HCT Stat_t; 11.353 Stat_t;‘(t).lzs
p =020 p=0. p=0 p=0
4% (v/v) MeOH/SPTD 4% (v/v) MeOH/SPTD
Masa Masa
tabletkowa tabletkowa
VAL VAL
R=0.07
VAL (czysty) | Swtt= VAL Stgt_t 9.?1064
E 0.24 E (czysty) -0 1'2
. B p=0.
w w
Formulacja R=0.95 Formulacja R=0.77
VAL Statt=5.56 VAL Statt=3.79



VAL + HCT VAL + HCT

(czyste) . (czyste)
Formulacja Formulacja
VAL + HCT VAL + HCT
Masa R=0.95 Masa R=0.64
tabletkowa Stat t=0.65 tabletkowa Statt=0.05
VAL p=0.29 VAL p =048
ECs0 5 min ECs0 15 min
LOS-K Formulacja | LOS-K+ HCT Formulacja LOS-K Formulacja LOS-K + HCT Formulacja
(czysty) LOS-K (czyste) LOS-K + HCT (czysty) LOS-K (czyste) LOS-K + HCT
SPTD SPTD
Formulacja S tl:tzt (_)'%)05 1 Formulacja S tztzt 9'%11 8
LOS-K S LOS-K iy
E p=0.33 E p=0.18
R=0.05 R=0.66 LOS-K + R=0.97 R=0.67
A N &
@ LO(SC X ;'tf:)CT Statt=231 | Statt=2.03 @ HCT Statt=446 | Statt=293
¥ p=0.07 p=0.09 (czyste) p =0.02 p=0.05
Formulacia R=0.51 R=0.94 R=0.05 Formulacja R=0.74 R=0.94 R 5
LOS-K + HéT Statt=3.91 Statt=1.61 Statt=0.07 LOS-K + Statt=15.65 Statt=2.39 Statt=0.03
p =0.03 p=0.12 .48 HCT p = 0.002 p =0.07 .

ECs0 5 min ECs0 15 min
TEL Formulacja TEL + HCT Formulacja TEL (czysty) Formulacja TEL + HCT Formulacja
(czysty) TEL (czyste) TEL + HCT ¥ TEL (czyste) TEL + HCT
SPTD SPTD
Formulacja Formulacja St5t=t (_)g(; 4
TEL 6.88 TEL - 0.03
p=0.01 p=5
R=0.96
R=0.14 R=1.00 R=0.80
E Tf:; :?;T Stb_a;g‘ Stat ¢ = 2.82 E T&'; +s't"e‘;T Stat ¢ = 8.66 Statt=8.01
& Y : p =0.05 & Y p=0.006 p=0.008
p=0.01
Formulacia 1;;?::0 R=0.40 R=0.11 Formulacia R=0.34 R=0.91 R=0.14
TEL 1 HOT 548 Statt=120 | Statt=0.60 TEL s HCY | State=183 Statt =124 Statt=0.78
p—IO 07 p=0.18 p=0.30 p=0.10 p=0.17 p=026
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ECs0 5 min ECs0 15 min
(c?}fzs'l;y) Forrl;lg';acja (clz-l;s{y) Formulacja HCT [cg;{y) Forlﬁl(l;}acja (c?}f:s{y) Formulacja HCT
SPTD 4% (v/v) MeOH/SPTD SPTD 4% (v/v) MeOH/SPTD
R=045 HeT R=0.92
2 HCT (czysty) St]z;t =t 6. 3326 E (czysty) St;t:al (5);)5
& Formulacja « Formulacja
HCT HCT
R=0.46
~ E HCT (czysty) S?ZT Stf:t t 2'451.%9 ~ E [;(:S{y) Stgt ¢ 21?47 Stgt tg'i?66
5 E b =0.01 p=0.06 5 § ¥y p=0.04 p=0.02
X3 = =) =
<+ é Forr;;}‘acia Stgtzt g;;:l 1 <+ é Forr];l(l:l';acja Stgt f§§283
Tabela S3. Parametry krzywych uzyskane dla mieszanin (przewidywanie toksycznoéci w oparciu o model IA). CZESC 1 badan.
Enmx=a-In(cmix) +b
Mieszanina ECs0, 5 min ECso, 15 min
a b R2 a b R2
VAL + masa tabletkowa 0.2014 -0.4153 0.95 0.2214 -0.5795 0.92
VAL + masa tabletkowa * 0.2485 -0.6444 0.97 0.2523 -0.6761 0.93
VAL + HCT (czyste) 0.2491 -0.7419 0.97 0.2808 -0.9933 0.97
VAL + HCT (czyste)* 0.2666 -0.7746 0.96 0.2498 -0.6439 0.95
VAL + HCT (formulacja) 0.3451 -0.6731 0.97 0.3214 -0.5306 0.96
VAL + HCT (formulacja)* 0.2774 -0.7152 0.99 0.2793 -0.6613 0.97
LOS-K + masa tabletkowa 0.5732 -3.3725 0.98 0.7409 -4.5998 0.97
LOS-K + HCT (czyste) 0.3520 -1.6864 0.98 0.3934 -1.9761 0.98
LOS-K + HCT (formulacja) 0.2685 -1.1480 0.98 0.3237 -1.5261 0.97
TEL + masa tabletkowa 0.1665 -0.4076 0.99 0.1786 -0.3645 0.97
TEL + HCT (czyste) 0.1771 -0.3942 0.98 0.1784 -0.3146 0.97
TEL + HCT (formulacja) 0.1249 -0.2737 1.00 0.1188 -0.1092 1.00
HCT formulacja 0.2554 -1.3988 0.99 0.3019 -1.7524 0.99

* diluent: 4% (v/v) MeOH/SPTD
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Tabela S4. Parametry krzywych uzyskane dla mieszanin (przewidywanie toksycznos$ci w oparciu o model

IA). CZESC 2 badan.

Emix=a- ln(Cmix) +b

Mieszanina ECs0,50 min

a b R?
VAL + celuloza mikrokrystaliczna 0.1816 -0.3603 0.98
VAL +weglan magnezu 0.1193 0.1653 0.93
VAL + powidon K25 0.2298 -0.6985 0.96
VAL + laurylosiarczan sodu 0.0736 0.7035 0.87
VAL + krzemionka koloidalna 0.2236 -0.5748 0.99
weglan magnezu + powidon K25 0.1729 -0.1947 0.98
weglan magnezu + krzemionka koloidalna 0.1176 0.1594 0.99
powidon K25 + krzemionka koloidalna 0.2562 -1.1072 0.99
powidon K25 + krzemionka koloidalna + weglan magnezu 0.1784 -0.1751 0.95
VAL + powidon K25 + krzemionka koloidalna 0.3348 -1.1889 0.95
LOS-K + celuloza mikrokrystaliczna 0.1630 -0.3345 0.97
LOS-K + mannitol 0.1687 -0.3917 0.99
LOS-K + krzemionka koloidalna 0.1552 -0.2710 0.97
LOS-K + talk 0.1163 0.0532 0.95
TEL + mannitol 0.0316 0.4778 1.00
TEL + powidon K25 0.0857 0.1425 1.00
TEL + meglumina 0.0745 0.5460 1.00
mannitol + powidon K25 0.2221 -0.9890 1.00
mannitol + meglumina 0.1565 0.0479 1.00
meglumine + powidon K25 0.2166 -0.3081 0.97

Tabela S5. Wartosci pH prébek ARBs, substancji pomocniczych oraz mieszanin wykorzystywanych w

testach ekotoksykologicznych (test Microtox®).

ARB/substancja pomocnicza pH Mieszanina pH
VAL 4970 VAL + celuloza mikrokrystaliczna 4.256
LOS-K 7.750 VAL +weglan magnezu 7.408
TEL 8.036 VAL + powidon K25 3.990
celuloza mikrokrystaliczna 6.722 VAL + laurylosiarczan sodu 3.961
laurylosiarczan sodu 6.779 VAL + krzemionka koloidalna 4.298
weglan magnezu (ciezki) 10.257 weglan magnezu + powidon K25 9.559
glikolan sodowo-skrobiowy (typ A) 6.183 weglan magnezu + krzemionka koloidalna 9.231
krzemionka koloidalna (AEROSIL 4421 powidon K25 + krzemionka koloidalna 3.919
R200)
powidon K25 3.889 powidon K25 + krzemionka koloidalna + weglan 9.061
magnezu
powidon K30 3.607 VAL + powidon K25 + krzemionka koloidalna 4.246
croscarmellose sodium 4.347 LOS-K + celuloza mikrokrystaliczna 7.101
krospowidon (typ A) 6.045 LOS-K + mannitol 6.980
meglumina 10.830 LOS-K + krzemionka koloidalna 7.405
talk 9.082 LOS-K + talk 6.987
laktoza jednowodna 5.113 TEL + mannitol 7.007
mannitol 6.390 TEL + powidon K25 5.450
prezelowana skrobia kukurydziana 5.432 TEL + meglumina 10.180
krzemionka nanoproszek 4.681 mannitol + powidon K25 6.373
koloidalna krzemionka LUDOX SM-30 | 9.172 mannitol + meglumina 10.493
sorbitol 7.446 meglumina + powidon K25 10.161
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wszystkie substancje pomocnicze VAL 9.718
VAL + wszystkie substancje pomocnicze 5.157
wszystkie substancje pomocnicze LOS-K 7.433

LOS-K + wszystkie substancje pomocnicze 7.509

wszystkie substancje pomocnicze TEL 9.897

TEL + wszystkie substancje pomocnicze 10.033
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