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Zatgcznik numer 2
do wniosku o nadanie stopnia doktora habilitowanego

1. Imie i nazwisko
Matgorzata Szultka-Migska (z d. Szultka)
2. Posiadane dyplomy i stopnia naukowe

2009-2014- Studia doktoranckie w zakresie z chemii w KatedChemiiSrodowiska i
Bioanalityki na Wydziale Chemii, Uniwersytet Mikgda Kopernika w Toruniu; tytut
rozprawy doktorskiej;,Badanie produktow metabolizmu lekdw nowej generaaj pomog
mikroekstrakcyjnych technik przygotowania probegkolgczeniu z LC-ME, praca obroniona
17.X11.2014 r., promotor: prof. dr hab. Bogustaws2awski;

2007—2009- Studia stacjonarne Il stopnia (magisterium) wedaze ChemiiSrodowiska i

Bioanalityki na Wydziale Chemii, Uniwersytet MikgdaKopernika w Toruniu; tytut pracy:
»Zminiaturyzowane ukfady sorpcyjne w analizie gzzkiow biologicznie aktywnych’praca

obroniona z wyrgnieniem 8.V1.2009 r., promotor: prof. dr hab. Bolgus Buszewski;

2004-2007- Studia stacjonarne | stopnia (licencjat) w Kated Chemii Srodowiska i
Bioanalityki na Wydziale Chemii, Uniwersytet MikggaKopernika w Toruniu; tytut pracy:
»rechniki elektromigracyjne w oznaczaniu mikroorganow - pomiary potencjatu zeta dla
zywych komoérek bakteryjnych oraz stosowanych fazjostarnych”, praca obroniona
12.VI1.2007 r, promotor: prof. dr hab. Bogustaw Bewski.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu

1.02.2018 — obecnie asystent, Katedra CheStiddowiska i Bioanalityki, Wydziat
Chemii UMK w Toruniu

1.03.2016 — 31.01.2018  specjalista naukowo-techniczny, Katedrar@ih8rodowiska i
Bioanalityki, Wydziat Chemii UMK w Toruniu

1.03.2016 — 31.01.2018 adiunkt naukowy, Interdyscyplinarne Centmowoczesnych
Technologii UMK

1.04.2015 — 29.02.2016 specjalista inynieryjno-techniczny, Katedra CherSiiodowiska
i Bioanalityki, Wydziat Chemii UMK w Toruniu

4. Wskazanie osigniecia* wynikaj gcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stoprich i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. p&@311.):

(a) tytut osiagniecia naukowego:

monotematyczny cykl publikacji zatytutowany:

~rechniki tgczone w badaniu produktow metabolicznej biotransfacji lekow
dla celowanej terapii farmakologicznej”
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(b) wykaz powigzanych tematycznie artykutdw naukowych stanowgcych podstave
postepowania habilitacyjnego:

Publikacje H1-H9] wchodzce w sktad jednotematycznego cyklu prac stanoyah
podstaw oshgni¢ccia naukowego pochogz czasopism znajdagych s¢ na licie Journal
Citation Reports (JCR). Publikacj#10] pochodzi z czasopisma nie znaghggo st na
liscie JCR. Jestem autorem do korespondencji w prkyp@gublikacji H1-H4, H7, H9. W
publikacjachH1-H10 m¢éj wktad w autorstwo wynosit od 15% do 80%. W ymadku
publikacji H1-H9 podatam Impact Factor (IF) odngsy sk do roku wydania publikacji, 5-
letni IF, punktagi MNiISW odnos3zca sie do roku wydania publikacji, a ta& liczke cytowai
Web of Science i Scopus na dz#11.2018. W przypadku publika¢filO IF oraz 5-letni IF
pochodzi z bazy Google Scholar.

[H1] Malgorzata Szultka-Mtynska*, Pawet Pomastowski, Bogustaw Buszewski,
Application of solid phase microextraction followeldy liquid chromatography-mass
spectrometry in the determination of antibiotic ghuand their metabolites in human whole
blood and tissue samples, J. Chromatogr. B 10863)2063-165.

IF=2,441; IF5,n=2,526; MNiISW=30 pkt.; Liczba cytowidWeb of Science/Scopus=1/1

Whkiad w autorstwo 75%

Mé6j wkiad w powstanie tej pracy polegat na dokomampirzeghdu literaturowego, kierowaniu projektem
naukowym obejmuicym badania opisane w tej pracy, zaplanowaniu korjcepracy, zaplanowaniu i
wykonaniu analiz, dyskusji uzyskanych wynikéw, matowaniu manuskryptu, redakcji cétdo pracy,
korespondencji z redaktorem czasopisma oraz reotare

[H2] Malgorzata Szultka-Miynska*, Sylwia Bajkacz, Irena Baranowska, Bogustaw
Buszewski, Structural characterization of electesunltally and in vivo generated potential
metabolites of selected cardiovascular drugs byUHPLC/ESI-MS using an experimental

design approach, Talanta 176 (2018) 262-276.

IF=4,244; IF5,,=3,937; MNiSW=40 pkt.; Liczba cytowidWeb of Science/Scopus=0/0

Wkiad w autorstwo 60%

Mé6j wkiad w powstanie tej pracy polegat na dokomampirzeghdu literaturowego, kierowaniu projektem
naukowym obejmujcym badania opisane w tej pracy, zaplanowaniu Kaocjcepracy, zaplanowaniu analiz,
wykonaniu analiz na prébkach rzeczywistych, dyskusyskanych wynikéw, napisaniu wpnej wersji
manuskryptu, redakcji catoi pracy, korespondencji z redaktorem czasopisraa @cenzentami.

[H3] Malgorzata Szultka-Miynska*, Sylwia Bajkacz, Magdalena Kaca, Irena Baranowska,
Bogustaw Buszewski, Electrochemical simulationhwée novel cardiovascular drugs phase |
metabolism and development of a new method for roation of them by liquid
chromatography coupled with tandem mass spectrgmétr Chromatogr. B., 1093-1094
(2018) 100-112.

IF=2,441; IF5,n=2,526; MNiISW=30 pkt.; Liczba cytowidWeb of Science/Scopus=0/0

Wkiad w autorstwo 55%

M6j wkiad w powstanie tej pracy polegat na dokomampirzeghdu literaturowego, kierowaniu projektem
naukowym obejmujcym badania opisane w tej pracy, zaplanowaniu kocjceracy, zaplanowaniu analiz,
wykonaniu analiz na prébkach rzeczywistych, dyskusyskanych wynikéw, napisaniu wpnej wersji
manuskryptu, redakcji catoi pracy, korespondencji z redaktorem czasopisraa @cenzentami.

[H4] Malgorzata Szultka-Miynska*, Bogustaw Buszewski, Electrochemistry-mass
spectrometry for in-vitro determination of selectechemotherapeutics and their
electrochemical products in comparison to in-vipp@ach, Talanta 160 (2016) 694-703.
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IF=4,162; IF5,n=3,937; MNiSW=40 pkt.; Liczba cytowidWeb of Science/Scopus=3/3

Wktad w autorstwo 80%

Mé6j wkiad w powstanie tej pracy polegat na dokomampirzeghdu literaturowego, kierowaniu projektem
naukowym obejmuicym badania opisane w tej pracy, zaplanowaniu korjcepracy, zaplanowaniu i
wykonaniu analiz, dyskusji uzyskanych wynikéw, matowaniu manuskryptu, redakcji cétdp pracy,
korespondencji z redaktorem czasopisma oraz reotarne

[H5] Ewa Wierzbicka, Matgorzata Szultka-Mtynska, Bogustaw Buszewski, Grzegorz
Sulka, Epinephrine sensing at nanostructured Aatrelde and determination its oxidative
metabolism, Sens. Actuators B 237 (2016) 206-215.

IF=5,401; IFs5,n=5,118; MNiSW=40 pkt.; Liczba cytowidWeb of Science/Scopus=8/8

Wktad w autorstwo 45%

Mé6j wkiad w powstanie tej pracy polegat na dokomapirzegidu literaturowego, zaplanowaniu koncepcji
pracy, zaplanowaniu i wykonaniu analiz za pogaktora elektrochemicznego oraz chromatogradiczowej

i spektrometrii mas, dyskusji uzyskanych wynikévapisaniu wsipnej wersji manuskryptu, redakcji céo
pracy.

[H6] Anna Petruczynik, Karol WroblewskiMalgorzata Szultka-Miynska, Bogustaw

Buszewski, Hanna Karakuta-Juchnowicz, Jacek Gajewhlstyna Morylowska-Topolska,

Monika Waksmundzka-Hajnos, Determination of somgchstropic drugs in serum and

saliva samples by HPLC-DAD and HPLC MS, J. Pharmontgd. Anal.127 (2016) 68-80.
IF=3,255; IF5.1ni=2,863; MNiISW=35 pkt.; Liczba cytowidWeb of Science/Scopus=7/9

Whkiad w autorstwo 15%

M¢6j wklad w powstanie tej pracy polegat na dokomaprzeghdu literaturowego, zaplanowaniu

koncepcji pracy dotyezrej spektrometrii mas, zaplanowaniu analiz z zastasiem chromatografii

cieczcowej w palczeniu ze spektrometrem mas, dyskusji uzyskanychikéw, opracowaniu

parametrow spektrometru mas, interpretaciji chrogratméw i widm MS, identyfikacji metabolitow
oznaczanych lekow, redakcji cédo pracy.

[H7] Matgorzata Szultka-Miynska*, Bogustaw Buszewski, Chromatographic behavior of
selected antibiotic drugs supported by quantitatsteucture-retention relationships, J.
Chromatogr. A 1478 (2016) 50-59.

IF=3,981; IF5.ni=3,713; MNiISW=40 pkt.; Liczba cytowidWeb of Science/Scopus=2/2

Wkiad w autorstwo 80%

Méj wklad w powstanie tej pracy polegat na dokomamirzegidu literaturowego, kierowaniu projektem
naukowym obejmuicym badania opisane w tej pracy, zaplanowaniu koejcepracy, zaplanowaniu i
wykonaniu analiz, dyskusji uzyskanych wynikéw, majowaniu manuskryptu, redakcji céd pracy,
korespondencji z redaktorem czasopisma oraz reotarne

[H8] Malgorzata Szultka-Mtynska, Pawet Olszowy, Bogustaw Buszewski, Nanoporous
conducting polymer-based coatings in microextractiechniques for environmental and
biomedical applications, Crit. Rev. Anal. Chem.(2616) 236-247.

IF=4,000; IF5.,n=3,697; MNiSW=35 pkt.; Liczba cytowidWeb of Science/Scopus=5/5

Wkiad w autorstwo 70%

Mé6j wkiad w powstanie tej pracy polegat na dokomampirzeghdu literaturowego, kierowaniu projektem
naukowym obejmuicym tematyk opisam w tej pracy, zaplanowaniu koncepcji pracy, nagisamanuskryptu-
rozdziatow peéwieconych zastosowaniu technik mikroekstrakcyjnych dbadbek srodowiskowych i
biologicznych, redakcji catgi pracy.

[H9] Matgorzata Szultka-Mtynska*, Bogustaw Buszewski, Study of in-vitro metabolisin
selected antibiotic drugs in human liver microsorbgdiquid chromatography coupled with
tandem mass spectrometry, Anal. Bioanal. Chem (2086) 8273-8287.
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IF=3,431; IF5,n=3,320; MNiSW=35 pkt.; Liczba cytowidWeb of Science/Scopus=1/0

Wktad w autorstwo 80%

Mé6j wkiad w powstanie tej pracy polegat na dokomampirzeghdu literaturowego, kierowaniu projektem
naukowym obejmuicym badania opisane w tej pracy, zaplanowaniu korjcepracy, zaplanowaniu i
wykonaniu analiz, dyskusji uzyskanych wynikéw, majowaniu manuskryptu, redakcji céd pracy,
korespondencji z redaktorem czasopisma oraz reotarne

[H10] Pawetl PomastowskiMatgorzata Szultka-Mtynska, Wojciech Kupczyk, Marek
Jackowski, Bogustaw Buszewski, Evaluation of IntaCell Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrdrge for Capillary Electrophoresis
Detection of Controlled Bacterial Clumping, OMICE Anal. Bioanal. Tech., S13 (2015) 1-7.

IF=1,800 (wg. bazy Google Scholar); §rni=2,700 (wg. bazy Google Scholar);
MNiSW= brak danych.; Liczba cytowaWeb of Science/Scopus= brak danych

Wktad w autorstwo 65%

Méj wklad w powstanie tej pracy polegatl na dokomamirzegidu literaturowego, kierowaniu projektem
naukowym obejmuicym badania opisane w tej pracy, zaplanowaniu koejcepracy, zaplanowaniu i
wykonaniu analiz, dyskusji uzyskanych wynikéw, rsgpiiu ws¢pnej wersji manuskryptu, redakcji cédd
pracy.

Oswiadczenia wspotautoréw pogszych prac przedstawiono w formie galego zajcznika
do wnioskuZatgcznik numer 5.

PODUSMOWANIE

Publikacje H1-H10] tworzace osagniccie habilitacyjne wykazyj nastpujace wskaniki
bibliometryczne:

- sumaryczny wspotczynnik oddziatywania IF (wgtyidCR):33,356(5-letni 31,637)

- Srednia warté¢ IF (wg. listy JCR)3,336(5-letni 3,164)

- sumaryczna punktacja MNiSVB25

- srednia liczba punktéw MNiSW32,5

- catkowita liczba cytowana dzié 5.11.2018 (Web of Science/Scopusji28

- sredni udziat % habilitantki62,5%.

4.2. Autoreferat wraz z oméwieniem ogigniecia naukowego

Wprowadzenie

W 2007 roku ukaczytam studia licencjackie na Wydziale Chemii UMK Toruniu, a
nastpnie rozpocgtam studia magisterskie na specjakiachemiasrodowiska. Przedmiotem
pracy dyplomowej, wykonanej pod kierunkiem prof.hdib. Bogustawa Buszewskiego, byta
charakterystyka i ocena przydaénonowych rodzajow polimerowych widkien sorpcyjnyeh
analizie wybranych lekow metoda mikroekstrakcji doata statego (SPME) oraz
wykorzystanie wysokosprawnej chromatografii ciecepw pohczeniu ze spektromegrmas
oraz detekg spektrofotometryczn jako czutych i selektywnych technik $cowego
oznaczania (HPLC-UV-MS/MS). Podczas realizacji praenagisterskiej odbytam
dwumiesg¢czny sta naukowy w Instytucie Farmakologii Klinicznej oraKatedrze
Anestezjologii i Intensywnej Terapii Uniwersytetu elycznego w Rostocku w grupie
badawczej Prof. Jochena Schuberta. Podczas pologzemytam swaj wiedz z zakresu
metod rozdzielczych i spektroskopowych w bioana8ty jak rownie metod pracy z
prébkami rzeczywistymi (krew, tkanka). Tytut magestuzyskatam w czerwcu 2009 roku.
Wyniki mojej pracy prezentowatam na konferencjaa@jdwych i medzynarodowych.
Ukazat s¢ one take drukiem w formie publikacji naukowych [1,2].
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W tym samym roku zostatam stuchagz8tudium Doktoranckiego na Wydziale Chemii,
UMK. Podczas realizacji rozprawy doktorskiej pg@din tematyk zastosowania
zminiaturyzowanych uktadow sorpcyjnym w oznaczanidentyfikacji antybiotykéw i ich
metabolitbw w probkach biologicznych. Jednym 2z gi§eh moich osignie¢ byto
opracowanie szybkiego biotestu celem terapeutyaznegonitorowania lekow
przeciwbakteryjnych w probkach od pacjentéw (krditgnka). Wynikiem prowadzonych
bada byto zgtoszenie patentowe (nr P.405083) oraz gzerwhlikacji w czasopismach o
zasegu medzynarodowym [3-12]. &to jedne z pierwszych prac faiecie pdwiecone temu
tematowi. W realizacji badaduzg rolg odegraty granty, w ktérych petnitam edtierownika i
wykonawcy. Byt to m.in. grant NCN Preludium (2011/Q/ST4/03178), granty UMK - 457-
Ch, 1126-Ch, 1516-Ch oraz 3 Stypendia Marszatkaeweégiztwa Kujawsko-Pomorskiego,
ktére w 85% przeznaczytam na realizabpda. Tytut doktora uzyskatam w grudniu 2014
roku. Rozprawa doktorska uzyskata szereg nagrégroamien, m.in. nagroda firmy Perlan
Technologies i Komitetu Chemii Analitycznej Polgk#&kademii Nauk za najlepgzaozprave
doktorsky z chemii analitycznej oraz wyidienie Komisji Analizy Chromatograficzne;
KChA PAN dla miodych pracownikow nauki w dziedzimazdzielania.

Po uzyskaniu tytutu doktora nauk chemicznych, zastazatrudniona na Wydziale Chemii
UMK na stanowisku isynieryjno-technicznym (w okresie od IV.2015 do 015). W tym
okresie do moich zadanalezato opracowanie nowycéwiczea laboratoryjnych, jak réwnie
sprawowanie opieki nad pracowniami dydaktycznymrefizacji zag¢ dla studentow.

W lutym 2015 otrzymatam projekt MNiSW luventus PI{®2014 046673), z kolei w
kwietniu 2015 roku otrzymatam stypendium Fundagi Rzecz Nauki polskiej w ramach
programu ,Start”, nagpnie rozpocgtam badania naukowe, ktore stangwpodstaw
rozprawy habilitacyjnej.

Postanowitam zmodyfikowaoraz rozszerzytematyk badawcz, co przetayto sie na cleé¢
zdobycia nowej wiedzy oraz rozpecm nowych etapow pracy badawczej. Byto to rownie
zwigzane z pojawieniem ¢iw publikacjach naukowych znagzgo zainteresowania
podegciemin vitro orazin vivow badaniu zwjzkéw biologicznie aktywnych [13-17].
Nastpnie zostatam zatrudniona na stanowisku naukownieznym na WCh UMK oraz
adiunkta naukowego w Interdyscyplinarnym Centrunwhiczesnych Technologii UMK (od
[11.2016 do 1.2018). W tym okresie rownolegle zajwadam s¢ pracowniami dydaktycznymi
oraz bratam udziat w badaniach w ramach grantow N8yhfonia (2013/08/W/N28/00701)
— wykonawca oraz Maestro (2013/08/W/N28/00701) —kamawca. Efektem byto
opublikowanie kilku prac naukowych z tego zakrek8-24].

W lutym 2018 roku zostatam przeniesiona na startawésystenta na WCh UMK.

Celowana terapia farmakologiczna

Leczenie spersonalizowane to jedno z namwgszych osignie¢ wspotczesnej medycyny.
Aby dziedzina ta mogta @irozwijaé niezlgdna jest wspotpraca specjalistow z obszaru
biologii, genetyki, biotechnologii, bioinformatykiarmakologii zesrodowiskiem lekarskim.
Prowadzi to do innowacyjnego pofi@p w profilaktyce czy leczeniu poprzez polepszenie
badZz dostosowanie terapii farmakologicznej do indywidyah potrzeb pacjentow, tzw.
celowana terapia farmakologicznterapia szyta na miag” [25-27].

Terapeutyczne monitorowanie lekéan@. Therapeutic Drug Monitoring, TDMo skuteczne
narzdzie shiace do polepszenia, dostosowania terapii farmakockogj do indywidualnych
potrzeb pacjenta, w oparciu o wiarygodne wyniki skane przy stosowaniu starannie
opracowanej procedury analitycznej. Znajéthopoziomu sizenia leku w piynach
ustrojowych pozwala na opracowanie farmakoteragpiosviedniej dla danego pacjenta.
Istnieje wiele kryteribw spetnianych przez leki, Ok¢ uzasadniaj wprowadzenie
monitorowania ich senia u pacjenta (np.aski wskanik terapeutyczny, czyli mata ¥dica
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pomiedzy stzeniem toksycznym terapeutycznym) oraz klinicznyctkaza do TDM (np.
zapobieganie nawrotom chorob wleczeniu dtugoteomiym, profilaktyce). Terapia
monitorowana jest aytecznym nargdziem w procesie indywidualizacji leczenia lekami o
zrznicowanym dziataniu farmakologicznym ze walh na znaczne wulzyosobnicze
roznice w farmakokinetyce leku, wynikgje z wptywu licznych interakcji, chordob
wspotistniejcych, polimorfizmu genetycznego czy nieprzestrzegaprzez pacjentéw
zalecanego schematu dawkowania. Monitorowarggesta lekow w ptynach ustrojowych
jest szeroko stosowane w wielu specjétmach klinicznych, dla przyktadu neurologii,
kardiologii, psychiatrii. Najogciej monitorowane & stezenia takich lekéw jak antybiotyki,
leki  przeciwpadaczkowe, leki antyarytmiczne, leki rzgriwbolowe,  zwgzki
immunosupresyjne, leki przeciwnowotworowe czy tigjrieniowe leki antydepresyjne.
Terapia celowana polega na doborze odpowiedniega. |®rzyktadowo w przypadku
antybiotykoterapii jest to nmiiwe na podstawie wynikéw badania mikrobiologiczoeg
(posiewu z pobranego materiatu od pacjenta-moczwyi, kwydzieliny przyrannej).
Komfortows sytuacy jest, gdy wskazania kliniczne g s potwierdzone badaniem
bakteriologicznym, co nie zawsze jestainoe w rzeczywistéci. Dodatkowym utrudnieniem
jest oporné¢ na antybiotyki, czyli zjawisko ogranicaag ich skuteczri@ w diagnostyce
biomedycznej [28-32].

Istotny problem w TDM stanowi wygtowanie metabolitow lekow, ktore mpgmiel
struktug mniej lub bardziej zbkong do substancji macierzystej oraz zachowgwa
mniejszym ldz wigkszym stopniu jego aktywré farmakologiczg. Je&li znaczna cgsé leku
ulega metabolizmowi, to konieczne jest podaniekeze] kydz wielokrotnej dawki dla
osiagniecia okr&lonego efektu terapeutycznego. Innymaiwym skutkiem niepa@adanym, a
wynikajacym z metabolizmu leku jest powstawanie toksycznyoitabolitow. Badanie
metabolizmu jest rownieniezlzdne w celu okrédenia bezpieczestwa stosowanych lekow.
Innymi stowy, bezpieczna i#6 podanego lekudazie zalena od stopnia jego metabolizmu.
W ostatnich latach wzrasta zainteresowanie badanikidre pozwalaj na coraz lepsze
zrozumienie zjawisk patologicznych odpowiedzialnyzh powstawanie i progresjoznych
schorzé. Dzigki nowym narzdziom diagnostycznym nioa aktualnie rozpoziapodiaa
najbardziej ztaonych anomalii. Notuje siréwniez olbrzymi pos¢p w terapii wielu chorob,
czego wymiernym rezultatem jest przediniezycia pacjenta.

Rozwoj technik chromatograficznych i pokenie ich z czutymi metodami detekcji
umazliwia oznaczanie oraz identyfikacjzwigzkdw biologicznie aktywnych w probkach
biologicznych celem klinicznego diagnozowania sehor oraz standw chorobowych.
Ponadto, metoda ta wykorzystywana jest w przedkdimych badaniach toksyczioo
potencjalnych substancji leczniczych. Obecnie ndjtej popularg technily w analizie
lekdéw i ich metabolitéw jest wysokosprawna chrongaafia cieczowa (HPLC lub UHPLC)
sprzzona ze spektromegrimas (QqQ, TOF MS, MALDI). Petzenie to jest najezciej
stosowane ze wzgldu na bardzo nigk granie wykrywalnasci, doby selektywngc,
doktadnd@¢ oraz precyzj oznaczeé [33-38].

Cel badan, realizowanych w ramach habilitacji

Powodem podygia niniejszych badarealizowanych w ramach rozprawy habilitacyjnejzora
opisanych w pracaci1-H10 [39-48] zgloszonych do pagiowania bylo opracowanie i
optymalizacja metod izolacji oraz oznaczania lekdeth metabolitow nalzgcych do ranych
grup terapeutycznych w oparciu 0 nowoczesne teckkatrakcyjne, rozdzielcze i spektralne.
Inspirachp do przeprowadzonych batabyta scista wspotpraca z zespotem lekarzy z
Wojewddzkiego Szpitala Zespolonego Kliniki Chirurgdgolnej, Gastroenterologicznej i
Onkologicznej Collegium Medicum UMK w Toruniu pokggca na opracowaniu naazi
analitycznych dla wczesnej diagnostyki medycznégkae monitorowanej terapii. Natg w
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tym miejscu wspomnig iz na wszystkie prowadzone badania wydane zostalghzgomisji
Bioetycznej (nr 639/2010, nr 322/2017, nr 585/2017)

Majac na uwadze powgze zagadnienia celem realizowanych w ramach regpra
habilitacyjnej bada byto:

1. Opracowanie selektywnych metod przygotowania prObmlogicznych (krew, mocz,
osoczesglina, tkanka) z zastosowanienznych technik przygotowania probek celem izolacji
zwigzkow biologicznie czynnych o #@ych wiaciwosciach fizyko-chemicznych, naigcych
do r&nych grup terapeutycznych (antybiotyki, leki katdgiczne, leki immunosupresyjne,
leki psychotropowe oraz ich metabolity). Systematygc i kompleksowe badania nad
doborem parametrow ekstrakcji m@ych wptyw na efektywn& procesu. Leki, dédace
przedmiotem bada stosowane asobecnie w leczeniu pacjentéw dotitych najczsciej
wystepujacymi chorobami czy schorzeniani1-H9; 39-47].

2. Opracowanie selektywnych metod identyfikacji i agmania lekow i ich metabolitow z
zastosowaniem ultra- i wysokosprawnej chromatograéiczowej w pajczeniu z ranymi
ukltadami detekcji, gtdwnie spektrometrii mas. Sywsigyczne badania nad doborem
warunkéw chromatograficznych oraz parametrow pisgmktrometru mas. Identyfikacja oraz
analiza ilgciowa na niskich poziomachegen. Uzyskane wyniki pozwolity na opracowanie
procedur analitycznych charakterygmych se¢ lepszymi parametrami walidacyjnymi w
poréwnaniu do tych opisanych dotychczas w literduid1-H8,H10; 39-46,48].

3. Zastosowanie opracowanych procedur analitycznychomnaczaniu lekow i ich
metabolitbw w prébkach biologicznych od pacjentokrew, mocz, osoczélina, tkanka i
vivo). Wyznaczenie parametrow farmakokinetycznydth-H6,H9,H10; 39-44,47,48].

4. Opracowanie modeli ikziowych zaleénosci struktura-retencja, ktore urdowiaja
obliczenie retencji badanych zkow biologicznie aktywnych na podstawie deskryptor
strukturalnych oraz wspotczynnikow retencji, wyzmaych dla poszczegolnych faz
stacjonarnych stosowanych podczas realizacjibfda; 45].

5. Zastosowanie systemu elektrochemicznego (metafiaimentalna) oraz spektrometrii mas
w oznaczaniu i identyfikacji produktow elektrocheamych wybranych lekow naigcych do
réznych grup terapeutycznych ffdine/on-line (U)HPLC-EC-MS/MS). Kompleksowe
badania nad doborem parametrow przeprowadzeniajresdktrochemicznych (I oraz Il faza
symulacji metabolizmu lekéwH2-H5; 40-43].

6. Opracowanie warunkow przemian metabolicznyohvitro wybranych lekoéw wobec
enzyméw cytochromu P450 frakcji mikrosomalnej koetkdmnatroby. Systematyczne i
kompleksowe badania nad doborem parametréw inkubacmikrosomach ludzkich i
szczurzych4,H9; 42,47].

7. Porownanie uzyskanych struktur dla produktéw etefttemicznych oraz potencjalnych
metabolitow badanych lekéw nalegych do rénych grup terapeutycznyctin(vitro vs. in
vivo) [H2-H5; 40-43].

Opracowanie selektywnych metod przygotowania prébek

Do wykrywania i oznaczania lekbw w materiale biatagym stosowanegsnowoczesne
techniki przygotowania probek oraz nowe metody iyne, pozwalajce na identyfikag
oraz analiz ilosciows leku, a take ich metabolitéw. Takie podgje umaliwia racjonalne
korelowanie dawki leku oraz utatwia planowanie odalniej terapii w odniesieniu do
oczekiwanych efektow farmakologiczno-klinicznych.

Matryce ptyndw fizjologicznych zawieraly obok ozmaaych lekéw i ich potencjalnych
metabolitbw znaczne ifgi zwigzkébw towarzysacych (tzw. interferentéw). Mogly one
wptywa¢ na kacowy wynik analizy, a tym samym powodotvapadek selektywroi
oznaczania wybranych analitow. Z tego vergi konieczne byto oddzielenie zaréwno lekow,



Zatgcznik numer 2
do wniosku o nadanie stopnia doktora habilitowanego

jak i ich potencjalnych metabolitow (krew rzeczyigismocz, tkanka ukrwiona) od substancji
endogennych pochoglzych z matrycy, ktére mogtyby zaktGcavyniki oznacze.

Stad, jednym z gtownym celow prac wchagych w cykl publikacjiH1-H10 [39-48] byto
opracowanie prostych, szybkich oraz wpasych s¢ w zatazenia ,zielonej chemii” metod
ekstrakcji wybranych lekow i ich metabolitow stosowch w terapii infekcji bakteryjnych, w
kardiologii w przypadku choréb sercowo-naczyniowyei transplantologii czy stanach
depresyjnych #dz zaburzeniach obsesyjno-kompulsyjnych.

W ramach przeprowadzonych badastosowano nagiujagce rozwjzania metodyczne:

» ekstrakcja w ukladzie ciecz-ciecz wspomagana wpsata (SALLE) — okrélono
wptyw rodzaju (acetonitryl) oraz ofipsci rozpuszczalnika organicznego (300,
rodzaj oraz iléci zwigzku wysalagcego (chlorek sodu, siarczan amonu, siarczan
magnezu; 300 mg/ml), pH (3-12) probki oraz czasmggania H3] [41];

* mikroekstrakcja przez emulgadiropla rozpuszczalnika wspomagana ultrattkami
(USAEME) - okrglono wptyw rodzaju (1-oktanol) oraz @bpsci rozpuszczalnika
organicznego (10Qu), wptyw wzrostu sity jonowej roztworu oraz zmiap (3) na
wydajnas¢ ekstrakcji H3] [41];

o ekstrakcja do fazy statej (SPE) — d#tomo dobo6r odpowiedniego sorbentu
ekstrakcyjnego (sorbentu krzemionkowe oraz poliwerm ré&nym wypetnieniu,
masie i objtosci), rozpuszczalnika do elucji, pH oraz etiog¢ probki [H2,H3,H4,H6]
[40,41,42,44];

* mikroekstrakcja na upakowanym sorbencie (MEPS) restdno rodzaj sorbentu (C8,
C18), rodzaj, pH i olgfos¢ rozpuszczalnika do elucji (metanol, mieszaniny,(p7) i
objetos¢ probki  (200-400 pl), liczbe cykli ekstrakcyjnych (3-5) oraz rodzaj
rozpuszczalnika do przemywania zhoekstrakcyjnego (metanol, wod&)J] [41];

* mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej (SPME) — ékmo dobdr odpowiedniego
sorbentu ekstrakcyjnego (wtbkna SPMEg)Cobgtos¢ roztworu do desorpcji (1,5 ml),
czasu (10 min) oraz medium do desorpcji (5 mM AmeOH/HO, 8:2, VIV)
[H1,H9] [39,47].

Zastosowanie tycte technik pozwolito na uzyskanie wysokiej wydajoioekstrakcji, dobre;j
odtwarzalngci wynikéw, a take znacznie zmniejszylo #tcie rozpuszczalnikow. W
zalenosci od zastosowanego wariantu uzyskanozmg efektywndé, selektywn&é¢ oraz
powtarzaln@é¢ ekstrakcji w stosunku do wybranych lekow ngeych do rgnych grup
terapeutycznych oraz ich metabolitow.

Pomimo duyego zainteresowania w literaturze lekami oraz icbt@ncjalnymi metabolitami
z pelnym przekonaniem mgpa stwierdzé¢, iz dotychczas nie opisano w sposob kompleksowy
i systematyczny metod analitycznych pozwgdggh na oznaczanie zgakdéw z r@nych
grup terapeutycznych w materiale biologicznym pofoyyen od pacjenta pod diem terapii
celowane;.

Rozwoj farmakokinetyki, ze szczegdlnym naciskienmetabolizm farmaceutykow, zmienia
podefcie lekarzy do dawkowania leku. Corazgzej przy ustalaniu dawkowania bierze si
pod uwag zdolngci organizmu pacjentéw do metabolizowania oraz Wamia lekéw. S4d
konieczné¢ opracowywania nowych metod analitycznych goggh na celu utatwienie
monitoringu ptynéw ustrojowych na zawasédekow i ich metabolitow.

Opracowanie selektywnych metod oznaczania i identacji lekow i ich metabolitow

Nacisk na rozwdéj procedur analitycznych utiwiajacych analiz niskoczsteczkowych
substancji organicznych jest corazkdzy. Sid, waznym celem jest opracowywanie nowych
metod oznaczania i identyfikacji zj liczby zwizkow biologicznie aktywnych, ktérectla
stanowity wygodne naczlzie dla potrzeb rutynowej terapii monitorowaneporbada
farmakokinetycznych. Uwzgtiniagc powysze przestanki, prowadzone badania
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ukierunkowane byly na opracowanie nowych metod ymyiania i oznaczania lekow oraz ich
metabolitow w materiale biologicznym.

Stgd, podczas pracy badawczej zastosowatam wysokosgrasromatografe cieczow
(HPLC) [H1,H4-H6,H9] oraz ultra-sprawm chromatografe cieczow (UHPLC) [H2,H3]

w pogczeniu ze spektrometrem mas, jako selektywnej itgjzumetody detekcii.
Szczegotowym przedmiotem badéyto opracowanie nowych, nieopisanych dotychczas
procedur oraz metod analitycznych do oznaczaniadernityfikacji lekow z rénych grup
terapeutycznych i ich metabolitéw pogtem terapii celowanej.

W celu detekcji lekéw i ich metabolitow w materiddmlogicznym zastosowano dwa rodzaje
detektorow: detektor spektrofotometryczny (UV-Vimaz spektrometr mas (ESI-MS/MS).
Wykorzystanie tych detektoréw umdawito identyfikacje wybranych analitbw w oparciu o
nastpujace parametry: czas retencji, widma UV oraz wanton/z jondw molekularnych i
jonéw fragmentacyjnych, powstatych w wyniku rozpadizasteczek analizowanych
ZWigzkow.

Dobo6r warunkéw pracy spektrometru mas prowadzonly Zbyastosowaniem roztworow
substancji wzorcowych wszystkich ehjch badaniami zwgzkow. W tym celu zastosowano
technile jonizacji opard o elektrorozpraszanie (ESI). Uzyskane wyniki petdzity dane
literaturowe, ktére wskazaj iz metoda ESI cgciej polecana jest do bezpedniej
identyfikacji lekow, z uwagi na wysakczutas¢ i prost interpretagj uzyskanych widm.
Oznaczenia analitow za pomogpektrometru mas przebiegaty w polaryzacji do@gtmitzw.
trybie petnego przemiatania widmaull Scar), monitorowania pojedynczego jon&I),
poszukiwania jondw potomnychHPoduct lor) oraz monitorowania wielu reakcjiMRM).
Skanowanie w petnym trybie przeprowadzono celemnagzenia warki ilorazum/zjonu
pseudomolekularnego, czyli gsteczki analitu 0 masie pogiiszonej 0 masprzylaczonego
protonu. Za pomag trybu monitorowania wybranego jonu dobrano w&rtaapecia na
fragmentorze, czyli nagtia na kacu kapilary kierujcej jony do analizator®1. Z kolei za
pomo@ trybu Product londla kadego jonu macierzystego na skutek jego fragmentacji
uzyskano jony potomne. Na tym etapie skorzystawozasniej dobranej wartai napkcia na
fragmentorze oraz dobrano odpowiednie wanitenergii zderze w zaleznosci od badanego
zwigzku. Podstawy identyfikacji analitow byt czas retencji oraz dveharakterystyczne
przegcia MRM. Do analizy iléciowej wybierane byto to przajie charakterystyczne dla
poszczegolnych analitéw, ktore dawato bardziejnsysvny sygnat.

Zastosowanie w badaniach trybu skanowania MRM zamaczwikszyto selektywn& oraz
czutaé¢ metody, a tym samym wphglo na obnkenie granicy wykrywalngci i oznaczalnéci
opracowanej procedury analityczne.

W ramach doboru warunkéw pracy spektrometru mas ekono witasciwe parametry pracy
Zrodta jondéw oraz odpowiednie parametry, zale od wiaciwasci badanych zwizkoéw. Na
etapie doboru parametrow pracy spektrometru mas ldéalanych analitdw po raz pierwszy
zastosowano centralny plan kompozycyjny (CCD), amaznie utatwito planowanie
eksperymentuTemperatuy gazu susgcego badano w zakresie 290-B5Matomiast napcie
na fragmentorze od 70 do 150 V. Plan sktadak 9 eksperymentéw, a wastd parametrow
mialy post& znormalizowan -1, 0 i +1. Celem ufatwienia wyboru odpowiednicdrgmetrow
otrzymane wyniki przedstawiono w sposob graficzng przestrzennych wykresach
powierzchni odpowiedzi. Dla sprawdzenia poprasenouzyskanego modelu wykonano
wykresy zalenosci wartasci przewidywanej od wartgi obserwowanej. Wszystkie punkty na
krzywej utazone byty wzdhi jednej prostej, z kolei blly skorelowane zaréwno ujemnie, jak
i dodatnio, a otrzymane wspotczynniki dopasowanig btosunkowo wysokie (>0,9).

10



Zatgcznik numer 2
do wniosku o nadanie stopnia doktora habilitowanego

llosciowe zalenosci struktura-retencja w badaniu lekéw

Jednym z celéw prowadzonych badayto wykorzystanie po raz pierwszy dla wybranych
lekéw ilasciowych zalénosci struktura-retencja (QSRR) oraz chemometryczneajabizy
danych do przewidywania retencji chromatograficzngPLC analitbw w odwrdéconym
ukltadzie faz metogl elucji izokratycznej [H7] [45]. Opracowwc metodyk
chromatograficznego oznaczania badanych lekow, com® uwag na ich struktuy
chemiczna. Bowiem, w przypadku analiz za pomdRP HPLC mamy do czynienia z trzema
podstawowymi zjawiskami: podzialem pamzy faz stacjonars i fazg ruchom, adsorpgj
analitbw na powierzchni zwzanej fazy stacjonarnej oraz adsogpaiganicznego skfadnika
fazy ruchomej na powierzchni adsorbentu i ¢gagtcy kolejno podziat analitéw railzy faz
ruchomy a zaadsorbowanwarstwe rozpuszczalnika. &, oddziatywanie fazy stacjonarnej z
chromatografowanymi substancjami jest wypadkogiziatania nagpujacych czynnikow:
zwigzanych podstawnikéw organicznych, zaadsorbowanyzjsteczek rozpuszczalnikow
oraz wolnych grup silanolowych [49-51]. Przebadargz&é¢ réznych kolumn
chromatograficznych, w celu wyboru odpowiedniej danaczé badanych zwizkdéw
biologicznie aktywnych w probkach rzeczywistych. dBaia prowadzono w uktadzie
chromatograficznym opartym o bingrinydroorganiczg faze ruchomy zawieragca ACN
oraz octan amonu (pH=6,5) wagch wariantach skiadu procentowego rozpuszczalnika
organicznego (od 10% do 55%/\j)). Acetonitryl, jako najcgsciej stosowany organiczny
sktadnik eluentu, charakteryzuje ¢siniska lepkadscia oraz absorbangj przy niskich
diugcéciach fali w zakresie UV. Ponadto, wptywa na lepselektywnéé oraz symets
pikow wskutek braku madiwosci powstawania wizan wodorowych z wolnymi silanolami
oraz oddziatywania z grupami alkilowymi $wka. W porOéwnaniu z metanolem czy
tetrahydrofuranem hamuje rozktad krzemionki dla>p8i[52-54].

Do okrsalenia lipofilowasci w chromatografii HPLC jako fgzstacjonara gtdwnie wywa sk
fazy oktadecylosilanowej. W ostatnich latachzelwzainteresowanie skupiae sibwniez na
sztucznych membranach — liposomach, micelach eteknej sztucznej btonie biologicznej,
(IAM). Sztuczna btona IAM zostata wprowadzona jdkaa stacjonarna w RP HPLC przez
Pidgeona i jego wspoéipracownikow [55,56]. Faza tajest otrzymywana poprzez
kowalencyjne przyczenie monowarstwy fosfolipiddw (z polarngrup czotowg i
niepolarnym facuchem wglowodorowym) do cgsteczki krzemionki. Na wzoér
biomembrany, polarne czotowe grupy wystgoza hydrofobow warstwe i s3 pierwszym
miejscem kontaktu porulzy badanym zwgzkiem a sztuczn btorg biologiczry, 1AM.
Badaniom zostaly poddane anality ozméj hydrofobowéci. Opierajc sk na liniowej
zaleznosci tr od stzenia acetonitrylu w fazie ruchomej dla wszystkiaddanych zwgzkow,
wyznaczono warkei parametru log k poprzez ekstrapolagj do zerowej wartei
acetonitrylu w fazie ruchomej. Nagphie wartdci te byly korelowane z logarytmami
wspotczynnika podziatu (log P), obliczonymi za pamoprogramu komputerowego
HyperChem. Wykorzystano w tym celu megoehechaniki molekularnej z polem sitowym
MM+ oraz metod potempiryczg AM1. Obliczenia przeprowadzono wykorzysgtiglgorytm
Polak-Ribiere. Ponadto wyznaczono deskryptory mdegke opisujce liczbowo
wiasciwosci fizykochemiczne cgsteczek. Deskryptor molekularny z chemii obliczerep
jest kaxcowym wynikiem logicznej i matematycznej procedkigra przeksztatlca chemiczne
informacje zakodowane w ggteczce w liczbowy parametr strukturalny. Npete spérod
wyznaczonych deskryptorow wybrano te istotne statysie oraz dokonano analizy ich
interkorelacji, wykorzystac w tym celu program Statistica.Dzigki metodzie
wieloparametrowej analizy regresji wyprowadzono ramia QSRR przedstawigge
ilosciowe zalénosci struktura-retencja. Wykorzystanie przewidywaretencji analitow
opartych na proponowanych réwnaniach QSRR potennjal umcliwia zwigkszenie
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wiarygodnaci i identyfikacji analitow na podstawie danych usanych z analizy LC-
MS/MS.

W celu doktadniejszego poznania i scharakteryzosvaginic pomedzy poszczegolnymi
fazami stacjonarnymi w badaniach zastosowano jemhaopetrow analiz regresyja.
Rdéznice we widciwosciach retencyjnych badanych wypeinieostaty potwierdzone poprzez
réznice w hydrofobowéci. Dane retencyjne log \kopisano statystycznie w funkcji
wspotczynnika podziatu n-oktanol — woda (log P). paadstawie wspotczynnikow korelaci
mozna stwierdz, iz dla kolumny oktadecylowej oraz cholesterolowejgwazaja procesy
podziatowe nad adsorpcyjnymi. Adsorpcja ma miejsaegranicy fazy cieklej oraz ciata
statego. Podziat z kolei powoduje transport moletaibzku wbudowanego radzy tancuchy
fazy stacjonarnej mdzy dwoma niemieszgymi sk roztworami. Poniewa powierzchnia
fazy stacjonarnej powinna byzsolwatowana przez molekuty fazy ruchomej, niezmao
zatem opisa mechanizmu retencji tylko za pomapopodziatu lub adsorpcji. Jest to zgodne z
przeprowadzonymi badaniami. Przemawizg tym wysokie wartei wspotczynnika Bsgr—
dla kolumny C18, END (2) wynosi on 0,9978, a dldukeny CHOL wynosi 0,9921. W
przypadku tej ostatniej hydrofobowy charakter pmeq s¢ tutaj w mniejszym stopniu, gdy
wptyw ma na to obecsdd na powierzchni wypetnienia innych grup funkcyjnygoza
alkilowymi (-OH, -NH,, -Ph). Dla pozostatych kolumn zaobserwowano régwogpowiednio
wysokie wartdci wspoétczynnikdw korelacji. Mie to $wiadczy o dominujcym procesie
podzialowym w mechanizmie retencji. Zatem, zachowaetencyjne mae by wyjasnione
przez zaleenie, & trzy mechanizmy retencji gs efektywne dla danego uktadu
chromatograficznego: oddziatywania hydrofobowe, zalgwania 11, jak réwnie
tworzenie wizan wodorowych. Dodatkowo, w acetonitrylu, jako sktadyp fazy ruchomej,
majg miejsce oddziatywania typurTr, ktére maj istotny wplyw na wyej wymienione
mechanizmy. Gdy zaywamy acetonitrylu jako modyfikatora organicznegdazie ruchomej,
oddziatywaniare—1t pomidzy zwigzkiem a faz stacjonara s3 ostabione przez gsteczki
tego zwazku. W ten sposob retencja w pierwszej kolépnodeterminowana jest przez
oddziatywania hydrofobowe [52-54].

Na podstawie uzyskanych réowhnanozna stwierdz, iz interesugcych informacji dostarcza
poréwnanie warti kata nachylenia rozpatrywanych prostych (wspotczynmiky log P).
Wspotczynnik ten, 4dz tez gradient d(log k)/d(log P), odzwierciedla stapigv jakim analit
jest otoczony przez ligandy fazy stacjonarnej ifdley zwgzanej powinien by mniejszy nk
dla n-oktanolu. Kontynugg przedstawiony sposob interpretacji, zaklada 7@ im wartg¢
kata nachylenia jest zhibna do jedngci, tym system wykazuje wkszy zdolngé do
nasladowania uktadu z n-oktanolem. Najggy wspotczynnik przy log P dla fazy C18, END
(2), dowodzi podzialowego mechanizmuydzacego reteng oraz potwierdza zimnasé
zjawiska, jakim jest hydrofobowo6. Zaleznos¢ parametru hydrofobowoi, bedacej
logarytmem wspotczynnika podziatu (log P) dla danewigzku midzy faz oktanolow i
fazg wodng, od logarytmu chromatograficznego wspotczynnikaziatu (log k) dla 100%
wody w fazie ruchomej, pozwala nalgsze poznanie mechanizmow retenciji.
Wspotczynnik podziatu mdzy wod i n-oktanol jest deskryptorem powszechnigwanym
w badaniach QSRR i najgxiej stosowanym parametrem lipofilosad. Powinowactwo
czgsteczek dosrodowiska lipofilowego ma wplyw na wszystkie trzgziy dziatania leku:
farmaceutycza (forma, sposéb podania i uwalniania leku), farmaketyczry (losy leku w
organizmie — transport ggteczek w olgbie organizmu, metabolizm i eliminacja) oraze¢faz
farmakodynamiczn (oddziatywanie z receptorem wywalggp paadany efekt
farmakologiczny) [57]. Jednak najwikszy wplyw wywiera liofilowg¢ na faz
farmakokinetyczg, poniewa parametr ten decyduje o transporcie leku przeamybto
biologiczne, takie jak bariera krew-mdzg czy baidrew-tzysko, a wgc o procesie
dystrybuciji leku.
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Oddziatywania biomolekut z btgnkomdrkows jest powszechnym procesem biologicznym.
Wraz z rozwojem nauk przyrodniczych i medycznychapita sk potrzeba prowadzenia
bada w uktadach symulgpych systemy naturalne. Mlowvos¢ taka daje wysokosprawna
chromatografia cieczowa i zastosowanie faz stacjyth o okrélonych wia&ciwosciach.
Wypetnienia te powinny posiaélsstruktue zblizona do struktury bton komaorkowych, co
moze pozwolé na przeprowadzenie i kontrolowanie procesow biclogych w uktadach
sztucznych. Zastosowanie tego typu faz stacjon&rnymazliwia zrozumienie procesow
farmakokinetycznych zachoglzych w organizmachywych [57].

Dwuparametrowe réwnania QSRR wraz z wspotczynnikg8D) rowna oraz parametrami
statystycznymi dla badanych faz stacjonarnych mmtzedap najlepsze dopasowania
(modele) charakteryzage mechanizm retencji dla badanych szkdbw. Opisuj one
podobigéstwa oraz rénice w oddziatywaniach mlzyczsteczkowych dlg-wartasci<0,05,

co wskazuje na statystycznie istotne wyniki. Dldukan: C18, END (1), AP oraz IAM na
mechanizm retencji najekszy wptyw ma wspotczynnik log P. Interegcym jest ujemny
wktad wspétczynnikdéw regresji {kky) dla kolumny C18, END (1) w przeciwistwie do
dwoch pozostatych z tej grupy (AP, IAM). Zjawisko thazna ttumaczy zraznicowarny
selektywndcig tych faz stacjonarnych w stosunku do badanychyziw, jak réwnie ich
odmienra budows. W przypadku kolumny C18, END (2) oraz CHOL wkiad
w uzyskane statystycznie istotne rownania QSRR wnoglentyczne deskryptory
molekularne. Uzyskane rownania charakteryaig mozliwoscig przewidywania wtciwosci
retencyjnych. W sensie fizycznym, wieléo SAS, okrélajaca pole kontaktu

z czsteczkami formujcymi uktad chromatograficzny, wzrasta wraz ze wiaws retenciji.
Parametr ten okéa zdolng¢ molekut substancji analizowanej do uczestniczenia
w niespecyficznych, dyspersyjnych oddziatywaniadkdzyczsteczkowych (oddziatywania
Londona). § one silniejsze pomdzy analitem i ligandami danej fazy stacjonarnej ni
pomidzy analitem a matymi gsteczkami zastosowanego eluenta (wody, metanolu czy
acetonitrylu). W zwgzku z tym, nafzenie oddziatywa dyspersyjnych powoduje wzrost
retencji. Oddzialtywania te gs silniejsze pomidzy czsteczkami  analitu
a polarnymi molekutami eluentazppomidzy analitem a danfazg stacjonara. Tym samym,
wktady dmin, podobnigak P.nmaja znak ujemny.

Elektrochemiczna symulacja metabolizmu lekow

Caly czas trwaj poszukiwania nowych alternatywnych metod, w cetzrania nowych
metabolitow zwiazkdéw biologicznie aktywnych. Opracowanan@ ukiady modelowe, ktére
nasladup procesy metabolicznein vitro. Ustalone metody symulacji metabolizmu
oksydacyjnego polegaj na wykorzystaniu nageddéw ludzkich lub zwiergcych, ktore
posiadag enzymy z grupy cytochromu P450.

Jednake, w ostatnim czasie w badaniach nad biotransfggmaetaboliczg zwigzkow
biologicznie aktywnych wyodbnita st zupelnie nowa technika, ktéra skupia na sobie
pofaczenie elektrochemii (EC) oraz spektrometrii masSfMTechnika ta pozwala na
nasladowanie przebiegu wielu typowych reakcji fazy Il metabolizmu, a tate umaliwia
identyfikacg produktow elektrochemicznych, ktére magjanowé potencjalne metabolity.
Polczenie EC/MS obok ogélnie stosowanych i akceptowanyetodin vitro maze by
interesugcym podejciem w badaniu degradacji zygkéw biologicznie aktywnych (lekéw).
Metoda ta zaliczana jest do technik instrumentdinye ktérych nie stosuje eiuktadow
biologicznych. Pozwala na identyfikacproduktow kacowych oraz pgrednich reakciji
elektrochemicznych badanych azkdéw [58-62].

Na podstawie uzyskanych wynikéw badpi2,H3,H4,H5] [40,41,42,43] ména stwierdzd,

iz metoda ta mge by skutecznie stosowana w celu przewidywania proces@leniania,
ktére zapocgtkowane zosta utlenieniem jednoelektronowym, takim jak N-deal&dja, S-
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oksydacja, P-oksydacja, utlenienie alkoholi, hydsykacja ukladéw aromatycznych oraz
dehydrogenacja. Nie jest korzystha w przypadku @akzapocgtkowanych przez
bezpdrednie pozyskiwanie atomu wodoru, jak na przyktadd@alkilacja czy alifatyczna
hydroksylacja niepodstawionych pigreni aromatycznych, z powodu zbyt wysokiego
potencjatu utleniagcego wymaganego dla reakcji elektrochemicznegonidaia.

Utlenianie zwizkow przeprowadzane jest w cienkowarstwowej ceiktebchemicznej
wyposaone] W pracujca elektroa, elektro@d odniesienia Pd/H2, HYREF™ oraz elekigod
pomocnica wykonary z grafitu z domieszk teflonu (Reactor Cell™). Potencjat
elektrochemiczny wytwarzany jest za pom@otencjostatu. W celu obserwacji otrzymanych
produktow utlenienia cel elektrochemiczs taczy st bezpdrednio En-line/off-ling ze
zrodiem jonéw spektrometru mas. Zarejestrowane wyglgrogramy masowe otrzymuje si
poprzez zwikszanie liniowo potencjatu elektrody pragegj od 0 do 3000 mV (dla elektrody
diamentowej, MD) lub od 0 do 2000 mV (dla elektradyglowej, GC; platynowej, Pt; ztotej,
Au) z szybkdciglO0 mV/s.

W wyniku reakcji utleniania danego leku w celi gfekhemicznej uzyskano woltamogramy
masowe przedstawigie zmieniajcag Sie intensywndé¢é sygnatdw leku i jego produktow
elektrochemicznych w zatacsci od przyleonego napicia. W efekcie otrzymano
trojwymiarowe wykresy ilustragce procesy elektrochemiczne badanej substancjili’zAna
strukturalne potencjalnych produktow prowadzonopppytozeniu charakterystycznego dla
danego leku statego ngpia. Do wyznaczenia najistotniejszych parametroaz dnterakcji
migdzy nimi, wpltywagcymi na stopid@ przereagowania/degradacji zwku (leku)
zastosowano centralny plan kompozycyjny (CCD).

Opracowywanie nowych metod analitycznych oraz ielst@asowanie w badaniach prébek
klinicznych umaliwia monitorowanie zmian wczesnochorobowych, ozaage lekow i ich
metabolitow dla celow terapii monitorowanej, jakwréez wiele innych zwizkow
chemicznych, w tym hormondéw. Jest tozdugrupa zwjzkéw biologicznie czynnych
roznigcych s¢ pod wzgédem budowy chemicznej i funkcji fizjologicznych.

Stad, za pomog nowoczesnego systemu elektrochemicznego poddanoyfikeeiji
mechanizm utleniania epinefryny (EP), ktéry nietabslotychczas jednoznacznie ustalony,
oraz stabilné i rodzaj tworzonych adduktow po dodaniu glutatig@BH), czyli substanciji
wspotistniejcej z EP w ptynach ustrojowych.

Na podstawie badazaprezentowanych w prady5 [43] mazna skiania sie ku przygciu
mechanizmu ECE (transfer elektronu - reakcja chemaic- transfer elektronu). W przypadku
alternatywnego mechanizmu ECC (transfer elektronueakcja chemiczna — reakcja
chemiczna), konieczne jest aby dwiegsteczki lgdace produktami utleniania EP, czyli
leukoadrenochrom (reduktor) oraz adrenochinon rfigtez) spotkaty si efektywnie w
objetosci roztworu i przereagowaty. Obecidona widmach MS produktu paedniego tej
reakcji, jakim jest leukoadrenochrom-o-semichinomiadczy, ze reakcja ta zachodzitaby w
dwéch etapach i efektywny kontakt musiatby ppit dwukrotnie, co zdaje siby¢ mato
prawdopodobne. Badania na temat wptywu dodatku @&tbkiadu pokazatye addukty EP-
GSH powstaj poprzez redukej produktéw utleniania EP, na co wskazuje proporaijon
wzrost ich sfzenia do sfzenia metabolitow EP. Potwierdza tae tworzenie si adduktow
EP-GSH nie wplywa na zdoléé oznaczania EP, a jest indykatorerzshia produktow jej
utlenienia.

Wiele zwihzkOw w organizmie ulega utlenieniu lub redukcji,ygdoosiadaj wiasciwosci
redoks (ponad 90% z nich). Wyjaenie reakcji redoks metabolizmu jest kluczowym
punktem w dziedzinie farmakologii lekow. Elektroatia od lat stosowana jest w chemii
biomedycznej do badania wtawosci utleniapco-redukugcych dla farmaceutykow. Jednak
dopiero w latach osiemdzigsjch podgto préby wykorzystania tej dziedziny, jako
alternatywnej metody do badania przebiegu modeliogicznych. Pajczenie elektrochemii
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ze spektrometsgi mas EC/MS zapewnia mlovos¢ generowania i identyfikacji produktow
elektrochemicznych d@mych substancji. Dodatkowo wprowadzeniezmgch modyfikacii,
miedzy innymi pojczenie EC/MS z metodami separacyjnymi (chromafogneczowej LC
oraz elektroforezy kapilarnej CE)n-line lub off-line, powoduje zwgkszenie wydajngci
procesu, skrocenie czasu pedry wytworzeniem a detekcflanego metabolitu, co gdie sk

z identyfikacy zwigzkOw reaktywnych o krétkim czasigcia.

Przemiany metabolicznein vitro wybranych lekow wobec enzymow metabolizagcych
obecnych we frakcji mikrosomalnej komérek watroby

Podstawowe pytanie dotyg®e bada@ nad przemianami metabolicznymi zyzkdow
biologicznie aktywnych w ludzkim organizmie to wkjesposob skorelowaz solg wyniki z
eksperymentdéw in vitro z badaniami in vivo w praggyklinicznej. W metabolizmie lekow
zastosowanie znajdgjliczne modele in vitro, jak hepatocyty, enzymytmwbowe frakcji
mikrosomalnej, pojedyncze frakcje cytoplazmatyczrezy rekombinowane systemy
enzymatyczne.

W praktyce stosuje simikrosomy wyizolowane z ludzkiej atroby, frakcg cytosolowg oraz
frakcje S9 ludzkiej wgtroby, a take hepatocyty, gtownie pierwotne ludzkie hepatocyty.
Kazdy z tych systemOow ma jednak swoje wady. Najlepsygeiki osiagga s¢ wykorzystujc
pierwotne hepatocyty, ktére w petni pozwaladtworzy szlaki biotransformacji, jakim
podlega lek. Jednak krotki czagcia oraz genetyczna niestabiggierwotnych hepatocytow
uniemaliwia prowadzenie badiaw szerszym zakresie. Z kolei w wyizolowanych kokaih
watroby lub mikrosomach nie zawsze dochodzi do elsjprevszystkich enzymow
metabolizugcych lub ich poziom jest zbyt niski, by efektywtiada ich rok.

Do badania metabolizmu lekéw wygodnym modelemsgstemy ekspresyjne, do ktorych
nalezag: bakterie, dredze, komorki owadow oraz ssakow. Pierwszymi modelami
komdrkowymi, jakie poskyty do otrzymania rekombinowanych enzymow cytochuom
P450, byly komorki bakteryjne. Pdiej zastosowano rowniekomorki drazdzowe i owadzie.
Wadj tych systeméw jest tae w nieco inny sposébiw komorkach ludzkich przebiegajv
nich procesy transkrypcji, translacji oraz potrangjna modyfikacja biatka. Ponadto poziom
pozostatych enzymdéw metabolizaych leki jest réwnig inny kydz zmieniony.
Powszechnym stalo ¢sizatem stosowanie stabilnych linii komorek nowotwwaych.
Najczscie] stosowanymi liniami komorkowymi otrzymanymiladzkich nowotworow s
linia HepG2, wyprowadzona z nowotworgtwby oraz Caco-2, wyprowadzona z nowotworu
okreznicy.

Ze wzgkdu na brak doniesié literaturowych dotyczcych zachowania gi badanych
analitow na dziatanie wtrobowych ludzkich enzymow frakcji mikrosomalnej gjeto
badania z tego zakresfiH4,H9] [42,47]. Poszukujc réznic w biotransformaciji wybranych
lekbw zbadano przebieg ich przemian metabolicznyckh obecnéci enzyméw
mikrosomalnych komérek ludzkiej oraz zwierej wgtroby. Mikrosomy g to pecherzyki
btony retikulum endoplazmatycznego w komorce zaayee szereg enzymow | i Il fazy
metabolizmu, w tym kompleks monooksygenazy cytoctud®450 oraz NAPDH/UDPGA —
zaleznej reduktazy cytochromu P450.38t enzymy metabolizage zawarte w mikrosomach
ludzkich przygto w prezentowanej pracy jako model do badaniazepwrdywania przemian
metabolicznych badanych zygkdéw w organizmie cztowieka.

Badanie biotransformacji kdorazowo rozpoczynano od analizy chromatograficznejzku
referencyjnego. Enzymatyczne transformacje wybrargwiazkOw w obecnéci enzymow
mikrosomalnych prowadzono w dobranych warunkach alfywacji odpowiedniego leku.
Sparod licznych  enzyméw  frakcji  mikrosomalnej komorekvatroby najbardziej
zaangaowane w reakcje biotransformaciji substancji obcgclzoenzymy cytochromu P450.
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Okoto 95% lekéw przyjmowanych obecnie przez padenjest metabolizowanych przeg t
grupe enzymow [63].

W metabolizmie lekow biarudziat medzy innymi izoenzymy CYP2C9, CYP2C8, CYP3A4
oraz CYP1A2, ktére mag rowniez uczestnicz§ w biotransformacji innych zwikow
endogennych i egzogennych. Najistotnigjsmle odgrywa izoenzym CYP2C9. Jego
aktywna¢ moze by hamowana 40z pobudzana przez wiele substancji. Zahamowanie jego
aktywndgci maze wptywa na spowolnienie metabolizmu leku, a tym samymwigkszenie
jego stzenia w organizmie, co me prowadzi do wysgpienia dziata niepazagdanych.
Przyspieszenie metabolizmu o natomiast spowodowaszybsz eliminacg substancji
leczniczej, co unieniiwi OsSiggniecie stzenia terapeutycznego [64-67]. Podczas hada
zastosowano frakcje mikrosomalnej ludzkich oraz exmcych enzymow wtrobowych
charakteryzujcych s¢ roznorodry aktywnacig enzymatycza.

Analiz¢ przebiegu reakcji metabolicznej biotransformagdanych zwjzkéw prowadzono
technilg wysokosprawnej chromatografii cieczowej w uktadze odwrdoconych z udziatem
detektora UV-Vis. Analizy chromatograficznej sktadmieszanin reakcyjnych dokonano
bezpdrednio po zmieszaniu wszystkich sktadnikbw miesagneakcji oraz po odpowiednich
czasach inkubacji. W celu okitenia struktur chemicznych produktow metabolizmu
badanych zwizkdéw powstajcych wobec wybranych uktadow enzymatycznych zastaso
sprzzenie chromatografu cieczowego ze spektrometrem(HRLC-ESI-MS/MS).
Ogrzewanie frakcji mikrosomalnej komorek atwoby bez obecnmi NADPH

w temperaturze 37°C przez okieny czas nie miato wplywu na H6 zwigzku

w mieszaninie reakcyjnej. Innymi stowy, uzyskaneniy wskazuj, iz badane leki byty
podatne na przemiany enzymatyczne w obggriafaktora biotransformacji metabolicznych
oraz stopié ich przereagowania zak® od stzenia NADPH, jak i czasu inkubacji. W celu
dobrania odpowiednich warunkéw @dadczenia pockowo przeprowadzono inkubaci
badanych zwizkéw w obecnéci odpowiedniego kofaktora NADPH/UDPGA (0; 1,2552,
oraz 3,75 mM) bdz enzyméw frakcji mikrosomalnych (0; 1; 2 oraz 3 mb/ Skzenie
substratu (leku) malato liniowo wraz z pgstm reakcji. W przypadku inkubacji bez udziatu
kofaktora nie zaobserwowano podczas analiz sygnpéishodzcych od innych substancji.
Podczas badasprawdzono réwnie podatné¢ wybranych analitbw na przemiany wobec
enzyméw drugiej fazy metabolizmu obecnych wcherzykach mikrosomalnych komérek
watroby —  transferaz  glukuronianowych, UGT. 3 S one odpowiedzialne
za metabolizm szerokiej gamy zwkdw istotnych z klinicznego punktu widzenia. Enzym
rodziny UGT wystpuja w wielu odmianach w retikulum endoplazmatycznyrbtonach
jadrowych. Zlokalizowane gs gtdwnie w watrobie, ale odgrywaj tez znacaca role w
metabolizmie poza komdrkamigtvoby — w przewodzie pokarmowym i nerkach [68].
Podczas pracy dwiadczalnej podjto proke okreslenia struktur chemicznych powstatych
produktow metabolicznej biotransformacji badanyetolw. W tym celu zarejestrowano
widma masowe dla kadego z badanych analitbw (substratow) oraz potanah
metabolitow (produktéw) stosig technik HPLC-ESI/MS. Istnieje olbrzymia kg
poszczegolnych sktadowych w ludzkich enzymaatrebowych frakcji mikrosomalnej, ktore
mog eluowa& podczas analizy w tym samym czasie cogzek docelowy. Jednak, aby
rozwigza¢ ten problem badania przeprowadzono przy pomocygrprmou komputerowego
Mass Hunter Metabolite ID. Za pomptego narzdzia analitycznego sygnaty pochade od
badanego analitu w odniesieniu do probek kontrdingkreslano poprzez poréwnanie ich
czasOw retencji, widm MS oraz pél powierzchni. Umpwania jonowe [M+H] dla
proponowanych metabolitow zostaly petk@wwo oznaczone i zidentyfikowane w trybie
petnego skanowania. Przy dobranych womg warunkach analizy za pomypspektrometru
masowego, sygnaly dla badanych lekow zidentyfikamjako [M+H]" o charakterystycznych
m/z oraz czasach retencji gt Wielostopniovy fragmentagf badanych lekow
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przeprowadzono celem uzyskania danych do integgret@idm MS dla potencjalnych
metabolitow wybranych zwekow.

Analiza chromatogramoéw i widm MS wskazuje, badane leki 8 podatne na przemiany
enzymatyczne, a stopiech przereagowania zatg od obecngci i stezenia NADPH oraz
czasu inkubacji. Biotransformacja wybranych lekéw aleigcych do r&nych grup
terapeutycznych prowadzi do powstania wielu prodiviipotencjalnych metabolitéw | oraz
Il fazy reakcji biotransformacji. Dodatkowo ekspeanenty dwustopniowe] fragmentaciji
MS/MS dla wybranych sprotonowanych molekut (potescyych metabolitow) potwierdzity
proponowane dla nich struktury chemiczne.

Obserwacja ta jest zgodna z ogpiedz, wskazugca, ze ta grupa izoenzymow cytochromu
P450 bierze udziat w metabolizmie wielu lekow. Peolem okazato sijednak trudne do
jednoznacznego wyaienia zjawisko niskiej intensywdo pikow niektorych produktow
przy rownoczesnym wysokim stopniu przereagowanlzstsatu oraz obmanie s¢ stzenia
produktow wraz z uptywem czasu reakcji. Ma przypuszcza iz powstagce reaktywne
metabolity szybko wizg sie na powierzchni biatek mikrosomalnych, ktéryclkzenie w
mieszaninie jest wysokie.

Uzyskane wyniki wskazyj iz na skutek przemian badanych zakiow przez enzymy UGT
zawarte w pcherzykach mikrosomalnych ludzkich komorekstneby powstaje jeden
charakterystyczny pik produktu, o czasie retenaptdzym od czasu retencji zgku
wyjsciowego. Dodatkowo, stopieich przereagowania w wyniku metabolicznej reakcji
glukuronidacji zaleat od stzenia kofaktora UDPGA oraz c¢genia bialek frakeji
mikrosomalnej. Na podstawie uzyskanych wynikow nambserwowano produktu Il fazy
reakcji metabolizmu dla kilku z badanych analitGdrawdopodobnie, leki te nie ulegaj
reakcjom |l fazy biotransformacji w obedwd enzymoéw z grupy transferaz
glukuronianowych zlokalizowanych we frakcji mikrasalnej komorek wtroby. Aby
potwierdzt zauwaalny udziat UGT w tworzeniu produktow reakcji lliziabiotransformacji
dla pozostatych lekéw do mieszaniny reakcyjnej aod@-glukuronidaz. Na skutek
dziatania tego enzymu dochodzi do hydrolizy glukuddw [69]. Podczas inkubacji
w obecndci enzymu bakteryjnego zaobserwowano zanik pikoedpktow metabolicznej
reakcji  glukuronidacji. Obserwacja ta stanowi résni dowéd na to, 74
w organizmiezywym istnieje relacja poradzy | a Il faz metabolizmu. Ponadto, obesdo
oraz odpowiedni poziom NADPH-zalee] reduktazy  cytochromu P450
w komorkach wtroby warunkuje prawidtowe dziatanie fizjologiczjggo izoenzymow.
Interpretacja zebranych widm mas (MS) pikow uzyskanmetabolitow pozwala stwierdzi
iz pozostale badane leky podatne na przemiany enzymatyczne w obsgnaybranych
kosubstratow. Wartei m/zich jondw masowych magodpowiada strukturom chemicznym
produktéw, w ktérych doszio do spiznia danego leku po pierwszej fazie przemian
metabolicznych z resgkwasu glukuronowegoA¢176 Da) poprzez atom tlenu wasteczce
leku. Obecn&t takich metabolitbw potwierdza rownigrzypuszczenia,zi produkt | fazy
biotransformacji metabolicznej poddawany jest dafszprzeksztatceniom w |1l fazie
przemian, w tym przypadku procesowi glukuronidaciji.

Obserwugc przemiany metaboliczne wybranych lekow wobec kiclz i zwierzcych
enzymoéw frakcji mikrosomalnej komorek gtroby stwierdzono, i zwigzki te wykazywaty
zrégnicowary zdolng¢é do transformacji. Uzyskane wyniki pozwolity stwiknié, iz
mikrosomy wgtrobowe g odpowiednim modelem do badania, jak réwhiprzewidywania
przemian metabolicznych badanych analitow, jakie ggomie¢ miejsce w organizmie
pacjenta.

Ostatecznie wskazano dla ekszaci badanych lekéw charakterystyczne reakcje | ifzy
metabolicznej biotransformacji z ndlg, aby pomdc oraz utatwi identyfikaci nowych
zwigzkow dla spersonalizowanej terapii celem zaawansoyeh dalszych bada Wszystkie
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zaproponowane reakcje | fazy metabolizma typowe dla procesow katalizowanych przez
izoenzymy z grupy cytochromu P450.

Znajgc mazliwe kierunki przemian metabolicznych badanych iekow uktadzie
enzymatycznym, w kolejnym etapie badaostanowiono pozitaobraz ich biotransformacji
takze w innym miejscu oczekiwanego dzialania terapeutggo, czyli komodrkach
nowotworowych linii Caco-2. Proponowane badania eprawadzono stosag linie
komédrkows ludzkiego nowotworu jelita grubego, ktéra ze werlgli na obecrni@ enzymow
metabolizugcych | i 1l fazy metabolizmu jest powszechnie st@ana w badanich przemian
metabolicznych wielu lekéw i kesnobiotykéw [69,7Badania przemian metabolicznych
wymagaty pocgtkowo okrélenia odpowiednich warunkéw prowadzenia reakcji rgep
dobor: ilasci komorek, sizenia badanego zeiku oraz czasu jego inkubacji z komorkami.
Badania wptywu ekspozycji w czasie kultury Caco® testowane zwzki dowiodly, i
komoérki nabtonka jelitowego maguaktywnia procesy prowadze do biotransformaciji
leku. W badaniu zastosowano specjalne naczynie wlade zbudowane w formie
zamknetego, dwukomorowego pojemnika. ddzy gorny a dolry komowr umieszczona jest
poziomo porowata membrana, na ktorej rozwiggksiltura komoérek nabtonkowych. Zaréwno
gorna (apikalna) komora, jak réwmiedolna (podstawna) wypetniona jest zpaka
hodowlan. Paywka po stronie apikalnej miata pH=6,5, z koleigimnie podstawnej 7,4, co
lepiej symuluje warunkin vivo.

Komorki Caco-2 wytwarzg] enzymy disacharydazy, peptydazy, izoenzymy CYP450,
transferag-S-glutationovy, sulfotransferaz i glukuronidaz oraz biatka transportowe,
wytwarzane przez komorki absorbog nabtonka, biace udziat w transporcie cukrow,
aminokwaséw, peptydow i witamin, jak réwnidP-glikoproteig oraz biatka oporrii
wielolekowej, zwjzane z transportem i metabolizmem lekéw. Ponadimdkki tej linii
produkup na swojej powierzchni od strony apikalnej niewielkosci sluzu jelitowego [70].
Hodowle komodrek nabtonkowych przeprowadza wi temperaturze 37°C w specjalnych
inkubatorach z regulowgnatmosfe gazow tak, aby zawieraly one 5% £@o imituje
stezenie tego gazu we krwi. Odpowiednia wilgai@io zabezpiecza kultgr przed
wysychaniem.

Pojawienie s¢ nowych metabolitow, ktérego nie zaobserwowano pedc przemian
wybranych lekow wobec ludzkichgt? zwierzcych mikrosomow wtrobowych, podkréito
fakt wysepowania r@nic w zdolnaci zwigzkow do przemian metabolicznych w obegério
biatek mikrosomalnych obecnych w #dych modelach do badain vitro. Wiedza ta mge
byé pomocna w przewidywaniu wpltywu badanych gmkiéw na aktywn€¢ enzymow
metabolizugcych oraz planowaniu terapii celowanej. Jednak otdywania te mog by¢
odmienne w warunkach in vivo.

Analiza probek rzeczywistych na zawarté¢ lekdw i ich potencjalnych metabolitow
Opracowane i zwalidowane procedury zastosowano gkrywania i oznaczania lekéw i ich
potencjalnych metabolitow natgych do rg@nych grup terapeutycznych w probkach
biologicznych (mocz, krew, osocz€ljina, tkanka ukrwiona) z oddziatébw klinicznych
[H1,H2,H3,H4,H6,H9] [39,40,41,42,44,47]Probki pobierane byly w imiych odstpach
czasu od momentu podania leku. Produkty metabolipowstate w | fazie g dostpne
komercyjnie jednake koszt syntezy jednego wzorca jest stosunkowo idrdgkolei
metabolity wybranych zwikdéw, ktére powstaj w Il fazie s w wiekszaci niedosgpne.
Dlatego w prowadzonych badaniach etapem poprzgdaaj analiz probek rzeczywistych
byt eksperyment z zastosowaniem enzymatrebowych frakcji mikrosomalne;j.

W ramach badg identyfikacg = oznaczanych  zwekOw  przeprowadzono
w oparciu o poréwnanie czasOw retencji, maksiméwoagtcji oraz ksztattéw ich widm
absorpcyjnych z uzyskanymi danymi dla wzorcow. Dkoao w celu potwierdzenia

18



Zatgcznik numer 2
do wniosku o nadanie stopnia doktora habilitowanego

obecndci danego analitu do kdej probki dodawano roztworu wzorcowego Zxiu,
ktorego obecri® stwierdzono na podstawie czasow retencji i widm&. MZgodnéé
wszystkich danych oraz wzrost intensywétiopikoOw stanowity podstag wnioskowania o
obecndé¢ oznaczonych zwzkow w probkach pochodeych od pacjentéw.

Analiza z zastosowaniem chromatografii cieczowejzgmne] ze spektrometyi mas
prowadzona byla w trybie MRM, a w trakcie badanalizowano jony fragmentacyjne
protonowanych i deprotonowanych jonéw pseudomobekyich kadej oznaczanej
substancji. Identyfikaej zwigzkdbw w probkach rzeczywistych prowadzono na podstaw
trzech wybranych jonéw dla kdego analitu — jeden jon macierzysty i dwa jonyopate. W
celu analizy iléciowej dla kadego z badanych zwikow identyfikowano 2 jony: jon
macierzysty i jon fragmentacyjny. Dodatkowo dla negt identyfikacji zwjzkow
poréwnywano uzyskane dane z czasami retencji sutjstezorcowych.

Wyniki uzyskane podczas monitorowanigzehia lekdw w ranych ods¢pach czasu od
doustnego podania leku zostatyzakvykorzystane do obliczenia podstawowych parametro
farmakokinetycznych. W daginej literaturze na ogét parametry te wyznaczane sparciu

o dane otrzymane po analizie osocza i charaktegylosj leku w ustroju po jego podaniu
(LADME). Skiadap si¢ na to procesy, ktére zachadw czasie od podania leku do jego
wydalania, sid skrot LADME, czyli: L - libertyn (uwolnienie), A - absorption
(wchtanianie), D — distribution (rozmieszczenie), M —metabolizm (metabolizm,
biotransformacja) oraz E extrection(wydalanie). Aby w petni wykorzystaotrzymane na
podstawie analiz probek rzeczywistych wyniki, dkveo podstawowe parametry
farmakokinetyczne oznaczanych lekow, takie jak caggenia maksymalnego {hy),
stezenie maksymalne leku we krwi (&), pole powierzchni pod krzyswzmian s¢zenia leku

w czasie (AUC) oraz stata szylkkowchtaniania (K).

Znaczenie kliniczne farmakokinetyki wynika z potrgestosowania indywidualnego leczenia
dla kadego pacjenta, dla ktorego znajaidicstzenia leku we krwi oraz wyznaczonych
parametréw fizykochemicznych dardzo pomocne w ustawieniu schematu dawkowania.
Wiasciwy etap badaobejmowat przeprowadzenie analizysgdmwej i jakagciowej badanych
lekdéw i ich metabolitow w prébkach rzeczywistychbmranych w rénych ods¢pach czasu
od momentu podania leku (dla przyktadu w przypadkacza/krwi po 0O, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8
godzinach). Wyniki analiz badanych prébek wskazala r&nice w zawartéci
odpowiedniego leku oraz jego metabolitu. Wyznaczanednie sizenie leku i jego
metabolitow w uzyskanych ekstraktach.

W catej grupie pacjentow przyjmggych badane leki wykryto oznaczane substancje na
poziomach stiern umcgliwiajgcych ich ilasciowe oznaczenie. Rbice w oznaczonych
wielkasciach s najprawdopodobniej spowodowane indywidualnymi zdwkiami
metabolizowania i wydalania powszych substancji leczniczych przez organizmy
pacjentow. Uzyskane wyniki wskazujz opracowane w ramach niniejszej rozprawy metody
analityczne pozwal@j wyznaczy podstawowe parametry farmakokinetyczne na podstawi
ilosciowego oznaczania leku we krwi. Ponadto, opracoeametody chromatograficzne
umcgliwiajg oznaczanie badanych lekow wraz z ich metabolitamijednym ukfadzie
chromatograficznym. Czas potrzebny na wykonanie laa chromatograficznej nie
przekracza 15 minut, ponadto analityg sdobrze rozdzielone. Co ydgej, nie wystpujg
interferencje matrycowe, dgki odpowiednio dobranej metodzie prekoncentraciji.

Aplikacja opracowanych metod chromatograficznyclazve etapem przygotowania probek
rzeczywistych stanowi podstaw do monitorowania terapii badanymi lekami
[H1,H2,H3,H4,H6,HY [39,40,41,42,44,47]. Przedstawione rogzénia metodyczne z
zastosowaniem technik separacyjnych ma@ganowt narzdzie niezldne do uzyskania
wiarygodndci informacji dotycacych zalenosci migdzy metabolizmem a przyswajakom
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lekbw naleacych do ré@nych grup terapeutycznych, a tak potencjalnie pozwel na
okreslenie ich biodosfpndci.

Majac na uwadze faktzileki docierag do r&nych tkanek i nagdow w r&nym stzeniu,
zaleznie od widciwosci danej tkanki i cech farmakokinetycznych lekgzehie leku, jakie po
okreslonym czasie wytworzy si w poszczegolnych nagdach i tkankach, zatg od
intensywndci przeptywu krwi. Narzdy bogato ukrwione (wtroba, nerki), przez ktére
przeptywa we¢cej krwi, otrzymuy wigcej leku. Przenikanie leku do naddw stabo
ukrwionych jest wolniejsze, a wg ilos¢ leku, ktéra sj do nich dostanie,ddzie niewielka.
Inaczej przedstawiaisytuacja, gdy lek musi dostaic do dalszego punktu uchwytu (rana
pooperacyjna, owrzodzenie troficzne), pokasujodatkowe bariery. Wéwczasatnie leku

w takiej sytuacji cgsto jest bardzo niskie, a niekiedy w ogdle nie kmjes st wartasci
terapeutycznych.

Z Klinicznego punktu widzenia, w przypadku badaad probkami rzeczywistymi od
pacjentow z oddziatbw szpitalnych, w ostatnich dataobserwuje si znaczny wzrost
zainteresowaniem zakeniami bakteryjnymi. Mgna tu wskaza podziat na zakeenia
egzogenne wywotane drobnoustrojami pochogimi ze srodowiska zewetrznego oraz
endogenne, spowodowane fldvakteryjry pacjenta. Identyfikacja lekoopornych patogenéw
jest niezledna podczas wdfenia celowanej antybiotykoterapii. 38t nadrzdnym celem
pracyH10 [48] byto poréwnanie dwoch metod — biochemicznéjdk 2) oraz spektrometrii
mas (MALDI TOF MS) opartej na analizie profili beéd wewntrzkomdrkowych
charakterystycznych dla poszczegdlinych rodzajéwaiumkéw drobnoustrojéw. Metad
stuzaca do bardzo szybkiej i poprawnej identyfikacji okiazak spektrometria mas, oparta na
analizie unikatowego profilu biatkowego drobnougtrookrelanego jako molekularny
,odcisk palca”. Przebadano 13 szczepdéw wzorcowyobhpdacych z kolekcji ATCC,
uzyskupc charakterystyczn identyfikacg do gatunku.Niewgtpliwg zaleg uzyskanych
wynikow jest bardzo krétki czas przeprowadzenia didd oraz mdliwosé szybkiego
uzyskania wyniku celem identyfikacji drobnoustrojowo w przypadku stanu zagtenia
Zycia pacjenta pd? ostrej reakcji organizmu na infekej wywotary przez patogeny (sepsa)
umozliwia wigczenie widciwej celowanej terapii farmakologiczne;.

Podsumowugc nalely stwierdz#, iz badania zostaty realizowane na kilku ptaszczyznach
Mianowicie, poprzez elektrochemicznsymulacg metabolizmu (reakcje 1 i Il fazy
biotransformacji) wybranych lekéw nafgcych do r@nych grup terapeutycznych
(antybiotyki, leki nasercowe, immunosupresyjne onagychotropowe) za pomgceaktora
elektrochemicznego w pgtzeniu on-line/off-line ze spektrometrem mas (QqQSM
MALDI-TOF MS) [H2,H3,H4,H5] [40,41,42,43]. Ponadto, przeprowadzono przemiany
metaboliczne in vitro wybranych analitbw wobec emayw metabolizujcych, obecnych we
frakcjach mikrosomalnych ludzkich oraz zwiereych komérek wtroby [H4,H9] [42,47].
Co wicej, dokonano korelacji otrzymanych wynikow z danyoeyskanymi dla probek
rzeczywistych pobranych od pacjentow zmgch oddziatéw Klinicznych (mocz, osocze,
krew, slina, tkanka) [H1,H2,H3,H4,H6,H9] [39,40,41,42,44,47]. Poznanie szlakéw
przemian metabolicznych mggych mi€ miejsce w organizmie #fiych pacjentéw jest
niezledne dla kadego zwizku biologicznie aktywnego. Wynika to ze zjawiska
polimorfizmu genu enzymu metabolizoggo, ktoéry powodujeze metabolizm lekow u
kazdego pacjenta przebiega w sposéb odmienny i smzeyfi Przeprowadzone w ramach
rozprawy habilitacyjnej badania vitro oraz in vivonad metabolizmem wybranych lekow
zachodzacych wobec enzymu metabolizuoggo obecnego w komorkachgtwoby, a take
implementacji elektrochemicznego reaktora do gemenia metabolitdw stwarzapodstawy
do poznania madiwych kierunkow przemian aktywacyjnych i/lub detykacyjnych jakim
zwiazki te ulegag in vivow organizmie pacjenta, co stanowi néddoa skaj swiatowg.
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Elementy nowdci, wkiad do dyscypliny i podsumowanie ogigniecia naukowego

Wyniki bada przedstawione w monotematycznym cyklu publika&tji-H10 pozwalag na
nastpujace podsumowanie mojego gghigccia naukowego:

(1) Podczas systematycznych i kompleksowych hamtay zastosowaniu centralnego planu
kompozycyjnegoQCD) opracowatam parametry izolacji i wzbogacania \ek@lezacych do
réznych grup terapeutycznych i ich metabolitow z pidlreeczywistych hocz, krew,
osocze, §lina, tkanka ukrwiona). Ocenitam rane sposoby oczyszczania ekstraktow z
pozostatéci przeszkadzagych substancji egzo- i endogennych, a pochogh z matryc
biologicznych. Ponadto, okildam przydatné¢ i zakres zastosowania afych technik
przygotowania probek. Na podstawie otrzymanych skiay ©95%) oznaczanych
zwigzkow wybratam te, ktére pozwolity na najbardziegldfywne przeprowadzenie procesu
ekstrakcji oraz na jak najlepsze usune wptywow matrycowych<15%).

(2) Opracowatam i dobratam warunki identyfikacji i @rzania chromatograficznego
badanych lekéw i ich metabolitow (okoi®d0 zwhzkdéw). Majgc na uwadze zémicowane
wiasciwosci  fizykochemiczne badanych analitow, wam pod uwag rodzaj fazy
stacjonarnej, sktad, ngenie przeptywu oraz pH fazy ruchomej. Podczas iada
prowadzonych z zastosowaniekilkunastu kolumn chromatograficznych wybratam w
wigkszaci analiz kolumeg z wypetnieniem oktadecylosilanowym, ktorej wdavosci
gwarantowaty najlepgzselektywné¢, zachowujc przy tym stosunkowo krotki czas analiz.
(3) Po raz pierwszy, podczas systematycznych i korsplekch bada przy zastosowaniu
centralnego planu kompozycyjnegdCGD), przeprowadzitam dobér warunkédw pracy
spektrometru mas. Przy zastosowaniwggmenia chromatografu cieczowego z tandemowym
spektrometrem mas oraz jonizacji poprzez elektimaszanie ESI-MS/MS) dokonatam
identyfikacji lekéw i ich potencjalnych metabolitéma podstawie dwoch wybranych jonéw
charakterystycznych dla kdego analitu. Gytam trypuMRM , ktéry pozwolit na oznaczenie

i identyfikacg wybranych zwizkow w probkach klinicznych na niskim poziomiezeh,
zapewniggc przy tym wysol selektywndc.

(4) Po raz pierwszy opracowatam model&diowych zalenaosci struktura-retencjaSRR)

na wybranych kolumnach chromatograficznych dla isstiukturalnie zranicowanych
ZWigzkow.

(5) Okreslitam podatné¢ badanych analitdw na transformacje metaboliczneev@nzymoéw
obecnych we frakcji mikrosomalnej komorek ludzkiewierzecej watroby. Przeprowadzone
badanian vitro miaty na celu poznanie potencjalnydhezek przemian jakim dany zezek
prawdopodobniedalzie ulegat w organizmie pacjenta. Tego typu pamiejpotencjalnie mie
przyczynt sig do planowania terapii farmakologicznej z udziatdmadanych lekow
ukierunkowanej na poszczegolnych pacjentow (trarisferelacja wynikéw zn vitro doin
VivQ).

(6) Dla potrzeb medycyny spersonalizowane] wykazatanozlimos¢ zastosowania
zwalidowanych procedur analitycznych w oznaczanidentyfikacji badanych lekéw i ich
metabolitow zréznych grup terapeutycznych z prébek rzeczywistych. Uzyskane dane
pomiarowe mog stanowt zrédto informacji odnénie parametrow farmakokinetycznych
oznaczanych lekéw.

(7) Po raz pierwszy opracowatam meiog@rzewidywania potencjalnego metabolizmu
badanych zwjzkow za pomog reaktora elektrochemicznego spranego z tandemowym
spektrometrem masEC-MS/MS). Porownujac uzyskane wyniki, stwierdzitam, %
zidentyfikowane produkty elektrochemiczne znajduj swoje odzwierciedlenie w
potencjalnych metabolitach dla probek enzymow frakgi mikrosomalnej oraz prébek
rzeczywistych od pacjentéw.
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Zakonczenie

Realizacja przeprowadzonych badayta maliwa dzigki przyznanymsrodkom finansowym,
tj. grantowi MNiSW luventus Plus (IP2014 046673) ktrych petnitam ra kierownika i
wykonawcy. Ponadto, przy pomocy realizowanych wd@sgczi obecnie projektow
Narodowego  Centrum Nauki Sonata  (2016/23/D/ST4/6P30 oraz  Opus
(2016/21/B/ST4/02130), w ktérych pedrfunkcije kierownika i wykonawcy.

W latach 2015-2018 bratam tak udziat w badaniach z zakresu identyfikacji
mikroorganizméw za poma@c sprzzonych technik separacyjnych, analizy zmkow
biologicznie  aktywnych ~w zywnosci, charakterystyki i oceny wdaiwosci
przeciwbakteryjnych nanoggtek srebra wytwarzanych przez promieniowce adiuwfczy
zastosowaniu technilgdzonych w badaniach metabolomicznych i poszukiwarskanikow
chordéb nowotworowych.

W latach 2016-2018 regularnie uzyskiwatam nagrodgpptowe bdz wyrdznienia JM
Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika za gugiiecia uzyskane w dziedzinie naukowo-
badawczej. Ponadto, w 2015 roku zostatam wyigna trzyletnim Stypendium Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyszego dla wybitnych mtodych naukowcow (na lata 2PQ%58).

Szczegotowy wykaz catkowitego dorobku naukowego
Dane bibliometryczne:
» Calkowita liczba publikacji ze wspétczynnikiem I[85
* Sumaryczny IF publikacji (wg roku wydanid)01,243
» Sumaryczna liczba punktow wg klasyfikacji MNiS\@83
» Liczba cytowa (baza Web of Sciencej12 (bez autocytowd
* Indeks Hirschai5
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