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Streszczenie

Wigzanie lekow z biatkami krwi jest istotnym procesem wptywajacym na profil
farmakokinetyczny oraz przewidywanie dziatania w organizmie. Zgodnie z hipotezg
,»wolnego leku” tylko frakcja wolna, niezwigzana z biatkami krwi moze dyfundowaé przez
btony biologiczne i dociera¢ do miejsca dziatania wywierajac efekt farmakologiczny.

W ostatnich latach do oceny wtasciwosci fizykochemicznych oraz badania profilu
ADME nowych zwigzkow o udowodnionej aktywno$ci biologicznej, wprowadzono nowe
wysokowydajne techniki, w przypadku ktorych zasadnicze znaczenie odgrywa czas oraz koszt
analizy, przy jednoczesnym zapewnieniu wiarygodnosci uzyskanych wynikow. W wymogi te
wpisuje si¢ elektroforeza kapilarna w trybie analizy frontalnej (CE/FA).

Celem podjetych badan bylo opracowanie i walidacja metod rozdzielania i oznaczania
wolnej frakcji deksametazonu (DXM) oraz prawastatyny (PRA) z zastosowaniem
elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej oraz dializy réwnowagowej (ED)
W potaczeniu ze strefowa elektroforeza kapilarng (CZE). Wyniki oznaczen postuzyty do
oceny wigzania tych lekow z albuming wotowa (BSA), albuming ludzka (HSA) oraz kwasng
ap-glikoproteing (AGP) oraz poréwnania CE/FA z ED, jako technik separacyjnych
stosowanych w badaniu wigzania substancji z biatkami krwi. Na podstawie uzyskanych
wynikow oceniono termodynamike procesu wigzania deksametazonu i prawastatyny
z albuming wotowg i ludzka.

CE/FA zastosowano do oceny wigzania z albuming i kwasng os-glikoproteing
zwigzkow o aktywnosci srodbtonkowe;j, takich jak 1-metylopirydyna, 1,4-dimetylopirydyna,
kwas nikotynowy, nikotynamid, N-metylonikotynamid, zwiazkéow o akronimach C-2504,
C-2507, C-2511, C-2515, C-2517, C-2518, C-2551, C-2578, C-2586, C-2590, V-Pyrro/NO
I V-Proli/NO. Ponadto oceniono zaleznosci pomiedzy wilasciwosciami fizykochemicznymi
badanych zwigzkow, a stopniem ich wigzania z biatkami krwi.

Stopien wigzania badanych lekow 2z biatkami krwi znalazt potwierdzenie
w dostepnych danych literaturowych. Wigzanie DXM z albuming byto réwne 70-90%, a stata
wigzania klasyfikuje DXM do lekow o $rednim powinowactwie do tego biatka. Wigzanie
PRA z albuming wynosito 40-50%, a stata wigzania pozwala na zaliczenie PRA do lekow
0 niskim powinowactwie do albuminy.

Elektroforeze¢ kapilarng i dializ¢ rownowagowa mozna uzna¢ za techniki rownocenne.
Nie stwierdzono istotnych réznic W procesie wigzania obu lekow z albuming ludzka
| wolowa, wskazujac, ze albumina wolowa moze by¢ z powodzeniem stosowana, jako

zamiennik albuminy ludzkiej w badaniach wigzania substancji z biatkami krwi.
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CE/FA z uwagi na mozliwo$¢ wykonywania oznaczen w roznych temperaturach moze
by¢ z powodzeniem stosowana do wyznaczania podstawowych funkcji termodynamicznych
i oceny termodynamiki interakcji pomiedzy zwigzkiem a biatkiem. Ujemne wartos$ci entalpii
swobodnej dla wigzania DXM i PRA z albuming ludzkg i wotowa wskazujg na samorzutno$é
tych procesow. Dodatnie zmiany entropii i1 entalpii wskazuja, iz zachodzace reakcje maja
charakter endotermiczny, a wigzanie tych lekéw biatkami krwi ma charakter hydrofobowy.

Sposréd badanych zwigzkow o aktywnosci srédbtonkowej z albuming wotowg wigzat
si¢ kwas nikotynowy (od 48.69 + 2.46% do 83.72 £ 6.95%), zwiazek C-2551 (od 11.59 +
1.62% do 31.20 £+ 3.76%), zwigzek C-2590 (od 16.59 + 0.24% do 33.12 + 3.34%) oraz
V-Proli/NO (od 43.26 + 2.65% do 60.63 + 0.75%) i V-Pyrro/NO (od 21.28 + 1.02% do 29.70
+ 4.29%). Zaden z badanych zwigzkéw nie wigzat sic z AGP w stopniu wickszym od 10%
w zakresie uzytych stgzen.

Badane zwiazki roznily si¢ sita wigzania z BSA zaleznie od ich charakteru
chemicznego. Zwiazki C-2551 i C-2590 cechowato niskie powinowactwo do BSA (state
wigzania rzedu 10 M), natomiast kwas nikotynowy, V-Proli/NO i V-Pyrro/NO cechowato
srednie powinowactwo (state wigzania rzedu 10%-10* M) do tego biatka. Zwiazki bedace
przedmiotem badan charakteryzowaty si¢ odmienng stechiometria wigzania z albuming
wolowa. Zwiazki C-2551, V-Proli/NO i V-Pyrro/NO wigzaly si¢ z jedng klasa miejsc
wigzacych, przy liczbie miejsc wigzania rownej odpowiednio 2.30 £+ 0.95, 0.92 + 0.54 oraz
0.73 + 0.42, zwiazek C-2590 wiazat sie¢ z jedng klasg miejsc wigzacych przy wspoétistnieniu
wigzania niespecyficznego (n=2.30 + 0.95), natomiast kwas nikotynowy wigzat si¢ z dwoma
klasami miejsc wigzacych (n;=1.12 £ 0.13, n,=0.30 £+ 0.15).

Zwiagzki bedace przedmiotem badan cechowaty si¢ zréoznicowanymi wiasciwosciami
fizykochemicznymi. Charakter hydrofilowy wykazywaty 1-MP, 1.4-DMP, MNA, C-2504,
C-2507, C-2511, C-2515, C-2517, C-2518, C-2551, C-2578, C-2586 oraz C-2590, natomiast
wilasciwos$ci lipofilowe posiadaty V-Pyrro/NO, V-Proli/NO, PRA, DXM, kwas nikotynowy
i nikotynamid. Wraz ze wzrastajacg lipofilowos$cig i kwasowoscig zwigzkow zwigkszato si¢
ich wigzanie z albuming wotowa.

Elektroforeza kapilarna w trybie analizy frontalnej jest przydatnym narzedziem do
przesiewowej oceny wigzania Substancji z biatkami krwi. Zaleta CE/FA nad ED jest
mozliwos$¢ bezposredniego pomiaru stezenia wolnej frakcji zwiazkow bez konieczno$ci
wczesniejszej separacji z uzyciem odpowiednich bton dializacyjnych. Takie podejscie z uwagi

na niewielkie zuzycie odczynnikéw, automatyzacj¢ pomiaréw oraz duzg przepustowosé
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aparatury znacznie skraca czas i obniza koszt oznaczenia probki, pozwalajac na 0znaczanie

zwigzkow o réznorodnych wiasciwosciach fizykochemiczych.
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SUMMARY

Summary

Drug—protein binding is an important process affecting the activity and fate of a
pharmaceutical agent once it enters the body. According to the free drug hypothesis, the
fraction of drug not bound to plasma proteins can permeate cell membranes and distribute
outside the plasma compartment. Hence, only the unbound fraction is able to reach the site of
action, elicit a pharmacological effect and be excreted.

In recent years, new high-performance techniques have been introduced to assess
physicochemical properties and to study the ADME profile of new compounds with proven
biological activity. In this methodology time and cost of analysis play a key role, while
ensuring the reliability of the obtained results. One of such methods to screen and perform
determination of drug-plasma protein binding is capillary electrophoresis in the frontal
analysis mode (CE/FA).

The aim of this study was to develop, optimize and validate methods for separating
and determining the free fraction of dexamethasone (DXM) and pravastatin (PRA) in a
mixture containing drug and protein, using capillary electrophoresis/frontal analysis and
equilibrium dialysis (ED) combined with capillary zone electrophoresis (CZE). The results of
these analyses were used to assess the binding of drugs to bovine serum albumin (BSA),
human serum albumin (HSA) and acid al-glycoprotein (AGP) and for comparison of CE/FA
and ED as separation tools used in the drug-protein binding studies. Based on the results the
thermodynamics of the binding process of dexamethasone and pravastatin to bovine and
human albumin were evaluated.

CE/FA was used to study binding of compounds with endothelial activity to aloumin
and al-glycoprotein, such as 1-methylpyridine and 1,4-dimethylpyridine, nicotinic acid,
nicotinamide, N-methylnicotinamide, compounds with acronyms C-2504, C-2507, C -2511,
C-2515, C-2517, C-2518, C-2551, C-2578, C-2586, C-2590, V-Pyrro/NO and V-Proli/NO.
Additionally, the relationship between physicochemical properties of the tested compounds
and the degree of their binding to blood proteins were evaluated.

The obtained binding data for studied drugs were in accordance with the literature.
The binding of DXM to albumin ranged from 70 to about 90%. The determined binding
constant classifies DXM as a drug with medium affinity for albumin. The degree of PRA
binding to aloumin was 40-50%. The determined binding constant classifies PRA as a drug
with low affinity for aloumin.

The results obtained with CE/FA and ED indicate the equivalence of both techniques.

There were no significant differences between the binding of DXM and PRA to albumin

11
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depending on their origin, indicating that bovine serum albumin could be used as a substitute
for human serum albumin in the study of compounds binding to this protein.

CE/FA due to the possibility of working at various temperatures can be successfully
used to determine the basic thermodynamic functions and to evaluate the thermodynamics of
the interaction between the test compound and the protein. The negative values of free
enthalpy changes (AG) for DXM and PRA with bovine and human serum albumin indicate
that the binding processes were spontaneous. Positive changes in entropy (AH) and enthalpy
(AS) indicate the nature of endothermic interactions and the prevalence of hydrophobic
interactions.

Among the tested compounds, nicotinic acid was binding to BSA (from 48.69 + 2.46%
to 83.72 £ 6.95%), compound C-2551 (from 11.59 + 1.62% to 31.20 + 3.76%), compound
C-2590 (from 16.59 £ 0.24% to 33.12 + 3.34%), V-Proli/NO (from 43.26 + 2.65% to 60.63 +
0.75%) and V-Pyrro/NO (from 21.28 + 1.02% to 29.70 + 4.29%). None of the tested
compounds bound to AGP greater than 10%, in the range of concentrations used.

The tested compounds differed in their binding strength to BSA depending on the
chemical nature of the substance. Compounds C-2551 and C-2590 were characterized by low
affinity for BSA (binding constants of 10> M™), whereas nicotinic acid, V-Proli/NO and
V-Pyrro/NO showed medium affinity (binding constants of 10%-10* M™) to BSA. The
compounds were characterized by different stoichiometry of binding to albumin. Compounds
C-2551, V-Proli/NO and V-Pyrro/NO bound to one class of binding sites, with umber of
binding sites being 2.30 £ 0.95, 0.92 £+ 0.54 and 0.73 + 0.42, respectively. Compound C-2590
bound to one class of binding sites in the coexistence of non-specific binding (n=2.30 + 0.95).
Nicotinic acid was associated with two classes of binding sites (n;=1.12 + 0.13, n,=0.30 +
0.15).

The tested compounds were characterized by different physicochemical properties.
1-MP, 1,4-DMP, MNA, C-2504, C-2507, C-2511, C-2515, C-2517, C-2518, C-2551 , C-2578,
C-2586, C-2590 were highly hydrophilic and had a strongly ionized structure. Among tested
compounds, the highest lipophilicity had V-Pyrro/NO, PRA V-Proli/NO, DXM, nicotinic acid
and nicotinamide. With increasing lipophilicity and acidity, the binding of tested compounds
to BSA increased.

Frontal analysis is a useful tool that can be used to assess the binding of ligands to
blood proteins. An advantage of CE/FA over ED is the ability to directly measure the
concentration of free fraction of a compound in a sample, what significantly reduces costs and

shortens the duration of the analysis. CE/FA has many advantages, especially low reagent
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SUMMARY

consumption, short analysis time, automation of measurements and high efficiency, which
distinguishes it from other methods used to assess the binding of substances to plasma
proteins. The preparation of samples and method development set up of CE/FA is faster and
much less laborious compared to ED, and the parameters of electrophoretic separation
established on the basis of initial measurements can be used with minor modifications to a

large group of compounds with diverse physicochemical properties.
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1. Wstep
1.1. Wigzanie lekéw z biatkami krwi

Wiazanie lekow z biatkami krwi nalezy do istotnych czynnikéw decydujgcych o ich
profilu farmakokinetycznym, wplywajac na takie procesy jak dystrybucja, metabolizm
I wydalanie z organizmu [1, 2]. Zgodnie z hipoteza ,,wolnego leku”, czasteczka zwigzana
Z biatkami osocza nie moze dyfundowac przez btony biologiczne organizmu i dociera¢ do
biatek receptorowych lub enzymatycznych, dlatego tez jest farmakologicznie nieaktywna [2—
4], a lek zwigzany z biatkami krwi nie moze podlega¢ procesom metabolizmu, ani wydalania
z organizmu [Rycina 1.1]. Kompleks lek-biatko stanowi swoisty magazyn leku, przedtuzajac
obecno$¢ leku w organizmie, jednoczesnie zmniejszajac jego stezenie w miejscu dziatania.
Jedynie frakcja niezwigzana (wolna) leku moze przemieszczaé si¢ z przestrzeni naczyniowej
do tkanek i podlega¢ metabolizmowi oraz wydalaniu z organizmu.

W przypadku braku zaleznych od naktadu energii dodatkowych mechanizméw
transportu leku (wychwyt przez komoérke, specyficzne transportery btonowe, gradient pH),
w stanie rownowagi, stezenie wolnej frakcji leku w osoczu (w przestrzeni pozakomorkowej)
jest rowne jego stezeniu W tkankach (w przestrzeni wewnatrzkomoérkowej) i tylko wolna
frakcja leku jest dostepna dla docelowego wigzania z receptorem [2, 5]. Efekt, jaki wywiera
lek jest wiec zwigzany ze stezeniem jego frakcji wolnej, a nie stezeniem catkowitym [4, 6, 7].
Kiedy lek dociera do krwiobiegu, szybko dyfunduje do przestrzeni migdzykomorkowe;j,
a zakres i szybko$¢ rozmieszczania si¢ leku w organizmie zalezy od jego wlasciwosci
fizykochemicznych (lipofilnos¢, stopien zjonizowania czasteczki), wigzania z biatkami krwi
oraz tkanek, a takze od szybkosci przeptywu krwi w tkankach [8].

Znajomo$¢ stopnia wigzania leku z biatkami krwi jest pomocna w przewidywaniu
interakcji z innymi substancjami o charakterze egzo- i endogennym, ktére mogg konkurowac
0 miejsca wigzania na biatkach, pozwalajac na optymalizacje dawkowania [9]. Wiedza
0 stopniu wigzania lekéw z biatkami krwi jest szczegolnie istotna w stanach patologicznych
(niewydolno$¢ narzadowa, otylo$¢, wczesniactwo) oraz fizjologicznych (cigza, podeszly
wiek) organizmu, w ktérych obserwujemy zmiany stezenia i1 struktury biatka wigzacego,

prowadzace w konsekwencji do zmiany stezenia wolnej frakcji leku [10, 11].
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KOMPARTMENT CENTRALNY KOMPARTMENT OBWODOWY
Stezenie leku we krwi K Stezenie leku w tkankach
K v "
a
Frakcja zwigzana < Frakcja wolna < Kia Frakcja wolna
Z biatkami krwi > >
Kq ka1 -
k k
kout aT‘L dT
Frakcja zwigzana
v z biatkami tkanek

Rycina 1.1. Zmiany stezenia leku w kompartmencie centralnym i obwodowym zgodnie z zalozeniami

modelu dwukompartmentowego [10]

K, i Kar — stale szybkos$ci wigzania leku w osoczu i tkankach; ky i Kyt — stale szybkosci dysocjacji leku

w osoczu i tkankach; k;, - stala szybkosci wchlaniania lub szybko$¢ infuzji; ko - stala szybkos$ci eliminacji

z kompartmentu centralnego; ki, - stala szybkosci dystrybucji; k,; - stala szybko$ci redystrybucji
Wiazanie leku (D) z biatkiem (P) prowadzace do utworzenia kompleksu lek-biatko

(PD) jest procesem odwracalnym, zachodzacym zgodnie z prawem dziatania mas Guldberga-

Waagego [12]:

Ka
D+P& PD 1)

Zaktadajac jedno miejsce wigzgce na czgsteczce biatka, st¢zenie biatka P mozemy

przedstawic jako (P; — Cp), otrzymujac wowczas rownanie:
Cut (Pi— Cp) & Gy )

gdzie:
C. — stezenie molowe leku wolnego
Cp — stezenie molowe leku zwigzanego

P — catkowite stezenie biatka

Do opisu powinowactwa migdzy ligandem i biatkiem stuzy stata wigzania K, oraz jej
odwrotnos$¢, czyli stala dysocjacji Ky, ktore okreslajg zalezno$¢ pomiegdzy stalg szybkosSci
asocjacji (ki) i dysocjacji (kg). Stala wigzania moze by¢ wyrazona jako stosunek stezenia
kompleksu lek-biatko do iloczynu stezenia biatka i leku wolnego. Im wigksza warto$¢ Ka,
tym wigksze powinowactwo leku do biatka.

— ka _ [PD]

a7 kg _ [PI[D]

[L/mol] 3)
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Z kolei stata dysocjacji (Kg) opisywana jest nastgpujagcym réwnaniem:

_ [P][D]
Ky = “Po] [mol/L] (4)

Stata dysocjacji pozwala na uzyskanie informacji o takim st¢zeniu leku, przy ktorym
zajeta jest na czasteczce bialka potowa miejsc wigzacych. Ta wielkos¢ umozliwia oceng
zakresu stezen liganda, jaki powinien by¢ uzyty do wyznaczenia liczby klas miejsc
wiazacych, liczby miejsc wigzacych danej klasy oraz pojemno$ci wigzania metoda graficzng
[Rycina 1.2]. Przy stezeniu réwnym 10-Kg, lek zajmuje okolo 91% miejsc wigzacych,
natomiast przy stezeniu wynoszacym 100-Kq4 zaje¢tych jest prawie 99% miejsc wigzacych.
W praktyce oznacza to, ze stezenie catkowite leku obejmujace zakres 0.1-10-Kq4 jest
wystarczajagce do wyznaczenia statej asocjacji [13]. W badaniu wigzania lekow z biatkami
krwi nalezy pamigtaé, ze Stezenia wigkszo$¢ lekéw stosowanych w codziennej praktyce
Klinicznej, mierzone w osoczu sg duzo nizsze 0d stezenia albuminy. Z tego wzgledu albumina
uwazana jest za biatko, ktore w warunkach fizjologicznych trudno wysyci¢ [14, 15].

Stata asocjacji oraz stata dysocjacji nie sag powszechnie stosowanymi wielkosciami
opisujacymi oddziatywanie typu lek-biatko. Do opisu wigzania leku z biatkami krwi czgsto
stosuje si¢ pojecie wolnej frakcji leku (fy) i/lub procentu wigzania (PB), ktore okreslajg ilos¢

leku wolnego lub zwigzanego w stosunku do st¢zenia catkowitego leku.

fu = C_t (5)

f,=1-f, (6)

PB = -100% (7
t

Gdzie:
fy, — frakcja zwigzana leku

C: — stezenie catkowite leku

Nalezy podkresli¢, ze stala wigzania jest uniwersalng wielkoscia opisujaca
oddziatywania lek-biatko, stosowang szczegdlnie W badaniach przesiewowych, poniewaz
wielko$¢ ta jest niezalezna od stezenia leku i jest stala w danej temperaturze [16]. Stalg
rownowagi K, dla procesu wigzania wyraza roéwnanie:

— Cp
A Cu(P—Cp)

(8)
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Po przeksztatceniu otrzymujemy:

Cp — Ka - Cy
Pr 1+K,C,

=r (9)

gdzie:

r — wspolczynnik wysycenia, czyli liczba moli leku zwigzanego przez jeden mol
biatka.

Roéwnanie to zaklada istnienie jednego niezaleznego miejsca wigzacego lek. Jezeli
istnieje n identycznych i niezaleznych miejsc wigzacych, wowczas otrzymujemy rownanie:

I = n-KyC _ nCy
T 14K, Gy Kq+Cy

(10)

Jezeli istnieje wigce] niz jedna klasa miejsc wigzacych, to rownanie 10 ulega
rozszerzeniu i wowczas mozemy je opisa¢ rownaniem nieliniowym:

r=ym i (11)

i=1 Kgi+Cu
1.2. Graficzne metody wyznaczania parametréw wiazania

Graficzne przedstawienie procesu wigzania jest niezwykle istotne i moze pomodc
w zrozumieniu interakcji pomiedzy lekiem a receptorem (biatkiem). Wigzanie leku z biatkiem
mozna przedstawi¢ graficznie w postaci krzywej wysycenia, ktora jest nieliniowa zaleznoscia
pomiedzy wspotczynnikiem wysycenia a stezeniem frakcji wolnej leku [Rycina 1.2] lub

zaleznosci frakceji wolnej liganda od catkowitego stezenia leku.

1) el YSYCENIE
r polowa maksymalnego
05 srnesssfecsnsanns '"""""""'""'"W'\'/'é"'/'i_-:éh'i'é"
E/Kd
i =

Rycina 1.2. Wykres zalezno$ci wspolczynnika wysycenia od stezenia frakcji wolnej leku

Jezeli na krzywej wysycenia nie uzyskujemy fazy plateau wowczas taki przebieg

moze wskazywac¢ na wspolistnienie wigzania niespecyficznego.
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Rownanie 11, ktore opisuje wigzanie leku w wielu niezaleznych miejscach na
makroczasteczce, moze by¢ przeksztatcone do postaci liniowej oraz przedstawione graficznie
[12]. Rownania, ktére otrzymujemy w wyniku tych przeksztalcen noszg nazwe roéwnan
Scatcharda, Klotza i Sandberg-Rosenthala i maja przebieg liniowy, jesli istnieje jedna klasa

miejsc wigzacych [17].
1.2.1. Réwnanie Scatcharda

Przeksztatcenie rownania 11 prowadzi do otrzymania jego liniowej postaci, nazywanej
réwnaniem Scatcharda:

CL = nK, — rK, (12)

u

Wykres Scatcharda [Rycina 1.3, 1.4 B] umozliwia wyznaczenie metoda graficzng
wielkosci takich jak liczba miejsc wigzacych na biatku przypadajaca na klas¢ wigzania (n) -
(miejsce przecigcia wykresu z osig OX) oraz stata asocjacji K, wyznaczang jako

wspotczynnik kierunkowy proste;.

n

e

T

Rycina 1.3. Wykres Scatcharda dla jednej klasy miejsc wigzacych na bialku

B)

= wigzanie

catkowite ‘/

mKa + Nz2Kaz

— 1 klasa
miejsc
wiazacych

“““““““““““““ 2 klasa
miejsc
wiazacych

Rycina 1.4. Wykres zalezno$ci wspétczynnika wysycenia od stezenia frakcji wolnej leku (A) oraz wykres
Scatcharda (B) dla dwoch klas miejsc wiazacych na bialku
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Liniowy przebieg wykresu Scatcharda moze wskazywa¢ na jedng klase miejsc
wigzacych [Rycina 1.3], natomiast przebieg hiperboloidalny wskazuje na wystepowanie
dwoch klas miejsc wigzgcych na biatku [Rycina 1.4B].

1.2.2. Réwnanie Klotza

Rownanie Klotza, jest zalezno$cia odwrotnosci wspotczynnika wysycenia

jako funkcja stosunku wspoétczynnika wysycenia i stezenia leku wolnego.

1 1 1
S==4 (13)
r n nK,C,
1
r —— _L
nKa
1 -
Ka
pY
I
Cu

Rycina 1.5. Przykladowy przebieg wykresu Klotza

Przebieg liniowy wykresu Klotza §wiadczy o powinowactwie leku do jednej klasy
miejsc wigzacych na biatku. Z miejsc przecigcia wykresu na osi OX i OY oraz wspotczynnika

kierunkowego prostej mozna wyznaczy¢ odpowiednio parametry wigzania, takie jak Ka i n.
1.2.3. Réwnanie Sandberg-Rosenthala

Rownanie Sandberg-Rosenthala opisuje zaleznos$¢ stosunku st¢zenia leku zwigzanego

do wolnego jako funkcja stezenia leku wolnego.

2 = nK,P, — K, G (14)
u
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nKaPt

=D -Ka

nPt

e

Cu

Rycina 1.6. Przykladowy przebieg wykresu Sandberg- Rosenthala [18]

Podobnie jak w przypadku wykresu Scatcharda i Klotza, liniowy przebieg wykresu
Sandberg-Rosenthala wskazuje na powinowactwo leku do jednej klasy miejsc wigzacych na
biatku. Z miejsc przecigcia wykresu z osig OX i OY mozna wyznaczy¢ odpowiednio
pojemnos¢ wigzania (NK,) oraz liczbe miejsc wigzacych danej klasy (n), natomiast

z wspotczynnika kierunkowego prostej mozna wyznaczy¢ stalg wigzania (Kj).
1.2.4. Réwnanie Bjerruma

Rownanie regresji  nieliniowej [Rownanie 11] mozna przeksztatci¢c do postaci
potlogarytmicznej, okre§lanej jako réwnanie Bjerruma, ktére jest funkcja wspodtczynnika

wysycenia od logarytmu ze st¢zenia leku wolnego.
n—-r
logC, = logK, + log (T) (15)
Postac¢ graficzna tego roéwnania nosi nazwe wykresu Bjerruma.

1.0

r 0.5

logCy,

Rycina 1.7. Przykladowy przebieg wykresu Bjerruma
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Wykres ten ma ksztatt litery S, o wyraznie rozpoznawalnym punkcie przegigcia [19,
20]. Wartos¢ r w punkcie przegiecia wskazuje na potowe z calkowitej liczby zwigzanych
czgsteczek leku, ktore sg rowne specyficznym, mozliwym do wysycenia miejscom wigzgcym
na czgsteczce biatka, przy zatozeniu, ze liczba zwigzanych czasteczek i miejsc wigzacych jest
taka sama. Zaktadajgc wigc stechiometri¢ wigzania 1:1, K; jest odwrotnoscig Cy w punkcie
przegigcia krzywej [21-23]. Wykres Bjerruma nie pozwala na wyznaczenie rzeczywistej
ilosci miejsc wigzacych na biatku.

Wykres Bjerruma moze by¢ stosowany do oceny poprawno$ci uzytych w badaniu
stezen leku w procesie oceny jego wigzania z biatkami krwi. Linia trendu powinna by¢
symetryczna wokot punktu przegiecia, ktory odpowiada wartos¢ Kg na osi OX. Goérna
asymptota odpowiada catkowitemu stezeniu biatka i $wiadczy o wysyceniu wigzania. Krzywa
jest prawie liniowa w zakresie od 0.1-K4 do 10-Kgy. Brak wystarczajacej ilosci pomiarow po
obu stronach punktu przegiecia (Kq) moze prowadzi¢ do blednego oszacowania parametrow
wigzania [17].

Wykres Scatcharda oraz inne liniowe przeksztatcenia sg zalecane przede wszystkim do
wizualnej oceny mierzonych wielkosci oraz do graficznego odczytania liczby miejsc
wigzacych, statych wigzania i statych dysocjacji w przypadku zmieniajacych sie warunkow
pomiaru. Jako metode umozliwiajaca doktadne wyznaczenie parametrow wiazania, wskazuje
si¢ nieliniowe dopasowanie z zastosowaniem metody najmniejszych kwadratow [12, 19, 24,
25].

1.3. Bialka wiazace leki we krwi

Biatka krwi pelng w organizmie wiele waznych funkcji, bedac m.in. transporterami dla
substancji endogennych i egzogennych. Albumina [26—28], kwasna as-glikoproteina [29, 30]
oraz w mniejszym stopniu globuliny [31] i lipoproteiny [32, 33] sa glownymi elementami
osocza wigzgcymi leki, w stopniu zaleznym od ich wtasciwosci fizykochemicznych [34, 35].
Stopien wigzania substancji niskoczasteczkowych z biatkami osocza zalezy od sity tego
wigzania, ilosci biatka w organizmie oraz od pojemnos$ci wigzania [12].

Albumina ludzka (HSA) ze wzgledu na duze st¢zenie we krwi (500-700 uM), duzg
pojemnos¢ wigzania, jak rowniez z uwagi na fakt, ze stanowi okoto 60% wszystkich biatek
krazacych Krwi uwazana jest za glowne biatko wigzace krwi [36]. Biatko to zbudowane jest
z 585 aminokwasow, a jego masa czasteczkowa jest rowna 66 438 kDa [27]. HSA posiada na
swojej czasteczce osiem miejsc wigzacych o roznym powinowactwie do ligandow, zdolnych

do wigzania ksenobiotykéw oraz substancji endogennych (kwasy tluszczowe, bilirubina,
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hormony, witaminy). Dwa miejsca wiagzace odpowiedzialne za wigzanie przede wszystkim
lekow o charakterze kwasowym, okreslane sg jako miejsce wigzania warfaryny-azapropazonu
lub Sudlow I oraz miejsce wigzania indolo-benzodiazepinowe lub Sudlow Il [28, 37-39].
Albumina jest biatkiem trudnym do wysycenia w warunkach fizjologicznych, a pomimo duzej
masy czasteczkowej jest rozmieszczona zarowno w osoczu, jak i pozanaczyniowo [14, 15].
Kwasna ay-glikoproteina (AGP) jest uwazana za drugie, po albuminie, istotne biatko
wigzgce leki we Krwi. Stezenie AGP w osoczu jest nizsze w porownaniu z HSA (12-30 uM).
Biatko to zbudowane jest z 204 reszt aminokwasowych, 0 masie czasteczkowej rownej
38 800 kDa lub wg innych zrodet 48 000 kDa [30]. Biatko to cechuje si¢ wysoka zawarto$cig
weglowodandéw (£ 45%) oraz niskg wartoscig pl (2.3 - 3.8). AGP jest bialkiem ostrej fazy,
a jego stezenie we krwi zalezy od wieku, pici, rasy oraz stanu zdrowia. St¢zenie AGP zmienia
si¢ w otyto$ci, cigzy oraz podlega wahaniom dobowym. W stanach zapalnych organizmu,
stgzenie tego biatka wzrasta lub maleje jego zdolnos$¢ wiazaca, przy niezmienionym stezeniu
[30]. AGP wiaze przede wszystkim zwigzki o charakterze zasadowym i obojetnym. Na
czasteczce tego biatka obecne sg dwa miejsca wigzace, o zréznicowanym powinowactwie do
lekéw 1 steroidow oraz pig¢ miejsc wigzacych 0 niskim powinowactwie do substancji
endogennych i lekow [15, 23, 30]. Poniewaz AGP jest biatkiem o nizszej pojemnosci
wigzania w poréwnaniu z HSA, stad biatko to moze ulega¢ wysyceniu przy standardowym
dawkowaniu wielu lekow. Z tego wzgledu nalezy pamigta¢ o mozliwych zmianach w stezeniu
wolnej frakcji lekow silnie wigzacych si¢ z AGP, takich jak lidokaina i alfentanyl oraz
rozwazy¢ terapi¢ pod kontrolg stgzenia wolnej frakcji leku we krwi, zamiast oznaczania
stezenia catkowitego leku [7]. Wydaje si¢, ze wigzanie lekow z AGP moze mie¢ duze
znaczenie kliniczne dla lekéw silnie wigzacych sie¢ z tym biatkiem (K; > 10° M), ktore
charakteryzujg si¢ niewielka objetoscig dystrybucji. W zwigzku z mozliwymi wahaniami
w stezenil AGP zaleca si¢ indywidualizacje dawkowania lekow, takich jak klindamycyna,

erytromycyna, flukonazol, propranolol oraz chinidyna [7, 10].
1.4. Wplyw wigzania lekow z bialkami krwi na profil farmakokinetyczny

Wigzanie lekéw =z biatkami krwi wplywa istotnie na ich wlasciwosci
farmakokinetyczne, w szczegolnosci na klirens (Cl) i objeto$¢ dystrybucji (Vgss) [12]. Klirens
leku zalezny jest od drogi jego eliminacji, a w przypadku eliminacji watrobowej leku rowniez
od wspotczynnika ekstrakcji watrobowej [40]. Wigzanie lekow z biatkami krwi nie ma
wptywu na klirens lekow o wysokim wspoétczynniku ekstrakcji watrobowej, gdyz podlegaja

one eliminacji zaleznej od szybkos$ci przeptywu krwi przez watrobe (klirens nierestrykcyjny
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lub permisyjny, Cly). Stopien wigzania z biatkami krwi wplywa na klirens watrobowy lekow
o niskim wspotczynniku ekstrakcji watrobowej, a taki klirens nazywany jest restrykcyjnym.
Zalezno$¢ klirensu watrobowego od stopnia wigzania leku z biatkami krwi opisuje
roéwnanie 16.

Cly = QufuCline (16)

N Qy+fy Cline

Gdzie:

fu- frakcja leku niezwigzana z biatkami osocza
Qn - szybkos$¢ przeptywu krwi przez watrobe
Cly - klirens watrobowy

Clint - klirens wewngtrzny

Dla lekéw eliminowanych przez nerki, klirens zalezny jest od frakcji wolnej leku,
poniewaz jedynie frakcja wolna, niezwigzana z biatkami krwi podlega procesom eliminacji
[36]. Wickszos¢ lekow eliminowanych przez nerki posiada charakter hydrofilowy i cechuje
si¢ niskim stopniem wiagzania z biatkami krwi.

Objetos¢ dystrybucji (Vgss), ktora odzwierciedla rozmieszczenie leku w organizmie
jest funkcjg wolnej frakcji leku i zalezy od stopnia jego wigzania z biatkami osocza i tkanek.
Objetos¢ dystrybucji jest wprost proporcjonalna do wolnej frakcji leku w osoczu, a odwrotnie

proporcjonalna do wolnej frakcji leku w tkankach, zgodnie z rownaniem 17:
fy
Viss = Vp + Vr fur 17)

Gdzie:

fu - frakcja leku niezwiazana z biatkami osocza
fut - frakcja leku niezwigzana z biatkami tkanek
Vss - objetos¢ dystrybucji w stanie stacjonarnym
Vp - objetos¢ osocza

V7 - objetos¢ tkanek

Doktadne okreslenie, w jaki sposob zmiana w stgzeniu frakcji wolnej leku w osoczu
wplywa na objeto$¢ dystrybucji, wydaje si¢ trudne, gdyz zmiana st¢zenia leku wolnego
W 0soczu nie zawsze odzwierciedla jego stezenie w tkankach. Restrykcyjne wigzanie lekow
z biatkami krwi uwidacznia si¢ zwykle w niewielkiej objetosci dystrybucji tych lekow, réwne;j

okoto 0.1 L/kg, podobnej do objetosci dystrybucji albuminy. Z tego wzgledu leki, ktére wigza
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si¢ z bialkami w sposob restrykcyjny prawie catkowicie sa rozmieszczone W kompartmencie
dystrybucji biatka, z ktérym si¢ wiaza. Leki, ktore wykazuja permisyjne wigzanie z biatkami
cechujg sie duza objetoscig dystrybucji, powyzej 0.6 L/kg, co odpowiada objetosci wody

w organizmie [5].
1.5. Wplyw wiazania lekow z bialkami krwi na procesy farmakodynamiczne

Jesli stezenie wolnego leku w osoczu zmienia si¢, mozna spodziewac si¢ zmian w jego
profilu farmakodynamicznym [7]. Takie sytuacje mogg mie¢ miejsce w roznych procesach
chorobowych, ktérych konsekwencja bedzie zmiana stezenia biatek wigzacych krwi lub przy
politerapii, gdzie moze dochodzi¢ do wypierania z potaczen z biatkami jednego leku przez
drugi, o wigkszym powinowactwie do danego biatka. W takich sytuacjach mozna spodziewac
si¢ braku skuteczno$ci terapii lub pojawienia niepozadanych efektow dziatania lekow.

Znaczenie Kliniczne interakcji lekow na drodze wypierania z potaczen z biatkami byto
tematem wielu opracowan naukowych [1, 3, 4, 6, 41-44]. Istniejg przyklady interakcji
lekowych, ktorych mechanizm tlumaczono poczatkowo wigzaniem lekow z biatkami krwi.
Uwazano, ze taki typ interakcji jest skutkiem lacznego podawania warfaryny i fenylbutazonu,
tolbutamidu i sulfonamidow, czy fenytoiny i kwasu walproinowego, a wiec lekow o waskim
indeksie terapeutycznym. Badania nad mechanizmem interakcji wykazaly, ze ich przyczyna
jest hamowanie metabolizmu warfaryny, tolbutamidu i fenytoiny, a nie proces wypierania
tych lekow z potagczen z biatkami [3]. W wigkszosci przypadkow obserwowane zmiany
w stezeniu wolnej frakcji leku sg dodatkowym czynnikiem wplywajagcym na oddzialywania
miedzy lekami [6, 43]. Uwaza sie, ze indywidualizacja dawkowania lekow silnie wigzacych
si¢ z biatkami krwi, nie jest warunkiem koniecznym. Wyjatek stanowia rzadkie przyklady
lekow o wysokim wspotczynniku ekstrakcji watrobowej lub nerkowej, niewielkiej objetosci
dystrybucji, waskim indeksie terapeutycznym, ktore podawane sg pozajelitowo. W tym
wzgledzie zwraca si¢ rOwniez uwage na leki podawane doustnie, ktore cechujg si¢ krotkim
czasem koniecznym do ustalenia réownowagi PK/PD, gdzie prawdopodobne zmiany
w stezeniu wolnej frakcji leku moga wywola¢ natychmiastowy efekt [10, 43, 44].
W wigkszosci analizowanych przypadkow, lek wypierajacy podawano powoli, czego efektem
byto stopniowe oddysocjowywanie leku z jego potaczen z biatkiem, z zachowaniem jego
réwnomiernej dystrybucji w organizmie [9].

Do niebezpiecznych sytuacji zalicza si¢ leczenie ostrych stanéw chorobowych,
0 gwaltownym przebiegu, gdy lek o wigkszym powinowactwie do biatka podawany jest

dozylnie. Moze to prowadzi¢ do gwaltownego zwigkszenia st¢zenia leku wolnego, czego
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konsekwencja jest zwigkszenie efektu farmakologicznego. Taka sytuacja ma miejsce
w przypadku podawania noworodkom droga dozylng sulfonamidow, ktore wypieraja
bilirubing z jej potaczen z albuming, co moze wywota¢ gwaltowny wzrost stezenia wolnej
frakcji bilirubiny i jej przenikanie do OUN, a w nastgpstwie prowadzi¢ do zoltaczki jader
podkorowych mézgu [43, 45].

Instytucje regulacyjne, takie jak EMA i FDA zalecaja wyznaczenie stopnia wigzania
substancji z biatkami krwi w poczatkowym etapie badan nad nowymi, aktywnymi
biologicznie czasteczkami, potencjalnymi lekami. W przypadku, gdy badania in vitro
wskazujg na mozliwo$¢ wystapienia interakcji lekowych na drodze wigzania z biatkami krwi,
zaleca si¢ przeprowadzenie badan in vivo [9, 46-50].

Ocena wigzania substancji z biatkami krwi jest powszechnie wykonywana zaréwno na
etapie poszukiwania, jak i rozwoju nowych lekow. W tym wzgledzie odczuwalny jest brak
jednolitego postepowania dotyczacego sposobu wykorzystywania uzyskanej wiedzy celem
wyboru odpowiednich kandydatow na leki oraz zmniejszenia ryzyka prawdopodobnych
interakcji lekowych [7].

1.6. Metody badania wiazania substancji z bialkami krwi

Jednym z kierunkoéw rozwoju wspoétczesnych technik analitycznych byto opracowanie
nowych strategii pozwalajagcych na ocen¢ wigzania ligandéow z biatkami krwi. Metody te
polegaty na oddzieleniu wolnej frakcji zwiazku od frakcji zwigzanej i pomiaru stgzenia,
zazwyczaj z zastosowaniem dodatkowej techniki analitycznej. Sa to tzw. techniki separacyjne,
do ktorych nalezg dializa rownowagowa (ED), ultrafiltracja (UF), ultrawirowanie (UW), test
przepuszczalnosci PAMPA, wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) oraz
elektroforeza kapilarna (CE).

Drugg grupe stanowig techniki nieseparacyjne, ktore polegaja na pomiarze wielkosci
fizykochemicznych zaleznych od zmian w strukturze liganda lub biatka podczas tworzenia si¢
kompleksu ligand-biatko. W tym wypadku dokonuje si¢ pomiarow widma absorpcyjnego, czy
wielkosci wydzielonego lub pobranego ciepta. Do metod tych zaliczane sa spektroskopia
fluorescencyjna w podczerwieni (IR), spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
(NMR), dichroizm kotowy (CD), izotermiczne miareczkowanie kalorymetryczne (ITC),
skaningowa kalorymetria roznicowa (DSC), termoforeza mikroskalowa (MST) oraz
mikroskopia sit atomowych (AFM).

Techniki separacyjne umozliwiajg wyznaczenie parametrow, takich jak stata wigzania,

liczba klas miejsc wigzacych, liczba miejsc wigzacych danej klasy oraz procent wigzania
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liganda z biatkiem. Z kolei techniki nieseparacyjne pozwalaja lepiej zrozumieé¢ zjawisko
wigzania liganda z biatkiem oraz umozliwiaja wyznaczenie parametrow termodynamicznych

i kinetycznych, ktore opisujg je w sposob jakosciowy [24, 51, 52].
1.6.1. Dializa rownowagowa

Dializa rownowagowa jest technika szeroko stosowang i uwazang za ,,zloty standard”
W badaniach wigzania lekow z biatkami krwi [34, 36, 53, 54]. Technika ta opiera si¢ na
wykorzystaniu roznicy rozmiaréw i/lub masy czasteczkowej pomiedzy ligandem a biatkiem.
Dializa rownowagowa w duzym stopniu odzwierciedla warunki fizjologiczne organizmu,
Zuwagi na stan rownowagi pomigdzy wolng frakcja badanego zwigzku, biatkiem oraz
kompleksem liganda z biatkiem, ktore oddzielone sg btong potprzepuszczalng pozwalajaca na
swobodng dyfuzj¢ jedynie wolnej frakcji liganda.

Zaleta tej techniki jest jej duza uniwersalno$é, pozwalajaca na badanie wigzania
substancji o zréznicowanych wlasciwosciach fizykochemicznych, prostota wykonania oraz
tanie i tatwo dostepne urzadzenia [55, 56]. Jako krytyczne punkty tej techniki wymienia si¢
czas potrzebny do ustalenia rownowagi dializacyjnej, zalezny m.in. od obj¢tosci uzytej probki
w stosunku do powierzchni blony dializacyjnej, ilo$¢ zwigzku jak jest konieczna do
przeprowadzenia dializy, jego trwato$¢ w czasie badania [53, 55, 57, 58], niespecyficzne
wigzanie liganda z blong polprzepuszczalng oraz ze $ciang naczynia dializacyjnego, efekt
Gibbsa-Donnana, zjawisko osmozy oraz potencjalne zmiany w objetosci i pH plynu w
komorach dializacyjnych. Czynniki te mogg by¢ przyczyng bledow utrudniajacych
interpretacje uzyskanych wynikow badan [56, 59]. W przypadku zwigzkéw silnie wigzacych
si¢ z biatkami krwi, o duzej masie molowej, wysokiej lipofilowosci lub niespecyficznie
wigzacych si¢ z btong dializacyjng i $cianami naczynia dializacyjnego, 0znaczenie wolnej
frakcji liganda moze by¢ obarczone duzym biedem. W przypadku dializy rownowagowej
konieczne jest zastosowanie odpowiedniej metody analitycznej, ktora z wymagang czuto$cia
pozwala na oznaczenie frakcji wolnej liganda.

Z uwagi na ograniczenia dializy rownowagowej, wiodagcym kierunkiem w badaniach
farmakokinetycznych jest poszukiwanie tanszych i szybszych rozwigzan mogacych znalez¢
zastosowanie w badaniach przesiewowych nowych zwigzkow o0 udowodnionej aktywnosci

biologicznej [36, 52, 60].
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1.6.2. Elektroforeza kapilarna w trybie analizy frontalnej

Przeprowadzane na szeroka skale, wieloosrodkowe badania wskazuja na fakt, ze
elektroforeza kapilarna jest dobrze zapowiadajaca si¢ technikg analityczng, ktorag mozna
zastosowa¢ do analizy przesiewowej nowych zwigzkow, w Kierunku badania oddziatywan
typu ligand-biatko [21, 25, 61, 62]. Elektroforeza kapilarna w trybie analizy frontalnej jest
zalecana do oceny wigzania substancji z biatkami krwi, z uwagi na fakt, iz badanie
przeprowadzane jest w stanie rownowagi pomig¢dzy frakcja wolng liganda, a zwigzana,
arébwnowaga jest osiggana Szybko, tzn. w trakcie dozowania probki [51, 63-65]. Po
przytozeniu napiecia elektrycznego, na skutek roéznic w ruchliwosci liganda, biatka oraz
kompleksu ligand-biatko, migrujacy, wolny ligand formuje trapezoidalny pik plateau.
Wysokos¢ piku plateau jest proporcjonalna do stgzenia wolnej frakcji liganda. Stezenie
wolnego liganda w probce wyznacza si¢ Zrdwnania regresji krzywej kalibracyjnej,
anastepnie na podstawie dostgpnych rownan oblicza stopien i sile wigzania liganda z
biatkiem [21, 66, 67].

Elektroforeza kapilarna w trybie analizy frontalnej posiada wiele zalet, ktore daja jej
przewage nad innymi technikami analitycznymi i pozwalaja na zastosowanie w badaniach
interakcji ligand-biatko [52]. Zaleta tej techniki jest mozliwo$¢ pelnej automatyzacji
pomiaréw, uzycie do analizy niewielkiej ilo$¢ probki, bez potrzeby immobilizacji biatka lub
znakowania liganda. Nalezy podkresli¢, ze na wysokos$¢ piku plateau nie ma wplywu czas
migracji analitu ani wielko$¢ przeptywu elektroosmotycznego. Cechy te sprawiajg, ze
technika ta moze by¢ stosowana jako metoda przesiewowa w badaniach interakcji ligand-
biatko. Szczegdlng uwage nalezy zwroci¢ na fakt, iz CE/FA pozwala na wykonywanie badan
w warunkach zblizonych do fizjologicznych, w pH=7.4, poprzez odpowiedni dobor rodzaju
buforu i jego sity jonowej wynoszacej od 0.15 do 0.17 M [68, 69]. Technika ta umozliwia
badanie uktadow o réznej stechiometrii oraz réznej kinetyce procesow, zapewniajac jej
przewage nad innymi metodami analitycznymi stosowanymi w badaniach interakcji ligand-
biatko. Na szczegolne podkreslenie zastuguje fakt, ze w CE/FA wykorzystuje si¢ zatozenie, 1z
wigzanie lekow z biatkami krwi jest procesem o szybkiej Kinetyce, a czas wymagany do
osiggnigcia stanu rownowagi jest krotki [13]. To sprawia, ze CE/FA wydaje si¢ byc¢
interesujacym narz¢dziem, proponowanym jako alternatywne rozwigzanie do uznanej za
referencyjng dializy rownowagowej [51, 52, 70].

Warunkiem oznaczania wolnej frakcji zwigzkow z zastosowaniem CE/FA jest

uzyskanie rdéwnowagi pomi¢dzy wolnym ligandem, biatkiem i kompleksem ligand-biatko

27



WSTEP

podczas rozdzielenia elektroforetycznego. Zatozenie to jest mozliwe dzigki analizie duzych
objetosci probek, stanowigcych 5-20% objetosci kapilary (do 200 nL), w odréznieniu od
konwencjonalnych metod CE, gdzie dozowana objg¢tos¢ stanowi jedynie 1-2% objetosci
kapilary (do 10 nL). Po przytozeniu wysokiego napiecia, na skutek odmiennych ruchliwosci,
wolny ligand migruje ze strefy probki tworzac trapezoidalny pik plateau [67, 71]. Gdy stala
asocjacji ligand-biatko jest mniejsza od 10’ M™, dozowanie do kapilary niewielkiej objetosci
probki nie pozwala na uzyskanie stanu rownowagi pomig¢dzy ligandem a biatkiem. Wowczas
kompleks ligand-biatko ulega dysocjacji, z oddzieleniem frakcji wolnej liganda [13, 72].

CE/FA pozwala na pomiar st¢zenia wolnej frakcji liganda przy stosunku molowym
ligand/albumina mniejszym od jednos$ci [70], dlatego projektujac badanie nalezy pamigtac,
aby uzyte stezenia liganda byty odpowiednio wysokie celem umozliwienia wysycenia miejsc
wigzacych na biatku [36, 73, 74].

W badaniach wigzania lekéw z bialkami krwi stosowane sg rdzne st¢zenia biatek,
najczesciej nizsze od fizjologicznych [13, 75-77], co w konsekwencji moze mie¢ istotny
wplyw na wyznaczong liczb¢ miejsc wigzacych oraz stata wigzania. Zgodnie z wytycznymi
FDA oraz EMA zaleca si¢ ocen¢ procesu wigzania lekow z biatkami krwi przy stezeniach
fizjologicznych tych biatek [53].

Elektroforeza kapilarna w trybie analizy frontalnej jest powszechnie stosowana do
analizy zwiazkow, ktorych czas migracji rozni si¢ od czasu migracji biatka i kompleksu
zwigzek-biatko, tak aby uformowa¢ trapezoidalny pik plateau od zwiazku wolnego [67].
W przypadku, gdy rozdzielenie analitow nie jest mozliwe, celem modyfikacji ruchliwos¢
elektroforetycznej analitow, do buforu rozdzielajagcego dodawane sg substancje pomocnicze,
takie jak dextran [76, 78] lub cyklodekstryny [79, 80]. Zwiazki te nalezy jednak stosowac
z duzg ostroznoscia, z uwagi na mozliwos¢ wigzania ligandow I konkurowanie o miejsca

wigzgce na biatku.

1.7. Zastosowanie wigzania substancji z biatlkami krwi w badaniach nad nowymi lekami

I znacznikami stosowanymi w diagnostyce medycznej

Poszukiwanie szybkich 1 tanich metod oceny stopnia wigzania ligandow z biatkami
krwi to jeden z wielu kierunkéw rozwoju nowoczesnych technik analitycznych. Ocena
stopnia wigzania duzej liczby zwigzkow z biatkami krwi, w krotkim czasie jest pomocna
w wyborze struktury wiodacej kandydata na lek, a w obszarze badan przedklinicznych
i klinicznych wiedza na temat stopnia wigzania substancji z biatkami krwi jest niezbedna

w doborze odpowiednich dawek zwigzkow [81].
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Znajomo$¢ stopnia wigzania substancji z biatkami krwi pozwala nie tylko zmniejszy¢
koszt i czas trwania badania nad nowym lekiem ale takze wydatnie przyczynia si¢ do
ograniczenia ilo$ci zwierzat laboratoryjnych [7-9, 52].

Znajomos¢ wielkosci statych wigzania substancji z biatkami krwi, w roznych
temperaturach pozwala na ocen¢ termodynamiki procesu wigzania, dostarczajac informacji na
temat sit dziatajacych migdzy badanymi zwigzkami a biatkami i czynnikami stabilizujacymi
tworzone kompleksy [82]. Z praktycznego punktu widzenia, monitorowanie termodynamiki
wigzania na etapie badan wstepnych moze utatwi¢ wybor zwiazkow 0 pozadanych
wlasciwos$ciach fizykochemicznych [83-85] i selektywnosci w stosunku do specyficznych
miejsc wigzacych, w szczegolnosci do biatek receptorowych [86-90].

Znajomo$¢ stopnia i sity wigzania ligandéw z biatkami krwi jest réwniez podstawa
wyboru kandydata na znacznik stosowany w diagnostyce medycznej. Na tym polu duzym
zainteresowaniem ciesza si¢ znaczniki uzywane w pozytronowej tomografii emisyjnej (PET)
[91]. Ta technika diagnostyczna pozwala na oceng funkcji organizmu, takich jak przeptyw
krwi, zuzycie tlenu i metabolizm glukozy w mozgu, sercu czy innych narzadach. Wykrywajac
zmiany w organizmie na poziomie komorek, PET jest skuteczna we wczesnej diagnostyce
choréb.

Radioligandy stosowane w diagnostyce PET to zwiagzki zawierajace w swojej
czasteczee radioaktywny izotop 1'C, *N, °0, 8F lub "®Br o strukturze zblizonej do agonistow
lub antagonistow obrazowanych receptoréw 1 transporterow. Zwiazki te sa jednocze$nie
pozbawione dziatania farmakologicznego [92]. Poszukuje si¢ radioligandow o wysokim
powinowactwie do docelowego receptora i powolng kinetyka wigzania z tym receptorem.
Radioligandy PET powinny cechowac si¢ duza objetoscia dystrybucji i niewielkim wigzaniu
z biatkami krwi, z uwagi na fakt, ze jedynie frakcja wolna radioliganda jest w stanie dotrze¢
do miejsca docelowego 1 zwigzac si¢ z receptorem. Poniewaz radioligandy PET sg zwigzkami
0 krotkim okresie pottrwania, z tego wzgledu wazne staje si¢ poszukiwanie metod, ktore
umozliwig szybkg ocene ich wigzania z biatkami krwi oraz zbadanie kinetyki tego wigzania
[91, 93].

Obecnie, do oceny wigzania radioligandéw z biatkami krwi stosuje si¢ najczesciej
ultrafiltracj¢ (UF) lub wysokosprawng chromatografi¢ cieczowg w trybie analizy frontalnej
(HPFA). Obie metody sa czasochtonne, wymagajg uzycia duzej ilo$ci odczynnikéw i badanej
probki oraz co istotne nie odzwierciedlaja warunkéw fizjologicznych [93, 94]. Z tych

wzgledow uwaza si¢, ze CE/FA, ktora pozwala na szybka ocen¢ wigzania ligandow
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z biatkami krwi w warunkach fizjologicznych, mogtaby sta¢ si¢ skutecznym narz¢dziem do

oceny stopnia wigzania z biatkami krwi kandydatéw na znaczniki stosowane w PET.
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2. Cel pracy

Z uwagi na wzrastajace zainteresowanie nowymi technikami analitycznymi, ktore

pozwalaja na wykonywanie badan przesiewowych nowych zwigzkéw we wczesnej fazie

badan przedklinicznych celem pracy byto:

1.

Opracowanie i walidacja metod oznaczania wolnej frakcji deksametazonu

I prawastatyny z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej

oraz ocena wigzania tych lekow z albuming wolowa, albuming ludzka oraz kwasng a;-

glikoproteing.

Porownanie elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej z dializg

rownowagowsg, jako technik separacyjnych stosowanych w badaniu wigzania

substancji z biatkami krwi na przyktadzie deksametazonu i prawastatyny.

Ocena termodynamiki procesu wigzania deksametazonu i prawastatyny z albuming

wotowa i ludzka.

Zastosowanie elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej do badania wigzania

z albuming i kwasng as-glikoproteing zwigzkéw o aktywnosci $rodblonkowej, takich

jak:

e  pochodne nikorandylu: 1-metylopirydyna i 1,4-dimetylopirydyna

e  kwas nikotynowy i jego pochodne: nikotynamid, N-metylonikotynamid

e prekursory MNA z komponenta uwalniania tlenku azotu: C-2504, C-2507,
C-2511, C-2515, C-2517, C-2518, C-2551, C-2578, C-2586 i C-2590

e  hepatoselektywne donory tlenku azotu: V-Pyrro/NO i V-Proli/NO

5. Ocena zalezno$ci pomiedzy wilasciwosciami fizykochemicznymi zwigzkdow,

a stopniem wigzania z biatkami krwi.
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3. Materialy i metody
3.1. Badane zwiazki

Przedmiotem badan byly nastepujace zwiazki:

+
Na

Sél sodowa fosforanu deksametazonu, DXM
CxH2sFNa,OgP, m. cz.: 516.41 g/mol; fosforan disodowy 9-fluoro-16-metylo-11,17,21-
trihydroksy-1,4-pregnadieno-3,20-dionu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

So6l sodowa prawastatyny, PRA

CaxsH3sNaO7, m. cz.: 447.52 g/mol; so6l sodowa kwasu 3,5-dihydroksy-7-[6-hydroksy-2-
metylo-8-(2-metylbutanoyloksy)-1,2,6,7,8,8a-heksahydronaftaleno-1-ylo]heptanowego
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
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N+ cl

Chlorek 1-metylopirydyniowy, 1-MP
CsHsCIN, m.cz. 129.59 g/mol (Migdzyresortowy Instytut Techniki Radiacyjnej Politechniki
Lodzkiej, £.6dz, Polska).

cl

Chlorek 1,4-dimetylopirydyniowy, 1,4-DMP
C7H10CIN, m.cz. 143.61 g/mol (Mig¢dzyresortowy Instytut Techniki Radiacyjnej Politechniki
Lodzkiej, £.6dZ, Polska).

@)

X OH

P
N

Kwas nikotynowy
CeHsNO,, m. cz.: 123.11 g/mol; kwas 3-pirydylokarboksylowy (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA).

I
| N NH,
Z
N
Nikotynamid

CeHsN20, m.cz.: 122.13 g/mol; amid kwasu 3-pirydylokarboksylowego (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA).
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| cl

Chlorek N-metylonikotynamidu, MNA
C7/HoCIN2O, m. cz: 172.61 g/mol; chlorek 3-karbamoilo-1-metylopirydyniowy (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA).

i
| X NH O CH,
7
\ !
CH,

Zwiazek C-2504
CyH11IN205, m. cz.: 306.10 g/mol; jodek 3- acetylokarbamoilo-1-metylopirydyny (Lotewski
Instytut Syntezy Organicznej, Ryga, Lotwa).

i i
X N

Zwiazek C-2507
C10H14IN3O4, m.cz.: 367.14 g/mol; jodek 1-metylo-3-(3-nitroksypropylokarbamoilo) pirydyny
(Lotewski Instytut Syntezy Organicznej, Ryga, Lotwa).

i

|
X N S

Zwiazek C-2511
C10H13IN2O,, m.cz.: 320.13 g/mol; jodek 1-metylo-3-propionylokarbamoilo pirydyny
(Lotewski Instytut Syntezy Organicznej, Ryga, Lotwa).
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Zwiazek C-2515
C10H13IN20O3, m.cz.: 336.13 g/mol; jodek 3-(karbamoilometylokarbamoilo)-1-metylopirydyny
(Lotewski Instytut Syntezy Organicznej, Ryga, Lotwa).

Zwiazek C-2517
CyH12IN30,, m.cz.: 321.12 g/mol; jodek 3-(karbamoilometylokarbamoilo)-1-metylopirydyny
(Lotewski Instytut Syntezy Organicznej, Ryga, Lotwa).

O

Zwiazek C-2518
C9H12INO, m.cz.: 263.08 g/mol; jodek 1-metylo-3-propionylo-pirydyny (Lotewski Instytut
Syntezy Organicznej, Ryga, Lotwa).

35



MATERIALY I METODY

/ (0]
O=N T
N~
O 07 Yo
I
X NH
| °
+Z N=0
N | //
| 0

Zwigzek C-2551
C11H14IN501p, m.cz. 503.16 g/mol; jodek 1-metylo-3-(2-nitrooksy-1,1-bis-

nitrooksymetylethylokarbamoilo)pirydyny (Lotewski Instytut Syntezy Organicznej, Ryga,
Lotwa).

L
| X NH/\O/\CH3
N
| I
CH,

Zwiazek C-2578

Ci10H13IN,O3, m.cz. 336.13 g/mol; jodek 3-(acetoksymetylokarbamoilo)-1-metylo pirydyny
(Lotewski Instytut Syntezy Organicznej, Ryga, Lotwa).

O

X NH X0

Zwiazek C-2586

CgHgIN,0O,, m.cz.: 292.08 g/mol; jodek 3-formylokarbamoilo-1-metylo pirydyny (Lotewski
Instytut Syntezy Organicznej, Ryga, Lotwa).
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ﬁ O
N
@ANH/\/
o
CHj
Zwiazek C-2590
Ci13H20IN30, m.cz.: 375.25 g/mol; jodek 1-metylo-3-[(piperydyno-1-

ylometylo)karbamoilo]pirydyny (Lotewski Instytut Syntezy Organicznej, Ryga, Lotwa).

N—O
\_ﬁcH2

Zwiazek V-Proli/NO
C7H11N304; m.cz. 201.18 g/mol; O*winylo-[2-(karboksylato)pirolidyno-1-yl]diazen-1-ium-
1,2-diolan (Center for Cancer Research, National Cancer Institute, Bethesda, MA, USA).

,O-
N*‘N+\
\N/O
ECH2

Zwiazek V-Pyrro/NO
CeH11N3O2; m. cz.; 157.17 g/mol, Oz-winylo-l-(piroIidyno-l-ylo)diazen-l-uim-1,2-diolan
(Center for Cancer Research, National Cancer Institute, Bethesda, MA, USA).

3.2. Substancje i odczynniki

W badaniach zastosowano nastgpujace substancje i odczynniki:
e albumina z surowicy wotowej (BSA), frakcja V (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e albumina ludzka (HSA) wolna od kwasow thuszczowych (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)
e ludzka kwasna a;-glikoproteina (AGP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e NacCl, cz.d.a. (Fluka, Neu-Ulm, Niemcy)
e KOClI, cz.d.a. (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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KH,POy, cz.d.a. (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Na,HPQy,, cz.d.a. (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

HCI Dilut-it 1M (JT Baker, Davenport, Holandia)

NaOH Dilut-it 1M (JT Baker, Davenport, Holandia)

siarczan sodu a-cyklodekstryny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

siarczan sodu B-cyklodekstryny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

czwartorz¢dowa B-cyklodekstryna (Supelco, Bellefonte, PA, USA)

siarczan sodu 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

3.3. Roztwory

3.3.1. Roztwory buforowe

W badaniach zastosowano nast¢pujace roztwory buforowe:
67 mM bufor fosforanowy (BF)
izotoniczny bufor fosforanowy (PBS)
bufor Dulbecco (DPBS) bez jonéw magnezu i wapnia (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)
bufory kalibracyjne (pH: 4, 7, 9) (Merck, Darmstadt, Niemcy)

W Tabeli

przygotowywania, pH 1 sit¢ jonowa.

Tabela 3.1. Bufory stosowane w badaniu

3.1 podano sktad buforéw stosowanych w badaniu,

sposob ich

Bufor 67 mM bufor | Izotoniczny bufor Bufor Dulbecco
fosforanowy fosforanowy
KCI
NaCl, !
Sklad Na,HPO, Na,HPO,- 2H,0, KH,PO,,
KH,PO, KH.PO NaCl,
24 Na,HPO,

Przygotowanie

Rozpuszczenie 7.6168 g
Na,HPO, oraz 1.8225 g
KH,PO, w 1000 mL
wody  bidestylowanej,
(stosunek objetosciowy
soli 8:2)

Zmieszanie T10oztworéw
NaCl (16.36  g/L),
KH,PO4 (9.07 g/L) oraz
NazHPO4 : 2H20
(23.73 g/L) w stosunku
5:1:4 (viviv)

Rozpuszczenie w 1000 mL
wody ultraczystej
nastepujacych  substancji:
KCI - 2.0 g, KH,PO, - 2.0 g,
NaCl - 80.0g, Na,HPO, -
11.59)

Sila  jonowa
[mM] 170 174 165
Doprowadzenie do pH | Doprowadzenie do pH 7.4
pH 7.4 7.4 poprzez dodanie | poprzez  dodanie  0.1M
0.1M HCI NaOH
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3.3.2. Roztwory bialek

e Roztwory podstawowe BSA i HSA o stezeniu 1200 uM oraz roztwor AGP o stezeniu
45.4 uM przygotowano kazdego dnia poprzez doktadne odwazenie 80 mg HSA lub BSA
oraz 2 mg AGP i rozpuszczenie nawazek w 1 mL 67 mM buforu fosforanowego lub 1 mL
67 mM buforu fosforanowego z dodatkiem 10 mM HP-B-CD.

e Roztwory robocze BSA o stezeniu 40 uM i1 150 pM przygotowywano kazdego dnia
poprzez odpowiednie rozcienczenie roztworu podstawowego tego biatka 67 mM buforem
fosforanowym lub 67 mM buforem fosforanowym z dodatkiem 10 mM HP-B-CD.

e Roztwory robocze BSA i HSA o stezeniu 600 uM oraz AGP o st¢zeniu 22.7 uM, ktore
odpowiadajg stezeniom fizjologicznym tych bialek w osoczu ludzkim przygotowywano

kazdego dnia z roztworé6w podstawowych tych bialek.
3.3.3. Roztwory lekow

e Roztwér podstawowy DXM o stezeniu 4 mM przygotowywano poprzez rozpuszczenie
20.66 mg tego leku w 10 mL 67 mM buforu fosforowego.

e Roztwory robocze DXM o st¢zeniach rownych 25, 80, 100, 200, 400, 500 i 1000 uM
sporzadzono poprzez rozcienczenie roztworu podstawowego tego leku z uzyciem 67 mM
buforu fosforanowego. Tak przygotowane roztwory robocze uzyto do przygotowywania
krzywej wzorcowej.

e Roztwory robocze DXM o stgzeniach 50, 300, 800 uM przygotowano poprzez
rozcienczenie roztworu podstawowego tego leku z uzyciem 67 mM buforu fosforowego.
Tak przygotowane roztwory robocze uzyto w badaniu do przygotowania probek kontroli
jakosci (QC).

e Roztwory robocze DXM o stezeniach 200, 400, 600, 800, 1000, 1600, 2000, 2400
1 3000 uM przygotowywano z 4 mM roztworu podstawowego tego leku poprzez
rozcienczenie roztworem podstawowym BSA lub HSA o stezeniu 1200 pM oraz
roztworem AGP 0 stezeniu 45.4 uM.

e Roztwory podstawowe PRA o st¢zeniu 4 mM przygotowywano poprzez rozpuszczenie
17.9 mg PRA w 10 mL 67 mM buforu fosforanowego z dodatkiem 10 mM HP-3-CD.

e Roztwory robocze PRA o stgezeniach rownych 50, 100, 200, 400, 500, 800, 1000 uM
uzyte do przygotowywania krzywej wzorcowej sporzadzono poprzez odpowiednie
rozcienczenie roztworu podstawowego tego leku z zastosowaniem 67 mM buforu

fosforanowego z dodatkiem 10 mM HP-B-CD.

39



MATERIALY I METODY

Roztwory robocze PRA o stezeniach 50, 300, 600 uM uzyte w badaniu jako probki
kontroli jakos$ci przygotowano rozcienczajgc roztwory podstawowe tego leku 67 mM
buforem fosforanowym z dodatkiem 10 mM HP-B-CD.

Roztwory robocze PRA o stezeniach 200, 400, 800, 1000, 1200, 1600 i 2000 uM uzyte do
przygotowania krzywej wzorcowej z 4 mM roztworu podstawowego tego leku poprzez
rozcienczenie roztworem podstawowym BSA lub HSA o stezeniu 1200 puM oraz
roztworem AGP o stezeniu 45.4 uM.

Roztwory podstawowe oraz robocze DXM i PRA stosowane do przygotowywania
krzywej wzorcowej oraz probek kontroli jakosci przechowywano w temp +4°C przez
2 tygodnie. Roztwory robocze tych lekow z dodatkiem biatka wykorzystywano do
badania w ciagu 24 h.

3.3.4. Roztwory badanych zwiazkow

Roztwory podstawowe badanych zwigzkéw: 1-MP, 1,4-DMP, kwasu nikotynowego,
nikotynamidu, MNA, C-2504, C-2507, C-2511, C-2515, C-2517, C-2518, C-2551,
C-2578, C-2586, C-2590, V-Proli/NO i V-Pyrro/NO o stezeniu 4 mM przygotowano
przez odwazenie odpowiednio 5.18, 5.74, 4.92, 4.89, 6.90, 12.24, 14.69, 12.81, 13.45,
12.84, 11.08, 20.13, 13.45, 11.68, 14.45, 8.05, 6.29 mg substancji i rozpuszczenie
nawazek w 10 mL 67 mM buforu fosforanowego.

Roztwory robocze 1-MP, 1,4-DMP, kwasu nikotynowego, nikotynamidu i MNA
0 stezeniach 25, 50, 100, 200, 500, 1000 uM; C-2504, C-2507, C-2511, C-2515, C-2517,
C-2518, C-2551, C-2578, C-2586, C-2590 o stezeniach 20, 50, 100, 200, 500 uM oraz
V-Proli/NO i V-Pyrro/NO o st¢zeniach 50, 100, 200, 300, 500 uM przygotowano przez
odpowiednie rozcienczenie roztworow podstawowych tych zwigzkoéw z zastosowaniem
67 mM buforu fosforanowego. Tak przygotowane roztwory zastosowano do sporzadzenia
krzywej wzorcowej.

Roztwory robocze 1-MP, 1,4-DMP, kwasu nikotynowego, nikotynamidu, MNA
o0 stezeniach 50, 300, 600 uM; C-2504, C-2507, C-2511, C-2515, C-2517, C-2518,
C-2551, C-2578, C-2586, C-2590 o stezeniach 50, 200, 400 uM oraz V-Proli/NO
I V-Pyrro/NO o stezeniach 50, 250, 500 uM przygotowano przez odpowiednie
rozcienczenie roztworow podstawowych tych zwigzkow z zastosowaniem 67 mM buforu

fosforanowego. Tak przygotowane roztwory zastosowano jako probki kontroli jakosci.
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Roztwory robocze 1-MP, 1,4-DMP o stezeniach 200, 600, 1000, 1600, 2000 uM; kwasu
nikotynowego o stezeniach 50, 100, 160, 200, 300, 400, 500, 1000, 2000 pM;
nikotynamidu i MNA o stezeniach 100, 200, 300, 400, 500, 1000 pM; C-2504, C-2507,
C-2511, C-2515, C-2517, C-2518, C-2551, C-2578, C-2586, C-2590 o stezeniach 100,
160, 200, 300, 400, 800, 1000 uM oraz V-Proli/NO i V-Pyrro/NO o stezeniach 200, 400,
600, 800, 1000 uM przygotowywano zZ 4 mM roztworow podstawowych tych zwigzkow,
a nastgpnie rozcienczano roztworem BSA lub HSA o stezeniu 1200 pM oraz AGP
0 stezeniu 45.4 pM. Probki te uzyto do wyznaczenia stopnia wigzania badanych substancji
z biatkami krwi.

Roztwory podstawowe i robocze badanych zwigzkéw przechowywano w temp. +4 °C

przez 24 h.

3.4. Aparatura

Do realizacji celu pracy zastosowano nastepujaca aparatur¢ badawcza oraz

pomocnicza:

e System do elektroforezy kapilarnej P/ACE™ MDQ firmy Beckman Coulter (Brea, CA,

USA) z wbudowanym detektorem diodowym (190-600 nm), wyposazony w podajnik
probek sktadajacy si¢ z dwoch 36-dotkowych statywow na bufory (wlotowego
i wylotowego) oraz dwoch termostatowanych 48-dotkowych statywoéw na probki,
wymienny pojemnik na kapilar¢, z mozliwoscig termostatowania kapilary za pomoca
ptynu chtodzacego. Aparat wyposazony jest w uklad sterujacy i rejestrujacy dane
w postaci oprogramowania 32 Karat, wersja 8.0 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA).
System ten posiada dwie elektrody platynowe, do ktorych przyktadane jest wysokie
napigcie. Schemat uktadu do elektroforezy kapilarnej przedstawiono na Rycinie 3.1.

Uktad
f\j\J sterujacy

Detektor

Kapilara Kapilara
(wlot) \ (wylot)
Elektroda Elektroda
*) N BUFOR BUFOR G
Fiolka Fiolka

Rycina 3.1. Schemat ukladu do elektroforezy kapilarnej [95]
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e Dwukomorowe naczynka dializacyjne typu Fast Micro-Equilibrium Dialyzers firmy
Harvard Apparatus (Holliston, MA, USA) wykonane z teflonu, o pojemnosci komor
500 pL. Pomigdzy komorami umieszczano poOlprzepuszczalng btone z regenerowanej
celulozy (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA) 0 wspotczynniku odcigcia (MWCO)
roéwnym 10 kD [Rycina 3.2].

komora
laczaca

Membrana >

komora
gléwna

nasadka

Rycina 3.2. Schemat dwukomorowego naczynka dializacyjnego

e pHmetr Metrohm typ 827 pHLab ze szklang elektroda kombinowang typ Primatrode
z wbudowanym czujnikiem temperatury (Metrohm, Herisau, Szwajcaria).

e Laznia wodna firmy Grand, typ OLS 200 z wytrzgsaniem oraz Kontrolg temperatury
w zakresie 4-99 + 0.1°C (Grant Instruments, Royston, UK).

e Destylarka do wody Millipore pozwalajagca na otrzymanie wody o wysokiej czystosci,
0 przewodnictwie 0.055 uS/cm (Millipore, Billerica, MA, USA).

3.5. Metody badan

Do oznaczania stezenia frakcji wolnej DXM i PRA oraz zwigzkow o aktwnosci
srodbtonkowej zastosowano elektroforeze kapilarng w trybie analizy frontalnej (CE/FA). Jako
metode odniesienia w badaniu zastosowano dializ¢ rownowagowa (ED) oznaczajac frakcje
wolng zwigzkow w ptynie dializacyjnym z zastosowaniem strefowej elektroforezy kapilarnej
(CZE). Kazdg z opracowanych metod zwalidowano zgodnie z wytycznymi FDA, ICH i EMA

obowigzujacymi dla metod bioanalitycznych.
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3.5.1. Optymalizacja warunkéw oznaczania deksametazonu i prawastatyny

z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej

Opracowanie nowej metody analitycznej wymagato doboru odpowiednich warunkéw
analizy. W przypadku CE/FA byta to objetos¢ dozowanej do kapilary probki, pozwalajaca na
uzyskanie trapezoidalnego piku plateau, sktad i pH buforu rozdzielajacego oraz stezenia leku
| biatka. W trakcie optymalizacji metody dobrano odpowiednie parametry rozdzielenia
elektroforetycznego, takie jak wielko$¢ napigcia, rodzaj kapilary (dhugos¢, sposob powlekania
wewnetrznej powierzchni kapilary) oraz warunki jej kondycjonowania. W przypadku PRA,
ktorej czas migracji byt zblizony do czasu migracji biatka, dobrano rodzaj oraz st¢zenie
substancji pomocniczych, modyfikujacych ruchliwo$é elektroforetyczng leku, biatka
I kompleksu lek-biatko.

Warunki analizy, takie jak rodzaj buforu oraz sposob kondycjonowania kapilary
ustalano na podstawie oznaczen wykonanych dla DXM, ktéry zastosowano w badaniu jako
substancje wzorcowa. Pozostale parametry metody, takie jak rodzaj kapilary, analityczna
dhugos¢ fali oraz objetos¢ dozowanej probki dobierano indywidualnie dla kazdego z badanych
zZwigzkow.

Analityczna dtugosé fali

Oznaczenia wszystkich zwigzkéw wykonywano stosujac detekcje UV przy ich
maksimum absorbancji. Ponadto monitorowano rozdzielenie elektroforetyczne przy dhugosci
fali rownej 214 nm, z uwagi na fakt, ze jest to dlugosc¢ fali, przy ktorej wiekszos¢ substancji
wykazuje maksimum absorbancji.

Objetos¢ dozowanej probki

Do kapilary wypetnionej buforem, dozowano probke DXM o stezeniu 800 pM
w roztworze BSA o stezeniu 600 uM, stosujagc dozowanie hydrodynamiczne, pod statym
cisnieniem rownym 3.45 kPa przez 5, 10, 15, 20, 30 i 40 s. Takie postgpowanie prowadzono
celem ustalenia odpowiedniej objetosci probki, koniecznej do uzyskania trapezoidalnego piku
plateau.
Napigcie

Wielko$¢ napigcia dla DXM ustalono poprzez ocen¢ zalezno$ci pomigdzy
przylozonym napigciem a natgzeniem pradu elektrycznego powstajacym w trakcie
rozdzielenia elektroforetycznego, w temperaturze 25°C i 37°C. Liniowa zalezno$¢ pomiedzy
tymi wielkosciami wskazuje na odpowiednig kompensacj¢ wydzielanego w kapilarze ciepta

Joule’a oraz jest potwierdzeniem Stalosci warunkéw analizy na catej dlugosci kapilary.
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Oznaczenia DXM wykonywano w kapilarach o roznej ditugosci, stosujac 67 mM bufor
fosforanowy, bufor PBS oraz bufor Dulbecco.

Réwnowaga wiazania

W ramach optymalizacji warunkéw badania, sprawdzano konieczno$¢ inkubacji leku
z biatkiem, celem oceny wplywu czasu inkubacji na rbwnowage wigzania. W tym celu, do
kapilary dozowano mieszaning DXM 1 bialka, inkubowang odpowiednio przez 5, 10, 30 i 60
min, po czym mierzono stezenie wolnej frakcji leku w préobce.

Rodzaj kapilary

Wybor odpowiedniej kapilary zalezny byt od cech fizykochemicznych badanych
zwigzkéw. Aparat pozwalal na uzycie kapilar o dlugosciach rownych odpowiednio
20/30.2 cm, 30/40.2 cm, 40/50.2 cm oraz 50/60.2 cm. Pierwszy czton w zapisie oznacza
dlugo$¢ efektywna, tzn. droge jaka pokonuje analit od poczatku kapilary do okna detekc;i,
natomiast drugi czton to catkowita dtugos¢ kapilary.

Dhugos$¢ kapilary dobierano tak, aby rozdzielenie elektroforetyczne bylo jak
najkrotsze. Jesli rozdzielenie elektroforetyczne bylo zadowalajace po uzyciu najkrotszej
kapilary (20/30.2 cm), w kolejnych powtorzeniach uzywano najdtuzsza kapilarg (50/60.2 cm),
dozujac probke do jej krotkiego konca (short end injection), skracajac tym samym dlugosé
efektywng kapilary do 10 cm. Postepowanie takie pozwalalo skroci¢ czas analizy, bez
zwigkszania nat¢zenia pradu i ilosci wydzielonego w kapilarze ciepta Joule’a. Dozowanie
probki do krotkiego konca kapilary wymagato odwrdcenia polaryzacji elektrod.

Pomiar adsorpcii biatka do wewnetrznej powierzchni kapilary

Proces adsorpcji biatka do wewngtrznej powierzchni kapilary zmienia szybkos$é¢
przeplywu elektroosmotycznego (EOF) poprzez zmiang potencjatu  (zeta), ktory tworzy sie
pomiedzy ugrupowaniami silanolowymi kapilary a buforem rozdzielajagcym.

Prawdopodobng adsorpcje¢ biatka do wewnetrznej powierzchni kapilary oceniono na
postawie zmian czasu migracji markera EOF, dozujac kolejno probke zawierajacg 135 uM
(1%) roztwor acetonu, bgdacy markerem EOF, w roztworze BSA o0 stgzeniu 150 pM lub
600 puM.

Kondycjonowanie kapilary

W analizach, w ktorych zastosowano kapilare krzemionkowg o niemodyfikowanej
powierzchni wewnetrznej, kondycjonowanie kapilary byto nast¢pujace:
— Kkapilar¢ uzywang pierwszy raz kondycjonowano przez 10 min stosujgc 0.5 M roztwor
NaOH, nastg¢pnie przemywano wodg dejonizowang i buforem rozdzielajacym przez 5 min
pod ci$nieniem 206.8 kPa;
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— kapilare uzywang kolejny raz kondycjonowano nastepujacg sekwencjg odczynnikoéw:
0.1 M roztwér NaOH, woda dejonizowana i bufor rozdzielajacy przez 3 min pod
cisnieniem 206.8 kPa;

— miedzy analizami stosowano plukanie 0.1 M roztworem NaOH, nastgpnie woda
dejonizowang i buforem rozdzielajacym przez 1.5 min pod cisnieniem 206.8 kPa;

— na koniec analizy kapilar¢ czyszczono 0.1 M NaOH i woda dejonizowang przez 5 min
pod ci$nieniem 138 kPa;

— po napehnieniu wodg i zanurzeniu jej koncow w wodzie, kapilare przechowywano przez
2 tygodnie w temp. pokojoweyj;

— po opréznieniu z wody, wprowadzajac do kapilary powietrze pod cis$nieniem 206.8 kPa
przez 10 min kapilarg¢ przechowywano w temp. pokojowej przez 2 tygodnie.

W badaniach, w ktorych zastosowano kapilar¢ krzemionkowa o powierzchni
wewngtrznej pokrytej poliakrylamidem, stosowano nastgpujacy schemat kondycjonowania:

— na poczatku kazdego dnia i migdzy analizami, kapilare ptukano woda dejonizowang
I buforem rozdzielajacym przez 3 min, pod cisnieniem 138 kPa;

— po analizie probek z biatkiem, stosowano dodatkowe ptukanie 4 M roztworem mocznika,
przez 2 min, pod ci$nieniem 138 kPa;

— na koniec analizy stosowano ptukanie 4 M roztworem mocznika przez 5 min oraz woda
dejonizowang przez 10 min, pod ci$nieniem 138 kPa, zmniejszajac po ptukaniu
temperature kapilary do 10°C;

— po napelieniu wodg dejonizowang, kapilare przechowywano w temp 4°C, zanurzajac jej
konce w wodzie.

Stezenie bialka

Do opracowania i walidacji metody oznaczania wolnej frakcji zwigzkow
z zastosowaniem CE/FA dla zwigzkéw o charakterze stabych kwasow zastosowano BSA
0 stezeniu 40 uM, natomiast dla zwigzkow 0 charakterze stabych zasad i obojetnych uzyto
BSA o stezeniu 150 uM. W przypadku oceny wigzania lekéw oraz badanych zwiazkow
z biatkami krwi zastosowano BSA i HSA o stezeniu 600 uM (40 mg/mL) oraz AGP 0 st¢zeniu
22.7 uM (1 mg/mL), co odpowiada stezeniom fizjologicznym tych biatek we krwi.

Substancje pomochicze

W analizie frontalnej zaktada si¢ proporcjonalng zalezno$¢ pomigdzy wysokoscia piku
plateau a stezeniem wolnego liganda. Aby to zalozenie moglo by¢ zachowane, konieczna jest

widoczna roznica W ruchliwosci pomigdzy wolnym ligandem oraz biatkiem i kompleksem
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ligand-biatko. W przypadku braku r6znic w ruchliwosci sktadnikéw mieszaniny proponuje si¢
zastosowanie substancji pomocniczych, ktére dodawane do buforu rozdzielajacego, zmieniaja
ruchliwo$¢ elektroforetyczng analitow.

W celu oceny wigzania prawastatyny z albuming wotows i ludzka oraz kwasng o;-
glikoproteing zbadano wptyw pochodnych cyklodekstryn na ruchliwo$¢ elektroforetyczng
wolnego liganda, biatka oraz kompleksu ligand-biatko. W badaniu zastosowano ujemnie
natadowang a-cyklodekstyne (a-CD) i B-cyklodekstryne (B-CD), obojetng 2-hydroksypropyl-
B-cyklodekstyne (HP-B-CD) o stezeniach réwnych odpowiednio 5, 50, 200, 500, 5000, 10000
i 15000 uM oraz dodatnio natadowang czwartorzgdowa B-cyklodekstyne (QA-B-CD)
0 stezeniach rownych 5, 50, 200, 500, 1000 i 2000 uM.

3.5.2. Metodyka oznaczania frakcji wolnej deksametazonu i prawastatyny

z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej

Frakcj¢ wolng DXM i PRA oznaczano w probkach tych lekéw z albuming ludzka,
wolowg lub kwasng os-glikoproteing. W tym celu do albuminy wotowej lub ludzkiej
o0 stgzeniu 1200 pM lub kwasnej ay-glikoproteiny o stezeniu 45.4 uM dodawano DXM
o stezeniu 200, 400, 600, 800, 1000, 1600, 2000, 2400 i 3000 uM oraz PRA o st¢zeniu 200,
400, 800, 1000, 1200, 1600 i 2000 pM.

Probki kalibracyjne DXM o stezeniu 25, 80, 100, 200, 400, 500, 1000 uM i PRA
o0 stezeniu 50, 100, 200, 400, 500, 800, 1000 uM oraz prébki kontroli jakosci DXM o stezeniu
50, 300 i 800 uM i PRA o stezeniu 50, 300 i 600 uM przygotowano poprzez odpowiednie
rozcienczenie roztworéw podstawowych tych lekéw stosujagc 67 mM bufor fosforanowy lub
67 mM bufor fosforanowy z dodatkiem 10 mM HP-B-CD.

Do oznaczania frakcji wolnej DXM zastosowano kapilar¢ krzemionkowa
o niemodyfikowanej powierzchni wewngtrznej (Beckman Coulter, Brea, CA, USA)
0 Srednicy wewnetrznej 50 pm (OD), zewnetrznej 375 um (ID), dtugosci catkowitej 30.2 cm
(20 cm dhugos¢ efektywna do okna detekcji), wykonujac pomiary W temp. 25°C oraz 37°C.
Probki dozowano do kapilary pod ci$nieniem 3.45 kPa przez 30 s. Objetos¢ probki
w temperaturze 25°C wynosita 59.33 nL, co stanowito 10% catkowitej objetosci kapilary,
natomiast w temperaturze 37°C objetos¢ probki byla réwna 76.36 nL (13% catkowitej
objetosci kapilary). Rozdzielenie elektroforetyczne analitow prowadzono przy stalym
napigciu rownym +10 KV, natomiast dla probek zawierajacych albuming ludzka zastosowano
dodatkowe zewngetrzne cisnienie rowne 0.7 kPa, celem zwigkszenia rozdzielczosci pikow.

Jako bufor rozdziclajgcy zastosowano 67 mM bufor fosforanowy. Nat¢zenie pradu

46



MATERIALY I METODY

elektrycznego bylo réwne 74 pA oraz 83 pA, dla analiz wykonywanych odpowiednio
w temperaturze 25°C i 37°C.

Do oznaczania frakcji wolnej PRA zastosowano niemodyfikowang Kkapilare
krzemionkowg (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) o $rednicy wewnetrznej 50 um (OD),
zewnetrznej 375 um (ID), dlugosci catkowitej 60.2 cm (50 cm dlugos¢ efektywna do okna
detekcji). Analizy wykonywano w kapilarze termostatowanej, odpowiednio w temp. 25°C
oraz 37°C. Probki dozowano do kapilary pod cisnieniem 3.45 kPa przez 40 s. Objetos¢ probki
wprowadzonej do kapilary, w temp. 25°C wynosita 39.55 nL (3.36% calkowitej objetosci
kapilary), natomiast w temp. 37°C byta réwna 50,9 nL (4.3% catkowitej objetosci kapilary).
Rozdzielenie elektroforetyczne wykonywano przy stalym napigciu +10 kV, bez uzycia
dodatkowego ci$nienia. Jako bufor rozdzielajacy zastosowano 67 mM bufor fosforanowy
dodajac 10 mM roztwdr HP-B-CD. Nategzenie pradu elektrycznego byto rowne 28 pA oraz
37 pA, odpowiednio w temp. 25°C i 37°C.

Stezenie wolnego leku obliczano z rownania regresji krzywej wzorcowej wyznaczonej
dla roztworéw leku, korzystajac z liniowej zaleznosci wysokosci piku plateau od stezenia

leku.

3.5.3. Metodyka oznaczania frakcji wolnej nowych zwigzkow z zastosowaniem

elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej

Opracowano specyficzne warunki analizy z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej
w trybie analizy frontalnej dla nowych substancji. Podstawowe parametry metody zebrano
w Tabeli 3.2.

47



Tabela 3.2. Warunki analizy z zastosowaniem CE/FA dla badanych zwiazkéw

Warunki analizy

Badane substancje

. Nikotynamid, * V-Pyrro/NO,
1-MP 1,4-DMP Kwas nikotynowy MNA C-25XX V-Proli/NO
Detekcja UV Dlugos¢ fali 257 nm 220 nm 214 nm 214 nm 214 nm 230 nm
. Kapilara krzemionkowa, Kapilara modyfikowana, - . . .
Materiat niemodyfikowana pokryta poliakrylamidem Kapilara krzemionkowa, niemodyfikowana
. Srednica
Kapilara wewnetrzna/zewngtrzna S0 pm/375 pm
?ﬁfg’;ﬂdo okna detekeji/ Calkowita 20/30.2 cm 20/30.2 cm 50/60.2 cm 20/30.2 cm 20/302¢cm | 40cm/50.2 cm
Automatyczny podajnik probek 10°C
Temperatura -
Kapilara 37°C
0.1 M NaOH - 0.1 M NaOH
Sekwencja eluentow** Dejonizowana woda
Kondyq_onowanle 67 mM bufor fosforanowy
kapilary
Czas kondycjonowania 5 min
Dozowana objetosé <10 uL.
Czas trwania 40 s
) Cisnienie 3.45 kPa
Dozowanie
Dozowana objetos¢ probki*** 101 nL 101 nL 50.9 nL 101 nL 101 nL 61 nL
% objetosci catkowitej kapilary™*** 17.2% 17.2% 4.3% 17.2% 17.2% 6.2%
Napiecie w kapilarze -8 kV -8 kV +8 kV +10 kV +8 kV +15 kV
Czas analizy 10 min 10 min 20 min 10 min 10 min 20 min
Rozdzielenie
Bufor rozdzielajacy 67 mM bufor fosforanowy pH=7.4; 1=0.17
Natezenie pradu elektrycznego 62 A 62 nA 27 pA 83 nA 62 nA S5TuA

* (C-2504, C-2507, C-2511, C-2515, C-2517, C-2518, C-2551, C-2578, C-2586, C-2590
** standardowa sekwencja mi¢dzy kolejnymi analizami
*** na podstawie CE Expert Software (Beckman Coulter, USA)
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3.5.4. Metodyka badania wigzania deksametazonu i prawastatyny z bialkami krwi

z zastosowaniem dializy rownowagowej

Przed rozpoczeciem badania, btony dializacyjne kondycjonowano zgodnie
Z zalecieniami producenta. W tym celu blony moczono przez 15 min w wodzie
dejonizowanej, nastepnie ptukano przez okolo 30 min wodg bidestylowang, po czym
moczono przez kolejne 15 min w buforze fosforanowym.

Czas ustalenia réwnowagi dializacyjnej wyznaczono dla niskich (300 uM) oraz
wysokich stezen leku (2000 uM dla DXM oraz 1000 uM dla PRA). W naczyniu
dializacyjnym, w jednej komorze umieszczano roztwor leku i biatka o znanych stgzeniach,
w drugiej komorze bufor fosforanowy. Naczynka dializacyjne wytrzgsano w tazni wodnej
z szybkoscig 100 r.p.m., w temp. 37 + 0.1°C przez 2, 3, 4 i 6 h. Po wytrzasaniu pobierano do
analizy zawarto$¢ komory z buforem, w celu zmierzenia stezenia leku wolnego. State stezenie
leku wolnego w komorze potwierdzalo uzyskanie réwnowagi dializacyjnej. Pobierajac
zawarto$¢ obu komor mierzono objetos¢ ptynu celem wykluczenia nieszczelnos$ci w uktadzie
pomiarowym.

W kolejnym etapie oceniono wigzanie leku z btong i naczyniem dializacyjnym. W tym
celu wykonywano dialize roztworow lekow w buforze fosforanowym przez czas konieczny
do uzyskania réwnowagi dializacyjnej, po czym mierzono stezenie leku w obu komorach.

Wigzanie DXM i PRA z bialkami krwi oceniano stosujac wzrastajgce stezenie
badanych lekow w zakresie 100-2000 uM dla DXM oraz 200-2000 uM dla PRA oraz
fizjologiczne stezenie biatek. W tym celu przygotowano roztwory podstawowe PRA i DXM
0 stezeniu 4 mM, roztwory BSA i HSA o stezeniu 1.2 mM oraz roztwér AGP o stgzeniu
45.4 uM. Nastepnie sporzadzono roztwory robocze tych lekéw o stezeniu dwukrotnie
wyzszym niz oczekiwane, po czym przenoszono po 250 pL tych roztworow do komory
dializacyjnej i dodawano po 250 pL roztworu biatka. W drugiej komorze umieszczano 500 pL.
buforu fosforanowego. Dializ¢ prowadzono w temp. 37 £ 0.1°C wytrzasajac mieszaning
z predkoscig okoto 100 r.p.m. Po ustaleniu réwnowagi dializacyjnej oznaczano stezenie

frakcji wolnej lekow z zastosowaniem strefowej elektroforezy kapilarnej (CZE).

3.5.5. Metodyka oznaczania stezenia zwigzkéw z zastosowaniem strefowej elektroforezy

kapilarnej

Do oznaczania stezenia DXM i PRA w dializacie pobranym po zakonczeniu ED

zastosowano niemodyfikowang kapilare krzemionkowg (ID 50 pm, OD 375 um)
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0 wymiarach 20/30.2 cm dla DXM oraz 50/60.2 cm dla PRA, stosujac dozowanie
hydrodynamiczne probki, pod cisnieniem 3.45 kPa przez 5 s. Otrzymywano w ten sposob piki
iglicowe, o powierzchni proporcjonalnej do stezenia leku. Stezenie leku w dializacie
obliczano na podstawie liniowej zaleznosci powierzchni piku od stezenia leku w prébcee.
Krzywa wzorcowg przygotowano przez dozowanie probek wzorcowych lekow (bez biatka)
w analogiczny sposob jak probek badanych. Analize elektroforetyczng prowadzono przy
statym napieciu +10 kV w przypadku oznaczania DXM oraz +15 kV w przypadku oznaczania
PRA, w temp. 25°C. Jako bufor rozdzielajacy zastosowano 67 mM bufor fosforanowy do
oznaczania DXM lub 67 mM bufor fosforanowy z dodatkiem 10 mM roztworu HP-B-CD do

oznaczania PRA.

3.6. Walidacja metod oznaczania wolnej frakcji deksametazonu i prawastatyny oraz
nowych zwiazkow z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej w trybie analizy

frontalnej oraz strefowej elektroforezy kapilarnej

Oznaczanie wolnej frakcji zwigzkow z zastosowaniem CE/FA oraz CZE wymagato
przeprowadzenia walidacji tych metod zgodnie z obowigzujagcymi wytycznymi [96-102]
oceniajac takie parametry jak:

Specyficznosé i selektywnos$é, czyli zdolno$¢ do rozroznienia i oznaczenia analitu
W obecnos$ci innych sktadnikow, ktore mogg byé obecne w badanej probce oceniono na
podstawie oznaczania probek S$lepych, odpowiednio buforu fosforanowego, buforu
fosforanowego z dodatkiem 10 mM roztworu HP-B-CD oraz buforu fosforanowego
zawierajacego biatko o stezeniu fizjologicznym.

Liniowos$¢ metody, czyli zalezno$¢ odpowiedzi detektora od stezenia analitu oceniono
na podstawie krzywych wzorcowych dla 5-8 probek krzywej wzorcowej, w zakresie stezen od
25 uM do 1 mM, ktére opisano za pomocg odpowiedniego roOwnania regresji. Liniowo$¢
metody oceniono na podstawie warto$ci wspolczynnika determinacji, korzystajac z zalezno$ci
wysokosci piku plateau od stezenia analitu w probce z zastosowaniem CE/FA oraz zalezno$ci
pola piku od stgzenia zwigzku z zastosowaniem CZE. Wyznaczone wartosci stezen
poréwnano z obliczonymi warto$ciami teoretycznymi (back calculation). Przyjeto, ze tak
obliczone r6znice powinny by¢ mniejsze od £15%, z wyjatkiem granicy oznaczalno$ci, gdzie
dopuszczono réznice +20%.

Granica wykrywalnosci (granica detekcji, LOD), czyli najmniejsze st¢zenie
substancji mozliwe do wykrycia za pomoca danej metody analitycznej, z okreslonym

prawdopodobienstwem, ktore wyznaczono na podstawie odchylenia standardowego
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resztkowego dla réwnania regresji (c) oraz nachylenia krzywej kalibracyjnej (a), zgodnie

Z rOwnaniem 18:
LOD =3.306/a (18)

Podobnie wyznaczono granice oznaczalnosci, LOQ, biorac pod uwage, ze jest to
najmniejsze stezenie substancji mozliwe do oznaczenia ilosciowego z odpowiednig precyzja

i doktadnoscig. Korzystano w tym przypadku z rownania 19:
LOQ=100/a (19)

Dokladno$s¢ metody, czyli miara zgodno$ci uzyskanych wynikéw z wartoscia
przyjeta za prawdziwa, wyznaczano na podstawie oznaczen 3 stezen probek kontroli jakosci
mieszczacych si¢ w zakresie liniowosci metody. W tym celu przygotowano probki kontroli
jakosci o stezeniach: niskim (trzykrotno$¢ granicy oznaczalno$ci); srednim (ok. 50% zakresu
pomiarowego) oraz wysokim (ok. 75% zakresu pomiarowego). Doktadno$¢ opracowanej
metod obliczono na podstawie réwnania 20:

Doktadnosé [%] = —ezmaczone . 4000, (20)

teoretyczne

Doktadno$¢ metody wyrazano jako procent nominalnego st¢zania, przyjmujac, ze
stezenie oznaczone powinno wynosi¢ 85-115% stg¢zenia teoretycznego lub 80-120% stezenia
odpowiadajgcego granicy oznaczalnosci. Zalozono, ze co najmniej 67% (6 na 9) probek
kontroli jako$ci musi spetniaé przyjete Kryteria.

W celu obliczenia precyzji metody, czyli stopnia zgodnosci wynikow uzyskanych
W serii niezaleznych pomiar6w wykonywanych w okreslonych warunkach zastosowano
probki kontroli jakosci przygotowane do oceny doktadnosci metody.

Pomiary prowadzono tego samego dnia, w celu sprawdzenia precyzji powtarzalnosci,
natomiast precyzje posrednia (odtwarzalnos¢ metody) obliczono porownujac wyniki
uzyskane w réznych dniach. Dla kazdego stezenia obliczono wzgledne odchylenie
standardowe (RSD%), zgodnie z rownaniem 21. Zgodnie z wytycznymi FDA oraz EMA, dla
probek kontroli jakosci, wartosci RSD% nie powinny przekracza¢ 15%, natomiast dla

stezenia odpowiadajacego granicy oznaczalnosci, RSD% nie powinno by¢ wigksze niz 20%.
SD
RSD [%0] =+ —- 100% (21)

Gdzie:
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SD - odchylenie standardowe

Cy; - Srednie stezenie

Dodatkowo wyznaczono precyzj¢ powtarzalnosci i precyzje posrednia wzglednego
czasu migracji dla 135 uM (1%) roztworu acetonu, ktdry zastosowano jako marker
przeplywu elektroosmotycznego.

W celu wyznaczenia precyzji odtwarzalnosci oznaczono probki kontroli jakosci dla
trzech stezen, powtarzajac kazde stezenie S-krotnie. Oznaczenia powtdrzono réwniez po
wymianie kapilary na nowa, co pozwolilo na ocen¢ odtwarzalnos¢ pomiaréw. Sprawdzano
precyzje odtwarzalnosci metody analizujac stezenia oraz czas migracji zwigzkow.

Probki kontroli jakosci uzyto rowniez do sprawdzenia stabilnosci analitow
W automatycznym podajniku probek. W tym celu powtarzano oznaczenia probek QC na
poczatku, w trakcie oraz na koncu sekwencji probek. Pomigdzy kolejnymi analizami, probki
przechowywano wewnatrz aparatu, na termostatowanym, w temp. 10°C podajniku probek.
Zwiazek przyjeto za stabilny, jezeli stezenia oznaczone w probkach badanych nie r6znity si¢ o
wigcej niz +15%.

3.7. Wyznaczanie podstawowych funkcji termodynamicznych

W celu oszacowania sit wzajemnego oddziatywania pomiedzy DXM i PRA,

a albuming wotowa i ludzka wyznaczono podstawowe funkcje termodynamiczne, takie jak

zmiana entalpii (AH), zmiana entalpii swobodnej (AG) oraz zmiana entropii (AS), korzystajac

Z ponizszych rownan.

Ko _ (1 _ 1,88
an_al = (T1 TZ) R (22)
AG=—RTInK = AH — TAS (23)

gdzie:

Kai1, Kaz - sg stalymi wigzania, odpowiednio w temperaturach T, oraz T,

R- jest stalg gazows, rowna 8.314 L

mol-K
3.8. Wyznaczanie parametrow wiazania

W celu wyznaczenia parametrow wigzania analizowano zalezno$¢ pomigdzy
stezeniem frakcji zwigzanej 1 wolnej analitu z zastosowaniem regresji nieliniowej, korzystajac

z programu Mathematica 8.0 (Wolfram Research, Inc., Champaign, Illinois, USA) poprzez
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dopasowanie danych do réwnania 9. W poszukiwaniu optymalnego dopasowania, W oparciu
0 kryterium AIC (Akaike Information Criterion) brano pod uwagg takie zmienne jak
mozliwos¢ istnienia kilku klas miejsc wigzacych czy tez wystepowanie wigzania
niespecyficznego. Ponadto dla DXM wyznaczono parametry wigzania z zastosowaniem

metody Scatcharda, przy zatozeniu, ze lek ten wiaze si¢ z 1 klasa miejsc wigzacych.
3.9. Ocena statystyczna wynikéw

Oceny statystycznej uzyskanych wynikow dokonano z zastosowaniem programow
Statistica 10.0 (Statsoft, Polska) oraz GraphPad Prism 6.0 (La Jolla, CA, USA) stosujac test t-
Studenta lub nieparametryczny test U Manna-Whitneya, przy poziomie istotnosci a = 0.05.
Dodatkowo przeprowadzono analize¢ korelacji testem istotnosci wspotczynnika korelacji
(p<0.05). Oceny korelacji dokonano na podstawie wartosci wspolczynnika determinacji R?,

stosujac klasyfikacje Guilford’a [103].
3.10. Oprogramowanie komputerowe

Do oceny wigzania substancji z bialkami krwi oraz przewidywania wlasciwosci
fizykochemicznych zwiazkéw, takich jak logP, logD’* i pK. w warunkach in silico
zastosowano program ACD/I-Lab 2.0 (Advanced Chemistry Development. Inc., Toronto, On,
Kanada) z modutem przywidywania wtasciwosci fizykochemicznych oraz podstawowych

parametrow farmakokinetycznych [104].
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4. Wyniki

4.1. Opracowanie i walidacja metody oznaczania wolnej frakcji deksametazonu

z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej

Opracowano metode oznaczania wolnej frakcji deksametazonu z zastosowaniem
CE/FA. Optymalizacja metody obejmowata dobor odpowiednich warunkéw analizy, takich
jak rodzaj detekcji, sktad i pH buforu rozdzielajacego, rodzaj substancji pomocniczych
dodawanych do buforu rozdzielajacego, objeto$¢ dozowanej probki, temperatura pomiaru,
wielko$¢ napiecia, stezenie leku i biatka, czas inkubacji leku z biatkiem, rodzaj kapilary
(dtugos¢ 1 sposdb powlekania wewngtrznej powierzchni kapilary) oraz warunki jej
kondycjonowania i przechowywania po zakonczeniu analizy.

Na Rycinie 4.1 przedstawiono widma adsorpcyjne roztworu DXM o st¢zeniu 800 uM
(A) oraz DXM (800 uM) i BSA (150 uM) (B). Maksimum absorbancji dla DXM
zaobserwowano przy dlugosci fali réwnej 237 nm, natomiast dla albuminy wotowej

maksimum absorbancji byto nizsze od 200 nm.

300 300

237 A) _ ] B)

]‘ “e——— Lnx BSA

200 200

3 5 Anax DXM
RERTY )\'max DXM F10

1001

nm nm

Rycina 4.1. Widma absorpcyjne DXM o stezeniu 800 pM (A) oraz mieszaniny DXM z BSA o stezeniach
odpowiednio 800 uM i 150 pM (B). Roztwory leku oraz leku z biatkiem przygotowano w 67 mM buforze
fosforanowym; A.,- maksimum absorbancji

Z uwagi na fakt, iz wiele zwigzkéw wykazuje maksimum absorbancji przy dlugosci
fali rownej 214 nm [75], oznaczano st¢zeniec DXM oraz jego roztworu w BSA przy tej
dhugosci fali [Rycina 4.2]. Zaleznie od zastosowanej dtugos$ci fali zaobserwowano rdznice

w wysokosci pikow o0znaczanego leku. Wyzsza czutos¢ metody uzyskano oznaczajac DXM

przy dtugosci fali rownej 237 nm.
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Rycina 4.2. Elektroferogramy DXM (800 uM) w roztworze z BSA (150 uM) oznaczone przy dlugosci fali
rownej 214 nm i 237 nm. Na elektroferogramach widoczne sg réznice wysokosci pikow BSA (A) i DXM
(B) zaleznie od zastosowanej dlugosci fali

Kolejnym etapem optymalizacji metody byt dobor odpowiedniej objetosci probki,
celem uzyskania piku plateau. Analize¢ elektroforetyczng wykonano dla roztworu DXM
(800 uM) w BSA (600 uM). Zwigkszenie objetosci probki wprowadzonej do kapilary
uzyskano poprzez wydtuzenie czasu dozowania hydrodynamicznego, odpowiednio 5, 10, 15,
20, 301 40 s, pod cisnieniem rownym 3.45 kPa. Powstanie wyraznego, trapezoidalnego piku
plateau od wolnej frakcji DXM zaobserwowano przy dozowaniu probki przez 30 s, co
odpowiadato objetosci 76.36 nL. wprowadzonego roztworu [Rycina 4.3]. Zaobserwowano, ze
wydtuzenie czasu dozowania probki pogarszato rozdzielenie pikéw, z rownoczesnym

przesunigciem czasu migracji analitow.

| BSA

Rycina 4.3. Rozdzielenie elektroforetyczne DXM (800 nM) w roztworze z BSA (600 uM) w zaleznosci od
czasu dozowania hydrodynamicznego probki

Korzystajac z | prawa Ohma oceniano zalezno$¢ pomiedzy natgzeniem pradu
elektrycznego wytworzonego w kapilarze od wielkosci przylozonego napigcia. Liniowy
przebieg tej zaleznoSci wskazuje na skuteczng kompensacj¢ wydzielanego W kapilarze ciepta

Joule’a.
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Rycina 4.4. Zalezno$¢ pomiedzy natezeniem pradu elektrycznego a napieciem w kapilarach o dlugosci
20/30.2, 40/50.2 i 50/60.2 cm wypelnionych BF (A); w kapilarze o dlugosci 20/30.2 cm wypelnionej
odpowiednio BF, DPBS i PBS (B); w kapilarze o dlugosci 20/30.2 cm wypelnionej BF w temp. 25°C i 37°C

(©).

Zalezno$¢ pomiedzy natezeniem pradu elektrycznego a przylozonym napigciem
oceniano dla kapilar o dlugosci catkowitej rownej odpowiednio 30.2 cm, 50.2 cm oraz
60.2 cm, w buforach rozdzielajacych, takich jak: 67 mM bufor fosforanowy, izotoniczny
bufor fosforanowym oraz bufor Dulbecco. St¢zenie frakcji wolnej DXM mierzono w temp.

25°C 1 37°C. W efekcie przeprowadzonych analiz zaobserwowano, ze nat¢zenie pradu
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elektrycznego jest wicksze w krotszych kapilarach, pogarszajac liniowa zaleznosci pomiedzy
natgzeniem pradu a napigciem [Rycina 4.4 A]. Uzycie 67 mM buforu fosforanowego
powodowato wytwarzanie pradu o nizszym nat¢zeniu, w stosunku do pozostatych buforéw
rozdzielajacych [Rycina 4.4 B]. Dla kapilary o catkowitej dlugosci réwnej 30.2 cm
i wypelnionej 67 mM buforem fosforanowym | prawo Ohma byto zachowane stosujac
napigcie maksymalnie 15 kV [Rycina 4.4 C], zardwno w temperze 25°C i 37°C.

Wyniki rozdzielenia elektroforetycznego DXM (500 uM) w roztworze z BSA
(150 uM) zaleznie od wielkosci przytozonego napigcia (5, 10 i 15 kV), w temp. 25°C i 37°C
przedstawiono na Rycinie 4.5. Efektem zwigkszania napigcia byto skrocenie czasu migracji
analitu. Przytozenie do kapilary napiecia rownego 15 kV skutkowato znieksztalceniem piku
plateau. Ztego wzgledu wszystkie analizy wykonywano przy napigciu rownym 10 KV,

w 67 mM buforze fosforanowym o pH 7.4 i sile jonowej rownej 0.170 M.

A)

Fotzs

DX M Loors 2

BSA

W 5 KV B)

Rycina 4.5. Analiza frontalna DXM (500 pM) w roztworze BSA (50 nM) w zaleznos$ci od wielkosci
przylozonego napiecia, w temp. 25°C (A) oraz 37°C (B)

Optymalizacja metody wymagala sprawdzenia czasu inkubacji niezb¢dnego do
ustalenia stanu rownowagi pomig¢dzy frakcja wolna, a zwigzang leku. Wykazano, ze st¢zenie
frakcji wolnej DXM bylo state, niezaleznic od czasu inkubacji probki, potwierdzajac

zalozenie, ze wigzanie lekow z biatkami krwi jest procesem o szybkiej kinetyce.
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Stezenie  wolnej frakcji DXM oznaczano w kapilarze  krzemionkowej
0 niemodyfikowanej powierzchni wewnetrznej. Celem oceny stopnia adsorpcji biatka do
wewngtrznej powierzchni kapilary wykonano oznaczenia roztworow BSA (150 uM oraz
600 uM) z dodatkiem acetonu (135 uM), ktory zastosowano W analizie jako marker
przeptywu elektroosmotycznego [Rycina 4.6]. Réznice w mobilno$¢ EOF byty nizsze od 2%,
przy wzglednym odchyleniu standardowym nizszym od 4% dla BSA o stezeniu 150 uM.
W przypadku analizy BSA o stezeniu 600 uM, réznice w mobilnosci markera EOF byty
mniejsze od 5%, natomiast RSD nie przekraczato 8.5% wskazujac, ze adsorpcja biatka do

wewnetrznej powierzchni kapilary jest niewielka i nie ma wptywu na wyniki pomiarow.

MMMMM

Rycina 4.6. Rozdzielenie elektroforetyczne roztworu BSA (150 uM) z dodatkiem acetonu (135 pM)

Na Rycinie 4.7 przedstawiono rozdzielenie -elektroforetyczne roztworu DXM
(500 uM) w 67 mM BF oraz roztworu DXM (500 uM) w BSA (600 uM). W efekcie
widocznych réznic w ruchliwosci elektroforetycznej wolnej frakcji DXM, biatka i kompleksu
lek-biatko przyjeto, ze rozdzielenie elektroforetyczne tej mieszaniny jest poprawne. Na skutek
wicksze] ruchliwosci albuminy, pik pochodzacy od tego biatka oraz wspotmigrujacy
kompleks lek-biatko pojawiat si¢ na elektroferogramie jako pierwszy, po czym migrowata
wolna frakcja DXM, widoczna w formie charakterystycznego piku plateau. Obserwowana
roznica wysokosci pikow plateau (Ah) probki leku z biatkiem oraz leku bez biatka wskazuje

na wigzanie DXM z BSA i pozwala na wyznaczenie stezenia leku wolnego.
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Rycina 4.7. Rozdzielenie elektroforetyczne roztworu DXM (500 uM) w 67 mM BF - pik czerwony, oraz

roztworu DXM (500 pM) w BSA (600 uM) - pik czarny; Ah - réznica wysokosci pikéw plateau

Opracowang metod¢ oOznaczania frakcji wolnej DXM z zastosowaniem CE/FA
poddano walidacji zgodnie z wytycznymi FDA [96], ICH [97] oraz EMA [98, 99] oceniajac

takie parametry jak granica wykrywalnosci i oznaczalno$ci, specyficznos¢, selektywnosé,

precyzja,

dokladnos¢ oraz stabilnos¢ analitu.

Na Rycinie 4.8 przedstawiono krzywe wzorcowe dla DXM wyznaczone w réznych

dniach. Otrzymano liniowa zalezno$¢ wysoko$ci piku plateau od stezenia leku w probee

w zakresie stezen 25-1000 uM.
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Rycina 4.8. Przykladowe krzywe wzorcowe dla DXM wykonane w réznych dniach (n=4)

Korzystajac z uzyskanych rownan regresji, dla kazdego punktu krzywej wzorcowej

obliczano stezenia (back calculation), dla ktéorych wyznaczano precyzje i doktadnosé.

Precyzja dla najnizszego st¢zenia krzywej wzorcowej byta rowna 8.45%, natomiast dla
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pozostatych punktow krzywej wzorcowej nie przekraczala 2.65%. Stezenie oznaczono

z doktadnoscia, ktora miescita si¢ w granicach 98.65-100.30% [Tabela 4.1].

Tabela 4.1. Stezenia DXM obliczone z r6wnania regresji wraz z warto$ciami precyzji i dokladnosci

Lp. | et | Sisienieabicone napadetave | prcya o) | Doktdnos %
1 25 24.66 + 2.08 8.45 98.65 + 8.33

2 80 79.98 + 0.45 0.56 99.97 +£0.56

3 100 100.30 + 2.66 2.65 100.30 + 2.66

4 200 199.46 + 2.47 1.24 99.73+1.24

5 400 401.70 £ 2.19 0.54 100.43 + 0.55

6 500 497.88 +£9.53 191 99.58 +1.91

7 1000 1000.08 + 3.57 0.36 100.01 +0.36

Granica wykrywalnos$ci dla DXM byta réwna 3.41 uM (1.76 pg/mL), natomiast
granica oznaczalno$ci wynosita 9.92 + 1.35 uM (5.12 £ 0.67 pg/mL).

Precyzje i doktadnos¢ metody oznaczania DXM wyznaczong W jednym dniu oraz
w roznych dniach dla trzech stgzen probek QC zebrano w Tabeli 4.2. Precyzja metody dla
oznaczen wykonanych w jednym dniu, wyrazona jako wzglgdne odchylenie standardowe,
miescita si¢ w zakresie od 0.22% do 5.31%, podczas gdy doktadnos¢ metody wynosita od
95.34% do 100.55%. Precyzja metody dla oznaczen wykonanych w roéznych dniach wynosita
od 0.78% do 6.31%, natomiast doktadnos¢ metody miescita si¢ w zakresie 99.83-102.14%.

Tabela 4.2. Precyzja i dokladno$¢ metody oznaczania DXM wyznaczona w jednym dniu (n=4) oraz
W réznych dniach (n=3)

Stezenie W jednym dniu W réznych dniach
probek QC ] )
[nM] Precyzja [%0] Dokladnos¢ [%] Precyzja [%0] Dokladnosé [%]
50 5.31 95.34 £5.06 6.31 102.14 + 6.45
300 0.22 100.55 +0.22 1.52 101.17 + 1.54
800 0.64 98.60 £ 0.63 0.78 99.83 £ 0.78

W Tabeli 4.3 zebrano precyzj¢ dla wzglednego czasu migracji DXM wyznaczong dla
trzech stezen probek QC oznaczonych w jednym oraz w roznych dniach. Precyzja
powtarzalno$ci (W obrebie jednego dnia) byta nizsza od 2.56%, natomiast precyzja posrednia
(w obrgbie kilku dni) byta nizsza od 4.45%.
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Tabela 4.3. Wzgledny czas migracji DXM oraz precyzja dla czasu migracji w jednym dniu (n=5) oraz
w réznych dniach (n=3)

W jednym dniu W roznych dniach
Stezenie
prébek QC Wzgledny czas Wozgledny czas
[xM] migracji £ SD Precyzja [%0] migracji £ SD Precyzja [%]
[min] [min]
50 8.22+0.17 2.10 7.98 +£0.36 4.45
300 8.05+0.21 2.56 8.10+0.17 2.08
800 7.86+0.11 1.34 7.79 £0.04 0.45

Na precyzje i doktadno$¢ metody nie wplyneta wymiana kapilary [Tabela 4.4].

Precyzja metody po wymianie kapilary wynosita 0.22-5.31%, natomiast odtwarzalno$¢ czasu

migracji byta réwna 1.34-3.76%.

Tabela 4.4. Precyzja i dokladno$é metody oznaczania DXM po wymianie kapilary

. S S Precyzja | Dokladnosé ch:g;gg w Precyzja
Kapilara 5)(;6[1);12 oznaczone + [%6] [%] migracji + [%]
nMj SD [uM] SD [min]
kapilara 1 47.67 £2.53 5.31 95.34 +5.06 822+0.17 |210
kapilara 2 >0 50.47 +1.70 3.36 100.94+£3.40 | 7.05+0.27 |3.76
kapilara 1 301.97+£0.67 |0.22 100.55+0.22 | 8.05+0.21 | 2.56
kapilara 2 300 301.30+1.94 | 0.64 100.43+ 0.65 7.05+0.21 2.93
kapilara 1 788.77+5.05 | 0.64 98.60 + 0.63 7.86£0.11 1.34
kapilara 2 500 799.65+4.96 | 0.62 99.96 + 0.62 6.86 £0.11 1.54

Ocena stabilnosci DXM w automatycznym podajniku probek w temp.

10°C

potwierdzita trwatos¢ tego leku. Stezenie DXM oznaczone po zakonczeniu analiz wynosito

98.31-105.50% stezenia zadanego w probkach QC [Tabela 4.5].

Tabela 4.5. Stabilno§¢ DXM w automatycznym podajniku prébek w temp. 10°C (n=3-5)

Stezenie probek QC [uM]

Stezenie oznaczone + SD [uM]

Stabilnos¢ [%0]

50 52.75+3.15 105.50 £ 6.31
300 298.76 £ 3.16 99.59 + 1.05
800 786.49 £ 5.45 98.31 £ 0.68
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4.2. Opracowanie i walidacja metody oznaczania wolnej frakcji prawastatyny

z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej

Opracowano metod¢ oznaczania wolnej frakcji prawastatyny z zastosowaniem
elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej. Optymalizacja metody obejmowata dobor
odpowiednich warunkow analizy, takich jak dtugos$¢ fali detektora UV, skiad i pH buforu
rozdzielajacego, rodzaj substancji pomocniczych dodawanych do buforu rozdzielajacego,
dozowana objetos¢ probki, temperatura pomiaru, wielko$¢ napigcia, stezenie leku i bialka,
czas inkubacji roztworu leku z bialkiem, rodzaj kapilary (dlugosé, typ powlekania
wewnetrznej powierzchni kapilary) oraz sposob jej kondycjonowania.

Stgzenie prawastatyny oznaczano przy dtugosci fali rownej 230 nm, odpowiadajace;j

maksimum absorbancji dla tego leku [Rycina 4.9].

I 230 F0
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Rycina 4.9. Widmo absorpcyjne PRA (800 pM) w 10 mM roztworze HP-B-CD; Amax - maksimum
absorbancji

Na Rycinie 4.10 przedstawiono wyniki rozdzielenia elektroforetycznego roztworu
PRA (400 uM) oraz roztworu PRA (400 uM) w BSA (600 uM) przygotowanych w 67 mM
buforze fosforanowym. Korzystajac z opracowanych dla DXM warunkow analizy z
zastosowaniem CE/FA nie uzyskano rozdzielenia frakcji wolnej PRA od biatka i kompleksu
lek-biatko.
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Rycina 4.10. Rozdzielenie elektroforetyczne roztworu PRA (400 pM) w 67 mM BF - pik czerwony oraz
roztworu PRA (400 uM) w BSA (600 uM) - pik czarny
Optymalne rozdzielenie frakcji wolnej PRA od biatka uzyskano po dodaniu do buforu
rozdzielajacego 10 mM roztworu hydroksypropylo-B-cyklodekstryny (HP-B-CD), ktora

zmienita ruchliwos¢ elektroforetyczng analitow [Rycina 4.11]. Réznica wysokosci pikow

plateau pomiedzy lekiem wolnym a zwigzanym wskazuje na wigzanie PRA z BSA.

1 = pribka leku z biatkiem L
— pribka leku Fragment piku bialka
1 i kompleksu lek-biatko
0.064 C
- 0.04 -
= ]
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Rycina 4.11. Rozdzielenie eIektroforety::";rfssroztworu PRA (400 uM) w 67 mM BF oraz roztworu PRA
(400 uM) w BSA (600 uM) po dodaniu do obu prébek 10mM HP-B-CDj; Ah - réznica wysokos$ci pikow
Probki dozowano do kapilary pod cisnieniem 3.45 kPa przez 40 s. Objetos¢ probki
wprowadzonej do kapilary w temp. 25°C byta roéwna 39.55 nL (3.36% calkowitej objetosci
kapilary), natomiast w temp. 37°C byta réwna 50.9 nL (4.3% catkowitej objetosci kapilary).
Rozdzielenie elektroforetyczne prowadzono przy stalym napigciu +10 kV, bez uzycia
dodatkowego cis$nienia. Natezenie pradu elektrycznego w kapilarze w trakcie analizy

wynosito 28 pA oraz 37 pA, odpowiednio w temp. 25°C 1 37°C. Oznaczenia stgzenia wolne;j
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frakcji PRA prowadzono w kapilarze krzemionkowej o niemodyfikowanej powierzchni
wewngtrznej, w temp. 25°C i 37°C.

Na Rycinie 4.12 przedstawiono krzywe wzorcowe dla roztworéw PRA wykonane
W roznych dniach. Otrzymano liniowa zalezno$¢ wysokosci piku plateau od st¢zenia leku
W probce W zakresie stezen 50-1000 puM, uzyskujac wysokie wartosci wspotczynnikow

determinacji (R? > 0.998).
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Rycina 4.12. Przykladowe krzywe wzorcowe dla roztworéw PRA uzyskane w roznych dniach (n=4)

Korzystajac z rownan regresji dla kazdego punktu krzywej wzorcowej obliczano
stezenia (back calculation), dla ktérych wyznaczono precyzje i doktadnos$¢. Precyzja
oznaczen byla nizsza od 5.01%, natomiast doktadno$¢ obejmowata przedziat 98.21-101.34%

[Tabela 4.6].

Tabela 4.6. Stezenia PRA obliczone na podstawie réwnania regresji z warto$ciami precyzji i dokladnosci

Lp. | iee | Sainioblicsne napudetav | preiafo) | pokdaanost 24
1 50 50.67+2.54 5.01 101.34 £ 5.07

2 100 100.59 + 4.85 4.82 100.59 + 4.85

3 200 198.58 +£ 6.41 3.23 99.29+3.21

4 400 394.39+7.97 2.02 98.60 £ 1.99

5 500 491.05+10.37 2.11 98.21+2.07

6 600 592.00+12.92 2.18 98.67 £2.15

7 800 792.93 +£17.85 2.25 99.12+£2.23

8 1000 990.61 +27.05 2.73 99.06 +£2.70

Granica wykrywalnosci dla PRA byta réwna 3.03 uM (1.36 ug/mL), granica
oznaczalno$ci wynosita 9.19 = 1.96 uM (4.11 £ 0.88 pg/mL).
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Precyzje i doktadnos$¢ metody oznaczania PRA w jednym dniu oraz w r6znych dniach
zebrano w Tabeli 4.7. Precyzja metody nie przekraczata 3.73% w jednym dniu oraz 4.17%
W réznych dniach. Stgzenie zadane w probce oznaczano z doktadnoscia 98.20-100.96%
warto$ci oczekiwanej W jednym dniu oraz 98.69-102.49% warto$ci oczekiwanej w roznych

dniach.

Tabela 4.7. Precyzja i dokladno$¢ metody oznaczania PRA wyznaczona w jednym dniu (n=4) oraz

w réznych dniach (n = 3)

Stezenie probek W jednym dniu W roéznych dniach

QC [uM] Precyzja[%] | Dokladno$é [%] | Precyzja[%] | Dokladno$é [%]
50 3.73 100.96 + 3.77 417 102.49 + 4.27
300 131 98.20 + 1.28 151 98.69 + 1.49
600 1.47 98.47 + 1.28 1.65 99.80 + 1.49

Precyzja czasu migracji PRA byta nizsza od 2.16%, natomiast precyzja posrednia byta
nizsza od 2.42% [Tabela 4.8].

Tabela 4.8. Wzgledny czas migracji PRA oraz precyzja czasu migracji w jednym dniu (n=4) oraz
W réznych dniach dla prébek QC (n=3)

o Wzgledny czas Wozgledny czas
S,t*?lenle migracji + SD Precyzja [%] migracji + SD Precyzja [%]
prébek QC [min] [min]
[uM] : : - .
W jednym dniu W réznych dniach
50 23.87+0.18 0.76 24.05+0.24 1.00
300 23.98 +0.52 2.16 23.86 +0.58 2.42
600 23.77+0.27 1.15 24.11+0.23 0.93

Potwierdzono stabilnos¢ PRA w automatycznym podajniku probek, w temp. 10°C
przez czas trwania analiz. Oznaczone stezenie leku miescito si¢ w zakresie 98.99-100.25%

wartosci stezen poczatkowych [Tabela 4.9].

Tabela 4.9. Stabilno§¢ PRA w automatycznym podajniku prébek w temp. 10°C (n=4)

Stezenie probek QC [uM] Stezenie 0znaczone + SD [pM] Stabilnos¢ [%0]

50 50.13+2.80 100.25 + 5.60
300 298.78 + 4.81 99.59 + 1.60
600 593.93 + 8.46 98.99 + 1.41

65




WYNIKI

4.3. Opracowanie metody badania wigzania deksametazonu z bialkami Kkrwi

Z zastosowaniem dializy rownowagowej

Ocena wigzania DXM z biatkami krwi z zastosowaniem dializy rownowagowe;j
wymagata okreslenia czasu niezbednego do uzyskania rownowagi dializacyjnej. Na Rycinie
4.13 przedstawiono zaleznos¢ stezenia wolnej frakcji leku od czasu dializy dla wigzania DXM
z BSA (A) oraz AGP (B). W przypadku wigzania tego leku z BSA oraz AGP réwnowage
dializacyjng uzyskano odpowiednio po 3 h i 2 h. Czas niezbedny do uzyskania réwnowagi
dializacyjnej ustalono dla niskich (300 uM) oraz wysokich (2 mM) stgzen tego leku.

A) B)
5 500 - ‘ ’ ‘ = 500
2 $ 2
‘T 400 3 7 400
= ®Cp=2mM = ACp =300 uM
Z 5300 Z 5300
E = OCp =300 uM E&
2 200 = 200
£ 100 - £ 100 A ‘
P o 2
& . o © o O s 0

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Czas [h] Czas [h]
Rycina 4.13. Wykresy zaleznos$ci stezenia wolnej frakcji DXM od czasu dializy dla wigzania z BSA (A)
oraz z AGP (B), odpowiednio dla niskich i wysokich stezen leku

W badaniu oceniono wigzanie DXM z blong dializacyjng i materialem naczynia
dializacyjnego. Wiagzanie badanego leku 2z blong potprzepuszczalng 1 naczyniem
dializacyjnym byto niewielkie (5.9 + 2.02%), z tego wzgledu w dalszych obliczeniach
pomijano jego wplyw na wynik badania.

Badanie wigzania DXM z BSA 1 AGP przeprowadzano stosujac wzrastajace stezenie
leku i state stgzenie biatlek. W jednej komorze umieszczano roztwor leku i1 biatka, w drugiej
natomiast bufor fosforanowy. Po 3 h dializy z komory zawierajacej bufor pobierano dializat
I oznaczano stgzenie frakcji wolnej DXM z zastosowaniem strefowej elektroforezy kapilarnej.

Po zakonczeniu dializy pobierano zawarto$¢ obu komor 1 mierzono w nich objetose
ptynu. W trakcie dializy obje¢tos¢ ptynu w komorach nie zmieniata si¢ o wigcej niz 10%

objetosci poczatkowe;.
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4.4. Opracowanie i walidacja metody oznaczania deksametazonu z zastosowaniem

strefowej elektroforezy kapilarnej

Metoda oznaczania DXM w dializacie z zastosowaniem strefowej elektroforezy
kapilarnej polega na wprowadzeniu do uktadu niewielkiej objetosci probki celem uzyskania
pikoéw iglicowych od badanego leku. Do kapilary dozowano probki pod ci$nieniem 3.45 kPa
przez 5 s. Korzystajac z rdwnania regresji liniowej zalezno$ci pola piku od stezenia leku
wyznaczano stezenie leku wolnego w probece badane;.

Metode oznaczania wolnej frakcji DXM w dializacie z zastosowaniem CZE poddano
walidacji zgodnie z wytycznymi FDA [96], ICH [97] oraz EMA [98, 99], a parametry
walidacji zebrano w Tabelach 4.10-4.12.

Metoda byta liniowa w zakresie stezen 25-1000 uM i cechowata si¢ wysokim
wspélczynnikiem determinacji (R? > 0.9999). Granica wykrywalnosci byta réwna 1.05 pM
(0.54 pg/mL), natomiast granica oznaczalnosci wynosita 3.18 £ 1.4 uM (1.64 = 0.72 pg/mL).

Tabela 4.10. Wybrane parametry walidacji metody oznaczania DXM w plynie dializacyjnym
z zastosowaniem CZE

Parametry walidacji

Liniowo$¢ metody [uM] 25-1000
Przykladowe réwnanie regresji y=442.55x — 3939.77
Wspélezynnik determinacji (R?) 0.9999

LOD [uM] 1.05

LOQ [nM] 3.18+1.4

Precyzje i doktadno$¢ metody oznaczania wolnej frakcji DXM z zastosowaniem CZE
w jednym dniu oraz w réznych dniach zebrano w Tabeli 4.11. Stezenie zadane w probce
oznaczono z doktadnos$cig 100.84-101.56% w jednym dniu oraz 100.71-101.69% w réznych
dniach. Precyzja metody nie przekraczata 2.48% w jednym dniu oraz 3.68% w réznych
dniach.

Tabela 4.11. Precyzja i dokladno$¢ metody oznaczania DXM wyznaczona w jednym dniu (n=3-5) oraz
W réznych dniach z zastosowaniem CZE (n=3)

Stezenie prébek W jednym dniu W roznych dniach
QC [uM] Precyzja [%6] Dokladno$é [%] | Precyzja[%] | Dokladnosé [%]
50 2.48 101.56 + 2.52 3.68 101.69 +3.75
300 2.30 100.77 £ 2.32 2.91 101.38 +2.95
800 1.78 100.84 + 1.79 2.85 100.71 + 2.87
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W Tabeli 4.12 zebrano precyzje dla wzglednego czasu migracji DXM dla trzech stezen
probek QC oznaczonych w jednym oraz w réznych dniach. Precyzja metody w obrebie

jednego dnia byla nizsza od 1.34%, natomiast precyzja posrednia (W obrgbie kilku dni) byta
nizsza od 2.32%.

Tabela 4.12. Wzgledny czas migracji DXM oraz precyzja czasu migracji wyznaczona w jednym dniu (n=5)
oraz w réznych dniach (n=3) z zastosowaniem CZE

Stezenie W jednym dniu W roznych dniach
pro[l;el\l/i]QC Czass [;n[lr%] ri?:]:ji + Precyzja [%] CzaSs [;n[lg]rl?:]:p + Precyzja [%6]
50 7.51+£0.10 1.34 728 £0.11 1.46
300 7.26 +£0.04 0.48 7.22+0.20 2.74
800 7.15+0.07 0.98 7.16+0.17 2.32

45. Opracowanie metody badania wigzania prawastatyny z bialkami Kkrwi

Z zastosowaniem dializy rownowagowej

W pierwszym etapie badan nad wigzaniem prawastatyny z biatkami krwi
z zastosowaniem dializy rownowagowej ustalono czas konieczny do uzyskania rownowagi
dializacyjnej. Na Rycinie 4.14 przedstawiono zalezno$¢ pomigdzy wolng frakcja leku od
czasu dializy w procesic wigzania tego leku z BSA (A) oraz AGP (B). Réwnowage
dializacyjna dla niskich (300 uM) oraz wysokich (1 mM) stezen PRA uzyskano po 4 h.
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Rycina 4.14. Wykresy zaleznosci stezenia frakcji wolnej PRA od czasu dializy w procesie wiazania tego
leku z BSA (A) oraz z AGP (B), odpowiednio dla niskich i wysokich stezen leku

W badaniu oceniono wigzanie leku z blong dializacyjng i1 $cianami naczynia
dializacyjnego oraz prawdopodobna migracj¢ buforu dializacyjnego pomig¢dzy komorami
naczynia. Po zakonczeniu dializy objetos¢ buforu w obu komorach nie zmienita si¢ i byla

rowna 97.15 + 8.21% objetosci poczatkowej. Prawastatyna wigzata si¢ z blong
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polprzepuszczalng 1 naczyniem dializacyjnym w niewielkim stopniu (4.91 + 1.68%), co nie
wplyneto na wyniki oznaczen.

Do badania wigzania PRA z BSA i AGP zastosowano wzrastajace stezenie leku i stale
stezenie biatek. W jednej komorze naczynia dializacyjnego umieszczano roztwor leku
w biatku z dodatkiem 10 mM HP-B-CD, w drugiej komorze znajdowat si¢ bufor fosforanowy
z dodatkiem 10 mM HP-B-CD. Réwnowagg dializacyjng osiggano po 4 h, pobierajac dializat
z komory zawierajacej bufor 1 oznaczano stezenie leku wolnego z zastosowaniem strefowe;j

elektroforezy kapilarnej.

4.6. Opracowanie i walidacja metody oznaczania prawastatyny z zastosowaniem

strefowej elektroforezy kapilarnej

Do oznaczania frakcji wolnej prawastatyny w dializacie zastosowano strefowa
elektroforeze kapilarng. Metoda ta polega na wprowadzeniu do kapilary niewielkiej objetosci
probki celem uzyskania pikéw iglicowych od badanego leku. Zastosowano dozowanie
hydrodynamiczne pod ci$nieniem 3.45 kPa przez 5 s. Na podstawie rownania regresji,
korzystajac z liniowej zaleznosci pola piku od stgzenia leku obliczano stgzenie leku wolnego
w badanej probcee.

Metode oznaczania wolnej frakcji PRA w dializacie poddano walidacji zgodnie
z wytycznymi FDA [96], ICH [97] oraz EMA [98, 99], a wyznaczone parametry walidacji,
takie jak liniowo$¢, granica wykrywalnos$ci, granica oznaczalno$ci, precyzja i doktadnosé¢
w jednym i r6znych dniach zebrano w Tabelach 4.13-4.15.

Metoda byta liniowa w zakresie stezen 50-1000 uM oraz cechowata si¢ wysokim
wspotczynnikiem determinacji (R? > 0.9999). Granica wykrywalnosci metody oznaczania
frakcji wolnej PRA byta rowna 1.10 pM (0.49 pg/mL), granica oznaczalnosci wynosita 3.18 +
1.4 uM (1.49 = 0.46 pg/mL).

Tabela 4.13. Wybrane parametry walidacji metody oznaczania PRA z zastosowaniem CZE

Parametry walidacji

Liniowo$¢ metody [pM] 50-1000
Przykladowe réwnanie regresji y=148.06x — 104.67
Wspélezynnik determinacji (R?) 0.9999

LOD [uM] 1.10

LOQ [uM] 3.32+1.02
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Precyzje i doktadno$¢ metody oznaczania wolnej frakcji PRA z zastosowaniem CZE
w jednym dniu oraz w roéznych dniach zebrano w Tabeli 4.14. Stezenie zadane w probcee
oznaczono z doktadnoscig 102.75-105.22% warto$ci oczekiwanej w jednym dniu oraz 97.83-
104.66% warto$ci oczekiwanej w réznych dniach. Wzgledne odchylenie standardowe dla

probek QC nie przekraczato 3.59% w jednym dniu oraz 4.85% w r6znych dniach.

Tabela 4.14. Precyzja i dokladno§¢ metody oznaczania PRA w jednym dniu oraz w réznych dniach
z zastosowaniem CZE (n=3-5)

Oczekiwane W jednym dniu W réznych dniach
stezenie probki ] )
QC [uM] Precyzja [%] Dokladnos¢ [%] Precyzja [%] | Dokladnosc¢ [%]
50 3.59 102.75 + 3.69 4.77 104.66 + 4.99
300 2.75 105.22 +2.90 4.85 97.83 £4.74
600 2.17 104.81 £2.28 3.84 103.86 + 3.98

W Tabeli 4.15 zebrano precyzje wzglednego czasu migracji PRA oznaczonych
w jednym oraz w réznych dniach. Precyzja powtarzalnosci byta nizsza od 1.63%, natomiast
precyzja posrednia nie przekraczata 2.45%.

Tabela 4.15. Wzgledny czas migracji PRA z precyzja czasu migracji w jednym dniu oraz w réznych
dniach (n=3-5)

) Wozgledny czas Wzgledny czas
Oczekiwane | migracji + SD Precyzja [%] migracji + SD Precyzja [%]
stezenie probki [min] [min]
QC [pM] ) : » X
W jednym dniu W roéznych dniach

50 11.92+0.13 1.10 11.74+0.26 2.24
300 11.50+0.08 0.70 11.53+0.25 2.20
600 11.35+£0.19 1.63 11.44+0.28 2.45

4.7. Ocena procesu wigzania deksametazonu i prawastatyny z bialtkami krwi

W pierwszym etapie badan oznaczono stezenie frakcji wolnej DXM 1 PRA
z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej oraz dializy
rownowagowej w potaczeniu ze strefowg elektroforezg kapilarng. W nastepnym etapie badan
obliczono procent wigzania oraz wyznaczono parametry wigzania lekow z albuming wotowa,
ludzka oraz kwasng a4-glikoproteing. W kolejnym etapie badan wyznaczono wybrane funkcje

termodynamiczne dla wigzania badanych lekow z BSA oraz HSA.
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4.7.1. Badanie wigzania deksametazonu z bialkami krwi na podstawie oznaczenia
frakcji wolnej leku z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej w trybie analizy
frontalnej

W ramach wykonanych badan oceniono wigzaniec DXM w zakresie stezen 100-
2000 uM z BSA i HSA o st¢zeniach fizjologicznych (600 uM) w temp 37°C. Wraz ze
wzrastajgcym stezeniem leku zaobserwowano zmniejszenie stopnia wigzania DXM z BSA od
91.72 + 0.45% do 69.59 + 2.68% oraz z HSA od 88.33 + 1.12% do 73.85 + 0.54% [Tabela
4.16]. W zakresie badanych stezen leku nie Stwierdzono istotnych statystycznie rdznic
pomi¢dzy procentem wigzania DXM z albuming wotowa i ludzka (p>0.05).
Tabela 4.16. Procent wigzania DXM z BSA (600 pM) oraz HSA (600 pM) wraz z wartosciami

wspoélczynnikow wysycenia wyznaczony na podstawie pomiaréw frakcji wolnej leku z zastosowaniem
CE/FA (n=3-5)

BSA HSA

L1 Co Ml SD [%] r PB = SD [%)] r

1 | 100 91.72 +0.45 0.15 87.77 + 1.13 0.15
2 | 200 89.33 + 1.59 0.30 88.33 + 1.12 0.29
3 | 300 88.29 + 0.85 0.44 88.04 + 1.42 0.44
4 | 400 86.72 +0.71 0.58 85.47 + 1.49 0.57
5 | 500 86.38 = 1.57 0.72 86.24 + 0.72 0.72
6 | 800 84.20 + 0.78 1.12 83.26 + 1.32 1.11
7 | 1000 79.88 + 1.07 1.33 81.35 + 1.39 1.36
8 | 1200 78.37 £ 0.59 1.57 78.73 £ 1.12 1.57
9 | 1500 72.92 +0.70 1.82 77.02 £0.77 1.93
10 | 2000 69.59 + 2.68 2.32 73.85+ 0.54 2.46

C, - stezenie poczatkowe leku; PB - procent wiazania leku z bialkiem; SD - odchylenie standardowe;
r - wspéleczynnik wysycenia

Na Rycinie 4.15 A przedstawiono izoterm¢ dla wigzania DXM z BSA oraz HSA.
Ksztatt linii trendu wskazuje na wysycenie miejsc wigzacych na tych biatkach. Na Rycinie
4.15 B przedstawiono zalezno$¢ wspolczynnika wysycenia od logarytmu stgzenia leku
wolnego (wykres Bjerruma), odpowiednio dla wigzania DXM z BSA i HSA. Ksztalt linii
trendu wykresu Bjerruma wskazuje na brak wysycenia przez DXM miejsc wiazacych na
badanych biatkach.
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Rycina 4.15. Wykresy zaleznos$ci wspoélczynnika wysycenia od stezenia leku wolnego (A) oraz wykresy
Bjerruma (B) dla wigzania DXM z BSA i HSA

Uzyskane wyniki przedstawiono w postaci wykresow Scatcharda, Klotza i Sandberg-

Rosenthala [Ryciny 4.16-4.18].
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Rycina 4.16. Wykresy Scatcharda dla wigzania DXM z BSA (A) i HSA (B)

A)

Rycina 4.17. Wykresy Klotza dla wigzania DXM z BSA (A) i HSA (B)
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Rycina 4.18. Wykresy Sandberg-Rosenthala dla wigzania DXM z BSA (A) i HSA (B)

W ramach prowadzonych badan oceniono wigzanie DXM w zakresie stgzen 25-

1000 uM z AGP o stgzenia fizjologicznym tego biatka, w temp. 37°C. Na Rycinie 4.19

przedstawiono zalezno$¢ wspotczynnika wysycenia od stezenia leku wolnego (A) oraz

wykres Scatcharda (B). Jak wynika z uzyskanych danych wigzanie DXM z AGP byto
mniejsze od 10% [Tabela 4.17].
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Rycina 4.19. Wykres zalezno$ci wspélczynnika wysycenia od stezenia leku wolnego (A) oraz wykres
Schatcharda (B) dla wiazania DXM z AGP

Tabela 4.17. Wiazanie DXM z AGP

Lp. | C, [uM] Cy % SD [pM] Cp [uM] PB + SD [%]
1 |25 23.72 +0.84 1.28 5.14 + 3.35
2 |50 46.77 +3.23 3.23 6.47 £ 1.20
3 | 100 94.77 + 3.12 5.23 5.23+3.35
4 | 250 247.01 +2.17 2.99 1.20 £ 0.96
5 | 500 495.33 + 1.41 4.67 0.93+0.14
6 | 600 567.52+2.37 32.48 541+0.18
7 ]800 766.09 + 4.95 33.91 4.24+0.19
8 | 1000 931.68 + 5.90 68.32 6.83 + 0.20

C, - stezenie poczatkowe leku; C, - stezenie leku wolnego; SD - odchylenie standardowe; Cy, - stezenie leku
zwiazanego z bialkiem; PB - procent wiazania leku z bialkiem
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W Tabeli 4.18 zebrano parametry wigzania DXM z BSA oraz HSA, takie jak liczba
klas miejsc wiazacych, liczba miejsc wigzacych danej klasy, pojemno$¢ wigzania, stata
asocjacji oraz stata dysocjacji wyznaczone z zastosowaniem réznych metod obliczeniowych,
w dwoch temperaturach pomiaru. W metodzie Scatcharda zatozono istnienie 1 klasy miejsc
wigzagcych, natomiast w przypadku uzycia rownania regresji nieliniowej o0ceniano
dopasowanie danych do modelu na podstawie parametru AIC zakltadajac wigzanie leku
odpowiednio z jedng klasa miejsc wiazacych, z jedng klasa miejsc wiazacych przy
wspotistnieniu wigzania niespecyficznego lub dwoma klasami miejsc wigzacych.

Ocena wigzania DXM z BSA oraz HSA w temp. 37°C z zastosowaniem regresji
nieliniowej wskazata na istnienie 1 klasy miejsc wiazacych przy wspotistnieniu wigzania
niespecyficznego. Wykazano istnienie 1.84 + 0.14 miejsc danej klasy dla wigzania tego leku
z BSA oraz 1.47 £ 0.35 miejsc danej klasy dla wigzania DXM z HSA. Wyznaczono state
asocjacji réwne (8.17 = 1.01) - 10° M* oraz (9.52+1.2) - 10° MY, odpowiednio dla wigzania
DXM z BSA oraz HSA.

Oceniono réznice miedzygatunkowe w wigzaniu DXM z albuming wotowa i ludzka.
Poréwnania dokonano na podstawie roznic w wartosciach liczby miejsc wigzacych oraz statej
wigzania wyznaczonych metoda regresji nieliniowej [Tabela 4.18]. Analiza statystyczna
otrzymanych wynikéw wskazata na brak istotnych réznic w wartosciach liczby miejsc

wigzacych danej klasy oraz statej wigzania dla zastosowanych w badaniach albumin (p<0.05).
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Tabela 4.18. Parametry wiazania DXM z BSA oraz HSA wyznaczone z uzyciem réznych metod obliczeniowych, w temp. 25°C i 37°C na podstawie oznaczenia
frakcji wolnej leku z zastosowaniem CE/FA

Parametry wigzania

Bialko Temperatura | Metoda Liczba klas Liczba miejsc | po.o o S et
Sl A obliczeniowa | yjgjsc wiazacych pJemnose ysoqaq Stala asocjacji [M']
. . : wigzania [M ] [pkM]
wiazacych danej klasy
o Regresja 103 .10°
25°C il 1 klasa 2.84 +0.06 (4.14+0.5) - 10 691.86 + 78.31 (1.45+0.16) - 10
BSA 37°C AEEE 1klasa+ NSB | 1.84+0.14™ (14.9+0.7) - 10° | 123.64+15.18 (8.17+ 1.01) - 10°™
nieliniowa
o Rownanie - 103 103
37°C Scatehrda 1 klasa 2.50 £0.10 (17.5+3.2) - 10 145.77 +21.02 (6.96 = 1.01) - 10
25°C Regresja 1klasa+ NSB | 1.07 0.04 (8.52+0.63)-10° | 126.70 + 13.74 (7.96 + 0.87) - 103
nieliniowa
HSA 37°C REGTEEE 1klasa+ NSB | 1.47+0.35" (13.8+2.2)-10° | 106.13 +12.83 (9.52+1.2) - 10°°
nieliniowa
o Rownanie - 103 13
37°C Scntehrda 1 klasa 2.59£0.21 (18.99+3.4)-10° | 140.50 + 35.13 (7.43+1.9) - 10

* zakladajac liniowo$¢é wykresu Scatcharda

** (p<0.05)

NSB - wiazanie niespecyficzne
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4.7.2. Badanie wigzania deksametazonu z bialkami krwi z zastosowaniem dializy

rownowagowej

Procent wigzania DXM z BSA, HSA oraz AGP wraz z warto$ciami wspotczynnikow
wysycenia wyznaczony na podstawie analiz z zastosowaniem dializy rownowagowej zebrano
w Tabeli 4.19 oraz w Tabeli 4.20. DXM wiazat si¢ z albuming wotowa od 87.19 = 1.17% dla
najnizszych stezen poczatkowych leku do 76.63 + 1.31% dla najwyzszych stezen
poczatkowych leku, natomiast z albuming ludzkg wigzat si¢ od 88.12 + 2.11% i wigzanie
spadato do 77.70 £ 0.18%. Wigzanie tego leku z AGP byto nizsze i miescito si¢ w zakresie od
3.26 £ 2.70% do 10.48 + 5.95%.

Tabela 4.19. Procent wigzania DXM z BSA (600 uM) oraz HSA (600 pM) wraz z wspélczynnikami
wysycenia wyznaczony w temp. 37°C z zastosowaniem ED (n=3-4)

BSA HSA
Lp. Cp [nM]
PB £ SD [%)] r PB = SD [%] r

1 100 87.19+1.17 0.13 85.95+ 1.87 0.13
2 250 86.47 +1.77 0.32 87.57 £ 0.37 0.34
3 500 85.16 + 1.69 0.62 88.12+2.11 0.66
4 800 85.38 £ 0.94 0.74 85.28+1.17 0.99
5 1000 84.36 +1.42 0.97 84.73+1.25 1.23
6 1200 82.23+2.12 1.16 84.60+0.93 1.47
7 1500 78.85+1.51 1.30 81.55+2.66 1.72
8 2000 76.63 + 1.31 2.07 77.70+0.18 2.12

C, - stezenie poczatkowe leku; PB - procent wiazania leku z bialkiem; SD - odchylenie standardowe;
r - wspélezynnik wysycenia

Tabela 4.20. Procent wigzania DXM z AGP (22.7 pM) w temp. 37°C z zastosowaniem ED (n=3)

Lp. C, [uM] Cy% SD [uM] Cy [uM] PB + SD [%]
1 |100 47.20 + 1.65 5.60 10.48 £ 5.95

2 | 250 121.28 + 2.51 7.45 5.74 + 3.82

3 | 500 245.70 + 3.50 8.60 3.36 £2.71

4 ]800 382.55+ 11.10 34.89 8.27 £5.04

5 | 1000 491.64 % 7.00 16.72 3.26+2.70

C, - stezenie poczatkowe leku; C, - stezenie leku wolnego; SD - odchylenie standardowe; Cy, - stezenie leku
zwiazanego z bialkiem; PB - procent wiazania leku z bialkiem

W Tabeli 4.21 zebrano parametry wigzania DXM z albuming wolowg i ludzka, takie jak
liczba klas miejsc wigzacych, liczba miejsc wigzacych danej klasy, pojemnos$¢ wigzania, stata

asocjacji oraz stata dysocjacji obliczone na podstawie st¢zenia leku wolnego z zastosowaniem
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dializy rownowagowej. Analiza uzyskanych wynikéw z zastosowaniem regresji nieliniowej
wykazala, ze DXM wiazal si¢ z 1 klasg miejsc wigzacych na czasteczce BSA oraz HSA.
Wykazano istnienie 2.84 + 0.63 miejsc wiazacych danej klasy dla wigzania DXM z BSA oraz
3.32 + 0.22 miejsc wigzacych danej klasy dla wigzania DXM z HSA. Wyznaczono state
asocjacji wynoszace (4.03 + 0.84)-10° M oraz (4.38 + 0.2) - 10° M odpowiednio dla
wigzania DXM z BSA oraz HSA. Analiza statystyczna uzyskanych wynikow z zastosowaniem
ED nie wykazata istotnych réznic w wartosciach miejsc wigzacych danej klasy oraz stalej

asocjacji dla wigzania DXM z BSA i HSA (p<0.05).

Tabela 4.21. Parametry wigzania DXM z BSA oraz HSA wyznaczone w temp. 37°C z zastosowaniem ED

Parametry wiazania
. Temp. ; Liczba . .

Bialko ! Liczba klas o Pojemnosé¢ | Stala e

pomiaru | migjsc MIeISe wigzania | dysocjacji Slf/T_lla asocjaci

wigzacych w1qz§cych [M7] [uM] [M7]
danej klasy

BSA | 37°C 1 klasa 2.8440.63" ((3171)'99133 s g‘éa:;’ o
HsA  |37°C 1 klasa 332£022° (()12)'5_1133 e 845? o
* (p<0.05)

Celem poréwnania procesu wigzania DXM z BSA i HSA na podstawie pomiaréw
stezenia leku wolnego z zastosowaniem CE/FA i ED wykreslono izotermy dla tych procesow.

Na Rycinie 4.20 przedstawiono krzywe wysycenia jako zalezno$¢ wspdiczynnika
wysycenia od stezenia frakcji wolnej leku oraz wykresy Bjerruma odpowiednio dla wigzania
DXM z BSA i HSA. Korzystajac z parametru AIC wykazano najlepsze dopasowanie wigzania
DXM z BSA oraz HSA do modelu zaktadajacego istnienie 1 klasy miejsc wigzacych przy
wspotistnieniu wigzania niespecyficznego w przypadku analiz wykonanych z zastosowaniem
CE/FA oraz 1 klasy miejsc wiazacych dla wigzania tego leku z BSA i HSA w przypadku

pomiaréw wykonanych z zastosowaniem ED.
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Rycina 4.20. Wykresy zalezno$ci wspélczynnika wysycenia od stezenia leku wolnego dla wigzania DXM
Z BSA (A) oraz HSA (B) oraz wykresy Bjerruma dla wigzania DXM z BSA (C) oraz HSA (D) wyznaczone

na podstawie wynikow uzyskanych z zastosowaniem CE/FA oraz ED

4.7.3. Badanie wiazania prawastatyny z bialkami krwi na podstawie oznaczenia wolnej

frakcji leku z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej

Analiza elektroforetyczna roztworu prawastatyny z biatkiem w 67 mM buforze

fosforanowym nie pozwolita na oznaczenie wolnego leku [Rycina 4.10]. Optymalne

rozdzielenie leku wolnego uzyskano poprzez dodanie do buforu rozdzielajacego 10 mM

roztworu hydroksypropylo-f-cyklodekstryny [Rycina 4.11]. Wykazano, ze PRA w zadanych

temperaturach wigzata si¢ z HP-B-CD w okoto 30%, w calym zakresie stezen tego leku [Rycina

4.21, Tabela 4.22].
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Rycina 4.21. Wykresy zaleznos$ci wspolczynnika wysycenia od stezenia leku wolnego (A) oraz wykresy
Scatcharda (B) dla wigzania PRA z HP-$-CD, odpowiednio w temp. 25°C i 37°C

Tabela 4.22. Wiazanie PRA z HP--CD (n=4), w temp. 37°C

Lp. | Cp[uM] | C,+SD [uM] Co[uM] | PB+SD [%] r

1 50 36.80 + 0.20 13.20 26.41 +0.40 0.0013
2 100 73.91+2.68 26.09 26.09 + 2.68 0.0026
3 200 144.92 + 3.45 55.08 27.54+1.73 0.0055
4 400 285.24 + 2.41 114.76 28.69 +0.60 0.0115
5 500 363.63+1.75 136.37 27.27+0.35 0.0136
6 600 437.75+ 15.18 162.25 27.04 + 253 0.0162
7 800 582.20 + 5.83 217.80 27.23+0.73 0.0218
8 1000 732.01+3.22 267.99 26.80 + 0.32 0.0268

C, - stezenie poczatkowe leku; C, - stezenie leku wolnego; SD - odchylenie standardowe; Cy, - stezenie leku
zwiazanego z bialkiem; PB - procent wiazania leku z bialkiem; r - wspélczynnik wysycenia

W ramach przeprowadzonych badan oceniono wigzanie PRA w zakresie stgzen 50-
1000 uM z BSA, HSA oraz AGP z zastosowaniem CE/FA. Wszystkie probki przygotowano
w 67 mM buforze fosforanowym, do ktérego dodano 10 mM roztwor HP-B-CD.

Na Rycinie 4.22 przedstawiono izotermy wigzania prawastatyny z BSA oraz HSA.
Przebieg wykresoOw zalezno$ci wspotczynnika wysycenia od stezenia leku wolnego oraz
wykresow Bjerruma dla wigzania PRA z badanymi biatkami wskazuje na brak wysycenia
miejsc wigzgcych, zardbwno na albuminie wotowej, jak i albuminie ludzkiej w zakresie uzytych

stezen leku.
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Rycina 4.22. Wykresy zaleznos$ci wspolczynnika wysycenia od stezenia leku wolnego (A) oraz wykresy
Bjerruma (B) dla wiazania PRA z BSA oraz HSA

Procent wigzania prawastatyny z BSA oraz HSA zebrano w Tabeli 4.23. Prawastatyna
wigzata si¢ z albuming wotowa od 56.68 + 1.75% dla najnizszego stezenia leku do 51.71 +
0.41% dla najwyzszego stezenia leku, podczas gdy z albuming ludzka wigzanie bylo réwne
54.71 + 2.41% (dla stgzenia poczatkowego PRA wynoszacego 100 uM) i malato do 45.55 +
2.07% (dla stezenia PRA rownego 1000 uM). Stopien wigzania prawastatyny z BSA i HSA nie
roznil sie istotnie statystycznie (p<0.05).

Tabela 4.23. Procent wiazania PRA z BSA oraz HSA (n=3-4) wraz z warto$ciami wspolczynnikéw
wysycenia wyznaczony w temp. 37°C, z zastosowaniem CE/FA

BSA HSA
Lp. Cp [uM]

PB + SD [%0] r PB + SD [%0] r
1 100 54.67 +1.51 0.09 54.71+2.41 0.09
2 200 56.68 + 1.75 0.19 49.83+£0.78 0.17
3 400 56.39 £ 0.80 0.38 48.43 +£1.82 0.32
4 500 54.29 +£1.39 0.45 51.31+3.29 0.43
5 600 52.53+1.92 0.53 46.92 £ 0.42 0.47
6 800 52.68 + 3.22 0.70 46.11+1.53 0.61
7 1000 51.71+£0.41 0.86 4555 +2.07 0.76

C, - stezenie poczatkowe leku; PB - procent wiazania leku z bialkiem; SD - odchylenie standardowe;
r - wspéleczynnik wysycenia

W Tabeli 4.24 zebrano procent wigzania prawastatyny wyznaczony w zakresie stezen
100-1000 uM z AGP o stezeniu 22.7 uM, w temp. 37°C. Wigzanie tego leku z biatkiem,
w zakresie uzytych stezen byto nizsze od 7.21 + 2.90%. Wykres Scatcharda dla wigzania PRA
z AGP przedstawiono na Rycinie 4.23.
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Tabela 4.24. Procent wigzania PRA z AGP (n=3-4), w temp. 37°C, z zastosowaniem CE/FA

Lp. | Cp[uM] | Cu=SD [uM] Cb [uM] | PB = SD [%] r

1 50 46.57 + 1.44 3.43 6.85 + 2.88 0.15
2 100 92.79 + 2.90 7.21 7.21+2.90 0.32
3 200 191.45 + 4.42 8.55 4.27+221 0.38
4 400 379.56 + 2.65 20.44 5.11 + 0.66 0.90
5 500 479.89 + 0.45 20.11 4.02 +0.09 0.89
6 600 576.71 + 8.12 23.29 3.88+1.35 1.03
7 800 754.03 +2.53 45.97 5.75 +0.32 2.03
8 1000 942.60 + 11.04 57.40 574 +1.10 2.53

C, - stezenie poczatkowe leku; C, - stezenie leku wolnego; SD - odchylenie standardowe; Cy, - stezenie leku
zwiazanego z bialkiem; PB - procent wigzania leku z bialkiem; r - wspélczynnik wysycenia
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Rycina 4.23. Wykres Scatcharda dla wiagzania PRA z AGP, w temp. 37°C

W Tabeli 4.25 zebrano parametry wigzania PRA z badanymi biatkami wyznaczone na
podstawie oznaczen z zastosowaniem metody CE/FA, z uwzglednieniem réznych temperatur
pomiaru. Stosujgc regresje nieliniowg wykazano, ze PRA wigze si¢ z jedng klasg miejsc
wigzacych na czasteczce BSA niezaleznie od temperatury pomiaru oraz na czasteczce HSA
Z jedng klasg miejsc wigzacych przy wspolistnieniu wigzania niespecyficznego dla pomiaréw
wykonanych w temp. 25°C oraz z jedng klasg miejsc wigzacych w przypadku oznaczen
wykonanych w temp. 37°C. Wykazano istnienie 6.92 + 0.34 miejsc wigzacych danej klasy dla
wigzania PRA z BSA oraz 2.87 + 0.39 miejsc wigzacych danej klasy dla wigzania PRA z HSA.
Wyznaczono stale asocjacji wynoszace (6.79 + 0.5) - 10> M™ oraz (8.16 + 0.5) - 10° M,
odpowiednio dla wigzania PRA z BSA oraz HSA. Analiza statystyczna uzyskanych wynikow
nie wykazata istotnych roéznic w wartosciach liczby miejsc wiazacych danej klasy oraz stalej

wigzania zaleznie od uzytej w badaniu albuminy (p<0.05).
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Tabela 4.25. Parametry wiazania PRA z BSA oraz HSA wyznaczone z zastosowaniem regresji nieliniowej

Parametry wiazania

Bialko | Temp. Metoda | | jczba klas rl;lli((:az'ks)(? Pojemnos¢ | Stala Stala
pomiaru | mijejsc wiqji B h wigzania dysocjacji asocltjacji
e o -1 .
wigzacych danej Klasy [M™] [nM] [M7]
. (2.72+ 1774.5 + (5.65 =
+
25°C | CE/FA | 1klasa 4.85+0.62 016) - 10° | 1242 04 . 10°
BSA
(4.69 + 1477.7 + (6.79 +
@ E/FA | 1k 92+0.34 .
3rC | CH asa 6922034 1 016)-10° | 1229 0.5) - 107
1 klasa + (1.34+ 154512+ | (647 +
N .07 x0.
25°C | CEIFA NSB 2.07+0.36 0.21) - 10° | 26.3 0.1) - 10°
HSA
(2.33 + 122857+ | (8.16 %
37°C | CE/FA | 1Kk 2.87+0.39 .
o 0.19) - 10° | 68.2 0.5) - 107

* p<0.05; NSB - wiazanie niespecyficzne

Zaobserwowane réoznice w przebiegu krzywych wysycenia zaleznie od temperatury

pomiaru przedstawiono dla wiazania PRA z BSA [Rycina 4.24] oraz HSA [Rycina 4.25].
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Rycina 4.24. Wykresy zaleznos$ci wspolczynnika wysycenia od stezenia leku wolnego (A) oraz wykresy
Bjerruma (B) dla wiazania PRA z BSA, w temp. 25 oraz 37 °C

A)

0

0.8 1
0.7 1
0.6 1
0.5 1
0.4 1
0.3 1
0.2 1
0.1 1

a37°C
*25°C

B)
0.9 -
08 -
0.7 -
0.6 -
05 -
0.4 -
03 -
0.2 -
0.1 -

0

a37°C

®25°C

0

200

400
Cu

600

800 0

logCu

3

Rycina 4.25. Wykresy zalezno$ci wspolczynnika wysycenia od stezenia leku wolnego (A) oraz wykresy
Bjerruma (B) dla wigzania PRA z HSA, w temp. 25 oraz 37 °C
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4.7.4. Badanie wigzania prawastatyny z bialkami krwi z zastosowaniem dializy

rownowagowej

Procent wigzania prawastatyny z BSA oraz HSA wyznaczony z zastosowaniem dializy
rownowagowej zebrano w Tabeli 4.26. Prawastatyna wigzata si¢ z BSA od 52.53 + 2.97% dla
najnizszego st¢zenia poczatkowego leku do 47.08 + 1.87% dla najwyzszego st¢zenia tego leku,
natomiast z HSA od 48.70 + 2.27% dla stgzenia 300 uM do 40.71 + 1.29% dla stezenia 2000
uM. Wiazanie tego leku z AGP wynosito maksymalnie 5.83 + 3.37% w zakresie badanych
stezen [Tabela 4.27].

Tabela 4.26. Procent wiazania PRA z BSA wyznaczony z zastosowaniem dializy rownowagowej (n = 3-5)

BSA HSA
Lp. | CpleM]
PB £ SD [%] r PB + SD [%)] r

1 200 52.53+2.97 0.12 -

2 300 52.72+1.76 0.18 48.70 £ 2.27 0.16
3 400 50.55+3.58 0.23 47.40+2.16 0.21
4 500 52.90 +3.50 0.30 45.88 +3.85 0.25
5 600 54.08 +1.83 0.37 4477 +£2.31 0.29
6 800 51.13+1.51 0.46 43.74 +£2.14 0.37
7 1000 47.01+2.39 0.51 40.50+3.76 0.42
8 1500 4945+ 1.15 0.82 40.94 +1.32 0.64
9 2000 47.08+1.87 1.03 40.71+1.29 0.85

C, - stezenie poczatkowe leku; C, - stezenie leku wolnego; SD - odchylenie standardowe; Cy, - stezenie leku
zwiazanego z bialkiem; PB - procent wiazania leku z bialkiem; r - wspélczynnik wysycenia

Tabela 4.27. Procent wigzania PRA z AGP wyznaczony z zastosowaniem dializy rownowagowej

Lp. | C,[uM] Cy% SD [uM] Cp [uM] PB + SD [%]
1| 200 97.08 + 1.75 5.8 5.64 + 3.29
2 |300 147.03 + 1.36 5.9 3.87+ 1.74
3 |500 246.44 + 4.37 7.1 2.77+£3.37
4 |800 387.90 + 7.18 24.2 5.83 + 3.37
5 | 1000 482.76 + 6.31 345 6.65 + 2.34

C,, - stezenie poczatkowe leku; C, - stezenie leku wolnego; SD - odchylenie standardowe; Cy, - stezenie leku
zwiazanego z bialkiem; PB - procent wiazania leku z bialkiem

W Tabeli 4.28 zebrano parametry wigzania PRA z BSA oraz HSA wyznaczone metoda
regresji nieliniowej. Ocena wigzania prawastatyny z BSA oraz HSA wskazala na istnienie
1 klasy miejsc wigzgcych przy istnieniu 4.53 + 1.25 miejsc wigzacych danej klasy w przypadku
wigzania PRA z BSA oraz 3.94 + 1.28 miejsc wigzacych danej klasy dla wigzania PRA z HSA.
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Wyznaczono stale wiazania wynoszace (4.24 + 0.1) - 10° M oraz (3.60 + 0.2) - 10> M™
odpowiednio dla wigzania PRA z BSA oraz HSA.

Tabela 4.28. Parametry wigzania PRA z BSA oraz HSA wyznaczone z zastosowaniem regresji nieliniowej

na podstawie oznaczen z zastosowaniem ED

Parametry wiazania
. Liczba . >
Bialko Temperatura Ll_(:z_ba klas miejsc Pojemnos¢ | Stala Stala
miejsc i wigzania dysocjacji asocltjaCJl
wigzacych danej Klasy [Ml] [nM] [M7]
191+ 2359.65 + (4.24+
“ O3+ 1.
BSA 37°C 1 klasa 4.53+1.25 0.48) - 10° 56.28 0.1) - 102
(1.40+ 2782.25 + (3.60 £
g +
HSA 37°C 1 klasa 3.94+1.28 0.37) - 10° 17234 0.2) - 10°

Na Rycinie 4.26 przedstawiono izotermy dla procesu wigzania prawastatyny z BSA

i HSA uzyskane z zastosowaniem CE/FA oraz ED. Przebieg wykresow zaleznosci

wspotczynnika wysycenia od stezenia leku wolnego oraz wykresow Bjerruma wskazuje na

brak wysycenia miejsc wigzacych przez PRA zaréwno na albuminie wotowej, jak i ludzkiej,

w zakresie zastosowanych stezen leku.
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Rycina 4.26. WyKkresy zaleznos$ci wspolczynnika wysycenia od stezenia leku wolnego dla wigzania PRA
Z BSA (A) oraz HSA (B) oraz wykresy Bjerruma dla wiagzania PRA z BSA (C) oraz HSA (D) wyznaczone na
podstawie analiz z zastosowaniem CE/FA oraz ED
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4.8. Wyznaczanie  podstawowych funkcji termodynamicznych dla  wigzania

deksametazonu z albuming ludzkg i wolowa

Na podstawie réwnan 22 i 23 wyznaczono podstawowe funkcje termodynamiczne dla
wigzania deksametazonu z BSA i HSA. Zmiany entalpii swobodnej, entalpii oraz entropii
zebrano w Tabeli 4.29. Ujemne wartosci entalpii swobodnej dla wigzania DXM z BSA i HSA
wskazujg na samorzutnos$¢ tych proceséw. Zmiany entropii i entalpii dla wigzania DXM z BSA
oraz HSA sg dodatnie, co wskazuje, ze procesy te sa endotermiczne, a interakcje hydrofobowe
przewazajg W procesie wigzania tego leku z badanymi biatkami [90, 105]. Niewielkie zmiany
entalpii wskazuja, ze w procesie wigzania tego leku z HSA, prawdopodobny udzial moga mie¢

rowniez oddziatywania jonowe [90, 105, 106].

Tabela 4.29. Podstawowe funkcje termodynamiczne dla wiazania DXM z BSA oraz HSA

Lek-biatko Temperatura [K] AG [kJmol']  |AH [kJmol™] | AS [Jmol’K™]
298 -18.03 +0.28

DXM — BSA 11021 £15.17 |430.34+49.95
310 23.19+0.32
298 22.23+0.27

DXM — HSA 11.41 +8.93 112.88 +29.51
310 23.59 +0.32

AG - zmiana entalpii swobodnej; AH - zmiana entalpii; AS - zmiana entropii

4.9. Wyznaczanie podstawowych funkcji termodynamicznych dla wiazania prawastatyny

z albuming ludzka i wolowa

Korzystajac z rownan 22 i 23 wyznaczono podstawowe funkcje termodynamiczne dla
wigzania prawastatyny z BSA i HSA. Zmiany entalpii swobodnej, entalpii oraz entropii
zebrano w Tabeli 4.30. Zmiany entalpii swobodnej dla wigzania PRA z BSA i HSA byly
ujemne, natomiast zmiany entropii i entalpii dla tych procesow byly dodatnie. Ujemne warto$ci
AG wskazuja, ze proces wigzania PRA z badanymi biatkami przebiegat samorzutnie. Dodatnie
zmiany entalpii dla wigzania PRA z BSA i HSA wskazuja, ze procesy te zachodzity
endotermicznie. Na podstawie obserwowanych dodatnich warto$éci AS oraz AH mozna
przypuszczaé, ze gtdéwng role w procesie wigzania PRA z badanymi bialkami odgrywaja
interakcje hydrofobowe, jednak niewielkie zmiany entalpii wskazuja, ze W procesie wigzania
tego leku z BSA i HSA, prawdopodobny udziat mogg mie¢ roéwniez oddzialywania jonowe [90,
105, 106].
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Tabela 4.30. Podstawowe funkcje termodynamiczne dla wiazania PRA z BSA oraz HSA

Lek-bialko |Temperatura[K] |AG [kJmol™] AH [kJmol ] AS [Jmol*K™]
298 -15.69 +0.17

PRA-BSA 11.75+0.85 92.09 + 3.43
310 -16.80 + 0.21
298 -16.03 + 0.04

PRA-HSA 14.73 +2.46 103.20 + 8.41
310 -17.27+0.14

AG - zmiana entalpii swobodnej; AH - zmiana entalpii; AS - zmiana entropii

4.10. Ocena wigzania substancji o aktywnosci biologicznej z bialkami krwi na
podstawie oznaczania wolnej frakcji tych zwiazkow z zastosowaniem elektroforezy

kapilarnej w trybie analizy frontalnej

W ramach badan opracowano specyficzne warunki oznaczania stezenia wolnej frakcji
nowych zwigzkéw, aktywnych farmakologicznie produktow syntezy chemicznej
z zastosowaniem CE/FA. W ramach badan oceniono wigzanie kwasu nikotynowego,
nikotynamidu oraz N-metylonikotynamidu, jako substancji referencyjnych dla badanych
zwigzkow, ktore cechowaty si¢ zroznicowanymi wiasciwosciami fizykochemicznymi. Warunki
analizy z zastosowaniem CE/FA dla badanych zwiazkow zebrano w Tabeli 3.2. Z uwagi na brak
istotnych statystycznie réznic w wigzaniu deksametazonu i prawastatyny z BSA i HSA, do

oceny wigzania nowych substancji zastosowano albumine wotowa.

4.10.1. Walidacja metody oznaczania stezenia frakcji wolnej badanych zwigzkéw

z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej

Przedmiotem badan byly zwiazki, takie jak 1-metylopirydyna, 1,4-dimetylopirydyna,
kwas nikotynowy, nikotynamid, N-metylonikotynamid, substancje o akronimach C-2504,
C-2507, C-2511, C-2515, C-2517, C-2518, C-2551, C-2578, C-2586, C-2590 oraz V-Pyrro/NO
i V-Proli/NO, ktorych stezenia frakcji wolnej oznaczano z zastosowaniem CE/FA. Parametry
walidacji metody, takie jak liniowo$¢, granica wykrywalnosci, granica oznaczalno$ci, precyzja
i doktadno$¢ zebrano w Tabeli 4.31. Z uwagi na fakt, Ze badanie kazdego ze zwigzkow
przeprowadzano w jednym dniu, oceniono zmienno$¢ metody w obrgbie jednego dnia.
Wszystkie opracowane metody byty liniowe, uzyskujac wysokie wspotczynniki determinacji
(R2 < 0.998). Metody charakteryzowaly si¢ wysoka precyzjag i dokladnoscig, wzgledne
odchylenie standardowe wahato si¢ w zakresie 0.04-6.34%, natomiast dokladno$¢ metod
miescita si¢ w granicach 95.55-109.88%.
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Tabela 4.31. Parametry walidacji metod oznaczania frakcji wolnej badanych zwiazkow z zastosowaniem CE/FA wyznaczone w jednym dniu

Iwinzek sthl;:ﬁsy gg::sj:ne o LOD R Precyzja [%] Dokladno$é [%]
(LM [AM] | [pg/mL] QCl | QCc2 |Qc3 |Qci QC2 QC3

1-MP 25-1000 | y=9.12x-4.27 0.9999 |6.18 | 0.80 18744396 | 433 |342 |157 |109.88+4.76 | 102.44+3.50 | 100.11+ 1.57
1,4-DMP 25-1000 | y=193.69x-320.7 | 0.9999 | 2.64 | 0.38 7994063 | 162 |187 |127 |105.68+1.71 |10031+1.87 | 102.11+1.30
mc?tsynowy 25-1000 | y=19.54x+47.3 | 0.9999 |2.28 |0.28 6.92+2.16 | 473 |250 |112 |102.02+4.83 |98.54+2.46 | 100.69+1.12
Nikotynamid | 25-1000 | y=22.72x+18.2 | 0.9999 | 158 | 0.19 479+£080 |462 |212 |094 |9824+453 |99.86=2.12 |99.78+0.94
MNA 25-1000 |y=19.49x+34.9 | 0.9999 | 262 | 0.45 793+ 1.65 | 467 |250 |112 |103.58=4.84 |99.03+£247 |101.07+1.13
C-2504 20-500 | y=7.97x+9.67 | 0.9995 |4.82 | 148 1461 +£3.18 | 160 |373 |634 |97.79+157 |98.93+3.69 |97.17+6.16
C-2507 20-500 | y=11.69x+24.85 | 0.9981 |2.46 | 0.90 747+669 | 068 |072 [3.48 |99.80+0.68 |97.33+£0.70 | 98.59+3.44
C-2511 20-500 | y=7.75x+95 0.9995 |3.60 |1.15 1234048 | 335 |357 |1.27 |99.94+335 | 101.08=3.61 |96.16+1.22
C-2515 20-500 | y=10.74x+20.68 | 0.9991 |3.96 | 1.33 13.60+123 | 042 |352 |3.66 |101.88+043 |98.41+347 |97.68+3.58
C-2517 20-500 | y=1051x+4.65 | 0.9997 |2.72 | 0.87 831+191 |242 |220 |143 |9879+240 |100.55+221 | 98.24=1.41
C-2518 20-500 | y=19.06x-25.17 | 0.9996 | 4.26 | 1.18 12904272 | 1.30 |244 |260 |98.50+128 |9555+2.33 |96.90+2.52
C-2551 20-500 | y=32.94x+49.27 | 0.9984 |3.87 |1.95 11724062 | 226 |471 |321 |10125+£229 |99.25+4.68 | 101.35+3.26
C-2578 20-500 | y=36.28x-15.37 | 0.9984 |532 |1.79 16124679 | 077 | 061 | 074 |100.03+0.77 | 98.40+0.60 | 96.49+0.72
C-2586 20-500 | y=23.48x+35.92 | 0.9986 |6.11 | 1.78 18524494 [ 015 |0.04 |0.30 |96.61+0.15 |99.34+0.04 |98.73+0.27
C-2590 20-500 | y=38.25x+397.3 | 0.9997 | 4.16 | 1.50 1260+1.03 | 012 |096 |1.37 |101.66+0.12 | 107.19+1.03 | 103.36 + 1.41
V-Proli/NO | 50-500 | y=8.89+1.66 0.9997 [3.85 |0.77 11674296 | 222 |084 |1.66 |99.094220 |99.67+0.84 |99.04+ 1.64
V-Pyrro/NO | 50-500 | y=3.21x-6.04 0.9999 |2.82 |0.44 854+467 |144 |128 |147 |97.76+141 | 100.87+129 | 99.17+ 1.46

kwas nikotynowy, nikotynamid, 1,4-DMP, 1-MP, MNA
V-Proli/NO, V-Pyrro/NO: QC1=50 pM, QC2=250 uM, QC3=500 pM

- QC1=50 pM, QC2=300 pM, QC3=600 pM; C-2504-C-2590: QC1=50 pM, QC2=200 pM, QC3=400 pM;
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4.10.2. Ocena wiazania 1-metylopirydyny oraz 1,4-dimetylopirydyny z bialkami krwi

z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej

W ramach wykonanych badan oceniono wigzanic 1-metylopirydyny oraz
1,4-dimetylopirydyny z BSA oraz AGP stosujac fizjologiczne stezenie tych bialek. Wigzanie
badanych zwigzkow przedstawiono w postaci wykresu Scatcharda na Rycinach 4.27 1 4.28.

0.001 - 0.02 -
A) B)
0.0008 -
0.015 -
0.0006 -
r/Cu 0.01 -
0.0004 - rcu
0.0002 - * 0.005 - .
* ° .
ole e ¢ : . 0 %0c o %o
0 002 004 006 008 0.1 0 * - -
r 0 0.5 r 1 15

Rycina 4.27. Wykresy Scatcharda dla wiazania 1-MP z BSA (A) i AGP (B)

A) 0001 - B) 0.001 |
0.0008 - 0.0008 -
0.0006 - 0.0006 -
r/Cu r/Cu
0.0004 - 0.0004 -
0.0002 - 0.0002 -
9, - . IS 2N *
0 * R : «* 0® . : .
0 0.05 0.1 0.15 0 0.05 0.1 0.15
r r

Rycina 4.28. Wykresy Scatcharda dla wiazania 1.4-DMP z BSA (A) i AGP (B)

Na podstawie liniowej zaleznosci wysokosci piku plateau od st¢zenia substancji
w roztworze buforowym wyznaczono stgzenie frakcji wolnej zwigzkow w probkach
badanych. Na podstawie znajomosci st¢zenia frakcji wolnej obliczono procent wigzania
badanych substancji z BSA i AGP. Stopien wigzania 1-MP oraz 1,4-DMP zebrano w Tabeli
4.32. Wigzanie badanych zwigzkow z BSA 1 AGP bylo nizsze od 10%.
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Tabela 4.32. Procent wiazania 1-MP oraz 1.4-DMP z BSA i AGP na podstawie stezenia frakcji wolnej
oznaczanej z zastosowaniem CE/FA (n=3-4)

PB + SD [%]
Lp. | C, [uM] BSA AGP
1-MP 1.4-DMP 1-MP 1.4-DMP

1 | 100 2.62+0.48 3.04 +0.34 353+ 1.77 2.50 +2.09
2 ]300 2.73+3.29 2.75+1.78 6.95+4.77 5.66 + 1.52
3 |500 0.82 +2.50 1.71+0.95 3.02+241 2.46+227
4 ]800 1.38+0.52 2.77+0.33 2.66+0.73 4.09 +0.28
5 | 1000 1.69 + 1.39 6.47 +0.21 0.43 +0.54 6.17 + 0.02

C, - stezenie poczatkowe zwiazku; PB - procent wigzania zwigzku z bialkiem; SD - odchylenie
standardowe

4.10.3. Ocena wigzania kwasu nikotynowego i jego analogéw z bialkami Kkrwi

z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej

W ramach przeprowadzonych badan oceniono wigzanie kwasu nikotynowego oraz
jego pochodnych, takich jak nikotynamid i N-metylonikotynamid z BSA i AGP stosujac
fizjologiczne st¢zenie tych bialek. Uwzgledniajac roézne wiasciwosci fizykochemiczne
badanych substancji opracowano odpowiednie parametry analizy z zastosowaniem CE/FA
[Tabela 3.2]. Korzystajac z réwnania regresji krzywej kalibracyjnej wyznaczono st¢zenie
frakcji wolnej zwigzkow oraz obliczono procent wigzania badanych substancji z BSA i AGP.

Wyniki wigzania kwasu nikotynowego z BSA przedstawiono w postaci wykresow
Scatcharda i Bjerruma [Rycina 4.29], natomiast wigzanie kwasu nikotynowego z AGP
w postaci wykresu Scatcharda [Rycina 4.30]. Ksztatt linii trendu wykresu Bjerruma wskazuje
na brak wysycenia miejsc wigzacych na BSA przez czasteczki kwasu nikotynowego

W badanym zakresie stezen.

A) B) |
L .
0.016 - .
* 0.8 -
0.012 -
* 0.6 -
r/iC, r
0.008 - 04
L 4 _
0.004 * 0.2
0 T T T !
0 : . . 0 1 2 3 4
0 0.5 r 1 15 |()gCu

Rycina 4.29. Wykresy Scatcharda (A) i Bjerumma (B) dla wiazania kwasu nikotynowego z BSA
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Rycina 4.30. Wykres Scatcharda dla wigzania kwasu nikotynowego z AGP

Wiazanie kwasu nikotynowego z BSA zalezalo od stezenia zwigzku, malejac ze
zwigkszaniem st¢zenia substancji. Wigzanie to bylo rowne 83.72 + 6.95% przy stezeniu
poczatkowym rownym 80 uM malejac do 48.69 + 2.46% przy stezeniu réwnym 1 mM
[Tabela 4.33]. Kwas nikotynowy wigzat si¢ z dwoma klasami miejsc wigzacych na czasteczce
BSA, o statych asocjacji rownych odpowiednio (2.49 + 0.37) - 10° M oraz (9.88 + 1.93) - 10°
M™ [Tabela 4.34]. Kwas nikotynowy wigazat si¢ z AGP w niewielkim stopniu, ponizej 6.05 +
1.22% w badanym zakresie stezen [Tabela 4.33].

Tabela 4.33. Procent wigzania kwasu nikotynowego z BSA i AGP

BSA AGP
Lp. | Cp [uM]

PB = SD [%] r PB = SD [%]
1 25 - - 6.05 +1.22
2 50 - - 2.84 +0.66
3 80 83.72+6.95 0.11 0.77 £0.68
4 100 84.35+1.84 0.14 1.69+0.71
5 150 79.48 +£1.39 0.20 0.85+0.94
6 200 75.19+3.12 0.25 0.87+0.44
7 250 72.68 +0.99 0.30 0.44 +£0.51
8 500 61.26 + 1.66 0.51 0.76 £ 0.51
9 1000 48.69 + 2.46 0.82 1.19+0.22

C,, - stezenie poczatkowe zwiazku; PB - procent wiazania; SD - odchylenie standardowe; r - wspélczynnik
wysycenia

90



WYNIKI

Tabela 4.34. Parametry wiazania kwasu nikotynowego z BSA (600 pM) wyznaczone z zastosowaniem

regresji nieliniowej

Parametry wiazania

Liczba klas miejsc wiazacych 2 klasy
Liczba miei . h danei kI n=1.12+0.13;
iczba miejsc wiazacych danej klasy na= 030 £0.15

Pojemno$¢ wigzania [M™]

nKa = (2.8 +0.74) - 10%
nKz, = (2.88 + 1.38) - 10*

Stala dysocjacji [nM]

Ka = 407.40 £ 60.26;
Kae2=10.38 +2.00

Stala asocjacji [M™]

Ka= (2.49 £0.37) - 10%;
K..=(9.88 + 1.93) - 10*

Na Rycinach 4.31 i 4.32 przedstawiono

nikotynamidu i MNA z BSA i AGP.

wykresy Scatcharda dla wigzania

A) B)
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0.006 - 0.006 -
r/Cu r/Cu
0.004 - 0.004 -
0.002 - 0.002 -
0 «‘_“’ L S . s S . B
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r r
Rycina 4.31. Wykresy Scatcharda dla wiazania nikotynamidu z BSA (A) i AGP (B)
A) B)
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0.015 -
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Rycina 4.32. Wykresy Scatcharda dla wigzania MNA z BSA (A) i AGP (B)

Zarowno nikotynamid jak i N-metylonikotynamid w badanym zakresie stgzen (50-
500 uM) wigzaty si¢ z BSA i AGP w niewielkim stopniu, odpowiednio 4.24 + 4.43% i 9.93 +
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1.24% w przypadku wigzania nikotynamidu z BSA i AGP oraz 5.34 + 1.42% i 3.02 + 0.66%
dla wigzania MNA z BSA i AGP [Tabela 4.35].

Tabela 4.35. Procent wigzania nikotynamidu i MNA z BSA i AGP

PB = SD [%]
Lp. | Cp, [uM] BSA AGP
Nikotynamid MNA Nikotynamid MNA
1 50 462 +0.32 5.34+1.42 9.93+1.24 2.73+1.93
2 100 4.24 +4.43 3.97+3.04 8.71+2.10 0.81+0.21
3 150 1.05+1.36 234+ 157 4.61+0.39 1.04 +0.67
4 200 2.34+234 3.59 +2.29 3.60 +1.27 1.55+0.50
5 250 3.71+3.16 3.563+1.93 2.64 +0.35 151+1.64
6 500 1.24+0.44 3.83+2.79 3.09+1.41 3.02 + 0.66

C, - stezenie poczatkowe zwiazku; PB - procent wigzania zwiazku z bialkiem; SD - odchylenie
standardowe

4.10.4.Ocena wigzania nowych zwiazkéw zaprojektowanych jako substancje
uwalniajace tlenek azotu i MNA z bialkami krwi z zastosowaniem elektroforezy

kapilarnej w trybie analizy frontalnej

Oceniono stopien wigzania z biatkami krwi zwigzkéw o akronimach C-2504, C-2507,
C-2511, C-2515, C-2517, C-2518, C-2551, C-2578, C-2586 oraz C-2590 zaprojektowanych
jako substancje uwalniajace tlenek azotu i MNA. Uwzgledniajac rozne wilasciwosci
fizykochemiczne badanych substancji dobrano odpowiednie parametry analizy frontalnej
[Tabela 3.2]. Na podstawie rdwnania regresji krzywej wzorcowej wyznaczono stezenie frakcji
wolnej zwiazkdw oraz obliczono procent wigzania badanych substancji z BSA 1 AGP.

Na Rycinie 4.33 A-J zebrano wykresy Scatcharda dla wigzania nowych substancji,
o0 akronimach C-2504, C-2507, C-2511, C-2515, C-2517, C-2518, C-2551, C-2578, C-2586,
C-2590 z BSA i AGP. Wszystkie badane zwigzki wigzaly si¢ z AGP w niewielkim stopniu,
ponizej 5%. Sposrod badanych pochodnych najsilniej wigzaty si¢ z BSA zwiazki C-2551
[Rycina 4.33 G1] oraz C-2590 [Rycina 4.33 J1].
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Rycina 4.33. Wykresy Scatcharda dla wiazania C-2504 (A), C-2507 (B), C-2511 (C), C-2515 (D), C-2517
(E), C-2518 (F), C-2551 (G), C-2578 (H), C-2586 (1), C-2590 (J) z BSA (1 — lewy panel) i AGP (2 — prawy

panel)

Stopien wigzania zwigzkow C-2551 i C-2590 z BSA przedstawiono w Tabeli 4.36. Jak

wynika z zamieszczonych danych procent wigzania badanych substancji z BSA zmniejszat si¢

ze zwigkszaniem ich stezenia w probce od 31.20 + 3.76% do 11.59 + 1.62% dla zwigzku
C-2551 oraz od 33.12 + 3.34% do 16.59 + 0.24% dla zwigzku C-2590, w zakresie st¢zen

badanych zwigzkoéw 50-500 pM.

Tabela 4.36. Procent wigzania C-2551 i C-2590 z BSA na podstawie stezenia wolnej frakcji oznaczanej

z zastosowaniem CE/FA (n=3)

C-2551 C-2590
Lp. | Cp [uM]

PB % SD [%] r PB £ SD [%] r
1 50 31.20+ 3.76 0.16 33.12+3.34 0.03
2 80 32.13+1.02 0.26 22.75+0.74 0.03
3 100 27.48 +1.66 0.27 23.50 +2.80 0.04
4 150 17.67+1.15 0.27 18.56 + 0.06 0.06
5 200 18.05+0.77 0.36 16.83 +0.31 0.08
6 400 15.93+ 3.16 0.46 17.34 +1.87 0.12
7 500 11.59+1.62 0.80 16.59+0.24 0.14

C, - stezenie poczatkowe zwiazku, PB - procent wiazania zwiazku z bialkiem; SD - odchylenie

standardowe; r - wspolczynnik wysycenia
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Zwiazki C-2551 1 C-2590 wigzaty si¢ z BSA, odpowiednio z jedna klasy miejsc
wigzacych oraz jedna klasa miejsc wigzacych przy wspotistnieniu wigzania niespecyficznego.
Wykazano istnienie 0.59 + 0.18 miejsc wigzacych danej klasy dla wigzania C-2551 z BSA
oraz 2.30 = 0.95 miejsc wigzacych danej klasy dla wigzania C-2590 z tym biatkiem. State
wigzania dla zwigzkow C-2551 i C-2590 z BSA byly réwne odpowiednio (7.01 +
1.59) - 10° M oraz (1.43 + 0.15) - 10> M odpowiednio dla wiazania C-2551 oraz C-2590
z BSA [Tabela 4.37].

Tabela 4.37. Parametry wigzania zwigzkow dla C-2551 i C-2590 z BSA wyznaczone z zastosowaniem
regresji nieliniowej

Parametry wigzania IR R

C-2551 C-2590
Stezenie bialka 600 uM 600 uM
Liczba klas miejsc wiazacych 1 klasa 1 klasa + NSB
Liczba miejsc wiazgcych danej klasy 0.59+0.18 2.30+£0.95
Pojemno$¢ wiazania [M™] (4.31+2.21) - 10° (3.20 + 1.00) - 10°
Stala dysocjacji [pM] (1.46 £ 0.33) - 10° (7.06 £ 0.76) - 10°
Stala asocjacji[M™] (7.01 + 1.59) - 10° (1.43 £ 0.15) - 10°

NSB - wiazanie niespecyficzne

4.10.5. Ocena wiazania V-Pyrro/NO i V-Proli/NO z bialkami krwi z zastosowaniem

elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej

Na Rycinach 4.34 oraz 4.35 przedstawiono wykresy Scatcharda oraz Bjerruma dla
wigzania V-Pyrro/NO i V-Proli/NO z BSA oraz wykresy Scatcharda dla wigzania tych
zwigzkow z AGP. Ksztatt wykreséw Bjerruma wskazuje na brak wysycenia miejsc wigzacych

na czgsteczce BSA przez badane zwigzki.
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A) B)
0.0075 - 0.0075 -
0.006 - 0.006 -
0.0045 - 0.0045 -
r/Cu r/Cu
0.003 - 0.003 -
*
0.0015 - S 0.0015 1 W
0 . . . 0 . . . . .
0 0.2 r 0.4 0.6 0 0.1 02 . 03 0.4 05
C) D)
05 - 0.4 -
.
04 - 03
03 - r * /e
r 0.2 - *
0.2 - .
0.1 - 017
0 . . . 0 . . .
0 1 log[Cu] 2 3 0 1 log[Cu] 2 3

Rycina 4.34. Wykresy Scatcharda dla wigzania V-Proli/NO (A) i V-Pyrro/NO (B) z BSA oraz wykresy

Bjerruma dla wiazania V-Proli/NO (C) i V- Pyrro/NO (D) z tym bialkiem
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Rycina 4.35. Wykresy Scatcharda dla wiazania V-Proli/NO (A) oraz V-Pyrro/NO (B) z AGP

Zwigzek V-Proli/NO wigzal si¢ w wigkszym stopniu z BSA w poréownaniu do
V-Pyrro/NO w zakresie badanych stezen. V-Proli/NO wigzat si¢ z BSA od 43.26 + 2.65% do
60.63 + 0.75%, natomiast wigzanie V-Pyrro/NO bylo rowne od 21.28 + 1.02% do 31.38 +
7.57% [Tabela 4.38].
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Tabela 4.38. Wiazanie V-Proli/NO i V-Pyrro/NO z BSA (n = 3)

V-Proli/NO V-Pyrro/NO
Lp. | Cp [uM]

PB = SD [%] r PB £ SD [%] r
1 100 60.63 = 0.75 0.20 29.70 £ 4.29 0.10
2 200 58.54 + 1.87 0.20 31.38 +7.57 0.21
3 300 54.33 + 3.37 0.27 22.49+2.52 0.22
4 400 48.72+2.24 0.32 25.38 +£2.71 0.34
5 500 43.26 + 2.65 0.36 21.28+1.02 0.35

C, - stezenie poczatkowe zwiazku; PB - procent wiazania zwiazku z bialkiem; SD - odchylenie
standardowe; r - wspolczynnik wysycenia

W Tabeli 4.39 zebrano procent wigzania V-Proli/NO oraz V-Pyrro/NO z AGP
W zakresie badanych stezen. Zaden z badanych zwiazkow nie wiazat sie z AGP w stopniu

wiekszym niz 7.22 + 3.02%.

Tabela 4.39. Wigzanie V-Proli/NO i V-Pyrro/NO z AGP (n = 3)

PB + SD [%]
Lp. Cp [mM] .
V-Proli/NO V-Pyrro/NO

1 100 3.17+0.29 3.09+2.35
2 200 0.76 +£0.37 1.91+0.50
3 300 4.15+1.27 7.22 +3.02
4 400 2.82+£0.09 3.08+1.97
5 500 4.35+0.46 1.61+0.84

C, - stezenie poczatkowe zwiazku; PB - procent wiazania zwiazku z bialkiem; SD - odchylenie
standardowe

V-Proli/NO i V-Pyrro/NO wigzaty si¢ z jedng Klasa miejsc wigzacych na czasteczce
BSA, przy istnieniu 0.92 + 0.54 1 0.73 + 0.42 miejsc wigzacych danej klasy, odpowiednio dla
V-Proli/NO i V-Pyrro/NO. Wyznaczono stale asocjacji rowne (7.57 + 0.40) - 10° M™ oraz
(1.93 + 0.05) - 10° M™, odpowiednio dla wiazania V-Proli/NO oraz V-Pyrro/NO z BSA.
Niewielkie warto$ci statych wskazuja na $redniag sile wigzania tych zwigzkéw z albuming

wotowa. Parametry wigzania dla badanych zwigzkéw zebrano w Tabeli 4.40.
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Tabela 4.40. Parametry wigzania V-Proli/NO oraz V-Pyrro/NO z BSA w temp. 37°C

Parametry wigzania Badan3-f zwlazek

V-Proli/NO V-Pyrro/NO
Stezenie biatka 600 uM 600 uM
Liczba klas miejsc wiazacych 1 klasa 1 klasa
Liczba miejsc wigzacych danej klasy 0.92+0.54 0.73+0.42
Pojemno$¢ wiazania [M™] (7.10 £ 4.42) - 10° (1.43+0.85) - 10°
Stala dysocjacji [pnM] 132.25+6.92 517.64 £ 13.04
Stala asocjacji [M™] (7.57 £ 0.40) - 10° (1.93 £ 0.05) - 10°

4.11. Poszukiwanie zalezno$ci pomiedzy stopniem wiazania substancji z bialkami krwi

a wlasciwosciami fizykochemicznymi

W celu poszukiwania zaleznosci stopnia i sity wigzania badanych zwiazkéw z ich
podstawowymi wiasciwosciami fizykochemicznymi, takimi jak lipofilowos$¢ 1 wlasciwosci
kwasowo-zasadowe, korzystajac z programu komputerowego ACD/I-Lab 2.0 (Advanced
Chemistry Development. Inc., Toronto, On, Canada) obliczono wspoétczynnik podziatu
n-oktanol/woda (logP), wspétczynnik dystrybucji (logD’*) oraz wyktadnik statej dysocjacji

(pKa). Uzyskane wyniki wraz z dostepnymi danymi literaturowymi zebrano w Tabeli 4.41.
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Tabela 4.41. Podstawowe parametry fizykochemiczne badanych zwigzkéw wyznaczone z zastosowaniem
programu ACD/I-Lab 2.0 wraz z dostepnymi danymi literaturowymi

pK, Dane literaturowe
Zwigzek logP logD™ | Ugrupowania | Ugrupowania
kwasowe zasadowe loglFi el PKa
1.2 £0.4%
6.1+0.7 Brak grup 1.89;
DXM 0.65+£062 | -4.47 13.9+0.9 zasadowych i 6.18 [107]
15.0+0.9
logP =
43 + 0.4 _ 4.36 [110]
PRA 1354054 |-047 |148+08 ST 2.20 [108]; 1 4 474 0.02
157408 zasadowych logD"" = [111]
o -0.67 [109]
1-MP 3594044 | -346 | Brak Zwiazek : :
w postaci kationu
) ) Zwiazek ) i
1.4-DMP 3.13+0.44 3.25 Brak W postaci kationu
4.87 (25°C)
Kwas i logP = [113];
nikotynowy 0.15+034 |-3.06 |20+04 48+04 0.36 [112] 475 (25°C)
[114]
. . ) i logP = 3.35(25°C)
Nikotynamid | -0.11 +0.24 0.45 148+0.4 34+£04 -0.37 [115] [4]
Zwigzek
MNA -1.9+0.64 -3.91 10.1+0.7 w postaci kationu - -
Zwigzek
C-2504 -5.17+091 | -6.18 33+£1.2 w postaci kationu | - -
Zwigzek
C-2507 -4.04+0.92 | -3.02 99+0.7 w postaci kationu |~ -
Zwigzek
C-2511 -4.64+091 | -6.03 33+£1.2 w postaci kationu |~ -
Zwigzek
C-2515 -4.99+0.9 -4.25 8.2+0.9 w postaci kationu | - -
8.1+13* Zwiazek
C-2517 -5.67+0.94 | -4.76 13.5+£0.9 w postaci kationu | i
C-2518 4144084 |-355 | Brak Zwigzek : :
w postaci kationu
Zwiazek
C-2551 -0.92+1.06 | -1.93 8.5+0.8 w postaci kationu | - -
Zwiazek
C-2578 -4.85+091 | -4.22 7.7+0.9 w postaci kationu | -
Zwiazek
C-2586 -5.04+091 | -4.94 6.1+1.0 w postaci kationu | - -
7.9+0.5 Zwiazek
C-2590 4082096 1409 194,07 w postaci kationu | - )
V-ProliiNO | 0.7+0.63 | -4.4 1.9+0.8 Zwigzek - -
w postaci kationu
V-PYrro/NO | 1.63+061 | 064 | Drak ugrupowah kwasowych . .

i zasadowych

*najmocniejszy kwas/zasada
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Na Rycinie 4.36 przedstawiono zalezno$¢ pomig¢dzy procentem wigzania badanych
zwigzkow z BSA, a wspolczynnikiem podziatu i wspotczynnikiem dystrybucji. W efekcie
zaobserwowano wysokg dodatnig korelacj¢ pomiedzy stopniem wigzania badanych zwigzkoéw
z BSA a wyznaczona warto$cia logP (R? = 0.5534, p<0.05), natomiast nie wykazano korelacji

pomiedzy stopniem wigzania badanych zwiazkow z BSA, a wyznaczona wartoscig logD™*
(R? = 0.0343, p<0.05).

A)

logP

-20 0 20 40 60 80 100
BSA PB [%]

20 0 20 40 60 80 100
BSA PB [%]

Rycina 4.36. Zalezno$¢ pomiedzy procentem wiazania badanych zwiazkéw z BSA a logP (A) oraz logD"*

(B)

101



WYNIKI

W badaniach nie wykazano istotnych korelacji (p<0.05) pomigdzy stopniem wigzania
badanych zwiazkéw z AGP a logP i logD™* [Rycina 4.37].

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AGP PB [%]

Rycina 4.37. Zaleino$¢ pomiedzy procentem wiazania badanych zwiazkéw z AGP, a logP (A) oraz logD™*

(B)
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Dla badanych zwiazkéw wykazano istotng wysoka korelacj¢ pomigdzy stopniem
wiazania z albumina, a wykladnikiem statej dysocjacji (R? = 0.4466, p<0.05), Rycina 4.38A,
natomiast nie wykazano Kkorelacji pomiedzy procentem wigzania tych substancji z AGP od
pK,, Rycina 4.38B.
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Rycina 4.38. Zalezno$¢ pomiedzy procentem wiazania badanych zwiazkéw z BSA (A) i AGP (B),
a wykladnikiem stalej dysocjacji
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4.12. Ocena wiazania badanych substancji w warunkach in silico

W Tabeli 4.42 zebrano stopien wigzania badanych zwigzkoéw z biatkami krwi oraz
wartosci stalych asocjacji wyznaczone na podstawie oznaczenia frakcji wolnej substancji
z zastosowaniem CE/FA oraz parametry wigzania przewidywane przez program ACD/I-Lab
2.0. Przewidywany procent wigzania jest wartoscig skumulowang i oznacza calkowite
wigzanie substancji z biatkami osocza (albuming, kwasna as-glikoproteina, lipoproteinami).
Wielkosci uzyskane w warunkach in silico oceniono korzystajac z indeksu wiarygodnos$ci
(RI), ktory przyjmuje wartosci od 0 do 1 i wskazuje na doktadno$¢ przewidywania
parametrow. Wyniki oceniano jako niewiarygodne jesli Rl < 0.3, o ograniczonej
wiarygodno$ci dla wartosci mieszczacych si¢ w zakresie 0.3 < RI < 0.5, umiarkowanie
wiarygodne dla 0.5 <RI < 0.75 oraz wysoce wiarygodne jesli RI > 0.75.

W wigkszosci uzyskano indeks wiarygodno$¢ wickszy od 0.3 lecz mniejszy od 0.75,
co oznacza, ze wiarygodno$¢ tych danych jest ograniczona lub umiarkowana. Kierujac si¢

parametrem RI jedynie 2 warto$ci mozna byto uznaé¢ za wysoce wiarygodne.

104



Tabela 4.42. Parametry wiazania wyznaczone do§wiadczalnie oraz przewidywane w warunkach in silico

Masa In Vitro In silico Dostepne dane
s i i HSA lub BSA p 1-11b @ d HSA -1 d lit etp
[g/mol] %PPB,* K, M %PPBgym RI KP4 MY RI Iteraturowe
. o e %PPB: 65% - 90%; K,
DXM 516.41 94.76 + 6.4 11.1+2.02-10 93.98 0.5 3.80- 10 0.1 [M1]: 2.34 - 10°[116-118]
PRA 446.52 61.92+531" 10.00 + 0.7 - 10% 80.62 0.78 |3.89-10* 0.44 | %PPB: 50% [116, 117]
1-MP 129.59 6.15+2.25 - 6.59 057 |6.17-10! 053 |-
1.4-DMP 143.61 5.54+243 - 6.12 057 | 6.46-10" 053 |-
Kwas 123.11 86.04 + 2.55 Ky=249+037-10% | o g 0.66 | 8.51- 102 0.8 | PPB:22% (15% - 30%)
nikotynowy ' : ' Kx2=9.88 + 1.93 - 10* ' ' ’ ' [117]
Nikotynamid | 122.13 12.95+7.53 - 15.03 0.57 |3.02-10? 0.7 -
MNA 172.61 4.78 £ 6.25 - 4.10 051 |3.63-10! 0.5 -
C-2504 306.10 296+ 131 - 4.99 048 |3.02-10! 056 |-
C-2507 367.14 44+321 - 8.28 052 | 4.68-10" 031 |-
C-2511 320.13 9.7+2.99 - 5.54 048 |3.16-10! 057 |-
C-2515 336.13 2.84+021 - 3.74 0.6 6.17 - 10" 053 |-
C-2517 321.12 2.74+0.97 - 2.84 049 |2.14-10! 047 | -
C-2518 263.08 4.86+1.56 - 7.36 0.5 1.55-10° 049 |-
C-2551 503.16 31.18 £2.41 7.01 £ 1.59 - 102 22.54 056 |3.55-10! 0.1 =
C-2578 336.13 1021+ 1.24 - 4.14 059 | 6.61-10! 053 |-
C-2586 292.08 10.99 + 3.38 - 5.17 024 | 1.07-10! 046 | -
C-2590 375.25 27.18 £4.42 1.43+£0.15 - 10? 3.85 054 |3.31-10! 052 |-
V-Proli/NO 201.18 63.8+1.04 7.57 £ 0.40 - 10° 33.57 041 |295-10° 012 |-
V-Pyrro/NO | 157.17 32.79 + 6.64 1.93+0.05 - 10° 16.56 0.39 | 5.13-10? 032 |-

2 06PPB,p, - wigzania calkowite leku z HSA lub BSA oraz AGP, przy stezeniu zwiazku réwnym 100 pM; ° K- stala asocjacji dla wiazania z HSA lub BSA (dla
danych ekseperymentalnych) i HSA (dla symulacji in silico); © %PPBgyy, — calkowity procent wiazania danego zwiazku z bialkami osocza; 4RI - indeks
wiarygodnosci; * wigzanie z HSA
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Na Rycinie 4.39 przedstawiono zalezno$¢ pomigdzy przewidywanym procentem
wigzania badanych zwigzkow z biatkami osocza, ktory wyrazono jako warto$¢ skumulowana
wigzania Substancji z HSA, AGP i innymi bialkami Kkrwi, a procentem wigzania
wyznaczonym na podstawie oznaczen frakcji wolnej z zastosowaniem CE/FA. Wysoki
wspotczynnik determinacji (R? = 0.8327) wskazuje na prawie pelng korelacje pomigdzy
przewidywanym in silico, a wyznaczonym doswiadczalnie skumulowanym stopniem
wigzania badanych zwigzkow (p<0.05).

Podobnie wysoka korelacje mozna zaobserwowaé dla wigzania badanych substancji
z albuming wotowa (R? =0.8135, p<0.05), co wskazuje, ze jest ona gldownym biatkiem

odpowiadajacym za wigzanie badanych zwigzkow.
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Rycina 4.39. Wykresy zaleznosci pomiedzy calkowitym stopniem wiazania substancji przewidywanym in
silico, a wyznaczonym doswiadczalnie (A) oraz pomiedzy stopniem wiazania substancji z BSA
przewidywanym in silico a wyznaczonym do$wiadczalnie (B)
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Na Rycinie 4.40 przedstawiono wykres zaleznoSci pomiedzy przewidywana,
a wyznaczong do$wiadczalnie stata wigzania dla DXM, PRA, kwasu nikotynowego, C-2551,
C-2590, V-Proli/NO i V-Pyrro/NO. Nie wykazano istotnej statystycznie zalezno$ci pomiedzy

wielkosciami przewidywanymi, a wyznaczonymi doswiadczalnie (R? = 0.3501, p<0.05).
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Rycina 4.40. Wykres zalezno$ci pomiedzy przewidywang, a wyznaczong doswiadczalnie stala asocjacji dla
wigzania DXM, PRA, kwasu nikotynowego, C-2551, C-2590,V-Proli/NO i V-Pyrro/NO z BSA
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5. Omoéwienie wynikow

5.1. Opracowanie metod oznaczania wolnej frakcji deksametazonu i prawastatyny oraz
zwiazkow o aktywnosci srodblonkowej z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej

w trybie analizy frontalnej

Realizacja zaplanowanych badan wymagata opracowania metod oznaczania stezenia
wolnej frakcji zwigzkow z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej w trybie analizy
frontalnej, ktorg w konsekwencji uzyto do oceny wigzania lekow i nowych substancji
0 udowodnionej aktywnosci biologicznej z biatkami krwi.

Optymalizacja warunkéw oOznaczania deksametazonu i prawastatyny oraz nowych
zwigzkoéw z zastosowaniem CE/FA obejmowata dobor rodzaju i sktadu buforu, rodzaju
i dlugosci kapilary oraz sposobu jej kondycjonowania, dtugosci fali, objetosci dozowanej
probki oraz uzytego napigcia. Parametry ustalano indywidualnie dla kazdej z badanych
substancji. Waznym elementem optymalizacji metody byt dobor odpowiednich substancji
pomocniczych dodawanych do buforu rozdzielajacego, w celu modyfikacji ruchliwosci
analitow, tak aby mozliwe bylo o0znaczenie wolnego zwiazku. Postepowanie takie
zastosowano do badania wigzania prawastatyny z albuming ludzka, wotowa oraz kwasna a;-
glikoproteing, z uwagi na brak widocznych réznic w ruchliwosci leku, biatka 1 kompleksu
lek-biatko.

Jako leki wzorcowe do opracowania metody z zastosowaniem CE/FA wybrano
deksametazon 1 prawastatyng, ktore w znacznym stopniu wigza si¢ z biatkami krwi.
Deksametazon wigze si¢ z albuming w ok. 60-84% [55, 57, 75, 117, 119-121], podobnie jak
prawastatyna, ktorej wigzanie z albuming jest rowne ok. 43-54% [81, 122-126].

Rodzaj i sktad buforu

W analizie frontalnej wazng rol¢ odgrywa skfad, sita jonowa i pH buforu
rozdzielajacego, zarbwno w aspekcie rozdzielenia elektroforetycznego, jak i1 oddziatywan
typu ligand-biatko [79, 127-131]. Wazne sg odpowiednie wlasciwosci buforujace
w wybranym pH s$rodowiska, ze wzglgdu na konieczno$¢ przeprowadzania badan
w warunkach  odzwierciedlajacych  stan  fizjologiczny organizmu. Skfad buforu
rozdzielajagcego wplywa na tadunek wewnatrz kapilary, a w konsekwencji na przeptyw
elektroosmotyczny, natgzenie pradu i wielko$¢ ciepta Joule’a wytwarzanego w kapilarze.
Duze réznice w przewodnictwie buforu i probki moga wplywac na ksztalt piku plateau, a sita

jonowa i pH elektrolitu rozdzielajagcego moga modyfikowac interakcje typu ligand-biatko
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poprzez zmian¢ konformacji biatka oraz wielko$¢ tadunku na czasteczce badanej substancji
I biatka [127, 128, 130, 132].

W trakcie optymalizacji metody pordwnano bufory fosforanowe o podobnym sktadzie,
pH i sile jonowej, powszechnie stosowane w badaniach farmakokinetycznych, szczeg6lnie
W ocenie wigzania lekéw z biatkami krwi [78]. Spos$réd uzytych buforéw, takich jak
izotoniczny bufor fosforanowy, bufor Dulbecco oraz 67 mM bufor fosforanowy, najmniejszy
prad w kapilarze powstawat przy zastosowaniu 67 mM buforu fosforanowego o sile jonowej
réwnej 0.170 M. Bylo to konsekwencjg najmniejszej zawarto$ci jonow W tym buforze oraz
sktadzie zapewniajacym pH=7.4. Zastosowanie 67 mM buforu fosforanowego zapewniato
szeroki zakres liniowo$ci pomiedzy nat¢zeniem pradu elektrycznego, a napigciem
rozdziatowym.

Substancje pomocnicze dodawane do buforu rozdzialowego

Warunkiem koniecznym uzycia elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej do
badania wigzania zwigzkow z biatkami krwi jest uzyskanie piku plateau od zwigzku wolnego,
niezwigzanego z biatkiem. Czas migracji zwigzku wolnego powinien rézni¢ si¢ od czasu
migracji biatka i kompleksu zwigzek-biatko [51, 67]. W niektorych przypadkach, obok piku
plateau wolnego zwigzku oraz piku biatka obserwowano pik pochodzacy od kompleksu
zwigzek-biatko [75, 133]. Z uwagi na fakt, ze wigzanie substancji niskoczgsteczkowych nie
wplywa na migracje zwigzkow wielkoczasteczkowych, kompleks zwigzek-biatko migruje
razem z biatkiem [134, 135]. Inna sytuacja ma miejsce w przypadku zwigzkoéw dla ktorych
ruchliwos$¢ frakcji wolnej nie rdzni si¢ istotnie od ruchliwosci biatka, prowadzac w efekcie do
ich migracji w tym samym czasie. Rozwigzaniem tego problemu jest dodanie do uktadu
substancji pomocniczych, takich jak dextran [76, 78] lub cyklodekstryny [79, 80], ktore
modyfikujg ruchliwo$¢ elektroforetyczng wolnej frakcji zwigzku.

W badaniu wigzania prawastatyny z albuming z zastosowaniem CE/FA, z uwagi na
fakt, iz lek wolny, biatko oraz kompleks lek-biatko migrowaty w tym samym czasie, nie
uzyskano rozdzielenia elektroforetycznego frakcji wolnej leku [67, 136]. W celu modyfikacji
ruchliwosci prawastatyny oceniono wpltyw dodania do buforu rozdzielajacego cyklodekstryn
(a-CD, B-CD, HP-B-CD, QA-B-CD) o stezeniach rownych odpowiednio 5, 50, 200, 500,
5000, 10000 i 15000 uM w przypadku uzycia a-CD, $-CD i HP-B-CD oraz 5, 50, 200, 500,
1000 i 2000 uM w przypadku zastosowania QA-B-CD. W efekcie poprawne rozdzielenie

uzyskano poprzez dodanie do buforu rozdzielajagcego 10 mM roztworu HP--CD.
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Dlugos¢ kapilary

Zastosowany w badaniu system do elektroforezy kapilarnej pozwalat na uzycie kapilar
0 dhugosci catkowitej od 30.2 cm do 60.2 cm. Dlugos¢ efektywna, tzn. od poczatku kapilary
do okna detekcji byla réwna od 20 cm do 50 cm [Tabela 3.2]. W przypadku
1-metylopirydyny oraz 1,4-dimetylopirydyny zastosowano dozowanie probki na krotkim
koncu kapilary, skracajac jej dtugos¢ efektywng do 10 cm oraz skracajac istotnie czas analizy.
Na uwage zastuguje fakt, ze analiza w takich warunkach wymagata odwrocenia polaryzacji
elektrod.

Kondycjonowanie kapilary

W celu uzyskania odtwarzalnych wynikéw opracowano odpowiednig procedure
kondycjonowania kapilary, tak aby zapewni¢ skuteczne oczyszczanie jej wewnetrznej
powierzchni z zaadsorbowanego biatka i innych sktadnikéw mieszaniny. Najwazniejszym
etapem kondycjonowania kapilary krzemionkowej o niemodyfikowanej powierzchni
wewngtrznej byto jej ptukanie z uzyciem 0.1 M roztworu NaOH, ktory rozpuszczat cienka
warstwe krzemionki i odtwarzat jej powierzchni¢ aktywujac grupy silanolowe. W kolejnym
etapie ptukano kapilare¢ woda dejonizowang i napelniano buforem rozdzielajagcym. Takie
postepowanie pozwalalo na zabezpieczenie podwdjnej warstwy elektrycznej na powierzchni
kapilary, potencjatu zeta oraz utrzymanie przeptywu elektroosmotycznego. W ten sposob
uzyskano optymalny EOF, najkrotszy czas migracji zwigzkow oraz uniknigto zjawiska
przenoszenia substancji pomigdzy nastepujacymi po sobie 0znaczeniami.

W przypadku kondycjonowania kapilary, ktorej powierzchni¢ wewnetrzng pokryto
poliakrylamidem zastosowano ptukanie 4M roztworem mocznika, zgodnie z zaleceniami
producenta. W niektorych opracowaniach, w przypadku uzycia duzych stgzen biatek, zaleca
si¢ czyszczenie kapilary 30 mM lub 60 mM roztworem SDS [137-139]. Takie postepowanie,
z uwagi na trudnosci w wyptukaniu SDS moze zakloca¢ przeptyw elektroosmotyczny oraz
utrudniac stabilizacje linii podstawowe;j [13, 71, 140].

Objeto$¢ dozowanej probki

Istotnym etapem optymalizacji metody pozwalajacej na oznaczanie frakcji wolnej
zwigzkow z zastosowaniem CE/FA bylo ustalenie odpowiedniej objetosci probki, ktorej
dozowanie do kapilary pozwoliloby na uzyskanie trapezoidalnego piku plateau. Utworzenie
takiego piku w trakcie rozdzielenia elektroforetycznego jest potwierdzeniem osiggnigcia
roéwnowagi pomigdzy zwigzkiem wolnym, bialkiem oraz kompleksem zwigzek-biatko [51].
Zgodnie z zatozeniami CE/FA wysoko$¢ piku plateau jest proporcjonalna do stezenia wolnej

frakcji zwigzku. W przypadku DXM zastosowano dozowanie hydrodynamiczne, przy statym
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ci$nieniu i wydhuzonym czasie dozowania, co powodowato, ze powierzchnia piku zwigkszata
si¢ proporcjonalnie przy zachowaniu statej wysokosci. Krotkie czasy dozowania (5 s lub 10 s)
nie pozwolily na uzyskanie wyraznego piku plateau, zwtaszcza w obecnosci biatka. Z kolei
przy zbyt dlugim dozowaniu probki, rozdzielczo$¢ piku malata, z wydtuzeniem czasu
rozdzielenia. W przypadku oznaczania frakcji wolnej DXM zastosowano dozowanie
hydrodynamiczne przez 30 s, natomiast dla pozostatych zwigzkow bylto rowne 40 s. Objetosc
probki wprowadzonej do kapilary w czasie jednego dozowania wynosita od 50.9 do 101 nL,
co stanowito 4.3-17.2% catkowitej objetosci kapilary.

Napiecie rozdzialu

Optymalizowano  warto$§¢  przylozonego napigcia, pozwalajagcego  uzyskac
zadowalajace rozdzielenie sktadnikéw mieszaniny. W tym celu oceniono liniowa zaleznos$¢
pomiedzy nat¢zeniem pradu elektrycznego, a wielko$cia przylozonego napigcia, zgodnie
z zatozeniem I prawa Ohma. Uzyskanie liniowej zaleznosci jest potwierdzeniem utrzymania
statych warunkéw analizy na catej dlugosci kapilary. Na wielko$¢ pradu powstajacego
w kapilarze, poza przylozonym napieciem elektrycznym wplywa réwniez droga, jaka
przebywa tadunek, zalezna od wymiaréw kapilary oraz sktad, pH buforu rozdzielajacego
| temperatura pomiaru. Im dluzsza kapilara, tym wydzielane w kapilarze ciepto Joule’a jest
skuteczniej kompensowane, co umozliwia przylozenie wyzszego napigcia i skrocenia czasu
analizy [Rycina 4.4]. Zwigkszanie napigcia przyczynia si¢ z kolei do wzrostu pradu
elektroforetycznego i skrocenia czasu migracji. W analizie z zastosowaniem CE/FA nalezy
pamigtaé, ze zwigkszone wydzielanie ciepta Joule’a sprzyja formowaniu si¢ gradientu
temperaturowego 1 zmniejszeniu rozdzielczosci pikow.

W procesie optymalizacji metody dla kazdego z badanych zwigzkéw dobierano
odpowiednie napigcie oraz dlugos¢ kapilary, tak aby uzyskac jak najlepsze rozdzielenie
liganda od biatka oraz kompleksu ligand-biatko, w jak najkrotszym czasie. W analizach
zastosowano napigcie rowne odpowiednio 8, 10 1 15 kV. Natezenie pradu mierzone podczas
rozdzielenia, zaleznie od dtugosci kapilary wynosito 27 pA, 37 pA, 57uA, 62 pA i 83 pA
wtemp. 37°C oraz 28 pA i 74 pA w temp. 25°C. Ocena wplywu natgzenia pradu
elektrycznego na stopien interakcji lek-biatko poprzez pomiar statej wigzania wykazala, ze
efekt ten jest niewielki i mozna go poming¢ [135].

Stan rbwnowagi

Kolejnym parametrem, jaki badano byt czas niezbedny do ustalenia roéwnowagi
pomiedzy frakcja wolng leku, a zwigzang z biatkami krwi. W tym celu dozowano mieszaning

leku i biatka, ktora wczesniej inkubowano przez 5, 10, 30 oraz 60 min. W efekcie
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zaobserwowano, ze stezenie frakcji wolnej w probce bylo state, bez wzgledu na czas
inkubacji, potwierdzajac zatozenie, ze stan rOwnowagi w procesie wigzania leku z biatkiem
jest osiggany szybko, gdyz procesy asocjacji i dysocjacji sg procesami o szybkiej kinetyce.

Dobér stezenia zwiazku 1 bialka

Analize frontalng wykonywano stosujac stale stezenie biatka oraz wzrastajace stezenie
leku. W tego typu postepowaniu dopuszcza si¢ odwrotne podejécie, czyli uzycie statego
stezenia leku (zwykle 100 uM) i wzrastajacego st¢zenia biatka (0-475 uM). Postepowanie
takie jest uzasadnione zlozona analizg bialek, szczegdlnie w Sytuacji stosowania wysokich
stezen biatek, odpowiadajacych poziomom fizjologicznym [138, 141]. Innym podej$ciem
w ocenie interakcji zwiagzkow z biatkami jest uzycie wzrastajacego stgzenia zwigzku oraz
nizszego niz fizjologiczne stgzenia biatka. W tym celu proponuje si¢ uzycie albuminy
o stezeniu 40 uM dla zwiazkéw o charakterze slabych kwasow, silnie wigzacych sig
z albuming oraz albuminy o stgzeniu 150 uM dla zwigzkéw o charakterze stabych zasad
I obojetnych [51].

Z uwagi na fakt, ze stezenie biatka moze wplywaé na wyznaczong ilo§¢ miejsc
wiazacych oraz stalg wigzania podkresla si¢ konieczno$¢ badania wigzania substancji przy
fizjologicznym stezeniu biatka [107]. Jest to szczegdlnie istotne w przypadku oceny wigzania
lekow z albuming, ktora jako glowne biatko wigzace krwi wystepuje w wysokich stezeniach
(40 mg/mL, 600 uM). W mniejszym stopniu problem ten dotyczy badania wigzania lekow
z kwasng o,-glikoproteing, ktorej stezenie we krwi, w warunkach fizjologicznych jest nizsze
W poréwnaniu z albuming (1 mg/mL, 22.7 uM).

Ocena wigzania substancji z albuming o st¢zeniu fizjologicznym skutkuje wigksza
lepkoscia oraz wigkszym napigciem powierzchniowym probki, przyczyniajac si¢ do rozmycia
pikéw lub obecnosci pegcherzykow powietrza, w konsekwencji utrudniajac lub
uniemozliwiajac pomiar stezenia frakcji wolnej. Jest to szczegolnie istotne w przypadku
zwigzkéw o podobnej ruchliwo$ci oraz wykazujacych zblizone do albuminy maksima
absorbancji, co dodatkowo utrudnia prawidtowa identyfikacje lub pomiar wysokosci piku na
elektroferogramie.

Pomiar st¢zenia wolnego leku powinien by¢ wykonany w szerokim zakresie stezen,
w celu okreslenia czy wystepuje wysycenie miejsc wigzacych na biatku. W przypadku lekow
o zdefiniowanym zakresie terapeutycznym nalezy pamigtac, aby stezenia leku obejmowaty
zakres terapeutyczny. Wysycenie wigzania leku z biatkami krwi czesto wystepuje
W stezeniach znacznie przewyzszajacych zakresy stezen terapeutycznych, co w warunkach

Klinicznych jest rzadkie [36].
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Wiedza na temat stgzenia substancji, ktore wysyca miejsca wigzace na biatku jest
wymagana na etapie opracowywania nowych lekéw, celem okreslenia marginesu
bezpieczenstwa stosowania nowego leku. W przeprowadzonych badaniach stezenia
deksametazonu i prawastatyny dobierano kierujgc sie ich stezeniami terapeutycznymi,

obejmujacymi zakres od 20 uM do 1000 pM.

5.1.1. Walidacja metod oznaczania wolnej frakcji deksametazonu i prawastatyny oraz
zwiazkow o aktywnosci sSrodblonkowej z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej

w trybie analizy frontalnej oraz strefowej elektroforezy kapilarnej

Proces walidacji metody oznaczania wolnej frakcji zwigzkéw obejmowat oceng takich
parametrow jak selektywno$¢, liniowo$¢, powtarzalno$¢, precyzja, dokladno$é¢, granica
wykrywalnosci, granica oznaczalnosci oraz stabilno$¢. Walidacje metod przeprowadzono
zgodnie z wytycznymi FDA dla metod bioanalitycznych [96] wytycznymi ICH [97] EMA
[98, 99] i dostepnymi publikacjami naukowymi [101, 102].

Opracowane warunki metody z zastosowaniem CE/FA pozwolity na selektywne
i specyficzne oznaczanie badanych analitow. Otrzymano liniowg zalezno$¢ wysokosci piku
plateau od stezenia zwigzkéw w szerokim zakresie stezen. W tym wypadku dla DXM, 1-MP,
1,4-DMP, kwasu nikotynowego, nikotynamidu oraz MNA metoda byta liniowa w zakresie
stezen 25-1000 uM, dla PRA w zakresie 50-1000 uM, dla V-Proli/NO i V-Pyrro/NO
otrzymano liniowa zalezno$¢ w zakresie 50-500 pM, natomiast dla pozostatych badanych
zwigzkow, takich jak C-2504, C-2507, C-2511, C-2515, C-2517, C-2518, C-2551, C-2578,
C-2586, C-2590 zakres liniowosci wynosil 20-500 uM. Krzywe kalibracyjne cechowaty si¢
wysokim wspotczynnikiem determinacji R? > 0.998 [Tabela 4.31]. Wyznaczono granice
wykrywalnosci dla badanych zwigzkéw byly réwne 3.41, 3.03, 6.18, 2.64, 2.28, 1.58, 2.62,
4.82, 2.46, 3.60, 3.96, 2.72, 4.26, 3.87, 5.32, 6.11, 4.16, 3.85 i 2.82 uM odpowiednio dla
DXM, PRA, 1-MP, 1,4-DMP, kwasu nikotynowego, nikotynamidu, MNA, C-2504, C-2507,
C-2511, C-2515, C-2517, C-2518, C-2551, C-2578, C-2586, C-2590, V-Proli/NO
I V-Pyrro/NO oraz granice oznaczalnosci, ktore wynosity odpowiednio 9.92 + 1.35 uM dla
DXM, 9.19 £ 1.96 uM dla PRA, 18.74 = 3.96 uM dla 1-MP, 7.99 + 0.63 uM dla 1,4-DMP,
6.92 £ 2.16 uM dla kwasu nikotynowego, 4.79 + 0.80 uM dla nikotynamidu, 7.93 £+ 1.65 uM
dla MNA, 14.61 + 3.18 uM dla C-2504, 7.47 + 6.69 uM dla C-2507, 12.34 = 0.48 uM dla
C-2511, 13.60 + 1.23 uM dla C-2515, 8.31 + 1.91 uM dla C-2517, 12.90 £+ 2.72 uM dla
C-2518, 11.72 + 0.62 uM dla C-2551, 16.12 + 6.79 uM dla C-2578, 18.52 + 4.94 uM dla
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C-2586, 12.60 = 1.03 uM dla C-2590, 11.67 + 2.96 uM dla V-Proli/NO oraz 8.54 + 4.67 uM
dla V-Pyrro/NO [Tabela 4.31].

Dla kazdego punktu krzywej wzorcowej wyznaczonej dla DXM obliczano stezenia na
podstawie otrzymanego rdéwnania regresji (back calculation). Wzgledne odchylenie
standardowe dla najnizszego st¢zenia na krzywej wzorcowej nie przekraczato 8.45%,
natomiast dla pozostatych punktow krzywej kalibracyjnej byto nizsze od 2.65%. Precyzja
powtarzalnosci dla wzglednego czasu migracji DXM nie przekraczala 2.42%, natomiast
precyzja posrednia byta nizsza od 2.35%. Opracowana metoda pozwalata na oznaczanie leku
z doktadnoscig od 95.34 + 5.06% do 98.60 + 0.63% w jednym dniu oraz od 99.83 + 0.78% do
102.14 £+ 6.45% w réznych dniach. Na precyzje i doktadno$¢ metody nie wpltyneta wymiana
kapilary. W procesie walidacji metody potwierdzono stabilno$¢ probek w autosamplerze
W czasie trwania analizy.

Podobne postepowanie obejmowato walidacj¢ metody oznaczania wolnej frakcji
prawastatyny z zastosowaniem CE/FA. Dla kazdego punktu krzywej wzorcowej obliczano
stezenia na podstawie otrzymanego réwnania regresji (back calculation). Metoda cechowata
si¢ zadowalajaca precyzja i doktadnoscia, zarbwno w obrebie jednego dnia oraz miedzy
dniami. Precyzja powtarzalnosci dla wzglgdnego czasu migracji PRA byta nizsza od 2.16%,
natomiast precyzja posrednia nie przekraczata 2.42%. Opracowana metoda pozwalata na
oznaczanie leku z doktadnoscig od 98.20 + 1.28% do 100.96 + 3.77% w obrgbie jednego dnia
oraz od 98.69 + 1.49% do 102.49 + 4.27% w réznych dniach. W procesie walidacji metody
potwierdzono stabilnos$¢ probek w autosamplerze w czasie trwania analizy.

Proces walidacji przeprowadzono réwniez dla nowych zwigzkéw wyznaczajac
precyzje i doktadno$¢ metody w jednym dniu, z uwagi na fakt, iz oznaczenia tych zwiazkoéw
wykonywano jednego dnia. Wszystkie opracowane metody oznaczenia frakcji wolnej
badanych zwiagzkow charakteryzowaty si¢ zadowalajaca precyzja, w zakresie 0.04-6.34% oraz
doktadnoscia od 95.55% do 109.88%. [Tabela 4.31].

5.2. Ocena wigzania deksametazonu i prawastatyny z bialkami krwi

Korzystajac z opracowanej 1 zwalidowanej metody oznaczania wolnej frakcji DXM
i PRA z zastosowaniem CE/FA oceniono wigzanie tych zwigzkoéw z albuming wotows, ludzka
I kwasna ay-glikoproteing. Uzyskane parametry wigzania poréwnano z wynikami
otrzymanymi z zastosowaniem dializy rownowagowej. CE/FA poréwnano z ED oceniajac

przepustowos¢, czasochtonnosé, pracochtonnos¢ oraz koszt oznaczenia jednej probki.

114



OMOWIENIE WYNIKOW

W badaniach oceniono wplyw pochodzenia albuminy na wigzanie DXM i PRA oraz

scharakteryzowano termodynamike procesu wigzania tych lekéw z albuming wotowa

i ludzka.

5.2.1. Ocena wigzania deksametazonu z bialkami krwi z zastosowaniem elektroforezy

kapilarnej w trybie analizy frontalnej i dializy rownowagowej

W przeprowadzonych badaniach oceniono wigzanie deksametazonu z BSA, HSA oraz
AGP stosujac fizjologiczne st¢zenie tych biatek oraz wzrastajace st¢zenie leku. W efekcie
koncowym wyznaczono parametry wigzania, takie jak liczba klas miejsc wigzacych, liczba
miejsc wigzacych danej klasy, pojemno$¢ wigzania oraz stala wigzania.

Wraz ze wzrastajacym stezeniem leku, stopien jego wigzania z badanymi biatkami
krwi zmniejszal si¢. Na podstawie badan przeprowadzonych z zastosowaniem CE/FA
wykazano, ze DXM wigzat si¢ z BSA od 69.59 + 2.68% do 91.72 + 0.45% oraz z HSA od
73.85 + 0.54% do 88.33 + 1.12%, podczas gdy wigzanie tego leku z AGP nie przekraczato
10%, w zakresie badanych stezen tego leku. DXM wigzal si¢ na czasteczce BSA i HSA
z jedna klasa miejsc wiazacych przy wspoétistnieniu wigzania niespecyficznego. Wykazano
istnienie 1.84 + 0.14 miejsc wigzacych danej klasy dla wigzania DXM z BSA oraz 1.47 £ 0.35
miejsc wigzacych danej klasy dla wigzania DXM z HSA, a stale asocjacji byty rowne (8.17 +
1.01) - 10° M oraz (9.52 + 1.2) - 10°* M™%, odpowiednio dla wigzania leku z BSA i HSA.

Z Kolei zastosowanie ED pozwolito na wyznaczenie stopnia wigzania DXM z BSA
w zakresie od 76.63 + 1.31% do 87.19 + 1.17%, z HSA od 77.70 + 0.18% do 88.12 + 2.11%,
natomiast z AGP od 3.26 + 2.70% do 10.48 + 5.95%. Wykazano istnienie 2.84 + 0.63 miejsc
wigzacych danej klasy dla wigzania DXM z BSA oraz 3.32 + 0.22 miejsc danej klasy dla
wigzania DXM z HSA. Wyznaczono state asocjacji wynoszace (4.03 = 0.84) - 10° M oraz
(438 +0.2) - 10 M™, odpowiednio dla wiazania DXM z BSA oraz HSA.

Izotermy wigzania DXM z BSA i HSA uzyskane z zastosowaniem obu technik nie
roéznity si¢ istotnie [Rycina 4.20]. Ocena zaleznosci pomiedzy stezeniem frakcji wolnej
I zwigzanej leku z zastosowaniem regresji nieliniowej, w oparciu o kryterium AIC wskazata
na najlepsze dopasowanie danych do modelu zakladajgcego istnienie 1 klasy miejsc
wigzacych ze wspolistnieniem wigzania niespecyficznego w przypadku badania wigzania
DXM z BSA i HSA z zastosowaniem CE/FA, oraz 1 klasy miejsc wigzacych w przypadku
oceny wigzania DXM z BSA i HSA z zastosowaniem ED. Obserwowane roznice W procesie

wigzania mogly wynika¢ z roznych warunkow analizy.
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Podobnie izotermy wigzania DXM z BSA oraz HSA wyznaczone na podstawie
wynikéw uzyskanych z zastosowaniem CE/FA nie roznity si¢ istotnie. Nie stwierdzono
istotnych réznic w warto$ciach liczby miejsc wigzacych danej klasy oraz statej wigzania
(p<0.05) zaleznie od uzytej w badaniach albuminy.

Pomimo, ze wlasciwosci fizykochemiczne obu biatek nie r6znig si¢ istotnie, biatka te
pod wzgledem budowy strukturalnej sa podobne w okoto 76% [89]. Albumina wolowa jest
czesto uzywana jako tanszy zamiennik albuminy ludzkiej, dlatego tez w przypadku badania
wigzania niektorych lekow nalezy uwzgledni¢ roznice miedzy gatunkowe tych biatek [142,
143]. Z uwagi na proces otrzymywania i oczyszczania, jako$¢ uzywanych w analizie bialek
moze si¢ rozni¢ [144], szczegodlnie w przypadku BSA zanieczyszczonej czesto globulinami,
co moze by¢ przyczyng obserwowanych niewielkich réznic w stopniu wigzania lekéw z tymi
biatkami [145].

W przeprowadzonych badaniach nad oceng wigzania DXM z BSA i HSA nie uzyskano
wysycenia albuminy wotowej 1 ludzkiej w zakresie uzywanych stezen lekow, cho¢ ksztalt linii
trendu zaleznos$ci wspotczynnika wysycenia od stgzenia wolnej frakcji leku wskazywat na
poczatek wysycania miejsc wigzacych na [Rycina 4.15 A]. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze
wykres zaleznosci r od Cy, moze powodowac falszywe wrazenie wysycenia biatka wigzacego,
ztego wzgledu zalecane jest przedstawianie wynikdbw w  postaci  wykresow
potlogarytmicznych, np. wykresu Bjerruma [Rycina 4.15 B] [25, 146]. Nalezy podkresli¢, ze
na skutek mechanizméw kompensacyjnych, pomimo uzycia substancji wigzanej w znacznym
nadmiarze, albumina jest bialkiem, ktore trudno wysyci¢ [76, 113]. Z drugiej strony wiele
badan wskazuje na wysycenie miejsc wigzacych albuminy zaleznie od charakteru badanych
lekéw [131, 147, 148].

Wyniki badan opublikowanych przez Naik i wsp. wskazujag na mozliwo$¢ wysycenia
miejsc wigzacych na czasteczce BSA przez DXM, jednak uzyte w tych badaniach st¢zenie
BSA byto duzo nizsze od stezenia fizjologicznego tego biatka, przy wyzszym stosunku
molowym leku do biatka [119].

W ramach przeprowadzonych badan wykazano, ze DXM wiaze si¢ z albuming
wotow3a i ludzka ze $rednig sita wigzania o czym $wiadczy stopien wigzania oraz wielkos¢
statej wigzania [149, 150]. Stale wigzania wzrastaja ze wzrostem temperatury, co moze
wskazywa¢ na wigkszg trwatos¢ kompleksu lek-biatko w wyzszej temperaturze. Uzyskane
wielkosci statych asocjacji dla wigzania DXM z albuming wolowa byly zblizone do wynikow
otrzymanych przez innych badaczy z zastosowaniem metody wygaszania fluorescencji [119,
121] oraz CE/FA [75]. Widoczne réznice w wigzaniu DXM z albuming mogg wynikaé
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z odmiennych warunkéw prowadzonej analizy, zwlaszcza z zastosowania innego, duzo
nizszego niz fizjologiczne st¢zenia biatka [55, 120, 121].

W celu peinej charakterystyki wigzania DXM z badanymi biatkami uzyskane wyniki
poddano transformacji liniowej i przedstawiono w postaci wykresoOw Scatcharda, Klotza
I Sandberg-Rosenthala [Ryciny 4.16-4.18]. Rownanie Scatcharda zastosowano roéwniez do
wyznaczenia parametrow wigzania DXM z BSA i HSA na podstawie wolnej frakcji leku
uzyskanej z zastosowaniem CE/FA [Tabela 4.18].

Wykres Scatcharda i inne liniowe przeksztalcenia zalecane sg jedynie do wizualnej
oceny rozktadu wartosci pomiarowych lub przedstawienia zmian w wartosciach liczby miejsc
wigzacych, stalych dysocjacji lub stalych wigzania [24, 25]. W obliczeniach odradza si¢
stosowanie transformacji danych do postaci liniowej, a zaleca stosowanie regresji nieliniowej,
gdzie mozliwe jest lepsze dopasowanie wynikdw oznaczen do roéwnania. Uproszczenia
wynikajace z przeksztatcenia danych moga powodowacé réznice w wyznaczonych wartosciach
wigzania zwlaszcza, gdy istnieje inna niz 1:1 stechiometria wigzania. Pomimo tych wskazan
wielu autorow nadal stosuje obliczenia oparte na klasycznych przeksztatceniach liniowych
opierajac si¢ na zatozeniu, ze 2 klasy miejsc wigzacych maja istotne znaczenie przy stezeniu
frakcji wolnej przekraczajacej 10° M, a wicc duzo wyzszej niz stezenia terapeutyczne lekow
(10'7-10'4 M), dlatego tez czesto przyjmuje si¢ uproszczone zalozenie o istnieniu jedynie

1 klasy miejsc wigzacych na biatku [73, 141, 151].

5.2.2. Badanie termodynamiki procesu wigzania deksametazonu z albuming ludzka

i wolowa

Badanie procesu wigzania DXM z albuming ludzka i1 wotowa w roznych
temperaturach pozwolilo na wyznaczenie podstawowych funkcji termodynamicznych.
Zmiany entalpii, entalpii swobodnej oraz entropii sg parametrami, ktore mogg potencjalnie
dostarczy¢ informacji na temat charakteru oddziatywan miedzy czasteczkami liganda 1 biatka
[90, 150]. Potaczenia ligandow z bialkami moga by¢ stabilizowane przez oddziatywania
hydrofobowe, jonowe, wigzania van der Waalsa oraz wigzania wodorowe [82].

Wyznaczone podstawowe funkcje termodynamiczne zebrano w Tabeli 4.29. Ujemne
wartosci AG wskazuja, ze wigzanie DXM z badanymi biatkami zachodzito samorzutnie i byto
procesem korzystniejszym energetycznie. Zaobserwowano, ze entalpia swobodna wzrastata
ze wzrostem temperatury. Ze wzgledu na fakt, ze stopien asocjacji ligand-biatko zalezy od
entalpii swobodnej, stad AG determinuje trwatos¢ tworzonego kompleksu ligand-biatko Iub

powinowactwo liganda do danego akceptora [90]. Na podstawie zmian entalpii swobodnej dla
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wigzania DXM z BSA i HSA mozna wnioskowac¢, ze powinowactwo leku do obu albumin,
w temperaturze 37°C jest podobne. W przeprowadzonych badaniach zmiany entalpii dla
wigzania DXM z BSA oraz HSA byly dodatnie wskazujagc na endotermiczny charakter
procesu. Dodatnie warto$ci AS oraz AH pozwalaja przypuszczaé, ze interakcje o charakterze
hydrofobowym odgrywaja glowng role w procesie wigzania DXM z tymi biatkami [82].
Wysokie wartosci entalpii i entropii, obserwowane dla wigzania DXM z BSA wskazuja na
fakt, ze podczas tworzenia tego kompleksu moga by¢ réwniez zaangazowane sily solwatacji
[90, 105].

Uzyskane wielkosci funkcji termodynamicznych r6znig si¢ od otrzymanych przez inne
zespoty. W badaniach przeprowadzonych przez zespot Wang i wsp. otrzymano ujemne
wartosci entalpii swobodnej, entalpii i entropii dla wigzania DXM z BSA [121]. Z kolei
w badaniach Naik i wsp. otrzymano ujemne wielkosci tych parametrow dla wigzania DXM
z HSA, natomiast dodatnig warto$¢ AS dla wigzania DXM z BSA [119]. W obu przypadkach
badania wykonywano z zastosowaniem metody wygaszania fluorescencji. Zaobserwowane
roéznice S3 prawdopodobnie wynikiem odmiennych warunkéw analizy. W obu przypadkach
pomiary wykonano z uzyciem niewielkich stezen biatek (1 nM oraz 5 uM) oraz leku (10-
50 nM oraz 2.5-20 uM).

W badaniach bedacych przedmiotem pracy doktorskiej uzywano duzo wyzszych
stezen albuminy (600 uM), odzwierciedlajacych warunki fizjologiczne. Podobne rozbieznos$ci
w wartosciach funkcji termodynamicznych zaobserwowano dla innych lekow [64, 152].
Badania te wykonywano w roznych laboratoriach, stosujagc odmienne metody analityczne.
Niektorzy autorzy wskazuja na fakt, ze na podstawie wartosci stalej asocjacji mozna
wyznaczy¢ jedynie zmiang entalpii swobodnej, ktora jest miarg samorzutnosci procesu. Warto
zaznaczy¢, ze entropia i entalpia s3 wypadkowa dziatania wielu proceséw, migdzy innymi

oddziatywania leku i biatka z czgsteczkami rozpuszczalnika [90].

5.2.3. Ocena wiazania prawastatyny z bialkami krwi na podstawie oznaczen
z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej i dializy

réwnowagowej

Opracowang 1 zwalidowang metod¢ CE/FA zastosowano do badania wigzania
prawastatyny z albuming ludzka, wotowa oraz kwasng a;-glikoproteing. Poniewaz ruchliwos¢
prawastatyny i biatek byta podobna, nie uzyskano rozdzielenia leku wolnego od biatka i jego

kompleksu z biatkiem. Modyfikacja sktadu buforu rozdzielajacego, polegajaca na dodaniu do
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uktadu 10 mM roztworu HP-B-CD, pozwolita na oddzielenie wolnej frakcji leku od biatka
I kompleksu lek-biatko, a w efekcie na uzyskanie wyraznego piku plateau.

W pierwszym etapie oceniono wigzaniec PRA z cyklodekstryng z zastosowaniem
metody CE/FA. Wykazano, ze prawastatyna wigze si¢ z HP-B-CD w okoto 30% bez wzgledu
na stezenie leku, zarbwno w temperaturze 25°C, jak i 37°C. W przeciwienstwie do innych
badan [80, 153], w ktorych dodawano cyklodekstryny do buforu rozdzialowego, nie uzyskano
zwigkszenia rozpuszczalno$ci prawastatyny w obecnosci tego modyfikatora. Na szczegolng
uwage zastuguje fakt, ze tworzenie kompleksu leku z HP-B-CD zmniejszato czuto$¢ metody.
Zwickszenie rozpuszczalno$ci zwigzkow w obecnosci HP-B-CD uwaza si¢ za zalete
stosowania tego modyfikatora w poréwnaniu do dekstranu, ktory stosowany jest powszechnie
w analizie frontalnej do zmiany ruchliwos$ci analitow [76, 78].

Dodanie do prawastatyny roztworu HP-B-CD wptyneto na ruchliwos¢ leku,
umozliwiajac jego rozdzielenie w mieszaninie z biatkiem i pomiar wysokosci piku plateau
wolnej frakcji leku. Réznica wysokosci pikéw plateau leku wolnego w probee badanej
i kalibracyjnej wskazuje na wigzanie si¢ leku z badanym biatkiem. Na podstawie zalezno$ci
wysokosci piku plateau od stezenia leku w probce przygotowano krzywa kalibracyjna, ktora
postuzyta do wyznaczenia st¢zenia leku wolnego w probce badane;.

W ten sposob stosujac state, fizjologiczne stezenie biatek 1 wzrastajgce stezenie leku,
oceniono wigzanie prawastatyny z BSA, HSA oraz AGP z zastosowaniem CE/FA
w warunkach odzwierciedlajacych stgzenie fizjologiczne bialek. Wykazano, ze wraz ze
wzrastajacym stezeniem leku, stopien jego wigzania z biatkami zmniejszal si¢. Prawastatyna
wigzata si¢ z albuming wotowa od 51.71 + 0.41% do 56.68 = 1.75% w zakresie stgzen od 100
do 1000 uM, podczas gdy z albuming ludzka, procent wigzania byt rowny 54.71 + 2.41% (dla
stezenia poczatkowego PRA wynoszacego 100 uM) i malat do 45.55 + 2.07% (przy stezeniu
1000 uM). Wiazanie PRA z AGP nie przekraczalo 7.21 + 2.90% w zakresie badanych stezen
leku, wskazujac, ze albumina jest gtlbwnym biatkiem odpowiedzialnym za wigzanie tego leku
z biatkami krwi [122, 125]. Analiza statystyczna wynikéw wykazata brak istotnych réznic
pomigdzy stopniem wigzania PRA z HSA i BSA (p<0.05).

Prawastatyna wigzata si¢ z jedng klasag miejsc wigzacych na albuminie ludzkiej
| wolowej. Stale wigzania oraz liczba miejsc wigzacych danej klasy wynosity odpowiednio
(6.79 + 0.5) - 10> M™ i 6.92 + 0.34 dla wiazania tego leku z BSA oraz (8.16 + 0.5) - 10> M™
12.87 + 0.39 dla wigzania tego leku z HSA. Wielkosci statych asocjacji wskazuja na niskie
powinowactwo prawastatyny do bialek, a ocena statystyczna wynikow nie wykazala istotnych
roéznic migdzy wigzaniem tego leku z HSA i BSA (p<0.05).
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W przeprowadzonych badaniach oceniono réwniez wigzanie prawastatyny z BSA
I HSA z zastosowaniem dializy rownowagowej. Do pomiaru stezenia leku wolnego
w dializacie zastosowano strefowg elektroforeze kapilarng (CZE), ktéra umozliwiata
oznaczenie zwigzku bez koniecznosci jego wyodrebniania z dializatu.

Wiazanie prawastatyny z BSA, HSA oraz AGP wyznaczone z zastosowaniem ED bylto
réwne odpowiednio 47.08 + 1.87% - 52.53 + 2.97%, 40.71 + 1.29%. - 48.70 + 2.27% oraz
3.87 £ 1.74% - 5.83 £+ 3.37%. Prawastatyna wigzata si¢ z 1 klasg miejsc wigzacych na
czgsteczce BSA oraz HSA. Wykazano obecno$¢ 4.53 + 1.25 miejsc wigzacych danej klasy dla
wigzania PRA z BSA oraz 3.94 + 1.28 miejsc wigzacych danej klasy dla wigzania PRA z
HSA. Wyznaczono state asocjacji wynoszace (4.24 + 0.1) - 10° M oraz (3.60 + 0.2) - 10 M™
odpowiednio dla wigzania PRA z BSA oraz HSA. Nie wykazano istotnych réznic migedzy
liczbg miejsc wigzania oraz stata wigzania zaleznie od zastosowanej techniki pomiaru wolnej
frakcji leku (p<0.05).

Ksztatt linii trendu wykresu Bjerruma wskazuje na brak wysycenia miejsc wigzacych

na obu biatkach przez prawastatyne, bez wzgledu na temperature pomiaru [Ryciny 4.24-4.26].

5.2.4. Badanie termodynamiki procesu wigzania prawastatyny z albuming ludzka

i wolowa

Ocena procesu wigzania prawastatyny z albuming ludzka i wotowa w roéznych
temperaturach pozwolita na wyznaczenie podstawowych funkcji termodynamicznych, ktore
zebrano w Tabeli 4.30.

Wartosci statych wigzania wzrastajg ze wzrostem temperatury, co moze wskazywac na
wigksza stabilno$ci tworzonych potaczen wraz ze wzrostem temperatury. Ujemne warto$ci
entalpii swobodnej wskazuja, ze proces wigzania PRA z badanymi biatkami przebiegat
samorzutnie. Biorac pod uwageg, ze AG determinuje trwato$¢ kompleksu ligand-biatko lub
powinowactwo liganda do akceptora mozna przypuszczac, ze powinowactwo PRA do HSA
w temperaturze 37°C jest nieznacznie wigksze niz do BSA [90]. Dodatnie zmiany entalpii dla
wigzania PRA z BSA i HSA, wskazuja, ze procesy te byly endotermiczne. Na podstawie
obserwowanych dodatnich wartosci AS oraz AH mozna wnioskowac, ze interakcje
hydrofobowe odgrywaja decydujaca role w procesie wigzania PRA z badanymi biatkami,
z niewielkim udziatem oddziatywan jonowych [90, 105, 106].

120



OMOWIENIE WYNIKOW

5.3. Porownanie elektroforezy Kkapilarnej w trybie analizy frontalnej i dializy
rownowagowej jako technik separacyjnych stosowanych w badaniu wiazania

substancji z bialkami krwi

Elektroforeze kapilarng w trybie analizy frontalnej poréwnano z dializg rOwnowagow3g
wyznaczajac wigzanie DXM i PRA z albuming wotowa, ludzka i kwasng ay-glikoproteing na
podstawie pomiaru stezenia wolnej frakcji tych lekéw, a nastgpnie oceniono przepustowosé,
pracochtonno$¢, czasochtonnos$¢ i koszt analizy jednej probki w odniesieniu do metody
referencyjnej za jaka uwazana jest dializa rownowagowa. Nie wykazano istotnych roznic
W procesie wigzania DXM i PRA z badanymi biatkami krwi z zastosowaniem obu metod.

Wykazano obecno$¢ 1 klasy miejsc wigzacych ze wspdtistnieniem wigzania
niespecyficznego dla wigzania DXM z BSA i HSA z zastosowaniem CE/FA oraz 1 klasy
miejsc wigzacych dla wigzania DXM =z tymi biatkami 2z zastosowaniem dializy
rownowagowej. Parametr AIC, na podstawie ktérego oceniano dopasowanie wynikow
uzyskanych z zastosowaniem metody CE/FA oraz ED byt rowny -47.62, -49.03, -42.03 dla
wigzania DXM z BSA oraz -63.65, -65.65, -61.65 dla wigzania DXM z HSA, odpowiednio
dla modelu zaktadajacego 1 klase miejsc wigzacych, 1 klase miejsc wigzacych z wigzaniem
niespecyficznym oraz dwie klasy miejsc wigzacych. Widoczne niewielkie roznice W procesie
wigzania lekoéw moga by¢ wynikiem odmiennych warunkow analizy.

Analiza statystyczna nie wskazata réznic w procencie wigzania, statej asocjacji
i liczbie miejsc wiazacych danej klasy dla wigzania PRA z BSA i HSA wyznaczonych
z zastosowaniem CE/FA oraz ED.

Poréwnanie obu metod pozwala wnioskowa¢, ze CE/FA umozliwia tansze i Szybsze
oznaczenie frakcji wolnej zwigzkow, a w konsekwencji szybsze wyznaczenie parametréw
wigzania substancji z biatkami krwi, stad moze by¢ uwazana za metode przesiewowa.

Niewatpliwg zaleta dializy rownowagowej jest prostota wykonania oznaczen,
niewielkie zuzycie odczynnikow, a w konsekwencji mozliwo$¢ pordéwnania uzyskanych
wynikow badan miedzy roznymi laboratoriami [55, 56]. Utrudnieniem dializy rownowagowej
jest konieczno$¢ zastosowania odpowiedniej metody analitycznej, ktora pozwala na
oznaczenie frakcji wolnej liganda z wymagana czuloscia, co znaczaco wplywa na czas
trwania oraz koszty analizy. W aspekcie tych rozwazan przewaga CE/FA nad dializa
rownowagowg jest mozliwos¢ bezposredniego pomiaru stezenia wolnej frakcji zwigzku

W prébee.
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Pomimo koniecznosci optymalizacji obu technik, przygotowanie probek
I opracowanie warukow analizy z zastosowaniem CE/FA jest szybsze i mniej pracochtonne
W porownaniu do dializy rownowagowej. Ustalone na podstawie badan wstepnych parametry
rozdzielenia elektroforetycznego mozna zastosowaé z niewielkimi modyfikacjami do duzej
grupy zwiazkéw, 0 odmiennych wiasciwosciach fizykochemicznych. W tym aspekcie dializa
rownowagowa wymaga optymalizacji warunkéw oznaczenia dla kazdego ze zwiazkow
zosobna oraz opracowania odpowiednio czutej metody analitycznej umozliwiajgcej

oznaczanie wolnej frakcji tych zwigzkow.

5.4. Ocena wiazania zwiazkéw o aktywnosci Sréodblonkowej z bialkami krwi

z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej

Opracowang i1 zwalidowang metod¢ pomiaru stezenia wolnej frakcji ligandow
z zastosowaniem CE/FA zastosowano do przesiewowego badania wigzania nowych,
aktywnych biologicznie substancji [154-156] z BSA i AGP. Oceniono zwiazki
0 potencjalnym dziataniu $rodbtonkowym, takie jak:

1. pochodne  pirydynowe, analogi nikorandylu, 1-metylopirydyna  oraz
1,4-dimetylopirydyna otrzymywane w Miedzyresortowym Instytucie Techniki
Radiacyjnej Politechniki L.odzkiej (Polska),

2. kwas nikotynowy i jego pochodne: nikotynamid, N-metylonikotynamid zakupione
w firmie Sigma-Aldrich,

3. prekursory N-metylonikotynamidu z komponentg uwalniania NO, oakronimach:
C-2504, C-2507, C-2511, C-2515, C-2517, C-2518, C-2551, C-2578, C-2586, C-2590
otrzymane w Lotewskim Instytucie Syntezy Organicznej W Rydze (Lotwa),

4. V-Pyrro/NO i V-Proli/NO zaliczane do hepatoselektywnych NO-donorow
zsyntetyzowane w Narodowym Instytucie Zdrowia w Maryland (USA).

Sposrod badanych zwigzkow, w sposob istotny z BSA wigzal si¢ kwas nikotynowy,
zwigzki C-2551, C-2590, V-Proli/NO i V-Pyrro/NO. Zaden z badanych zwigzkéw nie wigzat
si¢ z AGP w stopniu wyzszym od 10%.

Wigzanie kwasu nikotynowego z BSA byto réwne 83.72 + 6.95% (dla najnizszych
stezen leku) oraz 48.69 + 2.46% (dla najwyzszych stezen leku). Wyznaczone wielkosSci
statych wiazania (2.49 + 0.37) - 10> M oraz (9.88 + 1.93) - 10* M wskazuja na $rednie
powinowactwo kwasu nikotynowego do albuminy.

Zwiazek C-2551 wigzal si¢ z BSA od 11.59 + 1.62% do 31.20 + 3.76%, natomiast
C-2590 wigzat si¢ od 16.59 + 0.24% do 33.12 + 3.34% w zakresach stezen 50-500 uM. State
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wiazania rowne (7.01 + 1.59) - 10> M™ i (1.43 + 0.15) - 10> M odpowiednio dla C-2551
I C-2590 wskazywatly na stabg sit¢ wigzania tych substancji z BSA.

Zwiazek V-Proli/NO wigzal si¢ z BSA w 60.63 £ 0.75%, po czym procent wigzania
malat do 43.26 + 2.65% w zakresie stgzen 100-500 uM. Zwigzek V-Pyrro/NO wigzat si¢
z BSA w zakresie od 29.70 = 4.29% dla najnizszego stezenia rownego 100 uM, po czym
wigzanie malato do 21.28 + 1.02% dla najwyzszego stezenia rowneg0 500 pM. State wigzania
(7.57 £ 0.40) - 102 M (1.93 £ 0.05) - 10° m* wskazywaty na $rednig site wigzania obu
zwiazkow z albuming wotowa.

Zwiazki C-2551, V-Proli/NO i V-Pyrro/NO wiazaly si¢ z 1 klasg miejsc wigzacych na
czasteczce BSA, zwigzek C-2590 wigzat si¢ z 1 klasg miejsc wigzacych przy wspolistnieniu
wigzania niespecyficznego, natomiast kwas nikotynowy wigzat si¢ z dwoma klasami miejsc
wiazacych.

Liczba miejsc wigzacych danej klasy rowna 1.12 + 0.13 oraz 0.30 £+ 0.15 dla kwasu
nikotynowego oraz 0.59 + 0.18, 2.30 £ 0.95, 0.92 + 0.54 i 0.73 £+ 0.42 odpowiednio dla
C-2551, C-2590, V-Proli/NO i V-Pyrro/NO wskazuja na odmienng stechiometri¢ wigzania

tych substancji z BSA zaleznie od charakteru chemicznego zwigzku.

5.5. Poszukiwanie zaleznoSci pomi¢dzy stopniem wigzania substancji z bialkami krwi

a wlasciwosciami fizykochemicznymi

Wiedza na temat profilu farmakokinetycznego oraz witasciwosci fizykochemicznych
zwigzkow jest niezbedna w wyborze kandydata na lek, a projektowanie struktur o pozgdanych
wlasciwosciach fizykochemicznych pozwala na otrzymanie aktywnych zwigzkow. Badania
przesiewowe mozliwe dzigki wysokowydajnym technikom analitycznym umozliwiaja
poszerzanie wiedzy na temat zalezno$ci pomiedzy strukturg chemiczng a aktywnoscia
biologicznag. W tym aspekcie znajomos¢ wiasciwosci fizykochemicznych zwiazkow jest
szczegoOlnie wazna We wezesnym etapie rozwoju lekow i pomocna w zrozumieniu czynnikow
wplywajacych na procesy ADME [60, 157, 158].

Lipofilowos¢ 1 charakter kwasowo-zasadowy zwigzku dostarczaja podstawowych
informacji na temat prawdopodobnych losow badanej czgsteczki w organizmie,
Wspotczynnik podziatlu miedzy faze olejowa i wodng (logP) jest najczestszym parametrem
opisujacym charakter lipofilowy zwiazku, czgsto uzywanym w analizie QSAR do
modelowania przechodzenia zwigzkéw przez btony biologiczne. LogP opisuje lipofilowosé

czgsteczki w warunkach, kiedy jest ona obojetna, podczas gdy wspotczynnik dystrybucji logD
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(czesto logD™*) odnosi sie do lipofilowosci czasteczki mierzonej w odpowiednim pH (zwykle
fizjologicznym pH=7.4).

Kolejnym istotnym parametrem jest pK,, czyli wyktadnik statej dysocjacji zwigzku,
bedagcy miarg wilasciwoséci kwasowo-zasadowych substancji. Wielkos¢ pK, wpltywa na
przenikalno$¢ zwigzkow przez blony biologiczne oraz prawdopodobne oddzialywanie ze
strukturami komoérkowymi [159].

Lipofilowo$¢ i wilasciwosci kwasowo-zasadowe sg wskazywane, jako parametry
fizykochemiczne, ktére determinujg wigzanie substancji z biatkami krwi. Wraz ze wzrastajaca
lipofilowoscig i zwigkszeniem kwasowo$ci wzrasta wigzanie substancji z biatkami krwi,
a obecnos¢ ugrupowan zasadowych lub zwickszenie wartosci pK, czasteczki zmniejsza zakres
tego wigzania [34, 160-162]. Dla zwigzkéw zjonizowanych wykazano, ze stopien wigzania
z biatkami krwi lepiej koreluje z warto$cig logP niz wspotczynnikiem dystrybucji logD [163—
167].

Niektore ze zwigzkow bedacych przedmiotem badan wykazywaly charakter
hydrofilowy i wystgpowaty jako formy zjonizowane. W tej grupie znajdowaly si¢ 1-MP,
1,4-DMP, MNA, C-2504, C-2507,C-2511, C-2515, C-2517, C-2518, C-2551, C-2578, C-2586
oraz C-2590. Pozostale badane zwigzki, takie jak V-Pyrro/NO, V-Proli/NO, DXM, PRA
I kwas nikotynowy byty lipofilowe.

W przeprowadzonych badaniach wykazano wysoka dodatnig korelacj¢ pomigdzy
stopniem wigzania badanych zwigzkéw z BSA, a wyznaczong warto$cig logP (R2 = 0.5534,
p<0.05). Nie stwierdzono istotnej korelacji pomigedzy stopniem wigzania badanych zwigzkoéw
z BSA, a wyznaczong wartoécig logD”* (R? = 0. 0343, p<0.05). Podobne zaleznosci uzyskano
w badaniach prowadzonych przez Valco i wsp. oraz Li i wsp. [164, 167].

Dla badanych zwigzkéw wykazano istotng wysoka ujemna korelacje pomiedzy
stopniem wigzania z albuming, a wyktadnikiem stalej dysocjacji (R? = 0.4466, p<0.05), co
moglo wynika¢ z faktu, Zze albumina wiaze przede wszystkim leki o charakterze stabych
kwasow [27, 168].

Nie wykazano istotnych korelacji (p<0.05) pomigdzy stopniem wigzania badanych
zwiazkéw z AGP a wyznaczonymi warto$ciami logP, logD’™ i pK, co prawdopodobnie
mogto wynika¢ z niewielkiego wigzania badanych zwiazkow z AGP.

Poszukiwanie zalezno$ci pomiedzy wilasciwosciami fizykochemicznymi zwigzkoéw
a wigzaniem z biatkami krwi wcigz jest przedmiotem zainteresowania wielu osrodkow

badawczych. Zarowno lipofilowos¢, jak i wlasciwosci kwasowo-zasadowe sg istotnymi
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czynnikami wplywajacym na stopien wigzania substancji z biatkami krwi, jednak jak

wskazuja badania proces ten jest wypadkowa wielu zmiennych.

5.5.1. Poréwnanie parametrow wiazania wyznaczonych eksperymentalnie z danymi

przewidywanymi in silico

Opracowanie  modeli  obliczeniowych  do  przewidywania  wlasciwosci
farmakokinetycznych i fizykochemicznych zwigzkéw pozostaje przedmiotem intensywnych
badan w przemysle farmaceutycznym. Programy tego typu s3 uzyteczne poniewaz
przyczyniaja si¢ do przyspieszenia badan eksperymentalnych nad nowym lekiem, pozwalajac
zaoszczedzi¢ czas 1 Koszty projektowania nowych zwigzkow. Modele in silico sa
wykorzystywane do modyfikacji chemicznej zwiazkow i projektowania bibliotek, bedacych
baza substancji chemicznych o odpowiednich wtasciwo$ciach ADME [60, 169].

Przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej badania in silico dostarczyty informacji
o mozliwym stopniu i sile wigzania badanych zwiazkéw z biatkami krwi. Parametry wigzania
otrzymane in silico roznity si¢ od wyznaczonych do$wiadczalnie oraz dostepnych danych
literaturowych, potwierdzajac znaczenie zastosowanej w badaniu techniki analityczne;.

W przypadku oceny skumulowanego procentu wigzania badanych zwigzkow, ktory
byl suma wigzania substancji z HSA lub BSA oraz z AGP wykazano prawie petng korelacje
z wartosciami przewidywanymi in silico (R? = 0.8327, p<0.05). Podobnie wysoka korelacj¢
zaobserwowano dla wigzania badanych substancji z albuming wotowa (R? =0.8135, p<0.05),
potwierdzajac znaczenie albuminy w wigzaniu substancji z biatkami krwi.

Z kolei nie wykazano istotnosci statystycznej pomiedzy Wyznaczonymi
doswiadczalnie, a przewidywanymi in silico statymi asocjacji w procesie wigzania DXM,
PRA, NIC, C-2551, C-2590,V-Proli/NO i V-Pyrro/NO z albuming wolowa (R? = 0.3501,
p<0.05).

Dzigki dostgpnemu oprogramowaniu komputerowemu, na podstawie struktury
zwigzku mozliwe jest wstepne przewidywanie stopnia i sity wigzania substancji z biatkami

krwi.

125



WNIOSKI

6. Whnioski

1.

Opracowano i zwalidowano metody oznaczania wolnej frakcji zwigzkow
z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej w warunkach
odzwierciedlajacych stezenie fizjologiczne biatek we krwi, pozwalajac w efekcie
koncowym na oceng stopnia i sity wigzania substancji z biatkami krwi.

Elektroforeza kapilarna w trybie analizy frontalnej moze by¢ stosowana jako metoda
przesiewowa do badania wigzania substancji o zréznicowanych wlasciwosciach
fizykochemicznych z biatkami krwi.

Przewaga CE/FA nad dializa rownowagowa jest mozliwo$¢ bezposredniego pomiaru
stezenia wolnej frakcji zwigzku, co znaczaco obniza koszt i skraca czas analizy.
CE/FA z uwagi na mozliwos¢ wykonywania analiz w réznych temperaturach moze
by¢ stosowana do oceny termodynamiki w procesie wigzania substancji z biatkami
Krwi.

Badania in silico moga w niektorych przypadkach stanowi¢ przydatne narzedzie do

przewidywania stopnia i sily wigzania substancji z Dbiatkami  krwi.
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