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Wykaz skrotow

BFS — kapilara bez modyfikacji powierzchni wewnetrznej (ang. bare fused silica)
BIS-TRIS — 2,2-bis(hydroksymetylo)-2,2',2"-nitrylotrietanol

BCRP1 — biatko opornosci wielolekowej raka piersi

CAPS - kwas 3-(cykloheksylamino)-1-propanosulfonowy

CC —krzywa kalibracyjna (ang. calibration curve)

CZE - strefowa elektroforeza kapilarna (ang. capillary zone electrophoresis)

DAU — daunorubicyna

DAU-FHEX —formamidynowa pochodna daunorubicyny z pierscieniem
heksametylenoiminy

DAU-FMOR - formamidynowa pochodna daunorubicyny z pierscieniem morfoliny
DAU-FPIP — formamidynowa pochodna daunorubicyny z pierscieniem piperydyny
DMSO - dimetylosulfotlenek

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

DOX — doksorubicyna

DOX-FHEX —formamidynowa pochodna doksorubicyny z pierScieniem
heksametylenoiminy

DOX-FMOR - formamidynowa pochodna doksorubicyny z pier§cieniem morfoliny
DOX-FPIP — formamidynowa pochodna doksorubicyny z pierscieniem piperydyny
EDAU - epidaunorubicyna

EDAU-FHEX —formamidynowa pochodna epidaunorubicyny z pierScieniem
heksametylenoiminy

EDAU-FMOR - formamidynowa pochodna epidaunorubicyny z pierscieniem morfoliny
EDAU-FPIP — formamidynowa pochodna epidaunorubicyny z pierscieniem piperydyny
EDOX — epidoksorubicyna

EDOX-FHEX —formamidynowa pochodna epidoksorubicyny z pier§cieniem
heksametylenoiminy

EDOX-FMOR — formamidynowa pochodna epidoksorubicyny z pier§cieniem morfoliny
EDOX-FPIP — formamidynowa pochodna epidoksorubicyny z pier§cieniem piperydyny
EMA —Europejska Agencja Lekow (ang. European Medicines Agency)

EOF — przeptyw elektroendoosmotyczny

ESI — jonizacja poprzez rozpylanie analitow w polu elektrycznym

FDA — Agencja Zywnosci i Lekow (ang. Food and Drug Administration)

GALAS - globalny, dostosowany lokalnie wedtug podobienstwa algorytm modelowania
in silico (ang. Global, Adjusted Locally According to Similarity)

HQC — probki kontrolne o wysokim stezeniu

IDsg — dawka zwigzku powodujgca utrate zywotnosci 50% komorek (ang. inhibitory dose)
IS —wzorzec wewngetrzny

LDso— medialna dawka letalna (ang. lethal dose)
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LLOQ - dolna granica oznaczalnos$ci

LOD - granica detekcji

logD — logarytm wspoétczynnika dystrybucji

logP — logarytm wspoétczynnika podziatu

LOQ — granica oznaczalno$ci

LQC — probki kontrolne o niskim st¢zeniu

LRP — biatko opornosci wielolekowej raka ptuc

pKa— wyktadnik statej dysocjacji

MEEKC — mikroemulsyjna elektrokinetyczna chromatografia kapilarna
MEKC — micelarna elektrokinetyczna chromatografia kapilarna

MQC — probki kontrolne o §rednim stezeniu

MRM — tryb $ledzenia wielokrotnych reakcji fragmentacji

MRT — $redni czas przebywania zwigzku w organizmie

MRP1 — biatko opornosci wielolekowe;j

NAD - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

NADP — ester fosforanowy dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
NTC — ujemnym wspoétczynnik temperaturowym (ang. negative temperature coefficient)
OATP — (ang. organic anion-transporting polypeptide)

OCT6 — (ang. organic cation transporter 6)

P-gp — P-glikoproteina

RSD — wzgledne odchylenie standardowe

QC — kontrola jakosci (ang. quality control)

RNA — kwas rybonukleinowy

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

SDS - laurylosiarczan sodu

SLC22 — (ang. Solute Carrier family 22)

SPE — ekstrakcja do fazy stalej (ang. Solid Phase Extraction)

TRIS — Tris(hydroksymetylo)aminometan

UPLC/MS/MS — ultrasprawna chromatografia cieczowa sprz¢zona z tandemows
spektrometrig mas

UV-Vis — zakres $wiatla widzialnego i bliskiego ultrafioletu (ang. Ultraviolet-visible)

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organisation)



WSTEP

1 Wstep

Whprowadzenie nowego leku na rynek to dtugotrwatly 1 wieloetapowy proces, wymagajacy
znacznych naktadéw finansowych. Otrzymanie odpowiedniej struktury chemicznej to niewielka
czes$¢ sukceesu, a odrzucenie dobrze zapowiadajacej si¢ czasteczki, przed wprowadzeniem jej do
badan klinicznych, ma miejsce w przypadku okoto 95% nowych zwigzkow. Nowa substancja
powinna przede wszystkim spetnia¢ co najmniej dwa z wymienionych kryteriow: jej masa molowa
powinna by¢ mniejsza niz 500 daltonow, warto$¢ wspélczynnika podzialu nie powinna
przekracza¢ 5, powinna mie¢ mniej niz 5 grup donorowych oraz nie wigcej niz 10 grup
akceptorowych, biorgcych udziat w powstawaniu wigzan wodorowych. Zasada ta nosi nazwe
»reguty Lipinskiego” i jest jedng z podstawowych wytycznych, jakimi kieruja si¢ naukowcy
podczas projektowania nowych czasteczek!™?. Spemienie tych kryteriow to jednak dopiero
poczatek, poniewaz zwigzek musi cechowa¢ si¢ ponadto  korzystnym  profilem
farmakokinetycznym, na ktory wplyw maja, oprocz wspdlczynnika podzialu, roéwniez
wspotczynnik dystrybucji, powierzchnia polarna, liczba wigzan donorowych wodoru, liczba
wigzan akceptorowych wodoru, a takze wyktadnik statej dysocjacji oraz udokumentowane
bezpieczenstwo. Z tego wzgledu coraz czgsciej przeprowadza si¢ badania przesiewowe, majace na
celu okreslenie podstawowych parametrow fizykochemicznych i farmakokinetycznych, aby juz na
poczatku mie¢ mozliwo$é wyboru najbardziej obiecujacych struktur®-el,

W dobie rozwoju technik alternatywnych, opartych na modelowaniu komputerowym,
nieoptacalna i nieakceptowalna jest synteza zwigzkéw de novo, po czym sprawdzanie ich
potencjalnego dziatania biologicznego. Obecnie, identyfikuje si¢ miejsce efektorowe oraz
syntetyzuje takie zwigzki, ktore sa do nich bezposrednio dopasowane. Coraz popularniejszym
podejsciem jest synteza tzw. lekéw ,,me-too”, czyli analogow strukturalnych lekow, ktore sa
stosowane w terapii. W ten sposob tworzone sg biblioteki zwigzkow, ktdre nastgpnie przeszukuje
si¢ pod katem poprawy skutecznosci prototypu, zmniejszenia dzialan niepozadanych oraz
przetamywania lekoopornosci. W przypadku przeszukiwania bibliotek zwigzkoéw wiedza na temat
wyktadnika statej dysocjacji (pKa), wspotczynnika podziatu (logP) oraz wspodtczynnika dystrybucji
(logD) czasteczki jest istotna, gdyz pozwala na przewidywanie dystrybucji tych zwiazkow
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w organizmie, ich dostgpnosci biologicznej, a takze umozliwia oszacowanie potencjalnej

toksycznoscil’®l,

1.1 Wlasciwosci kwasowo-zasadowe

1.1.1 Wykladnik stalej dysocjacji

Jednym z podstawowych parametrow fizykochemicznych jest wyktadnik statej dysocjacji.
Wiasciwosci kwasowo-zasadowe zwigzku, a w szczego6lnosci zdolnos$¢ do jonizacji majg ogromny
wplyw na jego aktywno$¢ biologiczng, profil farmakokinetyczny, mechanizm transportu,
bezpieczenstwo oraz interakcje z innymi lekamit®.

Podstawowa warto$cig mowiacg o wlasciwosciach kwasowo-zasadowych czasteczki jest
stata dysocjacji (Ka). Dysocjacja jest to proces rozpadu zwigzku na jony, ktéry zachodzi pod
wplywem miedzy innymi takich czynnikow, jak rozpuszczalnik lub pole elektryczne. Stata
dysocjacji jest obliczana jako stosunek iloczynu stezen molowych, na jakie podczas dysocjacji
rozpada si¢ dany elektrolit, do st¢zenia molowego czasteczek niezdysocjowanych, w danej
temperaturze.

Dysocjacje stabego kwasu przedstawiamy jako:

HA + H,0 & Hy0% + A™ (1)

Dla takiego kwasu, stata dysocjacji w rozcienczonym roztworze, gdzie mozna przyjac
stezenie wody jako state, przyjmuje postac:

_ [H;07][A7] )
¢ [HA]

Schemat dysocjacji dla stabej zasady przedstawiamy jako:
B+ H,0 = BH* + OH™ (3)

Statg dysocjacji stabej zasady W rozcienczonym roztworze wodnym mozna przedstawic
jako:

_ [BH*][0H™] 4)
> IB]

11
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Aby ulatwi¢ postugiwanie si¢ wymienionymi statlymi, przedstawia si¢ je w postaci
ujemnego logarytmu dziesigtnego, ktory okresla si¢ jako wyktadnik statej dysocjacji.

Wyktadnik statej dysocjacji, odpowiednio pKa dla kwaséw lub pKy dla zasad koreluje z ich
moca. Im mniejsze pKa, tym wigksza moc kwasu oraz im wieksze pKa, tym wigksza jest moc
zasady. Pomigdzy stalymi dla sprzezonej pary kwas-zasada zachodzi zalezno$¢:

pKq + pKy = pKy ®)

Gdzie:
pKw — jest to wyktadnik statej dysocjacji wody, ktéra w temperaturze pokojowej

wynosi 1410111,

1.1.2 Metody eksperymentalnego wyznaczania wykladnika stalej dysocjacji

Miareczkowanie potencjometryczne, ze wzgledu na duzg precyzj¢ i doktadnos¢ jaka sig
cechuje bylo przez wiele lat okreslane jako metoda referencyjna w wyznaczaniu statych dysocjacji.
W przypadku substancji o niewielkiej rozpuszczalnosci w srodowisku wodnym, miareczkowanie
mozna przeprowadzi¢ w $rodowisku wodno-organicznym. Aby przeprowadzi¢ badanie
z zastosowaniem tego podejscia, niezbedne jest uzycie duzej ilosci czystej substancji. St¢zenie
badanego zwigzku w roztworze roboczym, pozwalajagce na uzyskanie odpowiedniej krzywej
miareczkowania musi byé réwne co najmniej 107 MI2-241,

Do wyznaczania pKa stosuje si¢ rowniez spektrofotometrie UV-Vis. Techniki te wymagaja
mniejszego stezenia substancji czynnej (>10° M), jednakze badana substancja musi zawieraé
w swojej strukturze chromofor, ktory absorbuje promieniowanie w zakresie UV-Vis. Do badania
zwigzkow z zastosowaniem metod spektrofotometrycznych nadaja si¢ jedynie substancje czyste
lub takie, co do ktérych mamy pewnos$¢, ze ich zanieczyszczenia nie pochtaniaja $wiatta w zakresie
UV-Vistt>17],

Coraz popularniejszym podejsciem stosowanym do wyznaczania wykladnika stalej
dysocjacji jest elektroforeza kapilarna. Technika ta z powodzeniem stosowana jest do wyznaczania
wartosci pKa dla zwigzkéw o réznej strukturze chemicznej, probek zanieczyszczonych, a jej
ogromng zaletg jest mozliwos¢ przeprowadzenia analiz wykorzystujac zaledwie niewielka ilos¢

badanego analitul'®-221,
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1.2 Wiasciwosci lipofilowe
1.2.1 Wspélczynnik podziatu i wspolczynnik dystrybucji

Lipofilowos$¢ okresla sie¢ jako sktonnos¢ czgsteczek chemicznych do rozpuszczania sie
w tluszczach, olejach oraz rozpuszczalnikach niepolarnych, takich jak heksan lub toluen. Parametr
ten cechuje powinowactwo danego zwigzku do fazy lipofilowej (hydrofobowej) i fazy lipofobowej
(hydrofilowej).

Podstawowym parametrem opisujacym lipofilowo$¢ czasteczki jest wspotczynnik podziatu
(P), ktory definiowany jest jako stosunek stezenia badanej substancji w dwoch réznych, nie
mieszajacych si¢ ze soba, rozpuszczalnikach. Jest parametrem obliczanym tylko dla formy
niezjonizowanej substancji, stad najczesciej, aby cofng¢ dysocjacj¢ badanego zwigzku dobiera si¢
warto$ci pH roztwordw, w ktorych wykonuje si¢ pomiar, tak aby zwigzek znajdowat si¢ w formie
niezdysocjowanej. Wspotczynnik podziatu przedstawia si¢ w postaci logarytmu:

[C]niepolarny> (6)

logP = log(
[C]polarny

Gdzie:

[Clniepolamy — stezenie badanej substancji w rozpuszczalniku niepolarnym

[Clpolamy — stezenie badanej substancji w rozpuszczalniku polarnym

Najczgsciej jako rozpuszczalnik niepolarny stosowany jest oktanol, natomiast
rozpuszczalnikiem polarnym jest woda. Dla substancji ulegajacych dysocjacji mozna obliczy¢
rowniez wspotczynnik dystrybucji, ktory podobnie jak wspotczynnik podziatu, okresla si¢ jako
stosunek stezenia badanej substancji w dwoch niemieszajacych si¢ rozpuszczalnikach, z tg roznica,
ze wspotczynnik dystrybucji wyznacza si¢ dla dowolnego pH S$rodowiska, najczesciej dla pH

fizjologicznego, rownego 7,4. Dla zwiazkow niedysocjujacych logP jest rowne logD.

1.2.2 Metody wyznaczania wspolczynnika podzialu i wspolczynnika dystrybucji

Metoda referencyjng w badaniach lipofilowosci nowych zwigzkéw jest metoda ,,shake-
flask” (wytrzasanie w kolbie), ktora jest czasochlonna oraz wymaga duzej ilosci substancji

0 wysokiej czystoscil?,
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Obecnie dostepnych jest wiele metod stuzacych do wyznaczania logP nowych zwiazkow,
m. in. zwalidowane i szeroko stosowane metody oparte na wysokosprawnej chromatografii
cieczowej?4l, Rowniez, elektroforeza kapilarna jest coraz czeciej wymieniana jako wszechstronna
platforma analityczna. W przypadku elektroforezy kapilarnej stosowane sg dwie techniki, tj.
micelarna (MEKC) oraz mikroemulsyjna (MEEKC) elektrokinetyczna chromatografia
kapilarnal®®2®, MEEKC ma kilka zalet w stosunku do MEKC. Z uwagi na fakt, ze kropelki
mikroemulsji sg stabilniejsze niz micele, ze wzgledu na dodatek ko-surfaktanta, ktory stabilizuje
mikroemulsje oraz lepsze nasladowanie wtasciwosci blon fosfolipidowych, MEEKC cieszy si¢

wicksza popularnoscigl?”28l,

1.3 Przewidywanie in silico wlasciwosci fizykochemicznych i farmakokinetycznych
zwigzkow

Obecnie coraz wigksza popularno$cig ciesza si¢ metody in silico modelowania parametrow
fizykochemicznych. Sa one ogromnie pomocne na wczesnym etapie badan, jednak nie zawsze
otrzymane wyniki sg zbiezne z danymi uzyskanymi eksperymentalnie. Jest to efekt koniecznych
dla przeprowadzenia analiz uproszczeh 0Oraz przyjmowania pewnych zalozen i parametrow
0 statych wartoéciach[?%3%,

Modele predykcyjne pozwalaja na wyznaczanie statych dysocjacji w standardowych
warunkach, na podstawie réznorodnych podej$¢ prognostycznych. W przypadku oprogramowania
ACD Percepta dostepne sa dwa algorytmy, tj. klasyczny oraz GALAS.

Algorytm klasyczny, ktory wykorzystuje rownania typu Hammeta i state elektryczne grup
zdolnych do jonizacji jest akceptowanym przez przemyst farmaceutyczny standardem do
przewidywania pKa%. W przypadku algorytmu GALAS przewidywanie pKa polega na
oszacowaniu czastkowych statych dysocjacji dla wszystkich prawdopodobnych centréw jonizacji,
w hipotetycznym stanie czgsteczki nienatadowanej, a nastgpnie skorygowaniu tych podstawowych
wartosci, po uwzglednieniu fadunku centréw jonizacji i ich interakcji ze sobg oraz srodowiskiem.

Model predykcyjny do przewidywania logP rowniez obejmuje te dwa podstawowe
podejscia, tj. klasyczne oraz GALAS, jak rowniez taczy obie strategie. Klasyczny algorytm przy
obliczaniu logP stosuje zasade izolowania atomow weglal®¥l, natomiast algorytm GALAS opiera

si¢ na przewidywaniu tego parametru w oparciu o zbidr treningowy. Model taczony przypisuje
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dynamicznie wspoétczynniki adaptacyjne do kazdego modelu zgodnie ze wskazaniami jakosci
prognozowania, co pozwala uzyska¢ maksymalng doktadnos$¢ przewidywanego wyniku.
Oprogramowanie Percepta pozwala réwniez na oszacowanie szeregu parametrow
okreslajagcych profil farmakokinetyczny zwigzkoéw za pomoca zestawu réwnan rdzniczkowych
opisujacych model wielokompartmentowy. Profil farmakokinetyczny zwigzku przewidywany jest
dla zdrowego cztowieka, o standardowej budowie ciata, po podaniu okreslonej dawki zwigzku oraz

sprecyzowaniu drogi podania.

1.4 Antybiotyki antracyklinowe

Antybiotyki antracyklinowe sa obecne w terapii choréb nowotworowych juz blisko po6t
wieku. W latach 50-tych wtoska firma Farmitalia Research Laboratories rozpoczeta badania
majace na celu wyizolowanie zwigzkéw przeciwnowotworowych z drobnoustrojow glebowych.
Z probki gleby, pobranej z okolic Castel del Monte, wyizolowano nowy szczep bakterii
Streptomyces peucetius, ktory wytwarzal czerwony barwnik. Stwierdzono, ze zwigzek ten
wykazywal aktywnos$¢ antyproliferacyjng wobec komoérek nowotworowych. Mniej wiecej w tym
samym czasie, grupa francuskich naukowcow z firmy Rhone-Poulenc odkryta ten sam zwigzek,
dlatego tez nowy lek nazwano taczac stowo Dauni — okre$lenie przedromanskiego plemienia, ktore
zamieszkiwalo obszar Wioch, gdzie zwigzek zostal wyizolowany, z francuskim stowem ruby
(rubis), oznaczajacym kolor czerwony[®®3¢l. Proby kliniczne z zastosowaniem daunorubicyny
(DAU) rozpoczety sig¢ w latach 60. XX wieku, a lek okazat si¢ skuteczny w leczeniu ostrej biataczki
i chioniaka. Gdy potwierdzono jego aktywno$¢ przeciwnowotworowa zaczeto poszukiwac
podobnych zwigzkow, ktore mogtyby by¢ zastosowane w lecznictwie. Kilka lat pdzniej otrzymano
doksorubicyne (DOX), wyprodukowang przez szczep Streptomyces peucetius var caesius, ktorg
wprowadzono na rynek w 1974 rokul*71,

Obecnie zarowno doksorubicyna, jak i daunorubicyna znajduja si¢ na listach lekow
podstawowych WHO. Wskazaniem do stosowania daunorubicyny sa ostre biataczki, natomiast
doksorubicyna jest stosowana w wielu jednostkach chorobowych, m.in. w raku piersi, migsakach,

chloniakach i biataczkach[3839,
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1.4.1 Mechanizm dzialania

Mimo wielu lat badan i ogromne;j ilosci opublikowanych prac, nie udato si¢ jednoznacznie
okreslic mechanizmu dziatania antybiotykow antracyklinowych. Dostepne zrodia podaja
przynajmniej kilka mozliwych punktéw uchwytu dla antracyklin[*?. Jedna z hipotez wskazuje jako
gtowny cel dla tych lekow topoizomeraze Il. Topoizomeraza Il jest to enzym wystepujacy w kilku
formach i majacy za zadanie utrzymanie stabilno$ci genomowej komorki, poprzez wpltyw na
stopien skrecenia helisy DNAMY. Topoizomeraza Ilo jest forma, ktéra najczesciej wystepuje
w komorkach nowotworowych, natomiast topoizomeraza IIf jest specyficzna dla komorek
prawidtowych, w tym kardiomiocytow!*>43l,

Antracykliny wykazujg rowniez zdolnos¢ do hamowania replikacji i transkrypcji kwasow
nukleinowych, co zwigzane jest z ich zdolnoscia do interkalacji w tancuch DNA4%], Plaskie
ugrupowanie aromatyczne obecne w strukturze zwigzku umozliwia wbudowanie czasteczki
miedzy pary sasiednich zasad. Kompleksy DNA-antracyklina tworzg si¢ W miejscach, gdzie
w sekwencji DNA wystepuja obok siebie guanina i cytozyna (5°-GC-3°, 5°-CG-3)[“61. Powoduje
to zmian¢ odleglo$ci miedzy zasadami oraz zmiang¢ kata skrecenia sgsiadujacych warstw,
a w konsekwencji rozluznienie struktury DNA. Polgczenie miedzy lekiem a DNA jest

stabilizowane sitami elektrostatycznymi i stabymi wigzaniami wodorowymil*748]

, po czym
antracykliny tworza specyficzne wigzania kowalencyjne z guaning. Do tworzenia tych wigzan
zdolne sa jedynie zwiazki posiadajace w pozycji C-3’ grupe aminowal*®%%. Do wytworzenia
wigzania kowalencyjnego niezbedna jest obecno$¢ w strukturze antracykliny grupy aldehydowej
lub obecnosé formaldehydu, powstajacego w warunkach in vivol®* 54, Powstawanie tych adduktow
aktywuje reakcje uszkadzajace DNA i indukujace $mieré¢ komorki, niezalezng od topoizomeraz!®.

Schemat obrazujacy strukture powstajacego kompleksu przedstawiono na rycinie 1.1.
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Rycina 1.1. Struktura kompleksu doksorubicyna-DNA. Doksorubicyna tworzy wigzanie
kowalencyjne (zaznaczone na czerwono) z guaning[®l,

Nie wszystkie uszkodzenia spowodowane przez antracykliny zwigzane sg z ich wigzaniem
z czasteczka DNA. Niektore z tych uszkodzen sg spowodowane dziataniem reaktywnych form
tlenu (ROS), ktore powstaja w wyniku redukcji jednoelektronowej antracykliny lub reakcji
nieenzymatycznych zwigzanych z obecnoscia zelaza. Pierwszy z wymienionych proceséw polega
na przeniesieniu elektronu z NAD (lub NADP) na uktad chinonu, w wyniku czego tworzy si¢
semichinon. Podczas jego odtwarzania powstaja reaktywne formy tlenu, m. in. takie jak
anionorodnik ponadtlenkowy (O2'-), nadtlenek wodoru (H202) lub rodnik hydroksylowy
(HO*)P"®8l Drugi z mechanizméw opiera si¢ na zdolnosci antracyklin do jednoczesnego
hamowania uwalniania zelaza z ferrytyny oraz zapoczatkowania jego uwalniania z innych biatek
(m. in. akonitazy), jak rowniez tworzenia komplekséw z zelazem. Zelazo jest katalizatorem reakcji
prowadzacych do powstawania ROS, a koncepcje¢ t¢ potwierdzajg badania, w ktérych podawanie
zelaza tacznie z antracyklinami zwigkszato $miertelnoéé zwierzat®?, ROS, cechujace si¢ bardzo
duza reaktywnoscig, moga oddziatywa¢ zaréwno z biatkami, lipidami, jak i kwasami
nukleinowymi, powodujac na przyktad oksydacyjne modyfikacje zasad azotowych, ktore
wykazuja potencjat mutagenny®®. Uproszczony schemat powstawania ROS, w reakcji redukcji

antracyklin przedstawiono na rycinie 1.2.
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NAD(P)H + HY,

NADP)"

Rycina 1.2. Schemat obrazujacy powstawanie reaktywnych form tlenu w jednoelektronowej
reakcji redukcji antracyklint®H,

Oprécz wymienionych mechanizméw w dziataniu cytotoksycznym antracyklin moga bra¢
udziat réwniez inne procesy, m.in. hamowanie aktywnos$ci helikazy, indukowanie apoptozy na
drodze nadprodukcji ceramidu lub uwalnianie cytochromu c¢ z mitochondriow®?64,
Doksorubicyna wykazuje powinowactwo do taczenia si¢ z anionowymi sktadnikami btony,
szczegolnie z kardioliping, co moze prowadzi¢ do bezposredniego uszkodzenia struktury blony
komoérkowej oraz mitochondriow!®>!

Wyniki badan z ostatnich lat wskazujg rowniez na mozliwo$¢ zmiany mechanizmu
dziatania antracyklin, w zaleznosci od stezenia osigganego w miejscu dzialania. Uwaza sig, ze
W stezeniach nanomolowych, a wigc takich, w jakich leki te wystepuja w osoczu chorych,
antracykliny indukujga uszkodzenie DNA. Z kolei w st¢zeniach mikromolowych antracykliny
dzialaja przede wszystkim poprzez zwigkszenie wytwarzania ROS, zmniejszenie zasobow

glutationu, zwigkszenie przepuszczalno$ci $rodblonka oraz reorganizacje cytoszkieletu

komorkil®71,

1.4.2 Transport przez blony

Mimo wielu lat intensywnych badan, mechanizmy transportu antybiotykow

antracyklinowych przez blony biologiczne nie zostaty do konca poznanel®®l. We wczesnych
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pracach wskazywano na dyfuzje bierna, jako gléwna droge transportu tych lekow!®®). Nowe
techniki analityczne, spowodowaty istotny postep w identyfikacji transporterow btonowych.
W przypadku antracyklin zwrocono szczegdlng uwage na transportery z rodziny SLC22 (solute
carrier family 22), szczegdlnie na SLC22A16, okreslany rowniez jako OCT6 (organic cation
transporter 6), ktory zidentyfikowano jako importer dla doksorubicyny. Biatko to transportuje
substancje o charakterze kationowym[™. Udowodniono, ze komérki z wysoka ekspresja biatka
OCT6 sg bardziej wrazliwe na doksorubicyne, w poréwnaniu do komoérek z normalng ekspresja
tego biatkal™], Szczegdlng uwage nalezy zwrdcié na fakt, ze nie stwierdzono ekspresji biatka OCT6
w komoérkach miesnia sercowegol’l,

Kolejnymi przekaznikami o udokumentowanej zdolnosci do przenoszenia antracyklin sg
biatka nalezace do rodziny OATP (organic anion-transporting polypeptide) — OATP1A oraz
OATP1BI[®l, Typowe substraty OATP, to przede wszystkim substancje polarne i zwiazki
o0 charakterze anionowym. Z uwagi na fakt, ze antracykliny w pH fizjologicznym sg kationami,
dlatego nie rozwazano ich, jako potencjalnych substratow dla transporterow OATP. Okazato si¢
jednak, ze zarowno biatka SLC22A16, jaki i OATP1A i OATP1B odgrywaja istotng role¢
w transporcie tych lekow!™l. Co wiecej, udowodniono, ze ekspresja OATP1A2 i OCT6 moze
shuzy¢ jako wskaznik odpowiedzi na chemioterapi¢ neoadjuwantowa u kobiet ze zdiagnozowanym

rakiem piersil™.

1.4.3 Lekoopornosé¢

Oprocz transporterow, ktore majg za zadanie przenoszenie antracyklin do wngtrza komorki,
wyrdézniono rowniez grupe transporterow zaangazowanych w mechanizmy lekoopornosci, a wiec
takie biatka, ktére beda transportowaty lek poza komorke. Do najbardziej znanych z nich nalezy
P-glikoproteina (P-gp), ktéra ma zdolno$¢ do usuwania ksenobiotykow z komorki oraz ich
transportu do lizosoméw lub innych organelli. P-gp jest transporterem wystgpujacym prawie we
wszystkich komorkach, a takze w strukturach tworzacych barierg¢ krew-mozg, krew-jadro oraz
krew-tozysko. Dla komorek prawidlowych, obecnos¢ tego biatka jest rodzajem mechanizmu
obronnegol"®.

Usuwanie antracyklin z komorki, z uzyciem lizosoméw jest zalezne od P-gp
I wlasciwosciowosci fizykochemicznych antracyklin. Ze wzgledu na fakt, ze pH we wngtrzu

lizosomoéw jest kwasne (ok. 5), antracykliny beda w nim ulegaty dysocjacji, stad nie bedg juz
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w stanie przenika¢ przez blony biologiczne na drodze dyfuzji biernej, bedac uwiezione we wnetrzu
lizosomowl’" 781,

Innymi transporterami, ktére moga by¢ odpowiedzialne za rozwoj lekoopornosci na
leczenie antracyklinami sa nalezace do rodziny ABC biatko opornosci wielolekowej (MRP1),

biatko opornosci wielolekowej raka piersi (BCRP1) oraz biatko opornosci wielolekowej raka ptuc
(LRP)L79:800,

1.4.4 Kardiotoksycznos¢

Mechanizm dziatania kardiotoksycznego antracyklin jest bardzo ztozony i nadal nie w petni
poznany. Starsze zrodta wskazuja, ze glowna przyczyna moze by¢ synteza ROS oraz hamowanie
topoizomerazy®®l, Juz po jednorazowym podaniu doksorubicyny obserwuje si¢ zmiany
w strukturze kardiomiocytéw, takie jak obrzek mitochondrialny oraz skurcz chromatyny!®6-88],
Kardiotoksycznos$¢ po podaniu antracyklin, ze wzgledu na rodzaj i czas wystgpienia objawow
mozna podzieli¢ na cztery typy. Pierwszy, czyli kardiotoksyczno$¢ ostra, pojawia si¢ juz po
pierwszym podaniu leku, jest niezalezna od dawki i wystepuje u mniej niz 1 % pacjentdw.
Kardiotoksycznos$¢ podprzewlekta towarzyszy podawaniu wysokich dawek antracyklin i pojawia
si¢ w ciggu 1-3 dni od podania leku, w postaci zapalenia migs$nia sercowego. Kardiotoksyczno$é
przewlekta po podaniu antracyklin dzieli si¢ na wezesng oraz pdzna. Kardiotoksyczno$¢ wczesna
pojawia si¢ po kilku tygodniach od zakonczenia terapii i jest nig dotknigtych od 1,5 do 2 %
pacjentow, z kolei kardiotoksyczno$¢é pozna rozwija si¢ po co najmniej roku do nawet 30 lat od
zakonczenia terapii i dotknigtych jest nig nawet 5 % pacjentow®® 91,

Dostepne dla chorych strategie kardioprotekcyjne sa do$¢ ograniczone, w tym wzgledzie
zwraca si¢ uwage na formulacje liposomalne oraz zmniejszenie dawki kumulacyjnej. Inne Zrodta
podaja, ze réwniez stosowanie inhibitoréw konwertazy angiotensyny, inhibitorow receptorow
angiotensynowych oraz [-blokeréw wywiera Kkorzystny wplyw na zmniejszenie dziatania
kardiotoksycznego antracyklin. Jednym z najskuteczniejszych lekow dziatajacych profilaktycznie
jest deksrazoksan zarejestrowany pod nazwa handlowa Zinecard, stosowany u kobiet
Z przerzutujacym nowotworem piersi, ktore otrzymaly dawke kumulacyjng doksorubicyny

przekraczajaca 300 mg/m? [92-94],
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Najnowsze badania podkreslaja znaczenie dysfunkcji $rodbtonka naczyniowego, ktora
moze wyprzedzac¢ kardiotoksycznos$c antracyklin, otwierajac mozliwos$¢ projektowania nowych

lekow, tak aby ograniczy¢ ich wptyw na $rodbtonek 9591,

1.4.5 Nowe antybiotyki antracyklinowe

Modyfikacje struktury antybiotykéw antracyklinowych I generacji, do ktorej zalicza si¢
doksorubicyne oraz daunorubicyng, jest jedng z najpopularniejszych strategii uzyskania nowych
antracyklin o lepszych wlasciwos$ciach biologicznych. Juz zmiana konformacji jednego z atomow
w strukturze zwigzku macierzystego moze wplyna¢ na efekt dziatania leku. Wiodacym przyktadem
jest w tym wzgledzie epidoksorubicyna, epimer doksorubicyny, charakteryzujacy si¢ lepszym
profilem bezpieczenstwa w poréwnaniu do leku macierzystego, obecnie stosowany w leczeniu
nowotwordw piersit®’.,

Kolejnym przyktadem moze by¢ aklarubicyna, ktorej struktura jest rozbudowana o dwie
reszty cukrowe, w stosunku do zwigzku macierzystego. Modyfikacja ta najprawdopodobniej
wplyngta na zmniejszenie powinowactwa leku do P-gp, dlatego tez lek ten jest skuteczny
w przypadku komorek opornych na antracykliny pierwszej generacji. Aklarubicyna charakteryzuje
si¢ rOwniez zmniejszong w stosunku do zwigzkéw macierzystych kardiotoksycznos$cia, a takze
odmiennym mechanizmem dziatania. Pierwszym celem aklarubicyny jest RNA, podczas gdy dla
DOX i DAU jest to DNA. Mozna probowa¢ wytlumaczy¢ ten mechanizm inng lokalizacjg lekow
w komorce. Aklarubicyna kumuluje si¢ przede wszystkim w cytoplazmie, inaczej niz pozostate
antracykliny, ktore gromadzone sa prawie w catosci w jadrze komorkowymU®8,

Idarubicyna (4-demetoksydaunorubicynyna) najprawdopodobniej dzigki zwigkszonej
lipofilowosci charakteryzuje si¢ wigksza cytotoksycznoscia w porownaniu do DAU oraz wigksza
zdolnoscig do przelamywania lekoopornos$ci. Co istotne, idarubicyna ma wystarczajaca
biodostepnos¢, stad moze byé podawana doustniel®®. Oprécz wymienionych lekow, w terapii
stosowane sg rowniez walrubicyna oraz nemorubicyna. Pierwsza z nich stosowana jest w leczeniu
nowotworu pecherza moczowego, natomiast druga w leczeniu raka

watrobowokomorkowegol%10U, Struktury wymienionych lekéw przedstawiono na rycinie 1.3.
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Rycina 1.3. Struktury nowych antybiotykow antracyklinowych stosowanych w terapii
aklarubicyna A), idarubicyna B), walrubicyna C), nemorubicyna D).

Wséréd nowo syntetyzowanych zwigzkdw znaczaca grupe stanowig pochodne
formamidynowe, z réznymi cyklicznymi podstawnikami, m. in. piperydyna, morfoling
i heksametylenomiming. Wprowadzenie do struktury daunozaminy w pozycji C-3° grupy
formamidynowej, w miejsce aminowej pozwalito na przelamanie opornosci na te cytostatyki
komorek nowotworowych, sublinii lekoopornych komorek raka jelita grubego (LoVo/Dx),
migsaka macicy (MES-SA/Dx5) i ostrej biataczki promielocytowej (HI-60/MX2). Badania
wykazaty, ze nowe pochodne doksorubicyny i daunorubicyny charakteryzuja si¢ zdolnoscig do
calkowitego lub prawie calkowitego pokonywania lekooporno$ci, rozwijajacej si¢ w oparciu
0 ztozone mechanizmy1021031,

Badania przeprowadzone na linii komérkowej biataczki limfocytowej (L1210) wykazaty,
ze formamidynowe pochodne daunorubicyny wykazuja stabsza aktywno$¢ cytostatyczng niz
daunorubicyna, lecz cechujg si¢ wyzszg cytotoksyczno$cig w poréwnaniu do amsakryny, dlatego
tez mogly by¢ zaliczone do zwigzkow 0 istotnym dziataniu przeciwnowotworowym. Miejscem
kumulacji badanych nowych zwigzkéw w komorce jest jadro komoérkowe. Zaobserwowano, ze

mimo, iz wszystkie badane zwiazki indukowaly procesy uszkodzenia DNA, mechanizm
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uszkodzenia byl odmienny. Daunorubicyna dziata gtéwnie poprzez mechanizm zahamowania
topoizomerazy |1, natomiast nowe pochodne, oprécz hamowania topoizomerazy, tworzyly rowniez
kowalencyjne addukty z czasteczka DNAM41%] Wystepowanie tych dodatkowych mechanizméw,
najprawdopodobniej  zwigzanych z  tworzeniem  wigzan kowalencyjnych  miedzy
formamidynowymi pochodnymi antracyklin, potwierdzono réwniez przez innych badaczy!*%!,

Nalezy zwroci¢ uwagg, ze nowe zwigzki, pochodne formamidynowe charakteryzuja si¢
wyzszymi wartosciami LDso W porownaniu do lekéw macierzystych. W badaniach wykonanych
na zwierzetach, po jednorazowym podaniu nowych antracyklin, w dawce odpowiadajacej 75%
LDso stwierdzono, w ocenie histopatologicznej istotnie mniejsze uszkodzenie migsnia sercowego,
w poréwnaniu do zwierzat, ktérym podano leki macierzyste%7],

Podsumowujac, nowe formamidynowe pochodne antybiotykow antracyklinowych maja
potencjat do wprowadzenia do lecznictwa, jako zwigzki o lepszej aktywnosci antyproliferacyjne;j

i lepszym profilu bezpieczenstwa, W poréwnaniu do antracyklin pierwszej generacjil'%810%,
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2 Cel pracy

Wecezeéniejsze badania wykazaty, ze nowe zwiazki, pochodne antybiotykdéw
antracyklinowych, charakteryzujg si¢ pozadanymi wlasciwosciami biologicznymi, ich potencjat
antyproliferacyjny jest zblizony lub wyzszy od lekow macierzystych, i co istotne sg mniej
kardiotoksyczne. Doktadne poznanie wlasciwosci fizykochemicznych, jak i profilu
farmakokinetycznego nowych antracyklin jest niezbedne w dalszych badaniach nad rozwojem tych
czastek, jak 1 w celu opracowania nowych struktur o lepszych wtasciwosciach. Z uwagi na potrzebe
opracowania nowych technik analitycznych i wykonanie badan przesiewowych nowych

zwigzkow, we wezesnej fazie badan przedklinicznych celem pracy bylo:

1. Opracowanie metody wyznaczania wykladnika statej dysocjacji z zastosowaniem
elektroforezy kapilarnej w trybie analizy strefowej (CZE).

2. Wyznaczanie pKa dla dwunastu nowych zwigzkow, formamidynowych pochodnych
antybiotykow antracyklinowych oraz czterech lekow macierzystych z zastosowaniem
metody CZE.

3. Opracowanie metody wyznaczania wspotczynnika dystrybucji z zastosowaniem
mikroemulsyjnej elektrokinetycznej chromatografii kapilarnej (MEEKC).

4. Wyznaczanie wspotczynnika dystrybucji  dla  dwunastu nowych zwigzkéw,
formamidynowych pochodnych antybiotykow antracyklinowych oraz czterech lekow
macierzystych z zastosowaniem opracowanej metody oraz obliczenie wspolczynnika
podziatu dla badanych zwigzkow.

5. Opracowanie i walidacja metody bioanalitycznej do oznaczania st¢zenia nowych
zwigzkéw, pochodnych antybiotykéw antracyklinowych, w o0soczu myszy
z zastosowaniem ultrasprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemowa
spektrometrig mas (UPLC/MS/MS).

6. Okreslenie profilu farmakokinetycznego nowych antracyklin, po podaniu dozylnym

i dootrzewnowym, w dawce kasetowej u myszy.
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3 Materialy i metody

3.1 Badane zwiazki
3.1.1 Leki macierzyste

Przedmiotem badan byty nastgpujace leki macierzyste:

Chlorowodorek doksorubicyny (DOX)

Ca27H29NO11, m.cz.: 543.525 g/mol
Chlorowodorek (7S,9S)-7-[(2R,4S,5S,6S)-4-amino-5-hydroksy-6-metyloksan-2-ylo]oksy-6,9,11-
trihydroksy-9-(2-hydroksyacetylo)-4-metoksy-8,10-dihydro-7H-tetraceno-5,12-dionu

(Zwiazek otrzymano w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykow w Warszawie).
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Chlorowodorek danorubicyny (DAU)

C27H29NO10, m.cz.: 527.526 g/mol
Chlorowodorek (7S,9S)-9-acetylo-7-[(2R,4S,5S,6S)-4-amino-5-hydroksy-6-metyloksan-2-
ylo]oksy-6,9,11-trihydroksy-4-metoksy-8,10-dihydro-7H-tetraceno-5,12-dionu

(Zwiazek otrzymano w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykow w Warszawie).

H5C

Chlorowodorek epidoksorubicyny (EDOX)

Ca27H29NO11, m.cz.: 543.525 g/mol
Chlorowodorek (7S,95)-7-[(2R,4S,5R,6S)-4-amino-5-hydroksy-6-metyloksan-2-ylo]oksy-6,9,11-
trinydroksy-9-(2-hydroksyacetylo)-4-metoksy-8,10-dihydro-7H-tetraceno-5,12-dionu

(Zwiazek otrzymano w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykow w Warszawie).
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HC”

Chlorowodorek epidanorubicyny (EDAU)

Ca27H20NO10, m.cz.: 527.526 g/mol
Chlorowodorek (7S,9S)-9-acetylo-7-[(2R,4S,5S,6S)-4-amino-5-hydroksy-6-metyloksan-2-
ylo]oksy-6,9,11-trihydroksy-4-metoksy-8,10-dihydro-7H-tetraceno-5,12-dionu

(Zwiazek otrzymano w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykow w Warszawie).
3.1.2 Nowe zwiazki, pochodne antybiotykow antracyklinowych

Przedmiotem badan byly nastgpujace nowe zwiazki, pochodne antybiotykow antracyklinowych

Chlorowodorek zwigzku o roboczej nazwie DOX-FPIP

CasH3sN2011, m.cz.: 638.67 g/mol

Chlorowodorek 3’-deamino-3’(N,N-1"-6""-heksametylenoformamidyno)-(7S,9S)-7-
[(2R,4S,5S,6S)-4-amino-5-hydroksy-6-metyloksan-2-ylo]oksy-6,9,11-trihydroksy-9-(2-
hydroksyacetylo)-4-metoksy-8,10-dihydro-7H-tetraceno-5,12-dionu

(Zwiazek otrzymano w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykow w Warszawiel*10)),
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Chlorowodorek zwiazku o roboczej nazwie DOX-FMOR

Ca2H3sN2012, m.cz.: 640.642 g/mol

Chlorowodorek 3’-deamino-3’(N,N-3"’-oksa-1"’,5’-pentametylenoformamidyno)-(7S,9S)-7-
[(2R,4S,5S,6S)-4-amino-5-hydroksy-6-metyloksan-2-ylo]oksy-6,9,11-trinydroksy-9-(2-
hydroksyacetylo)-4-metoksy-8,10-dihydro-7H-tetraceno-5,12-dionu

(Zwigzek otrzymano w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykéw w Warszawie!*1%),

Chlorowodorek zwigzku o roboczej nazwie DOX-FHEX

Ca4H40N2011, m.cz.: 652.697 g/mol

Chlorowodorek 3’-deamino-3’(N,N-3"’-oksa-1"’,5’-pentametylenoformamidyno)-(7S,9S)-7-
[(2R,4S,5S,6S)-4-amino-5-hydroksy-6-metyloksan-2-ylo]oksy-6,9,11-trihydroksy-9-(2-
hydroksyacetylo)-4-metoksy-8,10-dihydro-7H-tetraceno-5,12-dionu

(Zwiazek otrzymano w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykow w Warszawie(*19),

28



MATERIALY I METODY

Chlorowodorek zwiazku o roboczej nazwie EDOX-FPIP

C33H3sN2011, m.cz.: 638.67 g/mol

Chlorowodorek 3’-deamino-3’(N,N-1"’-6""-heksametylenoformamidyno)-(7S,9S)-7-
[(2R,4S,5R,6S)-4-amino-5-hydroksy-6-metyloksan-2-ylo]oksy-6,9,11-trihydroksy-9-(2-
hydroksyacetylo)-4-metoksy-8,10-dihydro-7H-tetraceno-5,12-dionu

(Zwigzek otrzymano w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykéw w Warszawie!*1%),

Chlorowodorek zwigzku o roboczej nazwie EDOX-FMOR

Ca2H3sN2012, m.cz.: 640.642 g/mol

Chlorowodorek 3’-deamino-3’(N,N-3"’-oksa-1"’,5’-pentametylenoformamidyno)-(7S,9S)-7-
[(2R,4S,5R,6S)-4-amino-5-hydroksy-6-metyloksan-2-ylo]oksy-6,9,11-trinydroksy-9-(2-
hydroksyacetylo)-4-metoksy-8,10-dihydro-7H-tetraceno-5,12-dionu

(Zwiazek otrzymano w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykow w Warszawie(*19),
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Chlorowodorek zwiazku o roboczej nazwie EDOX-FHEX

CzaH4oN2011, m.cz.: 652.697 g/mol

Chlorowodorek 3’-deamino-3’(N,N-3"’-oksa-1"’,5’-pentametylenoformamidyno)-(7S,9S)-7-

[(2R,4S,5R,6S)-4-amino-5-hydroksy-6-metyloksan-2-ylo]oksy-6,9,11-trihydroksy-9-(2-
hydroksyacetylo)-4-metoksy-8,10-dihydro-7H-tetraceno-5,12-dionu

(Zwigzek otrzymano w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykéw w Warszawie!*1%),

ne©O O OH O L;J:cm

Chlorowodorek zwigzku o roboczej nazwie DAU-FPIP

CasH3zsN2010 m.cz.: 622.671 g/mol

Chlorowodorek 3’ - deamino - 3 (N,N-1’-6"’-heksametylenoformamidyno)-(7S,9S)-9-
acetylo-7-[(2R,4S,5S,6S) - 4 - amino - 5 - hydroksy - 6 - metyloksan-2-ylo]Joksy-6,9,11-
trinydroksy - 4 - metoksy - 8,10 - dihydro - 7H - tetraceno - 5,12 - dionu

(Zwiazek otrzymano w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykow w Warszawie(*19),
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Chlorowodorek zwiazku o roboczej nazwie DAU-FMOR

Cz2H3sN2011, m.cz.: 624.643 g/mol

Chlorowodorek 3’-deamino-3’(N,N-3"’-oksa-1"",5’-pentametylenoformamidyno)-(7S,9S)-7-
[(2R,4S,5S,6S)-4-amino-5-hydroksy-6-metyloksan-2-ylo]oksy-6,9,11-trinydroksy-9-(2-
hydroksyacetylo)-4-metoksy-8,10-dihydro-7H-tetraceno-5,12-dionu

(Zwigzek otrzymano w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykow w Warszawie(*1%),

Chlorowodorek zwigzku o roboczej nazwie DAU-FHEX

C3z4H10N2010, m.cz.: 636.698 g/mol

Chlorowodorek 3’-deamino-3’(N,N-3"’-oksa-1"",5’-pentametylenoformamidyno)-(7S,9S)-7-
[(2R,4S,5S,6S)-4-amino-5-hydroksy-6-metyloksan-2-ylo]oksy-6,9,11-trinydroksy-9-(2-
hydroksyacetylo)-4-metoksy-8,10-dihydro-7H-tetraceno-5,12-dionu

(Zwiazek otrzymano w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykow w Warszawiel*10)),
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'z

Chlorowodorek zwiazku o roboczej nazwie EDAU-FPIP

CasH3sN2010 m.cz.: 622.671 g/mol

Chlorowodorek 3’ - deamino - 3’ (N,N-1"-6""-heksametylenoformamidyno)-(7S,9S)-9-
acetylo-7-[(2R,4S,5R,6S) - 4 - amino - 5 - hydroksy - 6 - metyloksan-2-yloJoksy-6,9,11-
trihydroksy - 4 - metoksy - 8,10 - dihydro - 7H - tetraceno - 5,12 - dionu

(Zwigzek otrzymano w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykow w Warszawie(*1%),

o oH O

‘HCI

e O O OH 0O, O .Ch,

"'OH

0
(NN

Chlorowodorek zwiazku o roboczej nazwie EDAU-FMOR

Ca2H3sN2011, m.cz.: 624.643 g/mol

Chlorowodorek 3’-deamino-3’(N,N-3"’-oksa-1"",5’-pentametylenoformamidyno)-(7S,9S)-7-
[(2R,4S,5R,6S)-4-amino-5-hydroksy-6-metyloksan-2-ylo]oksy-6,9,11-trihydroksy-9-(2-
hydroksyacetylo)-4-metoksy-8,10-dihydro-7H-tetraceno-5,12-dionu

(Zwiazek otrzymano w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykow w Warszawiel*10)),
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’I

Chlorowodorek zwiazku o roboczej nazwie DAU-FHEX

C3z4H40N2010, m.cz.: 636.698 g/mol

Chlorowodorek 3’-deamino-3’(N,N-3"’-oksa-1"’,5’-pentametylenoformamidyno)-(7S,9S)-7-
[(2R,4S,5S,6S)-4-amino-5-hydroksy-6-metyloksan-2-ylo]oksy-6,9,11-trinydroksy-9-(2-
hydroksyacetylo)-4-metoksy-8,10-dihydro-7H-tetraceno-5,12-dionu

(Zwigzek otrzymano w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykow w Warszawiel*1?),

3.2 Substancje i odczynniki

3.2.1 Stosowane do wyznaczania wykladnika stalej dysocjacji

W badaniach zastosowano nastepujace substancje i odczynniki:
o Kwas octowy (>99%) (CH3COOH) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
o Aceton (>99%) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
o BIS-TRIS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
o CAPS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
o Kwas chlorowodorowy (37%), (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
o Wodorotlenek sodu (1 M), (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
o TRIS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

o Kwas borowy, (JT Baker, Davenport, Holandia)
o Kwas ortofosforowy (V) (JT Baker, Davenport, Holandia)
o Woda dejonizowana (System do dejonizacji wody, Millipore, Molsheim, Francja)
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3.2.2

3.2.3

Stosowane do wyznaczania wspétczynnika podzialu i wspolczynnika dystrybucji

W badaniach zastosowano nastepujace substancje i odczynniki:
Wodorofosforan (V) sodu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Diwodorofosforan (V) potasu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Laurylosiarczan sodu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Butan-1-ol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Heptan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
1-fenylododekan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Dimetylosulfotlenek (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Paracetamol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Atorwastatyna (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Benzokaina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Chloramfenikol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Diklofenak (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Fenacetyna (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Fenytoina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Karbamazepina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Kumaryna (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Metoprolol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Nikotynamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Prokainamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Rezerpina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Stosowane w badaniach farmakokinetycznych

W badaniach zastosowano nastepujace substancje i odczynniki:
Karwedilol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kwas mréwkowy (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Acetonitryl (Witko, Poznan, Polska)

Metanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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3.3 Roztwory
3.3.1 Roztwory uzywane do wyznaczania wykladnika stalej dysocjacji

3.3.1.1 Roztwory buforowe

Sktad roztworow buforowych uzytych w badaniu opracowano z zastosowaniem
oprogramowania PeakMaster 5.3[1*. Przygotowano dwanascie roztworéw buforowych o pH
w zakresie 5 do 12 i stalej sile jonowej rownej 0,05 M. W tabeli 3.1. podano sposob przygotowania
uzytych roztworow.

Tabela 3.1. Sktad roztworow buforowych oraz wartosci pH zmierzone tuz po przygotowaniu oraz
po 12 h analiz, na wejsciu i na wyjsciu z kapilary

Stabilnos¢ buforu po

pH . ) pH 12 h analizy
Sktadnik 1 Sktadnik 2 ]
zadane zmierzone Na Na
wejsciu wyjsciu
5 74 mM 50 mM NaOH 5,00 5,02 5,02
CH3COOH
6 66,5 mM bis 50 mM HCI 6,12 6,19 6,17
TRIS
7 25 mM HsPOq4 38 mM NaOH 7,08 7,1 7,11
7,5 61 mM TRIS 50 mM HCI 7,58 7,59 7,61
8 85 mM TRIS 50 mM HCI 8,09 8,08 8,08
8,5 162 mM TRIS 50 mM HCI 8,59 9,57 8,58
9 120 mM H3BO3 50 mM NaOH 9,04 8,98 9,02
9,5 72 mM H3BO3 50 mM NaOH 9,58 9,47 9,47
10 200 mM CAPS 50 mM NaOH 10,05 9,93 9,95
10,5 97,5 mM CAPS 50 mM NaOH 10,53 10,28 10,33
11 63,5 mM CAPS 50 mM NaOH 11,04 10,54 10,59
11,5 50,4 mM CAPS 50 mM NaOH 11,48 10,67 10,71

Wszystkie bufory przed uzyciem filtrowano przez filtr strzykawkowy o $rednicy porow

0,22 um (Macherey-Nagel, Duren, Niemcy).
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3.3.1.2 Roztwory podstawowe badanych zwiazkéw

Roztwory podstawowe badanych zwigzkow o stezeniu 2 mM przygotowano poprzez
rozpuszczenie doktadnie odwazonej ilo$ci kazdego z nich, w odpowiedniej obj¢tosci ultraczystej
wody. Roztwory robocze sporzadzono poprzez zmieszanie 10 uL roztworu podstawowego z 1 puL
acetonu, a nastepnie rozcienczono powstaty roztwor woda ultraczysts, tak aby koncowe stezenie

badanego zwigzku byto réwne 100 pM.

3.3.2 Roztwory uzywane do wyznaczenia wspolczynnika dystrybucji i wspoélczynnika

podziatu

3.3.2.1 Przygotowanie mikroemulsji

Sktad zastosowanej w badaniach mikroemulsji opracowano na podstawie danych
literaturowych!?], Bufor boranowy bedacy podstawa mikroemulsji przygotowano w kolbie
miarowej o pojemnosci 100 mL przez rozpuszczenie 0,31 g HaBOsw ok. 50 mL wody ultraczystej
i dodanie 4,54 mL 1 M NaOH, a nastepnie dopetnienie wodg ultraczystg do kreski, uzyskujac
pH=10 tak przygotowanego buforu. Mikroemulsja w buforze boranowym ostatecznie sktadata si¢
z 3,3 % w/v SDS (surfaktant), 6,6 % w/v butan-1-olu (ko-surfaktant) i 0,8 % heptanu (faza
olejowa). Przygotowanie mikroemulsji obejmowato kilka etapéw. W pierwszej kolejnosci
rozpuszczano SDS w czgsci buforu, nastepnie dodawano butan-1-ol oraz heptan i rozcienczano
mikroemulsje pozostatym buforem. Mikroemulsj¢ poddano dziataniu ultradzwigkow przez 30 min.
Po przygotowaniu mikroemulsj¢ przechowywano w temperaturze 4°C i stosowano przez okres 5 dni.
Przed uzyciem, mikroemulsje filtrowano przez filtr strzykawkowy o $rednicy poréw rownej 0,44

pm.
3.3.2.2 Roztwory badanych zwiazkéow

Roztwor podstawowy znacznikéw przygotowano dodajac 2 uL 1-fenylododekanu oraz
2 uL. DMSO do 996 uL mikroemulsji. Substancje te wybrano jako markery, odpowiednio dla
przeplywu elektroendoosmotycznego oraz miceli.

Roztwory podstawowe substancji wzorcowych oraz zwigzkéw badanych o stezeniu
1 mg/mL przygotowywano poprzez rozpuszczenie doktadnie odwazonej ilosci tych substanciji,

W obliczonej ilosci wody lub metanolu.
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Roztwory robocze sporzadzano poprzez zmieszanie 2 uL. roztworu podstawowego badanej

substancji i 48 uL roztworu podstawowego mikroemulsji, do ktérej dodano znaczniki.

3.3.3 Roztwory stosowane w badaniach farmakokinetycznych

3.3.3.1 Przygotowanie roztworéw badanych zwiazkéw do podania kasetowego

Roztwory podstawowe badanych zwigzkéw o stezeniu 2 mg/mL sporzadzono poprzez
rozpuszczenie doktadnie odwazonych ilo$ci substancji w wodzie ultraczystej.

W przypadku roztworéw do podania dozylnego, do kolby miarowej o pojemnosci 10 mL,
z ok. 5 mL wody do iniekcji dodano po 0,01 mL kazdego z roztworéw podstawowych Nastepnie
kolbe dopetniono do kreski wodg do iniekcji.

Z kolei, roztwory zwigzkéw do podania dootrzewnowego przygotowano poprzez
przeniesienie do kolby miarowej o pojemnosci 10 mL, z ok. 5 mL wody do iniekcji, po 0,2 mL
roztworu podstawowego kazdej z substancji, a nastgpnie dopetnienie kolby do kreski woda do
inikcji. Przygotowane roztwory zwigzkow do podania kasetowego przechowywano
w polipropylenowych butelkach, z ciemnego szkta, w temperaturze 4°C. Przed podaniem
zwierzetom, roztwory ogrzewano do temperatury pokojowe;.

Przygotowano cztery kasety zwigzkow. W kasecie Al umieszczono cztery zwigzki: DOX-
FPIP, DOX-FHEX, DAU-FPIP, DAU-FHEX, o0 stezeniu catkowitym 0,008 mg/mL (stezenie
pojedynczego zwigzku wynosito 0,002 mg/mL). W kasecie B1 zawarto cztery zwigzki: DOX-
FPIP, DOX-FHEX, DAU-FPIP, DAU-FHEX o stezeniu catkowitym 0,32 mg/mL (st¢zenie
pojedynczego zwigzku byto rowne 0,08 mg/mL).

Kaseta A2 sktadata si¢ z sze$ciu zwigzkow: EDOX-FPIP, EDOX-FMOR, EDOX-FHEX,
EDAU-FPIP, EDAU-FMOR, EDAU-FHEX o stezeniu catkowitym 0,012 mg/mL. Kaseta B2
zawierata sze$¢ zwigzkéw: EDOX-FPIP, EDOX-FMOR, EDOX-FHEX, EDAU-FPIP, EDAU-
FMOR, EDAU-FHEX o stgzeniu catkowitym 0,48 mg/mL. Sktad przygotowanych roztworow oraz

dawki podawane zwierzetom przedstawiono w tabeli 3.2.
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Tabela 3.2. Sktad jakosciowy i ilosciowy kaset oraz droga podania zwigzkéw u myszy

Sktad kasety Droga podania Dawka podana
Al: DOX-FPIP; DOX- Catkowita - 0,04 mg/kg
FHEX; DAU-FPIP; DAU- Jednorazowo dozylnie (dawka pojedynczego
FHEX zwigzku 0,01 mg/kg)
A2: EDOX-FMOR;
EDOX-FPIP; EDOX- Catkowita - 0,06 mg/kg
FHEX; EDAU-FMOR; Jednorazowo dozylnie (dawka pojedynczego
EDAU-FPIP; EDAU- zwiazku 0,01 mg/kg)
FHEX
B1: DOX-FPIP; DOX- Catkowita - 0,8 mg/kg
Jednorazowo )
FHEX; DAU-FPIP; DAU- (dawka pojedynczego
dootrzewnowo
FHEX zwigzku 0,2 mg/Kg)
B2: EDOX-FMOR,;
EDOX-FPIP; EDOX- Catkowita - 1,2 mg/kg
Jednorazowo )
FHEX; EDAU-FMOR; (dawka pojedynczego
dootrzewnowo
EDAU-FPIP; EDAU- zwiazku 0,2 mg/kg)
FHEX

3.3.3.2 Metodyka przygotowania probek

Do 100 pL osocza dodawano 5 pL roztworu wzorca wewngtrznego (IS), ktorym byt
karwedilol o st¢zeniu 5 ng/mL. Po zmieszaniu probek, wytrzasano je przez 5 min na wytrzgsarce
laboratoryjnej (1500 rpm), po czym rozcienczano W stosunku 1:1 wodg ultraczysta.

W procesie ekstrakcji analitow do fazy statej (SPE) zastosowano kolumienki Strata-X
(30mg/mL) (Phenomenex, Torrance, CA, USA). Kolumienki kondycjonowano stosujac kolejno
1 mL metanolu, nastepnie 1 mL wody ultraczystej, po czym naniesiono probki na przygotowane
ztoze. Po przemyciu kolumienek 5% metanolem, suszono je pod ci$nieniem przez 10 min, tak aby
pozby¢ sie pozostatosci wody. Anality wymywano ze ztoza pigciokrotnie, porcjami po 200 uL,

uzywajac 1% (v/v) kwasu octowego w acetonitrylu. Otrzymane roztwory liofilizowano, po czym
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suchg pozostatos¢ rozpuszczano w 30 pL mieszaniny 1% kwasu octowego w acetonitrylu i 1 %

kwasu octowego w wodzie ultraczystej, w stosunku (40:60, v/v).
3.3.3.3 Roztwory wzorcow i préobek kontroli jakosci

Roztwory podstawowe badanych zwigzkdéw, o stezeniu 1 mg/mL przygotowywano poprzez
rozpuszczenie w odpowiedniej objetosci wody ultraczystej doktadnie odwazonych ilosci
poszczegolnych zwigzkow. Po przygotowaniu, roztwory przechowywano w polipropylenowych,
ciemnych, szczelnie zamknigtych pojemnikach, w temperaturze —20°C. Roztwory robocze
przygotowano poprzez odpowiednie rozcienczenie roztwordw podstawowych woda ultraczysta,
tak aby ostatecznie uzyskac stezenie: 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 10; 20 pg/mL dla roztworéw
stosowanych do przygotowania krzywej wzorcowej (CC) oraz stezenie: 0,02; 0,06; 8 i 16 pg/mL
dla roztworéw uzywanych do przygotowania prébek kontroli jakosci (QC).

Celem przygotowania krzywej wzorcowej oraz probek kontroli jakosci, do 95 pL osocza
myszy, wolnego od zwigzkow, dodawano 5 pL roztworu roboczego, uzyskujac ostateczne stezenie
analitu w probce rowne: 1; 2,5; 5; 10; 25; 50; 100; 500; 1000 ng/mL dla prébek CC oraz 1; 3; 400;
900 ng/mL dla probek QC oraz 5 pL roztworu karwedilolu, uzytego jako IS, o stezeniu 5 pg/mL,
otrzymujgc koncowe stezenie IS w badanej probce rowne 250 ng/mL. Po doktadnym wymieszaniu
tak przygotowanych probek, anality ekstrahowano z zastosowaniem techniki SPE, tak jak opisano
w sekcji 3.3.3.2.

3.4 Aparatura

3.4.1 System do elektroforezy kapilarnej

Do wyznaczania wiasciwosci fizykochemicznych zwigzkow zastosowano system do
elektroforezy kapilarnej PFACE MDQ (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) z wbudowanym
detektorem diodowym (190-600 nm), wyposazony w podajnik probek sktadajacy si¢ z dwoch 36-
dotkowych statywow na fiolki oraz dwoch termostatowanych 48-dotkowych statywow na probki.
Aparat wyposazony byt w uktad sterujacy i rejestrujacy dane w postaci oprogramowania 32 Karat,
wersja 8.0 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). System ten posiadat dwie elektrody platynowe, do

ktorych przyktadano wysokie napigcie. Do integracji uzyskanych elektroferograméw zastosowano
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programowanie PeakFit v.4.12 (SPPS, Chicago, USA). Schemat uktadu do elektroforezy kapilarnej

Uktad
r\j\J sterujacy

przedstawiono na rycinie 3.1.

- Detektor |
Kapilara ( Kapilara
(wlot) \ (wylot)
Elektroda Elektroda
(+) \ BUFOR BUFOR\ / (-)
Fiolka Fiolka

Rycina 3.1. Schemat uktadu do elektroforezy kapilarnej™!2l,
3.4.2 System ultrasprawnej chromatografii cieczowej polaczonej ze spektrometria mas

Do oznaczania stezenia nowych zwigzkéw W 0SOCzUu myszy zastosowano System
ultrasprawnej chromatografii cieczowej UPLC 1290 Infinity Il (Agilent, Santa Clara, CA, USA)
sprzezonej z tandemowym spektrometrem mas 6470 (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Otrzymane
dane analizowano z wykorzystaniem oprogramowania Agilent MassHunter Acquisition (Ver.
C.01.00) (Agilent, Santa Clara, CA, USA) oraz Agilent MassHunter Quantitative Analysis (Ver
B.08.00) (Agilent, Santa Clara, CA, USA).

3.4.3 Urzadzenia pomocnicze

3.4.3.1 pHmetr
Do pomiaréw pH przygotowywanych roztworéw buforowych zastosowano pHmetr 827
pHLab ze szklang elektroda kombinowang (typ Primatrode), z czujnikiem o ujemnym

wspoétczynniku temperaturowym (NTC - negative temperature coefficient) (Metrohm, Herisau,

Szwajcaria).
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3.4.3.2 System do oczyszczania wody

Do oczyszczania wody uzyto system do dejonizacji wody Milli-Q pozwalajagcy na
otrzymanie wody o wysokiej czystosci, o przewodnictwie 0,018 uS/cm (Millipore, Molsheim,

Francja).
3.4.3.3 Liofilizator

Do liofilizacji probek uzyto aparat Free Zone 1 (Labconco, Kansas City, KS, USA)
3.5 Zwierzeta laboratoryjne i podanie kasetowe zwiazkow

Grupg 64 dorostych samcoéw myszy, szczepu CD-1 (20-26 g) pozyskano ze Zwierzetarni
Hodowlano-Eksperymentalnej Wydziatu Farmaceutycznego Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego (Krakow, Polska). Myszy utrzymywano w standardowych warunkach: 12
godzinny cykl dobowy (12 godzin jasnych, 12 godzin ciemnych), temp. 22-24°C, wilgotnos¢ 50%
(+/- 10%), 75 wymian filtrowanego powietrza na godzing, wolny dostep do wody i pokarmu.
Zwierzetom, 12 h przed badaniem odstawiono pokarm i umieszczono w osobnych klatkach,
w grupach po 4 osobniki w klatce, w zalezno$ci od czasu u$miercenia.

Badane zwiagzki podano zwierzgtom w kasecie (podanie all-in-one, N-in-1). W tym
podaniu, jednemu zwierzeciu, zamiast jednej substancji podaje si¢ kilka zwigzkow jednoczesnie,
w odpowiednio matych dawkach, a nast¢pnie z uzyciem wysoko selektywnych, specyficznych
i czutych metod bioanalitycznych oznacza si¢ ich st¢zenie, w odpowiedniej matrycy.

Wielkos$ci podanych dawek obliczono na podstawie srednich dawek lekéw macierzystych
stosowanych u ludzi (ok. 2 mg/kg). Dawki ustalone dla ludzi sa przynajmniej 10 razy mniejsze niz
uzyskane z badan na zwierzetach, ze wzgledu na stosowanie wspolczynnika bezpieczenstwa.
W przeprowadzonym badaniu, aby ograniczy¢ prawdopodobienstwo interakcji zwigzkow ze soba,
dawka podana drogg dootrzewnowsg zostala zmniejszona jeszcze 10-krotnie, natomiast dawke
podang droga dozylng zmniejszono 200-kronie. Wszystkie uzyte zwigzki, zostaly przed podaniem
przygotowane wg protokotu podanego w sekeji 3.3.3.1. Ostatecznie podawano dozylnie, do zyty
ogonowej myszy, kasety w dawce 0,01 mg/kg dla pojedynczego zwiazku, natomiast dawka
podawana dootrzewnowo byta rowna 0,2 mg/kg dla pojedynczego zwigzku. W celu okreslenia

parametréw farmakokinetycznych, w odpowiednich punktach czasowych, po podaniu kaset, tj. 0
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(przed podaniem kasety) oraz po 15, 30, 60, 120, 240, 480 i 720 min zwierzeta uSmiercano. Przed
usmierceniem, zwierzeta poddawano glebokiemu znieczuleniu poprzez podanie dootrzewnowe
mieszaniny: 1 mL ketaminy (100 mg/mL) oraz 0,1 mL ksylazyny (100 mg/mL), zawieszonej w 8,9
mL wody do iniekcji, w objetosci 0,1 mL na 10 g masy ciata zwierzgcia. Probki krwi pobierano
natychmiast po u$mierceniu zwierzat, do probowek z dodatkiem heparyny. Nastepnie probki
wirowano (3500 rpm, 10 min, 4 °C), po czym pobierano osocze, ktére przechowywano
w temperaturze — 80 °C do czasu oznaczenia.

Wszystkie procedury przeprowadzono zgodnie z dyrektywa Parlamentu Europejskiego
I Rady 2010/63/UE, z dnia 22 wrzes$nia 2010 r. w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do
celow naukowych. Na przeprowadzenie badania zgode wydata Il Lokalna Komisja Etyczna do

Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach w Krakowie (numer zgody 22/2016).
3.6 Metody badan

Do wyznaczenia wykladnika statej dysocjacji zastosowano strefowa elektroforeze
kapilarng. Analizy majace na celu okreslenie wspotczynnika dystrybucji przeprowadzono
z zastosowaniem mikroemulsyjnej elektrokinetycznej chromatografii kapilarnej. Do oznaczania
stezen badanych zwigzkéw w osoczu myszy, po podaniu dozylnym i dootrzewnowym zastosowano

ultrasprawng chromatografi¢ cieczowsg sprzezong z tandemowg spektrometrig mas.

3.6.1 Woyznaczanie wykladnika stalej dysocjacji z zastosowaniem strefowej elektroforezy

kapilarnej

Opracowanie nowej metody analitycznej pozwalajgcej na wyznaczenie wyktadnika statej
dysocjacji dla badanych zwiazkéw wymagato doboru odpowiednich warunkow analizy. W trakcie
optymalizacji metody dobrano odpowiednie parametry rozdzielenia elektroforetycznego, takie jak
rodzaj kapilary (dlugos$¢, sposob powlekania wewnetrznej powierzchni kapilary), napigcie na
kapilarze oraz warunki jej kondycjonowania, a takze wybrano odpowiedni znacznik obojetny,

analityczng dtugos$¢ fali oraz objeto$¢ dozowanej probki.
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3.6.1.1 Wybér kapilary

Aparat pozwalal na uzycie kapilar o roznych dtugosciach. Ostatecznie zdecydowano, ze
kapilara o dtugosci 40/50,2 cm pozwala na uzyskanie odpowiedniej rownowagi miedzy czasem
analizy, a odpowiednim rozdzieleniem analitow. Pierwszy czton w zapisie oznacza dlugosé
efektywna, tzn. droge jaka pokonuje analit od poczatku kapilary do okna detekcji, natomiast drugi
czlon, to catkowita dtugos¢ kapilary. W metodzie uzyto klasycznych krzemionkowych kapilar, bez
modyfikacji powierzchni wewnetrznej (tzw. BFS — bare fused silica), o srednicy wewng¢trznej 50
um 1 $rednicy zewnetrznej 375 um, a dlugos¢ kapilary dobrano tak, aby zoptymalizowaé

rozdzielenie elektroforetyczne i czas analizy. Kapilare termostatowano w temperaturze 25°C.

3.6.1.2 Wybér warunkéw kondycjonowania kapilary

Przed pierwszym uzyciem, kapilare kondycjonowano wedtug zalecen producenta, czyli
plukano ja przez 10 min 0,1 M roztworem NaOH, nastgpniec przemywano wodag ultraczysta
I buforem rozdzielajacym przez 5 min, wszystkie kroki przeprowadzano pod ci$nieniem 206,8 kPa
(30 psi). Kapilarg uzywang kolejny raz, przed rozpoczgciem nowych analiz, kondycjonowano
nastepujaca sekwencja odczynnikow: 0,1 M roztwor NaOH, woda ultraczysta i bufor
rozdzielajacy, kazdy przez 3 min, pod ci$nieniem 206,8 kPa (30 psi). Na koncu kazdej analizy
kapilare czyszczono 0,1 M NaOH i wodg ultraczysta, przez 5 min, pod ci$nieniem 206,8 kPa (30
psi). Przed kazdym nastrzyknigciem Kkapilare ptukano przez 2 min, 0,1 M roztworem NaOH,
nastepnie przez 2 min wodg ultraczystg oraz buforem, wszystkie kroki prowadzono pod cisnieniem
206,8 kPa (30 psi). Kapilare nieuzywang przechowywano w temperaturze pokojowej, po

uprzednim napelnieniu wodg ultraczystg 1 zanurzeniu jej koncoéw w wodzie.

3.6.1.3 Wybdr objetosci dozowanej probki

Badane probki, do wypetionej buforem kapilary, dozowano hydrodynamicznie pod
cisnieniem 3,447 kPa (0,5 psi) przez 5 s, uzyskujac nastrzyk o objetosci rownej 6 nL. Dozowana

objetos¢ pozwolita na uzyskanie pikow o pozadanym ksztatcie.
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3.6.1.4 Wybér wielkoS$ci przylozonego napiecia

Wielkos$¢ napigcia dla kazdego z uzytych w analizach buforéw ustalono poprzez oceng
zaleznos$ci pomiedzy przytozonym napigciem, a natgzeniem pradu elektrycznego powstajagcym
w trakcie rozdzielenia elektroforetycznego. Liniowa zalezno$¢ pomiedzy tymi wielko$ciami
wskazywala na odpowiedniag kompensacje wydzielanego w kapilarze ciepta Joule’a oraz byla
potwierdzeniem stato$ci warunkéw analizy na calej dlugosci kapilary. Wielko$ci napigcia dla

kazdego z buforow wraz z odpowiadajgcymi im wielkoSciami natezenia pradu zebrano w tabeli 3.3

Tabela 3.3. Napiecie przytozone do kapilary oraz generowane natezenie pradu dla buforow
uzywanych do wyznaczenia wyktadnika statej dysocjacji

pH Napiecie [kV] Natezenie [pA]
5 +18 ~27
6 +18 ~29
7 +18 ~20
7,5 +18 ~31
8 +18 ~30
8,5 +18 ~29
9 +18 ~24
9,5 +18 ~24
10 +20 ~24
10,5 +20 ~22
11 +20 ~23
11,5 +20 ~26
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3.6.1.5 Wybér analitycznej dlugosci fali

Oznaczenia wszystkich zwigzkéw wykonywano stosujac detekcje UV-Vis, przy dlugosci
fali rownej 233 nm, odpowiadajacej maksimum absorbancji dla antracyklin. Ponadto
monitorowano rozdzielenie elektroforetyczne przy dlugosci fali réwnej 254 nm, co stanowito

maksimum absorbancji dla znacznika obojetnego.
3.6.1.6 Wybor obojetnego znacznika

Znacznik obojetny jest to substancja, ktora w warunkach analizy nie jonizuje, a jej migracja
w kapilarze zalezy jedynie od EOF, z tego wzgledu moze by¢ stosowana do wyznaczenia EOF.
Dodatkowa pozadang wlasciwoscig, jaka powinien cechowal si¢ znacznik obojetny jest
absorbancja, inna niz oznaczanego analitu. W przypadku wyznaczania pKa zwigzkow, jako
znacznik obojetny wybrano 0,5 % aceton. Aceton speinial wszystkie wymogi stawiane
znacznikowi obojetnemu tzn. w catlym zakresie analizowanych stezen nie jonizowal oraz

w poréwnaniu do antracyklin miat istotnie wyzsze maksimum absorbancji (A > 250 nm).
3.6.1.7 Obliczenia

W celu wyznaczenia pKa wyznaczono ruchliwos¢ efektywna czasteczki, w szerokim
zakresie pH. Ruchliwo$¢ efektywng obliczono znajac czas migracji analizowanej substancji (tr)

oraz znacznika obojetnego (teor), korzystajac z rownania 7 [221;

_ _ Leot Leff ) 1 1 (7)
Mefr = Mp — Meof =T 5, a—g

Gadzie:

Mefr - efektywna ruchliwos$¢ elektroforetyczna badanej substancji

MR - pozorna ruchliwo$¢ elektroforetyczna badanej substancji

Meof - ruchliwos¢ elektroforetyczna obojetnego znacznika (ruchliwo$¢ EOF)
Ltot - calkowita dugos¢ kapilary

Lefr - dtugos¢ kapilary od miejsca nastrzyknigcia do okna detekcji

V — wielko$¢ przytozonego napigcia
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tr - Czas migracji analizowanej substancji

teof - czas migracji obojetnego znacznika

Ruchliwo$¢ efektywna zwiazku jest zalezna od pH $rodowiska i moze by¢ opisywana jako
zalezno$¢ pKa zwigzku od pH srodowiska. Dla amfolitow, z jedna grupa kwasowa i jedng grupa

zasadowa, warto$¢ mefr Oblicza si¢ korzystajac ze wzoru 812:

My * 10PKa1—pPH 4 My_ 10PH-PKaz (8)
10PKa1-PH + 1QPH-PKaz + 1

Merr =
Gadzie:
Ma+ - maksymalna ruchliwo$¢ elektroforetyczna dla zwigzku w postaci kationu

ma+ - maksymalna ruchliwos¢ elektroforetyczna dla zwigzku w postaci anionu

Ka1, Ka2 — mieszane state dysocjacji

Mieszane state dysocjacji moga by¢ zastosowane do obliczenia termodynamicznych
statych dysocjacji. Do przeprowadzenia tego typu obliczen niezbedne jest wyznaczenie
korygujacego wspotczynnika aktywnosci (yi). W przypadku matych czasteczek, w roztworach
wodnych, o niskiej sile jonowej (I<0,1), w temperaturze 25°C, wspoétczynnik ten moze byc
obliczony na podstawie teorii Debye-Huckel, stosujac wzor 9:

_0,5085-z2VI ©)
1403281 aV]

Vi
Gdzie:
Z - warto$ciowo$¢ jonu [-]
| - sita jonowa buforu rozdziatowego [mol-dm?]

a - $rednica jonu [A]

Wiedzac, ze wspotczynnik aktywnosci dla zwigzku niezjonizowanego jest rowny 124
mozna, znajac warto$ci mieszanych statych dysocjacji obliczy¢ wartosci termodynamiczne Ka,

stosujgc rownania 10 i 11:
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Kth =K, 1]/‘4_‘ (10)
HA

Kih = K, JA (11)
YHA+

Przedstawione w dalszej czesci pracy wartosci wykltadnikow statych dysocjacji sa to

termodynamiczne wyktadniki staltych dysocjacji.
3.6.1.8 Integracja danych

Uzyskane elektroferogramy oceniano za pomocg oprogramowania PeakFit v.4.12. Na
podstawie wyznaczonych czasow migracji pikoéw, odpowiadajgcych substancji badanej
I obojetnemu znacznikowi obliczano ruchliwos$ci elektroforetyczne badanych zwigzkow, stosujac
roéwnanie 7, po czym wyznaczano wartosci pKa, badajac zalezno$¢ ruchliwosci elektroforetycznej
analitu od pH srodowiska, z zastosowaniem regresji nieliniowej, korzystajac z oprogramowania
GraphPad Prism 6 (La Jolla, CA, USA).

3.6.2 Wyznaczanie wspolczynnika dystrybucji oraz wspolczynnika podziatu z

zastosowaniem mikroemulsyjnej elektrokinetycznej chromatografii kapilarnej

Do przeprowadzenia zaplanowanych badan niezb¢dne byto opracowanie optymalnych
warunkow analizy, takich jak wybor rodzaju kapilary, sposob nastrzyknigcia probki, objetosé

dozowanej probki oraz napigcie na kapilarze.
3.6.2.1 Wybér kapilary

W badaniach uzywano niepowlekane kapilary krzemionkowe, 0 nastepujacych
parametrach: 40 cm - dlugos¢ efektywna, 50,2 cm - dlugos¢ catkowita, 50 pm - S$rednica
wewnetrzna, 375 um - $rednica zewngtrzna. Rozdzielenie elektroforetyczne przeprowadzano
w temperaturze 30°C. Aby skroci¢ czas analizy, bez zwigkszania natgzenia pradu i ilosci
wydzielanego w kapilarze ciepta Joule’a, zdecydowano o dozowaniu probki do “krotkiego konca”
(short-end injection), co polegato na podaniu probki do konca kapilary, blizszemu oknu detekcji.

Procedura ta umozliwiata zmniejszenie dtugosci efektywnej kapilary do 10 cm, co pozwalito
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skroci¢ czas analizy, bez konieczno$ci zmiany przylozonego napigcia. Jedyng zmienng o jakiej

nalezato pamigta¢ byta koniecznos¢ odwrocenia polaryzacji elektrod.
3.6.2.2 Wybo6r warunkow kondycjonowania kapilary

Kapilary kondycjonowano wedtug procedury opisanej w sekcji 3.6.1.2
3.6.2.3 Wybér objetosci dozowanej probki

Probki dozowano hydrodynamicznie, pod cisnieniem 0,689 kPa (0,1 psi), przez 3 sek. do

konca kapilary blizszemu oknu detekcji.
3.6.2.4 Wybér przylozonego napiecia

Wielko$¢ napigcia ustalono na podstawie analizy zalezno$ci przylozonego napigcia od

uzyskanego natezenia. Ostatecznie wybrano napigcie rowne - 8 kV.
3.6.2.5 Wybér analitycznej dlugosci fali

Elektroferogramy rejestrowano przy dwoch dlugosciach fali, tj. 233 nm, ktéra odpowiada
maksimum absorbancji dla antracyklin oraz przy 214 nm, ktora jest uniwersalng dtugoscia fali,

stad mogta by¢ uzyta dla zwigzkow referencyjnych!4l,

3.6.2.6 Obliczenia

Wyznaczenie logD z zastosowaniem technik MEEKC jest metodg posrednia, co oznacza,
ze W pierwszym etapie nalezy wyznaczy¢ krzywa zalezno$ci logk od znanych z pi$miennictwa
warto$ci logD, dla serii zwigzkéw referencyjnych. Kolejnym krokiem jest okreslenie logD dla
badanego zwigzku, w oparciu o rbwnanie krzywej wzorcowej.

Parametr logk mozna obliczy¢ korzystajac z rownania 121115

tp —t 12
(1 B tMIC)

Gdzie:
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tr — czas migracji badanego zwiazku,
teor - Czas migracji obojetnego znacznika

tmic - czas migracji znacznika mikroemulsji

Migdzy wartosciami logD i logP zwigzku wystgpuje zalezno§¢ opisana rownaniami 13
i 140101;

logD, = log(P, + P; - 10PH~PKa) _]og(1 4 10PH-PKa) (13)
logDy, = log(P, + P; - 10PKD=PH)  log(1 + 10PKD-PH) (14)
Gadzie:

logDa — wspotczynnik dystrybucji zwigzku o charakterze kwasowym
logDy — wspotczynnik dystrybucji zwiazku o charakterze zasadowym
Pn — wspolczynnik podziatu zwigzku w formie niezjonizowane;j

Pi — wspotczynnik podziatu zwigzku w formie zjonizowanej

pKa — wyktadnik statej dysocjacji zwiazku o charakterze kwasowym

pKb - wyktadnik stalej dysocjacji zwigzku o charakterze zasadowym

Korzystajac z podanych réownan, obliczono wspotczynniki podziatu dla badanych
zwigzkow. Wykorzystano do tego celu otrzymane we wczesniejszych badaniach wartosci
wyktadnika statej dysocjacji.

Aby uproscic¢ obliczenia przyjeto, ze warto$¢ log Pj jest mniejsza od logP o 3,15. Podana
warto$¢ jest srednig r6znica pomiedzy logP i logP; ktora zalezy od sity jonowej roztworu i struktury
zwigzku. Podobne podejscie zastosowano z powodzeniem przez innych autorow!*t7118],

Antracykliny, jako zwigzki o charakterze amfolitowym wystepuja w formie zjonizowanej
w calym zakresie pH, dlatego do okreslenia logD zdecydowano o uzyciu buforu o pH =10,
w ktorym zwiazki te przyjmowatyby charakter anionowy. Zminimalizowano tym samym
interakcje miedzy kationowym surfaktantem, a substancja badang'®l. Obliczenie wspétczynnika
retencji dla zwigzkow zdysocjowanych, wymagato danych o ruchliwosci elektroforetycznej
zwigzku, w buforze uzytym do analizy, lecz bez dodatku mikroemulsji. Nast¢pnie korzystajac
z rownania 15 obliczono warto$¢ logk dla nowych zwigzkéw, pochodnych antybiotykow
antracyklinowych, tak aby w kolejnym etapie obliczy¢ ich wartosci logDpH10, W Oparciu 0 rownanie

krzywej wzorcowej120121,
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mpg — meph) (15)

Mynic — Mg

logk = log(

Gadzie:

Mg — ruchliwo$¢ elektroforetyczna zwigzku badanego w mikroemulsji

Meph — ruchliwos$¢ elektroforetyczna zwigzku badanego w buforze, bez obecnosci fazy
pseudostacjonarnej

Mmic — ruchliwo$¢ elektroforetyczna kropelek mikroemulsji

3.6.3 Badanie profilu farmakokinetycznego nowych zwiazkow

3.6.3.1 Dobor warunkéw rozdzielenia chromatograficznego

Rozdzielenie chromatograficzne badanych zwiazkow przeprowadzano na kolumnie
Acquity UPLC BEH CI18 (Waters, Milford, USA), wypelnionej zelem krzemionkowym,
modyfikowanym chemicznie grupami oktadecylowymi. Srednica ziaren Zelu byta rowna 1,7 pm,
$rednica kolumny wynosita 3,0 mm, natomiast jej dtugos¢ byta rowna 100 mm. Do rozdzielenia
chromatograficznego zastosowano fazy ruchome o nastgpujacym sktadzie: (A) woda z dodatkiem
kwasu mrowkowego o stezeniu 1 %; (B) acetonitryl z dodatkiem 1 % kwasu mrowkowego. Analizy
wykonywano w elucji izokratycznej (65%A:35%B) stosujac objetos¢ nastrzyku réwng 5 pL.
Temperatura kolumny byta rowna 30 °C, szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 0,350

mL/min, natomiast czas trwania analizy byt rowny 10 min.
3.6.3.2 Analiza masowa badanych zwigzkéw

Jonizacje analitow w detektorze masowym uzyskiwano poprzez zastosowanie tagodnej
metody jonizacji, na skutek rozpylania analitow w polu elektrycznym (ESI), z uzyciem azotu jako
gazu nosnego oraz zrodta jonéw Agilent JetStream Technology. Parametry detektora masowego byty
nastgpujace:

o Tryb jonizacji — dodatni

o Temperatura odparowania — 310 °C

J Przeptyw gazu — 8 mL/min

o Cisnienie nebulizera — 35 psi (241,3 kPa)

o Napigcie na koncach igty — 4000 V
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Przejscia jonowe monitorowano w trybie sledzenia wielokrotnych reakcji fragmentacji
(MRM) dla kazdego analizowanego zwigzku i wzorca wewngtrznego, a identyfikacji dokonywano
na podstawie stosunku masy do tadunku. PrzejScia wybrane do analizy wraz z parametrami detekcji

dla kazdego ze zwigzkow zebrano w tabeli 3.4.

Tabela 3.4. Wybrane do analizy ilo§ciowej przej$cia jonowe wraz z parametrami detekcji dla
poszczegblnych analitow

Zwiazek Jon macierzysty Jon potomny Energia Napigcie
(m/z) (m/z) zderzen [V]  fragmentatora [V]

DOX- FPIP 639,3 321,1 46 170
DOX-FMOR 642,2 346,6 30 178
DOX-FHEX 626,2 321,1 46 190
DAU-FPIP 623,3 321,1 38 166
DAU-FMOR 626,2 321,1 38 190
DAU-FHEX 637,3 3211 42 202
EDOX-FPIP 639,3 3211 46 170
EDOX-FMOR 642,2 227,1 22 166
EDOX-FHEX 626,2 3211 46 190
EDAU-FPIP 623,3 306,1 70 166
EDAU-FMOR 626,2 322,1 38 158
EDAU-FHEX 637,3 3211 42 202
KARWEDILOL 407,2 2241 22 154
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3.6.3.3 Obliczenia farmakokinetyczne

Farmakokinetyka jest naukg zajmujacg si¢ badaniem zmian stezenia ksenobiotykoéw
w organizmie. Giowne procesy, ktore sg przedmiotem jej zainteresowania to wchtanianie,
dystrybucja, biotransformacja oraz wydalanie z organizmu oraz wptyw drogi podania i dawki na
ich przebieg.

Do okre$lenia podstawowych parametrow farmakokinetycznych stosowane sg rdzne
metody analizy danych. Jednym z najpopularniejszych podejs¢ jest analiza kompartmentowa,
gdzie organizm traktuje si¢, jako system potaczonych obszaréw, jednorodnych pod wzgledem
Kinetycznym. Przyjmuje si¢, ze w kazdym kompartmencie badana substancja rozmieszczona jest
rownomiernie. Przy zatozeniu liniowosci procesow farmakokinetycznych mozna zastosowac

farmakokinetyke bezmodelowa[!?%123],

Na podstawie oznaczonych stezen nowych antybiotykéw antracyklinowych, w 0soczu
myszy, obliczono nastepujace parametry farmakokinetyczne:

o po podaniu i.v. — catkowite pole pod krzywa zmian stezenia zwigzku od czasu
(AUC—x), stezenie poczatkowe osiggane w czasie t=0 (Co), okres poitrwania (tos), $redni czas
przebywania zwigzku w organizmie (MRT), objetos¢ dystrybucji w stanie stacjonarnym (Vss),
Klirens catkowity (Clr).

o po podaniu i.p. — catkowite pole pod krzywa zmian st¢zenia zwigzku od czasu
(AUCo-x), stezenie maksymalne osiggane w czasie tmax (Cmax), czas po ktorym osiggane jest
stezenie maksymalne Cmax (tmax), okres poitrwania (fos), Sredni czas przebywania zwigzku

w organizmie (MRT), dostgpnosc¢ biologiczna (F).

AUCo_., - catkowite pole pod krzywa zmian st¢zenia zwiazku od czasu, obliczono

z zastosowaniem metody najmniejszych kwadratow, stosujagc wzor:

" (16
AUCy 0 = ) ((Ci+ Ce4)/2) - (i) + Ca/ Ay

=1
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Gdzie:

Ci— stezenie zwigzku w czasie t;

Cn — stezenie zwigzku W ostatnim punkcie czasowym

A, — stala szybkos$ci eliminacji zwigzku wyznaczona metoda regresji liniowej dla

koncowego, prostoliniowego odcinka fazy eliminacji zwigzku

AUMC_. - pole pod pierwszym momentem krzywej obliczono ze wzoru:

2

n
t;"Ci+tiyr " G
AUMCy0 = ) (( — )> (tivn = 1) + (t* Cu) /25 + Ca/ 25

i=1

tos — biologiczny okres pottrwania obliczono ze wzoru:

- In2
0,5 A,

Sredni czas przebywania zwigzku w organizmie obliczono ze wzoru:

_AUMCy e
T AUCys e

Klirens catkowity obliczono ze wzoru:

Div

Clp = —2—
T 7 AUCy 0

(18)

(19)

(20)
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Gdzie:

Div— dawka zwigzku po podaniu dozylnym
Objetos¢ dystrybucji (Vss) obliczono ze wzoru:

_ Dy - AUMCye, (1)

ss AUCy_o0

Dostepnos¢ biologiczng zwigzku po podaniu i.p. obliczono ze wzoru:

_ Dy, - AUC0—>00i.p.
Dip "AUCy 0010,

Gdzie:

(22)

- 100%

Dip — dawka zwigzku po podaniu i.p.
AUC o ip.- calkowite pole pod krzywa zmian stezenia zwigzku od czasu po podaniu i.p.

AUCo—wiv. - catkowite pole pod krzywa zmian st¢zenia zwigzku od czasu po podaniu i.v.

Obliczenia wykonano korzystajac z programu WinNonlin (wersja 5.1, Pharsight, CA, USA)

przy zastosowaniu metody wazenia 1/y?

3.6.3.4 Walidacja metody oznaczania nowych antybiotykéw antracyklinowych z

zastosowaniem systemu ultrasprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze

spektrometria mas

W ramach walidacji metody wyznaczono nast¢pujace parametry metody: precyzja,

doktadnos¢, odzysk, efekt matrycy oraz stabilno$¢. Proces walidacji przeprowadzono zgodnie

z wytycznymi Agencji Zywnosci i Lekow (Food and Drug Administration, FDA) oraz Europejskiej

Agencji Lekow (European Medicines Agency, EMA)124125],
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3.6.3.4.1 Liniowo$¢

Parametr ten okre$lany jest jako zalezno$¢ odpowiedzi detektora od stezenia analitu.
Oceniono go na podstawie krzywych wzorcowych dla badanych zwigzkoéw, w zakresie st¢zen: 1;
2,5; 5; 10; 25; 50; 100; 500; 1000 ng/mL.

Liniowo$¢ metody oceniono na podstawie wartosci wspotczynnika determinacji (R?),
korzystajac z zaleznos$ci stosunku powierzchni pikéw dla badanego zwigzku do wzorca
wewnetrznego, od stezenia analitu w probce. Wyznaczone wartosci stezen porownano
z warto$ciami teoretycznymi (back calculation). Wedlug wytycznych, otrzymane r6znice powinny
miesci¢ si¢ w granicach £15%, z wyjatkiem probek dolnej granicy oznaczalnosci (LLOQ), gdzie

dopuszczono réznice +20%.
3.6.3.4.2 Precyzjai dokladno$¢

Precyzja metody, to stopien zgodno$ci wynikéw uzyskanych w serii niezaleznych
pomiaréw wykonywanych w okreslonych warunkach. Doktadno$¢ natomiast jest miarg zgodnos$ci
uzyskanych wynikow z wartoscig przyjeta jako prawdziwa. Dokladno§¢ opracowanej metody
obliczono na podstawie réwnania 23:

(23)

Coznaczone

Doktadnos¢ [%] = - 100%

Cteoretyczne

Pomiary majace na celu okreslenie precyzji i doktadnosci wykonano dla czterech réznych
stezen kazdego ze zwigzkow: wysokiego (HOQ), sredniego (MOQ), niskiego (LOQ) i dla LLOQ,
co odpowiadato nominalnym stg¢zeniom: 900 ng/mL, 400 ng/mL, 3 ng/mL i 1 ng/mL. Parametry te
obliczono po przeprowadzeniu oznaczen 6 przygotowanych niezaleznie probek dla kazdego
poziomu stezen, w ciggu jednego dnia (intraday), zgodnie z procedurg opisang w sekcji 3.3.3.3.
Kryteria akceptacji dla parametroéw doktadnosci i precyzji okreslajg, ze warto$¢ oznaczonego
stezenia powinna miesci¢ si¢ w zakresie 85-115 % stgzenia teoretycznego (RSD% nie powinno
przekracza¢ 15%), jednak dla probki wyznaczajacej LLOQ, stezenie powinno miesci¢ si¢
w zakresie 80-120% stezenia teoretycznego, a warto$¢ btedu wzglednego nie powinna by¢ wigksza
od 20%.
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SD 24
RSD [%] = £ —-100% 24)
Cér
Gdzie:
SD - odchylenie standardowe

Cq - stezenie $rednie
3.6.3.4.3 Odzysk

Odzysk okre$la wydajnos¢ ekstrakcji i obliczono go poprzez poroéwnanie powierzchni
pikéw otrzymanych po analizie probek QC o stgzeniach 3 i 400 ng/mL, z probkami do ktorych
analit w odpowiedniej ilosci zostal dodany, w ostatnim etapie przygotowania probki (post-
extraction addition).

C
RE[%] = 5 100% (25)

Gdzie:

C — sygnat analityczny probek kontrolnych po ich oznaczeniu

B — sygnatl analityczny probek kontrolnych, gdzie anality dodano w ostatnim etapie
przygotowania tych prébek (post extraction addition)

Analize odzysku przeprowadzono na podstawie pigciu niezaleznie przygotowanych

zestawoOw probek.
3.6.3.4.4 Efekt matrycy

Bezwzgledny efekt matrycy okreslono dzielac stosunek powierzchni piku analitu i wzorca
wewnetrznego uzyskanych w analizie probek przygotowanych zgodnie z metoda post-extraction
addition przez stosunek powierzchni piku analitu i wzorca wewnetrznego dla probek, w przypadku

ktorych uzyto wody jako matrycy, przygotowanych zgodnie z procedurg opisang w sekcji 3.3.3.3.

B
ME[%] = 1 100% (26)

Gdzie:
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A — sygnal analityczny dla roztworéw probek kontrolnych

B — sygnatl analityczny probek kontrolnych, gdzie anality dodano w ostatnim etapie
przygotowania probek (post extraction addition)

Gdy wzgledne odchylenie standardowe (RSD%) bezwzglednego efektu matrycy jest
wigksze niz 15%, przyjmuje sig, ze efekt matrycy jest znaczacy i wptywa na parametry walidacji,
takie jak precyzja lub doktadnos¢.

3.6.3.4.5 Stabilno$¢

Stabilno$¢ postpreparatywng badanych probek okreslono na podstawie analizy dwoch
stezen: 3 ng/mL oraz 400 ng/mL, w trzech niezaleznych powtdrzeniach. Przygotowane probki
oznaczano po 15 h przechowywania ich w automatycznym podajniku probek (czas niezbedny do
oznaczenia sekwencji probek), w temperaturze 4°C. Uzyskane st¢zenia poréwnano z warto§ciami
teoretycznymi. Srednie obliczone stezenie nie powinno si¢ réznié od stgzenia nominalnego

0 wigcej niz 15%.
3.6.4 Modelowanie in silico wlasciwosci fizykochemicznych

Do przewidywania wilasciwosci fizykochemicznych zwigzkow: logP, logDpHio 1 pKa
w warunkach in silico zastosowano program ACD Percepta (Advanced Chemistry Development.
Inc., Toronto, On, Kanada) z modulem przywidywania wiasciwosci fizykochemicznych oraz

podstawowych parametréw farmakokinetycznych28l,
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4 Wyniki
4.1 Wyznaczanie wykladnika stalej dysocjacji

W ramach badan opracowano metod¢ wyznaczania wyktadnika stalej dysocjacji.
Optymalizacja metody obejmowata dobdr odpowiednich warunkéw analizy, takich jak rodzaj
detekcji, sktad i pH buforu rozdzielajacego, objetos¢ dozowanej probki, temperatura pomiaru,
wielko$¢ napiecia, stezenie zwigzku, rodzaj Kapilary (dtugosé¢ i sposdb powlekania wewnetrznej
powierzchni kapilary) oraz warunki jej kondycjonowania i przechowywania po zakonczeniu
analizy. W toku przeprowadzonych doswiadczen wybrano optymalne parametry (opisane w SeKcji
3.6.1), pozwalajace na uzyskanie odpowiedniego rozdzielenia elektroforetycznego.

Aby zoptymalizowa¢ warto$¢ przylozonego napigcia oceniano zalezno$¢ pomigdzy
natezeniem pradu elektrycznego w kapilarze, a wielkoscig przytozonego napigcia. Liniowy
przebieg tej zaleznosci wskazuje na skuteczng kompensacje wydzielanego w kapilarze ciepta
Joule’a. Zalezno$ci pomiedzy natezeniem pradu elektrycznego, a napigciem w kapilarze dla
wszystkich uzywanych podczas analiz buforéw przedstawiono na rycinie 4.1. Oceniona zalezno$¢
miedzy nat¢zeniem, a napigciem pradu pozwolita na wnioskowanie, ze w kapilarze o dtugosci
40/50,2 cm ma miejsce efektywna kompensacja ciepta Joule’a. Jedynie w przypadku wysokich
wartos$ci przytozonego napiecia (powyzej 18 kV dla buforéw o pH od 5 do 9,5 oraz powyzej 20
kV dla buforéw o pH od 10 do 11,5) obserwowano odchylenie od liniowej zaleznosci pomigdzy
napieciem, a natezeniem pradu.

W celu wyznaczenia pKa dla nowych antracyklin konieczne bylo przeanalizowanie
ruchliwosci elektroforetyczne; zwigzkow w zaleznosci od pH s$rodowiska. Przykladowe
elektroferogramy otrzymane w toku rozdzielenia elektroforetycznego probek zawierajacych DOX
oraz znacznik obojetny, w serii buforéw o rdéznym pH oraz statej sile jonowe;,
w zoptymalizowanych warunkach przedstawiono na rycinie 4.2. Z uwagi na fakt, iz maksimum
absorbancji dla antracyklin wynosi ok. 233 nm, dla uzyskania wysokiej czutosci analiz, wszystkie

oznaczenia wykonano przy tej dtugosci fali.
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Rycina 4.1. Zaleznosci pomiedzy natezeniem pradu elektrycznego, a napigciem w kapilarze dla

uzywanych buforow.
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Rycina 4.2. Przyktadowe elektroferogramy otrzymane w wyniku rozdzielenia DOX w zaleznoS$ci
od pH buforu. Piki oznaczone jako NM pochodzg od znacznika obojetnego?7.,
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Przyktadowe elektroferogramy otrzymane w toku analiz nowych antybiotykow

antracyklinowych, w buforach o wysokim pH przedstawiono na rycinie 4.3A. Ze wzglgdu na

pojawienie si¢ na elektroferogramach dodatkowych pikéw, zdecydowano si¢ na pordéwnanie

ruchliwosci elektroforetycznych tych zwigzkéw oraz lekow macierzystych. Porownanie tych

warto$ci przedstawiono réwniez na rycinie 4.3B.
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Rycina 4.3. Elektroferogramy otrzymane podczas rozdzielenia zwigzku DOX- FMOR w pH- 10-
11,5. Piki oznaczone jako DOX-FMOR pochodza od badanego zwiazku, piki oznaczone jako NM
pochodza od znacznika obojetnego, natomiast dodatkowe piki moga prawdopodobnie pochodzi¢
od produktu rozpadu DOX-FMOR, ktorym moze by¢ DOX (A). Porownanie warto$ci ruchliwosci
elektroforetycznej DOX, DOX-FMOR i dodatkowego piku (B). W przedstawionych warunkach
ruchliwo$é elektroforetyczna piku nieznanego zwigzku i DOX jest prawie taka samal?,
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Rycina 4.4. Zaleznos¢ ruchliwo$ci elektroforetycznej badanych antracyklin od pH $rodowiska
wraz z krzywa dopasowania z zastosowaniem regresji nieliniowej. Podczas integracji wynikoéw
odrzucono dane uzyskane w pH 7, ze wzglgdu na tworzenie si¢ par jonowych badanych zwigzkow
z fosforanami wchodzacymi w sktad buforu.

W celu wyznaczenia warto$ci pKa dla nowych zwigzkow, przeprowadzono analizy
zaleznosci ich ruchliwosci elektroforetycznej od pH buforu rozdzielajacego, z zastosowaniem
regresji nieliniowej. Przyktady otrzymanych dopasowan przedstawiono na rycinie 4.4.

Otrzymane warto$ci pKar oraz pKa2 dla badanych zwigzkoéw oraz obliczong réznice
pomigdzy tymi wartosciami zebrano w tabeli 4.1. Dla kazdego ze zwiazkéw wyznaczono rowniez
wspotczynnik determinacji R? ktory okresla dopasowanie wynikow doswiadczalnych do wynikow
uzyskanych z obliczen teoretycznych, z zastosowaniem oprogramowania GraphPad. Wszystkie
badane zwigzki charakteryzowaly si¢ wiasciwosciami amfolitowymi. Najnizsza wartoscig pKai
(8,41) charakteryzowata si¢ DAU, natomiast najwyzszg (9,28) pochodna DAU-FHEX. Zwigzek
EDOX miat najnizszg warto$¢ pKaz (9,38), natomiast najwyzsza (11,48) charakteryzowata si¢
DAU-FPIP.

64



WYNIKI

Tabela 4.1. Wyznaczone eksperymentalnie wartosci pKa dla 16 badanych zwiazkow?7]

Wyktadnik statej dysocjacji wyznaczony z zastosowaniem CZE

Zwigzek PKay +SD PKa2 +SD ApKa R?2

DOX 8,57 0,04 9,41 0,03 0,84 0,0889
EDOX 8,48 0,05 9,38 0,05 0,90 0,9909
DAU 8,41 0,02 9,86 0,06 1,46 0,817
EDAU 8,41 0,02 9,95 0,07 1,54 0,0947
DOX-FMOR 8,68 0,04 10,27 0,05 1,59 0,641
EDOX-FMOR 8,63 0,07 10,17 0,07 1,54 0,898
DAU-FMOR 9,11 0,09 10,44 0,01 1,33 0,0931
EDAU-FMOR 8,88 0,02 10,31 0,04 1,42 0,0894
DOX-FPIP 8,52 0,03 10,71 0,04 2,19 0,0666
EDOX-FPIP 8,36 0,03 11,02 0,07 2,66 0,518
DAU-FPIP 0,14 0,04 11,48 0,02 2,34 0,621
EDAU-FPIP 9,17 0,01 11,32 0,01 2,15 0,9776
DOX-FHEX 8,51 0,04 10,41 0,08 1,90 0,0728
EDOX-FHEX 8,52 0,04 10,51 0,06 1,99 0,9696
DAU-FHEX 9,28 0,03 10,47 0,08 1,19 0,9741

EDAU-FHEX 9,23 0,04 10,31 0,07 1,08 0,9724




WYNIKI
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Rycina 4.5. Korelacja pomig¢dzy wartosciami pKa1 0raz pKaz dla badanych antracyklin oraz ich toksycznoscia w stosunku do 4 linii
ludzkich komoérek nowotworowych. Wartosci IDsg zaczerpnigto z publikacj
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Rycina 4.6. Korelacja pomigdzy wartosciami ApKa dla badanych antracyklin oraz ich
toksyczno$cig dla 4 linii ludzkich komoérek nowotworowych. Wartosci IDsp zaczerpnigto
z publikacjilto’l,

W celu sprawdzenia potencjalnego wptywu cech fizykochemicznych na witasciwosci
biologiczne oceniono zalezno$¢ pomiedzy wartosciami pKai, pKa2 oraz ApKa a aktywnos$cig
antyproliferacyjna (IDso) nowych antracyklin, przebadana przez grupe Wasowska i wsp*?l. Na
rycinach 4.5. i 4.6. przedstawiono zaleznosci pomig¢dzy wymienionymi parametrami. Badane
zwigzki charakteryzuja si¢ zwigkszong aktywnos$cig antyproliferacyjng uzyskang na podstawie
badan z zastosowaniem testu z sulforodaming. Sposréd badanych zwigzkow, wobec wybranych
linii komorkowych, najwieksza aktywnos¢ antyproliferacyjng wykazywaty zwiazki DOX-FPIP
i DOX-FMOR. Wartoé¢ IDsp dla DOX-FPIP w badanych liniach ludzkich komorek
nowotworowych byta rowna od 3,3 £ 1,9 ng/mL do 23 + 1,3 ng/mL, a dla DOX-FMOR miescita
si¢ w zakresie od 0,6 = 1,3 ng/mL do 10,6 = 1,5 ng/mL. Istotng korelacj¢ wykazano jedynie
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pomiedzy wartosciami ID50, a ApKa dla linii komoérkowej HCV29T, nowotworu pecherza

moczowego.
4.2 Wyznaczanie wspoélczynnika dystrybucji oraz wspotczynnika podzialu

Optymalizacja metody pozwalajacej na Wyznaczenie wspotczynnika dystrybucji,
anastepnie obliczenie wspotczynnika podziatu, wymagata podobnie jak w przypadku wyznaczania
pKa optymalizacji takich parametréw jak sktad i pH buforu rozdzielajacego, dobdr skladu
mikroemulsji, objeto$¢ dozowanej probki, temperatura pomiaru, wielko$¢ napigcia, st¢zenie
zwigzku, warunki kondycjonowania kapilary. W toku przeprowadzonych doswiadczen wybrano
parametry, opisane w sekcji 3.6.2, pozwalajace na uzyskanie najbardziej optymalnego rozdzielenia
elektroforetycznego.

Podobnie jak w poprzedniej metodzie, po optymalizacji sktadu mikroemulsji,
przeprowadzono analizy zalezno$ci pomiedzy nat¢zeniem pradu, a napigciem w kapilarze, celem
okreslenia optymalnej wartosci napigcia, ktora zapewnitoby kompensacje ciepta Joule’a.
Zalezno$¢ pomigdzy przytozonym napigciem, a natezeniem pradu elektrycznego w kapilarze
przedstawiono na rycinie 4.7. Po przylozeniu napigcia przekraczajacego 8 kV zaobserwowano

zaleznos$¢ nieliniowa.

pH 10 MEEKC

0 |

0 10 20 30
Napiecie [kV]

Rycina 4.7. Zalezno$¢ pomiedzy napigciem, a natgzeniem pradu elektrycznego w kapilarze, w
temp. 30°C dla uzytej mikroemulsji.
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W celu wyznaczenia parametru logDpH10, niezbednym byto oznaczenie czaséw migracji
substancji wzorcowych oraz badanych zwigzkéw w mikroemulsji i buforze boranowym, bedacym
jej podstawowym sktadnikiem. Przyktadowy elektroferogram, uzyskany w toku badan
z zastosowaniem MEEKC przedstawiono na rycinie 4.8. Na podstawie wyznaczonych czasow
migracji, okreslono ruchliwos$ci elektroforetyczne serii substancji wzorcowych, a nastgpnie na tej

podstawie obliczono logk.
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Rycina 4.8. Przyktadowy elektroferogram uzyskany w efekcie analizy MEEKC. Zaznaczone piki
pochodza kolejno od DMSO (znacznik EOF), karbamazepiny (substancja wzorcowa) oraz 1-
fenylododekanu (znacznik mikroemulsji).

W tabeli 4.2. zebrano wartosci DpHio Oraz pKa dla zwigzkéw referencyjnych, uzytych do
wyznaczenia krzywej wzorcowej oraz obliczone z zastosowaniem rownan 12 i 15 warto$ci logk.
Warto$ci logP oraz pKadla zwigzkoéw referencyjnych zaczerpnigto z danych literaturowych, biorac
po uwage jedynie wyniki eksperymentalne, a nie dane uzyskane za pomocg metod in silico.
Wigkszos¢ substancji wzorcowych w pH=10, nie dysocjowala, dlatego ich wartosci logP=logDpHao.

Dla chloramfenikolu oraz fenytoiny obliczono warto$¢ logDpH10 na podstawie rownania 14.

69

15



WYNIKI

Tabela 4.2. Wyznaczone eksperymentalnie dla substancji wzorcowych wartosci logP, pKaoraz
logk

Zwigzek DpH1o pPKa logk +SD
Benzokaina 1,862 2,801 0,24 0,01
Chloramfenikol 1,14128] 5,530 -0,05 0,02
Fenacetyna 1,583 2,211%2] 0,05 0,01
Fenytoina 2,4711%8] 9l133] 0,23 0,02
Karbamazepina 2,45134] - 0,52 0,02
Kumaryna 1,39(133] - -0,04 0,01
Metoprolol 1,88[128 9,71136] 0,28 0,04
Nikotynamid -0,37112] 0,54%7] -1,10 0,01
Prokainamid 0,882l 8,93l -0,26 0,01
Rezerpina 4,41 6,613 1,25 0,04

W celu okreslenia logDpHio dla nowych antracyklin, wyznaczono krzywa wzorcowsg
zalezno$ci wartosci logk i logDpH1o dla serii zwigzkoéw referencyjnych przedstawiong na rycinie
4.9.

y =0.4686x-0.715
R2=0.9538

logk

Rycina 4.9. Krzywa wzorcowa zastosowana do wyznaczania logDpn10 dla nowych antybiotykow
antracyklinowych. Krzywa przedstawia zaleznos¢ eksperymentalnie wyznaczonej wartosci logk

od logDpH1o dla serii substancji wzorcowych.
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W celu obliczenia parametru logk dla badanych zwiazkow, ktore w tych warunkach ulegaja
dysocjacji, przeprowadzono pomiar ruchliwosci elektroforetycznej w buforze o takim samym
sktadzie jak bufor rozdzielajacy, lecz bez dodatku mikroemulsji. Obliczone ruchliwos$ci

przedstawione w tabeli 4.3, uzyto do obliczenia logk stosujgc rownanie 15.

Tabela 4.3. Wartos$ci ruchliwosci efektywnej dla badanych zwigzkéw w buforze o pH = 10, bez
dodatku mikroemulsji

Zwigzek Ruchliwo$é [cm?/Vs]
DOX -0,000097
DAU -0,000097

EDOX -0,00011
EDAU -0,0001
DOX-FMOR -0,000067
DAU-FMOR -0,000065
EDOX-FMOR -0,000084
EDAU-FMOR -0,00008
DOX-FPIP -0,000025
DAU-FPIP -0,000024
EDOX-FPIP -0,000034
EDAU-FPIP -0,000019
DOX-FHEX -0,000023
DAU-FHEX -0,000023
EDOX-FHEX -0,000031
EDAU-FHEX -0,000033
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Na podstawie rownania regresji i obliczonych wartosci logk wyznaczono wartosci logDpH10
dla badanych zwiazkow, a nastepnie obliczono ich wartosci logP, korzystajac z rownan 13 i 14

oraz otrzymanych wczeéniej wartosci pKa (tabela 4.4).

Tabela 4.4. Wartosci logDpH10 0raz logP wyznaczone z zastosowaniem techniki MEEKC wraz
Z wartosciami logk

Zwigzek logk +SD logDpH1o0 logP
DOX -0,257 0,01 0,978 1,669
DAU 0,212 0 1,978 2,692

EDOX -0,227 0,01 1,040 1,757
EDAU 0,255 0,02 2,070 2,402
DOX-FMOR 0,150 0,01 1,846 2,046
DAU-FMOR 0,419 0,01 2,421 2,594
EDOX-FMOR 0,063 0 1,661 1,895
EDAU-FMOR 0,444 0,02 2,473 2,668
DOX-FPIP 0,599 0,01 2,805 2,894
DAU-FPIP 0,883 0 3,411 3,479
EDOX-FPIP 0,618 0,02 2,845 3,141
EDAU-FPIP 0,993 0,01 3,644 3,721
DOX-FHEX 0,830 0,01 3,296 3,449
DAU-FHEX 1,056 0,01 3,779 3,963
EDOX-FHEX 0,839 0,02 3,316 3,444
EDAU-FHEX 1,133 0,02 3,943 4,163
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Badane leki macierzyste oraz pochodne FMOR charakteryzowaty si¢ wzglednie niskimi

wartosciami logP, co wskazuje na ich umiarkowane whasciwosci lipofilowe, podczas gdy pochodne

FPIP i FHEX charakteryzowaty si¢ wysokimi wartosciami logP, wskazujagcymi na ich wysoka

lipofilnosé.

Podobnie jak w przypadku wlasciwosci kwasowo-zasadowych, sprawdzono potencjalny

zwigzek pomigdzy wartosciami logP oraz IDsp oceniong wcze$niej przez zespot Wasowska

i wsp.['1 (Rycina 4.10). Wykazano istotna korelacje jedynie dla linii T47D nowotworu piersi.
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Rycina 4.10. Korelacja pomigdzy wartosciami logP dla badanych antracyklin oraz ich
toksyczno$cig dla 4 linii ludzkich komoérek nowotworowych. Wartosci IDsp zaczerpnigto

z publikacjitol,
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4.3 Opracowanie i walidacja metod jednoczesnego oznaczania nowych

antybiotykow antracyklinowych z zastosowaniem systemu UPLC/MS/MS

Ze wzgledu na fakt, iz badane zwiazki, ktore byly izomerami, charakteryzowaly si¢ taka
samg masg, Sciezkami fragmentacji oraz czasem elucji, jednoczesna analiza wszystkich nowych
antracyklin z uzyciem jednej metody nie byta mozliwa. Z tego powodu zdecydowano na podziat
badanych zwigzkoéw na dwie grupy, tj. pochodne DAU i DOX oraz pochodne EDAU i EDOX.
Podzial ten zostal rowniez zachowany podczas badania farmakokinetycznego, gdzie badane
zwiazki podawano myszom w 2 kasetach, odpowiednio zawierajacych pochodne DAU i DOX oraz
EDAU i EDOX. Opracowane warunki analiz chromatograficznych oraz detekcji masowej
pozwolity na zbudowanie dwoch metod bioanalitycznych, umozliwiajacych jednoczesne
oznaczanie pochodnych DOX i DAU oraz EDOX i EDAU. Przyktadowe chromatogramy
otrzymane w wyniku rozdzielenia chromatograficznego badanych zwigzkow przedstawiono na
rycinach 4.11i 4.12.
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Rycina 4.11. Rozdzielenie chromatograficzne 6 nowych zwigzkow pochodnych DOX i DAU
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Rycina 4.12. Rozdzielenie chromatograficzne 6 nowych zwigzkéw pochodnych EDOX i EDAU.

W tabelach 4.5 oraz 4.6 przedstawiono zakresy liniowosci oraz krzywe wzorcowe
i wspotczynniki determinacji dla badanych zwigzkéw. Otrzymane wspotczynniki R? dla zwigzkow
pochodnych DOX i DAU byty wyzsze od 0,984, natomiast dla zwigzkéw pochodnych EDOX
i EDAU byly wyzsze od 0,990. W przypadku zwigzkow DOX-FMOR i DAU-FMOR parametry
walidacyjne nie spetnily kryteriow akceptacji dla metod bioanalitycznych, co mogto by¢ wynikiem
prawdopodobnie niewielkiej stabilnoéci badanych zwigzkéw w osoczu myszy. Wymienione

zwiazki nie zostaty uwzglgdnione w analizach farmakokinetycznych.

Tabela 4.5. Krzywe wzorcowe oraz wspotczynniki determinacji dla nowych zwiazkow
pochodnych DOX i DAU

Zakres stezen Wspolczynnik
Zwiazek Rownanie regres;ji o
[ng/mL] determinacji (R?)
DOX-FPIP 1-1000 y = 4,143x+ 0,0000362 0,985
DOX-FHEX 1-1000 y = 16,148 x+ 0,0000933 0,984
DAU-FPIP 1-1000 y = 61,612 x- 0,000000006 0,990
DAU-FHEX 1-1000 y = 87,802 x-0,0000005 0,994
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Tabela 4.6. Krzywe wzorcowe oraz wspotczynniki korelacji dla nowych zwigzkow pochodnych

EDOX i EDAU
' Zakres stezen . . Wspotczynnik
Zwiazek Rownanie regresji o
[ng/mL] determinacji (R?)

EDOX-FPIP 1-1000 y =1,315x — 0,0001655 0,996
EDOX-FMOR 1-1000 y = 0,389x+ 0,00006604 0,993
EDOX-FHEX 1-1000 y =1,396x + 0,00009119 0,994
EDAU-FPIP 1-1000 y =2,004x + 0,0003360 0,993
EDAU-FMOR 1-1000 y = 0,653x + 0,0001037 0,995
EDAU-FHEX 1-1000 y =4,269x — 0,0005065 0,990

Wybrane parametry walidacji dla zwigzkéw z obu grup zebrano w tabelach 4.7 oraz 4.8.
Dla zwigzkoéw z pierwszej grupy, pochodnych DOX i DAU zgodno$¢ uzyskanych wynikéw
z warto$ciami oczekiwanymi byta rowna od 92,7 % do 112 %, natomiast wartosci wzglednego
odchylenia standardowego (RSD %) wynosity od 2,3 % do 12,9%. Podczas opracowywania
metody sprawdzono kilka metod wyodrebnienia analitow z matrycy, W tym stracenie biatek,
ekstrakcje typu ciecz-ciecz oraz ekstrakcj¢ ciecz-ciato state. Zdecydowano o zastosowaniu SPE
jako metody ekstrakcji analitow, o pozwolito na osiagnigcie najwyzszego odzysku. W przypadku
pochodnych DOX i DAU, odzysk miescit si¢ w granicach 100-126%. W przypadku wysokich
stezen zwigzkéw DOX-FPIP, DAU-FPIP oraz DAU-FPIP wartosci odzysku byly wyzsze od 120
%. Badane zwiazki charakteryzowaty si¢ duzym efektem matrycy, wynoszacym od 120% do
145 %. Stezenia badanych analitow w probkach, przechowywanych w automatycznym podajniku
probek przez 15 h nie zmienity si¢ o wiecej niz 20% wartosci nominalnej, co wskazuje, ze badane
probki byty stabilne podczas wykonywania pomiaréw.

Dla drugiej grupy zwiazkow, pochodnych EDOX i EDAU zgodnos$¢ uzyskanych wynikow
z warto$ciami oczekiwanymi byta rowna od 91 % do 113 %, wartosci RSD % wynosity od 4 % do
15 %. Odzysk analitow, miescit si¢ w granicach 87-111%. Bezwzgledny efekt matrycy dla
badanych zwigzkow nie przekraczat 20%. Podobnie jak w przypadku poprzedniej grupy, stabilnos¢

po 15 h nie zmienita si¢ o wiecej niz 20 %.
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Tabela 4.7. Doktadnos$¢, precyzja, odzysk, efekt matrycy oraz stabilnos¢ dla badanych zwigzkow, pochodnych DOX i DAU

Zwiazek Stezenie QC [ng/mL] Doktadnosé [%] RSD [%] Odzysk [%] Efekt matrycy [%] Stabilnos¢ [%]
1 110,3 3,4 119 130 104,3
3 97,5 6,4
DOX-FPIP
400 106,7 9,0 123 144 93,9
900 106,3 6,0
1 97,5 12,9 100 132 98,6
3 92,7 12,1
DOX-FHEX
400 101,6 9,6 114 145 91,5
900 96,2 6,1
1 112,0 6,0 106 135 104
3 103,4 9,4
DAU-FPIP
400 106,4 7,1 121 129 102
900 102,1 75
1 108,8 50 100 120 107
3 100,4 8,0
DAU-FHEX
400 110,4 2,3 126 128 97
900 106,0 3,5
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Tabela 4.8. Doktadnos¢, precyzja, odzysk, efekt matrycy oraz stabilnos¢ dla badanych zwigzkow, pochodnych EDOX i EDAU

Zwiazek Stezenie QC [ng/mL]  Doktadnos¢ [%] RSD [%] Odzysk [%] Efekt matrycy [%] Stabilnos¢

1 111 8
3 110 4 100 107 91,7

EDOX-FMOR 400 97 15
900 100 14 87 105 98,1

1 101 14
3 107 5 98 97 94,5

EDOX-FPIP 400 100 g
900 106 6 94 100 103

1 108 9
3 95 12 111 109 106

EDOX-FHEX 400 100 g
900 109 4 98 107 97,7

1 112 4
3 103 8 100 107 98,6

EDAU-FMOR 400 95 10
900 98 11 97 109 102

1 111 5
3 91 5 102 102 111

EDAU-FPIP 400 109 4
900 105 6 100 100 93,5

1 113 6
3 92 9 106 113 112

EDAU-FHEX 400 102 6
900 107 5 95 108 99,8
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4.4 Ocena profilu farmakokinetycznego nowych antybiotykow antracyklinowych

Na rycinach 4.13 oraz 4.14 przedstawiono zalezno$¢ stezenia od czasu dla nowych
antybiotykow antracyklinowych pochodnych DOX i DAU, w 0soczu myszy po jednorazowym

podaniu dozylnym oraz dootrzewnowym, odpowiednio w skali liniowej oraz potlogarytmiczne;.
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Rycina 4.13. Zaleznos¢ stgzenia od czasu dla czterech nowych zwigzkow, pochodnych DOX
i DAU, po podaniu dozylnym oraz dootrzewnowym u myszy (skala liniowa).
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Rycina 4.14. Zalezno$¢ stgzenia od czasu dla czterech nowych zwigzkéw, pochodnych DOX
i DAU, po podaniu dozylnym oraz dootrzewnowym u myszy (skala potlogarytmiczna).

Podstawowe parametry farmakokinetyczne dla badanych zwigzkéw obliczone

z zastosowaniem analizy bezmodelowej, odpowiednio po podaniu dozylnym i dootrzewnowym

zebrano w tabelach 4.9 i 4.10.
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Tabela 4.9. Parametry farmakokinetyczne pochodnych DOX i DAU, po jednorazowym podaniu
dozylnym zwigzkow, w dawce 0,01mg/kg u myszy (n=4)

Parametry DOX-FPIP  DOX-FHEX DAU-FPIP DAU-FHEX
Co [ng/mL] 16,73 43,54 8,96 16,97
AUCo . [ug'min/mL] 0,16 0,43 1,2 0,51
MRT [h] 0,46 0,56 23,1 3,1
tos [h] 0,66 0,77 17,63 2,44
Ve [L/kg] 1,75 0,79 1,15 3,48
Cl [mL/min/kg] 63,25 23,37 8,29 18,75

Co — stezenie poczatkowe zwigzku, AUCo_.—pole pod krzywa zaleznosci stezenia od czasu, MRT
— $redni czas przebywania zwigzku w organizmie, tos — biologiczny okres poéttrwania, Vss —objetosé

dystrybucji w stanie stacjonarnym, Cl — klirens catkowity

Tabela 4.10. Parametry farmakokinetyczne nowych zwiazkéw, pochodnych DOX i DAU, po
jednorazowym podaniu dootrzewnowym, w dawce 0,2 mg/kg u myszy (n=4)

Parametr DOX-FPIP DOX-FHEX DAU-FPIP DAU-FHEX
AUCo—o [pg-min/mL] 1,2 3,2 1,2 2,5
MRT [h] 3,9 71 5,8 55
tos [N] 33 5,2 3,9 3,97
Cmax [Ng/mL] 25,03 25,65 7,63 13,43
tmax [Min] 5 5 5 5
F [%] 36,9 37,4 4,9 24.6

AUC_.., —pole pod krzywa zaleznosci stezenia od czasu, MRT — §redni czas przebywania zwigzku
W organizme, tos — biologiczny okres pottrwania, Cmax — stezenie maksymalne, tmax — CZas potrzebny do

osiggniecia stezenia maksymalnego, F - biodostepnos¢
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Wyniki wskazuja, ze nowe antybiotyki antracyklinowe pochodne DOX i DAU
charakteryzowaty si¢ zr6znicowanym czasem przebywania w organizmie, ktory wynosit od 0,46
h do 23,1 h po podaniu dozylnym, oraz od 3,9 h do 7,1 h po podaniu dootrzewnowym. Najdtuze;j
w organizmie po podaniu dozylnym przebywata pochodna DAU-FPIP, najkrécej zwigzek DOX-
FPIP. W przypadku podania dootrzewnowego najwyzsza wartoscig MRT charakteryzowal sig¢
zwigzek DOX-FHEX, najkrotsza za§ DOX-FPIP. Badane antracykliny charakteryzowaly si¢ duza
objetoscig dystrybucji wynoszacg od 0,79 L/kg do 3,48 L/kg. Po podaniu dootrzewnowym badane
zwiazki szybko wchilanialy si¢ do krazenia ogdlnego, osiggajac stezenie maksymalne po okoto
5 min. Biodostgpnos¢ zwiazkow po podaniu dootrzewnowym byta zréznicowana, i wynosita od
4,9 % dla DAU-FPIP do 37,4% dla DOX-FHEX. Po podaniu dozylnym najnizszym stg¢zeniem
poczatkowym w osoczu charakteryzowat si¢ zwigzek DAU-FPIP (8,96 ng/mL), natomiast
najwyzszym DOX-FHEX (43,54 ng/mL). Podobnie po podaniu dootrzewnowym, najnizsze
stezenie maksymalne osiagat zwigzek DAU-FPIP (7,63 ng/mL), a najwyzsze zwigzek DOX-FHEX
(25,65 ng/mL).

Na rycinach 4.15 oraz 4.16 przedstawiono zalezno$¢ st¢zenia od czasu dla nowych
antybiotykow antracyklinowych, pochodnych EDOX i EDAU w 0soczu myszy po jednorazowym
podaniu dozylnym oraz dootrzewnowym, odpowiednio w skali liniowej oraz pétlogarytmiczne;.
W tabelach 4.11-4.12. zebrano podstawowe parametry farmakokinetyczne dla badanych zwigzkow
obliczone z zastosowaniem analizy bezmodelowej, odpowiednio po podaniu dozylnym

i dootrzewnowym.
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Rycina 4.15. Zaleznos¢ stgzenia od czasu dla szeSciu nowych zwiazkéw, pochodnych EDOX
I EDAU, po podaniu dozylnym oraz dootrzewnowym u myszy (skala liniowa).
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Rycina 4.16. Zaleznos¢ stgzenia od czasu dla szesciu nowych zwigzkow, pochodnych EDOX
i EDAU, po podaniu dozylnym oraz dootrzewnowym U myszy (skala pétlogarytmiczna).
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Tabela 4.11. Parametry farmakokinetyczne nowych zwigzkoéw, pochodnych EDOX i EDAU po podaniu dozylnym, w dawce

0,01 mg/kg u myszy (n=4)

Parametry EFD;??' EDOX-FMOR EDOX-FHEX EDAU-FPIP EDAU-FMOR EDAU-FHEX
Co [ng/mL] 33,87 15,98 65,40 24,42 12,54 47,54
AUCo_.
gL 1,5 2,9 1,9 1,5 1,7 2.4
MRT [h] 6,35 6,52 4,26 2,61 5,69 2,93
tos [h] 5,15 6.8 4,07 2,57 4,65 3,00
Vs [L/kg] 2,5 13,5 1,4 1,1 2,0 0,7
Cl [mL/min/kg] 6,66 34,51 5,39 6,77 5,84 4,11

Co — stgzenie poczatkowe zwigzku, AUC,_.. — catkowite pole pod krzywa zaleznosci st¢zenia od czasu, MRT — $redni czas przebywania

zwigzku W organizmie, tos — biologiczny okres pottrwania, Vss —objetosé dystrybucji w stanie stacjonarnym, Cl — klirens catkowity
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Tabela 4.12. Parametry farmakokinetyczne dla nowych zwigzkéw, pochodnych EDOX i EDAU po jednorazowym podaniu
dootrzewnowym w dawce 0,2 mg/kg u myszy (n=4)

Parametr EDOX-FPIP EDOX-FMOR EDOX-FHEX EDAU-FPIP EDAU-FMOR EDAU-FHEX
AUCo-c [ug-min/mL] 6,5 33 6.5 2,5 9,5 6,2
MRT [h] 19,50 34,25 14,13 6,63 16,87 8,63
tos [h] 34,25 23,21 9,78 4,64 12,09 5,71
Crmax [Ng/mL] 38,17 14,51 42,89 19,06 16,24 38,78
tmax [MiN] 5 5 5 5 5 5
F [%] 21,93 57,21 17,57 8,57 27,83 12,84

AUC,_... —catkowite pole pod krzywa zaleznosci stezenia od czasu, MRT — $redni czas przebywania zwigzku w organizmie, tos — biologiczny

okres pottrwania, Crmax — stezenie maksymalne, tmax — czas potrzebny do osiagnigcia stezenia maksymalnego, F — biodostepnosé
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Wyniki wskazujg, ze pochodne EDOX i EDAU charakteryzowaty si¢ zréznicowanym, ale
dhuzszym od pochodnych DOX i DAU czasem przebywania w organizmie, ktory wynosit od 2,61
h do 6,52 h po podaniu dozylnym, oraz od 6,63 h do 34,25 h po podaniu dootrzewnowym.
Najdluzej w organizmie po podaniu dozylnym przebywata pochodna EDOX-FMOR, najkroce;j
zwigzek EDAU-FPIP. W przypadku podania dootrzewnowego najwyzsza wartoscig MRT
charakteryzowat si¢ zwigzek EDOX-FMOR, najkrotsza zas EDAU-FPIP. Badane antracykliny
charakteryzowaty si¢ duzg objetoscig dystrybucji wynoszacg od 0,7 L/kg do 13,5 L/kg. Po podaniu
dootrzewnowym badane zwigzki szybko wchianialy si¢ do krazenia ogdlnego osiggajac stezenie
maksymalne po okoto 5 min. Badane zwigzki miatly niskg biodost¢pnos¢ wynoszaca od 8,57 % dla
EDAU-FPIP do 27,83 % dla EDAU-FMOR, oprocz EDOX-FMOR, ktoéra w porownaniu do
pozostatych zwigzkow, charakteryzowatla si¢ najwyzsza biodostepnoscia wynoszaca 57,21%. Po
podaniu dozylnym najnizszym stezeniem poczatkowym W 0S0czu charakteryzowat si¢ zwigzek EDAU-
FMOR (12,54 ng/mL), natomiast najwyzszym EDOX-FHEX (65,4 ng/mL). Po podaniu
dootrzewnowym, najnizsze stezenie maksymalne osiggat zwigzek EDOX-FMOR (14,51 ng/mL),
a najwyzsze zwigzek EDOX-FHEX (42,89 ng/mL).

4.5 Ocena whasciwosci fizykochemicznych i farmakokinetycznych badanych

substancji w warunkach in silico

W celu weryfikacji poprawnosci wynikéw uzyskanych w warunkach in silico porownano
wartosci przewidywane za pomocg dostepnego oprogramowania z wartosciami otrzymanymi
doswiadczalnie. W tabeli 4.13 zebrano dane dotyczace lipofilowos$ci oraz wiasciwosci kwasowo-
zasadowych badanych zawigzkow. Otrzymane warto$ci logP obliczono na podstawie trzech
roéznych podejsé: klasycznego, GALAS oraz taczonego. Wartosci pKa obliczono z zastosowaniem
podejscia klasycznego oraz GALAS. W tabeli 4.14 przedstawiono podstawowe parametry
farmakokinetyczne oszacowane dla zdrowego cztowieka o standardowej budowie ciata, po
podaniu zwigzku w dawce 50 mg. Wszystkie parametry zostaly wygenerowane przez komercyjnie
dostepna platforme¢ ACD/Percepta (ACD Labs, Ontario, Kanada).
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Tabela 4.13. Lipofilowo$¢ oraz wlasciwosci kwasowo-zasadowe badanych zwigzkoéw przewidywane w warunkach in silico

logP logDyio pKa pKa GALAS

Klasyczne GALAS Consensus PKa1 PKaz pKas  Ugrupowania kwasowe Ugrupowania zasadowe
DAU 2,92+1,27 1,09 1,4 -2,38 8,7+0,7 74+06 84+06 9,9+ 0,4 8,1+ 0,4
DAU-FHEX 4,86+ 1,27 3,64 4,19 0,66 101+0,7 74+ 06 84+06 10,2+ 0,4 9,5+0,4
DAU-FMOR 2,75+ 1,28 2,55 2,61 -1,2 79+07 74+06 84+06 10,1+ 0,4 9,3+ 0,5
DAU-FPIP  429+1,27 3,26 3,67 0,14 101+0,7 74+06 84+07 10,2+ 0,4 9,5+ 0,4
DOX 2,82+ 1,30 0,67 0,92 -2,89 8,7+0,7 74+06 83+06 9,9+ 0,4 8,1+ 0,4
DOX-FHEX 4,76+ 1,30 2,68 3,39 -0,15 10,1+ 0,7 74++-0,7 83+0,7 10,2+ 0,4 9,5+ 0,4
DOX-FMOR 2,65+ 1,31 2,06 2,27 -1,56 79+07 74+06 83+06 10,1+ 0,4 9,3+ 05
DOX-FPIP 4,20+ 1,30 2,32 2,93 061  101+07 7,4+06 83+06 10,2+ 0,4 9,5+ 0,4
EDAU 2,92 +1,27 1,09 1,4 -2,38 8,7+0,7  74+06 84+06 9,9+ 0,4 8,1+ 0,4
EDAU-FHEX 4,86+ 1,27 3,64 4,19 0,66 10,1+0,7 7,406 84+0,6 10,2+ 0,4 9,5+ 0,4
EDAU-FMOR 2,75+ 1,28 2,55 2,61 -1,2 79+07  74+06 84+06 10,1+ 0,4 9,3+ 0,5
EDAU-FPIP  429+1,27 3,26 3,67 0,14 101+0,7 74+06 84+07 10,2+ 0,4 9,5+ 0,4
EDOX 2,82+ 1,30 0,67 0,92 -2,89 87407  7,4+06 83+06 9,9+ 0,4 8,1+ 0,4
EDOX-FHEX 4,76 £ 1,30 2,68 3,39 015 10,1+ 0,7 7,407 8307 10,2+ 0,4 9,5+ 0,4
EDOX-FMOR 2,65+ 1,31 2,06 2,27 -1,56 79+07  74+06 83+06 10,1+ 0,4 9,3+ 0,5
EDOX-FPIP 4,20+ 1,30 2,32 2,93 -0,61 10,1+0,7 7,4+06 83+0,6 10,2+ 0,4 9,5+ 0,4
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Tabela 4.14 . Parametry farmakokinetyczne badanych zwigzkoéw przewidywane w warunkach in silico

Zwigzek Va [L] tmax [Min]  Cmax [ug/mL]  AUCo—wpo. [ug-h/mL] AUCo—w.iv. [ug-h/mL] F[%]
DAU 34 393 0,1 3,87 52,15 7,4
DAU-FHEX 496 452 0,04 2,54 6,72 37,8
DAU-FMOR 93 271 0,46 25,54 28 91,2
DAU-FPIP 274 228 0,17 11,3 11,7 96,6
DOX 26 392 0,03 1,08 61,64 1,7
DOX-FHEX 215 449 0,07 4,39 12,92 34
DOX-FMOR 65 347 0,44 21,31 33,74 63,1
DOX-FPIP 123 333 0,27 15,03 20,53 73,2
EDAU 34 393 0,1 3,87 52,15 7,4
EDAU-FHEX 496 452 0,04 2,54 6,72 37,8
EDAU-FMOR 93 271 0,46 25,54 28 91,2
EDAU-FPIP 274 228 0,17 11,3 11,7 96,6
EDOX 26 392 0,03 1,08 61,64 1,7
EDOX-FHEX 215 449 0,07 4,39 12,92 34
EDOX-FMOR 65 347 0,44 21,31 33,74 63,1

EDOX-FPIP 123 333 0,27 15,03 20,53 73,2




DYSKUSJA WYNIKOW

Na rycinie 4.17 przedstawiono zalezno$ci pomigdzy przewidywanymi w warunkach in

silico warto$ciami  podstawowych parametrow fizykochemicznych, a wyznaczonymi

eksperymentalnie, odpowiednio dla pKai, pKa2 oraz logP.
W przypadku wartosci pKai nie wykazano istotnej zaleznosci pomiedzy wielkosciami

przewidywanymi, a wyznaczonymi do$wiadczalnie (R? = 0,2437, =0,4936, p>0,05), natomiast w
przypadku wartosci pKa» oraz logP otrzymano wyniki, ktore wskazuja na wysoka korelacje miedzy
wartosciami przewidywanymi, a obliczonymi doswiadczalnie. W przypadku pKa> obliczone

parametry przedstawiaty si¢ nastepujaco (R? = 0,6657, r=0,8159, p=0,0001), natomiast dla logP
byty réwne (R* = 0,823, 1=0,9072, p<0,0001).
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Rycina 4.17. Wykresy zaleznosci pomigdzy przewidywanymi, a wyznaczonymi do§wiadczalnie
wartosciami pKai, pKa2 0raz logP dla badanych zwigzkow.
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5 Dyskusja wynikow

Proces badan nad nowa czasteczkg — potencjalnym lekiem jest wieloetapowym
postepowaniem, w ktorym na kazdym etapie moze okazac sie, ze zwigzek nie jest optymalnym
kandydatem na nowy lek. Wiadomo, ze niekorzystny profil farmakokinetyczny i brak
odpowiednich wtasciwosci fizykochemicznych nowych zwigzkéw sa najczestsza przyczyna
niepowodzenia we wprowadzeniu nowego leku na rynek**l. Z tego wzgledu, juz we wczesnym
etapie badan nad lekiem, powinny zosta¢ przeprowadzone przesiewowe badania, majgce na celu
okreslenie wlasciwosci fizykochemicznych i1 farmakokinetycznych nowych czgsteczek.

Realizacja badan zaplanowanych w ramach pracy doktorskiej wymagata opracowania
metod wyznaczania wiasciwosci fizykochemicznych z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej
oraz czutych i selektywnych metod bioanalitycznych, pozwalajacych na oznaczanie ste¢zenia
badanych zwigzkéw w 0S0Czu myszy, a nastgpnie okreslenia profilu farmakokinetycznego nowych

antybiotykow antracyklinowych, potencjalnych lekéw, o dziataniu przeciwnowotworowym.

5.1 Wyznaczanie wykladnika stalej dysocjacji z zastosowaniem strefowej

elektroforezy kapilarnej

Podczas opracowywania metodyki wyznaczania pKa nowych zwigzkow, niezmiernie
istotnie byto wybranie odpowiedniego sktadu, pH i sity jonowej roztworéw buforowych. Przeptyw
elektroosmotyczny zalezy od przytozonego napigcia, lepkosci roztworu oraz potencjatu zeta, czyli
potencjatu elektrycznego wystepujacego na granicy kapilary i fazy ruchomej**t. Aby zmniejszy¢é
roznice widoczne w ruchliwosci elektroforetycznej badanych zwigzkéw, zalezgce od innych niz
dysocjacja czynnikow, uzyto roztworéw buforowych o statej sile jonowej, rownej 0,05 M*421, Jak
mozna zauwazy¢ na Rycinie 3.1, ruchliwos$¢ elektroforetyczna DOX w buforze fosforanowym
(pH=7) jest wyraznie nizsza niz oczekiwana. Podobna sytuacja miata miejsce w przypadku
wszystkich badanych zwigzkow. Mozliwym wytlumaczeniem takiego zachowania jest
prawdopodobne tworzenie si¢ komplekséw (par jonowych) pomiedzy antracyklinami a jonem
fosforanowym, ktory ma inng ruchliwo$¢ niz zwigzek macierzysty. Z tego powodu, z koncowych

obliczen wykluczano warto$ci ruchliwosci otrzymane dla buforow o pH = 7.
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Podczas opracowywania metody, szczegdlna uwage zwrocono na utrzymanie statego pH
roztworow uzywanych do rozdzielenia elektroforetycznego. Zjawiskiem majgcym duze znaczenie,
szczegOlnie w przypadku roztwordow o wysokim pH jest rozpuszczanie si¢ CO, znajdujgcego si¢
w powietrzu atmosferycznym#3l. W przypadku buforéw o pH przekraczajacych 10, zjawisko to
powoduje zmniejszenie wartosci wyjsciowej pH, mogace wptyna¢ na wiarygodno$¢ analiz (Tabela
3.1). Z tego wzgledu zdecydowano, aby uzywane bufory wymienia¢ co dwie analizy, a kazda
analiz¢ rozpoczyna¢ od buforéw o wysokim pH, celem zmniejszenia pochtaniania CO2. Aby
sprawdzi¢, czy takie postepowanie pozwala na utrzymanie statego pH buforow, mierzono ich pH
przed i po oznaczeniach. W efekcie uzyskano wartosci, ktore nie roznity si¢ od siebie istotnie.

Na Rycinie 4.2 zamieszczono przyktadowe elektroferogramy, ktore obrazuja roznice
W czasach migracji pomiedzy badanym zwigzkiem, a znacznikiem oboj¢tnym, w zakresie pH od 5
do 12. Jak mozna zaobserwowa¢, w pH wyzszym od punktu izoelektrycznego (pl) danej substanciji,
czasteczki sa natadowane ujemnie i migrujg wolniej niz znacznik obojetny, natomiast w pH
nizszym od Pi, czasteczki natadowane sg dodatnio i migrujg szybciej. Deformacja pikow, ktora jest
widoczna w przypadku kilku elektroferogramow moze by¢ spowodowana r6znicg w przewodnosci
buforu rozdziatowego i wprowadzonej do kapilary duzej objetosci probkil**. To zjawisko moze
by¢ zmniejszone, np. poprzez zwigkszenie sity jonowej buforu albo dodanie do buforu substancji
modyfikujacych jego wlasciwoséci, w tym rozpuszczalnikow organicznych. W przypadku
wyznaczania pKa, gdzie stosowanych jest kilkanascie roznych buforow, takie podejscie bytoby
jednak bardzo pracochtonnel*®l. Dodatkowym czynnikiem wptywajacym na ogonowanie pikow
moze by¢ adsorbcja antracyklin do wewngtrznej Sciany kapilary. Aby zmniejszy¢
prawdopodobienstwo wystapienia btedu, czasy migracji pikéw obliczano stosujac funkcje
Haarhoff-Van der Linde (HVL), ktéra dostgpna jest w procesie integracji elektroferogramow przy
uzyciu oprogramowania Peakfit[46:147],

Podczas analizy nowych zwigzkow, w buforach o pH wyzszym od 10, zaobserwowano
pojawianie si¢ na elektroferogramach dodatkowych pikow (Rycina. 4.3). Poréwnano ruchliwo$¢
elektroforetyczng tych dodatkowych pikéw oraz ruchliwosci lekow macierzystych, tak jak
pokazano na Rycinie 4.3. W efekcie wywnioskowano, ze dodatkowe piki to produkty rozktadu
nowych pochodnych do lekow macierzystych, ktory moze zachodzi¢ w srodowisku zasadowym.
Wiyniki te wskazuja na istotng zalete elektroforezy kapilarnej, jako techniki separacyjnej, ktora

umozliwia oznaczanie probek zanieczyszczonych oraz czesciowo roztozonych.
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W wielu dostepnych zrodtach, ktore podaja wyznaczone doswiadczalnie wartosci pKa dla
antybiotykow antracyklinowych przytaczana jest jedna wartos¢, wyznaczona dla grupy aminowej,
znajdujacej sie¢ w pierscieniu daunozaminy, z pomini¢ciem pKa dla grup fenolowych, obecnych w
antrachinoniel**®-1%°1, W niniejszej pracy, wyznaczono po dwie wartosci pKa dla kazdego zwiazku,
tzn. pKay oraz pKaz, odpowiednio dla grupy aminowej oraz dla grup fenolowych. Warto$¢ pKa jest
usredniong wartoscig dla obu grup fenolowych, gdyz roéznice byty zbyt mate aby za pomoca
opracowanej metody okresli¢ wartos$ci czastkowe dla kazdej z grup.

Wyktadniki stalych dysocjacji wyznaczono z wykresu zaleznosci ruchliwos$ci
elektroforetycznej od aktywnosci jonow [HzO*] w danym buforze, za pomoca regresji nieliniowej,
stosujgc réwnanie 8. Przykladowe dopasowania dla wszystkich badanych zwigzkow
przedstawiono narycinie 4.4. Wyznaczone wartosci pKa dla zwigzkéw macierzystych oraz nowych
pochodnych wskazuja, ze modyfikacje w pierscieniu daunozaminy wpltywaja na ich wlasciwosci
kwasowo-zasadowe. Uzyskane wyniki pozwalaja na wyciggni¢cie wniosku, ze najwieksze réznice
miedzy wartosciami pKai | pKa2 sa widoczne dla pochodnych z rodziny FPIP. Wsrdd nich,
najwigksze roznice wykazywaty zwigzki EDOX- FPIP (ApKa = 2,5) i DAU-FPIP (ApKa = 2,18).
Najmniejsze rdznice z kolei wykazano dla pochodnych FHEX, wérdd nich najmniejsze rdznice
byly widoczne dla zwigzkow DAU-FHEX (ApKa = 1,19) oraz EDAU-FHEX (ApKa = 1,08).
Roéznice migdzy wartosciami pKaz i pKa2 dla lekow macierzystych byty nizsze niz dla badanych
pochodnych i wynosity odpowiednio 0,68 i 0,76 dla DOX i DAU.

Wspotezynnik korelacji Pearsona (r) wyznaczony z zalezno$ci pomigdzy pKar oraz pKaz,
a wielkoscig IDso nie wykazat istotniej korelacji. Istotng korelacje wykazano natomiast pomigdzy
ApKa, a IDsp dla linii komorkowej HCV29T nowotworu pecherza moczowego (rycina 4.5 oraz
4.6). WyniKi te potwierdzaja, iz w wigkszosci przypadkoéw, aktywno$é antyproliferacyjna nowych
zwigzkow, w niewielkim stopniu jest zalezna od pKa, jednakze w przypadku niektorych linii
komorkowych moze by¢ zwigzana z ich wlasciwosciami kwasowo-zasadowymi, wskazujac na
inny niz bierny mechanizm transportu, by¢ moze transport aktywny lub utatwiony przy udziale

odpowiednich nosnikow!*5,
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5.2 Wyznaczanie wspolczynnika dystrybucji i wspélczynnika podziatu

Technika MEEKC, ktoérag zastosowano do okre$lenia lipofilowosci nowych antybiotykow
antracyklinowych wymagata dodania do probki znacznika EOF oraz znacznika dla mikroemulsji.
Zgodnie z zatozeniami MEEKC, czas migracji badanej substancji powinien miesci¢ si¢ W tzw.
oknie detekcji, czyli pomigdzy czasami migracji znacznikéw. Przyktadowy elektroferogram
otrzymany w toku analizy przedstawiono na rycinie 4.8. Dzigki przeptywowi EOF wymuszony jest
ruch czasteczek mikroemulsji w kierunku katody pomimo, iz kropelki mikroemulsji ze wzgledu na
uzycie anionowego surfaktanta, jakim jest SDS natadowane sa ujemnie. Dzi¢ki temu, na jednym
elektroferogramie mozna obserwowac piki odpowiadajace wszystkim badanym substancjom.

Aby wyznaczy¢ logDpHio dla nowych zwigzkow, niezbedne bylo wykreslenie krzywej
wzorcowej. Do przygotowania krzywej uzyto 10 zwigzkow referencyjnych, 0 znanych wartosciach
logP oraz pKa. Wyznaczone doswiadczalnie wartosci logk dla zwigzkow referencyjnych wraz
z warto$ciami logP oraz pKa przedstawiono w tabeli 4.2. W przypadku o$miu zwigzkoéw
referencyjnych, ze wzgledu na brak ich jonizacji w buforze rozdzialowym wartosci logP byty
réwne ich wartosciom logDpr1o,. Dla dwoch pozostatych, czyli chloramfenikolu oraz fenytoiny,
ktére w warunkach analizy ulegaty dysocjacji, podobnie jak badane nowe antracykliny, obliczono
wartos$ci logDpr10 na podstawie rownania 15. Przykladowa krzywa wzorcowa wraz z rownaniem
regresji oraz wspotczynnikiem determinacji R? przedstawiono na rycinie 4.9.

Dostepne w piSmiennictwie parametry bedace miarg lipofilowosci antracyklin rdznig sie
istotnie. Jako przyktad moze stuzy¢ DOX, ktorej logDpH7,4 W r6znych publikacjach miesci si¢
w zakresie od -1,98 do 2,82[128.152153] T3k ogromne rozbieznoéci moga by¢ spowodowane réznymi
podej$ciami analitycznymi stosowanymi do Wyznaczenia tego parametru. Szczegoélnych trudnosci
moze przysporzy¢ fakt, iz antracykliny sg zwigzkami amfoterycznymi, i stad w catym zakresie pH
wystepuja w formie zjonizowanej. W opublikowanych wczesniej pracach wykorzystujacych
omawiang metodyke, wyznaczano wspolczynniki dystrybucji zwigzkow o charakterze obojetnym.
Zwiazki, ktore ulegaja dysocjacji, oprocz odzialywan z kropelkami mikroemulsji podlegaja
réwniez dziataniu pola elektrycznego, co wptywa na czas migracji. W metodyce uzytej w niniejszej
pracy, znormalizowano ruchliwo$¢ elektroforetyczng antracyklin, bazujagc na pracach B.K.
Keppler’a i wsp., ktorzy jako pierwsi zaproponowali sposob obliczania logk dla zwigzkoéw

ulegajacych w warunkach analizy jonizacji®?®1?l, Podejscie to polegato na ocenie ruchliwosci
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elektroforetycznej zwigzkéw w buforze, bez dodatku mikroemulsji oraz po dodaniu mikroemuls;ji.
Jezeli ruchliwo$¢ elektroforetyczna danego zwiazku w samym buforze jest r6zna od ruchliwosci
EOF, wtedy nalezy ja znormalizowa¢ i do obliczen logk zastosowaé roéwnanie 15. Ponadto
zdecydowano si¢ przeprowadzi¢ analize w buforze o pH=10, czyli w warunkach, w ktorych
antracykliny sa natadowane ujemnie, tak aby zmniejszy¢ mozliwo$é interakcji anionowego
surfaktanta oraz badanego zwiazku, z uwagi na fakt, ze dane literaturowe wskazuja na istotne
interakcje pomigdzy substancjami o charakterze kationu oraz anionowymi skladnikami
liposoméw, prowadzace nawet do trzykrotnego zwickszenia wspotczynnika retencjil**®l.
Otrzymane warto$ci logk wraz z wyznaczonym logDpHio Oraz obliczonym logP zebrano
w tabeli 4.4.

Warto$ci logDpHio dla badanych zwiazkow mieszcza si¢ w zakresie od 0,98 dla DOX do
3,94 dla EDAU-FHEX. Dla zwigzkéw macierzystych, warto$ci logP mieszczg si¢ w zakresie 1,67-
2,69. Najnizsza lipofilowoscia wérod antracyklin pierwszej generacji cechowata si¢ DOX,
natomiast najwyzsza DAU. Nowe zwiazki charakteryzowaly si¢ wyzszymi warto$ciami logP,
w stosunku do lekow macierzystych, z uwagi na fakt, iz majg one w swojej strukturze dodatkowe
pierScienie heterocykliczne, ktére zwickszaja sumaryczng lipofilowos¢ czasteczki. LogP
formamidynowych pochodnych antybiotykéw antracyklinowych wzrastal w nastepujacym
szeregu: FMOR<FPIP<FHEX. Najnizszg lipofilowos¢ wsrod wszystkich badanych nowych
zwigzkow wykazywata EDOX-FMOR (logP=1,90), natomiast najwyzsza charakteryzowata si¢
EDAU-FHEX (logP=4,16).

Aby sprawdzi¢, czy logP moze mie¢ wplyw na wilasciwosci biologiczne nowych
antracyklin, zbadano korelacje pomiedzy obliczonymi warto$ciami logP oraz ich toksycznoscia,
w stosunku do 4 linii ludzkich komoérek nowotworowych. Wyznaczenie wspotczynnika korelacji
liniowej Pearsona (r) pomigdzy warto$ciami logP oraz warto$ciami IDsp wykazato, Ze istotna
statystycznie zalezno$¢ pomiedzy tymi dwoma parametrami uzyskano dla komoérek linii T47D
nowotworu piersi (r=0,5096; P=0,0437) (Rycina 4.10). W przypadku pozostatych linii
komorkowych, nie uzyskano istotnych statystycznie korelacji. Wyniki te potwierdzajg
wczesniejsze obserwacje, ktore wskazywaly na prawdopodobne roéznice w mozliwym

mechanizmie transportu antracyklin, w zaleznosci od typu komorki.
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5.3 Profil farmakokinetyczny nowych antybiotykéw antracyklinowych

Jak wiadomo profil farmakokinetyczny zwigzku ma duzy wplyw na jego dziatanie
farmakologiczne, dlatego tez postepowaniem wiodagcym w przypadku badania czasteczek, ktore
majg szans¢ stac¢ si¢ kandydatami na leki powinno by¢ opisanie ich profilu farmakokinetycznego.

Podstawa oceny profilu farmakokinetycznego nowych zwigzkow jest opracowanie
odpowiedniej metody, spetniajacej kryteria walidacji metod bioanalitycznych zgodnie z wytycznymi
FDA i EMA. Proces walidacji metody jednoczesnego oznaczania nowych antybiotykow
antracyklinowych, w osoczu myszy obejmowat oceng takich parametrow jak liniowo$¢, powtarzalnosc,
precyzja, dokladno$¢ oraz stabilnos¢. Opracowane metody, z zastosowaniem systemu
UPLC/MS/MS, spehiaty kryteria walidacji metod bioanalitycznych dla dziesigciu zwigzkow.
Dwie z nowych pochodnych, czyli DOX-FMOR i DAU-FMOR prawdopodobnie byty zbyt
nietrwate W 0soczu myszy i stad nie udato si¢ opracowa¢ w ich przypadku warunkéw analizy
spelniajacych powyzsze kryteria. Nowe, oryginalne metody zostaty z sukcesem zastosowane do
oznaczania st¢zenia pozostatych, nowych antybiotykoéw antracyklinowych w osoczu myszy, w celu
okre$lenia ich wiasciwosci farmakokinetycznych oraz biodostepnos$ci, po  podaniu
dootrzewnowym.

W przypadku nowych antybiotykow antracyklinowych, okreslono ich wiasciwosci
farmakokinetyczne po podaniu dozylnym oraz dootrzewnowym, w kasecie, w dawce odpowiednio
0,01 mg/kg dla pojedynczego zwiagzku w przypadku podania i.v. oraz 0,2 mg/kg dla pojedynczego
zwigzku w podaniu i.p. Ze wzglgdu na te samg mas¢ molowa, takie same $ciezki fragmentacji oraz
elucje w bardzo bliskich czasach retencji epimeréw antracyklin, zdecydowano o rozdzieleniu
zwigzkow do dwoch kaset. W pierwszej kasecie podawano nowe zwiazki, pochodne DOX i DAU,
w drugiej natomiast nowe zwiazki, pochodne EDOX i EDAU.

Podanie kasetowe zwigzkow pozwolito na znaczne skrocenie czasu niezbednego do
przeprowadzenia zaplanowanych badan oraz istotnie zmniejszyto ilos¢ wymaganych w tego typu
badaniach zwierzat laboratoryjnych. Zastosowanie aparatu UPLC/MS/MS o wysokiej czutosci
pozwolilo na oznaczenie stezenia zwigzko6w W 0S0Czu myszy, nawet po uptywie 12 h od ich
podania, mimo podawania zwigzkéw W niskich dawkach. Zastosowane podejscie jest rutynowo
stosowane podczas przesiewowych badan farmakokinetycznych54-1561,

Poniewaz leki macierzyste (DOX i DAU) charakteryzujg si¢ dtugimi czasami przebywania

leku w organizmiel®>"1%81 niektorzy autorzy wskazuja, ze skrocenie czasu przebywania leku
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w organizmie oraz zmniejszenie AUC nowych pochodnych, moze prowadzi¢, przynajmnie;j
cze$ciowo do zmniejszenia toksycznosci nowych antracyklin. Zalezno$¢ ta jest obserwowana w
przypadku epimeru doksorubicyny EDOX[P’l. Nowe formamidynowe pochodne po podaniu
dozylnym wykazywaly si¢ zréznicowanym czasem przebywania w organizmie (od 0,46 h dla
DOX-FPIP do 23,1 h dla DAU-FPIP). Po podaniu dootrzewnowym natomiast, ich okres pottrwania
ulegatl wydtuzeniu, co jest w petni uzasadnione, gdyz po podaniu i.p. zwigzek przed dotarciem do
krwiobiegu musi przej$é przez watrobe, a dopiero pozniej do krazenia ogdlnego™l. Sredni czas
przebywania w organizmie oraz AUC dla wszystkich nowych zwigzkow byt nizszy w porownaniu
do lekow macierzystych, co moze wskazywa¢ na mniejsza toksyczno$¢ tych pochodnych
W poréwnaniu do lekow macierzystych.

Antracykliny stosowane w terapii charakteryzuja si¢ bardzo szybka dystrybucja, po
jednorazowym podaniu, stezenie zwigzkow w kompartmencie centralnym (krew oraz tkanki
bogato unaczynione) zmniejsza si¢ szybko, przy jednoczesnym przechodzeniu zwigzku do
kompartmentu obwodowego. Eliminacja zwigzkow z organizmu jest stosunkowo wolna, z danych
literaturowych wiemy, ze antybiotyki te eliminowane sa na drodze eliminacji przez watrobe i nerki
oraz metabolizm[t®0le7157.1%8] - \\/ przypadku nowych antracyklin, po podaniu i.v. réwniez
obserwowano szybkie zmniejszenie st¢zenia w osoczu, co Wskazuje na szybka dystrybucj¢ oraz
wolng eliminacj¢ zwigzkoéw. Wszystkie nowe pochodne -charakteryzowaty si¢ szybkim
wchtanianiem po podaniu i.p. — maksymalne st¢zenie pojawiato si¢ po 5 minutach od podania.
O szerokiej dystrybucji badanych zwiazkow $wiadczy wysoka warto$¢ objetosci dystrybucji
wynoszgca dla wigkszosci struktur okoto 1 L/kg — co wskazuje na rozmieszczenie tych zwigzkow
zarOwno w przestrzeni zewnatrz- jak i wewnatrzkomoérkowej. Dodatkowo niezwykle wysoka
warto$¢ objetosci dystrybucji (13,5 L/kg) w przypadku pochodnej EDOX-FMOR, $wiadczy
0 taczeniu si¢ badanego zwigzku ze strukturami wewnatrzkomérkowymi. Tak duza objetosé
dystrybucji jest pozadana w aspekcie badania mechanizmu dziatania antracyklin, wskazujac, ze
nowe antracykliny kumuluja si¢ w ptynie wewnatrzkomorkowym, a wigc majg mozliwosé
interakcji z DNA, ktory jest gtobwnym celem tych zwigzkow.

Po przeanalizowaniu krzywych zalezno$ci st¢zenia od czasu dla badanych zwigzkow
mozna przyjac, ze nowe antracykliny, podobnie jak leki macierzyste charakteryzuja si¢ co najmnie;j

dwufazowym charakterem eliminacji. Doktadne oszacowanie modelu bytoby prawdopodobnie
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mozliwe po zwigkszeniu ilosci probek pobieranych od myszy oraz wydluzeniu czasu trwania
eksperymentu.

Parametry farmakokinetyczne nowych antybiotykéw antracyklinowych wydaja si¢
odpowiednie, aby zaplanowa¢ ich dalsze badania przedkliniczne. W tym wzgledzie, szczegdlng
uwage nalezy zwroci¢ na zwigzek EDOX-FMOR, ktoéry cechuje si¢ najwyzsza biodostepnoscia
(F=57%) wsrod wszystkich nowych antracyklin. Jest to niezwykle istotne, gdyz antracykliny
stosowane obecnie W terapii, charakteryzujg si¢ bardzo niskg biodostepnoscia i oprocz idarubicyny
sa podawane jedynie droga parenteralnal*®ll. Zwigzek EDOX-FMOR charakteryzuje sie dtugim
czasem przebywania w organizmie, w poréwnaniu do pozostatych zwigzkoéw, rownym 6,52 h po
podaniu i.v. oraz 34,25 h po podaniu i.p., niewielkim AUC (2,9 pg min/mL po podaniu i.v. oraz
3,3 ng min/mL po podaniu i.p.) oraz niskim Cmax (14,51 ng/mL). Wszystkie te cechy pozwalaja
wnioskowa¢, ze EDOX-FMOR moze okaza¢ si¢ najbardziej obiecujaca czasteczka sposrod

ocenionej rodziny nowych antybiotykow antracyklinowych.

5.4 Porownanie parametréw fizykochemicznych wyznaczonych eksperymentalnie z
danymi przewidywanymi in silico

W przemysle farmaceutycznym opracowywanie modeli obliczeniowych, ktére umozliwiaja
przewidywanie wlasciwosci fizykochemicznych, farmakokinetycznych 1 toksykologicznych
nowych zwigzkoéw jest przedmiotem zainteresowania i obiektem licznych badan. Dla przemystu,
programy tego typu sa niezwykle uzyteczne, pozwalaja bowiem na znaczne skrocenie czasu
1 zmniejszenie kosztoOw, co jest niezwykle istotne w poczatkowej fazie badan nad nowym,
potencjalnym lekiem!!'62163],

Przeprowadzone badania in silico dostarczyly informacji o dwodch podstawowych
parametrach fizykochemicznych, pKa. oraz logP oraz profilu farmakokinetycznym badanych
antracyklin. Wartosci pKa otrzymane in silico roznity si¢ od wyznaczonych do$wiadczalnie oraz
dostepnych danych literaturowych, natomiast wartosci logP byty bliskie warto§ciom otrzymanym
doswiadczalnie. Nie wykazano zalezno$ci migdzy danymi wyznaczonymi eksperymentalnie,
a otrzymanymi w efekcie symulacji wartosciami pKa (R* = 0,3501, p<0,05), umiarkowana, ale
istotng statystycznie korelacje w przypadku pKa (R?* = 0,6657, r=0,8159, p=0,0001) oraz silng
korelacje w przypadku wartosci logP (R? = 0,823, r=0,9072, p<0,0001). Nalezy podkresli¢, ze
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w przypadku wlasciwosci kwasowo-zasadowych, program nie uwzgledniat roznic w budowie
strukturalnej epimerdw, a uzyskane wartosci byly takie same dla zwigzkow o zblizonej strukturze
chemicznej, takich jak DOX 1 DAU, co jest duzym utatwieniem w aspekcie modelowania, ale
niestety powoduje, ze wyniki nie mozna uzna¢ za wiarygodne.

W przypadku modelowania wiasciwosci lipofilowych zwigzkow, wyniki otrzymane
z zastosowaniem metod in silico okazaty si¢ bardzo zblizone do otrzymanych eksperymentalnie.

Oprogramowanie Percepta pozwolilo na oszacowanie podstawowych parametrow
farmakokinetycznych nowych antracyklin u cztowieka. Otrzymane wartosci wskazuja, ze nowe
pochodne maja wyzsza biodostepno$¢ niz zwigzki macierzyste, co jest zgodne z wynikami
otrzymanymi  eksperymentalnie.  Niestety, @ w  procesie  przewidywania  profilu
farmakokinetycznego, program nie uwzglednit r6znic pomiedzy epimerami.

Dzigki dostgpnemu oprogramowaniu komputerowemu mozliwe jest zatem wstepne
przewidywanie wlasciwosci fizykochemicznych oraz farmakokinetycznych nowych zwigzkow,

nalezy jednak w pdzniejszych etapach badan zweryfikowac prawidlowos¢ otrzymanych danych.
5.5 Podsumowanie

Projektowanie i synteza nowych antybiotykow antracyklinowych opiera si¢ na zatozeniu,
ze powinny one, w porownaniu do zwigzkéw obecnie stosowanych, charakteryzowac si¢ wieksza
toksycznoscig w stosunku do komorek nowotworowych, szczegodlnie szczepéw lekoopornych,
zmniejszong kardiotoksycznos$cig, a takze korzystniejszym profilem farmakokinetycznym.

Dane literaturowe wskazuja, ze pierwszym krokiem na drodze uzyskania odpowiedniego
kandydata na lek, powinno by¢ zwigkszenie lipofilowosci zwiagzku, ktore najprawdopodobniej
przyczynia si¢ do poprawienia cytotoksycznosci antracyklin w stosunku do komoérek lekoopornych
oraz zmniejszenia ich kardiotoksycznoscil4®1611641  Przeprowadzone badania nie wykazaly
korelacji  pomiedzy  lipofilowoscia  oraz  wlasciwosciami  kwasowo-zasadowymi,
a cytotoksyczno$cig badanych antracyklin. Mozna wigc wnioskowaé, ze cytotoksycznosé
antracyklin jest zlozonym procesem, ktory w zaleznosci od typu komodrki i obecnosci
specyficznych transporteréw moze zachodzi¢ w rdzny sposéb, a doktadne ustalenie najbardziej
optymalnych wartoéci parametrow fizykochemicznych, jakimi powinien charakteryzowac si¢
nowy zwigzek wymaga dodatkowych badan i doktadniejszego poznania mechanizmu transportu

dla tej grupy zwigzkow.
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Sposrdéd nowych antracyklin na szczegdlng uwage zastuguje zwigzek EDOX-FMOR.
Mimo niewielkich roznic we wlasciwosciach fizykochemicznych w poréwnaniu do lekow
macierzystych, zwigzek ten wykazuje korzystny profil farmakokinetyczny. EDOX-FMOR
charakteryzuje si¢ wartosciami pKa oraz pKa zblizonymi do lekéw macierzystych, a jego
lipofilowo$¢ jest najnizsza Sposrod nowych antracyklin. Co istotne, zwigzek ten wykazuje wysoka
biodostepnos¢, dtugi czas przebywania w organizmie oraz bardzo duza obj¢tos¢ dystrybucji, stad
w stosunku do innych antracyklin jest obiecujacym kandydatem do dalszych badan

przedklinicznych.
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6 Wnioski

1. Opracowane z zastosowaniem strefowej elektroforezy kapilarnej oraz mikroemulsyjnej
elektrokinetycznej chromatografii kapilarnej oryginalne metody, ktére zastosowano do
oceny wlasciwosci fizykochemicznych nowych zwigzkéw, pochodnych antybiotykow
antracyklinowych moga by¢ z powodzeniem uzywane jako metody przesiewowe, do
szybkiego wyznaczenia podstawowych parametrow fizykochemicznych, w poczatkowych

etapach badan nad nowymi zwigzkami, potencjalnymi lekami.

2. Badanie wlasciwos$ci kwasowo-zasadowych zwigzkow, wykazato, ze antybiotyki
antracyklinowe maja wiasciwosci amfolitowe. W pH fizjologicznym zwigzki te sa

W postaci zjonizowanej.

3. Badanie wlasciwosci lipofilowych zwigzkéw wykazato, ze nowe pochodne charakteryzuja
si¢ wyzszg lipofilowoscig niz dotychczas stosowane leki z tej grupy. Najwyzsza
lipofilowo$cig wérdd badanych zwigzkow charakteryzujg si¢ pochodne z podstawnikiem
heksametylenoiminy.

4. Opracowane i zwalidowane oryginalne metody jednoczesnego oznaczania nowych
antybiotykoéw antracyklinowych, z zastosowaniem systemu UPLC/MS/MS, umozliwity
oznaczanie stgzenia czterech nowych pochodnych DOX i DAU oraz sze$ciu nowych
pochodnych EDOX i EDAU w osoczu myszy.

5. Wykorzystujac opracowany warsztat wykazano, ze badane zwigzki charakteryzuja sie
dlugimi czasami przebywania w organizmie, wynoszacymi nawet do 34,3 h, duzymi
objetosciami dystrybucji, co wskazuje na rozmieszczenie zwigzkoOw zarbwno W przestrzeni
zewnatrz- jak 1 wewnatrzkomorkowej, niewielkimi wartosciami AUC, co prawdopodobnie
moze wplywa¢ na zmniejszenie ich kardiotoksycznosci, oraz wyzsza od zwiazkéw
macierzystych biodostepnoscia. Biorac pod uwage powyzsze, za najbardziej obiecujacego

kandydata na lek uznano pochodng EDOX-FMOR.
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6. Podanie kasetowe zwigzkdéw potwierdzito przydatnos$¢ strategii do szybkiego wyznaczania
profilu farmakokinetycznego nowych zwiazkéw, wpisujac si¢ w zalozenia metod

alternatywnych.

7. Modelowanie wlasciwosci fizykochemicznych oraz farmakokinetycznych metodami in
silico nie oddaje w pelni wlasciwosci badanych zwigzkow i powinno by¢ stosowane jedynie
jako narzedzie do wstgpnej analizy, a wyniki takiego modelowana musza by¢ potwierdzone

badaniami doswiadczalnymi.
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7 Streszczenie

Antybiotyki antracyklinowe sg lekami o udokumentowanej skutecznosci, stosowanymi
w terapii przeciwnowotworowej. Z uwagi na fakt, ze leki te charakteryzuja si¢ powaznymi
dziataniami niepozadanymi, w szczegolnosci Kkardiotoksycznosciag, w wielu o$rodkach
poszukiwane sg nowe zwiazki, pochodne antracyklin, ktére miatyby podobna skutecznos¢, ale
mniejszg toksycznos$é. Aktywno$¢ biologiczna antybiotykéw antracyklinowych, ich wychwyt
przez komorki nowotworowe oraz transport w organizmie sg zalezne, m. in. od wiasciwosci
fizykochemicznych oraz profilu farmakokinetycznego. Z tego wzgledu, kluczowe dla wyboru
potencjalnych kandydatéw na leki jest okreslenie tych parametrow, juz w poczatkowym etapie
badan.

Celem podjetych badan byla ocena wiasciwosci fizykochemicznych oraz
farmakokinetycznych nowych antybiotykow antracyklinowych. Przedmiotem badan byly
zaprojektowane i zsyntetyzowane w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykow w Warszawie,
przez zesp6t $.p. Prof. dr hab. Ireny Oszczapowicz nowe antybiotyki antracyklinowe
charakteryzujace si¢ bardziej ztozong strukturg, w poréwnaniu do zwigzkdw macierzystych. Nowe
zwigzki powstaly przez zastgpienie grupy aminowej obecnej w pierscieniu danunozaminy
antybiotykow antracyklinowych tzw. | generacji tj. w daunorubicynie, doksorubicynie,
epidoksorubicynie oraz w epidaunorubicynie przez trojpodstawiong grupe formamidynowa —
N=CR'-NR:R:, gdzie jako ugrupowania —NR:iR2 uzyto piperydyny, heksametylenoiminy lub
morfoliny.

Realizacja badan byla mozliwa dzigki opracowaniu nowych metod bioanalitycznych
z zastosowaniem strefowej elektroforezy kapilarnej do wyznaczenia pKa, mikroemulsyjnej
elekrokinetycznej chromatografii kapilarnej do wyznaczania logDpHio Oraz ultrasprawnej
chromatografii cieczowej w potaczeniu z tandemowa spektrometrig mas do oznaczania st¢zenia
nowych antybiotykow antracyklinowych w osoczu myszy.

Wyznaczone wartosci pKa dla lekoéw macierzystych oraz nowych zwigzkoéw wskazuja, ze
modyfikacje w pierscieniu daunozaminy maja duzy wpltyw na ich wiasciwosci kwasowo-
zasadowe. Antybiotyki antracyklinowe wykazuja charakter amfolitowy. Wartosci pKa: badanych
zwigzkow miescily si¢ w zakresie 8,36-9,28, natomiast pKa> wynosito od 9,38 do 11,48.

Najwieksze roznice migdzy wartosciami pKar i pKaz, W przypadku nowych antracyklin byty
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widoczne dla EDOX-FPIP (ApKa=2,5), najmniejsze zas dla EDAU-FHEX (ApKa= 1,08). Roznice
mi¢dzy warto$ciami pKar I pKa2 dla lekow macierzystych byly mniejsze niz dla nowych
pochodnych i wynosity 0,68 i 0,76 odpowiednio dla DOX i DAU.

Antracykliny | generacji sg lipofilowe i wykazujg logP w zakresie 1,67-2,69. Najnizszg
lipofilowosciag cechowata si¢ DOX, natomiast najwyzszg DAU. Nowe zwigzki charakteryzowaty
si¢ wyzszymi warto$ciami logP w stosunku do zwigzkéw macierzystych. Najnizsza lipofilowos¢
wsérod wszystkich badanych nowych zwigzkow wykazywata EDOX-FMOR (logP=1,90),
natomiast najwyzszg (logP= 4,16) charakteryzowata si¢ EDAU-FHEX.

Badanie zaleznoSci pomiedzy wlasciwosciami fizykochemicznymi, a aktywnoscia
antyprolifeacyjng nowych antracyklin, wyznaczong dla 4 linii ludzkich komérek nowotworowych
wykazalo korelacj¢ pomigdzy wartosciami ApKa oraz I1Dso dla linii komorkowej HCV29T
nowotworu pegcherza moczowego oraz zalezno$¢ pomiedzy logP, a IDso dla linii komorkowej
T47D nowotworu piersi.

Ocena profilu farmakokinetycznego wykazata, ze nowe antybiotyki antracyklinowe
charakteryzujg si¢ zr6znicowanym czasem przebywania w organizmie, ktory wynosit od 0,46 h do
23,1 h po podaniu dozylnym oraz od 3,9 h do 34,3 h po podaniu dootrzewnowym. W przypadku
podania dootrzewnowego najwyzsza wartoscia MRT charakteryzowatl si¢ zwigzek EDOX-FMOR,
najkrotszg zas DOX-FPIP. Badane antracykliny charakteryzowaty si¢ duza objetoscia dystrybucji
wynoszacg od 0,7 L/kg do 13,5 L/kg, co wskazuje na ich rozmieszczenie w catkowitej wodzie
organizmu lub kumulacje w tkankach i narzadach. Biodostgpnos¢ badanych zwigzkow po podaniu
dootrzewnowym bylta zréznicowana, od 4,9 do 37,4 %. Wyjatkiem byt zwigzek EDOX-FMOR,
ktory charakteryzowat si¢ najwyzsza biodostgpnoscig rowng 57,21%. Po podaniu dozylnym,
najnizsze stezenie poczatkowe W 0SOCzZU osiggal zwigzek DAU-FPIP (8,96 ng/mL), natomiast
najwyzsze EDOX-FHEX (65,4 ng/mL). Po podaniu dootrzewnowym, najnizsze stgzenie
maksymalne osiggat zwigzek DAU-FPIP (7,63 ng/mL), a najwyzsze zwigzek EDOX-FHEX (42,89
ng/mL). Nowe antybiotyki antracyklinowe charakteryzuja si¢ korzystnymi wlasciwosciami
farmakokinetycznymi 1 mogg by¢ rozwazane jako potencjalne nowe leki. Szczegolnie
interesujagcym wydaje sie zwigzek EDOX-FMOR, ktory ze wzgledu na wysoka biodostepnosé¢

moze okaza¢ si¢ bardzo wartosciowym kandydatem do dalszych badan przedklinicznych.
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8 Abstract

Anthracycline antibiotics are a class of drugs used in cancer chemotherapy. Unfortunately,
they are characterized by serious side effects, particularly life-threatening cardiotoxicity. For this
reason, many scientists are looking for new anthracycline derivatives, which would have similar
efficacy but reduced toxicity. The biological activity of anthracycline antibiotics, their uptake by
cancer cells and transport in the organism are dependent on physicochemical properties, such as,
pKa and logP. In addition to physicochemical properties, also pharmacokinetic profile is extremely
important for the future of the compound, therefore, the key point to selecting potential drug
candidates is to determine, at the initial stage of testing, their physicochemical properties and
pharmacokinetic profile.

The aim of the study was to assess the physicochemical and pharmacokinetic properties of
new derivatives of anthracycline antibiotics. The tested compounds were synthesized at the
Institute of Biotechnology and Antibiotics in Warsaw by a team of R.L.P. prof. dr hab. Irena
Oszczapowicz. New derivatives of anthracycline antibiotics are characterized by a more complex
structure, compared to parent compounds. New derivatives were formed by replacing of the amino
group located on the C-3 ‘carbon of the danunosamine ring of the first generation anthracycline
antibiotics by a trisubstituted formamidine group. As substitutions piperidine, hexamethyleneimine
and morpholine moiety were used.

During the conducted studies new bioanalytical methods using capillary zone
electrophoresis and microemulsion elecrokinetic capillary chromatography were developed. First
method allowed to determine pKa values, whereas second were used to determine logD of tested
compounds. In the next step new methods using ultra-efficient liquid chromatography in
combination with tandem mass spectrometry were created and validated. These methods were used
to determine the concentration of new anthracycline antibiotics in the mice plasma in order to
assess the pharmacokinetic profiles of new compounds after cassette dosing.

The pKa values determined for the parent compounds and new derivatives indicated that
the modification of the daunosamine ring had a significant impact on their acid-base properties.
The pKa1 values of the tested compounds were in the range of 8.36-9.28, while pKa2 ranged from
9.38 to 11.48. The largest differences between pKa: and pKa2 values for new anthracyclines were
visible for EDOX-FPIP (ApKa=2.5) and the smallest for EDAU-FHEX (ApKs=1.08). The
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differences between the pKa: and pKa. values for the parent compounds were lower than for the
tested derivatives and amounted to 0.68 and 0.76 for DOX and DAU, respectively.

The first generation anthracyclines were lipophilic and were characterized by logP values
in the range of 1.67-2.69. The lowest lipophilicity was noted for DOX, while the highest was for
DAU. The new compounds were characterized by higher logP values relative to the parent
compounds, their lipophilicity increased in the FMOR <FPIP <FHEX series. The lowest
lipophilicity among all new compounds was shown by EDOX-FMOR (logP=1.90), while the
highest (logP=4.16) was for EDAU-FHEX.

Determination of the relationship between physicochemical properties and antiproliferative
activity of new antharcyclines for 4 human tumor cell lines showed a correlation between ApKa
and IDso values for the HCV29T cell line (bladder cancer cells) and between logP and IDsg values
of T47D cells (breast cancer). These results suggested that depending on the type of anthracycline
cells, they may be characterized by toxicity depending on various factors, which may depend, for
example, on differences in the transport mechanism.

The results indicated that the new anthracycline antibiotics were characterized by a varied
mean residence time in the body, which ranged from 0.46 h to 23.1 h after intravenous
administration and from 3.9 h to 34.3 h after intraperitoneal administration. In the case of
intraperitoneal administration, the highest MRT was for EDOX-FMOR and the lowest for DOX-
FPIP. The new anthracyclines had a distribution volume of 0.7 L/kg to 13.5 L/kg, which suggested
that they were distributed in the body's total water or accumulated in tissues and organs. Most of
the compounds after intraperitoneal administration were characterized by bioavailability ranges
from 4,9 to 37,4 %. The exception was EDOX-FMOR, which had the highest bioavailability of
57.21%. After intravenous administration, the lowest initial concentration in plasma was
characterized by DAU-FPIP (8.96 ng/mL) and the highest by EDOX-FHEX (65.4 ng/ L).
Following intraperitoneal administration, similarly, the lowest peak concentration was achieved by
DAU-FPIP (7.63 ng/mL), and the highest compound EDOX-FHEX (42.89 ng/mL). New
anthracycline antibiotics were characterized by favorable pharmacokinetic properties and may be
considered as potential new drugs. Especially EDOX-FMOR due to its high bioavailability may

prove to be a promising candidate for further research.
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