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5A. Tytul osiagnigcia naukowego/artystycznego:

Badanie pofaczen wybranych lekéw psychotropowych i antybiotykow
fluorochinolowych z cyklodekstrynami

5B. Publikacje wchodzace w sklad osiagni¢cia naukowego:

Materiatem Zrédtowym dotyczacym opisu moich osiagnieé¢ naukowych sa nastepujace prace:

Al. Misiuk W., Zalewska M., Investigation of inclusion complex of trazodone hydrochloride
with hydroxypropyl-8-cyclodextrin. Carbobhydrate Polymers 77, 482488 (2009). (IF=3,17)

Moéj wkiad w powstanie publikacji polegal na sformutowaniu problem badawczego, wyborze metodyki
badawczej, wykonaniu pomiaréw spektroskopowych, ich interpretacji, dyskusji wynikéw FT-IR i NMR,
przygotowaniu czesci literaturowej, napisaniu manuskryptu, funkcja autora korespondencyjnego.

Moéj udzial procentowy szacuje na 90%.

A2. Misiuk W., Zalewska M., Study on the inclusion interactions of 3-cyclodextrin and its

derivative with clomipramine by spectroscopy and its analytic application. Analytical Letters 41,
543-560 (2008). (IF=1,281)

Moj wklad w powstanie publikacji polegal na zaplanowaniu badan, wykonaniu badan spektroskopowych,
przeprowadzeniu obliczed teoretycznych wraz z ich opracowaniem, interpretacji i dyskusji wynikdw,
przygotowaniu czesci literaturowej, wspoludzial w  przygotowaniu manuskryptu, funkcja autora
korespondencyjnego.

Moéj udzial procentowy szacuje na 80%.



A3. Misiuk W., Govil J.N., Cyclodextrins, structures and properties useful in treating diseases
and revitalizing body systems. Recent Progress in Medicinal Plants, volume 29, Drug Plants 111, 159-181,
Eds. J.N. Govil & V.K. Singh, Studium Press LLC, USA 2010.

Méj wkiad w powstanie publikacji polegal na dokonaniu przegladu literaturowego, dokonaniu analizy
zebranego materiatu, napisaniu manuskryptu oraz opracowaniu koncepcji wszystkich schematéw, funkcja
autora korespondencyjnego.

Moj udzial procentowy szacuj¢ na 80%.

A4. Misiuk W., The role of assay methods in characterizing the quality of bulk
pharmaceuticals. Journal of Pharmacy & Bioallied Sciences 2, §8-92 (2010).

Moéj wkiad w powstanie publikacji polegal na zebraniu materiatu literaturowego 1 jego analizy, napisaniu
rozdziatéw manuskryptu, poprawa manuskryptu w odpowiedzi na recenzje, funkcja autora
korespondencyjnego.

Moéj udziat procentowy szacuje na 100%.

A5. Misiuk W., Zalewska M., Spectroscopic investigation on the inclusion interaction between
hydroxypropyl-B-cyclodextrin and bupropion. Journal of Molecular Liguids 159, 220-225 (2011).
(1F=1,58)

Moé6j wkiad w powstanie publikacji polegal na zaplanowaniu badan, wykonaniu pomiaréw
spektroskopowych, ich interpretacji, dyskusji wynikéw NMR, przygotowaniu rozdzialéw manuskryptu,
poprawa manuskryptu w odpowiedzi na recenzje, funkcja autora korespondencyjnego.

Moéj udzial procentowy szacuj¢ na 85%.

A6. Misiuk W. Spectrofluorimetric study on inclusion interaction of B-cyclodextrin with
duloxetine and its analytical application, Indian Journal of Chemistry Sec. A 51, 2012, 1706-1710
(2012). (IF=0,79)

Moéj wkiad w powstanie publikacji polegal na wykonaniu badan fluorymetrycznych, analizie, interpretacji 1
dyskusji wynikéw, przygotowaniu czesci literaturowej 1 napisaniu manuskryptu, funkcja autora

korespondencyjnego.

Moéj udziat procentowy szacuje na 100%.

A7. Misiuk W. Jasiuk E., Study of the inclusion interaction of HP-y-cyclodextrin with
bupropion and its analytical application. Journal of Molecular Structure 1060, 272-279 (2014).
(IF=1,585)



Moéj wklad w powstanie publikacji polegal na wykonaniu i interpretacji badan czg¢sci spektroskopowej 1
obliczeniowej, analizie, interpretacji i dyskusji wynikow, przygotowaniu czesci literaturowej 1 napisaniu
manuskryptu, funkcja autora korespondencyjnego.

Moj udzial procentowy szacuj¢ na 85%.

A8. Misiuk W., Study of the inclusion behavior of B-cyclodextrin with ziprasidone and its
pharmaceutical application. International Journal of Pharmacy and Pharmacentical Sciences 7, 463-466
(2015). (IF=1,59)

Méj wkiad w powstanie publikacji polegal na zaplanowaniu badaf, przeprowadzeniu pomiatéw,
wykonaniu czg$ci obliczeniowej, analizie, interpretacji i dyskusji wynikéw, przygotowaniu czgsci
literaturowej i napisaniu manuskryptu, funkcja autora korespondencyjnego.

Moj udzial procentowy szacuj¢ na 100%.

A9. Misiuk W., J6zefowicz M., Study on a host-guest interaction of hyroxypropyl-B-cyclodextrin
with ofloxacin. Journal of Molecular Liquids 202, 101-106 (2015). (IF=2,515)

Moéj wklad w powstanie publikacji polegal na okresleniu problemu badawczego, wykonaniu pomiaréow
spektroskopowych, przeprowadzeniu obliczen, analizie, interpretacji i dyskusji wynikéw FT-IR,
przygotowaniu czesci literaturowej i wspotudzial w przygotowaniu manuskryptu, poprawa manuskryptu w
odpowiedzi na recenzje, funkcja autora korespondencyjnego.

Moéj udzial procentowy szacuj¢ na 85%.

Sumaryczny IF publikacji A1-A9 zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 12,511.

Prace badawcza w przedstawionych publikacjach wykonano w latach 2008-2015 w Zakladzie
Chemii Ogoélnej 1 Nieorganicznej Wydzialu Biologiczno-Chemicznego, Uniwersytetu w
Bialymstoku. Badania byly finansowane z prac wlasnych i statutowych Uniwersytetu w

Bialymstoku.

5C. OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO WW. PRAC I OSIAGNIETYCH WYNIKOW

WRAZ 7 OMOWIENIEM ICH EWENTUALNEGO WYKORZYSTANIA

WPROWADZENIE

Rozwdj cywilizacji na $wiecie, zwlaszcza w krajach uprzemystowionych, przyczynia si¢ do

cigglego wzrostu zachorowan na choroby psychiczne. Ostatnio coraz czesciej mowi si¢ o



spolecznych nastegpstwach choréb psychicznych. Nieracjonalnie zorganizowany wypoczynek,
szybkie tempo zycia, jego nieregularno$é, zmechanizowane, monotonne czynnosci wykonywane
w czasie pracy prowadza do napig¢ psychicznych przekraczajacych zdolnosci adaptacyjne
organizmu.

Ponadto kazdy organizm zywy, w tym czlowiek narazony jest na dzialanie réznych
patogenéw drobnoustrojowych. Obserwuje si¢ wzrost zapotrzebowania na nowe antybiotyki
umozliwiajace leczenie zakazen opornych na inne antybiotyki i charakteryzujace si¢ niska
toksycznoscia. Nauki medyczne i chemiczne nastawione sa na poszukiwanie nowych
skuteczniejszych lekow, ktére moglyby przyniesé ulge pacjentom.

Oceniajac  aktualny stan badan nad lekami psychotropowymi i antybiotykami
fluorochinolowymi nalezy podkresli¢, iz bardzo szybki rozwdj przemystu farmaceutycznego i
pojawienie si¢ nowych substancji leczniczych oraz nowych postaci lekéw stwarza konieczno$é
rozwoju metod badania ich jakosci z wykorzystaniem osiggnie¢ wspolczesnych technik
badawczych, takich jak spektroskopowe, fluorymetryczne, immunologiczne, chromatograficzne,
elektrochemiczne, przeplywowe umozliwiajace automatyzacje procedur oraz mikroskopii
elektronowe;.

Zapewnienie odpowiedniej jakosci produktéow leczniczych jest waznym 1 zlozonym
problemem. W dziedzinie tej obserwuje si¢ dynamiczny rozwdj. Producenci jak i agencje rzadowe
wykazujg coraz wigkszg troske o wytwarzanie skutecznych oraz bezpiecznych lekéw. Istotnym
elementem zapewnienia odpowiedniej jakosci produktu leczniczego jest stworzenie wlasciwych
warunkéw produkeji oraz opracowanie odpowiednich metod dla potwierdzenia wlasciwej jakosci
wytworzonego leku i jego zgodnosci z zatwierdzona specyfikacja. Skuteczna kontrola parametrow
majacych wplyw na jako§¢ gotowej postaci leku wymaga metod specyficznych, odtwarzalnych,
precyzyjnych, pewnych i nie generujacych wysokich kosztow.

Ciagla troska 1 zainteresowanie przemystu farmaceutycznego w produkowaniu
bezpiecznych lekéw wymaga przestrzegania zasad dobrej praktyki wytwarzania (GMP) oraz zasad
dobrej praktyki laboratoryjnej (GLP). Zauwazono, ze jako$¢ lekéw zalezy przede wszystkim od
wladciwej kontroli calego procesu wytwarzania i stosowanych metod badania w ocenie calego
procesu produkcji i gotowych produktéw leczniczych.

W krajach Unii Europejskiej i w Polsce rejestracja oraz dopuszczenie do obrotu produktéw
leczniczych i wyrobéw medycznych zwigzane z ich jakoscia, bezpieczefistwem i skutecznos$cia
terapeutyczng jest kreowane przez Europejska Agencje Oceny Lekow (EMEA, CPMP),
Europejski Dyrektoriat Jakosci Lekow (EDQM) i Miedzynarodows Konferencje Harmonizacji
Wymagari dla Lekéw (ICH, EU/USA/Japonia). Dokumentem opisujacym te wymagania jest



Eudralex (The Rules Governing Medicinal Products in the European Union) wraz z
aktualizacjami poszczegolnych dokumentéw oraz Farmakopea Europejska [1].

Kontrola jakosci lekéw w nowoczesnym rozumieniu jest zlozonym systemem
analizujacym, oceniajacym 1 kontrolujacym wszystkie etapy - poczawszy od syntezy zwiazku,
uznania go za lek w oparciu o wielodyscyplinarne badania, jego dystrybucje i wlasciwe
ordynowanie, az do cigglego monitorowania efektywnosci terapeutycznej i dziatan ubocznych.
Sprostanie tym wymogom jest mozliwe dzigki postepowi w naukach chemicznych w zakresie
wykorzystania nowoczesnej aparatury kontrolno-pomiarowej, komputeryzacji i automatyzacji
proceséw, prowadzenia badan interdyscyplinarnych, jak réwniez wdrazania naukowych
opracowan do zastosowan praktycznych. Wielokierunkowos¢ badan nad lekiem wymaga
uwzglednienia wielu dziedzin naukowych, ktére zmierzaja do wspoélnego celu jakim jest jego
jako$¢, bezpieczenstwo stosowania i skuteczno$é terapeutyczna [2,3].

Na uwage zasluguje fakt, ze aktywna substancja farmaceutyczna charakteryzuje si¢ nieco
innymi niz substancja chemiczna cechami i powinna spetnia¢ okreslone wymagania jakosci [4].
Wymagania jakosci substancji aktywnych znajduja si¢ w wytycznych  EMEA/CVMP/1069/02,
CHMP/QWP/297/97- Guideline on summary of requirements for active substances in the quality part of the
dossier. Nalezy réwniez zwrdcié uwage na nowe wymagania dotyczace stabilnosci substancji
aktywnej 1 postaci farmaceutycznej. Odpowiednie dane znajduja si¢ w Note for Guidance on stability
festing  of existing  active  substances and  related  finished  products  (EMEA/CVMP/846/99,
CPMP/QWP/122/02) i w Farmakopei Europejskiej 6 w monografii ogdlnej ,,Substancje do
uzytku farmaceutycznego”. Szczegdly dotyczace procesu wytwarzania substancji aktywnych,
kontroli jakosci 1 procesu walidacji sa przedstawione w wytycznych - Guideline active substance master
file procedure EMEA/CVMP/134/02 lub CPMP/QWP/227/02.

W badaniach substanciji leczniczych istotny jest rowniez aspekt ekonomiczny i finansowy.
Implikacje wynikajace z bledéw analiz substancji leczniczych sq bardziej dalekosiezne, niz tylko
koszty powtdrzenia spowodowane bledami. W Unii Europejskiej niezalezna od producenta
kontrola jakosci lekéw jest istotnym problemem. EDQM przygotowal raport dla Parlamentu
Europejskiego  (dokument PA/PH/OMCL/2002/16) przedstawiajacy narastajace problemy
zwiazane z niewlasciwa jakos$cia lekéw obecnych na rynku europejskim, przede wszystkim
wzrastajaca liczba nieprawidlowo wyprodukowanych gotowych postaci farmaceutycznych,
obecnoscia niedozwolonych zanieczyszczen, pomylkami podczas procesu wytwarzania oraz
podkreslajacy role, jaka w systemie kontroli odgrywaja rzadowe laboratoria (Regulatory Role of

OMCL). W Polsce za weryfikacje bezpieczenstwa i jakosci produktéw leczniczych oraz wyrobow



medycznych odpowiedzialny jest statutowo Narodowy Instytut Lekow, ktory wykonuje je w
ramach sprawowanej przez resort zdrowia kontroli.

Zgodnie z wymaganiami europejskimi leki kontrolowane sa podczas wytwarzania i
wprowadzania do obrotu oraz w uzasadnionych przypadkach podczas procesu rejestracji. W
badaniach tych uwage nalezy zwrdci¢ na ustalenie formy polimorficznej, od ktérej moze zalezeé
biodostepnos¢ leku oraz na analize $ladowa zanieczyszczen. Prowadzona jest réwniez
wyrywkowa kontrola lekéw obecnych na rynku oraz wszystkich serii produktéw leczniczych
wytworzonych poza Unig Buropejska. Metody analizy stosowane w tych badaniach musza by¢
poddane walidacji, badane probki powinny by¢ reprezentatywne (problem homogenicznosci serii
produkcyjnych), uzyskane wyniki opracowane statystycznie z oszacowang niepewnoscia. Przy
wyborze odpowiedniej techniki i procedury badania rozwaza si¢ zasadniczo dwa rodzaje
kryteriow - decydujace o jako$ci wyniku analizy oraz dotyczace kosztéw inwestycyjnych i
eksploatacyjnych uwarunkowane mozliwosciami osobowymi oraz potrzebami. Wspodlczesne
metody chemiczne stosowane w badaniach lekéw umozliwiaja oznaczenie praktycznie kazdego
analitu w réznych matrycach. Rozmaito$¢ analizowanych ukladéw powoduje, ze konieczne jest
modyfikowanie dotychczas znanych procedur analitycznych oraz ich udoskonalanie. Sytuacja jest
trudna, gdy zachodzi potrzeba opracowania postepowania dotyczacego analizy jakosci dla ukladu,
ktéry nie byl dotychczas badany [5,0].

Rozwiazywanie problemoéw zwiazanych z chemiczng ocena jakosci aktywnych zwiazkéw
leczniczych jest wazne w aspekcie zbadania przydatnosci tych substancji do sporzadzania lekéw i
potrzeb farmakoterapii. Podstawowe wymagania jakosci produktéw leczniczych oraz uzytych
substancji pomocniczych zawarte sa w Farmakopei, oficjalnym, urzedowym, obowiazujacym w
danym panstwie, zbiorze podstawowych wymagan odnoszacych si¢ do sktadu i jakosci srodkéw
farmaceutycznych, metod badania surowcéw 1 preparatow farmaceutycznych oraz wybranych
wyrobéw medycznych. Farmakopea stanowi integralng cze$é ogdlnego systemu zapewnienia
nalezytej jakosci lekéw. Ogodlne metody okreslania jakosci produktow leczniczych zawarte sa w
monografiach farmakopealnych $rodka leczniczego. Sposéb badania zawartosci aktywnej
substancji leczniczej wystgpujacej w postaci stalej i plynnej opisuja monografie szczegdlowe
zawarte w farmakopei [7, §].

W kompleksowej ocenie jakosci aktywnych substancji leczniczych istotne sa badania ich
zanieczyszczen, ze wzgledu na bezpieczenstwo pacjenta [9,10]. Znane sa przypadki wycofania
produktéw leczniczych, ze wzgledu na dzialania niepozadane, ktérych przyczyna bylo

zanieczyszczenie obecne w ilo$ciach §ladowych.



Postep mysli naukowej i technik badania lekéw umozliwia otrzymywanie substancji
aktywnych o wysokiej czystosci. Farmakopea Europejska wprowadzita nowy element zwany
»przejrzystoscia monografii”, ktory dotyczy identyfikacji zanieczyszczen i ustalent dopuszczalnych
ich poziomoéw. Listy zanieczyszczen okreslone metodami opisanymi w monografii, zostaly
rozszerzone na nowe rodzaje zanieczyszczen, pojawiajace si¢, np. przy zmianie sposobu syntezy
substancji leczniczej lub z innych przyczyn. W przypadku nowych surowcow farmaceutycznych,
informacje o zanieczyszczeniach Komisja Farmakopei Europejskiej uzyskuje od producentéw.
Dla substancji pod ochrong patentowa, informacje o zanieczyszczeniach nie sa publikowane, lecz
przechowywane w banku danych Sekretariatu Komisji Farmakopei FEuropejskiej. Farmakopea
Europejska  okreslita  oznaczanie  zanieczyszczen — indywidualnie  monitorowanych,
charakterystycznych, ktorych obecnos¢ zostala zaakceptowana przez wiadze dopuszczajace leki
do obrotu oraz zanieczyszczen wykrywalnych (potencjalnych), ktére nie byly okreslone przy
opracowywaniu monografii, ale ich obecno$¢ mozna teoretycznie przewidzie¢ i mogga si¢ pojawic,

np. podczas unowocze$niania procesu technologicznego.

METODY STOSOWANE W BADANIACH JAKOSCI LEKOW

System jakosci w laboratoriach kontrolujacych leki powinien by¢ zgodny z norma
ISO/IEC 17025:2001 — Ogdlne wymagania dotyczace kompetengji laboratoriow badawegych i w3orcujacych
oraz z wymaganiami EDQM powstajacymi w ramach European Network of Official Medicines
Control Laboratories (OMCLs). Zalecenia dotyczace kryteriow oceny i akceptacji wynikow, ze
szczegolnym omoéwieniem wynikéw nie odpowiadajacych specyfikacji zawarte sa w Evaluation and
reporting of results, dokumentach PA/PH/OMCL(2000)52 i PA/PH/OMCL(2003)25.

Norma ISO 17025 zawiera wszystkie wymagania, jakie musza spelnia¢ laboratoria
badawcze 1 wzorcujace, jezeli chca wykazaé, Ze stosuja system jakosci, sa kompetentne
technicznie i1 zdolne do wuzyskiwania wynikdw merytorycznie istotnych. Prawidlowosé
funkcjonowania 1 bieglos¢ analityczna laboratoriow w  krajach wspdlnoty europejskiej
kontrolowana jest poprzez audyty i badania migdzy laboratoryjne organizowane przez OMCL
(European Directorate for the Quality of Medicines).

W ocenie jakosci lekéw stosuje si¢ najczesciej metody zwiazane z rozdzielaniem
sktadnikow - wysokosprawng chromatografie cieczowa HPLC, chromatografi¢ cienkowarstwowa
TLC, elektroforez¢ kapilarng CE i techniki identyfikacji - spektroskopowe w zakresie nadfioletu i
widzialnym UV/VIS, w podczerwieni z transformacja Fouriera FT-IR, magnetycznego

rezonansu jadrowego NMR, spektroskopie mas MS, fluorymetryczne, elektrochemiczne,
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dyfrakcje rentgenowska do analizy zwiazkéw polimorficznych oraz mikroskopie elektronowa do
badania morfologii powierzchni.

Zastosowanie technik taczonych w analizie lekéw umozliwia uzyskanie wigcej informacji
niz mozna otrzyma¢ z kazdej techniki stosowanej z osobna oraz przyczynia si¢ do
zaoszczedzenia czasu i zwigckszenia wydajnosci analizy. Techniki te jednak nie sa pozbawione
wad. Przykladowo zastosowanie spektrometrii mas jako detektora w technikach laczonych
powoduje destrukcje probki, substanciji wyjSciowej nie mozna odzyskaé. Ponadto zwiazki blisko
spokrewnione ze wzgledu na podobna fragmentacje daja widma mas bardzo zblizone.

Techniki laczone sa uzyteczne przede wszystkim w badaniu zanieczyszczen substancji
leczniczych metalami toksycznymi. Metody te staja si¢ coraz istotniejszym narzedziem analizy
specjacyjnej, gdzie rozdzielanie oznaczanych form pierwiastkéw zachodzi zwykle w ukladzie
chromatograficznym — chromatografii gazowej czy wysokosprawnej chromatografii cieczowej
lub elektroforezy kapilarnej, jako detektory stosowane sa natomiast powszechnie
wykorzystywane dla oznaczen catkowitej zawartosci pierwiastkéw metody spektroskopowe.

Z kolei metoda elektroforezy kapilarnej jest malo skuteczna w przypadku rozdzialu
czasteczek lekéw psychotropowych czy antybiotykow o podobnych masach. Zastosowanie
techniki taczonej CE-MS wymaga czesto stosowania roznych rodzajow interfejséw, np.
polaczenia z plynem oslonowym lub bez plynu ostonowego. Wada polaczenia z plynem
ostonowym, ktory wyréwnuje nieregularnosci przeplywu i wspomaga jonizacje, jest koniecznosé
rozcienczania rozdzielanych substancji, co niekorzystnie wplywa na czulos¢ detekcji. Polaczenie
bez plynu ostonowego, by przeciwdziala¢ zaburzeniom przeplywu osmotycznego, wymaga
zastosowania modyfikacji wewnetrznej powierzchni kapilary, co jest problematyczne i ogranicza
wykorzystanie tej metody w badaniach lekéw.

Nowoczesne techniki pomiarowe dostarczaja w krotkim czasie duzej ilosci danych,
ktérych analiza mozliwa jest dzigki zastosowaniu chemometrii. Chemometria wykorzystuje
metody matematyczne, gléwnie dziedziny 1 dzialy oparte na rachunku prawdopodobienstwa,
statystyce matematycznej, teorii informacji, teorii planowania dos$wiadczed i optymalizacji.
Metody chemometryczne sg czgsto stosowane w analizie wieloczynnikowej, kalibracji, walidacji,
badaniu efektéw interferencyjnych czy identyfikowaniu polaczen chemicznych; stosuje si¢ je w
analizie farmaceutycznej w ocenie jakosci substancji leczniczych 1 postaci farmaceutycznych [11-
15].

Prowadzone przeze mnie badania dotyczace proceséw kompleksowania inkluzyjnego
pochodnych dibenzoazepiny, triazolopirydyny, fenyloetyloaminy, piperazyny, tienylopropanaminy

i fluorochinolonu przy uzyciu cyklodekstryn realizowatam metodami spektroskopowymi FT-IR,
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NMR, UV/VIS i fluorymetrycznymi. Spektroskopia FT-IR, jednowymiarowa 1D i
dwuwymiarowa 2D NMR oraz UV/VIS, zastosowane w moich badaniach to techniki
pomiarowe, ktore wspolczesnie przeszly ogromna ewolucje wraz z rozwojem technologii w
zakresie nowych materialéw i technik obrobki danych. Metody te charakteryzuja si¢ duza
uniwersalnos$cia, czuloscia i wysoka precyzja; sa stosowane w analizie iloSciowej i w badaniach
podstawowych. Metody spektroskopowe z powodzeniem mozna stosowaé do identyfikacji
substancji i badan strukturalnych. Do zalet tych metod nalezy dostepnosc i stosunkowo niski
koszt analizy w stosunku do innych technik instrumentalnych. Wprowadzenie spektrometréw
wyposazonych w mikroprocesory umozliwiajace szybka matematyczng obrobke widm
spowodowalo olbrzymi rozwdj tych metod.

Dzigki zastosowaniu komputeréw w procedurach spektroskopowych uzyskuje si¢ lepsza
zdolno$¢ rozdzielcza 1 precyzje, co wplywa na zwickszenie pewnosci pomiaréw analitycznych.
Doktadnosé, precyzje i selektywnosé zwigksza zastosowanie lepszych funkeji analitycznych oraz
poprawek uwzgledniajacych wplyw czynnikow zaklécajacych. Sprzezenie spektrometréw z
komputerem przynosi wiele korzysci, takich jak rejestracje duzej liczby danych pomiarowych,
rejestracje wielkosci szybko zmieniajacych sig, sterowanie praca przyrzadu prowadzace do
zautomatyzowania pomiaru, programowe wygladzanie i filtrowanie sygnalu poprawiajace
czuloscl oznaczen, przetwarzania sygnatu analogowego w cyfrowy, diagnostyki przyrzadu, w tym

sprawdzania prawidlowosci dzialania podzespoléw, korekcji parametréw pomiarowych,
obliczania 1 wyswietlania wynikéw, poréwnywania wynikéw z danymi odniesienia
przechowywanymi w pamigci, magazynowania danych. Metody spektroskopowe sa szczegdlnie
tatwe do automatyzacji w zakresie obrébki wynikéw i przeprowadzania operacii analitycznych.
Ze wzgledu na moje dotychczasowe zainteresowania teoretyczne i praktyczne réznymi
metodami stosowanymi w badaniach lekéw psychotropowych i antybiotykéw z zastosowaniem
cyklodekstryn podjetam studia przegladowe na temat najnowszych trendéw w tej dziedzinie. W
wyniku tych studiow powstata praca przegladowa ,, The role of assay methods in characterizing the quality
of bulk  pharmacenticals” [A4] prezentujaca najnowsze osiggnigcia  zastosowania metod
spektroskopowych, chromatograficznych i mikroskopii elektronowej w badaniach lekow. W
analizie komplekséw cyklodekstryn z substancjami aktywnymi lekow przeciwdepresyjnych i
przeciwpsychotycznych oraz antybiotykéw fluorochinolowych wazng technikq badawcza jest
NMR, FT-IR i mikroskopia elektronowa. W oparciu o analize danych tych metod mozna

potwierdzi¢ tworzenie si¢ komplekséw inkluzyjnych oraz okresli¢ ich strukture, sposob orientacji

molekuly ,,goscia” we wnece cyklodekstryny- molekuly ,,gospodarza’.
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ZASTOSOWANIE CYKLODEKSTRYN DO ZMIANY WEASCIWOSCIT TRWALOSCI
SUBSTANCJI CZYNNYCH

Budowa cyklodekstryn (CD), ich wlasciwosci fizykochemiczne i biologiczne przyczynily
si¢ do szerokiego wykorzystania tych zwiazkéw w badaniach lekow. Cyklodekstryny to naturalne
cykliczne oligosacharydy zbudowane z czasteczek a-D-glukopiranozy polaczonych wiazaniem o-
1,4-glikozydowym, otrzymywane w wyniku enzymatycznej degradacji skrobi [16]. Zwiazki te,
ktoérych czasteczki zbudowane sa z szesciu, siedmiu i o§miu reszt a-D-glukopiranozy nazywane sa

odpowiednio «-CD, 3-CD 1 y-CD [17-19]. Strukture cyklodekstryn przedstawia rysunek ponizej
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Budowa czasteczki cyklodekstryny przypomina torus, ktérego cze$¢ wewnetrzna wykazuje

charakter hydrofobowy, natomiast zewngtrzna hydrofilowy [20,21].

Kompleksy inkluzyjne

Charakter hydrofobowo/hydrofilowy czasteczek cyklodekstryn nadaje im zdolnosci do
rozpoznawania molekularnego w wyniku tworzenia kompleksoéw typu ,,gospodarz-gos$¢” z calym
szeregiem reagentow. W kompleksach tych czasteczka ,,goscia” umieszczona zostaje we wnece
czasteczki ,,gospodarza”-cyklodekstryny [18]. Tworzenie si¢ komplekséw inkluzyjnych zalezy od
réznych czynnikéw, przede wszystkim tadunku 1 natury liganda oraz charakteru wzajemnych
nickowalencyjnych oddzialywan substrat-ligand [22]. Tylko czasteczka ,,goscia” posiadajaca
odpowiedni ksztalt i wielko§¢ moze ulec inkluzji we wnece cyklodekstryny. Ze zjawiskiem
czesciowej inkluzji mamy do czynienia, gdy czasteczka ,,goscia” nie moze w calosci wniknac¢ do
wnetrza ,,gospodarza”. Woéwcezas we wnece cyklodekstryny moga znajdowaé si¢  grupy
hydrofobowe czasteczki, a hydrofilowe pozostaja na zewnatrz i moga faczyc¢ si¢ z czasteczkami

rozpuszczalnika oraz hydrofilowymi grupami cyklodekstryny [21,23].
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Struktura cyklodekstryn, ich wiasciwosci fizykochemiczne i biologiczne sa bardzo
uzyteczne w wielu dziedzinach ludzkiego Zycia. Zwiazki te sa szeroko wykorzystywane w
medycynie, farmacji, chemii, rolnictwie, itp. Badanie mechanizmu inkluzji réznych czasteczek
odgrywa istotna role w chemii supramolekularnej [A3]. Przy uzyciu wspoélczesnych technik
mikroskopowych, m. in. skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) mozliwe jest badanie
morfologii 1 struktury komplekséw inkluzyjnych cyklodekstryn otrzymywanych w fazie stalej.
Przykladowe zdjecia SEM (-cyklodekstryny (B-CD) 1 jej komplekséw z L-tyrozyng

przedstawiono na rysunku ponizej

Zdjecie skaningowej mikroskopii elektronowej: (a) B—CD x 500, (b) 8—CD x 3000, (c) L-tyrozyna
(TYR), (d) kompleks TYR-8-CD [A3]

5D. CEL, ZAKRES BADAN I OMOWIENIE NAJWAZNIEJSZYCH WYNIKOW

Cyklodekstryny i ich pochodne moga by¢ wykorzystane w produkowaniu nanoczastek i
nanokapsul stosowanych przede wszystkim jako nosniki lekéw, gendéw, przeciwcial,
fotouczulaczy w terapii ukierunkowanej oraz jako czastki o wlasciwos$ciach przeciwbakteryjnych
czy przeciwwirusowych. W zwiazku z interesujacymi perspektywami zastosowan terapeutycznych
tych struktur wymagana jest analiza ich wplywu na zwiazki biologicznie aktywne lekoéw i oceng
ich toksycznosci.

Gléwnym moim celem naukowym byla synteza i badanie komplekséw inkluzyjnych
cyklodekstryn i ich pochodnych z substancjami biologicznie aktywnymi wybranych lekéw jako
ukladow stabilizujacych. Badane byly leki przeciwdepresyjne 1 neuroleptyki nowej generacji oraz
antybiotyki fluorochinolowe, w postaci komplekséw z cyklodekstrynami. Zwiazki czynne tych
lekéw sa wrazliwe na dzialanie réznych czynnikéw utleniajacych, hydrolizujacych,

polimeryzujacych niekorzystnie wplywajacych na wlasciwosci fizykochemiczne substancji
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aktywnych oraz dzialanie terapeutyczne. Przeprowadzone przeze mnie badania umozliwiaja
glebsze poznanie mechanizméw oddzialywan inkluzyjnych zwigzkéw aktywnych wybranych
lekéw z cyklodekstrynami oraz ich wplywu na wiasciwosci fizykochemiczne i1 funkcjonalne
badanych substancji leczniczych.

Postepujacy rozwdj przemystu farmaceutycznego, pojawienie si¢ nowych substancji
leczniczych 1 nowych form lekéw psychotropowych oraz antybiotykéw powoduje koniecznosdé
opracowania nowszych, ujednoliconych wymagan dotyczacych jakosci produktu koncowego.
Podstawg oceny jakosci leku s3 normy obejmujace odpowiednie wymagania i metody badawcze
[1,3,4]. Problemy, z ktérymi stykamy si¢ podczas analizy substancji leczniczych uzmystawiaja, ze
mozna je rozwigza¢ dzigki zastosowaniu cyklodekstryn, ktoérych obecnosé wplywa na zmiang
wlasciwosci 1 trwalos$¢ substancji czynnych lekdw.

Obecnie dazy si¢ do syntezy lekéw  psychotropowych oraz —antybiotykow
fluorochinolowych, ktére obok skutecznego dzialania terapeutycznego wywolywalyby znikomy
wplyw uboczny. Wséréd tych lekéw dostepnych na rynku farmaceutycznym, jedynie cze¢$¢ z nich
odgrywa istotne znaczenie w terapii choréb, inne pelnig role uzupetniajaca [24-30].

W swoich publikacjach [A1,A2,A5-A9] przedstawilam badania substancji leczniczych z
grupy pochodnych dibenzoazepiny (PD) - klomipraminy, trazodonu - z grupy triazolopirydyny
(TRP), bupropionu - z grupy fenyloetyloaminy (PEA), zyprazydonu - z grupy piperazyny (PIP),
duloksetyny - z grupy tienylopropanaminy (TPA) i ofloksacyny z grupy fluorochinolonu (FCH) z
B- i y-cyklodekstrynami. W zwiazku z realizacja wyznaczonego celu przeprowadzilam badania
dotyczace:

- otrzymania komplekséw inkluzyjnych cyklodekstryna - zwiazek biologicznie aktywny i zbadania
ich wlasciwosci fizykochemicznych,

- zbadania struktury supramolekularnej tych komplekséw, sposobu orientacji molekuly ,,goscia”
we wnece cyklodekstryny- molekuly ,,gospodarza”,

- okreslenia mechanizmu kompleksowania inkluzyjnego wybranych pochodnych dibenzoazepiny,
triazolopirydyny, fenyloetyloaminy, piperazyny, tienylopropanaminy i fluorochinolonu z
B-, y- cyklodekstrynami i ich hydroksylopropylo-pochodnymi,

- zastosowania otrzymanych komplekséw inkluzyjnych do opracowania spektroskopowych i
fluorymetrycznych metod oznaczania wybranych zwiazkow aktywnych na poziomie Pg/ml i

ng/ml w prébee.
Przedmiotem badan byly grupy zwiazkéw rézniacych sie budowa, umozliwito to dyskusje
wplywu poszczegélnych grup funkcyjnych na wiasciwosci fizykochemiczne i trwalo§é ich

kompleksow z cyklodekstrynami.
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Badania prowadzilam metodami spektroskopowymi NMR, FT-IR, UV/VIS i
fluorymetrycznymi. Wsrdéd technik spektroskopowych — badania komplekséw inkluzyjnych
cyklodekstryn z molekutami ,,goscia” na uwage zastuguje magnetyczny rezonans jadrowy ze
wzgledu na swoje zalety. Technika MNR zostala wykorzystana przeze mnie do badania
komplekséw inkluzyjnych wybranych lekéw psychotropowych i antybiotykéw fluorochinolowych
z cyklodekstrynami. NMR jest bardzo wartosciowa i dogodng technikg badania oddziatywan
pomiedzy molekulami cyklodekstryn i molekulami ,go$cia”. Zadna inna technika
spektroskopowa nie dostarcza tylu informacji na temat badanego ukladu supramolekularnego.
Widma NMR pozwalaja okresli¢ strukture kompleksu inkluzyjnego oraz dostarczaja specyficznej
informacji na temat orientacji 1 usytuowania geometrycznego molekuly ,,goscia” we wnece
cyklodekstryny. Podczas, gdy inne techniki spektroskopowe, m.in. UV/VIS czy fluorymetryczne
moga jedynie w sposob posredni informowaé o tworzeniu si¢ 1 strukturze komplekséw
inkluzyjnych. Przy uzyciu badann NMR bardzo szybko uzyskujemy informacje o inkluzji molekuly
,,go$cia” do wneki CD w opatciu o zmiang warto$ci przesunieé¢ chemicznych (ppm) atoméw 'H i
atoméw C. Otrzymane wyniki dostarczaja informacji na temat tworzenia si¢ kompleksu, jego
stechiometrii, trwalosci i geometrii. Dzigki technice "H i "C NMR uzyskuje si¢ dane o czes$ciowej
lub catkowitej inkluzji molekuly ,,goscia” do wneki cyklodekstryny. Badania 2D NMR dostarczaja
szczegdlowej informacji o oddzialywaniu ,,go§é-gospodarz”, dynamice molekuly ,,goscia” we
wnece cyklodekstryny. Technika NMR z uwagi na swoje zalety na tle innych technik

instrumentalnych rokuje wzrost popularnosci w laboratoriach kontroli jakosci lekow.

Zastosowanie cyklodekstryn w farmacji 1 medycynie

Realizacja prezentowanych przeze mnie badan przedstawionych w publikacjach
naukowych [A1-A9] wyplywa z zapotrzebowania wykazywanego przez rynek na nowe
innowacyjne leki i ich preparaty z wykorzystaniem cyklodekstryn. Dzigki wykorzystaniu
komplekséw inkluzyjnych cyklodekstryn z substancjami czynnymi lekéw przeciwdepresyjnych i
przeciwpsychotycznych oraz antybiotykéw fluorochinolowych zapewnione zostana dla pacjentow
wlasciwosci dotychczas niedostgpne. W branzy farmaceutycznej istnieje duze zapotrzebowanie na
nowe, innowacyjne leki posiadajace mato skutkéw ubocznych, wpisujace si¢ w nurt terapii
celowanej. Jest to duza szansa dla tych badan, szczegdlnie w kontekscie trendéw rozwoju calej
branzy. Czynnikami sprzyjajacymi rozwojowi rynku farmaceutycznego jest starzenie si¢
spoleczenistwa polskiego oraz eksport na inne rynki. Do roku 2020 w Polsce przybedzie oséb

powyzej 60 roku zycia. Ponadto wiadze naciskaja na nizsze koszty opieki zdrowotnej poprzez
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zmniejszenie cen lekéw. Z kolei organy regulacyjne sa bardziej wymagajace pod wzgledem
skutecznosci, jakosci i bezpieczenstwa lekow, ktére w polaczeniu z postepem doprowadzily do
wzrostu kosztow badan w przemysle farmaceutycznym. Aby staé si¢ konkurencyjnym
podmiotem w tym sektorze, firmy farmaceutyczne musza doskonali¢ si¢ w strategii
przewidywania 1 identyfikowania kluczowych wydarzen w rozwoju tej dziedziny. Musza byc
réwniez zdecydowane na odkrywanie innowacyjnych rozwigzan 1 stosowal najnowsze
technologie.

Obecnie kompleksy inkluzyjne cyklodekstryn z substancjami zarejestrowanymi jako leki sa
bardzo intensywnie badane. Substancje aktywne inkludowane we wnece cyklodekstryny wykazuja
inne wlasciwosci fizykochemiczne niz wolne czasteczki. Podawanie pacjentom leku w postaci
kompleksu z cyklodekstryna ma korzystny wplyw na metabolizm danej substancji w organizmie.
Korzysci wynikajace z zastosowania lekow w postaci kompleksow z cyklodekstrynami to przede
wszystkim podwyzszenie bioaktywnosci, redukcja efektéw niepozadanych 1 zwigkszanie
stabilnosci. Cyklodekstryny niweluja rowniez niekorzystny smak i zapach podawanych lekow.
Ponadto farmaceutyki, w ktérych wykorzystuje si¢ kompleksy z cyklodekstrynami sa mniej
narazone na wilgo¢, co istotne jest przede wszystkim przy wysoce higroskopijnych substancjach
czynnych. Zwiazki te sa ochraniane tym samym przed czynnikami utleniajacymi, powodujacymi
ich polimeryzacj¢ czy hydrolize. Niektore, trudno rozpuszczalne w wodzie substancje czynne
staja si¢ rozpuszczalne po podaniu w kompleksie z cyklodekstryna. Ponadto po podaniu
doustnym, w krétszym czasie osiagane jest wigksze stezenie leku we krwi w poréwnaniu z lekiem
podawanym bez cyklodekstryny. Farmaceutyki sq wigc skuteczniejsze.

Przedstawione w moich publikacjach [A1-A3,A5-A9] badania wyplywaja =z
zapotrzebowania rynku na nowe farmaceutyki w leczeniu réznych zaburzen psychicznych, przede
wszystkim depresji 1 schizofrenii oraz réznych infekeji. Ocenia sig, ze w populacji os6b dorostych
rozpowszechnienie depresji na §wiecie stanowi 12% 1 wykazuje tendencje zwyzkowa. Duza grupe
zaburzen psychicznych stanowia psychozy, w tym schizofrenia w ok. 1% populacji ludzkiej oraz
zaburzenia nerwicowe z wystepowaniem lgku i czesto bezsennoscia. Badane antybiotyki
fluorochinolowe [A9] to wazna pod wzgledem terapeutycznym grupa lekéw. Kazdy organizm
zywy, w tym czlowiek narazony jest na dzialanie patogenéw drobnoustrojowych. Antybiotyki

fluorochinolowe umozliwiaja leczenie cigzkich infekcji oraz zakazen opornych na inne
antybiotyki i charakteryzuja si¢ malg toksycznoscia. Biodostepnosé lekéw psychotropowych i
antybiotykow fluorochinolowych ogranicza czg¢sto ich mata rozpuszczalnosé w wodzie. Mozna to
poprawi¢ poprzez zastosowanie odpowiednio dobranych cyklodekstryn. Obecnie obserwuje si¢

wzrost zapotrzebowania na leki psychotropowe 1 antybiotyki fluorochinolowe trwalsze
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chemicznie i o skuteczniejszym dzialaniu terapeutycznym. Nauki medyczne i chemiczne, wobec
powyzszego nastawione s na poszukiwanie nowych, skuteczniejszych lekow, ktére moglyby
przynies¢ ulge pacjentom.

Cyklodekstryny w biomedycynie wykorzystywane sa rowniez w produkowaniu hydrozeli
stosowanych jako skuteczny i bezpieczny system podawania lekéw [31-33]. Przykladowo
hydrozele zawierajace hydroksypropylo-B-cyklodekstryne (HP-3-CD) wykazujq zdolno$¢ do
zwigzania i kontrolowanego uwalniania diklofenaku, estradiolu i sertaconazolu [33]. Wysoka
rozpuszczalno$¢ y-cyklodekstryny umozliwia przygotowanie hydrozeli zawierajacych jej znaczne
llodci, co w konsekwencji prowadzi do poprawy zdolnosci kompleksowania lipofilowych
czasteczek lekow.

Struktury supramolekularne bazujace na cycklodekstrynach i polimerach wplywaja na
postep w badaniach materialéw do projektowania lekéw i genéw. Nowe koncepcje systemow
nosnych oparte na modyfikowanych cyklodekstrynach sa wykorzystywane w preparowaniu
nanoczastek 1 nanokapsul stosowanych jako nosniki lekéw w potencjalnej chemioterapii [34].
Zdjecia SEM modyfikowanych cyklodekstryn wykorzystywanych w produkowaniu nanosfer

przedstawia rysunek ponize;

Zdjecie SEM amfofilnych B-cyklodekstryn: (a) nanosfery typu 3-CD21C6, (b) nanosfery typu
B-CD14C6 [A3]

Kompleksy cyklodekstryn z substancjami aktywnymi wybranych lekow

Leki przeciwdepresyjne i przeciwpsychotyczne oraz antybiotyki fluorochinolowe oprocz
ich skutecznego dzialania terapeutycznego charakteryzuje wystgpowanie wielu efektéw
ubocznych. W celu unikniecia niepozadanych skutkéw mozna by stosowaé podawanie substancji
aktywnej w formie kompleksow inkluzyjnych z cyklodekstrynami.

Zwiazanie czasteczki leku przeciwdepresyjnego, przeciwpsychotycznego lub antybiotyku
fluorochinolowego w kompleks z cyklodekstryna i jego kontrolowane uwalnianie do organizmu

niesie za soba rézne korzysci, przede wszystkim:
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e niepozadane skutki uboczne zostaja ograniczone, bowiem ilo$¢ leku rzeczywiscie wolna i
dostgpna w medium moze by¢ nizsza od stosowanej dawki,

e czas dzialania leku moze zosta¢ przedluzony, jest to istotne, poniewaz charakteryzuje je szybki
poczatek dziatania, a nastgpnie krotki okres poitrwania,

e w konsekwenciji liczba dawek i czestotliwos¢ podania leku moze zosta¢ zmniejszona, co moze
wplynac na ilo$¢ i intensywnos¢ efektéw niepozadanych [35].

W przemysle farmaceutycznym optymalizacja wlasciwosci terapeutycznych leku jest
waznym celem. Przykladowo paroksetyna stosowana w przemysle farmaceutycznym w
krystalicznej postaci chlorowodorku jest stabo rozpuszczalna w wodzie. Ogranicza to
mozliwosci przygotowania ptynnych postaci farmaceutycznych o okreslonym stezeniu skladnika
aktywnego. State formy farmaceutyczne tego leku wykazuja ograniczona biodostepnos¢ [36]. W
celu zwigkszenia rozpuszczalnosci chlorowodorku paroksetyny mozna stosowa¢ kompleksy z
cyklodekstrynami lub ich pochodnymi.

W przypadku fluoksetyny (FLU), wystepujacej jako ,,Prozac”, aby zmniejszy¢
niepozadane dziatania leku wykorzystuje si¢ cyklodekstryny jako zwiazki do ciagltego uwalniania
substancji aktywnej [37]. Geczy [38] stwierdzil, ze sposréd badanych cyklodekstryn (x-CD, -
CD, y-CD, HP-3-CD, G2-3-CD) y-CD moze zosta¢ wykorzystana jako $rodek kompleksujacy
zwickszajacy dostepno$é biologiczna FLU.

Cyklodekstryny zastosowano réwniez do zwigkszenia biodostepnosci oraz zmniejszenia
dziatan niepozadanych antybiotyku kloksacyliny. Chao i wsp. [39] analizowali kompleksy
inkluzyjne kloksacyliny z B-cyklodekstryna w celu wykorzystania tych badan do opracowania
nowych postaci farmaceutycznych leku.

Badane przeze mnie substancje aktywne lekéw psychotropowych i antybiotykéw
fluorochinolowych to zwigzki organiczne, ktoére dzicki charakterystycznej strukturze wykazuja
szereg interesujacych wlasciwosci  fizykochemicznych 1 analitycznych. Na  podstawie
przeprowadzonych badan wstepnych stwierdzono, ze 3- i y-cyklodekstryny tworza polaczenia
inkluzyjne z trazodonem (TRD), klomipraming (CLOM), bupropionem (BUP), duloksetyng
(DUL), zyprazydonem (ZIP) i ofloksacyng (OFL). Z przegladu $wiatowego pismiennictwa
naukowego wynikato, ze uklady te nie byly wczedniej badane. Kompleksy pochodnych
dibenzoazepiny, triazolopirydyny, fenyloetyloaminy, piperazyny, tienylopropanaminy i
fluorochinolonu z cyklodekstrynami chronia réwniez substancje aktywna przed potencjalnymi
zanieczyszczeniami. Niewatpliwie moze to wplywaé na jakos§¢ substancii leczniczych, zwigkszy¢
ich trwalo$¢ i stabilno§¢ oraz rozpuszczalno$¢ w roztworach wodnych, ulatwi¢ wnikanie do

plynéw ustrojowych i tkanek pacjenta. Zbadano wplyw hydroksypropylo-8-cyklodekstryny na
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rozpuszczalno$¢ substancji czynnej ofloksacyny [A9]. Na podstawie otrzymanych wynikéw
stwierdzono, ze rozpuszczalno$¢ ofloksacyny po skompleksowaniu HP-3-CD wzrosta 3,7 razy w
stosunku do samej OFL. Okreslono tez trwalos¢ badanych komplekséow duloksetyny,
bupropionu, klomipraminy, ofloksacyny i trazodonu z odpowiednimi cyklodekstrynami w
temperaturze 25°C  [A1,A2,A5-A7,A9]. Przeprowadzono pomiary spektroskopowe lub
spektrofluorymetryczne samych substancji aktywnych i ich komplekséw inkluzyjnych. W oparciu
o uzyskane wyniki, stwierdzono, ze analizowane kompleksy inkluzyjne DUL-3-CD, BUP-HP-§-
CD, BUP-HP--CD, CLOM-3-CD, CLOM-HP-8-CD, OFL-HP-3-CD, TRD-HP-3-CD sa
trwale w czasie odpowiednio 5, 15, 15, 30, 30, 30 i 100 dni w temperaturze pokojowej, natomiast
same substancje aktywne bez obecnosci cyklodekstryny jedynie kilka godzin [A1,A2,A5-A7,A9].
Sposréd badanych kompleksow najtrwalszy okazal si¢ TRD-HP-3-CD. Trwatos¢ kompleksu
TRD-HP-8-CD moze zapobiega¢ konkurencyjnej reakcji kompleksowania leku i wymianie
skompleksowanego przez cyklodekstryne trazodonu na inne molekuly znajdujace si¢ w
krwiobiegu. Wyniki przeprowadzonych badan opublikowano w pracy [A1].

B-, y-cyklodekstryny i ich pochodne zastosowano do opracowania procedur, ktére moga
umozliwi¢ szersze wykorzystanie tych metod do badania wybranych lekéw psychotropowych i
antybiotykow fluorochinolowych w réznych prébkach farmaceutycznych 1 biologicznych.
Opracowane przeze mnie fluorymetryczne metody oznaczania lekéw psychotropowych z grupy
pochodnych tienylopropanaminy i piperazyny charakteryzuja si¢ wyzsza czulo$cia, lepsza
selektywnoscia, nizsza granica wykrywalnosci niz szereg innych metod literaturowych. Substancje

aktywna duloksetyng mozna oznacza¢ opracowana metoda fluorymetryczng z zastosowaniem 3-
cyklodekstryny w zakresie stezenn odpowiednio 18,4 ng/ml-3,5 Pg/ml. Zyprazydon z grupy

pochodnych piperazyny, stosowany jako nowej generacji atypowy lek przeciwpsychotyczny jest
stabo rozpuszczalny w wodzie, co ogranicza jego biodostepno$é, zastosowanie i oznaczanie.
Wykorzystanie B-cyklodekstryny do kompleksowania zyprazydonu wplywa na wzrost jego
rozpuszczalnosci 1 mozliwosci oznaczania opracowang metoda fluorymetryczng w zakresie
stezen 0,5 ng/ml-100 ng/ml. Wyniki dotyczace kompleksowania duloksetyny i zyprazydonu B-
CD opublikowano w pracach [A6, A8]. Fakt tworzenia komplekséw inkluzyjnych miedzy
badanymi substancjami leczniczymi a cyklodekstrynami, charakteryzujacych si¢ zwigckszona
rozpuszczalnodcia w wodzie substancji leczniczej, moze by¢ wykorzystany przez przemyst
farmaceutyczny do opracowania technologii nowych i tatwych do podania pacjentom form leku

badanych substanciji leczniczych.
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Tematyka przedlozonych publikacji naukowych [A1-A9] wpisuje si¢ w aktualny nurt
badan prowadzonych nad jakoscia substancji leczniczych zwigzany z zapewnieniem bezpiecznej,

efektywnej i skutecznej terapii lekiem psychotropowym i antybiotykiem fluorochinolowym.

Badanie nowych komplekséw  inkluzyjnych  substancji  leczniczych srodkow

psychotropowych i antybiotykéw fluorochinolowych z cyklodekstrynami

Na rynku obecnie sq dostgpne rozne produkty farmaceutyczne z wykorzystaniem
cyklodekstryn [A3,40-43]. Niestety w przypadku lekéw psychotropowych 1 antybiotykéw
fluorochinolowych niewiele jest preparatéw z dodatkiem tych substancji. Wyzwaniem dla
przemyslu farmaceutycznego moze by¢ produkcja nowych preparatow handlowych tych
srodkéw z zastosowaniem cyklodekstryn. Preparaty te sq nowoczesniejsze jesli chodzi o postaé
farmaceutyczna, zapewnienie korzystniejszego dzialania terapeutycznego oraz bezpieczefstwa
ich stosowania [A3,40].

Obecnie aktywnie uczestnicze w pracach nad badaniami polaczen inkluzyjnych
cyklodekstryn i substancji leczniczych lekéw — psychotropowych, przede wszystkim
przeciwdepresyjnych 1 przeciwpsychotycznych oraz antybiotykéw fluorochinolowych z
mozliwoscia ich wprowadzenia do praktyki farmaceutycznej. Szczegdélowe wyniki badan
dotyczace komplekséw inkluzyjnych lekéw przeciwdepresyjnych - klomipraminy, trazodonu,
bupropionu, duloksetyny, leku przeciwpsychotycznego - zyprazydonu oraz antybiotyku
ofloksacyny z wykorzystaniem [-cyklodekstryny (3-CD), hydroksypropylo-B-cyklodekstryny
(HP-B8-CD) i hydroksypropylo-y-cyklodekstryny  (HP-y-CD)  opublikowane zostaly w
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym - Carbobydrate Polymers, Analytical 1etters, Journal of
Molecular Liguids, Indian Journal of Chemistry, Journal of Molecular Structure, International Jonrnal of
Pharmacy and Pharmacentical Sciences [A1,A2,A5-A9)].

Nalezy podkreslié, iz przeprowadzenie kompleksowej charakterystyki badanych potaczen
inkluzyjnych jest niezbedne w zwiazku z potrzeba uzyskania pelnego obrazu inkluzji substancji
aktywnej leku do wneki cyklodekstryny, by okresli¢ jej przydatnos$¢ w projektowaniu preparatow
farmaceutycznych nowej generacji bezpiecznych dla pacjentéw. Badania te wykonalam dzigki
zastosowaniu metod spektroskopowych NMR, FT-IR, UV/VIS i fluorymetrycznych.

Kontynuujac badania nad mozliwoscia wykorzystania komplekséw inkluzyjnych w
analizie jakos$ci lekow psychotropowych i antybiotykéw, otrzymano polaczenia klomipraminy z
B-CD 1 HP-8-CD, trazodonu z HP-B-CD, bupropionu z HP-3-CD i HP-y-CD, duloksetyny z -
CD, zyprazydonu z B-CD oraz ofloksacyny z HP-B-CD. Badania procesu kompleksowania
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inkluzyjnego klomipraminy, trazodonu, bupropionu i ofloksacyny z B-cyklodekstryna,
hydroksypropylo-8-cyklodekstryna i hydroksypropylo-y-cyklodekstryna ~w  fazie cieklej
prowadzono metodami spektroskopowymi. Kompleksowanie inkluzyjne duloksetyny i
zyprazydonu [-cyklodekstryna w  fazie cieklej analizowano metodami fluorymetrycznymi.
Istotnym elementem prowadzonych badan bylo ustalenie optymalnych warunkéw otrzymywania
wszystkich analizowanych komplekséw. W tym celu zbadano wplyw pH, stezenie i rodzaj
dodanego buforu. Cyklodekstryny sa nietrwate przy bardzo niskich wartosciach pH. Dlatego tez
unikano stosowania roztworéw mocnych kwasow w badanych ukladach. Tworzenie si¢
komplekséw inkluzyjnych klomipraminy z 3-CD i HP-3-CD, trazodonu z HP-3-CD oraz
bupropionu z HP-8-CD i HP-y-CD zbadano w roztworach o zmiennym pH w zakresie 1-8, za$
tworzenie si¢ kompleksu oflokacyny z HP-3-CD - w zakresie pH 2-9. Maksymalna absorbancje¢
dla komplekséw CLOM-3-CD, CLOM-HP-3-CD, TRD-HP-3-CD, BUP-HP--CD i BUP-HP-
v-CD zaobserwowano przy pH wynoszacym 5, za$ dla kompleksu OFL-HP-8-CD przy pH
réwnym 4. Tworzenie si¢ komplekséow duloksetyny i zyprazydonu z B-CD analizowano w
zakresie pH odpowiednio 2-10 i 4-8. Maksimum fluorescencji dla komplekséw DUL-B-CD i
ZIP-B-CD zarejestrowano odpowiednio przy pH rownym 06,4 oraz w zakresie 5-7.

Analizowano réwniez wplyw réznych buforéw - Tris-HCI, H;BO;-KCI-NaOH, Brittona-
Robinsona, KH,PO,-NaOH na warunki reakcji komplekowania inkluzyjnego w badanych
uktadach. Optymalne wyniki kompleksowania uzyskano stosujac bufor Brittona-Robinsona.

Uzyskane wyniki z przeprowadzonych badan dowodza, ze tworzenie si¢ komplekséw
inkluzyjnych TRD-HP-3-CD, CLOM-3-CD i CLOM-HP-3-CD, BUP-HP-3-CD i BUP-HP-y-
CD, DUL-3-CD, ZIP-3-CD oraz OFL-HP-8-CD zalezy réwniez od stezenia cyklodekstryn.
Analizowano wplyw stezenia 3-CD, HP-8-CD, y-CD 1 HP-y-CD w badanych uktadach.
Optymalne st¢zenie cyklodekstryn dobierano wykorzystujac maksymalna absorbancje lub
fluorescencje podczas tworzenia si¢ komplekséw. Wyniki opublikowano w pracach [A1,A2,A5-
A9].

Waznym etapem badan bylo okreslenie stalych kompleksowania charakteryzujacych dane
uklady. Stale te wyznaczono stosujac metode Benesi-Hildebrand. Wartosci tych statych dla
uktadéw TRD-HP-3-CD, CLOM-8-CD, CLOM-HP-3-CD, BUP-HP-3-CD, BUP-HP-y-CD,
DUL-B-CD, ZIP-3-CD i OFL-HP-8-CD wynosza odpowiednio 9,63x10°, 9,42x10°, 9,58x10°,
4,30x10°, 3,50x10°, 5,83x10°, 1,49x10° i 1,30x10° 1/mol. Otrzymano kompleksy o réznych
warto$ciach stalych kompleksowania. Kompleksy inkluzyjne ZIP-3-CD i OFL-HP-3-CD
charakteryzuja si¢ niezbyt wysokimi warto$ciami stalych kompleksowania, jednak w przypadku

potencjalnych lekéw jest to korzystne, gdyz moga stosunkowo latwo by¢ uwalniane w
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organizmie pacjenta. Ponadto wykazano, ze stala trwatosci kompleksu, jaki tworzy bupropion z
hydroksypropylo-8-cyklodekstryna [A5] moze by¢ z powodzeniem zmieniana poprzez uzycie
innej pochodnej cyklodekstryny - hydroksypropylo-y-cyklodekstryny [A7]. Kontrola stalej
trwalosci kompleksu jest szczegdlnie istotna w przypadku nosnikéw lekéw 1 pozwala na
dobranie optymalnej pochodnej cyklodekstryny do warunkéw podawania leku. Pozwala réwniez
na planowanie ilosci uwalnianego leku oraz czasu jego uwalniania. Wyznaczanie poszczegdlnych
stalych kompleksowania charakteryzujacych badane uklady przedstawiono w publikacjach
[A1,A2, A5-A9].

Przy okreslaniu stechiometrii analizowanych komplekséw, wyznaczono stosunek molowy
reagentow metoda zmian cigglych Joba oraz potwierdzono metoda Scatchard i Benesi-
Hildebrand. W oparciu o uzyskane dane stwierdzono, ze stosunck molowy TRD:HP-3-CD,
CLOM:B-CD i CLOM:HP-3-CD, BUP:HP-3—CD i BUP:HP-y—CD, DUL:3—CD, ZIP:g—CD
oraz OFL:HP-8-CD w analizowanych kompleksach wynosi 1:1.

Istotnym celem badan bylto przeprowadzenie charakterystyki supramolekularnej struktury
analizowanych komplekséw z zastosowaniem réznych metod spektroskopowych — FT-IR,
"HNMR, "CNMR, 2DNMR. W procesach inkluzji molekularnej czynniki strukturalne odgrywaja
istotng role, bowiem wickszo$¢ badanych proceséw musi by¢ oparta o doglebng znajomosé
struktury skladnikéw i tworzonych kompleksow. Wykonano widma absorpcyjne UV/VIS,
widma w podczerwieni FT-IR, magnetycznego rezonansu jadrowego NMR oraz widma
fluorescencyjne, ktére potwierdzily tworzenie si¢ polaczen inkluzyjnych. Widma absorpcyjne
UV/VIS wykonano dla CLOM, TRD, BUP, DUL oraz komplekséw CLOM-3-CD, CLOM-HP-
g-CD, TRD-HP-3-CD, BUP-HP-g-CD i BUP-HP-y-CD, DUL-3-CD i OFL-HP-3-CD w
zakresie spektralnym 200-400 nm. W rejestrowanym zakresie spektralnym absorbancja B-CD,
HP-3-CD, HP-y-CD wynosi zero. Absorbancja komplekséw inkluzyjnych CLOM-3-CD,
CLOM-HP-3-CD, TRD-HP-3-CD, BUP-HP-3-CD i BUP-HP-y-CD, DUL-3-CD oraz OFL-
HP-3-CD jest wyzsza niz absorbancja samej substancji aktywnej nie zwiazanej z cyklodekstryna
w kompleks. Dlugosdci fali, przy ktérych obserwuje si¢ maksimum absorpcji dla badanych
komplekséw i samej substancji aktywnej sq najczesciej takie same lub nieznacznie si¢ réznig (~5
nm).

W przypadku badania DUL, ZIP 1 ich komplekséw z 3- CD zastosowano bardziej czula
metode fluorymetryczna. Zastosowanie spektroskopii UV/VIS w badaniach komplekséw DUL-
B-CD i ZIP-B-CD nie dostarczylo odpowiednich wynikéw potwierdzajacych ich tworzenie.
Widma fluorescencyjne DUL, ZIP, 8-CD i kompleksow DUL-B-CD, ZIP-3-CD wykonano w

zakresie 300-500 nm. W oparciu o uzyskane wyniki stwierdzono, ze natezenie fluorescencii
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komplekséw inkluzyjnych DUL-B-CD, ZIP-3-CD w stosunku do samej substanciji aktywne;
DUL czy ZIP znaczaco wzrasta. Polozenie maksimum emisji dla kompleksu inkluzyjnego i
samej substancji aktywnej jest takie samo lub nieznacznie si¢ rézni (~5 nm).

Otrzymane dane fluorescencyjne i UV/VIS przedstawione w publikacjach [A1,A2,A5-
A9] potwierdzily tworzenie si¢ kompleksow inkluzyjnych CLOM-B-CD, CLOM-HP-3-CD,
TRD-HP-3-CD, BUP-HP-3-CD, BUP-HP-y-CD, DUL-3-CD, ZIP-3-CD i OFL-HP-3-CD.

W celu uzyskania bardziej szczegdlowych informacji dotyczacych —struktury
analizowanych komplekséw TRD-HP-3-CD, BUP-HP-3-CD, BUP-HP-y-CD 1 OFL-HP-3-CD
oraz mechanizmu tworzenia si¢ tych polaczen zastosowano metode spektroskopowa w
podczerwieni FT-IR. Badania spektroskopowe FT-IR zostaly przeprowadzone w zakresie
spektralnym 4000-400 cm™. Pastylki wszystkich analizowanych substancji sporzadzono z czystym
spektralnie KBr. Wykonano i zinterpretowano widma FT-IR hydroksypropylo-B3-cyklodekstryny,
hydroksypropylo-y-cyklodekstryny, substancji aktywnych trazodonu, bupropionu 1 ofloksacyny
oraz ich polaczen z cyklodekstrynami. Widma tych zwiazkow sa bogate w pasma, stad dokladna
ich analiza jest trudna.

W oparciu o analiz¢ uzyskanych wynikow stwierdzono, ze w widmie FT-IR kompleksu
inkluzyjnego BUP-HP-y-CD pasmo drgan rozciagajacych C-Cl wystepujace w zakresie 1134-
1080 cm' w widmie BUP zanika. Ponadto pasmo drgani rozciagajacych grupy C=O
obserwowane przy 1694 cm', w widmie FT-IR kompleksu nie zanika. Na podstawie
szczegdlowej analizy widm FT-IR dotyczacych BUP, HP-y-CD i kompleksu BUP-HP-y-CD
przedstawionych w publikacji [A7] mozna bylo wnioskowaé, iz fragment molekuly BUP
zawierajacy pierscien benzenowy z podstawnikiem —Cl wnika do wneki HP-y-CD.

Analiza danych spektroskopowych FT-IR dotyczaca TRD, HP-3-CD 1 kompleksu TRD-
HP-3-CD zebrana w publikacji [Al] dostarcza informacji, iz pasmo drgan rozciagajacych
wiazania C-Cl wystepujace przy 1099 cm™ w widmie TRD, w widmie kompleksu inkluzyjnego
zanika. Ponadto w widmie FT-IR kompleksu TRD-HP-8-CD zachowane jest pasmo przy 1705
cm™ odpowiadajace drganiom rozciagajacym grupy C=0O. Pasmo obserwowane przy 2464 cm’
odpowiadajace drganiom rozciagajacym III rzedowej grupy aminowej =N- wystepuje zaréwno w
widmie FT-IR kompleksu TRD-HP-B-CD jak i samego TRD. Na podstawie uzyskanych
szczegdlowych danych FT-IR dotyczacych TRD, HP-3-CD i kompleksu TRD-HP-3-CD
przedstawionych w publikacji [Al] mozna sugerowal, iz do wneki cyklodekstryny inkluduje
fragment molekuty TRD, pierscient benzenowy z podstawnikiem —CL

Z analizy widm spektroskopowych FT-IR dotyczacych OFL, HP-3-CD i kompleksu

OFL-HP-B-CD zawartych w publikacji [A9] mozna zaobserwowaé wzrost intensywnosci pasma
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drgant rozciagajacych grupy C=O wystepujacego przy 1716 ecm” w widmie kompleksu w
stosunku do jego intensywnosci w widmie samej ofloksacyny. W widmie FT-IR ofloksacyny
wystepuja pasma charakterystyczne dla drgan grupy C=0, COOH, >N-CH;, -CHs, szkieletu
aromatycznego. Drgania pochodzace od grup —CH; ofloksacyny wystepujace przy 1457 i 1408
cm’ s3 zachowane w widmie FT-IR kompleksu. Wskazuje to na fakt, iz grupy —CH; nie
uczestnicza w tworzeniu kompleksu OFL-HP-3-CD. Ponadto pasma odpowiadajace drganiom —
F, N-CH;, C-O-O sg zachowane w widmie FT-IR kompleksu. Zaobserwowano rowniez
niewielkie przesuniecia pasm drgan rozciagajacych grup -OH cyklodekstryny w strone nizszych
liczb falowych — przesuniecie batochromowe. Swiadczy to o stabym oddzialywaniu pomiedzy
karbonylowa grupa ofloksacyny a grupami —OH pochodzacymi od HP-B-CD. W oparciu o
otrzymane szczegotowe wyniki badan spektroskopowych FT-IR dotyczace OFL, HP-3-CD i
kompleksu OFL-HP-3-CD [A9] mozna wnioskowa¢, iz do wneki cyklodekstryny inkluduje
fragment molekuly OFL zawierajacy pierscien aromatyczny z grupg C=0.

Przykladowe wartoéci liczb  falowych pasm  bupropionu, hydroksypropylo-y-
cyklodekstryny i kompleksu inkluzyjnego BUP-HP-y-CD w widmach FT-IR przedstawiono w
tabeli 1 1 publikacji [A7].

Tabela 1. Wartosci liczb falowych (cm1) pasm BUP, HP-y-CD i kompleksu inkluzyjnego BUP-HP-y-

CD w widmach FT-IR

Pasma (cm)

BUP HP-y-CD kompleks inkluzyjny BUP-HP-y-CD
3070: v (C-H) z piericienia aromatycznego 3403: v (O-H) 3403: v (O-H)

2980 to 2854: v (C-H) od CH2 2928: v (C-H) 2936: v (C-H)

1694: v (C=0) 1420: 8 (C-H) od CH> 1694: v (C=0)

1551:v(C=C) z pierscienia aromatycznego 1375: 8 (C-H) od CHy; 8 O-H 1594: v (C=C) z pierscienia aromatycznego
1457,1430,1405 1 1384: & (C-H) 1334: § (C-C-H), 8 (C-O-H),8 (H-C-H) 1334: & (C-C-H), 8 (C-O-H),5 (H-C-H)

od CH3 11541 1084: v (C-O), v (C-C), 8 (C-O-C) 11561 1083: v (C-0), v (C-C), & (C-O-C)
11341 1080: v (C-Cl) 1031: & (O-C-H),8 (C-C-H), 8 (C-C-O) 1031: 8 (O-C-H),8 (C-C-H), 8 (C-C-O)
800,780,752, 739, 706 1 672: & (C-H) 943: drgania szkieletowe od wiazania o-1,4 943: drgania szkieletowe od wigzania o-1,4
z piericienia aromatycznego 853: 8 (C-C-H), v (C-O), v (C-C) 739: 8 (C-H) z pierscienia aromatycznego

Symbolem ,,v”” oznaczono pasma drgan rozciagajacych, ,,6”-pasma drgati deformacyjnych

Wyniki badan spektroskopowych FT-IR dotyczace komplekséw TRD-HP-3-CD, BUP-
HP-B-CD, BUP-HP-y-CD, OFL-HP-3-CD zestawiono w publikacjach [A1,A5,A7, A9].
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W celu potwierdzenia charakteru inkuzyjnego badanych polaczen pochodnych
dibenzoazepiny, triazolopirydyny i fenyloetyloaminy z B-cyklodekstryna, hydroksypropylo-3-
cyklodekstryna i hydroksypropylo-y-cyklodekstryna wykonano badania 'H NMR i "C NMR
[A1,A2,A5,A7]. Na podstawie wartosci przesunie¢ chemicznych zidentyfikowano poszczegélne
sygnaly badanych zwiazkow 1 kompleksow inkluzyjnych.

Przykladowe wartosci przesunie¢ chemicznych sygnaléw pochodzacych od protonéw i
atoméw wegla w widmach 'H i "C NMR trazodonu i jego kompleksu inkluzyjnego TRD-HP-B-
CD zebrano w tabeli 2 i publikacji [A1].

Tabela 2. Przesunigcia chemiczne (ppm) w widmach NMR trazodonu i jego kompleksu inkluzyjnego

TRD-HP-3-CD.

Nr Kompleks
H/C TRD inkluzyjny TRD-HP- AS
B-CD (1:1)
T HNMR 3CNMR 'HNMR BCNMR !'HNMR BCNM
R
1 7,73 123,15 7,72 123,16 -0,01 0,01
2 6,72 112,53 6,67 112,51 -0,05 -0,02
3 7,30 132,26 7,26 132,24 -0,04 -0,02
4 7,16 114,19 7,13 114,20 -0,03 0,01
5 - 142,90 - 142,90 - -
6 - 149,02 - 149,04 - 0,02
7 4,09 42,90 4,06 42,99 -0,03 -0,01
8 2,27 23,02 2,23 23,03 -0,04 -0,01
9 321 53,95 3,18 53,96 -0,03 0,01
3,37 51,46 3,36 51,49 -0,01 0,03
10
11 3,39 46,35 3,38 46,50 -0,01 0,15
12 - 150,24 - 150,50 - 0,26
13 6,98 116,79 6,94 116,83 -0,04 0,04
14 - 134,54 - 134,53 - -0,01
15 6,91 121,37 6,88 121,26 -0,03 -0,11
16 7,22 130,68 7,20 130,69 -0,02 0,01
17 6,89 115,31 6,86 115,23 -0,03 -0,08

Z otrzymanych danych 'H i "C NMR dotyczacych TRD, HP-y-CD i kompleksu TRD-

HP-3-CD mozna wnioskowaé, dla ktoérych atoméw wodoru i atoméw wegla obserwuje sig
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najwicksze przesuniecia chemiczne (ppm). W oparciu o zaobserwowane zmiany w warto$ciach
przesuni¢¢ chemicznych mozna sugerowad, ze tworzy si¢ kompleks inkluzyjny TRD-HP-3-CD
[AT].

Szczegbdtowa analiza widm '"H NMR i "C NMR  dotyczaca CLOM, TRD, BUP, 3-CD,
HP-8-CD, HP-y-CD oraz komplekséw CLOM-3-CD, CLOM-HP-3-CD, TRD-HP-3-CD, BUP-
HP-3-CD 1 BUP-HP-y-CD potwierdza tworzenie si¢ badanych komplekséow inkluzyjnych.
Uzyskane wyniki umozliwiaja glebsza analize tworzacych sie polaczen inkluzyjnych
[A1,A2,A5,A7].

W celu okreslenia sposobu inkluzji molekuly trazodonu, klomipraminy i bupropionu we
wnece cyklodekstryny zastosowano rowniez technike 2D NMR. Wyniki tych badan i ich analiza
prezentowane sa w moich publikacjach [A1, A2, A5].

W oparciu o kompleksowe wyniki badan spektroskopowych magnetycznego rezonansu
jadrowego 'H, "C NMR i 2D NMR (COSY, HSQC, ROESY) oraz w podczerwieni FT-IR,
okreslono sposoéb orientacji molekuly ,goécia” we wnece molekuly | gospodarza”-
cyklodekstryny. Stwierdzono, ze czasteczki badanych zwiazkow aktywnych lokuja sie na rézna
glebokos¢ we wngkach cyklodekstryn. Wywnioskowano, ze do wnegki hydroksylopropylo-3-
cyklodekstryny inkluduje fragment molekuly trazodonu zawierajacy pierScien benzenowy z
podstawnikiem —Cl [A1]. Kompleks bupropionu z hydroksypropylo-3-cyklodekstryna tworzy si¢
w wyniku inkluzji do wngki cyklodekstryny fragmentu molekuly bupropionu zawierajacego
pierscien benzenu [A5]. Polaczenie klomipraminy z B-cyklodekstryna lub hydroksypropylo-§3-
cyklodekstryna realizowane jest wskutek inkluzji do wngki CD pierscienia benzenowego bez
podstawnika —Cl [A2]. Przykladowy schemat tworzenia kompleksu inkluzyjnego trazodonu z

hydroksypropylo-g-cyklodekstryna przedstawia rysunek ponizej

Ck”_““ \/ O @ -

HP-B-CD

= /N\ / 0\
N——(CH,);—N N

N \\< _/
o

Kompleks inkluzyjny TRD-HP-3-CD
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Do badania morfologii struktury zyprazydonu ZIP, 3-CD i kompleksu inkluzyjnego ZIP-
B-CD wykorzystano skaningowy mikroskop elektronowy SEM. Wyniki przedstawiono w
publikacji [A8]. Na zdjeciach SEM zaobserwowano nieregularne struktury krysztaléw ZIP i
formy sferyczne charakterystyczne dla B-CD. Zdjecie SEM kompleksu ZIP-3-CD pokazuje
zmiany obrazu morfologicznego jego struktury. Zaobserwowano mniej form sferycznych 3-CD i
struktur charakterystycznych dla samego ZIP. Wystepujace zmiany morfologiczne moga
sugerowa¢ o oddzialywaniu miedzy molekutami ZIP i 3-CD. Struktura kompleksu inkluzyjnego
obrazowana za pomoca SEM jest inna niz samego ZIP i 3-CD. Uzyskane dane skaningowe;j
mikroskopii elektronowej pozwalaja wnioskowac, iz tworzy si¢ kompleks w wyniku inkluzji ZIP
do wneki B-CD.

Badanie struktury komplekséow inkluzyjnych i wyjasnianie mechanizmoéw inkluzji
molekuly zwigzku czynnego we wnece cyklodekstryny przyczynia si¢ do glebszego poznania
proceséw regulujacych te zjawiska. Umozliwia to monitorowanie wiasciwosci fizykochemicznych
1 terapeutycznych nowoczesnych preparatow z wykorzystaniem cyklodekstryn, réwniez z
pozytkiem dla spoleczenistwa 1 cywilizacji. W badaniach tych stosowano chemikalia i
rozpuszczalniki o niskiej agresywnosci oraz ograniczonym szkodliwym dzialaniu na czlowieka,
dlatego tez nie przyczynig si¢ one do pogorszenia stanu srodowiska naturalnego.

Istotnym osiagnieciem prowadzonych badan jest rowniez okreslenie zaleznosci pomigdzy
struktura czgsteczki a jej dzialaniem biologicznym (QSAR). W tym celu wyznaczono wartos$ci
wspolczynnika podziatu (P) substancji aktywnej w ukladzie oktanol-woda, ktéry najlepiej
odwzorowuje uklad faz polarnych i niepolarnych w ustroju biologicznym. Jest to uklad
zawierajacy oktanol nasycony woda i wode nasycona oktanolem. Takie rozpuszczalniki moga
stuzy¢ za model plynéw ustrojowych czy komorek skoéry czlowieka. Badania przeprowadzono
dla trazodonu i bupropionu oraz ich komplekséw inkluzyjnych 2z hydroksypropylo-§3-
cyklodekstryna. W oparciu o uzyskane dane wyznaczono wspotczynniki P dla samego trazodonu
1 jego kompleksu inkluzyjnego z HP-B-CD oraz dla bupropionu i jego kompleksu BUP-HP-(3-
CD. Wartosci logP dla TRD (gos¢) i kompleksu TRD-HP--CD wynosza odpowiednio 0,87 i
0,48. LogP dla BUP i kompleksu BUP-HP-B-CD przyjmuje wartosci odpowiednio 0,821 0,39. W
oparciu o uzyskane wyniki stwierdzono, ze hydrofobowo$¢ samego trazodonu i bupropionu jest
dos¢ niska. Wlasciwos$¢ ta ulega modyfikacji w wyniku kompleksowania z hydroksypropylo-3-
cyklodekstryna. Wzgledna hydrofobowos¢ TRD i BUP wyznaczono w wyniku ich
kompleksowania HP-B-CD i przedstawiono rownaniem A logP = logP (go$¢) - logP (kompleks).
A logP wynosi 0,39 dla TRD 1 0,43 dla BUP. W wyniku enkapsulacji trazodonu i1 bupropionu

przy uzyciu HP-3-CD, ich wlasciwosci hydrofobowe, a tym samym i biodostepnosé wzrosly.
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7. przeprowadzonych badan mozna wnioskowaé, ze cyklodekstryny poprawiaja
rozpuszczalno$¢ substancji  farmakologicznie czynnych leku psychotropowego 2z grupy
pochodnych triazolopirydyny 1 fenyloetyloaminy. Zwigkszenie rozpuszczalnosci substancji
leczniczej oraz zdolno$¢ do przenikania przez blony biologiczne, moze przyczyni¢ si¢ do
obnizenia dawki leku. Tym samym mozna oczekiwaé zwigkszenia skutecznosci i bezpieczenstwa
stosowania preparatow farmaceutycznych niektérych §rodkéw psychotropowych z grupy
pochodnych triazolopirydyny i fenyloetyloaminy.

Przeprowadzone badania prezentowane w pracach [A1-A9] wskazuja na mozliwosci
zastosowania cyklodekstryn w procesie przygotowania lekéw zawierajacych pochodne
dibenzoazepiny, triazolopirydyny, fenyloetyloamniny, piperazyny, tienylopropanaminy i
fluorochinolonu. Uzyskane wyniki dotyczace wlasciwosci fizykochemicznych analizowanych
komplekséw  inkluzyjnych, ich  supramolekularnej struktury, —mechanizméw  reakcji
kompleksowania substancji aktywnych z cyklodekstrynami i ich pochodnymi mogg przyczynic
sie rowniez do stworzenia podstaw do rozwoju nowych systeméw nosnych lekow
psychotropowych z badanych grup i antybiotykéw fluorochinolowych. Obecnos¢ cyklodekstryn
wplywa na wzrost rozpuszczalnosci i stabilnosci badanych zwiazkéw aktywnych, co moze
przyczynic si¢ do wzrostu ich biodostepnosci.

Zastosowanie cyklodekstryn do udoskonalenia procedur badania jakosci wybranych
lekéw  przeciwdepresyjnych, przeciwpsychotycznych oraz antybiotykéw fluorochinolowych
metodami  spektroskopowymi 1 fluorymetrycznymi, moze by¢é dobrym rozwiazaniem
zaproponowanym przeze mnie w publikacjach [A1-A9]. Kompleksy inkluzyjne substancji
aktywnych tych lekéw z -, y- cyklodekstrynami i1 ich pochodnymi zostaly uzyte do opracowania
fluorymetrycznych i spektroskopowych metod oznaczania badanych zwiazkéw czynnych. Z
przeprowadzonych przeze mnie badan wynika, Zze opracowane metody z zastosowaniem
cyklodekstryn sa czule, precyzyjne i dokladne. Przyktadowe zakresy liniowosci oznaczania TRD,

CLOM i DUL cyklodekstrynami wynosza odpowiednio 5-30 pug/ml, 17,6-70 pg/ml i 18 4ng/ml-
3,5 Pg/ml, wspolezynniki korelacji 0,9998, 0,9997 i 0,9998, a granice wykrywalnosci sa réwne

0,27 pg/ml, 2,04 pg/ml i 6,71 ng/ml. Stwierdzono, ze substancja aktywna trazodonu,
klomipraminy, bupropionu, duloksetyny, zyprazydonu i ofloksacyny w obecnosci zastosowanych
cyklodekstryn jest stabilna od kilku do kilkudziesieciu dni. Ponadto czulos$¢ metod oznaczania
trazodonu 1 bupropionu z wykorzystaniem HP-3-CD [A1,A5], wyrazona za pomoca molowego

wspolczynika absorpcji () jest wyzsza niz metod oznaczania samej substancji aktywnej.
Wartosci wspolczynnikow e wynosza odpowiednio 1,28 -10*1 1,18:10* L mol' cm ' dla metod

opartych na kompleksach TRD-HP-3-CD 1 BUP-HP-3-CD, zas$ dla metod oznaczania samego

29



TRD i BUP - 8,2-10° i 7,86:10° L. mol" cm. Procedury oznaczania substancji leczniczych
badanych lekéw psychotropowych i antybiotykéw fluorochinolowych z zastosowaniem
cyklodekstyn moga by¢ konkurencyjne w stosunku do metod proponowanych przez
Farmakope¢ Europejska [1], co zostalo udokumentowane w publikacjach [A1-A9].

Z uwagl na moje obecne zainteresowania teoretyczne i praktyczne réznymi ukladami
cyklodekstrynowymi, prowadzitam studia teoretyczne i przegladowe na temat najnowszych
badan i zastosowan cyklodekstryn w chemii supramolekularnej. W wyniku tych studiéw powstata
praca przegladowa ,,Cyclodextrins, structures, properties useful for treating diseases and revitalizing body
systems” [A3] omawiajaca najnowsze osiagnigcia w zastosowaniu cyklodekstryn w budowie
réznych ukladéw supramolekularnych - kompleksow inkluzyjnych, agregatow, rotaksanow,
polirotaksanow 1 innych polaczen, metod stosowanych w tych badaniach oraz wykorzystania
tych ukladow w medycynie i farmacji. Spos$réd wymienionych ukladéow na uwage zastuguja
rotaksany i polirotaksany.

Rotaksany stanowia uklady supramolekularne, ktére obecnie sa szeroko badane w
réznych osrodkach naukowych na swiecie ze wzgledu na mozliwe zastosowania w otrzymywaniu
maszyn 1 przelacznikéw molekularnych. Do syntezy rotaksanéw s czesto wykorzystywane

cyklodekstryny ze wzgledu na ich makrocykliczng budowe. Typowa synteza rotaxanu przebiega
nastepujaco: czasteczka monopodstawionej a-cyklodekstryny (x-CD) zostaje wprowadzona na

pasujacy do jej wneki tadcuch difenyloacetylenu i nastepnie zablokowana przy pomocy dwoch
duzych grup blokujacych. W zaleznosci od rodzaju podstawnika -R mozna zaobserwowac¢ zmiang
w rotacji podstawionej a-CD w stosunku do tadcucha przechodzacego przez jej wnetrze.
Wlasciwosci rotaksanéw mogg by¢ réwniez wykorzystane do budowy sensoréw stosowanych w
badaniach srodowiskowych i biologicznych [A3].

Polirotaksany podobnie jak rotaksany, wykorzystujace w swojej strukturze czasteczki
cyklodekstryn sa intensywnie badane z uwagi na ich mozliwe zastosowania. Polirotaksany
otrzymujemy w wyniku zastosowania dlugiego tanicucha polimerowego, takiego jak PEG (glikol
polietylenu), PEO (tlenek polietylenu), PNIPA (poly(N-izopropyloakryloamid) jako nici, po
ktérej moga przemieszczaé si¢ czasteczki cyklodekstryn. Ze wzgledu na specyficzng budowe
polirotaksany moga znalez¢ zastosowanie jako przelaczniki czasteczkowe, izolowane kable
molekularne czy ,,sprytne” materialy (ang.: smart materials). W zakresie badan biomedycznych
polirotaksany moga w najblizszej przyszlosci stanowi¢ obiecujace materialy supramolekularne.

Roézne doniesienia literaturowe dotycza mozliwych —zastosowan polirotaksandéw  jako

przenosnikéw lekow w szczegélnosci w celowanej terapii przeciwnowotworowej i terapiach

genowych.
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5E. Podsumowanie najwazniejszych osiagni¢¢ badawczych w cyklu prac habilitacyjnych

Wyniki moich badan [A1-A9] opublikowane w latach 2008-2015 udostepniono szerokiej
grupie badaczy w kraju 1 na $§wiecie. Badania dotyczyly proceséw kompleksowania inkluzyjnego
cyklodekstryn z substancjami aktywnymi lekéw psychotropowych z grupy pochodnych
dibenzoazepiny, triazolopirydyny, fenyloetyloaminy, piperazyny i tienylopropanaminy oraz
antybiotyku  fluorochinolowego. Wyniki badan szczegélowo omoéwione w kazdej publikacii,
dostarczyly szeregu waznych informacji dotyczacych warunkéw  przebiegu  reakcji
kompleksowania inkluzyjnego, projektowania komplekséow cyklodekstrynowych o okreslonych
masach molowych oraz wlasciwosciach fizykochemicznych i okreslonej strukturze. Umozliwito
to rozszerzenie zakresu badan naukowych na znalezienie zastosowan dla otrzymanych
komplekséw. Badania te rozszerzaja w istotny sposéb wiedz¢ na temat kompleksow B- 1 y-
cyklodekstryn ze zwiazkami biologicznie aktywnymi wybranych lekéw psychotropowych i
antybiotykow fluorochinolowych. Zastosowanie cyklodekstryn znacznie poprawia jako$é
substancji aktywnej leku, zwigksza jej trwalos¢ i odpornosé na dziatanie réznych destabilizujacych
czynnikow. Znaczacy wzrost intensywnosci sygnatu od substanciji aktywnej leku w obecnosci
cykodekstryny moze by¢ podstawa przy opracowywaniu bardzo czulych fluorymetrycznych
metod ich oznaczania. Metody te moga by¢ konkurencyjne w stosunku do innych metod
literaturowych. Wszystkie prace [A1,A2,A5-A9] byly prowadzone pod katem ich praktycznej
uzytecznosci w produkcji preparatéw farmaceutycznych nowej generacji badanych lekow
psychotropowych 1 antybiotykéw z zastosowaniem odpowiednio dobranych cyklodekstryn.

Wyniki przedstawione w publikacjach [A1-A9] stanowia nowe, cenne informacje, ktore
moga przyczynic si¢ do rozwoju w dziedzinie zwigzanej z badaniami komplekséw inkluzyjnych
cyklodekstryna-lek psychotropowy oraz cyklodekstryna-antybiotyk fluorochinolowy metodami
spektroskopowymi i tym samym rozwoju cywilizacyjnego w tym obszarze.

Najwazniejsze osiggnigcia prowadzonych prac naukowych:

1. Uzyskano dotychczas nieopisane w $wiatowej literaturze naukowej kompleksy inkluzyjne
cyklodekstryn z substancjami aktywnymi - klomipraming, trazodonem, bupropionem,
duloksetyna, zyprazydonem i ofloksacyng oraz zbadano wybrane wlasciwosci fizykochemiczne.
Otrzymano kompleksy TRD-HP-3-CD, CLOM-8-CD, CLOM-HP-3-CD, BUP-HP-3-CD, BUP-
HP-y-CD, DUL-B-CD i OFL-HP-8-CD o okreslonym skladzie stechiometrycznym 1:1.

Stwierdzono, ze badane kompleksy charakteryzuja si¢ duza trwaloscia w czasie od kilku do
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kilkudziesieciu dni w temperaturze pokojowej, natomiast same substancje aktywne nie
skompleksowane sg trwale jedynie kilka godzin.

2. Wyznaczono stale kompleksowania charakteryzujace badane uklady. Kontrola statej trwatosci
pozwala na dobranie optymalnej pochodnej cyklodekstryny do warunkéw podawania leku, co jest
bardzo istotne w przypadku nos$nikéw lekdw. Najwyzsze wartosci statych uzyskano dla ukladéw
TRD-HP-3-CD, CLOM-8-CD, CLOM-HP-3-CD. Stwierdzono, ze warto$¢ stalej
kompleksowania klomipraminy przy uzyciu HP-8-CD jest wyzsza niz w przypadku stosowania §3-
CD. Ponadto wykazano, ze stala trwalosci kompleksu bupropionu z hydroksypropylo-8-
cyklodekstryna moze by¢ z powodzeniem zmieniana poprzez zastosowanie innej pochodnej
cyklodektryny — hydroksypropylo-y-cyklodekstryny.

3. Badania spektroskopowe FT-IR, 'H NMR, "C NMR i 2D NMR dostarczyly istotnych
informacji na temat struktury komplekséw TRD-HP-3-CD, CLOM-3-CD, CLOM-HP-3-CD i
BUP-HP-B-CD. Stwierdzono, ze molekuly badanych zwiazkéw aktywnych lokuja si¢ na rézna
glebokos¢ we wnekach cyklodekstryn. Uzycie metod 2D NMR pozwolito okresli¢ sposéb
orientacji molekuly ,,goscia” we wnece zastosowanej cyklodekstryny — molekuly ,,gospodarza”.

4. Zaproponowano mechanizm kompleksowania inkluzyjnego badanych substancji aktywnych z
wybranymi cyklodekstrynami.

5. Zastosowano otrzymane kompleksy inkluzyjne do opracowania nowych, czulych

spektroskopowych i fluorymetrycznych metod oznaczania badanych zwigzkow aktywnych na
poziomie PMg/ml i ng/ml w probkach.
Bardzo waznym kierunkiem prac naukowych mozliwym do podjecia w najblizszej przysztosci

jest zbadanie zastosowania cyklodekstryn do opracowania procedur leczniczego stosowania

innych lekow.
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5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

Od momentu podjecia pracy w Zakladzie Chemii Ogoélnej 1 Nieorganicznej Instytutu Chemii
Wydziatu Biologiczno-Chemicznego Uniwersytetu w Bialymstoku w 1980 r. rozpocz¢lam
dziatalno$¢ naukowo-badawcza. Prowadzilam woéwcezas badania naukowe  dotyczace
analitycznego wykorzystania grupy zwigzkow organicznych - pochodnych fenotiazyny z
podstawnikami w pozycji 2 i 10. Zajetam si¢ opracowywaniem metod oznaczania pochodnych
fenotiazyny stosowanych w medycynie jako leki psychotropowe. Zapoznanie si¢ z metodami
oznaczania tych zwigzkéw z zastosowaniem najnowszych technik analitycznych umozliwil mi
roczny staz naukowy na Uniwersytecie im. Karola w Pradze w latach 1987-88. Przeprowadzilam

szereg badan utleniania samej fenotiazyny i jej wybranych pochodnych stosujac rézne techniki
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spektroskopowe UV/VIS, ASA, NMR oraz chromatograficzne GC, HPLC. Cz¢$¢ badan stala si¢
przedmiotem mojej rozprawy doktorskiej. W roku 1990 decyzja Rady Wydzialu
Farmaceutycznego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego uzyskalam stopien doktora nauk
farmaceutycznych, na podstawie obronionej rozprawy doktorskiej pt. ,,Reakcje niektérych
pochodnych fenotiazyny z jonami tytanu (IV), niobu (V), wanadu (V) i ich analityczne
wykorzystanie”, wykonanej pod kierunkiem dr hab. Mikolaja Tarasiewicza.

Wyniki wszystkich moich badan zostaly opublikowane w czasopismach naukowych o zasiegu
mi¢dzynarodowym oraz byly prezentowane na krajowych i zagranicznych konferencjach oraz
zjazdach naukowych. M6j dotychczasowy dorobek naukowy obejmuje 75 doniesien naukowych -
32 prace oryginalne, 8 prac pogladowych, 35 streszczen z prezentowanych doniesien na
konferencjach krajowych i zagranicznych. W moim dorobku jest autorstwo 2 rozdzialow w

dwoch ksiazkach.

Sumaryczny impact factor godnie 3 rokiem opublikowania moich prac naukowych wynosi 32,95, w
tym po uzyskaniu stopnia doktora 31,71. Za wszystkie osiagniecia naukowe otrzymalam 710
punktow MNiSW. Liczba cytowan publikacji wedlug bazy Web of Science wynosi 261. W 29
publikacjach naukowych jestem pierwszym autorem. Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science
rowna sig 9.

Poczawszy od 1980 roku prezentowalam wyniki swoich badann na Dorocznych Zjazdach
Naukowych Polskiego Towarzystwa Chemicznego, Zjazdach Naukowych Polskiego
Towarzystwa Farmaceutycznego, II Multidyscyplinarnej Konferenciji Nauki o Leku, Sympozjum:
Zywno$é-Lek-Zdrowie”, Konferencji ,,Wspolczesne metody analizy lekéw, narkotykéw, trucizn i
uzywek”, III Konferencji ,,Zwiazki biologicznie czynne - aktywno$¢, struktura, synteza”.
Ponadto  rezultaty mojej pracy naukowej byly przedstawiane na  konferencjach
mi¢dzynarodowych - 9th European Conference of Analytical Chemistry (1996), 6th International
Symposium on Kinetics in  Analytical Chemistry (1998), XIX Slovak - Czech Spectroscopic
Conference (2008).

Uczestniczylam réwniez w konferencjach naukowych, takich jak VII Polska Konferencja
Chemii Analitycznej - Analityka w rogwon  cywilizagi (Torun 2005), 3rd International Forum on
Innovative Technologies for Medicine (Bialystok 2009), ,,W kierunkn aplikacyjnosci - doposagenie Centrum
Syntezy i Analizy BioNanoTechno Uniwersytetu w Bialymstokn” (Bialystok 2014).

Po wuzyskaniu stopnia doktora w 1990 r. prowadzitam badania dotyczace zwiazkéw
biologicznie aktywnych z grupy pochodnych tioksantenu, dibenzoazepiny, dibenzooksepiny i

dibenzocykloheptadienu z wykorzystaniem metod spektroskopowych, chromatograficznych
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HPLC 1 TLC oraz modelowania molekularnego. Celem tych badan bylo opracowanie i

udoskonalenie metod spektroskopowych stosowanych do analizy wybranych zwigzkéw w

aspekcie mozliwosci:

- oznaczenia zawartosci substancji aktywnej rowniez w obecnosci jej produktu rozkladu,

- badania czystosci, trwalosci zwiazku czynnego i jego polaczent jonowo-asocjacyjnych,
inkluzyjnych oraz produktéw utlenienia,

- identyfikacji zanieczyszczen substanciji aktywnej, produktéw rozkladu i ich oznaczania,

- automatyzacji metod oznaczania niektorych substancji aktywnych.

Opracowane przeze mnie manualne spektroskopowe metody oznaczania zwigzkow
aktywnych niektorych lekow zostaly zautomatyzowane. Zastosowalam w tym celu technike
przeplywowo-wstrzykowa FIA. Technika ta dzigki zaletom - krétki czas oznaczania, mate zuzycie
odczynnikéw, mikro iloéci oznaczanej probki, mozliwo§¢é miniaturyzacji zostala zastosowana do
automatyzacji 1 prowadzenia oznaczen seryjnych wybranych pochodnych fenotiazyny.
Opracowane przeze mnie metody FIA umozliwily oznaczenie w ciagu 1 godz. 80 probek
promazyny i tiorydazyny oraz 35 probek perazyny. Wyniki badan zostaly opublikowane w

czasopismach krajowych i zagranicznych.
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W obecnie realizowanym projekcie naukowym prowadze¢ badania polaczen cyklodekstryn z
réznymi grupami lekéw - przeciwpsychotycznymi oraz antybiotykami z grupy cefalosporyn.
Wyznaczone zostaly stale kompleksowania inkluzyjnego oraz stechiometria badanych
komplekséw. W celu optymalizacji procesu inkluzji badane sa parametry termodynamiczne AG i
AH. Do analizy komplekséw inkluzyjnych i okreslenia charakteru oddzialywan nie chemicznych
zastosowano modelowanie molekularne (odpowiednie programy komputerowe i bazy danych).
Badana jest réwniez struktura supramolekularna otrzymanych komplekséw 1 morfologia

powierzchni.

W ramach realizacji tematow badawczych aktywnie wspélpracuje naukowo z réznymi
jednostkami Uniwersytetu w Bialymstoku, takimi jak Zaklad Produktéw Naturalnych, Zaklad

Chemii Analitycznej, Zaktad Chemii Srodowiska, Centrum BioNanoTechno.

Poza wspélpraca z zespolem w Instytucie Chemii Uniwersytetu w Bialymstoku badania
realizowalam we wspolpracy z réznymi osrodkami naukowymi w kraju i1 zagranica, m. in. prof.
Nemcova (Uniwersytet Karola w Pradze, Czechy), prof. Rychlovsky (Uniwersytet Karola w
Pradze, Czechy), prof. Szakova (Czeski Uniwersytet Agrotechniczny w Pradze), prof. Govil
(Naukowy Instytut Badan Agrotechnicznych, Indie), prof. Moniuszko-Jakoniuk (Uniwersytet
Medyczny w Biatymstoku).
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Ponadto recenzowalam wnioski Nr POIG.01.01.02-12-093/09 i Nr POIG.01.01.02-00-
069/09 dotyczace projektéw badawczych w ramach I osi priorytetowej Programu Operacyjnego
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na wiedyy”. Bylam réwniez recenzentem wniosku WDN-POIG.0103.02-00-046/11/2012.

W trakcie pracy na Uniwersytecie w Bialymstoku kilkakrotnie otrzymywalam za dzialalnos§é
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