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MOZLIWOSC ZASTOSOWANIA PEPTYDOW
PRZECIWDROBNOUSTROJOWYCH W MODYFIKCJI
POWIERZCHNI BIOMATERIALOW

Marta Bauer

Katedra i Zaktad Chemii Nieorganicznej, Wydziat Farmaceutyczny z OML, Gdanski
Uniwersytet Medyczny

Biomateriatlami okreslane sg tworzywa pochodzenia naturalnego lub syntetycznego, ktore
wykorzystywane sg w medycynie w celu przywrocenia lub poprawy funkcji tkanek i
organéw. Aby dany material moglt zosta¢ zakwalifikowany do grupy biomateriatow musi
spetnia¢ okre§lone warunki, mi. in. by¢ biokompatybilny, bioinertny i odporny na
sterylizacje.

W zwigzku z coraz szerszym stosowaniem biomaterialdw powszechny staje si¢ problem
wystepowania tzw. infekcji odbiomateriatlowych, czyli takich, ktorych rozwoéj zwigzany jest z
procesem implantacji lub samym materialem. Doniesienia literaturowe potwierdzaja, ze
zakazenia te sg trudne w terapii, co zwigzane jest z powstawaniem biofilmu.

Wsréd wielu grup zwigzkow, ktore badane sg pod katem aktywnos$ci mikrobiologicznej duzo
uwagi poswieca si¢ peptydom przeciwdrobnoustrojowym.

Wyniki prowadzonych badan naukowych, ktore uwzglednione zostaly w prezentacji
podejmuja tematyke zwigzang z mozliwosciami zapobiegania infekcjom bakteryjnym
towarzyszacym stosowaniu materialdw medycznych. Celem doswiadczen jest okreslenie
skutecznos$ci zastosowania peptydéw przeciwdrobnoustrojowych w modyfikacji powierzchni
komercyjnie dostgpnych wyrobéw medycznych (cewnikéw urologicznych, soczewek
kontaktowych) 1 wptyw tej] modyfikacji na redukcje lub eliminacje zjawiska adhezji
bakteryjnej. Rezultaty badan potwierdzaja wysoka skuteczno$¢ krotkich syntetycznych
lipopeptydow jako substancji zmieniajagcych wilasciwosci powierzchni i tym samym
ograniczajacych kolonizacje bakteryjng. Do badan wykorzystano szczepy referencyjne
drobnoustrojow, a modyfikacja przeprowadzana byta na drodze inkubacji w roztworze oraz
poprzez trwale wigzanie peptydow z powierzchnia.

Cze$¢ badan zrealizowano dzigki wsparciu z Grantu dla Mlodych Naukowcow
przyznawanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, nr 01-0227/08/508.



OZNACZANIE ZAWARTOSCI SALICYLANOW W LISCIACH
ROZNYCH GATUNKOW TOPOLI

Joanna Dobrowolskal, Gabriela Dhlgoszl’ Anna Czarneckal, Piotr Kuéz,
Maciej Wlodarczyk2

LStudenckie Koto Naukowe przy Katedrze 1 Zaktadzie Farmakognozji i Leku Roslinnego,
Wroctawski Uniwersytet Medyczny

%K atedra i Zaktad Farmakognozji i Leku Roslinnego,
Wroctawski Uniwersytet Medyczny,

Do listy monografii narodowych Farmakopei Polskiej XI (2017) dotaczono li§¢ topoli czarnej
(Populi folium). T¢ substancje¢ roslinng standaryzuje si¢ obecnie na zawarto$¢ flawonoidow
oraz salicylanéw oznaczonych po hydrolizie zasadowej. Obecnie liscie ani kora topoli nie
znajdujg si¢ na wykazie artykutow zadnej z europejskich farmakopei narodowych. W Polsce
oprocz sokory spotyka si¢ rowniez wiele innych gatunkow i mieszancow topoli, ktorych
liscie lub kora nie byty dotad rowniez rozpatrywane w Kategorii substancji farmakopealnej.
Celem naszych badan jest wylonienie surowcdéw pochodzacych z tego rodzaju, ktore
moglyby konkurowa¢ ze wspomnianym artykulem farmakopealnym pod wzgledem
zawarto$ci zwigzkéw salicylowych ponizszej pracy przeanalizowaliSmy, postepujac w
oparciu o metod¢ farmakopealng, sumaryczng zawarto$¢ salicylanow oznaczonych po
hydrolizie w tacznej liczbie ponad 80 probek lisci topoli pochodzacych ze zbioru jesiennego.
Probek dostarczyty rozne gatunki: farmakopealna Populus nigra L. oraz Populus nigra L.
‘Italica’, a takze Populus x canadensis Moench, Populus alba L., Populus x canescens Sm.,
Populus tremula L., Populus simonii Carr., oraz inni przedstawiciele sekcji Tacamahaca.

Procedura zmodyfikowanej metody farmakopealnej obejmowata znormalizowane suszenie,
homogenizacje 1 przesiewanie probek, ekstrakcje polaczong z hydroliza zasadowa,
zakwaszenie i spektrofotometryczne oznaczenie zawartosci Sumy salicylanow w przeliczeniu
na salicyne metoda HPLC-UV wobec krzywej kalibracyjnej. W badaniach zastosowano
zoptymalizowany uklad chromatograficzny: kolumne z fazg odwrécong F5 zamiast C18, a
jako eluent wzrastajacy gradient acetonitrylu w wodzie (zakwaszone kwasem mréwkowym).
Pozwolilo to na wydatne skrocenie czasu analizy przy zachowaniu zadowalajacej
rozdzielczosci.

Dotychczas ustalono, ze liscie Populus nigra, jej kultywaru ‘Italica’ oraz Populus simonii
naleza do najubozszych w zwiagzki salicylowe sposrod przebadanych gatunkow.



METODY ANALITYCZNE W BADANIACH WLASCIWOSCI
ANTYGLIKOOKSYDACYJNYCH FLAWONOIDOW

Izabela Fecka

Katedra i Zaktad Farmakognozji 1 Leku Roslinnego Uniwersytetu Medycznego im. Piastow
Slagskich we Wroctawiu, ul. Borowska 211, 50-556 Wroctaw

Wstep: Glikooksydacja jest wieloetapowym procesem zachodzagcym spontanicznie, bez
udzialu enzymow i prowadzacym do powstania zaawansowanych (koncowych) produktow
glikacji biatek okreslanych jako AGEs (ang. Advanced Glycation End-Products) oraz
zaawansowanych produktow utleniania biatek AOPPs (ang. Advanced Oxidation Protein
Products). Proces glikooksydacji zachodzi w organizmach zywych oraz in vitro podczas
wysokotemperaturowego przetwarzania zywnos$ci. W odniesieniu  do produktéw
powstajacych w zywnosci uzywa si¢ nazwy reakcji Maillarda lub nieenzymatycznego
brazowienia i akronimu MRP (ang. Maillard Reaction Products). Catkowita pulg AGEs i
AOPPs w organizmie stanowig zatem zwigzki powstajace zar6wno wewnatrz, jak i na
zewnatrz komorek oraz MRP pochodzace z zywnosci. W zdrowym organizmie wigkszo$¢
produktow glikacji i oksydacji ulega eliminacji, jednak pewna ilo$¢ gromadzi si¢ w tkankach,
prowadzac u 0s6b w podesztym wieku do rozwoju choréb przewlektych.

Reaktywne dikarbonyle (RCS lub -dikarbonyle), takie jak glioksal (GO), metyloglioksal
(MGO), 3-deoksyglukoson (3DG) i glucoson, sg produktami nieenzymatycznego utleniania
cukrow redukujacych (glukozy, fruktozy, rybozy etc.) oraz produktami dalszych przemian N-
glukozyloamin (m.in. dehydratacja, utlenianie) powstajacych w wyniku przegrupowania
Amadori w procesie nieenzymatycznej glikacji. RCS odpowiadaja za uszkodzenia
makromolekul. Szczegodlnie istotne znaczenie kliniczne ma glikooksydacja albumin. Poziom
GO i MGO w ludzkim osoczu oszacowano na 0,3-1,5 uM, a ich stezenie wzrasta w cukrzycy
typu 1 i 2 oraz w przewlektej niewydolnosci nerek. Biatka zmodyfikowane przez RCS sa
zaangazowane w szereg procesOw patofizjologicznych, m.in. w stanach zapalnych, cukrzycy,
miazdzycy, zespole metabolicznym, chorobach uktadu krazenia i neurodegeneracyjnych.

Cel: Celem prezentacji jest przeglad nowszych metod analitycznych wykorzystywanych w
badaniach wtasciwosci antyglikooksydacyjnych potencjalnych inhibitorow AGEs i AOPPs,
m.in. zwigzkow flawonoidowych.

Wyniki i wnioski: Flawonoidy znane s3 z wlasciwosci przeciwutleniajacych,
przeciwzapalnych, wazoprotekcyjnych i Kkardiotonicznych. Nowsze badania wskazujg
réwniez na zdolno$¢ wigzania RCS, co czyni je obiecujacymi kandydatami w zapobieganiu
rozwojowi  mikro- i makroangiopatii  cukrzycowych. W  ocenie  potencjatu
antyglikooksydacyjnego znalazty zastosowanie z duzym powodzeniem metody
chromatografii cieczowej z DAD i MS.



MOZLIWOSCI WYKORZYSTANIA BADAN FARMAKOGENOMIKI
W PERSONALIZACJI FARMAKOTERAPII CHORYCH NA
ODDZIALACH SZPITALNYCH

Magdalena Hurkacz

Katedra i Zaktad Farmakologii Klinicznej, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu

Farmakogenomika jest nowoczesnym podejsciem do optymalizacji farmakoterapii z
wykorzystaniem badan genetycznych. Dzigki wprowadzeniu technik molekularnych do
laboratoriow diagnostycznych w szpitalach mozliwe statlo si¢ okreslenie u chorego profilu
genetycznego jeszcze przed podaniem leku. Zapobiega¢ to moze powiktaniom polekowym
oraz wplywa znaczaco na poprawe skuteczno$ci, szczegdlnie w odniesieniu do lekéw 0
waskim zakresie terapeutycznym. Przyktadem moze by¢ ocena genotypu biorcy w zakresie
metabolizmu lekéw immunosupresyjnych, jako element przygotowania go do
przeszczepienia narzadow. Ocena ta obejmuje oznaczenie genotypu CYP3A4/CYP3AS oraz
ABCBI. Dziatania takie zyskaty referencje na poziomie Al, co oznacza, ze kazdy biorca
narzadow lub tkanek, ktory bedzie poddany ochronie immunosupresyjnej powinien mieé
wykonane takie badanie. Badania wiasne dowiodly rowniez, Zze oznaczanie genotypu
polimorfizmu enzymu odpowiedzialnego za metabolizm lekéw z grupy pochodnych
merkaptopuryny pozwala na uniknigcie mielosupresji. Kolejnym omawianym zagadnieniem
jest ocena wptywu genotypu chorego na skutecznos$¢ leczenia choroby przewlektej, jaka jest
migdzy innymi reumatoidalne zapalenie stawdéw. Ocena kilku podstawowych polimorfizméw
genéw odpowiedzialnych za aktywno$§¢ enzymow metabolizujacych leki z grupy
niesteroidowych przeciwzapalnych oraz metotreksatu (CYP2D6, CYP2C9, ABCB1) wptywa
znaczaco na mozliwo§¢ przewidzenia nie tylko powiktan polekowych, ale rowniez
skutecznosci leczenia. Analiza genotypu u chorych na reumatoidalne zapalenie stawow
wykazata, ze dzigki takim badaniom zwigksza si¢ bezpieczenstwo i skuteczno$¢ leczenia w
tej grupie chorych. Badania takic mozna wykonywaé za pomocg nowoczesnych technik
molekularnych, ktore, dzigki automatyzacji, staly si¢ bardziej dostepne w powszechnej
diagnostyce klinicznej.



OD STUDENTA DO NAUKOWCA

Wojciech Kamysz

Katedra i Zaktad Chemii Nieorganicznej, Wydziat Farmaceutyczny z OML,
Gdanski Uniwersytet Medyczny

Wraz z uptywem lat zmienia si¢ nie tylko moda oraz dostgpnos¢ technologii. Metamorfozg
przechodzi takze system edukacji oraz powody, dla ktorych mtodzi ludzie decyduja si¢ na
studia i prace naukowg. Duzg zmiang na przestrzeni lat zauwazy¢ mozna w roli spoteczne;j
studentow oraz ich prawach i obowigzkach.

Niniejsza prezentacja ma na celu poré6wnanie, jak w ujeciu historycznym zmieniata si¢ droga
ksztatcenia mtodziezy oraz ich podejscie do edukacji. Poruszona zostanie takze kwestia pracy
naukowej i tego, w jaki sposob wraz z biegiem lat ewoluowata posta¢ naukowca oraz jego
pozycja w spoteczenstwie.

Oczywistym jest, ze obecne zycie studentow jak 1 mtodych naukowcéw wyglada inaczej niz
chociazby 20 lat temu. Na innym poziomie znajduje si¢ wyposazenie laboratoriow, dostep do
materiatdw dydaktycznych oraz podejscie wyktadowcoéw do przekazywania wiedzy. Nie
zawsze s3 to jednak pozytywne zmiany.

Wyktad jest proba poréwnania, w jaki sposob czas zmienial szkolnictwo wyzsze oraz prace
naukowa.



BADANIA ZELI FARMACEUTYCZNYCH METODAMI
PRZEZNACZONYMI DO OCENY POLSTALYCH
POSTACI LEKU

Aneta Szvposzl, Michat Smoleﬁskiz, Dorota Haznar-Garbaczz,

Katarzyna Matolepsza-J armotowska®

1SKN Technologii Postaci Leku, Katedra i Zaktad Technologii Postaci Leku, Wydziat
Farmaceutyczny z Oddziatlem Analityki Medycznej, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu

%Katedra i Zaktad Technologii Postaci Leku, Wydziat Farmaceutyczny z Oddziatem
Analityki Medycznej, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu

Opiekun Pracy: Dr hab. n. farm. Katarzyna Malolepsza-Jarmotowska

Zele jako potstata postaé leku charakteryzuja sic wieloma korzystnymi wiasciwosciami.
Pozwala to na szerokie zastosowanie tej postaci leku w lecznictwie. Réznorodne formulacje
przeznaczone sa do stosowania wewngetrzneg0 i zewngtrznego. Wygodna forma aplikacyjna,
jaka stanowig zele, zostata doceniona przez pacjentéw, natomiast w technologii postaci leku
staty si¢ doskonatg bazg dla wielu substancji leczniczych. Dla efektywnego wykorzystania tej
formy, jako no$nika substancji czynnych, konieczne sg badania z zastosowaniem metod
analitycznych i aparatury. W badaniach Zeli majacych ochronny wplyw na blone $luzowa
przetyku wykorzystano urzadzenia pomiarowe celem uzyskania danych liczbowych,
dajacych poglad na szereg wlasciwosci, jakimi powinny si¢ cechowac takie preparaty. Poza
podstawowymi badaniami odczynu i reologii, zastosowano badania tekstury. Za pomocg
teksturometru oceniono adhezyjnos¢, lepkos¢, twardos¢, spoistos¢ 1 konsystencje
sporzadzonych preparatow. Analizator tekstury umozliwia przeprowadzenie pomiarow,
dotyczacych wlasciwosci zelu majacych bezposrednie przetozenie na aplikacyjnosé. W
przypadku omawianych preparatow adhezja na btonie $luzowej przelyku jest kluczowym
parametrem niezbednym do dziatania leczniczego preparatu. Utrzymywanie si¢ postaci leku
w miejscu aplikacji zapewnia odpowiedni czas terapii, a dzigki temu skuteczno$¢. Duze
znaczenie odgrywa lepkos$¢ zastosowanej formulacji. Sktad zaprojektowanych serii ma
wplyw nie tylko na ten parametr, ale rowniez na twardo$¢, spoisto$¢ 1 konsystencje. W celu
weryfikacji danych liczbowych zastosowano model imitujgcy warunki in vivo. Badanie to
umozliwia wstepng selekcje preparatow pod wzgledem ich przydatnosci do badan
klinicznych.



PREZENTACJE POSTEROWE



OKO JAKO NARZEDZIE WCZESNEJ DIAGNOSTYKI CHOROBY
ALZHEIMERA

Katarzyna Bednarskal, Marta Czwojdzir'lskal, Karolina Sikorskal, Jakub Baranowskil,
Ewa Sawicka’

IKoto Naukowe przy Katedrze Toksykologii Uniwersytetu Medycznego
im. Piastow Slgskich we Wroctawiu ul. Borowska 211, 50-556 Wroctaw

%Katedra Toksykologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu ul.,
Borowska 211, 50-556 Wroctaw

Choroba Alzheimera (ChA) bedaca schorzeniem neurodegeneracyjnym dotyka okoto 10%
populacji 0sob powyzej 65 roku zycia i stanowi co piagta przyczyne Smierci oraz gldwna
przyczyng niepetnosprawnosci w tej grupie wiekowej. Odpowiednio wczesna diagnoza jest
niezwykle istotna poniewaz leczenie jest zazwyczaj najskuteczniejsze, gdy rozpoczyna si¢ je
na wczesnym etapie procesu chorobowego. Diagnoza ChA jest trudna i czgsto
niejednoznaczna, specjalisci stosuja zwykle kilka metod - w tym badania
neuropsychologiczne, naurobrazowanie mig¢dzy innymi tomografia komputerowa (CT),
rezonans magnetyczny (MRI), pozytronowa tomografia emisyjna (PET) oraz badanie ptynu
moézgowo-rdzeniowego. Badania te sg jednak nie tylko czasochtonne, trudnodostepne ale
réwniez drogie co sprawia, ze stale poszukiwane sg szybsze, nieinwazyjne i tansze metody,
ktore usprawnia diagnostyke choroby Alzheimera.

Zmianom neurodegeneracyjnym w méozgu wywotanym przez ChA towarzyszg strukturalne i
funkcjonalne zmiany uktadu naczyniowego oka. Wiele ostatnich badan wykazalo obecnos¢
blaszek B-amyloidowych w siatkowce pacjentow cierpigcych na Alzheimera, przy czym
rownolegle inne badania ujawnily réwniez zmiany zwyrodnieniowe i uszkodzenia warstwy
widkien nerwowych siatkowki.

Podejmowane sg proby opracowania nowych metod obrazowania siatkdwki zdolnych wykry¢
zmiany strukturalne w jej warstwie naczyniowej. W tym celu naukowcy wykorzystuja
miedzy innymi techniki optycznej tomografii koherentnej, pozwalajacej na przeprowadzenie
,blopsji optyczne]” w czasie rzeczywistym. Umozliwia ona wizualizacje mikrostruktury
tkanki oraz zdiagnozowanie ewentualnych charakterystycznych dla ChA zmian
patologicznych takich jak =ztogi B-amyloidu, zmniejszenie usieciowienia naczyn
krwiono$nych czy spadek grubosci warstwy widkien nerwowych siatkowki w sposob
catkowicie nieinwazyjny 1 stosunkowo szybki. Drugg metoda, ktora daje obiecujace wyniki
jest badanie laserowym przeptywomierzem dopplerowskim, umozliwiajace oceng morfologii
naczyn oraz parametry przeptywu krwi w siatkowce. Badanie to daje informacje zaré6wno 0
potencjalnych zmianach w strukturze naczyniowej jak i 0 zmniejszeniu przeptywu krwi
spowodowanym odktadaniem si¢ patologicznych biatek w $cianach naczyn.

Obie metody badania siatkowki oka dajg obiecujace efekty, nie tylko na szybszg, mniej
inwazyjng i tansza diagnostyke ChA ale tez na monitorowanie przebiegu choroby i leczenia.



IZOLACJA GERANINY Z ZIELAIGLICY POSPOLITEJ

Katarzyna Bednarskal, Marta Matwiejl, |zabela Fecka?

Koto Naukowe przy Katedrze 1 Zakladzie Farmakognozji Uniwersytetu Medycznego im.
Piastow Slaskich we Wroctawiu ul. Borowska 211, 50-556 Wroctaw

%Katedra i Zaktad Farmakognozji Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we
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Wstep: Erodium cicutarium (L.) L Herit (iglica pospolita) jest jednoletnig lub dwuletnig
ro$ling z rodziny bodziszkowatych — Geraniaceae, powszechnie spotykang na terenie catej
Polski. Ziele tego gatunku wykorzystywane bylo tradycyjnie jako srodek S$ciagajacy |
hemostatyczny przy drobnych krwawieniach. Wyciagi wodno-alkoholowe z ziela iglicy
stosowano w medycynie ludowej jako leki zotadkowe, przeciwbolowe i moczopegdne. Znane
bylo réwniez uzycie zewngtrzne do przemywania skory przy infekcjach i ugryzieniach
zwierzat. Liscie stuzyty takze do sporzadzania naparu 0 dziataniu napotnym i diuretycznym,
natomiast po namoczeniu w wodzie wykorzystywane byty w leczniczych kapielach przy
schorzeniach reumatycznych.

Cel: Za cel pracy obrano przeprowadzenie izolacji monomerycznego dehydroelagotanoidu -
geraniny z ziela Erodium cicutarium (L.) L Hérit, przy wykorzystaniu odpowiednich technik
ekstrakcji i chromatografii (CC, TLC, LC).

Materialy i metody: Badania obje¢ty przygotowanie wyciggu wodno-acetonowego (1:1) z
ziela E. cicutarium, a nastepnie jego sukcesywne rozdzielanie za pomocag kolumn
chromatografii kolumnowej (oktadecyl, sephadex LH-20). Obecno$¢ izolowanego zwigzku
zarbwno w sporzadzonym wyciggu jak i zbieranych frakcjach 1 podfrakcjach z
poszczegdlnych etapdw, potwierdzono z wykorzystaniem techniki TLC 1 HPLC-DAD. Do
identyfikacji geraniny uzyto dodatkowo technik¢ UPLC z detektorem diodowym (PDA) i
detektorem mas (qTOF-ESI-MS).

Wyniki i wnioski: Uzyskano 0,867 g geraniny o czysto$ci chromatograficznej 94,86%.
Pozostate frakcje 1 podfrakcje zawierajace zwigzki o charakterze polifenoli pozostawione
zostaly do dalszych badan.



ZASTOSOWANIE CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ SPRZEZONEJ
ZE SPEKTROSKOPIA MAS W ANALIZIE ZWIAZKOW
POLIFENOLOWYCH
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Medycznego we Wroctawiu

Naukowcy oraz producenci preparatow leczniczych sg zainteresowani opracowaniem
doktadnych i powtarzalnych metod umozliwiajacych oznaczenie zwigzkéw 0 budowie
polifenolowej. Najczesciej stosowang jest wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC).
Zastosowanie wylacznie tej techniki nie umozliwia jednak okreslenia struktury
niezidentyfikowanych zwigzkow. W celu okreslenia budowy chemicznej nieznanych struktur
stosuje si¢ chromatografie cieczowa potaczong ze spektroskopig mas LC/MS.

Celem pracy jest przeglad prac naukowych opisujacych wykorzystanie techniki LC/MS w
analizie zwigzkow polifenolowych.

Publikacje naukowe potwierdzaja wysoka skuteczno$¢ zastosowania techniki chromatografii
cieczowej w polaczeniu ze spektroskopia mas w analizie wielu grup zwigzkow
polifenolowych takich jak kwasy fenolowe, flawonoidy, lignany i stilbeny. Ponadto istnieje
wiele usprawnien metody, np. UHPLC/MS — ultra wysokosprawna chromatografia cieczowa
pozwalajagca na uzyskanie wynikéw o wiekszej rozdzielno$ci 1 ograniczajaca zuzycie
rozpuszczalnikéw organicznych o okoto 80%.

Chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas jest skuteczng i1 powszechnie
wykorzystywang technikg pozwalajaca na identyfikacje zwigzkoéw polifenolowych.



ZASTOSOWANIE ILOSCIOWYCH BADAN MARKETINGOWYCH W
FARMACJI NA PRZYKLADZIE BADANIA CATI | PAPI
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W marketingu farmaceutycznym stosowane sg badania umozliwiajgce poznanie otoczenia
rynkowego, konkurencji, czynnikéw wplywajacych m.in. na zachowania 1 $wiadomos$¢
odbiorcow reklam. Funkcja badan marketingowych jest weryfikacja skutecznosci dziatan
promocyjnych oraz realizacji celow sprzedazowych. W badaniach tych stosowane sg metody
jakosciowe oraz ilosciowe. Badania jakosciowe umozliwiajg poznanie motywoéw ludzkich
postaw i1 zachowan, podczas gdy badania iloSciowe koncentrujga si¢ na okresleniu skali
zjawiska i pozwalajg na ustalenie wnioskow przyczynowo - skutkowych. Technikami
badawczymi stosowanymi w badaniach ilo§ciowych sa m.in. CATI i PAPIL

CATI (ang. Computer Assisted Telephone Interviewing) to metoda wykorzystujaca wywiady
realizowane przez telefon, wspomagane komputerowo w oparciu 0 przygotowany
kwestionariusz. Zaletami metody CATI jest krotki czas realizacji oraz niski koszt.
Przyktadem badania jest zlecone w 2014 roku przez Polskie Towarzystwo Flebologiczne,
badanie nt. swiadomosci spotecznej Polakéw w zakresie znajomos$ci czynnikow ryzyka,
wystepowania, objawOw oraz mozliwosci leczenia przewleklych chorob zyt konczyn
dolnych. Badanie przeprowadzono na 1005 losowo wybranych pacjentach, 62%
respondentow zglaszato dolegliwosci z czego 28% nie stosowalo zadnego leczenia. Wyniki
badania wykazaty, iz $wiadomo$¢ Polakow nt. zapobiegania i leczenia chorob zyt jest niska a
zrodlem informacji o dolegliwosciach czy farmakoterapii, czesciej jest farmaceuta, anizeli
lekarz.

PAPI (ang. Personal Assisted Paper Interviewing) to metoda ilosciowa oparta na
bezposrednim wywiadzie z wykorzystaniem ankiety papierowej przeprowadzana przez
przeszkolonego ankietera. Przyktadem badania PAPI jest zlecone w 2015 roku przez
Federacje Konsumentow badanie ,,Leki bez recepty”. Celem badania, w ktorym wzigto udziat
2674 respondentéw, byto poznanie zwyczajow dotyczacych zakupu lekow OTC, powodow
zakupu 1 czynnikéw istotnych przy zakupie oraz waznych dla pacjenta zrodet informacji.
Analiza ankiet wykazata, iz respondenci sami podejmujg decyzje o zakupie lekow OTC
(63%) 1 sa to najczesciej leki na bol glowy, gardla, goraczke, przezigbienie, glownymi
zrodtami informacji sa - farmaceuci (53,2%), lekarze (47,3%) oraz Internet (32%).

Z punktu widzenia marketingu farmaceutycznego, badania CATI i PAPI dostarczajg wielu
cennych informacji, umozliwiajagcych $wiadome planowanie strategii promocyjnej oraz
znaczaco zmniejszajac ryzyko jej niepowodzenia.



METODY BADANIA FOTOTOKSYCZNEGO DZIALANIA
PRODUKTOW KOSMETYCZNYCH

Patrycja Buqaniukl, Dominika Bzymekl, Klaudia Chmielewskal, Justyna Cicheckal,
Klaudia Kupczyr'lska1
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Kosmetyki stanowig obecnie duzg grupe produktéw dostepng w aptekach. Produkty te
wywierajg pozytywny wplyw na nasza skore, pielegnuja, wspomagajg terapie tradziku czy
kontaktowego zapalenia skory. W okresie wakacyjnym przy zwigkszonej ekspozycji na
stonce media i farmaceuci zwracaja uwage na mozliwos¢ fotouczulajacego dziatania
niektorych stosowanych kosmetykow. Sktadniki kosmetykéw, ale rowniez lekdw moga
wywotywaé reakcje fototoksyczne manifestujace si¢ zwigkszong wrazliwoscig skory na
promieniowanie $wietlne powodujac: rumien, lzejsze badz ci¢zsze oparzenia, obrzek,
pokrzywke lub $wiad. Do najczgsciej wystepujacych w kosmetykach i lekach substancji
fotouczulajacych nalezg: retinoidy, chinony - grupa chemioterapeutykow o dziataniu
bakteriobdjczym oraz barwniki.

Center for Food Safety and Applied Nutrition (CFSAN) przeprowadzito w 2000 roku badania
dotyczace fototoksycznosci i fotokancerogennosci palmitynianu retinylu- bardzo popularnego
sktadnika produktow do opalania. Wyniki badan przeprowadzonych na myszach
eksponowanych na promieniowane UVA/UVB wskazaly na potencjal generowania
fotokancerogenezy. Metodologia badan fototoksycznosci in vitro obejmuje powszechnie
stosowany test wychwytu czerwieni obojetnej zwany 3T3 Neutral Red Uptake Phototoxicity
Test. Procedura badawcza obejmuje inkubacje komoérek, z badang substancjg, a nastgpnie
ekspozycje na promieniowanie UV. Powszechnie stosowanym testem fototoksycznosci jest
takze Red Blood Cell Photoirritation Test, ktéry umozliwia poznanie mechanizmu i
oszacowanie potencjatu fotodraznigcego substancji. Dodatkowych danych dostarczajg testy z
wykorzystaniem modeli skoéry ludzkiej- Human Skin Model Phototoxicity Test, ktory
pozwala na odwzorowanie warunkow aplikacji badanej substancji. W badaniach
wykorzystywane sg testy kliniczne tj. naskorne testy ptatkowe z uzyciem badanych
kosmetykow. Dodatni odczyn po stronie naswietlanej, przy jednoczesnym ujemnym odczynie
po stronie nienaswietlanej potwierdza obecnos¢ fotoalergii.

Nalezy szczegdlng uwage zwraca¢ na sklad kosmetykow oraz na mozliwos¢ wystepowania
reakcji fotoalergicznych czy fototoksycznych zwigzanych z ekspozycja na promienie UV.
Dlatego dane dotyczace wiasciwosci fototoksycznych substancji nie powinny by¢
marginalizowane na etapie prac badawczych oraz ocenie bezpieczenstwa kosmetykow.



NOWOCZESNE METODY WYKRYWANIA I IDENTYFIKACJI
KORONAWIRUSOW U ZWIERZAT
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Koronawirusy opisano po raz pierwszy w latach 60. XX wieku. Sg to wirusy otoczkowe z
jednoniciowym RNA o symetrii helikalnej i dodatniej polarnosci. Koronawirusy powodujg
przede wszystkim zakazenia gornych drog oddechowych i przewodu pokarmowego ssakow i
ptakéw; znanych jest sze$¢ szczepow koronawirusoOw odpowiedzialnych za zakazenia wérdd
ludzi. Najlepiej poznanym sposréd wystepujacych u ludzi koronawirusow jest odkryty w
2003 r. wirus SARS-CoV, powodujacy ciezki ostry zespot oddechowy (SARS).
Koronawirusy powoduja rowniez szereg chorob u zwierzat gospodarskich i domowych, z
ktérych niektére moga by¢ powazne 1 stanowi¢ zagrozenie dla rolnictwa, w zwiazku z czym
poszukuje si¢ nowych, szybkich sposobéw ich identyfikacji.

Jedng z nowych metod stosowanych w diagnostyce zakazen wirusowych jest multipleksowe
PCR, ktére w przeciwienstwie do stosowanych wczes$niej badan pozwala na jednoczesng
identyfikacje wielu patogenéw w przypadku wirusowego zapalenia gornych drog
oddechowych i przewodu pokarmowego u psow, wywotywanych przez wirusy CRV i CEV.
Koronawirusy mozna tez identyfikowa¢ z wykorzystaniem metod immunochemicznych.
Opracowane potaczenie testow ELISA i Western blot umozliwia szybka i tanig identyfikacje¢
wirusa ptasiego zapalenia oskrzeli (IBV) - powodujacego znaczne strary w przemysle
driobiarskim - na podstawie obecnos$ci przeciwciat przeciwko biatku nukleokapsydowemu 1.
IBV. W pordéwnaniu z testami komercyjnymi, metoda ta wykazata wigksza swoistos¢

i czutos¢.

Istotng grupe stanowia testy, ktorych wykonanie nie wymaga specjalnego przekolenia i
mozna je wykonaé¢ bezposrednio w miejscu hodowli. Przyktadem jest opracowany w 2018
roku test immunochromatograficzny umozliwiajacy identyfikacje wirusa $wisnkiej biegunki
(PEDV), szczegoblnie niebezpiecznego dla nowonarodzonych prosigt. Wykorzystanie w tescie
paskéw fluorescencyjnych 1 nanoczasteczek ztota pozwolito uzyskaé¢ doktadne wyniki
iloSciowe przy niskim szumie tla.

Przedstawione nowe metody identyfikacji koronawiruséw charakteryzujg si¢ duza
doktadnoscia, szybko$cia 1 tatwoscia wykonania, co pozwala na znaczne skrocenie
diagnostyki, a co za tym idzie — wczesniejsze rozpoczgcie terapii.

[1] X. Hao, R. Liu et al., “Multiplex PCR methods for detection of several viruses associated
with canine respiratory and enteric diseases”, PLoS ONE, vol. 14, no. 3, 2019.

[2] P. S. Finger et al., “Combined use of ELISA and Western blot with recombinant N
protein is a powerful tool for the immunodiagnosis of avian infectious bronchitis”, Virology
Journal, vol. 15, no. 189, 2018.

[3] H. Bian et al, “A new immunochromatographic assay for on-site detection of porcine
epidemic diarrhea virus based on monoclonal antibodies prepared by using cell surface
fluorescence immunosorbent assay”, BMC Veterinary Research, vol. 15, no. 32, 2019.

S. U. Trivedi, C. Miao, J. E. Sanchez, H. Caisi, A. Tamin, L. Haynes, N. J. Thornburg,
“Development and evauluation of a multiplexed immunoassay for simultaneous detection of
serum IgG antibodies to six human coronaviruses”, Scientific Reports, vol. 9, no. 1390, 2019



OCENA ZALEZNOSCI MIEDZY STATUSEM REDOKS WE KRWI
PACJENTOW Z PRZEWLEKEA BIALACZKA SZPIKOWA A
WARTOSCIAMI WYBRANYCH WSKAZNIKOW STANU
ZAPALNEGO — BADANIA WSTEPNE
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Wyniki szeregu badan doswiadczalnych i klinicznych potwierdzaja zwigzek pomiedzy
przewleklymi stanami zapalnymi a rozwojem nowotworow. Stany zapalne towarzyszace
chorobom nowotworowym generuja powstawanie duzych ilosci wolnych rodnikéw i
reaktywnych form tlenu, przyczyniajac si¢ do nasilenia stresu oksydacyjnego. Zaburzenie
rownowagi pomiedzy wytwarzaniem reaktywnych form tlenu a wydajnoscig systemow
antyoksydacyjnych powoduje uszkodzenia DNA, zaburzenia szlakow sygnatowych, mutacje
i w efekcie moze prowadzi¢ do transformacji nowotworowe;j.

Celem pracy byta ocena zaleznos$ci miedzy statusem redoks w surowicy krwi pacjentow z
przewlekla biataczka szpikowa, a stezeniem CRP oraz warto§ciami obliczonych wskaznikow
stanu zapalnego: NLR, LMR i PLR.

Material do badan stanowita surowica krwi uzyskana od 35 osob (16 kobiet 1 19 mezczyzn w
wieku 27-86 lat) chorych na przewlekla biataczke szpikowa (CML), pacjentow przychodni
przyklinicznej Katedry i Kliniki Hematologii Nowotworéw Krwi i Transplantacji Szpiku
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu. U wszystkich badanych
osoOb stwierdzono przewlekly faze choroby. Na przeprowadzenie badan uzyskano pozytywna
opini¢ komisji bioetycznej nr KB- 172/2018.

W surowicy krwi pacjentow wykonano oznaczenie metoda TBARS stezenia aldehydu
dimalonowego (MDA) jako koncowego produktu peroksydacji lipidow. W celu oszacowania
calkowitej pojemnos$ci antyoksydacyjnej surowicy przeprowadzono pomiar stopnia redukcji
rodnika DPPH. Oznaczono takze st¢zenie CRP w surowicy. Na podstawie wynikow
morfologii krwi pacjentow obliczono warto$ci wskaznikow stanu zapalnego NLR, LMR oraz
PLR.

Stezenie MDA w surowicy krwi u kobiet wynosito 7,67 nmol/ml a u mezczyzn 6,92 nmol/ml.
Warto$¢ TAC (catkowitej pojemnosci przeciwutleniajacej odbiatczonej surowicy) wynosita u
kobiet 251,55 pmol Trolox/l, a u mezczyzn 244,67 pumol Trolox/l. Wykazano istotng
statystycznie ujemng korelacj¢ pomiedzy stezeniem MDA a wiekiem badanych kobiet.
Stwierdzono wystepowanie istotnych statystycznie korelacji pomiedzy wskaznikami stanu
zapalnego: PLR, NLR, LMR, w tym korelacji ujemnych pomiedzy wskaznikami PLR 1 LMR
oraz NLR i LMR, dodatniej migdzy wskaznikami NLR i PLR. Nie wykazano korelacji
pomiedzy stezeniem MDA, TAC, i CRP a warto$ciami wskaznikow PLR, NLR 1 LMR.



OZNACZANIE EFEDRYNY W PREPARACIE TUSSIPECT METODA
WOLTAMPEROMETRYCZNA NA MIKROELEKTRODZIE Z¥.OTEJ

Olimpia Gladvszl, Przemystaw Skibiﬁskil
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Efedryna czyli (1R,2S)-2-(metyloamino)-1-fenylopropan-1-ol jest alkaloidem pozyskiwanym
z gatunkoéw ziela przesli (Ephedra) o aktywno$ci sympatykomimetycznej i stymulujgcej
o.u.n. Jako lek stosowana jest w celu zwezenia naczyn krwionoSnych w przypadkach
niedoci$nienia podczas znieczulenia, w leczeniu standw spastycznych oskrzeli a stosowana
miejscowo zmniejsza obrzek btony $luzowej nosa. Jest takze skladnikiem preparatow
ztozonych wspomagajacych leczenie przezigbien z towarzyszacym kaszlem. Poza
wskazaniami farmakologicznymi bywa stosowana jako S$rodek poprawiajacy sprawno$é
fizyczng (performance enhancing drug, PED). Swiatowa Organizacja Antydopingowa
sklasyfikowata efedryn¢ jako niedozwolony podczas zawodow stymulant [1]. Problemem
sportowcow jest mozliwo$¢ nieswiadomego przyjmowanie efedryny w preparatach
tradycyjnej medycyny chinskiej czy suplementach diety, ktorych producenci nie wykazuja
pelnego sktadu. Metody woltamperometryczne sa konkurencyjne dla metod obecnie
stosowanych do oznaczania efedryny m.in. chromatograficznych, ze wzgledu na krotszy czas
pomiaru i stosunkowo proste przygotowanie probek. Ponadto zastosowanie zamiast elektrody
0 konwencjonalnych rozmiarach, mikroelektrody dyskowej ztotej o $rednicy 25um stwarza
nowe mozliwosci analityczne, ze wzgledu na niskie warto$ci ptynacych pradow (rzgdu nA)
[2]. Przeprowadzono oznaczanie efedryny w roztworach uzyskanych z preparatu Tussipect
15mg (tabletki drazowane, Herbapol Poznan S.A.). Pomimo zlozonego sktadu (wyciag z
korzenia lukrecji, saponiny 1 liczne substancje pomocnicze rdzenia i1 otoczki) wielkoSci
zarejestrowanych pradow zwigzanych z utlenianiem efedryny, w ustalonych warunkach
eksperymentalnych, sa wprost proporcjonalnie do jej stezenia. Wyznaczono krzywa
kalibracji, granice oznaczalnosci 1 detekcji. W pomiarach wykorzystana zostatla metoda
woltamperometrii fali prostokatnej (SWV) [3].

[1] www.wada-ama.org/en/content/what-is-prohibited/prohibited-in-competition/stimulants
(dostep 25.03.2019)

[2] M. Koudelka-Hep, P.D. Van der Wal, .Microelectrode sensors for biomedical

and environmental applications. Electrochim. Acta 45 (15-160) (2000) 2437-2441.

[3] V. Mirceski, R. Gulaboski, M. Lovric, I. Bogeski, R. Kappl, M. Hoth, Square-wave
voltammetry: a review on the recent progress. Electroanal. 25(11) (2013) 2411-2422.
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IZOGRANDIFOLIOL — NOR-DITERPENOID IZOLOWANY Z
GATUNKU PEROVSKIA ATRIPLICIFOLIA BENTH. O AKTYWNOSCI
HAMUJACEJ BUTYRYLOCHOLINOESTERAZE
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Patogeneza choroby Alzheimera (AD) ze wzglgdu na swoja wieloczynnikows etiologi¢ nadal
nie zostala w pelni poznana. Hipoteza cholinergiczna jest jedng z najbardziej akceptowalnych
sposobow jej wyjasnienia. Braki acetylocholiny (ACh) spowodowane sg hydroliza tego
neuroprzekaznika przez acetylocholinoesteraze (AChE). Rywastygmina, takrina, donepezil |
galantamina sg jak dotad najpopularniejszymi lekami stosowanymi w terapii tej choroby.
Innym enzymem z rodziny cholinoesteraz, roOwniez zwigzanym z przebiegiem AD jest
butyrylocholinoesteraza (BChE), ktorej aktywno$¢ enzymatyczna gwaltownie wzrasta W
koncowym stadium choroby. Zostato dowiedzione, Ze inhibitory BChE moga dziataé

W podobny sposob jak inhibitory AChE i spowalniaja postepowanie zaburzen poznawczych
pacjentow. Selektywnymi inhibitorami BChE sg zwiazki roslinne opisane jako diterpeny.
Jednym z nich jest izograndifoliol, ktory jak to zostato juz wstepnie potwierdzone in vitro*
jest nie tylko silnym inhibitorem BChE (ICso 0.89 uM) ale rowniez inhibitorem AChE (ICso
103.7 ug/mL -1). Taka podwdjna inhibicja moze potencjalnie by¢ bardziej efektywna w
leczeniu AD. Celem naszych badan bylo wyizolowanie znacznej ilosci izograndifoliolu z
korzeni Perovskia atriplicifolia, potrzebnej do testow in vivo.

Wysuszone korzenie P.atriplicifolia ekstrahowano czystym metanolem (MeOH). Ekstrakt
odtluszczono n-hexanem (n-Hex) i wstgpnie oczyszczono na ztozu Rp-18 (COSMOSIL 140
C18-OPN). Nastepnie ekstrakt rozdzielano (chromatografia kolumnowa grawitacyjna) na
ztozu Silica Gel 60 (0.04-0.063 mm, 230-400 mesh) izokratycznie mieszaning octanu etylu
(EtOAc) i1 n-hexanu (n-Hex) w stosunku 1:1. Otrzymane frakcje o0znaczono
chromatograficznie (HPLC, Agilent 1260 Infinity Il, z detektorem DAD) z wykorzystaniem
kolumny RP-18 (Phenomenex, Kinetex 2.6 um, 150 x 3, 100A). Frakcje z zawartoscia
izograndifoliolu poddano oczyszczeniu na kolumnie szklanej na ztozu Rp-18 (Kieselgel 60,
0.035-0.07, 400-220 mesh). Tozsamo$¢ otrzymanego izograndifoliolu potwierdzono przy

pomocy spektroskopu NMR (Bruker Avance 1™ 500 MHz, Bruker, BioSpin, Rheinstetten,

Niemcy) oraz spektrometru mas (HR/Q-TOF/MS, Compact, Bruker Daltonik GmbH,
Bremen, Niemcy).



BIOPOLIMERY W MEDYCYNIE - METODY MONITOROWANIA
ON-LINE REAKCJI POLIMERYZACJI
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Biodegradowalne polimery ze wzgledu na biotolerancje, aspekty mechaniczne i
technologiczne wykorzystuje si¢ w medycynie m.in. w inzynierii tkankowej, chirurgii
kostnej. Integrujg si¢ z tkankami ustroju, a po spetnieniu swej funkcji sg usuwane z
organizmu. Stanowig przedmiot wielu prac badawczych obejmujacych projektowanie
nowych zwigzkow, ich charakterystyke, rozwdj metod analitycznych zapewniajacych wysoka
jakos$¢ 1 optymalizacj¢ procesu wytwarzania.

Celem monitorowania procesow polimeryzacji jest kontrolowanie i uzyskiwanie danych o
procesie w dowolnym czasie i na kazdym etapie. Umozliwia optymalizacje kosztow prac
badawczych poprzez: skrocenie czasochtonnych pomiarow, szybkie wykrywanie btedow
procesowych, 0szczedna gospodarke materiatami. Sledzenie w czasie rzeczywistym reakcji
polimeryzacji polega na analizie kinetyki procesu i mechanizmu reakcji, a takze analizie
jakosciowej i ilosciowej uzyskanego polimeru. Charakterystyka technik monitorowania on-
line reakcji polimeryzacji obejmuje ocen¢ przydatnosci zastosowania w skali laboratoryjnej
jak i przemystowe;.

Przeglad publikacji technik monitorowania reakcji polimeryzacji on-line dotyczyt metod:
spektroskopii w bliskiej podczerwieni (NIR), skaningowej kalorymetrii r6znicowej (DSC),
densytometrii, konduktometrii, ACOMP (ang. Automatic Continuous Online Monitoring of
Polymerization Reactions) oraz FPT (ang. Fluorescence Probe Technology).

Technika spektroskopii w bliskiej podczerwieni jest uniwersalng metodg monitorowania
procesu polimeryzacji ze wzgledu na niski koszt analizy oraz na mozliwo$¢ zastosowania jej
w uktadach polimeryzujacych réznego typu np. emulsji czy zawiesiny.



BADANIE WEASCIWOSCI KOORDYNACYJNYCH FRAGMENTU
BIALKA MUCYNY 2 WZGLEDEM JONOW ZN(l1)
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W kontekscie rosngcej opornosci na antybiotyki zasadnym jest poszukiwanie zwigzkow 0
wlasciwo$ciach przeciwdrobnoustrojowych badz zwiazkow wspomagajacych dziatanie
obecnie stosowanych terapeutykoéw. Jednym z typow tego rodzaju zwiazkéw sg peptydy
przeciwdrobnoustrojowe (AMP) produkowane przez organizmy zywe w ramach odporno$ci
wrodzonej. Wiele z nich zaangazowanych jest w neutralizacj¢ endotoksyn patogenoéw oraz
wykazuje wlasciwosci immunomodulacyjne.

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe moga by¢ kodowane w organizmie przez niezalezne geny.
Wiele z nich syntetyzowanych jest w postaci czasteczek prekursorowych badz powstaja w
wyniku proteolizy innych biatek. Efektywne substancje przeciwdrobnoustrojowe pochodza
migdzy innymi z fragmentacji niskoczasteczkowych biatek slinowych histatyny czy mucyny.
Na skutek proteolitycznych cig¢ powstaja fragmenty peptydowe wykazujace wlasciwosci
przeciwgrzybicze i przeciwbakteryjne. Wzrost wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych tych
zwigzkow indukowany moze by¢ takze wigzaniem jonow metali, np. Cu(Il) i Zn(ll),
najprawdopodobniej na skutek zmian strukturalnych umozliwiajacych oddzialywanie z
btonami patogenu badz na skutek wnikania zwigzku w komorki drobnoustrojow. Stosujac
metody potencjometrii oraz spektrometrii mas zbadano wilasciwosci koordynacyjne
fragmentu  biatka mucyny2 (KSHFELPHYGLLAHQ) oraz jego  analogow
(KSAFELPHYGLLAHQ i1 KSHFELPAYGLLAHQ) wzgledem jonéw Zn(II). Okreslono
stechiometri¢ tworzonych zwigzkow kompleksowych oraz wplyw sity jonowej roztworu na
tworzenie nierozpuszczalnych zwigzkow ligand/jon metalu.

Badania przeprowadzone zostaty dzigki finansowaniu otrzymanemu z Fundacji "Farmacja
Dolnoslaska"



METODY ANALITYCZNE W IDENTYFIKACJI ZWIAZKOW
SYNTETYCZNYCH NA PRZYKLADZIE OTRZYMANEGO KWASU 5-
{2-[(3-METOKSYFENYLO)METYLIDENO]JHYDRAZYN-1-YLO}-3-
METYLOIZOTIAZOLO-4-KARBOKSYLOWEGO
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Synteza organiczna jest zrodlem nowych zwigzkéw chemicznych o potencjalnej aktywnos$ci
biologicznej. Dzigki zastosowaniu odpowiednich metod analitycznych jest mozliwa
weryfikacja uzyskanych produktow.

W trakcie opracowywania i przeprowadzania syntezy biblioteki pochodnych izotiazolowych
korzystano z chromatografii cienkowarstwowej przy pomocy, ktérej kontrolowano przebieg
reakcji uprzednio dobierajac odpowiedni uktad chromatograficzny na ptytkach Macherey-
Nagel Pre-coated TLC ALUGRAM SIL G/UV. Produkty wizualizowano przy uzyciu lampy
UV Fisher Bioblock Scientific 254 nm. Doswiadczalnie wyznaczono optymalny uktad
chromatograficzny, ktérym byla mieszanina rozpuszczalnikow chloroform:metanol w
stosunku 9:1.

Struktury uzyskanych pochodnych zidentyfikowano za pomocg metod analitycznych takich
jak spektrometria mas (MS), spektroskopia w podczerwieni (IR) oraz spektroskopia
protonowego rezonansu magnetycznego (1H NMR). Przedstawiono widma MS, IR oraz Iy

NMR wraz z analizag dla najaktywniejszego zwiazku z serii tj. kwasu 5-{2-[(3-
metoksyfenylo)metylideno]hydrazyn-1-ylo}-3-metyloizotiazolo-4-karboksylowego.

Potwierdzenie masy czasteczkowej badanego zwigzku wykonano za pomoca spektrometrii
mas przy uzyciu aparatu Bruker Daltonik ESI-Q-TOF. Analiz¢ oraz symulacje wzoru
sumarycznego przeprowadzono za pomocg programu DataAnalysis 4.2. Widmo H NMR
zarejestrowano przy uzyciu spektrofotometru ARX Bruker 300 MHz w DMSO-ds, a widmo
IR przy zastosowaniu spektrofotometru w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FT-IR) i
przystawka ATR produkcji Thermo Scientific USA model Nicolet iS50. Wysokoci$nieniowa
przystawka ATR umozliwita szybki pomiar probki w postaci state;j.

Na podstawie uzytych metod potwierdzono mase czasteczkowsa, a takze okreslono grupy
funkcyjne 1 szkielety czasteczek zawierajacych atomy wodoru badanych zwiazkoéw.



OCENA BEZPIECZENSTWA STOSOWANIA NIESTEROIDOWYCH
LEKOW PRZECIWZAPALNYCH U KOBIET W CIAZY
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Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) nalezg do najlepiej sprzedajacej si¢ grupy lekow
dostgpnych bez recepty (OTC). Sa powszechnie przepisywane kobietom cigzarnym w
schorzeniach przebiegajacych z podwyzszong cieptotg ciata, w stanach zapalnych i bolu.
Rowniez samoleczenie wzmacniane przez dziatania marketingowe i reklamg jest czgsto
praktykowane przez kobiety cigzarne, co powoduje, ze doktadna konsumpcja lekow w
okresie prenatalnym i cigzy pozostaje nieznana. Czynnikami potencjalnie

przyczyniajacymi si¢ do tego trendu sg schorzenia zwigzane ze wzrostem wieku matki oraz
rosngce stosowanie lekow w populacji. Dane te potwierdzaja badania statystyczne,
dowodzac, ze od 15-50 % kobiet przyjmujacych leki z grupy NLPZ nie jest swiadoma faktu,
ze jest w ciagzy. Do najczesciej stosowanych w pierwszym trymestrze cigzy, lekow z grupy
NLPZ naleza: ibuprofen, naproksen i aspiryna. Wg autoréow ryzyko poronienia u kobiet
stosujagcych NLPZ jest dwukrotnic wigksze w poréwnaniu do grupy nie przyjmujacej
ocenianych lekow. Kilkakrotne zwigkszenie ryzyka poronienia oraz wystgpienia wad
rozwojowych u dziecka nastepuje, gdy leki te sa stosowane dtuzej niz tydzien oraz w okresie
do 7 dni od zajécia w cigzg¢. Podawane cigzarnym leki z grupy NLPZ moga przenikac przez
tozysko, dociera¢ do cyrkulacji plodu powodujac niepozadane dziatania embrionalno-
plodowe oraz noworodkowe co skutkuje nadcisnieniem ptucnym i zaburzeniami czynnosci
nerek u dziecka. Roéwniez leki te nie powinny by¢ stosowane w Il trymestrze ciazy ze
wzgledu na ich dziatanie tokolityczne, wydtuzajace czas trwania cigzy i porodu.

Lekarze i farmaceuci powinni rozwazy¢ korzysci i potencjalne ryzyko wystepowania
niepozadanych dzialan, zwigzanych ze stosowaniem NLPZ zaréwno u matki jak 1 u ptodu.
Konieczna jest edukacja pacjentow oraz informowanie o tym, ze leki przeciwbolowe i
przeciwgoraczkowe powinny by¢ stosowane u kobiet w cigzy tylko w przypadku
bezwzglednej koniecznosci i przez mozliwie najkrotszy czas.



PROJEKTOWANIE CENTOW METALICZNYCH UKEADOW
BIOLOGICZNYCH - NA PRZYKLADZIE ODZIALYWANIA
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Enzymy stanowig bardzo liczng grupg biomolekut o duzej masie czasteczkowej. Na ogoét sg
to bialka, ktorych glownym zadaniem jest katalizowanie reakcji biochemicznych.
Bezposrednio w reakcjach enzymatycznych zaangazowany jest zwykle niewielki jego
fragment zwany centrum aktywnym. Dziatanie wielu enzymow odbywa si¢ za pomoca
dwuwarto$ciowych jonow metali, ktore znajduja si¢ w ich centrach. Wigzanie jonéw metali
przejsciowych, taki jak Cu, Zn, Fe, Co , Ni, Mn, w ukladach biologicznych odbywa si¢
przede wszystkim przy udziale atomow z tancuchow bocznych aminokwaséw. Projektowanie
,malych peptydéw”, ktore sa zdolne do wigzania jondw gtéwnie poprzez tancuchy boczne
aminokwasow jest trudnym zadaniem ze wzgledu na udzial amidowych atoméw azotu w
procesie koordynacyjnym, ktore moga rowniez silnie oddziatywaé z jonem metalu. Jednak
konstrukcja takich peptydoéw jest wazna dla uzyskania biomimetycznych uktadow. Majac to
na uwadze, od lat poszukuje si¢ zwigzkow, ktore bytby w stanie realizowac¢ to trudne zadanie.

Badania oddzialywania jonéw metali z peptydami opierajg si¢ na wykorzystaniu szeregu
metod fizykochemicznych takich jak: spektroskopia (UV-Vis, NMR, CD), spektrometria
mas, metody elektrochemiczne (potencjometria, woltamperometria). Jednoczesne
zastosowanie  kilku réznych ~metod analitycznych pozwala na  doktadniejsze
scharakteryzowanie powstajacych form kompleksowych w obrgbie badanego uktadu.
Natomiast opisanie jego wlasciwosci fizykochemicznych jest czgsto preludium do dalszych
badan biologicznych i aktywno$ci enzymatycznej.

Niniejsza praca przedstawia przeglad dotychczasowych doniesien naukowych dotyczacych
projektowania niskoczgsteczkowych zwigzkow koordynacyjnych, ktore moglyby nasladowac
dziataniem niektore enzymy, przede wszystkim dysmutazy ponadtlenkowe. Przedmiotem
licznych wezesniejszych badan byly peptydy liniowe jako ligandy wzgledem jonéw Cu(ll),
w ktorych sekwencji znajdowata si¢ jedna lub klika reszt histydylowych. Interesujacym
nowatorskim podej$ciem jest wykorzystanie do tego celu cyklopeptydow, miedzy innymi ze
wzgledu na ich znacznie wigkszg odpornos¢ proteolityczng. Jak si¢ okazato, ich specyficzna
struktura wymusza tworzenie si¢ bardziej stabilnych termodynamicznie form
kompleksowych, w ktorych to atomy lancuchow bocznych aminokwasdéw zaangazowane sa
W koordynacj¢ jonow metalu.



ZASTOSOWANIE METOD SPEKTROSKOPOWYCH |
MODELOWANIA MOLEKULARNEGO DO BADAN ODZIALYWAN
NOWYCH POCHODNYCH PIRIDYNO-1,3(2H) DIONOW Z
ALBUMINA
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Pochodne 1H-pirolo[3,4-c]pirydyno-1,3(2H)-dionu sg waznymi zwigzkami o stwierdzonym
dzialaniu analgetycznym. Z biofarmaceutycznego punktu widzenia jedng z najwazniejszych
funkcji biologicznych albumin jest ich zdolno$¢ do przenoszenia lekéw. Oddziatywanie lek-
albumina moze doprowadzi¢ do tworzenia kompleksu. Farmakologiczne dziatanie leku
polega m.in. na wzajemnym oddziatywaniu wlasciwej czasteczki zwigzku i receptora.
Czasteczka leku zwigzanego z biatkiem jest farmakologicznie nieaktywna. Kompleks lek-
biatko jest zbyt duzy, aby przej$¢ przez btony biologiczne i dotrze¢ do receptora znajdujacego
si¢ w tkankach. Wigkszos¢ lekow wigze si¢ z biatkiem odwracalnie przy udziale wigzan
wodorowych, oddziatywan hydrofobowych lub sit van der Waalsa, tworzac kompleks z
ktorego stopniowo uwalniajg si¢ czasteczki leku. Wazne jest wiec okreslenie charakteru
odziatywan lek-albumina.

W toku niniejszych pracy otrzymano dwie pochodne 1H-pirolo[3,4-c]pirydyno-1,3(2H)-
dionu. Stosujac metody spektroskopii fluorescencyjnej i spektroskopie dichroizmu kotowego
zbadano interakcje analogéw z albuming. Stwierdzono tworzenie si¢ komplekséw i
Wyznaczono state wigzania. Stosujac markery ibuprofen i fenylobutazon, okreslono miejsca
wigzania. Stwierdzono, ze preferowane miejsca wigzace znajdujg si¢ w subdomenach 1A i
IIA  Metodami obliczeniowymi przeprowadzono dokowanie molekularne badanych
zwigzkow do albuminy. Wyznaczono preferowane miejsca powstawania kompleksu,
charakter oddzialywania 1 energi¢ wigzania. Obliczenia wykazala dominujaca role
odziatywan van der Waals i wigzan wodorowych w stabilizacji utworzonych kompleksow.



MIKROEKSTRAKCJA DO FAZY STACJONARNEJ- PRZYJAZNA
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Analiza toksykologiczno-sadowa to obszar analizy zajmujacy si¢ przede wszystkim
identyfikacjg i oznaczaniem $ladowych ilosci lekdéw, substancji psychoaktywnych i innych
ksenobiotykow oraz ich metabolitow w materiale biologicznym. Przygotowanie probki do
badania, stanowigce etap poprzedzajacy oznaczenie iloSciowe, ma kluczowe znaczenie dla
uzyskania miarodajnych wynikéw analitycznych, stad tez niezwykle wazny jest dobor
odpowiedniej metody. Dominujacymi metodami przygotowania probki do badan i
wyodrebnienia badanego zwigzku chemicznego z materiatu biologicznego sa techniki
ekstrakcyjne. Tradycyjnymi, starszymi metodami ekstrakcji jest ekstrakcja w uktadzie ciecz-
ciecz (LLE, liquid — liquid extraction) i ekstrakcja do fazy stalej (SPE, solid phase
extraction). Metody te sa wspotczeSnie stosowane, a ich wada jest pomijanie aspektow
ekologicznych, wymagaja one bowiem - zwlaszcza LLE - uzycia czystych, toksycznych
rozpuszczalnikow organicznych.

W dobie rozwoju zielonej chemii analitycznej (GAC, green analytical chemistry) na
popularno$ci zyskuja metody przygotowania probki do analizy bez uzycia rozpuszczalnikow,
sposrod ktorych najbardziej znang jest technika mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej (SPME,
solid phase microextraction), bedaca odmiang SPE w skali mikro. Oprocz wyeliminowania
uzycia toksycznych rozpuszczalnikow organicznych, SPME odznacza si¢ wysoka czulo$cia,
uniwersalnos$cig, wydajnoscig, optacalnoScig, miniaturyzacjg procesu ekstrakcji oraz
mozliwo$cig pobierania probek in-situ i in-vivo. Dzigki wysokiej czulosci tej metody
mozliwe jest wykrywanie substancji przy niewielkich stezeniach i oznaczanie materiatu
biologicznego takiego jak $lina, pot czy wtosy.

Technika SPME stanowi eko-przyjazng metodg, ktora oprocz uniwersalnego zastosowania
(m.in. w analizie toksykologicznej) i minimalizacji iloSci btedow na etapie przygotowania
probki, pozwala na ograniczenie negatywnego wptywu tego etapu na srodowisko i zdrowie
badaczy.
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Metody woltamperometryczne nalezg do podstawowych narzgdzi w analizie farmaceutycznej
1 biomedycznej. Charakteryzuja si¢ one wysoka czutoscig, doktadno$cig oraz precyzja
mozliwg do uzyskania przy uzyciu stosunkowo niedrogiej aparatury. Do innych zalet tej
grupy metod elektroanalitycznych zaliczy¢ mozna niski poziom detekcji, szeroki zakres
liniowosci wskazan, mozliwo$¢ stosowania w analizie specjalizacjyjnej mozliwosc¢
zastosowania w analizie bezposredniej (bez uprzedniej ekstrakcji i oczyszczania materiatu)
oraz redukcja uzycia 1 generacji niebezpiecznych substancji w trakcie analizy. Dzigki tym
zaletom, metody elektroanalityczne znalazly swoje zastosowanie zaréwno w badaniach
podstawowych jak i w 0znaczaniu substancji aktywnych w materiale biologicznym [1].

W metodach woltamperometrycznych rejestruje sie zaleznosci pradowo-napieciowe.
Zastosowanie w analizie elektrod modyfikowanych chemicznie pozwala na uzyskanie lepszej
precyzji i selektywno$ci oznaczeh a co za tym idzie mozliwoscig wykorzystania tych
elektrod jako czujnikéw selektywnych wzgledem poszczegdlnych indywiduéw chemicznych
badz specyficznych grup funkcyjnych.

Kwasy fenamowe sg grupa Niesteroidowych Lekéw Przeciwzapalnych, pochodnych kwasu
antranilinowego. Uzywane sa w leczeniu bolu, goraczki, stanow zapalnych, zaburzen
miesigczkowania, ostrej dny moczanowe] oraz migreny. Ich dziatanie polega na inhibicji
cykolooksygenazy COX-1 i COX-2. Ze wzgledu na niepozadane dzialania uboczne,
farmakologiczne zastosowanie znalazty tylko cztery zwiazki z tej grupy: kwas mefenamowy,
kwas tolfenamowy, kwas meklofenamowy oraz kwas flufenamowy [2].

W prezentacji przedstawiono wyniki oznaczania kwasu flufenamowego z wykorzystaniem
elektrod na bazie wegla szklistego modyfikowanego chemicznie filmem polimerowym (poli-
N-acetyloanilina - PNAANI). Zaprezentowano metode otrzymywania elektrody
modyfikowanej chemicznie, badanie elektrochemicznego procesu utlenienia kwasu
flufenamowego, wpltywu pH oraz szybko$ci zmiany potencjalu na odpowiedz
elektrochemiczng uktadu oraz zastosowanie metody w analizie ilosciowej kwasu
flufenamowego w $srodowisku wodnym (krzywa kalibracyjna, zakres liniowosci oraz limit
detekciji).

[1] S.A. Ozkan, B. Uslu, Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 130 (2016)
126-140.

[2] Graham, G. G. (2016) Fenamates, in Compendium of Inflammatory Diseases (Parnham,
M. J., Ed.), pp 477— 482, Springer Basel, Basel
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Somatostatyna (SST) to hormon peptydowy produkowany przez komoérki neuronalne,
neuroendokrynne, komorki uktadu odpornosciowego i komorki nowotworowe. Reguluje ona
wiele funkcji fizjologicznych, poprzez specyficzne komorki receptorow btonowych. 5
réznych receptorow somatostatynowych zostato zidentyfikowanych i1 sklasyfikowanych
odpowiednio jako SSTR1-SSTR5. Natywna SST ma krotki okres pottrwania (okoto 3 minut),
co uniemozliwia jej zastosowanie w medycynie. Dlatego tez zsyntezowano jej analogi, ktore
charakteryzuja si¢ wysokim powinowactwem do receptorow somatostatynowych 1 wykazuja
dziatanie zblizone do natywnego peptydu. W ramach opisywanych badan analizowano nowa
bicykliczng pochodng SST, w ktorej w obrebie jednego tancucha peptydowego znajduje si¢
charakterystyczny dla somatostatyny cykliczny fragment —-CFWKTC-, odpowiedzialny za
interakcje z receptorami, oraz fragment z dwiema resztami His zdolny do skoordynowania
jonu metalu (Rys. 1). Dzigki tak skonstruowanej czasteczce nie ma potrzeby wprowadzania
organicznego chelatora i tacznika, jak to ma miejsce w przypadku uzywanych lekow, a jon
miedzi(I) taczy si¢ bezposrednio z czgsteczka peptydu. Jest to nowatorskie podejécie do
projektowania analogéw SST. Zastosowanie metod spektroskopowych i miareczkowania
potencjometrycznego pozwolito ustali¢ sposob koordynacji jonu metalu przez analizowany
peptyd bicykliczny i zidentyfikowaé¢ atomy donorowe w powstajagcych formach

kompleksowych.

Q.
shad Q Q

S

Rys. 1. Bicykliczny analog SST o sekwencji ¢(c(CFWKTC)PHKKHP).
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Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu, Projekt nr STM.D080.18.007.
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Jednym z kluczowych probleméw zdrowia publicznego i wspodtczesnej medycyny jest
ekspansja opornych na antybiotyki szczepow bakterii chorobotwodrczych. Tempo narastania
lekoopornosci w ostatnich latach jest przerazajgce, co stawia wiele strategicznych pytan
charakterze klinicznym, epidemiologicznym, spoteczno-ekonomicznym i politycznym [1].

Bezpieczenstwo pacjenta jest zagrozone ze wzgledu na czesto nieskuteczng terapig i
dodatkowe dziatania niepozadane antybiotykow oraz zwigkszong $miertelnos¢

spowodowang zakazeniami. Co wigcej, brak jest antybiotykow w II 1 III fazie badan
klinicznych, ktore moglyby by¢ skuteczne w leczeniu tych zakazen. W odpowiedzi na te
negatywne zjawiska pojawit si¢ pomysl, aby wspiera¢ takze badania dotyczace znanych
juz antybiotykéw w Kierunku ich modyfikacji, ulepszania oraz nowych zastosowan [2,3].

W ramach projektu prowadzono badania z wykorzystaniem polimyksyny B, jako struktury
wiodacej. Bioragc pod uwage dwuetapowy mechanizm dziatania tego antybiotyku, zostaty
zaprojektowane dwa analogi (S10, S11). Dzigki zastosowaniu szerokiego spektrum metod
badawczych [miareczkowanie potencjometryczne, UV-Vis, ESI-MS, CD- dla Cu(ll), EPR-
dla Cu(ll)] okreslono sposob i site wigzania polimyksyny B oraz dwoch analogow z jonami
Cu(ll) i Zn(11). Dla badanych komplekséw oznaczono takze MBC.

Wyniki wskazuja, iz badane zwiazki skutecznie wigza jony Cu(Il) 1 Zn(Il), tworzac
monomeryczne kompleksy. Analiza wlasciwos$ci p/drobnoustrojowych z uzyciem szczepow
wzorcowych P. aeruginosa (PAW), E. coli (CEW) i K. pneumoniae (KPW) wykazata
zadowalajace wartosci MBC dla potaczenia polimyksyny B z jonami Zn(ll) przeciwko
wszystkim badanym szczepom. Pochodna S11 oraz jej kompleksy z jonami Cu(ll) i Zn(ll)
wykazaty rowniez dziatanie przeciwko CEW. Zwiazki S10 i S11 byly nieaktywne w kierunku
KPW oraz PAW. Zwiazek S10 wykazat jedynie ograniczone dziatanie przeciwko PAW.

Badania cytotoksycznosci dla uktadow wykazujacych aktywno$¢ p/drobnoustrojows
wykonano na liniach L929 oraz RPTEC w zakresie stezen charakterystycznych dla
polimyksyny B stosowanej w lekach ocznych oraz roztworze do iniekcji. Wyniki wykazaty
r6zng wartos¢ cytotoksycznosci dla badanych uktadow.

Podzigkowania: Badania zostaly przeprowadzone i1 sfinansowane w ramach projektu dla
Mtodych Naukowcow ,,Wplyw wigzania jonow metali na chemiczne 1 biologiczne
wlasciwosci polimyksyny B jej nowych pochodnych; potencjalna nowa strategia odwracania
lekoopornosci”STM.D250.16.040

[1] PaitanY., Ron E.Z., Antimicrobials, Springer, ISBN 978-3-642-39967, (2014), 29

[2] http://ecdc.europa.eu; Antimicrobial resistance surveillance in Europe 2014, Publisher
17.Nov.2015

[3] WHO Library Cataloguing-in-Publication Data, ISBN 978 92 4 156494 6
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Najczesciej wystepujacym w  populacji  potnocnoeuropejskiej rodzajem wrodzonej
niedokrwistosci hemolitycznej jest sferocytoza wrodzona (hereditary spherocytosis, HS). Jej
rozpowszechnienie okresla si¢ na 1:2000 urodzen. Erytrocyty chorych charakteryzujg sie
zmienionym ksztaltem, przyjmuja forme sferocytow, wykazuja obnizone zdolnos$ci
reologiczne 1 skrécony czas przezycia. Zmiany te wynikaja z zaburzen budowy i kompozycji
biatkowej btony komorkowej oraz cytoszkieletu krwinek czerwonych. Pierwotny defekt
biatkowy najczesciej dotyczy jednego lub kilku z nastepujacych biatek: spektryna o i1 B,
ankiryna, biatko pasma 3 (AE1), a takze biatko 4.2.

Diagnostyka tej choroby obejmuje badanie z wykorzystaniem cytometru przeptywowego
oraz barwnika fluorescencyjnego (tzw. test EMA) oraz ocen¢ opornosci osmotyczne;j.
Niestety przy pomocy tych metod diagnostyka HS o nietypowym obrazie nie daje
jednoznacznych wynikow.

W przypadku podejrzenia HS o nietypowym obrazie lub cigzkim przebiegu klinicznym
wykonuje si¢ potilosciowa analizg¢ sktadu biatkowego btony erytrocytow, ktora pozwala na
jako$ciowa 1 ilosciowg ocene niedobordéw biatek w btonie. Na elektroforogramie widoczne sg
zmniejszone ilosci biatka, w stosunku do ktorego wystgpita mutacja oraz biatek od niego
zaleznych.

Przygotowanie materiatu do analizy obejmuje izolacje biatek btonowych erytrocytow
pacjenta oraz ich rozdziat za pomocg elektroforezy w zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE).
Po zakonczeniu procesu rozdzielania elektroforetycznego, zel poddaje si¢ wybarwieniu
barwnikiem Coomassie Brilliant Blue . Ilo§ciowa ocena obejmuje analize densytometryczng
uzyskanego obrazu. Okreslenie stopnia deficytu/-ow bialek obejmuje poréwnanie wartoSci
liczbowych dla biatek: spektryny o i B, ankiryny, biatka pasma 3 (AE1), oraz biatka 4.2. w
btonach erytrocytéw pacjenta z probka osoby zdrowe;.

Ustalenie zakresu referencyjnego dla ilosci bialek w btonach erytrocytow u osob zdrowych
pozwoli na wlasciwg interpretacje uzyskanych wynikow. Obecnie gromadzone sg wyniki
oznaczen w celu okreslenia zakresu referencyjnego dla populacji polskiej.
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Analiza toksykologiczno-sgdowa to obszar analizy zajmujacy si¢ przede wszystkim
identyfikacja i oznaczaniem $ladowych ilosci lekow, substancji psychoaktywnych i innych
ksenobiotykow oraz ich metabolitow w materiale biologicznym. Przygotowanie prébki do
badania, stanowigce etap poprzedzajacy oznaczenie ilosciowe, ma kluczowe znaczenie dla
uzyskania miarodajnych wynikéw analitycznych, stad tez niezwykle wazny jest dobor
odpowiedniej metody. Dominujgcymi metodami przygotowania probki do badan i
wyodrebnienia badanego zwigzku chemicznego z materialu biologicznego sa techniki
ekstrakcyjne. Tradycyjnymi, starszymi metodami ekstrakcji jest ekstrakcja w uktadzie ciecz-
ciecz (LLE, liquid — liquid extraction) i ekstrakcja do fazy statej (SPE, solid phase
extraction). Metody te sg wspolczesnie stosowane, a ich wadg jest pomijanie aspektow
ekologicznych, wymagaja one bowiem - zwlaszcza LLE - uzycia czystych, toksycznych
rozpuszczalnikow organicznych.

W dobie rozwoju zielonej chemii analitycznej (GAC, green analytical chemistry) na
popularnoéci zyskujg metody przygotowania probki do analizy bez uzycia rozpuszczalnikow,
sposrdd ktorych najbardziej znang jest technika mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej (SPME,
solid phase microextraction), bedaca odmiang SPE w skali mikro. Oprocz wyeliminowania
uzycia toksycznych rozpuszczalnikow organicznych, SPME odznacza si¢ wysoka czutoscia,
uniwersalnoscia, wydajnoscia, optacalno$cia, miniaturyzacja procesu ekstrakcji oraz
mozliwoscig pobierania probek in-situ i in-vivo. Dzigki wysokiej czulosci tej metody
mozliwe jest wykrywanie substancji przy niewielkich st¢zeniach i oznaczanie materialu
biologicznego takiego jak slina, pot czy wlosy.

Technika SPME stanowi eko-przyjazna metode, ktora oprocz uniwersalnego zastosowania
(m.in. w analizie toksykologicznej) i minimalizacji ilo$ci btedow na etapie przygotowania
probki, pozwala na ograniczenie negatywnego wplywu tego etapu na srodowisko i zdrowie
badaczy.
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Substancje roslinne s3 szeroko stosowang grupa produktow leczniczych. Wtasciwosci
farmakologiczne preparatu ro$linnego zaleza od obecnych w nim sktadnikow
fitochemicznych. W poréwnaniu do lekow syntetycznych, preparaty roslinne ze wzgledu na
bardzo ztozony sktad chemiczny sprawiajg trudnosci w uzyskaniu jednolitych produktéw 0
powtarzalnej zawartosci substancji aktywnych. Tak zroznicowany sktad chemiczny moze by¢
spowodowany m.in. czasem i miejscem zbioru, procesem suszenia lub pochodzeniem rosliny.
Wymagania jako$ciowe wobec stosowanych preparatow roslinnych stale rosng, w zwigzku z
tym, zmianie powinny ulega¢ takze zalecane metody badania ich jakos$ci. Nowe metody
analityczne sa bardziej precyzyjne, ale wigza si¢ zazwyczaj z wigkszymi kosztami
wykorzystanej do tego celu aparatury. Przyktadem moze by¢ ziele dziurawca zwyczajnego —
Hyperici herba, ktory wchodzi w sktad licznych preparatdéw o dziataniu antydepresyjnym,
spazmolitycznym czy zotciopednym i zotciotworczym. Farmakopea Polska XI przewiduje
badanie  tozsamosci ziela dziurawca ~metoda  wysokosprawnej  chromatografii
cienkowarstwowej oraz badanie spektrofotometryczne zawarto$ci hiperycyny [1]. W
prezentacji zostang scharakteryzowane nowsze metody analityczne m.in. takie jak HPLC-
DAD, UPLC-DAD czy LC-MS nie uj¢te w standardowych badaniach ziela dziurawca,
pozwalajace jednak na bardziej wnikliwg analiz¢ zwigzkdéw naturalnych odpowiedzialnych za
szerokie spektrum dziatania farmakologicznego tej substancji roslinnej [2,3,4].

Bibliografia:

1. Hyperici herba. Farmakopea Polska XI. Rzeczpospolita Polska Minister Zdrowa, Urzad
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Warszawa 2017: 1641-1643.
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Pharmacy and Pharmacology, 71(1), 1-3.
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Ludzka albumina osoczowa petni istotne funkcje transportu i odwracalnego wigzania lekow.
Powstanie uktadow kompleksowych leku z biatkiem jest zalezne od jego powinowactwa, co
warunkuje jego aktywnos¢ biologiczng, metabolizm i skuteczno$¢ dziatania. Dlatego badania nad
interakcjami biatko-lek ma ogromne znaczenie w farmakologii.

Podczas wigzania leku z biatkami moze dochodzi¢ do zmian ich struktury, dlatego przydatna
technikg do oceny struktury drugorzedowej biatka jest spektroskopia w podczerwieni (FT-IR).

Zastosowanie techniki FT-IR zostato wykorzystane do badania oddziatywania pirydoksyny
(witaminy B6) z ludzkg albuming osoczowg. Witamina B6 jest niezb¢dnym czynnikiem w
wielu reakcjach enzymatycznych zwigzanych gléwnie z metabolizmem aminokwasow,
thuszczow, a takze jest odpowiedzialna za prawidtowe funkcjonowanie uktadu nerwowego i
wytwarzanie czerwonych krwinek. Witamina ta jest stosowana w leczeniu tradziku, oparzen
stonecznych, szorstko$ci 1 $wigdu skory.

Widma FT-IR wykazaty, ze konformacja biatek ulegla zmianie w obecno$ci witaminy B6.
Oceniono rowniez interakcje albuminy z lekiem przy obecnosci jondw magnezu.
Suplementacja jonami magnezu jako waznego makroelementu jest czesto wykorzystywana
podczas niedoboru witaminy B6. Przeprowadzone badania wskazuja na istniejaca zalezno$¢
pomiedzy st¢zeniem jondw magnezu a zmianami konformacyjnymi biatka. Pomiary
temperaturowe postuzyty do oceny stabilnosci bialka 1 temperatury denaturacji, opierajac si¢

na analizie ksztattu i zmian polozenia pasma amidowego | przy 1640 cm (odpowiadajace
glownie drganiom rozciggajacym wigzania C=0 bialka).

Dodatkowo zastosowano procedure modelowania molekularnego do  okreslenia
powinowactwa wigzania witaminy B6 do albuminy, ktore wskazaly, ze pirydoksyna wigze
si¢ z miejscem I wigzania lekow. Wykazano, ze przy tworzeniu kompleksu witaminy B6 i
albuminy, gtdéwna role odgrywajg sity elektrostatyczne i wigzania wodorowe.

Badania zmian struktury I1-go rzedowej albuminy pod wptywem pirydoksyny i dodatkowo
przy obecno$ci jonéw magnezu wskazuja na przydatno$¢ spektroskopii w podczerwieni W
analizie zmian konformacyjnych biatek.
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Dikumarol to pochodna hydroksykumaryny, ktéra moze by¢ otrzymywana ze zgnitego ziela
nostrzyka. Ma wiasciwosci przeciwzakrzepowe, w zwigzku z czym czgsto nazywany jest
antywitaming K.  Interesujaca  cecha  dikumarolu  jest  obecno$¢  dwoch
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych, ktore wymuszaja wygiety ksztalt czasteczki.

W zwigzku z nieptaskg budowg czasteczki dikumarolu interesujace jest zbadanie struktury i
wigzan wodorowych w zaleznosci od wzajemnego utozenia dwoch czesci czasteczki
ztozonych z pier§cienia benzenowego i skumulowanego z nim pierscienia &-laktonowego.
Wykonano obliczenia energii zmieniajacej si¢ pod wptywem obrotu obu cz¢séci dikumarolu
wzgledem centralnych wigzan C-C. Skan energii przeprowadzono dla odpowiedniego kata

torsyjnego zmieniajgcego si¢ co 10 przy peilnej optymalizacji pozostalych elementéw
struktury.

Zmiana gestosci elektronowej i dlugosci wigzan w pierscieniach dikumarolu podczas obrotu
obu czeSci czasteczki wokoét mostka -CH2- moze wulatwi¢ zrozumienie wplywu
wewnatrzczasteczkowych  wigzan  wodorowych na  strukture, inne oddziatywania
wewnatrzczasteczkowe 1 rozktad gestosci elektronowej czasteczki dikumarolu a w dalszej
konsekwencji pozwoli na zbadanie oddzialywan dikumarolu w uktadach o znaczeniu
biologicznym.

[1] Irena Mattawska, Farmakognozja, Uniwersytet Medyczny im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu, 2008, wyd. 3.


http://lubimyczytac.pl/autor/132686/irena-matlawska

OGOLNA ZAWARTOSC FLAWONOIDOW | AKTYWNOSC
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Rodzaj Thymus nalezacy do rodziny Lamiaceae obejmuje ponad 300 gatunkéw roslin
rosnacych na obszarze Europy, Azji i pétnocnej Afryki [1]. Najbardziej znanym gatunkiem z
tego rodzaju jest tymianek pospolity - Thymus vulgaris L., Ktoérego ziele charakteryzuje si¢
obecno$cig wielu zwigzkow biologicznie aktywnych takich jak olejek eteryczny, zwigzki
polifenolowe w tym flawonoidy i kawotanoidy czy zwiazki triterpenowe

[2]. Ziele tymianku znalazlo szerokie zastosowanie W lecznictwie m.in. jako remedium
expectorans, antispeticum, spasmolyticum i digestivum [3]. Jest takze popularng przyprawa,
dlatego hodowane sg rowniez liczne jego odmiany wykorzystywane do celow kulinarnych.
Material do badan stanowito ziele dziesi¢gciu gatunkoéw rodzaju Thymus, w tym o$miu
gatunkéw hodowlanych, ktore zebrano w okresie kwitnienia w roku 2018. Z materiatu
badawczego sporzadzono napary wodne oraz wyciagi alkoholowe przy uzyciu 50% wodnego
roztworu metanolu. Wykonana analiza obejmowata ocene ogdlnej zawartosci zwigzkow
flawonoidowych w badanych taksonach metoda spektrofotometryczng w przeliczeniu na
kwercetyne. Przeprowadzono takze oceng ich aktywnos$ci antyoksydacyjnej in vitro metoda

oznaczania zdolnosci redukowania jonow Fe3* oraz neutralizacji rodnika DPPH. Wigkszos¢

wyciggdéw alkoholowych w porownaniu do naparéw wodnych charakteryzowata si¢ zar6wno
wyzszg 0gdlng zawartoscig flawonoidow jak 1 silniejszg aktywnos$cig przeciwutleniajaca.

Bibliografia:

1. Salehi B. et al., Thymus spp. plants - Food applications and phytopharmacy
properties, Trends in Food Science and Technology, 2019, 85, 287-293.

2. 2. Tohidi B., Rahimmalek M., Arzani, A. Essential oil composition, total phenolic,
flavonoid contents, and antioxidant activity of Thymus species collected from
different regions of Iran, Food Chemistry, 2017,220, 153-161.

3. Salehi B. et al., Thymol, thyme, and other plant sources: Health and potential uses,
Phytotherapy Research, 2018, 32 (9), 1688-1706.

Finasowanie: Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu, ST.D110.17.027



PROBY IDENTYFIKACJI GAZOWYCH PRODUKTOW ROZKLADU
WYBRANYCH SUBSTANCJI LECZNICZYCH METODA
SPEKTROSKOPII FTIR
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Opracowywana procedura analityczna bazuje na pomiarze gazowych produktéw rozktadu
temperaturowego wybranych substancji farmaceutycznych: paracetamolu, ibuprofenu, kwasu
acetylosalicylowego, chlorowodorku efedryny, laktozy jednowodnej, kwasu cytrynowego
oraz chlorowodorku oksytetracykliny z wykorzystaniem spektroskopii w podczerwieni

z transformacjg Fouriera (FTIR)

Badane zwiazki ogrzewano W prozniowym reaktorze kwarcowym, umieszczanym w piecu

elektrycznym z regulacjg temperatury z doktadnoscig do loC. Probki utrzymywano w
warunkach wysokiej prozni do momentu usunigcia zaadsorbowanych na ich powierzchni
gazow 1 wilgoci. Nastepnie, w oparciu o dane literaturowe uzyskane za pomocg pomiaréw
termograwimetrycznych (TG) oraz skaningowej kalorymetrii r6znicowej (DSC), w kolejnych
etapach prac temperature reaktora podwyzszano do wartosci podanych w literaturze jako:
temperatura przemiany fazowej, temperatura ubytku mas lub temperatura kolejnych stopni
rozktadu.

Gazowe produkty zbierano w kuwecie do pomiaréw FTIR o drodze optycznej 10 cm i
oknach z KBr. Wyjsciowe widma uzytych substancji wykonywano z wykorzystaniem
przystawki ATR (Attenuated Total Reflectance) z krysztatem diamentowym. Ci$nienie

analitu okreslano z doktadnoscia do 1,3- 10-4 atm. Pomiary widm wykonywano w zakresie

400-4000 cm_1 a ich interpretacji dokonywano z wykorzystaniem dostepnych baz danych.



ZASTOSOWANIE METOD ANALITYCZNYCH W BADANIU
DOPOCHWOWYCH POSTACI LEKU
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Opiekun Pracy: Dr hab. n. farm. Katarzyna Malolepsza-Jarmotowska

Uktad rozrodczy kobiety ze wzgledu na bogate unaczynienie wykorzystywany jest jako jedna
z drog podania leku. Zaleta tego typu rozwigzania jest pomini¢cie efektu pierwszego
przejscia leku przez watrobe i jelita. Korzystnym rezultatem tego rozwigzania jest
zmniejszenie dawki stosowanego leku przy zachowaniu skutecznosci terapii. Dopochwowo
mozna aplikowac leki dziatajace ogdlnie i w miejscu podania. Uwarunkowania anatomiczno-
fizjologiczne pochwy u kobiet, takie jak: osobnicza i czasowa zmienno$¢ grubosci nabtonka
pochwy, zmienna ilo$¢, sktad i warto$¢ odczynu wydzieliny pochwowej, zalezna od faz cyklu
menstruacyjnego, determinuja wiele cech preparatow.

Badania nad nowymi postaciami lekoéw dopochwowych wymagaja przeanalizowania wielu
zaleznos$ci, w tym szeregu zmiennych: warunkow fizyko-chemicznych §rodowiska, napiecia
powierzchniowego, termowrazliwoséci, wlasciwosci reologicznych, klirensu wydzieliny
pochwowej. Odpowiednio dobrane metody analityczne moga znaczaco wplyna¢ na
doktadno$¢ pomiaréw eksperymentalnych z przetozeniem na skutecznos$¢ 1 bezpieczenstwo
zaprojektowanych lekow.

Celem pracy jest analiza metod badania in vitro dopochwowych postaci leku o charakterze
zeli 1 emulsji na podstawie dostgpnego pismiennictwa.

W  zaleznosci od rodzaju badanej postaci leku nalezy zastosowaé¢ odpowiedni tryb
postepowania doswiadczalnego. Niezaleznie od postaci wszystkie preparaty dopochwowe ze
wzgledu na specyfike anatomiczno-fizjologiczna pochwy powinny by¢ przebadane pod
wzgledem odczynu, lepkosci, adhezji, dostepnosci farmaceutycznej substancji czynnej.

Z analizy metod badawczych w dostgpnej literaturze wynika, ze dla zeli przeprowadzane s3
badania: pH, osmolarnosci, tekstury, adhezyjnosci, lepkosci, temperatury zelowania,
uwalniania substancji czynnej i testy stabilnosci.

W pracach eksperymentalnych dotyczacych wiasciwosci emulsji wykorzystywane sa: pomiar
wielko$ci czgstek 1 potencjalu zeta, badanie adhezyjnosci, przygotowywanie diagramoéw
fazowych (badania preformulacyjne), badania uwalniania in vitro i pomiar lepkosci.

Projektowanie technikg 3D i wykorzystywanie modelu pochwy do badan in vitro, umozliwia
obserwacj¢ zmian zachodzacych podczas aplikacji serii preparatow.



METODY ANALITYCZNE STOSOWANE W
PRZEMYSLE KOSMETYCZNYM
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Kazdego roku przemyst kosmetyczny wytwarza nowe $rodki kosmetyczne i produkty do
pielegnacji. Podstawowym problemem w produkcji kosmetykow jest zapewnienie
bezpieczenstwa konsumentom oraz czystosci mikrobiologicznej produktéw. Bezpieczenstwo
produktéw kosmetycznych na rynku Unii Europejskiej zapewnia system obejmujacy szereg
elementéw i uczestnikow rynku oraz instytucji. Oceng¢ wpltywu na bezpieczenstwo zdrowia
ludzi przygotowuje si¢ z uwzglednieniem przepisOw prawa, oceny ryzyka substancji
chemicznych, dermatologii, fizjologii, toksykologii (w tym farmakologii i toksykokinetyki),
chemii (w tym fizykochemii, chemii organicznej i nieorganicznej), kosmetologii,
mikrobiologii, botaniki, biologii i wielu innych.

Kazdy gotowy preparat oraz potprodukty kosmetyczne przechodzg szereg czynnosci i badan,
w sktad ktorych wchodzi m. in. ocena zgodnosci z przepisami prawa, testy toksykologiczne,
dermatologiczne, aplikacyjne, aparaturowe oraz mikrobiologiczne. Produkt kosmetyczny
trafia do obrotu i Krajowego Systemu Informacji o Kosmetyku dopiero po skompletowania
dokumentow i raportow oceniajgcych bezpieczenstwo i skuteczno$é¢ dziatania.

W niniejszej pracy zostang przedstawione niektore z metod analitycznych stosowane podczas
produkcji srodkéw kosmetycznych i produktow do pielegnacji.



JAK SZYBKO ZAPOBIEGAC GROZNYM ZATRUCIOM
POKARMOWYM? WYKRYWANIA E. COLI O157: H7 PRZY
UZYCIU MIKROWAGI KWARCOWEJ
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Kazdego roku okoto 48 milionéw ludzi cierpi na grozne zatrucia pokarmowe, z czego ponad
90 procent jest spowodowanych przez 15 patogendow E. coli , m.in. O157: H7. Objawy
wywolane przez zakazenie E. coli O157: H7 obejmuja cigzka, ostrg biegunke krwotoczna,
skurcze brzucha oraz zespét hemolityczno-mocznicowy (HUS). Przebieg zatrucia u dzieci
jest zazwyczaj duzo powazniejszy, objawy majg nasilony charakter i moga by¢ przyczyna
groznych  konsekwencji  zdrowotnych. Dlatego szybkie wykrywanie patogendéw
przenoszonych przez zywno$¢ ma kluczowe znaczenie dla zapewnienia bezpieczenstwa
Zywnoscl.

Do wykrywania jest uzywana technika SELLEX, ktora wykorzystuje identyfikacje tzw.
aptamerow- jednoniciowych DNA (ssDNA) lub oligonukleotydow RNA, ktore sg zdolne do
specyficznego wigzania z wybranymi czasteczkami (calymi komoérkami, biatkami,
peptydami). W pordéwnaniu z przeciwcialami, aptamery wykazujg podobnie wysokie
powinowactwa do odpowiednich czasteczek, ich synteza chemiczna nie wymaga duzych
naktadow finansowych, tatwo mozna je modyfikowaé oraz s3 termostabilne i nie
immunogenne. Aptamery sg zwykle wybierane przez sSystematyczna ewolucj¢ ligandow
przez wykltadnicze wzbogacanie (SELEX). Badanie wykrywa aptamery specyficznie
zwigzane Z Escherichia coli O157: H7 przy uzyciu calej bakterii SELEX poprzez zbudowanie
biosensora QCM (mikrowagi kwarcowej). QCM to oparty na masie biosensor
piezoelektryczny, ktory umozliwia wykrycie zmiany matej masy do poziomu nanograma. Na
podstawie efektu piezoelektrycznego przesunigcie czestotliwosci oscylacji kwarcu jest
proporcjonalne do zmiany masy osadzonej na powierzchni kwarcu. QCM jest wysoce
odpowiedni do monitorowania interakcji molekularnych w czasie rzeczywistym na
powierzchni krysztatu.

W wykrywaniu obecnosci E. coli w zywnos$ci, aptamery ssDNA zostaty wybrane po raz
pierwszy technika SELEX z catych bakterii przeciwko E. coli O157: H7 z wysokim
powinowactwem i specyficzno$cig. Wybrany aptamer zostal nastgpnie zastosowany do
opracowania aptasensora QCM do wykrywania E. coli O157: H7. Czas reakcji wynosit 50
minut, co pokazato potencjal wybranego aptameru do wlgczenia do réznych formatow
biosensorow w celu szybkiego wykrywania i badania epidemii E. coli O157: H7.

Potencjalne zastosowanie skonstruowanego aptasensora QCM w szybkich badaniach
przesiewowych patogendow przenoszonych przez zywno$¢ niesie za sobg mozliwose
zmniejszenie ryzyka zatru¢ pokarmowych.
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Juz od wiekoéw surowce roslinne stanowily zrodto cennych srodkow leczniczych w walce z
ré6znymi chorobami. Wydaje si¢, ze w XXI w. wszystkie wlasciwos$ci roslin zostaly juz
odkryte. Jednakze naukowcy z RIKEN Center for Sustainable Resource Science (Centrum
Nauki o Zrownowazonych Zasobach) w Japonii opracowali nowy obliczeniowy system
spektrometrii mas do identyfikacji metaboloméw. Metabolomy sa to cale zestawy
metabolitow dla réznych organizméw zywych. Gdy nowa metoda zostata przetestowana na
wybranych tkankach z 12 gatunkow ros$lin, byla w stanie wykry¢ ponad 1000 metabolitow.
Wsrdd nich znalazty si¢ metabolity, ktorych nigdy wezesniej nie znaleziono, w tym te z
potencjatem antybiotykowym i przeciwnowotworowym.

Obliczeniowa spektrometria mas jest dziedzing badan, ktora koncentruje si¢ na poszukiwaniu
nieznanych weczesniej metabolitow i przewidywaniu ich wiasciwoséci. W ramach projektu
naukowcow z RIKEN, opracowano bazy danych metabolomdw i repozytoria, ktore ulatwiaja
globalng identyfikacj¢ metabolomoéw ludzi, roslin 1 mikrobiomdéw. System moze szybko
zidentyfikowa¢ duzg liczbe metabolitow roslinnych, w tym tych, ktore nie zostaty wczesniej
odkryte. Podczas gdy metody oparte na spektrometrii mas zidentyfikowaty tylko okoto 100
metabolitow, nowy system jest w stanie znalez¢ ponad 1000 tych substancji.

Nowa technika obliczeniowa opiera si¢ na kilku nowych algorytmach, ktore poréwnuja
wyniki spektrometrii mas z ro$lin oznaczonych weglem 13 z tymi, ktore nie sa nim
oznaczone. Algorytmy moga przewidywac¢ wzor czasteczkowy metabolitow i klasyfikowac
je wedlug typu. Moga rowniez przewidzie¢ podstruktur¢ nieznanych metabolitow i na
podstawie podobienstw w strukturze powigzac je ze znanymi metabolitami, co moze pomoc
w przewidywaniu ich funkgcji.

System jest w stanie scharakteryzowac klase antybiotykéw (benzoksazynoidow) z ryzu i
kukurydzy, a takze klase o wlasciwosciach przeciwzapalnych i przeciwbakteryjnych
(glikoalkaloidy) z cebuli, pomidora czy ziemniaka. Jest rowniez w stanie zidentyfikowac
dwie klasy metabolitow przeciwnowotworowych, jedng (saponiny triterpenowe) w ziarnach
soi i lukrecji, a druga (alkaloid beta-karbolinowy) w roslinie z rodziny marzanowatych.

Oprocz utatwienia badan przesiewowych metaboloméw wyspecjalizowanych w ro$linach,
nowy proces przyspieszy odkrywanie produktéw naturalnych, ktére moga by¢ stosowane w
lekach, a takze zwigkszy ogdlne zrozumienie fizjologii roslin.
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Sennidyny nalezgce do grupy zwigzkow dwuantronowych znajduja _powszechne
zastosowanie w leczeniu zaparcia oraz jako naturalny $rodek przeczyszczajacy. Zrodiem

sennidyny sg ro$liny gatunku Senna alexandrina™ oraz Senna angustifolia . Liscie tych
gatunkow zawierajg sennidyny wystepujace gtdéwnie w postaci glikozydowe;j.

Formy aglikonowe sennidyn charakteryzuja si¢ strukturg podwojnego dwuhydroksyantronu.
Ich ptaszczyzny zdolne do obrotu wokél wspolnego wigzania pozwalajag na wystepowanie
sennidyny w formie czterech konformerow, oznaczanych odpowiednio jako sennidyna A-D.

Na podstawie obliczen kwantowo-chemicznych zbadano mozliwo$¢ wystepowania
konformeréw sennidyny w formie zdolnej do tworzenia wewnatrzczasteczkowych wigzan
wodorowych. Analiza konformacyjna, ustalenie struktury przestrzennej i elektronowej tych
zwigzkéw moze stanowi¢ pomoc w okresleniu istotnych interakcji sennidyn w uktadach
biologicznych.

[1]Melka, Bekri. Sennosides Determination of Ethiopian Senna alexandrina Mill

Accessions. Natural Products Chemistry & Research. 05. (2017)

[2JUPADHYAY, ANUBHA & CHANDEL, YOGENDRA & Nayak, Preeti & Khan, Noor.
Sennoside contents in Senna (Cassia angustifoliaVahl.) as influenced by date of leaf picking,
packaging material and storage period. Journal of Stored Products and Postharvest Research.
2.97 - 103 (2011).
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Biatka osocza stanowig potencjalne nosniki lekow, szczegdlnie cytostatykow, ze wzgledu na
zdolnos¢ akumulacji w komoérkach nowotworowych. Udowodniono, ze biomolekuty takie
jak albuminy czy globuliny w znacznym stopniu kumulujg si¢ w tkankach nowotworowych
ze wzgledu na ich wzmozong przepuszczalno$¢ naczyniowa oraz wydtuzony czas retencji
wywotane drenazem limfatycznym. Wigzanie lekéw przez biatka takie jak transferyny czy
albuminy jest istothym czynnikiem determinujagcym procesy farmakokinetyczne leku, jego
wolng frakcje, dystrybucje i eliminacje.

Albumina (HSA) jest gtownym biatkiem wystepujacym w osoczu i stanowi ok. 60% czesci
biatkowe;j. Biatko to wigze i transportuje liczne endo- i egzogenne ligandy, takie jak kwasy
thuszczowe, aminokwasy, jony metali czy leki. Czgsteczka albuminy sktada si¢ z trzech a-
helikalnych domen, z ktorych kazda dzieli si¢ na dwie subdomeny. Badania strukturalne
molekuly wykazaly istnienie dwoch gtownych miejsc wigzacych ligandy — pierwsze miejsce
w subdomenie I1A oraz drugie w subdomenie [11A.

W niniejszej pracy przedstawiona zostata analiza oddziatywania albuminy ludzkiego osocza
z dwoma zwigzkami koordynacyjnymi srebra(I) z ligandem fosfinowym: (1) -
[Ag(tpy)(PTA)](NO3) oraz (2) - [Ag(dione)(PTA=S)(NO3)], gdzie PTA - 1,3,5-triaza-7-
fosfaadamantan, PTA=S - 7-siarczek-1,3,5-triaza-7-fosfaadamantan, tpy - 2,26'2"-
terpirydyna, dione - 1,10-fenatarolina-5,6-dion. Istotng zaleta omawianych kompleksoéw jest
dobra rozpuszczalnos¢ w wodzie, a badania biologiczne na liniach komoérkowych wykazaty,
znakomitg aktywno$¢ cytostatyczng 1 niskg toksyczno$¢ w stosunku do komorek
prawidlowych. Za pomoca spektroskopii absorpcyjnej, emisyjnej oraz dichroizmu kotowego
badane byly parametry addycyjne i termodynamiczne uktadu biatko-kompleks, miejsca
wiazace oraz wplyw zwiazku srebra na drugorzgedowa strukture biatka. Analiza pokazuje, ze
zwigzek 2 z umiarkowang sitg wigze si¢ w jednym miejscu z biatkiem i nie wptywa znaczaco
na jego drugorzedowa strukture. Proces ten jest spontaniczny i zdominowany przez
oddziatywania jonowe i hydrofobowe. Co ciekawe, kompleks 1, pomimo wysokiej
aktywnos$ci biologicznej, w warunkach fizjologicznych po 24 godzinach nie wigze si¢ z
albuming ludzka. Moze to by¢ spowodowane jego wysoka stabilno$cia i niskg aktywnoscia
co skutkuje wolniejszym wigzaniem z biatkami.

Przeprowadzone badania pokazuja, ze albumina moze stanowi¢ dobry nosnik potencjalnych
lekow przeciwnowotworowych opartych na zwigzkach srebra(I), a utworzony addukt HSA-2
moze stuzy¢ w celach terapeutycznych jako rezerwuar leku.
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Mentha piperita jest jednym z najbardziej wykorzystywanych gatunkéw z rodziny Lamiaceae
zarowno do celow leczniczych, kosmetycznych jak 1 spozywczych. Profil fitochemiczny liScia
miety pieprzowej obejmuje olejek eteryczny, ktorego gtownym sktadnikiem jest mentol,
flawonoidy w tym eriocytryne, kawotanoidy i triterpeny [1]. Zakres zastosowania preparatow z
liscia migty pieprzowej obejmuje gtéwnie zaburzenia pracy przewodu pokarmowego
(spasmolyticum, carminativum, stomachicum et digestivum, cholagogum et

cholereticum) oraz zewnetrzne dziatanie miejscowo znieczulajace, chlodzace |
przeciwswigdowe [2]. Migta pieprzowa jest spontanicznym mieszancem gatunkowym

i coraz powszechniej pojawiaja si¢ liczne jej kultywary, ktore sg tworzone i hodowane ze
wzgledu na specyficzne cechy organoleptyczne np. migta czekoladowa, cytrynowa czy
grejpfrutowa. Celem podjetej analizy bylo oznaczenie spektofotometryczne ogdlnej
zawartosci zwigzkow polifenolowych w naparach 1 wyciggach metanolowych z dziesigciu
taksonow rodzaju Mentha z odczynnikiem Folina-Ciocalteu'a. Okreslono réwniez ich

wlasciwosci antyoksydacyjne in vitro metoda oznaczania zdolnosci redukowania jonow F 3t
oraz neutralizacji rodnika DPPH. Przetestowano takze wplyw naparéw z migt metoda
mikrorozcienczen w podtozu MHB (Mueller Hinton Bulion) na wzorcowe szczepy wrazliwe
na antybiotyki: Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecium ATCC 19434, Enterobacter
cloacae ATCC 13047.
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Mesylan imatynibu nalezy do grupy lekow przeciwnowotworowych stosowanych w leczeniu
przewleklej biataczki szpikowej, czy ztosliwych guzow przewodu pokarmowego. Lek ten w
znacznym stopniu (w 95%) jest wigzany przez biatka osocza, w tym gltéwnie m.in. przez
ludzkg albuming osoczowa. Podczas terapii przeciwnowotworowych z udzialem mesylanu
imatynibu dochodzi do zakazen grzybiczych. Jednoczesne podawanie przeciwgrzybiczo
dzialajacego flukonazolu skutkuje zwigkszeniem ilosci frakcji wolnej leku, co zwicksza
dzialanie leku przeciwnowotworowego. Zwigzane to jest z farmakokinetyka leku. Flukonazol
in vivo hamuje enzym CYP3A4, ktory jest glownym enzymem ludzkiego cytochromu P450,
co spowalnia metabolizm mesylanu imatynibu w stopniu, ktory ma znaczenie kliniczne.
Dlatego nie bez znaczenia jest charakterystyka zmian strukturalnych albuminy jako biatka
transportujacego, ktore jest wrazliwe na obecno$¢ dodatkowego liganda (flukonazolu) -
posiadajacego réwniez powinowactwo do biatek.

Dlatego podjeto badania majace okresli¢c wplyw flukonazolu na stabilno$¢ struktury II-go
rzgdowej biatka, charakterystyki rozwijania oraz okreslenie mechanizmu denaturacji
albuminy. Do badan wykorzystano technike refleksyjng (odbiciowg) pozwalajaca otrzymac
widma w podczerwieni poprzez pomiar promieniowania odbitego od probki - technika ATR-
FTIR (ang. Attenuated Total Reflection- Fourier Transform Infrared spectroscopy). Bazuje
ona na analizie charakterystycznych pasm, z ktorych najwicksze znaczenie maja pasma
amidowe I i 1l oraz w mniejszym stopniu pasmo amidowe I1I.

W wyniku przeprowadzonych badan okreslono, Zze zmiany konformacyjne albuminy
indukowane poprzez wigzanie ligandow, sa na poziomie 5% w stosunku do biatka
natywnego, co potwierdza réwniez metoda dichroizmu kotowego. Réwniez zauwazono
zmiany strukturalne podczas trwajacego procesu agregacji biatka. Zmiany temperatury
w zakresie 25-90 °C uktadow z albuming wptynety na procesy ponownego fatldowania biatka,
przy czy zauwazalny jest wptyw flukonazolu na obserwowane wyniki eksperymentu.

Wsparciem w analizie interakcji albumina ludzka-flukonazol-mesylan imatynibu bylo
modelowanie molekularne przy wykorzystaniu programu FlexX-LeadIT, ktory wskazal na
kilka prawdopodobnych miejsc wigzacych mesylan imatynibu w obecnosci flukonazolu
w czgsteczce albuminy.

Przeprowadzone badania moga dostarczy¢é waznych informacji dotyczacych wyjasnienia
wplywu stosowania flukonazolu podczas chemioterapii z wykorzystaniem mesylanu
imatynibu, na etapie wigzania i transportu leku.



