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Streszczenie

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

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

Celem podjetych badan byto opracowanie i walidacja metod rozdzielania i oznaczania
wolnej frakcji deksametazonu (DXM) oraz prawastatyny (PRA) z zastosowaniem
elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej oraz dializy rownowagowej (ED)
W potaczeniu ze strefowa elektroforeza kapilarng (CZE). Wyniki oznaczen postuzyty do
oceny wiazania tych lekow z albuming wotowa (BSA), albuming ludzka (HSA) oraz kwasng
az-glikoproteing (AGP) oraz poréwnania CE/FA z ED, jako technik separacyjnych
stosowanych w badaniu wigzania substancji z biatkami krwi. Na podstawie uzyskanych
wynikéw oceniono termodynamike procesu wigzania deksametazonu 1 prawastatyny
Z albuming wotowg 1 ludzka.

CE/FA zastosowano do oceny wigzania z albuming i kwasng az-glikoproteing
zwigzkow o aktywnosci srodblonkowej, takich jak 1-metylopirydyna, 1,4-dimetylopirydyna,
kwas nikotynowy, nikotynamid, N-metylonikotynamid, zwigzkéw 0 akronimach C-2504,
C-2507, C-2511, C-2515, C-2517, C-2518, C-2551, C-2578, C-2586, C-2590, V-Pyrro/NO
I V-Proli/NO. Ponadto oceniono zalezno$ci pomigdzy wlasciwosciami fizykochemicznymi
badanych zwiazkow, a stopniem ich wigzania z biatkami krwi.

Stopien wigzania badanych lekow 2z biatkami krwi znalazt potwierdzenie
W dostepnych danych literaturowych. Wigzanie DXM z albuming byto réwne 70-90%, a stata

wigzania Klasyfikuje DXM do lekéw o $rednim powinowactwie do tego biatka. Wigzanie



PRA z albuming wynosito 40-50%, a stata wigzania pozwala na zaliczenie PRA do lekow
o0 niskim powinowactwie do albuminy.

Elektroforeze kapilarng i dializ¢ rownowagowa mozna uzna¢ za techniki rGwnocenne.
Nie stwierdzono istotnych réznic w procesie wigzania obu lekéw z albuming ludzka
i wolowa, wskazujgc, ze albumina wotowa moze by¢ z powodzeniem stosowana, jako
zamiennik albuminy ludzkiej w badaniach wigzania substancji z biatkami krwi.

CE/FA z uwagi na mozliwo$¢ wykonywania oznaczen w rd6znych temperaturach moze
by¢ z powodzeniem stosowana do wyznaczania podstawowych funkcji termodynamicznych
i oceny termodynamiki interakcji pomiedzy zwigzkiem a biatkiem. Ujemne wartosci entalpii
swobodnej dla wigzania DXM i PRA z albuming ludzka i wolowa wskazuja na samorzutnos¢
tych procesow. Dodatnie zmiany entropii i entalpii wskazuja, iz zachodzace reakcje maja
charakter endotermiczny, a wigzanie tych lekéw biatkami krwi ma charakter hydrofobowy.

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

Badane zwiazki roznily si¢ sila wigzania z BSA zaleznie od ich charakteru
chemicznego. Zwiazki C-2551 i C-2590 cechowato niskie powinowactwo do BSA (state
wiazania rzedu 10? M™), natomiast kwas nikotynowy, V-Proli/NO i V-Pyrro/NO cechowato
srednie powinowactwo (stale wigzania rzedu 10%-10* I\/I'l) do tego biatka. Zwigzki bedace
przedmiotem badan charakteryzowaty si¢ odmienng stechiometria wigzania z albuming
wolowa. Zwigzki C-2551, V-Proli/NO i V-Pyrro/NO wiazaly si¢ z jedna klasag miejsc
wigzacych, przy liczbie miejsc wigzania réwnej odpowiednio 2.30 + 0.95, 0.92 £ 0.54 oraz
0.73 + 0.42, zwigzek C-2590 wiazat si¢ z jedng klasg miejsc wigzacych przy wspotistnieniu
wigzania niespecyficznego (n=2.30 + 0.95), natomiast kwas nikotynowy wigzat si¢ z dwoma
klasami miejsc wigzacych (n;=1.12 £ 0.13, n,=0.30 + 0.15).

Zwigzki bedace przedmiotem badan cechowaty sie zrdéznicowanymi wiasciwosciami
fizykochemicznymi. Charakter hydrofilowy wykazywaty 1-MP, 1.4-DMP, MNA, C-2504,
C-2507, C-2511, C-2515, C-2517, C-2518, C-2551, C-2578, C-2586 oraz C-2590, natomiast
wiasciwosci lipofilowe posiadaty V-Pyrro/NO, V-Proli/NO, PRA, DXM, kwas nikotynowy
i nikotynamid. Wraz ze wzrastajaca lipofilowoscia i kwasowoscig zwigzkow zwigkszalo si¢

ich wigzanie z albuming wotowa.



Elektroforeza kapilarna w trybie analizy frontalnej jest przydatnym narzedziem do
przesiewowej oceny wigzania substancji z biatkami krwi. Zaleta CE/FA nad ED jest
mozliwo$¢ bezposredniego pomiaru stezenia wolnej frakcji zwigzkéw bez koniecznosci
wczesniejsze] separacji z uzyciem odpowiednich blon dializacyjnych. Takie podejscie
Zuwagi na niewielkie zuzycie odczynnikoéw, automatyzacj¢ pomiarow oraz duzg
przepustowos$¢ aparatury znacznie skraca czas i obniza koszt oznaczenia probki, pozwalajac

na oznaczanie zwigzkow o réoznorodnych wiasciwosciach fizykochemiczych.



