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1. Posiadane dyplomy i wyksztatcenie

2002 r: dyplom magistra farmaciji
Akademia Medyczna im. Karola Marcinkowskiego w Parzin
Wydziat Farmaceutyczny, specjaltd-armacja Kliniczna

Praca magisterska: ,Metoda wysokosprawnej elekteafp kapilarnej oznaczania
enancjomerow pochodnych kwasu 2-arylopropionoweguoirgwicy Krwi”

Promotor: dr n.farm. Franciszek Gtowka
Katedra i Zaktad Chemii Fizycznej
2007 r: dyplom doktora nauk farmaceutycznych
Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego wzRaniu
Wydziat Farmaceutyczny, specjalidofarmakokinetyka

Praca doktorska: ,Wptyw polimorfizmu genetycznegmanzyméw CYP2CS8
i 2C9 na farmakokinetgk enancjomeréw  pochodnych  kwasu
2-arylopropionowego”

Promotor: dr hab. Franciszek Gtowka
Katedra i Zaktad Farmacji Fizycznej i Farmakokitety

2008 r: prawo wykonywania zawodu farmaceuty — @jowa Izba Aptekarska
w Poznaniu

2014 r: specjalizacja z farmacji klinicznej

2. Przebieg pracy zawodowe]

2002 — 2005 r.: stuchacz studium doktoranckiego Ubtaca badawcza realizowana w
Katedrze i Zaktadzie Farmacji Fizycznej i Farmakekyki

2005 — 2007 r.: asystent z tytutem magistra w Kaeed Zaktadzie Farmacji Fizycznej
i Farmakokinetyki UMP

2007 — 2008 r.: asystent z tytutem doktora w KatedrZaktadzie Farmacji Fizycznej
i Farmakokinetyki UMP

2008 r. — do chwili obecnej: adiunkt w Katedrze akkadzie Farmacji Fizycznej
i Farmakokinetyki UMP



3. Wskazanie osagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowm oraz

o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr's, poz. 595 ze zm.)

3.1. Tytut oshgniecia naukowego

.Farmakokinetyczne i farmakogenetyczne aspekty anay klopidogrelu i jego
metabolitow w plynach biologicznych pacjentéw z chwmbami ukladu sercowo-
naczyniowego”

Podstaw ubiegania si o tytut doktora habilitowanego stanowi cykl 10 pkdcji

(7 publikacji oryginalnych i 3 pogtlowe), opublikowanych w latach 2010 — 2015,
0 tgcznym wspotczynniku oddziatywania IF réwnym 18.6f&kt. MNISW = 221).
Omoéwiono w nich wyniki bada farmakokinetyki i farmakodynamiki klopidogrelu
z uwzgkdnieniem polimorfizmu genetycznego glikoproteingiz enzymow biacych
udziat w przemianach metabolicznych tego leku do jektywnego metabolitu. Ponadto,
przedstawiono opracowane metody analityczne przzome do oznaczania klopidogrelu
i jego metabolitbw w osoczu i moczu pacjentdow z robami ukladu sercowo-

naczyniowego.

3.2. Wykaz publikacji stanowicych podstave habilitaciji
Prace oryginalne
I. Metody analizy klopidogrelu i jego metabolitdw w pynach biologicznych

1. M. Karazniewicz-tada, F. Gtowka, G. Oszkinis: Capillary Zone Electroptsis
method for determination of (+)-S clopidogrel cata acid metabolite in human
plasma and urine designed for biopharmaceutic esudi. Chromatogr. B 2010; 878:
1013-1018.

IF =2.971, MNISW = 32.000

2. M. Karazniewicz-tada, D. Danielak, F. Gtiéwka: HPCE and HPLC methods for
determination of clopidogrel and its carboxyliccaonetabolite in biological samples.
A comparative analysis. J. Lig. Chromatogr. Reci 014, 37: 620-633.

IF=0.606, MNiSW = 15.000

3. M. Karazniewicz-tada, D. Danielak, A. Teyk, C. Zaba, G. Tuffal, F. Gtéwka:

HPLC-MS/MS method for the simultaneous determimatiof clopidogrel, its



carboxylic acid metabolite and derivatized isomefsthiol metabolite in clinical
samples. J. Chromatogr. B 2012; 911: 105-112.
IF=2.487, MNiSW = 35.000

ll. Farmakokinetyka i farmakogenetyka klopidogrelu i jego metabolitow

u pacjentéw z chorobami uktadu sercowo-naczyniowego

4. M. Karazniewicz-tada, D. Danielak, P. Burchardt, £. Kruszyna, A. Komosa
M. Lesiak, F. Gtdwka: Clinical pharmacokineticsabdpidogrel and its metabolites in
patients with cardiovascular diseases. Clin. Pheokiaet. 2014; 53: 155-164.
IF = 5.053, MNiISW = 45.000

5. M. Karazniewicz-tada, D. Danielak, P. Burchardt, F. Gtéwka: The inflaenof
diabetic status on the pharmacokinetics of clopidiognd its metabolites in patients
suffered from cardiovascular diseases. J. Med.2Bd4; 3 (83): 215-221.
MNiSW = 5.000

6. M. Karazniewicz-tada, D. Danielak, B. Rulj P. Burchardt, G. Oszkinis,
F. Gtowka: The influence of genetic polymorphism@jp2cl9 isoenzyme on the
pharmacokinetics of clopidogrel and its metabolitegpatients with cardiovascular
diseases. J. Clin. Pharmacol. 2014; 54(8): 874—880.
IF =2.475, MNiISW = 30.000

7. M. Karazniewicz-tada, D. Danielak, B. RuBj P. Burchardt, A. Komosa,
M. Lesiak, F. Giéwka: Impact of common ABCB1l polympbhism on
pharmacokinetics and pharmacodynamics of clopidagrd its metabolites. J. Clin.
Pharm. Ther. 2014; 40: 226-231.
IF =1.668, MNiSW = 20.000

Prace pogidowe

P-1.M. Karazniewicz-tada, D. Danielak, F. Gtéwka: Czynniki genetyczne wpapyece
na terap klopidogrelem. Kard. Pol. 2012; 70: 1177-1181.
IF = 0.536, MNiSW = 15.000
P-2.M. Karazniewicz-tada, D. Danielak, F. Gtowka: Genetic and non-genedictdrs
affecting the response to clopidogrel therapy. Ex@pin. Pharmacother. 2012; 13:
663-683.
IF = 2.860, MNiSW = 20.000



P-3. M. Karazniewicz-tada, F. Gtowka: Zmienn& odpowiedzi na leczenie
klopidogrelem u chorych na cukrzyd-arm. Wspoicz. 2013; 6: 28-32.
MNiSW = 4.000

* Kopie prac i dwiadczenia wspotautoréow wraz z okleniem indywidualnego wkitadu
kazdego z nich w powstanie poszczegoélnych publikacgkazanych jako oginiccie
naukowe zestawiono w zakznikach 5 i 6. @®wiadczenia habilitanta dotygze

wykonywanych prac i procentowego w nich udziatujdaop sic w zahczniku 4.

3.3. Omowienie celu naukowego i agjnietych wynikow
Wprowadzenie

Klopidogrel (CLP) jest chiralnym lekiem przeciwgtgwwym z grupy pochodnych
tienopirydyny Il generacji. Stosowany jest w postaomeru o konfiguracji (+)-S w leczeniu
pacjentow z ostrymi zespotami wieowymi, w profilaktyce powikia a take po zabiegach
angioplastyki, zwtaszcza po implantacji stentowayacowych [1] . Stwierdzonag,e CLP jest
bardziej skuteczny i kwas acetylosalicylowy (ASA) w zapobieganiu wrastwom
miazdzycy ftetnic, takim jak udar niedokrwienny, zawat ¢ginmia sercowego czy zgon
z przyczyn naczyniowych [2]. Pgizenie obu lekéw znalazto zastosowanie w schemacie
podwojnej terapii przeciwptytkowej (DAT — dual golatelet therapy) w leczeniu ostrych
zespotéw wiécowych bez uniesienia odcinka ST oraz z uniesiendeitinka ST, a tale
w zapobieganiu incydentom zakrzepowym u pacjentéddpnych przezskdrnej interwenciji
wiencowej [3-5]. Pomimo widocznych kor&y ze stosowania leku, potwierdzonych w wielu
badaniach klinicznych, u 5 — 44% pacjentow leczbngtandardowymi dawkami CLP
(dawka inicjugca 300 mg oraz podtrzymygia - 75 mg), nie obserwuje¢soczekiwanego
efektu terapeutycznego [6—8]. Konsekwanaedostatecznej inhibicji ptytek jest akiszone
ryzyko wystpowania zdarze sercowo-naczyniowych, takich jak zawalemia sercowego,
udar, zakrzepica w stencie, a nadraterc [6].

Przyczyny wystpowania oporn&i na CLP nie zostaly do koa wyja&nione. Przypuszcza
sig, ze zmienné¢ odpowiedzi wrod pacjentéw stosafych ten lek mge by zwigzana
z polimorfizmem genetycznym transporteréw biatkotwmorcych udziat we wchtanianiu
leku oraz enzymow cytochromu P450 (CYP450) odpowisdych za jego metabolizm.
Wsrdd czynnikdw pozagenetycznych wymienia wispotistniegce choroby, wiek, masciata

czy przyjmowane leki [9]. Oporsé na CLP wysipuje szczegdlnie e€sto u pacjentdw
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Z cukrzya, ktorzy przyjmuy CLP w zwgzku ze zwgkszonym ryzykiem wysgpienia zdarze
sercowo-naczyniowych [10]. Brak spodziewanego efektrapeutycznego CLP m® by
zwigzany z niedostatecznym wytwarzaniem metabolitdw, shkutkuje niewielkim
zahamowaniem agregacji ptytek krwi. Metabolizm lekachodzi w wtrobie i obejmuje
przemiag CLP do nieaktywnej pochodnej karboksylowej przy ziate esterazy
karboksylowej. § drogs metabolizowane jest ok. 85% wchictej dawki leku [11]. Pomimo
braku farmakologicznej aktywdo metabolitu karboksylowego, do niedawna aratiiezen
tego zwizku wykorzystywano do oceny farmakokinetyki leku ameszystego. Byto to
spowodowane niskimi poziomami niezmienionego CLP osoczu, rzdu pg/ml oraz
trudnaciami analitycznymi zwjzanymi z oznaczaniem nietrwatego w warunkaghvivo
metabolitu aktywnego [12]. Pozostate 15% wchiteji dawki CLP ulega dwustopniowej
przemianie do aktywnej farmakologicznie pochodr@ptvej. W przemianie tej uczestnicz
enzymy CYP450, gtéwnie CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, C¥r2 i CYP3A [13].
W pierwszym etapie powstaje nieaktywny farmakoleagie 2-okso-klopidogrel, ktéry z kolei
jest przeksztatcany do aktywego metabolitu, posi@dgo wolm grup; tiolows.
Dodatkowym produktem metabolizmu CLP jest nieaktyviarmakologicznie izomer tiolowy
.endo”, powstaty przy udziale paraoksonazy-1 (PQN- ktérym whgzanie podwojne
znajduje s wewmtrz piescienia piperydynowego (Rys. 1). Powsgtaj metabolit tiolowy
wystepuje w postaci 4 diastereoizomerdw, oznaczanyoh ik — H4 (Rys. 1). Izomery H1 i
H2 posiadaj konfiguracg trans (E), natomiast H3 i H43 Szomerami typu cis (Z) [14].
W probkach klinicznych stwierdzono wgpbwanie wy$cznie izomeréw o konfiguracji Z.
Natomiast w badaniach in vitro wykazaue,jedynie izomery H2 oraz H4 posiaglaplolng¢
do hamowania agregacji ptytek krwi, przy czym aktpéé izomeru H4 jest dwukrotnie
wyzsza nk izomeru H2 [14].

Wsrdd polimorficznych wariantow izoenzyméw baoych udziat w tworzeniu metabolitu
tiolowego, allel CYP2C19*2 wydaje esiby¢ w najwikkszym stopniu odpowiedzialny za
obnizong aktywna¢ przeciwptytkova CLP i zwkkszone ryzyko wygpienia zdarze
sercowo-naczyniowych w populacji kaukaskiej [15,18Jatomiast u nosicieli allelu
CYP2C19*17 skuteczri¢ terapii z uyciem CLP jest najwksza, co zwjzane jest ze
zwickszony aktywndacig kodowanego przez ten allel enzymu hoego udziat w przemianie
CLP do jego aktywnej pochodnej [17]. Efekt przedithkowy moze rownie by¢
uzalezniony od polimorfizmu genu ABCB1 kodigego transporter btonowy glikoproteir,
ktéra wptywa na dogpnas¢ biologiczry leku. Niektérzy badacze sugeguge polimorficzny

wariant 3435C>T wpltywa na farmakokinetyk farmakodynamik CLP [18,19]. Nie
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odnotowano jednak istotnej zafesci pomidzy genotypem ABCB1 a skutecZee terapii
CLP i czstdécig wyskpowania dziala niepazadanych [18,20]. Wyniki te sugekyjze wptyw
glikoproteiny P na odpowigcha CLP nie jest jednoznaczny i wymaga dalszyclahad
Mechanizm dziatania aktywnej izoformy H4 metabolitolowego polega na selektywnym
I nieodwracalnym hamowaniu zateej od ADP agregacji ptytek krwi poprzez blokowanie
wigzania ADP z ptytkowymi receptorami P2Y12 [21]. Relmey te rownie mog
wykazywa polimorfizm genetyczny, co wptywa na aktywdgrzeciwptytkowg CLP [22].
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Rys. 1. Metabolizm CLP.



Pomimo powszechnego stosowania CLP w terapii prgegikowej u 0sob z chorobami
uktadu sercowo-naczyniowego, $wiatowym pimiennictwie istnieje niewiele informacji
dotyczcych farmakokinetyki CLP i jego metabolitdw w tejgie pacjentéw oraz czynnikow
wptywajacych na efektywn@ kliniczng leku. W zwizku z tym, przedmiotem moich bada
byla ocena parametrow farmakokinetycznych CLP w ippaniu 2z efektem
farmakodynamicznym leku oraz polimorfizmem genetyea izoenzymow CYP2C19 oraz
glikoproteiny P. Badania te mialy na celu clkeaie czynnikbw wplywajcych na
skutecznéc leczenia oraz ryzyko wygtienia opornéci na CLP, co ma szczegdlne znaczenie
w optymalizacji terapii przeciwptytkowej i zmnieziu czstasci incydentow zakrzepowych

spowodowanych niedostatecznym zahamowaniem agregacj

Omowienie wynikow bada

W celu wyznaczenia kierunkéw badaksperymentalnych w obszarze poszukiwania
wskaznikow pozwalagcych przewidzié skutecznéé leczenia klopidogrelem u pacjentow
przyjmugcych lek, podsumowano dephe wyniki bada dotyczcych aspektow
farmakokinetycznych, farmakodynamicznych i genatych terapii przeciwptytkowej.
Na podstawie dogpbnego pdmiennictwa, w publikacjiP-1 dokonano proby identyfikacji
czynnikdw genetycznych o najpliszym potencjalnym znaczeniu w wygsbwaniu obnionej
aktywnasci przeciwptytkowej CLP w grupie pacjentdow z chomoil uktadu sercowo-
naczyniowego. Opisano w niej wptyw oklenych mutacji genetycznych glikoproteiny P,
ktéra uczestniczy w procesie wchianiania leku deidbiegu, a take enzyméw CYP450
uczestniczcych w przemianie leku do aktywnego metabolituotieégo. Szczegdinuwag
zwrocono na polimorficzne odmiany izoformy CYP2Ckfyre wydag sic mie¢ najwiekszy
wplyw na obniong skutecznét dziatania przeciwptytkowego CLP. Opisano rownie
czynniki genetyczne wptywage na mechanizm dziatania leku, poleggjna wizaniu sg
jego aktywnego metabolitu z receptorami ptytkowyP@Y12. Przedstawiono konsekwencje
kliniczne wystpowania ww. mutacji oraz zaproponowano alternatywsehematy
terapeutyczne dla pacjentdw genetycznie giociych zwekszonym ryzykiem wygpienia
oporndgci na lek.

W publikacji P-2, znaczenie polimorfizmu genetycznego w badaniachapaindgcia
na CLP uzupetniono o szczegopanaliz czynnikbw pozagenetycznych wptywaych na
dziatanie przeciwptytkowe leku. Szczegplmwag zwrdcono na interakcje z innymi lekami,
zwlaszcza tymi, ktore esto g stosowane u o0séb z chorobami ukiadu sercowo-



naczyniowego. Nalg do nich statyny, antagduoi kanatow wapniowych czy leki
[3-adrenolityczne. Opisano tak interako} pomidzy CLP a inhibitorami pompy protonowej,
ktére czsto podawaneasjednoczénie z CLP w celu zmniejszenia dziataiepazadanych
leku ze strony przewodu pokarmowego. Zwrécono ywaay wspotistniejce choroby, takie
jak cukrzyca, niewydolrni@ nerek czy stany zapalne, ktore modyfikugkutecznét
terapeutycza leku. Opisano rowniemetody wykorzystywane do oceny przeciwptytkowego
dziatania CLP.

W publikacji P-3 skupiono si na aspektach terapii przeciwptytkowej klopidognele
u pacjentdw z cukrzyc Dokonano analizy czynnikdw wptywaych na zwgkszony
agregagj ptytek krwi w tej grupie chorych. Opisano przycgynkonsekwencje kliniczne
zmniejszonej skuteczha dziatania leku. Szczegdnuwag zwrécono na zmiany w
farmakokinetyce CLP zwrane z niedostatecznym wytwarzaniem aktywnego robktab
tiolowego. Przedstawiono rowriestrategie terapii przeciwptytkowej u osob z cukezy
pozwalajice zmniejsz§ ryzyko zdarze niedokrwiennych w tej grupie chorych.

Zestawienia zaprezentowane w publikacjach gamhych -1, P-2 i P-3, stanowity
istotny punkt wycia do zaplanowania baglanad czynnikami predysponigymi do
wystgpienia opornéci na CLP.Stwierdzonoze powgzanie badéa farmakokinetycznych leku
macierzystego i jego metabolitow z efektem farmakaanicznym, okrdonym poprzez
poziom agregacji ptytek krwi po podaniu leku, omoznaczeniem genotypu, pozwolitoby
ocent ryzyko zmniejszonej odpowiedzi przeciwptytkowej wgrupach pacjentow ze
schorzeniami wptywapymi na aktywnéc leku.

Badania eksperymentalne, prezentowane w ramachawyhabilitacyjnej, realizowane byty
w dwoch uzupetniagych s¢ obszarach badawczych:
» opracowania odpowiednio szybkich i selektywnychadednalitycznych przeznaczonych

do oznaczania CLP i jego metabolitow w ptynachdmaiznych publikacje 1, 2i 3
* badania wpltywu czynnikbw genetycznych i pozagermtych na parametry

farmakokinetyczne i farmakodynamiczne CldRlglikacje 4, 5, 61 7.

Do bada farmakokinetyki CLP i jego metabolitbw u pacjentokonieczne byto
opracowanie odpowiednich metod bioanalitycznychwzgledu na ograniczandostpnasé
do HPLC z detekgj MS/MS, farmakokinety& CLP okréla si czesto w sposob poedni,
poprzez oznaczanieggen jego metabolitu karboksylowego (CLPM), gdyo podaniu nawet
matych dawek leku macierzystegogzgnia CLPM g rzedu pg/ml i mazna je oznaczy

stosugc detekag UV. W zwigzku z tym opracowano metedavysokosprawnej elektroforezy



kapilarnej (HPCE) oznaczania CLP i CLPM w osocamdczu pacjentowpublikacja 1).
Do izolacji CLP i CLPM z ptynow biologicznych zastmwvano metogl ekstrakcji do ciata
statego (SPE). Opracowano najbardziej optymalnaimkarelektroforetyczne unitiwiajace
rozdziat analitow w obecdoi wzorca wewntrznego — piroksykamu oraz zyzkow
endogennych pochoglzych z osocza i moczu. Catkowity rozdziat elektretgczny CLP

i CLPM uzyskano w kapilarze krzemionkowej wypetrepbuforem fosforanowym o pH 2,5.
Przeprowadzono walidacppracowanej metody, ktéra obejmowata glarie selektywngci,
wykrywalnasci i oznaczalnéci, precyzji, doktadnéci i odzysku analitbw z ptynow
biologicznych. Stwierdzonoze metoda jest odpowiednio doktadna i precyzyjngetsa
kryteria walidacyjne dla metod analitycznych przszzonych do oznaczania lekéw i ich
metabolitbw w ptynach biologicznych. Metpdzastosowano do oznadzetzen CLPM

W 0s0czu i moczu pacjentow, ktérym podano dawmicjujacag 300 mg CLP przed zabiegiem
angioplastyki. Naley zaznaczy, ze opracowana metoda HPCE oznaczania CLPM w osoczu
I moczu byfa pierwszopisamn tego typu metoglw literaturze.

Opracowano réwnie metod HPLC-UV oznaczania CLP i CLPM w piynach
biologicznych pacjentéw, w celu porownania jej zisam powyzej metod HPCE
(publikacja 2). Rozdziat analitow przeprowadzono w kolumnie Ci8uzyciem fazy
ruchomej ztgonej z acetonitrylu i buforu fosforanowego o pHD® izolacji CLP i CLPM
z ptynéw biologicznych zastosowano meifd8PE. Metod poddano walidacji, a nagnie
zastosowano doznaczé sktzen CLPM w osoczu pacjentow. Opracowwametod HPLC
poréwnano do opracowane] weémeej metody HPCE za pomgctestow statystycznych,
metody Bland-Altmana oraz metody ATE/LER (Allowabletal Error and Limits for
Erroneous Results). Nie stwierdzono istotnie stgtgmych rénic miedzy wynikami
oznaczé CLPM w probkach osocza pacjentow metodami HPCIPLEL Zastosowane testy
Bland-Altmana oraz ATE/LER wykazalye badane metody analityczng poréwnywalne.
W zwiazku z tym obie metody magby¢ stosowane alternatywnie do oznaczania CLPM
w 0soczu pacjentdw leczonych klopidogrelem. Jedeaketoda HPCE charakteryzowala si
wicksz selektywndcia dla oznacze CLPM w moczu pacjentow w porownaniu do metody
HPLC, w przypadku ktorej nie udatoesiuzyska& catkowitego rozdziatu analitéw od
zwigzkéw endogennych pochagtz/ch z moczu.

W zwiazku z tym,ze za efekt przeciwptytkowy CLP odpowiedzialny jgstjo metabolit
tiolowy (CTM), konieczne bylo opracowanie metodydme] selektywnej, umdiwiajacej
oznaczenie w osoczu pacjentéw nie tylko CLP i CLRN& réwnie CTM, ktory mae

wystepowa w postaci czterech izomeréw H1-H4. Ze wezlyl na niskie stzenia leku
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macierzystego oraz izomerow CTM w osoczudiz pg/ml - ng/ml, oraz nietrwaié CTM
zwigzarg z obecnéciag w jego casteczce ugrupowania tiolowego, opracowano jedyitka k
metod oznaczania CTM w probkach biologicznych.ck&2&¢ z nich dotyczyta jednak
ozhaczania tego ze#ku w postaci mieszaniny racemicznej [23—-25], caenprowadzi do
btednych wnioskéw co do ekspozycji pacjentdw na aktywmetabolit CLP, zwaywszy na
fakt, ze tylko jeden izomer - H4 obecny w osoczu pacjenjést biologicznie aktywny.
Dotychczas, jedynie Tuffal i wsp. [14] opisali mégoHPLC-MS/MS oznaczania izomeréw
CTM w osoczu zdrowych ochotnikow. Jednakich badania nie obejmowaly oznaczangia t
metody CLP oraz CLPM. Opracowana metoda jest, wg mojeday, pierwsgz metod
HPLC-MS/MS oznaczania CLP, CLPM oraz izomeréw HBI4 metabolitu tiolowego w
osoczu w czasie jednego cyklu analityczngmab(ikacja 3). Do stabilizacji izomeréw CTM
w prébkach krwi pacjentow stosowano 2-bromo-3-meyaketofenon (MPB), w zwzku

z tym izomery H3 i H4 oznaczane byly w postaci gdetyzowanych pochodnych (MP-H3,
MP-H4). Rozdziat CLP, CLPM oraz MP-H3 i MP-H4 przewadzono na kolumnie Zorbax
Eclipse Plus C18 zayciem fazy ruchomej skfadgjej st z acetonitrylu i wody z dodatkiem
0.1% kwasu mréwkowego. lzolacjanalitbw z probek osocza przeprowadzono przez
stracenie bialek acetonitrylem i przgzenie supernatantu za pomgoodpowiednich
systemow filtracyjnych. Opracowan metod poddano walidacji. Liniow& metody
potwierdzono w zakresachesén: 0,25 — 5 ng/ml dla CLP, 50 — 10000 ng/ml dla CLBMz
0,25 — 50 ng/ml dla MP-H3 i MP-H4. Metoda byta odpednio precyzyjna i doktadna,
0 czym swiadcz wartasci wspotczynnika zmienrsgi i btedu oznacze < 20%. Badane
anality byty trwale w przygotowanych do oznatzeobkach stejcych przez co najmniej 6h
w autosamplerze oraz 24h w temperaturze pokojoRefwierdzono réwnie ich trwatc¢
W 0soczu przechowywanym przez 3 miesi w temperaturze -26 oraz po trzykrotnym
cyklu mrazenia i rozmraania. Opracowane metody analitycznaulflikacie 1, 2 i 3
zastosowano do oznaczenia pozioméw CLP, CLPM i @6m H3 i H4 metabolitu
tiolowego w osoczu i moczu pacjentéw z chorobantadik sercowo-naczyniowego.

Badania farmakokinetyki CLP i jego metabolitbw pamvadzono u pacjentow
leczonych w Kilinice Intensywnej Terapii Kardiologitej i Chorob Wewgtrznych Szpitala
Klinicznego im. H.Swiecickiego w Poznaniu oraz w Klinice Chirurgii OgdjrieNaczyh
Szpitala Klinicznego im. PrzemienieniaiB&iego w Poznaniu. W pogikowym etapie bada
wykorzystano metagdHPCE do oznaczenia CLPM w osoczu 14 pacjentowgyacd 300 mg
CLP i 4 pacjentow przyjmggych 75 mg CLP. Natomiast, w dalszym etapie hada
wykorzystano metadHPLC-MS/MS do oznaczenia CLP, CLPM, H3 i H4 w pgeabh od 41
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pacjentow przyjmujcych dawk podtrzymugca 75 mg CLP oraz 3 pacjentow, ktdérym
podano daw& 300 mg CLP. Na podstawie oznaczonyckzest obliczono parametry
farmakokinetyczne z ayciem programu WinNonlin. Uzyskane wyniki przedsiawo w
publikacji 4. U pacjentow przyjmacych CLP w dawce 75 mg, maksymalngzshie (Gnaxs

w osoczu wynosito 2,0+2,0 ng/ml, 2516+ 1754 ng/®)3+t5,5 ng/ml i 7,1+6,3 ng/ml,
odpowiednio dla CLP, CLPM, H3 i H4. Natomiast u jeatdow, ktorym podano dawk
inicjujaca 300 Mg, Gaxs byto rowne 4,5+3,4 ng/ml, 8464+3772 ng/ml, 8,5+h@/ml i
17,9+20,4 ng/ml, odpowiednio dla CLP, CLPM, H3 i.HAarametry farmakokinetyczne
wyznaczone dla CLP i CLPM byly poréwnywalne z danyiiteraturowymi [26,27].
Natomiast wartéci Cnaks i AUC izomeréw H3 i H4 uzyskane w badanej grupéejpntéw
byly istotnie nisze ni wartasci opisane w literaturze dla zdrowych ochotnikéwoAd to
wynika¢ z faktu, # farmakokinetyka izomeréw CTM u pacjentow z chorabaukiadu
sercowo-naczyniowego i cukrzyanaze r@ni¢ sie od farmakokinetyki tego metabolitu
u oséb zdrowych. Potwierdzajo wyniki bada przeprowadzonych przez Sibbinga i wsp.,
ktorzy zaobserwowali ngze poziomy CTM w postaci mieszaniny racemicznpagjentéw,
ktérym podano 600 mg CLP, w poréwnaniu do zdrowgchotnikow [28]. Mae to by
Zwigzane ze zmniejszonym przeptywem krwi do tkanek, jest charakterystyczne
w przypadku choréb ukfadu sercowo-naczyniowego, ozem wpltywa zaréwno na
zmniejszone wchtanianie leku z przewodu pokarmowgdoi upagledzony metabolizm leku
w watrobie.

W celu oceny farmakologicznego efektu dziataniaulekv probkach krwi pacjentow
oznaczono agregacjptytek krwi w odpowiedzi na ADP, z wykorzystanieaparatu
Multiplate. Wyznacznikiem aktywr$ai ptytek u pacjentow leczonych CLP byly pola pod
krzywa agregacji (AUGg), ktorych wartéci miescity sic w zakresie 37 — 747 AU-min.
Wg Bonello i wsp. [29], AUGy > 468 AU-min waze st ze zwgkszonym ryzykiem
wystgpienia powikta zakrzepowych. W badanej grupie, u dwoch pacjentanaczono
agregagj ptytek powyej tej wartdci, przy czym w przypadku jednego z pacjentow wysjok
wartaci AUC,g, rownej 747 AU-min, towarzyszyta niska, w porowmiado pozostatych
pacjentow, wart& Cnax aktywnego izomeru H4, rowna 2,5 ng/ml. Wiglgote sugeryj
wystepowanie opornéci na leczenie CLP u tego pacjenta, caaei st ze zwekszonym
ryzykiem wysgpienia u niego powikia zakrzepowych. Przeprowadzono analzaleznosci
migdzy wyznaczonymi parametrami farmakokinetycznymPQliego metabolitow a efektem
farmakodynamicznym leku. Stwierdzono statystyczisimtrg korelacg pomidzy Graks

aktywnego metabolitu H4 oraz agregagtytek krwi (p = 0,025), a tale tendeng do
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korelacji pom¢dzy Gnax H3 a AUGg (p=0,063). Pozwala to przypuszézae zarGwno Gaks
aktywnego farmakologicznie izomeru H4, jak i Al mog stuzy¢ jako markery
odpowiedzi na terapiprzeciwptytkows z uzyciem CLP.

W celu wyja@nienia przyczyn diej zmiennéci miedzyosobniczej parametrow
farmakokinetycznych zaobserwowanej w badanej grupecjentow, badano wplyw
czynnikdéw genetycznych i pozagenetycznych na poyiteku i jego metabolitbw w osoczu.
W publikacji 5 poréwnano oznaczonezgenia CLP i jego metabolitow oraz obliczone na ich
podstawie parametry farmakokinetyczne pacjentowkrayg typu 2 oraz pacjentow bez
cukrzycy. U pacjentéw z cukrzygrzyjmugcych CLP w dawce 75 mg (n = 16)m&s W
osoczu wynosito 2,3+2,3 ng/ml, 2339+ 989 ng/ml, +4,8 ng/ml i 6,4t4,8 ng/ml,
odpowiednio dla CLP, CLPM, H3 i H4. Natomiast u jpatdw bez cukrzycy (n = 28),nfaks
byto réwne 1,8+1,9 ng/ml, 2662+2090 ng/ml, 5,4+A¢eml i 7,4+7,2 ng/ml, odpowiednio dla
CLP, CLPM, H3 i H4. Stwierdzonaze pacjenci z cukrzyc charakteryzowali si nizsz
ekspozyci na aktywny farmakologicznie izomer H4, o czywiadczyly nizsze wartéci
stezen i wynikajace z nich nisze AUG. (8,7£7,0 ng-h/ml w stosunku do 13,5+13,8 ng-h/ml
u pacjentow bez cukrzycy). Oba izomery, H3 i H4}ybgzybko eliminowane z krwi,
w wyniku czego ich sfenia w osoczu u wkszaci pacjentdw znajdowaly sipontej
granicy oznaczalrigi juz po uptywie 6h. Biologiczny okres poitrwania £t izomeréw CTM
u pacjentéw z cukrzychyt dtuzszy (0,9 h i 1,2 h, odpowiednio dla izomeru H3 i)Hw
u pacjentow bez cukrzycy (0,7 h dla H3 i 0,8 h ld4). Nieznaczne tnice w wartdciach
parametrow farmakokinetycznych, obserwowaneday badanymi grupami chorych, mpg
wynika¢ z obnizonej motoryki przewodu pokarmowego pacjentow z zwdy, co z kolei
prowadzi do wolniejszego wchtaniania leku do krwegu. Nie stwierdzono wptywu
obecndci cukrzycy na efekt farmakodynamiczny CLP, mierggomoprzez zahamowanie
agregacji ptytek krwi, stymulowanej przez ADP. Wgemona wart® AUC,y byta
porébwnywalna w obu badanych grupach pacjentéw. gPoreadzone badania nie
potwierdzity sugerowanego w literaturze zmku pomedzy cukrzyg a zwekszonym
ryzykiem opornéci na CLP. Jednak zauwany na podstawie uzyskanych wynikéw trend
w kierunku obnionej ekspozycji na aktywny izomer H4 u pacjentéwukrzyg wymaga
dalszych bada na wkkszej grupie chorych. Ponadto, olemie wplywu czynnikow
genetycznych na farmakokinetyki farmakodynamik leku ma@e by pomocne
w identyfikacji przyczyn zmienrigi migdzyosobniczej farmakokinetyki w obu grupach
chorych.
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Na dalszym etapie baflaokreslono genotyp pacjentow w kierunku mutacji genow
kodujgcych enzymy odpowiedzialne za przemidLP do CTM publikacja 6) oraz genéw
kodujgcych biatka biogce udziat w transporcie przezbtonowypublikacja 7). Biorac pod
uwag czestas¢ wystkpowania poszczegolnych polimorfizmow w populacjiss@)j oraz ich
mozliwe znaczenie w rozwoju oporém na CLP, zdecydowanoegsna ocegn polimorfizmu
genu kodujcego CYP2C19 (allele *2 i *17) oraz glikoproteiny (RBCB1) (3435C>T).
Poszczegolne genotypy okieno na podstawie klasycznej metody PCR-RFLP (wmadku
polimorfizmu ABCB1 oraz CYP2C19*2) oraz allelo-sg&cznego PCR (dla CYP2C19*17).
Sekwencjonowanie losowo wybranych zamplifikowanyichgmentow DNA potwierdzito
prawidiowa¢ wynikéw uzyskanych metodami klasycznymi. ¢€msci wystpowania
poszczegdlnych genotypow byly zgodne z prawem Hprdeinberga i nie odbiegaty od
danych literaturowych obserwowanych w populacjsgaj przez innych autoréw [18,30].

W publikacji 6 dokonano analizy zataeosci farmakokinetyki i farmakodynamiki
CLP od polimorfizmu genetycznego CYP2C19*2 i *17.AWiazku z tym,ze allele *2 i *17
majg przeciwstawny wptyw na aktywsé izoenzymu CYP2C19, sklasyfikowano pacjentéw
pod wzgtdem fenotypu w odniesieniu do statusu metaboliczn@&gy nasfpujacego
schematu: ultraszybcy metabolizerzy (UM) — posigdagco najmniej jeden allel *17 i brak
allelu *2, szybcy metabolizerzy (EM) — osoby z gspem prawidiowym, p&edni
metabolizerzy (IM) — posiadgy jeden allel *2.Zaden z pacjentéw nie posiadat dwoch
zmutowanych alleli *2 swiadczicych o fenotypie wolnego metabolizera (PM). Nat@shia
allel *17 genu CYP2C19 byt reprezentowany stosunkogzsto w badanej populacji
(*1 — 0,705, *17 — 0,295), przy czym gtas¢ wyskpowania homozygot *17/*17 (11,5%)
byta wieksza w poréwnaniu do danych pochgcizch z innych populacji europejskich [31].
Zaobserwowano tdice w wartéciach sgzen CLP oraz izomeréw H3 i H4 pordzy
pacjentami o ranym statusie metabolicznym. WaitoCaks aktywnego farmakologicznie
izomeru H4 u pfrednich metabolizeréw byta 3,1- krotniezsga nk u ultraszybkich
metabolizeréw i 2,8—krotnie #8za nk u szybkich metabolizeréw (p=0.026). Stwierdzono
statystycznie istotne zaice w wartdciach AUG. .4, aktywnego izomeru H4 pogdzy IM
a EM i UM, przy czym AUG.4n byto 3-krotnie nisze u IM w porownaniu do wasac
uzyskanej dla UM i EM. Rownie Cyaks leku macierzystego byto znago nizsze u IM
w porownaniu do EM (p=0.043), podczas gdyzehia nieaktywnego CLPM byly podobne
we wszystkich grupach pacjentéw. Efekt farmakodyieany po podaniu CLP byt mniejszy
u pasrednich metabolizeréw, o czydwiadczyla znacznie wygza warté¢ agregacji ptytek

krwi niz w pozostatych grupach. Na podstawie uzyskanych ikeyn stwierdzono,ze
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obecnd¢ allelu *2 ma przewzajacy wptyw zarowno na odpowiedarmakodynamiczy jak

i na farmakokinetyk aktywnego izomeru H4Swiadcz o tym statystycznie istotne dice
pomiedzy grum IM, a grupami EM i UM, przy braku takiej zdicy pomedzy grup szybkich

i ultraszybkich metabolizeréw. Potwierdzap wyniki opublikowane przez Lewisa i wsp.
[32], wg ktorych to whanie allel *2 a nie *17 jest czynnikiem determigcym zarOwno
nizsze s¢zenia aktywnego metabolitu CLP, jak i agregapjytek krwi. Zbadano réwnie
wplyw czynnikéw pozagenetycznych, takich jak cukizywiek > 65 lat, BME 25 kg/nf czy
stosowanie inhibitorow pompy protonowej, na farmdRetyke i farmakodynamik CLP

i jego metabolitow. Analiza wieloczynnikowa wykaaanacgcy wptyw allelu CYP2C19*2
(p=0,029) oraz BMI> 25 kg/nf (p=0,034) na agregagjptytek krwi. Ponadto, efekt ten byt
bardziej zaznaczony w obedico pozostatych badanych czynnikbw pozagenetycznych
(p=0,008). Przeprowadzone badania wykazaly, CYP2C9*2 jest gtdwnym czynnikiem
determinugcym odpowied przeciwptytkowg na CLP.

W zwigzku z tym, ze polimorfizm genetyczny CYP2C9*2 nie wytaa w petni
zmienndci parametrow farmakokinetycznych i farmakodynamjch obserwowanej
w badanej grupie pacjentow, przeprowadzono réaviaiealiz zaleznosci farmakokinetyki
i farmakodynamiki CLP od polimorfizmu genetyczne§BCB1 (3435C>T), ktérej wyniki
przedstawiono wpublikacji 7. Analizugc wplyw genotypu pacjentbw na wastd
parametréw farmakokinetycznych CLP i jego metabulitstwierdzono,ze polimorfizm
genetyczny glikoproteiny P miat znacy wptyw na AUG.;leku macierzystego u pacjentow
przyjmugcych CLP w dawce 75 mg. Pacjenci posiackajgenotyp T/T charakteryzowaliesi
niemal czterokrotnie nszymi wartdciami tego parametru hiosoby o genotypie C/C oraz
dwukrotnie nkszymi niz heterozygoty (C/T). Oznaczone wdadbCa.x CLP dla tej grupy
pacjentow take byly nizsze nk w przypadku pozostatych wariantow genetycznych.
Uzyskane zalenosci s3 zgodne z wynikami uzyskanymi przez Tauberta i wspacjentow z
choroly wiencows, ktérym podano CLP w dawkach 300 lub 600 mg prasdczepieniem
stentow [33]. Przypuszczassize u nosicieli dwoch zmutowanych alleli TT, wysokagresja
glikoproteiny P prowadzi do zekszonego wchianiania zwrotnego leku z krwi daatta
jelit, co z kolei jest przyczyn mniejszej ekspozycji na lek. Jednak, pomimo zgagzh
réznic w stzeniach leku macierzystego w osoczu, zmiganabserwowanych sten jego
metabolitow, zarobwno CLPM, jak i izomeréw H3 i Hyla niewielka. Nie stwierdzono
rowniez réznic pomedzy parametrami farmakokinetycznymi CLPM, H3 i H4 oséb

z odmiennymi genotypami. Ponadto, efekt farmakodynany CLP mierzony poprzez
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zahamowanie agregacji ptytek byt poréwnywalny weysskich badanych grupach. Analiza
pismiennictwa dotyczcego zalenosci pomkdzy polimorfizmem genetycznym ABCBL1
(3435C>T) a efektem farmakodynamicznym leku wykazzt badana zalos¢ maze by
zwigzana z podandawky CLP. W badaniach przeprowadzonych przez Mega i Y&}, nie
stwierdzono wptywu zmutowanych alleli na stapmahamowania agregacji ptytek po dawce
75 mg leku ale efekt ten byt wynay po podaniu dawki 300 mg. Przeprowadzone przee mn
badania pozwolity potwierdégj ze polimorfizm genetyczny ABCB1 (3435C>T) ma niewkiel

udziat w rozwoju oporngei na terapg przeciwptytkowg CLP.

Podsumowanie

Okreslenie ryzyka wysfpienia opornéci na CLP w grupie pacjentdéw z chorobami
uktadu sercowo-naczyniowego stanowi niezwykle rstéiveste w indywidualizacji leczenia
przeciwptytkowego z tyciem CLP. Uzyskane w niniejszych badaniach wymikkazug na
silng zaleznos¢ pomidzy efektem farmakologicznym CLP a farmakokingtykego
aktywnego izomeru H4 oraz polimorfizmem genetyczngaenzymu CYP2C19. W zwaku
z tym kompleksowe badania obejarg oznaczanie zaréwno pozioméw izomeru H4 w
osoczu, AUGg bedacego wyznacznikiem agregacji ptytek krwi w odpowieda ADP, jak
i okreslenie genotypu w kierunku obedim allelu CYP2C19*2, mze przyczynt sie do
racjonalizaciji terapii przeciwptytkowej w tej gra@ppacjentdw i zwgkszenia jej skuteczioi.
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4. Pozostate oagniecia naukowo-badawcze
4.1. Dzialalng¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia naukowegloktora

Po wsspieniu na studium doktoranckie w 2002 r. rozptemn w Katedrze i Zakladzie
Farmacji Fizycznej i Farmakokinetyki UMP (wowczaat&dra i Zaktad Chemii Fizycznej),
badania dotycgce opracowania i walidacji metod HPLC i HPCE praezonych do analizy
farmakokinetycznej i farmakogenetycznej lekéw i moletabolitéw w ptynach biologicznych
u ludzi. Badania te kontynuowatanedac od 2005 r. na etacie asystenta w pzszg)
Katedrze. Jednocgeie prowadzitam badania w ramach pracy doktorskvej,ktorych
skupitam s¢ na opracowaniu metod HPCE przeznaczonych do anaimncjomeréw
ketoprofenu oraz ibuprofenu i jego metabolitow wngich biologicznych u ludzi, a tak
okresleniu genotypu 0so6b afiych badaniem w kierunku polimorfizmu enzymow cytamu
P450, biogcych udziat w metabolizmie powszych lekow. Uzyskane wyniki zawartam
w swojej rozprawie doktorskiej pt. ,Wplyw polimorinu genetycznego izoenzymow
CYP2C8 i CYP2C9 na farmakokinetyk enancjomerow pochodnych kwasu
2-arylopropionowego”, ktarobronitam w 2002 r., a jej promotorem byt dr h&banciszek
Gtowka. Praca doktorska bytaedziowo finansowana zérodkow KBN w ramach grantu
promotorskiego.

Wyniki bada prowadzonych przed uzyskaniem stopnia doktora Idmveatam

w 6 artykutach z obszaru badadotyczcych bioanalizy enancjomeréw lekdéw
przeciwzapalnych pochodnych kwasu 2-arylopropiorgmwe 2-arylobutanowego (zgidznik

4, pozycje IlI/A/1-6 wg spisu publikacji) oraz w Bykutach dotyczcych bioanalizy innych
substancji czynnych, takich jak endo- i egzogerteeogly, leki przeciwnowotworowe oraz
antybiotyki (zadcznik 4, pozycje Il/A/7-9 wg spisu publikacji). Samyczny wspoétczynnik
oddziatywania IF publikacji z tego okresu wynosi.#® (punktacja MNISW = 205).
Powyzsze wyniki byly rownie prezentowane w postaci 32 plakatow na konferehcjac
naukowych (zaicznik 4, pozycje 111/A/1-32).

4.2. DzialalIng¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia naukowego kiimra

Po uzyskaniu stopnia doktora, réwnolegle do khgataedstawionych w ramach rozprawy
habilitacyjnej, wspotuczestniczytam/wspotuczestaiazbadaniach z zakresu:

A. Analizy stzen endogennych glikokortykosteroidow w ptynach biatagych u ludzi

B. Farmakokinetyki treosulfanu u dzieci przechgmzh leczenie mieloablacyjne przed

przeszczepieniem komorek hematopoetycznych krwi
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C. Analizy stzen mitotanu w osoczu krwi dzieci z nowotworem korylnarczy

D. Kinetyki uwalniania chiralnych substancji czynnychkabletek

E. Analizy stzen witamin w pitynach biologicznych pacjentéw z chaaiob uktadu
sercowo-naczyniowego

F. Oceny wplywu interakcji CLP z innymi lekami i substjami czynnymi

wptywajacymi na efekt terapeutyczny leku

A. Analiza stzen endogennych glikokortykosteroiddéw w ptynach biatzgych u ludzi

Ocena pozioméw endogennych glikokortykosteroid@kjch jak kortyzol (E), kortyzon
(F) i ich metabolity, mge by przydatna do okienia aktywnéci enzymow biogcych udziat
w regulacji gospodarki hormonalnej, odgryaagj duzg role w powstawaniu wielu choréb,
takich jak naddinienie ttnicze, czy cukrzyca. W ramach paiggych badaé w ktorych
uczestniczytam, opracowano metotHPLC z deteke fluorescencyja przeznaczan do
oznaczania E, F oraz ich tetrahydro- i allo-tetdrby pochodnych w osoczu i moczu. Anality
ekstrahowano z matrycy biologicznej za pomatchlorometanu, a naginie poddawano
derywatyzacji w celu uzyskania pochodnych wykazygh zdolné¢ fluorescencji. Rozdziat
chromatograficzny analitbw przeprowadzono na koli@mmonolitycznej. Opracowan
metod poddano walidacji. Wykazange metoda jest odpowiednio selektywna, precyzyjna
i doktadna i spetnia kryteria walidacji dla metoddnalitycznych. Wytecznd¢ opracowanej
metody potwierdzono w badaniach dotyoych analizy endogennych glikokortykosteroidow
u pacjentow z nadanieniem ¢tniczym w celu oceny aktywsoi enzymu 1B-HSD?2,
bioragcego udziat w przemianie E do nieaktywnego Fa(atik 4, pozycja II/A/10 wg spisu
publikacji).
Opracowan metod zastosowano rowniedo oceny poziomow E i F w osoczu pacjentow
z chorobami uktadu sercowo-naczyniowego i wspGkging cukrzyg typu 2. Stwierdzono
wyzsze poziomy F w osoczu pacjentow z cukgzye poréwnaniu do pacjentéw bez
cukrzycy. Ponadto, pacjenci z cukrzygosiadali nisze poziomy E i znagzo wyzsze ilGci
wolnego F wyeliminowanego z moczem (UFF). Analizatystyczna wykazata znago
wyzsze wartéci F/E w osoczu pacjentdw z cukrayev poréwnaniu do pacjentow bez
cukrzycy. Stwierdzono rownieistnienie dodatniej korelacji gdzy poziomem glikemii
a UFF i UFE. Wyniki powyszych bada swiadcz o zaburzonej rGwnowadze endogennych
glikokortykosteroidéw na skutek zgkszonej aktywnéci enzymu 1B-HSD1 u o0so6b
z cukrzyq typu 2 (zadcznik 4, pozycja llI/A/43, wg spisu doniesiejazdowych).
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B. Badania farmakokinetyki treosulfanu u dzieci przmthcych leczenie
mieloablacyjne przed przeszczepieniem komoérek hemoatycznych krwi

Treosulfan jest lekiem przeciwnowotworowym stosoywanu pacjentow dorostych
gtéwnie w leczeniu nowotworow litych, takich jakkrgajnika. U dzieci wysokie dawki
treosulfanu stosuje giw ramach terapii mieloablacyjnej przed przeszaa@pm komorek
hematopoetycznych. W zyaku =z ograniczop dostpncicia informacji na temat
farmakokinetyki treosulfanu u dzieci, celem pasagych baddé w ktorych
wspotuczestniczytam, byta ocena parametréw farmaledykcznych leku u pacjentow
pediatrycznych poddawanych terapii treosulfanendaBé przeprowadzono we wspétpracy
z Klinika Onkologii, Hematologii i Transplantologii Pediatgnej Szpitala Klinicznego
UMP. Pacjentom w wieku 2 — 15 lat podawano wysakéevki (10-14 g/rf) treosulfanu
w postaci 2h wlewu diylnego. Do oznaczenia poziomOw leku w osoczu i mocz
wykorzystano opracowan wczeéniej metod HPLC z detekg refraktometrycza
Przeprowadzone badania wykazakg zmiany s{zenia treosulfanu w osoczu w czasie
zachodz zgodnie z modelem 2-kompartmentowym. Potwierddomowa zaleznos¢ miedzy
wartagsciami Gnaks | AUC leku a podam dawlky. Jednoczénie zaobserwowano da
zmiennd¢ migdzyosobnicz parametrow farmakokinetycznych, co sugeruje prinma
analizy profilu farmakokinetycznego indywidualnyphcjentéw w celu zmniejszenia ryzyka
wystgpienia wczesnych i piych objawow toksyczrigi narzdowej (zajcznik 4, pozycja

[1/B/2 wg spisu publikaciji).

C. Analiza stzen mitotanu w osoczu krwi dzieci z nowotworem korylnarczy

Przedmiotem badaprowadzonych we wspoétpracy z KlinikOnkologii, Hematologii
i Transplantologii Pediatrycznej Szpitala Klinicgoe UMP, byta ocena &ten mitotanu
w ramach terapeutycznego monitorowania leku u p&@je pediatrycznych z nowotworem
kory nadnerczy. Wg danych literaturowych, ze wdglna dig zmiennd¢ migdzyosobnicz
parametréw farmakokinetycznychp §t= 18 — 159 dni) oraz kumulacjleku w tkance
ttuszczowej, monitorowanie ¢fen mitotanu w osoczu jest niegine do zapewnienia
bezpiecznej i skutecznej terapii tym lekiem. W ramprzeprowadzonych batlapracowano
metod HPLC z detekg UV przeznaczosm do oznaczenia @ten mitotanu w osoczu krwi.
Rozdziat mitotanu oraz wzorca wewtrznego — klopidogrelu w probkach osocza po
uprzednim sticeniu biatek z myciem acetonitrylu, przeprowadzono w odwréconymadkie

faz. Opracowan metod poddano walidacji obejmagej wyznaczenie wykrywalroi,
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oznaczalnéci, liniowosci oraz precyzji i dokladriwi. Stwierdzono,ze metoda ta spetnia
kryteria walidacyjne dla metod analitycznych przzzonych do oznaczania lekow
w pitynach biologicznych. W zwrku z tym mde by stosowana do terapeutycznego
monitorowania mitotanu w osoczu krwi pacjentéw Kieen kory nadnerczy (zadznik 4,
pozycja 11/B/6 wg spisu publikacji).

Opracowan metod z powodzeniem stosowano do ozna&cgezen leku w osoczu pacjenta
pediatrycznego z rakiem kory nadnerczy poddawamegez 12 miescy terapii mitotanem.
Analiza stzen umazliwita lekarzom prowadgcym teraps modyfikacg dawkowania w celu

osiggniecia skutecznego i bezpiecznego efektu leczenia.

D. Kinetyka uwalniania chiralnych substancji czynnyctabletek

Przedmiotem tego badania byla ocena parametrowtykimeych uwalniania lekow
chiralnych z grupy NLPZ (ibuprofen), blokeréw kabat wapniowych (amlodypina) oraz
lekéw przeciwptytkowych (klopidogrel) z tabletek.a@ania uwalniania przeprowadzone
zostaty we wspotpracy z Katedr Zaktadem Technologii Postaci Leku UMP. Do ozrsata
enancjomerow badanych zwkéw w odpowiednich ptynach do uwalniania zastostwa
opracowane wczaiej metody HPCE z detekcjuV, ktore umaliwity, z zastosowaniem
okreslonych selektoréw chiralnych, szybki i efektywnydziat enancjomerow.
W przypadku lekow wyspujacych w tabletkach w postaci mieszanin racemicznyakich
jak ibuprofen i amlodypina, celem badania byta @cexdnic pomedzy parametrami
kinetycznymi uwalniania (stata szybda uwalniania - k, czas potowicznego uwalniania —
to5) poszczegodlnych enancjomerdw tych lekow. Wiadomwibm, ze zaréwno w przypadku
mieszaniny racemicznej ibuprofenu jak i amlodypiriylko jeden z enancjomeréw jest
farmakologicznie aktywny ((+)-S dla ibuprofenu )-& dla amlodypiny). W zwiku z tym
réznice w szybkeéci uwalniania enancjomeréw mogtyby mieptyw na dziatanie leku. Na
podstawie przeprowadzonych badstwierdzono jednakze uwalnianie enancjomeréw dla
kazdego z lekoéw podawanych w tabletkach w postaci maiei® racemicznych zachodzi z
poréwnywalr szybkdaciag i spetlnia farmakopealne kryteria akceptacji dlaabmania
(zakcznik 4, pozycja 11I/A/37, wg spisu doniesigjazdowych).
W przypadku CLP, celem badania byta ocena paramdingetycznych uwalniania leku z 10
preparatébw najgzgciej stosowanych w terapii przeciwptytkowej w P@&scW zwizku
Z wystpujaca w przebiegu leczenia u wielu pacjentéw opdoipna CLP oraz waiz rosmca
liczbg preparatow zawierggych ten lek w postaci #oych pohczen chemicznych,

poréwnanie preparatdow CLP i ocena ich faigest przydatna do zapewnienia skutecznej
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i bezpiecznej terapii. Na podstawie przeprowadzbngada stwierdzono,ze wszystkie
preparaty spetnity kryteria akceptacji dotyce uwalniania. Przeprowadzone testy
statystyczne wykazaty jednak istotnenite dotycace parametrow kinetycznych uwalniania
(k, to5) leku midzy badanymi preparatami, ktore wynikaty z ob&cnsubstancji czynnej
w postaci odmiennych soli. Uwalnianie CLP zachawzilwa razy szybciej z preparatu
zawierajcego bezylan CLP, w poréwnaniu do preparatéw zajgieych lek w postaci
wodorosiarczanu. Wygbujace r&nice w szybkéci uwalniania CLP z rinych preparatow
mog mie¢ wplyw na szybké& wysipienia efektu leczniczego i w konsekwencji na

skutecznéc terapii przeciwptytkowej (zatznik 4, pozycja Il/A/13 wg spisu publikaciji).

E. Analiza stzen witamin w ptynach biologicznych pacjentéw z chaaiob uktadu
sercowo-naczyniowego

Przedmiotem prowadzonych obecnie badast ocena gken witamin A, D, E oraz
B-karotenu u pacjentdow z chorobami uktadu sercoweryrEowego. Wg danych
literaturowych istnieje zwzek medzy stzeniem aktywnej formy witaminy D, 25-hydroksy-
D3, a ryzykiem rozwoju choréb uktadu sercowo-naczwm@go, oraz ngidzy poziomami
witamin antyoksydacyjnych (A, E) a powstawaniemsbla miadzycowej. Ocena sten
wspomnianych wiej witamin w ptynach biologicznych badanej grupjeatéw mae by
pomocna dla lekarzy prowagtz/ch terapi w podgciu decyzji o konieczni@i suplementacji
witaminami pacjentow wykazagych ich niedobory, w celu zapewnienia skutecznego
leczenia oraz zahamowania progresji chorob uktaghgosvo-naczyniowego. Przedmiotem
bada, oprécz analizy sten witamin w osoczu badanej grupy pacjentéw, jestiéwanaliza
wywiaddw zywieniowych magca na celu korelagjoznaczonych sten witamin ze stopniem
ich spaycia i stanem odywienia. Badania te prowadzong we wspoipracy z Kateglr
i Zaktadem Bromatologii UMP, w ramach pracy dokkieg w ktérej petn¢ role promotora
pomocniczego.
Ze wzgkdu na ograniczaptrwatos¢ badanych zwaizkow oraz ich silnie lipofilowy charakter,
konieczne bylo opracowanie odpowiednich metod &mainych, pozwalagych na szybki
i selektywny rozdziat analitow w probkach biologigzh. W celu okrdenia optymalnych
warunkéw rozdziatu i przygotowania probek do anglipodsumowano dagine wyniki
bada dotyczcych metod chromatograficznych przeznaczonych dw@zania witamin w
ptynach biologicznych (za¢znik 4, pozycja 1I/A/14 wg spisu publikacji). Sevdzono,ze

najbardziej optymakn metod, izolacji witamin rozpuszczalnych w tluszczach dhek jest

25



ekstrakcja ciecz-ciecz za pomobeksanu. Natomiast, do rozdzialu analitow najbajdz
odpowiednie wydaj sie by¢ metody HPLC w odwréconym uktadzie faz.

Nastpnym krokiem bytlo opracowanie i walidacja metod HKPLz detekg UV
umazliwiajagcych rozdziat witamin A, E,p-karotenu oraz pochodnych witaminy D:
25-hydroksy-D i 25-hydroksy-R w osoczu. Ze wzgtlu na znaczne #dice w lipofilncsci
badanych zwizkéw, a take 1000-krotne rinice medzy stzeniami pochodnych witaminy D
a stzeniami pozostatych analitdw w osoczu pacjentow,ideime bytlo opracowanie dwéch
odrebnych metod HPLC-UV. Jedna z nich uihiwiata oznaczanie niskich gten (rzedu
ng/ml) mniej lipofiinych pochodnych witaminy D: 2bydroksy-I3 i 25-hydroksy-D,
natomiast druga — wysokichegen (rzedu pg/ml) silnie lipofilnych witamin A i E oraz
B-karotenu. Opracowane metody zastosowano do ozmacgezen powyzszych zwizkow
w probkach uzyskanych od pacjentbw z chorobami diktassercowo-naczyniowego.
Dotychczas analizie poddano probki uzyskane oddfentow. Na podstawie uzyskanych
wynikow stwierdzono znaczne niedobory pochodnychaminy D (u 60% pacjentow),
witaminy E (u 50% pacjentéw) ordizkarotenu (u 60% pacjentow).

Obecnie zajmyj sic opracowaniem i walidagj metody HPLC-MS/MS, umidiwiajacej

rozdziat wszystkich analizowanych witamin w czgsignego cyklu analitycznego.

F. Ocena wptywu interakcji CLP z innymi lekami i sudostjami czynnymi
wptywajagcymi na efekt terapeutyczny leku

Przedmiotem tych badajest ocena wptywu interakcji gdzy CLP i statynami
o odmiennych wigciwosciach farmakokinetycznych (atorwastagy(tos = 7 — 14 h) oraz
rosuwastatysm (tos = 20 — 30 h)) na farmakokinetyki farmakodynamik CLP i jego
aktywnego metabolitu u pacjentow z chorobami ukiseitcowo-naczyniowego poddawanych
zabiegowi angiografii/angioplastykéthic wiencowych. Zatgenia projektu zwjzane g ze
zjawiskiem wysgpowania opornéci na CLP, ktéra dotyczy ok. 30% pacjentow, izady
wynikiem interakcji z lekami metabolizowanymi przde same co CLP izoenzymy
cytochromu P450. Proponowane badania pogwobcent skuteczné terapii
przeciwptytkowej CLP, stosowanym jednogziee z lipofilowy atorwastatys,
metabolizowag przez izoenzym CYP3A4, ktory bierze réwhiaudziat w aktywacji
metabolicznej CLP, lub z hydrofilpwosuwastatys metabolizowasn jedynie w niewielkim
stopniu przez izoenzym CYP2C9. Dodatkowo w ramaajeftu przeprowadzona zostanie
analiza obejmujca ocen skzen kreatyniny w surowicy pacjentow aiych badaniem. Jest to

zwigzane ze zwikszonym ryzykiem uszkodzenia nerek wywotanym kst jodowym
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stosowanym podczas zabiegu angiografii/angioplastyk z kolei mae mie€ wplyw na
farmakokinetyle CLP i jego metabolitow, ktére w 50% eliminowang drogs nerkows.
Badania wykonywane gsw ramach projektu OPUS finansowanego przez NCN we
wspotpracy z Oddzialem Kardiologii Wielospecjalstpego Szpitala Miejskiego im. J.
Strusia w Poznaniu. Efekty wzajemnego oddziatywadek&w stosowanych jednoczee w
ramach terapii przeciwmidzycowej ocenianegsna podstawie analizy pozioméw CLP i jego
aktywnego metabolitu tiolowego oraz statyn i ictelpednych w osoczu oraz wyznaczonych
na ich podstawie parametrow farmakokinetycznyclegronzpocgciem terapii statynami i po
6 miesycach jej trwania. Oceniany jest rowhniefekt farmakodynamiczny CLP za pomoc
pomiaru zahamowania agregacji ptytek krwi po poddeku. Dodatkowo badanie obejmuje
okreslenie polimorfizmu genetycznego enzyméw cytochroRdb0 (CYP3A4, CYP2C19),
ktére biog udziat w metabolizmie CLP i statyn. Paigge badania pozwpbdpowiedzié na
pytanie, czy stosowanie statyn, metabolizowanycheprte same co CLP enzymy, u
pacjentow leczonych CLP, wptywa na efekt przeciigayvy leku. Wyniki dotychczasowych
bada przedstawiono w publikacji (zgdznik 4, pozycja II/A/15 wg spisu publikaciji).

W celu poszerzenia batlao interakcje CLP z innymi substancjami czynnymiggoaymi
wptywa¢ na efekt terapeutyczny leku, naaano wspotprac z Klinika Kardiologii CMKP

w Szpitalu Grochowskim w Warszawie, w ktorej realiany jest projekt dotygey wptywu
zaprzestania palenia papierosow na zahamowanigagjiretytek u chorych leczonych CLP.
Zalozenia tego badania zyz@ane § z zaobserwowanym wgzym poziomem zahamowania
agregaciji ptytek krwi i wynikajcym z tego lepszym efektem klinicznym w grupie aktych
palaczy w trakcie leczenia CLP w porOwnaniu z paei niepadlcymi. Moze to by
zwigzane z indukeg przez substancje czynne obecne w dymie papierarowgzymu
CYP1A2, ktory uczestniczy w przemianie CLP do akiggo metabolitu. M¢j udziat
w powyzszym projekcie polega na oznaczeniactiest CLP i jego metabolitow w probkach
krwi pobranych od patych i niepalcych leczonych klopidogrelem, wyznaczenie
parametréw farmakokinetycznych tych analitbw orah iporownanie mgdzy dwoma
badanymi grupami. Ma to na celu oienie r&nic miedzy farmakokinetyk CLP i jego
metabolitow u oséb patych i niepaicych poddawanych terapii przeciwptytkowej oraz jej
korelacg z efektem farmakodynamicznym leku, mierzonym przehamowanie agregacji
ptytek krwi.
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Podsumowanie

W skitad mojego gcznego dorobku naukowego wchg@d23 publikacje oryginalne,
7 publikacji pogidowych oraz 2 rozdziaty w monografii. Jestem zeakwspoétautorem
4 rozdziatbw w skryptach z chemii fizycznej dla dgatow Il roku farmacji i analityki
medycznej oraz Il r. farmacji programu angigjcznego Pharm.D. Sumaryczny wahik
oddziatywania IF tych prac wyno5B3,388wg listy Journal Citation Reports (JCR),sazna
punktacja MNiSW =587 pkt. Wedtug bazy Web of Science liczba cytawaoich publikacji
wynosi 219, a indeks Hirscha 11 (@#nik 7). Jestem wspotautorem 50 komunikatow
zjazdowych prezentowanych na konferencjach krajow§25) i medzynarodowych (25)
(zakcznik 4).

Wyniki bada stanowijcych przedmiot pogpowania habilitacyjnego opublikowatam w cyklu
10 prac (7 oryginalnych i 3 paglowe), o 4cznym wskaniku IF = 18.656(MNISW = 221)
oraz prezentowatam w formie 7 plakatow na konfgeaicnaukowych.

W ramach prowadzonych badaawigzatam wspotpracz licznymi jednostkami klinicznymi
UMP oraz z Kliniky Kardiologii CMKP w Szpitalu Grochowskim w Warszawi

Bralam udzial w realizacji 4 projektow badawczycimahsowanych przez KBN/NCN
(w dwadch jako kierownik projektu), oraz w 5 finamgmych w ramach badavtasnych UMP
jako kierownik.

Za osggniecia naukowe otrzymatam 1 indywidualm 3 zespotowe Nagrody Rektora oraz
3 zespotowe Nagrody Ministra Zdrowia. Szczegotowdrmacje obejmuce catoksztait

dorobku naukowego i dydaktycznego znajdsig w zahczniku 4.

LH vl famaiueny - a/oudg
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