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Czesc¢ badan finansowana byta ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki,

w ramach realizacji grantu Sonata; UMO-2013/11/D/NZ7/01230,

pt. ,Badanie mechanizmu rozdziatu chiralnego nowych pochodnych oksazolidynonéw”,
ktérego jestem kierownikiem i gtbwnym wykonawcg.
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Czesc¢ badan finansowana byta ze srodkdéw przeznaczonych na dziatalno$c¢ statutowg
Zaktadu Antybiotykow i Mikrobiologii, Narodowego Instytutu Lekow w Warszawie.

Cze$c¢ badan wykonywano korzystajgc z Infrastruktury PL-Grid.
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Imie i Nazwisko: Katarzyna Michalska

Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i
roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

Dyplom magistra farmacji - Nr 5076/98 uzyskany 30 wrzesnia 1998 roku na
podstawie obronionej pracy magisterskiej pt. ,Oznaczanie zawartosci histaminy
w tkance chrzestnej” z wynikiem bardzo dobrym.

Prawo wykonywania zawodu Aptekarza — Nr XIX01/2164/99 z dnia 5
pazdziernika 1999 roku, przyznane uchwalg okregowej Rady Aptekarskiej w
Warszawie. Zostatam uprawniona do samodzielnego wykonywania zawodu
aptekarza na obszarze Rzeczpospolitej Polskiej.

Stopie n doktora nauk farmaceutycznych  — nadany 28 pazdziernika 2008 roku
uchwalg Rady Wpydzialu Farmaceutycznego Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego na podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej pt.:
,Optymalizacjia metod elektroforezy kapilarnej stosowanych w badaniu
produktow leczniczych zawierajgcych wybrane antybiotyki” zrealizowana pod
kierunkiem Prof. dr hab. Stefana Tyskiego. Praca uzyskata wyrd6znienie summa
cum laude, a powstata w ramach realizacji grantu promotorskiego Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/
artystycznych.

01.12.1998 — 31.07.1999 roku - Instytut Reumatologii im. Prof. dr hab. med.
Eleonory Reicher w Warszawie, mgr stazysta.
Od 01.04.2001 roku zatrudniona w Instytucie Lekdbw w Warszawie, obecnie
Narodowym Instytucie Lekéw (NIL) w Zaktadzie Antybiotykow i Mikrobiologii NIL,
e 01.04.2001 — 31.10.2003 na stanowisku inzynieryjno-technicznym,
 01.11.2003 — 31.12.2008 na stanowisku asystenta,
* 01.01.2009 — nadal na etacie adiunkta,
e 01.02.2013 - nadal na stanowisku Kierownika  Pracowni
Fizykochemicznych Wiasciwosci Antybiotykdw Narodowego Instytutu
Lekdw w Warszawie (od 02.01.20018 r. Kierownik Laboratorium).

Wskazanie osiggniecia* wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

tytut osiggniecia naukowego/artystycznego,

Badanie mechanizmu rozdzielania  chiralnego  nowych  pochodnych
oksazolidynonow.

(autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci
wydawniczy):

Osiggnieciem naukowym, bedgcym podstawg postepowania habilitacyjnego jest spojny
tematycznie cykl szesciu publikacji (5 oryginalnych) opublikowanych po uzyskaniu
stopnia naukowego doktora. Dla kazdej pracy podano wspoétczynnik oddziatywania
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czasopisma (Impact Factor) oraz punktacie MNISW. Wartosci powyzszych
wspotczynnikbw zostaly przygotowane przez Biblioteke Glowng Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego.

H.1. K. Michalska* , I. Karpiuk, M. Krél, S. Tyski, Recent development of potent
analogues of oxazolidinone antibacterial agents, Bioorganic & Medicinal Chemistry 21
(2013) 577-591.

Impact factor — 2,951; MNiSW — 30 punktow

Mo6j wkiad w powstanie tej pracy polegat na zaplaaniu koncepcji pracy, zebraniu danych
potrzebnych do napisania pracy, analizy zebranygmikéw, napisaniu: wprowadzenia,
rozdziatdbw (2 — 5) i podrozdziatéw (2.1, 2.2, 5.5.4) oraz podsumowania, przygotowania
zar6wno wsipnej i koicowej wersji pracy, sformutowaniu wnioskoéw, korekedytorskiej i
jezykowej, odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Méj udziat procentowy oksgam na 74%.
Oswiadczenia wspoétautorow w Zgdzniku nr 5.

H.2. K. Michalska* , E. Gruba, J. Cielecka-Piontek, E. Bednarek, Chiral separation of
tedizolid using charge single isomer derivatives of cyclodextrins by capillary
electrokinetic chromatography, Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis,
120 (2016) 402-412.

Impact factor — 3,255; MNiSW — 35 punktow

M¢j udziat w powstanie tej pracy polegat na kierowaprojektem naukowym obejmaym
badania dotyczce chiralnego rozdzielania tedyzolidu, zaplanowarkancepcji pracy,
wykonaniu caléci eksperymentalnej dotygzj techniki kapilarnej chromatografii
elektrokinetycznej, przygotowaniu rycin 2, 4, 587tabel 1 i 2, zebraniu wszystkich danych
potrzebnych do napisania pracy oraz analizie zepcanwynikOw, napisaniu wginej i
kaicowej wersji pracy, sformutowaniu wnioskow, korekeiytorskiej igzykowej, odpowiedzi
na uwagi recenzentow.

M6j udziat procentowy okg&am na 85%.
Oswiadczenia wspotautorow w Zgdzniku nr 5.

H.3. K. Michalska , M. Mizera, K. Lewandowska, J. Cielecka-Piontek*, Infrared,
Raman, and ultraviolet with circular dichroism analyses and theoretical calculations of
tedizolid, Journal of Molecular Structure, 1115 (2016) 136-143.

Impact factor — 1,753; MNiSW — 20 punktéw

Mo6j wkitad w powstanie tej pracy polegat na zaplaaniv koncepcji pracy, koordynowaniu
pracy catego zespotu badawczego, zebraniu danytlagiimych do napisania pracy, napisaniu
wskpu, czsci rezultatow i dyskusji dotygeej analizy z wykorzystaniem elektronowego
dichroizmu kotowego, sformutowaniu wnioskéw, napisawsepnej wersji pracy, korekcie
edytorskiej i gzykowej.

Méj udziat procentowy oksgam na 60%.

Oswiadczenia wspoétautorow w Zgdzniku nr 5.

H.4. K. Michalska* , E. Gruba, W. Bocian, J. Cielecka-Piontek, Enantioselective
recognition of radezolid by cyclodextrin modified capillary electrokinetic chromatography

4



Autoreferat — pogpowanie habilitacyjne dr n. farm. Katarzyny MicHaég

and electronic circular dichroism, Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis,
139 (2017) 98-108.
Impact factor — 3,255; MNiSW — 35 punktéw

Méj udziat w powstanie tej pracy polegat na kieramivaprojektem naukowym obejmaym
badania dotyczce chiralnego rozdzielania radezolidu, zaplanowarkancepcji pracy,
wykonaniu caléci eksperymentalnej dotygz] techniki kapilarnej chromatografii
elektrokinetycznej w zakresie pH 2,5; 6,6; 8,2 @@, przygotowaniu rycin 2AB, 3, 4, 5 oraz
tabel 2 i 3, zebraniu danych potrzebnych do napésgnacy i analizie zebranych wynikow,
napisaniu wsipnej i kaicowej wersji pracy, sformutowaniu wnioskéw, korekedytorskiej i
jezykowej oraz odpowiedzi na uwagi recenzentéw.

Méj udziat procentowy oksgam na 79%.
Oswiadczenia wspotautorow w Zgadzniku nr 5.

H.5. K. Michalska* , E. Gruba, M. Mizera, K. Lewandowska, E. Bednarek, W. Bocian, J.
Cielecka-Piontek*, Application of spectroscopic methods (FT-IR, Raman, UV-CD and
NMR) in studies of identification and optical purity of radezolid, Spectrochimica Acta,
Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, 183 (2017) 116-122.

Impact factor — 2,536; MNiSW — 30 punktéw

Mé6j wktad w powstanie tej pracy polegat na zaplaaniu koncepcji pracy, koordynowaniu
pracy calego zespotu badawczego, zebraniu danytizgimych do napisania pracy i analizy
zebranych wynikdéw, napisaniu wst, czsci rezultatow i dyskusji dotygeej analizy z
wykorzystaniem elektronowego dichroizmu kotowedormaitowaniu wnioskow, napisaniu
koiicowej wersji pracy, korekcie edytorskiegzykowej, odpowiedzi na uwagi recenzentow.

M¢j udziat procentowy okg&am na 50%.
Oswiadczenia wspotautorow w Zgdzniku nr 5.

H.6. K. Michalska* , E. Bednarek*, E. Gruba, K. Lewandowska, M. Mizera, J. Cielecka-
Piontek, Comprehensive spectral identification of key intermediates to the final product
of the chiral pool synthesis of radezolid, Chemistry Central Journal 11:82 (2017) 1-16.
Impact factor — 2,442; MNiSW — 30 punktow

Mo6j wkitad w powstanie tej pracy polegat na zaplaaoiv koncepcji pracy, koordynowaniu
pracy catego zespotu badawczego, zebraniu danytizgiimych do napisania pracy, analizie
zebranych wynikow, napisaniu wgti, czsci rezultatow i dyskusji dotygeej analizy z
wykorzystaniem elektronowego dichroizmu kotowedormaitowaniu wnioskéw, zeniu
informacji zawartych w materiatach dodatkowych, ygatowaniu kécowej wersji pracy,
korekcie edytorskiej egykowej, odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Méj udziat procentowy oksgam na 40%.
Oswiadczenia wspoétautorow w Zgdzniku nr 5.

Sumaryczny wspoétczynnik oddziatywania (IF) publikacji wchodzgcych w skfad
osiggniecia naukowego w postepowaniu habilitacyjnym wynosi 16,192, a punktacja
MNiSW — 180. Autor korespondencyjny oznaczony, *.
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c) omdéwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikow
wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Wstep

W zwigzku z zakresem celu naukowego omawianych prac wprowadzenie sktada sie z
nastepujgcych czesci:

 Rozdziat | poswiecony jest charakterystyce chemioterapeutykow
przeciwbakteryjnych z klasy oksazolidynondw, ich mechanizmie dziatania,
opornosci drobnoustrojéw, zaleznosci pomiedzy strukturg a toksycznoscig
oraz kierunkom w projektowaniu nowych pochodnych z klasy
oksazolidynonow.

* W rozdziale Il przedstawiono teoretyczne uzasadnienie badan, w tym
ewolucje pogladow na temat mechanizméw chiralnego rozpoznawania,
scharakteryzowano cyklodekstryny i ich mozliwosci tworzenia kompleksow
inkluzyjnych, oddziatywania miedzyczgsteczkowe pomiedzy chiralnym
selektorem i selektandem oraz zatozenia i cel badan.

Rozdziat |

Nieprzerwanie rosnie liczba powaznych zakazen powodowanych przez
drobnoustroje oporne réwnoczesnie na wiele antybiotykdw, tzw. zjawisko opornosci
wielolekowej. Rownolegle liczba skutecznych $rodkow przeciwbakteryjnych ulega
zmniejszeniu, poniewaz mikroorganizmy sg w stanie wytworzy¢ nowe mechanizmy
opornosci i szybko rozprzestrzenia¢ geny kodujgce opornos¢ poprzez ruchome
elementy genetyczne bakterii, gtdbwnie plazmidy, integrony i transpozomy.
Konsekwencjg rozprzestrzeniania sie opornosci na antybiotyki wsrod drobnoustrojow
jest realne zagrozenie dla zycia i zdrowia publicznego. Skale tego problemu obrazuje
przykiad Standéw Zjednoczonych, gdzie corocznie 2 miliony oséb zostaje dotknietych
zakazeniami powodowanymi przez bakterie oporne na antybiotyki, z czego odnotowuje
sie 23 tysigce zgonow rocznie, w Europie 25 tys. [1]. | chociaz zakazenia powodowane
przez  pateczki Gram-ujemne  sg  obecnie  szczegOlnie  niebezpieczne
(Enterobacteriaceae o opornosci typu ESBL, AmpC, MBL, KPC, OXA-48), to liczba
powaznych zakazen powodowanych przez bakterie Gram-dodatnie, tj.: oporny na
metycyling Staphylococcus aureus (MRSA), oporne na metycyline koagulazo-ujemne

gronkowce (MRCoNS), gronkowce niewrazliwe na glikopeptydy (GISA, GRSA, VISA,
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VRSA) oraz enterokoki oporne na glikopeptydy (GRE, VRE), a takze Streptococcus
pneumoniae oporny na antybiotyki beta-laktamowe, jest rowniez znaczgco wysoka.

Z tego wzgledu odkrycie lub wynalezienie nowych skutecznych zwigzkdéw
przeciwbakteryjnych jest bardzo istotne. Wiele zespotow badawczych ukierunkowanych
na badania i rozwgj realizuje prace rozwojowe w tej dziedzinie.

Oksazolidynony, jako chemioterapeutyki przeciwbakteryjne odkryto w E.l. Du
Pont Nemours & Company w latach osiemdziesigtych XX-stego wieku, rozwijano w
Pharmacia i Upjohn (obecnie cze$¢ firmy Pfizer), prowadzac ostatecznie do
zarejestrowania linezolidu [2]. Stato sie to po blisko 30 latach przerwy od momentu
wprowadzenia do lecznictwa poprzedniej, oryginalnej klasy chemioterapeutykdw
przeciwbakteryjnych, fluorowanych chinolonéw.

Jedynymi przedstawicielami chemioterapeutykow przeciwbakteryjnych z klasy
oksazolidynonow zatwierdzonymi przez Europejskg Agencje Lekow (EMA, ang.
European Medicines Agency) oraz amerykanskg Agencje Zywnosci i Lekow (FDA, ang.
Food and Drug Administration) jest wspomniany linezolid, a od niedawna rowniez
tedyzolid fosforanu (2015 r.). Oksazolidynony sg bardzo skuteczne w leczeniu
powaznych zakazen powodowanych przez bakterie Gram-dodatnie, w tym infekciji
powodowanych przez niebezpieczne szczepy MRSA oraz oporne na wankomycyne
szczepy Enterococcus faecium (VRE).

Woczesniejsze badania dotyczgce mechanizmu dziatania oksazolidynonow
sugerowaly, ze hamujg one tworzenie kompleksu inicjujgcego proces translacji przez
uniemozliwienie tworzenia kompleksu potrojnego, N-formylometionylo-tRNA-rybosomu-
MRNA [3]. Jednak zdolno$¢ oksazolidynonéw do hamowania tworzenia kompleksu
inicjujgcego obserwowano tylko przy wysokim wysyceniu rybosomow przez
oksazolidynony. Mechanizm dziatania oksazolidynonéw oraz doktadna lokalizacja
miejsca wigzgcego lek w rybosomie nie sg w petni poznane. Niemniej jednak, badania
wykazaty, ze oksazolidynony oddziatujg z podjednostkg 50S rybosomu w miejscu A
centrum aktywnego peptydylotransferazy (PTC), ktéra zachodzi na reszte
aminoacylowg-tRNA zwigzang z miejscem A, powodujgc zmiany konformacyjne w
obrebie nukleotydu U2585 [4]. Nukleotyd ten podlega zmianom konformacyjnym, ale po
zwigzaniu linezolidu przez rybosom, konformacja U2585 stabilizuje sie i1 staje sie
nieaktywna. Jest to zwigzane z powstaniem wigzania wodorowego pomiedzy atomem
azotu U2585 a atomem tlenu w pierscieniu morfolinowym linezolidu. Wydaje sie to dosc¢

zaskakujgce, ze stosunkowo stabe oddziatywanie wodorowe zdaje sie byé jedynym
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wigzaniem pomiedzy linezolidem a RNA, tym samym zmniejszajgc waznos$c¢
oddziatywan mniej bogatych energetycznie wigzan van der Waalsa i hydrofobowych,
pomiedzy linezolidem a nukleotydami w obrebie kieszeni PTC. Pierscien A, jak rowniez
tancuch w pozycji C5 rozcigga sie w gigb kieszeni PTC. Pierscien oksazolidynonu
utozony jest w kierunku nukleotydu U2504 (cho¢ geometria i odlegto$¢ nie jest
optymalna dla oddziatywan m-17), natomiast tancuch C5 rozcigga sie w kierunku
nukleotydu A2503 podjednostki 23S rRNA. Pierscien B jest skrecony o okoto 70°w
stosunku do pierscienia A i utozony pomiedzy A2451 i U2506 (schemat miejsca
wigzgcego przedstawiono na rycinie 1). Zmiana konformacji po dopasowaniu
czasteczki linezolidu w kieszeni widoczna jest jedynie dla nukleotydu U2585. Nukleotyd
ten wymagany jest dla prawidtowego wigzania tRNA do miejsca P. W konsekwencji

linezolid hamuje proces syntezy biatek poprzez blokowanie funkcji rybosomalnych [4-6].

d
"_ T

L2508

NH

CH;,

Rycina 1. Podjednostka 50S D. radiodurans z zaznaczong pozycjg wigzania linezolidu (czerwony

kolor) oraz biatkami L1 i L11 (A), struktura linezolidu z zaznaczonymi pierscieniami, oksazolidynowym
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(r6zowy), fenylowym (zielony), morfolinowym (z6ky) (B), linezolid w kieszeni wigzgcej utworzonej przez
osiem nukleotydéw podjednostki 23S rRNA (C). Na podstawie ryciny zamieszczonej w pracy Wilsona i
wsp. [4].

Wilson i wsp. [4] przedstawili krystalograficzny model struktury podjednostki 50S
rybosomu u Deinococcus radiodurans, (D50S) w kompleksie z linezolidem, tym samym
pozwalajgc zrozumiec, a w konsekwencji dajgc mozliwos¢ przewidywania potencjalnych
kierunkbw dla racjonalnego rozwoju kolejnych generacji oksazolidynonéw. Do
antybiotykow, ktére dzialajg na centrum PTC zaliczamy rowniez: chloramfenikol,
linkozamidy, pleuromutyliny, streptograminy oraz sparsomycyne. Wydaje sig, ze
mechanizm dziatania linezolidu jest najbardziej podobny do chloramfenikolu.
Chloramfenikol i linezolid nie blokujg translacji catkowicie, pozwalajg na translacje
pewnych sekwencji aminokwasowych zanim w petni zablokujg translacje. Obecnos¢
alaniny (Ala), w mniejszym stopniu seryny (Ser) i treoniny (Thr) na przedostatnim
miejscu w ulegajgcym elongacji fancuchu polipeptydowym aktywizuje dziatanie leku. W
przeciwienstwie do glicyny (Gly), ktéra wystepujgc w miejscu P czy miejscu A, PTC
silnie przeciwdziata hamujgcemu dziataniu chloramfenikolu i linezolidu [7]. Pozostate
antybiotyki dziatajg jako inhibitory rybosomalnego PTC blokujgc translacje
niespecyficznie, juz od pierwszego aminokwasu.

Niestety, stosunkowo szybko po wprowadzeniu linezolidu do terapii zakazen,
zanotowano przypadki opornosci na linezolid wsréd szpitalnych izolatéw S. aureus [8, 9]
i Enterococcus spp. [10]. Chociaz oporne na linezolid szczepy (LinR) pojawiajg sie
stosunkowo rzadko to zakazenia spowodowane przez nie nalezy traktowac¢ jako
zakazenia potencjalnie zagrazajgce zyciu. Sg dwa gtdbwne mechanizmy opornosci na
linezolid, jeden zwigzany z mutacjg (G2576T) w 23S rRNA oraz drugi zwigzany z
obecnoscig rybosomalnej przenosnej metylotransferazy, cfr.

Renslo [11] zebrat i usystematyzowat analogi linezolidu, bedgce na etapie badan
klinicznych, wskazujgc zaleznos¢ pomiedzy strukturg a toksycznoscig oksazolidynonow,
ktora zwigzana jest z efektem hamowania syntezy biatek w mitochondriach (MPSi, ang.
Mitochondrial Protein Synthesis) oraz hamowaniem enzymu monoaminooksydazy
(MAOI, ang. Monoamine Oxidase Inhibiotion). Efekt MPSi jest odpowiedzialny za
wystgpienie odwracalnej mielosupresiji. Biorgc to pod uwage naukowcy koncentrujg sie
na ukierunkowanym modyfikowaniu struktury oksazolidynondéw i poszukujg pochodnych
0 nastepujgcych  wiasciwosciach: (a) poszerzonym  spektrum  aktywnosci

przeciwbakteryjnej, obejmujgcym rowniez pateczki Gram-ujemne; (b) aktywnosci
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przeciwko szczepom LinR; (c) udoskonaleniu profilu bezpieczenstwa prowadzgcego do
obejscia lub co najmniej minimalizacji mielosupresji.

Ze wzgledu na fakt posiadania przez linezolid wielu pozgdanych wiasciwosci
farmakologicznych oraz odniesienia sukcesu komercyjnego, linezolid stat sie
atrakcyjnym punktem wyjscia dla projektowania nowych srodkow przeciwbakteryjnych z
tej klasy. W zwigzku z tym wiele modyfikacji strukturalnych linezolidu pojawito sie w
ostatnich latach. Do tej pory kierunki modyfikacji chemicznej struktury oksazolidynonow,
obejmowaty modyfikacje kazdego z pierscieni linezolidu, A (oksazolidynonu), B
(fluorofenylowego) i C (morfolinowego). Zmiany dotyczyty rOowniez podstawnika w
pozycji C5 w pierscieniu oksazolidynonu. Sposréd znanych pochodnych, jeden,
tedyzolid zostat ostatnio zarejestrowany (06.2014 przez FDA, 03.2015 przez EMA),
natomiast trzy oksazolidynony sg obecnie na etapie badan klinicznych: radezolid,
sutezolid i posizolid.

Radezolid (RX-1741, dawniej Rx-01_667), zsyntetyzowany przez Rib-X,
zakonczyt dwa badania fazy Il badan klinicznych, pierwszy w szpitalnym zapaleniu ptuc
(CAP, zakonczony w kwietniu 2009 r.), a drugi w nieskomplikowanych zakazeniach
skory (zakonczony w czerwcu 2009 r.) [12, 13]. Natomiast Pfizer i AstraZeneca pracujg
nad dwoma zwigzkami przeciw pratkowymi, ktére zakonczyty badania kliniczne fazy 1:
pochodng tiomorfolinowg linezolidu, sutezolidem (PNU-100480, PF-02341272) oraz
posizolidem (znanym takze jako AZD5847 lub AZD2563) [14].

W celu uzyskania petnego obrazu aktywnosci biologicznej oksazolidynonow,
nalezy wspomnie¢ o roznorodnosci zastosowan pierscienia oksazolidynowego, jako
farmakoforu uwazanego za wazny strukturalnie model w chemii organicznej [15].
Obejmuje on nowg generacje wybidrczych inhibitorow monoaminooksydazy typu MAO-
A (befloksaton lub silnie dziatajgce i selektywne pochodne 3-(1H-pirol-3-ilo)-2-
oksazolidynonu [16], substancje przeciwnowotworowe [17, 18], inhibitory reduktazy
aldozowej [19], jak rowniez sktadniki biologiczne aktywnych produktow naturalnych, np.
zwigzek przeciwprgtkowy - cykloseryna, modulatory cytokin, czy tagodnie dziatajgcy
zwigzek przeciwbakteryjny — streptazolina.

Jesli chodzi o chemie oksazolidynonow, Ager i wsp. [20] oméwili klasyczne, jak i
niekonwencjonalne drogi syntezy oksazolidynondéw. Poczgtkowe syntezy chiralnych
oksazolidyn-2-onéw, przy uzyciu chiralnych 1,2-aminoalkoholi i ich heterocyklicznych
pochodnych jako chiralnych pomocnikéw, czesciej wykorzystywaty toksyczny fosgen w

reakcjach z aminoalkoholami. Pdzniej opracowano wysoce wydajne metody syntezy
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pierscienia oksazolidynonu z dialkilowych estrow kwasu karbonylowego [21]. Ponadto
Zappia i wsp. [22] przedstawili zastosowania w syntezie chemii organicznej dla
oksazolidyn-2-onéw jako skutecznych chiralnych substancji pomocniczych, miedzy
innymi  w asymetrycznej reakcji alkilowania, asymetrycznej reakcji aldolowej,
cykloaddycji, addycji 1,4-dienéw, jak rowniez w asymetrycznej reakcji [2+2]-
fotocykloaddycji, lub reakcji wolnorodnikowej kopolimeryzacji promowanej przez kwasy

Lewisa.

Rozdziat Il

Wiele prac przeglgdowych [23-27] 1 specjalnych opracowan w calosci
poswieconych chiralnemu rozdzielaniu przedstawia ewolucje pogladéw na temat
mechanizméw chiralnego rozpoznawania, podkreslajgc znaczenie tych badan oraz
podsumowujgc najwazniejsze zasady teoretyczne opisujgce zjawiska chiralnego
réznicowania; od trojpunktowego modelu oddziatywan poprzez podstawowe aspekty
enancjoseparacji az do wyznaczenia parametrow termodynamicznych majgcych wptyw
na chiralne oddziatywanie pomiedzy selektorem a selektandem.

W celu uzyskania chiralnego rozréznienia w modelu tréjpunktowego
odziatywania [28] zatozono koniecznos$¢ powstania przynajmniej trzech oddziatywan
przyciggajagcych lub dwdch przyciggajagcych i jednego odpychajgcego pomiedzy
selektorem i selektandem. Oczywistym jest, ze jedno z tych oddziatywah musi zalezec
od stereochemii centrum stereogenicznego, lub podstawnika w centrum chiralnym. W
ten sposob trzypunktowy model Eassona i Stedmana [28], zaadoptowany przez
Ogstona [29] stat sie akceptowang wersjg wyjasnienia, w jaki sposob enzymy
rozrézniajg izomery D i L w podrecznikach biochemii i chemii. Poniewaz okazato sie, ze
chiralne rozréznianie moze by¢ zalezne od achiralnych czynnikéw, zaczeto
kwestionowa¢ model tréjpunktowego rozdzielania. W roku 2000, kiedy Mesecar i
Koshland [30] badali mechanizm dziatania enzymu dehydrogenazy izocytrynianowej
odkryli, Zze hipoteza Ogstona moze by¢ prawidiowa, jedynie dla substratow
posiadajgcych budowe planarng. Dla substratow posiadajgcych budowe aksjalng, czy
helikalng model trojpunktowego przytgczania nie jest wtasciwy. Stwierdzili, ze w istocie
trzy grupy wegla tetraedrycznego, np. a, b i ¢ izocytrynianu, aktywnego enancjomeru
(izomeru D) wigzg sie z tymi samymi aminokwasami na powierzchni enzymu (miejsca
oznaczone jako a', b'i ¢'), z ktérymi wigze sie nieaktywny izomer L. Jedynie orientacja
czwartej grupy —OH wegla C2, znajdujgca sie w punkcie d, a umieszczona w réoznym
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kierunku w przypadku dwoch izomerow izocytrynianu (D i L) réznicuje oddziatywanie z
celem molekularnym. Tak wiec model trojpunktowego przytgczania nie moégt byc
powodem chiralnego rozréznienia izocytrynianu przez dehydrogenaze izocytrynianowa.
W rzeczywistosci stwierdzili, ze gtdwng roznicg byla orientacja czwartej grupy. W
przypadku izomeru L grupa OH wigzata sie z argining 119, podczas gdy w przypadku
izomeru D, grupa OH oddziatywata z jonem magnezu, ktéry byt przylgczony do
kompleksu Asp-311, Asp-283 i Asp-307. W rezultacie Mesecar i Koshland [30] stworzyli
nowy model, ktéry wymaga uwzglednienia czwartej lokalizacji, tj. dodatkowego
czwartego miejsca oddziatywania lub trzech miejsc wigzania i jednego kierunku (ang.
the four location model).

Dodatkowo Davankov [31] badajgc mechanizm chiralnego rozréznienia
biopolimeréw zwrocit uwage na decydujgcy wplyw sterycznego dopasowania selektora
z selektandem, co skutkuje wiekszg liczbg oddziatywan, ktéra woéwczas jest z reguty
wieksza od trzech.

Stosujgc cyklodekstryny (CDs, ang. cyclodextrins) jako sztuczne receptory
molekularne, obok eterow koronowych, cyklicznych poliamin, kaliksarenow, kukurbituryli
i pillararenéw, gtéwnie dochodzi do powstania kompleksow inkluzyjnych i selektywnego
oddziatywania z selektandem.

W dalszej czesci autoreferatu omowione zostang CDs, poniewaz to one zostaty
wybrane jako model do badania mechanizmu rozdzielania chiralnego nowych
pochodnych oksazolidynonow. Najczesciej stosowane CDs zbudowane sg z szesciu (a-
CD), siedmiu (B-CD) lub osmiu (y-CD) jednostek D-glukozy potgczonych wigzaniami a-
1,4 glikozydowymi. Cyklodekstryny majg budowe sScietego stozka, ktory otwarty jest na
obu koncach. Jedno z obrzezy modelowego stozka otoczone jest drugorzedowymi
grupami hydroksylowymi przy weglach C2 i C3, natomiast wezszy otwor CD otoczony
jest bardziej polarnymi pierwszorzedowymi grupami —OH znajdujgcymi sie przy weglach
C6. We wnece CD znajdujg sie atomy H3 i H5 oraz niezwigzane elektrony z tlenow
glikozydowych, co nadaje wnece charakter hydrofobowy. Natomiast pierwszorzedowe i
drugorzedowe grupy hydroksylowe, odpowiednio w pozycji C6 oraz C2 i C3 nadajg
powierzchni CD charakter hydrofilowy. Co wiecej czgsteczka CD jest elastyczna, dzieki
mostkom glikozydowym, C1—0O—C4 tgczgcym poszczegolne jednostki glukopiranozy.
Zwigzki te posiadajg zdolnos¢ tworzenia kompleksow inkluzyjnych typu ,gosc-
gospodarz” wiasnie dzieki obecnosci hydrofobowego wnetrza i pewnej elastycznosci,

stanowigc w ten sposéb czgsteczke ,gospodarza” dla rozmaitych czgsteczek lub jonow.
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Budowa geometryczna czgsteczek ,goscia” determinuje selektywnosS¢ procesu
kompleksowania. Jednym z warunkéw utworzenia kompleksu inkluzyjnego jest to, ze
czgsteczki ,goscia” muszg w catosci, albo przynajmniej w znacznej czesci wnikng¢ do
wnetrza CD. Steryczne dopasowanie nie jest jednak jedynym wymogiem chiralnego
réznicowania. Musi ono by¢ uzupetnione oddziatywaniami elementéw strukturalnych
»,goscia” z grupami funkcyjnymi obecnymi na krawedzi toroidalnej struktury CD, czyli
oddziatywaniami grup hydroksylowych w pozycji C2 i C3, tworzacymi w ten sposob
wigzania wodorowe lub oddziatywania typu dipol-dipol [32]. Wowczas oddziatywanie
chiralnego centrum bagdz podstawnika na chiralnym centrum z natywnymi grupami
hydroksylowymi bgdz podstawionymi grupami hydroksylowymi w pozycji C2, C3 i C6,
decydujg o chiralnym réznicowaniu. Powstajacy kompleks inkluzyjny jest zazwyczaj
bardziej stabilny od substratéw, a tym samym uktad taki jest bardziej korzystny
energetycznie. W ogromnej wiekszosci powstajgcych w ten sposob kompleksow
stosunek molowy czgsteczki ,goscia” do ,gospodarza” wynosi 1:1. W wiekszosci
przypadkéw proces kompleksowania jest regioselektywny i stereospecyficzny, a CD
wykazujg selektywnosé substratowg. Oprocz tworzenia komplekséw inkluzyjnych [33-
35] mozliwe jest réwniez chiralne rozrdznianie enancjomeréw poprzez tworzenie
steroselektywnych oddziatywan zewnetrznych [34-37]. Obraz ten ulega skomplikowaniu
jezeli o chiralnym réznicowaniu wspétdecydujg réwniez czynniki achiralne, np. polarne
modyfikatory organiczne. Gubitz i Schmid [38] uwazajg, ze organiczny modyfikator
zajmuje wowczas wneke CD, co uniemozliwia tworzenie kompleksow inkluzyjnych.
Wyniki z rozdzielania w warunkach niewodnych NACE (ang. non-aqueous capillary
electrophoresis),  poparte  badaniami  protonowego jgdrowego rezonansu
magnetycznego (NMR, ang. nuclear magnetic resonance), w szczegolnosci korzystajgc
z technik wielowymiarowych NOESY (ang. nuclear Overhauser effect spectroscopy),
oraz ROESY (ang. rotating-frame Overhauser enhancement spectroscopy)
potwierdzajg tg hipoteze [34, 35, 37]. Homojgdrowa technika wielowymiarowa, NOESY,
wykorzystuje efekt NOE, umozliwiajgc okreslenie wzajemnego potozenia/odlegtosci
protonébw w przestrzeni. Istnieje rowniez technika jednowymiarowa NOESY, w ktorej
prébka naswietlana jest promieniowaniem elektromagnetycznym o czestotliwosci
odpowiadajgcej czestotliwosci jednego z protonéw badanego zwigzku, wowczas
protony znajdujgce sie w odlegtosci mniejszej niz okoto 5 A od naswietlonego protonu
dajg silniejsze sygnaly na widmie w stosunku do sygnalow rejestrowanych bez

uprzedniego naswietlania, co zostalo zastosowane w przez Chankvetadze i wsp. do
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wyjasnienia oddziatywan talinololu z HDMS-B-CD oraz HDAS-B-CD [35]. Natomiast
ROESY to spektroskopia NOE w rotujgcym uktadzie wspotrzednych, pozwalajgca na
obserwacje sygnatow korelacyjnych dla czgsteczek o $rednich rozmiarach, ktére w
technice NOESY sg stabe lub niewykrywalne [35].

Tworzenie przejsciowych diastereocizomerycznych komplekséw pomiedzy
chiralnym selektorem i selektandem odbywa sie poprzez réznorodne oddziatywania
miedzyczgsteczkowe zaréwno jonowe, jak i oddziatywania jon-dipol lub dipol-dipol,
oddziatywania rmr-1m, van der Waalsa i wigzania wodorowe [39]. Silne oddziatywania o
diugim zasiegu, jak oddziatywania jonowe sg czesto uwazane za te, ktOre jako pierwsze
zaangazowane sg W poczatkowym etapie, poniewaz wowczas oba enancjomery
niestereoselektywnie wigzg sie do selektora. W przeciwienstwie do oddziatywan o
krotkim zasiegu, takich jak wigzania wodorowe i oddziatywania -1, bedgce przede
wszystkim odpowiedzialne za powstanie wigzan stereoselektywnych. Co wiecej,
steryczne dopasowanie wynikajgce z ukiadu przestrzennego wneki wigzgcej do
selektanda moze przyczynia¢ sie do chiralnego roznicowania, co zostalo
zasygnalizowane juz wczesniej. Poza tworzeniem oddziatywan miedzyczgsteczkowych,
rowniez wydalenie wysokoenergetycznej wody z wneki CD moze odgrywaé role w
tworzeniu chiralnych komplekséw. Wnetrze CD jest okupowane przez czgsteczki wody
w liczbie uzaleznionej od wielkosci wneki. Czgsteczki te sg ,niezorganizowane”, nie
mogg utworzy¢ stabilnej sieci, poniewaz mozliwe jest utworzenie tylko ograniczonej
liczby wigzan wodorowych. W zwigzku z tym entalpia staje sie sitg napedowg zdolng do
tworzenia komplekséw typu ,gosc¢-gospodarz”, poniewaz prowadzi do powstania
korzystniejszych uktadéw pod wzgledem termodynamicznym. Dochodzi do wyrzucenia
czgsteczek wody z wnetrza wneki na zewnatrz, tam, gdzie istnieje wieksze
prawdopodobiehAstwo utworzenia bardziej stabilnych wigzan wodorowych, a powstaty
wowczas kompleks ,gosé-gospodarz” utrzymywany jest na zasadzie oddziatywan
hydrofobowych i/lub van der Waalsa [40]. Efekty hydrofobowe opisano w pracy
Biedermanna i wsp. [41].

Metody, ktore moga odpowiednio scharakteryzowac oddziatywania
miedzyczgsteczkowe i opisa¢ powstajgce kompleksy inkluzyjne w roztworach obejmujg
nie tylko metody spektralne (spektroskopia UV-Vis, dichroizm kotowy, fluorescencije,
magnetyczny rezonans jgdrowy i elektronowy rezonans spinowy), techniki
elektromigracyjne i separacyjne (CE, ang. capillary electrophoresis, HPLC, ang. high-
performance liquid chromatography), ale takze polarymetrie i izotermiczng kalorymetrie
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miareczkowg [42]. Natomiast w badaniach oddziatywahn miedzyczgsteczkowych
pomiedzy lekiem, a CD w ciele stalym wykorzystuje sie najczesciej metody analizy
termicznej, dyfrakcji rentgenowskiej i techniki spektroskopowe, takie jak spektroskopia
w podczerwieni (FTIR, ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy) i rozpraszania
Ramana [43].

Celem osiggniecia naukowego jest chiralne rozdzielenie nowo opracowanych
kandydatow na leki z grupy oksazolidynonéw oraz préba poznania i wyjasnienia
mechanizméw tego rozdzielenia. Jako model wybrano pochodne najbardziej
interesujgce pod wzgledem aktywnosci przeciwbakteryjnej oraz najbardziej
zaawansowane na etapie badan klinicznych, tedyzolid i radezolid. Ten og6lny cel badan
zostat podzielony na pie¢ bardziej szczegotowych zagadnien, ktére wspdlnie pozwolg
poznaé mechanizm rozdzielania badanej grupy chemioterapeutykow
przeciwbakteryjnych:

1. opracowanie zasad chiralnego rozdzielania  nowych pochodnych
oksazolidynonéw za pomocg cyklodekstryn obdarzonych tadunkiem, petnigcych
role chiralnego czynnika roznicujgcego, metodg kapilarnej chromatografii
elektrokinetycznej (cEKC, ang. capillary electrokinetic chromatography),
wyznaczenie statych tworzenia kompleksow. W celu okreslenia wplywu
poszczegolnych elementow struktury zwigzkow modelowych na rozdzielanie
chiralne, badania prowadzono réwnoczesnie dla zwigzkow modelowych i
linezolidu;

2. Sledzenie  przemian  konformacyjnych  oraz  okreslenie  wiasciwosci
chiralooptycznych nowych pochodnych poprzez badanie widma elektronowego
dichroizmu kotowego (ECD, ang. Electronic Circular Dichroism). Czesc¢
eksperymentalng wykonano we wspotpracy z Pracownig Spektroskopii Optycznej
IChO PAN;

3. dostarczenie bezposrednich informacji o geometrii komplekséw inkluzyjnych,
badz oddziatywan zewnetrznych; wykonanie pomiaréw z wykorzystaniem
magnetycznego rezonansu jagdrowego (NMR, ang. Nuclear Magnetic
Resonance). Zadanie bylo realizowane we wspoipracy z Zaktadem Lekdéw
Sfatlszowanych i Uzywek NIL;

4. obliczenie najbardziej korzystnej ze wzgleddéw termodynamicznych struktury
kompleksow na podstawie wynikdw eksperymentalnych otrzymanych z pomiaréw

NMR metodg modelowania molekularnego, umozliwiajgc w ten sposob
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zrozumienie procesu chiralnego réznicowania nowych pochodnych z wybranymi
cyklodekstrynami. Zadanie byto realizowane we wspotpracy z Zaktadem Lekow
Sfatlszowanych i Uzywek NIL;

5. potwierdzenie tozsamosci zsyntetyzowanych nowych pochodnych
oksazolidynonow, radezolidu oraz kluczowych produktow posrednich
otrzymanych na drodze enancjoselektywnej syntezy, wykorzystujgc metody
spektroskopowe, FT-IR, rozpraszania Ramana oraz NMR. Zadanie bylo
realizowane we wspoétpracy z dr hab. Judytg Cieleckg-Piontek z Katedry i
Zaktadu Chemii Farmaceutycznej Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu oraz Zaktadem Lekéw
Sfatlszowanych i Uzywek NIL.

Lepsze zrozumienie mechanizméw rozdzielania enancjomerow nalezgcych do grupy
nowych pochodnych oksazolidynonéw przyczyni sie do rozwoju wiedzy o
niekowalencyjnych oddziatywaniach miedzyczgsteczkowych oraz do rozwoju chemii
supramolekularnej badanej grupy produktéw leczniczych. Tematyka badan jest wazna
takze w odniesieniu do podmiotu badahn — oksazolidynonéw, ktore wobec rosngcej
opornosci, stanowig szczegolnie istotng klinicznie grupe lekow dziatajgcych
przeciwbakteryjnie.

Wyniki uzyskano w trakcie realizacji grantu Sonata finansowanego ze $rodkéw
Narodowego Centrum Nauki. Grant jest w trakcie realizacji. Obecnie czes¢ dotyczgca
badan NMR i modelowania molekularnego dla kompleksow tedyzolidu z HDAS-BCD,
chiralnego réznicowania dla kolejnej pochodnej oksazolidynonéw, sutezolidu, badan
tozsamosciowych dla sutezolidu jest zaawansowana i zostata przedstawiona w postaci

doniesien zjazdowych (1.7., 1.9. 1 1.10.).

H.1. Pierwsza praca w cyklu habilitacyjnym wpisuje sie w cykl prac majgcych na
celu aktualizacje, zebranie i analize osiggnieC z zakresu syntezy i badan
przedklinicznych nowych pochodnych oksazolidynondéw. Efekty wzmozonej aktywnosci
naukowcow zajmujgcych sie poszukiwaniem nowych, skutecznych pochodnych z klasy
oksazolidynonow zostaty opisane w licznych pracach przeglgdowych. Renslo i wsp. [44]
dokonali przegladu pismiennictwa dotyczgcego nowych pochodnych oksazolidynonow
uwzgledniajgc wyniki prezentowane w okresie od 2003 do potowy 2005 r. Przeglad
badan w tej dziedzinie przed rokiem 2003 zostat podsumowany przez Hutchinsona [45].

Poce i wsp. [46] dokonali przeglgdu stanu wiedzy na temat zgtoszehn patentowych
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dotyczacych oksazolidynondéw od potowy 2004 do konca 2006 roku. W pracy H.1.
dokonano przegladu pismiennictwa i zgtoszeh patentowych dotyczacych nowych
pochodnych oksazolidynonéw bedgcych na etapie badan przedklinicznych i klinicznych
obejmujgc swym zakresem lata 2006 - 2012. Natomiast Phillips i wsp. [47] dokonali
przegladu patentéw, obejmujgc okres 2012 - 2015.

W publikacji H.1. nowe analogi oksazolidynonéw zostaly scharakteryzowane i
podzielone na odpowiednie grupy w zaleznosci od modyfikacji struktury czgsteczki
linezolidu i kierunku badan zaleznosci pomiedzy strukturg, a aktywnoscig (SAR, ang.
structure-activity relationship). Podziat na rozdzialty i podrozdziaty zostat
przeprowadzony stosownie do modyfikacji tancucha bocznego i/lub rodzaju pierscienia i
chociaz proces syntezy zazwyczaj byt ukierunkowany na modyfikacje kilku elementow
struktury linezolidu rownoczes$nie, przyporzgdkowanie do odpowiedniego rozdziatu
zostato uzaleznione od kierunku badan SAR. Omdéwiono nowe pochodne biorgc pod
uwage nastepujgce modyfikacje strukturalne:

1. Modyfikacja tancucha bocznego w pozycji C5 pierécienia oksazolidynonu;

1.1. strategia obejmujgca dodanie heterocykli do pozycji C5,

1.2. strategia polegajgca na dodaniu acyklicznego podstawnika do pozycji C5,
2. Modyfikacja pierscienia A,

3. Modyfikacja pierécienia B;
4. Modyfikacja pierscienia C;
4.1. sprzezenie pierscieni B i C,
4.1.1. tréjcykliczne oksazolidynony,

4.2. dodanie dodatkowych grup lub pierscieni do ustalonego pierscienia typu C,

4.3. rozdzielenie pierscieni C i D poprzez tgcznik,

4.4. nowe pierscienie C,

4.4.1. system pierscieni potgczonych, biaryle,
5. Hybrydowe oksazolidynony.

W podsumowaniu pracy H.1 zwrdécono uwage, iz chociaz opracowano wiele
nowych pochodnych, ktére na ogét posiadaty wiekszg aktywnosc¢ przeciwbakteryjng niz
linezolid, to jedynie tedyzolid przeszedt do Il etapu badan klinicznych (obecnie
zatwierdzony przez FDA i EMA). Wiele analogéw nie zdotato przejs¢ badan klinicznych
fazy I, np. bardzo obiecujgcy analog, PF-708093, gtdwnie z powodu niekorzystnych
wiasciwosci toksykologicznych. Jedynie dwa zwigzki zawierajgce biarylowe uklady

pierscieniowe, wspomniany juz tedyzolid i radezolid, przeszlty do kolejnych etapow
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badan klinicznych. Oba zwigzki charakteryzujg sie wyzszym powinowactwem do
miejsca wigzania w rybosomie, przezwyciezajgc tym samym rybosomalne mutacje i
uzyskujgc aktywnos¢ wobec szczepow LinR.

Tedyzolid [48, 49] ((5R)-3-{3-fluoro-4-[6-(2-metyl-2H-1,2,3,4-tetrazol-5-yl)pirydyn-
3-yllfenyl}-5-(hydroksymetyl)-1,3-oksazolidyn-2-on zarejestrowany w postaci proleku,
tedyzolidu fosforanu (SIVEXTRO®) zawiera biarylowy pirydylofenylowy uktad
pierscieniowy. Tedyzolid ma korzystny profil bezpieczenstwa i zostat zatwierdzony do
leczenia ostrych zakazen bakteryjnych skoéry i tkanek miekkich wywotanych przez
wrazliwe bakterie u 0os6b dorostych, Staphylococcus aureus (w tym szczepy MRSA), S.
haemolyticus, S. lugdunensis, Streptococcus pyogenes, S. anginosus i Enterococcus
faecalis. Tedyzolid uzyskiwat wartosci MIC 4-razy korzystniejsze w stosunku do
wrazliwych i opornych szczepdw S. aureus w stosunku do wartosci MIC uzyskiwanych
przez linezolid. Co istotne, tedyzolid jest aktywny w stosunku do szczepow
posiadajgcych gen cfr metylotransferazy odpowiedzialny za opornos¢ gronkowcow na
linezolid [50]. Skutecznosc¢ tedyzolidu wobec tych szczepdw zwigzana jest z obecnoscig
grupy hydroksymetylowej w pozycji C5 (centrum stereogeniczne). Badania SAR
wykazaty nieoczekiwanie silng aktywnos¢ grupy hydroksymetylowej w poréwnaniu do
grupy metylacetamidowej w pozycji C5 pierscienia oksazolidynonu. Tym samym
przeczac wczesniejszym wynikom SAR dotyczgcym pochodnych  3-arylo-2-
oksooksazolidynowych, oksotriazolowych oraz piperazynylofenylowych, gdzie
odpowiednie pochodne 5-hydroksymetylowe wykazywaty znaczgco stabszg aktywnos¢
przeciwbakteryjng w stosunku do analogéw zawierajgcych grupe metylacetamidowg
[51-53]. Z drugiej strony, wyniki te byly zblizone do rezultatéw opisanych przez zespot
badawczo-rozwojowy Ranbaxy, gdzie jedynie niewielkie podstawniki w pozycji C5 byty
akceptowalne [54]. Dodatkowo przez optymalizacje uktadow pierscieniowych C
(pirydyny) i D (tetrazolu) tedyzolidu, uzyskano mozliwos¢ powstania dodatkowych
oddziatywan z gornym obszarem centrum peptydylotransferazy podjednostki 50S
rybosomu osiggajgc tym samym wzmochienie oddziatywan z miejscem wigzgcym.

Kolejny oksazolidynon, radezolid [55] N-{[(5S)-3-[3-fluoro-4-(4-{[(1H-1,2,3-triazol-
5-yImetyl)amino]metyl}fenyl)fenyl]-2-okso-1,3-oksazolidyn-5-ylimetyl}acetamid wykazuje
aktywnos¢ przeciwbakteryjng w stosunku do patogendw powodujgcych pozaszpitalne
zapalenie ptuc (CAP, ang. community-acquired pneumonia), takich jak H. influenzae i
M. catarrhalis. Wartosci MPSi i MAOI dla tedyzolidu i radezolidu nie zostaty publicznie

ujawnione. Jednakze, na podstawie informacji zawartych w zgtoszeniu patentowym,
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mozna wnioskowaé, ze wybor tedyzolidu opierat sie raczej na maksymalizaciji
wskaznika terapeutycznego niz na zmniejszeniu skutkédw ubocznych dla grupy.

Duze oczekiwania wzbudzajg pochodne posiadajgce w pozycji C5 odwrdcone
grupy amidowe, jak rowniez oksazolidynony majgce w miejscu pierscienia C
podstawiony pierscien azetydyny lub piperydyny, odpowiednio 3-alkilowe i 4-alkilowe
podstawione pochodne. Przewidywania te wynikajg z ograniczonego hamowania
enzymu MAO-A oraz najbardziej korzystnego wptywu na efekt MPSi, rownoczesnie bez
znacznego zmniejszenia aktywnosci przeciwbakteryjnej w poréwnaniu do linezolidu, jak
rowniez doskonatego profil farmakokinetycznego wspomnianych pochodnych [56].
Duze, ale niespelnione nadzieje na przezwyciezenie wewnetrznej o0pornosci
oksazolidynonéw w stosunku do bakterii Gram-ujemnych wigzano z hybrydowymi
oksazolidynonami. Uwaza sie, ze gtdbwnym czynnikiem ograniczajgcym skutecznosci
hybryd wobec bakterii Gram-ujemnych jest utrudniona penetracja przez btone
zewnetrzng spowodowana zwiekszong masg czgsteczkowg hybryd.

Wydaje sie, ze naukowcy nadal nie zsyntetyzowali takich pochodnych, ktére
mialyby poszerzone spektrum aktywnosci przeciwbakteryjnej, a mechanizm dziatania
bytby odpowiednio selektywny i bezpieczny, ale nalezy wierzyé, ze z kazdg podjetg

prébg osiggniecie wyznaczonego celu staje sie coraz blizsze.

H.2. Specjalne miejsce oksazolidynonéw, ktore staratam sie przedstawi¢ w
rozdziale | autoreferatu oraz w pracy H.1, szczegdblnie w kontekscie ich mozliwosci
terapeutycznych, poktadanych nadziei oraz dynamiki rozwoju byt powodem
zainteresowania tg klasg chemioterapeutykdw przeciwbakteryjnych. Tedyzolid, kiedy
badatam mozliwosci rozdzielania chiralnego enancjomeréw (S)- i (R)- byt na etapie
badan klinicznych.

Celem pracy H.2. bylo opracowanie zasad rozdzielania zwigzku optycznie
czynnego tedyzolidu (R)-(TED) i jego enancjomeru (S)— przy uzyciu obdarzonych
tadunkiem pojedynczych izomerow, pochodnych cyklodekstryn stosujgc metode cEKC.
W celu okreslenia wptywu poszczegolnych elementow struktury badanych zwigzkow na
przebieg chiralnego  roznicowania  wobec zmieniajgcych  sie  warunkow
elektroforetycznych, zbadano zdolno$¢ rozdzielania enancjomeréw TED, jak i linezolidu
(LIN) réwnoczesnie w tych samych warunkach. Obserwowano réwniez selektywne
oddziatywania CD z zsyntetyzowanymi prekursorami izomerow TED i LIN. Dzieki temu

okreslono wptyw dodatkowych pierscieni pirydyny (C) i tetrazolu (D) w czgsteczce
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tedyzolidu oraz morfoliny (C) w czasteczce linezolidu, a takze odpowiednio grupy
hydroksylowej i acetamidowe] w pozycji C5 pierscienia oksazolidynowego z CDs, na
mechanizm chiralnego réznicowania oksazolidynonoéw. Byt to jedyny sposoéb, ktéry na
tym etapie ulatwit zrozumienie i interpretacje mechanizmu rozdzielania, poniewaz CE
nie daje mozliwosci wnikniecia w sam proces. ldentyfikacja domen dla pochodnych
oksazolidynonu odpowiedzialnych za oddziatywanie z selektorami chiralnymi stanowic
moze dodatkowy element dla zrozumienia procesu biologicznego wigzania lekéw z ich
celem molekularnym.

W tym celu:

» zsyntetyzowano prekursory linezolidu i tedyzolidu;

» potwierdzono tozsamos¢ prekursoréw metodg NMR;

» dla prekursorow potwierdzono konfiguracje metodg ECD;

e zoptymalizowano kluczowe parametry dla rozdzielania izomeréw TED i LIN
technika CcEKC; rodzaj i stezenie selektora chiralnego, wplyw dodatku
modyfikatora organicznego w zaleznosci od jego wtasciwosci protycznych lub
aprotycznych, skiad elektrolitu podstawowego (BGE, ang. background
electrolyte), temperature, przytozone napiecie;

» obliczono efektywng ruchliwos¢ enancjomeréw, wspotczynnik selektywnosci (a),
oraz znormalizowane wartosci przeptywu elektroosmotycznego (B) w zaleznosci
od stezenia selektora chiralnego;

» obliczono pozorng statg tworzenia komplekséw metodg dopasowania krzywej
nieliniowej.

Tedyzolid w zakresie pH 2-12 wystepuje jako nieobdarzony tadunkiem analit,
dlatego wymaga stosowania cyklodekstryn obdarzonych tadunkiem (CCD, ang. charged
cyclodextrins) jako nosnikbw w celu zréznicowania ruchliwosci elektroforetycznej
powstatych kompleksow i dotarciu do detektora. Rolg cyklodekstryn, jako selektorow
chiralnych jest zmiana nieselektywnej ruchliwosci enancjomeréw na rézng efektywnag
ruchliwos¢ elektroforetyczng, ktéra jest wypadkowg ruchliwosci elektroforetycznej
wolnego i skompleksowanego enancjomeru. RoéOznica w stabilno$ci powstajgcych
kompleksow prowadzi do zréznicowania ich czasOw migracji. Enancjomer, ktory tworzy
mniej trwaty kompleks migruje szybciej.

W trakcie opracowywania metody zastosowano: hydrofilowy anionowy

pojedynczy izomer heptakis-(2,3-dihydroksy-6-sulfo)-p-CD (HS-B-CD), umiarkowanie
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hydrofobowe CD, heptakis-(2,3-diacetylo-6-sulfo)-B-CD (HDAS-B-CD) i octakis-(2,3-
diacetylo-7-sulfo)-y-CD (ODAS-y-CD) oraz hydrofobowg cyklodekstryne heptakis-(2,3-
dimetylo-6-sulfo)-3-CD (HDMS-B-CD). Hydrofobowy HDMS-B-CD nie pozwolit na
rozdzielenie enancjomeréw LIN i TED, zarowno w BGE pozbawionym, jak i
suplementowanym acetonitrylem (ACN). Natomiast hydrofilowy HS-B-CD, jako selektor
chiralny nie pozwalat na chiralne rozréznienie izomeréw LIN, podczas gdy enancjomery
TED zostaty czesciowo rozdzielone, jednakze dopiero po dodaniu modyfikatora
organicznego do BGE. Jedynie cyklodekstryny z grupami acetylowymi podstawionymi w
pozycjach C2 i C3 szerszej krawedzi toroidu zbudowanego z siedmiu (HDAS-B-CD) lub
osSmiu (ODAS-y-CD) jednostek glukopiranozy dodanych do BGE, pozwolity na
rozdzielenie enancjomerow tedyzolidu. Jednakze warunkiem koniecznym byt dodatek
modyfikatora organicznego. Biorgc pod uwage, ze oddziatywania jon-dipol sg bardzo
stabe w srodowisku o wysokiej statej dielektrycznej, jakim jest woda, rozwazano wptyw
rozpuszczalnika organicznego na zwiekszenie interakcji miedzyczgsteczkowych
pomiedzy analitem, a selektorem chiralnym. Dodatkowo rozpuszczalniki organiczne
majgc rozne witasciwosci fizykochemiczne oferujg dodatkowe mozliwosci sterowania
selektywnoscig [57]. W zwigzku z tym zmiana selektywnosci moze by¢ osiggnieta
jedynie poprzez zmiane typu i stezenia rozpuszczalnika organicznego. W trakcie
optymalizacji metody zastosowano zaréwno amfiprotyczne, jak i protyczne
rozpuszczalniki, tworzgc srodowisko wodno-organiczne. W tym celu zastosowano jako
pierwszy ACN, aprotyczny rozpuszczalnik, pozbawiony witasciwosci przyjmujgcych lub
dostarczajgcych proton o nizszej statej dielektrycznej niz woda i stosunkowo matej
lepkosci, charakteryzujgcy sie znaczgcg ruchliwoscig elektroosmotyczng. Oceniano
wptyw ACN w zakresie stezen od 1 do 36% (v/v). Dodanie stosunkowo niewielkiej
objetosci ACN do BGE (37,5 mM HDAS-B-CD w buforze boranowym, pH 9,0)
spowodowato czesciowe rozdzielenie TED i jego enancjomeru (S)-, a dalsze
zwiekszanie stezenia ACN doprowadzito do zwiekszenia rozdzielczosci (Rs),
ostatecznie uzyskujgc Rs, odpowiednio 2,8 i 1,8 dla par LIN i TED przy stezeniu 18,6%
(v/v) ACN.

Zaréwno dla izomeréw LIN, jak i TED nie zaobserwowano odwrocenia kolejnosci
migracji (EMO, ang. enantiomer elution order) w zaleznosci od zastosowanego
modyfikatora organicznego, jak i szerokosci wneki CD. Nalezy podkresli¢, ze zmiana
buforu boranowego na bufor mréwczanowy, zdolny do dziatania jako donor protonu,

doprowadzita do zwiekszenia rozdzielczosci izomerow TED z HDAS-3-CD. Stosujgc
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bufor boranowy rozdzielanie izomerow TED zmniejszato sie wraz ze wzrostem stezenia
HDAS-B-CD, natomiast takiego efektu w przypadku HDAS-B-CD rozpuszczonego w
buforze mréwczanowym nie obserwowano. Najlepsze wyniki rozdzielania
enancjomerow TED uzyskano stosujgc metode CD-cEKC; HDAS-B-CD (37,5 mM)
rozpuszczony w buforze mrowczanowym (50 mM, pH 4,0) z dodatkiem acetonitrylu
(18,6% v/v) w temperaturze 27 C, stosujgc napiecie 12 kV; uzyskujgc rozdzielczosé,
Rs = 5,0 i 4,1 odpowiednio dla pary enancjomeréw linezolidu i tedyzolidu.
Poréwnywalne efekty uzyskano stosujgc ODAS-y-CD, jako selektor chiralny.

Wyznaczono state trwatosci kompleksoéw dla kazdej pary enancjomerow z
HDAS-B3-CD. W obliczeniach statych nie zostaty uwzglednione zmiany lepkosci i sity
jonowej buforu, ktére sg bezposrednio zwigzane ze wzrostem stezenia obdarzonego
tadunkiem selektora chiralnego dodawanego do BGE. Zmiany ruchliwosci
elektroforetycznych LIN i TED byly monitorowane w funkcji zwiekszajgcego sie stezenia
CD. Ogodlnie, dla ujemnie natadowanych CDs im wyzsza stata pozorna wigzania tym
pozniej odpowiedni enancjomer migruje. Stosownie do tego zatozenia para
enancjomerow TED w warunkach buforu boranowego zachowywata sie tak, jak tego
oczekiwano, przy zatozeniu, ze stechiometria utworzonych komplekséw jest 1:1.
Natomiast w przypadku buforu mréwczanowego wartosci obliczonych statych nie byty
zgodne z ogélnym zatozeniem, zaréwno dla TED, jak i LIN. Wartosci statych byty trudne
do interpretacji biorgc pod uwage niskg precyzje pomiaréw i przyjete zalozenie, ze
stechiometria badanego kompleksu jest 1:1. Z calg pewnoscia na podstawie
uzyskanych wartosci statych mozna jednak przyjgé, ze w buforze mréwczanowym
zarowno TED, jak i LIN tworzg bardziej stabilne ukfady.
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Rycina 2. Struktury molekularne linezolidu, radezolid i tedyzolidu oraz ich prekursoréw (preRL, preTED).

W celu okreslenia wptywu poszczegodlnych elementow struktury badanych
zwigzkbw na przebieg chiralnego roznicowania  poréwnano  zachowanie
zsyntetyzowanych prekursorow TED i LIN w stosunku do ich produktéw koncowych,
tedyzolidu i linezolidu oraz poréwnano zachowanie samych prekursorow wzgledem
siebie. Interesujgce jest zachowanie zsyntetyzowanych prekursoréw tedyzolidu, ktére
zbudowane sg jedynie z pierscieni A i B (pozbawione pierscieni C i D) z grupami
hydroksymetylowymi w pozycji C5 (jak przedstawiono to schematycznie na rycinie 2 ),
ktore nie byly nawet czesciowo rozdzielane przy uzyciu HS-B-CD (sam tedyzolid, tak),
ale rozdzielono je stosujgc HDAS-B-CD bez dodatku ACN. Natomiast w przypadku
czgsteczki TED warunkiem koniecznym do rozdzielenia enancjomeréw TED byt
dodatek modyfikatora organicznego, co dostarcza dowodow na to, ze pierscienie C i D
w czgsteczce tedyzolidu majg istotny wplyw na enancjoselektywne oddziatywanie z

selektorem chiralnym. Druga para zsyntetyzowanych izomerow prekursora LIN, nie
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zostata rozdzielona przy uzyciu samego HDAS-B-CD i warunkiem koniecznym byt
dodatek ACN do buforu rozdzielajgcego. Ten wynik byt zaskakujgcy, poniewaz
wczesniejsze wyniki wykazaly, ze LIN i jego izomer nie wymagajg dodatku
organicznego  rozpuszczalnika. Co  wiecej, nie zaobserwowano  wplywu
rozpuszczalnikbw organicznych na rozdziat czgsteczki linezolidu na calym etapie
optymalizacji metody. Co $wiadczy réwniez o tym, ze pierscien morfolinowy odgrywa
role w chiralnym rozréznianiu izomerdéw linezolidu.

Natomiast roznica w zachowaniu obu prekursoréw, pierwszego z podstawnikiem
hydroksymetylowym i drugiego z podstawnikiem metylacetamidowym, polegajgca na
koniecznosci dodatku ACN do BGE (w przypadku tego drugiego), dotyczy réznicy w
oddziatywaniu podstawnika w pozycji C5 pierscienia oksazolidynonu z CD, w miejscu,
ktére jest stereochemicznie zalezne od konfiguracji centrum chiralnego danego
enancjomeru. W obu przypadkach aktywne izomery (R)-TED i (S)-LIN, zaréwno dla
grupy hydroksylmetylowej i metylacetamidowe] majg tak samo przestrzennie
zorientowany podstawnik, tg samg strukture przestrzenng, pomimo r6znego zapisu ich
konfiguracji. Koniecznos¢ dodatku ACN podyktowana byla najprawdopodobniej
wiasciwosciami samego podstawnika w pozycji C5.

Metody mechaniki kwantowej, ani polempiryczne metody modelowania
molekularnego oparte na pomiarach dynamiki molekularnej, na tym etapie nie sg w
stanie odpowiedzie¢ na pytanie dotyczace wptywu ACN na rozroznienie powstajgcych

kompleksow supramolekularnych izomeréw tedyzolidu z CCD.

H.3. Rola réznych metod spektroskopowych w analizie identyfikacyjnej zwigzku
optycznie czynnego, tedyzolidu.
W tym celu:

« zastosowano metody spektralne: w podczerwieni FT-IR (2000 - 400 cm™) oraz
widma rozpraszania Ramana (2000 - 400 cm™); w interpretacji widm
wykorzystano poréwnanie z widmami teoretycznymi otrzymanymi w wyniku
obliczen kwantowo-chemicznych z zastosowaniem teorii funkcjonatléw gestosci
(DFT, ang. density functional theory) z potencjatem hybrydowym B3LYP z
uzyciem bazy funkcyjnej 6-311G (2df, 2pd);

* potwierdzono konfiguracje, przeprowadzono badanie czystosci

enancjomerycznej na podstawie analizy widm ECD;
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* wyznaczono teoretyczne roéznice energii miedzy najwyzszym obsadzonym
orbitalem molekularnym (HOMO, ang. highest occupied molecular orbital) i
najnizszym nieobsadzonym orbitalem molekularnym (LUMO, ang. lowest
unoccupied molecular orbital), dla okreslenia przesuniecia tadunku pomiedzy
dwoma enancjomerami tedyzolidu z wuzyciem matematycznych metod
obliczeniowych;

* wyznaczono mapy potencjatu elektrostatycznego (MEP, ang. molecular
electrostatic potentials) obliczone metodg DFT dla obydwu enancjomerow.

Dla szczegotowej identyfikacji pasm wibracyjnych widm FT-IR i Ramana dla
tedyzolidu, wyodrebniono nastepujgce domeny: grupe hydroksymetylowg (1), pierscien
1,3-oksazolidyn-2-onu (ll), biaryl (pirydyn-3-ylo)-3-fluorofenylowy (Ill) oraz strukture 2-
metylo-2H-tetrazol-5-ylu (1V).

W widmie ECD (S)-TED oznaczono dwa maksima absorpcyjne przy 206,6 i
299,0 nm. W porownaniu do widma (S)-tedyzolidu w widmie ECD (R)-TED,
obserwujemy niewielkie przesuniecie hipsochromowe dla pierwszego maksimum przy
207,2 nm i batochromowe dla drugiego maksimum przy 300,8 nm. Ponadto, poréwnujgc
widma obu enancjomerow, zaobserwowano rdznice w ksztatcie widm, zwlaszcza w
zakresie 200+260 nm. Powyzsze obserwacje wskazujg, ze jeden z enancjomerow TED
zawiera zanieczyszczenia w strukturze chromoforowej. Potwierdzity to takze widma FT-
IR i Ramana w zakresie 650+600 cm™ oraz 1180 cm™, jak réwniez réznice w
intensywnosci dla pasm potozonych przy 1290 i 1320 cm™. Wszystkie obserwowane
zmiany w pozycji, ksztalcie i intensywnosci pasm odpowiadajg: drganiom zginajgcym
wigzan C-C-C w pierscieniu fenylowym, drganiom rozciggajgcym wigzan C-F, C-C i
C-N, oraz drganiom wachlarzowym wigzan C—H pierscieni pirydyny i tetrazolu.

Zgodnie z oczekiwaniami, po przeanalizowaniu ksztattéw orbitali HOMO-LUMO,
nie obserwowano réznic w rozktadzie elektronéw dla obu enancjomerow TED. Domena
zdolna do przyjmowania i oddawania elektrondw znajduje sie w strukturach
zawierajgcych elektrony 7, takich jak pirydyn-3-ylo-3-fluorofenylowej i 2-metylo-2H-
tetrazol-5-ylowej. Co ciekawe, trendy w ich pionowym i poziomym rozmieszczeniu byty
obserwowane odpowiednio dla HOMO i LUMO. Na podstawie roznic wartosci pomiedzy
energiami HOMO i LUMO, mozna przewidzie¢ najbardziej reaktywng pozycje w
uktadach elektronéw 1T i wyjasni¢ kilka rodzajow reakcji [58]. Zgodnie z oczekiwaniami

obliczenia réznicy pomiedzy energiami dla obu enancjomerow TED wykazaly brak
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istotnych roznic dla tych wartosci, co potwierdza takg samg chemiczng reaktywnos¢ i
stabilno$¢ obu enancjomeréw.

Mapy MEP sg przydatne do przewidywania miejsc wigzgcych, podatnych na atak
elektrofilowy lub nukleofilowy. Zmiana w elektrostatycznych potencjatach jest w duzej
mierze odpowiedzialna za wigzanie lekéw do tzw. punktow uchwytu warunkujgcych ich
farmakologiczne dziatanie [59, 60]. Jak wspomniano poprzednio, konfiguracja 5(R)- w
pierscieniu 1,3-oksazolidyn-2-onu jest niezbedna do dziatania przeciwbakteryjnego
TED. Ro6znice w mapach MEP zaobserwowano dokitadnie dla struktury - 1,3-
oksazolidyn-2-onu, co moze by¢ zwigzane z jej dzialaniem przeciwbakteryjnym,
poniewaz struktura 1,3-oksazolidynonu z grupg hydroksymetylowg jest odpowiedzialna
za aktywno$¢ wobec szczepow posiadajgcych gen cfr. Dodatkowo obserwowano
niewielkie zmiany lokalizacji elektronéw dla enancjomeréw (R)- i (S)-TED pomiedzy
pierscieniami pirydyny i tetrazolu. Mogg by¢ one zwigzane z r6znicami w ich zdolnosci

do tworzenia dodatkowych oddziatywan wigzgcych z PTC podjednostki 50S rybosomu.

H.4. Celem pracy bylo opracowanie zasad rozdzielania zwigzku optycznie
czynnego (S)-radezolidu (RAD) i jego enancjomeru (R)- przy uzyciu obdarzonych
tadunkiem pojedynczych izomeréw, pochodnych CDs stosujgc metode cEKC. W celu
okreslenia wptywu struktury badanych zwigzkéw wobec zmieniajgcych sie warunkow
elektroforetycznych zbadano mozliwos¢ rozdzielania chiralnych izomeréw RAD, jak i
linezolidu (LIN) réwnoczesnie w tych samych warunkach. Obserwowano rowniez
selektywne oddziatywania CDs z zsyntetyzowanymi prekursorami izomeréw RAD i LIN,
poprzez obserwacje wptywu dodatkowych pierscieni fenylu (C) i triazolu (D) w
czagsteczce radezolidu oraz morfoliny (C) w czgsteczce linezolidu na chiralne
rozroznienie.

W tym celu:

* zsyntetyzowano (R)-radezolid - niedostepne  komercyjnie  chiralne
zanieczyszczenie (S)-RAD;

* potwierdzono tozsamosc¢ (R)-radezolidu metodg NMR,;

» potwierdzono konfiguracje (S)- i (R)-RAD metodg ECD;

* zoptymalizowano kluczowe parametry dla rozdzielania izomerow RAD i LIN
technikg cEKC; rodzaj i stezenie selektora chiralnego, skfad i wartos¢ pH BGE,
wptyw dodatku modyfikatora organicznego w zaleznosci od jego wiasciwosci
protycznych lub aprotycznych, temperature oraz przytozone napiecie;
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» obliczono efektywng ruchliwos¢ enancjomerdéw, wspotczynnik selektywnosci (a),
oraz znormalizowane wartosci przeptywu elektroosmotycznego (B) w zaleznosci
od stezenia selektora chiralnego;

* wykonano pomiary ECD dla kompleksow supramolekularnych w warunkach
zmieniajgcych sie warunkow: temperatury (10 °C — 90 °C) oraz wzrastajgcego
stezenia ACN (0 — 40%) dla elektrolitu podstawowego o niskiej wartosci pH;

* obliczono pozorng stalg tworzenia komplekséw i okres$lono stechiometrie
tworzonego kompleksu metodg dopasowania krzywej nieliniowej dla
enancjomerow RAD i LIN w zaleznos$ci od wartosci pH (2,5, 6,6 oraz 8,2) BGE.
Udowodniono, ze w przypadku protonowania atomu azotu, w ftgczniku

metyloaminowym (w niskim pH), dochodzi do powstawania bardzo silnych oddziatywan
ze wszystkimi badanymi CD: HS-B-CD, HDAS-B-CD, HDMS-B-CD. Jednakze
odziatlywania te sg niestereoselektywne. Aby moc zroznicowaé enancjomery RAD w
Srodowisku o niskim pH nalezalo ostabic stosunkowo silne oddziatywania
elektrostatyczne pomiedzy dodatnio natadowanym RAD, a ujemnie natadowang CD. W
przypadku HDAS-B-CD wzrost temperatury w zakresie 17 € - 57 T spo wodowat
czesciowe rozdzielanie enancjomerow RAD, przeciwnie niz w przypadku izomerow LIN,
gdzie rozdzielczos¢ pomiedzy izomerami rosta wraz ze spadkiem temperatury. Ten
niezwykty wptyw temperatury, sprzeczny z zasadami termodynamiki, jest zgodny z
obserwacjami przeprowadzonymi przez Westalla i wsp. [61], ktoérzy wnioskowali, ze
jezeli stezenie CD przekracza stezenie, w ktérym uzyskiwana jest maksymalna roznica
w pozornej ruchliwosci, wowczas enancjoseparacja izomerow rosnie, gdy
oddziatywania miedzy selektorem, a gosciem zostang ostabione, tak jak to miato
miejsce w przypadku izomerow RAD z HDAS-3-CD, gdy temperatura wzrastata.

W przypadku oddziatywania RAD z HDMS-B-CD w niskim pH efekt taki
obserwowano po dodaniu ACN do BGE. W tym przypadku réwniez nalezato ostabi¢
silne oddziatywania niestereoselektywne. Po dodaniu ACN do BGE obserwowano
zachowanie podobne do zachowania izomerow RAD z HDAS-B-CD w wysokich
temperaturach. Gdy stezenie selektora wykraczato poza optymalng warto$¢, dodanie
rozpuszczalnika organicznego zwiekszytlo selektywnos¢, poprzez ostabienie
oddziatywan niestereoselektywnych pomiedzy analitem a selektorem [62]. Za
najkorzystniejszy rozdzial, kierujgc sie zalozeniami chromatograficznymi, ktére

przyjmuja, ze zanieczyszczenie eluuje przed pikiem gtownym, uznano warunki
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doswiadczalne: bufor fosforanowy (50 mM) z HDMS-B-CD (40 mM) suplementowany
35% (v/v) ACN przy odwréconej polaryzacji elektrod (RP).

Poniewaz CE nie jest w stanie dostarczy¢ zadnych bezposrednich informacji o
geometrii powstajgcych kompleksow, w tym celu przeprowadzono pomiary z
wykorzystaniem ECD dla wybranych komplekséw w buforach o niskim pH. Poréwnano
intensywnosci i przesuniecia pasm w funkcji zaleznosci od temperatury lub
zwiekszajgcego stezenia ACN, stosujgc odpowiednio HDAS-B-CD i HDMS-3-CD.
Poréwnujgc widma ECD dla RAD przy braku srodka rozdzielajgcego w stosunku do
widm RAD z selektorem chiralnym, zaobserwowano zmiany w widmach ECD
spowodowane powstaniem efektu Cottona. Najbardziej intensywny efekt obserwowano
w obecnosci HDAS-3-CD i zostat on przypisany silniejszym oddziatywaniom RAD z
HDAS-B-CD niz z HDMS-B-CD, co pozostaje w zgodzie z obliczonymi warto$ciami
statych tworzenia kompleksu.

Podwyzszenie temperatury lub dodanie ACN prowadzito do ostabienia
oddziatywan miedzyczgsteczkowych, co potwierdzit spadek wartosci molowej
eliptycznosci. W pomiarach zaleznych od temperatury, molowa eliptycznos¢ zmienita
sie w zakresie [0] od 6991 do 1096 [deg-cm?-dmol ], odpowiednio dla 10 i 90 T, przy
272 £ 2 nm, podczas gdy dla pomiarow zaleznych od ACN molowa eliptycznosé
zmienita sie w zakresie [0] od -794 do -272 [deg-cm?-dmol ], odpowiednio dla 0% i 40%
ACN, przy 272,6 nm. Widma RAD z HDMS-3-CD roznity sie od tych, ktore uprzednio
obserwowano dla RAD z HDAS-B-CD, wskazujgc na rdzng geometrie procesu
kompleksowania RAD w przypadku dwéch uzytych CD. W obu przypadkach zatozono
powstanie kompleksow inkluzyjnych. Dodatni indukowany efekt Cottona przy diugosci
fali 272 nm dla RAD z HDAS-B-CD, wskazuje, ze uktad bifenylowy czgsteczki RAD jest
utozony réwnolegle do osi wneki CD. | odwrotnie, RAD z HDMS-3-CD jest usytuowany
prostopadle do osi symetrii CD, z powodu ujemnego efektu Cottona przy 272 nm [63,
64]. Jednakze tendencja ta ulegnie odwroceniu, jesli przyjmie sie inne zalozenie
dotyczgce oddzialywan, nie wewnetrznych, a zewnetrznych, wowczas dodatni
indukowany sygnat zostanie przypisany orientacji prostopadtej, a ujemny utozeniu
réownolegtemu.

Obserwacja interakcji prekursorow RAD i LIN (preRL) z HDMS-3-CD w BGE przy
niskich wartosciach pH potwierdza hipoteze o wptywie temperatury i dodatku ACN na
chiralng separacje enancjomeréw RAD. Dodatkowy pierscien morfolinowy potgczony z

prekursorem preRL, jak w LIN, blokuje ré6znicowanie pary izomerow za pomocg HDMS-
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B-CD, podobnie, zmieniajgc podstawnik metylacetamidowy na hydroksymetylowy,
HDMS-B-CD jest réwniez nieskuteczny. Z drugiej strony, dodatkowy pierscien
triazolowy potgczony poprzez alifatyczny tgcznik z ugrupowaniem bifenylowym (jak w
RAD) dostarcza dowodow na to, ze taka struktura umozliwia chiralne odréznienie RAD
przez HDMS-3-CD. Co potwierdza, ze dodatkowe pierscienie C i D sg zaangazowane w
chiralne réznicowanie izomeréw RAD przez HDMS-3-CD.

Natomiast drugi selektor chiralny, HDAS-3-CD okazat sie najbardziej selektywny
wobec izomeréw, pochodnych oksazolidynonéw, poniewaz dzieki niemu udato sie
zroznicowaé ruchliwos¢ elektroforetyczng par enancjomerow, zarowno RAD, jak i LIN,
prekursorow RAD/LIN i TED oraz TED, cho¢ w ostatnim przypadku konieczny byt
dodatek ACN.

Wyznaczono state tworzenia kompleksow dla par izomerow LIN i RAD w pH 2,5,
6,6 i 8,2 oraz stechiometrie kompleksow, ktora w przypadku LIN jest 1:1, natomiast dla

RAD wyniosta 1:1 oraz 1:2 w stosunku ,gosc¢:gospodarz”.

H.5. i H.6. Celem bylo potwierdzenie tozsamosci radezolidu i jego kluczowych
potproduktow otrzymanych na drodze enancjoselektywnej syntezy z zastosowaniem
chiralnego syntonu, jako wyjsciowego bloku budulcowego z wykorzystaniem metod
spektralnych. Zsyntetyzowany radezolid zostat wykorzystany nastepnie na etapie
opracowania zasad chiralnego rozdzielania za pomocg cyklodekstryn obdarzonych
tadunkiem, metodg kapilarnej chromatografii elektrokinetycznej.

Schemat przeprowadzonej syntezy (S)-radezolidu przedstawiono ponizej na
rycinie 3. W tekscie czcionkg pogrubiong zaznaczono odpowiednie poOtprodukty

syntezy, ktére nalezy powigzac z odpowiednig strukturg na rycinie.
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Rycina 3. Schemat syntezy radezolidu.

Metode syntezy radezolidu (RAD, 12), zmodyfikowano w odniesieniu do danych
opisanych w pismiennictwie [48, 65, 66].

Dla bardziej doktadnej analizy, a takze z powodu braku materiatdw odniesienia
dla produktéw posrednich, analiza wibracyjna zostala wzmocniona metodami

obliczeniowymi chemii kwantowej w oparciu o teorie DFT z wykorzystaniem metody
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potencjatu hybrydowego B3LYP przy bazie funkcyjnej 6-311G (d, p). Zaobserwowano
dobrg zgodnos$¢ widm doswiadczalnych i teoretycznych.

Dlatego podczas identyfikacji potproduktéw i radezolidu, jako produktu
koncowego z powodzeniem zastosowano:

« metody spektralne, widma w podczerwieni FT-IR (4000 - 100 cm™) oraz widma
rozpraszania Ramana (4000 - 100 cm™); w interpretacji ktérych wykorzystano
metode teorii funkcjonatow gestosci, DFT z bazowym funkcjonatem hybrydowym
B3LYP z uzyciem bazy funkcyjnej 6-311G (2df, 2pd);

» dokonano oceny czystosci enancjomerycznej RAD na podstawie analizy widm
ECD;

 przypisano przesuniecia chemiczne dla jednowymiarowych widm *H i *C NMR
(w DO, DMSO-dg), wartosci statych sprzezenia spinowo-spinowego dla homo- i
heteroatoméw oraz przeprowadzono analize widm dwuwymiarowych COSY, *H
{BC}HSQC i *H {**C} HMBC przy wsparciu obliczen teoretycznych;

* przeprowadzono analize dla pary orbitali granicznych (FMOs, ang. frontier
molecular orbitals) HOMO-LUMO, ktéra postuzyta nastepnie do okreslenia
przesuniecia tadunku dla dwéch enancjomeréw RAD, stosujgc metody
obliczeniowe;

* wykonano mapy potencjatu elektrostatycznego (MEP) obliczone metodg DFT dla
obydwu enancjomerdéw radezolidu.

Wobec tego, ze dziatanie farmakologiczne obserwuje sie tylko dla enancjomeru
(S)-radezolidu, jego synteza jest zorientowana na uzyskiwanie pojedynczego izomeru o
wymaganej czystosci i pozadanej konfiguracji optycznej. Dlatego tez
scharakteryzowano potprodukty syntezy (S)-RAD stosujgc ‘H i *C NMR, a takze
korelacje 2D HSQC i HMBC (2, 5, 9, 10, 12), dodatkowo scharakteryzowano pasma
wibracyjne FT-IR, rozproszenia Ramana (3, 5, 9, 12) oraz widma ECD (5, 12). Kazda
technika zapewnia unikatowy i konkretny zestaw informacji. Pelng widmowg
charakterystyke kluczowych potproduktéw otrzymanych w drodze syntezy z uzyciem
homochiralnego bloku budulcowego poréwnano w stosunku do produktu gotowego (12).

Dla szczegotowej identyfikacji radezolidu, wyodrebniono nastepujgce domeny:
pierscien triazolowy, tgcznik metyloaminometylowy, bifenyl (pierscienie fenylowy i 2-
fluorofenylowy), pierscien oksazolidynowy i podstawnik metylacetamidowy.
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W celu potwierdzenia braku inwersji w centrum chiralnym na kluczowym etapie
syntezy polegajgcym na zamknieciu pierscienia oksazolidynonu, poréwnano widma
ECD dla pary zsyntetyzowanych prekursoréw zawierajgcych grupe hydroksymetylowg
w pozycji C5 pierscienia oksazolidynonu - (S)- i (R)-enancjomeréw (5). Zarejestrowane
widma dla pary enancjomerow byty swoimi odbiciami lustrzanymi. Dla izomeru (R)- (5),
ktéry prowadzi do otrzymania produktu koncowego (S)-RAD (12), obserwowano dodatni
efekt Cottona przy 191,6 nm, a ujemny przy 203,4, 236,8 i 275,4 nm. Nastepnie
poréwnano widma ECD dla zsyntetyzowanego produktu kohcowego (12) wobec
materiatu referencyjnego. Ro6znice pomiedzy widmami nie byly znaczace, co potwierdza
wlasciwg czystos¢ chiralng zsyntetyzowanego izomeru (S)-RAD. RAD wykazat
maksima pasm absorpcyjnych przy 185,0 w stosunku do 183,6 nm, 268,0 w stosunku
do 258,3 nm, a takze ujemne przy 212,4 wzgledem 213,3 nm, odpowiednio dla
zsyntetyzowanego produktu (S)- 1 materialu odniesienia. Wskazuje to, ze
zsyntetyzowany RAD nie zawierat zanieczyszczen w strukturze chromoforowej
czgsteczki. Jesli badana probka bytaby zanieczyszczona, wéwczas obserwowano by
zmiany potozenia maksimum pasma absorpcyjnego i ksztaltu widma. Jedynie
przesuniecie maksimum dla pasma przy 260 nm o okoto 10 nm wobec widma materiatu
odniesienia moze wskazywac na réznice zsyntetyzowanego (S)-RAD wobec materiatu
odniesienia. Jednakze przesuniecie to bylo obserwowane dla poszerzonego pasma o
nizszej absorbancji, stgd najprawdopodobniej rdéznica w wyznaczeniu potozenia
maksimum dla pasma absorpcyjnego. Analiza porownawcza widma wskazuje na wysoki
poziom zgodnosci z materiatem referencyjnym. Co wazne, Okuom i wsp. [67]
przedstawili jakosciowg ocene czystosci chiralnej wykorzystujgc technike ECD.
Wykreslono widma ECD dla obu enancjomeréw i wyznaczono molowy roznicowy
wspotczynnik absorpcji (A€) dla kazdego enancjomeru przy maksimum dtugosci fali. W
tym celu potrzebne sg jednak odpowiednie ilosci materiatow referencyjnych dla obu
izomeréw (S)- i (R)—. W naszych badaniach nie dysponowano materiatem odniesienia,
(R)-RAD i z tego wzgledu nie mozliwe bylo przeprowadzenie eksperymentu
zaproponowanego przez Okuom i wsp. [67]. Porbwnano zsyntetyzowany (S)-RAD do
materiatu odniesienia i w oparciu 0 zgodnos¢ widm wnioskowano o czystosci chiralnej
zsyntetyzowanego zwigzku.

W pracy H.6 przedstawiono widma wielowymiarowe, *H{**C}HSQCAD dla czesci
alifatycznej i aromatycznej zwigzku, 10, najbardziej kluczowego etapu syntezy

radezolidu.
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Najwazniejsze osi ggniecia uzyskane w cyklu publikacji stanowi acych dorobek

habilitacyjny i wnioski ptyn  gce z badan

1.

2.

W pracy H.1. dokonano przegladu piSmiennictwa i zgtoszen patentowych z
zakresu syntezy oraz badan przedklinicznych nowych pochodnych z klasy
oksazolidynonow obejmujgc swym zakresem lata 2006 — 2012, wskazujgc
kierunki rozwoju dla tej klasy chemioterapeutykow przeciwbakteryjnych i
zwracajgc uwage na pochodne posiadajgce w pozycji C5 odwrécone grupy
amidowe, jak rowniez oksazolidynony majgce w miejscu pierscienia C
podstawiony pierscien azetydyny lub piperydyny. Przedstawiona tematyka
badan cieszy sie duzym zainteresowaniem badaczy, o czym Swiadczy liczba
cytowan, n=50, od roku 2013.

W pracy H.2.:

potwierdzono wplyw czynnika achiralnego na chiralne roznicowanie
enancjomerow TED. Dodanie stosunkowo niewielkiej objetosci ACN do BGE
(37,5 mM HDAS-B-CD w buforze boranowym, pH 9,0) spowodowato
czesciowe rozdzielenie TED i jego enancjomeru (S)-, a dalsze zwiekszanie
stezenia ACN doprowadzito do zwiekszenia rozdzielczosci (Rs), ostatecznie
uzyskujgc Rs, odpowiednio 2,8 i 1,8 dla par enancjomerow LIN i TED przy
stezeniu 18,6% (v/v) ACN,;

udowodniono, ze zmiana jednego z achiralnych skfadnikéw BGE - buforu
boranowego na bufor mréwczanowy, zdolny do dziatania jako donor protonu,
doprowadzita do zwiekszenia rozdzielczosci izomeréw TED w buforze z
HDAS-B-CD w poréwnaniu do buforu boranowego, a wyznaczone state
trwatosci kompleksow dla kazdej pary enancjomeréw z HDAS-B-CD
potwierdzity, ze w buforze mréwczanowym zarowno TED, jak i LIN tworzg
bardziej stabilne uktady;

zsyntetyzowane prekursory linezolidu i tedyzolidu, co bylo oryginalnym
podejsciem do rozwigzania problemu badania mechanizmu rozdzielania
chiralnego i probg odpowiedzi na pytanie dotyczace wptywu poszczegodlnych
elementow struktury oksazolidynonbw na proces enancjoréznicowania,
dostarczyty dowodow na to, ze pierscienie C i D w czgsteczce tedyzolidu

majg istotny wplyw na enancjoselektywne oddziatlywanie z selektorem
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chiralnym oraz, ze pierécien morfolinowy odgrywa role w chiralnym
rozréznianiu izomeroéw linezolidu.

3. W pracy H.3. dla TED wykonano analize identyfikacyjng zwigzku metodami
spektroskopowymi, FT-IR i rozpraszaniem Ramana. W efekcie
przeprowadzonych badan zdefiniowana zostata geometria pierwotna TED,
ksztatt i rozmieszczenie elektronbw na orbitalach HOMO-LUMO oraz
molekularny potencjat elektrostatyczny. W oparciu o wartos¢ energii przejs¢
pomiedzy orbitalami HOMO-LUMO oszacowano reaktywnos¢ oraz
prawdopodobieAstwo mozliwych oddziatywah dla TED na poziomie
molekularnym.

4. W pracy H.4.:

* udowodniono, ze w przypadku protonowania atomu azotu, w igczniku
metyloaminowym (w niskim pH), dochodzi do powstania bardzo silnych
oddziatywan ze wszystkimi badanymi CD: HS-3-CD, HDAS-3-CD, HDMS-(3-
CD. Jednakze odziatywania te sg niestereoselektywne. Aby moc zréznicowaé
enancjomery RAD w srodowisku o niskim pH nalezato ostabi¢ stosunkowo
silne oddziatywania elektrostatyczne, poprzez wzrost temperatury w
przypadku zastosowania HDAS-B-CD oraz wzrost stezenia ACN w przypadku
HDMS-B-CD;

» dla chiralnego rozdzielenia radezolidu za najkorzystniejszy rozdziat, uznano
warunki doswiadczalne: bufor fosforanowy (50 mM) z HDMS-B-CD (40 mM)
suplementowany 35% (v/v) ACN przy odwréconej polaryzaciji elektrod;

e zastosowano dichroizm kotowy do wyjasnienia geometrii powstajgcych
kompleksow supramolekularnych, jako technike komplementarng do cEKC.
Pomiary z wykorzystaniem ECD dla wybranych kompleksow w buforach o
niskim pH udowodnity, ze podwyzszenie temperatury lub dodanie ACN
prowadzito do ostabienia oddziatywan miedzyczgsteczkowych, co potwierdzit
spadek warto$ci molowej eliptycznosci. Widma RAD z HDMS-B-CD roznity
sie od tych, ktére uprzednio obserwowano dla RAD z HDAS-B-CD, wskazujgc
na rézng geometrie procesu kompleksowania RAD w przypadku dwoch
uzytych CCD. W obu przypadkach zatozono powstanie kompleksow
inkluzyjnych. Dodatni indukowany efekt Cottona przy dtugosci fali 272 nm dla
RAD z HDAS-B-CD, wskazuje, ze ukiad bifenylowy czgsteczki RAD jest
utozony rownolegle do osi wneki CD. | odwrotnie, RAD z HDMS-B-CD jest
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usytuowany prostopadle do osi symetrii CD, z powodu ujemnego efektu
Cottona przy 272 nm,;

» obserwacja interakcji prekursorow RAD i LIN (preRL) z HDMS-B-CD w BGE
przy niskich warto$ciach pH potwierdza hipoteze o wptywie temperatury i
dodatku ACN na chiralne rozdzielenie enancjomerow RAD. Dodatkowy
pierscien morfolinowy potgczony z prekursorem preRL, jak w LIN, blokuje
réznicowanie pary izomerow za pomocg HDMS-B-CD, podobnie, zmieniajgc
podstawnik metylacetamidowy na hydroksymetylowy, HDMS-B-CD jest
rébwniez nieskuteczny. Z drugiej strony, dodatkowy pierscien triazolowy
potgczony poprzez alifatyczny tgcznik z ugrupowaniem bifenylowym (jak w
RAD) dostarcza dowoddow na to, ze taka struktura umozliwia chiralne
odroznienie  RAD przez HDMS-B-CD. Co potwierdza, ze dodatkowe
pierscienie C i D sg zaangazowane w chiralne r6znicowanie izomerow RAD
przez HDMS-B-CD;

* wyznaczono state trwatosci kompleksow dla par izomeréw LIN i RAD w pH
2,5, 6,6 i 8,2 oraz stechiometrie komplekséw, ktéra w przypadku LIN wyniosta
1:1, natomiast dla RAD wyniosta 1:1 oraz 1:2 w stosunku ,gosc¢:gospodarz”.

5. Identyfikacja domen dla pochodnych oksazolidynonu odpowiedzialnych za
interakcje z selektorami chiralnymi, tak jak zostalo to przedstawione w
pracach H.2. i H.4., stanowi istotny element w odniesieniu do wyjasnienia
mechanizmoéw oddziatywania tych lekow z ich celem molekularnym.

6. W pracy H.5. i H.6. scharakteryzowano potprodukty syntezy (S)-RAD stosujgc
'H i 3C NMR, a takze korelacje 2D HSQC i HMBC (2, 5, 9, 10, 12),
scharakteryzowano pasma wibracyjne FT-IR, rozproszenia Ramana (3, 5, 9,
12) oraz widma ECD (5, 12). Dla bardziej doktadnej analizy, a takze z
powodu braku materiatdw odniesienia dla produktow posrednich, analiza
wibracyjna zostata oparta na metodach obliczeniowych chemii kwantowej w
oparciu o teorie DFT z wykorzystaniem metody potencjatu hybrydowego
B3LYP przy bazie funkcyjnej 6-311G (d, p). Zaobserwowano dobrg zgodnos¢

widm doswiadczalnych i teoretycznych.
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5. Omowienie pozostatych osi  ggni eé naukowo-badawczych.

a) dzialalno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Badania stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej byty finansowane w ramach
projektu badawczego Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego - grant promotorski
nr. N405 034 32/2244.

Od 2004 roku w Zaktadzie Antybiotykdw i Mikrobiologii bedgc na stanowisku
asystenta realizowatam badania w ramach dziatalnosci statutowej Instytutu. Wyniki
zebratam i opisatam w pracach A.1. — A5. Od 2006 rozpoczetam realizacje grantu
promotorskiego i zaproponowatam interdyscyplinarne podejscie do badan nad

rozdzialem achiralnym i chiralnym linezolidu; A.6., A.7., A.8.
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Rozszerzenie mozliwosci zastosowania elektroforezy kapilarnej w analizie
farmaceutycznej produktow leczniczych, realizowatam w nastepujgcych obszarach:

 dla modelu leku wieloantybiotykowego (A.1.), zawierajgcego: penicyline G,
dihydrostreptomycyne i prokaine, zaproponowatam metode elektroforezy
strefowej (CZE, ang. capillary zone electrophoresis) — prostg, szybka, tatwg do
odtworzenia, niewymagajgcg drogich odczynnikbw, co stanowito nowe
rozwigzanie w analizie farmaceutycznej badanych zwigzkow,

 dla oznaczania pojedynczego antybiotyku: fenoksymetylopenicyliny (A.4.),
réznych soli penicyliny G (A.2.), tiamfenikolu i jego kongenerow (A.5.), linezolidu
(A.7.) i ertapenemu (A.9.), zaproponowatam metode micelarnej chromatografii
elektrokinetycznej (MEKC, ang. micellar electrokinetic chromatography)
charakteryzujgcg sie wysokg czutoscig i selektywnoscig, ktéra zostata
wykorzystana w analizie farmaceutycznej wybranych antybiotykdw i
chemioterapeutykOw przeciwbakteryjnych,

 dla oznaczania zanieczyszczen achiralnych w preparatach zawierajgcych
wybrane antybiotyki [ chemioterapeutyki przeciwbakteryjne:
fenoksymetylopenicyline (A.4.), tiamfenikol (A.5.), cyprofloksacyne (A.3.),
linezolid (A.7.) oraz ertapenem (A.9.) zaproponowatlam r6zne techniki
elektromigracyjne umozliwiajgce rozdziat wszystkich znanych zanieczyszczen
zgodnie z wymaganiami farmakopealnymi lub ze zwalidowanymi metodami
producenta,

» dlalinezolidu,

0 korzystajgc z techniki cEKC opracowatam zupetnie nowg metode
analityczng, pozwalajgcg na rozréznienie enancjomerOw oraz
oznaczanie czystosci chiralnej (A.6.),

0 wyjasniono proces chiralnego roznicowania dla wybranego
selektora chiralnego, korzystajagc z metody NMR i modelowania
molekularnego (A.8.),

0 korzystajgc z metody MEKC, w celu zwiekszenia czutosci metody
zaproponowatam technike zatezania prébki bezposrednio w
kapilarze — zmiatanie (ang. sweeping). Zoptymalizowana metoda
pozwolita na szybkie, proste i efektywne rozdzielenie linezolidu od

jego znanych achiralnych 14-stu zanieczyszczen (A.7.),
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* dla ertapenemu (A.9.), w celu zwiekszenia czutosci metody korzystajgc z metody
MEKC, zastosowatam kolejng z technik zatezania probki bezposrednio w
kapilarze — spietrzanie, zarowno NSM, (ang. normal stacking mode), jak i SRMM
(ang. stacking with reverse migrating micelles). Zoptymalizowana metoda
pozwolita na rozdziat ertapenemu od jego znanych zanieczyszczen.

Réwnolegle do prac oryginalnych powstawaty prace przeglagdowe, w ktorych
charakteryzowatam antybiotyki i chemioterapeutyki przeciwbakteryjne (B.1. — B.7.).
Pierwsze dotyczyly chinolondw i ich fluorowanych pochodnych, a zakres tematyczny
obejmowat budowe chemiczng, wtasciwosci farmakologiczne, mechanizm dziatania,
opornos$¢ drobnoustrojéw, terapie i dziatania niepozgdane. Nastepne prace dotyczyty
charakterystyki  oksazolidynonow, jako nowej grupy chemioterapeutykow
przeciwbakteryjnych. Kolejne prace dotyczyty daptomycyny — pierwszego antybiotyku
lipopeptydowego i jego mozliwosci terapeutycznych oraz ertapenemu — nowo
zarejestrowanego karbapenemu. W siédmej z kolei pracy przeglagdowej podjetam
tematyke stosowania nowych antybiotykéw stosowanych w zakazeniach skory i tkanki
podskornej, w tym, oksazolidynonow, lipopeptydéw, karbapenemoéw, streptogramin,

fluorowanych chinolonéw, drugiej generacji glikopeptydow oraz glicylocyklin.

b) dzialalno$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu w 2008 r. stopnia doktora nauk farmaceutycznych, prace naukowo-
badawcze prowadzitam w dwoch obszarach tematycznych. Realizowane byly one w
ramach dziatalnosci statutowej Instytutu.

Obszar |

Rozszerzenie mozliwosci zastosowania elektroforezy kapilarnej w analizie
farmaceutycznej produktéw leczniczych zawierajgcych karbapenemy: dorypenemu,
biapenemu oraz pierwszego zarejestrowanego przedstawiciela tej grupy, imipenemu.
Imipenem stosowany jest wraz z inhibitorem enzymu dehydropeptydazy | (DHP-I),
cylastatyna, ktéra chroni go przed hydrolizg i inaktywacjg, prowadzgcg do zmniejszenia
stezenia antybiotyku oraz powstania metabolitu potencjalnie nefrotoksycznego.

Wyniki zebratam i opisatam w pracach, C.1., C.2.,, C.5. Byla to naturalna
kontynuacja dziatan podjetych w trakcie realizacji grantu promotorskiego, ktérego
jednym z elementéw byta optymalizacja metody CE umozliwiajgca badanie jakosciowe
produktéw leczniczych zawierajgcych ertapenem. Prace oryginalne poparte zostaly
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pracami przegladowymi z zakresu badan stabilnosci karbapenemoéw (D.1.) oraz technik
analitycznych stosowanych do analizy farmaceutycznej tej grupy antybiotykow (D.2.).

W pracy D.1. zawarto przeglagd najnowszych wynikbw z zakresu Kkinetyki
degradacji karbapeneméw, mechanizmow ich degradacji, wigczajgc hydrolize
kwasowo-zasadowg, efekty katalityczne buforow oraz parametry termodynamiczne
opisujgce degradacje karbapenemdéw w roztworach wodnych, jaki i w stanie statym.
Opisano degradacje karbapeneméw w zaleznosci od czynnikOw stresowych
(rozpuszczalniki, pH, stezenie leku, temperatura, czas) oraz poréwnano struktury
chemiczne produktéw rozpadu oraz szlaki ich powstawania.

W pracy C.1 wykorzystalam i zoptymalizowatlam technike zatezania prébki
bezposrednio w kapilarze - spietrzania przez wprowadzenie prébki ze wzmocnieniem
pola elektrycznego FASS (ang. field-amplified sample stacking) do oznaczania
zawartosci dorypenemu i jego substancji pokrewnych. Na podstawie przeprowadzonych
badan, jako optymalne warunki rozdziatu wybrano bufor fosforanowy (100 mM) o pH 2,9
zawierajgcy 10% (v/v) metanolu, jako elektrolit podstawowy. W trakcie rozdziatu
zastosowatam niepowlekang kapilare krzemionkowg, napiecie o wartosci 25 KkV,
normalng polaryzacje elektrod oraz detekcje UV, przy diugosci fali A= 214 nm. Metoda
zostata zwalidowana w zakresie, liniowosci, doktadnosci, precyzji, uzyskujgc granice
wykrywalnosci na poziomie 3,0 pg/ml. Na etapie selektywnosci metody rozdzielitam
wszystkie dostepne karbapenemy: imipenem, meropenem, ertapenem i dorypenem. W
trakcie przeprowadzonych badan stresowych uzyskatam 10 produktow degradacji: DP-
1, DRS, MDP; — MDPg, ktére udalo sie rozdzieli¢ elektroforetycznie w oparciu o
opracowang metode. Zoptymalizowana metoda zostala porownana do dwdch
zwalidowanych metod producenta i wykorzystana w analizie produktu leczniczego
zawierajgcego dorypenem — Doribax 500 mg, proszk do sporzagdzania roztworu do
infuzji.

Elektroforeza kapilarna pomimo licznych korzysci posiada réwniez kilka
ograniczen, jedng z nich jest niewystarczajgca czutosé, dlatego w pracach, ktorych
jednym z celdéw byto oznaczenie zawartosci produktéw degradacji, konieczne stato sie
zastosowanie zatezania probki bezposrednio w kapilarze. W pracy C.2. wybratam i
zoptymalizowatam technike zmiatania w MEKC (ang. micellar electrokinetic
chromatography with sweeping in an enhanced electric field). Do rozdzielania
biapenemu od jego substancji pokrewnych zastosowatam MEKC ze zmiataniem na

drodze wprowadzania probki ze wzmocnieniem pola, stosujgc detekcje
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spektrofotometryczng, DAD przy A=200 nm. Najlepsze wyniki otrzymatam dla buforu
mréwczanowego (22,5 mM), pH 4,3 z dodatkiem dodecylosiarczanu sodu (150 mM).
Zastosowatam neutralng kapilare przy odwrdconej polaryzacji elektrod i wartosci
napiecia, 22 kV. Zoptymalizowana metoda oznaczania biapenemu, zostata
zwalidowana, biorgc pod uwage nastepujgce parametry: liniowosé, doktadnosc,
precyzje, uzyskujgc granice wykrywalnosci (LOD) na poziomie 0,5 pg/ml przy S/N = 3
dla biapenemu. Powtarzalnos¢ systemu CE, wyrazona przez wzgledne odchylenia
standardowe (RSD) dla czasow migracji biapenemu i jego substancji pokrewnych
wahata sie od 0,1 do 1,5%, natomiast dla skorygowanych pol powierzchni RSD
wyniosta 0,7 + 8,4%. Zastosowanie metody MEKC ze zmiataniem na drodze
wprowadzania prébki ze wzmocnieniem pola pozwolito na proste i skuteczne
rozdzielenie biapenemu od jego produktow degradacji, zapewniajgc rownoczesnie
bezpieczenstwo w odniesieniu do srodowiska naturalnego. Opracowana metoda MEKC
przyniosta skuteczng poprawe czasu analizy w stosunku do odpowiedniej metody
HPLC. Ponadto, otrzymany limit LOQ odpowiada sprawozdawczemu progowi 0,05% dla
leku w dawce maksymalnej < 2 g/dzien, zgodnie z wymaganiami dla wytycznych ICH
Q3A ,Zanieczyszczenia w nowych substancjach leczniczych”. Metoda moze byc¢
stosowana jako alternatywny sposéb oznaczania biapenemu w rutynowej analizie
kontroli jakosci lekéw, bedgc odpowiedzig na bardzo aktualny problem ochrony
srodowiska naturalnego i rozwigzaniem w ramach koncepcji zaktadajgcej projektowanie
i przeprowadzanie procesow chemicznych w taki sposéb, aby ograniczyé uzycie i
powstawanie szkodliwych substancji, tzw. zielonej chemii (ang. green chemistry,
sustainable chemistry).

Do oznaczania imipenemu i cylastatyny (C.5.) zastosowatam MEKC, stosujgc
detekcje spektrofotometryczng (DAD), w celu monitorowania powstatych produktow
degradacji imipenemu i cylastatyny. Najlepsze wyniki otrzymatam dla buforu CEofix™
MEKC KIT 25-75, pH 9,2 z dodatkiem dodecylosiarczanu sodu, 75 mM. Zastosowano
niepowlekang kapilare przy normalnej polaryzacji elektrod i wartosci napiecia, 25 kV.
Zoptymalizowana metoda oznaczania imipenemu i cylastatyny, zostata zwalidowana
biorgc pod uwage nastepujgce parametry: selektywnosé, liniowosé, doktadnosé,
precyzje, uzyskujgc granice wykrywalnosci na poziomie 0,4 pug/ml oraz 0,2 pg/ml przy
S/N = 3 odpowiednio dla imipenemu i cylastatyny.

W celu potwierdzenia selektywnosci metody, roztwory substancji czynnych

poddano dziataniu warunkéw stresowych. Uzyskane wyniki potwierdzajg fakt
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hamowania przez cylastatyne powstawania produktéw degradacji powstajgcych w
wyniku chemicznej hydrolizy albo w wyniku przechowywania wodnych roztworéw
imipenemu. W celu monitorowania powstatych produktéw degradacji imipenemu prébka
wodnego roztworu imipenemu byta badana z wykorzystaniem detektora DAD.
Imipenem ma charakterystyczne chromofory przy, A=302 nm, ktére w wyniku otwarcia
pierscienia B-laktamowego przesuwajg sie w kierunku A=288 nm, natomiast pochodne
2-piroliny majg specyficzne chromofory przy, A=266 nm, ktére z czasem zmniejszajg
swojg intensywnosé. Uzyskane wyniki testow przeprowadzonych w warunkach
stresowych potwierdzajg selektywno$¢ zoptymalizowanej metody MEKC.

Powtarzalnos¢ systemu CE, wyrazona przez wzgledne odchylenia standardowe
dla czaséw migracji imipenemu i cylastatyny wyniosta 0,6% i 0,8%, natomiast dla
skorygowanych pol powierzchni, RSD wyniosta 1,1% oraz 1,0%, odpowiednio dla
imipenemu i cylastatyny. Wyniki uzyskane dla oznaczania imipenemu i cylastatyny
metodg MEKC poréwnano ze zwalidowang metodg HPLC. Przeprowadzona ocena
statystyczna uzyskanych wynikow pozwala uzna¢ opracowang metode MEKC jako
metode alternatywng w stosunku do metody HPLC.

Obszar |l

Prace naukowo-badawcze w drugim obszarze obejmujg swoim zakresem,
fosamil ceftaroliny (C.9.) oraz ceftobiprol, oba zwigzki to przedstawiciele V generacji
cefalosporyn. Obecnie ceftobiprol jest na etapie opracowywania metody analitycznej
majgcej na celu identyfikacje produktéw degradacji i poznanie scenariuszy degradacji
samego zwigzku.

W pracy C.9. zoptymalizowano i zwalidowano metode oznaczania fosamilu
ceftaroliny (CF) przy zastosowaniu metody HPLC z elucjg gradientowg oraz identyfikacji
zanieczyszczen metodg LC-MS/MS. Optymalne wyniki otrzymano stosujgc elucje
gradientowg z wykorzystaniem 0,05 M buforu amonowego pH = 3,5 jako faze ruchomg
A 1 acetonitryl jako faze ruchomg B. Rozpuszczalnikiem zastosowanym do
przygotowania probek byta mieszanina wodno-organiczna: 0,05 M bufor amonowy pH
3,5: acetonitryl (9:1 v/v).

Eksperymenty LC-MS/MS wykonano przy uzyciu chromatografu cieczowego
Dionex Ultimate 3000 UPLC sprzezonego z detektorem masowym Bruker Daltonics
maXis 4G. Reprezentatywng liczbe prébek CF analizowano przy zastosowaniu techniki

spektrometrii mas z jonizacjg metodg elektrorozpylania i analizatorem czasu przelotu
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(LC-ESI-Q-TOF-MS) w celu zidentyfikowania substancji pokrewnych, ktore uzyskano w
warunkach stresowych. Opracowana metoda wykazata dobrg selektywnos¢ i liniowos$¢
[r > 0,998 w zakresie 0,8 - 1,2 mg/mL (80 - 120%) oraz r > 0,997 w zakresie 0,005 -
0,015 mg/mL (0,5 - 1,5%)]. Wartosci LOD i LOQ wyniosty odpowiednio 0,15 pg/mL i 0,5
pg/mL. Degradacja fosamilu ceftaroliny zostata przeprowadzona w warunkach
zasadowych, kwasowych i utleniajgcych, a takze termolizy i fotolizy. W celu indukcji
charakterystycznych produktéw degradacji CF i pOzniejszej ich identyfikacji oraz
poznania mozliwych scenariuszy degradacji samego zwigzku, analizowano wrazliwo$é
roztworow CF przechowywanych w temperaturze pokojowej. Zgodnie z
przewidywaniami zaréwno termoliza, fotodegradacja, jak i przechowywanie w
temperaturze pokojowej, przyspieszyty rozpad CF i powstawanie substancji
pokrewnych. Natomiast nie zaobserwowano produktéw degradacji w warunkach
zasadowych i kwasowych. Opracowana metoda LC-MS/MS pozwolita na identyfikacje
siedmiu produktow rozktadu: CFI-A, CFI-B, CFI-C, CFI-D, CFI-E, CFI-F, CFI-G.
Dodatkowo, w celu potwierdzenia selektywnosci opracowanej metody przeprowadzono
rozdziat 9 antybiotykbw z grupy cefalosporyn o zblizonej budowie chemicznej:
cefepimu, cefapiryny, ceftazydymu, cefpiromu, cefalonium, cefotaksymu, ceftaroliny
fosamilu, cefginomu i cefalotyny.

Dodatkowo, poza tymi dwoma obszarami tematycznymi jestem autorem prac
przeglgdowych (E.1., E.2.) poswieconych problematyce wykorzystania CE jako
nowoczesnego narzedzia w analizie chiralnej lekéw, obejmujgce swoim zakresem
zarbwno mechanizm elektroforetycznego rozdzielania zwigzkéw chiralnych, przeglad
selektoréw chiralnych, jak rowniez przeglad technik elektromigracyjnych stosowanych
do rozdzielania zwigzkow chiralnych.

Natomiast w pracy E.3. zaktualizowatam i zanalizowatam przeglad pismiennictwa
z zakresu mozliwosci zastosowania nowych antybiotykdéw i chemioterapeutykéw
przeciwbakteryjnych w leczeniu bakteryjnych zakazeh krwi (bakteriemii). Opisatam
mozliwosci  daptomycyny, linezolidu, chinupristyny/dalfopristyny,  tygecykliny,
dalbawacyny, ceftobiprolu, w leczeniu zakazen powodowanych przez bakterie Gram-
dodatnie. Natomiast w przypadku zakazen powodowanych przez bakterie Gram-
ujemne, szczegolnie wielolekooporne szczepy Klebsiella pneumoniae oraz E. coli,
oporne na antybiotyki [B-laktamowe, wytwarzajgce [-laktamazy o0 rozszerzonym
spektrum substratowym i metalo-B-laktamazy, odnotowuje sie ogromny problem

skutecznosci antybiotykoterapii. Opisatam mozliwosci zastosowania antybiotykow [3-
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laktamowych, dorypenemu, tygecykliny oraz zwrocitam uwage na mozliwosci
terapeutyczne  kolistyny, ktéra ~moze przeciwdzialta¢ rozwojowi  wstrzgsu
endotoksycznego. Opisatam rowniez mozliwosci neutralizacji biologicznie aktywnego
lipopolisacharydu polegajgcg na prowadzeniu hemoperfuzji z uzyciem filtrow

kolumnowych z wiéknami pokrytymi polimyksyng B.

¢) najblizsza przysziosé

Czes¢ uzyskanych w badaniach eksperymentalnych wynikow nie zostala jeszcze
opisana, a jedynie zaprezentowana w postaci doniesien zjazdowych w trakcie
konferencji miedzynarodowych. Doniesienia te dotyczyty wyjasnienia procesu
kompleksowania tedyzolidu z HDAS-BCD z wykorzystaniem NMR i modelowania
molekularnego (I.7. praca we wspotpracy z Zakladem Lekdéw Sfatszowanych i Uzywek
NIL), rozdzielania enancjomeréw sutezolidu technikg NACE (1.9.) oraz identyfikaciji
sutezolidu i jego kluczowych produktow posrednich metodami spektralnymi (1.10.
zadanie byto realizowane z dr hab. Judytg Cieleckg-Piontek z Katedry i Zaktadu Chemii
Farmaceutycznej Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu).

Celem doniesienia zjazdowego 1.7. bylo poszerzenie wiedzy na temat tworzenia
kompleksu inkluzyjnego miedzy TED a HDAS-B-CD (TED-HDAS-3-CD), w
szczegolnosci na temat stechiometrii, trybu i gtebokosci inkluzji do hydrofobowej wneki
CD, wykorzystujgc pomiary NMR i modelowania molekularnego. Powtérzenie badan
zaproponowanych w pracy H.2. przyniosto malo znaczgce i niejednoznaczne wyniki,
dlatego zadecydowano o przeprowadzeniu pomiaréw w D,O.

Uzyskane wyniki pozwolity na sformutowanie nastepujgcych wnioskow:

* zwiekszenie rozpuszczalnosci TED w wodzie po dodaniu HDAS-B-CD wskazuje
na tworzenie komplekséw miedzy TED a HDAS-B-CD;

» TED oddziatuje gtdéwnie z wewnetrznym hydrofobowym obszarem wneki HDAS-
B-CD;

* obserwowano efekty dla sygnatow protonow pirydynowych TED, co moze
Swiadczy¢ o tym, ze inkluzja nastepujgca przez czesc¢ tetrazolu jest bardziej
prawdopodobna niz poprzez czes¢ oksazolidynows;

 widmo wielowymiarowe 2D ROESY dla roztworu TED-HDAS-3-CD wykazuje
szereg wzajemnych miedzyczasteczkowych sprzezen miedzy protonami.
Najbardziej znaczgce wzajemne sprzezenia miedzy protonami wystepujg
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pomiedzy: protonami fenylowymi i pirydynowymi TED a protonami H3 HDAS-(3-
CD oraz pomiedzy protonami pirydynowymi TED a H5 HDAS-3-CD;

* wyniki uzyskane metodg modelowania molekularnego sg zgodne z wynikami
doswiadczalnymi uzyskanymi technikag NMR i potwierdzajg sposob wigzania
tedyzolidu przez HDAS-B-CD. Obliczone entalpie tworzenia kompleksow sg
bardziej uprzywilejowane dla inkluzji nastepujgcej poprzez czesc¢ tetrazolowg
tedyzolidu do HDAS-3-CD.

Celem doniesienia zjazdowego 1.9. bylo opracowanie zasad rozdzielania zwigzku
optycznie czynnego sutezolidu i jego enancjomeru (R)- przy uzyciu CCDs stosujgc
elektroforeze w warunkach niewodnych, NACE. Zastosowanie tej wymagajgcej techniki
zostato wymuszone przez brak rozpuszczalnosci sutezolidu w roztworach wodnych. W
celu okreslenia wptywu struktury badanych zwigzkow wobec zmieniajgcych sie
warunkéw elektroforetycznych, zbadano mozliwos¢ rozdzielania chiralnych izomerow
sutezolidu, jak i LIN, rownoczesnie w tych samych warunkach. Obserwowano réwniez
oddziatywania CCDs z zsyntetyzowanymi prekursorami izomeréw LIN i TED w
warunkach NACE.

W tym celu:

* zsyntetyzowano  (R)-sutezolid -  niedostepne  komercyjnie  chiralne
zanieczyszczenie (S)-sutezolidu;

» potwierdzono tozsamosc¢ (R)-sutezolidu metodg FT-IR, rozpraszania Ramana;

» potwierdzono konfiguracje sutezolidu metodg ECD;

» zoptymalizowano kluczowe parametry dla rozdzielania izomeréw sutezolidu i LIN
technika NACE; rodzaj i stezenie selektora chiralnego, sktad BGE, rodzaj
modyfikatorow organicznych oraz bezwodnych kwasow organicznych,
temperature oraz przytozone napiecie;

 wykonano pomiary ECD w warunkach bezwodnych dla kompleksow
supramolekularnych sutezolidu z HDAS-BCD i HDMS-BCD.

Po przeanalizowaniu uzyskanych wynikow sformutowano nastepujgce wnioski:

* niewodna elektroforeza kapilarna wykorzystujgca cyklodekstryne jako chiralng

pseudofaze (CD-NACE) jest atrakcyjng technikg rozdzielania enancjomeréw

sutezolidu;
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Rycina

najbardziej hydrofilowy selektor sposrod testowanych HS-B-CD nie jest
rozpuszczalny w buforze NACE;

HDAS-B-CD i HDMS-B-CD pozwolity na rozdzielenie enancjomeréw sutezolidu,
natomiast HDMS-B-CD - linezolidu; jednak (R)-sutezolid migrowat za pikiem
gtdbwnym w przypadku uzycia HDAS-B-CD (Rycina 4 ), podczas gdy dla HDMS-
B-CD obserwowano bardzo korzystne odwrdcenie kolejnosci  migracji
enancjomerow (Rycina 5);

co ciekawe, zsyntetyzowane prekursory (1 i 2) analogéw sutezolidu i linezolidu
oraz tedyzolidu, przy uzyciu HDMS-B-CD, nie zostaty rozdzielone (Rycina 5), co
oznacza, ze pierscienie tiomorfololiny (jak w sutezolidzie) i morfoliny (jak w
linezolidzie) majg znaczacy wptyw na enancjoselektywne oddziatywanie
pomiedzy badanymi oksazolidynonami a selektorem chiralnym;

widma ECD wykazujg subtelne rdéznice w charakterystycznym pasmie przy
25812 nm. HDAS-[3-CD indukowat ujemny efekt Cottona zarowno dla sutezolidu,
jak i linezolidu, podczas gdy HDMS-B-CD podnosi sygnat i przesuwa widmo
nieznacznie w kierunku fal krotszych, co moze s$wiadczy¢é o podobnym

mechanizmie kompleksowania. Wyniki przedstawiono na rycinie 6 ;

(S)-Sutezolid
(R)-Sutezolid

3

(S,R)-Linezolid

L

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
Minutes

4 . Nalozone elektroforogramy rozdzielania mieszaniny linezolidu i jego zanieczyszczenia (R)-, a

takze sutezolidu i jego zanieczyszczenia (R)-.

Warunk

i doswiadczalne: MeOH/ACN (85:15, v/v) zawierajgcy 200 mM kwasu trifluorooctowego (TFA)/ 20

mM mréwczanu amonu, suplementowany HDAS-B-CD: (A) 0 mM, (B) 1 mM (C) 3 mM i (D) 5 mM.
Pozostale parametry: hydrodynamiczne wprowadzenie prébki pod cisnieniem, 0,5 psi przez 5 s;

niepowl

ekana kapilara, napiecie 25 kV, normalna polaryzacja elektrod; detekcja, UV 258 nm.
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Rycina 5. Nalozone elektroforogramy rozdzielania mieszaniny LIN i jego zanieczyszczenia (R)-,
sutezolidu i jego zanieczyszczenia (R)-, a takze prekursorow z grupg hydroksymetylowg Ilub

metylacetamidowg w pozycji C5, prekursor 1 i 2, odpowiednio;

Warunki doswiadczalne: NACE, BGE, jak na rycinie 4, suplementowany 45 mM HDMS-B3-CD: (A)
prekursor 2, (B) (S)-sutezolid w stezeniu 0,2 mg/ml, (C) (S)-sutezolid w stezeniu 4,4 mg/ml; (R)-sutezolid

w stezeniu 0,8 mg/ml; (S)-LIN w stezeniu 3 mg/ml; (R)-LIN, 2,4 mg/ml (D) (S)-sutezolid, 15,0 mg/ml.

0.8¢

249.4 nm; 0.404 - 260.0 nm; 0.399 — (S)-Sutezolid

0.3 244.4 nm; 0.269

261.2 nm; 0.239

== (S)-Sutezolid + HDMS-beta-CD
= (S)-Sutezolid + HDAS-beta-CD

Mol.CD o0 ww

244.2 nm; -0.0588

0.7 ' L L

700
600
500

HT[V]
400

300

200 :
205 250 300 350

Wavelength[nm]

400

Rycina 6. Nalozone widma ECD z charakterystycznymi pasmami dla: (S)-sutezolidu w buforze NACE
(niebieska linia), (S)-sutezolidu rozpuszczonego w NACE suplementowanym 5 mM HDAS-3-CD
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(czerwona linia) i (S)-sutezolidu rozpuszczonego w NACE suplementowanym 45 mM HDMS-3-CD
(zielona linia).

Celem doniesienia zjazdowego (1.10.) byla spektroskopowa identyfikacja
wybranych kluczowych produktow posrednich syntezy sutezolidu z zastosowaniem
chiralnego syntonu, jako wyjsciowego bloku budulcowego. Schemat syntezy sutezolidu
przedstawiono na rycinie 7, gdzie czcionkg pogrubiong zaznaczono odpowiednie
potprodukty syntezy, ktorych identyfikacja zostata potwierdzona metodami spektralnymi,

FT-IR i rozpraszaniem Ramana.

Ny, @ u,,_~OH
F NS
: N
54
53
Y
o] o]
N o / =
S N \ / N\/J CH —= N N\j H
\ y /D\ Fanhlhcd — g N CH3
F a F T
S5 2

56 (R)-Sutezolid

Rycina 7 . Schemat syntezy sutezolidu.

S1 (4-(2-fluoro-4-nitrofenylo)tiomorfolina),

S2 4-[2-fluoro-4-(benzyloksykarbonylo)aminofenylo]tiomorfolina,

S3 (R)-[3-[3-fluoro-4-(4-tiomorfolinylo)fenylo]-2-okso-5-oksazolidynylo]metanol,

S4 (R)-[[3-(3-fluoro-4-(4-tiomorfolinylo)fenylo]-2-okso-5-oksazolidynylolmetylo] azydek,
S5 (R)-[[3-[3-fluoro-4-(4-tiomorfolinylo)fenylo]-2-okso-5-oksazolidynylolmetylo]-p-
toluenosulfonian,

S6 sutezolid - produkt korncowy syntezy.
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W Tabeli 1 przedstawiono charakterystyczne pasma wibracyjne IR i Ramana dla

sutezolidu.

Tabela 1. Charakterystyczne pasma wibracyjne IR/Raman doswiadczalne i teoretyczne
przypisane dla sutezolidu z uzyciem bazy funkcyjnej 6-31G (d,p)++

E’g:ﬁ;{'; E’é”r‘n”_'{; (c‘r/rt{'l) Przypisanie pasm
547 550 Drgania deformuge piescien 3-fluorofenylowym + €H w w piescieniu tiomorfolinowym
576 580 Wahadtowe w pigieniu 3-fluorofenylowym i pigcieniu oksazolidynowym
610 608 Deformuge wszystkie pidcienie
665 661 CS s+ def. piefcieniu 3-fluorofenylowym i pigicieniu oksazolidynowym
725 725 Def. pidcien 3-fluorofenylowy i piecien tiomorfolinowy
747 749 756 NC-O b oop + G-C sw piercieniu 3-fluorofenyl owym
805 810 CH w w piescieniu 3-fluorofenylowym
850 852 Drgania ,breathing” pi@ienia oksazolidynowego +@ s+ C-C sw metylacetamidzie
914 914 912 D_rgc?mia! Lbreathing” pigcienia tiomorfolinowego i pigcienia oksazolidynowego + def.
pierscien 3-fluorofenylowy
970 973 987 Def. piécien tiomorfolinowy (CG-Cs+ C-Ss+C-N 9)
998 1010 CHt w piescieniu tiomorfolinowym
1013 1027 €0 sw piercieniu oksazolidynowym +-€C sw piercieniu 3-fluorofenylowym
1037 1036 1056 | -&C s gldwnie w piekcieniu tiomorfolinowym + €H r w piescieniu tiomorfolinowym

C-O sw piescieniu oksazolidynowym +-@C sw piercieniu 3-fluorofenylowym + €H w

1082 1084 1101 L
w pierscieniu 3-fluorofenyl owym

C-O sw piescieniu oksazolidynowym +-@N s w pierscieniu tiomorfolinowym + €C swe

1105 1105 1128 wszystkich piefcieniach

1157 1173 €H w + C-C s w piercieniu 3-fluorofenylowym

1176 1197 €H w gtéwnie w piefcieniu tiomorfolinowym

1205 1232 €N sw piekcieniu oksazolidynowym +-@ s+ C-Hw

1225 1257 CH r + C-C sw piescieniu tiomorfolinowym

1260 1290 €H w + C-N sw pierscieniu tiomorfolinowym i piefcieniu oksazolidynowym

1288 1295 CHt w metylacetamidzie

1297 1322 | CHr

1322 1324 1356 C-Nw piescieniu oksazolidynowym +-@ s+ CH, w

CH,w w piefcieniu oksazolidynowym i picieniu tiomorfolinowym + €N sw piercieniu

1418 1417 oksazolidynowym i metylacetamidzie

C-N s gtownie w piefcieniu oksazolidynowym + CHwv w piercieniu oksazolidynowym i

1427 1422 1431 . 2 0, f
pierscieniu tiomorfolinowym

1476 1477 1496 C)bcw piercieniu tiomorfolinowym
1492 1530 CHIscw pierscieniu oksazolidynowym
1518 1542 €N sw metylacetamidzie +-@H w + C-Csw piegcieniu 3-fluorofenylowym
1564 1602 €C sw piescieniu 3-fluorofenylowym
1641 1629 1665 C=€w piercieniu 3-fluorofenylowym
1662 1763 C=@w metylacetamidzie
1749 1750 1846 C=0Ow piercieniu oksazolidynowym

2760 2757 2955 | @ sw piercieniu tiomorfolinowym

2838 3025 €H sw metylacetamidzie

2905 3045 €H sw grupie CH

3477 3638 NH s
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Wszystkie pozycje w cily s - rozchgajce @tretching, b - zginajce pending, r - wahadtowe rocking), w -
wachlarzowe Wagging, sc - nazycowe Ecissoring, oop - zginajce poza pfaszczyzn(out of the plane of the
paped, in - zginajce w ptaszczyzn (in plang, t - skrecajgce fwisting), asm— asymetryczneaymetrig, sym—
symetrycznegymetrig.
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K. Michalska , E. Gruba, M. Mizera, K. Lewandowska, E. Bednarek, W. Bocian, J.
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Lewandowska, B. Palys, M. Mizera*, J. Cielecka-Piontek, Spectroscopic identification of
intermediates and final products supported by theoretical approach of the chiral pool
synthesis of sutezolid

Udziat w konferencjach krajowych po uzyskaniu stopn ia doktora nauk
farmaceutycznych

J.1. Wydziat Chemii Uniwersytetu Warszawskiego, 15-16.10.2009,
K. Michalska* , G. Pajchel, S. Tyski: Oznaczanie doripenemu i jego substancji
pokrewnych metodg elektroforezy kapilarnej.

Staze naukowe

Odbyte kursy i szkolenia naukowe

Bratam udziat w kursach i szkoleniach, ktorych zestawienie przedstawitam w formie
tabelaryczne;j:

Rodzaj i numer
Lp. Temat / Tytut Organizator Data / termin dokumentu
kohAczacego

Kontrola jakosci w laboratorium
rutynowym:

- reprezentatywne pobieranie
probek,

- bledy w pomiarach i ich
eliminowanie,

- statystyka jako narzedzie

1 walidacji metod analitycznych, Research Centre Juelich ;ggiggg% certyfikat
" | - minimalizacja btedéw w procesie 19'02'2002

analitycznym,

- pomiar w warunkach
kontrolowanych,

- procedury postepowania w
przypadku wyniku
nieoczekiwanego,

- dzialania zapobiegawcze

System Jakosci wg Normy PN-EN
2. |ISO 17025 dla Laboratoriow
Badawczych i Wzorcujgcych

Petnomocnik Dyrektora

- ... | 10.05.2002r. zaswiadczenie
ds. Zapewnienia Jakosci

Kurs jezyka angielskiego na Szkota jezykowa 01.10.2001 — certyfikat
poziomie Intermediate Lingwista 05.06.2002 Nr 002446
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Rodzaj i numer

Lp. Temat / Tytut Organizator Data / termin dokumentu
konczacego
4 | Kurs jezyka angielskiego na King’s School of English 31.08 - certyfikat
. . . . . Akredytowane przez
poziomie Upper Intermediate Bournemouth, Anglia 14.09.2002 British Council
Zaktad Ustugowo-
Szkoleniowy AVI-LAB
Chromatografia cieczowa metody pod eg|dq_ Komisji 24 — . .
5. 1. . Analizy zadwiadczenie
I zastosowanie . . 27.03.2003 .
Chromatograficznej
Komitetu Chemii
Analitycznej PAN
Capillary electrophoresis: Method Kevin Altria,
6. | Development and Validation in Wassim Nashabeh 08.02.2004 r. zaswiadczenie
Context to Industrial application Salzburg, Austria
Spektrofotometria Absorpcyjna w Zaktad Ustugowo- 16 — 19
7. | Zakresie Widzialnym (VIS) i Szkoleniowy AVI-LAB w zaswiadczenie
. . . 02.2004 .
Nadfiolecie (UV) Warszawie
8 Kurs jezyka angielskiego na Centrum Ksztalcenia 20.10.2003 - saswiadczenie
" | poziomie zaawansowanym ,Troll” 30.06.2004 r.
Przeniesienie metod
9. | analitycznych i nowe trendy w Research Centre Juelich 17.10.2006 certyfikat
walidacji metod analitycznych
Politechnika Warszawska
Szkota Zaawansowanych
. . Technologii 15.11 - . .
10. | Szkota HPLC i technik tgczonych Chemicznych i 18.11.2007 zadwiadczenie
Materiatowych Wydziat
Chemiczny
Merck — Nowe mozliwosci
11. | chromatografii cieczowej HPLC w Merck 10.02.2009 certyfikat
przemysle farmaceutycznym
12, | SZybka chromatografia cieczowa Shim-pol 12.10.2009 certyfikat
w kazdym laboratorium
Weryfikacja hipotez
13. | statystycznych. KTI 08.10.2012 | = -
Hipotezy parametryczne
Writing great papers in
14. | international journals an Wiley 15.01.2013 certyfikat
introduction for researchers
15. | Technika TLC KTI 28.05.2013 | = --meeeeeeeee-
16. Nowe osiagniecia w analityce Sigma-Aldrich 21.03.2013 certyfikat

farmaceutycznej
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Rodzaj i numer
Lp. Temat / Tytut Organizator Data / termin dokumentu
kohczacego

Struktura, spektroskopia,
stereochemia i synteza Uniwersytet Jagiellonski,
zwigzkow biologicznie Wydziat Chemii

aktywnych

17. 26-27.06.14 certyfikat

Nowe trendy w technice

18. LC-MS/MS

AB Sciex i MS Ekspert 28.10.2014 certyfikat

Statutowe zadania Prezesa
Urzedu Rejestracji Produktow
Leczniczych, Wyrobéw
Medycznych i Produktow
Biobdéjczych, zwigzanych z
dopuszczeniem do obrotu
produktéw leczniczych, nadzorem
nad bezpieczenstwem
farmakoterapii oraz badan
klinicznych i inspekcji

19. URPLWMIiPB 10.06.2016 certyfikat

Szkolenia Systemu Zarzadzania
20. | Jakoscia, zgodnie z normag NIL 2010-2017 | = cmcmemeemee-
ISO-17025

Recenzje prac naukowych
Bylam recenzentem 21 prac naukowych w nastepujgcych czasopismach:

1. Journal of Separation Scienc@multaneous Chiral Separation of Tramadol anthisidone

in Tablets, Human Urine, and Plasma by CapillagcEbphoresis using Maltodextrin as the

Chiral Selector; jssc.201800003
2. Analytical Methods Aqueous, non-aqueous electrophoresis and micellctrokinetic

capillary chromatography of a mixture of quinolidg¢hione and 8-mercaptoquinoline

hydrochloride; Manuscript ID AY-COM-12-2017-002875

3. Talanta Chiral capillary columns based on permetpydyclodextrin in matrices of
different polarities. Enantioseparation of polastm@des; Manuscript Number: TAL-D-17-
02520

4. Letters in Organic ChemistryA novel method for preparation of Linezolid, (S)(3-(3-
fluoro-4-morpholinophenyl)-2-oxo-5-oxazolidinyl) tiyl) acetamide; LOC-2016-1700

5. Current Organic ChemistryCyclodextrin as complexing agents: a review; E3PC-2016-
853

6. Medicinal Chemistry CommunicatignSynthesis and antibacterial activities evaluatién
C-5 side chain modified analogues of FYL-66 as e antibacterial agents; MD-CAR-
03-2015-000101

7. Journal Separation Science®Quantification of y-aminobutyric acid in the heaf

houseflies and Diamondback moths, using capilldgcteophoresis with laser-induced

fluorescent detection

8. Chemia Analityczna Chemical Analysis, Capillary electrophoresis-

electrochemiluminescence simultaneous detectionazthromycin, roxithromycin and
erythromycin ethylsuccinate; No. 34/09
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9. Bioorganic & Medicinal Chemistry LettersDevelopment of 4-amino-1,5-dimethyl-2-
phenyl-1H-prazol-3(2H)-one derivatives as a novalhibitors of Mycobacterium
tuberculosis enoyl acyl carrier protein reductdsbA); BMCL-D-14-01103

10.Current Medicinal Chemistry Oxazolidinones as antitubercular agents: disgover
development and future perspectives; CMC-2015-0120

11.Journal of the Chemical Society of PakistéBynthesis, characterization and biological
activity of some new S-substituted derivatives ef25hlorophenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-
thiol; JCSP-131014-10432

12.Advances in ChemistrySpectrophotometric determination of meropenem itk kand
injection formulations by-chloranilic acid; No: 216972

Journal of Chromatography A

1. Dynamic pH junction-sweeping technique for on-ls@centration of acidic amino acid in
human serum by capillary electrophoresis with iectitUV detection; JCA-14-124

2. Capillary zone electrophoresis for the simultaneaeermination of sulfadoxine and
pyrimethamine in tablet formulations; JCA-11-756

3. A simple approach to enhance detection in capikéegtrophoresis; JCA-09-1145

4. Quantitative analysis of lipopeptide antibiotic ritu A by high performance liquid
chromatography and micellar electrokinetic chrorgeaphy; JCA-07-1752

Journal of Chromatography B

1. Determination of linezolid in low plasma volumes BRPLC with ultraviolet detection; JCB-
09-184

Journal Pharmaceutical and Biomedical Analysis

1. A validated stability indicating LC-UV method fohe determination of impurities and
characterization new impurities by LC-MS/MS in Imodid active pharmaceutical
ingredient; JPBA-D-11-01249R

2. A validated stability indicating LC-UV method fohdé determination of impurities and
characterization new impurities by LC-MS/MS in Imodid active pharmaceutical
ingredient; JPBA-D-11-01249R1

3. Synthesis and characterization of copper-doped fudatum dost as fluorescent probes for
sparfloxacin; JPBA-D-14-00240

4. Enantiomeric Impurity Analysis using Circular Didsm Spectroscopy with United States
Pharmacopeia Liquid Chromatographic Methods; JPBA82146

63



Autoreferat — pogpowanie habilitacyjne dr n. farm. Katarzyny MicHaég

Udziat w grantach naukowych

1. Grant promotorski Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, pt.

,Optymalizacja metod elektroforezy kapilarnej stosowanych w badaniu
produktéw leczniczych zawierajgcych wybrane antybiotyki”, nr N405 034
32/2244; Gtébwny wykonawca

Projekt badawczy realizowany przez osobe rozpoczynajgcg kariere naukowg
posiadajgcag stopien naukowy doktora (Sonata 6); UMO.2013/11/D/NZ7/01230;
Kierownik projektu i gtbwny wykonawca

Wspoétpraca naukowa
Wspétpraca z jednostkami spoza Narodowego Instytutu Lekéw

Katedra i Zaklad Chemii Farmaceutycznej Wydzialu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu; dr hab.
Judyta Cielecka-Piontek, mgr. inz. Mikotaj Mizera — obliczenia teoretyczne,
spektroskopia oscylacyjna FT-IR, spectroskopia Ramana;

Katedra i Zaklad Chemii Farmaceutycznej Wydzialu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu; dr hab.
Przemystaw Zalewski, na etapie tworzenia pracy przegladowej dotyczacej
karbapeneméw;

Katedra i Zaklad Technologii Lekéw 1 Biotechnologii Farmaceutycznej
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, dr Marek Krél — wspdlny projekt
badawczy w ramach zalozonego konsorcjum NIL-WUM ziozony w ramach
konkursu Maestro 3 (marzec 2012) majgcy nha celu doprowadzi¢ do syntezy
nowych  pochodnych  oksazolidynonbw o  potencjalnej  aktywnosci
przeciwbakteryjnej, ,Synteza nowych zwigzkéw z grupy oksazolidynondw,
charakterystyka fizyko-chemiczna, analiza aktywnos$ci przeciwbakteryjnej a
struktura zwigzkow”; ,Synthesis of the new compounds from oxazolidinone
group, physicochemical characteristic, analysis of antibacterial activity in
relationship to compounds’ structure”;

Pracownia Spektroskopii Optycznej Instytutu Chemii Organicznej PAN, grupa
Pani Prof. dr hab. Jadwigi Frelek: dr Marcin Gorecki, dr Aleksandra Butkiewicz,
dr Magdalena Jawiczuk w zakresie pomiarow elektronowego dichroizmu
kotowego badanych oksazolidynondw i ich prekursorow;

Zaktad Krysztatow Molekularnych, Instytutu Fizyki Molekularnej Polskiej
Akademii Nauk, dr inz. Kornelia Lewandowska wykonanie pomiaréw FT-IR,
spektroskopii Ramana dla zsyntetyzowanych enancjomeréw tedyzolidu,
radezolidu i sutezolidu;

Zaktad Chemii Fizycznej i Radiochemii Uniwersytetu Warszawskiego, dr hab.

Barbara Palys, wykonanie pomiarow FT-IR i spektroskopii Ramana dla
kompleksow oksazolidynonow z wybranymi selektorami chiralnymi.
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Wspétpraca z jednostkami Narodowego Instytutu Lekdw

o Zaktad Lekéw Sfalszowanych i Uzywek NIL, pracownia NMR; dr Elzbieta
Bednarek, wykonanie pomiarobw NMR i ich interpretacja, dr Wojciech Bocian,
modelowanie molekularne.

o Zaklad Lekow Sfatszowanych i Uzywek NIL, pracownia XRPD, dr hab. Jan
Maurin, badanie XRPD.

 Zaktad Metod Spektrometrycznych NIL, dr hab. Arkadiusz Szterk, mgr.
Katarzyna Bus, mgr. Monika Kiljan.

Otrzymane nagrody za dziatalno $¢€ naukow a:

1. Dyplom z wyréznieniem, summa cum laude, dla rozprawy doktorskiej pt.
"Optymalizacja metod elektroforezy kapilarnej stosowanej w badaniach produktow
leczniczych zawierajgcych wybrane antybiotyki", Wydziat Farmaceutyczny, Warszawski
Uniwersytet Medyczny, 29 pazdziernika 2008 r.

2. Drugie miejsce w konkursie na nowe odkrycia naukowe i innowacje, ktore mogg by¢
wykorzystane w przemysle farmaceutycznym, przyznane przez Fundacje - Hasco-Lek,
2009.

3. Nagrode zespotowg naukowg pierwszego stopnia za wspotautorstwo cyklu prac
dotyczgcych optymalizacji metod elektroforezy kapilarnej w badaniach analitycznych
produktow leczniczych zawierajgcych wybrane antybiotyki, przyznana przez JM Rektora
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, 2010.

4. Nagroda za najlepszy plakat " Determination of biapenem and related substances in
medicinal product by MEKC with sweeping in an enhanced electric field", prezentowany
podczas 29 Miedzynarodowego Sympozjum na temat Chromatografii (29th ISC), 9-13
wrzesnia 2012 r. Torun, Polska; Best Poster Award, Springer, 2012.

5. Nagrode zespotowg naukowg drugiego stopnia za wspotautorstwo cyklu prac
dotyczacych badan zwigzkow przeciwbakteryjnych, przyznana przez JM Rektora
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, 2014.

Dziatalno $¢ dydaktyczna
a) peilnienie funkcji promotora pomocniczego w ukonczonych przewodach
doktorskich

b) petnienie funkcji promotora pomocniczego w rozpoczetych pracach doktorskich

c) opieka na pracami magisterskimi

d) prowadzone zajecia dydaktyczne,
kierownictwo praktyk wakacyjnych dla studentéw kierunkow farmaciji, chemii,
biotechnologii w ramach wspétpracy z wydziatami Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego, Politechniki Warszawskiej, Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu
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(UMP) oraz prowadzenie c¢wiczen z techniki elektroforezy kapilarnej dla
studentow farmaciji, chemii oraz biotechnologii.

e) osiggniecia zwigzane z popularyzacjg nauki

Dziatalno $§¢ organizacyjna

Petnienie funkcji Kierownika Pracowni Fizykochemicznych Wiasciwosci
Antybiotykow (6 osobowej), w ramach Zaktadu Antybiotykow i Mikrobiologii NIL;
od 1 lutego 2013 r. do chwili obecnej (od 02.01.2018 r. Kierownik Laboratorium
Fizykochemicznych Wiasciwosci Antybiotykéw). Odpowiedzialno$¢ merytoryczna
w zakresie dziatalnosci kontrolno-badawczej koordynowanej przez Gtowny
Inspektorat Farmaceutyczny (GIF), Giéwny Inspektorat Farmaceutyczny
Departament Inspekcji ds. Wytwarzania oraz Gtownego Lekarza Weterynarii
(GLW) dla probek produktow leczniczych i produktow leczniczych
weterynaryjnych. Praca podlegajgca corocznej ocenie audytorskiej, zardwno
wewnetrznej, jak i zewnetrznej, przez GIF oraz audytow z Europejskiego
Dyrektoriatu Jakosci Lekéw (EDQM, ang. The European Directorate for the
Quality of Medicines) w ramach Sieci Panstwowych Laboratoriow Kontroli
Produktéw Leczniczych bedacego odpowiednikiem Official Medicines Control
Laboratory (OMCL), koordynowang przez EDQM, agende Rady Europy.

Czionek grupy eksperckiej do spraw Mikrobiologii Komisji Farmakopei,
Cztonek Rady Naukowej Narodowego Instytutu Lekéw, kadencja 2016-2017,
Cztonek Rady Naukowej Narodowego Instytutu Lekéw, kadencja 2017-2021,
Zastepca sekretarza Rady Naukowej NIL, kadencja 2017-2021,

Czionek staty Komisji Rady Naukowej ds. Ekonomiczno-Finansowych,
Czionek staty Komisji Rady Naukowej ds. Statutowo-Regulaminowych,
Cztonek zespotu ds. opracowywania projektu Kodeksu Etyki Pracownikéw NIL,

Zastepca Kierownika Technicznego NIL w dziedzinie Elektroforeza.

Dziatalno $¢ ekspercka

Ocena dokumentacji chemicznej, farmaceutycznej i biologicznej produktu
leczniczego chemicznego w ramach umowy z Urzedem Rejestracji Produktéw
Leczniczych, Wyrobéw Medycznych i Produktéw Biobdjczych (URPLWMIPB),
zlozonej w zwigzku z dostosowaniem do wymogow aktualnie obowigzujgcego
prawa na etapie rejestracji, re-rejestracji, harmonizacji oraz dokumentacji
zlozonej] w procesie zmian w pozwoleniu i dokumentacji dotyczgcej
wprowadzenia do obrotu produktu leczniczego, zaréwno typu I, jak i i typu ll;

Ocena dokumentacji dotyczgcej biorownowaznosci ztozonej w zwigzku z
dostosowaniem do wymogow aktualnie obowigzujgcego prawa;
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Ocena zgtoszen pojedynczych przypadkéw dziatan niepozgdanych produktow
leczniczych.

Cztonkostwo w towarzystwach naukowych

Czionek Zwyczajny Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow;

Czionek Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego (PTFarm).

Omowienie pozostatych osi  ggnieé naukowo - badawczych (artystycznych).

Wyktady na seminariach NIL;

28.05.2002 — Charakterystyka chinolonéw.

03.06.2003 - Oksazolidynony — nowa grupa chemioterapeutykow
przeciwbakteryjnych.

01.06.2004 — Daptomycyna, pierwszy antybiotyk lipopeptydowy — mozliwosci
terapeutyczne.

20.11.2007 — Chiralne rozdzielanie Linezolidu, pierwszego oksazolidynonu.
31.03.2009 — Optymalizacja metod elektroforezy kapilarnej stosowanych w
badaniu produktoéw leczniczych zawierajgcych wybrane antybiotyki.

24.10.2018 - Badanie mechanizméw rozdzielania chiralnego nowych
pochodnych oksazolidynonow.

Wyktady w ramach dziatalnosci Sekcji Chemioterapii Polskiego Towarzystwa
Lekarskiego;

09.12.2003 -  Oksazolidynony @ —  charakterystyka  nowej grupy
chemioterapeutykOw przeciwbakteryjnych.

18.06.2004 — Daptomycyna — pierwszy antybiotyk lipopeptydowy — mozliwosci
terapeutyczne.

Wyktady w ramach seminarium wydzialowego - Warszawski Uniwersytet Medyczny,
Wydziat Farmaceutyczny;

07.03.2018 - Badanie mechanizméw rozdzielania chiralnego nowych
pochodnych oksazolidynonow.
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Podsumowanie dorobku naukowego

Méj dorobek naukowy obejmuije:

18 prac oryginalnych opublikowanych w czasopismach znajdujgcych sie w bazie
Journal Citation Report (JCR). W 12 pracach bylam pierwszym autorem i
autorem korespondencyjnym.

13 prac przeglagdowych, z czego 3 opublikowane zostaly w czasopismach
znajdujacych sie w bazie JCR, a 10 w czasopismach krajowych, innych niz
znajdujgce sie w bazie JCR, w 11 bylam pierwszym autorem i autorem
korespondencyjnym.

22 streszczenh z prezentowanych doniesien na konferencjach naukowych, w tym,
wyktad i przewodnictwo sesji podczas Ehrlich Il. 2nd World Conference on Magic
Bullets, Nurnberg, Germany, 03-05.10.2008.

sumaryczny impact factor, zgodnie z rokiem opublikowania wynosi IF - 58,001,
tgczna punktacja MNiSW — 582.

liczba cytowanych publikacji wedtug Web of Science TM Core Collection z dnia
02.01.2018 roku (bez autocytowan) — 301.

indeks Hirscha (h) wedlug Web of Science TM Core Collection z dnia 02.01.2018
roku - 11.
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