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4. Wskazanie osiggni¢cia wynikajacego z art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn.zm.)

a) tytut osiaggnig¢cia naukowego:

Zastosowanie elektroforezy kapilarnej CE w badaniach kinetyki 1 aktywno$ci enzymatyczne;j
fosfatazy zasadowe;j, fosfatazy kwasnej, acetylocholinoesterazy i katalazy z wykorzystaniem
pochodnych aminoalkanoli.

b) autor/autorzy, tytul/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa:

Osiggnigciem naukowym, bedacym podstawg postepowania habilitacyjnego, jest spojny
tematycznie cykl siedmiu publikacji anglojezycznych prac badawczych opublikowanych po
uzyskaniu stopnia naukowego doktora. Dla kazdej pracy podano wspdtczynnik oddziatywania
czasopisma (Impact Factor) oraz punktacje MNiSW. Warto$ci powyzszych wspotczynnikow

zostaty potwierdzone przez Bibliotek¢ Gtowna Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

H1. Blazej Grodner*, Jacek Lukaszkiewicz, Bozena Kuran, Mariola Krawiecka, ,,Capillary
electrophoresis separation of aminoalkanol derivatives of 1,7-dimethyl-8,9-diphenyl-4-
azatricyclo[5.2.1.0]dec-8-ene-3,5,10-trione as potential anticancer drugs”, Journal of
Separation Science, 37 (23), 3564 - 3570, 2014. IF = 2,737, MNiSW = 30

Wktadem wilasnym prowadzacym do powstania niniejszej pracy bylo zaprojektowanie
koncepcji badan, opracowanie metody analitycznej, zastosowanie opracowanej metodologii w
technice elektroforezy kapilarnej, wykonanie pomiarow, gtowna (generalna) analiza danych,
przygotowanie manuskryptu oraz korespondencja z recenzentami i edytorem pracy.

M0oj udzial procentowy szacuj¢ na 75 %.

Oswiadczenia wspotautorow w Zataczniku 1.

H2. Blazej Grodner*, Jacek Lukaszkiewicz, Mariola Napidrkowska, ,,.Determination of the
stereoisomers in aqueous medium and serum and validation studies of racemic aminoalkanol
derivatives of 1,7-dimethyl-8,9-diphenyl-4-azatricyclo[5.2.1.0(2,6) ]dec-8-ene-3,5,10-trione,
potential new anticancer drugs, by capillary electrophoresis”, Journal of Separation Science,
39 (16), 3246 - 3253, 2016. IF = 2,557, MNiISW = 30

Wkiadem wlasnym prowadzacym do powstania niniejszej pracy bylo zaprojektowanie
koncepcji badan, opracowanie metody analitycznej, zastosowanie opracowanej metodologii w
technice elektroforezy kapilarnej, wykonanie pomiarow, generalna analiza danych,
przeprowadzenie optymalizacji 1 walidacji metody, przygotowanie manuskryptu,
przeprowadzenie korekty pracy oraz korespondencja z recenzentami i edytorem.
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Mo6j udzial procentowy szacuje¢ na 80 %.

Oswiadczenia wspotautorow w Zalaczniku 2.

H3. Blazej Grodner*, Mariola Napiorkowska, ,,Characterization and inhibition studies of
tissue nonspecific alkaline phosphatase by aminoalkanol derivatives of 1,7-dimethyl-8,9-
diphenyl-4-azatricyclo[5.2.1.02,6]dec-8-ene-3,5,10-trione, new competitive and non-
competitive inhibitors, by capillary electrophoresis”, Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, 43, 285 - 290, 2017. IF = 2,831, MNiSW = 35

Wktadem wlasnym prowadzacym do powstania niniejszej pracy bylo zaprojektowanie
koncepcji badan, szczegotowe opracowanie metody analitycznej, zastosowanie opracowanej
metodologii w technice elektroforezy kapilarnej, wykonanie pomiardw, generalna analiza
danych zastosowanej metody, przeprowadzenie peilnej optymalizacji i walidacji metody,
przeprowadzenie i szczegotowa analiza wynikow badan kinetyki enzymatycznej,
przygotowanie manuskryptu, przeprowadzenie korekty pracy oraz korespondencja z
recenzentami i edytorem.

Mo6j udzial procentowy szacuje na 90 %.

Oswiadczenia wspotautorow w Zataczniku 3.

H4. Blazej Grodner*, Mariola Napiorkowska, ,,Capillary electrophoresis for the
investigation of two novel aminoalkanol derivatives of 1,7-diethyl-8,9-diphenyl-4-
azatricyclo[5.2.1.02,6] dec-8-ene-3,5,10-trione as potential anticancer drugs in water solution
and serum”, Journal of Separation Science, 43 (3), 648 - 656, 2020. IF = 3,645, MNiSW =70

Wkiadem wilasnym prowadzacym do powstania niniejszej pracy byto zaprojektowanie
koncepcji badan, opracowanie metody analitycznej, zastosowanie opracowanej metodologii w
technice elektroforezy kapilarnej, wykonanie pomiaréw, gtéwna analiza danych,
przeprowadzenie optymalizacji i walidacji metody, przygotowanie manuskryptu,
przeprowadzenie korekty pracy oraz korespondencja z recenzentami i edytorem.

Moj udzial procentowy szacuje na 90 %.

Oswiadczenia wspotautorow w Zataczniku 4.

H5. Blazej Grodner*, Mariola Napiorkowska, ,,Dual 2-Hydroxypropyl-p-Cyclodextrin and
5,10,15,20-Tetrakis (4-Hydroxyphenyl) Porphyrin System as a Novel Chiral-Achiral Selector
Complex for Enantioseparation of Aminoalkanol Derivatives with Anticancer Activity in
Capillary Electrophoresis”, Molecules, 26 (993), 1 - 16, 2021. IF = 4,927, MNiSW = 140

Wkiadem wlasnym prowadzacym do powstania niniejszej pracy bylo zaprojektowanie
koncepcji badan, opracowanie metody analitycznej, zastosowanie opracowanej metodologii w
technice elektroforezy kapilarnej, wykonanie pomiaréw, gtéwna analiza danych,
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przeprowadzenie optymalizacji i walidacji metody, przygotowanie manuskryptu,
przeprowadzenie korekty pracy oraz korespondencja z recenzentami i edytorem.

Mo6j udzial procentowy szacuje na 90 %.

Oswiadczenia wspotautorow w Zataczniku 5.

H6. Blazej Grodner*, Mariola Napioérkowska, Dariusz Maciej Pisklak, ,,Kinetic Studies of
Newly Patented Aminoalkanol Derivatives with Potential Anticancer Activity as Competitive
Inhibitors of Prostate Acid Phosphatase”, International Journal of Molecular Sciences, 22
(21), 11761-11777, 2021; https://doi.org/10.3390/ijms222111761. IF = 6,208, MNiSW = 140

Wkiadem wlasnym prowadzacym do powstania niniejszej pracy bylo zaprojektowanie
koncepcji badan, szczegoétowe opracowanie metody analitycznej, zastosowanie opracowanej
metodologii w technice elektroforezy kapilarnej, wykonanie pomiarow, generalna analiza
danych zastosowanej metody, przeprowadzenie pelnej optymalizacji i walidacji metody,
przeprowadzenie i szczegblowa analiza wynikow badan kinetyki enzymatycznej,
przygotowanie manuskryptu, przeprowadzenie korekty pracy oraz korespondencja z
recenzentami i edytorem.

Mo6j udzial procentowy szacuje na 85 %.

Oswiadczenia wspotautorow w Zataczniku 6.

H7. Blazej Grodner*, Mariola Napiorkowska, Dariusz Maciej Pisklak, ,,In Vitro and In
Silico Kinetic Studies of Patented 1,7-diEthyl and 1,7-diMethyl Aminoalkanol Derivatives as
New Inhibitors of Acetylcholinesterase”, International Journal of Molecular Sciences, 23(1),
270-289, 2022; https://doi.org/10.3390/ijms23010270. IF = 6,208, MNiSW = 140

Wktadem wlasnym prowadzacym do powstania niniejszej pracy bylo zaprojektowanie
koncepcji badan, szczegotowe opracowanie metody analitycznej, zastosowanie opracowanej
metodologii w technice elektroforezy kapilarnej, wykonanie pomiarow, generalna analiza
danych zastosowanej metody, przeprowadzenie pelnej optymalizacji i walidacji metody,
przeprowadzenie i szczegotowa analiza wynikow badan kinetyki enzymatycznej,
przygotowanie manuskryptu, przeprowadzenie korekty pracy oraz korespondencja z
recenzentami i edytorem.

M0oj udzial procentowy szacuj¢ na 85 %.

Oswiadczenia wspotautorow w Zataczniku 7.

H8. Blazej Grodner*, Mariola Napiorkowska, Dariusz Maciej Pisklak, ,,Catalase inhibition
by aminoalkanol derivatives with potential anti-cancer activity. In vitro and in silico studies
using capillary electrophoresis method.”, International Journal of Molecular Sciences, 23(13),
7123-7140, 2022 https://doi.org/10.3390/ijms23137123. IF = 6,208, MNiSW = 140
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Wkladem wtasnym prowadzacym do powstania niniejszej pracy bylo zaprojektowanie
koncepcji badan, szczegdtowe opracowanie metody analitycznej, zastosowanie opracowancj
metodologii w technice elektroforezy kapilarnej, wykonanie pomiarow, generalna analiza
danych zastosowanej metody, przeprowadzenie pelnej optymalizacji 1 walidacji metody,
przeprowadzenie i szczegotowa analiza wynikow badan kinetyki enzymatycznej,
przygotowanie manuskryptu, przeprowadzenie korekty pracy oraz korespondencja z
recenzentami i edytorem.

Moj udzial procentowy szacuj¢ na 85 %.

Oswiadczenia wspotautorow w Zalaczniku 8.

Sumaryczny wspotczynnik oddzialywania (Impact Factor) publikacji wchodzacych w sktad

osiggniecia naukowego w postgpowaniu habilitacyjnym wynosi: 35,321, a punktacja
MNIiSW: 725.

¢) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikow wraz

z omoOwieniem ich ewentualnego wykorzystania:

Wstep

Oczekiwania jakie wigze si¢ z wprowadzeniem do lecznictwa pochodnych aminoalkanoli
ogromnie zainspirowaty mnie do podjecia dwukierunkowych badan tych zwigzkow.
W czes$ci pierwszej omawianego cyklu habilitacyjnego skupitem si¢ nad kierunkiem
analitycznym ich badan. Tu za cel postawilem sobie opracowanie metod elektroforezy
kapilarnej (CE) umozliwiajacych oznaczanie tych nowych zwigzkow w roztworach wodnych
— bedacych podstawg 1 punktem wyjscia do jakosciowego 1 ilo§ciowego ich oznaczania. Po
pomyslnie zakonczonych badaniach przystapitem do opracowania metod CE pozwalajacych
bada¢ pochodne aminoalkanoli w materiale biologicznym — surowicy — chcac w ten sposob
wykaza¢ mozliwos¢ zastosowania opracowanych metod do badan monitorowania stezen
pochodnych aminoalkanoli, biodostepno$ci 1 innych parametrow farmakokinetycznych w
materiale pochodzacym od potencjalnego pacjenta. Ostatnim wyzwaniem jakim postawitem
sobie w cyklu analitycznym bylo opracowanie metod CE do jako$ciowego 1 iloSciowego

oznaczania poszczeg6élnych form enancjomerycznych pochodnych aminoalkanoli w
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roztworach wodnych i surowicy, co ogromnie poszerza mozliwosci badawcze wspomnianych
zwigzkow.

Zakonczone z duzym powodzeniem badania analityczne zainspirowaly mnie do dalszego
rozwoju nowatorskich metod elektroforezy kapilarnej w kierunku badan biochemicznych.
Dlatego tez w drugiej czgsci niniejszego cyklu habilitacyjnego skupitem si¢ na badaniach
kinetyki enzymatycznej wybranych klas enzyméw w obecnosci pochodnych aminoalkanoli z
zastosowaniem opracowanych przeze mnie metod CE. Cel ten podyktowany byl checia
uzyskania odpowiedzi dotyczacej wptywu pochodnych aminoalkanoli jako potencjalnych
lekbw na aktywno$¢ enzymatyczng fosfatazy zasadowej, fosfatazy kwasnej,

acetylocholinoesterazy i katalazy.
Elektroforeza kapilarna

Elektroforeza kapilarna (Capillary Electrophoresis, CE) polega na migracji czasteczek,
definiowanej jako transport czasteczek w roztworze elektrycznie natadowanych czastek pod
wpltywem przytozonego pola elektrycznego [1]. Podczas tego transportu nastepuje rozdziat
mieszaniny na poszczegolne sktadniki, a przebiega on w cienkiej kapilarze wypelnionej
buforem separacyjnym. Podstawa rozdziatow elektroforetycznych jest réznica w predkosciach
migracji czastek obdarzonych tadunkiem w stalym polu elektrycznym. Kationy o tadunku
dodatnim sg przyciagane przez katod¢ (—), a aniony — przez anode¢ (+). Predkos¢ migracji
vlem x s — 1] w kierunku elektrod jest rozna dla réznych czasteczek i zalezy od natg¢zenia

pola elektrycznego E x [V/cm] oraz ruchliwo$ci elektroforetyczne;j:
v = pefE

Natomiast ruchliwo$¢ danego jonu, pef [m? x V-1 xs— 1], to stala charakterystyczna dla
tego jonu okreslona przez site elektryczng, ktorej doswiadcza czasteczka, rownowazong przez

opor tej czasteczki wynikajacy z sity tarcia.
pef=q/(6 X T xr %)

Ta ruchliwo$¢ jest proporcjonalna do wartosci tadunku czasteczki (q), a odwrotnie
proporcjonalna do lepkosci $srodowiska (n) i promienia czasteczki (r). Oznacza to, ze Im
mniejsza czasteczka 1 im wigkszy jej fadunek, tym wigksza jest szybkos¢ migracji. Efektywna
ruchliwo$¢ danego jonu czegsto mocno zalezy od pH i sktadu buforu roboczego [2]. Migracja
czasteczek przebiega w kierunku wylotu kapilary, na ktoérej koncu znajduje si¢ detektor
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rejestrujgcy pojawianie si¢ kolejnych frakeji rozdzielanych czgsteczek. Czesto tez stosuje si¢
dodatkowa charakterystyke, tzw. $rednig ruchliwos$¢ elektroforetyczng, dla substancji
sktadajacych si¢ z kilku skfadnikow, ktore sa ze soba w dynamicznej réwnowadze.
Komponenty tej substancji wykazuja rdézne warto$ci ruchliwosci lub nie moga by¢

rozdzielone elektroforetycznie 1 substancja porusza si¢ jako cato$¢ w polu elektrycznym.

Podstawowym czynnikiem dzialania, charakterystycznym tylko dla metody elektroforezy
kapilarnej, jest przeptyw elektroosmotyczny (EOF). Dodatkowo wplywa on na rozdziat
mieszaniny czgsteczek. EOF to masowy przeplyw cieczy w kapilarze. Wynika z wptywu
przytozonego pola elektrycznego na podwojng warstwe elektryczng utworzong z jondéw
roztworu. To podwdjna warstwa elektryczna na granicy faz migdzy roztworem a $ciang
kapilary o licznych grupach silanolowych (SiOH), ktére moga wystepowaé w formie
anionowej (SiO—) [3]. Przytozenie napigcia do kapilary wypetnionej elektrolitem powoduje
przeptyw roztworu wzdhuz kapilary. Ten przeptyw skutecznie przemieszcza jony
rozpuszczonej substancji wzdluz kapilary, w kierunku detektora. Pojawia si¢ on w wyniku
jonizacji kwasnych grup silanolowych po wewnetrznej stronie kapilary w kontakcie z
roztworem buforowym. Przy wysokim pH te grupy ulegaja dysocjacji, co powoduje
powstanie ujemnie naladowanej powierzchni. Aby zachowaé elektroobojetnos$¢, kationy
gromadzg si¢ blisko powierzchni. Po przytozeniu napigcia migrujg do katody. Wystepujace w
roztworze czasteczki wody solwatujace kationy rowniez si¢ poruszaja, powodujac przeptyw
,»hetto” roztworu wzdtuz kapilary. Ten efekt mozna uznaé za ,,pomp¢ elektryczng”. Zakres
przeplywu elektroosmotycznego wigze si¢ z tadunkiem na kapilarze, lepko$cia buforu oraz

stalg dielektryczng buforu i wyraza si¢ w postaci rOwnania:
HEOF = (eC/n)

gdzie: uEOF = ruchliwo$¢ EOF, n = lepkos$¢, a { = potencjal zeta (fadunek na powierzchni
kapilarnej).

Kolejnymi waznymi parametrami w CE sg: ruchliwo$¢, czas migracji i rozdzielczos¢. Czas
potrzebny na dotarcie substancji rozpuszczonej do punktu detekcji nazywa si¢ czasem

migracji. Okresla si¢ go przez iloraz odlegtosci i predkosci poruszania si¢ danej czasteczki:

tn = LV
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gdzie:

p — ruchliwos¢ elektroforetyczna
V — przylozone napigcie

L — catkowita dlugo$¢ kapilary.

Jak wspomniano wczesniej, ruchliwos¢ elektroforetyczna pef to wielkos¢ charakterystyczna
dla danej czasteczki. Jest ona tym wigksza, im mniejszy jest promien czasteczki i im wigksza

jest gestos¢ tadunku w danej czasteczce.

Rozdzielczo$¢ skladnikow probki stanowi ostateczny cel opracowania metody separacji.
Rozdzielczos¢ pomiedzy dwoma pikami w rozdziale elektroforetycznym opisuje ponizsze

roéwnanie:

R= 2 (tz_ tl)
W1+W2

gdziet; >ty

t; — czas migracji sktadnika 1 [s]

t, — czas migracji sktadnika 2 [s]
w; — szerokos$¢ piku sktadnika 1 [s]

W, — szerokos$¢ piku sktadnika 2 [s].

Rodzaje elektroforezy kapilarnej

Istnieje wiele odmian techniki elektroforezy kapilarnej szeroko opisywanych w literaturze.
Do ich glownych rodzajow naleza: elektroforeza strefowa (CZE), micelarna elektroforeza
kapilarna (MEKC), zelowa elektroforeza kapilarna (GEC), izotachoforeza (ITP) oraz

kapilarne ogniskowanie izoelektryczne (CIEF) [4].

Najprostsza 1 najczesciej stosowang technikg elektroforezy kapilarnej jest strefowa
elektroforeza kapilarna. W jej przypadku proces rozdzielania przebiega w kapilarze w cato$ci

wypetnionej jednolitym buforem. Po przyloZeniu napigcia proces separacji opiera si¢ na
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roznicach w ruchliwosci elektroforetycznej analitow, ktore z kolei zaleza od tego, jaki jest

stosunek tadunku do wielkos$ci czasteczki [4, 5]
Chiralno$¢ w CZE

Analiza chiralna zyskuje coraz wigksze znaczenie zar6wno w przemysle farmaceutycznym,
jak 1 spozywczym. Rozdziaty chiralne, wykonywane czgsto za pomocg HPLC 1 GC, moga by¢
skomplikowane i trudne do optymalizacji. Ponadto chiralne fazy stacjonarne sg czesto drogie.
W przeciwienstwie do nich analiza chiralna z zastosowaniem techniki CZE zwykle obejmuje
dodanie chiralnego selektora do buforu roboczego. Selektorami moga by¢ na przykiad:

cyklodekstryny, etery koronowe, sole zotciowe, kompleksy miedzi(II) — asparaginian.

Najczgsciej stosowanymi selektorami chiralnymi w CZE sa cyklodekstryny (CD). To
niejonowe cykliczne oligosacharydy sktadajace si¢ z szesciu, siedmiu lub o$miu jednostek
glukozy, nazywane odpowiednio: a-CD, B-CD i y-CD. Czasteczki cyklodekstryn przyjmuja
konformacje¢ krzesetkowa i orientujg si¢ tak, ze czasteczka tworzy strukture toroidalnego lub
pustego stozka. Roznorodne rozpuszczalne 1 nierozpuszczalne w wodzie zwigzki moga
wpasowywac si¢ do tak utworzonej wneki, tworzac kompleksy inkluzyjne [6, 7, 8, 9, 10].
Wngka jest stosunkowo hydrofobowa, podczas gdy powierzchnia zewngtrzna — hydrofilowa.
Na obwodzie znajduja si¢ chiralne drugorzedowe grupy hydroksylowe. Selektywnos$¢ chiralna
wynika z wilaczenia hydrofobowej czes$ci substancji rozpuszczonej do wneki, a takze z
wigzania wodorowego z chiralnymi ugrupowaniami hydroksylowymi. Rézne pochodne CD,
takie jak karboksyalkilowane, sukcynylowane i rozpuszczalne zjonizowane polimery moga
by¢ stosowane zaréwno do zmiany selektywnosci, jak 1 poprawy wlasciwosci detekcji
badanych zwiazkow optycznie czynnych [11]. Co wigcej, $rednica czasteczek cyklodekstryn
jest réwniez czynnikiem chiralnego rozpoznawania. Zastosowanie czasteczek cyklodekstryn o
réznych rozmiarach skutkuje bardzo r6znymi enancjoselektywnosciami [12]. Dzieki
roznorodnosci grup funkcyjnych potencjalna liczba czasteczek cyklodekstryn staje si¢ niemal
nieograniczona. Przez to nieograniczona staje si¢ tez liczba czasteczek poddawanych chiralne;j

separacji z zastosowaniem wspomnianych cyklodekstryn [13, 14].
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Zastosowanie elektroforezy kapilarnej w badaniach farmaceutycznych i biochemicznych

pochodnych aminoalkanoli

Przed wprowadzeniem do badan klinicznych kazda nowa substancja o potencjalnych
wiasciwosciach leczniczych musi przejs¢ szereg testow toksykologicznych i1 biochemicznych,
pozwalajacych na zastosowanie jej u docelowej grupy pacjentdéw. Nowymi, potencjalnymi
substancjami leczniczymi o charakterze zwigzkow przeciwnowotworowych, przedstawionymi

w niniejszym cyklu habilitacyjnym, sa cztery pochodne dwdch par aminoalkanoli:

e izopropyloamino-1,7-dietyl-8,9-difenyl-4azatricyklo ~ [5.2.1.0*°]  dek-8-en-3,5,10-
trionu (1) i dimetyloamino-1,7-dietyl-8,9-difenyl-4azatricyklo [5.2.1.0%°] dek-8-en-
3,5,10-trionu (I1),

e izopropyloamino-1,7-dimetyl-8,9-difenyl-4-azatricyklo [5.2.1.0%°] dek-8-en-3,5,10-
trionu (111) i dimetyloamino-1,7-dimetyl-8,9-difenyl-4-azatricyklo [5.2.1.0%°] dek-8-
en-3,5,10-trionu (1V) (rys. 1).

(1)

A\

/

2
AL
\_/

(1) “

/

Rysunek 1. Wzory strukturalne pochodnych aminoalkanoli (1), (11), (111) i (IV).

Synteze tych zwigzkéw oraz ich wlasciwosci cytotoksyczne w odniesieniu do komoérek

nowotworowych linii K562 i HelLa opisano w zgloszeniu patentowym [15].
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Kazda substancja lecznicza, oprocz gléwnego kierunku dziatania terapeutycznego, moze
rowniez posiada¢ wiele innych dodatkowych kierunkéw dziatanh o pozytywnym lub
negatywnym charakterze. Brak gruntownych i1 réznorodnych badan zwiaszcza nowych
zwigzkow leczniczych moze doprowadzi¢ do wystgpienia nagtych i nieoczekiwanych dziatan,
ktore moga si¢ pojawi¢ u pacjenta po podaniu tych substancji. Ich wyjasnianie moze by¢
dlugotrwate, a co za tym idzie — negatywne w skutkach. Istnieje zatem realna potrzeba
prowadzenia mozliwie najwigkszej liczby badan przedklinicznych okreslajacych wtasciwosci

substancji, ktore moga si¢ sta¢ potencjalnymi zwigzkami leczniczymi.

Podstawa okres§lania wszelkich mozliwych cech 1 parametréw substancji leczniczych sg
metody ich badania i oznaczania zarowno w roztworach wodnych, jak 1 materiale
biologicznym. Opracowanie metod jako$ciowego i iloSciowego Oznaczania tego rodzaju
zwigzkow leczniczych odgrywa bardzo wazng role w ustalaniu zawarto$ci danej substancji w
okreslonej postaci leku. Wspomaga tez ustalenie stopnia czysto$ci, ilosci ewentualnych
zanieczyszczen lub produktow rozktadu tego zwigzku, co jest niezwykle wazne w badaniach
farmaceutycznych. Natomiast oznaczanie wspomnianych substancji w materiale

biologicznym pozwala na badanie ich parametrow biochemicznych i farmakologicznych.

Ciekawym 1 waznym odkryciem ostatnich czasow stat si¢ fakt, iz wiele zwigzkow
chemicznych, w tym lekéw, wystepuje w postaci mieszaniny ich enancjomerow [16].
Oznacza to, ze jeden zwigzek (substancja lecznicza) wystepujacy w postaci dwoch odmian
enancjomerycznych nabywa cech zwiazkow optycznie czynnych. Konsekwencja tego jest

najczesciej odmienne dziatanie biologiczne 1 farmakologiczne kazdego z nich [17].

Biorac pod uwagg, ze w zdecydowanej wiekszosci substancje lecznicze produkuje si¢ i podaje
w postaci mieszaniny enancjomerow, bardzo wazne jest opracowywanie metod ich
selektywnego badania w r6znych uktadach analitycznych 1 materiale biologicznym. Dlatego
metody oznaczania wspomnianych pochodnych aminoalkanoli, a takze ich postaci
optycznych sg niezwykle cennym narzedziem w okre$laniu sktadu enancjomerycznego danej
substancji. Wplywaja tez na okre$lenie kierunku jej dziatania i stopnia dzialania leczniczego
lub toksyczno$ci [18]. Natomiast badanie stezen okreslonych substancji oraz stgzen ich
poszczegbdlnych form enancjomerycznych w materiale biologicznym pozwala na szczegdtowe

badania efektywnosci terapeutycznej zwiazku jako cato$ci 1 poszczegdlnych jego izoform, a
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takze kierunku ich metabolizmu, parametréw farmakologicznych, farmakokinetycznych i

biodostepnosci.

Istnieje wiele metod analitycznych do badania i oznaczania r6znych zwigzkoéw chemicznych.
Wsrod najstarszych mozna wyr6ézni¢ chromatografie bibutowg lub chromatografie
cienkowarstwowa (TLC) [19]. Jednak najbardziej rozpowszechniong metodg wydaje si¢
wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) oraz jej rozne modyfikacje [20, 21]. W
przypadku zwigzkoéw lotnych lub zwigzkéw, ktore tatwo przeksztatcic w substancje lotne,
najczesciej wykorzystywang technikg jest chromatografia gazowa (GC) [22]. Nalezy takze
wspomnie¢ o0 metodzie rezonansu magnetycznego (NMR), rowniez wykorzystywanej jako
jedna z metod analitycznych, szczegdlnie w przypadku ustalania struktur zwigzkoéw [23].
Kazda z wyzej wymienionych metod charakteryzuje si¢ pewnymi zaletami i wadami oraz

okreslonymi mozliwo$ciami wynikajacymi z ich ograniczen.

O ile wyzej wymienione techniki znalazty szerokie zastosowanie w farmacji, wydaje sig, ze
elektroforeza kapilarna w badaniach farmaceutycznych i1 biochemicznych dotyczacych
analizy oraz interakcji wielu zwigzkéw z funkcjonalnymi uktadami biologicznymi jest nadal
niedoceniang technika o ogromnych mozliwos$ciach aplikacyjnych. Zdarza si¢ rowniez, ze
wplyw wielu zwigzkéw na aktywnos¢ enzymatyczng jest rzadko analizowany lub nawet
pomijany w badaniach farmaceutycznych. Nalezy jednak pamig¢tac, ze oddziatywanie ro6znych
substancji z ukladami enzymatycznymi moze wywiera¢ ogromny wplyw na szereg
powigzanych ze soba procesow biochemicznych odgrywajacych duza rolg w regulacji
procesOw metabolicznych, a co za tym idzie, wptywa na funkcjonowanie calego organizmu.
Dlatego badania skutkéw oddziatywania potencjalnych substancji leczniczych z uktadami
enzymatycznymi wydaja si¢ by¢ niezwykle istotne z punktu widzenia mozliwosci ich

przysztego zastosowania klinicznego.

W niniejszej rozprawie przedstawiono nowe mozliwosci elektroforezy kapilarnej.
Wykorzystano analiz¢ farmaceutyczng — poprzez badanie oznaczania pochodnych
aminoalkanoli i1 ich form enancjomerycznych w roztworach wodnych i materiale
biologicznym — oraz analiz¢ biochemiczng — poprzez badanie wplywu poszczegdlnych
pochodnych na aktywno$¢ enzymatyczng kilku wybranych enzyméw. Jak wspomniano
wczesniej, do okreslenia stopnia aktywnos$ci danego enzymu pod wptywem dzialania danego

zwigzku chemicznego stuza badania kinetyki enzymatycznej. Metoda niezmiennie stosowana
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w tym celu od lat jest spektrofotometryczny pomiar jednego zmiennego parametru w trakcie
trwania reakcji [24, 25, 26, 27]. Opracowywanie nowych metod pozwalajacych na rownolegle
badanie wielu parametréow jest bardzo potrzebne i1 stanowi duze wyzwanie. Dzigki temu
bedzie mozna zwigkszy¢ doktadno$¢ pomiardow i okresli¢ wzajemne zmiany i relacje migdzy

wszystkimi sktadnikami danej analizy bioragcymi udziat w reakc;ji.

Do tej pory elektroforezy kapilarnej nie stosowano do badan z zakresu kinetyki
enzymatycznej 1 okre$lania aktywnosci enzymoéw. Dlatego w niniejszej pracy podjeto
nowatorskie zastosowanie techniki CE do badan kinetycznych reakcji enzymatycznych w
oparciu o nowo opracowane metody CE. Dzigki badaniom [28, 29, 30, 31] okazato si¢, ze
technika CE daje ogromne mozliwosci rejestracji kinetycznych procesow reakcji
zachodzacych z udzialem okreslonych enzyméw w obecnosci badanych substancji.
Zastosowana technika i opracowana metodologia pokazaty mozliwo$¢ jednoczesnej rejestracji
zmian parametréw wszystkich sktadnikéw uczestniczacych w  przebiegu reakcji
enzymatycznej. Wspomniane metody pozwalaja na precyzyjne badanie i1 jednoczesne,
ilosciowe okreslanie zmian ubytku substratow i przyrostu produktow reakceji katalizowanej
przed dany enzym. Pozwala to na podwojng kontrole przebiegu reakcji oraz znaczne
zwigkszenie doktadnos$ci 1 pewnosci pomiaréw. Co wigcej, opracowane metody pozwalajg na
solidne jakosciowe 1 iloSciowe oznaczanie wszystkich reagentow biorgcych udzial w reakcji.
Duza czulo$¢ metody pozwala na bardzo precyzyjne okreslenie zmian aktywnosci enzymow

nawet przy niezwykle matych réznicach w budowie chemicznej zwiazkow.

CEL BADAWCZY
Celem badawczym przedstawionego cyklu habilitacyjnego byto:

- opracowanie szeregu metod elektroforezy kapilarnej umozliwiajacych oznaczanie
pochodnych aminoalkanoli i ich form enancjomerycznych zarowno w roztworach wodnych

jak 1 w surowicy,

- opracowanie 1 zastosowanie metod elektroforezy kapilarnej do badan kinetyki i aktywnosci
enzymatycznej fosfatazy zasadowej, fosfatazy kwasnej, acetylocholinoesterazy i katalazy w

obecnosci wspomnianych pochodnych aminoalkanoli.
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Proba wprowadzenia do lecznictwa nowych substancji o przewidywanym dziataniu
terapeutycznym wigze si¢ silnie z konieczno$cig opracowania metod analitycznych
umozliwiajgcych badanie tych substancji w materiale biologicznym (ptynach ustrojowych),
oraz w uktadach wodnych. Celem tych metod jest umozliwienie badania sktadu, zawartosci
danej substancji w roéznych postaciach lekéw, skladu enancjomerycznego, losoéw
wspomnianych substancji w ustroju, monitorowaniu ich poziomu szczegélnie w trakcie
trwajacej terapii, badaniu kierunku ich metabolizmu, szeregu parametrow biochemicznych,
farmakokinetycznych oraz biodostepnosci, co przektada si¢ na uzyskanie najlepszych efektow
terapeutycznych. Z tego wzgledu, w analizie pochodnych aminoalkanoli technika
elektroforezy kapilarnej moze by¢ stosowana z duzym powodzeniem. Omawiana technika ma
wiele zalet w stosunku do powszechnie stosowanych metod HPLC. Po pierwsze Czas analizy
przy zastosowaniu techniki CE jest zdecydowanie krotszy niz w przypadku wigkszosci metod
HPLC. Ilosciowa objetos¢ odczynnikow stosowanych w CE jest znikoma w poréwnaniu z
HPLC. Objetos¢ probki poddawanej analizie rz¢gdu nano litrow w przypadku CE daje
mozliwo$¢ wielokrotnego wykonania powtdrzenia pomiaru w danym analicie. Technika
HPLC wymaga zastosowania zewngtrznego uktadu cisnieniowego powodujacego laminarny
lub paraboliczny przeptyw analitu skutkujacy bardzo czesto pojawianiem si¢ szerokich i
rozmytych obrazow pikow analizowanego zwigzku. Wplywa to istotnie na doktadne
okreslenie poziomu limitu detekcji i oznaczalnosci. Przewaga techniki CE jest ptaski profil
przeptywu dzigki czemu sygnat pochodzacy od analizowanej substancji daje obraz silnie
zawezonego piku, co podnosi znaczaco jakos¢ uzyskiwanej rozdzielczo$ci 1 oznaczalnoSci.
Ogromng przewage nad technika HPLC zyskuje elektroforeza kapilarna w przypadku
oznaczania zwiazkéw optycznie czynnych. Zastosowanie zmiennych ilosci selektoréw
chiralnych bezposrednio w analizie lub uktadzie separacyjnym daje nieporéwnywalnie
wigksze mozliwo$ci w oznaczeniach zwigzkéw optycznie czynnych przekladajac sie
bezposrednio na zdecydowanie lepsza jako$¢ i szybko$¢ uzyskiwanych wynikow. Nalezy
takze dodac, ze w technice elektroforezy kapilarnej uzywane sg bardzo mate ilosci selektorow
chiralnych. Waznym parametrem analitycznym jest czulos¢ metody. Technika HPLC
charakteryzuje si¢ w wiekszosci przypadkow lepsza czutoscig w pordwnaniu z CE. Jednak w
przypadku techniki CE istnieje dodatkowa mozliwo$¢ wtornego zatezenia analizowane]
probki bezposrednio w przestrzeni kapilary, co pozwala czgsto na osiaggnigcie lepszej lub

podobnej czutosci w porownaniu z HPLC. Najwiekszg jednak przewagg i zaleta omawianej
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techniki jest mozliwo$¢ jednoczesnego oznaczania w danej probce analitycznej zardéwno
zwigzkow polarnych o réznej biegunowosci jak tez zwigzkoéw niepolarnych. W tym
przypadku przewaga techniki CE nad HPLC jest ogromna. Dlatego wtasnie technika CE
zostata wybrana przeze mnie do badan pochodnych aminoalkanoli w analizie farmaceutycznej

i badaniach biochemicznych.
Do cyklu habilitacyjnego wtaczono seri¢ o§miu oryginalnych, petnotekstowych

artykutow (H-1 — H-8), omoéwionych ponize;.

H1. Capillary electrophoresis separation of aminoalkanol derivatives of 1,7-dimethyl-
8,9-diphenyl-4-azatricyclo[5.2.1.0]dec-8-ene-3,5,10-trione as potential anticancer drugs;
Blazej Grodner*, Jacek Lukaszkiewicz, Bozena Kuran, Mariola Krawiecka, Journal of

Separation Science, 37 (23), 3564 - 3570, 2014.

Celem pracy bylo opracowanie metody elektroforezy kapilarnej do oznaczania i
rozdzielania wybranych pochodnych aminoalkanoli. Wspomniana grupa zwigzkow
wykazujaca potencjalne dziatanie przeciw nowotworowe rézni si¢ budowa podstawnikéw w
pozycjach 1 i 7 oraz obecnoscig ugrupowan izopropyloaminowego i dimetyloaminowego
gléwnej struktury czasteczki. Na podstawie przeprowadzonych analiz elektroforetycznych
okreslitem charakterystyczne czasy migracji dla pojedynczych form danych substancji
wystepujacych osobno a takze dokonalem rozdziatu i okreslitem charakterystyczne czasy
migracji dla pochodnych aminoalkanoli wystepujacych we wspolnej mieszaninie
potwierdzajac w ten sposob kolejnos¢ pojawiajacych sie sygnatléw pochodzacych od
okreslonych pochodnych. W opracowanej przeze mnie metodzie dokonatem optymalizacji
wszystkich parametrow umozliwiajacych uzyskanie najlepszych wynikow rozdziatu
wspomnianych pochodnych. W tym celu opracowatem odpowiedni rodzaj i sktad buforu
separacyjnego (rodzaj uzytych substancji, stezenie i pH) oraz przeanalizowalem w pelnym
zakresie wszystkie zmienne parametry fizykochemiczne metody (napigcie, dhugos¢ fali,
temperatura, rodzaj i czas trwania nastrzyku probki) majace ogromny wpltyw na jako$¢ i

skuteczno$¢ rozdziatu oznaczanych substancji.
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Rysunek 1. Rozdzial pochodnych aminoalkanoli (I) i (II) w surowicy pacjenta (A), W
surowicy standaryzowanej (Serostandard) (B). 25 mM bufor fosforanowy o pH =2.5, A = 200

nm, napiecie separacyjne 10 kV, temperatura 25 °C.

Opracowatem takze metodg ekstrakcji I przeprowadzitem pelng walidacje metody oraz
wykazalem mozliwos¢ jakosciowego 1 ilosciowego 0znaczania pochodnych aminoalkanoli

wykazujac przy tym mozliwo$¢ aplikacyjnego zastosowania metody.
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H2. Determination of the stereoisomers in aqueous medium and serum and validation
studies of racemic aminoalkanol derivatives of 1,7-dimethyl-8,9-diphenyl-4-
azatricyclo[5.2.1.0(2,6) ]dec-8-ene-3,5,10-trione, potential new anticancer drugs, by
capillary electrophoresis, Blazej Grodner*, Jacek Lukaszkiewicz, Mariola Napiorkowska
Journal of Separation Science, 39 (16), 3246 - 3253, 2016.

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie metody elektroforezy kapilarnej do separacji i
oznaczania izomeréw optycznych pochodnych aminoalkanoli w roztworach wodnych i
surowicy. Dzigki opracowanej przeze mnie metodzie dokonatem rozdziatu pochodnych
aminoalkanoli na ich poszczegoélne enencjomery. W celu uzyskania enancjoselektywnej
separacji wspomnianych pochodnych przeprowadzitem badania rodzaju selektora chiralnego
umozliwiajacego uzyskanie najlepszych parametréow rozdziatu enancjomeréw pochodnych
aminoalkanoli. Badane pochodne zawieraja w swojej strukturze 5 wegli asymetrycznych.
Cztery z nich wystepuja w glownej strukturze zwigzku, w pozycjach 1,2,6 i 7, podczas gdy
jeden (piaty) wystepuje w tancuchu bocznym w pozycji 2’. Do rozdzialu pochodnych
aminoalkanoli na poszczego6lne enancjomery uzylem trzech pochodnych cyklodekstryn (a.p i
v). Po przeprowadzeni wielu analiz do dalszych badan wybralem 1 zastosowatem vy
cyklodekstryne, ktora umozliwita osiagnigcie najlepszej rozdzielczo$ci i czasu rozdzialu oraz
pozwolita na uzyskanie najlepszego sygnalu detekcji umozliwiajgcego osiggnigcie
zadowalajacych poziomow limitu detekcji 1 oznaczalnosci. W niniejszej pracy wykazalem
takze iz rozdziat pochodnych aminoalkanoli na poszczeg6lne enancjomery przy zastosowaniu
wspomnianych selektoréw chiralnych odnosi si¢ tylko do asymetrycznego atomu wegla
wystepujacego w podstawniku w pozycji 2°. Wydaje si¢ zatem, ze wszystkie trzy pochodne
cyklodekstryn, a w szczegélnosci vy cyklodekstryna, wykazujg bardzo dobra
enancjoselektywnos$¢ separacyjng tylko w stosunku do asymetrycznego atomu wegla
wystepujacego w podstawniku, podczas gdy w stosunku do pozostatych asymetrycznych
atoméw wegla wystepujacych w  glownej strukturze zwigzku enancjoselektywno$é
wspomnianych selektorow chiralnych wydaje si¢ by¢ zadna (zerowa). Dzigki temu
zastosowane w opracowanej przeze mnie metodzie o.f 1 y cyklodekstryny pozwalajg na
selektywng separacje par enancjomeréw tylko w odniesieniu do jednego, asymetrycznego

atomu wegla wystepujacego w pozycji 2°.
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Rysunek 1. Rozdzial pochodnych aminoalkanoli (I)S, (DR i (IDS, (IDR w surowicy
standaryzowanej (A), w surowicy pacjenta (B). 25 mM bufor fosforanowy o pH =2.5 z 5%

stezeniem y cyklodekstryn, A =200 nm, napigcie separacyjne 10 kV, temperatura 25 °C.

W niniejszej przey przeprowadzitem takze optymalizacj¢ metody polegajaca na opracowaniu
odpowiedniego rodzaju, sktadu i pH odpowiedniego ukladu separacyjnego oraz doboru
najbardziej optymalnych parametréw fizykochemicznych (napigcie, dtugosé fali, temperatura,
rodzaj i czas trwania nastrzyku probki) pozwalajacych na uzyskanie najlepszej rozdzielczosci,
limitu detekcji 1 oznaczalno$ci. Przeprowadzitem takze peing walidacje metody wykazujac
duza przydatno$¢ aplikacyjng do jakosciowych i ilosciowych badan poziomu poszczegdlnych
form enancjomerycznych pochodnych aminoalkanoli w fazie wodnej i materiale klinicznym

(surowica).

H3. Characterization and inhibition studies of tissue nonspecific alkaline phosphatase by
aminoalkanol derivatives of 1,7-dimethyl-8,9-diphenyl-4-azatricyclo[5.2.1.02,6]dec-8-
ene-3,5,10-trione, new competitive and non-competitive inhibitors, by capillary
electrophoresis, Blazej Grodner*, Mariola Napiorkowska, Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, 43, 285 - 290, 2017.

Celem niniejszej pracy byto opracowanie nowatorskiej metody elektroforezy kapilarnej do
badan parametréow kinetycznych reakcji enzymatycznej oraz zastosowanie opracowanej
metody do okreslenia typu inhibicji enzymatycznej fosfatazy zasadowej pod wplywem
dziatania pochodnych aminoalkanoli. W niniejszej pracy opracowatem 1 zastosowatem
nowatorska metode elektroforezy kapilarnej do badah wzajemnych zmian stezen substratow
(p-nitrofenylofosforanu) i1 produktow katalizowanej przez fosfatazg zasadowa reakcji
enzymatycznej (p-nitrofenolu) w obecnosci pochodnych aminoalkanoli. W tym celu
opracowatem odpowiedni uklad separacyjny umozliwiajacy rozdziat i detekcje wszystkich,
poszczeg6lnych sktadnikéw probki (analizy) bioragcych udziat w reakcji enzymatycznej oraz
dokonatem optymalizacji wszystkich, mozliwych parametrow fizykochemicznych w celu

uzyskania najbardziej doktadnych wynikoéw badan.
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Rysunek 1. Elektroforegramy przedstawiajace rozdzial: (A) 46.00 mM/L p-
nitrofenylofosforanu (PN-TE)(1), 0.01 mM/L produktu reakcji - p-nitrofenolu (PN-OL)(2) w
2 mL probki inkubacyjnej, (B) 46.00 mM/L p-nitrofenylofosforanu (PN-TE)(1), 0.008 mM/L
produktu reakcji - p-nitrofenolu (PN-OL)(2) w obecnosci 0.05 mM/L pochodnej (1) w 2 mL
probki inkubacyjnej, (C) 46.00 mM/L p-nitrofenylofosforanu (PN-TE)(1), 0.005 mM/L
produktu reakcji - p-nitrofenolu (PN-OL)(2) w obecnosci 0.05 mM/L pochodnej ( 11 ) w 2 mL
probki inkubacyjne;.

Jednoczesne $ledzenie zmian stezen substratow 1 produktow reakcji katalizowanej przez
enzym (w tym przypadku fosfatazg alkaliczng) w okreslonych odcinkach czasowych i
zmiennych stezeniach pochodnych aminoalkanoli pozwolito na precyzyjne okreslenie
parametrow kinetycznych danej reakcji enzymatycznej. Opracowana przeze mnie metoda
pozwolita na jakosciowe 1 ilosciowe oznaczenie wszystkich sktadnikow reagujacej
mieszaniny na podstawie okreslonych czaséw migracji 1 pomiaréw zmian pol powierzchni

pod pikami. Na podstawie uzyskanych wynikow wyznaczytem i okreslitem szybkosci reakcji
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(Vmax) oraz state Michaelisa-Menten (Km) dla poszczegolnych uktadow enzymatycznych
zawierajacych pochodne aminoalkanoli. W przeprowadzonych przeze mnie badaniach
wykazalem, ze drobne r6znice w budowie chemicznej czasteczek pochodnych aminoalkanoli

wywotuja rozny typ inhibicji fosfatazy zasadowej (rysunek 2).

(D) 0.05 mM (I0) 0.05 mM
@ 0.04 mM
(D) 0.04 mM

Bez inhibitora

Bez inhibitora

L 0,5 1 1/S [1.5 I;IL] 25 3 , -0, N 05 1 I/S [1.5 rrZIL] 2,5

Rysunek 2. Przebieg kinetyki enzymatycznej w postaci wykreséw Lineweaver—Burk’a dla
fosfatazy zasadowej hamowanej przez pochodne (I) I (II) o st¢zeniach: (¢) 0 mM; (A) 0.04
mM; (m) 0.05mM.

Opierajac si¢ na uzyskanych wynikach wykazalem, ze pochodna izopropyloaminowa z
dwoma podstawnikami metylowymi (I) wykazywata kompetycyjny typ hamowania, podczas
gdy pochodna dimetyloaminowa z dwoma podstawnikami metylowymi (11) niekompetycyjny

typ hamowania aktywnosci fosfatazy alkalicznej (tabela 1).
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Tabela 1. Okreslenie typu inhibicji fosfatazy zasadowej wywotanego przez pochodne (I) i (I1)

aminoalkanoli.
Uktad kontrolny Uktad z inhibitorem (I)  Uktad z inhibitorem (1)
(bez inhibitora)

Km 1.515 2.272 1.538

Vmax 1.808 1.818 3.038

Typ inhibicji Kompetycyjny Niekompetycyjny

W niniejszej pracy dokonatem takze pelnej walidacji metody wykazujac przydatnosé
aplikacyjna do badan kinetyki enzymatycznej z udziatem fosfatazy alkalicznej. Biorac pod
uwage powszechno$¢ wystepowania fosfatazy alkalicznej w réznych narzadach organizmu
badanie wptywu pochodnych aminoalkanoli i okreslenie typu inhibicji tego enzymu w
przeprowadzonych przeze mnie badaniach wydaja si¢ bardzo istotne z klinicznego punktu

widzenia.

H4. Capillary electrophoresis for the investigation of two novel aminoalkanol derivatives
of 1,7-diethyl-8,9-diphenyl-4-azatricyclo[5.2.1.02,6] dec-8-ene-3,5,10-trione as potential
anticancer drugs in water solution and serum, Blazej Grodner*, Mariola Napiorkowska
Journal of Separation Science, 43 (3), 648 - 656, 2020.

Celem pracy bylo opracowanie metody rozdzialu i oznaczania nowych pochodnych
aminoalkanoli o podstawnikach dietylowych w roztworach wodnych i surowicy z
zastosowaniem techniki elektroforezy kapilarnej.

W niniejszej pracy wykazalem mozliwos$¢ zastosowania opracowanej przeze mnie metody
elektroforezy kapilarnej do rozdzialu oraz jakosciowego 1 iloSciowego oznaczania
dietylowych pochodnych aminoalkanoli 0 potencjalnych wlasciwosciach
przeciwnowotworowych. Przeprowadzitem optymalizacje metody badajac wptyw wszystkich,
mozliwych parametréw na wzrost zdolnosci separacyjnych i oznaczalno$ci wspomnianych
pochodnych. W tym celu przebadalem kilka skonstruowanych przez siebie uktadow
buforowych o roznym skladzie, stezeniu 1 pH oraz przeprowadzilem analize¢ wptywu zmian
temperatury, dtugosci fali, napigcia oraz rodzaju i czasu nastrzyku probki na jako$¢ i poziom
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oznaczalno$ci. W niniejszej pracy do rozdziatu pochodnych aminoalkanoli zastosowatem po
raz pierwszy bufor boranowy, co znacznie poprawito rozdzielczo$¢ i zdecydowanie skrécito
czas rozdzialtu w pordwnaniu z przeprowadzonym w poprzedniej pracy rozdziatem
pochodnych z podstawnikami dimetylowymi. Na podstawie uzyskanych w ten sposob
wynikow wybratem, opisalem 1 zastosowatem w niniejszej pracy uktad separacyjny
umozliwiajagcy uzyskanie jakosciowo najlepszych wynikéw oznaczanych pochodnych

(rysunek 1).
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Rysunek 1. Rozdziatl pochodnych aminoalkanoli (I) i (I) w roztworze wodnym (A), surowicy
standaryzowanej (B), w surowicy pacjenta (C). 50 mM bufor boranowy o pH =2.5, A = 200

nm, napiecie separacyjne 15 kV, temperatura 20 °C.
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Przeprowadzilem takze badania oznaczalnosci pochodnych aminoalkanoli w roztworach
wodnych wykazujac mozliwos¢ wykorzystania opracowanej metody do przysztej ich analizy
w mozliwych postaciach lekéw (rysunek 1A). W niniejszej pracy dokonatem roéwniez
zastosowania opracowanej metody do jakosciowego i iloSciowego oznaczania dietylowych
pochodnych aminoalkanoli w surowicy wykazujac w ten sposob mozliwos¢ prowadzenia
badan monitorowania poziomu pochodnych aminoalkanoli w materiale biologicznym
(rysunek 1B i 1C). W przedstawionej przeze mnie pracy dokonatem petnej walidacji metody
rozdzialu oraz jakosciowego 1 iloSciowego oOznaczania pochodnych dietylowych
aminoalkanoli wykazujac przydatnos¢ aplikacyjng metody do badan wspomnianych
pochodnych w mozliwych preparatach farmaceutycznych oraz w materiale biologicznym

pochodzenia klinicznego.

H5. Dual 2-Hydroxypropyl-p-Cyclodextrin and 5,10,15,20-Tetrakis (4-Hydroxyphenyl)
Porphyrin System as a Novel Chiral-Achiral Selector Complex for Enantioseparation of
Aminoalkanol Derivatives with Anticancer Activity in Capillary Electrophoresis, Blazej
Grodner*, Mariola Napiorkowska, Molecules, 26 (993), 1 - 16, 2021.

Celem pracy byto opracowanie nowatorskiej metody elektroforezy kapilarnej do oznaczania
optycznie czynnych form dietylowych pochodnych aminoalkanoli o potencjalnym dziataniu

przeciwnowotworowym.

W niniejszej pracy do wstepnej separacji enancjomeréw pochodnych dietylowych
aminoalkanoli zastosowatem jako selektor chiralny 2-hydroksypropylo-beta-cyklodekstryng
(2-HP-B-CD) oraz opracowalem odpowiedni uktad separacyjny (bufor) umozliwiajacy

uzyskanie podstawowego rozdzialu oznaczanych enancjomer6éw (rysunek 1)
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Rysunek 1. Rozdziat elektroforetyczny enancjomerow I(S), 11(S) i I(R), 1I(R) pochodnych

aminoalkanoli z uzyciem 5 mM/L 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryny jako selektora

chiralnego. 25 mM bufor fosforanowy o pH = 2.5, A = 200 nm, napigcie separacyjne 10 KV,

temperatura 25 °C.
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Czasami do rozdzialu zwigzkow optycznie czynnych stosowane s3a podwojne ukiady
selektorow chyralnych [23] typu chiral-chiral selector. Uktady takie stosowane sg w
przypadkach gdy niemozliwe jest uzyskanie jakiegokolwiek rozdziatu enancjomeréw przy
pomocy jednego selektora chiralnego. W tego typu uktadach trudno jest jednoznacznie
stwierdzi¢, ktory z zastosowanych selektoréw chiralnych ma wyrazny w ptyw na zdolnosci
separacyjne. W niniejszej pracy opracowatem odmienny uktad separacji zwigzkow optycznie
czynnych ztozony z chiralnego (2-HP-B-CD) i achiralnego (porfiryna) typu selektorow (uktad
typu chiral-achiral selector). W przeprowadzonych badaniach wykazatem, ze w opracowanym
przeze mnie uktadzie typu chiral-achiral selector wyrazny wptyw na enancjomeryczng
zdolno$¢ rozdzielcza ma 2-HP-B-CD, podczas gdy pochodna porfirynowa okazatla si¢ by¢ w
tym ukladzie silnym akceleratorem rozdzialu enancjomerow pochodnych dietylowych

aminoalkanoli. (rysunek 2).
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Rysunek 2. Rozdziat elektroforetyczny enancjomerow I(S), 11(S) i I(R), 1I(R) pochodnych
aminoalkanoli z uzyciem 2-hydroksypropylo-B-cyclodekstryny i 5,10,15,20-tetrakis (4-
hydroksyfenylo) porfiryny w stezeniach 5 and 10 mM, w 25 mM buforze fosforanowym o pH
= 2.5, A =200nm, napieciu separacyjnym 10 kV, i temperaturze 25 °C.
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Wykazatem w ten sposob, ze wprowadzenie do chiralnego uktadu separacyjnego (2-HP-f3-
CD) zwiazku achiralnego o budowie cyklicznjej (w tym przypadku porfiryny) ma ogromny i
zdecydowany wplyw na wyrazng poprawe parametrow rozdzielczosci, limitow detekcji i
oznaczalno$ci oraz bardzo duze skrocenie czasu analizy. Jednocze$nie wykazatem, ze do
poprawy parametrow rozdzielczych zwigzkéw optycznie czynnych nie jest konieczne
stosowanie dodaktowego selektora chiralnego. Przeprowadzitem takze catkowita analize
wszystkich parametréw wplywajacych na zdolno$¢ detekcji i rozdzielczosci a zwlaszcza
wplywu zmieniajacego si¢ stezenia pochodnych porfirynowych w obecnosci ustalonego
stezenia selektora chiralnego na wzrost wspomnianych parametrow rozdzielczosci i detekcji

badanych pochodnych aminoalkanoli (rysunek 3)
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Rysunek 3. Wplyw stezenia 5,10,15,20-tetrakis (4-hydroksyfenylo) porfiryny przy statym
stezeniu 2-hydroksypropylo-B-cyclodekstryny (2HPBCD) (5 mM) na rozdzielczos$¢ (ol i a2) |
absorbancj¢ (AU) enancjomerow | (S), | (R) and 11 (S), 1l (R) pochodnych aminoalkanoli.
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W niniejszej pracy dokonatem peinej optymalizacji i walidacji opracowanej przeze mnie
metody wykazujac mozliwos¢ jej aplikacyjnego zastosowania do badan optycznie czynnych
form pochodnych dietylowych aminoalkanoli w roztworach wodnych i materiale

biologicznym pochodzenia klinicznego (surowicy).

H6. Kinetic Studies of Newly Patented Aminoalkanol Derivatives with Potential
Anticancer Activity as Competitive Inhibitors of Prostate Acid Phosphatase, Blazej
Grodner*, Mariola Napiorkowska, Dariusz Maciej Pisklak International Journal of Molecular
Sciences, 22 (21), 11761-11777, 2021.

Fosfataza kwasna jest enzymem wystepujacym dos¢ powszechnie w wielu tkankach
organizmu ludzkiego. Enzym ten wystepuje w kosciach, watrobie, $ledzionie, nerkach,
erytrocytach i ptytkach krwi. Jednak w najwigkszych stezeniach fosfataza kwasna wystepuje
w komorkach nabtonkowych gruczotu krokowego (prostaty). Poniewaz enzym ten najczgsciej
zwigzany jest z chorobami nowotworowymi gruczotu krokowego postanowitem
przeprowadzi¢ badania wpltywu pochodnych aminoalkanoli o potencjalnym dzialaniu

przeciwnowotworowym na aktywnos$¢ fosfatazy kwasne;.

Dlatego celem mojej pracy bylo opracowanie metody elektroforezy kapilarnej do badan
kinetyki enzymatyczmej fosfatazy kwasnej pod wplywem dziatania wspomnianych
pochodnych aminoalkanoli. W niniejszej pracy przeprowadzitem szereg badan w celu
opracowania najlepszego uktadu separacyjnego stuzacego do rozdzialu 1 pomiaru
poszczegolnych sktadnikow analizy uczestniczacych w przebiegu kinetycznej reakcji
enzymatycznej. Opracowany przeze mnie uktad separacyjny (odpowiedni rodzaj buforu o
okreslonym st¢zeniu 1 pH) zastosowatem do badan zmniejszajagcego si¢ poziomu substratow
(p-nitrofenylofosforanu) i jednoczesnego przyrostu stezenia produktéw (p-nitrofenolu) w
trakcie katalizowanej przez fosfataze kwasng reakcji enzymatycznej w obecnosSci
poszczegolnych (I 1 1) pochodnych aminoalkanoli. Sposrod przebadanych przeze mnie wielu
parametrow fizykochemicznych metody (temperatura, dtugos¢ fali, napigcie separacyjne, czas
1 rodzaj nastrzyku probki) do opracowanej 1 opisanej przeze mnie metody wybralem i
zastosowatem te, ktore pozwolity na uzyskanie najlepszych wynikow rozdziatu i ilo§ciowego

oznaczania wszystkich sktadnikow mieszaniny reakcyjnej (rysunek 1).
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Rysunek 1. Elektroforegramy przedstawiajace rozdzial: (A) 1.44 mM of p-
nitrofenylofosforanu (PN-TE) (1) i 0.018 mM produktu reakcji - p-nitrofenolu (PN-
OL) (2) w 2 mL probki inkubacyjnej; (B) 1.44 mM PN-TE (1) i 0.018 mM produktu
reakcji PN-OL (2) w obecnosci 0.05 mM pochodnej (I) w 2 mL probki inkubacyjnej;
(C) 1.44 mM PN-TE (1) i 0.009 mM produktu reakcji PN-OL (2) w obecnosci 0.05
mM pochodnej (11) w 2 mL probki inkubacyjnej.

Dzigki opracowanej przeze mnie metodzie dla kazdej z pochodnych wyznaczylem szybkos¢
maksymalng reakcji (Vmax), stala Michaelis’a-Menten (Km), potowe maksymalnego
stezenia hamujacego (ICsp), statg inhibicji (Ki), stalg katalityczng (kcat) oraz wydajno$é
katalityczng (kcat/Km) (rysunek 2, tabela 1), jednym stowem wszystkie parametry, ktore
postuzyly do okreslenia charakterystyki i typu inhibicji wywolanej przez poszczegodlne (I i 1)

pochodne aminoalkanoli. Dodatkowo, w celu oszacowania konformacji bioaktywnej oraz
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energii stabilizacji kompleksu biatko ligand wykorzystano metod¢ dokowania molekularnego

zaimplementowana w programie AutoDock. Zestawienie wynikow przedstawitem w tabeli nr

1.

Inhibitor kompetycyjny (I) Inhibitor kompetycyjny (II)

g Y — E ! b=
= i * Bez |||h|h|(qra = z . + Bez inhibitora
Z g « (1)0.01 mM E 1. « (11)0.01 mM
= * (1) 0.03 mM = [ + (11)0.03 mM
5 (1) 0.04 mM > (11) 0.04 mM
* (1) 0.05 mM « (I1)0.05 mM
S [mM] S [mM]
= =
E : E
E . Bez inhibit £
= N * Bezinhi lqra £ + Bez inhibitora
= Al " D003 mv > : T e
- : 2 (1) 0.04 mM = - s
: 29 94 =M . £t (11) 0.04 mM
R .05 m] o & « (I)0.05 mM
K b
1/S [1/mM] 1/S [1/mM]

Rysunek 2. Wykresy Michaelis’a-Menten i Lineweaver’a—Burk’a przebiegéw kinetycznych
dla reakcji fosfatazy kwasnej z p-nitrofenylo fosforanem hamowanej przez pochodne (1) i (11)
aminoalkanoli w st¢zeniach: (¢) 0.00 mM, (¢) 0.01 mM, () 0.03 mM, () 0.04 mM and (+)
0.05 mM. Punkty przecie¢ z osiami 1/S 1 1/Y wskazuja na kompetycyjne typy inhibicji.

Wartosci katéw nachylen prostych §wiadczg o sile inhibicji poszczegolnych pochodnych.
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Tabela 1. Parametry kinetyczne charakteryzujgce inhibicje fosfatazy kwasnej przez
pochodne (1) i (11).

Uktad bez  Uktad z inhibitorem Uktad z inhibitorem
inhibitora kompetycyjnym (1) kompetycyjnym (11)

Wartos$¢ kata 61.860 76.191 74.879
nachylenia
Km [mM] 1.124 2.429 2.216
Vmax [Mm/min] 0.600 0.597 0.598
Ki [mM] 0.786 0.924
kcat [s7] 1.304*10° 1.299*10° 1.300*10
kcat/Km [M7's?]  1.160*10% 0.549*10% 0.595*10°
1Cs0 [MM] 0,037 0,039
Energia stabilizacji 8.0 7.8
[kcal/M]

Na podstawie uzyskanych wynikow pomiaréw wykazatem, ze mimo bardzo niewielkich
roznic w budowie czasteczek wszystkich pochodnych aminoalkanoli opracowana przeze mnie
metoda pozwolita bardzo doktadnie okresli¢ roznice w sile inhibicji, typ inhibicji, polowe
maksymalnego stezenia hamujacego 1Cso oraz sile powinowactwa kazdego z inhibitorow
(pochodnych aminoalkanoli) do badanej fosfatazy kwasnej. Przeprowadzone przeze mnie
badania wykazaly wyraznie, ze pochodna izopropyloaminowa z dwoma podstawnikami
metylowymi (1) jest silniejszym inhibitorem kompetycyjnym fosfatazy kwasnej w stosunku
do pochodnej dimetyloaminowej z dwoma podstawnikami metylowymi (Il) oraz wykazuje
silniejsze powinowactwo do centrum katalitycznego enzymu. Uzyskane wyniki sa bardzo
cenng wskazowka dotyczaca mozliwosci zastosowania wspomnianych pochodnych do

odpowiedniej regulacji aktywnosci fosfatazy kwasnej uczestniczacej w przebiegu niektorych
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proceséOw chorobowych. W niniejszej pracy dokonatem takze peinej optymalizacji i walidacji

metody wykazujac jej duzg warto$¢ aplikacyjng do badan kinetycznych fosfatazy kwasne;.

H7. In Vitro and In Silico Kinetic Studies of Patented 1,7-diEthyl and 1,7-diMethyl
Aminoalkanol Derivatives as New Inhibitors of Acetylcholinesterase, Blazej Grodner*,

Mariola Napiorkowska, Dariusz Maciej Pisklak International Journal of Molecular Sciences,
23(1), 270-289, 2022.

Acetylocholina (Ach) jest zwigzkiem dziatajacym zaréwno w os$rodkowym jak i w
obwodowym uktadzie nerwowym, a jej funkcje uzaleznione sa od miejsca dziatania oraz od
rodzaju receptora, z ktorym si¢ faczy. Jej aktywnos¢ w autonomicznym uktadzie nerwowym
moduluje dziatanie uktadu sercowo-naczyniowego co skutkuje rozszerzeniem naczyn
krwiono$nych, obnizeniem tetna oraz zmniejszeniem sily skurczu migénia sercowego. W
uktadzie zotadkowo-jelitowym zwigksza perystaltyke zotadka i1 amplitude skurczéw
przewodu pokarmowego. Natomiast w uktadzie moczowym zmniejsza pojemnos$¢ pegcherza
moczowego 1 zwigksza ci$nienie mikcji. Bardzo wazna funkcja acetylocholiny jest stymulacja
wydzielnicza gruczotow w uktadzie oddechowym, ktore otrzymujac impulsy przywspotczulne
stymulujg wydzielanie §luzu w oskrzelach. W osrodkowym uktadzie nerwowym Ach
odpowiada za procesy koncentracji, zapamigtywania i1 uczenia si¢ a jej stezenie jest

wyjatkowo niskie w mozgach osob z chorobg Alzheimera.

Acetylocholina jest szybko hydrolizowana i w ten sposob unieczynniana przez enzym zwany
acetylocholinoesteraza (esteraza acetylocholinowa — AChE). Podstawowa funkcja
acetylocholinoesterazy w synapsach cholinergicznych jest przerwanie neurotransmisji przez
szybka hydroliz¢ acetylocholiny. Drastyczny spadek ilosci acetylocholiny moze staé si¢
przyczyna chordb neurodegeneracyjnych, w ktorych dochodzi do obumierania neuronow. W
chorobie Alzheimera, z powodu niewystarczajacej ilosci acetylocholiny uposledzone jest
przewodnictwo cholinergiczne. Pewna poprawe przynosi stosowanie inhibitorow AChE, ktére
sg selektywnymi inhibitorami miejsca anionowego w centrum aktywnym tego enzymu.
Poniewaz istnieje ogromne zainteresowanie nowo powstajagcymi zwigzkami mogacymi petnicé
finkcje inhibitorow AChE celem niniejszej pracy bylo opracowanie i zastosowanie
nowatorskiej metody elektroforezy kapilarnej do badan kinetyki enzymatycznej

acetylocholinoesterazy z zastosowaniem dietylo i dimetylo pochodnych aminoalkanoli. W
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niniejszej pracy wykazatem, ze opracowana przeze mnie metoda CE umozliwia wykonywanie
pomiard6w zmian stezen substratow 1 produktow reakcji katalizowanej przez
acetylocholinoesteraz¢ w obecno$ci wspomnianych dietylo i dimetylo pochodnych
aminoalkanoli. Sledzenie ubytku substratow (acetylotiocholina i kwas 4,4 ditio-bis-
nitrobenzoesowy) wykorzystywanych w przebiegu katalizowanej reakcji z jednoczesng
analizg przyrostu stezen powstajagcych produktow (kwas 5-tio-2-nitrobenzoesowy i kwas 5-
ditio-etylo-trimetyloamino-2-nitrobenzoesowy) w okreslonych odcinkach czasowych i w
obecnosci zmiennych stezen pochodnych (I, 11, 1111 1V) aminoalkanoli, umozliwia w sposob
precyzyjny okreslenie wszystkich, mozliwych parametrow kinetycznych AChE. Wykazatem,
ze opracowana przeze mnie metoda CE umozliwia jakosciowy 1 ilosciowy jednoczesny
pomiar wszystkich sktadnikow w danej probce analitycznej biorgcych udziat w katalizowane;j

przez enzym reakcji (rysunek 1)
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Rysunek 1. Rozdzialy elektroforetyczne sktadnikow mieszaniny reakcyjnej [(1)

acetylotiocholina, (2) kwas 4,4 ditio-bis-nitrobenzoesowy, (3) kwas 5-tio-2-nitrobenzoesowy,

(4)

kwas

5-ditio-etylo-trimetyloamino-2-nitrobenzoesowy,

(5) acetylocholinoesteraza]
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biorgcych udzial w badaniach przebiegu reakcji enzymatycznej katalizowanej przez
acetylocholinoesteraze w obecnosci pochodnych (I) (rysunek C), (II) (rysunek D), (I1I)
(rysunek A) i (IV) (rysunek B) oraz bez udziatu pochodnych (rysunek E).

Co wigcej, wykazalem tez, ze opracowana przeze mnie metoda odznacza si¢ na tyle duza
czutoscig, ze pozwala precyzyjnie okresli¢ rdéznice w sile inhibicji wszystkich czterech
pochodnych aminoalkanoli oraz réznice w powinowactwie substratu i inhibitora do enzymu

mimo bardzo niewielkich roznic w budowie ich czasteczek (rysunek 2).
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0 ® 0.01 mM (@) 10 0.02 M 1)
. 1 /
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= ; = 0.06 mM (IID)
£ ® 0.06 mM (@) =
= E 5] ; : ® 0.08 mM (1)
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Rysunek 2. Wykresy Lineweaver’a—Burk’a przebiegow kinetycznych reakcji katalizowanych
przez acetylocholinoesterazg w obecnosci zmiennych stgzen pochodnych (I),(ID),(IIT) 1 (IV)

aminoalkanoli.

Dzigki opracowanej przeze mnie metodzie wyznaczytem wszystkie parametry kinetyczne
(kat nachylenia, Vmax, Km, Ki i ICsy ) precyzyjnie okreslajace rodzaj inhibicji a takze
réznice W sile inhibicji i powinowactwie substratu i inhibitora do badanego enzymu (tabela

1). Dodatkowo obliczono energie dokowania (kcal/mol) dla wszystkich pochodnych.
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Tabela 1. Wplyw rodzaju podstawnika wystepujacego w gtownej strukturze pochodnych (1),
(II), (IIT) i (IV) aminoalkanoli na sit¢ i rodzaj inhibicji (kat nachylenia, Km, Vmax, ICs,
energi¢ stabilizacji) oraz sit¢ powinowactwa (Ki) poszczegdlnych pochodnych do centrum

aktywnego acetylocholinoesterazy.

Kat Km Vmax Energia
Skladnik R, R, R nachylenia [°] . . Ki[mM] ICs, [mM] stabilizacji
[mM/mL]  [mM/min] [keal/mol]
CH,
POC?IC;d”a hn—( 70.32 1.80 0.65 135  0.037 -8.1
CH,
Pochodna -
i ¢ 7002 1.79 0.65 1.42 0.039 —8.5
H,C
CH,
PO((:m;jna v—( 71.50 1.90 0.63 1.11 0.033 -8.9
CH;
Pochodna —
(V) )T 1040 183 064 122 0085 -92
H,C

W przerowadzonych przeze mnie badaniach wykazatem, ze wszystkie pochodne dietylo i
dimetylo aminoalkanoli sa inhibitorami kompetycyjnymi AChE o roznej sile inhibicji i
powinowactwie do centrum aktywnego enzymu wynikajgcego z réznic w budowie tancuchow
bocznych  (metylowych i etylowych) oraz podstawnikoéw izopropylowych i
dimetyloaminowych wystepujacych w glownej strukturze wszystkich pochodnych. Z
powyzszych badan wynika iz najsilniejszym inhibitorem AChE jest pochodna (III)
posiadajaca w swojej strukturze dwa podstawniki metylowe oraz podstawnik
izopropyloaminowy. Najstabszym za$ inhibitorem AChE jest pochodna (II) z dwoma
podstawnikami etylowymi i podstawnikiem dimetyloaminowym. W niniejszej pracy
przeprowadzone zostaty takze badania symulacji dynamiki molekularnej, ktore z duzym
przyblizeniem dodatkowo potwierdzaja uzyskane wyniki badan dotyczace wplywu
pochodnych dietylowych 1 dimetylowych aminoalkanoli na aktywno$¢ enzymatyczng

acetylocholinoesterazy. Dlatego opracowana przeze mnie metoda wydaje si¢ by¢ cennym
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narzedziem w badaniach kinetycznych zmian aktywnosci AChE — enzymu szczegolnie
waznego 1 odpowiedzialnego za szereg procesOw biochemicznych i fizjologicznych w naszym
organizmie. W niniejszej pracy dokonatem takze petnej optymalizacji wszystkich parametrow

oraz pelnej walidacji metody wykazujac w ten sposob jej duza przydatnos$¢ aplikacyjng.

H8. Catalase inhibition by aminoalkanol derivatives with potential anti-cancer activity.
In vitro and in silico studies using capillary electrophoresis method., Blazej Grodner*,

Mariola Napidrkowska, Dariusz Maciej Pisklak International Journal of Molecular Sciences,

23(13), 7123-7140, 2022.

Katalaza jest enzymem katalizujacym proces rozktadu nadtlenku wodoru do wody i tlenu.
Podstawowa jej funkcja jest ochrona komorek 1 jej struktur przed powstajacymi w naszym
organizmie reaktywnymi formami tlenu powstajagcymi w procesach metabolicznych. Dlatego
tez katalaza jest bardzo rozpowszechniona w wielu organach i strukturach ludzkiego
organizmu jak na przyktad w watrobie, nerce, leukocytach i erytrocytach, Katalaza wystepuje
takze u bakterii tlenowych gdzie spetnia u nich réwniez funkcje ochronne. Poniewaz spora
ilos¢ substancji, zwigzkéw leczniczych wprowadzanych do organizmu czlowieka moze w
rézny sposob oddzialywac¢ na aktywnos¢ wielu enzymow dlatego celem niniejszej pracy byto
opracowanie 1 zastosowanie metody elektroforezy kapilarnej do pomiaréw kinetycznych
katalazy oraz badanie wptywu pochodnych aminoalkanoli na aktywnos$¢ tego enzymu. W
niniejszej pracy wykazalem, ze dzigki opracowanej przeze mnie metodzie CE mozliwe jest
jednoczesne jakosciowe 1 1ilosciowe oznaczanie wszystkich reagentow (sktadnikow)
mieszaniny reakcyjnej w przebiegu reakcji katalizowanej przez katalaze. Dzigki opracowane;j
metodzie przeprowadzitem pomiary wzajemnych zmian stgzen substratow (gwajakol) i
produktow reakcji (tertagwajakol) podczas trwania procesu w obecnos$ci enzymu i czterech (1,
I1, 111, 1V) pochodnych aminoalkanoli (rysynek 1) oraz wyznaczylem wszystkie parametry
kinetyczne (Vmax, Km, Ki i ICs, stalg inhibicji (Ki)) (rysunek 2, tabela 1) umozliwiajace
precyzyjne okreslenie sily i typu inhibicji oraz stopnia powinowactwa inhibitora do centrum
aktywnego enzymu. Dodatkowo dla kazdej z pochodnych wyznaczono energie dokowania
(tabela 1).
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Rysunek 1. Rozdziaty elektroforetyczne sktadnikow mieszaniny reakcyjnej [(1) gwajakol,
(2) tetragwajakol, (3) katalaza] biorgcych udziat w badaniach przebiegu reakcji
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enzymatycznej katalizowanej przez katalaz¢ w obecnosci pochodnych (I) (rysunek B), (1)

(rysunek D), (I1I) (rysunek A) i (IV) (rysunek C) oraz bez udziatu pochodnych (rysunek E).
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Rysunek 2. Wykresy Lineweaver’a—Burk’a przebiegow kinetycznych reakcji katalizowanych
przez katalaze w obecnos$ci zmiennych stezen pochodnych (I) (rysunek A), (II) (rysunek B),
(1) (rysunek C) i (IV) (rysunek D) aminoalkanoli.
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Tabela 1. Wptyw rodzaju podstawnika wystepujacego w glownej strukturze pochodnych (I),

(1), (II1) i (IV) aminoalkanoli na site¢ i rodzaj inhibicji (kat nachlenia, Km, Vmax, ICs,

energi¢ stabilizacji) oraz sit¢ powinowactwa (Ki) poszczegolnych pochodnych do centrum

aktywnego katalazy.

Kat Km Vmax Energia
Skladnik R R R nachylenia [°] . . Ki[mM] ICs, [mM] stabilizacji
: ? : [mM/mL]  [mM/min] K [kcal/mof]
CH,
POC?If;dna n 30.75 073 1.25 161 1140  -86
CH;
Pochodna i
" N—Cl 27.06 0.64 1.24 3.04 12.80 -8.4
H,C
CH,
Poimgina N 3268 0.77 1.25 132 1030 -89
CH,
Pochodna —
") T 2927 071 126 179 1220  -82
H,C

W niniejszej pracy wykazatem, ze wysoka czulo$¢ opracowanej przeze mnie metody pozwala
na precyzyjne okreslenie sity kazdego z czterech inhibitoréw (pochodnych aminoalkanoli)
mimo bardzo matych réznic w budowie chemicznej ich czgsteczek. Wykazatem, ze wszystkie
pochodne aminoalkanoli s3 inhibitorami kompetycyjnymi katalazy o roznej sile dzialania
wynikajacej z rdznego stopnia powinowactwa wspomnianych inhibitorow do centrum
aktywnego enzymu uzaleznionego od wzajemnej obecnosci podstawnikow metylowych i
etylowych oraz izopropyloaminowych i dimetyloaminowych w gtéwnej strukturze czgsteczki
wszystkich czterech pochodnych aminoalkanoli. W przeprowadzonych przeze mnie
badaniach wykazatlem réwniez, ze wszystkie, wspomniane pochodne aminoalkanoli sa
stabymi inhibitorami katalazy, co przypadku mozliwego ich zastosowania w lecznictwie jest

ich zaleta w odniesieniu do pelionych przez katalaz¢ funkcji. W niniejszej pracy
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zastosowano rowniez metody dokowania molekularnego poszczegélnych aminoalkanoli do

centrum aktywnego enzymu (tabela 1) potwierdzajac z duzym przyblizeniem zgodno$é

wynikéw uzyskanych dzigki metodzie CE. W niniejszej pracy dokonatem takze pelnej

optymalizacji 1 walidacji opracowanej przeze mnie metody wykazujac w ten sposob jej duzy

potencjat aplikacyjny.

Podsumowanie

W pracach wchodzgcych w sklad cyklu habilitacyjnego wykazalem, ze:

1.

Analiza rozdzialow elektroforetycznych pozwala na okreslenie jako$ciowe i
ilosciowe pochodnych aminoalkanoli zar6wno w roztworach wodnych jak i w

materiale biologicznym.

Odpowiedni dobér selektoréw chiralnych i parametrow metody CE pozwala na
doskonala separacje oraz jakos$ciowe i iloSciowe oznaczanie enancjomerycznych

form pochodnych aminoalkanoli w roztworach wodnych i surowicy.

Zastosowanie zmodyfikowanego ukladu zlozonego z chiralnego i achiralnego
rodzaju selektora pozwolilo na znaczne przyspieszenie rozdzialu enancjomerow
pochodnych aminoalkanoli oraz znaczne obnizenie limitu detekcji i 0znaczalnos$ci

a takze istotny wzrost rozdzielczosci badanych pochodnych.

Opracowane metody CE pozwalaja na precyzyjne prowadzenie badan
kinetycznych opisanych enzyméw dzieki mozliwosci jednoczesnego pomiaru
wszystkich skladnikow analizy oraz wzajemnych zmian st¢zen substratow i

produktéw reakcji bioracych udzial w badaniach kinetycznych enzymow.

Dzi¢ki opracowanym metodom CE mozliwe jest wyznaczenie wszystkich
parametrow Kinetycznych okreslajacych typ inhibicji enzymatycznej, site
inhibicji, sil¢ powinowactwa inhibitorow do enzymoéw, szybko$¢ maksymalng
reakcji (Vmax), stala Michaelis’a-Menten (Km), polowe maksymalnego stezenia
hamujacego (ICxp), stala inhibicji (Ki), stalg katalityczna (kcat), oraz wydajnos¢
katalityczng (kcat/Km).
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6. Rodzaj i sila inhibicji pochodnych aminoalkanoli zalezy od ich budowy i rodzaju

enzymow, z ktérymi oddzialuja.

7. Wszystkie badane pochodne aminoalkanoli sa inhibitorami fosfatazy zasadowej,

fosfatazy kwasnej, acetylocholinoesterazy i katalazy.

8. W przypadku fosfatazy =zasadowej pochodne aminoalkanoli wywierajg
kompetycyjny i niekompetycyjny typ inhibicji zalezny od rodzaju podstawnikow

wystepujacych w glownej strukturze czasteczek.

9. W przypadku fosfatazy kwasnej, acetylocholinoesterazy i katalazy wszystkie
pochodne aminoalkanoli wykazaly kompetycyjny typ inhibicji o roznej sile
wynikajacej z roznic w budowie podstawnikow wystepujacych w gléwnych

strukturach czasteczek pochodnych aminoalkanoli.

Dokonalem takze pelnych optymalizacji i walidacji opracowanych metod, co stanowi
podstawe do ich zastosowania w badaniach skladu jakosciowego, iloSciowego i
enancjomerycznego pochodnych aminoalkanoli w mozliwych postaciach preparatow
leczniczych oraz w materiale biologicznym — surowicy a takze w badaniach szeroko

pojetej kinetyki enzymatycznej.

Plan badawczy kontynuacji podjetej tematyki.

Problematyka prac przedstawionych do oceny w rozprawie habilitacyjnej jest podstawg do
dalszego rozwijania metodologii zwiazanej z wykorzystaniem elektroforezy kapilarnej (CE).
Zdajac sobie sprawe¢ z ogromnych mozliwosci jakie moze dawaé wspomniana technika
planuje intensywnie rozszerzy¢ mozliwosci jej zastosowania do badan farmaceutycznych i
biochemicznych. Poniewaz ze wspomnianymi pochodnymi wigze si¢ duze nadzieje planuje w
pierwszym rzg¢dzie przeprowadzenie badan ich wptywu na aktywno$¢ mozliwie najwigkszej
liczby enzymow odgrywajacych gtowne role w regulacji istotnych szlakow metabolicznych.
Planuj¢ takze zbada¢ wplyw wspomnianych pochodnych na wybrane grupy izoenzymoéw, to
jest enzymow katalizujacych ten sam rodzaj reakcji chemicznej, lecz roznigcych si¢ budowa,
wlasciwosciami katalitycznymi, lokalizacja narzadowa oraz sposobem regulacji ich

aktywnosci.  Wykorzystujac  technike elektroforezy kapilarnej planuje  rodwniez
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przeprowadzenie badan dotyczacych monitorowania proceséw uwalniania pochodnych
aminoalkanoli i ich form enancjomerycznych z réznych postaci lekow. Najwazniejszym
celem moich przysztych prac bedzie badanie wplywu poszczegdlnych form
enencjomerycznych na aktywno$ci enzymatyczne a takze badania kierunku ich metabolizmu i
okreslenia parametrow farmakokinetycznych i farmakodynamicznych z wykorzystaniem
techniki CE.

5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych

Po obronie pracy magisterskiej rozpoczalem studia doktoranckie w Katedrze 1 Zakladzie
Biochemii i Chemii Klinicznej na wydziale Farmaceutycznym Akademii Medycznej w
Warszawie (obecnie Warszawski Uniwersytet Medyczny) pod kierunkiem Pana Prof. Jana
Pachecka. Tematyka mojej pracy dotyczyta opracowania i zastosowania metody CE do badan
enancjomerdw mianseryny w materiale biologicznym - surowicy. Problematyka
zapoczatkowana W pracy doktorskiej zainspirowata mnie do prowadzenia badan w kierunku
rozwoju metod zwigzanych technikami elektroforezy kapilarnej oraz praktycznego ich
zastosowania. Wyniki badan dotyczacych tematu pracy doktorskiej opublikowane zostaty w
pracy pod tytutem ,,A simpler and faster capillary electrophoresis method for determination of
mianserin enantiomers in human serum” (A1). Po obronie pracy doktorskiej kontynuowatem
tematyke badan zwigzanych z elektroforeza kapilarng, ale w Kierunku opracowywania
nowych jej metod dla catkowicie nowych grup zwiazkow oraz opracowywaniem
nowatorskich metod elektroforezy kapilarnej do badan kinetyki enzymatycznej;
zainteresowany bylem wykorzystaniem elektroforezy kapilarnej do badan wptywu
wspomnianych zwigzkéw na aktywno$¢ enzymatyczng oraz mozliwoscia badania tych

zwigzkoéw w materiale biologicznym.
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6. Publikacje oryginalne niewchodzace w sklad cyklu habilitacyjnego

Al: Grodner Blazej, Pachecka Jan. ”A simpler and faster capillary electrophoresis method
for determination of mianserin enantiomers in human serum.”Acta Poloniae Pharmaceutica -

Drug Research ,2006 ,63(1), 9-14.

Wktadem wtasnym prowadzacym do powstania niniejszej pracy byto zaprojektowanie
koncepcji badan, szczegdtowe opracowanie metody analitycznej, zastosowanie opracowanej
metodologii w technice elektroforezy kapilarnej, wykonanie pomiardéw, generalna analiza

danych zastosowanej metody.
Mo¢j udziat oceniam na 85%.

A2: Mianowska Aleksandra, Grodner Blazej, Pachecka Jan. ,,Zastosowanie krioprezerwacji

izolowanych wysp trzustkowych w terapii cukrzycy.” Farmaceutyczny Przeglad Naukowy,

2010, 7(10), 22-27.

Wkiadem wtasnym w niniejszej pracy byla generalna analiza danych oraz udziat w

redagowaniu tekstu.
Mo¢j Udziat oceniam na 25%.

A3: Grodner Blazej. ,,A Non-aqueous Capillary Electrophoresis for Determination of
Eugenol in Cloves and Dental Preparations”. Chromatographia, 2022, DOI: 10.1007/s10337-
022-04195-3.

IF: 2.213

Wkladem wtasnym prowadzacym do powstania niniejszej pracy bylo zaprojektowanie
koncepcji badan, szczegdtowe opracowanie metody analitycznej, zastosowanie opracowane;j
metodologii w technice elektroforezy kapilarnej, wykonanie pomiardw, generalna analiza
danych zastosowanej metody, przeprowadzenie pelnej optymalizacji i walidacji metody,
przeprowadzenie 1 szczegotowa analiza wynikow badan kinetyki enzymatycznej,
przygotowanie manuskryptu, przeprowadzenie korekty pracy oraz korespondencja z

recenzentami i edytorem.

Mo¢j udziat to 100%
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A4: Grodner Blazej, Matgorzata Jelinska. ,,RAPID DETERMINATION OF MANGANESE
IN FRESH PARSLEY LEAVES AND ROOTS USING CAPILLARY ELECTROPHORESIS
METHOD”. Prospects in Pharmaceutical Sciences, 2023, 21(1), 5-8.

Wkladem wtasnym prowadzacym do powstania niniejszej pracy bylo zaprojektowanie
koncepcji badan, szczegdtowe opracowanie metody analitycznej, zastosowanie opracowanej
metodologii w technice elektroforezy kapilarnej, wykonanie pomiardw, generalna analiza
danych zastosowanej metody, przeprowadzenie korekty pracy oraz korespondencja z

recenzentami i edytorem.

Mo¢j udziat oceniam na 90%

7. Publikacje przegladowe niewchodzace w sklad cyklu habilitacyjnego

B1: Sitkiewicz Dariusz, Sygitowicz Grazyna, Bialek Stawomir, Grodner Blazej. ,,Grelina —
czyli przez zotadek do serca.”, In Vitro Explorer, 2010. 1(10), 9-14.

Wkiadem wiasnym w niniejszej pracy byl udzial w analizie literatury i redagowaniu tekstu.

Mo¢j udziat oceniam na 10%

B2: Grodner Blazej, Sitkiewicz Dariusz. ,,Enancjomery: nowy problem w farmakoterapii
depres;ji?”, Psychiatria Polska, 2013, 47(3), 511-518.

IF: 0.753

Wkladem wlasnym prowadzacym do powstania niniejszej pracy byto zaprojektowanie i
koncepcja pracy, przygotowanie i analiza literatury, redakcja tekstu, przeprowadzenie korekty

pracy oraz korespondencja z recenzentami i edytorem.
Mo¢j udziat oceniam na 95%
8. Publikacje oryginalne opublikowane przed uzyskaniem stopnia doktora

C1: Grodner Blazej, Pachecka Jan. ”A simpler and faster capillary electrophoresis method

for determination of mianserin enantiomers in human serum.” Acta Poloniae Pharmaceutica -

Drug Research ,2006 ,63(1), 9-14.
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9. Udzial w konferencjach
Konferencje migdzynarodowe

D1: 12th International Congress of. Therapeutic Drug Monitoring &. Clinical Toxicology.
October 2 — 6,2011. Stuttgart, Germany. Blazej Grodner, Dariusz Sitkiewicz, Determination of

mianserin enantiomers in human serum by capillary electrophoresis.

D2: : International Conference on Enzymology & Molecular Biology (ICEMB). December 10,
2022 virtual conference. Blazej Grodner, Mariola Napiorkowska, Dariusz Maciej Pisklak. In

Vitro and In Silico Kinetic Studies of Patented 1,7-diEthyl and 1,7-diMethyl Aminoalkanol

Derivatives as New Inhibitors of Acetylcholinesterase.

D3: 1461st International Conference on Medical, Biological and Pharmaceutical Sciences
(ICMBPS). February 02, 2023. Blazej Grodner, Mariola Napiorkowska, Dariusz Maciej
Pisklak Kinetic studies of aminoalkanol derivatives as new inhibitors of acetylcholinesterase.

D4: ICEDD 2023: 17. International Conference on Enzymes in Drug Discovery
February 16-17, 2023 London, United Kingdom. Blazej Grodner, Mariola Napiorkowska,
Dariusz Maciej Pisklak In Vitro and in silico kinetic studies of 1,7-diEthyl and 1,7-diMethyl

aminoalkanol derivatives as new inhibitors of acetylcholinesterase.

D5: 22™ International Conference on Medicinal and Pharmaceutical Chemistry March 15-16
2023 Vancouver, Canada. Blazej Grodner, Mariola Napiorkowska, Dariusz Maciej Pisklak

Aminoalkanol Derivatives as New Inhibitors of Acetylcholinesterase
Konferencje krajowe

E1: XVIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Diagnostyki Laboratoryjnej Warszawa 15-18 wrze$nia,
2013, Blazej Grodner, Dariusz Sitkiewicz, Zastosowanie elektroforezy kapilarnej do

terapeutycznego monitorowania st¢zenia enancjomerow fluoksetyny i norfluoksetyny.
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E2: XXXVII Ogodlnopolskie seminarium na temat Magnetycznego Rezonansu Jadrowego i
jego zastosowan, Krakow, 1-2.12.2004, D.M. Pisklak, B. Grodner, J. Pachecka, I. Wawer,
Badanie mianseryny leku przeciwdepresyjnego metoda 13C CP MAS NMR

10. Staze naukowe

W lipcu 2022 r. odbylem miesieczny staz naukowy w Narodowym Instytucie Lekow w
Warszawie, w Zaktadzie Lekow Syntetycznych pod kierunkiem Pani Prof. dr hab. Katarzyny
Michalskiej.

11. Recenzje prac w wysoko punktowanych czasopismach zagranicznych

Bylem recenzentem 12 prac w nastgpujacych, wysoko punktowanych czasopismach

anglojezycznych:

-International Journal of Molecular Science
-Molecules

-Water

- Biomedicines

- Sustainability

12. Szkolenia i sympozja

- Biochemical Society Jan 26 2023. Developments in the Immune System and

Immunotherapies.

- Labroots webinar Feb 09, 2023. A Modern Approach to Screening for Monoclonal
Gammopathies using Digital Workflows.

- Labroots webinar Mar 08, 2023 Boost microbial detection sensitivity with unbiased human
host DNA and RNA depletion.

- Labroots webinar Mar 15, 2023 HbA1c for monitoring glycemic control in 2023 and in the

future.

- ACS-webinar March 9, 2023 Nature’s Lipid Nanoparticles: Exosomes in Drug Delivery and

Therapeutics.
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13. Wspélpraca naukowa

- Katedra Biochemii Wydziatu Lekarskiego WUM: dr Mariola Napiorkowska — w zakresie
badania zwigzkéw o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym (8 wspolnych

publikacji).

- Zaktad Chemii Fizycznej Wydziatu Farmaceutycznego WUM: dr hab. Dariusz, Maciej
Pisklak — w zakresie badan oddziatywan pochodnych aminoalkanoli na wybrane uktady

enzymatyczne (3 wspolne publikacje).

- Zaklad Bromatologii Wydziatu Farmaceutycznego WUM: dr Matgorzata Jelinska — w
zakresie badan zawarto$ci joné6w manganu w surowcach ro$linnych: liScie i korzenie

pietruszki (1 wspdlna publikacja).

- Zaktad Chemii Organicznej i Fizycznej WUM: dr hab. Teresa Zotek - w zakresie badan
dotyczacych izomeréw nowych analogéw witaminy D3 (1 wspdlna publikacja : ,, Nonaqueous
capillary electrophoretic separation of analogs of 1,24R-dihydroxyvitamin D3 derivative”

wystana do publikacji)

- Zaktad Chemii Lekéw Wydziatu Farmaceutycznego WUM: prof. dr hab. Andrzej Kutner -
w zakresie badan dotyczacych izomerow nowych analogéw witaminy D3 (1 wspdlna
publikacja : ,,Nonaqueous capillary electrophoretic separation of analogs of 1,24R-
dihydroxyvitamin D3 derivative as predicted by quantum chemical calculations” wystana do
publikacji)

- Katedra i Zaktad Technologii Lekow i Biotechnologii Farmaceutycznej Wydziatu
Farmaceutycznego WUM: prof. dr hab. Franciszek Herold, dr Marek Krol, dr Grzegorz
Slifirski, dr Piotr Slifirski — w zakresie badan dotyczacych nowych, potencjalnych lekow
przeciwdepresyjnych o podwojnej wigzalnosci do rec.5-HT1A i SER. (1 wspdlna publikacja:
,,Determination of new derivatives of 4-aryl-pyrido[1,2-c]pyrimidine with a high affinity to
5-HT1A receptor and SERT protein as a new antidepresant drugs by capillary electrophoresis

method.” wystana do czasopisma).

- Zaktad Alergologii i Immunologii Klinicznej Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego

WUM: dr hab. Edyta Krzych-Fatta — w zakresie badan poziomu alergenéw metodg
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elektroforezy kapilarnej (1 wspdlna publikacja: ,,Methodological Principles of Nasal Food

Challenge ”. Praca wystana do recenzji)
14. Otrzymane nagrody za dzialalno$¢ naukowa

- w roku 2022: Nagroda naukowa III stopnia J.M. Rektora WUM za prace dotyczacg badan
wptywu pochodnych aminoalkanoli na aktywno$¢ enzymatyczng fosfatazy kwasnej i
acetylocholinoesterazy z zastosowaniem techniki elektroforezy kapilarnej;

- w roku 2018: Nagroda naukowa III stopnia J.M. Rektora WUM za prac¢ dotyczacg badan
pochodnych aminoalkanoli z zastosowaniem techniki elektroforezy kapilarnej.

15. Otrzymane odznaczenia

- Brazowy Krzyz Zashugi przyznany przez Prezydenta Rzeczpospolitej Polskie;.

- Medal Brazowy Za Dhugoletnig Stuzbe przyznany przez Prezydenta Rzeczpospolitej
Polskiej.

- Medal Komisji Edukacji Narodowej przyznany przez Ministra Edukacji Narodowe;j.

16. Dzialalno$¢ dydaktyczna

a) Opieka nad pracami magisterskimi: Bylem opieckunem naukowym 11 prac magisterskich
zrealizowanych w Katedrze i Zaktadzie Biochemii i Chemii Klinicznej oraz Zakladzie
Biochemii i Farmakogenomiki. Tematyka prac dyplomowych dotyczyta glownie
opracowywania i zastosowania metod elektroforezy kapilarnej w badaniach
farmaceutycznych. W latach 2010-2011 bylem roéwniez recenzentem dwoch prac

magisterskich zrealizowanych na Wydziale Farmaceutycznym WUM.

b) Opieka nad studentka w kole nmaukowym: W latach 2010-2012 pehitem funkcje
opiekuna pracy dotyczacej badah enancjomeréw fluoksetyny i norfluoksetyny. Praca zostata
zakonczona obrong pracy magisterskiej pt.”Walidacja metody oznaczania enancjomerow

fluoksetyny i1 norfluoksetyny za pomocg techniki elektroforezy kapilarnej”.

C) Zajecia dydaktyczne: W latach 2010-2014 prowadzitlem zajecia na kierunku AnalityKi

Klinicznej z zakresu opracowywania i walidacji metod analitycznych.
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d) Prowadzone zajecia dydaktyczne: W ramach zaje¢ dydaktycznych prowadze seminaria i
¢wiczenia laboratoryjne z przedmiotu ,,Biochemia” dla studentéw II roku kierunku

farmaceutycznego oraz dla studentow I roku kierunku fizjoterapii.

e) Tworca pierwszego, multimedialnego cyklu wyktadéow wstepnych z biochemii dla

studentow III roku farmacji.
17. Dzialalno$¢ organizacyjna

W latach 2008 i 2009 bylem dwukrotnie czlonkiem komisji egzaminacyjnej na Wydziale

Farmaceutycznym.

18. Czlonkowstwo w towarzystwach naukowych

Jestem cztonkiem Polskiego Towarzystwa Diagnostyki Laboratoryjnej (PTDL).
19. Wyklad na zaproszenie

W dniu 02.03.2023 wygtositem wyktad na zaproszenie pt. ,Elektroforeza kapilarna w
diagnostyce laboratoryjnej” podczas posiedzenia referatowego organizowanego przez Zarzad
Oddzialu Warszawskiego PTDL.

20. Aktywno$¢ w zagranicznych czasopismach naukowych

Jestem glownym organizatorem wydania specjalnego w wysoko punktowanym czasopismie

zagranicznym ,,Molecules” jako Guest Editor.
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