DOI: 10.53584/wiadchem.2022.3.1 WIADOMOSCI 2022, 76, 3-4
chemiczne PL ISSN 0043-5104

ANALITYKA ANTYBIOTYKOW
B-LAKTAMOWYCH
W UKLADZIE IN SILICO, IN VITRO ORAZ IN VIVO

ANALYTICS OF BETA-LACTAM ANTIBIOTICS
IN SILICO, IN VITRO AND IN VIVO

Daria Janiszewska', Malgorzata Szultka-Mlynska'*,
Boguslaw Buszewski'?

IKatedra Chemii Srodowiska i Bioanalityki, Wydziat Chemii,
Uniwersytet Mikolaja Kopernika,
ul. Jurija Gagarina 7, 87-100 Torun
’Interdyscyplinarne Centrum Nowoczesnych Technologii
Uniwersytet Mikolaja Kopernika
ul. Wilenska 4, 87-100 Torun
*e-mail: mszultka@chem.umk.pl

Abstract

Wykaz stosowanych symboli i oznaczen

Wprowadzenie

1. Budowa chemiczna, wlasciwosci fizykochemiczne i mechanizm dziatania
antybiotykéw B-laktamowych

2. Podejscie in silico w badaniu metabolizmu antybiotykow B-laktamowych

3. Podejscie in vitro w badaniach metabolizmu antybiotykow B-laktamowych

4. Inkubacja antybiotykow B-laktamowych z enzymami watrobowymi frakcji
mikrosomalnej

5. Zastosowanie reaktora elektrochemicznego i spektrometrii mass

6. Metody analityczne w oznaczaniu i identyfikacji antybiotykow f-laktamo-
wych w probkach biologicznych

Uwagi koncowe

Podzigkowania

Pi$miennictwo cytowane




110 D. JANISZEWSKA, M. SZULTKA-MLYNSKA, B. BUSZEWSKI

Mgr Daria Janiszewska w 2019 roku ukonczyta studia drugiego stopnia na kierunku
Biotechnologia na Wydziale Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych, a w 2020 na kierunku
Chemia Kryminalistyczna na Wydziale Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu.
Obecnie jest doktorantka Szkoly Doktorskiej Nauk Scistych i Przyrodniczych na tym samym
wydziale, wiazac prace naukowa z Katedra Chemii Srodowiska i Bioanalityki. Gtowne
zainteresowania badawcze skupiaja si¢ wokot identyfikacji mikrobiologicznej z zastosowaniem
technik ,,-omicznych” oraz poznaniem i interpretacja mechanizméw zwigzanych z dziataniem
i metabolizmem antybiotykow.

https://orcid.org/0000-0002-5252-6886

Eicii
e

Dr hab. Malgorzata Szultka-Mlynska, prof. UMK jest absolwentka Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu uzyskujac kolejno tytul zawodowy magistra w 2010
roku oraz doktora nauk chemicznych w 2014, a doktora habilitowanego w 2019 roku. Jej
zainteresowania badawcze koncentrujg si¢ wokol metod przygotowania probek, technik
chromatograficznych, spektrometrii mas, jak réwniez oznaczania i identyfikacji zwigzkow
biologicznie aktywnych w materiale biologicznym. Jest wspotautorka ok. 75 publikacji
naukowych, 1 patentu i 3 zgloszen patentowych oraz wielu prezentacji konferencyjnych.
Kierowala projektami naukowymi finansowanymi przez MNiSW oraz NCN. Za dzialalno$¢
naukowg byta kilkukrotnie wyrdzniana nagrodami, m.in. KChA PAN, FNP, MNiSW, JM Rektora
UMK.

Prof. dr hab. Bogustaw Buszewski absolwent Chemii UMCS w Lublinie. W 1986 doktorat
Stowacki Uniwersytet Techniczny w Bratystawie. W 1992 habilitacja, a w 1999 tytut profesora
chemii. Stypendysta Fundacji AvH. Autorem 15 ksigzek, 68 patentdw i ponad 660 artykutow
naukowych. Prezes CEGSS, przewodniczacym KChA PAN, czlonek PAN i EASA. Laureat
licznych nagréod 1 wyrdznien w kraju i zagranica, promotor 48 doktorantow, z ktdrych 24
uzyskato stopien doktora habilitowanego. Od 2013 r. pelnomocnik Marszatka Woj. Kujawsko-
Pomorskiego ds. rozwoju nauki, badan i wdrozen oraz innowacyjnosci. Gtdwne zainteresowania
naukowe: bioanalityka, -omika (metabolomika, proteomika, lipidomika itp.), techniki separacyjne
(chromatografia i1 techniki pokrewne, adsorpcja, przygotowanie probek), spektroskopia
i spektrometria, chemometria.

Bl - E‘ @ https://orcid.org/0000-0002-5482-7500




ANALITYKA ANTYBIOTYKOW B-LAKTAMOWYCH 111

ABSTRACT

Drug analysis necessitates introducing selective methods of detection and
enriching the substances present in biomaterial at low concentration levels (trace
analysis). Moreover, there is a continuous demand for increase in the quality
of drugs that are being developed, which in turn enforces the development
of analytical techniques of increasing sensitivity and accuracy with the application
of combined separation techniques. Thus the premise of this review is to compare
the in vitro metabolic pathways of antibiotic drugs in model conditions such as
in the presence of different microsomal fraction enzymes and with the application
of electrochemical stimulation of metabolic transformations, as well as to the
collected data with the results of in vivo experiments.

Keywords: biologically active compounds, chromatographic techniques,
electrochemistry, in vitro, in vivo, mass spectrometry, metabolism, therapeutic drug
monitoring

Stowa kluczowe: zwiazki biologicznie aktywne, techniki chromatograficzne,
elektrochemia, in vitro, in vivo, spektrometria mas, metabolizm, terapeutyczne
monitorowanie lekow
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

CYP - Cytochrom P450
EC-MS - Elektrochemia-spektrometria mas (ang. Electrochemistry
-Mass Spectrometry)
EST - Sulfotransferaza estrogenu
FTIR -Spektroskopia w podczerwieni transformacja Fouriera
transform infrared spectroscopy)
CE - Elektroforeza kapilarna (ang. Capillary electrophoresis)
GC-MS - Chromatografia gazowa sprz¢zona ze spektrometrig mas
chromatography — mass spectrometry)
GST - S-transferaza glutationu
LC-MS - Chromatografia cieczowa sprzgzona ze spektrometrig
mas (ang. Liquid chromatography — mass spektrometry)
NMR - Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
magnetic resonance)
PBP - Biatka wiazgce penicyling (ang. Penicillin-binding
proteins)
PGN - Peptydoglikan
PST - Sulfotranferaza fenolowa
QSAR - Tlosciowa zaleznos$¢ struktura- aktywnosc¢ (ang.
Quantitative structure-activityrelationship)
UDP - Urydyno-5’difosforan

UGT - Glukuronozylotransferaza
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WPROWADZENIE

Podstawowym krokiem do oceny loséw antybiotykéw [-laktamowych
w organizmie jest charakterystyka budowy chemicznej metabolitow powstajacych
zarowno w 1, jak i II fazie biotransformacji. Podstawowe pytanie dotyczace badan nad
przemianami metabolicznymi zwiazkow biologicznie aktywnych w ludzkim organizmie
to takie w jaki sposdb skorelowac ze sobg wyniki z eksperymentoéw in vitro z badaniami
in vivo w praktyce klinicznej. W metabolizmie lekéw zastosowanie znajdujg liczne
modele in vitro, jak hepatocyty, enzymy watrobowe frakcji mikrosomalnej, pojedyncze
frakcje cytoplazmatyczne czy rekombinowane systemy enzymatyczne. Poniewaz
komorki watrobowe wykazuja wysoki poziom aktywno$ci cytochromu P450 i czgsto sa
gldownym miejscem przemian metabolicznych, powszechnie stosowanym narzgdziem
in vitro staly si¢ mikrosomy ludzkiej watroby. Ponadto, metabolizm zwigzkow
biologicznie aktywnych moze by¢ badany za pomoca podejScia in silico, czyli
programow komputerowych umozliwiajacych przewidywanie potencjalnych miejsc
metabolizmu antybiotykéw [-laktamowych wobec roéznych izoenzyméw cytochromu
P450. Ponadto jedno z najbardziej postepowych narzedzi analitycznych do badania
metabolizmu antybiotykow B-laktamowych stanowi obecnie potaczenie elektrochemii
ze spektrometria mas, pozwalajace wyeliminowaé¢ wiele zmudnych etapdéw izolacji
metabolitdow powstajacych in vivo lub in vitro. Majac na uwadze, iz okoto 90%
zwigzkéw biologicznie aktywnych ulega reakcjom utleniania-redukcji, mozemy
zauwazy¢ iz procesy katalizowane przez izoenzymy cytochromu P450 znajduja swoje
odzwierciedlenie wsrod reakcji przeprowadzanych za pomocg celi elektrochemicznej.

1. BUDOWA CHEMICZNA, WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE
I MECHANIZM DZIALANIA ANTYBIOTYKOW BETA-
LAKTAMOWYCH

Antybiotyki  B-laktamowe sa  najcze$ciej  stosowanymi  $Srodkami
przeciwbakteryjnymi na $wiecie. Strukturalnie B-laktamy zawieraja 4-czionowy
pierscien B-laktamowy zawierajacy wegiel o 1 B, azot oraz grupg karbonylows.
Obejmuja  pochodne penicyliny (penamy), cefalosporyny 1 cefamycyny
(cefemy),karbapenemy 1 monobaktamy. W pierwszych czterech grupach
antybiotykow pier§cienien [-laktamowy skondensowany jest z 5-czlonowym
pier§cienieniem tiazolidynowym i unikalnym tancuchem bocznym [1] (Rys. 1.).
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Rysunek 1. Ogolna struktura podstawowych grup antybiotykow f-laktamowych
Figure 1. General structure of the main groups of B-lactam antibiotics

Penicyliny posiadaja podstawowa bicykliczng strukturg, kwas 6-
aminopenicylinowy (6-APA). Struktura sklada si¢ z zamknigtego dipeptydu
powstatego w wyniku kondensacji L-cysteiny i D-waliny, w wyniku czego powstaje
pierscien P-laktamowy i tiazolidynowy. Reaktywny charakter ukladu pierscieni
sprawia, ze penicyliny sa podatne na procesy degeneracyjne. W S$rodowisku
kwasnym i temperaturze pokojowej pierscien B-laktamowy ulega rekonfiguracji.
Proces ten ma znaczenie kliniczne, ze wzgledu na kwasowe srodowisko zotadka
[2].

Cefalosporyny sg grupa potsyntetycznych antybiotykdéw B-laktamowych,
bedacymi pochodnymi kwasu 7-aminocefalosporynowego (7-ACA). Zawieraja
W swojej czasteczce dwupierScieniowg strukture cefamu, a od cefamycyn odroznia
je obecnos¢ grupy 7-metoksylowej. Obecnie istnieje 5 generacji antybiotykow
cefalosporynowych réznigcych sie spektrum przeciwbakteryjnym, farmakokinetyka
oraz odpornoscia na B-laktamazy [3]. Kolejna grupa antybiotykow B-laktamowych
sg strukturalnie spokrewnione z penicylinami i cefalosporynami karbapenemy. Leki
te s3 pochodnymi tienamycyny, antybiotyku wytwarzanego przez drobnoustroje
glebowe. Karbapenemy posiadaja maksymalne spektrum dziatania przeciwbakteryj-
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nego, co zwigzane jest z ich wewnetrzng opornoscia na prawie wszystkie
B-laktamazy. Stabilno$¢ wobec B-laktamaz wynika z obecnos$ci podstawnika trans-
o-1-hydroksyetylowego [4].

Wyjatkiem od podstawowej struktury chemicznej omawianych antybiotykow
s monobaktamy, ktérych postawe stanowi monocykliczny pierscien B-laktamowy,
tancuch boczny -R oraz grupa A-SOsH [5] (Rys. 1.).

Wszystkie antybiotyki [-laktamowe maja wspolny mechanizm dziatania
polegajacy na hamowaniu biosyntezy $ciany komérkowej bakterii (Rys. 2.).
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Rysunek 2. Mechanizm dziatania antybiotykow B-laktamowych
Figure 2. Mechanism of action of B-lactam antibiotics

Sciany komorkowe bakterii sa strukturami zbudowanymi z kwasu
diaminopimelinowego, muraminowego, teichojowego, aminokwasow,
weglowodanow oraz lipidéw. Cato§¢ tworzy zlozona makroczasteczke zwang
peptydoglikanem (PGN), mukopeptydem Iub mureing. Koncowe fragmenty
lancucha peptydowego PGN, ktore stanowi D-alanylo-D-alanina, tworza polaczenie
pod wpltywem transpeptydazy z wydzieleniem jednej czasteczki D-alaniny.
B-laktamy zaburzaja rozwo¢j S$cian komorkowych bakterii przez integracje
w enzymy trans peptydazy odpowiedzialne za tworzenie wiazan krzyzowych
migdzy niémi peptydoglikany. Enzymy te zwigzane sg z biatkami wigzacymi
penicyling (PBP). Zwiazki -laktamowe stanowig analogi D-alanylo-D-alaniny, co
ulatwia wigzanie z miejscem aktywnym PBP. Nieodwracalne hamowanie PBP
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zapobiega ostatecznemu sieciowaniu (transpeptydacji) powstajacej warstwy
peptydoglikanu, zaklocajac syntez¢ Sciany komorkowej, powoduje utrate
zywotnosci 1 lize komorki bakteryjnej [6].

Kazdy lek po wprowadzeniu do organizmu musi przejs¢ kilka etapow aby
uzyska¢ odpowiedni efekt farmakologiczny. Antybiotyki ulegaja biotransformacji
w watrobie, nerkach, krwi oraz $cianach jelita cienkiego.Powstate metabolity dzieli
si¢ na aktywne, nieaktywne, toksyczne lub te, ktore pod wplywem odpowiednich
czynnikow fizycznych przeksztalcaja si¢ w zwiazek pierwotny. W zaleznosci od
rodzaju  wytwarzanego  metabolitu, aktywno$¢  przeciwdrobnoustrojowa
1 toksyczno$¢ zwigzku pierwotnego moze wzrosngc, co moze skutkowacé pewnymi
ograniczeniami w stosowaniu antybiotykdéw [7]. Analiza biotransformacji
potencjalnych lekéw jest obowigzkowym etapem badan przedklinicznych. W tym
celu mozliwe jest zastosowanie kilku podjes¢, takich jak in silico, in vitro, in vivo
oraz badan elektrochemicznych (Rys. 3.).

BADANIE
METABOLIZMU
LEKOW

Elektrochemia

Rysunek 3. Wybrane metody badania metabolizmu antybiotykéw B-laktamowych
Figure 3. Selected methods of B-lactam antibiotics metabolism research
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2. PODEJSCIE IN SILI CO W BADANIU METABOLIZMU
ANTYBIOTYKOW BETA-LAKTAMOWYCH

Los podawanych antybiotykow B-laktamowych, a takze wszystkich innych
lekéw determinowany jest przez ich metabolizm w organizmie. Zalezg one od
trzech gtownych faz metabolizmu. Pierwsza faza polega na wprowadzeniu grupy
reaktywnej poprzez utlenianie, redukcje lub hydroliz¢ faza druga na koniugacji
Z r1éznymi ugrupowaniami natomiast faza trzecia na usuwaniu metabolitow
z komorek watroby 1 jelit. Najwazniejsze izoenzymy fazy pierwszej nalezg do
cytochromu P450 (CYP), poniewaz wytwarzaja najwigcej metabolitow pierwszej
generacji i majg wysoki udziat metabolitow toksycznych i/lub reaktywnych[8]. Na
etapie projektowania lub modyfikowania nowych antybiotykow [-laktamowych
istotne jest posiadanie wiedzy o ewentualnych miejscach szczeg6lnie podatnych na
dzialanie enzyméw metabolizujacych.

Nowoczesne podejscia  eksperymentalne pozwalaja na szczegOlowe
wyjasnienie absorpcji, dystrybucji, mechanizmu, wydalania i toksyczno$ci, ale sg
kosztowne 1 czasochtonne, dlatego pozadane jest opracowanie skutecznych
i niezawodnych metod in silico [9]. Na poczatku lat 60. opracowana zostala
koncepcja ilo$ciowej zalezno$ci struktura-aktywno$¢ (ang. Quantitative structure-
activity relationship, QSAR), pdzniej szeroko stosowana w odkrywaniu lekow.
Koncepcja zaktada, ze czgsteczki o podobnej strukturze potencjalnie wykazuja
podobng aktywno§¢ chemiczng i biologiczng.Podejscie QSAR wykorzystuje
eksperymentalne zbiory danych obejmujace aktywno$¢ biologiczng zwigzkow
chemicznych; ich cechy chemiczne i fizyczne, jak rowniez statystyczne metody
korelacji tych cech z aktywno$cia biologiczng [10]. Modele QSAR, ktore
przewiduja przemiang metaboliczng zwigzkéw endogennych lub egzogennych, sa
skonstruowane dla enzymoéw watrobowych z rodziny CYP450 jako zwiazkéw
dostarczajacych cennych informacji do wirtualnego badania skutecznosci lekow na
duzg skale [11].

Obecnie stosuje si¢ zaawansowane metody oparte na uczeniu maszynowym
definiowanego jako metoda obliczeniowa uczaca si¢ na podstawie zestawu danych
testowych celem zbudowania modelu klasyfikowania nieznanych danych. Szybki
postep w opracowywaniu nowych metod uczenia maszynowego pozwolilo na
rozw0j tysiecy modeli QSAR do doktadniejszego przewidywania metabolizmu
lekow [12]. Uczenie maszynowe lepiej nadaje si¢ do wyodrebniania
nieparametrycznych i nieliniowych relacji ze zbiorow danych, co umozliwia
tworzenie modeli in silico o lepszej wydajnosci predykcyjnej [13]. Zastosowanie
podejs¢ do uczenia maszynowego we wspoOlczesnym odkrywaniu lekow
przyspieszyto proces skanowania i filtrowania nieskutecznych zwiazkoéw, osiagajac
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znaczng redukcje czasu i kosztow w poroéwnaniu z eksperymentalnymi metodami
przesiewowymi [14].

W dziedzinie komputerowego wspomagania odkrywania lekéw uczenie
maszynowe od niedawna stosuje si¢ w celu przewidywania interakcji migdzy
ligandem a biatkiem docelowym [15]. W ostatnich latach zwrdcono uwage na
przewidywanie toksycznosci lekow z wykorzystaniem sieci neuronowych, ktore sa
jednymi z metod uczenia maszynowego [16]. Poznanie wlasciwosci strukturalnych
biatka umozliwia zaprojektowanie skutecznych ligandow, a tym samym
stwierdzenie czy dany lek bedzie aktywny terapeutycznie, nieaktywny czy
toksyczny. Najnowoczesniejsze oparte na identyfikacji miejsca metabolizmu
obejmuja dokowanie obliczeniowe oraz dynamike molekularng. Metody dokowania
zostaty skrupulatnie zastosowane do przewidywania in silico toksyczno$ci
antybiotykow [-laktamowych, co pozwala na identyfikacj¢ wigzania zwigzku
wiodacego z niekorzystnymi biatkami oraz przewidywanie niepozadanych skutkow
ubocznych [17].

W oparciu o powstale algorytmy zaprojektowano wiele programow
komputerowych umozliwiajacych przewidywanie metabolizmu nowych czasteczek
o aktywnosci biologicznej. Jednym z takich programéw jest stworzony przez firme¢
Molecular Discovery Ltd., MetaSite, bazujacy na strukturze 2D substratu i 3D
enzymu. Program obejmuje obliczenie dwoch zestawow deskryptorow, jednego dla
enzymu CYP i jednego dla potencjalnego substratu, reprezentujacych odpowiednio
chemiczny odcisk palca enzymu i substratu [18]. Innym programem jest Meteor
(Lhasa Ltd.), stanowigcy baz¢ danych dotyczaca zaleznosci pomiedzy strukturg
danej czgsteczki, a kierunkiem jej biotransformacji (reakcje 1 i Il fazy). Dzigki temu
mozliwe jest przewidzenie nie tylko powstajacych metabolitow, ale rowniez
okreslenia prawdopodobienstwa ich wystapienia in vivo [19].

Powaznym problemem jest jednak niespdjnos¢ dostepnych danych
eksperymentalnych wykorzystywanych do budowy modeli in silico. Wynika to ze
zmienno$ci biologicznej i btedoéw technicznych, ktoére mogg prowadzi¢ do btednych
danych [20]. Metody in silico stanowig ogromng innowacje w wysitkach
zmierzajacych do przewidywania losu lekow, jednak konstrukcja wiarygodnych
modeli predykcyjnych ciagle pozostaje wyzwaniem [21-22].

3. PODEJSCIA IN VITRO W BADANIACH METABOLIZMU
ANTYBIOTYKOW BETA-LAKTAMOWYCH

Dla wigkszoséci antybiotykow B-laktamowych gtownag droga eliminacji jest
biotransformacja przy udziale izoenzyméw cytochromu P450. Ich dzialanie ma na
celu przeksztatlcenie docelowych zwiazkéw w  bardziej polarne. Tak
zmodyfikowane leki mogg by¢ réwniez wykorzystane jako substraty w reakcjach
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fazy 1I. Glowne izoformy ludzkiego CYP biorace udzial w metabolizmie lekoéw to
CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2El oraz CYP3A4,
z ktorych ta ostatnia jest odpowiedzialna za przemiang prawie 50% znanych
zwigzkéw biologicznie aktywnych. Do kluczowych enzymow fazy Il zaliczyé
mozna zalezng od UDP (urydyno-5’-difosforan) glukuronozylotransferaze (UGT),
sulfotranferaze fenolowa (PST), sulfotransferaze estrogenu (EST) i S-transferazg
glutationu (GST). Podobnie jak CYP, enzymy Il fazy réwniez istnieja w postaci
wielu izoform (Rys. 4). Przebieg biotransformacji jest kluczowym wyznacznikiem
waznych wlasciwosci leku, w tym stabilno$ci metabolicznej, interakcji lek-lek oraz
jego toksycznos$ci [23-25].

Drogi metabolizmu Glowne izoformy
lekow CYP450

NAT MAO
FMO

2B6
A2 2E1

Esterazy 1A1

Glukuronidacja - 2C19

2C9

2D6

Rysunek 4. Izoenzymy cytochromu P450 biorace udzial w metabolizmie antybiotykow B-laktamowych
Figure 4. Cytochrome P450 isoenzymes involved in B-lactam antibiotics metabolism

Najwickszym wyzwaniem w badaniach nad metabolizmem antybiotykoéw
B-laktamowych u ludzi jest to, aby dokona¢ wiarygodnych ekstrapolacji z modelu
in vitro lub in vivo w praktyce Kklinicznej. Dlatego tez celem jest stworzenie
warunkow eksperymentalnych zapewniajacych uzyskanie produktow analogicznych
do tych, ktére powstajg naturalnie w ludzkim organizmie. W zwigzku z tym
opracowano kilka modeli in vitro m.in. supersomy ludzkiego CYP i UGT,
mikrosomy ludzkiej watroby, frakcje cytozolowa i S9 ludzkiej watroby, linie
komoérkowe watroby, transgeniczne linie komorkowe, hepatocyty, skrawki watroby
oraz izolowana perfundowana watrob¢. Dominujagcym czynnikiem wptywajacym na
wyniki badan in vitro jest jako§¢ pobranego materiatu. Optymalny system
modelowy zalezy od wielu czynnikéw. Zalicza si¢ do nich m.in. podobienstwo
in vivo, koszt, dostepno$¢ oraz wzgledy etyczne [23-25].
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4. INKUBACJA ANTYBIOTYKOW BETA-LAKTAMOWYCH
7 ENZYMAMI WATROBOWYMI FRAKCJI MIKROSOMALNEJ

Ponad 90% reakcji oksydacyjnych fazy I metabolizmu jest katalizowanych
przez monooksygenazy obecne w watrobie z tego tez wzgledu w badaniach
metabolicznych jako narzedzie in vitro powszechnie stosowane sa mikrosomy
ludzkiej badz zwierzecej watroby. Takie podejscie sprawia, ze enzymy dziatajg
w swoim naturalnym $rodowisku, umozliwiajac tym samym powstawanie pelnego
zakresu produktow metabolicznych. Roztwér enzyméw frakcji mikrosomalnej
otrzymuje si¢ poprzez homogenizacj¢ watroby, a nast¢pnie wirowanie homogenatu
przy 9.000-10.000 x g w celu uzyskania frakcji supernatantu (znanej jako S9 lub
S10). Dalsze wirowanie uzyskanej frakcji przy 100.000 x g prowadzi do powstania
osadu mikrosomalnego zawierajacego enzymy odpowiedzialne za reakcje fazy I,
w tym monooksygenazy cytochromu P450 [23-25].

Najwickszymi zaletami mikrosoméw sa przede wszystkim niskie koszty,
prostota uzycia oraz fakt, ze jest to najlepiej scharakteryzowany system in vitro
wykorzystywany do badan biotransformacji antybiotykow B-laktamowych. Poza
nimi istnieja jednak pewne wady. Po pierwsze, wynikéw uzyskanych dla
mikrosoméw ludzkiej watroby nie mozna wykorzysta¢ do iloSciowej oceny
metabolizmu cztowieka in vivo, poniewaz CYP i UGT nie konkuruja z innymi
enzymami, co ma miejsce w naturalnych warunkach. Skutkuje to szybsza
biotransformacja leku w poréwnaniu nie tylko z sytuacja in vivo u ludzi, ale takze
z hepatocytami i skrawkami watroby. Ponadto brak innych enzyméw (np. NAT,
GST, ST) i ko faktorow cytozolowych moze doprowadzi¢ do pominiecia
metabolitéw powstatych w nienaruszonych komorkach watroby [23-25].

Do oznaczania i identyfikacji substratow powstajacych w wyniku reakcji
enzymatycznych powszechnie stosowana jest chromatografia cieczowa potaczeniu
z roznymi systemami detekcji.

5. ZASTOSOWANIE REAKTORA ELEKTORCHEMICZNEGO
I SPEKTROMETRII MAS

W celu zbadania metabolizmu antybiotykéw [p-laktamowych przed
zastosowaniem ich u ludzi istnieje szereg mozliwosci, od badan in vitro po ocene
in vivo na zwierzgtach doswiadczalnych. Modele zwierzece dostarczaja informacji
o metabolitach, ktore moga si¢ tworzy¢ w wyniku biotransformacji zwiazkow
w organizmie ludzkim. Z drugiej strony probki biologiczne stanowig na tyle
ztozong matryce, ze chcac wykorzysta¢ wczesniej wspomniane metody in vitro,
pojawiaja si¢ pewne ograniczenia w izolowaniu powstalych produktow
metabolizmu. Jedno z najbardziej postgpowych narzedzi analitycznych do badania
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metabolizmu  antybiotykow  p-laktamowych stanowi obecnie potaczenie
elektrochemii oraz spektrometrii mas (EC-MS). Jest to czysto instrumentalna
metoda symulacji metabolizmu oksydacyjnego. Poczatkowo metoda ta
wykorzystywana byta do badania reakcji redoks rdéznych Dbioczasteczek.
Rozszerzenie systemu EC-MS o mozliwo$¢ rozdzielenia przy zastosowaniu
chromatografii cieczowej sprawito, ze zostal on z powodzeniem zastosowany do
symulacji metabolizmu wielu zwiazkéw biologicznie aktywnych, w tym
antybiotykowp-laktamowych [24,25]. Podczas metabolizmu in vivo bezposrednio
po reakcjach fazy I nastgpuje tworzenie koniugatéw w fazie 1. Mozliwe jest
elektrochemiczne nasladowanie obu etapow w pojedynczym eksperymencie, co
zostalo juz zbadane na przykladzie sprzggania lekéw kardiologicznych
1 immunosupresyjnych [26-28].

Sprzgzenie EC-MS z chromatografig cieczowa moze odbywaé si¢ na dwa
sposoby. Pierwszy z nich zaklada, ze badanie elektrochemicznej konwersji
dowolnej pojedynczej substancji ze zlozonej mieszaniny wymaga jej rozdzielenia.
W tym celu wykorzystuje sie procedurg obejmujaca rozdzielanie poszczegdlnych
sktadnikow metoda chromatografii cieczowej jako etap poczatkowy, a nastepnie
elektrochemiczng obrobke oraz wykrywanie za pomocg spektrometrii mas (Rys.
2.a). W ten sposob jednorazowo wykrywane sg tylko produkty reakcji jednego
zwigzku. W drugim natomiast czysty material wyjSciowy jest najpierw utleniany
elektrochemicznie. Aby rozrézni¢ rézne formy izomeryczne metabolitdéw oraz
oceni¢ ich polarno$¢, produkty rozdzielane sg metoda chromatografii cieczowe;j,
a nastgpnie wykrywane spektrometrig mas (Rys. 2.b).

Utlenianie zwiazkoéw przeprowadza si¢ w cienkowarstwowej celi
elektrochemicznej wyposazonej w trzy elektrody: pracujaca (WE), pomocnicza
(AUX) oraz odniesienia (REF). Potencjat elektrochemiczny wytwarzany jest za
pomocg potencjostatu. Aby dokona¢ obserwacji otrzymanych produktéow utlenienia
cele elektrochemiczng laczy si¢ bezposrednio ze zroédlem jondw spektrometru mas.
W wyniku liniowego zwigkszania potencjatu elektrody pracujgcej otrzymuje si¢
woltamperogramy masowe przedstawiajgce zmieniajgcg si¢ intensywno$¢ sygnatow
leku 1 jego produktow elektrochemicznych w zaleznos$ci od przytozonego napigcia.

Obserwowane procesy obejmuja to m.in. reakcje N-dealkilacji, S- i P-
utleniania, utleniania alkoholu i dehydrogenacji. Reakcje zapoczatkowane poprzez
przeniesienie atomu wodoru nie mogg by¢ imitowane przez bezposrednie utlenianie
elektrochemiczne, np.  O-dealkilacja  czy  alifatyczna  hydroksylacja
niepodstawionych pier§cieni aromatycznych, co wynika ze zbyt wysokiego
potencjalu utleniajagcego niezbgdnego do inicjacji procesu. Ponadto nalezy
zauwazyc¢, ze reakcje katalizowane enzymatycznie sg regioselektywne, podczas gdy
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utlenianie elektrochemiczne jest chemoselektywne i daje produkty powstajace
z miejsc najbardziej labilnych [26-28].

Nasladowanie mechanizmu dziatania CYP450 za pomocg EC-MS pozwala na
szybsza 1 znacznie latwiejszg analiz¢ metabolitdéw, a co za tym idzie, moze by¢
prowadzona na szersza skale. Powstajace produkty charakteryzuja si¢ wysoka
czystoscig i jest ich na tyle duzo, ze moga zosta¢ wykorzystane jako wzorce
w kolejnych badaniach. Liczne prace pozwolily na poréwnanie reakcji
elektrochemicznych szeregu zwiazkow biologicznie aktywnych (z réznymi grupami
funkcyjnymi) z reakcjami obserwowanymi w mikrosomach watroby. Metabolity
powstajace dziecki EC-MS pokazuja, ze istnieje duze podobiefstwo pomig¢dzy
reakcjami przeprowadzanymi przez CYP450 a reakcjami elektrochemicznymi
zachodzacymi w odpowiednich warunkach eksperymentalnych.
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Rysunek 5. Schemat konfiguracji LC/EC/MS (a) oraz EC/LC/MS (b)
Figure 5. Scheme of LC/EC/MS (a) and EC/LC/MS (b) setup
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6. METODY ANALITYCZNE W OZNACZENIU I IDENTYFIKACJI
ANTYBIOTYKOW BETA-LAKTAMOWYCH W PROBKACH
BIOLOGICZNYCH

Techniki analityczne stosowane do wielowymiarowej analizy metabolitow
antybiotykow P-laktamowych, w uktadach biologicznych musza cechowac si¢
wysoka dokladnos$cia, specyficznoécia i selektywnos$cia w celu monitorowania
wielu znanych 1 nieznanych czasteczek o zréznicowanych wlasciwo$ciach
fizykochemicznych i masach czasteczkowych. Jak dotad, nie wybrano jednej
doktadnej metody analitycznej, ktéra pozwolitaby na identyfikacje wszystkich
obecnych metabolitow. Sposréd metod analitycznych wykorzystywanych
w metabolomice powszechnie stosuje si¢ technike magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR, ang. Nuclear magnetic resonance), spektroskopii Ramana oraz
spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR, ang. Fourier
transform infrared spectroscopy) w potaczeniu z technikami chromatograficznymi
i elektromigracyjnymi. Spektrometria mas jest obecnie najwazniejsza metoda
identyfikacji substancji wykorzystywang w metabolomice. Zalety tej techniki to
przede wszystkim bardzo wysoka czulo§¢ oraz niewielka ilosci probki (ul)
potrzebna do analizy. Nalezy jednak pamigtac, ze wybdr zrédla jondéw, analizatora
mas, trybu akwizycji i parametrow instrumentalnych dla danej analizy zaleza od
wlasciwosci fizykochemicznych badanych analitow oraz celéw eksperymentalnych
(jakosciowych Iub iloSciowych).Najczesciej stosowanym potaczeniem jest
sprz¢zenie spektrometrii mas i technik chromatograficznych (chromatografia
cieczowa, gazowa), o czym $wiadczg liczne publikacje naukowe. Techniki te
charakteryzuje wysoka czuto$¢ i1 selektywno$§¢ wzgledem badanych analitow
[29,30]. Obie te techniki sa urozmaicone poprzez zastosowanie rdznych zrodet
jonoéw, analizatoréw mas, trybu akwizycji i parametrow instrumentalnych.

Metoda LC-MS zajmuje si¢ oznaczaniem polarnych i niepolarnych zwiazkow.
Istnieje wiele technik chromatografii cieczowej, lecz obecnie w potaczeniach ze
spektrometrami mas zastosowanie znajduja dwie techniki chromatograficzne:
wysokosprawna (HPLC) i ultrawysokosprawna (UHPLC) chromatografia cieczowa.
UHPLC to lepsza i bardziej zawansowana technika chromatografii cieczowej niz
HPLC. Poprzez zastosowanie bardzo matych rozmiaréw ziaren w kolumnie (1,7
um) oraz wysokiego ci$nienia (60 MPa) mozna uzyska¢ wigksza sprawnosé
kolumny, wigksza czulo$¢, skrécenie czasu analizy oraz mniejsze zuzycie
odczynnikéw. Mimo rdznic obie te techniki sa szeroko wykorzystywane w badaniu
metabolitow antybiotykoéw B-laktamowych.Najczgéciej stosowang fazg stacjonarng
do tego typu badan jest kolumna z fazg odwrocong (RP, ang. Reverse phase),
w ktorej do zelu krzemionkowego przytaczone sa tancuchy alkilowe C8 Ilub C18.
Przy rozdzieleniu bardzo polarnych zwigzkéw stosuje si¢ kolumny z wypetnieniem
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hydrofilowym (HILIC, ang. Hydrophilic interaction chromatography) oraz
kolumny chromatograficzne wypetnione niemodyfikowanym zelem
krzemionkowym (NP, ang. Normal phase) [31,32]. Faza ruchoma powinna
zawiera¢ lotne rozpuszczalniki, ktore nie beda si¢ osadza¢ we wnetrzu spektrometru
mas. W tym celu stosuje si¢ lotne dodatki, takie jak kwas mrowkowy lub octowy
(0,1%), albo ich sole — octan amonu/mréowczan amonu (2—-10 mmol/l). Do
najpopularniejszych technik stosowanych do wykrywania 1 identyfikacji
metabolitow antybiotykow B-laktamowych naleza: jonizacja typu elektrorozpylanie
(ESI, ang. Electrospray ionization), jonizacja chemiczna pod ci$nieniem
atmosferycznym (APCI, ang. Atmospheric pressure chemical ionization) i jonizacja
laserowa wspomagana matryca pod ci$nieniem atmosferycznym (API-MALDI, ang.
Atmospheric pressure ionization-matrix assisted laser desorptionion/ization).
W technice tej mozna wykorzystywac rézne analizatory mas, takie jak analizator
czasu przelotu (TOF), wysokorozdzielczy analizator mas typu Orbitrap oraz
pulapke jonow (IT, ang. lon trap), lecz coraz czg$ciej zastosowanie znajdujg uktady
analizatorow w tandemowych spektrometrach mas (MS/MS), gdzie wystepuja dwa
analizatory i komora zderzen. Do najpopularniejszych ukladéw MS/MS naleza:
potrojny kwadrupol (QQQ) i analizator czasu przelotu w potaczeniu z kwadrupolem
(Q-TOF) (Tab. 1).

Technikg $cisle zwigzang z chromatografig jest rowniez elektroforeza kapilarna
(CE, ang. Capillary electrophoresis). To stosunkowo nowa technika stosowana do
oznaczania identyfikacji réznych lekéw, w tym antybiotykéw B-laktamowych.
W zalezno$ci od mechanizmu separacji wyrdézni¢ mozna elektroforeze stref
kapilarnych  (CZE, ang. Capillary zone electrophoresis), micelarng
elektrokinetyczng chromatografi¢ kapilarna (MEKC, ang. Micellar electrokinetic
chromatography), elektroforezg kapilarng w uktadzie niewodnym (NACK, ang.
Non-aqueous capillary electrophoresis) oraz izotachoforeze kapilarng (CITP, ang.
Capillary isotachophoresis). Istotng zaleta CE jest jej dostgpnos¢ i prostota
wyposazenia, a takze zastosowanie niewielkich stgzen rozpuszczalnikow
organicznych w buforze oraz przede wszystkim krotki czas trwania analizy
i wysoka skuteczno$¢ separacji analitow, w tym antybiotykow B-laktamowych.

Wigkszo$¢  proponowanych metod elektroforetycznego  rozdzielenia
antybiotykowp-laktamowych w roéznych matrycach opiera si¢ na wykorzystaniu
roznych sposobow detekcji, w tym spektrofotometrii (UV) w polaczeniu z matryca
diodowa (DAD, ang. Diode array detection), fluorescencji (FD, ang. Fluorescence
detection), detekcji elektrochemicznej (ECD, ang. Electrochemical detection) oraz
fluorescencji wzbudzonej laserem (LIF, ang. Laser induced fluorescence). Ponadto
ostatnio stosowane s3a roOwniez inne, bardziej nowatorskie metody detekcji, takie jak
bezkontaktowe wykrywanie przewodno$ci (C*D, ang. Capacitively coupled
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contactless conductivity detection) czy wykrywanie potencjalnego gradientu (PGD,

ang. Procedure design gradient).

Tabela 1. Poréwnanie parametrow réoznych analizatoréw mas stosowanych w identyfikacji antybiotykow
B-laktamowych
Table 1. Comparison of parameters of various mass analyzers applied for identification of P-lactam
antibiotics
Pulapka Analizator czasu .
Parametr Kwadrupol (Q) jonowa (IT) przelotu (TOF) Orbitrap
Szybkosé
zbierania danych 2-10 2-10 10-100 1-18
[Hz]
Dokladno$é¢
pomiaru masy Niska Niska 1-10 1-5
[ppm]
Zakres pomiaru <3000 <6000 <100 OQO b'ez <6000
masy, m/z ograniczen
Rozdzielczosé Jednostka Jednostka <50 000 <500 000
S Latwa aplikacja Duza szybkos¢ Duza doktadnos¢
Latwa aplikacja . L. - .
. L roznych zrodet skanowania pomiaru masy
roznych zrodet A . v .
T jonizacji Szeroki zakres Mozliwos¢ analizy
Zalety jonizacji . .
. Szeroki zakres mas w dwoch
Szeroki zakres . . . .
d . dynamiczny Duza doktadnos¢ polaryzacjach
ynamiczny N . . ..
MS pomiaru masy jednoczesnie
Niska
rozdzielczosé¢ Niska
Mata . o . ”
. rozdzielczo$¢ Mniejsza szybkos¢
doktadnosé .
omiary mas Mata skanowania w
P . Y doktadnos¢ Wezszy zakres poréwnaniu z Q-
Waski zakres . )
Wady pomiaru masy dynamiczny w TOF
mas Waski zakres orownaniu z Q Wezszy zakres
Mata szybkosé 4 p 2y
. mas dynamiczny w
skanowania Mata szybkosé orownaniu z Q
MS/MS wymaga YK p
. skanowania
kilku
analizatorow

MS — spektrometria mas, m/z — stosunek masy do tadunku elektrycznego," — wielokrotna fragmentacja

UWAGI KONCOWE

Zwiazki biologicznie aktywne, w tym antybiotyki B-laktamowe, wystgpuja

w probkach biologicznych na stosunkowo niskich poziomach stezen. Istotnym etapem

w analizie lekow dla potrzeb metabolomicznych jest wybor metody przygotowania

prébki. Badania te wymagaja rowniez aplikacji odpowiedniej techniki analitycznej dla

oznaczenia endogennych metabolitow obecnych w matrycy biologicznej. Poszukiwanie

alternatywnych metod badania biotransformacji antybiotykéw p-laktamowych jest

bardzo pozadane,

ze wzgledu na mozliwosé

zmniejszenia

doswiadczalnych wykorzystywanych w badanych biomedycznych.

liczby zwierzat
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