Nr rejestracyjny: 2016/23/N/NZ7/01929; Kierownik projektu: mgr Karol Pawet Jaroch

Niezmiernie istotnym elementem okres$lajacym skuteczno$¢ farmakoterapii jest ocena metabolizmu
lekéw. Organem w najwigkszej mierze zaangazowanym w procesy metaboliczne lekow w organizmach
zwierzgcych oraz ludziach jest watroba. Skutki efektu pierwszego przejScia moga by¢ pozytywne lub
negatywne, a niektore leki podawane s3 chorym w postaci proleku 1 aby wykaza¢ efekt
farmakologiczny musza by¢ poddane aktywacji przez enzymy zlokalizowane w watrobie. Substancje
chemiczne wplywaja na wzrost badz spadek aktywnos$ci enzymow watrobowych.

Ustalenie drég metabolizmu, zdolnos$ci do aktywacji badz inaktywacji enzyméw watrobowych
jest niezmiernie istotnym elementem podczas dlugiego procesu projektowania nowych lekow.
Wykorzystywanie zwierzat laboratoryjnych na etapie projektowania nowych lekow 1 oceny ich
metabolizmu nie jest mozliwe ze wzgledu na konieczno$¢ uzycia duzej ilosci zwierzat. W tej sytuacji
niezmiernie waznym elementem sa badania metabolizmu prowadzone w warunkach in vitro. Istnieje
kilka systemow imitujacych dziatanie enzymow watrobowych, zaliczy¢ tutaj mozna: izoenzymy
cytochromu P450, frakcje S9 watroby, enzymy mikrosomalne, komoérki hepatocytow zarowno Swieze
oraz unie$miertelnione. Stworzenie systemu, ktory najwierniej odtwarza drogi metabolizmu
wystepujace w warunkach in vivo umozliwi zmniejszenie wykorzystania og6lnej liczby zwierzat
do$wiadczalnych wykorzystywanych do badan. Niestety w kazdym z zaproponowanych powyzej
systemow gtownym elementem sg uktady biologiczne, ktére zawsze wykazujg rdznice migdzy seriami
czy producentami. W zwigzku z tym, aby otrzymac¢ wiarygodne wyniki, nalezy zwiekszy¢ wydajnos¢
testow in vitro. ldealnym narzedziem do tego celu wydaje si¢ mikroekstrakcja do fazy statej (solid
phase microextraction, SPME).

Stworzona w 1990 roku metoda SPME umozliwia dokladng analize wybranych zwigzkow
chemicznych zlokalizowanych w danym $rodowisku. Jednym z zastosowan tej metody jest
metabolomika oraz analizy celowane zwigzkéw chemicznych, w tym lekow i ich metabolitow. Zasada
metody opiera si¢ na ekstrakcji zwigzkéw z badanej matrycy na powierzchni¢ cienkiego wtokna badz
blaszki pokrytej warstwa absorpcyjng lub adsorpcyjng. W tej metodzie matrycg moze by¢ roztwoér
wodny, np. medium komodrkowe, czy tkanka stata. Jednocze$nie z procesem ekstrakcji zachodzi
oczyszczanie analizowanej probki oraz natychmiastowy spadek aktywno$ci enzymow, co powoduje
zahamowanie metabolizmu utatwiajac pdznijesze analizy.

Metod¢ SPME mozna prowadzi w formacie wysokowydajnych analiz 96-dotkowych uktadow.
W niniejszym projekcie skupieni jesteSmy na przystosowaniu i walidacji procedury opartej na
mikroekstrakcji do fazy stalej do analizy procesow metabolizmu lekow oraz kandydatow na leki
generowanego w warunkach in vitro. Spowoduje to zmniejszenie catkowitej liczby zwierzat
laboratoryjnych wykorzystywanych podczas fazy badan przedklinicznych nowych kandydatéw na leki.



