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Wykaz skrótów 

ADME  - Wchłanianie, Dystrybucja, Biotransformacja, Wydalanie  

(ang. Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion)  

CXCR4 - Receptor chemokiny C-X-C typu 4 

DOTA  - Kwas 1,4,7,10-tetraazacylododekan-1,4,7,10-tetraoctowy 

GC  - Chromatografia gazowa (ang. Gas Chromatography) 

HPLC  - Wysokosprawna chromatografia cieczowa  

(ang. High Performance Liquid Chromatography) 

HYNIC - Kwas 6-hydrazynonikotynowy 

ICH  - Międzynarodowa Rada do spraw Harmonizacji  

(ang. International Council for Harmonisation) 

logP  - Współczynnik podziału oktanol/woda 

PET  - Pozytonowa Tomografia Emisyjna  

(ang. Positron Emission Tomography) 

PDA  - Detektor UV wyposażony w układ fotodiod 

pKa  - Ujemny logarytm dziesiętny ze stałej dysocjacji kwasu 

SFC  - Chromatografia w stanie nadkrytycznym CO2  

(ang. Supercritical Fluid Chromatography) 

SPECT - Tomografia Emisyjna Pojedynczego Fotonu  

(ang. Single Photon Emission Computed Tomography) 

TLC  - Chromatografia cienkowarstwowa  

(ang. Thin Layer Chromatography) 
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Wstęp 

Zespół pod kierownictwem Pana prof. dr hab. n. farm. Pawła Szymańskiego 

z Zakładu Chemii Farmaceutycznej, Analizy Leków i Radiofarmacji Uniwersytetu 

Medycznego w Łodzi od lat pracuje nad pochodnymi takryny o wielkokierunkowym 

działaniu. Badania te pozwalają na opracowanie substancji o potencjalnym znaczeniu 

w leczeniu objawów choroby Alzheimera jak również dają nadzieję na opracowanie 

potencjalnego radiofarmaceutyku do wczesnej diagnostyki tego schorzenia. Modyfikacje 

struktury takryny dotyczyły połączenia układu 1,2,3,4-tetrahydroakrydyny za pomocą 

łańcucha węglowego o różnej długości z podstawnikami takimi jak kwas 

jodobenzoesowy [1], fluorobenzoesowy jako „zimne” analogi potencjalnych 

radiofarmaceutyków [2], dichloronikotynowy [3], a także kwas hydrazynonikotynowy, 

który był kompleksowany z promieniotwórczym technetem [4, 5] oraz dwufunkcyjny 

chelator DOTA (kwas 1,4,7,10-tetraazacylododekan-1,4,7,10-tetraoctowy) [6] (rycina 1, 

str. 6). Dla otrzymanych substancji badana była między innymi aktywność inhibicyjna 

oraz selektywność w stosunku do acetylocholinoesterazy oraz butyrylocholinoesterazy, 

ale także badane były właściwości neuroprotekcyjne pod kątem stresu oksydacyjnego czy 

zdolności hamowania agregacji płytek β amyloidu. Wykonywano badania toksyczności 

ostrej z wykorzystaniem kultur komórkowych oraz zwierząt. Prowadzone były również 

badania w kierunku wykazania działania przeciwdrobnoustrojowego [7], ponieważ 

pochodne akrydyny dzięki swojej strukturze są wykorzystywane w innych dziedzinach 

medycyny niż terapia choroby Alzheimera. Przykładem jest znany od wielu lat mleczan 

etakrydyny, będący substancją przeciwbakteryjną, przeciwgrzybiczą oraz 

wykorzystywaną jako środek antyseptyczny. Mechanizm działania 

przeciwdrobnoustrojowego mleczanu etakrydyny oraz innych barwników 

akrydynynowych związany jest z hamowaniem topoizomeraz bakteryjnych 

powodujących niewłaściwe skręcenie podwójnej helisy DNA podczas procesu replikacji. 

[8] Inną strukturą podobną do takryny jest chlorochina, która znalazła zastosowanie 

w terapii chorób pierwotniakowych takich jak malaria, będąca chorobą wywoływaną 

przez Plasmodium falciparum. Mechanizm działania przeciwpierwotniakowego 

chlorochiny polega na akumulacji substancji w wodniczkach trawiennych zarodźca 

malarii zmieniając w ich wnętrzu pH co prowadzi do zahamowania rozwoju komórki 

pierwotniaka. Chlorochina znalazła także zastosowanie jako środek przeciwzapalny 

w terapii reumatoidalnego zapalenia stawów oraz tocznia rumieniowatego. [9] Ponadto 

interesujące są badania będące efektem obecnej pandemii wirusa SARS-CoV-2 dotyczące 

efektywnego wykorzystania chlorochiny w terapii choroby COVID-19. [10] Mechanizm 

działania chlorochiny w terapii COVID-19 jest mocno złożony i nie został w pełni 

poznany, lecz istnieją dotyczące go hipotezy. Uważa się, że chlorochina wpływa na 

zależną od pH fuzję i replikację wirusa, zatrzymuje powstawanie glikoproteinowej 

otoczki wirusowej, a także glikozylację receptora gospodarza. Istnieje również hipoteza 

o osłabieniu ekspresji czynników prozapalnych i białek receptorowych odpowiedzialnych 

za wywoływanie zespołu ostrej niewydolności oddechowej. [11] Najnowsze badania 

dostarczają jednak informacji o niekorzystnych efektach zastosowania chlorochiny 

w terapii COVID-19. [12]  

Wykorzystanie pochodnych 1,2,3,4-tetrahydroakrydyny jako nośników 

pierwiastków promieniotwórczych jest rozwinięciem prac zapoczątkowanych pod koniec 
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dwudziestego wieku, gdzie znakowano cząsteczkę 9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakrydyny 

węglem 
11

C poprzez metylację grupy aminowej. [13] Celem było opracowanie cząsteczek 

mogących znaleźć zastosowanie we wczesnej diagnozie choroby Alzheimera poprzez 

wykrywanie obszarów mózgu, w których występuje duże stężenie acetylocholinoesterazy. 

Pod kierownictwem profesora Pawła Szymańskiego opracowane zostały pochodne 

będące tzw. „zimnymi radiofarmaceutykami”, czyli struktury w których znajdują się 

niepromieniotwórcze izotopy pierwiastków takich jak jod lub fluor. Zastosowanie do 

badań „zimnych radiofarmaceutyków” bardzo ułatwia uzyskiwanie informacji 

o właściwościach substancji bez ryzyka ekspozycji na promieniowanie. Taką strategię 

zastosowałem podczas opracowywania badań fizykochemicznych pochodnych takryny 

sprzężonych z kwasem jodobenzoesowym co zostało opisane w publikacji 1. Docelowo 

cząsteczki te będą zawierały w swojej strukturze izotop jodu 
123

I będący emiterem 

promieniowania gamma z zastosowaniem w obrazowaniu metodami scyntylacyjnymi. 

Realizacja znakowania przewidziana jest poprzez wykorzystanie znakowanego 

promieniotwórczym jodem 
123

I kwasu jodobenzoesowego w charakterze grupy 

prostetycznej. Schemat syntezy przewiduje reakcję tworzenia amidu indukowanego przez 

chlorek 4-(4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyno-2-yl)-4-metylomofoliny w połączeniu z wolną 

grupą aminową łańcucha węglowego połączonego z cząsteczką 1,2,3,4-

tetrahydroakrydyny. Mechanizm ten został dobrany na podstawie wysokiej wydajności 

uzyskiwania produktu reakcji, łagodnych warunków chemicznych i fizycznych oraz 

krótkiego czasu niezbędnego do przeprowadzania reakcji. Opracowane zostały również 

substancje, które mogłyby z powodzeniem zostać wykorzystane podczas obrazowania 

technikami tomografii emisyjnej pojedynczego fotonu (ang. Single Photon Emission 

Computed Tomography, SPECT) oraz pozytonowej tomografii emisyjnej (ang. Positron 

Emission Tomography, PET), znakowane technetem 
99m

Tc [14], a także galem 
68

Ga [6] 

z wykorzystaniem technik kompleksowania jonów metali za pomocą chelatorów 

dwufunkcyjnych takich jak kwas 1,4,7,10-tetraazacylododekan-1,4,7,10-tetraoctowy 

(DOTA) lub kwas 6-hydrazynonikotynowy (HYNIC). Technika ta jest obecnie szeroko 

stosowana w projektowaniu nowoczesnych nośników pierwiastków promieniotwórczych, 

co zostało opisane w formie przeglądu literatury w publikacji 3. W tej pracy zebrałem 

najnowsze dane na temat nowoczesnych radioznakowanych ligandów białkowych 

stosowanych w diagnostyce i terapii. Praca zawiera dane na temat nowo wprowadzonych 

małych białek, jak i dużych struktur takich jak przeciwciała monoklonalne. Została ona 

podzielona na sekcje dotyczące strategii receptorowej, radioimmunoterapii wraz 

z radioimmunodiagnostyką przy użyciu radioznakowanych przeciwciał oraz analizę 

badań klinicznych radioznakowanych pochodnych białkowych w latach 2008-2018. [15] 

W swojej pracy przeglądowej zwróciłem uwagę na coraz bardziej intensywne 

badania nad metodą chelatowania jonów pierwiastków promieniotwórczych 

z zastosowaniem chelatorów dwufunkcyjnych. Zdolność tworzenia kompleksów przez 

ligandy jest możliwością wykorzystania danej substancji w szerszym spektrum 

zastosowań. Możliwość wyznakowania ligandu innym pierwiastkiem za pomocą szybkiej 

metody kompleksowania może pozwolić na zastosowanie innej techniki obrazowania 

zależnej od możliwości jednostki diagnostycznej lub wymaganej do określonych potrzeb 

jakości obrazowania, a nawet wykorzystania substancji pierwotnie stosowaną tylko do 

diagnostyki jako nośnik pierwiastków terapeutycznych, bez zaawansowanej ingerencji 

chemicznej w strukturę. [15] 
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Chelatowanie jonów metali jest także jednym z celów terapeutycznych substancji 

o wielokierunkowym działaniu, projektowanych w celu przeciwdziałania rozwojowi 

choroby Alzheimera. Związki te powinny wykazywać zdolność kompleksowania jonów 

miedzi Cu
2+

, cynku Zn
2+

 i żelaza Fe
3+

 z powodu ich wpływu na mechanizm agregacji 

blaszki amyloidowej i jej działania neurotoksycznego. Jony miedzi są odpowiedzialne za 

usprawnienie procesu formowania się blaszki amyloidowej oraz biorą czynny udział 

w tworzeniu się reaktywnych form tlenu będących czynnikiem mechanizmu 

neurotoksycznego. Jony żelaza są odpowiedzialne w największym stopniu za 

powstawanie reaktywnych form tlenu poprzez łączenie się z blaszką amyloidową, 

a następnie reakcję redukcji Fe
3+

 do Fe
2+

. Jony cynku wpływają na stabilność powstałych 

agregatów β amyloidu co utrudnia usuwanie powstałych złogów, lecz jednocześnie 

ograniczaja wytwarzanie reaktywnych form tlenu, ponieważ cynk jest pierwiastkiem nie 

wykazującym właściwości redox. [16] 

 

Rycina 1. Schemat poglądowy części struktur pochodnych tetrahydroakrydyny będących 

obiektem badań zespołu profesora Pawła Szymańskiego. A- kwas 2-jodobenzoesowy, B – 

kwas 3-jodobenzoesowy, C – kwas 4-jodobenzoesowy, D – kwas 6-chloronikotynowy, E 

– kwas 4-fluorobenzoesowy, F- kwas 5,6-dichloronikotynowy, G – kwas 6-

hydrazynonikotynowy (HYNIC), H – kwas 1,4,7,10-tetraazacylododekan-1,4,7,10-

tetraoctowy (DOTA) 

W swojej pracy naukowej wykonywałem badanie zdolności kompleksowania 

metali pochodnych 1,3,4-tiazolorezorcynolu. Metoda oparta była o technikę analizy widm 

UV pod wpływem zachodzącej reakcji kompleksowania jonów Cu
2+

, Zn
2+

 oraz Fe
3+

. [17] 



7 | S t r o n a  

 

Poza stwierdzeniem zdolności kompleksowania jonów metali przez badane związki 

wykonywałem badanie mające na celu określenie stosunku molowego kompleksu 

chelator : jon metodą Job’a. [18] Badania wykazały zdolność wszystkich badanych 

związków do chelatowania jonów miedzi oraz żelaza oraz połowy z nich do 

kompleksowania jonów cynku. Badanie stosunku molowego wykazało zmienność 

w budowie powstałych kompleksów zależnie od jonu oraz związku chelatującego. [17] 

Metoda ta znajdzie również zastosowanie w badaniu zdolności chelatujących dla innych 

substancji czynnych z różnymi jonami np. w badaniu zdolności chelatowania 

potencjalnych nośników jonów metali, których promieniotwórcze izotopy 

wykorzystywane są w diagnostyce i terapii. 
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Cel pracy 

Myślą przewodnią pracy było przygotowanie, opracowanie i optymalizacja 

procedur projektowania nowych cząsteczek mogących znaleźć zastosowanie 

w medycynie nuklearnej. Radiofarmacja jest obecnie jedną z najprężniej rozwijających 

się dziedzin z zakresu nauk farmaceutycznych, a jej rozwój przynosi coraz to nowe 

możliwości diagnostyczne oraz terapeutyczne chorób, które do niedawna wydawały się 

być wyrokiem dla pacjenta lub w ogóle były słabo poznane. [19] 

Celem niniejszej pracy doktorskiej było zebranie informacji na temat obecnego 

stanu wiedzy o najnowszych radiofarmaceutykach, opracowanie metod pozwalających na 

uzyskanie danych o parametrach fizykochemicznych i stabilności biologicznie czynnych 

pochodnych 1,2,3,4-tetrahydroakrydyny będących nośnikami niepromieniotwórczych 

izotopów pierwiastków wykorzystywanych w diagnostyce obrazowej z dziedziny 

medycyny nuklearnej, a także usprawnienie procesu projektowania oraz otrzymywania 

nowych substancji leczniczych wykorzystujących techniki chromatograficzne, które 

w przyszłości z powodzeniem można będzie zastosować w badaniach nad nowymi 

radiofarmaceutykami.  

Opracowanie metod pozwalających na uzyskanie danych dotyczących parametrów 

fizykochemicznych pochodnych 1,2,3,4-tetrahydroakrydyny takich jak logarytm P, pKa 

oraz opracowanie i zwalidowanie metody wysokosprawnej chromatografii cieczowej 

(ang. High Performance Liquid Chromatgraphy, HPLC) pozwalającej na zbadanie 

stabilności wyżej wymienionych pochodnych było niezbędnym elementem opracowania 

procedur mogących znaleźć zastosowanie w badaniach związków leczniczych o różnej 

budowie chemicznej. Optymalizacja procesu oczyszczania substancji z mieszanin 

poreakcyjnych lub ekstraktów naturalnych techniką chromatografii adsorpcyjnej typu 

flash pozwoli na usprawnienie procesu otrzymywania czystych chemicznie substancji 

biologicznie czynnych niezależnie od przyjętej skali projektu, aby usprawnić proces 

badawczy nad nowymi strukturami, zwłaszcza radiofarmaceutyków. Metody te mogą 

znaleźć zastosowanie w rutynowych procedurach projektowania i otrzymywania nowych 

substancji leczniczych w tym substancji stosowanych w medycynie nuklearnej. Badania 

wykonywane byłyby na strukturach zawierających atom izotopu niepromieniotwórczego 

pierwiastka, który docelowo zostałby zamieniony na izotop promieniotwórczy, co nie 

wpływałoby na parametry fizykochemiczne cząsteczki, a pozwoliłoby w sposób 

bezpieczny uzyskać dane o nowych radiofarmaceutykach. Taka strategia została 

wykorzystana w trakcie badań będących podstawą przedstawionej pracy doktorskiej. 
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Parametry fizykochemiczne w naukach farmaceutycznych 

Badania fizykochemiczne nowych substancji o potencjalnym działaniu 

biologicznym jest jednym z najbardziej kluczowych badań. Wiedza o podstawowych 

właściwościach fizykochemicznych takich jak pKa, logP, stabilności substancji 

chemicznych pozwala nie tylko przewidzieć właściwości substancji in vivo, ale także 

pozwala na odpowiednie postępowanie podczas przeprowadzania innych procedur 

prowadzących do lepszego poznania badanej substancji. [20]  

Z punktu widzenia projektowania związków będących nośnikami pierwiastków 

promieniotwórczych prawidłowe oznaczenie parametrów fizykochemicznych takich 

substancji odgrywa jeszcze większą rolę niż w przypadku projektowania tradycyjnych 

ksenobiotyków. Substancja taka nie tylko powinna dotrzeć do celu terapeutycznego, ale 

także posiadać odpowiedni czas dystrybucji do określonego miejsca w organizmie. Czas 

ten jest w takim przypadku kluczowy, ponieważ jest on ograniczony okresem 

połowicznego rozpadu radionuklidu wbudowanego w strukturę radiofarmaceutyku. Co 

więcej, nośnik powinien precyzyjnie kumulować się tylko w miejscu, które jest istotne 

z punktu widzenia terapii lub diagnostyki, natomiast z innych rejonów organizmu 

powinien być szybko wydalany. Jest to ważne ze względu na jakość uzyskanego 

obrazowania, ograniczenia dawek promieniowania oraz bezpieczeństwa terapii. [21] 

Stabilność chemiczna nośników pierwiastków promieniotwórczych również jest istotna 

z punktu widzenia produkcji aktywnego radiofarmaceutyku oraz jego zastosowania, 

ponieważ nośnik musi wykazywać odpowiednią trwałość podczas reakcji znakowania 

oraz transportu z pracowni radiofarmaceutycznej do pracowni obrazowania lub 

odpowiedniego oddziału, w którym pacjenci poddawani są terapii. [22]  

Parametr pKa 

Wspólna zależność pH i pKa została opracowana na początku XX wieku przez 

Hendersona i Hasselbacha. Praca obu naukowców zaowocowała powstaniem równania 

Hendersona-Hasselbacha: 

𝑝𝐻 = 𝑝𝐾𝑎 + log (
[𝐴−]

[𝐻𝐴]
) 

pH  – ujemny logarytm dziesiętny ze stężenia jonów wodorowych 

pKa  – ujemny logarytm dziesiętny ze stałej dysocjacji kwasu 

[A
-
]  – stężenie anionów zdysocjowanego kwasu 

[HA]  – stężenie cząsteczek niezdysocjowanego kwasu 

 

Równanie to wskazuje, że pH i pKa jest powiązane równowagowymi stężeniami 

odpowiednio zdysocjowanego kwasu [A
-
] oraz niezdysocjowanego kwasu [HA]. 

Niezbędnymi danymi do obliczenia wartości pKa jest oznaczenie ilościowe odpowiednich 

form cząsteczki przy określonej wartości pH. Równanie to znajduje zastosowanie 

zarówno w przypadku cząsteczek substancji nieorganicznych, jak i organicznych. 

Istotnym faktem jest, że pomimo zależności opisanych przez równanie Hendersona-

Hasselbacha na wartość pKa wpływają takie parametry jak temperatura oraz siła jonowa 

rozpuszczalnika. Równanie Hendersona-Hasselbacha wskazuje, że obliczeniom podlegają 

tylko cząsteczki kwasów zdolnych do dysocjacji. Należy wówczas pamiętać o ogólnych 

zasadach teorii kwasowo-zasadowych, które mówią o występowaniu sprzężonych 
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kwasów i zasad w równowadze kwasowo-zasadowej. W przypadku związków 

zasadowych należy rozważać formy uprotonowane jako formy niezdysocjowanego 

kwasu, natomiast struktury wolnej zasady jako formy zdysocjowanego kwasu. 

W literaturze można w takich przypadkach spotkać się z określeniem pKBH+ będącym pKa 

sprzężonego kwasu związku zasadowego, który badamy. Cząsteczki organiczne 

substancji biologicznie czynnych często zawierają w swojej strukturze atomy azotu 

zdolne do przyjęcia dodatkowego protonu dzięki posiadaniu wolnej pary elektronowej. 

Tak uprotonowane cząsteczki tworzą kolejne formy protonowe, których oznaczenie jest 

kluczowe w przypadku wyznaczenia eksperymentalnych wartości pKa cząsteczki. 

Oznaczenia ilościowe kolejnych form protonowych było celem wielu naukowców od 

samego początku badań nad pKa. Dlatego opracowano metody potencjometryczne, 

konduktometryczne, spektrofotometryczne, chromatograficzne, fluorymetryczne, a nawet 

oparte na magnetycznym rezonansie jądrowym. [23]  

W swojej pracy naukowej wykorzystywałem technikę spektrofotometrii UV 

w celu określenia wartości pKa pochodnych takryny w tym pochodnych będących 

„zimnymi” radiofarmaceutykami. Uzyskane w ten sposób parametry fizykochemiczne 

pozwoliły na obliczeniowe przewidywanie farmakokinetyki badanych substancji 

w oparciu o eksperymentalne dane co podnosi rzetelność uzyskanych predykcji. Analiza 

oparta na przesunięciu maksimów absorbcji pod wpływem zmiany pH pozwoliła na 

precyzyjne określenie wartości pKa pochodnych tetrahydroakrydyny sprzężonej 

z kwasem 3,5-dichlorobenzoesowym [24], kwasem 2-jodobenzoesowym, kwasem 3-

jodobenzoesowym, kwasem 4-jodobenzoesowym [25], indometacyną [26] oraz 

pochodnych cyklopentachinoliny sprzężonej z kwasem 6-chloronikotynowym [27]. 

Metodologia przytoczona przez Musila i współpracowników [28] pozwoliła na 

opracowanie szybkiej metody z wykorzystaniem czytnika płytek UV-VIS polegającej na 

wykorzystaniu stosunku wartości absorbancji odczytywanej z dwóch długości fal co 

zapewniło wysoką powtarzalność i elastyczność metody przy jednoczesnym 

wykorzystaniu niewielkich próbek substancji badanej oraz małych ilości niezbędnych 

odczynników. Przykład wykresów regresji uzyskanej z wyników obliczeniowych 

znajduje się na rycinie 2, str. 11. Uzyskane wyniki zostały porównane z estymowanymi 

wartościami co potwierdziło przydatność wykonywania eksperymentalnych oznaczeń 

parametrów fizykochemicznych nowych substancji biologicznie czynnych i zostało 

opisane w publikacji 1 dla pochodnych takryny sprzężonych z kwasem 

jodobenzoesowym. 



11 | S t r o n a  

 

 

Rycina 2. Wykresy regresji liniowej wykreślone za pomocą oprogramowania 

STATISTICA 12 i uzyskane z obliczeń przewidzianych przez metodę badania wartości 

pKa pochodnych tetrahydroakrydyny sprzężonej z indometacyną. Punkt przecięcia linii 

regresji z punktem 0.0 na osi y wskazuje wartość pKa odczytywaną z osi x. [25] 

Logarytm P 

Lipofilowość jest właściwością opisującą stopień powinowactwa cząsteczki do 

środowiska lipofilowego. [29] Parametrem wykorzystywanym do jej ilościowego 

wyrażenia jest zlogarytmowana wartość współczynnika podziału substancji w układzie 

dwufazowym złożonym z n-oktanolu i wody - logP. Parametr ten jest definiowany 

wzorem: 

𝑙𝑜𝑔𝑃 = 𝑙𝑜𝑔𝑐𝑜 − 𝑙𝑜𝑔𝑐𝑤 

Gdzie co jest stężeniem badanej substancji w fazie organicznej, a cw jest stężeniem 

badanej substancji w fazie wodnej. [30] Pierwotnym sposobem wyznaczania parametru 

logP była metoda ekstrakcyjna. Metoda ta była jednak wyjątkowo czasochłonna oraz 

obarczona wieloma ograniczeniami. Pierwszym z nich był ograniczony zakres wartości 

logarytmu P jaki można było wyznaczyć tą metodą – od -3 do 3. Kolejnym 

ograniczeniem był fakt, że współczynnik podziału pomiędzy dwie fazy o różnej 

polarności musi być skorygowany pod kątem możliwości utworzenia się jonów substancji 

badanej w trakcie oznaczenia, co jest trudne w kontroli przy zastosowaniu metody 

ekstrakcyjnej szczególnie, gdy badana jest substancja posiadająca w swojej strukturze 

ugrupowania kwasowe i zasadowe jednocześnie. Problem dotyczył również substancji 

o właściwościach silnie hydrofilowych lub silnie hydrofobowych, które często wykazują 

słabą rozpuszczalność co może skutkować osadzaniem się na ściankach rozdzielacza lub 

generować wytwarzanie się emulsji podczas badania. Ostatnim ograniczeniem jest 

niezbędna, dość duża ilość oraz bardzo wysoka czystość substancji badanej, co 
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w przypadkach niektórych substancji jest trudne do osiągnięcia lub niezwykle kosztowne. 

[31, 32] Współcześnie stosowana jest metoda ekstrakcyjna w zmodyfikowanej formie 

wykorzystująca płytki 96 dołkowe, metody oparte na mikroekstrakcji z fazy stałej oraz 

techniki chromatograficzne. [33]  

W swojej pracy naukowej wykorzystywałem technikę HPLC w celu wyznaczenia 

logarytmu P pochodnych tetrahydroakrydyny sprzężonej z kwasem 3,5-

dichlorobenzoesowym [24], kwasem 2-jodobenzoesowym, kwasem 3-jodobenzoesowym, 

kwasem 4-jodobenzoesowym [25] oraz pochodnych cyklopentachinoliny sprzężonej 

z kwasem 6-chloronikotynowym [27]. Metoda wykorzystywana do tego celu została 

opracowana na podstawie metodologii przytoczonej przez Lianga i współpracowników. 

[34] Metodologia ta została wybrana z powodu możliwości zaprojektowania oznaczeń 

w sposób zautomatyzowany oraz szybkości uzyskiwania wyników dzięki opracowaniu 

krzywej wzorcowej stosowanej do uzyskania wyników wszystkich substancji badanych. 

[34] Metoda wymagała przygotowania serii oznaczeń substancji wzorcowych zbliżonych 

strukturalnie do substancji badanych z udokumentowaną eksperymentalną wartością 

logarytmu P oraz próbek badanych substancji. Oznaczenia wykonane były 

w odwróconym układzie faz wykorzystując elucję izokratyczną w pH zapewniającym 

neutralne formy protonowe cząsteczek z wykorzystaniem systemu HPLC wyposażonego 

w kolumnę C18 (4.6x50mm, 5µm) co pozwoliło na krótkie czasy rozdziałów. Uzyskane 

czasy retencji wzorców posłużyły najpierw do uzyskania ekstrapolowanej wartości logkw, 

a następnie stworzenia krzywej wzorcowej pozwalającej na odczyt wartości logarytmu P 

na podstawie ekstrapolowanej wartości logkw co zostało wykonane dla próbek badanych. 

Uzyskane wyniki logP substancji badanych zostały również porównane z wartościami 

obliczonymi komputerowo. Znaczące różnice pomiędzy wartościami obliczonymi 

a eksperymentalnymi jeszcze silniej wskazało na konieczność eksperymentalnego 

uzyskiwania wartości fizykochemicznych nowych substancji biologicznie czynnych 

i zostało opisane w publikacji 1 dla pochodnych takryny sprzężonej z kwasem 

jodobenzoesowym. 

Zależności pKa i logP w chemii obliczeniowej i projektowaniu związków 

Logarytm P i pKa są jednymi z najważniejszych parametrów fizykochemicznych 

substancji leczniczych z punktu widzenia farmakokinetyki. Już na przełomie XIX i XX 

wieku Meyer i Overton, dwóch niezależnych badaczy, zwróciło uwagę na fakt, że siła 

działania anestetycznego różnych pod względem struktury związków organicznych rośnie 

wraz ze współczynnikiem ich podziału pomiędzy oliwą i wodą. [35, 36] Obecnie wiemy, 

że oba parametry odgrywają znaczącą rolę w każdym elemencie systemu ADME (ang. 

Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion) - akronim od Wchłanianie, 

Dystrybucja, Biotransformacja, Wydalanie, a nawet biorą udział w mechanizmach 

toksyczności. Omawiane parametry fizykochemiczne mają znaczący wpływ na stopnień 

wchłaniania substancji leczniczej po podaniu per os, który jest jednym z najczęściej 

rekomendowanych sposobów podawania leku. Wchłanianie w jelitach wymaga od 

cząsteczki odpowiedniej lipofilowości w relatywnie wysokim pH panującym wewnątrz 

jelita. Nieodpowiednie parametry fizykochemiczne substancji mogą spowodować 

ograniczenie wchłaniania co prowadzi do spadku biodostępności i ostatecznie do słabego 

efektu farmakoterapii. Odpowiednia lipofilowość pozwala również na łatwiejszą 

penetrację cząsteczek poprzez błonę fosfolipidową komórek oraz transport 
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transkomórkowy, aby finalnie dotrzeć do światła naczyń krwionośnych i dalej zostać 

rozdysponowaną do poszczególnych rejonów organizmu. [33] Substancja lecznicza po 

przeniknięciu do krwioobiegu łączy się odwracalnie z białkami krwi w stopniu 

charakterystycznym dla niej samej. Stopień ten jest uwarunkowany między innymi 

lipofilowością i wartością pKa. Kompleksy białko-lek pozwalają na swobodny transport 

cząsteczek substancji czynnej przez układ krwionośny, a pozostała wolna frakcja jest 

dostępna do przenikania w głąb tkanek i wywierania efektu terapeutycznego. Stopień 

wiązania z białkami nie może być zbyt niski, co prowadziłoby do szybkiego usunięcia 

ksenobiotyku z organizmu, ale także nie może być zbyt wysoki, ponieważ 

spowodowałoby to słaby efekt terapeutyczny przy jednoczesnej kumulacji substancji 

w organizmie oraz możliwość wystąpienia działań niepożądanych w przypadku 

zastosowania substancji potrafiących wyprzeć substancje czynne z kompleksu z białkiem 

takich jak np. kwas acetylosalicylowy. [37, 38] Nie można również pominąć wpływu 

parametrów fizykochemicznych na zdolność cząsteczek ksenobiotyków do pokonywania 

barier biologicznych takich jak np. bariera krew-mózg. [39] Ta właściwość jest jedną 

z najistotniejszych z punktu widzenia substancji mających zastosowanie w terapii chorób, 

których cele terapeutyczne znajdują się w obszarze ośrodkowego układu nerwowego – 

w tym chorób neurodegeneracyjnych. Zdolność ta jest również istotna z punktu widzenia 

toksyczności substancji czynnych, ponieważ wzmożona dystrybucja substancji do 

nieodpowiednich obszarów organizmu może nieść ze sobą poważne zagrożenia. Etapy 

biotransformacji i wydalania ksenobiotyków również nie pozostają bez wpływu 

parametrów fizykochemicznych. Najbardziej podstawowy model zakłada, że 

biotransformacja substancji leczniczej jest procesem złożonym z dwóch faz. Pierwsza 

faza biotransformacji polega na przeprowadzeniu szeregu procesów enzymatycznych, 

których efektem są przemiany cząsteczki leku takie jak utlenianie, redukcja czy hydroliza. 

Procesy te mają na celu wprowadzenie w strukturę związku wolnych grup funkcyjnych 

o charakterze polarnym takich jak np. grupa hydroksylowa, co skutkuje często 

zmniejszeniem lipofilowości cząsteczki i zwiększeniem jego rozpuszczalności w wodzie. 

Druga faza biotransformacji polega na sprzęganiu produktów pierwszej fazy np. 

z kwasem glukuronowym, octowym, jonami siarczanowymi lub aminokwasami, co 

w jeszcze silniejszym stopniu ułatwia ich wydalanie i zwykle dezaktywuje substancje 

czynne. Procesy te zachodzą w różnych obszarach organizmu, lecz najczęściej jest to 

wątroba, dlatego też parametry fizykochemiczne, które wpływają na dystrybucję 

cząsteczek substancji czynnych do tego narządu mogą wpływać na ich szybkość 

biotransformacji, ale także pośrednio na ich potencjalną toksyczność wywoływaną przez 

wciąż czynne produkty pierwszej fazy procesu biotransformacji. Co więcej, istnieją 

dowody, że substancje o wysokiej lipofilowości są wrażliwsze na działanie cytochromu 

P450, który bierze czynny udział w pierwszej fazie. Proces biotransformacji leku jest 

ściśle powiązany z procesem wydalania, ponieważ im sprawniej zachodzi proces 

biotransformacji cząsteczek ksenobiotyków tym szybciej zostaną one usunięte 

z organizmu. [40, 41]  

Obecnie dostępne jest oprogramowanie komputerowe pozwalające na 

wyznaczanie właściwości fizykochemicznych. Obliczenia oparte są na algorytmach, a ich 

wyniki są mocno zbliżone do wyznaczanych eksperymentalnie wartości. Niestety, 

w przypadku prac badawczych nad związkami o działaniu biologicznym nawet niewielkie 

różnice pomiędzy estymowanymi a eksperymentalnymi wartościami potrafią wpłynąć np. 
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na wyniki przewidywania farmakokinetyki substancji aktywnej lub modelowania 

cząsteczkowego w tym analizy dokowania ligandu do miejsca aktywnego enzymu lub 

receptora, co może zaważyć na dalszych losach badanej struktury. [42]  

W swojej pracy naukowej wykonywałem komputerowe analizy ADME wraz 

z symulacją wybranych działań toksycznych z wykorzystaniem oprogramowania 

ACDlabs Percepta (ver. 14.0.0, Advanced Chemistry Development, Inc. Metropolitan 

Toronto, Canada). Analizie zostały poddane pochodne tetrahydroakrydyny sprzężone 

z kwasem 3,5-dichlorobenzoesowym [24], cyklopentachinoliny sprzężone z kwasem 6-

chloronikotynowym [27] oraz pochodne 1,3,4-tiazolorezorcynolu [17] i pochodne 

pirazolu [43]. W przypadku pochodnych tetrahydroakrydyny oraz cyklopentachinoliny do 

analizy ADME wraz z symulacją wybranych działań toksycznych zostały wykorzystane 

eksperymentalne wartości fizykochemiczne związków uzyskane metodami opisanymi 

wcześniej. 

Stabilność substancji czynnej w projektowaniu leków 

Badanie stabilności chemicznej substancji leczniczych leży u podstaw procesu 

projektowania leków. Znajomość trwałości substancji wystawionych na warunki stresowe 

pozwala na odpowiednie przygotowanie oraz przechowywanie próbek, a w późniejszym 

okresie na odpowiedni sposób formulacji postaci leku, a także jego opakowanie i sposób 

oraz czas przechowywania. [44] Ponadto pozwala na zaprojektowanie odpowiednich 

procedur transportu tych substancji, co przekłada się w dalszej kolejności na rzetelność 

wyników badań, a finalnie na bezpieczeństwo terapii co jest szczególnie istotne 

w przypadku radiofarmaceutyków. [45] Rekomendowane metody badania stabilności 

chemicznej nowych substancji leczniczych są opisane w raporcie Q1A(R2) wydanego 

przez Międzynarodową Radę do spraw Harmonizacji (ang. International Council for 

Harmonisation, ICH). Raport ten jest podstawą do opracowywania raportów 

rejestracyjnych leków oraz zastosowań w przemyśle farmaceutycznym. Metody w nim 

przedstawione dotyczą badań stabilności chemicznej substancji czynnej lub produktu 

leczniczego w różnym pH, w wysokich oraz niskich temperaturach, w różnych 

wartościach wilgotności powietrza oraz w warunkach oksydacyjnych, a także 

sprawdzenie wpływu działania promieniowania UV. Ponadto rekomendowane jest 

badanie wpływu ochronnego różnego rodzaju opakowań. [46]  

Metody opisane w raporcie ICH niestety trudno jest wykorzystać bez modyfikacji 

w skali laboratoryjnej do celów badawczych z powodu długich okresów pomiarowych – 

3, 6 lub 9 miesięcy, a część badań nie jest niezbędna na etapie projektowania 

i optymalizacji struktury cząsteczki. Z tego też powodu w swojej pracy badawczej raport 

Q1(R2) był podstawą do opracowania metod pozwalających na szybkie zbadanie 

stabilności pochodnych tetrahydroakrydyny sprzężonych z kwasem 3-jodobenzoesowym 

w roztworze będącym w temperaturze pokojowej bez dostępu światła, w niskim 

i wysokim pH, podwyższonej temperaturze, warunkach stresu oksydacyjnego oraz 

wystawionych na działanie promieniowania UV. Badane próbki po testach stresowych 

zostały przeanalizowane za pomocą opracowanej i zwalidowanej metody HPLC w celu 

ilościowego określenia stopnia rozkładu substancji. Badanie to dostarczyło cennych 

informacji o wysokiej stabilności chemicznej badanych substancji w roztworach 

niezależnie od pH, temperatury i warunków stresu oksydacyjnego, ale także o znacznej 

fotolabilności tych pochodnych takryny (rycina 3, str. 15). [25] Uzyskane dane dotyczące 
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stabilności chemicznej „zimnych” jodopochodnych takryny dostarczają cennych 

informacji o sposobie postępowania z gotowym produktem, aby zapewnić maksymalne 

bezpieczeństwo oraz skuteczność zastosowania substancji u pacjenta.  

 

Rycina 3. Chromatogramy analizy próbek stabilności 3-jodo-N-[4-(1,2,3,4-

tetrahydroakrydyno-9-ylamino)butyl]benzamidu (3b) wskazujące na znaczą fotolabilność 

związku. A – próbka przechowywana w temperaturze pokojowej w ciemności przez 48 

godzin, B – próbka naświetlana promieniowaniem UV o długości fali 254nm przez 

8 godzin w temperaturze pokojowej. [25] 

Chromatografia w analizie i preparatyce substancji leczniczych 

Chromatografia jest techniką znaną od 1855 roku, kiedy Runge opublikował swoją 

pracę o separacji barwników na bibule, jednak za początki analizy chromatograficznej 

należy uznać prace Goppelsroedera i Schobeina z roku 1861, które również dotyczyły 

chromatografii bibułowej jednak już w aspekcie analitycznym. Początkiem 

chromatografii kolumnowej natomiast uważany jest 1893 rok kiedy Reed opublikował 

pierwsze eksperymenty z użyciem kolumn, by cztery lata później zademonstrować 

kolumnowy rozdział frakcji ropy naftowej. Chromatografia przechodziła ewolucje na 

przestrzeni dziesięcioleci dzięki czemu znamy teraz wiele technik chromatograficznych 

takich jak np. chromatografia bibułowa, kolumnowa (grawitacyjna oraz flash), planarna 

(ang. Thin Layer Chromatography, TLC), wysokosprawna chromatografia cieczowa 

(HPLC), gazowa (ang. Gas Chromatography, GC), chromatografia cieczowa w stanie 

nadkrytycznym CO2 (ang. Supercritical Fluid Chromatography, SFC). Wraz z ewolucją 

technik zachodziła ewolucja metod i tak znamy dziś metody oparte na elucji 

izokratycznej oraz gradientowej (liniowej lub schodkowej). Należy również wspomnieć 
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o rozwoju metod chromatografii cieczowej opartych na układzie faz normalnych, gdzie 

faza ruchoma wykazuje się niższą polarnością od fazy stacjonarnej, lub kluczowych 

z punktu widzenia nauk farmaceutycznych metodach opartych na układzie faz 

odwróconych. [47]  

HPLC w analizie leku 

Wybór pomiędzy zastosowanym rodzajem układu faz lub metody elucji to tylko 

podstawowe możliwości jakie dają współczesne systemy HPLC, bardzo precyzyjne 

i wielofunkcyjne urządzenia. Wielofunkcyjność tej techniki jest zapewniona przez 

modularną budowę systemów HPLC. Modyfikowalne metody podaży próbek pozwalają 

na dobranie odpowiedniej objętości nastrzyku do zakładanych celów. Różne średnice 

wewnętrzne oraz długości kolumn pozwalają uzyskać odpowiednią skalę do celów 

preparatywnych lub długość czasu rozdziałów do licznych oznaczeń analitycznych. 

Możliwość wyboru spośród bardzo dużej ilości kolumn charakteryzujących się różnym 

rodzajem wypełnienia pod kątem modyfikacji żelu krzemionkowego pozwala dopasować 

aparaturę do rodzaju substancji jaka będzie poddawana analizie. Ponadto dobór 

odpowiedniego wypełnienia może być oparty na doborze odpowiedniej wielkości cząstek 

żelu krzemionkowego, rodzaju tych cząstek (powierzchniowo-porowate lub 

objętościowo-porowate) oraz ich kształtu (sferyczne lub coraz rzadziej spotykane 

niejednorodne) co pozwala na uzyskanie lepszych wyników w procedurach analitycznych 

uzyskując większą rozdzielczość i mniejszą szerokość połówkową pików lub większą 

pojemność i niższe opory kolumny, co przełoży się na sprawniejsze rozdziały 

preparatywne. Zastosowanie odpowiedniego rodzaju detektora pozwala na odpowiednie 

użycie różnych procedur, a czasem umożliwia analizę specyficznych substancji jak jest 

w przypadku analizy radiofarmaceutyków i detektora radiometrycznego. Najczęściej 

stosowane detektory spektrofotometryczne w zakresie UV/VIS z możliwością regulacji 

długości fali odczytu lub fluorymetryczne nadają się do ilościowego oznaczania 

substancji oraz do oznaczeń ilościowo-jakościowych w metodach porównawczych 

z zastosowaniem odpowiednich wzorców, a także w detekcji pików podczas procedur 

preparatywnych. Detektory UV/VIS wyposażone w układ fotodiody (PDA) mogą 

posłużyć do oznaczeń ilościowo-jakościowych w metodach porównawczych dodatkowo 

opierając się o analizę widm UV. Detektor masowy sprzężony z systemem HPLC 

pozwala na uzyskanie wysokiej jakości widm masowych co znajduje zastosowanie 

w analizach jakościowych i potwierdzaniu tożsamości substancji. Zastosowanie 

dodatkowego modułu jakim jest automatyczny kolektor frakcji pozwala na wydajne i po 

odpowiedniej konfiguracji, praktycznie bezobsługowe zbieranie poszczególnych frakcji 

mieszanin w procedurach preparatywnych. [48]  

Wszystkie te możliwości, które zapewnia system HPLC sprawiły, że technika ta 

jest obecnie złotym standardem w przemyśle farmaceutycznym, a także wiedzie prym 

jako jedna z najczęściej stosowanych technik w analizie leku. HPLC jest wykorzystywana 

na szeroką skalę w laboratoriach kontroli jakości i działach technologicznych koncernów 

farmaceutycznych. Międzynarodowa Rada do spraw Harmonizacji opublikowała swój 

raport dotyczący walidacji metody analitycznej Q2(R1) w oparciu głównie o technikę 

HPLC. [49] 

W swojej pracy naukowej posłużyłem się raportem Q2(R1) do walidacji metody 

HPLC opracowanej na potrzeby oznaczeń ilościowo-jakościowych przy badaniu 
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stabilności chemicznej pochodnej tetrahydroakrydyny sprzężonej z kwasem 3-

jodobenzoesowym. Metoda została opracowana i zwalidowana zgodnie z wymogami 

metody badawczej opisanymi w raporcie Q2(R1). Sprawdzeniu została poddana 

liniowość wraz z zakresem, precyzja, pośrednia precyzja, dokładność, specyficzność, 

czułość, elastyczność oraz zostały wprowadzone testy odpowiedniości systemu 

monitorujące każdy rozdział w czasie rzeczywistym. Limit detekcji oraz oznaczalności 

obliczono zgodnie ze wzorami rekomendowanymi przez ICH w oparciu o analizę szumu 

i nachylenia krzywej wzorcowej. Metoda przeszła z powodzeniem proces walidacyjny 

oraz pozwoliła na uzyskanie rzetelnych wyników oznaczeń próbek pochodzących 

z badania stabilności chemicznej. [25] 

Technika HPLC znajduje zastosowanie nie tylko w analizie jakościowo-

ilościowej. Zależności fizykochemiczne biorące udział w mechanizmie elucji są również 

przydatne w innych badaniach. Przykładem może być przytoczona już wcześniej metoda 

wyznaczenia parametru logarytmu P opracowana na potrzeby badań fizykochemicznych 

pochodnych tetrahydoakrydyny i cyklopentachinoliny. [24, 25, 27] Na szczególną uwagę 

zasługuje fakt, że dzięki zastosowaniu do badań pochodnych podstawionych izotopami 

stabilnymi radiacyjnie badanie to pozwoliło na uzyskanie wartości logarytmu P dla 

przyszłych radiofarmaceutyków. 

Zastosowanie technik chromatograficznych w preparatyce środków 

leczniczych na przykładzie radiofarmaceutyków 

Techniki chromatograficzne znajdują obecnie zastosowanie w rutynowych 

procesach produkcji substancji leczniczych. Najbardziej zaawansowane zastosowanie 

tych technik można zaobserwować w dziedzinie syntezy przepływowej 

radiofarmaceutyków. Radiofarmaceutyki to grupa substancji o szerokim zastosowaniu 

w medycynie, która obecnie bardzo szybko się rozwija. [50] Obecnie wykorzystywanych 

jest wiele rodzajów pierwiastków emitujących cząstki α, strumień elektronów, pozytonów 

lub promieniowanie gamma. Ta różnorodność pozwala projektować substancje 

znajdujące zastosowanie w diagnostyce różnych chorób za pomocą techniki PET lub 

SPECT, ale także w terapii chorób onkologicznych, a nawet do zastosowań 

teranostycznych łączących obie te dziedziny. [51-54] Cechą charakterystyczną 

preparatów radiofarmaceutycznych jest określony i często krótki czas ich przydatności do 

użycia z powodu określonej trwałości izotopów promieniotwórczych dobranych do 

odpowiednich zastosowań. Z tego też powodu synteza preparatów radiofarmaceutycznych 

wymaga specyficznych warunków i bardzo często krótkiego okresu czasu pomiędzy 

rozpoczęciem syntezy a podaniem preparatu pacjentowi. Przykładowo substancje 

znakowane fluorem 
18

F z powodu krótkiego czasu połowicznego rozpadu izotopu 

promieniotwórczego wynoszącego około 60 min muszą być produkowane w bardzo 

bliskim sąsiedztwie od miejsca podania pacjentowi. [55] Jednak, preparaty 

radiofarmaceutyczne bezwzględnie muszą spełniać wszelakie normy narzucane środkom 

leczniczym w tym odpowiednią czystość, dlatego też ich synteza wymaga specyficznych 

procedur. Bardzo często wykorzystuje się do tego celu technikę zautomatyzowanej 

syntezy przepływowej. System ten jest wyposażony w serię zaworów i pomp 

pozwalających na precyzyjne dostosowywanie odpowiedniej ilości substratów oraz czasu 

syntezy. Ponadto jest on wyposażony w zintegrowany system HPLC z różnymi rodzajami 

detektorów pozwalających na analizę jakościową oraz ilościową uzyskanego produktu. 
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W celu oczyszczenia produktu reakcji stosuje się tam kolumny chromatograficzne albo 

skomplikowany układ kolumn i rozpuszczalników do technik ekstrakcji z fazy stałej, 

które także są oparte o techniki chromatograficzne (rycina 4, str. 18). Przykładem 

zastosowania technik chromatograficznych w syntezie radiofarmaceutyków jest 

fluoryzacja izotopem 
18

F grupy prostetycznej stosowanej do znakowania 6-[
18

F]Py-

CONH-T140 będącego inhibitorem receptora chemokinowego C-X-C typu 4 (CXCR4) na 

kolumnach jonowymiennych Sep-Pak PS-HCO3 włączonych w system zautomatyzowanej 

syntezy przepływowej. [56]  

 

Rycina 4. Schemat systemu wykorzystywanego do automatycznej syntezy przepływowej  

6-[
18

F]Py-CONH-T140 metodą fluoryzacji na kartridżach Sep-Pak wraz ze 

zintegrowanym systemem HPLC służącym do analizy produktu. [56]  

Chromatografia typu flash w naukach farmaceutycznych  

Radiofarmaceutyki, zwłaszcza te najnowsze, związane są z technikami 

oczyszczania i analizy wykorzystującymi metody chromatograficzne, co w połączeniu 

z intensywną pracą naukową nad kolejnymi pochodnymi takryny zainspirowało mnie do 

opracowania metody optymalizującej rozdziały chromatografii adsorpcyjnej typu flash 

wykorzystywanej w celu oczyszczania produktów reakcji i zostało opisane 

w publikacji 2. 

Chromatografia typu flash jest rozwinięciem grawitacyjnej chromatografii 

kolumnowej, gdzie poza siłą grawitacji stosuje się dodatkowo ciśnienie, które przyspiesza 

przepływ fazy ruchomej. Pierwotnie ciśnienie nakładane było za pomocą kompresora na 

kolumnę już zalaną odpowiednią objętością fazy ruchomej. Współczesne aparaty flash 

swoją budową przypominają systemy HPLC, gdzie stosuje się pompy i mieszalniki dzięki 

czemu jest możliwość ustawienia składu fazy, korzystanie z elucji gradientowej 

i prowadzenie rozdziału przez dowolną ilość czasu, a także detektory i kolektory frakcji. 

Technika ta wykorzystuje różne rodzaje oraz wymiary jednorazowych kolumn 
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z wypełnieniem odpowiednim dla normalnego lub odwróconego układu faz. Ciśnienie 

odpowiednie dla tej techniki oscyluje między 1-6 bar, a maksymalne ciśnienie to zwykle 

do 22 bar. Chromatografia typu flash jest techniką preparatywną. Znajduje zastosowanie 

w metodach oczyszczania mieszanin poreakcyjnych, a także uzyskiwania czystych 

składników ekstraktów pozyskanych z surowców naturalnych przez co odgrywa znaczącą 

rolę w procesie poszukiwania nowych substancji leczniczych. Jej główne cechy 

przeważające nad systemami HPLC w kontekście rozdziałów preparatywnych to większa 

pojemność kolumn, szybsze procedury, łatwa możliwość przewidywania czasów retencji 

(za pomocą techniki TLC) oraz niższe koszty prowadzenia rozdziałów. [57] Zasada 

działania chromatografii typu flash i HPLC jest taka sama. Obie techniki opierają się na 

różnicach powinowactwa substancji badanych do fazy stacjonarnej i ruchomej. Z tego też 

powodu bardzo istotnym elementem opracowywania metody flash jest dobór 

odpowiedniego składu fazy ruchomej. Chromatografia typu flash bardzo często jest 

prowadzona w normalnym układzie faz w przeciwieństwie do metod HPLC stosowanych 

w analizie leku, dlatego też w tej technice kluczową rolę odgrywa „triada Snydera”, 

będąca metodologią doboru rozpuszczalników do poprawnej elucji odpowiednich 

składników mieszanin. [58] Powiązanie czasu retencji wyrażonego w objętościach 

kolumny ze współczynnikiem retencji uzyskiwanym z rozdziałów TLC dodatkowo 

ułatwia dobór odpowiedniego składu fazy ruchomej. [59] Znaczącą różnicą pomiędzy 

współczesną techniką flash a HPLC jest metoda podaży próbek. HPLC wykorzystuje 

automatyczną lub coraz rzadziej, manualną podaż w formie roztworów. Chromatografia 

typu flash przewiduje tak zwane mokre lub suche podanie próbki. Mokre podanie próbki 

polega na naniesieniu roztworu próbki o odpowiednim stężeniu i objętości dopasowane 

do wymiarów i rodzaju kolumny na jej czoło. Suche podanie próbki wymaga zawieszenia 

cząsteczek próbki na cząstkach suchego żelu krzemionkowego, którego masa jest również 

dobrana do wymiarów oraz rodzaju kolumny, a następnie za pomocą odpowiedniego 

zestawu przygotowanie pre-kolumny wypełnionej właśnie tym żelem. Każda z tych 

technik ma swoje wady oraz zalety. Mokre podanie próbki jest techniką szybszą 

i prostszą, jednak mogącą wpływać na kształt pików poprzez wpływ rozpuszczalnika do 

przygotowania próbki. Suche podanie próbki jest techniką bardziej czasochłonną 

i trudniejszą pod względem wykonania. Wymaga zastosowania specjalnego zestawu do 

przygotowania pre-kolumny oraz w przypadku silnie higroskopijnych substancji wymaga 

doświadczenia operatora. Technika ta niweluje jednak całkowicie wpływ rozpuszczalnika 

próbki dając wyjątkowo symetryczne piki poszczególnych substancji co ma znaczenie 

w mieszaninach wieloskładnikowych i trudnych w rozdzieleniu. [57]  

W swojej pracy naukowej opracowywałem metody rozdziałów mieszanin 

poreakcyjnych celem uzyskania czystych pochodnych tetrahydroakrydyny sprzężonych 

z kwasem 3,5-dichlorobenzoesowym [24], indometacyną [26], kwasem 2-

jodobenzoesowym, 3-jodobenzoesowym i 4-jodobenzoesowym [25]. Doświadczenie 

zebrane podczas procedur mających na celu uzyskanie czystych związków biologicznie 

czynnych pozwoliło mi na opracowanie metody obliczania nachylenia gradientu 

w rozdziałach preparatywnych techniką chromatografii typu flash dopasowanej 

indywidualnie do mieszaniny poddawanej rozdziałowi w oparciu o dane pozyskane 

z chromatogramów TLC i sprecyzowanej na pojedynczy składnik tej mieszaniny (rycina 

5, str. 20). Podstawa obliczeniowa metody silnie koresponduje z teorią elucji 

gradientowej przedstawionej przez Jandera i wsp. co jest dowodem rzetelności 
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uzyskanych danych obliczeniowych. [60, 61] Rozdziały w których zastosowano gradient 

opracowany tą metodą pozwalały na prawidłowe rozdzielenie składników mieszanin 

zachowując symetryczny kształt piku niezależnie od zastosowanej techniki podaży 

próbki. Ponadto metoda ta pozwala uzyskać zawsze ten sam czas rozdziału mierzony 

w objętościach kolumny, co nie ogranicza operatora pod względem skali procedury przy 

jednoczesnym ułatwieniu obliczeń niezbędnych objętości odczynników. Metoda ta 

zogniskowana jest na wykorzystaniu techniki mokrej podaży próbki i pozwala na 

zminimalizowanie nieoczekiwanego wpływu rozpuszczalnika próbki na kształt pików, co 

usprawnia i ułatwia proces oczyszczania substancji biologicznie czynnych. Cechy 

opracowanej metody optymalizacji gradientu pozwalają na szerokie zastosowanie jej 

w dziedzinie nauk farmaceutycznych. Może być ona stosowana w uzyskiwaniu czystych 

substancji pochodzenia naturalnego z ekstraktów roślinnych, a także oczyszczania 

substancji uzyskanych metodami syntetycznymi. [62] Szczególnym przykładem 

syntetycznych pochodnych, które wymagają szybkich oraz precyzyjnych procedur 

oczyszczania są radiofarmaceutyki. Wykorzystanie tej metody do opracowania metod 

oczyszczania gotowego produktu z zastosowaniem „zimnych” pochodnych w celu 

optymalizacji oraz odpowiedniego aparatu wyposażonego w detektor radiometryczny 

pozwoli na wydajny proces uzyskiwania produktów o czystości chromatograficznej.  

 

Rycina 5. Schemat naświetlający mechanizm metody optymalizacji nachylenia gradientu 

techniką TLC. [62]  

Podsumowanie i wnioski 

Badania wchodzące w skład niniejszej pracy doktorskiej dostarczają narzędzi 

pozwalających na optymalizację projektowania i otrzymywania nowych struktur 

substancji biologicznie czynnych, w szczególności radiofarmaceutyków dzięki 

zastosowaniu strategii wykorzystania do badań „zimnych” analogów tych związków. 

Opracowane metody pozwalające na szybkie i rzetelne poznanie eksperymentalnych 

właściwości fizykochemicznych w połączeniu z technikami obliczeniowymi pozwala 

uzyskać dane wskazujące struktury o najlepszych parametrach, które w toku badań są 

syntetyzowane w większej ilości i oczyszczane. Etap oczyszczania, który jest również 
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kluczowym elementem badań nad nowymi strukturami, został poddany optymalizacji 

w celu dopełnienia myśli przewodniej niniejszej pracy doktorskiej, czyli opracowania 

procedur usprawniających proces otrzymywania nowych struktur radiofarmaceutyków.  

Badania fizykochemiczne pochodnych 1,2,3,4-tetrahydroakrydyny sprzężonych 

z kwasem jodobenzoesowym posiadającym podstawnik halogenowy w położeniu orto, 

meta lub para wykazały średni wzrost wartości pKa 1 oraz spadek wartości pKa 2 wraz ze 

zwiększeniem długości łańcucha węglowego łączącego cząsteczkę 1,2,3,4-

tetrahydroakrydyny z kwasem jodobenzoesowym. Miejsce podstawienia również nie 

pozostaje bez wpływu na wartości pKa. Podstawienie atomu jodu w pozycji orto 

powodowało średnio najniższe wartości pKa 1 i najwyższe wartości pKa 2, natomiast 

podstawienie w ułożeniu para powodowało odwrotną tendencję. W przypadku wartości 

logarytmu P długość łańcucha węglowego wpływała znacząco na wzrost lipofilowości 

cząsteczki, ale wykazano, że ułożenie podstawnika również odgrywa istotną rolę w tym 

zakresie. Lipofilowość izomerów konstytucyjnych zawsze wzrastała w kolejności zgodnej 

z kolejnością podstawienia atomu jodu w pierścieniu aromatycznym kwasu 

benzoesowego, czyli najniższe wartości miały pochodne orto, a najwyższe pochodne 

para. Wyniki badań zostały porównane z obliczeniowymi wartościami parametrów pKa 1, 

pKa 2 oraz logarytmu P wygenerowanymi przez oprogramowanie ALOGPS 2.1 oraz 

Marvin (ChemAxon 2018). Wyniki porównania wskazują na znaczące różnice pomiędzy 

wartościami eksperymentalnymi a obliczeniowymi. Badania fizykochemiczne pozwalają 

na optymalizację struktury projektowanej cząsteczki pod kątem właściwości 

fizykochemicznych, które mają znaczący wpływ na farmakokinetykę ostatecznej 

struktury leku opierając się na eksperymentalnych wartościach parametrów 

fizykochemicznych cząsteczki. Dane uzyskane z tych badań mogą znacząco 

zoptymalizować proces projektowania radiofarmaceutyków, w szczególności 

diagnostycznych, których farmakokinetyka jest wyjątkowo istotna z punktu widzenia 

zastosowania tych substancji w medycynie. 

Opracowana metoda HPLC pozwoliła na precyzyjne oznaczenie ilościowe próbek 

pochodzących z badania stabilności chemicznej 3-jodo-N-[4-(1,2,3,4-

tetrahydroakrydyno-9-amino)butylo]benzamidu. Badania wykazały, że substancja jest 

trwała w roztworze metanolowo-wodnym przez 24 godziny w temperaturze pokojowej 

bez dostępu światła oraz jest odporna na czynniki utleniające. Wpływ środowiska silnie 

kwasowego lub silnie zasadowego jest niewielki na trwałość cząsteczki w roztworze. 

Badania wykazały natomiast, że cząsteczka 3-jodo-N-[4-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-

amino)butylo]benzamidu jest silnie wrażliwa na promieniowanie UV. Rzetelność 

oznaczeń została zapewniona poprzez pełną walidację metody HPLC zgodnie 

z protokołem Q2 opublikowanym przez Międzynarodową Radę ds. Harmonizacji. 

Badania stabilności chemicznej pozwalają na opracowanie procedur przechowywania 

oraz transportu substancji zarówno podstawionych stabilnym izotopem, jak i radiacyjnie 

promieniotwórczym izotopem już na etapie projektowania cząsteczki. Wykorzystanie 

„zimnych” radiofarmaceutyków do wyżej wymienionych badań jest dodatkowym atutem 

pozwalającym na bezpieczną pracę podczas procesu optymalizacji cząsteczki. 

Opracowanie strategii optymalizacji gradientu dla chromatografii typu flash za 

pomocą analizy próbek techniką TLC pozwoliło na przyspieszenie i usprawnienie 

procesów oczyszczania pochodnych 1,2,3,4-tetrahydroakrydyny. Silnie korespondująca 
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z teorią elucji gradientowej opracowanej przez Jandera i wsp. podstawa obliczeniowa 

metody pozwala na precyzyjne zaprojektowanie rozdziału gradientowego, dzięki któremu 

można uzyskać produkt o czystości chromatograficznej przy jednoczesnym 

zminimalizowaniu ilości potrzebnego czasu oraz niezbędnych odczynników w dowolnej 

skali, dzięki zastosowaniu wartości objętości używanej kolumny do obliczeń. Ponadto 

metoda pozwala na wykorzystanie techniki mokrej podaży próbki na czoło kolumny, 

uzyskując rozdział o kształtach pików mocno zbliżonych do tych uzyskanych techniką 

suchej podaży próbki mimo wykorzystania rozpuszczalnika próbki zawierającym znaczną 

ilość silnego eluentu. Opracowana strategia optymalizacji gradientu dla chromatografii 

typu flash za pomocą analizy próbek techniką TLC pozwala na zminimalizowanie 

niekorzystnych cech techniki mokrej podaży próbki na czoło kolumny. Przyspiesza 

i upraszcza ona procedurę przygotowania próbki, pozwala na uzyskanie powtarzalnych 

i przewidywalnych czasów retencji substancji badanej, co ułatwia identyfikację 

odpowiednich pików na chromatogramie w przypadku złożonych mieszanin oraz nie jest 

ograniczona skalą projektu procesu oczyszczania dzięki wykorzystaniu wartości 

pojemności kolumny w obliczeniach. Strategia ta może znaleźć zastosowanie w wielu 

procedurach oczyszczania nowych substancji o potencjalnym działaniu biologicznym 

z naciskiem na opracowywanie nowych radiofarmaceutyków, które wymagają szybkich 

i wydajnych procedur z powodu ograniczeń narzuconych przez okres połowicznego 

rozpadu radionuklidów. 
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Streszczenie 

Medycyna nuklearna jest obecnie jednym z najprężniej rozwijających się 

kierunków medycznych. Efektem tego stanu rzeczy jest silny rozwój badań nad nowymi 

radiofarmaceutykami, co było inspiracją do badań prezentowanych w pracy doktorskiej. 

Celem przedstawionej pracy doktorskiej było zebranie informacji na temat 

obecnego stanu wiedzy o najnowszych radiofarmaceutykach, opracowanie metod 

pozwalających na uzyskanie danych o parametrach fizykochemicznych i stabilności 

substancji biologicznie czynnych pochodnych 1,2,3,4-tetrahydroakrydyny będących 

nośnikami „zimnych” izotopów atomów wykorzystywanych w medycynie nuklearnej, 

a także usprawnienie procesu projektowania oraz otrzymywania nowych substancji 

leczniczych wykorzystujących techniki chromatograficzne, które w przyszłości 

z powodzeniem można będzie zastosować w badaniach nad nowymi 

radiofarmaceutykami. 

Wyniki badań dostarczyły informacji o właściwościach fizykochemicznych 

jodopochodnych 1,2,3,4-tetrahydroakrydyny będących „zimnymi” radiofarmaceutykami. 

Opracowane pochodne zawierały w swojej strukturze atom jodu, który domyślnie 

zostanie zastąpiony izotopem promieniotwórczym. Uzyskane dane dotyczyły między 

innymi wartości logarytmu P oraz pKa dla 2-jodo-N-[4-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-

amino)butylo]benzamidu, 3-jodo-N-[4-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-

amino)butylo]benzamidu i 4-jodo-N-[4-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-

amino)butylo]benzamidu. Pozwoliły one na ocenę wpływu położenia podstawnika (atomu 

jodu) w pierścieniu aromatycznym na kluczowe pod względem farmakokinetyki 

właściwości fizykochemiczne związku. 3-jodo-N-[4-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-

amino)butylo]benzamid został poddany również badaniu stabilności chemicznej. Próbki 

zostały analizowane z użyciem techniki HPLC. Przy użyciu tej metody dokonano pełnej 

walidacji zgodnie z raportem Q2 wydanym przez Międzynarodową Radę ds. 

Harmonizacji. Wyniki badań dostarczyły cennych informacji o fotolabilności układu, co 

pozwoliło na opracowanie prawidłowego sposobu przechowywania i transportu badanych 

analogów tego związku. Kluczowym elementem opracowywania nowych substancji 

leczniczych jest ich prawidłowe oczyszczenie po procesie syntezy. Dlatego proces ten 

został poddany optymalizacji, której wynikiem było opracowanie strategii optymalizacji 

rozdziału chromatografii typu FLASH z wykorzystaniem techniki TLC. Koncepcja ta 

pozwala na precyzyjne ustalenie warunków rozdziału gradientowego mającego na celu 

eliminację niekorzystnych efektów zastosowania techniki mokrej podaży próbki oraz 

uzyskiwania czystych frakcji badanego związku w określonym czasie retencji bez 

względu na skalę procedury. Opracowana strategia w znaczący sposób usprawnia 

i przyspiesza proces oczyszczania substancji biologicznie czynnych co ma znaczenie 

w procesie oczyszczania radiofarmaceutyków, które z uwagi na specyficzny czas 

połowicznego rozpadu izotopów promieniotwórczych wymagają szybkich, powtarzalnych 

i wydajnych procedur. 
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Abstract 

Nuclear medicine and imaging are currently one of the most dynamically 

developing directions in medical sciences. The outcome is the strong development of 

research on new radiopharmaceuticals, which was the inspiration for the research 

presented in this dissertation. 

The aim of this dissertation was to collect information on the current state of 

knowledge about the latest radiopharmaceuticals, to develop methods to obtain data on 

the physicochemical parameters and stability of biologically active 1,2,3,4-

tetrahydroacridine derivatives that are carriers of non-radioactive isotopes of elements 

used in nuclear imaging, as well as streamlining the process of designing and obtaining 

new medicinal substances using chromatographic techniques, which in the future can be 

successfully applied in research on new radiopharmaceuticals. 

The study results provided information on the physicochemical properties of 

1,2,3,4-tetrahydroacridine iodine derivatives, which are "cold" radiopharmaceuticals. The 

developed derivatives contained in their structure the iodine element, which will be 

finally replaced by a radioactive isotope. The obtained data concerned log P and pKa 

values for 2-iodo-N-[4-(1,2,3,4-tetrahydroacridine-9-amino)butyl]benzamide, 3-iodo-N-

[4-(1,2,3,4-tetrahydroacridine-9-amino)butyl] benzamide and 4-iodo-N-[4-(1,2,3,4-

tetrahydroacridine-9-amino)butyl]benzamide, which allowed to assess the effect of iodine 

substituent placement in the aromatic ring on the crucial physicochemical properties of 

the compound in terms of pharmacokinetics. 3-iodo-N-[4-(1,2,3,4-tetrahydroacridine-9-

amino)butyl]benzamide was also subjected to a chemical stability test. The samples were 

analyzed by HPLC using a fully validated method according to report Q2 issued by the 

International Council for Harmonization. The results of the research provided valuable 

information on the photolabile of the structure, and allowed for the development of the 

proper method of storage and transport of the tested analogues of this compound. One of 

the most important element in the development of new medicinal substances is their 

correct purification after the synthesis process. This process was optimized, the result of 

which was the development of a TLC optimization strategy for the separation of FLASH 

chromatography. This strategy allows for precise determination of the gradient separation 

conditions, which is aimed at eliminating the unfavorable effects of wet load technique 

and obtaining pure fractions of the tested compound within a specified retention time, 

regardless of the scale of the procedure. The developed strategy significantly improves 

and accelerates the purification process of biologically active substances, which is 

important in the purification process of radiopharmaceuticals, which, due to the specific 

half-life of radioactive isotopes, require fast, repeatable and efficient procedures. 


