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1. Zatrudnienie w Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego.

W Wydziale Chemii UW prowadzę dzia(alno(( naukow( z zakresu wykorzystania metod badawczych chemii teoretycznej i kwantowej do szerokiego kr(gu zagadnie( zwi(zanych ze struktur( uk(ad(w  molekularnych, w tym klaster(w cz(steczkowych, w(asno(ci spektralnych obliczonych teoretycznie, elementarnych proces(w obja(niaj(cych pewne szczeg((owe zagadnienia mechanizm(w reakcji enzymatycznych oraz mechanizm(w molekularnych dzia(ania lek(w. 

W okresie 1971-201 opublikowałem ponad 130 prac (w tym 30 prac będących bezpośrednio rezultatem badań wspólnie z Instytutem Farmaceutycznym) w czasopismach o cyrkulacji międzynarodowej. 3 prace powstały przed zatrudnieniem na stanowisku adiunkta (1976 r.). 
Lista prac podana jest w odrębnym załączniku. 

Przegl(d wa(niejszych osi(gni(( naukowych po uzyskaniu stopnia doktora habilitowanego 
- wykonanie serii teoretycznych bada( struktury molekularnej i w(asno(ci spektralnych cz(steczek pirymidynowych zasad nukleinowych i związków modelowych], a także nietypowych dimerów zasad nukleinowych  
- teoretyczne studia pewnych szczeg((owych etap(w enzymatycznie kontrolowanej reakcji metylowania pier(cienia uracylowego podczas transformacji dUMP do dTMP w syntezie kwas(w nukleinowych 

- teoretyczne obliczenie struktury i widm oscylacyjnych pewnych modelowych chromofor(w strukturalnie zwi(zanych z bipirydylodiolami , gdzie występuje wewnątrzcząsteczkowe podwójne wiązanie wodorowe 
- teoretyczne obliczenie struktury, widm oscylacyjnych oraz ocena oddziaływań z cząsteczkami środowiska o zróżnicowanej polarności dla pochodnych aminoglutetymidu i związków modelowych 
- teoretyczne obliczenie struktury fotoindukowanych dimerów zasad pirymidynowych 
- opracowanie teoretycznej struktury ligandów receptorów serotoninowych 5-HT o różnych podtypach 

Ciekawe są również wydzielone tematy badawcze częściowo związane z grupą tematyczną opisaną powyżej, jak np:
- modelowanie pewnych etap(w hydrolizy ATP 

- teoretyczna ocena stałych ekranowania serii związków modelowych

- teoretyczny model oddziaływania chiralnych aminokwasów i hydroksykwasów

z chiralną fazą stałą  
- opracowanie farmakofora związków o działaniu uspokajająco-nasennym  

- skonstruowanie modeli inhibitorów transferazy sialylowej  
Warto zwrócić uwagę na grupę najnowszych tematów badawczych obejmujących
zastosowanie metod teoretycznych do wspomagania optymalizacji reakcji chemicznych o kluczowym znaczeniu dla wytwarzania substancji farmaceutycznych 

Podsumowanie ważniejszych osiągnięć w latach 2007-2010
2007:

W oparciu o wyniki teoretycznych obliczeń DFT/B3LYP dla różnych wariantów reakcji modelowej wykazano, że w molekularnym mechanizmie 2-go etapu nieenzymatycznej solwolizy (w środowisku kwaśnym)  wiązania pomiędzy CMP (cytydyno 5’-monofosforan) oraz kwasem sialowym (kwas N-acetyloneuraminowy) kluczową rolę odgrywa wytworzenie się oksokarbenowego stanu przejściowego z przeniesieniem protonu.

Ponadto, zaprezentowano wyniki teoretycznych obliczeń DFT/B3LYP stałych sprzężeń NMR 1J(11B-H) oraz 1J (10B-H) , które wspomogły interpretację danych eksperymentalnych odnośnie detekcji anionu (BH3OH) (-) jako indywiduum chemicznego w roztworze. Badania realizowano w związku z syntezą boropochodnych zasad nukleinowych oddziałujących z układem enzymatycznym.

2008:

Przy pomocy modelowania molekularnego wykorzystującego techniki dokowania oraz dynamiki molekularnej oceniono kompleksowanie modelowego białka – cytochromu c przez monowarstwę funkcjonalizowaną przez alkanotiole. Stwierdzono, że orientacja białka względem monowarstwy może być kontrolowana przez odpowiednio zaprojektowane motywy strukturalne monowarstwy.

Ponadto, wykonano obliczenia przy pomocy teorii funkcjonału gęstości dla modelowego fosforanu deoksydinukleozydu (zawierającego Gua, Cyt) i oddziałującego z jonem Na+. Pokazano, że równoległe ułożenie pierścieni heteroaromatycznych jest wynikiem odpowiedniego ułożenia fragmentu cukrowo-fosforanowego, natomiast oddziaływanie typu stacking odgrywa mniejszą rolę.

2009:

Obliczenie metodami chemii kwantowej parametrów strukturalnych i spektroskopowych w celu interpretacji widm IR, NMR nowych boropochodnych oraz fosforo- i tio-pochodnych cząsteczek - składników kwasów nukleinowych i białek. Przewidzenie na drodze teoretycznej równowagi tautomerycznej zmodyfikowanej zasady Schiffa zawierającej niesymetryczną budowę egzocyklicznego podstawnika węglowego. Opracowanie prostego modelu funkcjonalizacji nanorurki.

2010:

W poszukiwaniu metody na niedestrukcyjną tiofosforylację białek przeprowadzono połączone eksperymentalno-teoretyczne badania  reakcji syntazy tymidylanowej z łagodnymi czynnikami tiofosforylującymi (tiofosforamid potasowy i tiofosforamid diamonowy w roztworze buforowym), zidentyfikowano zmodyfikowane w ten sposób aminokwasy z użyciem spektroskopii NMR i obliczeń metodą funkcjonału gęstości DFT dla pojedynczych fosforylowanych i tiofosforylowanych aminokwasów. Wykazano w ten sposób, że tiofosforylacji w tych warunkach ulegają lizyna, seryna i histydyna. Przy pomocy analogicznych metod przeprowadzono badania syntezy i właściwości spektroskopowych zawierających bor pochodnych stawudyny, leku przeciw wirusowi HIV. Za pomocą spektroskopii NMR oraz obliczeń metodą DFT wykazano, że tetraedryczny kompleks z grupą boranową przypomina pod względem geometrii oraz właściwości elektronowych grupę fosforanową i należy się spodziewać podobnych interakcji z otoczeniem. 

Z użyciem połączonych metod kwantowo-chemicznej (B3LYP/LANL2DZ), hybrydowej (ONIOM) oraz symulacji dynamiki molekularnej zaproponowano model wspomagania  ataku grupy Cys 146 na dUMP poprzez wytworzenia się wiązania wodorowego z tlenem O(4) w dUMP i wykazano, że wspomaganie takie nie powinno wystąpić, gdy O(4) zastąpiony zostanie przez atom siarki S(4).

Przy użyciu symulacji dynamiki molekularnej analizowano drgania niskiej częstości syntazy tymidylanowej w formie homodimeru i wykazano, że obie podjednostki charakteryzują się innym zestawem drgań normalnych, co wspomaga wysuwane w literaturze hipotezy o  aktywności  jednej tylko podjednostki enzymu.

Opracowano również proste modele funkcjonalizacji nanorurek węglowych o zróżnicowanej strukturze.

Bliższa charakterystyka wybranych osiągnięć
Nukleinowe zasady pirymidynowe
Najwi(ksza liczba prac po(wi(cona zosta(a teoretycznym obliczeniom struktury i w(asno(ci spektralnych zasad pirymidynowych i ich rozmaitych pochodnych w tym pochodnych siarkowych, fluorowych i oksymowych. Pewien pogl(d nt. wykorzystywanych technik badawczych mo(na zdoby( w pracy [46], gdzie przeprowadzono  badania struktury przestrzennej i pewnych w(asno(ci spektralnych 4-hydroksy-pirymidyny i jej formy tautomerycznej przy pomocy spektroskopii IR, argonowych matryc niskotemperaturowych, przemian fotochemicznych indukowanych (wiat(em UV oraz wykonuj(c teoretyczne obliczenia metodami RHF i MP2. Zinterpretowano wi(kszo(( pasm oscylacyjnych w widmach eksperymentalnych i okre(lono wzgl(dne populacje r((nych form tautomerycznych badanych zwi(zk(w.

Modelowe chromofory
Podj(to pr(b( [60] zbadania w(asno(ci nietrwałej formy tautomerycznej bipirydylodiolu, BP(OH)2, - modelowego chromofora. W tym celu zaprojektowano odpowiedni( pochodn( dwumetylow(, DDB, dla kt(rej zmierzono widma fluorescencji w rozpuszczalnikach o r((nej polarno(ci oraz wykonano obliczenia teoretyczne struktury przestrzennej i elektronowej metodami ab initio. Stwierdzono, (e zmiany w widmach eksperymentalnych i teoretycznych pod wp(ywem obecno(ci cz(steczek rozpuszczalnika s( wzajemnie konsystentne i odpowiadaj( wytworzeniu si( struktury podw(jnego zwitterjonu zar(wno w stanie podstawowym, jak i najni(szym wzbudzonym stanie trypletowym i singletowym. 

Ligandy receptorów serotoninowych (buspiron i analogi, związki pokrewne)
Przeprowadzono [50] badania struktury przestrzennej i pewnych w(asno(ci spektralnych buspironu, leku o dzia(aniu anksjolitycznym, oraz jego dw(ch analog(w strukturalnych o zwyczajowych nazwach mesmar i kaspar, przy pomocy analizy rentgenostruktualnej, spektroskopii NMR 1H, 13C oraz metodami obliczeniowymi  chemii kwantowej. Stwierdzono znaczne podobie(stwo wzajemnego po(o(enia pier(cienia aromatycznego i zasadowego atomu azotu w badanych zwi(zkach, oraz w innych zwi(zkach b(d(cych ligandami receptora serotoninowego 5-HT1A w centralnym uk(adzie nerwowym, np. 8-OH-DPAT i LSD. Zaproponowano modyfikacje znanego poprzednio modelu Hiberta farmakofora receptora 5-HT1A.
W pracach [87,88,89,92] podjęto studia nad modelem oddziaływania analogów buspironu z receptorami serotoninowymi 5-HT1A i 5-HT2A przy pomocy mechaniki i dynamiki molekularnej. Uwzględniono pełnoatomową reprezentację ligandów i receptorów. Dokowanie ligandów badano przy założeniu istnienia hipotetycznego miejsca wiążącego. W rezultacie można było wskazać pozycje w strukturze receptorów szczególnie podatne na oddziaływanie z ligandami. W wyniku obliczeń zaproponowano, że eksperymentalnie stwierdzone silniejsze wiązanie buspironu przez 5-HT1A niż przez 5-HT2A znajduje swoje odbicie w większej dla 5-HT1A niż dla 5-HT2A liczbie kontaktów buspiron-centrum aktywne receptora. Podano również szereg innych charakterystyk strukturalnych różnicujących kompleksy buspironu z obydwoma receptorami.

Aminoglutetymid i związki pokrewne (glutarimid i pochodne)

Badania przeprowadzono wykorzystując komplementarne techniki spektroskopii IR oraz Ramana, a także wykonując teoretyczne obliczenia widm oscylacyjnych metodami chemii teoretycznej i kwantowej. Wykazano, (e widma oscylacyjne buspironu można w przybliżeniu przedstawić jako superpozycję widm modelowych cz(steczek b(d(cych odpowiednikami elementów strukturalnych buspironu. tj. fragmentu pirymidynylopiperazynowego (1-PP), imidowego (Mei) i ((cz(cego je fragmentu butylowego (But). Stwierdzono, (e wk(ad dwóch sk(adowych, tj. 1-PP i Mei, w widmach IR i Ramana jest dominuj(cy ze znikomym udzia(em fragmentu But. Okazuje si(, (e obecno(( fragmentu alkilowego (But) w cz(steczce buspironu zapewnia w  istocie odizolowanie 1-PP i Mei, a tym samym unikni(cie sprz((e( oscylacyjnych pomi(dzy nimi. W przeciwnym wypadku uniemo(liwi(oby to odtworzenie widma buspironu przez proste z(o(enie widm jego fragmentów. Ponadto stwierdzono, (e zarówno buspiron, jak i oba fragmenty sk(adowe, tj. 1-PP i Mei do(( silnie oddzia(ywuj( z rozpuszczalnikami tego typu, jak CH3CN czy CHCl3, co powoduje wyra(ne przesuni(cie niektórych pasm (np. C=O). 


Zinterpretowano widma oscylacyjne aminoglutetimidu i glutarimidu rozpuszczonych w CHCl3 i CCl4. Wykazano, (e wraz ze wzrostem st((enia, obok monomerów pojawiaj( si( autoasocjaty. Za(o(ono, (e s( one dimerami i wykonano wstępne obliczenia optymalnej struktury metod( ab initio dla glutarimidu i dimerów glutarimidu zwi(zanych cyklicznym wi(zaniem wodorowym o strukturach zarówno typu oxo-oxo, jak i hydroksy-hydroksy. Okaza(o si(, (e tautomer hydroxy-hydroxy jest wyra(nie mniej stabilny, o ok. 47 kcal/mol, ni( dimer oxo-oxo (RHF/6-31G*). 

Fotoindukowane dimery zasad pirymidynowych.
W pracach [93,94] podjęto ciekawy problem deformacji struktury kwasu nukleinowego wskutek oddziaływania z promieniowaniem UV. Absorpcja promieniowania, zgodnie z danymi eksperymentalnymi, prowadziła do utworzenia wiazań chemicznych pomiędzy sąsiadującymi zasadami pirymidynowymi. W rezultacie podjętych obliczeń teoretycznych wykazano, że oprócz zmian geometrii mogą dodatkowo zachodzić przemiany tautomeryczne, co może znacznie pogłębić destrukcję kwasu nukleinowego sprzyjającą wystąpieniu mutacji typu tranzycji.

 

Wybrane aspekty enzymatycznie kontrolowanej metylacji dUMP ---> dTMP
Zbadano zmiany strukturalne i efekty energetyczne zwi(zane z wieloma elementarnymi reakcjami chemicznymi, jakie mog( zachodzi( podczas enzymatycznej metylacji dUMP oraz pewnych C(4),C(5)-jedno i dwupodstawionych analog(w dUMP. Wykorzystano modelowe cz(steczki chemiczne oraz reakcje mi(dzy nimi, aby symulowa( oddzia(ywanie substratu z enzymem. Substrat reprezentowany by( przez cz(steczk( 1-metylo-5,6-dihydro-6-tiometylo-uracylu oraz jego rozmaite analogi strukturalne. Aktywny fragment enzymu, tj. reszta cysteinowa (Cys-198), reprezentowana by(a przez cz(steczk(  metylomerkaptanu. W wyniku oblicze( ab initio RHF (w rozmaitych gaussowskich bazach funkcyjnych) stwierdzono, (e atak nukleofilowy reszty cysteinowej na substrat mo(e prowadzi( do przy((czenia grupy -SH do wi(zania C(5)=C(6)   substratu i (e jest to reakcja s(abo egzotermiczna, ok. 5   kcal/mol. W przypadku pochodnej 5-fluoro-C(4)-hydrazonowej  stwierdzono, (e reakcja przy((czenia mo(e by( znacznie bardziej egzotermiczna, ponad 10 kcal/mol, co sprzyja( mo(e dodatkowemu hamowaniu dzia(ania enzymu, gdy( posiadanie     podstawnika fluorowego przy C(5) pier(cienia pirymidynowego w znacznym stopniu eliminuje mo(liwo(( metylowania w pozycji C(5). Wykazano r(wnie(, (e zak(adane w literaturze tego przedmiotu tworzenie si( karbanionu enolanowego jest ma(o   prawdopodobne, na co wskazuj( niewielkie efekty energetyczne towarzysz(ce temu procesowi. Je(eli jednak karbanion taki  stanowi cz((( wi(kszego uk(adu powi(zanego wi(zaniami  wodorowymi, np. z reszt( histydyny i cz(steczkami wody, to  powsta(a struktura mo(e by( trwa(a. Tworzenie si( i rozpad  tr(jcz(steczkowego kompleksu substrat-enzym-kofaktor  symulowano przy pomocy w/wym. cz(steczki 6-tiometylo-uracylu, w kt(rej d(ugo(( jednego z wi(za( C(5)-H by(a stopniowo powi(kszana. Stwierdzono m.in. brak istotnych zmian strukturalnych cz(steczki substratu pomimo  znacznego wyd(u(enia wi(zania C(5)-H. Wyd(u(enie tego  wi(zania o ok. 50% zwi(zane jest z utrat( energii ca(kowitej ok. 40-50 kcal/mol. Tak znacz(ca zmiana energii mo(e by( cz((ciowo zredukowana (zmniejszona), je(eli uwzgledni si( obecno(( cz(steczki wody, kt(ra dzia(a jako potencjalny  akceptor protonu usuni(tego z pozycji C(5) substratu. Wykazano, (e proces przeniesienia protonu z udzia(em jednej cz(steczki wody mo(e zachodzi( powoduj(c utrat( ok. 40      kcal/mol (RHF/3-21G). Niezwykle interesuj(cy okaza( si(  spos(b, w jaki cz(steczka wody moduluje przeniesienie protonu: akceptuje ona proton z pozycji C(5) i jednocze(nie oddysocjowuje w(asny proton w kierunku centrum              nukleofilowego, w tym przypadku do atomu tlenu O(4) pier(cienia substratu. Akceptorem protonu z cz(steczki wody mo(e by( r(wnie( inne centrum nukleofilowe, np. zlokalizowane w cz(steczce kofaktora pojawiaj(ce si( w  wyniku otwarcia pier(cienia imidazolowego. Wed(ug modelowych oblicze( centrum takim mo(e by( atom   azotu N(10) pier(cienia kofaktora. Uzyskany wynik stawia w  nowym (wietle s(abo poznany dot(d mechanizm dzialania  N(4)-hydroksy-dCMP jako inhibitora syntazy tymidylanowej.  Teoretycznie wykazano, (e grupa oksymowa (tj. N(4)-hydroksy) tworzy( mo(e silne wi(zanie wodorowe z atomem azotu N(10)   otwartego we wcze(niejszym etapie pier(cienia kofaktora, uniemo(liwiaj(c tym samym oderwanie protonu z pozycji C(5)  pier(cienia pirymidynowego. Można zatem przypuszcza(, (e istniej( dwa niezale(ne sposoby inaktywacji enzymu, tj. znany wcze(niej spos(b blokady pozycji C(5) pier(cienia  pirymidynowego (blokada donora protonu), i zaproponowany w  pracach 61,66 spos(b blokady akceptora protonu uwolnionego z C(5), tj. atomu azotu N(10) kofaktora, np. poprzez utworzenie wi(zania wodorowego. Kolejny aspekt złożonego mechanizmu enzymatycznie kontrolowanej metyzacji dUMP został teoretycznie zbadany w pracy [100], gdzie przeprowadzono symulacje energii swobodnej wiązania mono- i di-tio analogów substratu dUMP i inhibitora FdUMP z cząsteczką syntezy tymidylanowej w środowisku wodnym. Okazało się, że większe powinowactwo dUMP do enzymu wynika nie tylko z silniejszego (względem FdUMP) oddziaływania elektrostatycznego z centrum aktywnym, ale również z efektów solwatacyjnych. Badania symulacyjne pokazały również, że mono-tio analogi substratu i inhibitora wykazują niewielkie zróżnicowanie powinowactwa do enzymu. Z kolei di-tio analog substratu traci swoją aktywność substratową, co może być związane ze wzrostem aromatycznego charakteru pierścienia pirymidynowego i w następstwie może hamować dalszy etap reakcji enzymatycznej tj. przyłączenie reszty cysternowej do pozycji C6 pierścienia.
Wspomaganie optymalizacji reakcji chemicznych

Opracowanie optymalnej w danych warunkach metody syntezy jest na ogół długotrwałym wieloetapowym złożonym procesem. Rozpoczyna się on od starannego doboru procedury syntetycznej w oparciu o analizę istniejącej literatury naukowej ze szczególnym uwzględnieniem znanych mechanizmów reakcji i aktualnych ograniczeń patentowych. Szczególną rolę odgrywa analiza posiadanych wieloletnich doświadczeń własnych w zakresie syntezy substancji czynnych leków. Opracowanie nowej drogi syntezy powinno z kolei uwzględniać wymagania nie tylko wyszczególnione powyżej, ale również i dodatkowe czynniki ekonomiczne, takie jak np. zwykle krótki czas na realizację udoskonalenia, ograniczone środki techniczne i finansowe, skład osobowy zespołu wykonawców. W rezultacie podjętych działań oczekuje się m.in. podwyższenia wydajności reakcji, obniżenia zawartości lub eliminacji zanieczyszczeń i niepożądanych składników, skrócenia czasu trwania reakcji, opracowania łatwiejszej procedury izolacji produktu końcowego. W celu spełnienia powyższych wymagań niezbędne jest na ogół przeprowadzenie w laboratoriach badawczych wielu prób przy różnorodnych warunkach początkowych i przy zastosowaniu zmodyfikowanych procedur syntetycznych. Jednym ze sposobów ograniczenia ilości prób jest wykorzystanie technik obliczeniowych, np. w oparciu o teoretyczne planowanie eksperymentów (design of experiments - DoE) i oszacowane powierzchnie odpowiedzi reakcji (reaction response surfaces). Umożliwiają one ocenę zakresu takich wartości parametrów reakcji, które mogą spowodować uzyskanie w laboratorium korzystnego wyniku (determination of the design space). Teoretyczna powierzchnia odpowiedzi reakcji powinna wiernie odtwarzać zależność tzw. odpowiedzi, np. wydajności reakcji, y [%], od parametrów procesu. Ze względu na niekompletną informację, jaką można zdobyć na podstawie wyrywkowych doświadczeń, powierzchnie takie dobiera się przy pomocy metody najmniejszych kwadratów minimalizując średnie kwadratowe odchylenia pomiędzy doświadczalnymi i teoretycznymi wartościami wydajności. Powierzchnie te są często przedstawiane w formie wielomianowych funkcji parametrów procesowych (zmiennych x). Z kolei funkcje wielomianowe uzależnia się od parametrów liniowych, które wyznacza się przy pomocy standardowych metod regresji liniowej. W niektórych przypadkach reprezentacja wydajności reakcji przez funkcję wielomianową może okazać się nieodpowiednia, ponieważ funkcje te w ogólności nie spełniają ważnego ograniczenia 0<y<100 %. W celu uwzględnienia tego ograniczenia zaproponowano w naszych badaniach wykorzystanie reprezentacji odpowiedzi reakcji w formie funkcji logistycznej ŷ(x):
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ŷ(x)   =   ŷ(x;b)   =   ──────────
                     (1)

                                                                               - z(x;b)

                                                                    1 + 10

gdzie

z(x;b) = b0 + Σ bi ui + Σ Σ bij ui uj 
(2)

ui = (xi – Mi) / Ri , i = 1,...,m 
(3)

oraz

Mi = (bi + ai)/2 
jest środkiem przedziału zmiennej xi o końcach ai  oraz  bi ,
Ri = (bi – ai)/2
 jest połową zakresu zmienności xi.

Zaproponowana postać odpowiedzi reakcji jest nieliniową funkcją zarówno parametrów procesowych (x), jak i parametrów powierzchni (b). Aby wyznaczyć parametry b można zastosować następujące metody: 

1.   metoda bezpośredniej minimalizacji średniego kwadratowego odchylenia


d* = arg  min  || y(x) - ŷ(x;d) ||                      
 (4)

gdzie ŷ (x,d) = ŷ (z(x;d)). d* można obliczyć przy pomocy jednej z wielu metod numerycznej minimalizacji, np. przy pomocy metody Marquardta. Metoda bezpośrednia była jednak rzadko stosowana ze względu na skomplikowany iteracyjny charakter obliczeń zarówno samych parametrów d, jak i ich odchyleń standardowych σ (d).

2.   metoda pośrednia polegająca na uprzednim przekształceniu danych eksperymentalnych (y) przy pomocy transformacji logit, a następnie minimalizacji średniego kwadratowego odchylenia:

b* = arg  min  || log10 (  y(x) / ( 100 – y(x) ) )  -   z(x;b) ||          (5)

gdzie z( x; b ) ma postać funkcji wielomianowej (2). Mając wyznaczoną funkcję z(x;b*) oblicza się następnie przewidywaną wydajność y ze wzoru (1). Wartości współczynników b* można obliczyć następująco:

b*  =  (X’X) -1 X’ log10 (  y(x) / ( 100 – y(x) ) )      
       (6)

gdzie  X  jest macierzą o następujących kolumnach:

X = [   1     u1     u2 … um      u1u2     u1u3  … um-1 um     u12     u22…  um2 ]        (7)

Teoretyczną powierzchnię odpowiedzi reakcji można również wyrazić w formie

                                                                            100

   ŷ ( x; b* ) = ŷ (x,y(x)) = ────────────────────────────
       (8)
                                                    - X(X’X) -1 X’ log10 (  y(x) / ( 100 – y(x) ) )

                                         1 + 10

Powyższe wyrażenia na współczynniki  b*   oraz powierzchnię  ŷ (x,y) umożliwiają względnie proste obliczenie odpowiednich odchyleń standardowych   σ (b*)   , a co za tym idzie również ocenę istotności  b*    i  adekwatności   z   oraz (pośrednio)  ŷ . Wprawdzie metoda pośrednia nie jest równoważna metodzie bezpośredniej, to jednak wartości liczbowe powierzchni   ŷ ( x; b* )  obliczone obiema metodami są bardzo bliskie. Do dalszych badań wykorzystano zatem metodę pośrednią. Ze względu na małą ilość danych eksperymentalnych również liczba współczynników b musiała być ograniczona do niezbędnego minimum. W celu określenia liczby i wartości współczynników b posłużono się dwiema metodami: metodą wielokrotnej regresji liniowej (MLR, Multiple Linear Regression) oraz cząstkową metodą najmniejszych kwadratów (PLS, Partial Least Squares) . Używając metody MLR zastosowano ponadto dobór istotnych zmiennych x (a co za tym idzie i odpowiednich współczynników b) przy pomocy metody selekcji krokowej postępującej (forward) i wstecznej (backward). Wybór mniejszej liczby zmiennych możliwy jest również przy pomocy metody PLS, przy czym są to wówczas tzw. zmienne ukryte (latent variables) będące odpowiednio dobranymi liniowymi kombinacjami zmiennych x.

Podane niżej cztery przykłady pokazują sposoby wykorzystania powierzchni odpowiedzi reakcji oraz stopniowego dochodzenia do optymalnych warunków wytwarzania substancji farmaceutycznych.

Przykład 1. Optymalizacja redukcji olefiny w syntezie pioglitazonu [29]
Przykład 2. Optymalizacja dehydratacji pochodnej androstanu w syntezie eksemestanu [31]
Przykład 3. Optymalizacja selektywnego metylowania pochodnej estradienonu w syntezie tibolonu [30]
Przykład 4. Optymalizacja kondensacji pochodnej piperydyny i tiouracylu [32]
Testy biorównoważności w oparciu o dwustronny Schuirmanna

W badaniach Zakładu Farmakologii Instytutu Farmaceutycznego oprócz pomiarów parametrów farmakokinetycznych porównywanych preparatów leczniczych istotna rolę odgrywa analiza statystyczna. Prof. dr hab. Andrzej Leś wykonywał takie analizy dla kilkudziesięciu preparatów. Chociaż raporty z takich obliczeń stanowią materiał niejawny, to poniżej zawarty jest zwięzły opis najważniejszych szczegółów wykorzystywanej metodologii.

W celu określenia równoważności biologicznej dwóch preparatów, tj. T (testowy) oraz R (refencyjny), stosuje się jednocześnie kilka testów statystycznych do wyników pomiarów wybranych parametrów farmakokinetycznych. Część z tych parametrów, takich jak Cmax, AUC0-t i AUC0-∞ (ang. primary pharmacokinetic parameters) ma kluczowe znaczenie podczas podejmowania decyzji nt. równoważności biologicznej. Inne parametry, jak np. tmax, t½ ,  kel, MRT (ang. secondary pharmacokinetic parameters), mają znaczenie pomocnicze.

W odniesieniu do parametrów Cmax, AUC0-t i AUC0-∞  stosuje się testy parametryczne zakładając normalność rozkładu wyników pomiarów po transformacji logarytmicznej. Testy nieparametryczne stosowało się w latach ubiegłych do pozostałych parametrów farmakokinetycznych (pomocniczych) , przy czym obecne rekomendacje agencji kontroli leków FDA i EMA nie polecają tych testów.

Zarówno europejskie (EMEA), amerykańskie (FDA) oraz wiele innych agencji kontroli produktów leczniczych zaleca stosowanie pewnego szczególnego testu parametrycznego, tj. testu Schuirmanna, do oceny równoważności biologicznej preparatów T i R na podstawie wyników pomiarów Cmax, AUC0-t i AUC0-∞ . Test ten opracowany został dla badań zaprojektowanych jako badania 2-etapowe, krzyżowe, randomizowane, zrównoważone w odniesieniu do preparatów podanych jednorazowo (ang. two-period crossover 2x2, randomized, balanced design). Zakłada się, że wielkość X reprezentująca Cmax, AUC0-t lub AUC0-∞  może być przedstawiona w przybliżeniu przy pomocy modelu multiplikatywnego w zależności od czterech czynników, tj. od preparatu (T lub R), ochotników (S1,…,Sn), okresu badań (1 lub 2) oraz sekwencji podania preparatu (TR lub RT). 

Ponadto wykorzystuje się szereg założeń: 

(i) σ2T =  σ2R = σ2 , tj. wariancje wewnątrz-osobnicze podczas stosowania preparatu testowego (T) i referencyjnego (R) są jednakowe,

(ii) badane parametry farmakokinetyczne (po transformacji logarytmicznej, tj. Y = log(X)) podlegają rozkładowi normalnemu,

(iii) θ1  = - θ2 , tj. granice dozwolonego przedziału równoważności są symetryczne względem zera, np. θ1  = log(0.8)   = -0.22314, θ2  = log(1.25) =   0.22314 .

Zakłada się również, że można założyć liniową zależność Y od logarytmów wymienionych czynników. Test Schuirmanna stanowi zespół dwóch jednostronnych testów t-Studenta i jest zbudowany następująco:

H0 ( T nie jest równoważne biologicznie względem R) : YT – YR  ≤ θ1 lub YT – YR  ≥ θ2
H1 (T  i R są równoważne biologicznie):  θ1 < YT – YR <  θ2
gdzie θ1 = log(0.8), θ2 = log(1.25) .

Aby zweryfikować hipotezę H0 konstruuje się dwie statystyki t1 i t2:

t1 = [ (YT – YR) – θ1 ] / s√ (2/n)  ≥  t1-α,f

t2 = [θ2  - (YT – YR) ] / s√ (2/n)  ≥  t1-α,f

gdzie t1-α,,f  jest kwantylem rozkładu t-Studenta odpowiadającym poziomowi ufności 1-α oraz liczbie stopni swobody f = n-2 . Obie powyższe nierówności powinny być spełnione jednocześnie, aby można było stwierdzić równoważność biologiczna preparatów T i R. 

W obliczeniach związanych z realizacją testu Schuirmanna powinno się stosować oceny wewnątrz-osobniczej zmienności σ  (ang. intra-individual variability). W ramach przedstawionego schematu badań preparatów T i R nie jest możliwe uzyskanie oceny σ bezpośrednio i dlatego ocenę wartości σ należy uzyskać z innych źródeł (np. z literatury) bądź przybliżać np. przy pomocy uproszczonych wyrażeń. Jedną z takich możliwości jest ocena 

σ  przy pomocy pierwiastka kwadratowego z s2 będącego oceną wariancji błędu losowego na podstawie analizy ANOVA. Znajomość przybliżonej wartości σ jest niezbędna do oceny 

odchylenia standardowego różnicy wartości oczekiwanych  μT – μR przy pomocy wyrażenia

σ(2/n)½
Równoważność biologiczna ma miejsce wówczas, gdy odrzucona zostanie hipoteza H0, tj. gdy cały przedział ufności zawiera się z dozwolonych granicach przedziału równoważności.

Zwyczajowo ustala się  poziom istotności dla popełnienia błędów 1-go rodzaju α = 0.05 ( 5%, dla testów jednostronnych) lub α = 0.1 ( 10%, dla testów dwustronnych).  Wartość α jest interpretowana jako prawdopodobieństwo odrzucenia H0, gdy H0 jest prawdziwe.

Ocena prawdopodobieństwa wystąpienia błędów 2-go rodzaju β (przyjęcie H0, gdy H1 jest prawdziwe) jest mniej oczywista, ponieważ wartość β zależy od hipotezy H1. 

Moc testu (ang. the power of the test)  jest równa  1–β i jest interpretowana jako wartość prawdopodobieństwa odrzucenia H0, gdy H0 jest fałszywe.

Jedno z najprostszych wyrażeń do ceny liczebności próby (N) jest następujące:

N = 2 (s2/Δ2)  (  t1-α/2,N-1 + t1-β,N-1)2
Jak widać, obliczenie N (wartość całkowita) wymaga zastosowania procesu iteracyjnego w celu rozwiązania powyższego równania przy ustalonych wartościach wariancji s2  oraz Δ  (maksymalna dopuszczalna różnica pomiędzy T oraz R). t1-α/2,N-1 oraz t1-β,N-1 są kwantylami rozkładu t-Studenta o podanej wartości poziomu ufności oraz ustalonej liczbie stopni swobody. Jeśli przyjmiemy, że wielkość Δ odpowiada 20% wartości parametru farmakokinetycznego dla preparatu R (tj. Δ  = 0.2 <R>), to liczebność próby ochotników można ocenić przy pomocy współczynnika zmienności CVis odpowiadającego względnej zmienności wewnątrz-osobniczej (ang. intra-subject variability), ponieważ spełniona jest relacja

s2/Δ2 = s2 / ( 0.2 <R>)2 = 25 CVis2
Wartości CVis pozostają na ogół nieznane i dlatego przybliża się je wykorzystując dane literaturowe (sugerujące wartość  CVis ok. 30%) , bądź korzystając z przybliżonych wyrażeń takich, jak np. 

CVis = ( exp(σ*2) – 1 ) ½,

w którym σ* oznacza odchylenie standardowe danych (T/R) po transformacji logarytmicznej.

Ocena mocy oraz minimalnej liczebności próby zapewniającej osiągnięcie ustalonego poziomu istotności β dla testu Schuirmanna jest bardziej skomplikowana, bowiem wykorzystuje specjalne funkcje Qν Owena.

Kluczowe (główne) parametry farmakokinetyczne są następujace [EMEA, FDA]:

iloraz T/R (po transformacji logarytmicznej) dla  Cmax, AUC0-t, AUC0-∞                    0.8-1.25 

iloraz T/R (po transformacji logarytmicznej) Cmax  w uzasadnionych przypadkach   0.7-1.43

Podrzędne parametry farmakokinetyczne:

 iloraz T/R (bez transformacji logarytmicznej) dla tmax, t1/2 , MRT, etc.                      0.8-1.2

W obliczeniach statystycznych wykorzystywano oprogramowanie firmy SAS Institute (U.S.A.) oraz dostępne publicznie oprogramowanie do obliczeń numerycznych i statystycznych.

Istnieją różne sposoby prezentacji wyników obliczeń statystycznych. Nie ustalono jeszcze wspólnego standardowego sposobu prezentacji, albowiem wytyczne opracowane przez takie wiodące instytucje jak FDA lub EMEA różnią się wieloma szczegółowymi zapisami odnośnie np. kryteriów akceptacji parametrów farmakokinetycznych. Natomiast w Instytutcie Farmaceutycznym opracowano w udziałem prof. A. Lesia własny sposób prezentacji wyników biorównoważności preparatów leczniczych akceptowany przez krajowe i międzynarodowe urzędy rejestracji leków.

Najważniejsze prace:

struktura i w(asno(ci nukleinowych zasad pirymidynowych 

[8, 10, 35, 36]
metylacja dUMP ---> dTMP katalizowana przez syntaz( tymidylanow( 
[1, 2, 3, 4, 6, 18, 19, 37]
modelowe zwi(zki fotochromowe 
[23, 27, 43] 
ligandy receptorów serotoninowych (buspiron i związki pokrewne) 
[39, 40, 41, 42, 45, 49, 51]
aminoglutetymid i związki pokrewne (glutarimid i pochodne) 
[52, 54, 55, 60]
fotoindukowane dimery zasad pirymidynowych
[44, 47, 48, 50]
wspomaganie optymalizacji reakcji chemicznych
[5, 17, 20, 22, 26, 28, 29, 30, 31, 32]

Program badań naukowych na najbliższe lata.

W programie badań naukowych obejmujących chemię obliczeniową biomolekuł na najbliższe lata wyróżnić można dwa nurty:

1.
Chemia teoretyczna i kwantowa oraz modelowanie molekularne.
2.
Metody numeryczne i statystyczne wspomagające analizę wyników uzyskanych na 
drodze
eksperymentalnych badań związków czynnych farmakologicznie.
Ad 1.
Chemia teoretyczna i kwantowa oraz modelowanie molekularne
1.1.
Teoretyczne aspekty struktury i właściwości syntazy tymidylanowej
Jest to kontynuacja wieloletniej współpracy z zespołem enzymologów kierowanym przez prof. dr hab. Wojciecha Rode (Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN) nad teoretycznymi aspektami struktury syntazy tymidylanowej oraz jej oddziaływania z substratami i inhibitorami. We współpracy z partnerami meksykańskimi (I.Ortega Blake, N. Pastor) i amerykańskim (L. Adamowicz) opracowano m.in. model budowy centrum aktywnego syntazy tymidylanowej w formie monomeru  i dimeru w środowisku wodnym   
(maszynopis pracy na ten temat jest aktualnie opracowywany). Ciekawy kierunek modelowania molekularnego został niedawno rozpoczęty w związku z przypuszczalnym oddziaływaniem syntazy tymidylanowej z jej własnym mRNA (odpowiednie symulacje molekularne trwają w ramach przygotowywanej rozprawy doktorskiej M. Świniarskiej, nad którą sprawuję opiekę naukową).
Ad 2.
Metody numeryczne i statystyczne w chemii farmaceutycznej i medycznej:

2.1.
Wspomaganie teoretyczne procesu optymalizacji wybranych etapów syntez substancji chemicznych wchodzących w skład środków farmaceutycznych.
Na tym polu A. Leś zdobył już pewne doświadczenia udokumentowane publikacjami w czasopismach o zasięgu międzynarodowym i krajowym. Badania obejmują wspomaganie procesu optymalizacji reakcji chemicznych z wykorzystaniem  teoretycznych metod planowania eksperymentów, metody powierzchni odpowiedzi reakcji, statystycznych metod analizy danych eksperymentalnych i przy zastosowaniu oprogramowania użytkowego (Matlab, SAS, kompilatory fortranu, biblioteki numeryczne i statystyczne) oraz baz danych literaturowych (Biblioteka Wirtualna udostępniona przez ICM UW). Jest to grupa tematów realizowana wspólnie z pracownikami Instytutu Farmaceutycznego w Warszawie.
2. Zatrudnienie w Instytucie Farmaceutycznym

Będąc pracownikiem Uniwersytetu Warszawskiego (od 1971 r.) zostałem również zatrudniony w Instytucie Farmaceutycznym w Warszawie od 1995 r. pracując w Zakładzie Chemii Instytutu Farmaceutycznego na stanowisku profesora, a od 2011 r. na stanowisku profesora zwyczajnego. Wykonywałem badania naukowe z następujących dziedzin:

- molekularne podstawy działania leków, modelowanie molekularne związków o znaczeniu biologicznym i farmakologicznym

- teoretyczne metody optymalizacji wybranych etapów syntez związków farmakologicznie czynnych

- statystyczne metody oceny parametrów farmakokinetycznych dla wybranych substancji leczniczych.

Tematyka  tych badań mieści się w zakresie prac realizowanych przez działy Research and Development , jakie z reguły występują w największych firmach farmaceutycznych na świecie.

Część tych badań została opublikowana w czasopismach naukowych o cyrkulacji międzynarodowej lub też pozostaje do dyspozycji Instytutu Farmaceutycznego w formie raportów niejawnych.

2. Aktywnie współpracuję naukowo (lub współpracowałem w różnych okresach czasu)  z następującymi ośrodkami naukowymi zagranicznymi i krajowymi:

Uniwersytet UNAM i UAM (Mexico City, Cuernavaca), Meksyk (I. Ortega, N. Pastor)

University of Arizona, Departament of Chemistry, Tucson, USA, (L. Adamowicz)

Instytut  Biologii Molekularnej, Ukraińska Akademia Nauk , Kijów, Ukraina (V.I.Danilov)

Uniwersytet w Tromso, Departament of Pharmacology, Tromso, Norwegia (I.Sylte)

Instytut Biologii  Doświadczalnej im. M. Nenckiego, Warszawa (W.Rode)

Instytut Chemii Fizycznej PAN (A.Mordziński (do 2004 r.), A. Grabowska, J. Waluk (badania w latach ubiegłych),  A. Bielejewska (do 2011 r.)

Wydział Chemii UW (Laboratorium NMR, K. Jackowski - badania w latach ubiegłych), 
Instytut Farmaceutyczny, Warszawa (Ł. Kaczmarek, A. Kutner oraz badania w latach ubiegłych: Z. Chilmonczyk, J. Cybulski, A.Kutner, O.Achmatowicz)

Instytut Chemii Przemysłowej, Warszawa (badania w latach ubiegłych: K. Bajdor)

Instytut Chemii, Politechnika Szczecińska (T. Dziembowska)

Instytut Chemii Fizycznej PAN (A. Bielejewska do 2011 r.)
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