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1. Imie i nazwisko: Alina Plenis

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

W latach 1986-1991 studiowatam na Wydziale Matematyki-Fizyki-Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego na kierunku Chemia. W roku 1991 obronitam prace magisterska
pt. ,.Kompleksowe metody zwalczania szkodliwych gatunkow owadow”, ktorg
przygotowatam w Zaktadzie Analizy Srodowiska pod kierunkiem prof. dra hab. inz.
Janusza  Szafranka uzyskujac tytut magistra chemii. Rozprawg¢ doktorska
pt. ,,Opracowanie metody oznaczania moklobemidu i jego dwoch metabolitow w osoczu
krwi ludzkiej oraz jej zastosowanie w badaniach farmakokinetycznych” wykonatam pod
kierunkiem kierownika Katedry i Zakladu Chemii Farmaceutycznej Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego (dawnej Akademii Medycznej) prof. dra hab. Henryka
Lamparczyka. Obronitam jg 7 grudnia 2004 roku uzyskujac stopien naukowy doktora

nauk farmaceutycznych.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach

naukowych

15 wrzesnia 1997 roku zostalam zatrudniona w Katedrze i Zaktadzie Chemii
Farmaceutycznej Akademii Medycznej w Gdansku (obecnie Gdanski Uniwersytet
Medyczny) na stanowisku asystenta. 1 marca 2006 roku awansowatam na stanowisko

adiunkta, na ktorym pracuje do chwili obecnej.

4. Osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach

i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

Tematem wiodgcym prezentowanych osiggnie¢ naukowych byta wielowymiarowa
ocena danych chromatograficznych, celem usprawnienia opracowywania metod
oznaczania substancji leczniczych technikami chromatograficznymi, a nastepnie
efektywnych aplikacji metod HPLC i GC do analizy rzeczywistych probek
farmaceutycznych, biomedycznych i srodowiskowych. Wyniki badan zostaty opisane
w formie monotematycznego cyklu wymienionych ponizej prac, opublikowanych w latach
2011-2013, o tagcznym wspotczynniku oddziatywania IF = 31,412 i wartoSci punktacji
MNiSW = 330.
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WPROWADZENIE

1. Metody chemometryczne

Dynamiczny rozwoj nauk analitycznych generujacych znaczace ilosci danych
pomiarowych stal si¢ gtdéwnym czynnikiem stymulujacym poszukiwania metod analizy
danych pochodzacych z roznorakich eksperymentdéw naukowych badz procesow
technologicznych. Juz w latach trzydziestych XX wieku powstaly zalazki chemometrii,
kiedy to rozpoczeto pierwsze badania zmierzajagce do opracowania metod jednoczesnej
analizy wielowymiarowej zbiorow danych [1]. Aktualnie definiujemy chemometri¢ jako
dyscypling zaliczang do nauk chemicznych zajmujaca si¢ wydobywaniem uzytecznej
informacji z wielowymiarowych danych pomiarowych, wykorzystujaca statystyke
i metody numeryczne [2]. Chemometri¢ mozna zatem traktowaé jako szereg
uporzadkowanych 1 zaplanowanych procedur, ktore nalezy wykona¢, aby uzyskaé
mozliwie pelng informacje 0 obiekcie badan. Wsr6d wielu technik chemometrycznych,
duza popularno$¢ zyskaty m.in. analiza czynnikowa (Factor Analysis — FA) [3], analiza
sktadowych gtownych (Principal Component Analysis — PCA) [4] i analiza skupien
(Cluster Analysis — CA) [5].

Nowoczesne techniki chemometrycze niezaleznie od zastosowanego algorytmu
pozwalaja na jednoczesne opracowanie praktycznie nieograniczonej liczby zmiennych,
co sprawia, ze zakres ich praktycznego zastosowania systematycznie si¢ rozszerza.

Pomimo to, nadal pozostaja dziedziny nauk badajace réznorodne zjawiska i procesy,
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w tym chromatografia, w ktorych tylko cze$ciowo zostal wykorzystany wachlarz

potencjalnych mozliwosci zastosowan analiz chemometrycznych.

2. Obszary potencjalnych aplikacji technik chemometrycznych w analizach
chromatograficznych substancji leczniczych w prébkach farmaceutycznych,

biologicznych i Srodowiskowych

Efektywne zastosowanie technik chromatograficznych w analizach jako$ciowo-
iloSciowych substancji czynnych i ich metabolitow czy tez zwigzkéw endogennych
w matrycach biologicznych (np. osoczu, surowicy, krwi), substancji macierzystych i ich
zanieczyszczen w preparatach farmaceutycznych (np. tabletkach, kapsutkach, masciach,
kremach), a takze lekow w probach $rodowiskowych (np. akwenach wodnych: rzeki,
jeziora, morze, wodach glebinowych czy glebie) wymaga opracowania odpowiednich
metod chromatograficznych, ktore nie tylko spelniajag odpowiednie kryteria walidacyjne,
ale takze umozliwiajg oznaczenie zwigzkow na poziomie wymaganym dla danej aplikacji
farmaceutycznej, biomedycznej czy Srodowiskowej. To z kolei uwarunkowane jest
doborem optymalnych warunkéw procedury ekstrakcji oznaczanych substancji z materiatu
badawczego, wlasciwym przygotowaniem probki do analizy chromatograficznej, a takze
przeprowadzeniem procesu optymalizacji warunkOéw analizy chromatograficznej,
wiaczajac m.in. wybor odpowiedniej fazy stacjonarne;.

Obecnie, szacuje sig, ze okoto 80-90% rozdzielen zwiazkow przeprowadza si¢ za
pomoca Wwysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwroconym ukladzie faz
(ang. reversed-phase high-performance liquid chromatography, RP-HPLC; RP-LC),
a kolumny chromatograficzne do RP-HPLC stanowig ponad 80% handlowo dostepnych
kolumn na rynku ogolnoswiatowym [6]. Warto jednak podkresli¢c, ze liczne fazy
stacjonarne w swoim opisie sg nominalnie identyczne, co sugeruje podobienstwo
wlasciwo$ci retencyjnych. Z drugiej strony, struktura chemiczna 1 konfiguracja
przestrzenna  ligandow, gesto$¢ upakowania ligandow, dlugos¢ tancuchow
weglowodorowych, natura materialu nosnika moze skutkowa¢ wystgpieniem rdznic
w liczbie potek teoretycznych, ksztalcie piku, retencji, selektywnosci i czasie przydatnosci
do uzycia. Te odmienno$ci moga powaznie wplywa¢ na selektywnos$¢ danej fazy
stacjonarnej, a tym samym istotnie zmienia¢ wynik analizy chromatograficznej [7,8].
To za§ powoduje, ze wybdr optymalnej kolumny do konkretnego rozdzielenia

chromatograficznego jest trudny 1 sklania analitykow do zwigkszonego zainteresowania
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charakterystyka i klasyfikacja kolumn w odwrdéconym uktadzie faz. Wynikiem tego byt
intensywny rozwo6j badan prowadzacych do powstawania licznych, klasycznych testow

chromatograficznych oraz bardziej ztozonych systemow klasyfikacji kolumn.

2.1. Ocena wiarygodnosci systeméw klasyfikacji kolumn chromatograficznych

w praktyce farmaceutycznej i biomedycznej

Pionierami w dziedzinie klasyfikacji kolumn chromatograficznych byli Taft
i Kamlet [9], a kontynuacja badan doprowadzita poczatkowo do prostych testow
klasyfikacyjnych [10,11], a pdzniej do coraz bardziej ztozonych systemow ich klasyfikacji
[12-15]. Wérod nich nalezy wymieni¢ m.in. oryginalng strategi¢ badawcza oparta na
ilosciowych zaleznoséciach struktura-retencja (ang. Quantitative Structure-Retention
Relationships, QSRR) [16-18], w ktorej okresla si¢ zaleznosci pomiedzy parametrami
retencji chromatograficznej analitow a deskryptorami strukturalnymi.

Najprostszym modelem QSRR jest regresja retencji wyrazonej w postaci wartosci
log k ekstrapolowanego do czystej wody, czyli log ky, ktory odzwierciedla w sposob
najbardziej wiarygodny roznice w hydrofobowosci miedzy analitami wzgledem
teoretycznie obliczonego logarytmu wspotczynnika podziatu n-oktanol/woda (clog P)

[19,20]. Rownanie regresji przyjmuje wowczas postaé:

log ky = a; + a;clog P 1)

gdzie: a, i a,to wspotczynniki regresji.

W kolejnym modelu QSRR retencja uzalezniona jest od deskryptorow uzyskanych
przy wykorzystaniu modelowania molekularnego tj.
e momentu dipolowego, u — odzwierciedlajacego oddziatywania dipol-dipol oraz
oddziatywania dipol-dipol indukowany pomiedzy analitem a fazg ruchoma
1 stacjonarng;
e najwickszego ujemnego atomowego tadunku nadmiarowego w czgsteczce, Omin —
okreslajacego miejscowa polarnos¢ analitu oraz zdolno$¢ do udzialu w polarnych
interakcjach takich jak oddziatywania migdzyczasteczkowe dipol-dipol, przeniesienia

tadunku, a takze reakcje przytaczenia wodoru;
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e powierzchni¢ dostgpng do kontaktu z rozpuszczalnikiem, Awas — opisujacg sile
oddziatywan dyspersyjnych (typu Londonowskiego) analitu z molekutami fazy
ruchomej i stacjonarne;j.

a rownanie QSRR ksztattuje si¢ nastepujaco:

log kw =a't + a2 u + a'somin + a'4Awas  (2)

gdzie: a';, a’», a3, a4 to wspotczynniki regresji.

Kolejny system zostat opracowany przez naukowcow z Katholiecke Universiteit
Leuven w Belgii (tzw. metoda KUL) [21-23]. Klasyfikacja przy uzyciu systemu KUL
odnosi si¢ do kolumn z lancuchem Cig 1 jest oparta na trzech $cisle zdefiniowanych
procedurach, ktére umozliwiaja wyznaczenie nast¢pujacych parametréw: wspotczynnika
retencji amylobenzenu (Kamp) opisujacego hydrofobowos¢ kolumny, wzglednego
wspotczynnika retencji benzyloamina/fenol w pH 2,7 (rkeaph pH 27) okreslajacego
aktywno$¢ silanolows, wzglednego wspotczynnika retencji trifenylen/o-terfenyl (rkiiser)
charakteryzujacego  selektywno$¢  przestrzenng oraz  wspotczynnika  retencji
2,2’-dipirydylu (k2.) opisujacego aktywnos¢ silanolowa i stopien zanieczyszczenia
metalami cigzkimi. W efekcie, wszystkie kolumny w systemie KUL sg opisane poprzez
warto$ci wyzej wymienionych parametréw, a to z kolei umozliwia wyznaczenie parametru
F okreslajacego podobienstwo tychze parametrow w odniesieniu do kolumny odniesienia.
Zatem, nalezy kolumne¢ referencyjna zdefiniowa¢ na wstegpie badan metoda KUL,

a nastgpnie na postawie wzoru podanego ponizej wyznaczy¢ wartos¢ parametru F:

— 2 2 2 2
F= (kamb,ref - kamb, i) + (rkba/ph 2,7, ref — I'-kba/ph pH 2,7,i) +(rktri/ter, ref — r'ktri/ter,i) + (k2,2’d, ref — k 2,2d, i)

3)

gdzie: ref — kolumna odniesienia (referencyjna), i — kolumna badana

To znacznie upraszcza system rankingowy kolumn, poniewaz istnieje zaleznos¢,
Ze im mniejsza warto$¢ parametru F, tym faza stacjonarna jest bardziej podobna do
kolumny referencyjnej. Z doniesien literaturowych wynika, ze wyniki uzyskane metoda

KUL sg porownywalne wzgledem innych systeméw ich klasyfikacji [24,25].
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Z praktycznego punktu widzenia najistotniejszym parametrem decydujacym
0 sukcesie kazdego systemu klasyfikacji kolumn jest potwierdzenie jego przydatnosci
w praktyce farmaceutycznej i klinicznej, co mozna udowodni¢ wykazujac, ze fazy
stacjonarne scharakteryzowane jako podobne, be¢da generowaty zblizone wyniki analiz
chromatograficznych. W przypadku metody KUL badania dotyczyty rozdzielenia nie
tylko kwasu acetylosalicylowego i jego zanieczyszczen [26], ale takze 0znaczania innych
substancji leczniczych technikg RP-LC [24,25,27-29]. Wyniki tych badan dowiodty,
ze metoda KUL jest uzytecznym narzgdziem analitycznym, ktory utatwia wybor
optymalnej fazy stacjonarnej do danej analizy chromatograficznej. Trzeba jednak
zauwazy¢, ze ocena wiarygodnos$ci systemu KUL w praktyce farmaceutycznej opierata si¢
wylacznie na analizie poréwnawcze] wynikOw opisujacych wartosci parametru F
wyznaczonych dla badanych faz stacjonarnych wzgledem danych opisujacych wyniki
testu farmakopealnego tzw. testu SST (ang. System Suitability Test) lub parametru CRF
(ang. Chromatographic Response Function). Jednakze oba parametry jedynie okreslaja
doswiadczalnie wyznaczong calo$ciowa selektywno$¢ dla wybranych zwigzkow.
To oznacza, ze oba parametry wskazywaty tylko ogolny opis analizy farmaceutycznej bez
mozliwo$ci wykazania, czy fazy stacjonarne sklasyfikowane jako poréwnywalne
za pomocg Systemu KUL rzeczywiscie gwarantuja uzyskanie wynikéw analizy
farmaceutycznej analogicznych do obserwowanych dla kolumny referencyjnej. Zatem
nalezato podja¢ badania, ktore doprowadza do opracowania nowego testu oceniajacego
wiarygodno$¢ systemu  klasyfikacji kolumn chromatograficznych w  praktyce
farmaceutycznej opartego na wielowymiarowej ocenie danych eksperymentalnych.
Techniki wielowymiarowej analizy danych byly juz wprawdzie wcze$niej stosowane
do oceny podobienstw i réznic we wlasciwosciach fizykochemicznych faz stacjonarnych
wyznaczonych réznorodnymi systemami ich klasyfikacji, ale ich aplikacja dotyczyta
wylacznie etapu klasyfikowania kolumn chromatograficznych [14,15,19,21,24,30-32].
Jednoczes$nie, wskazane byto przeprowadzenie oceny wiarygodnosci systemu klasyfikacji
kolumn metoda QSRR w praktyce farmaceutycznej. Z danych literaturowych wynikato
bowiem, ze metode QSRR testowano wzglgdem innych systemow klasyfikacji faz
stacjonarnych korelujac dane teoretyczne [17,19,33], ale test praktycznej aplikacji
farmaceutycznej nie zostat dotychczas przeprowadzony.

Kolejnym istotnym nurtem badan, ktore prezentuje w niniejszym osiggnig¢ciu
naukowym  bylo sprawdzenie przydatnosci systemow  klasyfikacji  kolumn

chromatograficznych metodami KUL i QSRR w rzeczywistych analizach biomedycznych.
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Wyniki takich analiz maja bowiem istotne znaczenie dla wielu analitykow klinicznych
poszukujacych nowych narzgdzi wspomagajacych proces efektywnego opracowywania
optymalnych metod chromatograficznych stosowanych do oznaczania substancji
leczniczych i ich metabolitow w rdéznorodnych matrycach biologicznych. Brak doniesien
w literaturze §wiatowej dowodzil jednak, ze ten wazny problem analitycznych byt wcigz

pomijany.

2.2. Zastosowanie technik chemometrycznych do optymalizacji proceséw derywatyzacji

substancji leczniczych w prébkach srodowiskowych

Aktualnie, wiodacg technikg analityczng do oznaczania pozostato$ci zwigzkow
biologicznie czynnych w $rodowisku jest chromatografia cieczowa sprzgzona ze
spektrometria mas (LC-MS) lub tandemowa spektrometria mas (LC-MS/MS) [34].
Jej gléwna zaleta jest przede wszystkim uniwersalno$§¢ dziatania, uproszczony etap
przygotowania probek do analizy czy latwo$¢ automatyzacji procedury analityczne;.
Istotnymi ograniczeniami sg natomiast m.in. interferencje analitow ze skladnikami
matrycy czy zakldcenia procesoOw jonizacji i fragmentacji zwigzkow wynikajace
z oddziatywan skladnikow matrycy z fazg ruchoma, ktére powoduja znaczace obnizenie
jakosci rozdzielen chromatograficznych oraz spadek czutosci oznaczen [35].
Alternatywnym narzedziem analitycznym staje si¢ wowczas chromatografia gazowa (GC)
oraz chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometrig mas (GC-MS badz GC-MS/MS),
ktéra umozliwia wykonanie specyficznych analiz GC charakteryzujacych si¢ wysoka
czuto$cia, precyzja i doktadnoscig oznaczen przy obnizonych kosztach ich wykonania
[36]. Istotnym atutem jest takze mniejsze zuzycie rozpuszczalnikOw, co ma istotne
znaczenie pro srodowiskowe. Niestety, czesto wigze si¢ to z Kkoniecznoscig
przeprowadzania procesu derywatyzacji zwigzkéw polarnych i/lub nielotnych przed
analizag GC, ktory polega na przeprowadzeniu analitow, w wyniku reakcji chemicznej
w odpowiednie pochodne o wiasciwosciach umozliwiajacych ich oznaczenie [37,38].
Najczescie] stosowanymi metodami derywatyzacji zwigzkoéw organicznych jest
sililowanie, acylowanie i alkilowanie. Proces derywatyzacji analitbw nalezy
przeprowadzi¢ tak, aby wybrany odczynnik reagowal z oznaczanym zwigzkiem ilosciowo
1 szybko, nie dawal reakcji ubocznych, a jego nadmiar moégt by¢ tatwo usuwany ze
srodowiska reakcji. W efekcie, wykonuje si¢ szereg Czaso- i pracochtonnych

eksperymentoéw, poniewaz liczba nowych odczynnikow do konwersji chemicznej stale
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wzrasta, a ponadto powinny by¢ one przetestowane w réznorodnych warunkach
eksperymentalnych. Problem narasta, gdy chcemy oznacza¢ duzg liczbg analitow podczas
jednego przebiegu chromatograficznego, a st¢zenie analitow w analizowanych probkach
jest sladowe. Istotnym utrudnieniem moze by¢ takze zréznicowana budowa chemiczna
oznaczanych zwigzkéw. W efekcie, generowana jest znaczaca liczba danych
pomiarowych, co znaczaco utrudnia ostateczny wybor optymalnego odczynnika
1 parametrow procedury derywatyzacyjnej. Wowczas pomocniczymi narz¢dziami stajg si¢
techniki chemometryczne. Jednakze, poza planami Boxa-Behnkena i testem ANOVA
[39-41], brak bylo doniesien naukowych wskazujacych na zastosowanie technik
chemometrycznych celem usprawnienia procedury optymalizacji warunkow derywatyzacji

analitéw przed analiza GC.

2.3. Ocena wiarygodnosci oznaczern biomarkeréw zaburzen zdrowotnych cztowieka

wsparta chemometrycznq analizq koricowych wynikéw pomiarowych

Kolejnym obszarem zastosowan chemometrii dotychczas nie w petni docenionym,
jest etap opracowania wynikow badan i ich dalszej interpretacji, ktory tworzy podstawe
do formutowania ostatecznych wnioskéw ptynacych z wykonanych do$wiadczen
naukowych. Wprawdzie w literaturze znajdziemy znaczaca liczb¢ prac opisujacych
zastosowanie roznorodnych technik chemometrycznych do graficznej prezentacji
wynikéow badan [42-44], ale umieszczone w pracach dyskusje wynikow dowodza,
ze potencjalne mozliwosci chemometrii, pozwalajace poprzez odkrywanie zaleznosci
wystepujacych pomiedzy zmiennymi i obiektami uzyska¢ maksymalnie duza ilosé
informacji o badanym zjawisku (procesie), nie zostaly w pelni wyeksponowane.
Przyktadem tego typu aplikacji mogag by¢ m.in. badania dotyczace poszukiwania
biomarkerow roznorodnych jednostek chorobowych. Biomarkery ze wzgledu na istotne
znaczenie diagnostyczne i rokownicze w przebiegu choroby, moga skutecznie zwigkszy¢
efektywnos¢ prowadzonych terapii klinicznych. Wéréd nich mozemy wyrdézni¢ m.in.
glikokortykosteroidy (kortyzol, kortyzon 1 kortykosteron) oraz hormony plciowe:
testosteron, epitestosteron i progesteron, ktore sg miernikami wielu dysfunkcji organizmu
[45]. Wykazano m.in., ze wydzielanie kortyzolu i kortyzonu (nieaktywnego metabolitu
kortyzolu) znaczaco wzrasta podczas treningu i/badz udzialu w zawodach sportowych,
a takze w sytuacjach stresogennych i lekowych [46-48]. Potwierdzono podwyzszony

poziom obu glikokortykosteroidow w osoczu u pacjentow z zaburzeniami depresyjnymi
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[49,50]. W innych badaniach oznaczono wyzsze wartosci kortyzolu i kortyzonu u kobiet
z depresja [51,52], podczas gdy takich zmian nie odnotowano u m¢zczyzn [52]. Jednakze,
w literaturze Swiatowej pojawily si¢ takze doniesienia wskazujace na brak wpltywu
zaburzen depresyjnych na sekrecje i metabolizm glikokorykosteroidow [53]. To dowodzi,
ze wyniki badan sg niejednoznaczne.

Innym istotnym  problemem klinicznym jest diagnozowanie  guzow
neuroendokrynnych (ang. neuroendocrine tumours - NET), ktore nalezg do grupy powoli
rosngcych nowotworéw pochodzenia nablonkowego wywodzgcych sie z pierwotnej
neuroektodermy [54]. Klasyfikowane sg jako guzy rzadkie: stanowig ok. 2% wszystkich
nowotworow z czestos$cig wystgpowania ponizej 5 przypadkoéw/100000/rok [55]. Badania
posmiertne wskazuja jednakze, iz ich wystgpowanie jest czestsze, niz si¢ powszechnie
uwaza. Przebieg Kkliniczny jest determinowany zespolem objawow wynikajacych
z dziatania hormonow 1 substancji biologicznie czynnych produkowanych przez komorki
NET [56]. Jednakze, czesto niespecyficzny charakter zaburzen utrudnia prawidtowsg
diagnostyke NET znacznie podwyzszajac prawdopodobienstwo niepomyslnych rokowan
dla pacjentéw ze stwierdzonymi guzami neuroendokrynnymi, pomimo ze wprowadzono
szereg biomarkerow NET, m.in. chromograning A, neurospecyficzng enolaz¢ (NSE),
substancje P czy kwas 5-hydroksyindolo-3-octowy (5-HIAA) [57-59]. Z drugiej strony,
nasza wiedza w zakresie pelnego poznania mechanizmow biologicznej regulacji wzrostu
guzé6w neuroendokrynnych jest nadal niepelna, co dodatkowo utrudnia wczesng
diagnostyke 1 leczenie pacjentow z NET. Przyktadem jest m.in. brak doniesien
literaturowych oceniajacych, czy istniejg korelacje pomiedzy rozwojem NET a sekrecja,
metabolizmem i wydalaniem hormonow steroidowych.

Nalezy jednak podkresli¢, ze poziomy stezen hormondw steroidowych sg zalezne
od dobowego i miesigcznego rytmu wydzielania [60,61] i wskazuja znaczace
réznicowanie osobnicze. To sprawia, ze w badaniach klinicznych grupy kontrolne
zdrowych ochotnikéw wzgledem grup pacjentow powinny by¢ szczeg6lnie starannie
dobierane. Dopiero wowczas ostateczne wyniki badan sa wiarygodne. Przyktadem moga
by¢ pomiary kortyzolu, dla ktérego prawidlowe zakresy stezen w moczu mieszczg si¢ w
przedziale 50-250 ng/ml, a najwyzsze ich wartosci powinny by¢ osiggane w godzinach
porannych (6.00-8.00). Jednakze z danych literaturowych wynika, ze wolna frakcja tego
hormonu u zdrowych ochotnikow byla oznaczana zaré6wno w niskich (20-40 ng/ml)
[62,63] jak i wysokich (50-250 ng/ml) [64,65] zakresach stgzen. Uzyskanie tak

rozbieznych wynikéw moglto wynikac z zastosowanej metodyki badawczej [66,67], badz
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by¢ skutkiem znaczacego zrdznicowania osobniczego, o ktdrym wczesniej wspominatam.
Zatem, dla zwigkszenia poprawnosci analiz zalecane jest staranne dobieranie grup
kontrolnych, korelowanie danych pomiarowych uzyskanych ta samg metoda analityczng
oraz przeprowadzenic wlaSciwej oceny statystycznej wynikow pomiarowych. W tej
sytuacji, przeprowadzenie etapu opracowania i interpretacji uzyskanych wynikoéw poprzez
wizualizacjg relacji wystepujacych w wielowymiarowym zbiorze danych oraz poglebiona
analiza rozpoznawczg wewnetrznej struktury danych moze dostarczy¢ analitykom
1 klinicystom wielu dodatkowych cennych informacji o substancjach peligcych funkcje

biomarkera roznorodnych jednostek chorobowych.

CEL BADAN

Problematyka poruszonych powyzej zagadnien naukowych stata si¢ inspiracja
moich badan, ktorych wyniki zostaty przedstawione w dziesieciu publikacjach [H1-H10]
tworzacych prezentowane osiggnigcie naukowe. Ich celem byto nowatorskie zastosowanie
technik  chemometrycznych ~w  analizach ~ farmaceutycznych,  biomedycznych
1 Srodowiskowych, ktore zwigkszylyby efektywnos¢ zastosowan HPLC 1 GC
do oznaczania substancji leczniczych w probkach farmaceutycznych, biologicznych
1 Srodowiskowych. Realizacja celu nadrzgdnego wymagata przeprowadzenia badan
szczegotowych, ktore dotyczyty:

I. Oceny wiarygodno$ci systemow klasyfikacji kolumn chromatograficznych

w praktyce farmaceutycznej i biomedycznej z zastosowaniem testu bazujacego

na wielowymiarowej ocenie danych eksperymentalnych, w tym:

+ ocena przydatnosci systemu klasyfikacji kolumn chromatograficznych
w praktyce farmaceutycznej opartego na metodzie QSRR,
+ ocena przydatnosci systemu klasyfikacji kolumn chromatograficznych
w praktyce farmaceutycznej opartego na metodzie KUL,
+ ocena wiarygodnosci systemow klasyfikacji kolumn chromatograficznych
w praktyce biomedycznej opartych na metodzie KUL i QSRR.
Il. Zastosowania technik chemometrycznych do optymalizacji procesu derywatyzacji
substancji leczniczych w probkach srodowiskowych.
I11. Przeprowadzenia badan dotyczacych oceny wiarygodno$ci oznaczen hormonow
steroidowych jako biomarkeréw stanow psychofizycznych cztowieka wspartych
chemometryczng analizg koncowych wynikéw pomiarowych.
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OMOWIENIE WYNIKOW

I. Oceny wiarygodnosci systemow klasyfikacji kolumn chromatograficznych
w praktyce farmaceutycznej i biomedycznej z zastosowaniem testu bazujqgcego

na wielowymiarowej ocenie danych eksperymentalnych

Jak wczesniej wspomniatam, czestym problemem, przed ktoérym staje analityk przy
opracowywaniu kazdej nowej metody chromatograficznej jest dobor optymalnej fazy
stacjonarnej. W analogicznej sytuacji znajduje si¢ badacz, gdy dana metoda
chromatograficzna zostala wcze$niej zdefiniowana w farmakopei [68,69] badz
w literaturze naukowej, ale laboratorium nie dysponuje tego typu fazg stacjonarna.
Pomocnymi narzedziami moga sta¢ si¢ wowczas systemy klasyfikacji kolumn
chromatograficznych, poniewaz okreslajac podobienstwa i roznice pomi¢dzy nimi, moga
to zadanie znaczaco utatwié. Dla analitykow i klinicystow istotne jest jednak przede
wszystkim potwierdzenie ich przydatnosci w rzeczywistych analizach farmaceutycznych
i biomedycznych. To zagadnienie stato si¢ tematem przewodnim szesciu prezentowanych
prac [H1-H6], ktorych celem bylo przeprowadzenie analiz poréwnawczych teoretycznej
klasyfikacji kolumn chromatograficznych metodami QSRR i KUL z danymi uzyskanymi
w trakcie realnych analiz farmaceutycznych [H1-H4] i biomedycznych [H5,H6].
Powyzsze badania zostaty oparte na chemometrycznej wielowymiarowej ocenie danych

eksperymentalnych.

+ Ocena przydatnosci systemu klasyfikacji kolumn chromatograficznych w praktyce

farmaceutycznej opartego na metodzie QSRR

[H1] A. Plenis, L. Konieczna, N. Miekus, T. Baczek, Development of the HPLC method for
simultaneous determination of lidocaine hydrochloride and tribenoside along with their impurities
supported by the QSRR approach, Chromatographia, 76 (2013) 255-265.

Ocene przydatnosci metody QSRR w rzeczywistej analizie farmaceutycznej
przeprowadzitam na podstawie analizy chlorowodorku lidokainy i tribenozydu wraz z ich
zanieczyszczeniami w gotowej postaci farmaceutycznej (kremie) [H1]. W tym celu
opracowatam metod¢ jednoczesnego oznaczania obu substancji aktywnych w obecnosci
ich zanieczyszczen technikg HPLC, poniewaz metodyka umozliwiajaca tego typu analizg

chromatograficzng nie byta dostepna w Swiatowej literaturze naukowe;.
13



Wielowymiarowa ocena danych chromatograficznych w analizach farmaceutycznych, biomedycznych i sSrodowiskowych

Test oceniajacy wiarygodnos¢ metody QSRR w praktyce farmaceutycznej opartam
na analizie pordwnawczej charakterystyk dwunastu roznorodnych kolumn do RP-LC
opartych na dwoch modelach QSRR wzgledem danych opisujacych przebieg
rzeczywistych analiz farmaceutycznych zawierajgcych warto$ci parametréw retencyjnych
dwoch substancji leczniczych 1 ich pigciu zanieczyszczen, tj. czasy retencji (tr)
i rozdzielczosci pikow (Rs), ktore zostaly wyznaczone przy zastosowaniu wszystkich
badanych fazach stacjonarnych. Powyzsze dane uzupelitam o wyniki testu SST
dla chlorowodorku lidokainy i tribenozydu [68]. Do analizy poréwnawczej
wykorzystatam analiza czynnikowa (FA). Z warto$ci tadunkéw czynnikowych
uzyskanych dla zbioru zawierajacego charakterystyki faz stacjonarnych sporzadzone
metoda QSRR wynikalo, Ze najwyzsza korelacj¢ pierwszego czynnika glownego
(ang. Principal Factor, PF1) odnotowano wzgledem dwoch — parametrow
tj. hydrofobowosci faz stacjonarnych, ktore w modelu QSRR opisano wartoscia
wspotczynnika @, oraz powierzchnig dostepng do kontaktu z rozpuszczalnikiem (Awas),
ktora okresla site oddziatywan dyspersyjnych (typu Londonowskiego) analitu
z molekutami faz chromatograficznych. W modelu QSRR parametr ten charakteryzowata
warto$¢ wspotczynnika a’s. Tym samym, w analizie FA roznice warto$ci powyzszych
parametrow w znaczacy sposOb determinowaty rozmieszczenie zmiennych i obiektow
wzgledem 0si wyznaczonej przez PF1. Réznice polarnosci analitu oraz jego zdolnos¢ do
udziatu w polarnych oddziatywaniach opisane w modelu QSRR poprzez wyznaczenie
wartosci  wspotczynnika «’3 istotnie wplywaly na drugi czynnik glowny (PF2).
Najmniejszy wptyw odnotowano dla interakcji dipol-dipol oraz oddzialywania dipol-dipol
indukowany pomig¢dzy analitem a fazg ruchomg i stacjonarng. Dla testowanych faz
stacjonarnych byly one okre$lone warto$cig wspodtczynnika a’, wystepujacego przy
deskryptorze u 1 miaty decydujacy wptyw dopiero na potozenie kolumn
chromatograficznych na osi PF3. Wykresy rozrzutu obiektow W przestrzeni wyznaczonej
przez trzy pierwsze czynniki gtowne przedstawia Rys. 1.

Na jego bazie moglam wysuna¢ szereg istotnych wnioskow, poniewaz polozenie
kolumn chromatograficznych jednocze$nie okreslalo skalg¢ podobienstwa ich wiasciwosci
fizykochemicznych wyznaczong za pomocg FA. Zatem mogltam przyjaé, ze fazy
stacjonarne w obrgbie tego samego zgrupowania byly wzgledem siebie podobne,
a odmienne w stosunku do kolumn chromatograficznych umieszczonych w innych
klasterach. To oznacza, ze pod wzgledem wiasciwosci fizykochemicznych wiekszo$¢

kolumn chromatograficznych zostata przydzielona do trzech klasterow, przy czym
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bardziej szczegétowy opis podobienstw i roznic pomiedzy nimi zostat zawarty w pracy
[H1].

Rys. 1. Tréjwymiarowy wykres FA dla obiektow sporzadzony na podstawie wartosci wspotczynnikow
regresji liniowej a,, a’,, a’s, and a’y wyznaczonych w dwoch modelach QSRR dla dwunastu testowanych
kolumn do RP-LC (na podstawie Rys. 2 b z pracy [H1]).

Wykresy rozrzutu dla obiektow w przestrzeni trojwymiarowej okreslonej przez FA
na podstawie danych opisujacych przebieg rzeczywistej analizy farmaceutycznej,
t]. czasow retencji (ir) i rozdzielczosci pikow (Rs) analitow przedstawia Rys. 2. Analiza
czynnikowa dla tego zbioru zostata przeprowadzona z zachowaniem tej samej numeracji
faz stacjonarnych, ktora byta stosowana dla danych klasyfikacyjnych.

Nalezy podkresli¢, ze zastosowanie FA pozwolito zredukowaé liczbe zmiennych
do trzech czynnikéw glownych, przy czym potozenie zmiennych i obiektow na wykresie
PF1-PF3 umozliwito wyjasnienie 75,23% catkowitej zmiennosci danych wyjsciowych.

Biorac pod uwage wartosci ladunkow czynnikowych ustalitam, ze pierwszy
czynnik glowny byl przede wszystkim skorelowany z tg tribenozydu i jego
zanieczyszczeniami, a takze rozdzielczosciag piku benzaldehydu. Tym samym,
zrdéznicowanie warto§ci wymienionych powyzej parametrow retencyjnych w najwiekszym
stopniu rzutowato na potozenie faz stacjonarnych wzgledem osi PF1. W przypadku
drugiego czynnika gléwnego zanotowalam jego wysoka korelacje z parametrami
opisujgcymi czasy retencji chlorowodorku lidokainy i 2,6-dimetyloaniliny. Wariancja za$
pozostatych parametréw retencyjnych oznaczanych zwigzkéw w znaczacym stopniu

decydowata o potozeniu faz stacjonarnych wzgledem osi PF3.
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Rys. 2. Trojwymiarowy wykres FA dla obiektow sporzadzony na podstawie wartosci parametréw
retencyjnych (tz ad Rs) wyznaczonych dla oznaczanych zwiazkéw podczas testu farmaceutycznego opartego
na analizie lidokainy chlorowodorku i tribenozydu wraz z ich zanieczyszczeniami technika HPLC

(na podstawie Rys. 3 b z pracy [H1]).

Istotne jest, ze potozenie kolumn chromatograficznych na Rys. 2 byto w znacznym
stopniu zblizone do ich rozmieszczenia na Rys. 1. Jedynie w przypadku dwoch faz
stacjonarnych (nr 4 i 10) ich charakterystyki QSRR mogly sugerowaé inny przebieg
rozdzielenia chromatograficznego.

Podsumowujac, metoda QSRR  wlasciwie charakteryzuje = wlasciwosci
fizykochemiczne faz stacjonarnych i moze by¢ z powodzeniem stosowana, jako narzedzie
utatwiajagce wybor optymalnej kolumny chromatograficznej dla danej analizy

farmaceutycznej.

+ Ocena przydatnosci systemu klasyfikacji kolumn chromatograficznych opartego

na metodzie KUL w praktyce farmaceutycznej

[H2] J. Szulfer, A. Plenis, T. Baczek, Evaluation of a column classification method using the separation
of alfuzosin from its related substances, J. Chromatogr. A, 1229 (2012) 198-207.

[H3] J. Szulfer, A. Plenis, T. Baczek, Application of a column classification method in a selectivity study
involving caffeine and its related impurities, Talanta, 99 (2012) 492-501.

[H4] J. Szulfer, A. Plenis, T. Baczek, Chemometric evaluation of the column classification system
during the pharmaceutical analysis of lamotrigine and its related substances, Anal. Bioanal. Chem., 405
(2013) 6529-6541.
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Badania dotyczace oceny przydatnosci metody KUL, jako systemu klasyfikujacego
kolumny chromatograficzne, staly si¢ tematem przewodnim kolejnych trzech publikacji
wchodzacych w sklad prezentowanego osiggniecia naukowego [H2-H4]. Powyzsza
weryfikacje przeprowadzitam stosujgc tradycyjny model polegajacy na korelowaniu
parametru F z wynikami testu SST dla testowanych kolumn. Ponadto, w celu
doktadniejszej wizualizacji roéznic i podobienstw wystepujacych pomigdzy badanymi
fazami stacjonarnymi, dla ktorych zostaty okre§lone charakterystyki metodg KUL oraz
wyznaczone wartosci parametrow retencyjnych oznaczanych zwigzkoéw w rzeczywistych
analizach farmaceutycznych, zastosowatam réznorodne narzedzia chemometryczne.

W zaleznosci od wyboru kolumny odniesienia (referencyjnej) (Inertsil OSD2 [H2],
Supelcosil LC-18-DB i Kromasil 100-5 C-18 [H3] oraz Hypersil BDS C18 [H4])
wyznaczylam warto$ci parametru F dla testowanych kolumn, a nastepnie nadalam
im numery okreslajace ich pozycje na liScie rankingowej - im wyzsza warto§¢ F tym
wyzszy numer porzadkowy kolumny chromatograficznej. Wyselekcjonowanie dwoch
kolumn referencyjnych w tym samym zadaniu badawczym [H3] wynikato z faktu, iz jego
celem byto sprawdzenie, czy prawdopodobienstwo wilasciwego wyboru optymalnej fazy
stacjonarnej jest poréwnywalne niezaleznie od tego, wzgledem jakiej kolumny
referencyjnej wyznaczymy parametry F. Dotyczy to szczegdlnie sytuacji, gdy
dysponujemy tymi samymi zbiorami charakterystyk sporzadzonych metoda KUL.
Numeracje faz stacjonarnych ustalone dla poszczegdlnych zadan badawczych byty
utrzymane w trakcie wszystkich analiz chemometrycznych, ktore dane zadanie badawcze
obejmowato.

Ze wzgledu na fakt, iz badania porownawcze oceniajace wiarygodno$¢ metody
KUL w praktyce farmaceutycznej opisane w pracach [H2,H3] zostaly przeprowadzone
dla substancji leczniczych i ich zanieczyszczen wymagajacych izokratycznych warunkoéw
analizy chromatograficznej, podobnie jak w procedurze KUL, nasungto si¢ pytanie,
czy metoda KUL moze by¢ uzytecznym narzedziem utatwiajagcym wybor optymalnej fazy
stacjonarnej takze dla analiz przebiegajacych z gradientowym przeptywem fazy ruchome;.
Uzyskanie odpowiedzi na to pytanie stato si¢ celem badan opisanych w pracy [H4].

Pierwszy test praktycznej aplikacji w analizie farmaceutycznej polegal
na oznaczaniu alfuzosyny i jej dwoch zanieczyszczen (A i D) [H2]. W przypadku tej
substancji aktywnej, farmakopealny test SST narzuca, aby stosunek piku do doliny (p/v)

wyznaczony dla zanieczyszczenia A i alfuzosyny wynosit minimum 5,0 [68].
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Oceng przydatnosci metody KUL w kolejnym badaniu przeprowadzitam
na podstawie danych uzyskanych podczas analizy kofeiny i jej czterech zanieczyszczen
(A, C, D i F), dla ktorej oznaczenie wedlug farmakopealnych kryteriow testu SST
powinno by¢ wykonane z rozdzielczoscia pikéw (Rs) zanieczyszczen C i D oraz F i A
na poziomie minimum 2,5 [H3]. Pod uwage bralam takze tg kofeiny, ktory zgodnie
z zaleceniami farmakopealnymi powinien wynosi¢ ok. 8 min, ale parametr ten nie byl
traktowany, jako decydujacy miernik jakosci rozdzielenia chromatograficznego [68].

Trzeci test dotyczyt oznaczania lamotryginy i jej siedmiu zanieczyszczen (A, B, C,
D, E, F i G) [H4]. Farmakopealnymi kryteriami testu SST dla tej analizy jest uzyskanie p/v
minimum 1,2 dla zanieczyszczenia A i lamotryginy, podczas gdy tg lamotryginy powinien
wynosi¢ okoto 7 min, a wzgledne czasy retencji (trr) zanieczyszczen G, A, E 1 F osiagaé
warto$¢ ok. 1,1; 1,3; 1,7 i 1,8 min [68]. Wszystkie te wymogi zostaly uwzglgdnione
w trakcie oceny przydatnosci metody KUL w praktyce farmaceutycznej.

Jak wspomnialam powyzej, do przeprowadzenia badan poréwnawczych
teoretycznej klasyfikacji faz stacjonarnych wyznaczonej metoda KUL z danymi
opisujacymi przebieg rzeczywistych analiz farmaceutycznych wykorzystatam réznorodne
techniki chemometryczne: PCA, CA [H2] i FA [H3,H4]. Wyniki chemometryczne
jednoznacznie wykazaty, ze we wszystkich badaniach najwigksza korelacje pierwszego
sktadnika (czynnika) glownego obserwowano w odniesieniu do parametru okreslajacego
aktywnos$¢ silanolowa, ktory w metodzie KUL byt scharakteryzowany warto$cig
wzglednego wspolczynnika retencji benzyloamina/fenol w pH 2,7 (rkpapn pH 2,7) oraz
parametru K, ktory opisuje aktywnos¢ silanolowag i stopien zanieczyszczenia metalami
ciezkimi. To oznacza, ze rozmieszczenie przestrzenne zmiennych i obiektow (faz
stacjonarnych) wzgledem osi okreslonej przez pierwszy sktadnik glowny (ang. Principal
Component — PC1) [H2] Iub pierwszy czynnik glowny (PF1) [H3,H4] na wszystkich
wykresach rozrzutu bazujacych na danych klasyfikacyjnych bylo przede wszystkim
uwarunkowane roéznicami w wartosciach Fkpapn 27 1 Kz24. W przypadku drugiego
glownego sktadnika (czynnika) byt on przede wszystkim skorelowany z parametrem
opisujacym hydrofobowos¢ kolumny (Kamp) oraz parametrem okreslajacym jej
selektywno$¢ przestrzenng  (rkirier). Podsumowujgc, przestrzenne rozmieszczenie
zmiennych 1 obiektow na dwuwymiarowym wykresie PCA badz FA pozwolito wyjasni¢
odpowiednio 72,44% [H2]; 73,07% [H3] i 78,22% [H4] catkowitej zmiennosci uktadu.

Wykres PCA sporzadzony dla obiektow (faz stacjonarnych) scharakteryzowanych

metodg KUL wykazal, ze pod wzgledem wtasciwosci fizykochemicznych kolumny
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chromatograficzne zostaty przyporzadkowanie do trzech klasterow, przy czym jeden
z nich podzielony na dwa podzbiory [H2]. Bardzo zblizong charakterystyke podobienstw
i réznic wlasciwosci fizykochemicznych testowanych faz stacjonarnych uzyskatam po
zastosowaniu analizy skupien (CA). Jezeli ocen¢ chemometryczng wynikoéw
klasyfikacyjnych przeprowadzitam przy uzyciu FA bazujacej na algorytmie varimax [H3]
badz wykonanej bez rotacji uktadu wspotrzednych [H4] to efektem bylo
przyporzadkowanie wszystkich faz stacjonarnych [H3], badz wiekszo$ci z nich [H4],
do czterech klasterow.

Ponadto, wyniki analiz chemometrycznych potwierdzily zalezno$¢ pomigdzy
warto$cig parametru F a potozeniem faz stacjonarnych na wykresach rozrzutu, chociaz
odstgpstwa byly rowniez obserwowane. Szczegdtowy opis tych podobienstw 1 roznic
zostat zawarty w omawianych publikacjach [H2-H4]. Na przyktad, przy wyborze dwoch
faz stacjonarnych, jako kolumn referencyjnych, chemometryczna analiza wynikéw
klasyfikacyjnych wskazata na pelniejsze rozdzielenie faz stacjonarnych z niskimi
i posrednimi warto$ciami parametru F dla Kromasil 100-5 C18 niz Supelcosil LC-18
[H3]. Ponadto, z wykresow FA wyraznie wynikato, ze wlasciwosci fizykochemiczne obu
kolumn referencyjnych okreslone przy uzyciu metody KUL byty odmienne (zostaly
przydzielone do innych klasterow). Dane te sa zgodne z charakterystyka tych kolumn
dostarczong przez producentéw, ktorzy deklaruja, ze Supelcosil LC-18-DB zawiera
wypetnienie krzemionkowe typu A oraz posiada w swej strukturze 11% wegla, podczas
gdy Kromasil 100-5 C18 jest wyprodukowana na bazie krzemionki typu B, a jej zawartos¢
wegla wynosi 19%.

Podobnie, jak w przypadku metody QSRR, aby przeprowadzi¢ test weryfikacyjny
okreslajacy wiarygodno$¢ klasyfikacji kolumn chromatograficznych metoda KUL
w praktyce farmaceutycznej, przeprowadzitam za pomocg PCA i CA [H2] oraz FA
[H3,H4] analiz¢ danych retencyjnych, tj. tg I Rs oznaczanych zwigzkow, ktore
jednoznacznie opisuja przebieg danej analizy chromatograficznej. W tym przypadku,
niezaleznie od wybranego algorytmu obliczeniowego (PCA) [H2], badz FA [H3,H4])
przestrzenne rozmieszczenie kolumn wzgledem osi okreslonej przez pierwszy gtéwny
sktadnik (czynnik) bylo przede wszystkim zalezne od wartosci tg analitow [H2-H4].
Potozenie za$ faz stacjonarnych na osi PC2 [H2] badz PF2 [H3,H4]) bylo uwarunkowane
w duzej mierze roznicami w rozdzielczosci pikow.

Nalezy podkreslic, ze w kazdym z prowadzonych badan [H2-H4] znaczaca

wigkszo$¢ kolumn chromatograficznych zostala przypisana do tych samych klasterow,
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ktore wczesniej zostaly wyrdznione za pomoca klasyfikacji faz stacjonarnych metoda
KUL. Szczegétowy opis podobienstw i réznic wystepujacych pomiedzy kolumnami
zakwalifikowanymi do tych samych, jak i odmiennych klasterow, z uwzglednieniem
wynikow testu SST, zostal umieszczony w pracach [H2-H4]. Podobny obraz
zroznicowania przebiegu rozdzielenia chromatograficznego oznaczanych zwigzkoéw zostat
okreslony takze za pomoca CA [H2]. Korelujac wykresy CA sporzadzone na podstawie
danych Kklasyfikacyjnych 1 parametrow retencyjnych opisujacych przebieg analizy
chromatograficznej wykazatam, ze tylko 9 z 36 faz stacjonarnych (25,0%) znajdowato si¢
w innych potozeniach. To wskazywato, ze ich charakter fizykochemiczny jest odmienny
w stosunku do opisu sporzadzonego za pomoca metody KUL.

Biorac pod uwage tradycyjny sposob weryfikacji przydatnosci metody KUL
w praktyce farmaceutycznej polegajacy na korelacji parametru F z wynikami testu SST
wykazatam, ze we wszystkich badaniach [H2-H4] najwyzsze prawdopodobienstwo
prawidtowego przebiegu analizy odnotowano dla kolumn z F < 2, ktore pdzniej spadato
wraz ze wzrostem warto$ci parametru F. Jednakze w przypadku oznaczania kofeiny i jej
czterech zanieczyszczen, $cislejszg korelacj¢ pomigdzy parametrem F a wynikiem testu
SST odnotowatam dla Supelcosil LC-18-DB niz Kromasil 100-5 C18 [H3].

Nieco odmienny obraz wzajemnych zaleznosci pomiedzy  danymi
klasyfikacyjnymi a wynikami rzeczywistych aplikacji farmaceutycznych uzyskatam
porownujac Wyniki chemometryczne, gdyz na wykresie FA sporzadzonym na podstawie
charakterystyk kolumn chromatograficznych dostrzeglam wyrazniejszg separacje
optymalnych faz stacjonarnych, z wlaczeniem Kromasil 100-5 C18, wzgledem kolumn
chromatograficznych, ktore nie gwarantowaly wilasciwego rozdzielenia analitow, niz
w przypadku tych znajdujacych si¢ w otoczeniu Supelcosil LC-18-DB.

Pomimo drobnych r6znic wynikajacych z tradycyjnego (ogoélnego) badz
chemometrycznego (szczegotowego) opisu danych eksperymentalnych, jako Kkryterium
oceny przydatnosci metody KUL w praktyce farmaceutycznej wykazatam, ze system
klasyfikacji kolumn procedurg KUL utatwia wybdr optymalnej fazy stacjonarnej do danej
analizy chromatograficznej [H2-H4]. Stwierdzitam ponadto, ze wszystkie fazy stacjonarne
ze zlozem z wbudowanym polarnym ugrupowaniem pomiedzy no$nik a tancuch
alifatyczny (ang. embedded) badz fazy z zablokowanymi aktywnymi miejscami
silanolowymi na powierzchni zelu krzemionkowego (tzw. end-capped) oferowaty
optymalne warunki oznaczania alfuzosyny i jej zanieczyszczen technika HPLC [H2].

Istotne jest takze to, iz szczeg6lnie satysfakcjonujgce rozdzielenie tej substancji czynnej
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w obecnosci jej zanieczyszczen z wartoscig testu SST znacznie przewyzszajaca wielkosé
osiggang dla kolumny referencyjnej (Inertsil OSD2) uzyskatam dla faz stacjonarnych
0 opisanych powyzej ztozach, ktéore na podstawie klasyfikacji metodg KUL zostaty
skupione w jednym z klasterow. Zatem, procedura KUL pozwolita wytypowaé fazy
stacjonarne o wyzszych mozliwosciach rozdzielczych niz sugerowana kolumna
chromatograficzna z wypelnieniem krzemionkowym typu B
(http://www.edgm.eu/en/Knowledge-Database-707.html).

W przypadku analizy kofeiny i jej zanieczyszczen technika HPLC wykazalam, ze
kolumny chromatograficzne =zawierajace wypetnienie krzemionkowe typu B s3
optymalnymi fazami stacjonarnymi do tej analizy, przy czym prawdopodobienstwo
wlasciwego rozdzielenia chromatograficznego dla tych zwigzkow spada dla kolumn ze
ztozami embedded oraz end-capped i obniza si¢ jeszcze bardziej dla faz stacjonarnych
z wypetnieniem krzemionkowym typu A [H3].

W odniesieniu do analiz farmaceutycznych przebiegajacych z gradientowa elucja
fazy ruchomej [H4] zdecydowana wigkszo$¢ faz stacjonarnych (23/28 — 82,1%) zostata
wlasciwie sklasyfikowanych metoda KUL. Ponadto, kolumny chromatograficzne
z wypelieniem krzemionkowym typu B w wyzszym stopniu gwarantowaty optymalne
rozdzielenie chromatograficzne lamotryginy i jej siedmiu zanieczyszczen, podczas gdy
najmniej polecanymi do tej analizy sg fazy stacjonarne zawierajace ztoza embendded
lub end-capping.

Podsumowujgc, system klasyfikacji kolumn oparty na metodzie KUL jest
pomocnym narzedziem analitycznym utatwiajacym wybor optymalnej  kolumny

chromatograficzne;j.

+ Ocena przydatnosci systeméw klasyfikacji kolumn chromatograficznych w praktyce

biomedycznej

[H5] A. Plenis, E. Balakowska, T. Baczek, The comparison of two column classification systems during
the chromatographic analysis of steroids, J. Sep. Sci., 34 (2011) 3310-3321.

[H6] A. Plenis, I. Oledzka, T. Baczek, Classification of LC columns based on the QSRR method and
selectivity toward moclobemide and its metabolites, J. Pharm. Biomed. Anal., 78-79 (2013) 161-169.

Sprawdzenie przydatnosci systemu klasyfikacji kolumn chromatograficznych
metoda QSRR w rzeczywistych analizach biomedycznych wykonatam w oparciu

0 badania dotyczace oznaczania hormondéw steroidowych w moczu [H5] oraz
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moklobemidu i jego dwoch metabolitow w osoczu krwi ludzkiej technika HPLC [H6].
Ocen¢ wiarygodno$ci procedury KUL opartam na analizie hormondow steroidowych
w moczu [H5]. W pierwszym tes$cie weryfikacyjnym zastosowatam nowo opracowang
metod¢ HPLC z uzyciem kolumny Nucleosil 100-5 C18 125 x 4 mm, 5 um i elucji
gradientowej fazy ruchomej, ktéra umozliwiata jednoczesng analize jakos$ciowa
i iloSciowg szeSciu hormondw steroidowych w moczu ludzkim [H5]. W drugim badaniu
[H6] wykorzystatam wczes$niej opracowang metodyke oznaczania moklobemidu i jego
dwoch metabolitéw w osoczu ludzkim technikg HPLC [70].

Ponadto, w ramach realizacji pierwszego zadania badawczego przeprowadzitam
analiz¢ poréwnawcza 15 charakterystyk kolumn chromatograficznych sporzadzonych
za pomocg procedury KUL i metody QSRR. W tym celu wyznaczytam wartosci
parametru F wzgledem kolumny Nucleosil 100-5 C18 i przyporzadkowatam kolumnom
chromatograficznym numery porzadkowe zgodne z wynikami ich klasyfikacji metoda
KUL. Nastepnie sporzadzitam za pomocg PCA dwuwymiarowe wykresy rozrzutu faz
stacjonarnych w oparciu 0 warto$ci wspotczynnikow regresji wyznaczonych dla modeli
QSRR [H5]. Tym samym mogtam graficznie zilustrowa¢ podobienstwa i rdznice
wlasciwosci fizykochemicznych badanych faz stacjonarnych okreslone dwoma sposobami
ich klasyfikacji. Wyniki tych badan przedstawia Rys. 3.

Pod wzglegdem wiasciwosci fizykochemicznych, wigkszo$¢ faz stacjonarnych
przyporzadkowana zostata do trzech klasterow, przy czym ich rozmieszczenie
w przestrzeni wyznaczone] przez dwa pierwsze skladniki glowne wyjasniato 90,10%
catkowitej zmienno$ci danych wyjsciowych. Ponadto, grupowanie si¢ faz stacjonarnych
w duzej mierze przebiegato zgodnie ze wzrastajagcg wartoscig F, co dowodzi, ze systemy
klasyfikacji kolumn chromatograficznych oparte na metodach QSRR i KUL

porownywalnie okreslity whasciwosci fizykochemiczne testowanych faz stacjonarnych.
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Rys. 3. Dwuwymiarowy wykres PCA sporzadzony na podstawie wspotczynnikow regresji liniowej a,, a’,
a’s and a’, wyznaczonych w modelach QSRR dla pietnastu testowanych faz stacjonarnych (na podstawie
Rys. 1 z pracy [H5]).

Zgodnie z wykresem PCA sporzadzonym na bazie danych klasyfikacyjnych
24 kolumn chromatograficznych uzyskanych metoda QSRR w badaniach opisanych
w publikacji [H6], przyporzadkowatam wigkszo$¢ faz stacjonarnych do trzech klasterow.
Wyniki te byty zgodne z wynikami hierarchicznej analizy skupien (HCA).

Jednoczes$nie przeprowadzitam analiz¢ poréwnawcza wynikéw klasyfikacji
kolumn metodami QSRR i KUL na podstawie analizy regresji liniowej, w ktorej
dla uzyskania tej samej formy zapisu matematycznego w obu zbiorach danych,
korelowatam zlogarytmowane warto$ci parametréw chromatograficznych wyznaczonych
metodg KUL wzgledem odpowiadajagcym im wspotczynnikom regresji wyznaczonym dla
dwoch modeli QSRR [H5]. Jednakze, wyniki tych badan wykazaty staba korelacjg
pomigdzy  zlogarytmowanymi  postaciami  parametréw  chromatograficznych
wyznaczonymi metodag KUL a wspotczynnikami regresji liniowej okreslonymi metoda
QSRR. Te rezultaty sa zgodne z wczesniej opublikowanymi pracami, w ktorych takze
odnotowano staba korelacj¢ parametrow KUL z parametrami wyznaczonymi metoda
Syndera i Dolana [24], podczas gdy istotne podobienstwa wykazano pomigdzy
warto§ciami  wspolczynnikow regresji liniowej okreslonymi w modelach QSRR
a wartoSciami parametrow Wyznaczonych na podstawie modelu hydrofobowo-
subtraktywnego [19].

Przeprowadzitam takze wizualizacje rdéznic 1 podobienstw, wystepujacych
pomiedzy testowanymi fazami stacjonarnymi, wyznaczonych metodami KUL i QSRR

poprzez wykonanie analizy PCA dla potagczonego zbioru danych zawierajacego zarowno
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warto$ci zlogarytmowanych parametrow chromatograficznych okreslonych metoda KUL
jak 1 wartosci wspotczynnikow regresji uzyskanych metodg QSRR. W efekcie powstat
wykres rozrzutu, na ktorym rozmieszczenie faz stacjonarnych réznito si¢ wzgledem
otrzymanego wytacznie na bazie wynikow QSRR (Rys. 3), ale pomimo to lokalizacja
kolumn byta w znacznym stopniu skorelowana z ich pozycjami na liscie rankingowe;j.

Wyniki tych badan przedstawia Rys. 4.
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Rys. 4. Wykres PCA dla obiektéw sporzadzony na podstawie wartosci wspotczynnikow regresji liniowej
a, a’ a’s i a’y wyznaczonych dla modeli QSRR i zlogarytmowanych warto$ci parametrow
chromatograficznych wyznaczonych za pomoca metody KUL dla 15 testowanych faz stacjonarnych
(na podstawie Rys. 6 z pracy [H5]).

Weryfikacje przydatnosci systemow klasyfikacji kolumn bazujacych na metodzie
QSRR w praktyce biomedycznej przeprowadzitam w oparciu o0 analogiczng metodyke
badawcza do opisanej dla analiz farmaceutycznych [H1]. W przypadku metody KUL,
podobnie jak wczesniej [H2-H4], korelowatam wartosci parametru F z wynikami testu
okreslajacego jako$¢ rozdzielen chromatograficznych. W analizach biomedycznych
gtéwnym kryterium dla tego testu bylo uzyskanie rozdzielczosci pikow Rs > 1,5 dla
wszystkich analitow.

Z uzyskanych danych chemometrycznych wynikato, podobnie jak w przypadku
analiz farmaceutycznych [H1-H4], iz zmienno$¢ ukladu wynikajaca z roznic w tgr
oznaczanych zwiazkow w duzej mierze byla wyjasniana przez pierwsza gtdwna sktadowa,
podczas gdy roznice w rozdzielczo$ci pikow byly gtownie eksplorowane przez druga
gtowna sktadowg [H5,H6]. Jednoczesnie, graficzna prezentacja wynikow PCA
sporzadzonych na podstawie danych opisujacych przebieg oznaczen szeSciu hormonow

steroidowych w moczu [H5] oraz moklobemidu wraz z jego dwoma metabolitami
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w osoczu krwi ludzkiej [H6] pozwolita wyjasni¢ odpowiednio 82,91% i 78,53%
calkowitej zmiennosci danych wyjsciowych.

Porownujac wykresy rozrzutu faz stacjonarnych otrzymane na bazie ich
charakterystyk z wykresami PCA [H5,H6] badz CA [H6] wykonanymi na podstawie
wynikow rzeczywistych analiz biomedycznych potwierdzitam, ze grupowanie si¢ kolumn
chromatograficznych na tych wykresach byto w duzej mierze analogiczne. To wskazuje,
ze testowane systemy klasyfikacji kolumn wlasciwie charakteryzuja wlasciwosci
fizykochemiczne faz stacjonarnych. Tym samym sg uzytecznymi narzedziami
utatwiajagcymi wybor optymalnej fazy stacjonarnej do danej analizy biomedycznej.
Potwierdza to takze nastgpujace zestawienie. Wykonujac analizy dla moklobemidu
metodg ,,prob i btedow” poczatkowe prawdopodobienstwo wihasciwego doboru kolumny
chromatograficznej wynosito 37,5% (9/24) [H6]. Zastosowanie metody QSRR wsparte
analiza PCA pozwolito pogrupowac fazy stacjonarne, dla ktorych prawdopodobienstwo
wyboru optymalnej kolumny chromatograficznej wzrosto do 62,5% dla faz z klastera I
i spadto do 0,0% dla kolumn zakwalifikowanych jako punkty odbiegajace. Jeszcze
wigkszy efekt uzyskano korzystajac z wynikow QSRR i CA, ktore pozwolity wytypowac
fazy stacjonarne z prawdopodobienstwem wiasciwego wyboru wynoszacym 66,6%.

Z analiz hormonow steroidowych w moczu [H5] wynikato, Zze zastosowanie
metody QSRR badz KUL zwigkszyto prawdopodobienstwo optymalnego doboru fazy
stacjonarnej z 33,3% (5/15) do 66,6% dla kolumn umiejscowionych w klasterze | (Rys. 3).
Jednakze, jeszcze wyrazniejszy potencjal predykcyjny wykazano dla danych
zawierajacych zardéwno wyniki klasyfikacyjne metodg OSRR, jak i metodg KUL (Rys. 4).
Wowczas, zastosowanie PCA dla potaczonych danych umozliwito wytypowanie 4 z 5
optymalnych faz stacjonarnych (80,0%).

Reasumujac, metody QSRR i KUL s3 uzytecznymi narzedziami utatwiajacymi
wybor optymalnej fazy stacjonarnej do danej analizy biomedycznej. Nalezy przy tym
podkresli¢, ze prawdopodobnie zaréwno metoda QSRR jak i procedura KUL wnosza
unikatowe i niepowtarzalne wzgledem siebie informacje do opisu wlasciwosci
fizykochemicznych faz stacjonarnych. Istnieje zatem mozliwo$¢ opracowania nowego
modelu QSRR, ktory petniej odzwierciedli zdolno$ci rozdzielcze kolumn
chromatograficznych w rzeczywistych analizach farmaceutycznych, biomedycznych

1 srodowiskowych.
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Il. Zastosowanie technik chemometrycznych do optymalizacji proceséw derywatyzacji

substancji leczniczych w probkach srodowiskowych

[H7] J. Kumirska, N. Migowska, M. Caban, A. Plenis, P. Stepnowski, Chemometric analysis for
optimizing derivatization in gas chromatography-based procedures, J. Chemometr., 25 (2011)
636-643.

[H8] J. Kumirska, A. Plenis, P. Lukaszewicz, M. Caban, N. Migowska, A. Bialk-Bielifiska,
M. Czerwicka, P. Stepnowski. Chemometric optimization of derivatization reactions prior to

gas chromatography-mass spectrometry analysis. J. Chromatogr. A, 1296 (2013) 164-178.

Badania opisane w pracach [H7] i [H8] prezentowanego osiggniecia naukowego sg
przyktadem praktycznego zastosowania PCA i CA do wielowymiarowej oceny danych
eksperymentalnych, ktore usprawniajg etap optymalizacji procesu derywatyzacji
zwigzkow.

Pierwsze badanie [H7] dotyczyto opracowania warunkow derywatyzacji zwiazkow
estrogennych: estronu, 17p-estradiolu, estriolu, 17a-etynyloestradiolu i dietylostilbestrolu
przed analizg GC, dla ktorych nalezato dobra¢ optymalne warunki konwersji chemicznej
grup hydroksylowych znajdujacych si¢ w strukturze tych zwigzkéw do form catkowicie
zderywatyzowanych z mozliwie najwyzsza wydajno$cia tej reakcji. W poczatkowym
etapie badan wybrano trzy odczynniki sililujace: BSTFA
(N,O-bis-(trimetylosililo)trifluoroacetamid) + 1% TMCS (trimetylochlorosilan)/pirydyna
(12:1, viv), MSTFA (N-metylo-N-(trimetylsilylo)trifluoroacetamid)/pirydyna (1:1, v/v) oraz
TMSI (N-trimetylosililoimidazol), a takze trzy odczynniki acylujace: PFPA (bezwodnik
pentafluoropropionowy), TFAA (bezwodnik trifluorooctowy) i HFBI
(heptafluorobutyryloimidazol).  Efektywno$¢  tworzenia si¢  form  catkowicie
upochodnionych byta oceniana za pomoca stosunku pola powierzchni sygnatu
odpowiadajacego w petni upochodnionej formy leku do sumarycznego pola powierzchni
sygnatow wszystkich pochodnych tego zwiazku.

Juz wstepne wyniki wykazaty, ze TMSI nie gwarantuje peinej konwersji analitow,
stad odczynnik ten zostal wykluczony z dalszych badan. Wartosci odpowiadajace formom
w pelni upochodnionym uzyskane dla badanych zwigzkéw estrogennych przy uzyciu
pi¢ciu pozostatych reagentow derywatyzacyjnych poddatam analizie PCA. Z uzyskanych
danych wynikato, ze dwie pierwsze glowne skladowe wyjasniaja 99,97% catkowitej
zmienno$ci uktadu. Jednoczesnie, potozenie zmiennych na wykresie wyraznie

sugerowalo, ze efektywno$§¢ dziatania odczynnikow sililujacych byta zblizona (byty
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ulokowane obok siebie), podobnie jak reagentoéw acylujacych (stanowily jeden klaster),
ale obserwowana znaczaca odleglos¢ pomigdzy nimi dowodzila zréznicowanej
efektywnosci tych reakcji, ktora byta nizsza dla odczynnikéw acylujagcych. Wyniki te byty
zgodne z danymi literaturowymi [71,72].

Drugi etap badan przeprowadzono z udzialem wylacznie dwoch reagentow
sililujacych, przy czym BSTFA + 1% TMCS/pirydyna byt testowany W zréznicowanych
warunkach temperaturowych i czasowych, a dla MSTFA/pirydyna zastosowano
temperature 50°C i czas reakcji 30 min. Efektywno$¢ derywatyzacji oceniano za pomoca
parametru RRF (ang. Relative Response Factor) opisujacego wzgledne wspolczynniki
odpowiedzi detektora dla poszczegolnych pochodnych wzgledem wzorca (2-metylo-
antracenu), ktory nie ulegat konwersji chemicznej. Uzyskane warto$ci RRF dla badanych
zwigzkow W powyzszych eksperymentach poddatam analizie PCA, a rozmieszczenie
obiektow 1 zmiennych w dwuwymiarowej przestrzeni wyznaczonej przez glowne
sktadniki pozwolity wyjasni¢ 94,13% catkowitej zmiennos$ci uktadu. Wyrazna separacja
eksperymentu z zastosowaniem MSTFA/pirydyna wzglegdem do$wiadczen z udziatlem
BSTFA + 1% TMCS/pirydyna wskazywata, ze efektywnos¢ tego odczynnika sililujacego
byta znaczaco inna. W stosunku do czterech analitow byla najwyzsza, podczas gdy dla
17a-etynyloestradiolu najnizsza. To pozwala wnioskowac, ze MSTFA/pirydyna moze by¢
zastosowana do upochadniania zwigzkow estrogennych, ale konieczne sg dalsze etapy
optymalizacji tego procesu.

W  przypadku eksperymentow zwigzanych z zastosowaniem BSTFA
+ 1% TMCS/pirydyna ich umiejscowienie na wykresie PCA dowodzito, ze efektywnosc¢
reakcji derywatyzacji byla zroznicowana. Zatem, prowadzenie reakcji derywatyzacji
w temperaturze < 50°C badz > 90°C niezaleznie od czasu jej trwania powodowato spadek
wydajnosci. Zastosowanie za$ temperatury 60°C badz 75°C zwickszato efektywnosé¢ tego
procesu, przy czym przedluzanie czasu reakcji nie skutkowato wzrostem wydajnosci.
Dane te sg zgodne z doniesieniami literaturowymi [73].

Podsumowujac, optymalnymi warunkami derywatyzacji zwiazkow estrogennych
jest zastosowanie BSTFA z 1% dodatkiem TMCS i pirydyny (1:1, v/v), przy czym proces
ten powinien by¢ prowadzony przez 30 min w temperaturze 60°C. Interesujaca
alternatywa wydaje si¢ takze zastosowanie mieszaniny MSTFA i pirydyny (1:1, v/v).
Nalezy przy tym podkresli¢, ze zastosowanie techniki chemometrycznej do graficznej
prezentacji wynikow eksperymentalnych znaczaco usprawnito etap optymalizacji procesu

derywatyzacji zwigzkow estrogennych.
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Uzyteczno$¢ narzedzi chemometrycznych podczas optymalizacji  procesu
derywatyzacji ponownie potwierdzitam w badaniach znacznie szerszej grupy lekow (21),
w sktad ktorej wchodzity: niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ — 8 zwigzkéw),
B-blokery (3 zwigzki), B-agonisci (2 substancje), hormony o dziataniu estrogennym
(5 substancji) oraz leki przeciwpadaczkowe (3 zwiazki) [H8]. Grupa tych analitéw zostata
dodatkowo powigkszona 0 trzy substancje lecznicze o dziataniu antydepresyjnym, ktore
wprawdzie nie wymagaty konwersji chemicznej do pochodnych, ale nalezato sprawdzié¢
ich stabilnos¢ w trakcie reakcji derywatyzacji. Analogicznie do poprzednich badan [H7],
warto$ci parametru  RRF wyznaczone dla pochodnych analitow byly miernikiem
efektywnosci reakcji upochadniania substancji leczniczych.

W pierwszym etapie badan zastosowano trzy odczynniki sililujace: TMSI, BSTFA
+ 1% TMCS i MSTFA, kazdy w obecnos$ci pirydyny i octanu etylu (2:1:1, v/iV/IV), przy
czym zmianie ulegala temperatura reakcji, a czas reakcji byt staty (30 min) (eksperymenty
A-1) [H8]. Wyznaczone warto$ci parametru RRF dla pojedynczych pochodnych badz
pochodnych charakteryzujacych si¢ najsilniejszymi sygnatami chromatograficznymi
21 zwigzkow poddatam analizie chemometrycznej za pomocg PCA. Wykres rozrzutu
zmiennych, wyjasniajacy 61,54% catkowitej zmiennosci danych wyjsciowych przedstawia
Rys. 5.
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= TMSI w warunkach derywatyzacyjnych: A - 30 min, 60°C; B - 30 min, 90°C; C - 30 min, 120°C
A 99% BSTFA +1% TMCS w warunkach derywatyzacyjnych: D - 30 min, 60°C; E - 30 min, 90°C;
F - 30 min, 120°C « MSTFA w warunkach derywatyzacyjnych: G - 30 min, 60°C; H - 30 min, 90°C;
1- 30 min, 120°C

Rys. 5. Projekcja obiektdow w przestrzeni wyznaczonej przez pierwsze dwie glowne sktadniki (PC1-PC2)
na podstawie wartosci RRF uzyskanych dla 21 pochodnych lekéw w warunkach derywatyzacyjnych

opisanych w eksperymentach A-l (na podstawie Rys. 2 A z pracy [H8]).

Nalezy podkresli¢, ze wariancja zbioru danych opisana przez pierwszy gtowny
sktadnik dotyczyla glownie zmiennosci BSTFA + 1% TMCS stosowanego w réznych

temperaturach, podczas gdy mniejszy wptyw odnotowano wzgledem MSTFA w 120°C.
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W przypadku drugiego gtownego sktadnika najsilniejsza korelacje obliczono dla TMSI
w 60 1 90°C (eksperyment A i B — Klaster Ill). Z przestrzennego rozmieszczenia
zmiennych na wykresie PCA wynikato takze, ze TMSI stosowane w temperaturach 60
i 90°C oferowalo zblizong (chociaz w tym przypadku nizszg) efektywnos¢ reakcji
derywatyzacji wzgledem obserwowanej w 120°C, ktora osiggala poziom poréwnywalny
do uzyskiwanego przy uzyciu MSTFA w 90 i 120°C (klaster II). Z drugiej strony, ich
dystans do eksperymentu G sugerowal, ze obnizenie temperatury prowadzi do wzrostu
efektywnosci MSTFA jako odczynnika sililujgcego dla wigkszo$ci analizowanych
zwigzkow.  Podsumowujac,  MSTFA byt  efektywniejszym  odczynnikiem
derywatyzacyjnym niz TMSI, przy czym w obu przypadkach istotnym czynnikiem
wplywajacym na efektywnos$¢ reakcji byta temperatura. Niestety, ze wzglgdu na fakt,
iz uzycie MSTFA w 60°C nie prowadzito do konwersji chemicznej pigciu analitow,
odczynnik ten nie mogt by¢ stosowany do analizy wiclosktadnikowej mieszaniny
21 substancji leczniczych.

W przypadku BSTFA + 1% TMCS takiej zaleznosci temperaturowej, jak dla
MSTFA i TMSI nie obserwowano (eksperymenty D, E, F zostaly umieszczone
w klasterze 1). Obserwowany dystans w stosunku do pozostatych klasterow dowodzit,
ze zastosowane warunki derywatyzacji generowaty odmienng (w tym przypadku wyzsza)
wydajnos¢ procesu deprywatyzacji niz przy uzyciu MSTFA i TMSI. Dodatkowym atutem
byt fakt, iz wszystkie zwiazki ulegaty konwersji do pochodnych. Biorgc za$ pod uwage
stabilno$¢ analitow 1 pochodnych w procesie derywatyzacji, ktorej sprzyja nizsza
temperatura i krotszy czas reakcji na tym etapie badan ustalono, ze optymalnymi
warunkami derywatyzacji analitow jest zastosowanie BSTFA + 1% TMCS w 60°C.
Powyzsze wnioski zostaly w pelni potwierdzone za pomoca CA, co obrazuje diagram
drzewa hierarchicznego przedstawiony na Rys. 6. Bioragc pod uwage takze odlegltosci
pomiedzy klasterami, ktore zostaty okreslone na osi Y, to powyzszy obraz graficzny

w pelni odzwierciedla korelacje opisane za pomocg PCA.
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TMSI w warunkach derywatyzacyjnych: A - 30 min, 60°C; B - 30 min, 90°C; C - 30 min, 120°C;
99% BSTFA +1% TMCS w warunkach derywatyzacyjnych: D - 30 min, 60°C; E - 30 min, 90°C;

F - 30 min, 120°C; MSTFA w warunkach derywatyzacyjnych: G - 30 min, 60°C; H - 30 min, 90°C;
1-30 min, 120 °C

‘,,
l
G A B H

Rys. 6. Wykres drzewa hierarchicznego sporzadzonego na podstawie wartosci RRF uzyskanych dla 21
pochodnych lekow w warunkach derywatyzacyjnych opisanych w eksperymentach A-I (na podstawie Rys. 2
B z pracy [H8]).

Drugi etap badan dotyczyt sprawdzenia, czy mozliwy jest wzrost efektywnos$ci
reakcji derywatyzacji analitow, jezeli zastosujemy BSTFA + 1% TMCS w potaczeniu
z pirydyng, octanem etylu, badz mieszaning tych dwoch rozpuszczalnikow, zmieniajac
przy tym temperatur¢ i czas reakcji (eksperymenty J-O). Do oceny danych
eksperymentalnych ponownie zastosowalam PCA i CA. Wykres PCA dla zmiennych
sporzadzony na podstawie danych opisujacych wartosci RRF dla oznaczanych substancji
leczniczych uzyskanych w trakcie wyzej wymienionych eksperymentow oraz danych
otrzymanych w doswiadczeniach D, E, F wyjasniajacy 79,71% catkowitej zmiennosci
danych wyjsciowych przedstawia Rys. 7. Na podstawie lokalizacji zmiennych mogtam
wnioskowac¢, ze porownywalng, a przy tym znaczaco inng (w tym przypadku wyzsza)
efektywnos¢ procesu derywatyzacji uzyskano dla BSTFA + 1% TMCS w warunkach
eksperymentow D, E i F. Do$wiadczenia prowadzone w obecnosci wylacznie pirydyny
badz octanu etylu byly mniej efektywne, a przy tym na tyle zblizone, ze zmienne te

zostaly umieszczone w tym samym klasterze.
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D - 30 min, 60°C; E - 30 min, 90°C; F - 30 min, 120°C;N - 60 min, 90°C; e pirydyny J - 30 min, 90°C;
K - 30 min, 120°C; L - 60 min, 90°C; M - 60 min, 120°C; & octan etylu O - 60 min, 90°C

Rys. 7. Projekcja obicktow w przestrzeni wyznaczonej przez pierwsze dwie sktadowe gldéwne PC1-PC2
na podstawie wartosci RRF uzyskanych dla 21 pochodnych lekow w warunkach derywatyzacyjnych
opisanych w eksperymentach D-F i J-O (na podstawie Rys. 4 A z pracy [H8]).

Powyzsze usytuowanie wskazuje takze, ze wydajno$¢ reakcji z uzyciem BSTFA
+ 1% TMCS/pirydyna badz BSTFA + 1% TMCS/octan etylu nie ulegala znaczacej
zmianie pod  wplywem  przyrostu/spadku  temperatury badz w  wyniku
skrocenia/przedtuzenia czasu jej trwania. Odmienne wnioski mozna wysnu¢ dla BSTFA +
1% TMCS w obecnosci mieszaniny octanu etylu 1 pirydyny, dla ktérego przedtuzenie
czasu reakcji spowodowato spadek efektywnosci tego procesu (eksperyment N).

Wyniki PCA zostaty w petni potwierdzone za pomoca CA, co ilustruje diagram

drzewa hierarchicznego umieszczonego na Rys. 8.
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99% BSTFA + 1% TMSI w warunkach derywatyzacyjnych: mieszanina pirydyny i octanu etylu
D - 30 min, 60°C; E - 30 min, 90°C; F - 30 min, 120°C; N - 60 min, 90°C: pirydyny J - 30 min, 90°C;
K - 30 min, 120°C; L - 60 min, 90°C; M - 60 min, 120°C; octanu etylu O - 60 min, 90 °C

Rys. 8. Wykres drzewa hierarchicznego sporzadzonego na podstawie wartosci RRF uzyskanych
dla 21 pochodnych lekéw w warunkach derywatyzacyjnych opisanych w eksperymentach D-F i J-O
(na podstawie Rys. 4 B z pracy [H8]).

Zatem, wyniki analiz metoda PCA i CA, wykazaly, ze derywatyzacja mieszaniny 21
substancji leczniczych nalezacych do pigciu roznorodnych klas farmaceutycznych
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powinna by¢ przeprowadzana przy uzyciu mieszaniny: BSTFA + 1%
TMCS/pirydyna/octan etylu (2:1:1, viviv) w temperaturze 60°C przez 30 min.
Jednoczes$nie wykazatam, ze obydwie metody chemometryczne (PCA i CA) poprzez
graficzng prezentacje danych pomiarowych znaczaco usprawniajg optymalizacje

warunkoéw derywatyzacji analitow [H7,H8].

I11. Ocena wiarygodnosci oznaczenn hormonow steroidowych jako biomarkerow
zaburzen psychofizycznych czlowieka wsparta chemometryczng analizg danych

pomiarowych

[H9] A. Plenis, L. Konieczna, 1. Oledzka, P. Kowalski, T. Baczek, Simultaneous determination
of urinary cortisol, cortisone and corticosterone in parachutists, depressed patients and healthy controls
in view of biomedical and pharmacokinetic studies, Mol. Biosyst., 7 (2011) 1487-1500.

[H10] A. Plenis*, N. Mickus, I. Oledzka, T. Baczek, A. Lewczuk, Z. Wozniak, P. Koszalka,
B. Seroczynska, J. Skokowski, Chemometric Evaluation of Urinary Steroid Hormone Levels as Potential
Biomarkers of Neuroendocrine Tumors, Molecules, 18 (2013) 12857-12876.

W $wietle wspomnianych we wprowadzeniu réznorodnych opinii dotyczacych
potwierdzenia  badz  wykluczenia  istnienia  korelacji  pomigdzy  sekrecja
glikokorykosteroidow (gtownie kortyzolu) a zaburzeniami depresyjnymi czy narazeniem
na stres przeprowadzitam badania dotyczace oznaczenia wolnej frakcji kortyzolu,
kortyzonu i kortykosteronu w moczu zdrowych ochotnikow, pacjentow z zaburzeniami
depresyjnymi oraz os6b zdrowych przed i po skoku spadochronowym [H9]. Uczestnicy
badan byli dopasowani pod wzgledem wieku i wskaznika BMI, przy czym
W przewazajacej wigkszosci byli ludzmi mtodymi w wieku od 21 do 32 lat. Probki moczu
byly pobierane w godzinach porannych, a do oznaczenia glikokortykosteroidow
zastosowatam nowo opracowang metode HPLC z detekcja UV. Ponadto, u wszystkich
uczestnikow okreslitam stezenie kreatyniny celem wykluczenia dysfunkcji nerek oraz
przeprowadzenia wzgledem tej substancji normalizacji stezen hormonéw steroidowych
w moczu. Uzyskane dane dowiodty, ze poziomy kortyzolu u zdrowych ochotnikéw byty
najnizsze, podczas gdy kortyzonu nizsze niz u spadochroniarzy po skoku, ale wyzsze niz
u 0sob przed skokiem i U pacjentow z depresjg. W przypadku kortykosteronu, jego profile
byty najwyzsze u zdrowych ochotnikow. Biorac za$ pod uwage stosunek stezen kortyzolu
do kortyzonu byty one najnizsze dla zdrowych ochotnikéw. Dane te wskazywaly takze,
ze najwicksze dysproporcje odnotowano pomigdzy zdrowymi  ochotnikami

a spadochroniarzami po skoku. Aby oceni¢, czy obserwowane roznice stezen
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glikokortykosteroidow byly statystycznie istotne przeprowadzitam oceng statystyczna
danych za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) i testu post-hoc
Tukey’a przy poziomie istotnosci p < 0,05. Powyzsza ocen¢ wykonatam biorac pod uwage
wyniki uzyskane wyltacznie dla kobiet badz wytacznie dla mezczyzn z danej grupy
i korelujac je z danymi okreslonymi dla kobiet i mezczyzn pochodzacych z innych
badanych grup. Uzyskane wyniki ANOVA potwierdzily, ze najwigcej statystycznie
istotnych roznic pomi¢dzy badanymi grupami odnotowatam w odniesieniu do st¢zen
kortyzolu i stosunku kortyzolu do kortyzonu, podczas gdy te roznice byly mniejsze
dla kortyzonu. Nie wykazalam za$§ statystycznie istotnych r6znic w profilach
kortykosteronu. Wyniki PCA otrzymane na bazie wyznaczonych wartosci stezen
glikokortykosteroidow ~ w probkach moczu z uwzglgdnieniem danych biometrycznych

(BMI i wiek) uczestnikow badan przedstawia Rys. 9.
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© 1 - Zdrowi ochotnicy: MezczyzZni; ® 2 - Zdrowi ochotnicy: Kobiety; O 3 - Spadochroniarze przed
skokiem: Mezczyzni; ® 4 - Spadochroniarze przed skokiem: Kobiety; ¢ 5 - Spadochroniarze po
skoku: Mezczyzni; ¢ 6 - Spadochroniarze po skoku: Kobiety; & 7 - Pacjenci z depresja: MezczyZni;
4 8 - Pacjenci z depresja: Kobiety

Rys. 9. Dwuwymiarowy wykres PCA sporzadzony na podstawie warto$ci stezen wolnej frakcji koryzolu,
koryzonu, kortykosteronu i stosunku kortyzol do kortyzonu, a takze danych biometrycznych uczestnikow

badan (na podstawie Rys. 9 z pracy [H9]).

Graficzna  prezentacja ~ wynikdbw  pozwolita  zauwazyé, ze  profile
glikokortykosteroidow u spadochroniarzy po skoku byly odmienne (w tym przypadku
wyzsze) niz u pozostatych uczestnikoéw badan, a przy tym na tyle porownywalne,
ze zostali oni zgrupowani w jednym klasterze. Widoczna separacja kobiet i mezczyzn
wewnatrz  tego  zgrupowania pozwalata  przypuszcza¢, ze zmiana profili
glikokortykosteroidow wywotana silnym czynnikiem stresogennym byla przy tym
zroznicowana pod wzgledem plci. Jednoczesnie doswiadczenie zyciowe moglo thumid

reakcje na stres (najmlodszy mezczyzna (5.2) zostal ulokowany wsérod kobiet).
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Reasumujac, wyniki badan potwierdzity znaczace zmiany poziomu glikokortykosteroidow
w moczu kobiet i m¢zczyzn narazonych na silny czynnik stresogenny.

Ponadto, zmian¢ profili hormonalnych odnotowano takze dla wigkszosci
pacjentow z depresja, ktorzy na wykresie PCA utworzyli wiasny klaster (srodkowa cze$é¢
wykresu), co dowodzi, ze zaburzenia depresyjne, szczegdlnie u kobiet, takze wptywaja na
sekrecje i metabolizm glikokortykosteroidow. Jednakze, silniejszy efekt jest obserwowany
dopiero po dtuzszym przebiegu choroby depresyjnej (kobieta z najdtuzej potwierdzong
depresja (8.3) zostata ulokowana na wykresie PCA jako punkt odbiegajacy). Z drugiej
strony, dla wiekszos$ci pacjentéw z zaburzeniami depresyjnymi obserwowane réznice byty
niewielkie, a ponadto osoby narazone na staby czynnik stresogenny (spadochroniarzy
przed skokiem) mialy zblizone profile glikortykosteroidowe. To oznacza, ze
diagnozowanie osob z depresja na podstawie pomiaru st¢zen kortyzolu i kortyzonu jest
znacznie utrudnione, gdyz wystapienie np. lekkiego stanu napigcia Nerwowego moze
znaczaco zmienia¢ Wynik analizy. Powyzszy wniosek potwierdza takze grupowanie si¢
duzej liczby zdrowych ochotnikow w bliskiej odleglosci wzgledem pacjentéw z depresja
(klaster oznaczony prostokatem w $rodkowej i prawej czg¢$ci wykresu). Interesujagcym jest
takze rozdzielenie kobiet i mg¢zczyzn w grupie zdrowych ochotnikéw, podobnie, jak
wczesniej obserwowane dla pacjentow z depresjag i W grupie spadochroniarzy przed i po
skoku.

Podsumowujac, wyznaczane poziomy stezen glikortykosteroidow moga byc¢
traktowane jako biomarkery narazenia na stres i zaburzen depresyjnych, co potwierdzity
wyniki ANOVA. Jednakze zastosowanie PCA pozwolilo okresli¢ subtelne rdznice
pomigdzy wynikami uzyskanymi dla kobiet i m¢zczyzn z trzech porownywanych grup:
zdrowych ochotnikow, pacjentéw z depresja i 0os6b narazonych na czynniki stresogenne
o zroznicowanym nat¢zeniu. Dane PCA wskazaty réwniez, ze diagnozowanie pacjentow
z zaburzeniami depresyjnymi na podstawie pomiaru stgzen glikokortykosteroidow moze
prowadzi¢ do mylnych wnioskow koncowych. Istotnym wnioskiem jest takze
stwierdzenie, ze profile glikokortykosteroidow sa zalezne od pfci.

Kolejnym przykltadem praktycznej aplikacji metod chemometrycznych
do graficznej prezentacji wynikéw badan zwigzanych z oznaczaniem hormondéw
steroidowych w moczu, w tym przypadku, jako potencjalnych biomarkerow guzéw
neuroendokrynnych, sa dane opisane w publikacji [H10]. W badaniach tych oznaczatam
wolng frakcje endogennych pozioméw kortyzolu, kortyzonu, kortykosteronu, testosteronu,

epitestosteronu i progesteronu w moczu pacjentow z NET oraz zdrowych ochotnikow,
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przy czym prébki moczu pochodzity ze zbidrki dobowej. Grupy pacjentéw i zdrowych
ochotnikow byly dopasowane pod wzgledem wskaznika BMI i wieku. Uczestnikami
badan byly osoby w wieku odpowiednio 54,6 + 11,8 lata (pacjenci z NET)
47,3 + 12,5 lata (zdrowi ochotnicy).

Profile szesciu hormonow steroidowych wyznaczytam za pomocg nowo
opracowanej metody HPLC z zastosowaniem kolumny Discovery HS 250 x 4 mm, 5 um,
ktora w badaniach QSRR zostala wyselekcjonowana, jako oferujaca pelniejsze
rozdzielenie testosteronu, epitestosteronu i progesteronu przy jednoczesnym generowaniu
wyzszych sygnatow pomiarowych [H6]. Pozwolito to skroci¢ czas analizy i zwigkszy¢
czuto$¢ metody HPLC. Uzyskane wyniki wskazywaty, ze poziomy kortyzolu i kortyzonu
byto znacznie wyzsze, a kortykosteronu wyzsze u zdrowych ochotnikow niz u pacjentow
z NET. W przypadku testosteronu, epitestosteronu i progesteronu wartosci stezen byty
zblizone w obu grupach. Przeprowadzitam oceng statystyczng uzyskanych danych
pomiarowych z zastosowaniem parametrycznych testow (test t-Studenta badz test
z oddzielng analiza wariancji) i nieparametrycznego testu U Manna-Withney’a. Wybor
testu byt uzalezniony od spetnienia warunkoéw zastosowania danego testu statystycznego.
Analiza statystyczna dotyczyta okreslenia réznic stezen poszczegodlnych hormondéw
uzyskanych dla catej badanej grupy, tj. dla pacjentow z NET (P) i zdrowych ochotnikow
(HC), jak i wyznaczonych wytacznie dla zdrowych kobiet (HF), kobiet z NET (PF),
zdrowych me¢zezyzn (HM) i mezczyzn z NET (PM). Jednakze najistotniejszymi pod
wzgledem znaczenia klinicznego byty korelacje okreslone pomigedzy HM vs PM, HF vs PF
oraz P vs HC, ktore okreslaty ewentualny wplyw rozwoju guzéw neuroendokrynnych na
sekrecj¢ i metabolizm hormonéw steroidowych. Wskazaly one, ze statystycznie istotne
réznice dla wszystkich wyzej wymienionych grup uzyskatam dla kortyzolu i kortyzonu.
Woprawdzie wiekszo$¢ pacjentow z NET przyjmowata analogi somatostatyny, ktore
zmniejszaja wydzielanie hormonoéw nadnerczy, ale z danych literaturowych wynikato
takze, ze skutecznos¢ terapii analogami somatostatyny w przypadku zespotu Cushinga jest
niewielka [74,75]. To za$ moglo sugerowac udziat innych czynnikéw powodujacych tak
znaczace obnizenie poziomu kortyzolu i kortyzonu w moczu pacjentow z NET.

W przypadku kortykosteronu, obserwowane roznice stezen byly statystycznie
nieistotne. Podobng sytuacje, jak dla kortykosteronu, odnotowatam dla testosteronu
i progesteronu, dla ktorych wprawdzie potwierdzitam statystycznie istotne roznice stgzen
u kobiet i mezczyzn, ale wynikaly one raczej z przynaleznosci do danej plci, a nie

aktywnosci guzow neuroendokrynnych. Zatem guzy neuroendokrynne nie wplywaja na
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sekrecje 1 metabolizm testosteronu i progesteronu. Jedynie w przypadku epitestosteronu
pojawily sie pewne watpliwosci, poniewaz wykazatam statystycznie istotne rdznice
pomig¢dzy zdrowymi ochotnikami a pacjentami z NET, takze ten hormon moéglby by¢
traktowany, jako potencjalny biomarker NET. Jednak wyniki badan dotyczace profili
uzyskanych wytacznie dla kobiet i wylacznie dla megzczyzn z obu pordownywanych grup
byly statystycznie nieistotne, tym samym obnizajac rangg diagnostyczng pomiaru
epitestosteronu jako wskaznika rozwoju guzow neuroendokrynnych.

Aby uzyskaé pelniejszy obraz wzajemnych zalezno$ci pomiedzy zmiennymi, jak
I przypadkami, sporzadzitam wykres PCA na podstawie wyznaczonych wartosci stezen
szesciu hormonéw steroidowych w moczu uczestnikow badan, ktory ilustruje Rys. 10 A
i B.

Przestrzenne rozmieszczenie zmiennych i obiektow w tréjwymiarowej przestrzeni
wyznaczonej przez pierwsze trzy skladowe gltowne obrazuje 75,55% catkowitej
zmienno$ci danych wyjsciowych. Ciekawg informacje¢ uzyskalam na podstawie
umiejscowienia zmiennych na wykresie PCA (Rys. 10 A), ktorych potozenie mozna byto
w prosty sposob skorelowaé ze zrdéznicowanymi funkcjami hormondw steroidowych

w organizmie czlowieka.
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Rys. 10. Projekcja zmiennych (A) i obicktow (B) w trojwymiarowej przestrzeni utworzonej przez PCA
na podstawie wyznaczonych warto$ci stezen wolnej frakcji szeSciu hormondéw steroidowych w moczu

uczestnikow obu badanych grup (na podstawie Rys. 4 z pracy [H10]).

Glikokortykosteroidy 1 androgeny zostaty ulokowane po prawej stronie osi PCl1,
ale po przeciwnych stronach osi PC2, a jedyny przedstawiciel progestogenéw -

progesteron stanowil punkt odbiegajacy po lewej stronie osi PC1.
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Kolejne cenne wnioski moglam wysnu¢ na podstawie rozmieszczenia obiektow
na wykresie PCA (Rys. 10 B). Wszyscy uczestnicy badan zostali bowiem przypisani do
czterech klasterow, przy czym 15/20 (75,0%) zdrowych ochotnikow zostalo
umiejscowionych w dwoch klasterach (11 11), a 18/19 pacjentow z NET (94,7%) w dwoch
kolejnych zgrupowaniach (III i IV). Nalezy przy tym podkresli¢, ze nie obserwowatam
oddzielenia pacjentow NET, dla ktérych zastosowano terapi¢ analogami somatostatyny
wzgledem tych, ktorzy takiej terapii nie podlegali. To moze potwierdzac,
ze prawdopodobnie rozwo6j guzow neuroendokrynnych byt przyczyna zmian profili
hormonalnych, a nie terapia analogami somatostatyny. Tym bardziej, ze pacjenci z NET
wykazywali mniejsze zréznicowanie stezen hormondéw steroidowych niz osoby zdrowe.
Na wykresie PCA informacj¢ t¢ generowal wigkszy rozrzut zdrowych ochotnikow
wzgledem pacjentow z NET. Zatem, réznice w profilach glikokortykosteroidowych
w glownej mierze decydowaly 0 grupowaniu si¢ zdrowych ochotnikéw i pacjentow z NET
w oddzielne Kklastery, podczas gdy dalsze rozdzielenie pod wzgledem ptci wynikato ze
roznicowanych poziomoéw stezen progesteronu i testosteronu, a pozniej epitestosteronu.
Istotng informacja ptynaca z analizy PCA bylo takze dostrzezenie petniejszej separacji
zdrowych mezczyzn wzglgdem mezczyzn z NET niz kobiet z obu poréwnywanych grup.
Oczywiscie, wynika to z wigkszych dysproporcji stezen kortyzolu i kortyzonu u kobiet,
ale z klinicznego punktu widzenia znaczaco utrudnia prawidlowa diagnostyke guzow
neuroendokrynnych na podstawie pomiaréw glikortykosteroidow.

Reasumujgc, oznaczenie poziomu glikortykoseroidow, tj. kortyzolu i kortyzonu
moze by¢ wskaznikiem rozwoju guzoéw neuroendokrynnych, szczegdlnie u mezczyzn,
co potwierdzily wyniki oceny parametrycznej i nieparametrycznej oraz dane uzyskane
na podstawie analizy gtownych sktadowych. W przypadku kobiet prognozowanie i ocena
rokownicza przebiegu zaburzen NET sg obarczone wigkszym biedem. Nalezy
przeprowadzi¢ dalsze badania, ktore potwierdzg badz wykluczg istnienie na tyle znaczacej
korelacji pomiedzy rozwojem guzow neuroendokrynnych a zmianami profili
hormonalnych u kobiet 1 me¢zczyzn, ktére pozwola rekomendowaé pomiar
glikokortykosteroidow do prognozowania i oceny rokowniczej pacjentow z NET

w badaniach klinicznych i biomedycznych.
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PODSUMOWANIE

Badania opisane w pracach wchodzacych w sktad prezentowanego osiaggnigcia
naukowego [H1-H10] dotyczyly wielowymiarowej oceny danych doswiadczalnych celem
usprawnienia opracowywania metod oznaczania substancji leczniczych technikami
chromatograficznymi, a nastepnie efektywnych ich aplikacji do analizy rzeczywistych
probek farmaceutycznych, biomedycznych 1 $rodowiskowych. Przedstawitlam zatem
mozliwoéci  technik  chemometrycznych w  zakresie  efektywnej  eksploracji
wielowymiarowych danych eksperymentalnych, ktore wsparte doglebnie rozpoznang
strukturg wzajemnych zaleznos$ci wyst¢pujacych pomiedzy zmiennymi i obiektami badan
tworzg rzetelne podstawy do przeprowadzenia wielowatkowej interpretacji uzyskanych
wynikéw badan zaréwno na etapie okreslania wzajemnych molekularnych oddziatywan
analitu ze sktadnikami fazy stacjonarnej i fazy ruchomej zachodzacych w trakcie
przebiegu rozdzielenia chromatograficznego, oddziatywan wystepujacych na etapie
derywatyzacji zwigzkéw chemicznych, a takze ujawniajacych si¢ podczas rzeczywistych
analiz substancji leczniczych w  probkach farmaceutycznych, biomedycznych
i srodowiskowych. Tym samym znaczaco utatwiaja wlasciwe formutowanie wnioskow
koncowych ptynacych z wykonanych doswiadczen naukowych.

W ramach realizacji zadan badawczych objetych osiggnieciem naukowym:

1. Opracowatam wielowymiarowy test weryfikacyjny oceniajacy przydatno$¢ systemow
klasyfikacji kolumn chromatograficznych w praktyce farmaceutycznej i biomedycznej
z zastosowaniem roznorodnych narzedzi chemometrycznych — analizy czynnikowej
(FA), analizy gtownych sktadowych (PCA) i analizy skupief (CA).

2. Wykonatam nowatorskie badania oceniajace wiarygodnos¢ metody QSRR w praktyce
farmaceutycznej. W tym celu opracowatam i zastosowalam w tescie weryfikacyjnym
nowo opracowang metode HPLC umozliwiajaca jednoczesne o0znaczenie
chlorowodorku lidokainy i tribenozydu wraz z ich zanieczyszczeniami w jednym
przebiegu chromatograficznym. Ponadto potwierdzitam, ze metoda QSRR wtasciwie
charakteryzuje wtasciwosci fizykochemiczne faz stacjonarnych i jest narzedziem
ulatwiajacym wybor optymalnej kolumny chromatograficznej do danej analizy
farmaceutycznej.

3. Przeprowadzitam ocen¢ przydatnosci systemu KUL w praktyce farmaceutycznej

w kierunku:
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e poréwnania tradycyjnego Sposobu korelowania warto$ci parametru F z wynikami
testu SST z nowo opracowanym wielowymiarowym testem weryfikacyjnego
z uzyciem réznorodnych technik chemometrycznych;

e oceny prawdopodobienstwa sporzadzenia wiarygodnej listy rankingowej faz
stacjonarnych w zalezno$ci od dokonanego wyboru kolumny referencyjnej;

e sprawdzenia, czy metoda KUL oferuje rzetelne wyniki klasyfikacyjne takze dla
analiz chromatograficznych przebiegajacych z gradientows elucja fazy ruchomej.

4. Dostrzegtam pewne rozbieznos$ci klasyfikacyjne wynikajace z zastosowania ogolnego
(tradycyjnego) badz chemometrycznego (szczegdlowego) testu weryfikacyjnego.
Potwierdzitam, zréznicowane prawdopodobienstwo wyboru optymalnej kolumny
chromatograficznej dla tego samego zbioru charakterystyk sporzadzonych metoda
KUL, ktére bylo uwarunkowane wyborem fazy odniesienia. Wykazatam, ze metoda
KUL wtasciwie klasyfikuje kolumny chromatograficzne 1 moze ulatwia¢é wybor
optymalnej fazy stacjonarnej do danej analizy farmaceutycznej niezaleznie od sposobu
elucji fazy ruchome;j.

5. Przeprowadzitam badania dotyczace oceny przydatnosci metody QSRR i procedury
KUL w analizach biomedycznych. W tym celu opracowatam m.in. nowg metode
HPLC oznaczania hormonéw steroidowych w moczu technikg HPLC. Wyniki badan
potwierdzity, ze oba systemy klasyfikacji kolumn chromatograficznych sa
porownywalne i usprawniaja etap doboru optymalnej fazy stacjonarnej do danej
aplikacji biomedycznej. Ponadto wykazatam, ze procedura KUL i metoda QSRR
wnosi specyficzny zasob informacji dotyczacych wlasciwosci fizykochemicznych
kolumn chromatograficznych, co pozwala przypuszcza¢, ze istnieje mozliwos¢
udoskonalenia metodyki klasyfikowania faz stacjonarnych opartej na nowym modelu
QSRR.

6. Przeprowadzitam  pionierskie  badania  dotyczace  zastosowania  technik
chemometrycznych (PCA i CA) do optymalizacji procesu derywatyzacji substancji
leczniczych w probkach srodowiskowych. Wyniki tych badan potwierdzity, ze metody
projekcji i grupowania danych znaczaco usprawniaja dobor optymalnych warunkéw
derywatyzacji analitow, tym samym gwarantujac prawidlowe przygotowanie probki
do analizy GC.

7. Przeprowadzitam  badania  dotyczace  oceny  wiarygodnosci  oznaczen
glikokortykoteroidow w moczu jako biomarkeréw narazenia na stres i zaburzen

depresyjnych wsparte parametryczng i chemometryczng analizg danych pomiarowych.
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Wykazatam, ze poziomy glikokorykosteroidow ulegaja zmianie pod wpltywem
czynnikow stresogennych badz zaburzen depresyjnych, przy czym zastosowanie PCA
pozwolito ustali¢, ze wyznaczanie profili hormonalnych, jako biomarkerow reakcji
na stres jest wiarygodne tylko przy silnych czynnikach stresogennych, podczas gdy
diagnozowanie pacjentow z zaburzeniami depresyjnymi na podstawie pomiaru stezen
glikokortykosteroidow moze prowadzi¢ do mylnych wnioskow koncowych. Istotnym
wnioskiem jest takze stwierdzenie, ze profile glikokortykosteroidow sa zalezne
od pici.

8. Przeprowadzitam pionierskie badania dotyczace chemometrycznej oceny oznaczen
hormonéw  steroidowych  jako  biomarkeréw  guzéw  neuroendokrynnych.
Potwierdzitam, ze poziomy Kkortyzolu i kortyzonu moga by¢ biomarkerami rozwoju
guzé6w neuroendokrynnych u mezczyzn, ale prognozowanie 1 ocena rokownicza
przebiegu choroby u kobiet jest obarczona duzym bledem. Zalecane jest zatem
przeprowadzenie dalszych badan celem potwierdzenia badz wykluczenia mozliwosci
rekomendowania pomiarow glikokortykosteroidow do prognozowania 1 oceny
rokowniczej pacjentow z NET.

9. W ramach badan biomedycznych opracowatam nowe metodyki oznaczania hormonow
steroidowych w moczu technika HPLC z izokratyczng i gradientowa elucja fazy
ruchome;j.

Reasumujac, niezaleznie od podj¢tego zadania badawczego wykazalam, ze metody
chemometryczne poprzez efektywna eksploracje  wielowymiarowych  danych
eksperymentalnych moga znaczaco wzbogaci¢ zasoby uzyskiwanych informacji
o badanym zjawisku (procesie), ktore tworza solidne fundamenty do prawidtowego

formulowania wnioskow koncowych ptynacych z wykonanych doswiadczefn naukowych.

UWAGI KONCOWE

Prace naukowo-badawcze, stanowigce monotematyczny cykl publikacji byty
finansowane w ramach dziatalnosci statutowej Katedry 1 Zakladu Chemii
Farmaceutycznej  Gdanskiego ~ Uniwersytetu =~ Medycznego  (GUMed)  oraz
wspotfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki z kierowanego przez mnie grantu
nr N N405 024340.

Interdyscyplinarny charakter prowadzonych badan taczacy wiedz¢ i umiejgtnoscei

specjalistow z wielu dziedzin, wymagaly takze wspolpracy z roéznymi osrodkami
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badawczymi. Podczas mojej pracy badawczej zwigzanej z realizacja badan
uwzglednionych w osiagnieciu naukowym wspotpracowatam z dr Jarostawem Szulferem
z Zakladow Farmaceutycznych Polpharmy S.A. w Starogardzie Gdanskim w zakresie
badan dotyczacych aplikacji metody KUL w praktyce farmaceutycznej, dr Jolantg
Kumirska z Zakladu Analizy Srodowiska Instytutu Ochrony Srodowiska i Zdrowia
Cztowieka Uniwersytetu Gdanskiego (UG) w obszarze zastosowan techniki GC-MS
do analizy farmaceutykow w probkach srodowiskowych, a takze dr Anng Lewczuk
z Kliniki Endokrynologii i Choréb Wewnetrznych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
(GUMed), Zaktadem Biologii Komoérki GUMed oraz Centralnym Bankiem Tkanek
i Materialu Genetycznego GUMed i Zaktadem Biologii Komoérki Miedzyuczelnianego
Wydziatu Biotechnologii UG-GUMed, ktora dotyczyla wspolpracy w zakresie
przeprowadzenia badan klinicznych z udzialem zdrowych ochotnikow i pacjentow

z guzami neuroendokrynnymi.
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5. Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

5.1. Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk farmaceutycznych

Poczatki mojej dziatalnosci naukowej siggaja 1991 roku, gdy jako studentka
kierunku chemia na Woydziale Matematyczno-Fizyczno-Chemicznym Uniwersytetu
Gdanskiego wykonatam i obronitam prace magisterska pod kierunkiem prof. Janusza
Szafranka na temat: ,,Kompleksowe metody zwalczania szkodliwych gatunkéow owadow”.
We wrzesniu 1997 roku rozpoczg¢tam prace na stanowisku asystenta w Katedrze
1 Zaktadzie Chemii Farmaceutycznej Akademii Medycznej w Gdansku (obecnie Gdanski
Uniwersytet Medyczny). W ramach swojej dziatalno$ci naukowej realizowatam szereg
projektéw dotyczacych badan biodostgpno$ci 1 biorownowazno$ci preparatow
farmaceutycznych zawierajagcych m.in. imipraminy chlorowodorek, metoklopramidu
chlorowodorek, ciprofloksacyny chlorowodorek, glibenklamid, hydrochlorotiazyd,
dikofenak potasu i gemfibrozil. Powyzsze badania byly prowadzone we wspotpracy
z prof. med. Marianem Smoczynskim (Klinika Gastroenterologii i Hepatologii AMG),
dr hab. Walentym Nyka (obecnie prof. n. med.) z Kliniki Neurologii Dorostych Akademii
Medycznej w  Gdansku (obecnie  Gdanski  Uniwersytet Medyczny) oraz
dr med. Jarostawem Kornowskim (Szpital dla Nerwowo i Psychicznie Chorych
w Starogardzie Gdanskim), a takze we wspotpracy z Zakladami Farmaceutycznymi
Polpharma S.A. w Starogardzie Gdanskim, Biovena Pharma Sp. z o0.0. w Warszawie
i Polfa Warszawa w Warszawie. Uczestniczytam w  opracowaniu  metod
chromatograficznych oznaczania wyzej wymienionych substancji czynnych w materiale
biologicznym (osocze, surowica) z zastosowaniem roznorodnych sposobéw ich detekcji,
a nastgpnie ich aplikacji do okreslenia profili farmakokinetycznych wybranych substancji
aktywnych u ludzi po podaniu leku. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w artykule
petnotestowym  [P30]' oraz byly tematem dwunastu komunikatéw naukowych
przedstawionych na sympozjach i konferencjach o zasiggu krajowym i miedzynarodowym
w latach 2000-2003 [K76-K88,K94].

Istotnym projektem bylo oznaczanie moklobemidu i jego dwoch metabolitow
w osoczu krwi ludzkiej technika HPLC oraz jej zastosowanie w badaniach

farmakokinetycznych. Wyznaczytam optymalne warunki ekstrakcji oznaczanych

! jako [P] oznaczono publikacje naukowe z pkt. IL.A, IL.B Zatacznik 4; jako [K] oznaczono komunikaty
naukowe (postery i doniesienia ustne) z pkt. 111.B Zatacznik 4
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zwigzkow z matrycy biologicznej w uktadzie ciecz-ciecz (ang. liquid-liquid extraction,
LLE) oraz okreslitam optymalne warunki ich rozdzielenia chromatograficznego.
W oparciu o opracowang metode HPLC wyznaczytam profile farmakokinetyczne
moklobemidu i jego dwdch metabolitow 0 symbolach Ro 12-8095 i Ro 12-5637 w osoczu
krwi zdrowych ochotnikow po jednorazowym podaniu dawki leku. Na postawie
uzyskanych profili  farmakokinetycznych przeprowadzitam ocen¢ biodostepnosci
1 bior6wnowazno$ci dwoch preparatow farmaceutycznych zawierajagcych te samg dawke
leku. Wykazatam, ze biorownowazno$¢ preparatow moklobemidu moze by¢ wyznaczona
na podstawie pomiaru stezen Ro 12-8095, ktory jest gldéwnym metabolitem tej substancji
czynnej w osoczu krwi ludzkiej. Ponadto, wykazatam, ze profile farmakokinetyczne
moklobemidu i jego metabolitow U kobiet i mezczyzn sa zréznicowane, co mogto
dowodzi¢, ze farmakokinetyka tego leku jest zalezna od ptci. Wyniki powyzszych badan
zawartam w rozprawie doktorskiej zatytulowanej ,,Opracowanie metody oznaczania
moklobemidu i jego dwoch metabolitow W o0soczu krwi ludzkiej oraz jej zastosowanie
w  badaniach farmakokinetycznych”, ktorej promotorem byt prof. dr hab. Henryk
Lamparczyk, a ktorg obronitam w 2004 roku. Wyniki powyzszych badan zostaty
opublikowane w dwoch komunikatach zjazdowych przed uzyskaniem stopnia doktora
nauk farmaceutycznych [K76,K77] oraz w artykule pelnotestowym [P25] i dwodch
komunikatach naukowych [K22,K93], ktore ukazaty si¢ po uzyskaniu tytutu doktora nauk

farmaceutycznych.

5.2. Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych

Tematyka moich badan po doktoracie w glownej mierze dotyczyta zastosowania
HPLC w analizie substancji leczniczych i ich metabolitow w probkach biologicznych
(surowica, osocze, mocz, tkanki) oraz lekow i ich zanieczyszczen w probkach
farmaceutycznych. Uczestniczylam w badaniach zwigzanych z optymalizacja procesow
ekstrakcji roznorodnych analitow z podloza biologicznego badz farmaceutycznego,
w ktorych stosowano zaréowno technik¢ LLE jak i ekstrakcje do fazy statej (ang. Solid
Phase Extraction, SPE). W trakcie optymalizacji warunkow rozdzielenia
chromatograficznego do monitorowania analitbw stosowatam réznorodne sposoby ich
detekcji: UV-Vis, fluorescencyjng i elektrochemiczng. Wyniki tych badan dowiodly,
ze interesujacy alternatywa dla zwiazkéw chemicznych zawierajacych grupy funkcyjne,

ktore moga ulec elektrochemicznej reakcji utleniania badz redukcji jest zastosowanie
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detekcji elektrochemicznej [P21,P26-P28,K25,K26,K54,K61,K70,K72]. Waznym etapem
prowadzonych projektow bylo zastosowanie opracowanych metod chromatograficznych
do analiz wybranych substancji w rzeczywistych probkach biologicznych i/bgdz
farmaceutycznych. Badania  kliniczne  byly  wykonywane we  wspotpracy
z dr med. Jarostawem Kornowskim oraz przy udziale Zakladéw Farmaceutycznych
Polpharma S.A. w Starogardzie Gdanskim, a takze firmy Adamed Sp. z 0.0. w Warszawie.
Inne projekty dotyczyly tematyki badan statutowych prowadzonych w Katedrze
i Zaktadzie Chemii Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (GUMed).
Wyniki tych badan zostaty opublikowane w 8 artykutach pelnotekstowych dotyczacych
metod oznaczania loratadyny [P17], feksofenadyny [P18], propafenonu [P21],
chlorowodorku cetyryzyny [P24], pentoksyfiliny [P26], diklofenaku potasu [27]
1 florfenikolu [P29] oraz innych lekéw [P28] technika HPLC w probach biologicznych
oraz byly prezentowane w doniesieniach zjazdowych na sympozjach i konferencjach o
zasiggu krajowym i miedzynarodowych [K15,K19,K24-K26,K30,K32,K38,K40,
K47,K53-K57,K63,K67-73].

Kierunkiem moich zainteresowan naukowych byta rowniez ocena wptywu pici
na farmakokinetyk¢ lekow o rdéznorodnym mechanizmie ich dzialania [K21,K22,
K33,K58,K62,K64]. Rownolegle wspotrealizowatam projekty dotyczace okreslania profili
hormonéw  steroidowych (kortyzolu, kortyzonu 1 kortykosteronu, testosteronu,
epitestosteronu i progesteronu) w probkach Dbiologicznych jako biomarkeréw
réznorodnych zaburzen zdrowotnych, w tym depresji czy tez reakcji na stres
o zroznicowanym nasileniu lub jako wskaznikéw stosowania dopingu u sportowcow,
ktore zostaly opublikowane w dwoch artykutach pelnotestowych [P16,P22] oraz
dziesigciu  komunikatach naukowych [K12,K20,K27,K31,K36,K39,K42-K44,K65].
Tematem jednego z projektow byto oznaczanie 1-hydroksypirenu w moczu technika
HPLC jako wskaznika narazenia na wielopier§cieniowe weglowodory aromatyczne
(WWA) wynikajace z palenia papierosow [P32,K34].

W tym okresie opublikowatam dwie prace przegladowe poswigcone analizie lekow
przeciwdepresyjnych w probkach biologicznych z zastosowaniem réznorodnych technik
separacyjnych [P15] oraz oznaczaniu hormonéw steroidowych w §linie jako biomarkeréw
roznorodnych  zaburzen zdrowotnych 1  wskaznikéw naduzywania substancji
dopingujacych u sportowcow [P19].

W obszarze moich zainteresowan naukowych znalazly si¢ takze techniki

elektromigracyjne. Uczestniczytam w wielu projektach dotyczacych zastosowania
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elektroforezy kapilarnej (ang. Capillary Electrophoresis, CE), elektrokinetycznej
micelarnej chromatografii  kapilarnej (ang. Micellar  Electrokinetic Capillary
Electrophoresis, MEKC) oraz elektroforezy zelowej jedno- i dwukierunkowej (ang. One-
and Two Dimensional Gel Electrophoresis, 1D-PAGE, 2D-PAGE) do analizy lekéw, jak
I innych substancji egzo- i endogennych o zréznicowanej budowie chemicznej w probkach
farmaceutycznych, biologicznych (osocze, surowica, mocz) oraz tkankach jadalnych
zwierzat hodowlanych. W ramach wspotrealizacji tych projektow wykazalam m.in.
ze techniki elektromigracyjne umozliwiajg szybkie i efektywne rozdzielenie chinolonéw
[P23,K59,K66], chinolondéw i sulfonamidéw [K18], fenikoli [P33,P34,K35,K92] oraz
mieszaniny fenikoli z sulfonamidami [P14,K48], a takze innych lekow [K14,K37,K45]
w probkach pochodzenia zwierz¢cego. Nieco odmienng aplikacjg techniki CE bylo
jej zastosowanie do oznaczania wybranych kationow metali oraz innych skladnikéw
mineralnych w produktach spozywczych i leczniczych [P31,K11,K90], a takze lekow
w preparatach farmaceutycznych [K50,K51]. Wyniki badan takze potwierdzity, ze CE jest
efektywnym narzedziem analitycznym do oznaczania biatek [K41,K60], witamin
i aminokwaséw [K3,K8]. Efektem prowadzonych projektow byto rowniez udowodnienie,
ze technika MEKC moze by¢ z powodzeniem stosowana do wyznaczania profili
hormonow steroidowych w probkach moczu, z tym ze w tym przypadku do osiagnigcia
porownywalnej do metod HPLC detekcji analitow konieczne bylo uzycie wigkszej
objetosci probki. Z drugiej strony, jej atutem byt krotszy czas analizy
[P13,P20,K1,K13,K14,K23,K29]. Przeprowadzitam takze badania porownawcze
oceniajace efektywnos¢ technik CE i HPLC w analizie lekow [K28,K56]. Wykazatam
m.in. ze zastosowanie CE generowato wyzsza czuto$¢ analiz chlorowodorku cetyryzyny
[P24,K68] i florfenikolu [P29,K74,K75] w osoczu krwi niz technika HPLC. Wkrotce
zostanie rowniez opublikowany artykul pelnotestowy na temat oznaczania pozostatosci
linkomycyny i klindomycyny w tkankach zwierzecych technika CE [P11]. Ponadto,
w roku 2013 wspodiredagowalam 1 opublikowatam prace przegladowa dotyczaca
zastosowania technik elektromigracyjnych w analizie alkaloidow [P12].

Podjetam takze aktywno$¢ naukowa w zakresie analiz metabolomicznych
i proteomicznych, ktoére wymagaja zastosowania nowoczesnych technik separacyjnych
oraz zaawansowanych narzedzi bioinformatycznych. Realizowatam dwa projekty badan
wlasnych finansowane przez Gdanski Uniwersytet Medyczny dotyczacy zastosowania
wysokosprawnej chromatografii cieczowej w metabolomice oraz opracowania protokotu

badan technika HPLC z gradientem pH podczas rozdzielania peptydéw proteomu
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komorek HelLa, w ktorych petitam funkcje¢ kierownika. Uczestniczylam roéwniez
w realizacji projektu badan wiasnych finansowanego przez Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego zwigzanego z usprawnieniem rozdzielen peptydow w proteomice
z wykorzystaniem HPLC z gradientem pH (wykonawca gtowny). Obecnie petni¢ funkcje
kierownika badan nt. ,,Poréwnawcza analiza proteomiczna hormonalnie czynnych guzow
neuroendokrynnych wspomagane analizg QSRR”, ktore sg finansowane przez Narodowe
Centrum Nauki. Efektem realizacji tego projektu badawczego, poza publikacja wiaczong
do osiggni¢cia naukowego [H10], bylo takze zoptymalizowanie parametrow analizy
proteomicznej guzéw neuroendokrynnych technikg elektroforezy zelowej jedno-
I dwukierunkowej [K6] oraz wykonanie analiz LC-MS/MS, ktdére pozwolity wytypowaé
struktury biatkowe 0 potencjalnym znaczeniu diagnostyczno-rokowniczym w terapii
pacjentow z guzami neuroendokrynnymi [K5]. Wyniki powyzszych badan sg tematem
pracy wystanej do recenzji. Obecnie kontynuuje prace zwigzane z wyjasnieniem
mechanizméw zalezno$ci pomigdzy rozwojem guzoéw neuroendokrynnych a sekrecja
hormonéw steroidowych przy jednoczesnej ocenie diagnostyczno-rokowniczych
mozliwosci ich zastosowania w terapii pacjentow z guzami neuroendokrynnymi. Badania
te sag prowadzone we wspolpracy z Klinika Endokrynologii i Chorob Wewnetrznych
GUMed. Jest to kierunek badan, ktory planuje kontynuowaé w trakcie swojej aktywnosci
naukowej.

Rownoleglym  kierunkiem moich badan jest takze ocena wiasciwosci
fizykochemicznych faz stacjonarnych do RP-LC za pomoca systemow ich Klasyfikacji.
Poza publikacjami naukowymi, ktore zostalty wiaczone do osiagniecia naukowego [H1-
H6] opublikowatam takze 6 komunikatow naukowych prezentujacych ocene przydatnosci
systemow Kklasyfikacji faz stacjonarnych opartych na metodzie KUL i modelach QSRR
w praktyce farmaceutycznej i klinicznej [K2,K4,K7,K9,K17,K89]. Planuj¢ we wspOlpracy
z dr hab. Tomaszem Baczkiem, prof. nadzw. GUMed podja¢ badania zwigzane
z opracowaniem nowego modelu QSRR o wyzszym potencjale predykcyjnym,
niz wczes$niej opracowane modele QSRR.

Ponadto, jestem wspotautorem skryptu elektronicznego dla studentow III roku
kierunku farmacja poruszajacego tematyke chemicznych metod analizy ilo$ciowe]
srodkéw leczniczych. Prowadze zajecia dla studentow kierunku farmacja w ramach
¢wiczen z Chemii Lekow oraz zajecia fakultatywne o roznorodnej tematyce dla studentow
[1-V roku kierunku farmacja. Bior¢ udzial w prowadzeniu kurséw szkoleniowych

w ramach ksztalcenia ustawicznego dla farmaceutéw, a takze w prowadzeniu zajeé
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wchodzacych w zakres studiow podyplomowych. Jako wykladowca uczestniczytam
w Szkole Letniej zorganizowanej dla studentéw kierunku Chemia i Ochrona Srodowiska
Uniwersytetu Gdanskiego. Bytam opiekunem 16 prac magisterskich wykonywanych przez
studentow Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (dawnej Akademii Medycznej
w Gdansku). Pelni¢ takze funkcje¢ opiekuna Apteki Szkoleniowej Wydzialu
Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej GUMed.

Za prowadzone badania naukowe i osiggniecia dydaktyczno-organizacyjne
otrzymatam osiem Nagrod Rektora Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Bylam takze recenzentem 12 publikacji naukowych w czasopismach:
Chromatography Research International, Biomedical Chromatography, Drug Delivery
Letters, Springer Special Issue — Papers on environmental changes, Journal
of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, Current Issues in Pharmacy and Medical
Sciences, Analytical Letters, Journal of AOAC International (2 publikacje),
Luminescence: The Journal of Biological and Chemical Luminescence, Chemical Industry
& Chemical Engineering Quarterly (CI&CEQ), Acta Chromatographica.

6. Podsumowanie dorobku naukowego

Przed uzyskaniem Po uzyskaniu
Charakter pracy . ]
stopnia doktora stopnia doktora

Laczna liczba wszystkich prac oryginalnych i przegladowych 34
Liczba opublikowanych prac oryginalnych 1 30

w tym publikacji z tzw. listy filadelfijskiej 1 26

w tym publikacji spoza tzw. listy filadelfijskiej - 4
Liczba opublikowanych prac przegladowych - 3

w tym publikacji z tzw. listy filadelfijskiej - 3
Laczna liczba doniesien naukowych, w tym: 14 81

posterow 13 75

komunikatow ustnych 1 6
Sumaryczny IF* prac; Punktacja MNiSW 1,432; 9 65,374; 755
Sumaryczny IF" wszystkich prac; Punktacja MNiSW 66,806; 764
Sumaryczna liczba cytowan wszystkich prac wedlug bazy 162 (bez autocytowan 136)°
Web of Science?; wedtug bazy Scopus® 192 (bez autocytowan 161)°
Indeks Hirscha™® 7%/8°

T Wartosci IF zgodnie z rokiem opublikowania oprocz prac z roku 2013 (brak wskaznika)
? Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science z dnia 16.01.2014 r.

® Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Scopus z dnia 16.01.2014 r.

* Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science z dnia 16.01.2014 r.

> Indeks Hirscha wedtug bazy Scopus z dnia 16.01.2014
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Reasumujac, moj dorobek naukowy przed doktoratem obejmowat 1 publikacje
i 14 doniesien konferencyjnych o sumarycznym wskazniku oddziatywania IF = 1,432
i punktacji MNiSW = 9. Po doktoracie, na dzien 16 stycznia 2014 roku dorobek zwigkszyt
sie 0 kolejne 33 publikacje, w tym 30 prac oryginalnych (1 w druku) 1 3 prace
przegladowe oraz 81 doniesiefi konferencyjnych o sumarycznym IF wynoszacym 65,374
oraz 755 punktach MNiSW, co daje catkowita warto$¢ wskaznika IF = 66,806 1 764
punktow MNiSW. Liczba cytowan moich publikacji na dzien 16 stycznia 2014 roku
wedlug bazy Web of Science wynosi 162 (wg Scopus 192), a indeks Hirscha
opublikowanych prac wedtug bazy Web of Science wynosi 7 (wg Scopus 8).

Hhima, Pl
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