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1. Imie i nazwisko: llona Oledzka

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

W latach 1990-1995 studiowalam na kierunku Biologia na Wydziale Biologii i
Nauk o Ziemi na Uniwersyteciec Mikotaja Kopernika w Toruniu. W roku 1995 w
Zakladzie Ekologii Zwierzat pod kierunkiem dr. hab. Tadeusza Pawlikowskiego,
przygotowatam prac¢ magisterska pt ,,Proba monitoringu wystepowania trzmieli na
obszarze miasta Torunia”, ktdrg obronitam 23 czerwca 1995 roku uzyskujac tytut magistra
biologii. W pazdzierniku 1995 roku rozpoczetam prace w Katedrze i Zaktadzie Chemii
Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (dawnej Akademii Medycznej w
Gdansku). Rozprawe doktorska pt. ,,Zastosowanie elektroforezy kapilarnej w analizie
wybranych lekow stosowanych w weterynarii” wykonatam pod kierunkiem kierownika
Katedry i Zaktadu Chemii Farmaceutycznej prof. dr. hab. Henryka Lamparczyka. Prace
doktorska obronitam 11 marca 2003 roku uzyskujac stopien naukowy doktora nauk

farmaceutycznych.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach

naukowych

15 pazdziernika 1995 roku zostatam zatrudniona w Katedrze i Zaktadzie Chemii
Farmaceutycznej Akademii Medycznej w Gdansku (obecnie Gdanski Uniwersytet
Medyczny) na stanowisku asystenta. 1 stycznia 2006 roku awansowalam 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.)

Wiodacym tematem przedstawionego osiggnigcia naukowego byta optymalizacja
narze¢dzi bioanalitycznych, opartych na micelarno-elektrokinetycznej chromatografii (ang.
micellar-electrokinetic chromatography, MEKC), ktére zastosowano w rzeczywistych
aplikacjach farmaceutycznych i biomedycznych. Nadrzednym celem przeprowdzonych
badan bylo opracowanie szeregu efektywnych metodologii umozliwiajacych analizy
probek farmaceutycznych i biomedycznych w oparciu o technik¢ MEKC. Uzyskane

wyniki badan zostaly opisane w formie monotematycznego cyklu wymienionych ponizej
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prac, opublikowanych w latach 2010-2015, o tacznym wspotczynniku oddziatywania IF =
17,620 i wartosci punktacji MNISW = 225
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H3.

H4.

H5.

H6.

Ilona Oledzka*, Alina Plenis, Lucyna Konieczna, Piotr Kowalski, Tomasz Baczek.
Micellar electrokinetic chromatography for the determination of cortisol in urine
samples in view of biomedical studies, Electrophoresis, 2010, 31 (14), 2356-2364.

(IF = 3,569, MNiSW = 32)

Tomasz Baczek*, Ilona Oledzka, Lucyna Konieczna, Piotr Kowalski, Alina Plenis.
Biomedical evaluation of cortisol, cortisone and corticosterone along with
testosterone and epitestosterone applying micellar electrokinetic chromatography
[Dokument elektroniczny], Sci. World J., 2012, art. nr 268120, 8 s.

(IF = 1,730, MNiSW = 35)

Ilona Oledzka*, Piotr Kowalski, Szymon Dziomba, Piotr Szmudanowski, Tomasz
Baczek.

Optimization of a pre-MEKC separation SPE procedure for steroid molecules in
human urine samples, Molecules, 2013, 18 (11), 14013-14032.

(IF = 2,095, MNiSW = 30)

Ilona Oledzka*, Tomasz Baczek.

Urinary steroids measured by modern separation techniques and applied as
biomarkers in stress studies, Curr. Pharm. Anal,. 2010, 6 (3), 151-163.

(IF =1,710, MNiSW = 13)

Ilona Oledzka*, Piotr Kowalski, Tomasz Baczek, Beata Muszynska-Furas, Jolanta
Paradziej-Lukowicz, Marcin Taciak, Barbara Pastuszewska.

Determination of water soluble vitamins in laboratory animal feeds by micellar
electrokinetic chromatography, Anal. Lett. 2012, 45 (7), 689-701.

(IF = 0,965, MNiSW = 20)

llona Oledzka, Piotr Kowalski, Alicja Batuch, Tomasz Baczek*, Jolanta Paradziej-
Lukowicz, Marcin Taciak, Barbara Pastuszewska.

Quantification of the level of fat-soluble vitamins in feed based on the novel
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microemulsion electrokinetic chromatography (MEEKC) method, J. Sci. Food Agric.
2014, 94 (3), 544-551.
(IF = 1,714, MNiSW = 35)

H7. Ilona Oledzka*, Katarzyna Kazmierska, Alina Plenis, Barbara Kaminska, Tomasz
Baczek
Capillary electromigration techniques as a tools for assessing the status of vitamins A,
C and E in patients with cystic fibrosis, J. Pharm Biomed. Anal. 2015, 102, 45-53.
(IF = 2,979, MNiSW = 35)

H8. Ilona Oledzka*, Zofia Kulinska, Adam Prahl, Tomasz Baczek
Simultaneous separation of eight benzodiazepines in human urine using field-
amplified sample stacking micellar-electrokinetic chromatography, J. Anal. Toxic.
2015, 39(6), 436-443.
(IF = 2,858, MNiSW = 25)

* Pelnitam funkcje autora korespondencyjnego

WPROWADZENIE

1. Obszary zastosowan oraz podstawy teoretyczne techniki micelarno-

elektrokinetycznej chromatografii kapilarnej.

W ostatnich latach techniki elektroforetyczne istotnie zyskaty na znaczeniu jako
wysoce wydajne narzgdzie analityczne, gdyz posiadaja niekwestionowane zalety w
stosunku do popularnie stosowanych technik chromatograficznych w zakresie szybkosci |
efektywnosci separacji, wysokiej rozdzielczosci, niewielkiego zuzycia odczynnikdw oraz
niskich kosztow pojedynczych analiz. Ponadto, ze wzgledu na niewielkie zuzycie
odczynnikow, zwlaszcza organicznych, oraz niska produkcje powstajacych podczas
procesu separacyjnego Sciekow, technika ta jest powszechnie uznawana za wysoce
przyjazng $rodowisku. Fakt ten stanowi bardzo istotny argument przemawiajacy za
zasadnoscig rozwijania technik elektromigracyjnych w wielu obszarach analitycznych. Z
kolei wysoka wydajno$¢ separacji oraz mozliwo$¢ jednoczesnego oznaczania zaréwno
czasteczek obojetnych jak i zjonizowanych stanowig niewatpliwie o atrakcyjnosci techniki
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micelarno-elektrokinetycznej chromatografii (MEKC) oraz jej konkurencyjnosci wobec
metod chromatograficznych takich jak chromatografia cieczcowa (HPLC) czy
chromatografia gazowa (GC).

Technika MEKC, jako odmiana metod elektroforetycznych, w ktorej poprzez
zastosowanie w buforze separacyjnym jonowych miceli nastepuje potaczenie
chromatograficznych i elektroforetycznych zasad rozdzielenia, zostata po raz pierwszy
zastosowana w roku 1982 przez japonskiego naukowca prof. Shigeru Terabe [1]. Obojetny
analit w wyniku oddziatywania z micelg zyskuje pozorng mobilno$¢ elektroforetyczng i
podlega rozdzielaniu zgodnie z zasadami elektroforezy. Podczas rozdzielania, pod
wplywem przytozonego napigcia, anionowe micele migruja w kierunku elektrody
dodatniej. Jednak w $rodowisku obojetnym lub zasadowym predkos¢ przeptywu
elektroosmotycznego (ang. Electroosmotic flow, EOF) jest wicksza niz predkosc
przeptywu elektroforetycznego (ang. Electrophoretic flow, EPF) miceli w kierunku
anody, co powoduje przeptyw catego roztworu elektrolitu wraz z micelami w kierunku
elektrody natadowanej ujemnie. W efekcie, gdy analizie poddawana jest probka
zawierajaca anality 0 charakterze obojetnym, sa one inkorporowane do wnetrza miceli i
migruja z predkosciag taka sama jak micele. Nastgpnie anality obojetne sa oddzielone na
podstawie roznicy wspotczynnikow podzialu miedzy faza micelarng i otaczajaca faza
wodng.

Kolejnos$¢ migracji molekut obojetnych w MEKC jest $cisle zwigzana z ich
hydrofobowoscig. Anality wykazujgce bardziej hydrofobowe wilasciwosci oddziatujg
silniej z micelami i migruja wolniej niz anality hydrofilowe. Ponadto, rozdzielanie
elektrycznie obojetnych lub niejonowych analitbtw w MEKC moze zapewni¢ takze
zwigkszong selektywno$¢ dla analitow poprzez jonowe oddzialywania pomiedzy
jonowym analitem i micelami.

Wedlug zatozen Terabe [1,2] czasteczki oboj¢tne rozdzielane w MEKC ulegaja
podziatowi pomiedzy wspomniane fazy 1 poruszajag si¢ w kolejnosci zgodnej ze
wspotczynnikiem podziatu:

k=t —to/ to (1-t/tmc)

gdzie: t; — czas migracji analitu oddzialujacego z micelg, to - czas migracji
substancji nie oddziatujacej z micelg i pozostajacej w fazie wodnej, tme — Czas migracji
analitu catkowicie inkorporowanego do miceli.

A zatem wzor pozwalajacy wyznaczy¢ czas migracji analitu w MEKC mozna

wyznaczy¢ w nastepujacy sposob:
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t=(L+k/ 1+ (toltme) K) to

przy czym czasy tp i tmc okresla si¢ za pomocg markerow. Najczgsciej do
wyznaczenia czasu to w MEKC stosuje si¢ markery, ktore nie oddziatujg z micelami takie
jak metanol, acetonitryl, aceton lub formamid, podczas gdy tn. mozna okres$lic na
podstawie markeréw nierozpuszczalnych w wodzie, natomiast rozpuszczalnych w
roztworze miceli (Sudan I lub 1V, hydrofobowe kationy takie jak bromek timepidyny,
halofantryna czy chlorowodorek chnininy) [3-5].

Poczatkowo technika MEKC byta uzywana do rozdzielania zwigzkéw obojetnych,
jednakze liczne badania dowiodly, ze moze by¢ z powodzeniem stosowana rowniez do
bardziej selektywnego oznaczania zwigzkow obdarzonych tadunkiem [4-6]. Za jej
szczegoblng zalete nalezy uzna¢ brak konieczno$ci modyfikacji aparatury analitycznej
przeznaczonej do klasycznych analiz elektroforetycznych, gdyz technika MEKC wymaga
jedynie modyfikacji buforu separacyjnego, polegajacej na dodaniu do podstawowego
elektrolitu $rodka powierzchniowo czynnego, w st¢zeniu przekraczajacym Krytyczne
st¢zenie micelizacji surfaktantu (ang. critical micelle concentration, CMC), co umozliwia
tworzenie miceli. Nalezy podkresli¢, ze CMC oraz stopien agregacji miceli zalezy w
duzym stopniu od sity jonowej buforu, obecnosci dodatkowych rozpuszczalnikéw w
buforze oraz od temperatury [7]. Z tego wzgledu, podczas opracowywania nowej metody
analitycznej powyzsze parametry powinny by¢ dobierane ze szczegoélng starannoscig tak
aby zapewnity wysoka efektywnos¢ separacji. Micele odgrywaja kluczowa rolg w
rozdzielaniu analitow technika MEKC. Amfifilowe czasteczki srodka powierzchniowo-
czynnego tworzag W roztworach wodnych agregaty, posiadajace grupy hydrofobowe
(niepolarne) zwrocone do wewnatrz tak, aby unikngé oddziatywan z hydrofilowym
buforem [4,5,7]. Natomiast grupy jonowe (hydrofilowe) zorientowane sg na zewnatrz
miceli. Surfaktanty stosowane w MEKC stanowig rodzaj fazy pseudo-stacjonarnej
(analogicznie do fazy stacjonarnej w HPLC). Niezmiernie istotnym jest, iz zaréwno
surfaktanty, jak i powstate z nich micele moga posiada¢ tadunek dodatni lub ujemny a
zatem migruja zgodnie z zasadami elektroforezy czyli w kierunku zgodnym lub

przeciwnym do przeptywu elektroosmotycznego.

2. Czynniki wplywajgce na selektywnos¢ analiz technikq MEKC
Jak wspomniano powyzej, dla zapewnienia odpowiedniej wydajnosci procesu

rozdzielania podczas opracowywania nowej metody analitycznej opartej na MEKC
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kluczowym etapem jest zoptymalizowanie parametrow wptywajacych na efektywnos¢
rozdzielen elektroforetycznych. A zatem kazdorazowo nalezy oceni¢ wptyw wybranego
rodzaju i st¢zenia surfaktanta, pH i sity jonowej buforu separacyjnego oraz dodawanych
modyfikatoréw organicznych, a takze zoptymalizowa¢ parametry aparaturowe takie jak:
dlugos¢ i przekroj kapilary, wielko$¢ przylozonego napigcia, rodzaj i dtugo$¢ nastrzyku
proby do Kkapilary, temperatura analizy. Wiele uwagi nalezy poswigci¢ roéwniez
optymalizacji procedury przygotowania materiatu biologicznego do badan.

Rodzaj surfaktanta

W  przypadku realizacji rozdzielania technika MEKC surfaktanty stanowia
kluczowy sktadnik buforu separacyjnego. Wsérdd nich wyr6znia si¢ surfaktanty: anionowo
czynne, kationowo czynne, dipolarne zwane tez jonami obojnaczymi, Niejonowe,
mieszane micele, pochodzenia naturalnego oraz mikroemulsje [3,8].

W przypadku stosowania surfaktantow anionowych podczas analizy czasteczek
obojetnych duze znaczeniec ma predkos¢ EOF. Separacja obojetnych i ujemnie
natadowanych czasteczek nie jest skuteczna, gdy pH buforu jest zbyt niskie, gdyz w tym
wypadku predkos¢ EOF jest zbyt mata, aby powodowaé ruch ujemnie natadowanych
miceli w kierunku katody. Z tego wzgledu wigkszo$¢ eksperymentéw z zastosowaniem
anionowych surfaktantow jest przeprowadzana z zastosowaniem elektrolitow o pH
obojetnym lub zasadowym. Jak pokazujg dane literaturowe najbardziej popularnym
anionowym surfaktantem stosowanym w MEKC jest SDS (laurylosiarczan sodu), ktory
charakteryzuje si¢ niska wartoscig CMC oraz zapewnia dobrg selektywnos$¢ i efektywnos¢
rozdzielania [3]. W temperaturze 25°C CMC dla SDS wynosi odpowiednio w czystej
wodzie 8,1 mM; w 5 mM boraksie 5,3 mM; w mieszaninie 100 mM boraksu i 100 mM
dwuwodorofosforanu sodu jedynie 2,0 mM [8]. Surfaktant ten tworzy sferyczne micele
posiadajace na powierzchni ugrupowania jonowe oraz hydrofobowy rdzen. Anionowy
charakter grup sulfonowych na powierzchni miceli powoduje, ze zarowno sam surfaktant
jak 1 tworzone przez niego micele wykazuja mobilnos¢ elektroforetyczng w kierunku
elektrody dodatniej — anody, czyli w kierunku przeciwnym do silnego EOF w zasadowym
pH. W rezultacie, micele SDS migrujg wolno, ale ich wypadkowy ruch odbywa si¢ w
kierunku katody [1,4]. Wedtug pioniera techniki MEKC, prof. Terabe, oddzialywanie
analitu z micelg moze przebiega¢ wedtug roznych mechanizmow. W przypadku analitow
hydrofobowych i niepolarnych dochodzi do inkorporacji analitu do hydrofobowego
rdzenia miceli lub adsorpcji analitu na powierzchni miceli. Z praktycznego punktu

widzenia, im mniejsza polarno$¢ badanej substancji, tym wickszy odsetek czgsteczek
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analitu bedzie migrowal we wngtrzu miceli i w konsekwencji tym po6zniej dotrze do
detektora. W ten sposdb, mozliwe jest rozdzielenie substancji pozbawionych tadunku, co
moze znaczaco ulatwiaé separacje oznaczanych zwigzkow od substacji pochodzacych z
matrycy biologicznej. Waznym anionowym surfaktantem o potwierdzonej przydatnoSci w
analizach czasteczek zjonizowanych jest takze LMT (sodium N-lauroyl-N-methyltaurate),
ktérego CMC wynosi 8,7 mM. Inng grupa surfaktantow anionowych sg syntetyzowane w
watrobie surfaktanty pochodzenia naturalnego, ktore stanowig sole kwasow zotciowych
o strukturze steroidowej. Sa one szeroko stosowane w MEKC podczas separacji zarowno
obojetnych jak i jonowych analitow. Najbardziej popularne to cholan sodu (SC) oraz
taurocholan sodu (STC). W solach kwasoéw zoOlciowych stabiej rozpuszczaja si¢
hydrofobowe czasteczki obojetne w porownaniu do SDS, jednakze stanowia dobra
alternatywe dla analizy silnie lipofilowych zwigzkéw obojetnych, ktore nie mogag by¢
oznaczane przy uzyciu SDS.

Zastosowanie surfaktantow kationowych w MEKC powoduje odwrocenie
przeplywu EOF z powodu elektrostatycznych interakcji pomigdzy ujemnie natadowang
Sciang kapilary a dodatnio natadowanymi czasteczkami miceli. Odwrdcenie przeptywu ma
miejsce nawet przy uzyciu tych surfaktantow w stezeniu ponizej CMC. Dla najbardziej
popularnego surfaktanta kationowego jakim jest bromek cetyltrimetyloamoniowy (CTAB)
efekt ten jest obserwowany w zakresie 0,032 do 0,1 mM. Surfaktanty te poprawiaja
efektywnos$¢ separacji aminokwasow oraz dodatnio natadowanych peptydow [8].

Udowodniono takze, ze  praktycznie zerowa mobilnos¢ elektroforetyczna
neutralnych surfaktantéw nie moze by¢ wykorzystywana do rozdzielania czgsteczek
obojetnych, ale potwierdzono ich skuteczno$¢ w analizie czasteczek zjonizowanych [9].
W przypadku stosowania niejonowych $rodkow powierzchniowo czynnych unika sig
problemoéw, powszechnie wystepujacych przy jonowych surfaktantach, zwigzanych z
nadmiernym wydzielaniem ciepta Joula, co oznacza, ze $rodki niejonowe mogag byc
dodawane do buforu w wysokim st¢zeniu, a W trakcie rozdzielenia elektroforetycznego
moga by¢ uzywane wysokie napigcia. Neutralne surfaktanty takie jak Tween 20
(polioksyetyleno-sorbitan monolaurylowy) czy Brij 35 (eter polioksyetyleno-23-
laurylowy) moga by¢ stosowane w kwasnym $rodowisku w analizie peptydow, gdzie w
sposob znaczacy poprawiajg wydajnos$¢ separacji [9]. Z kolei surfaktanty dipolarne w
MEKC sg stosowane zarowno w celu tworzenia micelarnej fazy pseudostacjonarnej, jak i
w celu dynamicznego powlekania wewnetrznej S$ciany kapilary podczas analizy.
Popularny surfaktant dipolarny PAPS (3-(N,N-
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dimetyloheksadecyloamoniowy)propanosulfonian), w buforach o niskim pH jest uzywany
w analizie polipeptydow [8].

W micelarnej elektrokinetycznej chromatografii w celu poprawy selektywnosci
stosowane moga by¢ takze micele mieszane czyli uktady sktadajace si¢ z surfaktantow
anionowych i niejonowych, dwoch surfaktantow anionowych, czy surfaktantow
anionowych i kationowych [8,10,11]. Najwazniejsza zaleta systemOéw mieszanych
surfaktantow jest wspomniany juz brak lub maly wzrost natezenia pradu podczas separacji
wynikajacy najczesciej z obecnosci surfaktantow neutralnych czy obojnaczych.

Mikroemulsje stanowig szczegdlny rodzaj fazy pseudostacjonarnej, a aplikacje
zwigzane z ich stosowaniem sg wrecz traktowane jako odrebna odmiana techniki MEKC,
nazywana mikroemulsyjng elektrokinetyczng chromatografia (MEEKC) [12-14]. W tej
odmianie kluczowym elementem jest bufor separacyjny, ktoéry ze wzgledu na skiad
nazywany jest mikroemulsjg. Mikroemulsja to homogenna i transparentna mieszanina
zawierajaca zmieszane w odpowiednim stosunku lipofilowe rozpuszczalniki organiczne,
surfaktanty, kosurfaktanty oraz faze wodng. W technice MEEKC faz¢ pseudostacjonarng
stanowig nanometrowej wielkos$ci kropelki oleju otoczone czgsteczkami surfaktanta, ktory
zmniejsza napiecie powierzchniowe na granicy obu faz. Jednakze, podobnie jak w
technice MEKC, zastosowany surfaktant pelni swa role jedynie w stezeniu
przekraczajacym CMC. Dodatkowo zastosowany kosurfaktant pozwala na zahamowanie
elektrostatycznego odpychania si¢ pomiedzy czasteczkami surfaktanta oraz efektywnie
zmniejsza napig¢cie powierzchniowe na granicy fazy olejowej 1 wodnej podczas
formowania mikroemulsji. Te unikalne wtasciwos$ci mikroemulsji sprawiaja, iz technika
MEEKC moze by¢ stosowana do analizowania substancji zaréwno obojetnych, jak i
obdarzonych tadunkiem, jak réwniez do jednoczesnego oznaczania substancji
hydrofobowych i hydrofilowych. Analizowane zwigzki ulegaja podzialowi pomigdzy obie
fazy w zaleznosci od swoich wiasciwosci 1 wchodzag w interakcje z natadowanymi

kropelkami mikroemulsji.

pH buforu, temperatura oraz modyfikatory organiczne

Wybor pH buforu separacyjnego jest jednym z wazniejszych parametréw w
technikach elektromigracyjnych, poniewaz bezposrednio wptywa na wielko$¢ przeptywu
elektroosmotycznego. Jes§li anality sa obdarzone tadunkiem to zmiany pH buforu
separacyjnego prowadza do zmian w stopniu dysocjacji, wptywaja na ich tadunek oraz
mobilno$¢ elektroforetyczng. W pH kwasnym, przy stosunkowo niskiej wartosci
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predkosci EOF, zastosowanie anionowych surfaktantow moze by¢ utrudnione lub
niezasadne, gdyz anionowe micele o duzej mobilnosci elektroforetycznej bedg poruszaty
si¢ do elektrody dodatniej zamiast do katody. W przypadku zastosowania najbardziej
popularnego surfaktanta anionowego - SDS, taka sytuacja ma miejsce w przypadku
elektrolitow o pH ponizej 5. Warto zwréci¢ uwage, ze w przypadku analitow
zjonizowanych ich warto$ci pKa w zaleznos$ci od pH roztworéw micelarnych mogg ulegac
zmianie i mie¢ wplyw na selektywno$¢ metody. Zwigzki o podobnych warto$ciach pKa w
roztworach wodnych mogag wykazywaé¢ rozne warto$ci pKa w roztworach micelarnych.
Wigksze trudnosci analityczne sprawia Sytuacja odwrotna, gdy zwigzki o réznych
wartosciach pKa w roztworze wodnym maja  zblizone wartoéci w roztworach
micelarnych. Konsekwencja tego zjawiska jest bowiem wigksza zmiana selektywnos$ci niz
w przypadku podstawowej kapilarnej elektroforezy strefowej (CZE) [3,8,15]. A zatem
wptyw pH na ladunek analitu i selektywno$¢ metody jest bardzo wazny i nalezy go
uwzglednia¢ podczas projektowania metody MEKC.

Kolejnym istotnym czynnikiem jest temperatura, ktorej zmiany szczeg6lnie
wplywaja na rozdzielczo$¢ metody i1 powtarzalno$§¢ czasow migracji analitow. W
nowoczesnych aparatach do elektroforezy kapilarnej utrzymanie stalej temperatury
podczas analizy jest najczeSciej realizowane poprzez zastosowanie plynu chiodzacego
tzw. coolanta lub stata cyrkulacje powietrza wokot kapilary. Niestety, nawet nieznaczne
obnizenie sprawnosci systemu chtodzenia kapilary moze generowa¢ zmiane temperatury,
ktora z kolei wplywa na lepkos¢ buforu, stalg dielektryczng a w skrajnych przypadkach na
sktad powierzchni krzemionkowej $ciany kapilary [3]. Wzrost temperatury powoduje
obnizenie lepkosci buforu micelarnego, wzrost predkosci EOF oraz wzrost predkosci
elektroforetycznej miceli, a to w konsekwencji prowadzi do zmian czaséw migracji
analitow.

Parametrem krytycznym jest takze rodzaj zastosowanego modyfikatora
organicznego, ktéry moze zmienia¢ warto$¢ wspotczynnika podziatu analitu pomiedzy
fazy micelarng i wodna. W przypadku analitéw hydrofobowych, modyfikator poprawia
ich rozpuszczalno§¢ w wodnym buforze oraz obniza predkos¢ EOF, co czgsto prowadzi do
poprawy wydajnosci separacji [4,5,9]. W technice MEKC, jako dodatki organiczne do
buforéw separacyjnych najczeSciej stosowane sg metanol, acetonitryl, etanol, 2-propanol
oraz ich mieszaniny [16,17]. Rzadziej stosowane sg tetrahydrofuran czy
dimetyloformamid [3,5,16]. Z praktycznego punktu widzenia, poza rodzajem
zastosowanego modyfikatora, wazne jest takze jego stezenie W buforze separacyjnym.
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Jego optymalna wartos¢ dla metanolu i acetonitrylu miesci si¢ w zakresie od 5 do 25%.
Nalezy jednak kazdorazowo podczas projektowania metody MEKC zwrdci¢ uwage na
wplyw modyfikatora na agregacje lub dysocjacje miceli, co takze decyduje 0 jakosci

rozdzielen elektroforetycznych.

Przygotowanie materiatu biologicznego

Skuteczne zastosowanie technik elektroforetycznych w analizach jakos$ciowo-
ilosciowych wymaga opracowania i optymalizacji metody w taki sposob, aby nie tylko
spetniata Kkryteria walidacyjne stawiane metodom analitycznym, ale takze umozliwia
oznaczenie analitow na poziomie wymaganym dla danej aplikacji farmaceutycznej badz
klinicznej. Aby zrealizowa¢ to zadanie konieczne jest wlasciwe przygotowanie probki do
analizy wybrang technikg separacyjng, a to wymaga doboru optymalnych warunkow
ekstrakcji oznaczanych analitow z materiatu badawczego. Powyzszy etap obejmuje zatem
selektywa izolacje analitow, wzbogacenie, upochodnienie (jesli wymaga tego sposéb
detekcji), oraz oczyszczenie ekstraktu z substancji balastowych. Trzeba jednak zauwazy¢,
ze procedura przygotowania prob jest silnie uwarunkowana zaréwno rodzajem matrycy,
jak i wyborem metody analitycznej oraz sposobem detekcji analitow. W przypadku
technik elektromigracyjnych, w tym takze MEKC, dla zapewnienia optymalnej
rozdzielczosci, matryca probki (bufor do probek) z reguly nie powinna zawieraé
rozpuszczalnikow organicznych. Z tego wzgledu do finalnego rozpuszczenia ekstraktu
probki najczesciej stosuje si¢ dejonizowana wode lub odpowiednio rozcienczony bufor

separacyjny.

11



Ilona Oledzka AUTOREFERAT Zatgcznik 2

CEL BADAN

Mozliwosci, jakie dostarcza technika MEKC staly si¢ inspiracjg do prowadzonych

przeze mnie badan, ktorych wyniki zostaly zawarte w o$émiu publikacjach [HI1-H8]

stanowigcych spojny cykl przedstawionego osiggnigcia haukowego. Gtéwnym celem tych

badan byto wyjasnienie mechanizméw rozdzielen elektroforetycznych technika micelarnej

elektrokinetycznej chromatografii (MEKC), co znaczaco usprawnia opracowanie i

optymalizacje nowatorskich metod oznaczania substancji biologicznie czynnych w

probkach, zwickszajac aplikacyjnos¢ i efektywnos$¢ technik elektroforetycznych w

analizach farmaceutycznych i biomedycznych. Osiaggni¢cie zamierzonego celu gtéwnego

wymagato zaplanowania 1 realizacji celow szczegotowych, ktore dotyczyty:

Opracowania metody oznaczania hormonéw steroidowych w moczu ludzkim
metoda MEKC poprzez optymalizacje parametrow wptywajacych na separacje
hormonow sterydowych oraz optymalizacje procedury ekstrakcji analitow z

matrycy biologicznej [H1-H4]

. Opracowania metody oznaczania witamin rozpuszczalnych w wodzie i

rozpuszczalnych w tlhuszczach w rdéznorodnych matrycach biologicznych z
zastosowaniem technik MEKC oraz MEEKC [H5-H7]. Wymagato to
przeprowadzenia badan dotyczacych:

a. optymalizacji parametréw  wplywajagcych na  separacje  witamin
rozpuszczalnych w wodzie oraz rozpuszczalnych w tluszczach metoda
MEKC lub MEEKC

b. optymalizacji procedury ekstrakcji witamin rozpuszczalnych w wodzie w
zaleznosci od rodzaju matrycy biologiczne] (mocz, pasza dla zwierzat
laboratoryjnych)

c. optymalizacji procedury ekstrakcji witamin rozpuszczalnych w thuszczach
w zaleznos$ci od rodzaju matrycy biologicznej (surowica krwi, pasza dla

zwierzat laboratoryjnych)

Opracowania metody oznaczania pochodnych benzodiazepiny w moczu ludzkim
metodg MEKC w potaczeniu z technikg wzmacniania sygnatu on-line w kapilarze
poprzez optymalizacj¢ parametréw wptywajacych na separacje oraz optymalizacje
procedury ekstrakcji analitow z matrycy biologicznej [H8]
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OMOWIENIE WYNIKOW

. Opracowanie metody oznaczania hormonéw steroidowych w moczu ludzkim
metodqg MEKC poprzez optymalizacje parametrow wplywajgcych na separacje
hormonow sterydowych oraz optymalizacje procedury ekstrakcji analitow z

matrycy biologicznej

[H1] Tlona Oledzka*, Alina Plenis, Lucyna Konieczna, Piotr Kowalski, Tomasz Baczek. Micellar
electrokinetic chromatography for the determination of cortisol in urine samples in view of biomedical
studies, Electrophoresis, 2010, 31 (14), 2356-2364.

[H2] Tomasz Baczek*, Ilona Oledzka, Lucyna Konieczna, Piotr Kowalski, Alina Plenis. Biomedical
evaluation of cortisol, cortisone and corticosterone along with testosterone and epitestosterone
applying micellar electrokinetic chromatography [Dokument elektroniczny], Sci. World J., 2012, art.
nr 268120, 8 s., bibliogr. 28 poz.

[H3] Ilona Oledzka*, Piotr Kowalski, Szymon Dziomba, Piotr Szmudanowski, Tomasz Baczek.
Optimization of a pre-MEKC separation SPE procedure for steroid molecules in human urine
samples, Molecules, 2013, 18 (11), 14013-14032.

[H4] Ilona Oledzka*, Tomasz Baczek. Urinary steroids measured by modern separation techniques

and applied as biomarkers in stress studies, Curr. Pharm. Anal,. 2010, 6 (3), 151-163.

W literaturze naukowej opublikowano szereg prac dotyczacych oznaczania
hormonow steroidowych metodami chromatograficznymi czy enzymatycznymi, a mimo to
problem ich wiarygodnego oznaczania na poziomie stezen wystepujacych w warunkach
fizjologicznych jest nadal aktualny. Szczegolnie w ostatnim okresie duzy nacisk ktadzie
si¢ na rozwoj technologii przyjaznych $rodowisku, podczas gdy wspomniane powyzej
metody zuzywajg znaczne ilosci toksycznych rozpuszczalnikow. W $wietle tych danych
oraz ze wzgledu na ograniczong liczbe opracowan dotyczacych zastosowania techniki
MEKC w analizie hormonéw sterydowych w moczu ludzkim, wydato si¢ zasadne
podjecie tematu oceny mozliwosci aplikacyjnych tej techniki elektroforetycznej w
praktyce klinicznej. Bylo to tym bardziej uzasadnione, ze MEKC jest uznawana za
narzgdzie wysoce ekologiczne, a tym samym jest interesujaca alternatywa dla

powszechnie stosowanych metod LC, GC czy technik enzymatycznych. Powyzsze
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zagadnienie stalo si¢ tematem przewodnim czterech prezentowanych prac [H1-H4].
Wsrod nich, trzy dotycza bezposrednio opracowania metod oznaczania hormondéw
stroidowych w oparciu o technik¢ MEKC oraz ich zastosowan w analizach realnych
probek moczu [H1-H3]. Publikacja [H4] stanowi przeglad metodologii oznaczania
hormonoéw steroidowych w moczu w oparciu o rézne techniki separacyjne.

W poczatkowym etapie moich badan opracowatam metode oznaczania kortyzolu
(hydrokortyzonu) w moczu ludzkim [H1], jako przydatnego wskaznika majacego szerokie
zastosowanie w badaniach klinicznych. Jego poziom we krwi lub moczu jest pomocny w
ocenie zaburzen funkcjonowania osi podwzgorze-przysadka-nadnercze takich jak:
choroba Addisona czy zesp6t Cushinga [18]. Co wiecej, jest on uznanym biomarkerem
narazenia na stres, a stosunek kortyzolu do jego metabolitu (kortyzonu) moze by¢ takze
uzytecznym wskaznikiem zaburzen depresyjnych [19]. Nieprawidtowy poziom obu
hormonow obserwuje si¢ w insulinoopornosci, otytosci, nadcisnieniu czy cukrzycy typu 2
[20-23]. Ponadto poziom Kkortyzolu, wraz z innymi hormonami steroidowymi, bywa
pomocny w diagnostyce bezptodnosci, hipoaldosteronizmu, hirsutyzmu a takze w ocenie
aktywnosci enzymow (np. dehydrogenazy 11B-hydroksysteroidowej typu 2 czyli 11B-
HSD typu 2) [24]. W badaniach probek moczu sportowcoéw poziom tego hormonu
pozwala potwierdzi¢ syndrom przetrenowania (jako wspotczynnik wolnego testosteronu
do Kkortyzolu) czy stosowanie dopingu [25,26]. Zatem, z uwagi na fakt, iz szereg innych
hormonow steroidowych takze peini funkcje¢ istotnych czynnikéow diagnostycznych, w
kolejnych pracach rozszerzytam zakres analizowanych substancji, wlaczajac do analiz:
testosteron, epitestosteron, 17a-metylotestosteron oraz progesteron [H2, H3]. Badania
takie sg istotne gdyz poziom testosteronu u megzczyzn moze byé wskaznikiem
hypogonadyzmu, obnizonego libido, zaburzen erekcji i ptodnosci [18,20]. U kobiet
podwyzszony poziom tego hormonu jest powodem zaburzen w cyklu menstruacyjnym
oraz trudnosci w zajsciu w cigze. W niektorych przypadkach jest objawem rozwoju
nowotworu wydzielajacego androgeny, wrodzonego przerostu nadnerczy czy
policystycznych jajnikow [24]. Nalezy podkresli¢, iz stosunek testosteronu do
epitestosteronu jest czgsto stosowanym wskaznikiem w badaniach antydopingowych
sportowcow [25,26].

W kazdym przypadku, prace analityczne rozpoczynatam od dobrania optymalnych
parametroOw elektroforetycznych wpltywajacych na jako$¢ rozdzielenia. W pierwszej
kolejnosci ustalitam sktad buforu separacyjnego starannie dobierajgc charakter chemiczny

I stezenie poszczegodlnych jego sktadnikoéw oraz wartosci pH. Jak wspomniatam w czesci
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wstepnej, W technice MEKC, do buforu separacyjnego dodawany jest surfaktant w
odpowiednim stgzeniu, zapewniajagcym utworzenie miceli, ktore sg czynnikiem
poprawiajagcym selektywno$¢ analitow obojetnych [3,4,8]. W tym celu zastosowatam
jeden z najpopularniejszych surfaktantow anionowych - SDS, a optymalne jego stezenie
okreslitam dodajac do buforu boranowego SDS w zakresie od 10 do 50 mM.
Zaobserwowalam, ze wzrost stezenia SDS w buforze powodowat nieznaczne wydtuzanie
czasow migracji analitow prowadzac do poprawy rozdzielczosci oznaczanych hormonoéw
w tym takze deksametazonu zastosowanego jako standard wewnetrzny [H1]. Stezenie
SDS w zakresie od 25 do 50 mM zapewniato dobra rozdzielczos¢ analitow wynikajaca z
roznego wspotczynnika podziatu kazdego z nich pomigdzy fazy micelarng i wodna,
podczas gdy dalszy wzrost st¢zenia SDS w buforze (powyzej 50 mM) skutkowal jedynie
wzrostem sity jonowej buforu a w konsekwencji wzrostem natgzenia generowanego pradu
oraz wzrostem wydzielanego ciepta Joula. Byto to zjawisko niekorzystne, i prowadzito do
znaczacego pogarszenia powtarzalnos$Ci czasow migracji analitow. Wyniki badan
dowiodly, ze zwigkszenie stezenia boraksu w buforze separacyjnym z 10 mM w pracy
[H1] do 20 mM w pracy [H2] pozwolito na jednoczesne obnizenie stezenia SDS z 50 do
25 mM bez pogorszenia rozdzielczosci opracowanej metody. Wynika to z faktu, iz CMC
dla SDS obniza si¢ wraz ze wzrostem sily jonowej elektrolitu. Odmienny efekt
zaobserwowatam po dodaniu do buforu separacyjnego amfiprotycznych modyfikatorow
takich jak metanol czy etanol, ktére powodowaty wzrost wartosci CMC dla SDS, a to z
kolei wymagato zwigkszenia stezenia SDS w buforze separacyjnym. W rezultacie,
znaczacg poprawe rozdzielczo$ci metody oznaczania szerszego spektrum analitow
uzyskatam poprzez dodanie 10% metanolu do elektrolitu przy jednoczesnym zwigkszeniu
stezenia SDS do 50 mM. Powyzsze wyniki badan przedstawitam w pracy [H3].

W trakcie optymalizacji metod oznaczania hormonow steroidowych technika
MEKC bratam pod uwage takze wartos¢ pH elektrolitu, gdyz jakos¢ rozdzielania
obojetnych czasteczek, a takimi sg wspomniane anality, w duzym stopniu zalezy od pH
elektrolitu [27]. Wraz ze wzrostem pH obserwuje si¢ bowiem wzrost predkosci EOF co z
kolei powoduje skrocenie czaséw migracji analitow oraz poprawia rozdzielczos¢. W
przypadku oznaczania hormonow steroidowych w moczu zaobserwowatam, iz bufory 0
pH powyzej 8, zawierajace tetraboran sodu oraz SDS [H1, H2], a takze dodatek 10%
metanolu [H3] w poréownaniu do buforéw o pH ponize] 7, zapewnily najbardziej
optymalne warunki rozdzielenia, podczas ktorych anality migrowaty w kolejnosci zgodne;j

ze zwigkszajgcymi si¢ wlasciwosciami hydrofobowymi. W $rodowisku kwasnego buforu
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(20 lub 20 mM dwuwodorofosforan sodu i 25 mM SDS), obserwowatam efekt przeciwny,
czyli bardziej hydrofobowe anality wedrowaty wezesniej, a zredukowana predkos¢ EOF w
srodowisku kwasnym dodatkowo wydtuzyta czas migracji analitéw gdyz w pH ponizej 5
kierunek migracji miceli ulega zmianie na skutek zredukowania predkosci EOF [9,17,28].

Kolejnym etapem optymalizacji skladu buforu separacyjnego w MEKC jest
mozliwo$¢ zastosowania mieszajacego si¢ z woda modyfikatora organicznego, ktory
wpltywa na zmian¢ wspotczynnika podziatu analitu pomigdzy fazy micelarng 1 wodng. Z
danych literaturowych wynika, ze w przypadku analitow hydrofobowych modyfikator
poprawia ich rozpuszczalno$¢ w buforze separacyjnym [4,5,9,16,17]. Nie bez znaczenia
jest takze wplyw modyfikatora na predkos¢ EOF, ktéra najczesciej ulega obnizeniu. W
zwigzku z powyzszym, ocenitam dodatek modyfikatora organicznego (metanolu) do
buforu separacyjnego na efektywnos$¢ separacji analitow w zakresie od 10 do 20%. Jak
wskazuja wyniki zamieszczone w pracach [H1] i [H2], nie zaobserwowatam poprawy
efektywnosci separacji analitow w obecno$ci metanolu w elektrolicie. Ponadto
zauwazytam, ze zawarto$¢ 20% metanolu w buforze separacyjnym powodowata wrecz
obnizenie rozdzielczosci spowodowane tzw. “ogonowaniem” pikow. Odwrotne rezultaty
uzyskatam w badaniach opisanych w pracy [H3], gdzie wraz ze wzrostem liczby analitow
o bardzo podobnych wlasciwosciach (testosteron, 17a-metylotestosteron, epitestosteron i
progesteron) dodanie 10% metanolu do buforu separacyjnego poprawito efektywnosc¢

separacji (Rys. 1).
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Rysunek 1. Elektroferogram otrzymany podczas separacji probki moczu zawierajacej hormony
sterydowe; kazdy w stezeniu 100 ng/ml (na podstawie Rys. 2 z pracy [H3]).
Anality: 1 - kortyzon, 2 - kortyzol, 3 - Kkortykosteron, IS - deksametazon, 4 - testosteron, 5 - 170 —
metylotestosteron, 6 - epitestosteron, 7 - progesteron.
Warunki: detekcja UV 254 nm, kapilara krzemionkowa (57cm x 50 um I.D.), temp. 22°C, bufor separacyjny
ztozony z 10 mM Na,B,0,, 50 mM SDS i (10:90, v/v) metanol.
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Nalezy jednak zaznaczy¢, ze jednocze$nie wymagato to zwigkszenia st¢zenia SDS
w elektrolicie. Poprawa efektywnosci separacji w przypadku obecnosci niewielkiej iloSci
metanolu jest w tym wypadku wynikiem korzystnej zmiany wspotczynnika podziatu
analitow pomiedzy micele oraz cze¢$¢ wodng buforu. Zaobserwowatam, podobnie jak we
wczesniejszych eksperymentach, iz dalszy wzrost stezenia metanolu w elektrolicie
(>15%) powodowat wydtuzanie czaséw migracji analitow, a tym samym calej analizy, az
do znaczgcego pogorszenia efektywno$ci separacji zwigzanej z ,,ogonowaniem” pikow
(przy 20% metanolu w elektrolicie). Ponadto stwierdzitam zanik efektu agregacji miceli
przy stezeniu metanolu powyzej 30% objawiajacy si¢ znaczacym pogorszeniem
selektywno$ci metody dla oznaczanych analitow. Podobne obserwacje potwierdzaja takze
inni naukowcy [8].

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentow zoptymalizowalam takze
pozostate parametry aparaturowe wpltywajace na efektywno$¢ rozdzielenia. Zastosowatam
krzemionkowe niemodyfikowane kapilary o dlugo$ci 57 cm 1 przekroju wewngetrznym 50
um [H1, H2] lub 75 um [H3]. Kapilary o wigkszym przekroju pozwolity wydtuzy¢ droge
optyczng wigzki $wiatla z detektora UV, przez co nieznacznie zwigkszyta si¢ czutosé
metody. Wielkos¢ przykladanego napiecia w kazdym przypadku byta kompromisem
pomiedzy dobrg rozdzielczoscia a czasem analizy. W przeprowadzonych badaniach, dobre
rezultaty osiggatam stosujac napigcie rzedu 17 kV [H2], 20 kV [H1] oraz 24 kV [H3].

Jak wspomniatam we wstepie, istotnym etapem oznaczen analitOw, niezaleznie
od rodzaju zastosowanej techniki separacyjnej, jest wlasciwe przygotowanie probek do
analizy. W przypadku analizy hormonéw steroidowych zbadatam wydajnos¢ ekstrakcji
analitu oraz stopien oczyszczenia proby z substancji balastowych stosujac techniki
ekstrakcji ciecz-ciecz (LLE) lub ciecz-cialo state (SPE). W pracy [H1] anality o
charakterze hydrofobowym, takie jak kortyzol czy deksametazon, poczatkowo
ekstrahowatam z probek moczu technikg LLE stosujac do ekstrakcji octan etylu lub
dichlorometan. Pozwolito to na osiagnig¢cie zadowalajacych wydajno$ci procesu ekstrakcji
na poziomie 82,5-93,8% w przypadku octanu etylu oraz 90,5-99,0% przy zastosowaniu
dichlorometanu. Jednakze opracowana metoda wymagata uzycia stosunkowo duzej ilosci
toksycznych odczynnikéw organicznych (negatywny wptyw na srodowisko), co sktonito
mnie do przeprowadzenia kolejnych eksperymentéw bazujacych na ekstrakcji SPE.
Zastosowatam kolumienki ekstrakcyjne wypelnione Zelem krzemionkowym z chemicznie

zwigzanymi grupami oktadecylowymi (C18). Ten niepolarny sorbent o charakterze
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hydrofobowym stosowany jest do izolacji zwigzkéw niepolarnych i $rednio polarnych z
polarnych matryc, a wigc gwarantowatl odpowiednia wydajnos¢ procesu ekstrakcji
sterydow z probek moczu. Najwyzsza wydajno$¢ procesu ekstrakeji (od 97,5 do 104,9 %)
zapewnilo zastosowanie metanolu jako eluentu do wymywania zaadsorbowanych na
kolumienkach C18 analitow. Ponadto, ekstracja SPE w porownaniu z LLE zapewnita
skuteczniejsze oczyszczenie matrycy biologicznej z substancji balastowych, a takze
pozwolita na zatezenie analitu oraz znaczng redukcje ilosci odczynnikéw organicznych. W
pracy [H2] przed ekstrakcja SPE wprowadzitam dodatkowy etap kwasnej hydrolizy, ktory
umozliwil oznaczenie catkowitej ilos¢ hormonéw sterydowych w matrycy biologicznej
(moczu). Hydroliza kwasna zostata prowadzona z uzyciem 0,5 ml 36% kwasu solnego
przez 1 godz w temperaturze 95°C. Jest to jedna z opisywanych w literaturze strategii
wyznaczania profili hormonéw sterydowych, ktére moga by¢ oznaczanie jako formy
wolne analitu (procedury nie wymagajagce etapu hydrolizy) [29,30] jak i oparte na
oznaczaniu catkowitej ilosci hormonéw w matrycy biologicznej (procedury
uwzgledniajace etap hydrolizy kwasnej lub enzymatycznej) [31]. Nastgpnie
przeprowadzitam ekstrakcje analitow z moczu technikag SPE. Sposrod testowanych
kolumienek ekstrakcyjnych (C8, C18, CN, HLB), ze wzgledu na wigkszy panel analitow,
wybratam kolumienki o wlasciwosciach hydrofilowo-lipofilowych (HLB). Jak
potwierdzaja dane literaturowe, tego typu kolumienki moga by¢ z powodzeniem
stosowane do ekstrakcji szerokiego spektrum analitow réznigcych sie wilasciwosciami
hydrofobowymi z probek 0 charakterze polarnym [25,32,33]. Najwyzsza wydajnosé¢
ekstrakcji otrzymatam po zastosowaniu kolumienek HLB oraz z metanolem jako eluentem
(od 92,1 do 95,8%). Ponadto skutecznym sposobem oczyszczenia matrycy oraz usunigcia
ciemnego pigmentu z probki powstalego po hydrolizie kwasnej, bylo wprowadzenie
dodatkowego etapu wymywania zanieczyszczen z kolumienek za pomocg mieszaniny
aceton-woda (25:75, v/v) oraz 2% wodorotlenku amonu w 50% metanolu. Etap ten
wprawdzie nie wptynat na wydajnos¢ ekstrakcji analitow, ale znaczaco poprawil jakosé
“tla” analizowanej probki w obrazie elektroforetycznym. Powyzszg procedurg
zastosowatam takze podczas realizacji pracy [H3], w ktorej oprocz wyzej wymienionych
hormonéw analizowalam takze 170-metylotestosteron oraz progesteron. Jedyna
modyfikacja procedury polegata na zastapieniu hydrolizy kwasnej, hydrolizg
enzymatyczng z B-glukuronidaza. Przewaga hydrolizy enzymatycznej polega na bardziej

specyficznej reakcji hydrolizy substancji wydalanych z moczem w postaci glukuronianoéw,
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gdyz przebiega w tagodniejszych warunkach temperaturowych, jednakze jest bardziej
czasochlonna.

Podsumowujac ten nurt moich badan poswieconych oznaczaniu hormonéw
steroidowych stwierdzitam, iz efektem przeprowadzonych eksperymentoéw bylo pelniejsze
zrozumienie zjawisk zachodzacych podczas rozdzielen elektroforetycznych tej grupy
analitow, co dato podstawg do opracowania optymalnych warunkéw ich separacji oraz
dobrania warunkéw procedury przygotowania badanych probek do analizy. Opracowatam
nowatorskie podejécie do analizy kortyzolu w probkach moczu technika MEKC [H1], a
jej mozliwosci aplikacyjne potwierdzitam analizujgc proby moczu porannego pobranego
od 29 zdrowych ochotnikow. Stwierdzitam, ze ze wzgledu na niskie stezenie tego
hormonu w moczu oraz ograniczong czulo$¢ detektora UV, konieczna byta
prekoncentracja analitu ze stosunkowo duzej objetosci moczu (15 ml) co umozliwito
oznaczenie kortyzolu na poziomie fizjologicznym. Wprawdzie tak duza objetos¢ proby
stanowita pewng niedogodno$¢ analityczng, jednakze nalezy zauwazyé, ze mocz jest
materiatem biologicznym stosunkowo tatwo i bezinwazyjnie pobieranym od pacjenta.
Dowiedziono bowiem, ze sama procedura pobierania krwi od pacjenta indukuje reakcje
stresowg, co moze obniza¢ wiarygodnos¢ diagnostyczng uzyskanych wynikéw badan
kortyzolu w tym materiale biologicznym [34,35]. W wyniku przeprowadzonych analiz
okreslitam $rednie stezenie kortyzolu na poziomie 160,8+76,7 ng/ml, podczas gdy u 11
0sOb poziom tego hormonu dla porannej zbiorki moczu przekraczat wartosci fizjologiczne
(50-200 ng/ml) i miescit si¢ w zakresie od 202,5 do 339,3 ng/ml. Otrzymane wyniki mogg
sugerowaé zwigkszong wrazliwos$¢ na stres lub wskazywac na inne zaburzenia zwigzane z
wydzielaniem tego markera u tych osob, co wymaga dalszej poglebionej diagnostyki.
Niewatpliwg zaletg opracowanej techniki MEKC okazaty si¢ w tym przypadku krotszy
czas analizy oraz niewielkie zuzycie odczynnikow organicznych w poréwnaniu do HPLC.
Elementem nowosci w pracy [H2] bylo zastosowanie MEKC do jednoczesnej analizy
pigciu hormonow w czasie 8 minut. Tym samym moglam okreslic nie tylko poziom
hormonéw zwigzanych z odpowiedzig organizmu na stres (kortyzol, kortyzon,
kortykosteron), ale takze oceni¢ poziom endogennych androgenéw u me¢zczyzn i kobiet
oraz stosunek testosteronu do epitestosteronu jako wskaznik stosowania dopingu. W
wyniku przeprowadzonych eksperymentow ocenitam, ze poziom kortyzolu u wigkszosci
badanych osob miescit si¢ w wartosciach fizjologicznych, zas stosunek kortyzolu do
kortyzonu byt w przedziale od 0,11 do 1,54 i nie wskazywal na powazne zaburzenia

metaboliczne ani na nadci$nienie t¢tnicze. Dane literaturowe dowodza bowiem, ze
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stosunek obu tych hormonéw umozliwia oceng aktywnosci enzymu dehydrogenazy 11p-
hydroksy-sterydowej typu 2, ktora metabolizuje aktywny kortyzol do nieaktywnego
kortyzonu. Obnizenie aktywnosci enzymu prowadzi do podwyzszenia poziomu kortyzolu,
zatrzymania wody w organizmie i W konsekwencji moze by¢ przyczyng nadcis$nienia
tetniczego lub innych zaburzen sercowo-naczyniowych. Otrzymane wyniki poziomu
testosteronu 1 epitestosteronu u mezczyzn nie ujawnily zaburzeh w wydzielaniu
androgenow w badanej grupie, a stosunek testosteronu do epitestosteronu wynosit od 1,1
do 3,6 a wiec nie przekraczat 4. To dowodzi, ze osoby badane nie stosowaty dopingu
anabolicznego.

Glownym celem badan opisanych w pracy [H3] byto opracowanie nowej strategii
pozwalajacej na jednoczesng analiz¢ zaréwno endo jak 1 egzogennych hormondéw
steroidowych, opartej o technik¢ MEKC i jej zastosowanie do badan biomedycznych
amatoréw sportow sitowych w aspekcie stosowania dopingu hormonalnego oraz oceny
odporno$ci na stres. Badania prowadzitam w grupie ztozonej z amatoréw sportow
sitowych stosujacych doping hormonalny, amatorow sportow sitowych nie stosujacych
dopingu oraz zdrowych ochotnikoéw. Wyniki uzyskane w grupie osob deklarujacych
stosowanie dopingu hormonalnego potwierdzity znaczne przekroczenie wartosci
fizjologicznych testosteronu (srednio 2300 + 1,14 mg/ml) i epitestosteronu ($rednio 225,1
+ 61,1 ng/ml), a takze podwyzszony stosunek testosteronu do epitestosteronu (E/ET),
ktory wynosit od 5,05 do 14,23. W grupie sportowcow nie stosujacych dopingu oraz w
grupie kontrolnej wartosci te miescily si¢ w zakresie fizjologicznym i wyniosty Srednio
81,7 + 5,3 mg/ml dla testosteronu i 41,3 + 8,7 ng/ml dla epitestosteronu, przy czym
srednia warto$¢ stosunku T/ET wynosita 2,05 dla sportowcow nie stosujacych dopingu i
0,4 w grupie kontrolnej. Zasadno$¢ tych badan potwierdza fakt, iz testosteron oraz jego
pochodne, sa bardzo czgsto naduzywane ze wzgledu na wywolywany efekt anaboliczny.
W badanej grupie 0sob ocenitam takze poziom hormondw zwigzanych z reakcja na stres.
U wszystkich badanych osob stwierdzitam podwyzszony poziom Kkortyzolu, ktory miescit
si¢ w zakresie od 279,5 do 349,6 ng/ml w grupie kontrolnej, od 167,6 do 185,1 ng/ml w
grupie sportowcOw nie stosujacych dopingu oraz od 170,7 do 553,1 ng/ml w grupie
sportowcow deklarujacych stosowanie dopingu.

Ostatnig publikacjg tej czesci cyklu prezentowanego osiggniecia naukowego jest
praca poswiecona przegladowi §wiatowej literatury w zakresie oznaczania hormonéw
steroidowych w moczu za pomoca nowoczesnych technik analitycznych [H4]. W artykule

tym nie tylko wskazatam na znaczenie hormonéw steroidowych jako biomarkeréw stresu
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oraz innych schorzen wywolanych zaburzeniami wydzielania hormonow, ale przede
wszystkim dokonatam przegladu strategii analitycznych stosowanych w ich analizie. Byt
to doskonaly punkt wyjScia w opracowywaniu wilasnych rozwigzan praktycznych.
Ponadto, praca ta umozliwita mi dokonanie wnikliwej oceny réznych strategii i metod
stosowanych przez badaczy do oznaczania hormondéw steroidowych, biorgc pod uwage
zarowno korzysci, jak 1 niedogodnosci zwigzane z innymi technikami separacyjnymi
takimi jak duza ilo$¢ odczynnikéw organicznych potrzebnych do realizacji oznaczen
metodami HPLC, konieczno$¢ upochadniania analitow w przypadku techniki GC
wynikajacej z nielotnos$ci analitow 1 wrazliwosci na podwyzszong temperature oraz
wysokie koszty i czgsto mata specyficzno$¢ w przypadku metod immunoenzymatycznych.
Utwierdzito mnie to w przekonaniu o stusznosci podjetego tematu w poszukiwaniu
alternatywnej strategii z zastosowaniem technik opartych na MEKC.

Podsumowujac, efektem tych badan jest opracowanie nowych procedur opartych
na micelarnej elektrokinetycznej chromatografii (MEKC), ktére z powodzeniem
zastosowano do pogtebionej analizy hormonéw steroidowych w moczu. Tym samym
opracowane procedury MEKC staly si¢ dogodnym narzedziem w badaniach
biomedycznych dostarczajacym wielu cennych informacji o funkcjonowaniu organizmu
oraz chorobach wywotanych zaburzeniami wydzielania hormonéw sterydowych.
Powyzsze metody sg szybkie, selektywne i bardziej przyjazne srodowisku oraz relatywnie

tanie w porownaniu z alternatywnymi technikami chromatograficznymi.

Il. Opracowanie metody oznaczania witamin rozpuszczalnych w wodzie i

rozpuszczalnych w tluszczach w roinorodnych matrycach biologicznych z
zastosowaniem MEKC lub MEEKC

[H5] Tlona Oledzka*, Piotr Kowalski, Tomasz Baczek, Beata Muszynska-Furas, Jolanta
Paradziej-Lukowicz, Marcin Taciak, Barbara Pastuszewska. Determination of water soluble
vitamins in laboratory animal feeds by micellar electrokinetic chromatography, Anal. Lett.
2012, 45 (7), 689-701.

[H6] Ilona Oledzka, Piotr Kowalski, Alicja Baluch, Tomasz Baczek*, Jolanta Paradziej-
Lukowicz, Marcin Taciak, Barbara Pastuszewska. Quantification of the level of fat-soluble
vitamins in feed based on the novel microemulsion electrokinetic chromatography (MEEKC)
method, J. Sci. Food Agric. 2014, 94 (3), 544-551.
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[H7] Ilona Oledzka*, Katarzyna Kazmierska, Alina Plenis, Barbara Kaminska, Tomasz
Baczek. Capillary electromigration techniques as a tools for assessing the status of vitamins
A, C and E in patients with cystic fibrosis, J. Pharm Biomed. Anal. 2015, 102, 45-53.

Kolejnym istotnym nurtem badan, ktore prezentuje w niniejszym osiggnigciu
naukowym bylo opracowanie alternatywnego narzg¢dzia analitycznego opartego o techniki
MEKC i MEEKC do oznaczen witamin rozpuszczalnych w wodzie i rozpuszczalnych w
tluszczach w réznorodnych matrycach biologicznych takich jak: pasza dla zwierzat
laboratoryjnych, mocz oraz surowica krwi ludzkiej [H5-H7].

Wprawdzie w literaturze §wiatowej mozna znalez¢ szereg doniesien dotyczacych
oznaczania witamin, jednakze najczesciej badania te koncentruja si¢ na analizach w
preparatach farmaceutycznych czy suplementach diety [36-39], podczas gdy literatura
dotyczaca oznaczania tych zwigzkéw w matrycach biologicznych jest o wiele ubozsza
[40,41]. Gtownym powodem takiego stanu jest fakt, ze witaminy stanowig bogatg grupe
substancji chemicznych réznigcych si¢ strukturg oraz wlasciwosciami chemicznymi, a ich
najbardziej podstawowy podziat na witaminy rozpuszczalne w wodzie i rozpuszczalne w
thuszczach jest bardzo uproszczony, gdyz klasyfikuje te anality tylko pod wzglgdem ich
rozpuszczalnosci. Zatem, oznaczanie tak duzej i réznorodnej chemicznie grupy zwigzkow
z matrycy biologicznej jest bardzo skomplikowane. Dlatego tez podjecie tego tematu w
aspekcie zastosowania nowatorskich metodologii analitycznych opartych o MEKC
wydato si¢ by¢ jak najbardziej zasadne, szczeg6lnie bioragc pod uwagg fakt, iz technika ta
jest przyjazna srodowisku.

Dwie z prezentowanych prac wchodzacych w sktad przedstawionego osiggnigcia
dotyczag opracowania warunkoéw jednoczesnego oznaczania ~o$miu  witamin
rozpuszczalnych w wodzie [H5] oraz czterech witamin rozpuszczalnych w tluszczach
[H6] w paszach przeznaczonych dla zwierzat laboratoryjnych. Zasadno$¢ oceny
zawartosci witamin w paszach wynika z faktu, iz pasze na etapie produkcji poddawane sg
procesom sterylizacji w celu zapewnienia odpowiednich parametréw higienicznych, a
proces ten moze znaczaco obniza¢ zawartos¢ witamin. Wykorzystujac zatem
niezaprzeczalne zalety techniki MEKC, takie jak szybkos¢, selektywno$¢, wysoka
rozdzielczo$¢ oraz mozliwo$¢ pracy z uzyciem niewielkich ilosci elektrolitéw wodnych
(okoto 2 ml buforu/dzien), zawierajacych tylko niewielkie dodatki rozpuszczalnikow
organicznych, opracowatam metody o0znaczania witamin B;, B,, Bs, Bg, B7 (biotyna), C,
PP, oraz kwasu foliowego, a takze witamin A, D, E i K we wspomnianych paszach dla
zwierzat jako interesujacg alternatywe dla metod chromatograficznych. Na wstepie badan
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opisanych w pracy [H5] wustalitam najbardziej optymalne warunki separacji
elektroforetycznej rozpoczynajac od dobrania parametrow buforu separacyjnego. Ze
wzgledu na duze zréznicowanie analitow ten dobor byt utrudniony, jednakze micelarno-
elektrokinetyczna chromatografia wydawata si¢ by¢ w tym przypadku odpowiednig
technikg separacyjng. Jest to zwigzane z obecnoscig fazy pseudostacjonarnej, ktora
pozwala nie tylko na oznaczanie czgsteczek obojetnych, ale takze w znaczacy sposob
poprawia rozdzielczo$¢ analitbw obdarzonych *tadunkiem. W pierwszym etapie
eksperymentow ocenitam wplyw pH elektrolitu w zakresie od 6,5 do 9,5 oraz stgzenie
buforu na efektywnos$¢ separacji oznaczanych witamin. Zalezno$¢ pomigdzy czasami
migracji analitow a pH buforu separacyjnego przedstawia Rysunek 2 z ktorego wynika, iz
najbardziej optymalne pH buforu, zapewniajace najlepsza efektywnos¢ separacji

wszystkich analitéw, wynosi 7,75.

8
7
—_——i.s.
= 6
g ——B6
= 5
= —a—B2
= iotin
£ 3
F] —+4—B5
S 2
——C
1 Fol
0 B1
6,5 7.2 7,75 9,5
pH buforu

Rysunek 2. Wptyw pH buforu separacyjnego na czasy migracji analitow (na podstawie Rys. 2 z
pracy [H5]).

Sposrod  badanych elektrolitow opartych na roztworach fosforanowych,
boranowych lub fosforanowo-boranowych, bufor boranowy okazal si¢ by¢ najbardziej
odpowiedni, gdyz generowal nizsze natezenie pradu, CO ulatwilo zapewnienie statych
warunkoéw temperaturowych oraz powtarzalno$¢ czaséw migracji podczas analizy.
Zaobserwowatam, ze wzrost stezenia buforu poprawial rozdzielczo$¢ sygnatow, ale po
przekroczeniu pewnej wartosci Krytycznej, powodowat znaczny wzrost nat¢zenia pradu,
wzrost wytwarzanego ciepta Joula i w efekcie prowadzit do utraty rozdzielczosci.
Uwzgledniajac ten efekt, sktad buforu boranowego dobratam tak, aby stezenie boraksu
generujacego duze natezenie pradu, bylo niskie (5 mM) a kwasu bornego, ktory nie

wplywa tak znaczaco na wzrost natezenia pradu, wysokie (100 mM). Stwierdzitam
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ponadto, ze bufor ten zapewnial dobra stabilno$¢ analitbw i powtarzalno$¢ czasow
migracji. W tak dobranych warunkach, witamina PP migrowata z predkoscia réwna
wartosci EOF, podczas gdy wiekszo$¢ analizowanych witamin, ktoére wystepowaty w
formie anionowej, migrowata wolniej niz EOF. Wsrod nich, byty witaminy B, i Bg ktore
migrowaty z podobng predkoscia. Zjawisko to byto wynikiem interakcji pomigdzy jonami
boranowymi a czasteczka pirydoksyny czy ugrupowaniem rybozy w ryboflawinie.
Efektem byt wzrost dysocjacji tych grup, co skutkowato wigkszym tadunkiem ujemnym
czgsteczek witamin B; i Bg, a to w konsekwencji wydtuzyto ich czas migracji [42].

Ponadto, zbadatam wplyw dodatku SDS do buforu separacyjnego na rozdzielczosé
analitow, ktéry ocenitam w zakresie od 0 (w uktadzie elektroforezy strefowej) do 75 mM.
Wybodr rodzaju surfaktanta wynikat takze z wnikliwej analizy danych literaturowych,
ktore wskazywaty, ze do rozdzielenia witamin w preparatach farmaceutycznych
najczesciej stosowane byly wihasnie surfaktanty anionowe [43,44]. Jak wspomniatam, w
przypadku buforu nie zawierajacego SDS, realizowanego w ukladzie kapilarnej
elektroforezy strefowej w buforze boranowym, witaminy B, i Bg migrowaly w tym
samym czasie. Wraz ze wzrostem stgzenia SDS w buforze obserwowatam poprawe
rozdzielczo$ci tych analitow, ktora osiggneta wartoSci optymalne przy 30 mM stezeniu
SDS w buforze. Jednakze dalszy wzrost stezenia SDS powodowal pogorszenie
rozdzielczos$ci analitow i jednoczes$nie, w przypadku witaminy B, znaczaco wydtuzat czas
jej migracji. To zjawisko bylo prawdopodobnie spowodowane tworzeniem si¢ par
jonowych pomigdzy dodatnio naladowang czasteczka tiaminy a anionowym surfaktantem.

Ostatecznie optymalnym uktadem buforowym dla wspomnianej grupy witamin
okazal si¢ elektrolit ztozony z 30 mM SDS, 100 mM kwasu bornego oraz 5 mM
tetraboranu sodu.

Druga praca dotyczyla oznaczania witamin tluszczowych A, D, E i K we
wspomnianych paszach przeznaczonych dla zwierzat laboratoryjnych [H6]. Ze wzgledu
na wlasciwosci testowanych zwigzkow do ich analizy wybratam odmiang techniki MEKC,
a mianowicie mikroemulsyjng elektrokinetyczng chromatografie (MEEKC), ktéra
zachowujac wszystkie zalety podstawowej odmiany, posiada jeszcze szerszy zakres
zastosowan. Umozliwia bowiem jednoczesng analize zwigzkéw rdznigcych —sig
rozpuszczalnoscia w wodzie, posiadajgcych tadunek elektryczny jak i tego tadunku
pozbawionych. Te unikalne mozliwosci zwigzane sg z obecnosciag mikroemulsji jako
buforu separacyjnego. Jak wspomniatam w czesci wstepnej, mikroemulsja jest klarownym

roztworem, w ktérym rozproszone sg nanometrowej wielkosci czasteczki oleju nie
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mieszajacego si¢ z faza wodng, stabilizowane przez dodatek surfaktantu oraz
krotkotancuchowego alkoholu (kosurfaktantu) a takze modyfikatorow organicznych. W
wyniku tego zmniejszone zostajg napigcia na granicy faz, a dodatkowo zwigkszajg si¢
mozliwosci separacyjne takiego roztworu poprzez rézne oddziatywania z analitami.

W trakcie realizacji tych badan, najwigkszym wyzwaniem bylo opracowanie nie
tylko sktadu mikroemulsji, ale takze samej procedury jej przygotowania, gdyz obydwa te
czynniki maja kluczowe znaczenie dla powodzenia analizy technikg MEEKC. Duze
napi¢cia powierzchniowe pomig¢dzy fazg olejowg i wodng, uniemozliwiajgce ich
mieszanie si¢ jest pokonywane poprzez dodatek surfaktantow dobrze rozpuszczajacych sig
w obu fazach. Napiecie powierzchniowe jest dodatkowo zmniejszane poprzez dodatek
krotkotancuchowego alkoholu jako kosurfaktanta. Co wazne, niewtasciwy sktad
jako$ciowo-ilosciowy mikroemulsji prowadzi do szybkiego rozdzielenia si¢ obu faz
uniemozliwiajagc jej zastosowanie. Powaznym utrudnieniem jest t0, ze niewlasciwa
kolejnos¢ przygotowania mikroemulsji powoduje powstanie nieklarownych, a wiec
nieprzydatnych analitycznie roztworow.

Waznym etapem byl takze wybor surfaktanta, ktory wptywa nie tylko na
zmniejszenie napigcia powierzchniowego pomiedzy obydwiema fazami, ale réwniez
nadaje tadunek kropelkom olejowym. Zastosowany w pracy SDS posiada 12 weglowy
tanicuch alkilowy penetrujacy do kropli oleju oraz ujemnie natadowane hydrofilowe grupy
sulfonowe skierowane do fazy wodnej. Dane literaturowe wskazuja przy tym, ze wzrost
dhugosci tancucha surfaktantu bardziej stabilizuje mikroemulsj¢, natomiast skrocenie
dhugosci zwicksza mozliwosé dyspersji fazy olejowej [12,13,45]. Dowiedziono réwniez,
ze wyzsze stezenie surfaktanta w wigkszym stopniu stabilizuje bufor [13,45,46].
Zaobserwowatam, iz wyzsze st¢zenie surfaktanta powoduje tez wzrost gestosci tadunku na
powierzchni fazy olejowej, a co si¢ z tym wigze, zwigkszenie jej ruchliwo$ci
elektroforetycznej. W przypadku zastosowanego SDS, zbadatam jego wptyw na stabilno$¢
mikroemulsji w zakresie od 50 do 110 mM. Jak pokazujg dane przedstawione na Rysunku
3, zastosowanie SDS w stezeniu 100 mM zapewnito wysoka efektywnos$¢ separacji
oznaczanych witamin. Ponadto, stabilno$¢ mikroemulsji byla zachowana nawet przez
kilka miesiecy. Przy nizszych stezeniach surfaktanta efektywno$¢ separacji, jak i

stabilno$¢ mikroemulsji znaczaco si¢ obnizata.
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Rysunek 3. Zaleznos$¢ czasow migracji analitow od st¢zenia SDS w mikroemulsji. (na podstawie Rys. 1 z
pracy [H6]).

Jako fazg olejowa w MEEKC najcze$ciej stosuje si¢ oktan, heptan lub heksan, podczas
gdy dtuzsze alkany nie sprzyjaja powstawaniu stabilnych mikroemulsji [47,48].
Przeprowadzone do$wiadczenia wykazaty, ze najbardziej powtarzalne wyniki uzyskatam
stosujac oktan w stezeniu 8 g/kg. Wyzsze stezenie powodowalo zaburzenia podczas
analizy 1 obnizenie intensywnos$ci sygnatow analitow. Dodatkowo zaobserwowalam, iz
wzrost stezenia oktanu w mikroemulsji narzucat konieczno$¢ zwigkszenia stezenia SDS,
aby zapewni¢ stabilno$¢ buforu.

Kolejnym waznym sktadnikiem mikroemulsji jest kosurfaktant, ktory zmniejsza
napigcie miedzyfazowe nawet do zera, dzigki czemu bardzo skutecznie wzrasta stabilno$¢
mikroemulsji. Jako kosurfaktanty stosuje si¢ krotkotancuchowe alkohole np. 1-butanol.
Wyniki przeprowadzonych przeze mnie eksperymentow potwierdzity, ze czasy migracji
analitow pozostawaty niezmienione, gdy stosowatam 1-butanol w stezeniu 60 g/kg, ale
znaczny wzrost jego stezenia powodowat skrocenie czasow migracji, O wynikato miedzy
innymi ze zmiany lepkosci buforu.

Podczas komponowania mikroemulsji nalezy takze uwzgledni¢ fakt, iz silnie
hydrofobowe substancje wnikaja do wnetrza kropli olejowych nie wchodzac w interakcje
z fazag wodna. Aby takie oddzialywania umozliwi¢ i zapewni¢ rozdzielenie analitow,
czesta praktyka jest dodatek modyfikatorow organicznych: metanolu, 2-propanolu,
acetonitrylu czy tetrahydrofuranu [47].

Jako drugi kosurfaktant, zastosowatam 2-propanol ze wzgledu na dobrg
rozpuszczalnos$¢ w fazie wodnej, jak i mozliwos$¢ rozpuszczenia si¢ w nim witamin A, D,

E i K. Zbadatam jego wpltyw na wydajnos$¢ separacji w zakresie od 0 do 200 g/kg.
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Najbardziej optymalne bylo stezenie 162 g/kg, podczas gdy przy stgzeniu ponizej 150
g/kg nastgpowato pogorszenie zaréwno klarownosci roztworu, jak i stabilnosci
mikroemulsji. Ponadto zaobserwowatam, ze wzrost stezenia 2-propanolu w buforze
sprzyjat obnizeniu natezenia pradu ze 110 pA (0 g/kg 2-propanolu) do 45 pA (162 g/kg 2-
propanolu). Jest to niezwykle korzystny efekt, poniewaz mniejsze nat¢zenie pradu
ptynacego przez kapilare zapewnia wigksza powtarzalnos$¢ czasoOw migracji analitow.
Istotnym parametrem w MEEKC, podobnie jak w MEKC, jest pH fazy wodnej
mikroemulsji. Najcze¢sciej w MEEKC stosowane sa bufory boranowe lub fosforanowe o
niskiej sile jonowej w zakresie od 5 do 10 mM [49]. Taki elektrolit generuje niskie
natezenie pradu oraz odpowiednig predkos¢ przeptywu elektroosmotycznego. W
badaniach zastosowatam bufor fosforanowy o pH 2,5, ktory ze wzglgdu na niskie pH
generowal mala predkos¢ EOF i1 wydluzat czasy migracji analitow, ale jednocze$nie
zapewnial odpowiednig rozdzielczo$¢ oznaczanych witamin. Odwrocenie polaryzacji
elektrod z katodg przy wlocie do kapilary, w tym wypadku skrocito czas analizy witamin
rozpuszczonych w kropelkach fazy olejowej mikroemulsji otoczonych ujemnie
natadowanymi czasteczkami SDS. Witaminy A, D, E i K zostaty rozdzielane w kolejnosci

malejacej hydrofobowosci (Rys. 4).
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Rysunek 4. Elektroferogram probki paszy nie zawierajacej witamin (A) oraz probki paszy zawierajacej
badane witaminy (B) (ha podstawie Rys. 2 z pracy [H6]).

Warunki: mikroemulsja: 2-propanol (16,2 g, w/w), 1-butanol (6,6 g, w/w), n-oktan (0,8 g, w/w), SDS (2,883
g, w/w) i 10 mM bufor fosforanowy doprowadzony do pH 2,5 za pomocg 85% H3PQO,. napiecie: 12 kV;

temperatura: 22°C; dtugos¢ fali UV: 280 nm.
27



Ilona Oledzka AUTOREFERAT Zatgcznik 2

Jak wczesniej wspomniatam, wyniki przeprowadzonych badan dowiodty, ze dla
stabilnosci, klarownosci 1 przydatno$ci analitycznej mikroemulsji, niezwykle wazne byto
prawidlowe jej przygotowanie. Wprawdzie w dost¢pnej literaturze dostepne sg dane
dotyczace zastosowan MEEKC oraz sktadu mikroemulsji, to jednak brakuje doniesien lub
wskazowek dotyczacych samego procesu jej przygotowania. Eksperymentalnie ustalitam,
ze mnajbardziej optymalna byla nastepujgca kolejnos¢ postepowania: odwazenie
odpowiednich ilosci surfaktanta i zmieszane z organiczng cze¢scig mikroemulsji (n-oktan,
1-butanol i 2-propanol); powolne dodawanie wodnej czesci buforu o odpowiedniej sile
jonowej i pH; poddanie catosci sonifikacji przez okoto 30 min. Powyzsze postepowanie
w przypadku odpowiednio dobranego sktadu jakoSciowo-ilosciowego zapewniato
stabilno$¢ 1 klarownos¢ otrzymanej mikroemulsji nawet przez kilka miesigcy.

Badania opisane w pracy [H7] byty kontynuacja tematyki zastosowania MEKC do
oznaczen witamin, ale w tym przypadku, skupitam si¢ na ocenie poziomu witaminy C w
moczu oraz witamin A i E w surowicy krwi dzieci chorych na mukowiscydoz¢. Moje
zainteresowanie tym zagadnieniem wynikato z faktu, iz w dostgpnej literaturze $wiatowe;j
brakowato doniesien o zastosowaniu MEKC jako narzedzia analitycznego w ocenie
statusu witamin w przebiegu mukowiscydozy. Do oznaczania witaminy C w moczu
zastosowatam wcze$niej opracowang metode stuzaca analizie witamin rozpuszczalnych w
wodzie w paszach dla zwierzat, oparta na buforze separacyjnym ztozonym z 30 mM SDS,
100 mM kwasu bornego oraz 5 mM tetraboranu sodu.

Witaminy A i E w surowicy krwi oznaczytam za pomoca techniki MEEKC. Podczas
komponowania mikroemulsji zmodyfikowatam jej sktad. Jako najbardziej odpowiednia
okazata si¢ mikroemulsja zawierajaca jako czes¢ wodng 10 mM tetraboran sodu,
natomiast czg¢§¢ organiczna pozostala niezmieniona. Ta niewielka zmiana spowodowata
bardziej efektywne oddzielenie analitow od sygnatow pochodzgcych z surowicy krwi.

Zgodnie z tym, co wczesniej argumentowalam, optymalne rozdzielenie analitow
technika MEKC wymaga wiasciwego przygotowania probek do analizy
elektroforetycznej. Podczas opracowywania procedury ekstracji witamin rozpuszczalnych
w wodzie z pasz dla zwierzat, najwigkszym problemem byta duza ilo$¢ materii
organicznej w matrycy, ktorg stanowity biatka, tluszcze, skrobia 1 inne cukry,
aminokwasy, wspomniane witaminy, a ponadto mineraty i pierwiastki §ladowe [H5].
Prawdopodobnie z tego powodu w literaturze naukowej mamy ograniczong liczbe

doniesien dotyczgcych oznaczania witamin w tak skomplikowanych matrycach [36,39]. W
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poczatkowym etapie prac opisanych w publikacji [H5] zastosowalam ekstrakcje typu
LLE, jednakze otrzymywane ekstrakty nie byly wystarczajaco oczyszczone. Dopiero
strategia oparta na SPE zapewnila wysoki stopien 0czyszczenia proby oraz wysoka
wydajnos¢ ekstrakcji analitow. Podczas optymalizacji procedury stosowatam kolumienki
do ekstrakcji typu C18, CN i HLB; a jako eluentu uzywatam octan etylu, metanol lub
wod¢ dejonizowang doprowadzong do pH 4,47 za pomoca 0,01 M HCI. Najbardziej
optymalne wyniki uzyskatam na sorbencie cyjanopropylenowym (CN), ktéry pozwolit nie
tylko na selektywng izolacj¢ oznaczanych witamin, ale takze zapewnit najwigkszy ich
odzysk (od 88,4% dla witaminy C do 94,6% dla witaminy Bs).

Ztozono$¢ matrycy uwzglednitam takze podczas ekstrakcji witamin thuszczowych (A,
D, E i K) z paszy, jednocze$nie biorgc pod uwage konieczno$¢ przeprowadzenia reakcji
zmydlania [H6]. Reakcje te stosuje si¢, gdy niepolarny analit znajduje si¢ w niepolarnej
matrycy. Przeprowadzitam reakcj¢ zmydlania w warunkach alkalicznych stosujac 40%
etanolowy roztwor 0,1M NaOH. Nastgpnie witaminy thuszczowe ekstrahowatam za
pomoca n-heksanu. Takie postgpowanie zapewnito najwyzsza wydajnos¢ ekstrakeji
badanych witamin w zakresie od 89,7% dla witaminy K do 105,6% dla witaminy A.

Dodatkowym wyzwaniem analitycznym podczas realizacji pracy [H7] byt fakt, iz
zakresy fizjologiczne stezen witaminy A, E i C w plynach ustrojowych (mocz, surowica)
sa na bardzo niskim poziomie, a dodatkowym utrudnieniem byta niewielka objeto$¢ proby
biologicznej, zwtaszcza surowicy krwi. Ponadto, ze specyfiki mukowiscydozy, wynikato,
1Z omawiane anality wystepuja we krwi 1 w moczu w stezeniach znacznie ponizej stezen
fizjologicznych, a glowng przyczyna tego stanu jest niedozywienie, u podtoza ktérego leza
zaburzone procesy trawienia oraz wchtaniania sktadnikow odzywczych [50,51]. W
przypadku witaminy C, jej hydrofilowy charakter przyspiesza proces wydalania z
moczem, a przy tym jej stezenie w tym materiale jest $cisle uzaleznione od podazy w
diecie. Tylko niewielkie ilosci witaminy C sg ,,przechowywane” w leukocytach i ptytkach
krwi [52]. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze waznym czynnikiem mogacym mie¢ wplyw
na poziom witaminy C, zwlaszcza u chorych na mukowiscydoze, jest przewlekty stres
oraz czgste infekcje drég oddechowych. Jednakze, badania w tym Kkierunku z
zastosowaniem technik elektromigracyjnych nie byty dotychczas przeprowadzone.

Aby okresli¢c poziom witaminy C u dzieci z mukowiscydozg ustalitam warunki jej
izolacji z moczu, ktora obejmowata wstepne odbialczenie proby za pomoca acetonitrylu, a
nastepnie zastosowanie ekstrakcji typu SPE. W tym przypadku, bardziej odpowiednie

okazaly si¢ kolumienki w wypekieniem HLB, gdyz zapewnily wickszy odzysk analitu
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(Srednio 96,55%) oraz skuteczniejsze oczyszczenie matrycy z substancji balastowych.
Jako eluentu uzytam wode dejonizowang doprowadzong do pH 2,87 za pomocg 0,01M
HCI, co znacznie skrocilo czas przygotowania proby (pominiecie etapu odparowania
rozpuszczalnika organicznego) oraz ograniczyto czas ekspozycji analitu na $wiatto i
podwyzszong temperature.

Optymalizujac procedure ekstrakcji witamin A i E z surowicy krwi uwzglednitam fakt,
iz badane anality wystepuja w tym materiale biologicznym na bardzo niskim poziomie, a
ilo§¢ probki jest ograniczona (1 ml). Z tego wzgledu zastosowatam mikroekstrakcje
dyspersyjng  (ang.  dispersive  liquid-liquid  microextraction, DLLME). Jako
rozpuszczalnika dyspergujacego uzytam 1 ml acetonu oraz 100 pl dichlorometanu jako
odczynnika ekstrahujacego. W poréwnaniu do konwencjonalnej ekstrakcji LLE
zastosowana w tym przypadku technika DLLME byta nie tylko mniej czasochtonna, ale
przede wszystkim wymagata mniejszych ilosci kosztownych i toksycznych odczynnikow
organicznych.

Wyniki badan potwierdzily takze, ze niska efektywnos$¢ separacji byla osiggana
wowczas, gdy probke rozpuszczano w dejonizowanej wodzie lub rozcienczonym buforze
separacyjnym. Takie podejscie jest powszechnie stosowane w przypadku MEKC.
Jednakze ich uzycie w MEEKC powoduje zaburzenia sktadu mikroemulsji wewnatrz
kapilary i utrudnia lub catkowicie uniemozliwia separacje. Najprawdopodobniej dochodzi
wowczas do dezintegracji fazy olejowej 1 wodnej w buforze mikroemulsyjnym. Zatem,
przed rozdzielaniem analitow metodga MEEKC, do rozpuszczenia probek zastosowatam
roztwory mikroemulsji [H6, H7].

Podsumowujac wyniki badan opisanych w pracach [H5-H7] nalezy stwierdzi¢, ze
doprowadzity do opracowania skutecznych metodologii opartych na technice MEKC lub
jej odmiany - MEEKC do analizy witamin rozpuszczalnych w wodzie oraz
rozpuszczalnych w thuszczach w skomplikowanych matrycach biologicznych (pasze dla
zwierzat, mocz czy surowica krwi). Pozwolito to na oceng¢ zawarto$ci witamin By, By, Bs,
Bs, By (biotyna), C, PP, oraz kwasu foliowego a takze witamin A, D, E i K w paszach
poddanych procesom sterylizacji. Otrzymane wyniki umozliwily nie tylko oceneg
zawartosci witamin, ale takze ulatwily wybor najbardziej optymalnych warunkow
sterylizacji takich jak: temperatura, ci$nienie i czas trwania autoklawowania. Uzyskane
dane potwierdzity, ze biotyna, witamina C oraz kwas foliowy sa bardzo wrazliwe na
wysoka temperaturg, podczas gdy witaminy z grupy B wykazywaty duzo wyzsza

stabilno$¢ [H5]. Wyniki badan dowiodty takze, ze wsrod witamin rozpuszczalnych w
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thuszczach, witamina E jest odporna na sterylizacje w wysokiej temperaturze, a jej poziom
w paszy po autoklawowaniu byt porownywalny z poziomem przed tym procesem [H6].
Dla witaminy A bardziej korzystne byly warunki sterylizacji w temperaturze 121°C przez
20 min niz w 134°C przez 4 min. Odmienne rezultaty uzyskano dla witaminy D, ktéra
zachowuje dluzsza trwatos¢, gdy sterylizacja zachodzi krocej, ale w wyzszej temperaturze
(4 min, 134°C), niz gdy proces przebiega w nizszej temperaturze, ale trwa dtuzej (121°C,
20 min).

Whyniki pracy [H7] dowiodly, ze opracowana metoda MEEKC umozliwita oceng
statusu witamin A, C i E u dzieci chorych na mukowiscydozg, a ich poziom w przypadku
witamin rozpuszczalnych w thuszczach byl nizszy niz u dzieci zdrowych. W
konsekwencji, stwarza to mozliwos¢ ustalenia odpowiedniego leczenia zywieniowego
prowadzonego na zasadzie zindywidualizowanej terapii pod kontrola lekarza i dietetyka,
co pozwoli we wlasciwy sposob suplementowaé witaminy. Zatem opracowana metoda
okazata si¢ by¢ pomocna w ocenie wskaznikow stanu odzywienia chorych na

mukowiscydoze.

I1l. Opracowanie metody oznaczania pochodnych benzodiazepiny w moczu ludzkim
metodg FASS-MEKC poprzez optymalizacje parametrow wplywajgcych na
separacje pochodnych benzodiazepiny oraz optymalizacje procedury

ekstrakcji analitow 7 matrycy biologicznej

[H8] Nlona Oledzka*, Zofia Kulinska, Adam Prahl, Tomasz Baczek. Simultaneous separation
of eight benzodiazepines in human urine using field-amplified sample stacking micellar-
electrokinetic chromatography, J. Anal. Toxic. 2015, 39(6), 436-443.

Benzodiazepiny (BDZs) posiadaja podobne wiasciwosci hydrofobowe i pozostajg
obojetne w szerokim zakresie pH, co sugeruje, ze do ich analizy odpowiednig metoda
separacyjna jest micelarno-elektrokinetyczna chromatografia. Jednakze, w S$wiatowej
literaturze naukowej dotychczas opublikowane prace dotyczace oznaczania pochodnych
benzodiazepiny metodami elektroforetycznymi nie wykazuja odpowiedniej czulosci
niezbednej do ich oceny w realnych probach moczu [53,54]. Podjecie tego tematu
wynikato takze z faktu, iz ta grupa lekow jest czesto stosowana w praktyce klinicznej u
pacjentow w leku ostrym lub przewlektym, w premedykacji, w padaczce oraz w

bezsennosci. Niekorzystnym zjawiskiem jest przy tym rosnace zjawisko ich naduzywania,
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ktore prowadzi do uzaleznienia psychicznego i fizycznego. Niestety, gléwnym powodem
tych uzaleznien sa pozamedyczne zastosowania pochodnych benzodiazepiny, gdy w celu
wzmocnienia efektu euforyzujacego sg one taczone z alkoholem lub innymi lekami
hamujacymi os$rodkowy uktad nerwowy. W zwigzku z powyzszym Komisja ds.
Narkomanii powotana przez ONZ wprowadzita konieczno$¢ kontroli najczesciej
stosowanych pochodnych, a laboratoria zostaly zobowigzane do opracowywania
wiarygodnych i szybkich metod analitycznych umozliwiajacych oznaczanie tych lekow
[55,56].

Wspomniane powyzej argumenty sktonity mnie do opracowania metody MEKC
wspomaganej technikg wzmacniania sygnatu on-line w kapilarze opartej o spigtrzanie ze
wzmocnieniem pola (ang. Field-ampliefied sample stacking, FASS) do jednoczesnej
analizy 9 pochodnych benzodiazepiny (BDZs) w probkach moczu [H8]. W tym celu
opracowalam i zoptymalizowalam metode rozdzielenia nitrazepamu, klonazepamu,
chlordiazepoksydu, estazolamu, temazepamu, lorazepamu, lormetazepamu, midazolamu i
medazepamu, a takze opracowatam warunki wydajnej metody izolacji tych analitow z
matrycy biologiczne;j.

Na wstepie, zoptymalizowatam parametry rozdzielenia elektroforetycznego majac
na uwadze wlasciwosci fizyko-chemiczne analitow. Jako elektrolit separacyjny
wyselekcjonowatam bufor boranowy 1 fosforanowy z dodatkiem surfaktanta SDS i
metanolu. Metanol bezposrednio wptywal na zmiang lepkosci buforu i zapobiegal
adsorpcji analitow na $ciankach kapilary oraz posrednio poprawial rozpuszczalno$é
analitow o charakterze hydrofobowym. Jego wptyw na efektywno$¢ separacji zbadatam w
zakresie od 0 do 20% (v/v), przy czym najbardziej optymalne rozdzielenie wszystkich
analitow osiggnelam przy zastosowaniu 15% (v/v) metanolu w buforze separacyjnym.
Wptyw stezenia SDS w opracowywanym buforze separacyjnym zbadatam w zakresie od
10 do 150 mM. Zaobserwowatam, ze zbyt niskie st¢zenie SDS ponizej 30 mM
powodowato poszerzenie pikow 1 obnizenie rozdzielczos$ci, nNatomiast wzrost stezenia
powyzej 50 mM SDS skutkowal wzrostem natgzenia pradu, co pociggato konieczno$é
usuwania ciepta Joula. W efekcie, nastgpowalo pogorszenie powtarzalnosci czaséw
migracji a ,,piki” byly niesymetryczne. Stgezenie 30 mM SDS w elektrolicie zapewnito
optymalne warunki separacji wszystkich analitow.

Istotnym parametrem decydujagcym o szybkosci EOF i posrednio o czasach
migracji analitow jest takze pH buforu separacyjnego. Zaobserwowatam, ze w przypadku

zastosowania buforow o pH w zakresie 6-8, sygnaty pochodzace od analitow naktadaty si¢
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na siebie (staba rozdzielczo$¢). Podobny efekt obserwowatam gdy wzrosto st¢zenie
boraksu w buforze separacyjnym z 10 do 20 mM. Wzrost sily jonowej buforu powodowat
woOwczas obnizenie predkosci EOF. Przeprowadzone eksperymenty dowiodty, iz bufor
boranowy o pH 8,8 ztozony z 10 mM boraksu, 30 mM SDS oraz 15% (v/v) metanolu jest
najbardziej optymalny i stanowi kompromis pomie¢dzy dobra rozdzielczoscig a czasem
analizy.

Jak  wspomnialam, odpowiednie rozpuszczenie probki przed analizg
elektroforetyczng gwarantuje prawidtowy przebieg separacji. Powszechng praktyka w
elektroforezie jest rozpuszczenie probki w dejonizowanej wodzie lub rozcienczonym
buforze separacyjnym, dlatego w poczatkowym etapie eksperymentow probki byty
rozpuszczane w wodzie lub 2 mM boraksie. Jednakze uzyskane wyniki nie zapewnily
odpowiedniej czutosci pozwalajacej na oceng realnych stezen badanych analitéw w
moczu. W zwigzku z tym, wydluzylam czas dozowania probki z 5 do 15 s, tak aby
wprowadzi¢ wigksza objetos¢ probki do kapilary, co czgsto poprawia intensywnosé
Sygnatu i pomaga zwigkszy¢ czuto$¢ metody. Wprawdzie intensywnos¢ sygnatu przy 15 s
dozowaniu probki wzrosta, ale nadal byla niewystarczajaca, podczas gdy dalsze
wydluzanie czasu wprowadzania probki prowadzito do przeladowania kapilary, co
pogarszato efektywno$¢ separacji. W zwiazku z tym, dla zwigkszenia czulosci metody
zastosowalam jedng z technik wzmacniania sygnatu on-line tzw. spigtrzanie ze
wzmocnieniem pola. Mechanizm tego zjawiska polega na zastosowaniu dwoch rodzajow
buforéw roznigcych si¢ silg jonowa, ktorymi sg bufor do probek (ang. sample buffer),
posiadajacy niskg przewodno$¢ oraz bufor separacyjny o wysokiej przewodnosci [57,58].
W sytuacji, gdy probka jest rozpuszczona w buforze o niskiej sile jonowej, a nastgpnie jest
wprowadzona do kapilary wypetionej buforem separacyjnym o wysokiej sile jonowe;j,
pod wplywem przytozonego napigcia dochodzi do generowania silnego pola
elektrycznego w strefie probki i szybkiej migracji analitow. Ta szybka migracja ulega
gwalttownemu wyhamowaniu na granicy obu buforéw, gdzie jednoczes$nie dochodzi do
spietrzenia analitow (ang. stacking). Jednakze ta zaleznos¢ jest spetniona tylko dla matych
objetosci probek czyli czas dozowania probki o niskiej przewodno$ci nie powinien by¢
zbyt dtugi. Uzyskane wyniki potwierdzily, iz 15-sekundowy nastrzyk proby do kapilary
okazal si¢ dobrym kompromisem pomiedzy wydajnos$cig separacji a wzmocnieniem
sygnatlu, gdyz dalsze wydluzanie czasu nastrzyku prowadzilo do zaburzen przewodno$ci
pradu i pogarszato efektywnos$¢ separacji. Jak podaja dane literaturowe, ten sposob

wzmocnienia sygnatu pozwala na poprawe czuto$ci metody od 10 do nawet 1000 razy
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[59]. W przedstawionej pracy, w wyniku zastosowania wzmocnienia sygnatu metoda
FASS uzyskatam wzmocnienie sygnatu od 50 do 100 razy w stosunku do metody MEKC
bez FASS co umozliwito analiz¢ wspomnianych pochodnych benzodiazepiny w realnych

probach moczu (Rys. 5).
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Rysunek 5. Elektroferogramy otrzymane podczas separacji 9 pochodnych benzodiazepiny metodg MEKC
(A) oraz FASS-MEKC (B) (na podstawie Rysunku 1 z pracy [H8]).

Anality: 1 — nitrazepam (1.S.), 2 — klonazepam, 3 — chlordiazepoksyd, 4 — estazolam, 5 — temazepam, 6 —
lorazepam, 7 — lormetazepam, 8 — midazolam, 9 — medazepam.

Warunki: detektor DAD 200 nm, kapilara krzemionkowa (50cm x 75um 1.D.), temp. 22 °C, napiecie 23 KV,
nastrzyk pneumatyczny 15 s, bufor separacyjny ztozony z 30 mM SDS, 10 mM Na,B,0; i 15% (v/v) MeOH

Kluczowym elementem przeprowadzonych eksperymentéw, poza optymalizacja
metody separacyjnej, bylo takze opracowanie warunkow izolacji pochodnych BDZs z
probek moczu. Zastosowang w tym celu procedur¢ opartam na mikroekstrakcji
dyspersyjnej (ang. dispersive liquid-liquid microextraction, DLLME), ktora ze wzglgdu na
niewielkie zuzycie odczynnikoéw oraz szybki czas wykonania stanowi doskonatg
alternatywe¢ dla LLE [60,61]. A ponadto technika ta daje mozliwo$¢ jednoczesnego
zatezenia analitow, wyizolowanych z wigkszej objetosci probki moczu (3 ml).
Zoptymalizowatam takze inne parametry wptywajace na proces ekstrakcji takie jak:
rodzaj i objetos¢ czynnika dyspergujacego i ekstrahujacego, czas ekstrakcji czy
dodatkowe etapy zwigkszajace stopien oczyszczenia matrycy z substancji balastowych.
Stosujac 1 ml etanolu jako czynnik dyspergujacy oraz 500 ul dichlorometanu jako czynnik

ekstrahujacy oraz wprowadzajac dodatkowy etap wirowania proby po jej rozmrozeniu,
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uzyskatam odpowiednie oczyszczenie matrycy z substancji balastowych oraz dobrg
wydajnos¢ ekstrakcji analitow z moczu w zakresie od 90,6 + 5,7% dla temazepamu do
94,2 + 3,5% dla midazolamu. Aspekt praktyczny opracowanej metody potwierdzitam
poprzez jej zastosowanie do oznaczenia zawartoSci wybranych pochodnych
benzodiazepiny (klonazepam, estazolam i lorazepam) w realnych prébkach moczu
pochodzacych od o0s6b przyjmujacych leki z grupy anksjolitykow pochodnych
benzodiazepiny. Uzyskane rezultaty potwierdzity, iz opracowana metodyka FASS-MEKC
moze by¢ uzytecznym narzedziem zar6wno w Kkontroli stosowania lekéw, jak i w
przypadku monitorowania naduzycia czy przebiegu procesu leczenia oséb uzaleznionych

w osrodkach detoksykacyjnych.

PODSUMOWANIE

Glownym wynikiem badan, ktore zostaty opisane w pracach wchodzacych w sktad
prezentowanego osiggnigcia naukowego [H1-H8], bylo szczegétowe wyjasnienie
ztozonosci mechanizmoéw, ktore zachodzg w kapilarze, a takze okreslenia wplywu
modyfikacji parametréw analizy na jako$¢ rozdzielen elektroforetycznych. Wiedza i
zdobyte doswiadczenie w tym zakresie pozwolily na opracowanie metodyk opartych na
MEKC i MEEKC do oznaczen hormonéw sterydowych, witamin rozpuszczalnych w
wodzie 1 w tluszczach oraz lekow (pochodnych benzodiazepiny) w materiale
biologicznym. Podejsciem nowatorskim tych prac byto wigc wykorzystanie na szeroka
skalg technik elektromigracyjnych do analizy substancji biologiczne czynnych, co
umozliwiato oznaczanie tych analitbw na poziomie wymaganym dla danej aplikacji
klinicznej badz farmaceutycznej przy uzyciu tradycyjnego i popularnego w laboratoriach
badawczych detektora UV-Vis. Tym samym, glowny mankament technik
elektroforetycznych zwigzany z ich niskg czuto$ciga zostal do pewnego stopnia
przezwycigzony. Ponadto, opracowane metodologie wspartam zoptymalizowanymi
procedurami izolacji analitbw z matrycy biologicznej co w efekcie zaowocowato
powstaniem efektywnych narzedzi bioanalitycznych w analizie prob biologicznych,
czynigc techniki MEKC, ktére sg przyjazne S$rodowisku, bardziej konkurencyjnymi
wzgledem metod chromatograficznych. Ich rzeczywiste mozliwosci aplikacyjne w
praktyce farmaceutycznej i klinicznej potwierdzitam poprzez przeprowadzenie Szeregu

analiz rzeczywistych probek biologicznych o zré6znicowanym pochodzeniu.
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W zakresie zadan badawczych objetych osiggnigciem naukowym i obejmujacych

ocen¢ wplywu parametrow warunkujacych efektywno$¢ analiz opartych o micelarno-

elektrokinetyczng chromatografie:

1.

Opracowatam nowatorskie podejécie do analizy szerokiego panelu hormonow
sterydowych z moczu ludzkiego wsparte optymalizacja ekstrakcji analitéw z matrycy
biologicznej oraz ocenitam wplyw parametrow.

Potwierdzitam aplikacyjno$¢ opracowanych metodologii w praktyce Kklinicznej
poprzez ich zastosowanie w badaniach dotyczacych oceny przydatnosci oznaczen
glikokortykosteroidow jako wskaznikow narazenia na stres, kontroli zaburzen
wydzielania hormonow plciowych oraz w badaniach antydopingowych u oséb
uprawiajacych sporty sitowe.

Opracowalam nowatorska metod¢ oznaczania witamin rozpuszczalnych w wodzie
wraz z optymalizacja procedury ekstrakcji analitow ze zlozonej matrycy jaka jest
pasza dla zwierzat. Ponadto, dzigki opracowanej metodzie wykonatam badania
pozwalajace oceni¢ trwatos¢ witamin By, B, Bs, Bs, B7 (biotyna), C, PP, oraz kwasu
foliowego, podczas poddawania pasz procesowi sterylizacji.

Opracowatam nowatorskg metod¢ oparta na mikroemulsyjno-elektrokinetycznej
chromatografii (bedacej odmiang techniki MEKC) do oznaczania witamin
rozpuszczalnych w thuszczach w paszach dla zwierzat w celu oceny wpltywu procesu
sterylizacji na ich trwato$¢. Ponadto ustalitam najbardziej optymalne warunki izolacji
witamin A, D, E i K z matrycy biologiczne;j.

Z uwagi na brak doniesien w dostepnej literaturze $wiatowej o zastosowaniu MEKC
jako narzedzia analitycznego w ocenie statusu witamin u chorych na mukowiscydoze
przeprowadzitam nowatorskie badania dotyczace opracowania metody oznaczania
witaminy C w moczu, a takze potwierdzitam aplikacyjnos¢ tej metody w analizie
realnych prob moczu pacjentow.

Przeprowadzitam pionierskie eksperymenty majgce na celu opracowanie metody
elektroforetycznej separacji i oznaczenia ilosciowego witamin A i E w surowicy krwi
dzieci chorujacych na mukowiscydoze. Uzyskane wyniki badan wsparte analiza
statystyczng (testy parametryczne, testy nieparametryczne i metody chemometryczne)
potwierdzity statystycznie istotng rdéznice stezen witaminy E u dzieci z
mukowiscydoza i dzieci zdrowych, podczas gdy poziom witaminy A byt obnizony, ale
bez wykazania jej statystycznie istotnej roznicy wzgledem dzieci zdrowych. Zatem,

opracowana metoda okazala si¢ pomocna w ocenie wskaznikow stanu odzywienia
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chorych na mukowiscydoze. Ponadto, wyniki badan wskazaly potrzebe ustalenia
odpowiedniego leczenia zywieniowego dzieci z mukowiscydoza prowadzonego pod
kontrolg lekarza i dietetyka, ktore umozliwi ich wlasciwe suplementowanie.

7. Opracowalam nowatorska metod¢ MEKC wspomagang technikg wzmacniania sygnatu
on-line w kapilarze oparta na spigtrzaniu analitbw ze wzmocnieniem pola, do
jednoczesnej analizy 9 pochodnych benzodiazepiny w probach moczu. Uzyskane
rezultaty potwierdzity przydatno$¢ opracowanej metody jako uzytecznego narzg¢dzia
zarowno w kontroli stosowania lekow, jak i w przypadku monitorowania naduzycia

czy przebiegu procesu leczenia w o$rodkach detoksykacyjnych.

Zatem, wymiernym efektem przeprowadzonych badan wyjasniajacych wplyw
wielu parametrow na efektywno$¢ rozdzielen elektroforetycznych w technice MEKC, bylto
opracowanie nowatorskich, specyficznych oraz jednoczesnie tanich, czutych i szybkich
metod oznaczania omawianych analitbw w oparciu o nowoczesne kapilarne techniki
elektromigracyjne. Niezaleznie od podj¢tego zadania badawczego wykazatam, ze metody
te stanowig interesujaca alternatywe dla technik chromatograficznych. Niewatpliwym
efektem wynikajgcym z realizacji przedstawionego osiggni¢cia naukowego jest takze jego
wkltad w poszerzeniu wiedzy na temat zastosowan kapilarnych technik
elektromigracyjnych, w szczegdlnosci micelarno-elektrokinetycznej chromatografii
(MEKC), podczas analizy substancji leczniczych oraz substancji endogennych w

matrycach biologicznych.
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5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych

5.1. Aktywnos¢é naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora nauk
farmaceutycznych

W pazdzierniku 1995 roku rozpocze¢tam prace w Katedrze i Zaktadzie Chemii
Farmaceutycznej Akademii Medycznej w Gdansku (obecnie Gdanski Uniwersytet
Medyczny) pod kierunkiem prof. dr. hab. Henryka Lamparczyka, ktory dwa lata wczesniej
rozpoczal, jako jedne z pierwszych w Polsce, badania z zastosowaniem elektroforezy
kapilarnej. Swoim entuzjazmem i fascynacja ta technika zachecit mnie do zainteresowania
si¢ ta dziedzing nauki. Podjeta praca pozwolita mi na opanowanie warsztatu analitycznego
w zakresie technik elektromigracyjnych. W ramach swojej dziatalnosci naukowej
realizowalam na tym polu szereg projektow dotyczacych badan pozostatosci lekow
stosowanych w weterynarii w zywnos$ci pochodzenia zwierzgcego (amoksycyklina,
doksycyklina, streptomycyna, iwermektyna, fenikole oraz nifursol), a takze w badaniach
biodostgpnosci 1 biorownowaznosci preparatow farmaceutycznych zawierajacych m.in.
iwermektyng. Badania te byly prowadzone we wspotpracy z dr. Piotrem Okoniewskim
(dyrektorem firmy ,,Vetos-Pharma” w Bielawie) oraz z prof. dr. hab. Marcinem Switalg z
Katedry Biochemii, Farmakologii i Toksykologii Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu. We wspotpracy z Zakladami Farmaceutycznymi Polpharma S.A. w
Starogardzie Gdanskim, uczestniczylam w badaniach nad biodostepnoscia 1
biorownowazno$cig baklofenu i L-asparginianu L-ornityny. Bratam udziat w opracowaniu
metod elektroforetycznych i chromatograficznych oznaczania wyzej wymienionych
substancji czynnych w materiale biologicznym (osocze, surowica, tkanki jadalne zwierzat)
a nastepnie ich rzeczywistych aplikacji dotyczacych okreslenia pozostatosci czy profili
farmakokinetycznych, zarowno u ludzi jak i u zwierzat hodowlanych. Wyniki tych badan
zostaly opublikowane w artykule pelnotestowym [zal 4 pkt. 1I-A poz. 29] oraz w
komunikatach naukowych przedstawionych w latach 1997-2002 na sympozjach i
konferencjach o zasiegu krajowym i miedzynarodowym [zal. 4 pkt. I11-L poz. 8 oraz pkt.
I11-B poz. 55-71]. Ponadto w ramach wspoélpracy z prof. dr hab. Hanng Hopkatg oraz dr
Agnieszka Witek (Uniwersytet Medyczny w Lublinie) opracowalam elektroforetyczne
warunki separacji bisoprololu, celiprololu oraz talinololu w preparatach farmaceutycznych
[zal. 4 pkt. ITI-B poz. 64].

W tym czasie podj¢tam badania zwigzane z tematem mojej rozprawy doktorskiej

nt. ,,Zastosowania elektroforezy kapilarnej w analizie lekow stosowanych w weterynarii”.
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Promotorem pracy doktorskiej byt prof. dr hab. Henryk Lamparczyk, a jej publiczna
obrona odbyta si¢ 11 marca 2003 roku. Realizacja powyzszych badan byta mozliwa dzigki
finansowaniu w latach 2000-2002 ze zrddet wewnegtrznych Akademii Medycznej w
Gdansku (obecnie Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego) w ramach kierowanego przeze
mnie projektu badawczego wilasnego nt. ,,Opracowanie metod oznaczania wybranych
antybiotykow stosowanych w weterynarii w materiale biologicznym metoda elektroforezy
kapilarnej”. Wyniki powyzszych badan zostaty opublikowane zaréwno przed uzyskaniem
stopnia doktora nauk farmaceutycznych w komunikatach zjazdowych [zal. 4 pkt. 111-B
poz. 55, 57, 59-63, 65-67] oraz w artykule petnotestowym [zal. 4 pkt. 11-A poz. 29], jak i
po uzyskaniu tytutu doktora nauk farmaceutycznych w komunikatach naukowych [zal. 4
pkt. 111-B poz. 42, 43, 47-51, 53-54] i artykutach petnotekstowych [zal. 4 pkt. I1-A poz.
25, 27, 28 i pkt. 11-B poz. 36-41].

5.2. Aktywnos¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora nauk
farmaceutycznych

Po obronie pracy doktorskiej tematyka moich badan w gtéwnej mierze dotyczyta
zastosowania elektroforezy kapilarnej w analizie substancji leczniczych i endogennych w
probkach biologicznych (surowica, osocze, mocz, tkanki) oraz lekow i ich zanieczyszczen
w probkach farmaceutycznych. Kontynuowatam badania nad izolacjg lekéw z grupy
linkozamidow, sulfonamidéw, amfenikoli, cefalosporyn 1 chinolondéw oraz azotanow i
azotynow z zywnosci i tkanek jadalnych oraz nad opracowywaniem elektroforetycznych
metod ich separacji [zalk. 4 pkt. 11-A poz. 10, 14, 17, 23, 24, 26; pkt. 11-B poz. 35; pkt.
II-L poz. 4 oraz pkt. 111-B poz. 4, 21, 29, 33, 41, 441 52].

Kolejnym istotnym obszarem moich zainteresowan byly zagadnienia zwigzane z
zastosowaniem technik elektroforetycznych oraz chromatograficznych do okreslania
profili hormonéw sterydowych w ptynach ustrojowych w aspekcie ich zastosowania jako
biomarkerow ekspozycji na stres, zaburzen zdrowotnych zwigzanych z wydzielaniem
hormonoéw, czy jako wskaznikéw stosowania dopingu u sportowcoéHw. Poza publikacjami
naukowymi, ktore zostaly wlaczone do osiggniecia naukowego [H1-H4], wyniki tych
badan zostaly opisane w czterech publikacjach petnotekstowych [zal. 4 pkt 11-A poz.
16, 18, 19, 22] oraz byty prezentowane na sympozjach naukowych [zal. 4 pkt. 11-L poz.
1, 3 oraz pkt. 111-B poz. 2, 8, 11, 24, 27, 28, 30, 32, 34-36, 38, 39 i 46].
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Waznym, rownolegle rozwijanym kierunkiem mojej aktywnosci naukowej byt
udziat w badaniach poswigconych optymalizacji proceséow ekstrakcji roéznorodnych
analitow z podloza biologicznego badz farmaceutycznego. Majagc na uwadze duze
znaczenie wlasciwego przygotowania proby, zwlaszcza biologicznej, do analizy
separacyjnej optymalizowatam réznorodne techniki ekstrakcyjne. W tym celu stosowatam
rézne modyfikacje technik ekstrakcji ciecz-ciecz (ang. Liquid-liquid Extraction, LLE),
ekstrakcji do fazy stalej (ang. Solid Phase Extraction, SPE) oraz mikroekstrakcji
dyspersyjnej (ang. Dispersive ligiud-liquid microextraction, DLLME) [zal. 4 pkt. 111-B
poz. 2,7,30,46,52].

Kierunkiem poszerzajacym moje umiej¢tnosci 1 wiedze¢ na temat technik
elektromigracyjnych byt udzial w badaniach proteomicznych z zastosowaniem takich
odmian elektroforezy kapilarnej jak: kapilarna elektroforeza zelowa (ang. Capillary gel
electrophoresis, CGE), kapilarne ogniskowanie izoelektryczne (ang. Capillary isoelectric
focusing, CIEF) oraz techniki elektroforezy planarnej jedno i dwukierunkowej (ang. One-
and Two Dimensional Gel Electrophoresis, 1D-PAGE, 2D-PAGE). Badania te
poswigcone byly w gldwnej mierze poszukiwaniu biomarkeréw choréb nowotworowych 1
byly realizowane we wspotpracy z Klinikg Endokrynologii i Chorob Wewngtrznych
GUMed, z Klinikg Pediatrii, Hematologii, i Onkologii GUMed, Pomorskim Parkiem
Naukowo-Technologicznym w  Gdyni, =z Zakladem Biologii Komorki z
Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii UG-GUMed oraz z Centralnym Bankiem
Tkanek 1 Materialu Genetycznego GUMed. Wyniki tych badan zostaly opublikowane w
artykutach petotekstowych [zal. 4 pkt. 11-A poz. 9, 13; pkt. 11-B poz. 32, 33] a takze
byly zaprezentowane w formie doniesien zjazdowych na sympozjach i konferencjach o
zasiegu krajowym i mi¢gdzynarodowych [zal. 4 pkt. I11-L poz. 6 oraz pkt. 111-B poz. 14,
17,20, 26 i 31].

Uczestnictwo w badaniach poréwnawczych oceniajacych efektywnosé¢ technik CE
1 HPLC w analizie lekow pozwolilo mi na dalsze wszechstronne poznawanie i
doskonalenie warsztatu badawczego, a wyniki tych badan zostaty przedstawione w postaci
doniesien naukowych na konferencjach [zal. 4 pkt. 111-B poz. 37, 46]. Ponadto, w
zakresie technik chromatograficznych, poza wspomnianymi wczesniej pracami z zakresu
analiz hormonéw sterydowych, bratam udzial w badaniach z zastosowaniem metody
HPLC z detekcja fluorescencyjng do oznaczania loratadyny w surowicy krwi oraz
feksofenadyny w osoczu. Wyniki tych prac zostaly opublikowane w dwodch artykutach

petnotekstowych oraz w postaci doniesien na sympozjach naukowych [zal. 4 pkt. 11-A
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poz. 20, 21; pkt. 111-B poz. 40]. Uczestniczytam takze w projekcie, ktorego tematem bylta
ocena przydatno$ci faz stacjonarnych stosowanych w chromatografii w odwroconym
uktadzie faz (RPLC) za pomocg systeméw ich klasyfikacji opartych na metodzie KUL i
modelach QSRR. Wyniki tych badan zaowocowaly wspdtautorstwem w publikacji
pelnotekstowej [zal. 4 pkt. I1-A poz. 15] oraz doniesieniem naukowym na sympozjum
mi¢dzynarodowym [zal. 4 pkt. 111-B poz. 9].

Waznym obszarem moich zainteresowan naukowych bylo takze o0znaczanie
witamin rozpuszczalnych w wodzie oraz rozpuszczalnych w tluszczach technikami
elektroforetycznymi. Prowadzone w tym zakresie projekty byly realizowane we
wspolpracy z prof. dr hab. Barbarg Pastuszewska (Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzat
im. Jana Kielanowskiego w Jablonnej, Polska Akademia Nauk), dr Jolanta Paradziej-
Lukowicz (Trojmiejska Akademicka Zwierzetarnia Doswiadczalna - Centrum Badawczo-
Ustugowe, GUMed) oraz z prof. dr hab. Barbarg Kaminskg (Klinika Pediatrii,
Gastroenterologii, Hepatologii i Zywienia Dzieci, GUMed). Wyniki badan, poza pracami
wigczonymi do prezentowanego osiagniecia naukowego [H5-H7] zostaty opublikowane w
artykule petnotekstowym [zal. 4 pkt. 11-A poz. 12] oraz zaprezentowane w postaci
doniesien na konferencjach krajowych i miedzynarodowych [zal. 4, pkt. IlI-L poz. 5, 7
oraz pkt. I11-B poz. 1, 7, 10, 13, 15, 16, 18, 19, 25 i 45].

W chwili obecnej moje zainteresowania naukowe dotycza technik wzmacniania
sygnatlu w kapilarze, co pozwala pokona¢ jedng z podstawowych niedogodnos$ci
elektroforezy kapilarnej, jaka jest jej niedostateczna czutos¢. W tym zakresie, w ramach
wspolpracy z prof. dr hab. Elzbietg Skrzydlewska z Zaktadu Chemii Nieorganicznej i
Analitycznej, Wydziatlu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej
Uniwersytetu Medycznego w Biatlymstoku, uczestniczylam w badaniach nad
zastosowaniem techniki RI-FASS (ang. repetitive injection field-amplified sample
stacking) w analizie szeSciu substancji leczniczych stosowanych w psychiatrii [zal. 4 pkt.
II-A poz. 11] oraz kierowatam badaniami nad wzmocnieniem sygnatu pochodnych
benzodiazepiny w moczu ludzkim. Te ostatnie badania realizowane byty we wspotpracy z
prof. dr hab. Adamem Prahlem z Instytutu Syntez Organicznych Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego i stanowig czes$¢ przedstawionego osiggnigcia naukowego [H8].
Ponadto, wyniki badan dotyczace tej tematyki zostaty opublikowane w czasopismie spoza
listy filadelfijskiej [zal. 4 pkt. 11-B poz. 30] oraz zostaly przedstawione w postaci
komunikatu ustnego i dwoch doniesien na konferencjach o zasiggu migdzynarodowym

[zal. 4 pkt. 11-L poz. 2; pkt. 111-B poz. 51 12].
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Rownolegle z badaniami dotyczacymi technik wzmocnienia sygnatu on-line w
kapilarze, uczestnicz¢ w badaniach nad oznaczaniem amin biogennych w realnych
probach moczu i surowicy krwi pacjentow pediatrycznych ze zdiagnozowanym
nowotworem typu neuroblastoma, a takze u pacjentow neurologicznych po udarze
mozgu. Powyzsze analizy sg wykonywane z zastosowaniem metod elektroforetycznych, a
ich wyniki zostaly juz czgsciowo przedstawione w formie komunikatu [zal. 4 pkt. 111-B
poz. 6]. W toku sg rowniez pionierskie badania nad wykorzystaniem §liny pacjentow jako
materiatu diagnostycznego do tego rodzaju oznaczen.

Ponadto jako uczestnik 24™ International Symposium on Pharmaceutical and
Biomedical Analysis w Bolonii w 2013 roku napisatam artykut bedacy podsumowaniem
przebiegu obrad [zal. 4 pkt. 11-B poz. 31].

Bytam takze recenzentem 7 publikacji naukowych w czasopismach: Analytical
Methods, International Research Journal of Pure and Applied Chemistry, Talanta,
Current Issues in Pharmacy and Medical Sciences, Analytical Letters, Journal of AOAC

International, Current Pharmaceutical Analysis.

6. Udzial w projektach badawczych

W trakcie swojej dziatalnosci na polu naukowo-badawczym realizowatam cztery
projekty badan wtasnych finansowane z wewngtrznych zroédet Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego dotyczace zastosowania elektroforezy kapilarnej do oznaczania substancji
leczniczych stosowanych w weterynarii, jak rowniez do badan biomonitoringowych w
analizie biatek 1 ocenie jako$ci zdrowotnej zywno$ci. Ponadto, jeden z projektow dotyczyt
opracowania nowych kolumn monolitycznych do oznaczen peptydow i biatek technika
HPLC.

Uczestniczylam rowniez W realizacji projektu finansowanego przez Ministerstwo
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego N N405 423839 zwigzanego z usprawnieniem rozdzielen
peptydow w proteomice z wykorzystaniem HPLC z gradientem pH (jako gltowny
wykonawca). Obecnie wspotpracuje jako gtowny wykonawca w projekcie finansowanym
przez Narodowe Centrum Nauki 2011/03/B/NZ7/02333 nad biomedyczng i
chemometryczng oceng nowych narzedzi analitycznych w badaniach substancji
endogennych jako potencjalnych biomarkerow nowotworowych. Efektem realizacji tego
projektu badawczego, jest publikacja wiaczona do osiggni¢cia naukowego [H3]. Pehie

rowniez funkcje wykonawcy migdzynarodowego projektu realizowanego w latach 2015-
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2017, ktory dotyczy polsko-indyjskiej wspolpracy w zakresie opracowania nowych
formulacji i technologii analitycznych dla lekéw pochodnych benzodiazepiny
stosowanych w pediatrii i geriatrii.

W latach 2010-2015 przygotowatam i wystalam do Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego oraz do Narodowego Centrum Nauki po trzy wnioski jako
kierownik projektu. Powyzsze projekty mimo wysokich ocen nie zostaty zakwalifikowane
do finansowania uzyskujac jednoczesnie noty: 4 krotnie — projekt dobry, 1 krotnie —

projekt bardzo dobry, 1 krotnie — projekt wyr6zniajacy sie.

7. Dzialalnos¢ dydaktyczna i organizacyjna

Moim osiggnigciem dydaktycznym jest wspotautorstwo skryptu dla studentow 11
roku kierunku farmacja, ktorego tematem sg chemiczne metody identyfikacji $rodkow
leczniczych. Ponadto, prowadz¢ zajecia dydaktyczne dla studentow Il roku kierunku
farmacja w ramach ¢wiczen z Chemii Lekow oraz zajecia fakultatywne dla studentow I1-V
roku kierunku farmacja. Bior¢ aktywny udziat w prowadzeniu kurséw szkoleniowych w
ramach ksztalcenia ustawicznego dla farmaceutow, a takze w prowadzeniu zajec
wchodzacych w  zakres studidow podyplomowych. Bylam opiekunem 12 prac
magisterskich wykonywanych przez studentow Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
(dawnej Akademii Medycznej w Gdansku).

Od roku 2010 jestem cztonkiem Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego oraz
od roku 2013 pehi¢ funkcje cztonka Komisji Rekrutacyjnej ds. Odwotan. Jako czlonek
Komitetu Organizacyjnego bratam aktywny udziat w przygotowaniu Miedzynarodowego
Sympozjum ,,7" Polish-German Symposium on Pharmaceutical Sciences”, ktére odbyto
si¢ na Wydziale Farmaceutycznym z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego w dniach 24-25 maja 2013 roku.

8. Nagrody i wyrodznienia

Za prowadzone badania naukowe 1 osiggniecia otrzymatam osiem Nagrod
Naukowych Zespotowych Rektora Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego w tym 3
Nagrody ll-stopnia w latach 1998, 2005 i 2007 oraz 5 Nagrod I-stopnia w latach 20009,
2011, 2012 (2 nagrody) i 2014 [zal. 4 pkt. 11-K].
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9. Podsumowanie dorobku naukowego

Przed uzyskaniem Po uzyskaniu

Charakter pracy
stopnia doktora stopnia doktora
Laczna liczba wszystkich prac oryginalnych i przeglagdowych 41
Liczba opublikowanych prac oryginalnych 2 39
w tym publikacji z tzw. listy filadelfijskiej 2 27
w tym publikacji spoza tzw. listy filadelfijskiej - 12
Liczba opublikowanych prac przegladowych - 1
w tym publikacji z tzw. listy filadelfijskiej - 1
Laczna liczba doniesient naukowych, w tym: 18 61
posteréow 17 54
komunikatéw ustnych 1 7
Sumaryczny IF’ prac (Punktacja MNiSW) 3,166 (9) 52,723 (682)
Sumaryczny IF" wszystkich prac (Punktacja MNiSW) 55,889 (691)
Sumaryczna liczba cytowan wszystkich prac wedlug bazy 164 (bez autocytowan 148)°
Web of Science’; wedtug bazy Scopus’® 181 (bez autocytowan 172)
Indeks Hirscha®’ 7'/8°

! Wartosci IF zgodnie z rokiem opublikowania oprécz prac z roku 2015 (brak wskaznika)
? Liczba cytowari publikacji wedhig bazy Web of Science z dnia 25.06.2015 1.

3 Liczba cytowan publikacji wediug bazy Scopus z dnia 25.06.2015 r.

* Indeks Hirscha wedhug bazy Web of Science z dnia 25.06.2015 r.

5 Indeks Hirscha wedlug bazy Scopus z dnia 25.06.2015 .

Podsumowujgc, m6j dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora
obejmowal 2 publikacje oraz 18 doniesien naukowych przedstawionych na konferencjach
o tgcznym wskazniku oddziatywania IF = 3,166 oraz punktacji MNiSW = 9. Po uzyskaniu
stopnia doktora mdj dorobek naukowy zwigkszyt si¢ i na dzien 25.06.2015 roku obejmuje
sumarycznie 29 publikacji oryginalnych z listy filadelfijskiej oraz 12 publikacji
opublikowanych w czasopismach spoza listy filadelfijskiej, a takze 79 doniesien
konferencyjnych o sumarycznym wspélczynniku IF = 55,889 i 691 punktéw MNiSW.
Liczba cytowan moich publikacji na dzien 25.06.2015 roku wynosi wedlug bazy Web of
Science 164 (wg Scopus 181), podczas gdy indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science
wynosi 7 (wg Scopus 8).
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