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1. POSIADANE DYPLOMY | STOPNIE NAUKOWE

1993 dyplom i tytut magistra chemii uzyskany na podstawie pracy magisterskiej
pt. "Opracowanie zestawu folio i fazogramdéw wraz z przewodnikiem
metodycznym do nauczania wybranych zagadnien z chemii organicznej. Czes¢ I”
na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie

2003 dyplom i stopien doktora nauk farmaceutycznych w specjalnosci chemia analityczna
uzyskany na podstawie rozprawy doktorskiej pt. ,Densytometryczna ocena jakosci
wybranych lekéw przeciwbolowych” na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie

2012 dyplom ukoniczenia studidw podyplomowych w zakresie ,Biologia Molekularna”
prowadzonych na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie

2. INFORMACIE O ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH NAUKOWYCH

Od 01.10.1993 roku - pracownik Katedry Chemii Nieorganicznej i Analitycznej Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie.

Zajmowane stanowiska:

01.10.1993 - 31.08.2003 — asystent

01.09.2003 —28.02.2013 — adiunkt

01.03.2013 do chwili obecnej — starszy wyktadowca

3. OSIAGNIECIE NAUKOWE STANOWIACE PODSTAWE HABILITACJI wynikajace z Art. 16,
ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595 ze zm.)

Przedstawiony do oceny w postepowaniu habilitacyjnym monotematyczny cykl publikacji
sktadajacy sie z opublikowanych oryginalnych prac naukowych dotyczy Opracowania metod
separacyjnych i spektroskopowych do analizy wybranych lekéw o dziataniu
przeciwzapalnym.

Prezentowane osiggniecie naukowe stanowi cykl badan sktadajacy sie z gtdwnych watkéw
badawczych obejmujgcych:
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1. Identyfikacje i oznaczanie substancji metodg chromatografii cienkowarstwowej

2. Walidacje opracowanych metod analitycznych

3. Oznaczanie zawartosci substancji leczniczej w materiale o zréznicowanej matrycy
4. Badania trwatosci substancji leczniczej

5. Analize parametrow retencji w kontekscie przewidywanej aktywnosci biologiczne;j
zwigzkow.

3.1. Wykaz publikacji stanowiacych podstawe habilitacji

Podstawe pracy habilitacyjnej stanowi cykl jedenastu opublikowanych prac o sumarycznym
IF (Impact Factor wg Journal Citation Reports ICR) wynoszacym 17,233 (MNiSW 29 pkt).
We wszystkich pracach jestem pierwszym autorem.

H1. Starek M., Krzek J., A review of analytical techniques for determination of oxicams,
nimesulide and nabumetone, Talanta, 77, 925-942, 2009
IF2000 = 3.290 MNIiSW 24 pkt

H2. Starek M., Krzek J., Tarsa M., Zylewski M., Determination of piroxicam and degradation
products in drugs by TLC, Chromatographia, 69, 351-356, 2009
|F2009 =1.908 MNiSW 15 pkt

H3. Starek M., Review of the applications of different analytical techniques for coxibs
research, Talanta 85, 8-27, 2011 IF2011 = 3.794 MNIiSW 40 pkt

H4. Starek M., Krzek J., Dechnik J., Separation and determination of rofecoxib
and its degradation products by TLC chromatography, Journal of Analytical Chemistry, 6,
623-631, 2009 IF2000 = 0.604 MNISW 10 pkt

H5. Starek M., Krzek. J., Tarsa M., TLC-densitometric determination of tenoxicam beside
its degradation products in pharmaceutical preparations and after hydrolysis in solutions,
JPC-Journal of Planar Chromatography-Modern TLC, 24, 337-343, 2011

IF2011 = 0.767 MNIiSW 20 pkt

H6. Starek M., Krzek J., Determination of meloxicam in pharmaceutical preparations
and after acidic and alkaline hydrolysis by thin-layer chromatography, Acta Poloniae
Pharmaceutica, 69, 225-235, 2012 IF2012 = 0.665 MNISW 15 pkt

H7. Starek M., Krzek J., Quantitation of isoxicam in presence of related compounds
by TLC-densitometry, Acta Chimica Slovenica, 59, 315-321, 2012
IF2012 = 1.135 MNIiSW 25 pkt
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H8. Starek M., Rejdych M., Densitometric analysis of celecoxib, etoricoxib and valdecoxib
in pharmaceutical preparations, JPC=Journal of Planar Chromatography—Modern TLC, 22,
399-403, 2009 IF3000 = 0.662 MNiSW 15 pkt

H9. Starek M., Separation and determination of four oxicams in pharmaceutical formulations
by thin-layer chromatographic — densitometric method, JPC—Journal of Planar
Chromatography—Modern TLC, 5, 367-372, 2011 IF2011 = 0.767 MNISW 20 pkt

H10. Starek M., Krzek J., Rotkegel P., TLC determination of piroxicam, tenoxiacam, celecoxib
and rofecoxib in biological material, Journal of Analytical Chemistry, 70, 351-359, 2015
IF2013 = 0.812 MNIiSW 15 pkt

H11. Starek M., Komsta t., Krzek J., Reversed-phase thin-layer chromatography technique
for the comparison the lipophilicity of selected non-steroidal anti-inflammatory drugs,
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 85, 132-137, 2013

IFy013 = 2.829 MNIiSW 30 pkt

Wymienione artykuty zatagczone zostaty w Zatgczniku 4 i cytowane sg w tekscie z literg ‘H’
przed numerem odnosnika (np.[H1]).

Badania 'H NMR [H2, H4] prowadzone byly we wspédtpracy z Pracownia Spektroskopii
Magnetycznego Rezonansu Jgdrowego Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM. Badania LC-
MS/MS [H2, H5, H6, H7] wykonano w Zaktadzie Farmakokinetyki i Farmacji Fizycznej
Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM.

Do wniosku o wszczecie postepowania habilitacyjnego dotgczono oswiadczenia
wspoétautorow pracy okreslajgce indywidualny wktad kazdego z nich w jej powstanie
(Zatacznik 5).

3.2. Omoéwienie celu naukowego oraz osiggnietych wynikéw

Gtéwnym celem prowadzonych badan byto opracowanie nowych procedur
analitycznych do separacji, oznaczania jakosciowego i ilosciowego substancji chemicznych
nalezacych do grup oksykamow i koksybow. Opracowane warunki wykorzystano
do oznaczen zawartosci sktadnikow badanych w réznych matrycach, badania czystosci
i trwatosci substancji. Prace ukierunkowano na poszukiwanie metody analitycznej
spetniajgcej kryteria specyficznosci, precyzji i doktadnosci oznaczen, ktére warunkuja
przydatnos¢ w analizie lekdw. Waznym zatozeniem byto, by opracowane metody umozliwiaty
identyfikacje i oznaczanie ilosciowe zwigzkdw posiadajacych podobng strukture chemiczna
i podobne wtasciwosci fizykochemiczne. Skoncentrowano sie na opracowaniu nowych,
jak najbardziej optymalnych warunkow analizy, ktére pozwolg na uzyskanie dobrej retenc;ji,
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sprawnosci uktadow chromatograficznych, ksztattu uzyskiwanych pikdw oraz selektywnosci
rozdzielania. Wykorzystano i zbadano przydatnos¢ zoptymalizowanych ukfadéw w analizie
lekdw oraz materiatu biologicznego. W dalszym etapie badan przeanalizowano rézne
warunki chromatograficzne przydatne do wyznaczenia parametréow lipofilowosci wybranych
zwigzkow.

W realizacji podjetych zamierzen mozna wyrdzni¢ nastepujgce etapy:

- przeprowadzenie studium literaturowego dotyczacego zastosowan dostepnych metod
analitycznych w badaniach oksykaméw i koksybow, ktérego wynikiem sg opracowania
przegladowe, obejmujace aplikacje réznorodnych technik analitycznych do badan wybranych
niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych (NLPZ),

- optymalizacja warunkéw rozdziatu substancji czynnej obok ewentualnych zanieczyszczen
i sposobu jednoczesnej identyfikacji sktadnikdow oraz warunkéw detekcji w aspekcie analizy
ilosciowej tych substancji z wykorzystaniem metody TLC w potgczeniu z densytometrig,

- przeprowadzenie walidacji opracowanych metod i ustalenie procedury wykonania
oznaczen w preparatach farmaceutycznych,

- zbadanie wptywu srodowiska (pH, temperatura, czas inkubacji) na trwatos¢ badanych
substancji w roztworach, okreslenie struktury powstajgcych produktéow i ewentualnego
mechanizmu zachodzacych reakcji,

- ustalenie warunkéw jednoczesnego oznaczania wybranych lekéw obok siebie, co moze
stanowi¢ podstawe rutynowej analizy przesiewowej dla danej grupy lekow,

- opracowanie warunkéw identyfikacji i oznaczania wybranych lekdw w materiale
biologicznym,

- okreslenie parametréw kinetycznych (state szybkosci reakcji, tos i to1), termodynamicznych
(energia aktywacji) i fizykochemicznych (logP) dla badanych zwigzkdéw.

3.3. Prezentacja wynikow badan

Do oceny podstawowych kryteridw jakosci i trwatosci substancji wykorzystywana jest
bardzo zréznicowana metodyka badan, obejmujgca metody klasycznej analizy chemicznej
oraz metody instrumentalne. Wybdr techniki analitycznej jest bardzo istotny z uwagi
na rozne parametry zwigzane z budowg chemiczng, wtasciwosciami fizykochemicznymi
substancji, charakterem zachodzacej przemiany chemicznej, stezeniem leku i powstajgcego
produktu, a takze zmiennos$cig matrycy analizowanej probki. Stosowane metody muszg wiec
by¢ odpowiednie dla kazdego z tych parametréw oraz muszg gwarantowac wysokg jakosc
otrzymywanych wynikéw, zgodng =z wartoscia prawidlowg. Znajomos¢ podstaw
molekularnych rozdzielania chromatograficznego, wraz z wykorzystaniem modeli
matematycznych w aspekcie modyfikacji retencji i selektywnosci, moze stanowic
0 wypracowaniu odpowiedniej strategii optymalizacyjnej. Poza szeroko stosowang
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chromatografig cieczcowag (HPLC) w praktyce laboratoryjnej wcigz znajduje zastosowanie
metoda chromatografii cienkowarstwowej (TLC) [1]. Ciggta optymalizacja i automatyzacja
warunkéw (aplikatory, komory, detektory) powoduje, ze jest ona stosowana jako metoda
szybka, ,elastyczna” oraz tatwo dostepna do zastosowania zarowno w analizie jakosciowe;j
jak i ilosciowej szeregu substancji.

Wsrdéd zalet decydujgcych o wyborze metody rozdzielczej mozna wymieni¢ przede
wszystkim: brak koniecznosci bardzo dokfadnego oczyszczania prébek; sposdb rozdziatu
W znaczacy sposob eliminujgcy efekty matrycowe; mozliwosé przeprowadzenia wielu analiz
rownoczesnie, na jednej ptytce, co wigze sie z zuzyciem mniejszej ilosci odczynnikdéw
i znacznie skraca czas wykonania analizy w porownaniu z innymi metodami analitycznymi.
Dzieki mozliwosci rejestracji chromatogramdéw wielokrotnie mozna powtdrzyé te samg
analize przy réznych dtugosciach fali, stosujgc rézne metody identyfikacji substancji na ptytce
(absorpcja, fluorescencja, zwigzki barwne lub dajagce barwne pochodne). Ciggte ulepszanie
aparatury pozwala na prowadzenie oznaczen ilosciowych na niskich poziomach stezen
sktadnikdw bezposrednio z chromatograméw, a takie na rejestracje widm absorpcji
lub fluorescencji bezposrednio z ptytki w zakresie 190-800 nm. Cechy te mozna wykorzystaé
do szybkiego i stosunkowo taniego sprawdzania kinetyki reakcji chemicznej i czystosci
produktu. Metody chromatograficzne stuzg nie tylko do rozdzielania mieszanin; staty sie
takze narzedziem do badan nad mechanizmami wielu zjawisk. Na podstawie analizy wartosci
retencji, uzyskuje sie szereg informacji dotyczacych budowy zwigzkdéw, ich polarnosci,
hydrofilowosci, hydrofobowosci, adsorpcji, itp. Zaleznosci te pomagajag w optymalizacji
warunkéw chromatograficznych  podczas rozwigzywania konkretnych problemdw
analitycznych np. badan lipofilowosci [2, 3].

Liczna reprezentacja niesteroidowych lekéow przeciwzapalnych (NLPZ) obejmujgca
m.in. nieselektywne i selektywne inhibitory cyklooksygenaz, ze wzgledu na swoje dziatanie
przeciwzapalne, przeciwbdlowe i przeciwgorgczkowe oraz szerokg dostepnosc¢ bez recepty
jest stosowana w duzych ilosciach przez chorych, takie bez konsultacji z lekarzem.
Leki te majg szerokie zastosowanie szczegdlnie w reumatologii [4], w leczeniu stanow
zapalnych, béléw o réznej etiologii oraz zmian urazowych [5-8].

Przedmiotem badan opisanych w niniejszej pracy s zwigzki chemiczne z grupy NLPZ,
pochodne kwaséw enolowych, oksykamy i koksyby (Rysunek 1).

1. t. Komsta, M. Waksmundzka-Hajnos, J. Sherma, Thin layer chromatography in drug analysis, seria Chromatographic
Science Vol. 106, CRC Press, 2013

2. Z. Witkiewicz, Podstawy chromatografii, WNT, Warszawa, 1995

3. V. Pliska, B. Testa, H. Van de Waterbeemd, Lipophilicity in Drug Action and Toxicology, VCH, Weinheim, 1996

4. ). Szechinski, Medycyna po Dyplomie, wyd. luty, 4-14, 2000

5. B. Hinz, C.P. Dorn, T.Y. Shen, K. Brune, Anti-inflammatory-antirheumatic drugs, Ullmann’s Encyclopedia of Industrial
Chemistry Tom A3, Wiley-VCH, Weinheim, 2002

6. A. Danysz, Kompendium farmakologii i farmakoterapii dla lekarzy, farmaceutow i studentéw, Urban&Partner, Wroctaw,
2002

7.).B. Felder, B.l. Korelitz, R. Rajapakse, S. Schwarz, A.P. Horatagis, G. Gleim, Am. J. Gastroenterol., 95, 1859-1861, 2000

8. D.J. Bjorkman, Rev. Gastroenterol. Disord., 1, 121-127, 2001



AUTOREFERAT Matgorzata Starek ||ES GGG

OH ©
wu R SO
N N
NG AR
O/S\o H O/\O s
Piroksykam Meloksykam
OH o /@ OH O CH,
S A | /<\\(
N N
NG <N
o/s\o CHj O/S\o CHj
Tenoksykam Izoksykam
N CH,
‘ A
ﬁ/@ NP
F3C \
N/N\©\O o = .
g—NHZ g—cm
J J
Celekoksyb Etorykoksyb
5 (D
/N\
o |
—
Lg < g
S—CHj, S—NH,
I I
(¢] (@]
Rofekoksyb Waldekoksyb

Rysunek 1. Struktura analizowanych zwigzkéw chemicznych.

Struktura oksykamow (meloksykam, piroksykam, tenoksykam, izoksykam) wywodzi sie
z ukfadu heterocyklicznego benzo(tieno)tiazyny, w ktérym siarka tiazyny znajduje sie
w ugrupowaniu cyklicznego N-metylosulfonamidu, a w potozeniu 4 wystepuje grupa
enolowa. Skondensowanie pierscienia benzenowego lub tiofenu z uktadem heterocyklicznym
i podstawienie grupy amidowej w potozeniu 3 nadaje grupie enolowej wtasciwosci kwasowe.
Koksyby (celekoksyb, rofekoksyb, etorykoksyb, waldekoksyb) natomiast to pochodne
diarylowych pieciocztonowych uktadéw heterocyklicznych bedgce selektywnymi inhibitorami
COX-2 [9]. Stwierdzenie w ostatnich latach dziatan niepozgdanych w postaci groznych reakcji
skornych (zespotu Stevensa-Johnsona) oraz czestszego wystepowania powiktan sercowo-
naczyniowych (ryzyko wystgpienia zawatu serca lub udaru moézgu [10]) spowodowato
wycofanie z rynku preparatow zawierajgcych izoksykam, rofekoksyb i waldekoksyb [11, 12].

9. A. Zejc, M. Gorczyca, Chemia lekdw, Wyd. Lek. PZWL, 2008

10. J.M. Wright, CMAJ, 167, 1131-1137, 2002

11. Merck Announces Voluntary Warldwide Withdrawn of VIOXX:
http://www.vioxx.com/vioxx/documents/english/vioxx_press_release.pdf (17.11.2004)

12. http://www.emea.europa.eu/pdfs/human/press/pus/35823405.pdf
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Prezentowane opracowanie wypetnia pewne niedostatki w dostepnej literaturze
w postaci zaproponowanych nowych procedur analitycznych stuzgcych do analizy
jakosciowej i ilosciowej wybranych lekow w preparatach farmaceutycznych oraz materiale
biologicznym, a takze oszacowania prawdopodobnych drég degradacji tych substancji
wykorzystujgc technike chromatografii cienkowarstwowej z densytometryczng detekcjs.
Ze wzgledu na fakt duzej dostepnosci lekéw z grupy NLPZ oraz wielu mozliwych dziatan
niepozgdanych celowym wydaje sie badanie ich wtasciwosci, by w miare mozliwosci unikac
komplikacji mogacych wynikac ze stosowana tych lekow.

Zagadnienia dotyczace analityki i interpretacji wynikdw sg obszernie dyskutowane
w piSmiennictwie, a naukowcy stale dazg do uzyskania wiekszej szybkosci procesu
analitycznego przy duzej doktadnosci oznaczen i coraz pewniejszej interpretacji wynikow,
przy uwzglednieniu wzgledéw ekonomicznych i ekologicznych.

Kompleksowe podejscie realizuje gtéwny cel niniejszej pracy, jakim jest dostarczenie
analitykowi narzedzi do oceny substancji leczniczych, poprzez rozstrzyganie kwestii tj.:

- okreslenie rodzaju substancji

- oznaczenie zawartosci sktadnika czynnego w postaciach leku

- ocena trwatosci sktadnikéw pod wptywem zmiennych warunkéw srodowiska

- okreslenie stezen substancji w materiale biologicznym

- przewidywanie charakteru hydrofilo-lipofilowego substanciji.

3.3.1. Warunki identyfikacji i analiza ilosciowa oksykamoéw i koksybéw w materiale
0 zréznicowanej matrycy

Poczatkowym etapem procesu optymalizacji rozdziatu chromatograficznego
byto opracowanie warunkéw w celu zwiekszenia selektywnosci rozdzielania m.in. poprzez
okreslenie mechanizmu retencji, dobdr fazy stacjonarnej, modyfikacje sktadu fazy ruchomej,
sposdb rozwijania chromatograméw (elucja izokratyczna, gradientowa), ustalenie rodzaju
komory chromatograficznej, czasu jej saturacji, dtugosci rozwijania chromatogramoéw,
a takze objetosci nanoszonych prébek. Zebrane eksperymentalnie informacje stanowity
podstawe do opracowania procedury analitycznej stuzgcej do identyfikacji rozdzielanych
sktadnikow oraz ich oznaczania iloSciowego.

Realizacje zamierzen chromatograficznej analizy wybranych substancji rozpoczeto
od przeprowadzenia studium literaturowego, w celu usystematyzowania wiedzy na temat
dostepnych metod analitycznych stosowanych w badaniach NLPZ, ze szczegdlnym
uwzglednieniem oksykamoéw i koksybéw [H1, H3]. Poza poréwnaniem warunkéw analiz
spektrofotometrycznych, chromatograficznych,  woltamperometrycznych i innych,
przedyskutowano parametry walidacji opisanych metod, co umozliwia analitykowi
skonfrontowanie wynikéw badan wtasnych z opublikowanymi danymi i wyciggniecie
whnioskow co do celowosci prowadzonych analiz. Pomaga to dokonaé wyboru i ewentualnej
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adaptacji witasciwej procedury analitycznej, w zaleznosci od rodzaju probki (preparaty
farmaceutyczne, matryce biologiczne), metody oznaczania oraz detekcji (dostepnosé
aparatury). Z doniesien literaturowych wynika, ze istnieje wiele réznorodnych metod
badawczych stosowanych do analizy oksykamoéw i koksybdw, réznigcych sie selektywnoscia,
czutoscia i doktadnoscia. Najwiekszg popularnos¢ w badaniach  preparatéw
farmaceutycznych i materiatu biologicznego zyskata metoda chromatografii cieczowej
oraz spektrofotometria UV-VIS, znajdujgc zastosowanie do oznaczen sktadnikdéw czynnych
oraz w badaniach czystosci, trwatosci i analizie farmakokinetycznej. Automatyzacja wielu
etapow procedury analitycznej i stosowanie metod tgczonych powoduje wzrost mozliwosci
badania substancji z coraz wiekszg czutoscia i precyzjg [13, 14]. Czes$¢ dostepnych opracowan
dotyczy wykorzystania metody TLC do oznaczania zawartosci oksykamow i koksybow
w réznych postaciach lekdw, oraz do badania procesdw ich degradacji [15-21]. Najmniejsza
ilos¢ danych dotyczy izoksykamu, ktérego fotostabilno$¢ analizowano stosujgc techniki
HPTLC, HPLC i elektroforeze kapilarng [22], a ktéry czesto stosuje sie jako substancje
wzorcowsq (internal standard) podczas oznaczen innych sktadnikéw.

Uzyskana wiedza stata sie podstawg do opracowania wtasnych procedur stuzgcych
do analizy oksykaméw i koksybdéw, w zakresie izolowania substancji, potwierdzania
ich tozsamosci oraz oznaczen ilosciowych. Konsekwencjg tych dziatan byto opracowanie
nowych metod analizy jakosciowej i ilosSciowej piroksykamu, meloksykamu, tenoksykamu,
izoksykamu, celekoksybu, etorykoksybu, rofekoksybu i waldekoksybu; badania procesu
degradacji wymienionych zwigzkéw w warunkach zmiennego pH i temperatury; analiza
otrzymanych produktow oraz mozliwych dréog degradacji; ustalenie warunkow do oznaczen
rutynowych substancji w preparatach farmaceutycznych i w materiale biologicznym
oraz ocena charakteru lipofilowego omawianych zwigzkow.

W pierwszym etapie pracy postanowiono ustali¢ i zoptymalizowa¢ nowe warunki
do analizy w/w substancji, poprzez dobdér fazy stacjonarnej i fazy ruchome;.
Eksperymentalnie sprawdzono rdéine adsorbenty oraz mieszaniny rozpuszczalnikow
(m.in. cykloheksanu, heptanu, toluenu, dichlorometanu czy octanu etylu z acetonem,
propanolem, amoniakiem czy butyloamina) w rdéznych proporcjach, bazujac na danych
literaturowych i szeregu eluotropowym. Ostatecznie zdecydowano prowadzi¢ badania
piroksykamu, tenoksykamu, meloksykamu oraz izoksykamu na ptytkach TLC pokrytych zelem
krzemionkowym z czynnikiem fluoryzujgcym F,s4 i eluentem o sktadzie:

13. A. Crecelius, M.R. Clench, D.S. Richards, V. Parr, J. Pharm. Biomed. Anal., 35, 31-39, 2004

14. H. Bartsch, A. Eiper, H. Kopelent-Frank, E. Sakka, J. Lig. Chromatogr. Rel. Technol., 25, 2821-2831, 2002
15. S.P. Puthli, P.R. Vavia, J. Pharm. Biomed. Anal., 22, 673-677, 2000

16. S. Chandal, C.R. Barhate, A.R. Srivastava, S.R. Kulkarni, C.J. Kapadia, Indian J. Pharm. Sci., 74, 36-40, 2012
17. E.A. Taha, N.N. Salama, El.-S. Abdel Fattah, J. AOAC Int., 87, 366-373, 2004

18. H. Hopkata, A. Pomykalski, J. Planar Chromatogr.-Modern TLC, 16, 107-111, 2003

19. N. Desai, P. Amin, J. Pharm. Sci., 70, 644-647, 2009

20. H. Bartsch, A. Eiper, H. Kopelent-Frank, J. Pharm. Biomed. Anal., 20, 531-541, 1999; 21, 1275-1276, 2005
21. L.I. Bebawy, Spectrosc. Lett., 31, 797-820, 1998

22. H. Bartsch, A. Eiper, K. Habiger, H. Kopelent-Frank, J. Chromatogr. A, 846, 207-216, 1999
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octan etylu : toluen : butyloamina (2:2:1, v/v/v), otrzymujac dobrze wyksztatcone
i symetryczne piki [H2, H5, H6, H7]. Detekcje densytometryczng prowadzono w zakresie UV
(200-400 nm), wykorzystujgc do identyfikacji substancji wartosci Rr i widma absorpcji
rejestrowane bezposrednio z chromatogramow. Na densytogramach zarejestrowanych
dla piroksykamu przy analitycznej dtugosci fali A=360 nm zaobserwowano pik o wartosci
wspoétczynnika opdzinienia Rr = 0,53 [H2]. Nastepnie przebadano dostepne preparaty
farmaceutyczne (kapsutki, iniekcje) zawierajgce piroksykam jako substancje czynng,
stwierdzajgc, ze w opracowanych warunkach na chromatogramach obecny jest tylko jeden
pik, pochodzacy od tej substancji. Cze$¢ dostepnych preparatéw zawiera piroksykam
w postaci potaczenia kompleksowego z B-cyklodekstryng; wzrasta wtedy rozpuszczalnosé
i szybkos¢ wchtaniania leku, co wptywa na lepszy efekt kliniczny. Roztwory tych preparatow
przygotowywano rozpuszczajagc odwazki w 0,5 M HCl, ogrzewajac w temperaturze 60°C
i dopetniajgc acetonem do wymaganej objetosci. Na densytogramach stwierdzono obecnos¢
dodatkowego piku poza pikiem pochodzacym od substancji czynnej, przy Rf = 0,62.
W wyniku dtugiego ogrzewania tych roztworéw dochodzito do catkowitego zaniku piku
piroksykamu i powstawania kolejnego, przy Rr = 0,82. Poza potozeniem na densytogramach
otrzymane piki réznity sie takze widmami absorpcji z charakterystycznymi maksimami tj.
293 i 360 nm dla piroksykamu, 233 i 297 nm dla piku o Rr = 0,62 oraz 220 i 375 nm dla piku
o Rf = 0,82. Prowadzono wiec analize przy dwdch rdéznych diugosciach fali (360 i 297 nm),
co pozwolitfo na réwnoczesng rejestracje pikdw, pochodzacych zaréwno od piroksykamu
jak i ewentualnych produktéw degradacji.

Dobrze wyksztatcone piki o Rf = 0,52 otrzymano takze dla tenoksykamu i R = 0,64
dla substancji wzorcowej pirydyno-2-aminy, stanowigcej wg Farmakopei ewentualne
zanieczyszczenie [H5, 23]. Bezposrednio z chromatograméw zarejestrowano widma
absorpcji, uzyskujgc charakterystyczne maksima przy 272 i 373 nm dla tenoksykamu
i 297 nm dla pirydyno-2-aminy. Do dalszych pomiaréw wybrano A=288 nm, gdyz
przy tej dfugosci fali mozliwe jest rdéwnoczesne oznaczanie tenoksykamu
obok zanieczyszczenia z wystarczajgco duzg czutoscig, co pozwala na skrdécenie czasu analizy.
W badaniach meloksykamu na densytogramach otrzymano pik o Rf = 0,56, wykazujgcy
maksima absorpcji przy 297 i 365 nm. Do analizy wybrano A=297 nm, przy ktorej
nie stwierdzono obecnosci zadnych dodatkowych pikéw mogacych pochodzié
od ewentualnych zanieczyszczen [H6].

Na chromatogramach dla roztworéw wzorcowych izoksykamu o stezeniu do ok. 3 pug
substancji/plame obecna byta jedna plama o Rf = 0,56 [H7]. Natomiast dla roztworow
o wiekszych stezeniach, poza pikiem pochodzacym od substancji czynnej, pojawiat sie
dodatkowy pik o Rf = 0,40. Zarejestrowane widma absorpcji przedstawiaty dobrze
wyksztatcone maksima przy dfugosciach fali 256 i 350 nm dla izoksykamu oraz 360 nm
dla zanieczyszczenia. Do dalszych badan wybrano A=350 nm, przy ktdérej obydwa zwigzki
wykazujg wysokie wartosci absorbancji.

23. Farmakopea Polska wyd. IX, 2011
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Analogiczne badania podjeto w celu opracowania metody oznaczania rofekoksybu,
leku z grupy koksybdéw, wysoce selektywnych inhibitoréw COX-2 [H4]. W dostepnej
literaturze obecne s3 metody TLC dotyczace rownoczesnego oznaczania rofekoksybu
obok tyzanidyny [24, 25]. Ustalono i zoptymalizowano warunki analizy rofekoksybu
na ptytkach TLC F,s4 pokrytych zelem krzemionkowym jako fazg stacjonarng oraz mieszaning
o sktadzie: chloroform : aceton : toluen : stezony kwas octowy (12:5:2:0,1, v/v/v/v) jako faza
ruchoma. Poczynione obserwacje szybszego rozktadu pod wptywem swiatta zobligowaty
do prowadzenia badan w zaciemnionym pomieszczeniu, ostaniajac stosowane roztwory
oraz ptytki w trakcie analizy. Na densytogramach otrzymano dobrze wyksztatcone piki
o Rr = 0,69 dla rofekoksybu oraz widma absorpcji z maksimum przy A=291 nm. Po wstepnych
badaniach rozktadu tej substancji na chromatogramach zaobserwowano obecnosé
dodatkowych pikdow o rdéznych wartosciach Rf, pochodzgcych od produktow degradacji.
Zarejestrowane widma absorpcji sktonity do wyboru dtugosci fali 256 nm do dalszych
pomiaréw, przy ktérej zaréwno rofekoksyb, jak i powstajgce produkty wykazuja stosunkowo
wysokie wartosci absorbancji. Pozwolito to na rdwnoczesng analize wszystkich sktadnikéw
w tym samym czasie, w jednej analizie, co znaczgco wptyneto na szybkos¢ procesu.
Omawiane powyzej warunki chromatograficznej separacji pozwalajg na analize jakosciowa
i ilosSciowg wybranych zwigzkdbw w obecnosci ewentualnych zanieczyszczen
czy produktéw degradacji. Pomimo, ze badane substancje nie wystepujg razem w postaci
leku, to z punktu widzenia analityka interesujgcym jest mozliwos¢ rozdziatu wybranych
substancji obok siebie, zwtaszcza dotyczy to zwigzkdéw o podobnej budowie chemicznej,
wykazujgcych podobne wtasciwosci fizykochemiczne. W dostepnej literaturze nie znaleziono
publikacji  opisujacej skuteczny sposdb  rozdzielania tych substancji metodg
chromatograficzna. Kilka oksykamoéw byto analizowanych technikg LC-MS/MS po ekstrakg;ji
z fazy statej z probek krwi [26], natomiast koksyby oznaczano technikg UPLC w obecnosci
innych lekéw z grupy NLPZ w ptynach ustrojowych [27]. Do oznaczania meloksykamu
obok celekoksybu i rofekoksybu stosowano takze elektroforeze kapilarng [28].

Przedmiotem dalszej pracy byto ustalenie warunkéw rownoczesnej identyfikacji
i oznaczania ilosSciowego celekoksybu obok etorykoksybu i waldekoksybu [H8]. Optymalizacja
warunkéw doprowadzita do otrzymania dobrze wyksztatconych i rozdzielonych pikéw
wszystkich sktadnikow przy zastosowaniu ptytek chromatograficznych TLC F;s4 pokrytych
zelem krzemionkowym jako fazy stacjonarnej oraz mieszaniny: chloroform : aceton : toluen
(12:5:2, v/v/v) jako fazy ruchomej. Badane substancje roznity sie nie tylko pozycja
na densytogramie (Rf = 0,65 dla celekoksybu, Rf = 0,32 dla etorykoksyb i R = 0,57
dla waldekokybu) ale takie widmami absorpcji z charakterystycznymi maksimami
przy 254 nm dla celekoksybu, 235 i 290 nm dla etorykoksybu oraz 254 nm dla waldekokybu.
24. T.K. Ravi, M. Gandhimathi, K.R. Sireesha, S. Jacob, Indian J. Pharm. Sci. 68, 234-236, 2006

25. U.D. Pawar, A.V. Sulebhavikar, A.V. Naik, S.G. Pingale, K.V. Mangaonkar, E-J. Chem., 6, 295-302, 2009

26. J. Shirako, M. Kawasaki, K. Komine, Y. Kunisue, M. Terada, Ch. Sasaki, W. Irie, Ch. Murakami, K. Tonooka, K. Tomobe, T.
Shinozuka, Forensic Sci. int., 227, 100-102, 2013

27.V.V. Pavan Kumar, M.C.A. Vinu, A.V. Ramani, R. Mullangi, N.R. Srinivas, Biomed. Chromatogr., 20, 125-132, 2006

28. Y.H. Hiseh, S.J. Lin, S.H. Chen, J. Sep. Sci., 29, 1009-1017, 2006
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Do dalszych badarn wybrano dwie dtugosci fali; A;=254 nm do oznaczania celekoksybu
i waldekokybu oraz A,=290 nm do etorykoksybu. Nastepnie dokonano oznaczen wybranych
koksybéw w preparatach farmaceutycznych (kapsutki, tabletki). Uzyskano wyniki
pozwalajgce prowadzi¢ selektywng analize badanych zwigzkéw i otrzymanie powtarzalnych
wynikoéw bez interferencji sktadnikow matrycy. Metoda jest szybka i z powodzeniem moze
by¢ zastosowana do analizy kilku lekdw obok siebie na jednej ptytce, co pozwala wykorzystaé
ja w rutynowych analizach.

W analogiczny sposéb postanowiono potraktowac grupe oksykamow [H9]. W efekcie
optymalizacji warunkéw rozdziatu, do badan wybrano ptytki chromatograficzne TLC Fys4
pokryte zelem krzemionowym jako faze stacjonarng oraz eluent o sktadzie: octan etylu :
etanol : toluen : 25% amoniak (6:3:1:2 krople, v/v/v). Otrzymano zwarte plamy pochodzgce
od piroksykamu, meloksykamu, tenoksykamu oraz izoksykamu, o zrdéinicowanych
wartosciach Rf (dla piroksykamu 0,53, meloksykamu 0,78, tenoksykamu 0,61
oraz izoksykamu 0,82), co wskazuje na dobry rozdziat badanych sktadnikéw.
Po przeanalizowaniu widm absorpcji zdecydowano o wyborze A=360 nm, przy ktérej
wszystkie badane substancje wykazywaty wysokie wartosci absorbancji. Opracowang
procedure zastosowano do oznaczen oksykaméw w dostepnych preparatach
farmaceutycznych. W przypadku przebadanych postaci lekéw (kapsutek, tabletek, amputek)
na densytogramach nie stwierdzono obecnosci dodatkowych pikdw mogacych pochodzi¢
od skfadnikéw wspdtobecnych lub zanieczyszczen, a uzyskane zawartosci poszczegdlnych
substancji czynnych sg bliskie wartosciom deklarowanym (RSD < 0,72 %).

Bardzo istotnym etapem kazdej procedury analitycznej jest przygotowanie probki
[29, 30]. Wybor odpowiedniej techniki do izolacji zwigzkéw zalezy zaréwno od wifasciwosci
substancji ekstrahowanych jak i od matrycy [31]. Omdwione powyzej warunki dotyczyty
analizy substancji w preparatach farmaceutycznych. Sktadniki te byty oznaczane w ptynach
ustrojowych technikg HPLC, a takze HPLC-MS/MS [32, 33]. Metody te wymagajg ztozonego
procesu przygotowania probki i zuzycia duzych ilosci rozpuszczalnikéw. W kolejnym etapie
pracy podjeto badania wybranych lekéw w materiale biologicznym, w prébkach krwi i moczu
[H10]. Roztwory wzorcowe piroksykamu, tenoksykamu, celekoksybu i rofekoksybu
przygotowane w dwodch rozpuszczalnikach rdznigcych sie polarnoscig, tj. metanolu (sita
elucyjna €° ~ 0,95) i acetonie (€° ~ 0,56), dodawano do prébek krwi lub moczu,
po odwirowaniu ekstrakty poddano analizie na ptytkach TLC F,s4 pokrytych zelem
krzemionkowym z zastosowaniem eluentéow o sktadzie: octan etylu : toluen : butyloamina
(2:2:1, v/v/v) do oznaczania piroksykamu i tenoksykamu, oraz chloroform : aceton : toluen
(12:5:2, v/v/v) do oznaczania celekoksybu i rofekoksybu. Detekcje prowadzono przy dtugosci
fali A;=360 nm dla piroksykamu i tenoksykamu, A,=254 nm dla celekoksybu oraz A3=301 nm

29. S. Mitra, Sample preparation techniques in analytical chemistry, Wiley-Interscience, John Wiley&Sons Inc., 2003

30. C. Bydla, R. Thiele, U. Kobold, D.A. Volmer, Analyst, 139, 2265-2276, 2014

31. ). Namiesnik, P. Szefer, Ecol. Chem. Eng., 15, 167- 249, 2008

32. H.Y. Ji, H.W. lee, Y.H. Kim, D.W. Jeong, H.S. Lee, J. Chromatogr. B: Biomed. Sci. Appl., 826, 214-219, 2005

33. H.G. Gika, A. Theodoridou, F. Michopoulos, G. Theodoridis, E. Diza, L. Settas, P. Nikolaidis, C. Smith, 1.D. Wilson, J.
Pharm. Biomed. Anal., 49, 579-586, 2009
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dla rofekoksybu. W efekcie otrzymano symetryczne, dobrze wyksztatcone piki o wartosciach
Re: 0,54, 0,56, 0,77 i 0,72, odpowiednio dla piroksykamu, tenoksykamu, celekoksybu
i rofekoksybu. Procedura optymalizacji analizy, poza ustaleniem warunkéw rozdziatu,
dotyczyta takze okreslenia stosunku ilosci substancji oznaczanej do ilosci krwi lub moczu.
Stwierdzono, ze analizowane zwigzki sg dobrze rozdzielone w odniesieniu do sktadnikéw
matrycy (wydajnos¢ ekstrakcji ok. 100%).

Podsumowujgc mozna stwierdzi¢, ze TLC z densytometryczng detekcjg jest prosta,
szybka i doktadng metodg do analizy oksykamoéw i koksybéw. Mozina jg wykorzystac
do réwnoczesnego badania zwigzkdéw o podobnej strukturze chemicznej. Nawet jezeli
wybrane substancje nie wystepujg réwnoczesnie w postaci leku, to prezentowane procedury
obok wartosci naukowej mogg miec¢ zastosowanie aplikacyjne do rutynowych analiz
w laboratoriach klinicznych. Pozwalajg analitykowi monitorowac zawartos¢ badanych lekdw,
co znacznie skraca czas badan i przektada sie m.in. na czas oczekiwania na wyniki.
Przedstawiona procedura jest jak dotychczas najefektywniejszym sposobem na rozdzielenie
badanych substancji na poziomie niskich stezen, przy uzyciu TLC na zelu krzemionkowym.

3.3.2. Walidacja opracowanych metod

Poznanie zasad nowoczesnej optymalizacji rozdziatu chromatograficznego, sprawne
i wiarygodne wykonanie rozdzielania mieszaniny substancji leczniczych obok zanieczyszczen
i substancji pokrewnych wraz z poprawnie przeprowadzong walidacjag metody analitycznej
stanowi  podstawe  wspoiczesnej analizy  farmaceutycznej [34]. Wymagania
dla poszczegdlnych substancji lub produktu farmaceutycznego zawarte sg w odpowiednich
dokumentach, tj. monografie farmakopealne czy wytyczne Miedzynarodowej Konferencji
Harmonizacji Wymagan dla Lekow (ICH) [23, 35, 36].

Omowione w pracy warunki separacji zostaty zwalidowane zgodnie z zasadami ICH,
poprzez okreslenie specyficznosci, liniowosci, doktadnosci i precyzji metody oraz LOD i LOQ,
a uzyskane wyniki oceniono statystycznie. Na densytogramach stwierdzono dobry rozdziat
badanych zwigzkéw oraz brak interferencji ze sktadnikami matrycy, co potwierdza
selektywnos¢ metody. Metoda jest takze specyficzna wzgledem oznaczanych substancji,
co stwierdzono w oparciu o wartosci Rr oraz widma absorpcji dla roztworéw wzorcowych
i probek, nie stwierdzajagc obecnosci dodatkowych pikdw poza pikami pochodzacymi
od substancji badanych. Zarejestrowane widma absorpcji nie wykazywaty zadnych rdznic
wzgledem widm otrzymanych dla wzorcéw. Liniowosc¢ i zakres metody wyznaczono poprzez
okreslenie zaleznosci pomiedzy polami powierzchni pikdw substancji wzorcowych

34. G. Matysik, Problemy optymalizacji chromatografii cienkowarstwowej, Akademia Medyczna w Lublinie, Lublin, 1997

35. European Pharmacopoeia, 6th edition, Council of Europe

36. The International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use (ICH), Geneva, Switzerland
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a stezeniem analitu. Otrzymane réwnania regresji pozwolity ustali¢ zakres oznaczanych
stezenn (2-110 ug/ml dla piroksykamu, 35-1820 mg/ml dla tenoksykamu, 50-2100 pg/ml
dla meloksykamu, 60-400 ug/ml dla rofekoksybu) z wysokimi wartos$ciami wspoétczynnikéw
korelacji r=0,99 [H2, H4, H5, H6]. Wykonano takze analize reszt, ktéra w kazdym przypadku
nie wykazywata zadnych trendéw w zakresie roboczym stezen. W oparciu o parametry
regresji obliczono LOD i LOQ uzyskujgc niskie wartosci, odpowiednio 0,07 i 0,20 pug
piroksykamu/plame, 0,86 i 2,60 mg tenoksykamu/plame, 0,96 i 2,90 png
meloksykamu/plame, 0,22 i 0,67 ug izoksykamu/plame i 0,35 i 1,05 ug rofekoksybu/plame,
co Swiadczy o duzej czutosci metod. W kazdym przypadku otrzymano duzg zgodnosc
wynikow (precyzja: RSD < 1,5 %). Doktadnos¢ metody, zmierzong na trzech poziomach
stezen, okreslono jako procent odzysku substancji wzorcowej dodanej w ilosciach 80-120 %
do preparatu, otrzymujac wyniki w zakresie od 99 do 102 % (RSD< 2 %).

Kontynuujagc prace postanowiono sprawdzi¢ przydatnos¢ nowych metod
do oznaczania zawartosci sktadnika w preparatach. Wyniki oznaczen w przebadanych
postaciach lekéw byly zblizone do wartosci deklarowanej, a na chromatogramach
zaobserwowano obecno$¢ pojedynczego piku pochodzgcego od substancji czynnej,
bez interferencji od sktadnikdw wspotobecnych lub zanieczyszczen. Opracowane metody
spetniajg wiec kryteria walidacji dla metod analitycznych i mogg by¢ zastosowane
do oznaczen jakosciowych i ilosciowych substancji czynnych w preparatach
farmaceutycznych.

W przypadku analizy kilku sktadnikéw obok siebie na densytogramach
nie stwierdzono obecnosci dodatkowych plam poza pochodzacymi od substancji czynnych
[H8, H9]. Wykreslone zaleznosci pdl powierzchni pikédw od stezenia kazidej substancji
pozwolity okresli¢ zakres metody (40-600 ug/ml dla celekoksybu, 20-600 ug/ml
dla etorykoksybu, 40-500 ug/ml dla waldekokybu, 7-40 upg/ml dla piroksykamu
i tenoksykamu, 5-40 pg/ml dla meloksykamu, 7-50 5-40 pg/ml dla izoksykamu) przy dobrej
korelacji wynikéw (r>0,996). Analiza reszt wykazata brak widocznych trendéw w badanych
zakresach stezen. Nastepnie okreslono Wartosci LOD i LOQ ponizej 0,08 ug/plame dla kazdej
substancji, dowodzg wysokiej czutosci prezentowanych metod. Uzyskano takze zadowalajgca
precyzje metody (RSD < 2 %), a odzysk analitu bliski 100 % (RSD < 1 %) potwierdzit
doktadnos¢ oznaczen. Prezentowana metoda moze by¢é dobrym narzedziem w analizie
rutynowej, dajagcym mozliwos¢ rdéwnoczesnego oznaczania obok siebie substancji
o podobnej strukturze i wiasciwosciach.

W przypadku walidacji metody oznaczania sktadnikéw w matrycy biologicznej analiza
densytogramow otrzymanych dla metanolowych i acetonowych ekstraktow lekéw z krwi lub
moczu pozwolita stwierdzi¢ brak dodatkowych pikéw moggcych pochodzi¢ od sktadnikow
matrycy [H10]. Jedynie w przypadku acetonowych ekstraktéw prébek moczu, poza pikami
pochodzacymi od oznaczanych substancji stwierdzono obecnos¢ jednego dodatkowego piku
o Rr = 0,16, bardzo dobrze rozdzielonego od pozostatych, pochodzgcego prawdopodobnie
od innego leku przyjmowanego przez pacjentke lub jego metabolitu. Mozna wiec stwierdzic,
Zze metoda jest selektywna i specyficzna wzgledem badanych lekow i pozwala w prosty
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sposob uzyska¢ ich dobry rozdziat od skfadnikéw ztozonej matrycy. Wyznaczono zakres
metody (1,4-37 pg/ml dla piroksykamu i tenoksykamu, 2,8-38 ug/ml dla celekoksybu
i rofekoksybu; r~0.99) i przeprowadzono analize reszt nie otrzymujgc zadnych wyraznych
zaleznosci, co potwierdza liniowy charakter otrzymanych wynikéw. Wartosci LOD i LOQ
(od 0,06 do 0,32 ug/plame) wskazujg na wysoka czutos¢ metody. Wyniki testow
statystycznych Levene’a i Browna-Forsythe’a nie wykazaty zadnych znaczacych rdéznic
(p>0,05) miedzy roztworami metanolowymi i acetonowymi, mozna wiec stwierdzi¢, ze wybor
rozpuszczalnika nie wptywa na wyniki oznaczen. Precyzja metody, wyrazona poprzez RSD,
byta wysoka i miescita sie w zakresie 0,48 do 1,82 %, a wartos¢ odzysku byta bliska 100 %.
Ponadto zbadano stabilnos¢ piroksykamu, tenoksykamu, celekoksybu i rofekoksybu
prowadzac inkubacje mieszaniny leku z prébkami krwi lub moczu w temperaturze 37°C
w czasie 1, 2 i 3 h. Na densytogramach nie stwierdzono obecnosci zadnych dodatkowych
pikow poza pikami pochodzgcymi od substancji oznaczanych i stezenia substancji badanych
nie ulegty zmianie, czyli nie zachodzit ich rozktad w opisanych warunkach.

Podsumowujgc mozna stwierdzi¢, ze opracowane metody mogg by¢ z powodzeniem
stosowane do identyfikacji i oznaczania iloSciowego wybranych zwigzkéw ze zrdéznicowanej
matrycy (leki, krew, mocz). Otrzymane wyniki potwierdzajg brak wptywu sktadnikéw matrycy
na potozenie pikdw na densytogramach i zawartos¢ piroksykamu, tenoksykamu, celekoksybu
i rofekoksybu w prébkach. Procedura analityczna jest prosta w wykonaniu, zapewnia duzg
wydajnos¢ ekstrakcji i rozdzielczo$¢ oznaczanych zwigzkdw. Pomimo, ze badane zwigzki nie
wystepujg jednoczesnie w leku to opracowane warunki moga stanowic¢ uzyteczne narzedzie
do monitorowania ich obecnosci w probkach w laboratorium klinicznym, gdzie czesto
prostota wykonania eksperymentu przektada sie na oszczednos¢ czasu i odczynnikow.

3.3.3. Ocena kinetyczna i termodynamiczna trwatosci wybranych substanc;ji

Substancje mogg ulega¢ degradacji, zarowno w postaci czystej jak i produkcie
leczniczym. Reakcje te mogg prowadzi¢ do zmiany witasciwosci, a docelowo utraty
aktywnosci leczniczej. Ponadto powstajgce produkty mogg powodowac niepozgdane skutki
uboczne, a nawet byé toksyczne. Wiedza na temat przebiegu tych proceséw oraz znajomos$é
powstajgcych produktéw jest wiec bardzo istotna. W literaturze dostepne sg prace
dotyczace procesow fotodegradacji wybranych oksykamow i koksybow [14, 20, 22, 37, 38]
oraz reakcji degradacji w Srodowisku alkalicznym [17, 21, 39]. Jednakze brak prac
prezentujgcych zachowanie substancji w zaleznosci od Srodowiska w szerokim zakresie pH,
rownoczesnie pozwalajgcych na identyfikacje powstajacych produktow. Stad pomyst
sprawdzenia stabilnosci wybranych oksykamoéw i koksybdw z wykorzystaniem opracowanych

37. ML.A. Shehata, N.Y. Hassam, A.S. fayed, B.A. El-Zeany, |l Farmaco, 59, 139-145, 2004
38. E. Nemutlu, N. Ozaltin, S. Altinoz, Anal. Bioanal. Chem., 378, 504-509, 2004
39. M.A. Shehata, N.Y. Hassa, B.A. El-Zeany, Anal. Chim. Acta, 519, 23-30, 2004
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metod TLC z detekcjg densytometryczng oraz HPLC z detekcjg masowg do separacji
i identyfikacji sktadnikéw.

Podczas optymalizacji warunkdw rozdziatu zaobserwowano, ze w S$rodowisku

kwasowym oraz pod wptywem temperatury piroksykam ulega degradacji z utworzeniem
nowych produktow [H2]. Przeanalizowano wiec wptyw pH, temperatury i czasu inkubacji
na stabilnos¢ piroksykamu, tenoksykamu, meloksykamu, izoksykamu i rofekoksybu
w roztworach, wykorzystujgc opracowane i zwalidowane metody. Odwazki substancji
rozpuszczano w roztworach HCl i NaOH o stezeniach 0,1 M, 0,5 M, 1 M i 3 M i inkubowano
przez czas okre$lony planem badan, w podwyzszonej temperaturze, w szczelnie zamknietych
amputkach. Zaobserwowano, ze w srodowisku kwasowym obok piku pochodzgcego
od piroksykamu powstajg dwa piki o wartosciach Rg = 0,62 i 0,82, natomiast w $srodowisku
alkalicznym tylko jeden, przy Rf = 0,62 [H2]. Po inkubacji probek zawierajacych tenoksykam
stwierdzono, ze zarowno w kwasowym jak i zasadowym Srodowisku, poza pikiem
pochodzgacym od substancji czynnej o Rg = 0,52 obecne s3 piki pochodzace od produktéow
degradacji [H5]. W srodowisku kwasowym obecne byty trzy dodatkowe piki o Rf = 0,64, 0,76
i 0,88, natomiast w S$rodowisku zasadowym dwa, o R = 0,64 i 0,76. W zaleznosci
od S$rodowiska reakcji, takze w przypadku meloksykamu na chromatogramach
zaobserwowano rézng ilos¢ dodatkowych pikéw, poza pikiem pochodzacym od substancji
czynnej [H6]. W srodowisku kwasowym obecne byly dwa nowe produkty o Rr = 0,64 0,76,
podczas gdy w Srodowisku zasadowym stwierdzono obecnos$¢ trzech produktéw, przy Rg =
0,64, 0,76 i 0,88. Obecnos¢ dodatkowych pikdow o rdznych wartosciach Rg stwierdzono takze
w trakcie badan izoksykamu, co sugeruje wptyw srodowiska na jego stabilnos¢ [H7]. Stezenie
izoksykamu zmniejszato sie, tak w roztworach kwasowych jak i zasadowych na rzecz
powstajgcych produktéw. W roztworach kwasowych powstawaty trzy produkty (Rf = 0,12,
0,41 i 0,65), w przeciwienstwie do S$rodowiska alkalicznego, gdzie zaobserwowano
dodatkowo cztery produkty (Rf = 0,12, R = 0,30, R = 0,41, Rr = 0,65).
Wszystkie otrzymane piki byty dobrze wyksztatcone i nie interferowaty miedzy soba.
Powstajace substancje miaty takze rézne widma absorpcji z charakterystycznymi maksimami.
Otrzymane wyniki zmian zawartosci badanych substancji w analizowanych prébkach
stanowity podstawe do obliczen kinetycznych i termodynamicznych, opisujgcych proces
degradacji zwigzku. Wyznaczono rzedowos¢ reakcji, obliczono state szybkosci reakcji, czasy
tos i ton oraz wartosci energii aktywacji, ktore sugerujg, ze piroksykam, tenoksykam,
meloksykam i izoksykam sg substancjami stosunkowo stabilnymi. Rdwnoczesnie, uzyskane
wyniki potwierdzajg wptyw zaréwno pH, temperatury jak i czasu inkubacji na szybkos¢
procesu ich degradacji. Proces degradacji piroksykamu i tenoksykamu zachodzi szybciej
w Srodowisku kwasowym niz w zasadowym i wigze sie z powstaniem wieksze] ilosci
produktow [H2, H5]. Natomiast meloksykam i izoksykam sg mniej trwate w Srodowisku
zasadowym [H6, H7]. Obliczone parametry kinetyczne i termodynamiczne potwierdzaja
powyzsze wnioski.

W przypadku rofekoksybu roztwory do inkubacji w temperaturach 37, 65 i 90°C
sporzgdzano w roztworach HCl i NaOH o stezeniach 0,01 M i 0,1 M oraz wodzie destylowanej
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[H4]. Z uwagi na zaobserwowang wrazliwo$s¢ tego zwigzku na Swiatlo czynnosci
byty wykonywane w zaciemnieniu. ROdwnoczesnie jeden z roztwordw byt inkubowany
w temperaturze pokojowej (ok 23°C) przy dostepie $wiatta stonecznego. Po czasie
okreslonym planem badan stwierdzono, ze liczba i stezenie powstajgcych produktéw
sg rézne w Srodowisku kwasowym i zasadowym. Zaobserwowano obecnos¢ dobrze
rozdzielonych pikdw o rézinych wartosciach Rf i widmach absorpcji. Czes¢ powstajgcych
pikdw wykazuje wartosci R bliskie Rr dla rofekoksybu, co sugeruje, ze struktura i wtasciwosci
tych zwigzkédw sg do siebie zblizone. Réwnoczesnie, szybko$é degradacji rofekoksybu
w roztworach wystawionych na dziatanie $wiatta stonecznego byta wieksza
niz w pozostatych. Ustalono rzedowos$¢ reakcji, obliczono wartosci kinetyczne oraz energie
aktywacji. Degradacja rofekoksybu zachodzi znacznie szybciej w roztworach zasadowych niz
w wodzie czy S$rodowisku kwasowym. Zaréwno liczba dodatkowych pikéw jak i ich
powierzchnia jest wieksza w $rodowisku zasadowym i w roztworach wystawionych
na dziatanie Swiatta. Z uwagi na zbyt matg ilos¢ otrzymanych substancji, w oparciu
o zarejestrowane widma'H NMR, nie mozna byto potwierdzi¢ struktury powstatych
produktow.

W dalszym etapie pracy podjeto préby identyfikacji substancji powstajgcych
w procesie degradacji oksykamow, na podstawie wartosci R oraz widm absorpcji
otrzymanych metodg TLC. Prébki po hydrolizie rozdzielano na chromatotronie,
a poszczegdlne frakcje poddawano analizie 'H NMR oraz HPLC-MS/MS. Analiza widm
'H NMR produktéw rozktadu piroksykamu [H2] wykazata obecno$¢ charakterystycznych
sygnatéw pozwalajgcych zidentyfikowaé prawdopodobne produkty jego degradacji, ktorymi
moga by¢: pirydyno-2-amina oraz 2-metylo-2,3-dihydro-4H-11% 2-benzotiazyno-1,1,4-trion,
oznaczone metodg TLC odpowiednio jako zanieczyszczenia o Re = 0,62 i 0,82 (Rysunek 2).

Rysunek 2. Widma *H NMR otrzymane dla produktéw degradacji piroksykamu [H2].

Aby dodatkowo potwierdzi¢ tozsamos¢ produktu o Re = 0,62 przeprowadzono analize TLC
stosujgc substancje wzorcowg pirydyno-2-aminy, w omoéwionych wczesniej warunkach.
Na densytogramach otrzymano pik, ktdrego potozenie oraz widmo absorpcji byty identyczne
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z Rf i widmami zarejestrowanymi dla zanieczyszczenia. W zaistniatej sytuacji
przeprowadzono walidacje metody pod katem oznaczania pirydyno-2-aminy obok
piroksykamu okreslajac zakres liniowosci (10-240 pg/ml) oraz wartosci LOD i LOQ
(odpowiednio 0,10 i 0,29 ug/plame). Doktadnos$¢ metody byta na poziomie bliskim 100 %
odzysku analitu, a precyzja pomiaréw wyrazona poprzez RSD = 2 %. Zarejestrowano takze
widma masowe technikg HPLC-MS/MS stwierdzajgc obecnos¢ produktéw m/z = 95
(zidentyfikowany jako pirydyno-2-amina), m/z = 94, 78 i 121 (jony [CsHeN,]¥, [CsHaN]*
i [C4H3]"; produkty posrednie degradacji piroksykamu) oraz m/z = 211 (2-metylo-2,3-dihydro-
4H—1k6,2—benzotiazyno—1,1,4—trion), potwierdzajace wczesniejsze przypuszczenia
co do mozliwej drogi degradacji piroksykamu [H2].

Analizujgc widma masowe otrzymane technikg HPLC-MS/MS prébek po degradacji
tenoksykamu mozna stwierdzi¢ obecno$¢ sygnatow m/z = 338, pochodzacych
od tenoksykamu oraz m/z = 276, 254, 95 i 85, pochodzacych od produktéw jego rozktadu
[H5]. Sygnat m/z = 276 prawdopodobnie pochodzi od 1,1-ditlenku metylo-4-hydroksy-2-
metylo-2H-tieno[2,3-e][1,2]tiazyno-3-butylu [M']. Fragmentacja tego zwiazku prowadzi
do powstania m/z = 254 [M'-OCH3] i 217 [M*-COOCH;]. Dalsze przegrupowania skutkuja
powstaniem jondw m/z = 82 [C4H,S'], 101 [C4Hs505°] i 92 [CH,NSO,']. Natomiast jon m/z = 85
moze pochodzié¢ od tiofenu, powstajgcego jako produkt koncowy degradacji tenoksykamu.
Otrzymane wyniki pozwolity zaproponowa¢ mozliwy schemat rozkfadu tenoksykamu
w Srodowisku kwasowym (Rysunek 3). W oparciu o uzyskane informacje mozna
przypuszczac, ze gtéwnym produktem degradacji tenoksykamu, oznaczonym w analizie TLC
jako pik o R = 0,64 jest pirydyno-2-amina, natomiast produktem o Rf = 0,76 jest tiofen.
Obecny na chromatogramach pik, pochodzgcy od substancji o R = 0,88 byt niestabilny
w warunkach oznaczenia i fatwo przeksztatcat sie w produkt o Rr = 0,76.
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Rysunek 3. Prawdopodobny przebieg rozktadu tenoksykamu w srodowisku kwasowym [H5].
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Metodg HPLC-MS/MS zidentyfikowano trzy prawdopodobne produkty degradacji
meloksykamu o m/z = 115, 196 i 256, powstate na skutek pekniecia wigzania amidowego
w czgsteczce [H6]. Na widmach obecne byly takze inne jony, m.in. m/z = 60, 74, 155, mniej
trwate w warunkach eksperymentu. Analiza wynikdw TLC i widm masowych pozwolita
na zaproponowanie mozliwej drogi degradacji meloksykamu: poprzez produkt posredni 1,1-
ditlenek 4-hydroksy-2-metylo-2H-1,2-benzotiazyno-3-karboksylu (m/z = 256), do powstania
5-metylotiazol-2-ylaminy (m/z = 115) oraz 1,1-ditleneku 2-metylo-2H-1,2-benzotiazyny
(m/z = 196) (Rysunek 4).

%YJ

(M2 352

4 hydfOXy 2 methyl N (5 methyl 13 thlaZOI 2 ylg
2H 1+2 penzotpjazine % carpoXamige 1+1 dioXid

o 0
/ \ \\S/<N/CH

~v
H
= (mz= 256)

- 4 hydroXy 2 Methy| 2H 12 henzothjazine™
(M2 196) 37carpoxyic acig 11 dioXide

2 Methy| 2H 1'2 benZothjazjne 1:1 dioXjde

HoN s

(z = 115
5 “Methythiazo| 2 y|amjne

Rysunek 4. Schemat prawdopodobnych produktéw degradacji meloksykamu [H6].

Do identyfikacji produktéw degradacji izoksykamu, poza TLC zastosowano takze
metode HPLC-MS/MS [H7]. Otrzymane widma masowe zawieraty intensywne sygnaty
o m/z=99i 256 oraz 186, 202 i 216. Zaproponowano mozliwy przebieg procesu degradacji
izoksykamu w kierunku utworzenia 5-metylooksazol-2-ylaminy (m/z = 99) oraz 1,1-ditlenku
kwasu 4-hydroksy-2-metylo-2H-1,2-benzotiazyno-3-karboksylowego (m/z = 256) (Rysunek 5).
Dodatkowe sygnaty obserwowane na widmach mogty pochodzi¢ od innych produktow
obecnych w probce w mniejszych ilosciach, produktow posrednich, lub zwigzkéw
powstajgcych w dalszym procesie degradacji.
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Rysunek 5. Prawdopodobny przebieg degradacji izoksykamu [H7].

Podsumowujgc mozna stwierdzi¢, ze zastosowane do badan metody
chromatograficzne moga by¢ dobrym narzedziem do badania stabilnosci substancji
leczniczej. Optymalne warunki chromatograficznej separacji pozwalajg na uzyskanie
prawidtowych wynikéw z duzg precyzjg i czutoscia, bez interferencji ze strony sktadnikow
matrycy, moga by¢ z powodzeniem zastosowane do identyfikacji substancji, a takze
monitorowania zachowania leku i prowadzenia badan kinetycznych.

3.3.4. Analiza wtasciwosci lipofilo-hydrofilowych badanych zwigzkéw

Chromatografia jest technika wykorzystywang nie tylko do rozdzielania mieszanin
oraz jakosciowego i ilosciowego analizowania sktadnikéw, ale réwniez do wyznaczania
roznych parametrow fizykochemicznych, m.in. badan lipofilowosci. Lipofilowos$é
charakteryzuje powinowactwo czgsteczki do fazy lipidowej i wodnej, a jej miarg jest
wspoétczynnik podziatu wyrazany jako logP [3]. Analiza tego parametru zapoczatkowata
systematyczne badania ilosciowej zaleznosci pomiedzy strukturg (opisywang poprzez
fizykochemiczne wtasciwosci: R, zaleznos¢ Rrod Ry, Rwmo) a biologiczng aktywnoscig leku
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(QSAR) [40]. Uzycie faz stacjonarnych o roznej polarnosci (N-TLC, RP-TLC i ich modyfikacje)
pozwala prowadzi¢ badania zwigzkdéw o réznorodnych wtasciwosciach [3, 41]. Do oznaczania
lipofilowosci metoda TLC powszechnie stosowane sg ptytki RP-18 oraz mieszaniny wody
z réinymi rozpuszczalnikami jako fazy ruchome [34, 42, 43]. Dodatek organicznego
modyfikatora powoduje zmniejszenie polarnosci fazy ruchomej (zmieniajgc bilans
oddziatywan polarnych i apolarnych miedzy fazg stacjonarng, ruchomg i oznaczanym
zwigzkiem) i wzrost rozpuszczalnosci oznaczanego zwigzku, co powoduje wydtuzenie
migracji, a tym samym zwiekszenie wartosci parametru R [44].

Majagc na uwadze znaczenie wiasciwosci lipofilo-hydrofilowych do badania struktury
oraz przewidywania aktywnosci biologicznej zwigzkdw przeprowadzono analize parametréw
retencji wybranych oksykamow i koksybdéw z zastosowaniem TLC z odwréconym uktadem faz
[H11]. Badane zwigzki zawierajg w czasteczkach fragmenty heterocykliczne oraz grupy
polarne, ktdre determinujg zachowanie substancji wzgledem uktadu chromatograficznego.
Do rozdziatu zastosowano ptytki TLC RP-18 z czynnikiem fluoryzujgcym Fysq4 jako faze
stacjonarng oraz rdézne fazy ruchome, w skfad ktérych wchodzi woda oraz organiczny
modyfikator. Jako modyfikatory zastosowano rozpuszczalniki réznigce sie witasciwosciami
i sita elucyjng tj. metanol, aceton, 1,4-dioksan, acetonitryl i 2-propanol. Wyznaczono
wartosci Re dla poszczegdlnych zwigzkéw i w oparciu o zalezno$¢ Ry = log [(1/Rf) — 1]
w kazdej z uzytych faz ruchomych, obliczono parametry Ry. Otrzymane wyniki pozwolity
na wykreslenie zaleznosci wartosci Ry od utamka procentowego organicznego modyfikatora
w fazie ruchomej (%C). Przeprowadzona analiza, po ekstrapolacji wynikow do zerowego
stezenia organicznego modyfikatora w fazie ruchomej, zgodnie z zaleznoscig wyrazong
rownaniem Soczewinskiego-Wachtmeistera Ry = Ryo + aC [45], pozwolita wyznaczy¢
wartosci Ry, ktére stanowig parametr lipofilowosci wyznaczany technikg RP-TLC. Liniowa
zalezno$¢ miedzy otrzymanymi wartosciami Ry, a parametrem ‘@’ wyznaczona
dla poszczegodlnych faz ruchomych odgrywa wazng role w chromatograficznym badaniu
lipofilowosci. Dobra korelacja, wyznaczona eksperymentalnie sugeruje, ze mechanizm
retencji dla badanej grupy zwigzkéw jest podobny. Obliczone wartosci Ry malaty liniowo
ze wzrostem zawartosci organicznego modyfikatora w  fazie ruchomej. Wyznaczone
parametry statystyczne wraz ze wspodtczynnikami korelacji o wartosciach bliskich 0,99
wskazujg, ze zaleznosci sg istotne statystycznie. Wartosci Ryg sg rozne dla badanych
zwigzkdw, co moze wynikac ze struktury chemicznej substancji. Dla oksykamow wartosci Ryg
miescity sie w zakresie 0,0011 do 1,7032, podczas gdy dla koksybow zawsze byty to wartosci
wyzsze, w zakresie od 1,0325 do 4,1971. Wyzsze Ry wskazujg wiekszg lipofilowos$é zwigzku.
Najnizsze wartosci Ryo otrzymano dla tenoksykamu i izoksykamu, zwigzkéow ktére

40. R. Kaliszan, Quantitative structure-retention relationships (QSAR) in chromatography, rozdz. a: I.D. Wilson, E.R. Adlard,
M. Cooke, i inni, Encyclopedia of separation science Vol. 9, Academic Press, San Diego

41. K. Dross, C. Sonntag, R. Mannhold, J. Chromatogr. A, 673, 113-124, 1994

42. A. Nasal, D. Siluk, R. Kaliszan, Curr. Med. Chem., 10, 381-426, 2003

43. Z. Grodzinska-Zachwieja, J. Bojarski, Farm. Pol., 37, 9-18, 1981

44. G. L. Biagi, A. M. Barbaro, A. Sapone, J. Chromatogr. A, 662, 341-361, 1994

45. E. Soczewinski, C.A. Wachtmeister, J. Chromatogr. 7, 311-320, 1962
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ktore w odrdznieniu od koksybow nie posiadajg grupy benzotiazynowej oraz majg mniej
atomow wegla w czasteczce.

Otrzymane wartosci Ryo W uktadzie woda — metanol byly wyzsze niz w innych fazach
ruchomych. W warunkach faz ruchomych z dodatkiem 1,4-dioksanu oraz acetonitrylu
wartosci Ryo byty wyzsze niz dla faz z acetonem i 2-propanolem. Zaistniate réznice mogg byc¢
zwigzane z lepszg rozpuszczalnoscig zwigzkow w tych modyfikatorach. Wyznaczone
eksperymentalnie parametry lipofilowosci wskazujg, ze tenoksykam i izoksykam cechuje
najmniejsza lipofilowosé, w przeciwienstwie do celekoksybu i waldekoksybu, ktére wykazujg
najwieksze wiasciwosci lipofilowe. Analiza zaleznosci wartosci Ryo dla kazdych dwodch
organicznych modyfikatoréw wykazata wysokie wartosci wspotczynnikéw korelacji (r>0,94),
wskazujgc na istotny wptyw uzytego modyfikatora na retencje substancji. Wartosci
parametru lipofilowosci zalezag od warunkow eksperymentalnych i moga by¢ wynikiem
specyficznych interakcji jakie zachodzg podczas rozdziatu i zalezg od rodzaju modyfikatora
oraz oddziatywan zachodzacych pomiedzy modyfikatorem i fazg stacjonarna.

Z uwagi na istniejgce rdznice pomiedzy wyznaczonymi wartosciami Ryg dla poszczegdlnych
organicznych modyfikatoréw przeanalizowano parametry retencji metoda Analizy Gtéwnych
Sktadowych (PCA; Principal Component Analysis) [46]. Otrzymane zaleznos$ci wskazujg
na duza zgodnos¢ wynikdw (wysokie parametry korelacji) otrzymanych eksperymentalnie.
Analiza gtéwnej sktadowej PC2 wskazuje, ze cze$¢ zwigzkdw tj. waldekoksyb i rofekoksyb,
0siggajg znaczgco wysokie wartosci PC2 w przypadku zastosowania metanolu i acetonitrylu
jako modyfikatora, a niskie — w uktadach z uzyciem 1,4-dioksanu. Zachowanie to mozna
ttumaczy¢ obecnoscig pieciocztonowego pierscienia zawierajgcego atom tlenu w czgsteczce
zwigzku. Odmienne zachowanie zaobserwowano dla czgsteczki celekoksybu, zawierajacej
atomy azotu w pierscieniu. Dalsza analiza, bazujgca na grupowaniu danych wedtug
podobienstw (dendrogram), wykazata obecnos¢ wyraznie oddzielonych dwdch grup
zwigzkdéw (oksykamow i koksybow). Po uwzglednieniu zastosowanych do analizy
organicznych modyfikatorow mozna stwierdzi¢ odmienne zachowania dla 1,4-dioksanu
(wysokie parametry retencji obnizajgce wartosci PC2). Parametry retencji otrzymane
dla acetonitrylu i 2-propanolu nie miaty zasadniczo wptywu na wyniki PC2, podczas gdy
w uktadach z metanolem ten wptyw byt dodatni.

Powszechnie dostepne bazy informacji o substancjach leczniczych podajg m.in. wartosci logP
wyznaczone jedng z wielu metod obliczeniowych. Zasadniczo metody te opierajg sie
na teoretycznej fragmentacji czasteczki zwigzku chemicznego na mniejsze elementy,
dla ktérych znane sg wartosci logP. Po zsumowaniu tych danych i przeprowadzeniu korelacji
uwzgledniajacych miedzyczasteczkowe oddziatywania otrzymuje sie wartosci logP
dla czasteczki zwigzku, teoretycznie majgce odzwierciedla¢ jej lipofilowy charakter. Czesto
tak uzyskane dane dla konkretnej substancji przy zastosowaniu rdéznych programéw
obliczeniowych s3 znaczaco rézne i praktycznie nie nadajg sie do zastosowania w ocenie
lipofilowosci. Szczegdlnie widoczne jest to dla zwigzkdéw o duzej masie czgsteczkowej

46. www.r-project.org
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lub wystepujacych w réznych formach np. izomerycznych czy konformacyjnych [47, 48].
W kolejnym etapie pracy pordwnano otrzymane eksperymentalnie wartosci Rypo
z wartosciami logP,es obliczonymi z zastosowaniem rdéznych algorytméw matematycznych
[49]. Wykreslono zaleznosci Ryo = a logPres + b, uzyskujgc dobrg korelacje (r>0,8). Wartosci
Rmo sg nizsze od logP.s dla oksykamoéw, a zblizone dla koksybéw. Najlepszg zgodnosé
wynikéw uzyskano dla faz ruchomych zawierajgcych metanol i aceton jako organiczny
modyfikator. Jednakze korelacja wynikdw nie zawsze byta zadowalajgca, zwtaszcza
dla programu XlogP3, gdzie wspdtczynnik korelacji byt bliski 0,2.

Na podstawie otrzymanych wynikdéw oraz wyznaczonych zaleznosci mozna stwierdzi¢,
ze do okreslenia lipofilowosci zwigzku chemicznego dobrym wyborem jest technika TLC
w odwrdéconym uktadzie faz. Wyznaczone eksperymentalnie parametry lepiej oddajg
prawdziwe wtasciwosci fizykochemiczne badanych zwigzkéw niz algorytmy matematyczne.
Pomimo, ze dane otrzymane w trakcie rozdziatu chromatograficznego nie wyjasniaja
wszystkich miedzyczasteczkowych oddziatywan majacych znaczenie w badaniu aktywnosci
biologicznej substancji, to na pewno mogg stanowi¢ dobre narzedzie do analizy, zwtaszcza
w przypadku zwigzkéw bedgcych we wstepnej fazie badania jako potencjalnych lekéw. Dzieki
postepowi w zakresie projektowania komputerowego, dotychczasowe osiggniecia mogg by¢
wykorzystane w zupetnie innym wymiarze, tzn. pozwalajag nie tylko na zdefiniowanie,
ale i analize czynnikéow wptywajgcych na aktywnos¢ zwigzkdéw [50, 51].

3.4. Podsumowanie wynikow badan

Moje zainteresowania zwigzane sg z analitykg jakosci zwigzkéw chemicznych
bedgcych substancjami leczniczymi, a jako chemika—analityka, z zastosowaniem techniki
chromatograficznej do identyfikacji, okreslania zawartosci oraz badan nad trwatoscia
produktdw leczniczych. W niniejszym autoreferacie postanowitam wyodrebnic¢ ze swojego
dorobku naukowego grupe prac dotyczacych badan substancji biologicznie aktywnych
z grupy niesteroidowych lekow przeciwzapalnych [H1-H11]. Przestawiony cykl publikacji
stanowi analize dotychczasowych i opracowanie nowych metod identyfikacji i oznaczania
ilosciowego oksykamoéw i koksybdéw z uwzglednieniem problemu ich trwatosci w zmiennych
warunkach srodowiska. Wykorzystujgc technike TLC przeprowadzitam optymalizacje
uktadéw chromatograficznych pod wzgledem uzyskania optymalnej retencji, selektywnosci
rozdzielania i sprawnosci uktadow. Opracowatam warunki przydatne do analizy zwigzkow

47. 1. Kos, J.S. Reboucas, G. DelFreitas-Silva, D. Salvemini, Z. Vujaskovic, M.W. Dewhirst, . Spasojevic, |. Batinic-Haberle, Free
Radic. Biol. Med., 47, 72-78, 2009

48. M.A. Anwair, L. Karolyhazy, D. Szabo, B. Balogh, I. Kovesdi, J. Krenyacz, A. Gellert, K. Takacs-Novak, P. Matyus, J. Agric.
Food Chem., 51, 5262-5270, 2003

49. www.drugbank.ca; http://chem.sis.nIm.nih.gov/chemidplus/; www.chemaxon.com; http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/;
www.terrabase-inc.com; www.acdlabs.com

50. J.A. Arnott, S.L. Planey, Expert Opin. Drug Discov., 7, 863-875, 2012

51. N. Gulyaeva, A. Zaslavsky, P. Lechner, M. Chlenov, O. McConnell, A. Chait, V. Kipnis, B. Zaslavsky, Eur. J. Med. Chem., 38,
391-396, 2003
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w roznych matrycach, uzyskujgc dobry rozdziat sktadnikdw oraz symetryczne piki
na densytogramach. Zaproponowatam metody ilosciowego oznaczania piroksykamu,
meloksykamu, tenoksykamu, izoksykamu, celekoksybu, etorykoksybu, rofekoksybu
i waldekoksybu w lekach, krwi i moczu. Opracowane metody spetniajg kryteria
specyficznosci, liniowosci, precyzji i doktadnosci, zgodnie z wymaganiami ICH, co warunkuje
ich przydatnos¢ w analizie substancji i produktow leczniczych. Do identyfikacji substancji
wykorzystatam wartosci R i widma absorpcji uzyskane dla substancji wzorcowych
i sktadnikdw badanych préobek. Ponadto zbadatam wptyw rodzaju i stezenia organicznego
modyfikatora (metanol, aceton, acetonitryl, 1,4-dioksan, 2-propanol) na sprawnosc¢
i selektywnos¢ uktadéw chromatograficznych dla analizowanej grupy zwigzkéw. Majac
na uwadze istotnos¢ lipofilowosci w przewidywaniu aktywnosci biologicznej oraz dysponujac
wyznaczonymi eksperymentalnie parametrami retencji (logP = Ryyp), sprawdzitam mozliwosé
klasyfikacji zwigzkdw w ujeciu aktywnosci i budowy chemicznej. Reasumujgc, wykonane
badania pozwolity na opracowanie uniwersalnych metod, ktére moga by¢ przydatne
w analizie ilosciowej i kontroli jakosci zwigzkéw chemicznych. Wskazatam takze
prawdopodobne drogi degradacji zwigzkdw, co moze by¢ pomocne w ocenie jakosci
preparatéw farmaceutycznych. Metodyka wykorzystana w badaniach oparta na technice
separacji pofaczonej z densytometria ma charakter aplikacyjny, moze by¢ fatwo
zaadaptowana przez inne osrodki naukowo — badawcze oraz laboratoria przemystowe
do badan analitycznych. Prostota przedstawionych metod i ich stosunkowo niski koszt
przy zachowaniu wysokiej efektywnosci umozliwia ich wykorzystanie do rutynowych badan
zwigzanych z potwierdzeniem tozsamosci, oznaczeniem zawartosci i oceng trwatosci lekdw.

Na podstawie otrzymanych wynikdw mozna sformutowac nastepujace wnioski:

- opracowane, zoptymalizowane i zwalidowane procedury chromatograficznej analizy
pozwalajg na jednoczesne wykonanie badania tozsamosci, czystosci i zawartosci substancji
czynnych obok ewentualnych zanieczyszczen w wybranych lekach o dziataniu
przeciwbolowym i przeciwzapalnym,

- eksperymentalnie wyznaczone wartosci parametréw kinetycznych i termodynamicznych
pomagajq okresli¢ trwatosé¢ zwigzku pod wptywem badanych czynnikéw (pH, temperatura,
czas inkubacji), ktére moga inicjowaé procesy degradacji, prowadzgce w efekcie
do chemicznej przemiany zwigzku w kierunku pozbawienia go aktywnosci farmakologicznej,
co moze skutkowacd bezskuteczng terapig lub wywotywaniem dziatan niepozadanych,

- okreslenie korelacji pomiedzy wyznaczonymi doswiadczalnie parametrami Ry,
a dostepnymi w bazach danych wartosciami logP co pozwala na ocene wtasciwosci
fizykochemicznych substancji,

- uzyskane w oparciu o opracowane procedury analityczne wyniki mogg w szybki i doktadny
sposob pomadc w okresleniu podatnosci lekow na rozktad, co moze mie¢ znaczenie zaréwno
przy produkcji postaci leku, jak i przy okresleniu skutecznosci dziatania i bezpieczenstwa jego
stosowania.
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Podsumowujgc moge stwierdzi¢, ze do najwazniejszych osiggnie¢ i elementow
nowosci naukowej wynikajacych z przeprowadzonych badan zaliczam:

1. opracowanie nowych metod analitycznych dedykowanych do analizy wybranych
oksykamow i koksybdéw w zroznicowanej matrycy (produkty lecznicze, matryce biologiczne),

2. przeprowadzenie walidacji opracowanych procedur chromatograficznych,

3. wykazanie, ze opracowane metody identyfikacji i oznaczania ilosciowego wyrdzniajg sie
specyficznoscia, moga wiec posiada¢ walory aplikacyjne jako metody alternatywne
dla rekomendowanych przez Farmakopee lub jako ich uzupetnienie (wstepne metody
skriningowe),

4. obliczenie parametréw kinetycznych i termodynamicznych reakcji degradacji wybranych
substancji oraz wykazanie, ze na szybkos$¢ degradacji majg wptyw zardwno pH roztwordw,
jaki i temperatura i czas inkubacji,

5. ustalenie metodg spektrometrii mas i 'H NMR struktury produktéw degradacji
i zaproponowanie kierunku zachodzgcych przemian,

6. wykazanie, ze opracowane procedury umozliwiajg badania zwigzkéw o podobnej
strukturze chemicznej, zblizonej masie czgsteczkowej i wtasciwosciach fizykochemicznych,

7. wykazanie przydatnosci opracowanych metod do usprawnienia procedur stosowanych
w rutynowych badaniach, zwigzanych z potwierdzeniem tozsamosci i oznaczeniem
zawartosci oraz oceng trwatosci lekow.

4. POZOSTALE OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE

Od poczatku pracy zawodowej jestem aktywnie zaangazowana w badania naukowe.
Wyniki badan z moim udziatem zostaty opublikowane w czasopismach naukowych
oraz byty prezentowane na krajowych i miedzynarodowych konferencjach naukowych. Moje
zainteresowania od poczatku zaliczy¢ mozna do obszaru zwigzanego z zastosowaniem metod
analitycznych  w kontroli jakosci, a konkretnie praktycznego zastosowania metod
chromatografii cienkowarstwowej do identyfikacji i oznaczania ilosciowego substancji
czynnych w preparatach farmaceutycznych oraz suplementach diety, obok skfadnikéw
wspoétobecnych oraz ewentualnych produktow degradaciji.

Obecnie wyrézni¢ moge dwa kierunki moich badan:

- gtéwny: badania witasciwosci fizykochemicznych substancji leczniczych metodami
chromatograficznymi oraz badania trwatosci tych zwigzkéw pod wptywem réznych
czynnikow zewnetrznych;

- dodatkowy: zastosowanie technik analitycznych w badaniach materiatu biologicznego.
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4.1. Dziatalno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Swoje naukowe zainteresowania farmaceutycznymi aspektami chemii rozpoczetam
w roku 1993, ale zainteresowania naukami Scistymi rozwijatam od najmtfodszych lat.
Po ukoriczeniu V Liceum Ogdlnoksztatcgcego w Krakowie (profil matematyczno-fizyczny)
podjetam studia na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagielloriskiego, gdzie poza poszerzaniem
wiedzy z dziedziny chemii zapoznawatam sie z aspektami technologicznymi, informatycznymi
oraz dydaktycznymi, co stafo sie dla mnie zrédtem cennych doswiadczen wykorzystywanych
obecnie w pracy naukowo-dydaktycznej. Praca magisterska pt ,Opracowanie zestawu folio
i fazograméw wraz z przewodnikiem metodycznym do nauczania wybranych zagadnien

III

z chemii organicznej. Czes¢ napisana pod opieka dr Michata Pozniczka i kierunkiem
naukowym prof. dr hab. Janusza Jamrozika prezentowata zestaw materiatéw dydaktycznych
do realizacji programu nauczania chemii organicznej w szkotach ponadpodstawowych.
Po obronie pracy magisterskiej rozpoczetam prace na stanowisku asystenta w Katedrze
Chemii Nieorganicznej i Analitycznej Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie, gdzie oprdcz pracy dydaktycznej podjetam
prace badawcze z zakresu chemii analitycznej.

W poczatkowym okresie pracy przedmiotem moich badan byfa analiza zwigzkdéw biologicznie
aktywnych w preparatach farmaceutycznych pod kierunkiem prof. dr hab. Wtodzimierza
Rzeszutko. Ponadto uczestniczytam w opracowywaniu zestawow zadan oraz nowoczesnych
mozliwosci prezentacji wynikow. Pdzniej moje zainteresowanie wzbudzity prace naukowe
prof. dr hab. Jana Krzeka, Owczesnego Kierownika Zaktadu Chemii Nieorganicznej
i Laboratorium Kontroli Jako$ci Lekéw w Krakowie. Nawigzana wspdtpraca zaowocowata
podjeciem zupetnie nowego tematu badawczego pod kierunkiem Profesora, ktérej efektem
byta rozprawa doktorska pt ,Densytometryczna ocena jakosci wybranych lekow
przeciwbolowych”.

Gtéwnymi obszarami moich zainteresowan badawczych prowadzonych przed doktoratem
byty poszukiwania optymalnych warunkéw do oznaczania substancji aktywnych (NLPZ,
antybiotyki) w produktach farmaceutycznych metodami chromatograficznymi. Prace
dotyczyty opracowania nowych metod analitycznych oraz préb identyfikacji ewentualnych
zanieczyszczen. Efektem moich badan prowadzonych w latach 1993-2003 sg wyniki
prezentowane w formie artykutéw naukowych oraz prezentacji na konferencjach. Czes¢
badan zostata opublikowana przed obrong pracy doktorskiej, a czes¢ zaprezentowana
w rozprawie doktorskiej.

Do najwazniejszych osiaggnie¢ uzyskanych podczas wykonywania doktoratu nalezy:

- opracowanie warunkow jednoczesnej identyfikacji i oznaczania ilosciowego wybranych
sktadnikdw czynnych i ich zanieczyszczen metodg chromatograficzno — densytometryczng;

- zbadanie stabilnosci wybranych lekdw zawierajgcych w skfadzie diklofenak, indometacyne,
naproksen i tramadol.
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Opublikowane w czasopismach naukowych prace badawcze dotyczyty:
1. Krzek J., Starek M., Kwiecien A., Simultaneous determination of guaiamar carbamate
and acetylsalicylic acid by a chromatographic — densitometric method, Acta Pol. Pharm.,
55, 429-434, 1998 IF=— MNiSW — pkt

2. Krzek J., Starek M., The effect of acetylsalicylic acid on the stability of methocarbamol
in complex drugs, Acta Pol. Pharm., 56, 369-374, 1999
IF=— MNiSW 4 pkt

3. Krzek J., Starek M., Densitometric determination of active constituents and impurities
in complex analgesic and antipyretic pharmaceuticals, JPC—J. Planar Chromarogr., 12, 356-
360, 1999 IF=1,030 MNIiSW 9 pkt

4. Krzek J., Starek M., Kwiecien A., Jednoczesne oznaczanie chlorowodorku oksytetracykliny
i wodorofumaranu tiamuliny metodg potencjometryczng, Biul. Inst. Lek., 44, 421-425, 2000
IF=— MNiSW 1 pkt

5. Krzek J., Kwiecien A., Starek M., Kierszniewska A., Rzeszutko W., Identification
and determination of oxytetracycline, tiamulin, lincomycin and spectinomycin in veterinary
preparations by thin layer chromatography and densitometry, J. AOAC Int., 83, 1502-1506,
2000 IF=1,066 MNIiSW 9 pkt

6. Krzek J., Starek M., Kwiecien A., Rzeszutko W., Simultaneous identification
and quantitative determination of neomycin sulfate, polymixin B sulfate, zinc bacitracin
and methyl and propyl hydroxybenzoates in ophthalmic ointment by TLC, J. Pharm. Biomed.
Anal., 24, 629-636, 2001 IF=1,177 MNIiSW 9 pkt

7. Krzek J., Starek M. ,Simultaneous densitometric determination of indomethacin
and its degradation products, 4-chlorobenzoic acid and 5-methoxy-2-methyl-3-indoleacetic
acid in pharmaceutical preparations” J. AOAC Int., 84, 1703-1707, 2001

IF=1,330 MNiSW 9 pkt

8. Krzek J., Starek M., Stozek T., Ocena stabilnosci kwasu acetylosalicylowego w tabletkach,
Farm. Pol., 21, 974-978, 2001 IF=— MNiSW 2 pkt

9. Krzek J., Starek M., Densitometric determination of diclofenac, 1-(2,6-
dichlorophenyl)indolin-2-on and indolin-2-one in pharmaceutical preparations and model
solutions, J. Pharm. Biomed. Anal., 28, 227-243, 2002

IF=1,360 MNiSW 9 pkt
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4.2. Dziatalno$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

Prace doktorskg obronitam w 2003 roku na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum. Promotorem rozprawy byt prof. dr hab. Jan Krzek,
a recenzentami prof. dr hab. Marianna Zajgc oraz prof. dr hab. Alfred Zejc. Na podstawie
rozprawy doktorskiej opublikowatam kolejne prace dotyczagce analizy naproksenu
i tramadolu.

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych zainteresowania badawcze
skoncentrowatam na optymalizacji metod chromatograficznych do analizy substancji
biologicznie aktywnych w produktach leczniczych. Opracowatam warunki rozdzielania
ibuprofenu, oksaprozinu, nefopamu oraz nabumetonu, a takze zbadatam kinetyke reakcji
hydrolizy tych zwigzkéw w rdéinych warunkach srodowiska. Ponadto zastosowatam
chromatografie cienkowarstwowg do oznaczen sktadnikéw aktywnych w suplementach diety
(L-karnityna, B-karoten, B-sitosterol).

Jednakze gtdwnym nurtem mojego zainteresowania sg niesteroidowe leki przeciwzapalne,
zwtaszcza zwigzki z grupy oksykamow i koksybow, ktore analizowatam w aspekcie
ich witasciwosci fizykochemicznych. Wyniki tych badan przedstawitam w cyklu publikacji
stanowigcych podstawe postepowania habilitacyjnego [H1-H11]. Obecnie moje badania
prowadzone s3 w dwodch zasadniczych kierunkach: optymalizacji procedur analitycznych
do potwierdzenia tozsamosci i oznaczania ilosciowego substancji czynnych w preparatach
farmaceutycznych, oraz zastosowania opracowanych metod do badania wifasciwosci
fizykochemicznych zwigzkdw poprzez analize wptywu czynnikdw zewnetrznych na retencje
i stabilnos¢ badanych substancji.

Opracowatam takze kilka prac pogladowych dotyczacych wykorzystania réznych technik
analitycznych w badaniach wybranych substancji czynnych z grupy NLPZ i antybiotykow.
Konfrontacja uzyskanych przeze mnie wynikdw z danymi literaturowymi sugeruje,
ze technika TLC z densytometria stanowig uniwersalne narzedzie w rozwigzywaniu
réoznorodnych problemdw analitycznych.

Badania po doktoracie opublikowane w czasopismach naukowych dotyczyty:
1. Krzek J., Starek M., Densitometric determination of naproxen and of naproxen methyl
ester, its impurity, in pharmaceutical preparations, JPC-J. Planar Chromatogr., 17, 137-142,
2004 IF2004 = 0,824 MNISW 8 pkt

2. Krzek J., Starek M., Quality assessment for tramadol in pharmaceutical preparations
with thin layer chromatography and densitometry, Biomed. Chromatogr., 18, 589-599, 2004
IF2004 = 1,069 MNISW 9 pkt

3. Krzek J., Starek M., Jelonkiewicz D., RP-TLC determination of S(+) and R(-) Ibuprofen
in drug with the application of chiral mobile phase and UV densitometric detection,
Chromatographia, 62 (11/12), 653-657, 2005 IF2005 = 0,959 MNISW 15 pkt
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4. Starek M., Krzek M., Michnik S., TLC-densitometric analysis of 3-sitosterol in pumpkin seed
oil, JPC-J. Planar Chromatogr.—Modern TLC, 20, 327-330, 2007
|F2007 = 0,683 MNiSW 10 pkt

5. Starek M., Krzek J., Stoch M., Densitometric analysis of 2-arylpropionate derivatives
in pharmaceutical preparations, JPC—J. Planar Chromatogr.—Modern TLC, 21, 251-258, 2008
|F2008 = 0,982 MNiSW 15 pkt

6. Starek M., Dabrowska M., Skucidski J., Thin-layer chromatography methods
for the determination of non-steroidal anti-inflammatory drugs and cephalosporin
antibiotics: A review, Rec. Pat. Chem. Eng., 3, 49-73, 2010

IF2010 = — MNiSW 2 pkt

7. Starek M., Krzek. J., Tarsa M., TLC-densitometric method for quantitation of oxaprozin
and degradation products in pharmaceutical preparations, JPC-J. Planar Chromatogr.—
Modern TLC, 23, 298-303, 2010 IF3010 = 1,247 MNiSW 20 pkt

8. Starek M., Krzek J., TLC chromatographic-densitometric assay of ibuprofen
and its impurities, J. Chromatogr. Sci., 48, 825-829, 2010
IF2010 = 1,087 MNIiSW 20 pkt

9. Dabrowska M., Starek M., Simultaneous identification and quantitative determination
of eight cephalosporins in pharmaceutical formulations by TLC-denitometry, JPC-J. Planar
Chromatogr., 24, 23-29, 2011 IF2011 = 0,767 MNISW 20 pkt

10. Starek M., Dgbrowska M., Tarsa M., Analysis of nefopam by TLC-densitometry. A study
of degradation mechanism in solutions under stress conditions, Acta Chim. Slov., 58,
262-269, 2011 IF2011 = 1,328 MNIiSW 25 pkt

11. Starek M., taskawski Sz., Dgbrowska M., Identification and quantitative determination
of nabumetone in pharmaceutical preparations by TLC-densitometry, JPC-J. Planar
Chromatogr., 6, 513-519, 2011 IF2011 = 0,767 MNIiSW 20 pkt

12. Dagbrowska M., Starek M., Skucinski J., Lipophilicity study of some non-steroidal anti-
inflammatory agents and cephalosporin antibiotics: a review, Talanta, 86, 35-51, 2011
IF3011 = 3,794 MNIiSW 40 pkt

13. Skucinski J., Dabrowska M., Wieczorek J., Starek M., Szura M., What about
transplantations in future — allotransplantation or xenotransplantation?, MIR (Med. Inter.
Rev.), 3, 71-85, 2011 IFy011 = — MNiSW — pkt
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14. Starek M., Krzek. J., Chemical study of (+)-(S)-ibuprofen enantiomer chiral inversion,
JPC-J. Planar Chromatogr.—Modern TLC, 25, 19-22, 2012
IF2012 = 0,955 MNISW 20 pkt

15. Starek M., Dgbrowska M., Development and validation of a TLC-densitometry method
for quantitative analysis of nefopam hydrochloride beside its degradation products, J. Anal.
Chem., 67, 733-739, 2012 IF2012 = 0,616 MNISW 15 pkt

16. Starek M., Dabrowska M., Chromatographic techniques in analysis of COX-2 inhibitors
in drugs and biological samples, Cent. Eur. J. Chem., 10, 711-730, 2012
IF3012 =1,167 MNiSW 25 pkt

17. Dabrowska M., Sieczka E., Starek M., TLC assay of L-carnitine in dietary supplements,
JPC—J. Planar Chromatogr.—Modern TLC, 5, 45-455, 2012
|F2012 = 0,955 MNiSW 20 pkt

18. Dabrowska M., Starek M., Analytical approaches to determination of carnitine
in biological material, foods and dietary supplements, Food Chem., 142, 220-232, 2014
IF5013 = 3,259 MNIiSW 40 pkt

19. Dgbrowska M., Starek M., Krzek J., Papp E., Krol P., A degradation study of cefepime
hydrochloride in solutions under various stress conditions by TLC-densitometry, Biomed.
Chromatogr., 29, 388-395, 2015 IF2013 = 1,662 MNIiSW 20 pkt

20. Skucinski J., Dgbrowska M., Starek M., Szura M., Wieczorek J., Smorag Z., Application
of analytical techniques to monitoring of kidney viability before transplantation during
storage in ViaSpan® and Biolasol® Plus preservation solutions, Anal. Meth., 6, 9093-9100,
2014 IF2013 = 1,938 MNISW 25 pkt

21. Starek M., Guja A., Dabrowska M., Krzek J., 2015, Assay of [-carotene in dietary
supplements and fruit juices by TLC-densitometry, Food Anal. Meth., DOI 10.1007/s12161-
014-0019-0 IF2013 = 1,802 MNIiSW 25 pkt

Aktualnie kontynuuje badania obejmujgce ocene jakosci substancji leczniczych
oraz okreslenie ich wtasciwosci fizykochemicznych z  zastosowaniem technik
chromatograficznych. Wyniki badan dotyczacych wybranych oksykaméw i koksybow
pod wptywem promieniowania UV oraz w obecnosci jondw metali i czynnikow utleniajgcych,
a takze analiza parametrow retencji zwigzkdbw w uktadach chromatograficznych
z zastosowaniem faz stacjonarnych o réznych witasciwosciach, bedg przedmiotem kolejnych
artykutow, przygotowywanych do publikacji w czasopismach naukowych.
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W toku dotychczasowe] pracy badawczej poza substancjami nalezgcymi do NLPZ
analizowatam takze antybiotyki w roéznych postaciach farmaceutycznych. Badania te
dotyczyty zaréwno oznaczania skfadnikdw obok siebie (oksytetracyklina, tiamulina,
linkomycyna, spektinomycyna; neomycyna, polimyksyna, bacytracyna; cefalosporyny)
jak i analizy ewentualnych zanieczyszczen i produktéw rozktadu.

Poza artykutami opublikowanymi w krajowych i miedzynarodowych czasopismach
naukowych na przedstawione tematy, jestem wspotautorem 4 rozdziatéw w wydawnictwach
ksigzkowych krajowych i zagranicznych (Zatacznik 3, 1I-E).

4.3 Inne formy dziatalnosci naukowo-badawczej

W okresie mojego zatrudnienia w Katedrze Chemii Nieorganicznej i Analitycznej
UJ CM bratam udziat tacznie w 10 projektach badawczych obejmujacych programy badan
witasnych i statutowych, a takze projekt naukowo-badawczy Nr N R12 0036 06/13/2009 DOP-
D/141/09, w ktérych petnitam funkcje wykonawcy lub kierownika (Zatgcznik 3, 11-1).

Poza zagadnieniami z dziedziny analityki farmaceutycznej moje zainteresowania

od 2008 roku skierowaty sie takze ku biologii molekularnej i mozliwosci wykorzystania metod
analitycznych w badaniach materiatu biologicznego. Dziatalnos¢ naukowa umozliwita mi
podjecie wspdtpracy z badaczami, czasem o zupetnie odmiennej specjalnosci i podjecie pracy
w zespole do realizacji konkretnych zamierzen (Zatacznik 3, IlI-1.1). Wspdlnie z Instytutem
Zootechniki Panstwowego Instytutu Badawczego w Balicach oraz Wydziatem Lekarskim
i Wydziatem Nauk o Zdrowiu Uniwersytetu Jagielloniskiego Collegium Medicum
uczestniczytam jako wykonawca w projekcie naukowo-badawczym Nr N R12 03606/13/2009
DOP-D/141/09. Grant obejmowat realizacje zadania w ramach projektu rozwojowego pt.
,Uzyskanie transgenicznych swin jako dawcoéw tkanek i narzaddw do transplantacji u ludzi
oraz ich biotechnologiczna, fizjologiczna i medyczna charakterystyka”.
Przeprowadzone badania dotyczyty zastosowania roznych technik analitycznych
pozwalajgcych wskaza¢ odmienne drogi Smierci komérki oraz okreslic poziom apoptozy,
co moze mie¢ wptyw na wybor strategii terapeutycznej [52]. Jednym z istotnych aspektow
technicznych  we wstepnych badaniach przedklinicznych  dotyczacych  mozliwosci
wykorzystania narzgdow jest ocena ich przydatnosci do przeszczepienia [53]. Obejmuje
ona szereg czynnikdw, m.in. okreslenie optymalnych warunkéw do przechowywania
pobranych narzadow w zaleznosci od czasu oraz stosowanych ptyndéw konserwujgcych.
W celu oceny funkcjonalnosci przechowywanych nerek wykonano pomiary zawartosci ATP,
obecnego we wszystkich metabolicznie czynnych komdrkach, metoda bioluminescencyjna.
Metodg konwencjonalnej elektroforezy w zelu agarozowym sprawdzono stopien
fragmentacji DNA, co pozwala okresli¢ jakos¢ badanego materiatu. Fluorymetrycznie
oznaczono takze aktywnos¢ kaspazy-3, specyficznego markera procesu apoptozy.

52.J.F. Kerr, A.H. Wyllie, A.R. Currie, Br. J. Cancer, 26, 239-257, 1972
53. L. Cierpka, Historia transplantacji. Biotechnologiczne i medyczne podstawy ksenotransplantacji, PAN, Poznan, 2006
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Wyniki badan naszego zespotu zostaly zaprezentowane w postaci: posteréw
prezentowanych na konferencjach naukowych (Zatacznik 3, IlI-B), rozdziatéw w ksigzkach
(Zatacznik 3, 1I-E), a takze artykutdw w czasopismach naukowych (Zatgcznik 3, 1I-A,E, 11I-B).

W trakcie mojej pracy we wspotpracy z firmg Chema-Elektromet, Sp. Pracy
w Rzeszowie wykonatam badania tozsamosci i zawartosci substancji czynnych i srodkéw
konserwujgcych w masci Multibiotic. Przeprowadzone badania zaowocowaty publikacjg
w czasopismie naukowym przedstawiajgcg zwalidowang metode analityczng do oznaczania
sktadnikdw w preparacie farmaceutycznym (Zatacznik 3, 1I-A).

Wyniki wszystkich dotychczasowych moich badan prezentowatam na 42 zjazdach,
konferencjach i seminariach naukowych, zaréwno krajowych jak i miedzynarodowych.
Poza oryginalnym dorobkiem naukowo-badawczym jestem autorkg 28 recenzji prac
naukowych dla czasopism miedzynarodowych i krajowych, zaréwno ze wskaznikiem IF
jak i bez IF (Zatacznik 3, IlI-P). Ponadto jestem Cztonkiem Rady Doradczej czasopisma
»Recent Patents on Chemical Engineering” (Zatacznik 3, 11I-G).

W czasie pracy zawodowej staram sie ciggle poszerza¢ swojg wiedze
oraz umiejetnosci zaréwno na studiach podyplomowych (Biologia Molekularna) jak i kursach
doskonalacych (Kurs Nowoczesnej Chromatografii Cieczowej; Kurs Alkohologia sgdowa
i narkomania) (Zatacznik 3, 11I-Q).

5. DZIALALNOSC DYDAKTYCZNA | ORGANIZACYINA

Od chwili zatrudnienia w Katedrze Chemii Nieorganicznej i Analitycznej Wydziatu
Farmaceutycznego UJ CM w roku 1993 czynnie uczestnicze w zajeciach dydaktycznych.
Do mojej aktywnosci w dziedzinie dydaktyki nalezy zaliczy¢ przede wszystkim realizacje zajec
laboratoryjnych z chemii ogdlnej, nieorganicznej i analitycznej, obejmujgcych analize
jakosciowa soli, potwierdzanie tozsamosci jondw, analize zwigzkéw trudnorozpuszczalnych
oraz badania czystosci zwigzkdw metodami farmakopealnymi, a takze analize ilosciowa
prowadzong zaréwno metodami klasycznymi tj. analiza wagowa i miareczkowa,
jak i technikami instrumentalnymi. Zajecia z w/w tematyki prowadze ze studentami farmacji,
analityki medycznej oraz kosmetologii. Prowadze rdéwniez seminaria obliczeniowe
dla studentéw | roku Wydziatu Farmaceutycznego obejmujgce zakres chemii ogdlnej, a takze
z metod instrumentalnych dla studentéw Il roku Wydziatu Farmaceutycznego z zakresu
wybranych metod analitycznych, stanowigce rozszerzenie wiedzy prezentowanej
na wyktadzie i ¢wiczeniach.

Bratam udziat w tworzeniu i opracowywaniu ¢wiczen praktycznych z analizy miareczkowej
oraz spektrofotometrii i chromatografii, konspektow do seminariéw z obliczen chemicznych
(przeliczanie stezen, roztwory buforowe, reakcje utleniania i redukcji, rozpuszczalnosc
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i iloczyn rozpuszczalnosci, zwigzki kompleksowe) oraz seminariéw z zakresu chromatografii
i spektrometrii.

Do moich obowiagzkéw nalezy opieka nad studentami pierwszego roku farmaciji,
a takze opieka nad pracami magisterskimi prowadzonymi w Katedrze z zakresu chemii
analitycznej. Moim celem jest, aby kazda z prac magisterskich wykonywanych pod moja
opieka miata obiektywny walor naukowy i mogta stanowi¢ podstawe do powstania
wartosciowych artykutow naukowych (Zatgcznik 3, IlI-J).

W swojej dziatalnosci dydaktycznej staram sie stale unowoczesniaé tresci i formy.
W zwigzku z tym podejmuje uczestnictwo w réinych kursach i szkoleniach
popularyzatorskich oraz doskonalacych zawodowo (Zatacznik 3, 111-Q).

Dziatalno$¢ dydaktyczna obejmuje rowniez swym zakresem sfere popularyzatorska
wybiegajacg poza aktywnos¢ uczelniang. Jako osiggniecia dydaktyczne w zakresie
popularyzacji nauki moge wymienic udziat w promocji Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM w
ramach Festiwalu Nauki oraz Targdw Edukacyjnych w Krakowie. Uczestniczytam takie w
spotkaniach organizowanych przez PAU oraz CITTRU. Ponadto naleze do Bazy Ekspertow
Polsko-Norweskiego Funduszu Badan Naukowych, gdzie stuze pomoca w procesie
merytorycznej oceny projektow badawczych (Zatgcznik 3, 1I-1,N).

W ramach dziatalnosci organizacyjnej na rzecz macierzystej uczelni w roku 2004
i 2005 bytam cztonkiem Komisji Egzaminacyjnej na Wydziale Farmaceutycznym UJ CM.

Jako cztonek komitetu organizacyjnego bratam udziat w organizacji zaréwno
krajowych jak i miedzynarodowych konferencji naukowych (Zatgcznik 3, 111-C).

Jestem cztonkiem Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego oraz Polskiego
Towarzystwa Magnezologicznego (Zatgcznik 3, 111-H).

Ukonczytam kurs Europejskiej Rady Resuscytacji BLS/AED i w zwigzku z powyzszym
od 2010 jestem jedng z oséb odpowiedzialnych za udzielanie pierwszej pomocy w Katedrze
(Zatacznik 3, HI-Q).

Bratam takze udziat w spotkaniach dotyczacych polepszania organizacji pracy:

- | Seminarium ,,Polskie Laboratoria w Europie XXI wieku” organizowane przez Laboratoryjny
Serwis Informacyjny oraz Petnomocnika Rektora UJ ds. Oséb Niepetnosprawnych
w Krakowie, 01.06.2005;

- spotkanie nt. ,Programy oraz oferty stypendialne dla polskich naukowcéw z dziedziny nauk
biologicznych i medycznych” organizowane przez CTTPK w Krakowie, 12.06.2006;

- Seminarium nt. ,Jak stworzy¢ nowoczesne laboratorium chemiczne? Od pomystu
do sukcesu”, KRAKOW 13.04.2011.

Za osiggniecia naukowe za rok 2009, 2011 oraz 2012 zostatam uhonorowana
nagrodami przez Dziekana Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM. Natomiast w 2013 roku
Prezydent Rzeczypospolitej Polskiej przyznat mi Medal Brazowy za Dtugoletnig Stuzbe

(Zatacznik 3, II-D,J). "
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