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1. POSIADANE DYPLOMY | STOPNIE NAUKOWE

1998 Dyplom i stopien magistra analityki medycznej uzyskany na podstawie pracy
magisterskiej pt. ,,Zageszczanie i sporzqdzanie liniowych gradientow stezen
sktadnikow  plynow  biologicznych  metodq  zamrazania/rozmrazania”
w Zaktadzie Immunochemii Klinicznej II Katedry Choréb Wewngtrznych
Collegium  Medicum  Uniwersytetu  Jagicllonskiego, na  Wydziale
Farmaceutycznym z Oddziatem Analityki Medycznej Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie

2008 Dyplom i stopien doktora nauk farmaceutycznych w specjalno$ci chemia
analityczna uzyskany na podstawie rozprawy doktorskiej pt. ,,Analiza
wybranych cefalosporyn z udziatem [-cyklodekstryny w aspekcie rozdziatu
izomerow i oceny trwalosci” na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu
Jagielloniskiego Collegium Medicum w Krakowie

2011 Dyplom ukonczenia studiow podyplomowych w zakresie ‘Prawa Dowodowego’
prowadzonych na Wydziale Prawa i Administracji Uniwersytetu Jagiellonskiego
i Instytucie Ekspertyz Sadowych w Krakowie

2012 Dyplom ukonczenia studiow podyplomowych w zakresie ‘Biologia
Molekularna®  prowadzonych na  Wydziale  Biochemii,  Biofizyki
i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie

2. INFORMACJE O ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH NAUKOWYCH

Od 01.10.1999 - pracownik w Katedrze Chemii Nieorganicznej i Analitycznej
Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum
w Krakowie.

Zajmowane stanowiska:
0d 01.10.1999 do 01.10.2009 — asystent
od 01.10.2009 do chwili obecnej — adiunkt

3. OSIAGNIECIE NAUKOWE STANOWIACE PODSTAWE HABILITACJI
wynikajace z Art. 16, ust. 2 ustawy z dnia 14.03.2003r. 0 stopniach naukowych
I tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz.
595 z p6zn. zm., tekst jednolity Dz.U. 2017 poz. 1789)

Podstawe niniejszej habilitacji stanowi cykl 7 publikacji oryginalnych, powiazanych
tematycznie, przedstawionych jako osiagnigcie naukowe w punkcie 3.1.[H1-H7] pt.:

Analiza iloSciowa oraz badanie wlasciwosci fizykochemicznych wybranych
cefalosporyn wraz z oceng ich trwalosci w warunkach stresowych
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3.1. Wykaz publikacji bedacych podstawa habilitacji

Podstawe pracy habilitacyjnej stanowi cykl siedmiu opublikowanych prac
o sumarycznym IF (Impact Factor wg Journal Citation Reports ICR) wynoszacym
13.235 (MNiSW 160 pkt).

We wszystkich pracach jestem pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym.

H1. Dabrowska M., Starek M., Skucinski J., Lipophilicity study of some non-steroidal
anti-inflammatory agents and cephalosporin antibiotics: a review, Talanta, 2011, 86,
35-51

1F5011 = 3.794 MNiSWzon =40 pkt

H2. Dabrowska M., Komsta L., Krzek J., Kokoszka K., Lipophilicity study of eight
cephalosporins by reversed-phase thin-layer chromatographic method, Biomedical
Chromatography, 2015, 29, 1759-1768

1Fs015 =1.729 MNiSWz()ls =20 pkt

H3. Dabrowska M., Starek M., Komsta L., Szafranski P., Stasiewicz-Urban A., Opoka
W., Assessment of the chromatographic lipophilicity of eight cephalosporins
on different stationary phases, European Journal of Pharmaceutical Sciences, 2017, 101,
115-124

1F5016 = 3.756 MNiSWgolG =35 pkt

H4. Dabrowska M., Starek M., Krzek J., Papp E., Krol P., A degradation study
of cefepime hydrochloride in solutions under various stress conditions by TLC-
densytometry, Biomedical Chromatography, 2015, 29, 388-395

1Fy015 =1.729 MNiSW2015 =20 pkt

H5. Dabrowska M., Starek M., Opoka W., Comprehensive study of the stability of
cefepime hydrochloride and cefuroxime axetil under various environmental conditions,
JPC-Journal of Planar Chromatography-Modern TLC, 2016, 29, 264-272

1F2016 = 0.736 MNiSWz()lG =15 pkt

H6. Dabrowska M., Komsta L., Opoka W., Starek M., Chemometric analysis
of chromatographic data in stability investigation of cephalosporins, Acta
Chromatographica, DOI: 10.1556/1326.2017.00341

1Fo016 = 0.755 MNiSW2016 =15 pkt

H7. Dabrowska M., Starek M., Opoka W., Determination of cefuroxime axetil and
cefepime in biological material by TLC-densitometry, JPC-Journal of Planar
Chromatography-Modern TLC, 2017, 30, 291-298

1F5016 = 0.736 MNiSWzole =15 pkt
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W przypadku prac opublikowanych w 2017 roku, podano Impact Factor oraz punktacjg
MNISW za rok 2016. W dniu zlozenia do Centralnej Komisji do Spraw Stopni
1 Tytutow wniosku o wszczgcie postgpowania habilitacyjnego, nie byt dostepny Impact
Factor, jak rowniez punktacja MNiSW za rok 2017.

Wymienione artykuty zostaly zalaczone w Zalaczniku 4 i cytowane sa w tekscie
z litera ,,H” przed numerem odnos$nika (np. [H1]).

Badania HPLC-MS/MS [H4] wykonano w Zaktadzie Farmakokinetyki i Farmacji
Fizycznej Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM.

Do wniosku o wszczgeie postgpowania habilitacyjnego dotaczono o$wiadczenia
wspotautoréw pracy okreslajace indywidualny wktad kazdego z nich w jej powstanie
(Zatacznik 5).

3.2. Prezentacja wynikéw badan
3.2.1. Wprowadzenie

Cefalosporyny stanowia grupe potsyntetycznych antybiotykow B-laktamowych
0 szerokim spektrum dziatania bakteriobojczego. Mechanizm dziatania zwiazany jest
z hamowaniem ostatniego etapu syntezy $ciany komorkowej bakterii poprzez wiazanie
kowalencyjne z centrum aktywnym enzymu transpeptydazy, ktory jest odpowiedzialny
za poprzeczne sieciowanie nici peptydoglikanow. Zablokowanie tego etapu prowadzi
do zwigkszenia przepuszczalnosci Sciany komodrkowej, zmniejszenia zdolnoS$ci
namnazania i w konsekwencji do lizy bakterii [1]. Cefalosporyny zbudowane
sa z czterocztonowego uktadu B—laktamowego skondensowanego z szeScioczionowym
pierScieniem 1,3-dihydrotiazyny w odrdéznieniu od penicylin, ktore zawieraja
pigciocztonowy pierscien tiazolidyny (Rys. 1).

R
2 s

R1—CO—NH——r

—N_ =~ Ry
o7

07" ~0—R,

Rysunek 1. Podstawowa struktura cefalosporyn (R oznacza dodatkowe tancuchy boczne
Podstawienie w tych miejscach roznych grup chemicznych daje odmienne zakresy dziatania
antybiotykow, rozne wlasciwos$ci farmakokinetyczne)

Obecne w ich czasteczkach wigzanie f—laktamowe jest trwalsze niz w penicylinach
naturalnych, co wynika ze stabilizujacego wplywu pier$cienia 1,3-dihydrotiazynowego,
jak réwniez grupy podstawnikéw w tancuchu bocznym, ktére moga ostania¢ wiazanie
laktamowe elektronowo i sterycznie. Tak skondensowany uktad p-laktamowy
z 1,3-dihydrotiazyna tworzy struktur¢ A—2—cefemu, ktora stanowi podstawowy element
budowy cefalosporyn, warunkujacy ich dziatanie [2]. Aktywno$¢ farmakologiczna
A—2—-cefemu i jego pochodnych wynika z lokalizacji podwojnego wiazania pomigdzy
C, i C3 w pierscieniu 1,3-dihydrotiazyny (piramidalne usytuowanie atomu azotu).



AUTOREFERAT Monika Dgbrowska [y

Wystgpowanie podwojnego wiazania migdzy atomami wegla w  pier§cieniu
dihydrotiazyny, ale zlokalizowanego pomigdzy Cs i Ca, powoduje utratg aktywnosci
farmakologicznej tych zwiazkéw (atom azotu polozony ptasko lub prawie ptasko).
Taka sytuacja ma miejsce w A-3-cefemie i jego pochodnych. Analogicznie jak
penicyliny, cefalosporyny ulegaja procesom degradacji na drodze hydrolizy wiazania
B—laktamowego w §rodowisku wodnym. Powstajace produkty nie wykazuja dziatania
bakteriobojczego [3-6].

Biorac pod uwage spektrum dziatania przeciwbakteryjnego cefalosporyn, ich

oporno$¢ na B—laktamazy, wtasciwosci farmakologiczne oraz kolejnos¢ wprowadzania
do terapii, antybiotyki te zostaty podzielone na tzw. generacje [2]. Wsrod stosowanych
powszechnie w terapii wyodrgbnia si¢ zazwyczaj pig¢ generacji cefalosporyn.
Do generacji pierwszej zalicza si¢ cefalosporyny o malej opornosci na dziatanie
B-laktamaz, charakteryzujace sig silniejszym dziataniem na bakterie Gram+ niz Gram—.
Grupe ta stanowia arylowe pochodne kwasu 7-AC z grupa acetoksymetylowa, ktora
moze by¢ wymieniona na grup¢ metylowa lub atom chloru; naleza do niej: cefalotyna,
cefacetryl, cefalorydyna, cefradyna, cefazolina, cefaleksyna, cefaklor. Cefalosporyny
drugiej generacji wykazuja duza opornos¢ na dziatanie f—laktamaz i silniej dzialaja na
bakterie Gram— niz Gram+. Do grupy tej naleza: cefamandol, cefuroksym, cefoksytyna,
cefotiam, ceforanid, cefmentazol, cefbuperazon. Do struktury chemicznej w polozenie
3 wprowadzono ugrupowanie karbamoilooksymetylowe (ester acetoksyetylowy
cefuroksymu) lub metylotetrazolilotiometylowe (cefamandol). Trzecia generacja
to cefalosporyny, ktore wykazuja bardzo duza oporno$¢ na dziatanie f—laktamaz, silniej
dziataja na bakterie Gram— niz Gram+ oraz sa aktywne w stosunku do wszystkich
bakterii Gram— z wyjatkiem Actinetobacter (cefotaksym, cefoperazon, ceftazidim,
ceftriakson, cefiksim). Natomiast cefalosporyny czwartej generacji (cefepim, cefpirom,
ceftan) lepiej przenikaja do ptynow ustrojowych i tkanek wykazujac duza aktywnosé
wobec bakterii Gram—. Znajduja one zastosowanie w leczeniu cigzkich zakazen
wywotanych m.in. przez Enterobacteriaceae. Cefalosporyny piatej generacji
(ceftobiprol, ceftarolina), o szerokim spektrum dziatania przeciwbakteryjnego, aktywne
wobec Gram+ zarodnikowcom wlaczajac oporne na metycyling szczepy gronkowca
(MRSA, methicyllin-resistant  Staphylococcus aureus), podawane pozajelitowo
wykazuja duza biodostgpnosé, tatwo przenikaja do plynu mozgowo-rdzeniowego.
Ze wzgledu na aktywno$¢ wobec bakterii Gram— i odpornosci na dziatanie -laktamaz
mozna je podzieli¢ na grupe ceftobiprolu wykazujaca aktywnos¢é wobec bakterii Gram—
analogiczna do cefalosporyn czwartej generacji o duzej odpornosci na dziatanie
B-laktamaz oraz grupg ceftaroliny o ograniczonej aktywnosci wobec bakterii Gram-—
i matej odpornosci na dziatanie B-laktamaz [7].

Cefalosporyny stosowane w lecznictwie stanowia dzisiaj obszerna, wciaz
dynamicznie powigkszana grupg antybiotykow. Powszechno$¢ ich stosowania jest
uwarunkowana mozliwosciami modyfikacji macierzystej struktury, co wiaze si¢
z tworzeniem nowych pochodnych i sukcesywnym poszerzaniem spektrum dzialania
terapeutycznego. Z tego wzgledu podjecie badan majacych na celu opracowanie
nowych, prostych i szybkich metod majacych zastosowanie do wyznaczania
parametréw charakteryzujacych wlasciwosci fizykochemiczne (tj. lipofilowos$¢)
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juz istniejacych jak i potencjalnych nowych lekow, wydaje si¢ by¢ celowe i zasadne —
zwlaszcza, ze procedury te cechuje duza czuto$¢ i rzetelno$¢ otrzymanych wynikow.
Jednym z  najwazniejszych  parametrow  okre$lajacych  aktywno$¢
farmakokinetyczna, farmakodynamiczna oraz toksyczna danej substancji jest
lipofilowos$¢. Pojecie to definiowane jest poprzez powinowactwo substancji do dwoch
niemieszajacych si¢ faz: lipidowej oraz wodnej. Parametr ten jest wykorzystywany
podczas tworzenia nowych, biologicznie czynnych substancji, a takze do oceny
aktywnosci biologicznej zwiazkoéw/lekow, istniejacych juz na rynku farmaceutycznym.
Od wielu lat lipofilowo$¢ stanowi przedmiot eksperymentow oraz dociekan
naukowych [8]. Prawo podziatu sformutowane przez Waltera H. Nernsta opisuje stan
rownowagi termodynamicznej w okreslonej temperaturze i przy danym cis$nieniu,
w ktorej stosunek stezen substancji rozpuszczonej w dwoch niemieszajacych sig
rozpuszczalnikach jest wielko$cia stata. Ilosciowo zjawisko to okresla wspotczynnik
podziatu. Po raz pierwszy termin ten zostat uzyty do oceny lipofilowosci w 1964 roku,
aby $ledzi¢ zachowanie leku w organizmie czlowieka po jego podaniu. Wartos¢ ta
pomaga scharakteryzowa¢ mozliwosci wchtaniania leku, przepuszczalnosci przez
bariery biologiczne, absorpcji, wiazania z biatkami, interakcji lek-receptor, przenikania
do krwi i mozgu, metabolizmu oraz wydalania. Mozliwo$¢ oceny absorpcji leku jest
Kluczowym aspektem w procesie tworzenia nowych lekow, zwlaszcza podawanych
w formie doustnej [9].
Aktywnos$¢ biologiczna zwiazku najczgsciej rosnie ze wzrostem lipofilowosci,
poniewaz wzrasta powinowactwo 1 przepuszczalno$¢ substancji przez blony
biologiczne. Zwiazki charakteryzujace si¢ wysoka lipofilowoscia wykazuja wigksze
powinowactwo do biatek osocza, w zwiazku z czym sa latwiej transportowane przez
barier¢ krew-mozg. Réwnoczesnie zbyt duza lipofilowo$¢ jest niekorzystna, bowiem
zmniejsza si¢ absorpcja leku po podaniu doustnym oraz wzrasta tendencja
do bioakumulacji. W praktyce nalezy dazy¢ do wyboru zwiazku o optymalnych
wlasciwosciach hydrofobowo-hydrofilowych o posredniej wartosci wspdlczynnika
podziatu [10]. Farmakologiczne dzialanie substancji chemicznej zwiazane jest z jej
lipofilowoscia, dlatego tez wielkos¢ ta jest wykorzystywana w projektowaniu nowych
struktur potencjalnych lekéw oraz optymalizacji wlasciwosci farmakokinetycznych
opracowywanej substancji czynnej [11]. Duzy postgp w dziedzinie kwalifikowania
substancji do wczesnej fazy badan przysztych lekow zagwarantowaly badania
Lipinskiego i opisanie tak zwanej reguty pigciu [12,13]. W latach 60-tych pojawita si¢
dziedzina nauki zajmujaca si¢ analiza zalezno$ci miedzy struktura chemiczna
a aktywnoscia biologiczna substancji chemicznej, QSAR (Quantitative Structure
Activity Relationship) i QSPR (Quantitative Structure Property Relationship) [14].
Metody te wykorzystywane sa do projektowania i poszukiwania nowych zwiazkow
biologicznie czynnych, a uzyskane wyniki badan przyczyniaja si¢ do poznania
skomplikowanych zjawisk zachodzacych w organizmie cztowieka. Ponadto mozna
dzigki nim przewidywa¢ potencjalng aktywno$¢ biologiczna substancji o podobnych
strukturach oraz projektowa¢ substancje odmienng strukturalnie, ktora bedzie
wykazywata pozadany efekt dziatania na receptor i w konsekwencji na organizm
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czlowieka. Dzigki takiemu rozumowaniu naukowcy sa W Stanie szybciej i taniej
projektowaé nowe zwiazki — potencjalne leki [15,16].

Lipofilowos¢ jest wypadkowa sil hydrofobowych i1 dyspersyjnych wptywajacych

na zachowanie niepolarnych fragmentoéw czasteczki zwiazku chemicznego oraz wiazan
1 oddziatywan elektrostatycznych tworzacych si¢ migedzy polarnymi i zjonizowanymi
ugrupowaniami. Mozliwe sa wigc proby przewidywania jej warto$ci na podstawie
budowy chemicznej zwiazku, jednakze metody te (in silico) pozwalaja na uzyskanie
jedynie przyblizonych wynikéw. W celu doswiadczalnego wyznaczenia parametrow
charakteryzujacych lipofilowos$¢ stosowane sa nadal tradycyjne metody ekstrakcji
(‘shake-flask’ oraz ‘stir-flask’), jednak sa one pracochtonne i mato precyzyjne [17,18].
Przy ich zastosowaniu tymi mozna wyznaczy¢ wartos¢ wspolczynnika podziatu
substancji 0 matej i1 $redniej lipofilowosci (logP w zakresie od -3 do +3). Istotna
alternatywe dla nich stanowia metody chromatograficzne, zwtaszcza w odwrdconym
uktadzie faz (RP-18), pozwalajace na okreslenie lipofilowosci w szerokim zakresie
(logP od 1 do 8) [19,20]. Budowa powierzchni fazy stacjonarnej (np. RP-18) jest
zblizona do btony biologicznej. Charakteryzuje si¢ wlasciwosciami anizotropowymi,
zawiera dlugie, weglowodanowe tancuchy, ktore stanowia film hydrofobowy.
Dodatkowo metody chromatograficzne charakteryzuje szybko$¢ i prostota, duza
precyzja i odtwarzalno$¢ wynikow. Umozliwiaja wyznaczanie parametrow
lipofilowosci dla kilku substancji jednoczesnie oraz analiz¢ zwiazkow asocjujacych,
dysocjujacych lub mato stabilnych. Ograniczeniem ich stosowania jest jedynie
niemozno$¢ korzystania z silanizowanego zelu krzemionkowego w pH powyzej 8.
Sposrod metod chromatograficznych stosowanych do wyznaczania lipofilowosci
wyraznie wyrdznia si¢ metoda chromatografii cienkowarstwowej (TLC), zwtaszcza
z uwagi na szybko$¢ 1 prostotg¢ wykonania. Metoda TLC mozna jednoczes$nie
przeanalizowa¢ duza grupe zwiazkow o zroznicowanych  wlasciwosciach
fizykochemicznych, a do przeprowadzenia badan potrzebna jest niewielka ilos¢
oznaczanego zwiazku. Na wynik analizy nie wplywaja zanieczyszczenia mogace
wystegpowa¢ w probce, nie jest takze konieczna ilosciowa analiza analitu.
Odtwarzalno$¢ wynikow otrzymanych ta metoda jest wigksza niz w tradycyjnych
technikach ekstrakcyjnych. Ponadto mozliwa jest standaryzacja otrzymanych warto$ci
[21,22].
Badania lipofilowosci zasadniczo maja na celu przewidywanie sposobu zachowania sig
leku w organizmie, dlatego wazne jest, aby stosowana metoda odwzorowywata jak
najdoktadniej warunki naturalne. Z tego wzgledu coraz wigksza popularno$cia ciesza
si¢ sztuczne btony biologiczne (IAM, Immobilized Artificial Membrane). Sa one
zbudowane, podobnie jak btony komorkowe, z fosfolipidow (gldwnie
fosfatydylocholiny), czasteczek o amfifilowym charakterze, przytaczonych
kowalencyjnie w monowarstwie do matrycy przez tancuch propyloaminowy.
Ich polarne fragmenty skierowane sa na zewnatrz, tworzac $rodowisko zbliZzone
do rzeczywistego. Na podstawie badan dowiedziono, ze wspotczynnik retencji
wyznaczony za pomoca IAM lepiej obrazuje transport substancji przez bariery
biologiczne, niz  wartosci uzyskane z  wykorzystaniem  typowej fazy
oktadecylosilanowej (ODS) [23].
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Pos$rod innych metod stosowanych do wyznaczenia lipofilowosci mozna odnotowaé
takze metody optyczne oraz elektrochemiczne [24,25]. Kolejna grupg stanowia
wspomniane wczesniej metody obliczeniowe in silico (atomowe, fragmentéw czy
oparte na strukturze catych czasteczek), wykorzystujace oprogramowanie oparte
na algorytmach matematycznych [26,27]. Dostgpna jest duza liczba programéow
komputerowych, dzieki ktorym mozna przeprowadzi¢ obliczenia deskryptoréw
opisujacych lipofilowos¢.

Od pewnego czasu analiza danych przez zastosowanie zaawansowanych modeli
matematycznych i statystycznych zajmuje si¢ nowa dziedzina nauki — chemometria.
Wspdlczesny sprzet laboratoryjny stosowany w badaniach biologicznych i medycznych,
moze generowa¢ duze ilosci danych pomiarowych. Zaawansowane metody
chemometryczne sa w takich sytuacjach jedyna mozliwo$cia analizy poréwnawczej,
poprzez modelowanie zachodzacych proceséw, rozpoznawanie i klasyfikacje probek,
przewidywanie  pewnych  parametrow  probki.  Techniki ~ chemometryczne
wykorzystywane sa takze do kontroli jako$ci proceséw technologicznych i oceny
wilasciwo$ci produktéw farmaceutycznych [28,29]. W wyniku skomputeryzowanych
procedur wielowymiarowej analizy danych mozna uzyskac istotne informacje, czgsto
ukryte w duzym zbiorze danych. Zaréwno badania statystyczne (analiza regresji)
jak 1 metody chemometryczne znalazty zastosowanie w wielu o$rodkach prowadzacych
analizy chemiczne i biologiczne [30].

Analiza Gléwnych Sktadowych (PCA) jest nienadzorowana metoda uzyskiwania
istotnych informacji z zestawoéw wynikow, identyfikowania trendow i wyrazania
danych tak, aby wyodrebni¢ zaré6wno podobienstwa, jak i roznice [31,32]. Moze by¢
ona wykorzystywana do ogdlnej oceny wspotzaleznosci pomigdzy zmiennymi,
do analizy zmian we wspoétliniowosci [33] oraz do zmniejszenia liczby analizowanych
zmiennych podczas monitorowania procesu [34-36]. Poniewaz PCA moze by¢
wykorzystywana do poréwnania danych uzyskanych na drodze roznych
eksperymentow, W prezentowanych dalej pracach zastosowano ja do analizy
uzyskanych  eksperymentalnie i  obliczonych  deskryptorow  lipofilowosci
w wielowymiarowy sposob. Przy zastosowaniu PCA liczba analizowanych zmiennych
w zbiorze danych zmniejsza si¢ poprzez znalezienie ich kombinacji liniowej, ktora
wyjasnia ich zroznicowanie (tzw. wariancj¢ wewnetrzng) [37]. Ponadto mozna uzyskac
miar¢ lipofilowosci, stosujac PCA bezposrednio do uzyskanych doswiadczalnie
wartosci Re I Ry traktujac warto$¢ pierwszej sktadowej jako taka miarg. Otrzymany
metoda PCA wykres przedstawia najwigksza mozliwa informacje W wejSciowych
danych chromatograficznych, jaka mozna zobrazowa¢ w formie dwuwymiarowej.
Wartosci odpowiadajace pierwszej gldwnej sktadowej (PC1) wyjasniaja najwigce]
informacji, jaka moze poda¢ z konkretnych danych jedna zmienna i zostaty uznane za
istotne  rozwiazanie dla wyznaczania lipofilowosci na podstawie danych
chromatograficznych. Analiza wektorow obciazen moze z kolei dostarczy¢ uzytecznych
informacji na temat chromatograficznego zachowania badanych substancji
oraz mechanizmow ich retencji [38]. Mozna tez stwierdzi¢, ze druga lub trzecia gtdéwna
sktadowa zawieraja zwykle inne, niezalezne, gleboko ukryte i istotne trendy retencji.
Wykresy dla gtownych sktadowych przydatne sa jako narzedzie wyrazajace zaleznosci
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migdzy cechami charakterystycznymi badanych substancji w poszukiwaniu trendéw,
grupowania lub wyznaczania warto$ci wyraznie odbiegajacych.

Analiza wielolinearna (multi-way) stanowi rozszerzenie modelu gltownych
sktadowych (analizujacych macierz jako struktur¢ bilinearna) na dane wielolinearne
i daje pozadane rozszerzenie dyskutowanych metod w sytuacjach, gdy otrzymane
wyniki spehniaja takie zatozenia (np. dane zaleznosci zwiazek x modyfikator x stezenie
tworza tensor — ,kostke”). Najprostsza 1 najczesciej stosowana metoda analizy
wielolinearnych zbiorow danych jest PARAFAC (Parallel Factor Analysis) [39].
W przypadku analizy tensora warto$ci retencji zamiast macierzy, wartosci retencji
sa modelowane jako suma iloczynow trzech (nie dwoch, jak w PCA) wspotczynnikow.
Podobnie jak w przypadku analizy PCA do analizy i interpretacji, mozna si¢ postuzy¢
uzyskanymi sktadowymi [40-43].

Ostatnia stosowana w niniejszych pracach metoda jest hierarchiczna analiza
skupien HCA (Hierarchical Cluster Analysis). Stanowi ona algorytmiczne podejscie
W poszukiwaniu wyodrebnionych grup w zbiorze danych na podstawie macierzy
podobienstwa lub odmiennosci pomigdzy obiektami. Wspomniane grupy sa
hierarchicznie zorganizowane i moga by¢ prezentowane jako dendrogram [44,45].

W literaturze mozna znalez¢ prace, w ktorych badacze zastosowali
wielowymiarowe metody statystyczne np. do poszukiwania kluczowych cech
dotyczacych czasteczek i wskaznikow aktywnos$ci przeciwrakowej [46]. Analiz¢ PCA
wykorzystywano do zredukowania i wyodrgbnienia istotnych informacji z duzej ilosci
danych eksperymentalnych [47-49]. Dane chromatograficzne bardzo czesto daje sig
zestawi¢ w tensor zawierajacy odpowiadajace sobie zmienne (czyli dane maja
faktycznie strukture trojlinearng) [50-52].

3.2.2. Cel naukowo-badawczy

Glownym celem podjetych badan bylta analiza wtasciwosci wybranych cefalosporyn
w kontekscie okreslenia powinowactwa do bton biologicznych, a takze opracowanie
nowych metod stuzacych identyfikacji i analizie ilosciowej substancji czynnej
w zlozonych matrycach oraz ewentualnych produktow degradacji analizowanych
antybiotykdw, powstajacych w warunkach stresowych. Prezentowane prace stanowia
kontynuacj¢ prowadzonych przeze mnie wczesniej badan 1 stanowia probeg
kompleksowej oceny wybranej grupy lekow. Badania przeprowadzone w ramach prac
przedstawionych jako osiagnigcie naukowe byly realizowane w czterech glownych
nurtach badawczych:

e badania lipofilowosci wybranych cefalosporyn z wykorzystaniem roéznych
technik analitycznych

e badania stabilnosci substancji czynnych w warunkach stresowych

e zastosowania metod chemometrycznych do analizy danych eksperymentalnych

e opracowania nowych metod analitycznych do oznaczania substancji czynnych
w ztozonej matrycy biologicznej
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3.2.3. Omoéwienie wynikow stanowiacych podstawe habilitacji

Wynikiem przeprowadzonego na poczatku badan studium literaturowego byto
usystematyzowanie aktualnej wiedzy na temat lipofilowo$ci, ze szczegdlnym
uwzglednieniem réznorodnej metodyki prowadzenia badan [H1]. Praca ta stata si¢
punktem wyjsScia do opracowania wiasnych metod i ustalenia istniejacych zaleznosci
w badaniach tej wlasciwosci zwiazkow biologicznie czynnych. Celem kolejnych prac
prezentowanych jako osiagnigcie naukowe [H2,H3] byla analiza parametréw
lipofilowosci wybranych lekow z grupy cefalosporyn metoda chromatografii
cienkowarstwowej z wykorzystaniem faz stacjonarnych o réznych wiasciwosciach
I uzyciem organicznych modyfikatorow faz ruchomych rézniacych si¢ polarnoscia (sita
elucji; metanol, aceton, 1,4-dioksan, acetonitryl, 2-propanol). Otrzymane wartosci
parametru Ryo (= logP) skorelowano z parametrami lipofilowosci otrzymanymi
metodami obliczeniowymi oraz wyznaczonymi eksperymentalnie z zastosowaniem fazy
IAM (logkjam), poszukujac ich liniowej zaleznosci. W pracach wykorzystano programy
komputerowe w celu wyznaczenia wspotczynnika podziatu (logP) poprzez wskazniki
lipofilowosci obliczone w oparciu o parametry stanu elektrotopologicznego (AlogP),
deskryptory grup sktadowych (AClogP, MLOGP), metody fragmentacyjne i redukcyjne
(KOWWIN), deskryptory typu atomu i wspotczynnikéw korekcyjnych (XLOGP2,
XLOGP3), a takze deskryptory rozpuszczalnosci (ALOGP). Uzyskane dane poréwnano
z wartosciami logP* odpowiadajacym wartosciom logD w punkcie izokratycznym oraz
z warto$ciami logP** odpowiadajacymi logP dla zwiazkow niejonowych, ktore
obliczono wykorzystujac program Marvin Sketch. Nastepnie, bazujac na wartosciach
Rmo analizowano zalezno$ci miedzy wlasciwosciami molekularnymi (budowa
chemiczna) zwiazkow a lipofilowoscia. Otrzymane warto$Ci Ryo porownano réwniez
z dostgpnymi w literaturze parametrami aktywnosci przeciwbakteryjnej (MIC, Minimal
Inhibitory Concentration), wykazujac w niektorych przypadkach liniowa zalezno$¢
pomigdzy tymi danymi. Na podstawie wynikow przeprowadzonych analiz m.in.
prezentowanych w pracach H2 i H3 oraz H1 mozna zaobserwowac, ze technika TLC
stanowi dobry instrument dla analityka, szczegélnie podczas wstgpnych badan
lipofilowosci zwiazkow chemicznych — potencjalnych lekoéw, we wczesnej fazie ich
opracowywania. Kolejny, bardzo istotny problem stanowi proces ewentualnej
degradacji substancji aktywnej, na ktérego przebieg ma wplyw wiele czynnikéw
tj. sktad matrycy (substancje pomocnicze), promieniowanie UV-Vis, pH, obecnos¢
dodatkowych sktadnikéw np. jonéw metali badz czynnikow redoks. Prezentowane
ponizej prace uzupelniaja wiedze dotyczaca tych zagadnien poprzez okreslenie kinetyki
zachodzacych procesow oraz identyfikacje powstajacych produktow [H4-H6].
W pracach prezentowanych jako osiagnigcie habilitacyjne [H2,H3,H5,H6]
wykorzystane zostaly metody chemometryczne (hierarchiczna analiza skupien HCA,
PCA i PARAFAC. Mozna stwierdzi¢, ze metody te istotnie wspomogtly interpretacje
analizowanych wskaznikéw lipofilowosci poprzez umozliwienie poréwnania ich
mi¢dzy soba oraz z deskryptorami molekularnymi  (warto$ciami lipofilowosci
obliczonymi algorytmami in silico), jak roéwniez wykazanie trendow zmian
zachodzacych w badanej grupie zwiazkow, w warunkach stresowych. Konsekwencja
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realizacji szczegdtowych badan z zakresu analizy cefalosporyn bylo opracowanie
nowych metod, optymalnych procedur, stuzacych nie tylko analizie jakosciowej ale
réwniez okresleniu ilo$ciowej zawarto$ci sktadnikow. Postgpowanie takie Stanowi
warunek konieczny opracowywania i adaptacji metod badawczych pozwalajacych,
w aspekcie praktycznym, na rzetelne oznaczenie substancji w zlozonej matrycy jaka
stanowi materiat biologiczny. Prezentowana metodyka posiada aspekt praktyczny
umozliwiajacy szybka ocene stezenia substancji leczniczej w krazeniu pacjenta jak
I wydalanej z organizmu [H4, H7].

[H1] Dgbrowska M., Starek M., Skucinski J., Lipophilicity study of some non-steroidal
anti-inflammatory agents and cephalosporin antibiotics: a review, Talanta, 2011, 86, 35-51

Realizacja badan lipofilowosci lekow z grupy cefalosporyn zostata rozpoczeta od
przeprowadzenia studium piSmiennictwa, w celu usystematyzowania wiedzy na temat
dostgpnych metod stosowanych do wyznaczenia parametréw charakteryzujacych ta
wlasciwo$¢ zwiazkow. W opracowanej publikacji zaprezentowano rézne techniki
analityczne stosowane do okreslania lipofilowoSci  niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych (NSAID) i antybiotykow cefalosporynowych. Omawiane leki roznig
si¢ zarowno pod wzgledem struktury chemicznej jak i dziatan farmakologicznych,
jednakze czgsto w terapii sa one stosowane razem. Przeglad obejmuje ponad sto prac
przedstawiajacych metody ekstrakcyjne (’shake-flask’), chromatograficzne, optyczne,
elektrochemiczne, procedury obliczeniowe oraz inne, wykorzystujace wiasciwosci
molekularne i fizykochemiczne zastosowane w badaniach lipofilowosci omawianych
grup zwiazkéw. Na Rys. 2 przedstawiono procentowy udziat tychze metod, z ktorego
wynika, Ze metody chromatograficzne sa najbardziej popularne w przypadku
wyznaczania lipofilowo$ci NSAIDs i antybiotykow cefalosporynowych. Celem pracy
bylo takze przyblizenie poje¢ 1 teorii stanowiacych podstawe tradycyjnego
I wspotczesnego podej$cia do pomiardéw lipofilowosci, oraz sposobow ich wyznaczania
oferowanych przez roznych badaczy, stosujacych zroznicowany warsztat analityczny.

B)

M chromatogr.

W shake-flask

M optyczne M chromatogr.

M elektrochem. u shake-flask

u mol&fizchem. u mol&fizchem.

M obliczeniowe

il obliczeniowe
Rysunek 2. Metody badan lipofilowosci A) NSAIDs, B) cefalosporyn

Przedstawione w niniejszym przegladzie pojecia moga stanowi¢ podstawe do rozwoju
roznych  metodologii  badan lipofilowosci, zwlaszcza biorac pod uwage
wielodyscyplinarny charakter takich dziatan.



AUTOREFERAT Monika Dgbrowska

[H2] Dgbrowska M., Komsta L., Krzek J., Kokoszka K., Lipophilicity study of eight cephalosporins
by reversed-phase thin-layer chromatographic method, Biomedical Chromatography, 2015, 29,
1759-1768

Celem badawczym pracy byto wyznaczenie wzglednych warto$ci lipofilowos$ci (Rmo)
osmiu cefalosporyn bedacych przedstawicielami réznych generacji tj. cefaleksyna (I),
cefazolina (1), cefuroksym (Il), cefaklor (I1), cefotaksym (III), ceftriakson (III),
cefpodoksym proksetylu (III) i cefepim (IV) technika chromatografii cienkowarstwowe;j
w odwrdoconym uktadzie faz (RP-TLC). Jako niepolarng faz¢ stacjonarng wykorzystano
ptytki RP-18, a jako fazy ruchome polarne zastosowano mieszaniny wody i pigciu
organicznych modyfikatorow rézniacych si¢ sita elucji (metanol, acetonitryl, aceton,
1,4-dioksan, 2-propanol). Zwiazki chemiczne o posredniej lub wysokiej lipofilowosci
moga wykazywa¢ marginalne odleglo$ci migracji w czyste] wodzie, zmniejszajac tym
samym mozliwo$¢ doktadnego pomiaru, z tego powodu stosuje si¢ mieszaniny binarne
nawet na fazach stacjonarnych pozwalajacych na stosowanie czystej wody. Plytki
RP-18 sa najpopularniejsza faza stacjonarna do wyznaczania lipofilowosci ze wzgledu
na zdolnos$¢, jaka wykazuje ta posta¢ adsorbentu podczas rozdzielania zwiazkow
o bardzo zréznicowanych wiasciwosciach. Sa one pokryte zmodyfikowanym zelem
krzemionkowym wykazujacym niewielka estryfikacje grup hydroksylowych, przez
co mozliwe jest stosowanie faz ruchomych zawierajacych do 80% wody. Uzyskane
w efekcie podjetych badan wyniki wskazuja na liniowa zalezno$¢ warto$ci
wspolczynnikow opdznienia Rg vS % zawarto$ci organicznego modyfikatora w fazie
ruchomej w zakresie 25-80% organicznego modyfikatora dla cefazoliny, cefuroksymu,
cefotaksymu, ceftriaksonu oraz 35-80% dla cefepimu, 40-80% dla cefaleksyny,
cefakloru i 45-80% dla cefpodoksymu. Niskie st¢zenie organicznego modyfikatora
w fazie ruchomej powodowalo, ze analizowane zwiazki pozostawaty na linii startu,
natomiast dla st¢zenia powyzej 80% zwiazki lokalizowano w poblizu czota eluentu.
Nastgpnie okreslono zaleznos$ci migdzy uzyskanymi wartosciami retencji (Rg, Rwm),
a stgzeniem zastosowanych organicznych modyfikatorow w fazie ruchomej. Badane
cefalosporyny wykazaty typowe tendencje zachowania we wszystkich mieszaninach;
warto$ci Ry malaly liniowo wraz ze wzrostem ilosci organicznego modyfikatora
w eluencie. Dla kazdego antybiotyku ustalono korelacje pomigdzy ulamkiem
objgtosciowym organicznego rozpuszczalnika a warto$ciami Ry, uzyskujac wysokie
warto$ci wspotczynnikow korelacji (W wigkszo$ci przypadkow r > 0,95).

Wartosci Ry wyznaczono dla wszystkich badanych stgzen uzytych organicznych
modyfikatorow, a otrzymane wyniki ekstrapolowano do 0% organicznego
modyfikatora. Poszczegolne antybiotyki wykazywaly odmienna retencje wynikajaca
z roznic w oddzialywaniach pomigdzy substancja a rozpuszczalnikiem oraz substancja
a faza stacjonarna, co potwierdzity wyznaczone parametry krzywych regresji.
Najistotniejsze dane uzyskane z wykreslonych krzywych (Ry VS stgzenie organicznego
modyfikatora) to nachylenie a, odpowiadajace specyficznemu hydrofobowemu
oddziatywaniu substancji, warto$¢ b = Ry (parametr lipofilowosci) oraz wspotczynnik
korelacji (r). Wyznaczone w ten sposob wartosci Ry roéznia si¢ dla kazdego zwiazku
i zaleza od jego struktury chemicznej, m.in. rodzaju podstawnika obecnego
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w czasteczce. Wartosci Ryp uzyskane z uzyciem fazy ruchomej metanol-woda byly
wigksze niz analogiczne wartosci uzyskane dla faz ruchomych z dodatkiem
acetonitrylu, acetonu, 1,4-dioksanu i 2-propanolu. Porownujac wartosci Ryp Uzyskane
dla cefaleksyny i cefakloru, cefuroksymu i ceftriaksonu, mozna stwierdzic,
ze lipofilowo$¢ tych substancji zmienia si¢ podobnie dla kazdego zastosowanego
organicznego modyfikatora. Natomiast lipofilowo$¢ cefpodoksymu proksetylu
i cefotaksymu w ukladzie faz zawierajacym acetonitryl przyjmuje zawsze wigksze
wartosci niz w fazach z 2-propanolem, analogicznie jak dla cefotaksymu, ceftriaksonu
I cefuroksymu w fazach z 1,4-dioksanem. Roéznice te mozna wyjasni¢ lepsza
rozpuszczalno$cia poszczegdlnych cefalosporyn w metanolu niz w pozostatych
rozpuszczalnikach, a takze zrdznicowaniem ich sity elucji. Wyznaczone parametry
lipofilowosci wyrazone poprzez wartosci Ry miescity si¢ w zakresie od -0,7327 do
3,625. Na podstawie uzyskanych dla kazdego organicznego modyfikatora wynikéw
mozna stwierdzi¢, ze najmniej lipofilowy charakter wykazuje ceftriakson (Rmo
w zakresie od -0,7327 do -0,3107), najbardziej lipofilowy (Rmo od 0,8557 do 3,6255)
jest cefpodoksym proksetylu. Brak istotnej statystycznie korelacji pomigdzy
wartosciami Ry a a sugeruje, ze chromatograficzne mechanizmy retencji sa roézne
w grupie lekéw poddanych badaniom (niechomologiczna seria lekow).

W dalszym etapie badan poréwnano aktywnos$¢ analizowanych cefalosporyn przeciwko
dwom grupom bakterii, Gram—: Haemophilus influenzae, Escherichia coli
i Gram+: Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, wyrazona jako MIC.
Stwierdzono, ze cefpodoksym proksetylu wykazuje wysoka lipofilowos$¢ przy
stosunkowo niskiej wartosci MIC z wyjatkiem S. aureus. Cefaleksyna majaca charakter
silnie lipofipofilowy wykazuje wigkszy MIC i nizsza aktywnos¢ wobec H. influenzae
i S. pneumoniae. Ceftriakson ma niski MIC zard6wno wobec bakterii Gram+ i Gram—
w potaczeniu ze stabym charakterem lipofilowym. Posredni charakter w potaczeniu
z aktywnoscia przeciwko bakteriom zarowno Gram+ i Gram— wykazuja cefotaksym,
cefuroksym, cefazolina i cefepim.

W  kolejnym etapie pracy pordéwnano uzyskane chromatograficznie parametry
lipofilowosci z molekularnymi wlasciwos$ciami zwiazkow i zaobserwowano, ze wraz
ze wzrostem masy czasteczkowej maleje lipofilowo$¢ analizowanych cefalosporyn
(za wyjatkiem cefepimu i cefpodoksymu proksetylu).

Z uwagi na bardzo duza liczbg¢ zwiazkéw chemicznych, zwlaszcza nowych struktur
syntetyzowanych na bazie znanych czasteczek, wykazujacych potencjalng aktywnos¢
biologiczna, nie jest mozliwe przeprowadzenie peilnej analizy ich wlhasciwosci
fizykochemicznych, m.in. badan lipofilowos$ci, metodami eksperymentalnymi. Powstato
wiec wiele programow komputerowych wspomagajacych te badania. Metody
obliczeniowe przewidywania lipofilowosci mozna podzieli¢ na dwie gtowne grupy:
metody opierajace si¢ na cechach budowy chemicznej, w ktorych czasteczki ,,cigte” sa
na mniejsze fragmenty lub pojedyncze atomy 2z indywidualnym wkladem
w lipofilowo$¢ czasteczki (ALOGP, XLOGP2, XLOGP3, KOWWIN, ACLogP) badz
bazujace na topologii catej czasteczki (MLOGP, ALOGPs) [53].
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Przeprowadzony przeglad piSmiennictwa wskazuje na wiele badan poréwnujacych dane
uzyskane metodami eksperymentalnymi i obliczeniowymi. Czgsto wskazuja one
na mata korelacj¢ pomigdzy uzyskanymi w ten sposob danymi. Duza liczba istniejacych
faz stacjonarnych o zréznicowanych wilasciwosciach nastrecza problemy zwiazane
z wyborem najbardziej odpowiedniej. Poszukiwania dotycza zar6wno najlepszego
rozpuszczalnika jak i adsorbentu, czyli uktadu faz chromatograficznych, jak najlepiej
odpowiadajacego warunkom panujacym w organizmie czlowieka. Dlatego tez
otrzymane chromatograficznie wyniki sa poréwnywalne z warto$ciami obliczonymi
teoretycznie.

Bazujac na uzyskanych eksperymentalnie oraz dostgpnych w literaturze danych
dla wybranych cefalosporyn przeanalizowano zalezno$ci migdzy wspotczynnikami
retencji uzyskanymi metoda RP-TLC (Ryp), wartosciami logP otrzymanymi metodami
obliczeniowymi (AClogP, ALOGP, KOWWIN, ALOGP, XLOGP2 i MLOGP,
XLOGP3) oraz wyznaczonymi metoda ‘shake-flask’ (logPey, Oktanol-woda) [54].
Poréwnujac odpowiednie parametry we wszystkich analizowanych wariantach
stwierdzono wysoka korelacje pomigdzy nimi (r > 0.90), za wyjatkiem uktadow aceton-
woda (r ~ 0.36). Najwyzsza zgodno$¢ zaobserwowano dla faz acetonitryl-woda
(r ~0.95).

Wszystkie analizowane parametry lipofilowosci, w kolejnym etapie pracy, zostaty
poddane catosciowemu poréwnaniu metoda PCA. Na podstawie uzyskanych danych
mozna wnioskowaé, ze cefpodoksym proksetylu i cefepim rdznia si¢ znaczaco
w otrzymanych wartosciach lipofilowos$ci, przy czym dla cefpodoksymu proksetylu
warto$ci sa zawsze najwyzsze. Analiza wektoréw obciazen wskazuje, ze metody
obliczeniowe sa bardzo slabo skorelowane z metodami chromatograficznymi, ktore
natomiast sa silnie powiazane miedzy soba (w obregbie zastosowanych modyfikatorow).
Wartosci logPexy W wigkszoSci przypadkow skorelowane sa z wynikami uzyskanymi
metoda KOWWIN 1 znajduja si¢ posrodku migdzy metodami chromatograficznymi
I obliczeniowymi. Analiza potwierdza wyzszo$¢ eksperymentalnej (chromatograficznej)
oceny lipofilowosci, w stosunku do metod obliczeniowych. Aktywnos$¢
przeciwbakteryjna (wyrazona poprzez MIC) okazala si¢ by¢ znaczaco skorelowana
gtownie z wskaznikami lipofilowosci wyznaczonymi metodami obliczeniowymi,
podczas gdy MIC dla S. aureus jest znaczaco skorelowany z warto$ciami uzyskanymi
metoda ‘shake-flask’ (l0gPexp).



AUTOREFERAT Monika Dgbrowska

Cefepime

0.4

— Cefpodoxime

PRO acT
DIC

0.2

>
= O
m Z

Cefotaxime Cefiriaxone
Cefuroxime

0.0

Cefazolin

PC2
-0.2
4
o)
=

-0.4
I

ALOGPs
XLOGP2 14

MIC1 -

MIC2 ~
;. MIC3 ALOGP

-0.6

Cefalexin
T T T T T T
-0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 04

PC1

Rysunek 3. Wartosci gtéwnych sktadowych i wektory obciazen PCA macierzy lipofilowosci.
Objasnienia: ACN — acetonitryl, ACT — aceton, MET — metanol, DIO — dioksan, PRO — propanol

W celu zbadania zalezno$ci w obrgbie uzyskanych danych chromatograficznych,
wartosci Ry zostaly zestawione jako tensor o wymiarach: 8 zwiazkow x 13 stezen
x 5 modyfikatoréw. Pozwala to na rozktad metoda PARAFAC, ktora zaklada, ze Ru
zwiazku chemicznego w danym ukfadzie jest iloczynem trzech niezaleznych
wspotczynnikow  (nazywanych ,wktadami” 1lub ,kontrybucjami”) zwiazanych
z substancja, stezeniem imodyfikatorem. Model ten wyjasniat 93,01% o0godlnej
wariancji (Rys. 3). PARAFAC odnosi si¢ do skladnikow ztozonych zgodnie
z lipofilowosécia wyznaczona chromatograficznie (Rys. 4A); ilo$¢ modyfikatora
reprezentuje sitg¢ elucyjna fazy ruchomej (Rys. 4C). Analizujac wplyw stgzenia
modyfikatora otrzymano korelacj¢ Pearsona rowna -0,9862 i zaleznos$¢ y = -0,0695x (+
0,00351) -1,944 (+ 0,1873) (Rys. 4B) gdzie y jest wartoscia odpowiedniej sktadowe;j
PARAFAC, a x jest stezeniem modyfikatora w procentach. Uzyskane wyniki
potwierdzaja, ze wartosci Ry moga by¢ modelowane metoda PARAFAC.
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Rysunek 4. Sktadowe analizy PARAFAC: (A) substancje (posortowane w rosnacym porzadku),
(B) stezenie organicznego modyfikatora, (C) modyfikator

Podsumowujac przeprowadzone analizy mozna stwierdzi¢, ze molekularny mechanizm
retencji jest analogiczny w przypadku wszystkich analizowanych zwiazkow
I prawdopodobnie jest zwiazany z ich podobna struktura oraz wilasciwos$ciami
fizykochemicznymi. Z uzyskanych danych wynika, ze zar6wno programy obliczeniowe
jak i metody chromatograficzne sa bardzo uzyteczne do analizy lipofilowosci zwiazkoéw
chemicznych, jednakze istnieja pewne ograniczenia ich stosowania. Uzyskane
chromatograficzne wartosci  parametrow  lipofilowosci lepiej odzwierciedlaja
rzeczywiste wlasciwosci fizykochemiczne badanych lekow. Ponadto otrzymane wyniki
wykazaly, ze RP-TLC moze by¢ wlasciwa technika analityczna stuzaca do opisywania
lipofilowego charakteru badanych cefalosporyn oraz analizy ich aktywnosci.

[H3] Dgbrowska M., Starek M., Komsta L., Szafranski P., Stasiewicz-Urban A., Opoka W., Assessment
of the chromatographic lipophilicity of eight cephalosporins on different stationary phases, European
Journal of Pharmaceutical Sciences, 2017, 101, 115-124

W kolejnych badaniach podjeto probe wyznaczenia metodami chromatograficznymi
oraz przeanalizowania parametrow retencji dla osmiu cefalosporyn (cefaleksyna,
cefazolina, cefuroksym, cefaklor, cefotaksym, ceftriakson, cefepim i cefpodoksym
proksetylu). Zastosowano techniki HPLC z kolumna IAM oraz TLC z uzyciem roéznych
adsorbentow tj. RP-2, RP-8, RP-18, -CN, -NH,, -DIOL. Poszczegodlne fazy stacjonarne
roéznity sig¢ struktura chemiczna, wilasciwosciami fizykochemicznymi i polarnoscia.
Jako fazy ruchome stosowano mieszaniny wody i metanolu oraz wody i acetonu
w zmiennych proporcjach organicznego modyfikatora (od 30 do 80%).

Wyznaczone technika TLC wartos$ci Rg, odpowiadajace poszczegdlnym antybiotykom,
wzrastaly, we wszystkich przypadkach, wraz ze wzrostem udzialu procentowego
organicznego modyfikatora w fazie ruchomej. Najwyzsze wartosci Rg uzyskano
stosujac fazy stacjonarne RP-2, a najnizsze — ptytki pokryte Zelem krzemionkowym
z dotaczonymi grupami -NH; (zaréwno dla metanolowych jak i acetonowych faz
ruchomych). Cefepim wykazywal zerowa warto$¢ Rr we wszystkich testowanych
fazach ruchomych na plytkach RP-8 oraz przy nizszych st¢zeniach metanolu (do 45%)
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na ptytkach -NH,. Fakt ten mozna wyjasni¢ wigkszym powinowactwem antybiotyku
do fazy stacjonarnej i mniejsza rozpuszczalno$cia w roztworach wodnych. Cefepim jest
zwiazkiem strukturalnie podobnym do innych aminotiazolilo metoksyimino
pochodnych cefalosporyn trzeciej generacji. Dodatnio natadowany czwartorzedowy
fragment N-metylopirolidyny w pozycji 3 w jadrze cefemu powoduje, ze zachowuje si¢
on jako jon obojnaczy, co moze wyjasnia¢ jego odmienne zachowanie w zmiennych
warunkach badawczych. Cefpodoksym proksetylu réwniez pozostawal na linii startu
w fazie ruchomej o sktadzie woda-aceton na ptytkach -NH; (dla wszystkich st¢zen
acetonu) oraz na ptytkach RP-2 przy st¢zeniu metanolu do 40%. Takie zachowanie
mozna wytlumaczy¢ mniejsza rozpuszczalnoscia badanego zwiazku w acetonie, przez
co wykazuje on stabsze powinowactwo do fazy ruchomej niz do mniej polarnej fazy
stacjonarnej (mniejsza retencja).

Analiza obliczone wartosci Ry mozna stwierdzié, ze wzrastaty one liniowo ze wzrostem
ilosci organicznego modyfikatora (metanolu i acetonu) w badanych fazach ruchomych.
Obliczone wspoétczynniki regresji dla wszystkich faz stacjonarnych byly wyzsze niz
0,95, a wyznaczone warto$ci Ry dla badanych cefalosporyn miescity si¢ w zakresie
od -0,8118 do 3,6255. Jak wida¢, roznia sie one znacznie od siebie, co wiaze sie
z roznicami struktury chemicznej poszczegdlnych zwiazkdéw, a takze wlasciwosciami
zastosowanych faz.

Zmiany wartoéci parametréw retencji wyznaczone dla cefepimu i ceftriaksonu
wykazaty podobna tendencje (Rr i Ry), co moze byé zwiazane z obecnoscia w ich
czasteczkach grup metylowych przytaczonych do pierscienia p-laktamowego.
Analogiczne zachowanie w badanych warunkach zaobserwowano w przypadku
ceftriaksonu i cefazoliny, zwtaszcza na ptytkach -CN.

Poro6wnanie wartosci Rpyg otrzymanych dla badanych antybiotykow wskazato,
ze najbardziej lipofilowy charakter posiada cefpodoksymu proksetylu (na wszystkich
testowanych fazach stacjonarnych; Ry 0,2217 dla -DIOL 12,8973 dla -NH,).
Zwiazek ten jest czasteczka o najbardziej rozwinigtej strukturze; posiadajacy grupe
metoksymetylowa potaczona w pozycji C-3  struktury cefemu i grupe
1-(izopropoksy-karbonyloksy)etylowa potaczona =z grupa kwasowa wigzaniem
estrowym. Taka budowa moze skutkowa¢ mniejsza retencja w ukladzie faz
odwroconych (na plytkach RP-18, RP-8, RP-2 oraz z uzyciem mieszaniny wody
I metanolu jako fazy ruchomej). Poza wyznaczonymi eksperymentalnie parametrami
Rmo, przeprowadzono obliczenia parametru logP** przy uzyciu programu
MarvinSketch. Zgodnie z uzyskanymi wynikami dla obojg¢tnych form badanych
substancji mozna stwierdzi¢, ze najbardziej lipofilowym antybiotykiem jest cefaleksyna
(logP** 0,12), a najmniej cefepim (logP** -4,22).

Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzono, ze na ptytkach RP-8 uzyskano
wyzsze wartosci Ryo niz na fazach bardziej polarnych. Zaobserwowano podobne
zachowanie cefakloru i cefazoliny w uktadach woda-metanol na ptytkach -CN, -DIOL
I RP-18 oraz wuktadach woda-aceton na plytkach -CN, -DIOL, RP-2 i RP-8.
Poréwnujac parametry lipofilowosci dla wszystkich antybiotykow otrzymane dla
poszczegolnych ukladow mozna zauwazyé, ze najlepsza korelacja wystepuje
w odwroconym uktadzie faz RP-2/RP-18 (r > 0.99) dla mieszanin woda-metanol.
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Natomiast w fazach wodno-acetonowych tylko parametry Ryo wyznaczone z uzyciem
ptytek -CN, RP-2 i RP-18 byly dobrze skorelowane (r > 0.92). Najmniejsza zgodnos¢
wynikow (r < 0.15) uzyskano dla uktadow woda/aceton i ptytek -DIOL/RP-2, RP-18
i -NH,/RP-2. Ponadto wyniki uzyskane na ptytkach RP-8 oraz metoda HPLC-IAM
wykazuja, ze najmniej lipofilowym zwiazkiem sposrod badanych jest ceftriakson
(dla RP-8 warto$¢ Ry Wynosita -0,8118; logk'iam = -0,73).

Antybiotyki [B-laktamowe cechuje tendencja do asocjacji w hydrofilowych
rozpuszczalnikach, co moze mie¢ wptyw na wyznaczane eksperymentalnie wartosci
logP. Wydaje si¢ wigc istotnym prowadzenie roéwnolegle badan lipofilowosci roznymi
metodami, w tym obliczeniowymi, a nast¢pnie okreslenie korelacji pomigdzy
uzyskanymi wynikami. Uzyskane w prezentowanej pracy chromatograficzne parametry
lipofilowosci (Rmo) porownano z wartosciami logP dostgpnymi w bazach danych
obliczonymi przy uzyciu roznych programow komputerowych. Nie stwierdzono istotnej
zaleznosci danych eksperymentalnych z danymi obliczeniowymi. Najlepsza korelacje
stwierdzono dla metody MLOGP i fazy -NH, w mieszaninach wodno-acetonowych
(r ~ 0,81) oraz dla metody AClogP i ptytek RP-8 w fazach ruchomych wodno-
acetonowych i wodno-metanolowych (r ~ 0,64). Najstabsze korelacje obserwowano dla
metod ALOGP i XLOGP2 oraz wszystkich analizowanych faz ruchomych.
Nie stwierdzono takze istotnych zwiazkow pomigdzy doswiadczalnie otrzymanymi
wartosciami parametrow retencji uzyskanymi metoda HPLC z kolumna IAM
(logk'lAM) i TLC (Rwmo). Najlepsze korelacje otrzymano w przypadku fazy -CN
w uktadach woda/metanol i RP-8 w fazach woda/metanol lub woda/aceton (r > 0,58).
Dobra zgodno$¢ stwierdzono rowniez porownujac wartosci Ryvo uzyskane na plytkach
-CN, -DIOL i RP-2 w uktadach woda/metanol z wartosciami logPey, Wyznaczonymi
technika ‘shake-flask’ (r > 0,68).

W kolejnym etapie pracy przeprowadzono analiz¢ PCA w celu zbadania podobienstwa
wielowymiarowego macierzy retencyjnej. 44.60% catkowitej wariancji wyjasniono
przez pierwsza sktadowa, a dalsze 21.56% druga (ogdtem 66.21%). Pierwsza sktadowa
(PC1) wyjasnita 57.9% catej wariancji retencji, co zostato wykorzystane jako kolejna
miara lipofilowos$ci. W podobny sposob przeprowadzono analiz¢ PARAFAC (wymiary
tensora: 8 zwiazkow x 11 stezen x 12 ukladéw, jeden czynnik w modelu),
co zaowocowalo uzyskaniem wyniku wyjasniajacego 95.6% calej wariancji.

Cefepim 1 cefpodoksym proksetylu rdéznia si¢ istotnie w  zachowaniu
chromatograficznym od pozostatych, analizowanych cefalosporyn. Chromatograficzne
wspotczynniki Ry sa wzajemnie powiazane, a "$rednia retencja" reprezentowana jest
przez warto$¢ PC1. Natomiast PC2 przedstawia istniejace roznice miedzy wskaznikami
uzyskanymi r6znymi metodami. Wyjatkiem sa fazy stacjonarne NHz-A (ptytki -NHo,
modyfikator organiczny — aceton), ktore sa ujemnie skorelowane ze wszystkimi innymi
wskaznikami chromatograficznymi. LogPex, 1 l0gKiam sa rowniez $cisle skorelowane
z uzyskanymi chromatograficznie Ryo, co $wiadczy o podobienstwie wynikow
uzyskanych eksperymentalnie. Sposrod metod obliczeniowych tylko KOWWIN
wykazuje korelacje ze wskaznikami eksperymentalnymi. Wartosci logP obliczone
innymi metodami sa stabo skorelowane (ortogonalne) z danymi eksperymentalnymi.
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Dowodzi to, ze metody obliczeniowe sa wciaz zawodne w przewidywaniu zachowania
ztozonych czasteczek jakimi sa cefalosporyny.

Metody chromatograficzne sa wigc nadal potrzebne i nie mozna ich zastapi¢ innymi
prostszymi sposobami. Techniki obliczeniowe moga stanowi¢ jedynie analiz¢ wstepna,
badz pomocnicza okreslenia zachowania danego zwiazku chemicznego w uktadzie faz
o roznych wlasciwos$ciach (polarnosci).
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Rysunek 5. Wartosci dwoch pierwszych glownych sktadowych analizy PCA macierzy lipofilowos$ci
ze skalowaniem
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Rysunek 6. Wektory obcigzen dwoch pierwszych glownych sktadowych analizy PCA macierzy
lipofilowosci ze skalowaniem

Analiza HCA przeprowadzona na tych samych wynikach wykazata niemal taka
sama struktur¢ danych. Cefpodoksym proksetylu icefepim wyraznie rdznia si¢ od
pozostatych cefalosporyn, ktore tworza jednorodna druga grupg. Prawie wszystkie
wspotczynniki chromatograficzne: PC1, PARAFACL, logPexp, KOWWIN i AcLogP
wykazaly rowniez podobienstwa, stajac si¢ wyraznym lewym klastrem. Reszta
indeksow (prawy klaster) sklada si¢ z innych wspotczynnikow obliczeniowych
i chromatograficznych ~ wyznaczonych  z  uzyciem  adsorbentu  -NH..
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Uzyskane dane potwierdzaja wczesniejsze stwierdzenie, ze metodami obliczeniowymi
otrzymujemy wyniki mniej doktadne w procesie przewidywania lipofilowosci niz
wyznaczonymi eksperymentalnie.

Cefpodoxime
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Ceftriaxone

Rysunek 7. Analiza skupien miar lipofilowosci z odlegloscia Euklidesa jako miara podobienstwa

Techniki chromatograficzne, zwlaszcza w odwroconym ukladzie faz dobrze
odzwierciedlaja zachowanie (podziat) sktadnika w uktadzie faz oktanol/woda i moga
by¢ uwazane za najlepsza opcjg¢ w wyznaczaniu lipofilowosci.

Omowione powyzej, kompleksowe badania retencji na przyktadzie wybranych
cefalosporyn przeprowadzone z uzyciem roznych faz stacjonarnych wykazaly ich
podobne zachowanie na fazach stacjonarnych RP-18, RP-8 i -CN. Okreslone korelacje
migdzy wynikami otrzymanymi doswiadczalnie a niektorymi obliczonymi wskaznikami
lipofilowosci wykazaly, ze wartosci Ryo | PC1/Ry sa najbardziej adekwatnymi
parametrami lipofilowosci badanych zwiazkow. Ponadto ptytki RP-8, -CN i RP-18 sa
odpowiednimi fazami stacjonarnymi do badan tej grupy zwiazkow. Natomiast techniki
obliczeniowe nadal nie spetniaja wszystkich wymaganych warunkow, nie moga wigc
W pelni zastapi¢ eksperymentu.

[H4] Dgbrowska M., Starek M., Krzek J., Papp E., Krél P., A degradation study of cefepime
hydrochloride in solutions under various stress conditions by TLC-densytometry, Biomedical
Chromatography, 2015, 29, 388-395

Woprowadzenie do obiegu cefalosporyn czwartej generacji takich jak cefepim kieruje
zainteresowania badaczy w strong¢ poszukiwania jak najlepszych metod oznaczania
ilosciowego oraz analizy ich wlasciwosci. W dostgpnym pismiennictwie do 0znaczania
zawarto$ci 1 badania stabilnosci cefepimu w rdéznych matrycach najczesciej
wykorzystywane sa metody chromatografii cieczowej (HPLC) [55-58], metody
spektroskopowe (FT-IR, NMR, MS) [59], spektrofotometryczne [60], strefowej
elektroforezy kapilarnej [61] oraz elektrochemiczne [62]. Metoda TLC, pomimo wielu
zalet, nie znalazta dotychczas zastosowania do analizy jakosciowej i iloSciowej
cefepimu.
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Celem omawianej pracy byto opracowanie szybkiej, selektywnej i powtarzalnej metody
oznaczania cefepimu w preparatach farmaceutycznych, spetiajacej wymagania ICH
[63]. Przeprowadzono proces optymalizacji warunkow analizy uzyskujac dobry rozdziat
sktadnikow stosujac jako faz¢ stacjonarna ptytki pokryte zelem krzemionkowym
TLC Fj54 Oraz mieszaning o skladzie: etanol + 2-propanol + lodowy kwas octowy
(99.5%) + woda (4:4:1:3, vIvlvlv) jako faze¢ ruchoma. Densytometryczna detekcje
prowadzono przy dlugosci fali A = 266 nm. Nast¢pnie metode zwalidowano uzyskujac
wysoka doktadno$¢ (99,24-101,37%) iprecyzje (RSD 0,06-0,36%) oznaczen
w zakresie liniowosci 0,5-6,0 pg/plamke. Niskie wartosci LOD i LOQ (odpowiednio
0,16 i 0,50 pg/plamke) wskazaly wysoka czuto$¢ metody. Otrzymane wyniki walidacji
potwierdzity mozliwos¢ zastosowania opracowanej procedury chromatograficzno-
densytometrycznej do rutynowych oznaczen analitycznych.

W dalszym etapie badan sprawdzono wplyw §rodowiska (pH i temperatury) oraz czasu
inkubacji na szybko$¢ procesu degradacji cefepimu. Rozklad przeprowadzono
w srodowisku obojetnym, kwasowym (kwas solny o st¢zeniach 0,1, 0,5 i 1,0 mol/L)
i zasadowym (roztwor wodorotlenku sodu o stezeniach 0,0001, 0,001 i 0,01 mol/L)
w temperaturze 22, 60 i 90°C. Na zarejestrowanych densytogramach stwierdzono
obecno$¢ dodatkowego piku o wartosci wspotczynnika opdznienia Rr = 0,89, obok piku
pochodzacego od cefepimu (Rg = 0,21). Powstaly produkt r6znit si¢ widmem absorpcji
od widma substancji aktywnej. Obliczono parametry charakteryzujace rozdzielczo$é
Rs (8,24) i o (30,44); otrzymane wartosci gwarantuja dobra separacj¢ badanych
sktadnikow.

Uzyskane wyniki obliczen parametrow kinetycznych i termodynamicznych pozwolity
stwierdzié, ze rozktad cefepimu zachodzi zgodnie z kinetyka reakcji pierwszego rzedu.
Wyznaczone parametry tos 1 to1 potwierdzily wigksza stabilno$¢ cefepimu
w srodowisku kwasowym niz zasadowym. Wartosci energii aktywacji (Ea) miescily sig
w zakresie od 2,87 do 5,19 kJ/mol'K w roztworach o charakterze kwasowym
(1-0,1 mol/L HCI) oraz od 1,92 do 5,77 kJ/mol'K w zasadowym (0,01-0,1 mol/L
NaOH).

W  celu zidentyfikowania powstajacego produktu degradacji, bezposrednio
z chromatogramow rejestrowano wartosci Rg 1 widma UV dla wszystkich sktadnikow
oraz przeprowadzono analiz¢ HPLC-MS/MS analizowanych roztworéw. Bazujac
na uzyskanych wynikach zasugerowano prawdopodobny mechanizm degradacji
cefepimu.
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Rysunek 8. Prawdopodobna reakcja degradacji cefepimu w srodowisku kwasowym, ustalona
na podstawie widm MS

Na podstawie przeprowadzonych analiz i uzyskanych wynikow mozna stwierdzié,
ze opracowana nowa metoda TLC jest szybka, selektywna, precyzyjna i doktadna; moze
by¢ stosowana w rutynowej analizie preparatow farmaceutycznych oraz laboratoriach
kontroli jakosci z duza tatwoscia 1 elastycznoscia a prostota wykonania przektada si¢ na
0szczgdno$¢ czasu 1 kosztow. W szczeg6lnosci metoda ta pozwala na selektywne
oznaczanie analitu bez wptywu skladnikow matrycy na wynik; moze by¢ wigc
z powodzeniem stosowana do oznaczania cefepimu w roznych warunkach.
Potwierdzono, ze w $rodowisku kwasowym nastgpuje wolniejsza degradacja badanego
antybiotyku niz w $rodowisku zasadowym, jest ona znaczaco zalezna od temperatury
I czasu inkubacji. Na podstawie zarejestrowanych chromatogramow oraz widm
absorpcji (HPLC-MS/MS, TLC z detekcja densytometryczna) wykazano, ze gldéwnym
produktem rozktadu cefepimu moze by¢ 1-metylopirolidyna.

[H5] Dgbrowska M., Starek M., Opoka W., Comprehensive study of the stability of cefepime
hydrochloride and cefuroxime axetil under various environmental conditions, JPC-Journal of Planar
Chromatography-Modern TLC, 2016, 29, 264-272

Odmienna fotoreaktywnos$¢ zwiazkéw wynikajaca z roéznic w budowie strukturalnej,
jak réwniez rézne efekty fototoksyczne obserwowane zarowno in vivo jak i in vitro
stanowia ciagly obiekt zainteresowan naukowcow potwierdzany licznymi
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pracami [64,65]. Niektore zwiazki chemiczne moga ulega¢ rozktadowi w niewielkim
stopniu nawet po wielu tygodniach ekspozycji, inne natomiast maja fotochemiczny czas
potowicznego rozktadu rzedu zaledwie kilku minut. Problematyka fotostabilnosci nie
jest zagadnieniem prostym w poréwnaniu do stabilnosci termicznej; charakteryzuje ja
ogromna zt0zono$¢ mechanizmoéow zachodzacych reakcji oraz interpretacji wynikow
[66]. Temat ten jest tym bardziej skomplikowany jezeli wezmie si¢ pod uwage fakt
mozliwych interakcji substancji leczniczych; czysto$¢ i stabilno$¢ substancji stanowia
niezbedny warunek wstgpny podczas opracowywania form dawkowania czy
przechowywania [67]. W dostgpnym pismiennictwie nie odnotowano prac dotyczacych
badania stabilnosci estru acetoksyetylowego cefuroksymu i cefepimu w obecnosci
jonow metali, ktorych obecno$¢ moze indukowac u pacjenta interakcje, zwlaszcza
podczas ztozonego leczenia medycznego.

W prezentowanej pracy przedstawiono badania fotodegradacji wybranych cefalosporyn,
cefepimu i estru acetoksyetylowego cefuroksymu, w rozpuszczalnikach o roznej
polarnosci (metanol i aceton) W obecno$ci wybranych jonow metali (Cu(ll), Fe(ll),
Fe(l11), Co(ll), Mn(11) i Ni(ll)) podczas naswietlania promieniowaniem UV-C,

Do badan wybrano metale wystepujace w wielu, powszechnie stosowanych
suplementach diety, ktore moga byé spozywane podczas terapii cefalosporynami.
Badania przeprowadzono metoda TLC z detekcja densytometryczna [H4,68], a do
analizy uzyskanych wynikoéw wykorzystano metody chemometryczne.

Procent rozktadu cefalosporyn podczas ekspozycji na promieniowanie UV-C
zarejestrowano juz po 5 minutach od rozpoczecia eksperymentu, ktory wynosit ok. 10%
dla chlorowodorku cefepimu w roztworze wodno-metanolowym i okoto 25%
w przypadku estru acetoksyetylowego cefuroksymu w wodzie z acetonem. Szybkos¢
degradacji wzrastata podczas dalszego napromieniowania, osiagajac 90% dla estru
acetoksyetylowego cefuroksymu po 1 h, w roztworach wodno-metanolowych.

Badane cefalosporyny ulegaly degradacji z r6zna szybkos$cia, zgodnie z kinetyka reakcji
pierwszego rzedu. Obecnos¢ jonéw Fe(Ill) w roztworach wodno/acetonowych cefepimu
skutkowata zwigkszeniem szybkoSci reakcji (stata szybko$ci reakcji k w zakresie
od 3,22 do 10,50 [h™]), natomiast w obecnosci jonéw Cu(Il) k osiagneta wartosé
12,32 [h]. State szybkosci reakcji wyznaczone dla wodno-acetonowych roztworéw
cefepimu maleja w kolejnosci: Fe(lll) > Ni(ll) > Cu(ll) > Fe(ll) > Co(ll) > Mn(ll),
podczas gdy dla roztworé6w wodno-metanolowych prezentuja si¢ nastepujaco:
Fe(I1) > Ni(ll) > Co(ll) > Cu(ll) > Fe(ll1l) > Mn(ll). Najwigksza fotostabilno$¢ estru
acetoksyetylowego cefuroksymu stwierdzono w obecnosci jonow Mn(ll), Fe(lll),
Ni(ll), Co(Il) i Fe(ll). Zaobserwowany wptyw jonéw metali na rozktad antybiotykoéw
1 ich zréznicowany udziat w procesie degradacji cefalosporyn mozna thumaczy¢ ztozona
aktywnos$cia poszczegolnych jonow metali w reakcji z cefalosporynami, co prowadzi do
powstania mniej lub bardziej trwatych polaczen podatnych na rozktad pod wplywem
promieniowania.

Uzyskane eksperymentalnie wyniki poddano nastgpnie analizie chemometryczne;.
Profile degradacji rozmieszczono w matrycy (20 probek x 6 punktéw czasowych)
i poddano analizie PCA. W przypadku chlorowodorku cefepimu 95% roznic
byto zwiazane ze S$rednim stezeniem (sita rozktadu leku w poszczegdlnych
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srodowiskach, Rys. 9A). Slepe proby tworzyty odrebne skupienie z PC1 i PC2 bliskimi
zera. Pozostate probki utworzyly drugi klaster, jednakze nie uformowaly zadnej
zalezno$ci od rodzaju rozpuszczalnika lub jonu metalu. Wykres PC1 vs PC2 obrazuje,
ze proces degradacji byt indukowany jedynie przez promieniowanie UV, a rola metalu
byta drugorzedna. W przypadku PC2 (2,2% wariancji) pojawiajace si¢ roznice zwiazane
byty z profilem przebiegu procesu degradacji. Wysokie PC2 (Rys. 9B) wskazuje na
stosunkowo wysokie stezenie leku na poczatku degradacji i wigksza degradacje
w czasie z wyjatkiem jonow Fe(III) w roztworze metanol-woda (Fe(111).M) i roztworach
aceton-woda naswietlanych bez udziatu metalu (UV.A). Niska wartos¢ PC2 wskazuje
przeciwne zachowanie w przypadku roztworéw z jonami Mn(Il) w obu $rodowiskach
(Mn(11).A, Mn(I1).M), z jonami Ni(ll) w roztworach aceton-woda (Mn(I1).A i Ni(l1).A)
I roztworach w metanolowo-wodnych z jonami Fe(l11) (Fe(111).M).
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Rysunek 9. Analiza PCA profili degradacji chlorowodorku cefepimu A — wartosci sktadowych
gtownych, B — wektory obciazen, (B — $lepa proba, UV — naswietlanie bez udziatu metalu, A — aceton,
M — metanol, W — mieszanina z woda)

Dla drugiego antybiotyku, estru acetoksyetylowego cefuroksymu, analiza PCA
wskazuje podobne zachowanie do wczesniejszej i wyjasnia odpowiednio 95,8% i 2,8%
calkowitej wariancji (Rys. 10A). W przeciwienstwie do chlorowodorku cefepimu,
probki nie tworza odrebnego skupienia, ale wypukty trend. Probki z jonami Fe(ll) oraz
Fe(lll) ulegaja wolniej degradacji, a rownocze$nie najwickszy rozktad wystepuje
w obecnosci jonow  Mn(ll) i Ni(ll). Mozna zatem stwierdzi¢, ze w tym przypadku
rodzaj rozpuszczalnika i jonu metalu sa znaczace (W gornej prawej czgsci wykresu
punktacji i dolnej czgsci prawej znajduja si¢ dwa klastry) estru acetoksyetylowego
cefuroksymu i stanowia istotne czynniki wptywajace na rozktad. Interpretacja PC2 daje
odmienne wnioski; naswietlane probki antybiotyku bez dodatku metalu ulegaja
rozktadowi wolniej niz probki z dodatkiem jonéw metali (Rys. 10B). W wyniku
przeprowadzonej analizy mozna stwierdzi¢, ze degradacja estru acetoksyetylowego
cefuroksymu zachodzi najwolniej w obecnosci jondéw zelaza bez wzgledu na
zastosowany rozpuszczalnik, przy czym analogiczne zachowanie nie jest obserwowane
w przypadku chlorowodorku cefepimu.
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Rysunek 10. Analiza PCA profili degradacji estru acetoksyetylowego cefuroksymu: A — warto$ci
glownych sktadowych, B — wektory obciazen
Objasnienia: B — §lepa proba, UV — naswietlanie bez udziatu metalu, A — aceton, M — metanol,
W — mieszanina z woda

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze fotodegradacja chlorowodorku cefepimu zachodzi
mniej intensywnie w obecnosci jonéw metali (z wyjatkiem Fe(IIl) i Fe(Il))
W przeciwienstwie do roztworé6w nie zawierajacych jonéw metali. W roztworach
wodno-metanolowych zawierajacych ester acetoksyetylowy cefuroksymu i jony Cu(ll)
zachodzi szybsza degradacja w porownaniu z analogicznymi roztworami zawierajacymi
pozostate jony metali, bez jonéw metali czy w roztworach acetonowych/wodnych.
Uzyskane eksperymentalne wyniki oraz analiza trendow metoda PCA dostarczyly
istotnych informacji na temat stabilno$ci chlorowodorku cefepimu i estru
acetoksyetylowego cefuroksymu, co moze by¢ istotne zwlaszcza z punktu widzenia
bezposredniej terapii, biorac pod uwagg bezpieczenstwo pacjenta podczas
rownoczesnego stosowania suplementéow diety zawierajacych jony metali w trakcie
leczenia cefalosporynami.

[H6] Dabrowska M., Komsta L., Opoka W., Starek M., Chemometric analysis of chromatographic data
in stability investigation of cephalosporins, Acta Chromatographica, DOI: 10.1556/1326.2017.00341

Pojawianie si¢ opornych na antybiotyki patogenow bakteryjnych zmusza badaczy do
doktadnego poznania mechanizméw zwiazanych z dziataniem lekéw i wykorzystywania
tej wiedzy w celu zwigkszenia skutecznosci dziatania juz istniejacych. Badania
prezentowane w piSmiennictwie donosza, ze wiele antybiotykéw zawdzigcza
(co najmniej czesciowo) swoje letalne skutki stresowi oksydacyjnemu i szkodom
powstajacym w organizmie a wynikajacym z wspotwytwarzania przez antybiotyk
reaktywnych form tlenu [69,70]. Niektorzy autorzy twierdza, ze ditlenek diwodoru
moze wywolaé globalna odpowiedz stresowa, dlatego jego stosowanie moze skutkowac
opornoscia na antybiotyki dziatajace na rdézne procesy komorkowe [71-74].
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Zaobserwowano ponadto, ze zwigkszenie produkcji endogennych utleniaczy w celu
wzmocnienia aktywno$ci znanych antybiotykow moze sta¢ si¢ nowa strategia
terapeutyczna.

Celem zaprezentowanych w pracy badan byto ustalenie kinetyki reakcji

degradacji wybranych cefalopsoryn (przedstawicieli réznych generacji): cefazoliny,
cefakloru, estru acetoksyetylowego cefuroksymu i cefepimu w roztworach wodnych,
w obecno$ci czynnikow redoks tj. roztwor jodu, manganianu(VII) potasu, ditlenku
diwodoru, tiosiarczanu(VI) sodu i kwasu askorbinowego, w funkcji temperatury
(22 1 36°C). Analize zmian stgzen antybiotykow w trakcie eksperymentu prowadzono
wykorzystujac wcze$niej opracowane 1 zwalidowane metody chromatografii
cienkowarstwowej z detekcja densytometryczna, cechujace si¢ prostota i szybkoscia
wykonania oraz czutoscia i rzetelnos$cia otrzymanych wynikoéw [75,76]. W procesie
optymalizacji warunkow pod katem badan przeanalizowano wiele zmiennych
tj. stezenie analizowanych antybiotykéw oraz uzytych czynnikow redoks, a takze
wplyw czasu i temperatury. Procesy degradacji poszczeg6élnych cefalosporyn opisane
zostaly przez odpowiednie parametry kinetyczne (K, to1, tos). Uzyskano liniowe
korelacje (r > od 0,98) co pozwolilo stwierdzi¢, ze reakcje te postepuja zgodnie
z kinetyka pierwszego rzgdu. Wartoéci stalych szybkosci miescity si¢ w zakresie
od 3,58:10* [h] dla cefakloru do 6,00-10° [h™] dla cefepimu w temperaturze
pokojowej, natomiast w 36°C, w zakresie od 6,31-10° [h™] dla cefakloru do
1,12:10% [h™] dla estru acetoksyetylowego cefuroksymu.
W celu analizy zaleznos$ci pomigdzy stabilnoscia lekow a zmiennymi warunkami
stresowymi, bazujac na otrzymanych parametrach kinetycznych (K, toi1, tos),
przeprowadzono ich analiz¢ wykorzystujac metody chemometryczne. PCA zostala
przeprowadzona na macierzy o wymiarach 7 x 50 (punkty czasowe x krzywe rozktadu,
tj. kombinacje leku, czynnika degradujacego i temperatury). Wykazano, ze 84,61%
wariancji znajdowato si¢ w pierwsze] glownej sktadowej, podczas gdy 11,84%
w drugiej. Biorac pod uwagg, ze ponad 96% wariancji wyjasniono dwiema gtéwnymi
sktadowymi, mozna stwierdzi¢, ze zestaw danych jest tatwy do kompresji, a prawie
calo$¢ informacji moze by¢ wyrazona jako dwa oddzielne trendy ortogonalne.
Analizujac wartosci wektorow obciazen (Rys. 11A) mozna zauwazyC, ze wartoSci
procentowe po 35 dniach sa niezwiazane z warto$ciami otrzymanymi na poczatku
reakcji degradacji. Kolejne punkty byly jednak wzajemnie ze soba powiazane,
a wektory kolejnych punktéw czasowych tworzyty charakterystyczny wachlarz. Z tego
wzgledu, najwigksze Zrodto wariancji (PC1) mozna wyrazi¢ jako Srednia wrazliwos¢
na rozktad ($rednia warto$¢ leku podczas degradacji). Niewielka warto§¢ PC1 jest
zwigzana ze stabym rozktadem, podczas gdy duze wartosci odpowiadaja znacznej
degradacji. Natomiast PC2 jest zwiazana z réznicami ksztattu krzywej. Mala warto$¢
PC2 wskazuje na staby rozklad w ciagu pierwszych 14 dni, z nastgpujaca poézniej
szybka degradacja. Z kolei wysoka warto§¢ PC2 wiaze si¢ z nagla degradacja
w pierwszych dniach, a ostatnie trzy punkty czasowe nie wykazuja juz tak szybkich
Zmian.
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Rysunek 11. Wektory obciazen (A) i gtéwne sktadowe (B-D) pierwszych dwoch sktadowych analizy
PCA krzywych degradacji
(A) krzywe oznaczone wzgledem badanych lekow, (B) krzywe oznaczone wzgledem czynnikéw redoks.
Przesuniecia w zredukowanej przestrzeni pomiedzy probkami w temperaturze 22 i 36°C oznaczone jako
wektory (C). Skroty: ‘1’ — 0,1% ditlenek diwodoru , ‘3’ — 0,3% ditlenek diwodoru, ‘C” — kwas
askorbinowy, ‘I’ — roztwor jodu, ‘M’ — manganian(VII) potasu, ‘T — tiosiarczan(VI) sodu, ‘W’ — woda,
‘CFC’ — cefaklor, ‘CFP’ — cefepim, ‘CFX’ — cefuroksym, ‘CFZ’ — cefazolina

Analizujac wyniki PCA (Rys. 11B, 11C) mozna stwierdzié, ze przyjmuja one pewna
krzywoliniowa posta¢ w zredukowanej przestrzeni. Krzywe dla $redniej wielkosSci
catkowitej degradacji maja niska warto§¢ PC2, tzn. proces zaczyna si¢ powoli.
| odwrotnie, krzywe z najnizsza i1 najwyzsza degradacja maja wysokie wartosci PC2,
co oznacza, ze ulegaja szybkiej degradacji w poczatkowym etapie badanego procesu.
Oceniajac wartosci glownych sktadowych w stosunku do zastosowanego antybiotyku
(Rys. 11B) mozna stwierdzi¢, ze nie ma $cistego zgrupowania krzywych nalezacych do
konkretnych cefalosporyn. Zaobserwowano jedynie niewielkie przesunigcie dla
cefepimu (trojkaty) w kierunku wysokich wartosci PC1. Natomiast wyrazne i widoczne
tendencje zaobserwowano, gdy oceniano gléwne sktadowe wzgledem czynnikow
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redoks (Rys. 11C). Szybki i duzy stopien degradacji jest obserwowany tylko
w przypadku silnych utleniaczy (ditlenek diwodoru w obu stezeniach, manganian(V1I)
potasu) (prawa gorna czes¢ wykresu). Roztwory wodne bez dodatku czynnika redoks
bytly lokowane na lewym “ramieniu” trendu (litery “V”), podobnie jak probki
zawierajace roztwor jodu. Tiosiarczan(VI) sodu i kwas askorbinowy powodowaty
widoczna degradacje antybiotykow w stosunku do roztworow wodnych oraz
zawierajacych roztwor jodu (umiarkowanie wysoki PC1), jednak r6znity si¢ od wartosci
PC2 ze wzgledu na wolny poczatek reakcji rozktadu. Interesujacej informacji dostarcza
Rys. 11D, gdzie przesunigcia migdzy probkami oznaczono jako wektory (od 22
do 36°C). Mozna stwierdzi¢, ze w przypadku probek, w ktorych zachodzila
najwolniejsza degradacja zaobserwowano znaczny jej wzrost ze wzrostem temperatury.
Natomiast gdy rozklad zachodzit ze $rednia szybkoscia (prawe ramig trendu), wzrost
szybkos$ci nie byl tak duzy, jakkolwiek powiazany ze wzrostem PC1 i1 podazat wzdtuz
drogi w ksztatcie ,,V”.

W celu wizualizacji podobienstwa uzytych czynnikow redoks, zestaw danych zostat
przeksztatlcony w macierz o wymiarach 7 x 56 (reagent X r6zne kombinacje lekow, czas
I temperatura). Analizujac wyniki HCA w oparciu o odlegtos¢ Euklidesowa (Rys. 12)
stwierdzono, ze reagenty sa skupione wzgledem ich chemicznego sposobu dziatania
(reakcje utleniania lub redukcji), rownoczesnie odosobniona grupg stanowity probki
zawierajace roztwor jodu oraz nie zawierajace czynnika redoks.
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Rysunek 12. Dendrogram Euklidesowy pokazujacy podobiefistwa pomiedzy reagentami

Caly zestaw danych, rozmieszczony jako tablica czterolinearna o wymiarach
7 (czynniki) x 7 (punkty czasowe) x 4 (leki) x 2 (temperatury) poddano réwniez analizie
PARAFAC. Wykazano, ze model jednofaktorowy wyjasnia 92% wariancji i wystarcza
do modelowania tego zestawu danych (Rys. 13).
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Rysunek 13. Sktadowe analizy PARAFAC

Z uwagi na to, ze wartosci sktadowych opieraja si¢ na wartosciach procentowych,
nizsza warto$¢ wskazuje na silniejsza degradacje¢. Analiza PARAFAC potwierdzono
wczesniejszy wniosek, ze rozktad cefalosporyn w temperaturze 36°C jest zdecydowanie
wigkszy. Najbardziej stabilnym lekiem jest cefazolina, podczas gdy najmniej stabilnym
ester acetoksyetylowy cefuroksymu. Punkty czasowe reprezentowaty trend niemal
liniowy. Woda i roztwér jodu maja najmniejsza zdolno$¢ do rozktadu cefalosporyn,
podczas gdy manganian(VII) potasu i 0,3% ditlenek diwodoru wykazywaty
najsilniejsza zdolnos¢ do degradacji badanych lekow.

Podsumowujac, przeprowadzone analizy uzyskanych chromatograficznie wynikow
mozna z pewnoscia Stwierdzi¢, ze stopien degradacji badanych cefalosporyn zalezy
zaréwno od temperatury jak i od obecnosci W roztworze czynnikow redoks.

[H7] Dgbrowska M., Starek M., Opoka W., Determination of cefuroxime axetil and cefepime
in biological material by TLC-densitometry, JPC-Journal of Planar Chromatography-Modern TLC,
2017, 30, 291-298

W piSmiennictwie istnieja rdézne metody analityczne stuzace do monitorowania
poziomu estru acetoksyetylowego cefuroksymu lub cefepimu w réznych matrycach.
Wigkszos¢ z nich opiera sig¢ na zastosowaniu wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC) z detekcja UV [77-80]. Wsrod obecnie dostgpnych technik chromatografia
cieczcowa potaczona ze spektrometria mas (LC/MS oraz LC/MS/MS) sa dobrymi
narzedziami analitycznymi do iloSciowego oznaczania lekéw, w tym cefalosporyn,
takze w zlozonej matrycy biologicznej [81-83]. Charakteryzuja si¢ one wysoka
czutoscia 1 selektywno$cia oznaczen, jednakze wymagaja duzego nakladu pracy
na etapie przygotowania probki.



AUTOREFERAT Monika Dgbrowska

Tematyka badan jakosciowych i ilosciowych lekow w réznych matrycach, takich jak
preparaty farmaceutyczne lub materiat biologiczny, stanowi istotny element analizy
w dziedzinie badan farmaceutycznych, klinicznych i analizy sadowej. Opracowanie
prostej, doktadnej 1 selektywnej metody oznaczania antybiotykow w plynach
ustrojowych wydaje si¢ by¢ wigc zasadne i celowe. Chromatografia cienkowarstwowa
w polaczeniu z detekcja densytometryczna speinia te wymagania. Technika ta jest
szybkim, powtarzalnym i tatwym narzedziem do wykorzystania w rutynowych
badaniach. Moze by¢ z powodzeniem stosowana w laboratorium klinicznym
do monitorowania poziomu lekow, a jej  dodatkowa zaleta jest mozliwo$é
wykorzystania do analizy przesiewowej kilku lekow rownoczesnie.

Celem podjetych badan byto opracowanie metody TLC z detekcja densytometryczna
do oznaczania cefalosporyn (uzywajac jako zwiazkow modelowych estru
acetoksyetylowego cefuroksymu i cefepimu) w ptynach ustrojowych (w ludzkiej krwi
petnej lub moczu), ktéra mozna bedzie wykorzysta¢ w badaniach klinicznych czy
farmakokinetycznych.

Proces ekstrakcji estru acetoksyetylowego cefuroksymu i cefepimu oraz jednoczesnej
izolacji elementéw matrycy (petnej krwi i moczu cztowieka) przeprowadzono stosujac
dwa rozpuszczalniki rézniace si¢ polarnoscia, metanol lub aceton (sita elucyjna
metanolu &° ~ 0,95, acetonu ~ 0,56). Analize przeprowadzono na plytkach TLC
(zel krzemionkowy 60Fs4) stosujac jako fazy ruchome mieszaniny: chloroform + octan
etylu + lodowaty kwas octowy + woda (4:4:1:3, v/v/vlv) do oznaczania estru
acetoksyetylowego cefuroksymu oraz etanol + 2-propanol + lodowaty kwas octowy +
woda (4:4:1:3, v/viviv) dla cefepimu. Potozenie plam na chromatogramach rejestrowano
densytometrycznie przy dtugosci fali A = 285 nm (ester acetoksyetylowy cefuroksymu)
1266 nm (cefepim). Procedura optymalizacji oprocz ustalenia warunkéw ekstrakcji
I rozdziatu, dotyczyla takze okreslenia stosunku ilo§ci substancji oznaczanej
do objetosci krwi lub moczu. Stwierdzono, ze w ustalonych warunkach analizowane
cefalopsoryny sa dobrze rozdzielone od sktadnikow matrycy, a wydajnos¢ ekstrakcji
wynosi ~ 100%.

Nastgpnie oceniono opracowana metod¢ zgodnie z wytycznymi ICH, okreslajac jej
selektywno$¢, swoistos¢, liniowos¢, granice wykrywalnosci (LOD) i1 oznaczalno$ci
(LOQ), precyzje i doktadnos¢ [63]. Piki pochodzace od substancji czynnej
I wyekstrahowanych sktadnikow matrycy byly symetryczne, dobrze wyksztatlcone
1 nie interferowaly ze soba, co potwierdzono wyznaczajac parametry rozdzielenia
Rs (odpowiednio od 3,43 do 8,42 dla estru acetoksyetylowego cefuroksymu i 3,57 do
5,14 dla cefepimu) i o (od 4,36 do 14,38 dla estru acetoksyetylowego cefuroksymu
I 3,47 do 5,20 dla cefepimu). Mozna wigc stwierdzi¢, ze metoda jest selektywna
1 specyficzna wzgledem badanych antybiotykéw 1ipozwala w prosty sposob
uzyska¢ ich dobry rozdziat od sktadnikow ztozonej matrycy. Zakres liniowosci metody
miesci si¢ W granicach 2,72-38,08 pg/mL dla estru acetoksyetylowego cefuroksymu
i 6,89-38,58 ug/mL dla cefepimu. Uzyskano takze dobra korelacje wynikow (r ~ 0,99)
pomigdzy oznaczonym a przewidywanym stezeniem analitu. Przeprowadzona
dodatkowo analiza reszt kazdego z analitow nie wykazata zadnych trendow (r < 1:107),
co potwierdza liniowos¢ zakresu roboczego metody. Wartosci LOD 1 LOQ
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dla badanych lekow w obu eluentach miescity si¢ w zakresie od 0,04 do
0,47 pg/plamke. Precyzje wyrazono jako warto$¢ wspotczynnika zmiennosci (% RSD)
uzyskujac wartosci precyzja bezposredniej w zakresie od 0,71 do 1,60%, natomiast
precyzji posredniej od 0,99 do 1,55%. Otrzymane warto$ci RSD byty mniejsze niz 2%,
co gwarantuje uzyskanie prawidtowych wynikow. Podobne wartosci (RSD ponizej
1,29%) uzyskano okreslajac doktadnos¢ metody (procent odzysku w zakresie
od 95 do 101%).

Opracowana szybka, precyzyjna i selektywna chromatograficzna metoda umozliwia
analizg iloSciowa estru acetoksyetylowego cefuroksymu i cefepimu w probkach osocza
i moczu. Uzyskane parametry wykazaly dobra separacje analizowanych zwiazkoéw
z uzyciem ptytek pokrytych zelem krzemionkowym w wybranych fazach ruchomych.
W dalszym etapie opracowana metoda zostala z powodzeniem zastosowana do
oznaczania antybiotykow w matrycy biologicznej. Ustalona procedura pozwala
analizowa¢ probki surowicy 1 osocza w szerokim zakresie stgzen estru
acetoksyetylowego cefuroksymu i cefepimu. Przedstawiona metodyka jest prostsza niz
metody alternatywne, roéwnocze$nie cechuje si¢ wystarczajaco duza precyzja
I doktadnoscia. Na tej samej ptytce chromatograficznej mozna rownoczesnie oznaczy¢
wiele probek wobec wzorcow w identycznych warunkach, co prowadzi do uzyskania
dobrej stabilnosci i precyzji oznaczen. Ponadto pozwala to zaoszczedzi¢ materiaty
1 rozpuszczalniki oraz skrdci¢ czas analizy. Procedura ta moze by¢ z powodzeniem
stosowana w analizach badanych zwiazkéw w laboratoriach 1 zaktadach
farmaceutycznych, w kontroli jakosci leku. Prostota i szybko$s¢ wykonania
eksperymentu przektada si¢ na oszczgednos¢ czasu, co jest szczegllnie istotne
w diagnostyce 1 monitorowaniu przebiegu leczenia pacjentow.

3.2.4. Podsumowanie wynikow badan stanowigcych podstawe habilitacji

W przedstawionych publikacjach stanowiacych podstawg osiagnigcia
naukowego przeanalizowatam dotychczasowe rozwiazania stosowane do wyznaczenia
parametrow lipofilowosci, jak rowniez wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan
chromatograficznych w zakresie wyznaczania parametrow retencji (Ryo = logP),
charakteryzujacych wilasciwosci fizykochemiczne zwiazkéw chemicznych z grupy
antybiotykow cefalosporynowych. Dane eksperymentalne, uzyskane metoda TLC oraz
HPLC z wykorzystaniem kolumny IAM, poréwnatam z parametrami wyznaczonymi
metodami obliczeniowymi (przy uzyciu réznych algorytméw matematycznych),
wartosciami uzyskanymi metoda ‘shake-flask’, budowa oraz aktywnoscia (wyrazona
jako MIC) cefalosporyn objetych planem badan. Do oceny podobienstw, rdéznic
I ewentualnych powiazan pomigdzy analizowanymi parametrami wykorzystatam
metody chemometryczne (HCA, PCA, PARAFAC) stanowiace odpowiednie narzedzie
do analizy danych, dotychczas stosunkowo rzadko stosowane w potaczeniu z TLC.
Chemometrig zastosowatam takze do analizy wynikow uzyskanych chromatograficznie,
a dotyczacych badan stabilno$ci wybranych cefalosporyn w warunkach stresowych (pH,
temperatura, promieniowanie UV) oraz w obecnosci jondw metali i czynnikéw redoks
w zmiennym czasie inkubacji. Wykorzystanie technik chemometrycznych pozwolito
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na obiektywne o0szacowanie 1 poréwnanie parametréw eksperymentalnych
z uzyskanymi pozostalymi technikami. Ponadto, wykorzystujac technik¢ TLC
z detekcja  densytometryczna  przeprowadzilam  optymalizacj¢ =~ warunkéw
chromatograficznych do analizy iloSciowej cefepimu i estru acetoksyetylowego
cefuroksymu w roéznych matrycach. Wszystkie opracowane przeze mnie metody
spetniaja kryteria (liniowosci, specyficznosci, precyzji i doktadnos$ci) potwierdzajace
ich rzetelnos¢ i przydatnos¢ w analizie, zgodnie z wymaganiami ICH. Opracowane
procedury w peilni pozwalaja na analiz¢ czynnikow wplywajacych na trwatosé
1 aktywno$¢ zwiazkow.

W pracach przedstawitlam procedury, ktére moga by¢ z powodzeniem stosowane
w badaniach prezentowanej grupy zwiazkow, a takze nowych, potencjalnych substancji
leczniczych uzyskanych poprzez modyfikacje macierzystej struktury. Metody te,
uzupelnione o rzetelna analizg statystyczna moga znalez¢ zastosowanie do oceny tychze
zwiazkdw w laboratoriach kontroli jako$ci badz laboratoriach klinicznych, w tym
podczas monitorowania przebiegu terapii u pacjentow, gdzie prostota wykonania
eksperymentu przektada si¢ na oszczedno$¢ czasu i kosztow.

Podsumowujac przeprowadzone badania mozna sformutowac nastgpujace wnioski:

e do wyznaczenia parametrow opisujacych lipofilowos¢ cefalosporyn uzytecznym
narzgdziem sa zarowno metody chromatograficzne jak i programy obliczeniowe,
mimo ze istnieja pewne ograniczenia ich stosowania;

e chromatograficzny molekularny mechanizm retencji jest analogiczny
w przypadku wszystkich analizowanych zwiazkéw, co prawdopodobnie jest
zwigzane z ich podobna struktura podstawowa 1 wlasciwos$ciami
fizykochemicznymi;

e kompleksowa analiza retencji cefalosporyn przeprowadzona z uzyciem réznych
faz stacjonarnych wykazata podobne zachowanie lekow na fazach stacjonarnych
RP-18, RP-8 i -CN. Analizujac zaleznosci parametrow lipofilowosci
wyznaczone do$wiadczalnie i obliczeniowo stwierdzono, ze Ryp i PC1/Ry sa
adekwatnymi wspotczynnikami lipofilowosci, a plytki RP-8, RP-18 i -CN
sa odpowiednimi fazami stacjonarnymi do badan tej grupy zwiazkow;

e uzyskane chromatograficzne parametry lipofilowosci lepiej odzwierciedlaja
rzeczywiste wtasciwosci fizykochemiczne badanych Ilekow niz wartosci
obliczone, ametoda chromatografii cienkowarstwowej moze by¢ dobra
alternatywa w stosunku do pozostatych technik analitycznych, przy opisywaniu
lipofilowego charakteru cefalosporyn. Pomimo duzego zaawansowania techniki
obliczeniowe stanowia tylko pewien uproszczony model uktadu, ktory nie
zastapi eksperymentu,

e opracowane i zoptymalizowane nowe procedury chromatograficzne pozwalaja
na rownoczesne wykonanie oznaczenia tozsamos$ci, czysto$ci i zawarto$ci
substancji czynnych obok ewentualnych zanieczyszczen w preparatach
farmaceutycznych i ztozonych matrycach tj. materiat biologiczny. Metoda TLC
jest szybka, selektywna, precyzyjna i dokladna; moze by¢ stosowana
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w rutynowej analizie preparatow farmaceutycznych w laboratoriach kontroli
jako$ci w przemysle farmaceutycznym;

opracowane metody pozwalaja na selektywnie oznaczanie analitow bez
interakcji ze sktadnikami matrycy, a takze moga by¢ stosowane do oznaczania
antybiotykow w warunkach stresowych. Wyznaczone wartosci parametrow
kinetycznych i termodynamicznych okreslaja trwatos¢ zwiazkow w zmiennych
warunkach srodowiska (pH, temperatura, promieniowanie UV, wptyw jonow
metali, czynnikéw redoks). Dzigki uzyskanym wynikom mozna poszerzy¢
dotychczasowa wiedze na temat podatnosci cefalosporyn na rozktad, co moze
by¢ istotne zaréwno z punktu widzenia technologii medycznych, jak i przy
okreslaniu skutecznosci terapii i bezpieczenstwa ich stosowania;

bazujac na wartosciach wspotczynnikow opodznienia 1 widmach absorpcji oraz
wynikach analizy HPLC-MS/MS zaproponowano mozliwa droge degradacji
cefepimu oraz zidentyfikowano gtéwny produkt jego rozktadu;

zastosowanie metod chemometrycznych (PCA, PARAFAC i HCA) do analizy
uzyskanych eksperymentalnie wielowymiarowych danych, zar6wno w analizie
profili degradacji jak i w badaniach parametréow lipofilowosci, pozwolito
na wyjasnienie gtbwnych trendow zachodzacych zmian.
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4. POZOSTALE OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE

Sumaryczny Impact Factor dla catego dorobku naukowego: 34.135
Laczna suma punktow MNiSW dla catego dorobku naukowego: 498

Laczna liczba cytowan: 95 (Web of Science Core Collection — ,, Cited Reference
Search” 1945-2017 z dn. 09.10.2017 z dnia 19.09.2017 r.)

Wspétezynnik Hirscha: 6 (Web of Science Core Collection — ,, Cited Reference
Search” 1945-2017 z dn. 09.10.2017 z dnia 19.09.2017 r

4.1. Dzialalno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Moje zainteresowanie nauka, w szczegdlnosci tematyka biologiczno—chemiczna
zaczeto si¢ juz w czasach licealnych (1986-1990; Liceum Ogolnoksztatcace im. Stefana
Czarneckiego w Kozienicach, klasa o profilu biologiczno-chemicznym). Poszukiwanie
glebszej wiedzy w tym zakresie sklonito mnie do uczestnictwa w warsztatach i kursach
naukowych  prowadzonych przez Wydziat Farmaceutyczny Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego. Konsekwencja tych zainteresowan bylo podjecie studiow
na Oddziale Analityki Medycznej Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie. W 1998 roku, na podstawie pracy
magisterskiej pt. ,,Zaggszczanie i sporzadzanie liniowych gradientow stezen sktadnikow
pltynow biologicznych metoda zamrazania/rozmrazania” uzyskalam dyplom 1 tytut
magistra analityki medycznej. Pracg wykonalam w Zaktadzie Immunochemii Klinicznej
Il Katedry Chorob Wewngtrznych UJ CM, pod kierunkiem Pana doc. dr hab.
Wtiadystawa Pajdaka.

Po studiach zostalam =zatrudniona na etacie asystenta w Zakladzie Chemii
Nieorganicznej Katedry Chemii Nieorganicznej 1 Analitycznej Wydzialu
Farmaceutycznego UJ CM, gdzie rozpoczg¢lam prace w zespole kierowanym przez
Pana prof. dr hab. Jana Krzeka, oOwczesnego Kierownika Zaktadu Chemii
Nieorganicznej ww. Katedry oraz Laboratorium Kontroli Jakosci Lekow w Krakowie.
Poczatkowo moje prace badawcze zwigzane byly z rdéznymi zagadnieniami chemii
analitycznej, zwlaszcza mozliwosciami wykorzystania metody chromatografii
cienkowarstwowej z detekcja densytometryczna w analizie farmaceutyczne;j.
Poczatkowe badania dotyczyly oznaczania jakos$ciowego i ilosciowego glikliazydu,
budezonidu, genistyny i daidzyny w czystej postaci jak 1 w formie leku.
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Wyniki powyzszych prac zostaly opublikowane w czasopismach: JPC-Journal of Planar
Chromatography-Modern TLC i Chromatographia.

Zagadnienia  dotyczace  stabilnosci  cefalosporyn, ze  szczegdlnym

uwzglednieniem trwato$ci ich potaczen kompleksowych z cyklodekstrynami, stanowity
zasadniczy kierunek moich dalszych badan, ujetych w rozprawie doktorskiej.
Opracowatam metode chromatograficzno—densytometryczna przydatna do identyfikacji
1 oznaczania iloSciowego osmiu cefalosporyn (cefotaksymu, cefuroksymu, estru
acetoksyetylowego cefuroksymu, cefadroksylu, cefaleksyny cefakloru i ceftriaksonu)
oraz ustalitam  warunki  chromatograficznego rozdzialu izomeréw  estru
acetoksyetylowego cefuroksymu, cefakloru i ceftriaksonu 2z zastosowaniem
B—cyklodekstryny jako chiralnego modyfikatora. Ponadto, wykorzystujac opracowana
i zwalidowana (zgodnie z wymogami ICH) metodg, sprawdzitam stabilno$¢ badanych
cefalosporyn w czasie, w zmiennych warunkach pH, bez oraz w obecno$ci
B—cyklodekstryny. Odzwierciedleniem przeprowadzonych analiz byta seria publikacji
(4 publikacje w czasopismach znajdujacych si¢ na liscie filadelfijskiej) oraz
5 komunikatéw zjazdowych.
Na podstawie rozprawy doktorskiej pt. ”Analiza wybranych cefalosporyn z udzialem
B-cyklodekstryny w aspekcie rozdziatu izomerow i oceny trwalosci” wykonanej pod
kierunkiem Pana prof. dr hab. Jana Krzeka, w 2008 roku uchwala Rady Wydziatu
Farmaceutycznego UJ CM w Krakowie, zostal mi nadany dyplom i stopien naukowy
doktora nauk farmaceutycznych w specjalnosci chemia analityczna.

Wykaz publikacji oryginalnych przed uzyskaniem stopnia doktora:

1. Krzek J., Dabrowska M., Hubicka U., Identification an detrmination of gliclazide and
its impurities in various medicines by Thin-Layer Chromatography and densitometry,
JPC-Journal of Planar Chromatography-Modern TLC, 2001,14, 183-187

1F5001 = 0.555 MNiSWpo, = 8 pkt

2. Krzek J., Hubicka U., Dabrowska-Tylka M., Leciejewicz-Ziemecka E.,
Determination of budesonide R(+) and S(-) isomers in pharmaceutical by Thin-Layer
Chromatography with UV densitometric detection, Chromatographia, 2002, 56,759-762

1F2002 = 1.230 MNiSWzooz =9 pkt

3. Krzek J., Dabrowska-Tylka M., Simultaneous determination of cefuroxime axetil
and cefuroxime in pharmaceutical preparations by Thin-Layer Chromatography and
densitometry, Chromatographia, 2003, 58, 231-234

IFo003 = 1.145 MNiSW2003 =9 pkt

4. Janeczko Z., Krzek J., Pisulewska E., Sobolewska D., Dabrowska-Tylka M., Hubicka
U., Podolak 1., Densitometric detrmination of genistin and daidzin in different cultivars
of soy (Glycine max), JPC-Journal of Planar Chromatography-Modern TLC, 2004,17,
32-35

1Fo004 = 0.824 MNiSW2004 =8 pkt
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4.2. Dzialalno$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych, moja aktywnos$¢ naukowa
zwiazana byla z optymalizacja uktadow chromatograficznych do analizy zwiazkow
wykazujacych dziatanie biologiczne, zar6wno w postaci czystej jak 1 formie preparatow
farmaceutycznych, ze szczegélnym uwzglednieniem antybiotykéw cefalosporynowych.
Ustalitam warunki analiz oraz przeprowadzitam badania stabilnosci antybiotykow
I niesteroidowych lekow przeciwzapalnych (NLPZ) w zmiennych warunkach
srodowiska, uwzgledniajac wptyw czynnikow redoks oraz jonow metali. Analizowatam
rowniez wptyw promieniowania UV na szybkos$¢ procesu rozkladu cefalosporyn oraz
zaproponowatam mozliwe drogi degradacji analizowanych zwiazkow. Ponadto
opracowalam i zwalidowalam, zgodnie z wytycznymi ICH, metody oznaczania
cefalosporyn w ztozonej matrycy jaka stanowi material biologiczny, ktore ze wzgledu
na specyficznos¢, szybkos¢ i prostot¢ wykonania moga by¢ z powodzeniem stosowane
w rutynowej analizie laboratoryjne;j.

Biorac pod uwage znaczenie lipofilowosci w przewidywaniu aktywnosci biologicznej,
wykorzystujac metode chromatografii cienkowarstwowej 1 wyznaczone parametry
retencji opisujace lipofilowos¢ zwiazkow (Ryo = logP), sprawdzitam mozliwos¢ oceny
cefalosporyn w ujeciu ich aktywnos$ci przeciwbakteryjnej i budowy chemicznej. W celu
oceny rzetelnosci otrzymywanych wynikdéw Otrzymane dane poréwnatam z warto$ciami
uzyskanymi innymi eksperymentalnymi metodami: HPLC z wykorzystaniem kolumny
IAM, ‘shake-flask’, a takze z danymi obliczonymi przy uzyciu réznych algorytmow
matematycznych.

MJ¢j warsztat badawczy ulegl znacznemu poszerzeniu, gldwnie za sprawa nawiazania
wspolpracy z Katedra 1 Zakladem Chemii Lekéw Uniwersytetu Medycznego
w Lublinie, co zaowocowalo wspolnymi publikacjami. Do analizy danych uzyskanych
z przeprowadzonych przeze mnie oznaczen wykorzystatam techniki chemometryczne
takie jak HCA, PCA 1 PARAFAC, ktére umozliwity mi sformulowanie wysoce
prawdopodobnych  wnioskow, zdefiniowanie odpowiednich zalezno$ci, rdznic
1 podobienstw, wynikajacych z przeprowadzonych badan.

Ponadto, w zwiazku z pojawiajaca si¢ na rynku duza iloscia suplementow diety oraz
zafatlszowanych produktow farmaceutycznych lub o rzeczywistym sktadzie niezgodnym
z deklaracjami producenta, moje zainteresowania skierowaty si¢ ku poszukiwaniu
doskonalszych metod analizy tego typu produktow. Badaniami objelam preparaty
zawierajace w swoim sktadzie m.in. L-karnityne, B-karoten, witaming K, luteing,
lecytyng 1 kwasy omega-3. W opracowywaniu procedur ich jakosciowej 1 ilosciowe;j
analizy wykorzystuj¢ metody TLC z detekcja densytometryczna, HPLC-MS/MS
I GC-FID. Natomiast do analizy pierwiastkow obecnych w wielu z tych produktow
stosuj¢ metodg¢ atomowej spektrometrii absorpcyjnej (AAS). Ten Kkierunek mojej
dziatalno$ci naukowej wpisat si¢ w tematyke podejmowana przez Polskie Towarzystwo
Farmaceutyczne. W roku 2015 grupa inicjatywna, ktorej bytam cztonkiem, utworzyta
Ogo6lnopolska Sekcj¢ Naukowa ds. Sfalszowanych Lekow.
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W ramach prowadzonej aktywno$ci naukowej realizowatam projekty z dotacji
na podtrzymanie potencjalu badawczego, w ktérych bytam kierownikiem (Zalgeznik 3,
1-H).

Przez caly okres zatrudnienia doskonalitam umiejetnosci w  zakresie
wykorzystania technik analitycznych uczestniczac w szkoleniach, kursach i seminariach
(Zalacznik 3, 111-Q). Ponadto swoja wiedzg i warsztat badawczy poszerzatam biorac
udziat w studiach podyplomowych w zakresie Prawa Dowodowego oraz Biologii
Molekularnej prowadzonych odpowiednio przez Wydzial Prawa i Administracji
Uniwersytetu Jagiellonskiego i Wydzial Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego. Uzyskana wiedza i umiej¢tnosci pozwolity mi na
podjecie wspotpracy z Wydziatem Lekarskim i Wydziatem Nauk o Zdrowiu
Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum oraz Instytutem Zootechniki
Panstwowego Instytutu Badawczego w Balicach. Zaowocowata ona realizacja grantu
rozwojowego pt. “Uzyskanie transgenicznych $win jako dawcow tkanek i1 narzadow do
transplantacji u ludzi oraz ich biotechnologiczna, fizjologiczna i medyczna
charakterystyka”, w ktérym petitam rolg wykonawcy (Nr N R12 03606/13/2009 DOP-
D/141/09). Wyniki badan naszego zespotu zostaly zaprezentowane w postaci posterow
na konferencjach migdzynarodowych i krajowych (Zalacznik 3, 111-B), rozdziatow
w ksiazkach (Zalacznik 3, 11-D) oraz artykuldow w czasopismach naukowych
(Zalacznik 3, 11-A) Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora opracowatam
i uzupehitam wyniki badan zawartych w rozprawie doktorskiej. Od tego czasu
opublikowatam 22 prac oryginalnych z IF, 2 prace popularnonaukowa, 3 prace
przegladowych oraz 3 rozdziaty w ksiazkach. Wyniki moich dotychczasowych badan
zaprezentowatam w formie 48 wystapien na konferencjach, zjazdach i seminariach
zar6wno migdzynarodowych jak i krajowych. Recenzowatam prace naukowe dla
czasopism migdzynarodowych, posiadajacych wskaznik IF (Zalacznik 3, 111-P).
Ponadto jestem cztonkiem rad naukowych czasopism (Zalacznik 3, I11-G).

Za osiagnigcia naukowe za 2011, 2012 1 2014 rok zostatam uhonorowana nagrodami
przez Dziekana Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM.

Wykaz publikacji oryginalnych, po uzyskaniu stopnia doktora (innych niz stanowiqce
podstawe habilitacji):

1. Dabrowska M., Krzek J., Chiral separation of diastereoisomers of cefuroxime axetil
by High-Performance Thin-Layer Chromatography, 2010, Journal of AOAC
International, 93, 771-777

1F5010 = 1.229 MNiSWzom =27 pkt

2. Dabrowska M., Krzek J., 2010, Separation, identification, and quantitative analysis of
the epimers of cefaclor by TLC-densitimetry, JPC-Journal of Planar Chromatography-
Modern TLC, 23, 256-269

1Fo010 = 1.247 MNiSWzom =20 pkt
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3. Dabrowska M., Starek M., Pikulska S., Simultaneous identification and quantitative

determination of eight cephalosporins in pharmaceutical formulations by TLC-

denitometry, JPC-Journal of Planar Chromatography-Modern TLC, 2011, 24, 23-29
1F2911 = 0.767 MNiSW2011 =20 pkt

4. Starek M., Dabrowska M., Tarsa M., Analysis of nefopam by TLC-densitometry.
A study of degradation mechanism in solutions under stress conditions, Acta Chimica
Slovenica, 2011, 58, 262-269

1F011 = 1.328 MNiSW2011 =25 pkt

5. Starek M., Laskawski Sz., Dabrowska M., Identification and quantitative
determination of nabumetone in pharmaceutical preparations by TLC-densitometry,
JPC-Journal of Planar Chromatography-Modern TLC, 2011, 24, 513-519

|F2011 =0.767 MNiSW2011 =20 pkt

6. Starek M., Dabrowska M., Development and validation of a TLC-densitometry
method for quantitative analysis of nefopam hydrochloride beside its degradation
products, Journal of Analytical Chemistry, 2012, 67, 733-739

|F2012 =0.616 MNiSW2012 =15 pkt

7. Starek M., Dabrowska M., Chromatographic techniques in analysis of COX-2
inhibitors in drugs and biological samples, Central European Journal of Chemistry,
2012, 10, 711-730

1Fy01, = 1.167 MNiSWgo]_g =25 pkt

8. Dabrowska M., Krzek J., Migkina E., Stability analysis of cefaclor and its inclusion
complexes of B-cyclodextrin by thin-layer chromatography and densitometry, JPC —
Journal of Planar Chromatography-Modern TLC, 2102, 25, 127-132

1F5012 = 0.955 MNiSWgo]_g =20 pkt

9. Dabrowska M., Sieczka E., Starek M., TLC assay of L-carnitine in dietary
supplements, JPC — Journal of Planar Chromatography-Modern TLC, 2012, 5, 450-455
|F2012 =0.955 MNiSWz()lz =20 pkt

10. Dabrowska M., Starek M., Analytical approaches to determination of carnitine in
biological material, foods and dietary supplements, Food Chemistry, 2014, 142,
220-232

|F2014 =3.391 MNiSW2014 =40 pkt

11. Skucinski J., Dabrowska 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,
Analytical Methods, 2014, 6, 9093-9100

1Fy014 = 1.821 MNiSW2014 =25 pkt
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12. Starek M., Guja A., Dabrowska M., Krzek J., Assay of B-carotene in dietary
supplements and fruit juices by TLC-densitometry, Food Analytical Methods, 2015, 8,
1347-1355

1Fo015 = 2.167 MNiSW2015 =30 pkt
13. Starek M., Dabrowska M., Bracha M., Opoka W., Experimental study of the
stability of some oxicams in contact with various redox agents, JPC-Journal of Planar
Chromatography-Modern TLC, 2016, 29, 273-280

1F5016 = 0.736 MNiSWzom =15 pkt

Aktualnie kontynuujg badania dotyczace wlasciwosci fizykochemicznych cefalosporyn;
kompleksowania z cyklodekstrynami, badania potencjalnych interakcji antybiotyku
z innymi grupami lekow. Ponadto podj¢lam badania zwigzane z mozliwosciami
usuwania zanieczyszczen $rodowiskowych antybiotykami na drodze remediacji.
Rownolegle do powyzszych badan, realizuje tematyke zwiazana z szeroko pojeta
jakoscia suplementéw diety i zwiazanego z tym bezpieczenstwa ich stosowania.
Uzyskane wyniki badan beda przedmiotem kolejnych artykutow, przygotowywanych do
publikacji w czasopismach naukowych.

5. DZIALALNOSC DYDAKTYCZNA I ORGANIZACYJNA

Od chwili zatrudnienia w Katedrze Chemii Nieorganicznej i Analitycznej
Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM prowadzg zajgcia dydaktyczne ze studentami
Wydziatu Farmaceutycznego i Oddzialu Analityki Medycznej. Obejmuja one zajgcia
laboratoryjne ze studentami pierwszego i drugiego roku z zakresu chemii ogodlnej,
nieorganicznej i analitycznej, w ramach ktorych prowadzona jest analiza jakoSciowa
roztworow soli I ich mieszanin, badania tozsamosci jonéw, czystosci zwiazkow zgodnie
z wytycznymi farmakopealnymi oraz analiza ilo$ciowa substancji. W ramach zajgc
opracowatam 1 przygotowuj¢ ¢wiczenia dotyczace ,,Wytracania wybranych osadow
1 ich obserwacji przy uzyciu mikroskopu”, ,,Oznaczanie jonéw chlorkowych metoda
Fajansa”, ¢wiczenia majace na celu przyblizenie studentom metod optycznych
(,,Spektrofluorymetryczne oznaczanie fluoresceiny”) oraz rozdzielczych takie jak
chromatografia cienkowarstwowa (,,Okreslenie tozsamosci wybranych alkaloidow
metoda TLC”), chromatografia gazowa (,,Oznaczanie jako$ciowe 1 ilosciowe dwoch
sktadnikow obok siebie metoda GC”) czy elektroforeza (,,Elektroforetyczne oznaczanie
DNA”). Ponadto ze studentami Oddziatu Analityki Medycznej prowadzg zajecia
dotyczace technik ekstrakcji sktadnikow o dziataniu biologicznym z surowicy krwi
1 preparatow farmaceutycznych wraz z ocena ich wydajnosci. Jestem zaangazowana
w prowadzenie seminariow obliczeniowych obejmujacych zakres chemii ogolnej
(pierwszy rok farmacji) i analizy miareczkowej (pierwszy rok analityki medycznej).
Ponadto dla obu kierunkdéw opracowatam i prowadz¢ seminaria z zakresu analizy
instrumentalnej na temat chromatografii cienkowarstwowej | gazowej oraz
wykorzystania chromatografii cieczowej do analizy zwiazkow o charakterze jonowym.
Uczestniczylam w opracowywaniu konspektow do ¢wiczen praktycznych oraz
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seminariow z obliczen chemicznych dotyczacych przeliczania stgzen, roztwordw
buforowych, rozpuszczalnosci, wyznaczania stalych charakteryzujacych zwiazki
kompleksowe czy reakcji utleniania i redukc;ji.

Poza zajeciami laboratoryjnymi bytam opiekunem 3 i promotorem 9 prac magisterskich
prowadzonych na kierunku Farmacja. W ramach prowadzonych prac realizowatam
tematyke z obszaru moich badan. Staralam si¢, aby kazda z wykonywanych prac
wykazywata walor naukowy i stanowita podstawe do opracowania w postaci artykutow
naukowych. Bytam takze recenzentem prac magisterskich realizowanych na Wydziale
Farmaceutycznym.

Roéwnolegle do mojej aktywnos$ci naukowej i dydaktycznej staram si¢ ciagle podnosic¢
swoje kwalifikacje i umiejetnosci. Uczestniczylam w kursach i szkoleniach majacych
na celu unowocze$nienie formy i sposobu przekazywania wiedzy (warsztaty ,,Ars
Docendi” zorganizowane przez UJ, szkolenie ,,Sztuka prezentacji“ zorganizowane przez
CITTRU), jak rowniez doskonalacych zawodowo, poszerzajacych wiedz¢ na temat
nowoczesnych rozwiazan i technologii w farmacji i medycynie (Kurs Podstawowy
Nowoczesnej Chromatografii Cieczowej; Seminarium “Nowoczesne rozwigzania
w analizie instrumentalne;j”; Seminarium Naukowe ,,Optymalizacja warunkoéw analizy
w pracy z HPLC i UHPLC oraz spektrometrami mas™; Seminarium Naukowe
»Technika GC-MS/MS — luksus czy konieczno$¢?”; kurs doskonalacy ,,Alkohologia
sadowa i narkomania”; ,Warsztaty z wykorzystania metod chemometrycznych
w praktyce” (Zalacznik 3, 111-Q).

W ramach dziatalnosci popularyzatorskiej bratam czynny udzial w organizacji
ekspozycji i prezentacji Wydzialu Farmaceutycznego na Festiwalach Nauki, ktore
odbyly si¢ w latach 2004-2008 oraz 2013-2017 oraz Targach Edukacyjnych
w Krakowie (Zalacznik 3, Il11-1). Bralam udzial w tworzeniu stron edukacyjnych
dotyczacych prozdrowotnego dzialania kwaséw omega 3 oraz pieczarki brazylijskiej
(Zatacznik 3, 111-A).

W ramach dziatalno$ci organizacyjnej bralam udziat w pracach Komisji Rekrutacyjne;j
w latach 2004-2008, a takze w realizacji obchodow 650—lecia Uniwersytetu
Jagiellonskiego (w ramach dziatalnosci Biura Jubileuszowego). Bytam cztonkiem
komitetu organizacyjnego Sympozjum ,,Problemy analityczne w ocenie czystosci
1 farmakokinetyki leku” organizowanego przez Wydzial Farmaceutyczny CM UJ,
8-go Miedzynarodowego Kongresu Raka Zotadka (8th International Gastric Cancer
Congress) organizowanego przez International Gastric Cancer Association, a takze
XX Naukowego Zjazdu Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego organizowanego
przez PTFarm (Zalacznik3, 111-C).

Ponadto braltam udzial w szkoleniach dotyczacych mozliwosci modernizacji
I polepszania organizacji pracy w laboratorium (Seminarium ,,Polskie laboratoria
w Europie XXI wieku”, organizowany przez Laboratoryjny Serwis Informacyjny oraz
Pelnomocnika Rektora UJ ds. Osob Niepetnosprawnych w Krakowie; Konferencja
»Perspektywy rozwoju laboratoriow badawczych — technologie, jakos$¢, finansowanie”
organizowana przez Laboratorium Przeglad Ogolnopolski we  Wroctawiu)
(Zalacznik 3, 111-Q).
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W  zwiazku z ukonczeniem kursu Europejskiej Rady Resuscytacji BLS/AED
od 2010 roku pelni¢ w Katedrze funkcj¢ osoby odpowiedzialnej za udzielanie pierwszej
pomocy oraz za zapewnienie Srodkow do jej udzielania. Ukonczytam rowniez szkolenie
z zakresu obstugi butli cisnieniowych do gazéw stosowanych w laboratoriach
badawczych zorganizowane przez Inspektorat BHP UJ (Zalacznik 3, I11-Q).

Jestem cztonkiem Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego, Polskiego Towarzystwa
Magnezologicznego oraz Krajowej Izby Diagnostow Laboratoryjnych, a takze
cztonkiem Ogodlnopolskiej Sekcji Naukowej ds. Sfalszowanych Lekéw Polskiego
Towarzystwa Farmaceutycznego (Zalacznik 3, I11-H).
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