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5.1. Tytul osiggniecia

Metody rozdzielcze i spektralne dla potrzeb
terapeutycznego monitorowania lekéw
oraz w poszukiwaniu potencjalnych biomarkerow

(Osiggniecie stanowi jednotematyczny cykl publikacji od H1 do H11,
wymienionych w Zatgczniku 2, ktorych kopie znajdujg sie w Zatgczniku 4)
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5.2. Autoreferat wraz z oméwieniem osiggniecia naukowego

Wprowadzenie

W 2002 roku rozpoczetam studia magisterskie na Wydziale Chemicznym Politechniki
Slgskiej w Gliwicach. Prace magisterskg wykonywatam na kierunku Chemia, w ramach
specjalnosci Bioanalityka. Tytut magistra inzyniera chemii uzyskatam 21.06.2008 roku na
podstawie pracy pod tytutem ,Opracowanie metody oznaczania flawonoidéw oraz
B-blokeréw w probkach moczu”, ktdrg wykonywatam pod kierunkiem prof. dr hab. Ireny
Staneczko-Baranowskiej. Podczas realizacji pracy magisterskiej, na 5 roku studiow odbytam
roczny staz dydaktyczny w Katedrze Chemii Analitycznej Wydziatu Chemicznego Politechniki
Slgskiej, przygotowujacy do pracy na stanowisku asystenta. Podczas stazu poszerzytam
swojg wiedze z zakresu technik rozdzielczych oraz elektrochemicznych.

Od 1 wrzesnia 2008 roku zostatam zatrudniona na stanowisku asystenta w Katedrze
Chemii Analitycznej Wydziatu Chemicznego Politechniki Slaskiej w Gliwicach i réwnocze$nie
rozpoczetam badania bedgce przedmiotem rozprawy doktorskiej. Moja dziatalno$¢ naukowa
zwigzana byla gtéwnie z badaniami podstawowymi i aplikacyjnymi do oznaczania
flawonoidow, lekéw [(-adrenolitycznych oraz ich metabolitéw. Mozliwosé wystgpienia
niebezpiecznych oddziatywan zwigzkow polifenolowych na metabolizm lekow spowodowaty
podjecie badan ukierunkowanych na przygotowaniu ,narzedzi”, ktére mogg postuzy¢ do
monitorowania potencjalnych interakcji pomiedzy wymienionymi powyzej zwigzkami.

Szczegotowym przedmiotem badan bylo opracowanie nowych, nieopisanych
dotychczas procedur oraz metod analitycznych do réwnoczesnego oznaczania
wybranych lekéw, zwigzkow polifenolowych i ich metabolitow. W efekcie prowadzonych
prac opracowatam metody z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej
w pofgczeniu z detektorem z matrycg diodowg (HPLC-DAD) oraz ultra-sprawnej
chromatografii cieczowej w potgczeniu z detektorem spektrofotometrycznym w zakresie UV
(UHPLC-UV) do oznaczania wyzej wymienionych grup zwigzkéw. Badania podstawowe
rozszerzytam poprzez zastosowanie spektrometru mas, jako bardziej selektywnej i czutej
metody detekcji w potgczeniu z ultra-sprawng chromatografig cieczowg (UHPLC-MS/MS).
Waznym zagadnieniem byto opracowanie metod izolacji i wzbogacenia analitéw z ptynow
biologicznych z wykorzystaniem ekstrakcji do fazy statej (SPE). Opracowane procedury
analityczne umozliwity wykrycie i oznaczenie badanych lekéw, zwigzkéw polifenolowych i ich
metabolitdw w ptynach ustrojowych. Z tego zakresu badan opublikowatam 8 prac, ktérych
jestem wspotautorkg [1-8].

W trakcie realizacji badan odbytam 3-miesieczny staz naukowy na Wydziale Chemii
Uniwersytetu w Innsbrucku (Institute of Analytical Chemistry and Radiochemistry Leopold-
Franzens University). Miatam mozliwos¢ pracy naukowej w grupie badawczej prof. Glntera
Bonn, specjalisty w zakresie zastosowania metod rozdzielczych i spektroskopowych
w bioanalityce. Ponadto podczas pobytu poszerzatam swojg wiedze z zakresu chromatografii
cieczowej na wyktadach prof. H. Engelhardta (Universitdt des Saarlandes). Wspotpraca
z os$rodkiem w Innsbrucku zaowocowata licznymi pomystami badawczymi, a przede
wszystkim opracowaniem alternatywnej metody oznaczania lekéw, zwigzkéw polifenolowych
i ich metabolitbw w moczu pacjentéw z zastosowaniem chromatografii gazowej sprzezonej
ze spektrometrig mas (GC-MS). Efektem przeprowadzonych badanh byta wspdlna publikacja
naukowa [5].
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W zastosowaniu opracowanych metod HPLC-DAD, UHPLC-UV, UHPLC-MS/MS oraz
GC-MS wykorzystatam pityny ustrojowe pochodzgce od pacjentdw ze schorzeniami
kardiologicznymi. Na podstawie otrzymanych wynikbw zaobserwowatam réznice
w stezeniach B-blokeréw i ich metabolitéw w moczu pacjentéw przed i po wzbogaceniu diety
w produkty bogate w zwigzki polifenolowe. Wykazatam w ten sposéb wptyw zwigzkdw
polifenolowych na metabolizm tych lekow.

Z danych literaturowych wynika, iz aktywne zwigzki polifenolowe wystepujgce w wielu
powszechnie stosowanych preparatach i suplementach diety posiadajg wiasciwosci
inhibicyjne w stosunku do pewnych enzymoéw z grupy cytochromu P-450. Produkty bogate
we flawonoidy hamujg metabolizm zalezny od enzymu CYP3A4 w réznym stopniu, przy
czym oddziatujg gtownie poprzez znaczne zmniejszenie aktywnosci enzyméw CYP2C9,
CYP2C19 i CYP2D6 [9,10]. Wyniki analiz prébek moczu pochodzacych od osdéb leczonych
B-blokerami przed i po spozyciu produktéw zawierajgcych polifenole i suplementy diety,
potwierdzajg tg hipoteze, gdyz zaobserwowatam roéznice w zawartosci lekéw oraz ich
metabolitdbw. W moczu osob stosujacych diete i preparaty bogate w antyoksydanty
oznaczytam wiekszg ilos¢ leku, natomiast mniej jego metabolitbw w poréwnaniu
z zawarto$cig przed suplementacjg. Na podstawie otrzymanych wynikdw, mozna
wnioskowac, iz spadek aktywnosci enzymu zmniejsza intensywno$é metabolizmu, a tym
samym powoduje wzrost zawartosci podstawowej formy leku w plynach biologicznych
pacjentéw. Moze to stanowi¢ zagrozenie dla zycia, w wyniku powiktan, wynikajgcych
z toksycznego dziatania wysokiego stezenia niezmetabolizowanego leku. W zwigzku
Z powyzszym oznaczanie lekow i ich metabolitdw w ptynach biologicznych stanowi istotne
narzedzie do oceny potencjalnej inhibicji CYP wywotanej podaniem naturalnych produktéw
roslinnych, a takze suplementéw diety oraz umozliwia przewidywanie interakcji pomiedzy
przeciwutleniaczami a lekami.

W realizacji badan duzg role odegraty projekty badawcze, w ktérych petnitam funkcje
kierownika oraz wykonawcy. Byt to m.in. grant przyznany przez Narodowe Centrum Nauki,
kierowany przez prof. dr hab. Irene Staneczko-Baranowskg (N N204 355840), ktérego bytam
wykonawcg oraz projekt badawczy dla mtodych naukowcéw, finansowany przez Ministerstwo
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego — luventus Plus, ktérego bytam kierownikiem. Efektem
prowadzonych badan byto 9 publikacji haukowych oraz 13 wystgpien ustnych i prezentacji
posterowych.

Wspomniane przeze mnie publikacje naukowe ziozyly sie na przygotowang pod
kierunkiem prof. dr hab. Ireny Staneczko-Baranowskiej rozprawe doktorskg zatytutowang
»~Opracowanie metod oznaczania mieszanin wybranych zwigzkéw polifenolowych, wybranych
lekéw oraz ich metabolitéw i ich aplikacje”, ktérg z wyréznieniem obronitam 1 czerwca
2012 roku. Rozprawa doktorska zostata wyrdzniona rowniez nagrodg Komitetu Chemii
Analitycznej Polskiej Akademii Nauk i firmy Perlan Technologies za najlepszg prace
doktorskg w dziedzinie chemii analitycznej zwigzang z rozwojem technik rozdzielania (prace
za lata 2013/2014).

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk chemicznych, zostatam zatrudniona na Wydziale
Chemicznym Politechniki Slgskiej na stanowisku adiunkta (w okresie od 1 pazdziernika
2012 roku do chwili obecnej). Zdobyte przez kilka lat doswiadczenie w zastosowaniu
opracowanych procedur analitycznych, pozwolito mi na poszerzenie i zgtebienie tematyki
badawczej dotyczgcej nowych rozwigzan metodycznych stosowanych na etapie ekstrakcji
i 0znaczania zwigzkow biologicznie aktywnych w ptynach ustrojowych.
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Poszukiwanie biomerkerow oraz terapeutyczne monitorowanie lekow

W czasopismach medycznych pojawia sie coraz wiecej artykutdw poswieconych
badaniom nad poszukiwaniem nowych biologicznych czgsteczek, tzw. biomarkerow, ktére
moglyby w przysziosci odegraé istotng role we wczesnej, nieinwazyjnej diagnostyce
schorzen sercowo-naczyniowych [11,12]. Wedtug definicji Narodowego Instytutu Zdrowia
(National Institute of Health, NIH), marker biologiczny to substancja posiadajgca
charakterystyczne cechy, ktére mogg by¢ obiektywnie zmierzone. Moze by¢ wskaznikiem
proceséw fizjologicznych, patologicznych lub odpowiedzi farmakologicznej na interwencije
terapeutyczng. Idealny biomarker powinien by¢ specyficzny, czuty i tatwo oznaczalny.
Uzyskanie materiatu do badan powinno by¢ nieinwazyjne, a otrzymane wyniki muszg by¢
powtarzalne [13].

Nowe techniki analityczne wykorzystywane przez wspétczesng nauke pozwalajg na
poszukiwanie w moczu markeréw uszkodzenia miesnia sercowego. Ideatem byloby
zidentyfikowanie jednego czutego markera, ktérego oznaczenie datoby wyniki tatwe do
interpretacji i pozwolitoby na potwierdzenie schorzenia ukfadu sercowo-naczyniowego.

Prowadzone badania, zwigzane z poszukiwaniem nowych markerow diagnostycznych,
ukierunkowane sg zaréwno na wykrywanie zmian w ekspresji gendéw (transkryptomika,
genomika funkcjonalna), jak i na oznaczanie nowych biatek lub innych zwigzkow
organicznych o niewielkiej masie czgsteczkowej (proteomika, metabolomika,
metabonomika), pojawiajgcych sie w moczu w procesie chorobowym [14]. Analiza moczu,
ktéry jest materiatem fatwym do pobrania, moze dostarczy¢ informacji na temat stanu
zaawansowania niewydolnoéci miesnia sercowego, ocenianego na podstawie zawartosci
biomarkeréw, zanim pojawig sie pierwsze symptomy choroby [15]. Mimo szeroko
zakrojonych badanh nad biomarkerami choréb ukfadu sercowo-naczyniowego nadal nie udato
sie wyodrebni¢ pojedynczej substancji, ktora idealnie stuzytaby skonstruowaniu prostego
i prognostycznego testu stosowanego w diagnostyce kardiologicznej.

Te ograniczenia i problemy stosowanych metod diagnostycznych sktaniajg naukowcéw
i lekarzy do poszukiwan nowych lekéw, postawienia wlasciwej diagnozy i odpowiednie
leczenie w oparciu o poznanie podstaw choroby. Dzieki analizie choréb z homogennymi
fenotypami klinicznymi ujawnione zostajg rézne podtypy choroby, ktére wymagajg
odmiennych strategii terapeutycznych. Dostepne narzedzia utatwiajg lekarzom wybierajgcym
lek uwzglednienie indywidualnej zmiennosci metabolizmu chorego i dzigki temu dobranie
farmaceutyku i jego dawki tak, aby uzyska¢ maksymalng skutecznosc¢ leczenia.

Wiedza na temat molekularnych podstaw choroby wptywa na sposob opracowywania
nowych lekéw oraz na strategie badan Kklinicznych — nie jest to juz proces liniowy,
a zintegrowany, heurystyczny, obejmujacy informacje zwrotne pochodzgce z pdzniejszych
etapow badan. Nowe podejscie ma tgczy¢ dane molekularne, farmakologiczne i kliniczne
pochodzace od pacjenta w jeden ,system zarzadzania wiedzg” (knowledge management
system), ktéry bedzie utatwiat zaprojektowanie odpowiedniego leku w odniesieniu do
okreslonego, molekularnego typu choroby [16,17]. Coraz czesciej wspéiczesna terapia
farmakologiczna w oddziatach chirurgicznych i intensywnej opieki medycznej opiera sie na
zasadzie ,pieciu praw” stosowania lekow: ,the right patient, the right drug, the right time, the
right dose, and the right route”. Niezwykle waznym narzedziem przy optymalizacji leczenia
w odniesieniu do konkretnego pacjenta zgodnie z przytoczonymi zasadami, jest
zastosowanie technik monitorujgcych, czyli tzw. terapii monitorowanej (TM), ktéra ma na
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celu dokfadng ocene stanu klinicznego, pomiar stezenia leku oraz metabolitu w ptynach
biologicznych [18,19].

Mozliwos¢ monitorowania zmian wczesnochorobowych, poprzez poszukiwanie
potencjalnych biomarkeréw, jak réwniez oznaczanie lekéw i ich metabolitow w terapii
monitorowanej, warunkuje konieczno$¢ opracowywania nowych metod oraz ich
zastosowania w badaniach prébek biologicznych. Leki i metabolity, a takze zwigzki
endogenne o niewielkiej masie czasteczkowej, ktére moga byé potencjalnymi markerami
choréb sercowo-naczyniowych wystepujg w ptynach ustrojowych w stezeniach rzedu
mikrogramow do miligraméw na litr. Dla potrzeb ich oznaczania w skomplikowanych
matrycach probek rzeczywistych zastosowane muszg by¢é metody analityczne
o odpowiedniej czutosci, doktadnosci, powtarzalnosci i selektywnosci. Ponadto metodyka
oznaczen we wczesnej diagnostyce medycznej oraz w terapeutycznym monitorowaniu lekéw
powinna zapewniac¢ krotki czas oczekiwania na wynik (turn-around time, TAT) [20].

Dla potrzeb analityki biomedycznej najczesciej stosuje sie techniki chromatograficzne
sprzezone ze spektroskopowymi oraz immunochemiczne. Z technik separacyjnych
i spektralnych najczesciej stosowana jest chromatografia cieczowa (LC) oraz chromatografia
gazowa (GC) w potgczeniu z réznymi detektorami  (spektrofotometrycznym,
fluorescencyjnym, elektrochemicznym oraz ze spektrometrem mas). Wazng zaletg metod
chromatograficznych  jest mozliwo$¢ jednoczesnego oznaczenia réznych lekow
i ewentualnych ich metabolitdw w prébce tego samego materiatu biologicznego. Natomiast
w metodach immunochemicznych metabolity lekéw z jednej strony mogg pogarszaé
swoisto$¢ analityczng przy oznaczeniach lekéw, a z drugiej strony wymagane sg odrebne
przeciwciata do ich oznaczania [21-25].

Ze wzgledu na wymogi metodyczne i aparaturowe, do niedawna techniki
chromatograficzne stosowane byly czesciej dla celow naukowo-badawczych. Warto
podkreéli¢ zmiany, jakie dokonaty sie na przestrzeni ostatnich lat, w kierunku rozwoju metod
rozdzielczych. Doprowadzity one do wprowadzenia w 2004 roku nowych systeméw
chromatograficznych — UHPLC, wyposazonych w kolumny analityczne o $rednicy ziaren
1,7 um. Na podstawie publikacji z zakresu chromatografii cieczowej mozna zauwazyé, ze
systemy UHPLC zaczynajg powoli wypiera¢ standardowe systemy HPLC [26—29]. Znacznhe
skrécenie czasu analizy, a przez to zasadnicze zmniejszenie jej kosztéow, sprawia iz
technika UHPLC jest coraz czesciej stosowana w branzy farmaceutycznej, a takze
w laboratoriach diagnostycznych.

W badaniach bioanalitycznych obserwuje si¢ rowniez dynamiczny rozwaéj technik
izolacji analitow z prébek o ztozonych matrycach. Zmierza on gtéwnie do miniaturyzaciji
i automatyzacji procesu przygotowania probki, zmniejszenia czaso- i pracochtonnosci,
obnizenia granicy oznaczalnosci oraz eliminowania lub minimalizowania ilosci zuzywanych
rozpuszczalnikéw. W tym celu tak powszechnie dotychczas stosowane metody izolacji
zastepowane sg przez nowe techniki, pozwalajgce na izolacje analitdw z probki do statego
sorbentu lub bezposrednio do fazy ciektej. Wsrdd nich nalezy wymieni¢ takie techniki, jak:
mikroekstrakcja do upakowanego sorbentu (MEPS), mikroekstrakcja do fazy statej (SPME),
mikroekstrakcja kroplg rozpuszczalnika przez emulgacje wspomagang mikrofalami
(USAEME) oraz mikroekstrakcja do kropli (SDME) [30-34].
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Cel badan realizowanych w ramach habilitacji

Celem moich badan naukowych, opisanych w pracach zgtoszonych do postepowania
habilitacyjnego [H1-H11], bylo opracowanie i optymalizacja metod izolacji oraz oznaczania
lekéw, ich metabolitbw i biomarkerow, w oparciu o nowoczesne, efektywne techniki
ekstrakcyjne, rozdzielcze i spektralne. Inspiracja do badah realizowanych w ramach
rozprawy habilitacyjnej byly przestanki literaturowe na temat zmiany poziomu stezen
L-karnityny i jej pochodnych oraz kwasu a-ketoglutarowego w ptynach biologicznych
w zaleznosci od stanu zdrowia pacjentéw. Z drugiej strony potrzeba kontroli stezenia lekéw
i ich metabolitow w rzeczywistym czasie leczenia jest jedng z najefektywniejszych metod
personalizacji terapii uwzgledniajgcej indywidualne cechy pacjenta oraz ewentualne
oddziatywania farmaceutykow z innymi zwigzkami. Wielo$¢ oznaczanych zwigzkéw, ztozony
sktad matryc oraz wymagane niskie granice oznaczalnosci powodujg, ze brakuje
w dziedzinie analityki medycznej odpowiednich procedur analitycznych. Stad istotng
motywacjg podjecia opisanej powyzej tematyki badawczej, byta potrzeba opracowania
narzedzi analitycznych dla wczesnej diagnostyki medycznej, a takze do monitorowanej
terapii.

Majac na uwadze powyzsze zagadnienia podjetam badania naukowe w ponizej
wymienionych kierunkach:

1. Badania roznych metodyk przygotowania prébek pod katem ich zastosowania do
efektywnej ekstrakcji L-karnityny i jej estrowych pochodnych, kwasu
a-ketoglutarowego oraz lekéw nalezacych do roéznych grup terapeutycznych i ich
metabolitow z ptynéw ustrojowych i z tkanek ryb [H1-H3, H5-H11] [35—-37, 39-45].

2. Dobér warunkéw rozdzielania i parametréw detekcji potencjalnych biomarkeréw
choréb sercowo-naczyniowych oraz lekéw i ich metabolitéw [H1-H11] [35—-45].

3. Weryfikacja opracowanych metodyk przez przeprowadzenie oznaczen w prébkach
materiatlu pobranego od pacjentéw, ktérym podawano wybrane leki w dawkach
terapeutycznych oraz od osob ze zdiagnozowanymi schorzeniami uktadu krgzenia
[H1-H9, H11] [35-43, 45].

Zastosowanie nowoczesnych technik ekstrakcyjnych w badaniach nad
przygotowaniem prébek biologicznych

Jedng z gtéwnych idei prac H1-H3, H5-H11 bylo opracowanie prostych, stosunkowo
szybkich i tanich, a takze ekologicznych metod ekstrakcji wybranych zwigzkow, ktére mogag
by¢ potencjalnymi biomarkerami choréb sercowo-naczyniowych oraz farmaceutykéw, w tym
lekdw nowej generacji stosowanych w kardiologii i ich metabolitow [35-37, 39-45].

W celu izolacji lekéw i ich metabolitow oraz wybranych zwigzkéw endogennych,
wykorzystuje sie obecnie zaréwno klasyczne, jak i nowoczesne metody ekstrakciji.
Rownoczesnie jednak zauwazalny jest brak publikacji naukowych ukierunkowanych na
systematyczng analize, dobdr parametréw wptywajgcych na odzysk analitéw i poréwnanie
efektywnosci réznorodnych technik ekstrakcji. Jest to wazny problem szczegdlnie
w poszukiwaniu nowych biomarkerow oraz w badaniach metabolizmu lekéw, gdzie
zastosowana metoda przygotowania prébek powinna prowadzi¢ do uzyskania ekstraktow
maksymalnie odzwierciedlajgcych profil jakosciowy i stezenie analitow zawartych w materiale
biologicznym. Z tego wzgledu jedynie wykorzystanie zoptymalizowanych procedur
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analitycznych pozwala przeprowadzi¢ wiasciwg analize jakosciowg i ilosciowg zwigzkow
zawartych w ekstraktach ptynow biologicznych i gwarantuje formutowanie wiarygodnych
wnioskow na podstawie uzyskanych wynikow badan.

Pierwszym etapem prowadzonych przeze mnie badan byto opracowanie metod izolacji
i wzbogacania analitéw z prébek moczu oraz osocza pobranych od pacjentéw m.in. ze
schorzeniami kardiologicznymi. Ze wzgledu na skomplikowany charakter matrycy
biologicznej (moczu, osocza) bezposrednie oznaczanie analitdw okazato sie praktycznie
niemozliwe. Konieczne bylo usuniecie jak najwiekszej ilosci potencjalnie interferujgcych
sktadnikow. Ponadto poziomy stezen lekéw i ich metabolitdw w pitynach ustrojowych sg
z reguty niskie, dlatego do ich iloSciowego oznaczania zastosowatam odpowiednie procedury
wzbogacenia analitu. Wobec braku dostepnych CRM, analizy przeprowadzatam przy uzyciu
prébek biologicznych wzbogaconych w znane, $cisle okreslone ilosci oznaczanych
substancji. Stopien efektywnosci ekstrakcji analitéw z probki oraz oczyszczenie ekstraktow
oceniatam porownujgc wielkosci sygnatow pochodzgcych z préb kontrolnych (Slepych) oraz
préb wzbogaconych substancjami wzorcowymi.

Wysokosprawne techniki separacyjne wymagajg z reguly usuniecia substancji
interferujgcych przed wykonaniem oznaczen. Stad w badaniach koncentrowatam sie na
stosowaniu technik ekstrakcyjnych opartych miedzy innymi na mechanizmach sorpcji
w zastosowaniu do izolacji z moczu oraz z osocza skomplikowanych mieszanin zwigzkéw
o réznych wiasciwosciach fizyko-chemicznych. W tym celu opracowatam dla badanych
mieszanin zwigzkéw procedury ekstrakcji do fazy statej (SPE) [H1, H5] [35,39],
mikroekstrakcji do upakowanego sorbentu (MEPS) [H2, H3, H6, H8, H9] [36,37,40,42,43],
mikroekstrakcji kroplg rozpuszczalnika przez emulgacje wspomagang ultradzwiekami
(USAEME) [H7] [41], ekstrakcji w uktadzie ciecz-ciecz wspomagang wysalaniem (SALLE)
[H11] [45].

Ekstrakcja do fazy statej (SPE)

Badania nad opracowaniem metodyki izolacji lekdw oraz potencjalnych biomarkeréow
z probek biologicznych z zastosowaniem SPE obejmowaty m.in. dobdr odpowiedniego
sorbentu ekstrakcyjnego, rozpuszczalnika do elucji analitbw, pH oraz objetosci probki.
Ekstrakcie SPE prowadzitam na sorbentach krzemionkowych oraz polimerowych
(pochodzgcych od réznych producentdw, o réznym rodzaju wypetnienia, masie oraz
objetosci) w klasycznym uktadzie SPE, gdzie sorbent umieszczony byt w kolumience
polipropylenowej. W zalezno$ci od zastosowanego wypetnienia uzyskatam rozng
efektywnos¢, selektywnosc¢ i powtarzalno$¢ ekstrakcji w stosunku do wybranych do badan
lekéw oraz potencjalnych markeréw niewydolno$ci miesnia sercowego.

Wyniki badan jakie uzyskatam dla 17 sorbentéw SPE (11 sorbentéw otrzymanych na
bazie modyfikowanej krzemionki oraz 6 sorbentéw polimerowych) oraz 13 lekéw (aliskiren,
prasugrel, riwaroksaban, prednizolon, propranolol, ketoprofen, nifedypina, naproksen,
terbinafina, ibuprofen, diklofenak, sildenafil, acenokumarol) zostaty zebrane i omowione
w pracy H5 [39]. W pracy tej badatam przydatnos¢ zaréwno klasycznych (oktadecylowych,
fenylowych), jak i nowych (SDB, Oasis HLB) adsorbentoéw zastosowanych na etapie izolaciji
wyzej wymienionych lekow z prébek moczu. Wynikiem moich badan byto wskazanie kilku
waznych réznic we wilasciwosciach kazdego z testowanych adsorbentéw. Otrzymane
rezultaty pozwolity mi stwierdzi¢, ze dla wybranych lekéw procent odzysku maleje wraz ze
wzrostem polarnosci sorbentu. Efekt ten jest konsekwencjg wystepowania réznego rodzaju
oddzialywan w uktadzie analit—sorbent. Dla sorbentéw polarnych (krzemionka modyfikowana
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grupami diolowymi, aminowymi, cyjanowymi) sitami warunkujgcymi oddziatywania miedzy
analitem a sorbentem, sg wigzania wodorowe oraz oddzialywania dipol-dipol. Gdy
zastosowatam sorbenty z chemicznie zwigzanymi grupami niepolarnymi (C2, C8, C18)
oddzialywania zachodzity na zasadzie sit dyspersyjnych (van der Waalsa), co wplyneto na
wzrost odzysku ekstrahowanych zwigzkéw o wiasciwosciach  Sredniopolarnych.
Rownoczesnie hydrofobowe oddziatywania alkilowych tancuchow C18 z niepolarnymi lekami
zaktécaly ich proces desorpciji z sorbentu oktadecylowego, dlatego ulegaty one silniejszej
retencji w poréwnaniu do ich ekstrakcji na sorbentach sredniopolarnych. Innym problemem,
jaki zaobserwowatem, byta silniejsza retencja lekéw na sorbentach polimerowych: Oasis®
HLB (kopolimer styrenu, diwinylobenzenu i N-winylopirolidonu — PS-DVB-NVP) i SDB
(kopolimer styrenu, diwinylobenzenu i etylowinylobenzenu — PS-DVB-EVB). Efekt ten
potwierdzitam dla wszystkich farmaceutykoéw i powigzatam go z bardzo duzg powierzchnig
witasciwg tych adsorbentéw, okoto 800 m?/g i > 1000 m?/g, odpowiednio dla Oasis® HLB
i SDB. Dodatkowo, zwiekszona retencja analitdw na sorbencie Oasis® HLB, moze wynika¢
z obecnosci grup pirolidynowych, majgcych charakter akceptoréw jonu wodorowego.
Wysokie odzyski dla lekow uzyskatam stosujac kolumienki ekstrakcyjne firmy BAKERBOND
(Sredni odzysk 80%), ktérych wypetnienie stanowit zel krzemionkowy aktywowany grupami
fenylowymi. W publikacji H5 dowiodtam, ze sorbent ten ma nieco inng selektywnosé
w porownaniu z tradycyjnymi niepolarnymi sorbentami. W przypadku wypetnien fenylowych
gtdwnym mechanizmem retencji sg oddziatywania van der Waalsa oraz oddziatywania typu
-11, ktdére powstajg miedzy aromatycznym pierscieniem obecnym w strukturze badanych
farmaceutykéw oraz grupami fenylowymi w sorbencie [39]. Podsumowujgc wszystkie
uzyskane wyniki, postawitam teze, Zze w grupie testowanych sorbentéw, najlepszg
efektywnosc¢ ekstrakcji analitéw otrzymatam dla sorbentu z grupg fenylowg. Wykorzystujgc to
wypetnienie, odzyski dla ekstrahowanych lekéw byty bliskie lub rowne 100%, a ekstrakty
poddawane dalszej analizie UHPLC-UV byty dobrze oczyszczone 2z substancji
interferujgcych. W literaturze opisane sg procedury ekstrakcji lekow bedgcych przedmiotem
badan, jednakze dedykowane sg one gtéwnie do ekstrakcji pojedynczych zwigzkéw z ptynow
biologicznych. Nowatorstwo, a zarazem trudnos¢ opracowanej metodyki, wigzata sig
Z Kkonieczno$cig rownoczesnej izolacji zwigzkow o  zréznicowanej  polarnoSci
z zastosowaniem jednej, optymalnej procedury SPE. Uzyskane wyniki mogq stanowi¢ baze
danych przy wstepnym wyborze sorbentoéw do ekstrakcji zarowno farmaceutykéw nowej
generacji (aliskiren, prasugrel, riwaroksaban), jak i powszechnie stosowanych Ilekéw
dostepnych bez recepty (np. ibuprofen, naproksen) z ptynéw biologicznych. Jest to po raz
pierwszy opisana w literaturze naukowej metoda SPE umoZliwiajgca wydajng ekstrakcje
Z moczu trzynastu farmaceutykéw o roznych typach struktur i polarnosciach [39].

Wptyw rodzaju sorbentu badatam takze w przypadku ekstrakcji L-karnityny oraz
acetylo-L-karnityny z probek moczu [H1] [35]. Poza hydrofilowymi, hydrofobowymi
i polimerowymi sorbentami, wykorzystatam takze wymieniacze jonowe, a spodziewanym
efektem byt wzrost efektywnosci ekstrakcji L-karnityny oraz acetylo-L-karnityny. Na
podstawie otrzymanych wynikéw do izolacji tych N,N,N-trimetylowych pochodnych kwasu
y-amino-B-hydroksymastowego sposrod przetestowanych sorbentéw wybratam wymieniacz
jonowy — czwartorzedowe sole amoniowe. W przypadku L-karnityny oraz acetylo-L-karnityny
na proces ich zatrzymywania na powierzchni sorbentu wptyw majg przede wszystkim
oddziatywania hydrofobowe oraz jonowe, pomiedzy ujemnie natadowanymi grupami
karboksylowymi w czgsteczkach analitbw a protonowanymi grupami aminowymi. Jak
przedstawitam w pracy H1, na sorbentach jonowymiennych otrzymatam wysokie odzyski dla
oznaczanych zwigzkéw [35]. Dotychczas odzyski uzyskane dla procedur opisanych
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w literaturze miescity sie w zakresie od 75% do 76% [46], podczas gdy w przypadku
opracowanej przez mnie procedury wynosity od 86% do 99% [35]. Jest to dobry wynik,
w poréwnaniu z danymi prezentowanymi w literaturze. Badania efektywnosci ekstrakciji
wykonatam takze dla kwasu a-ketoglutarowego. Ze wzgledu na odmiennos$¢ chemiczng
L-karnityny i kwasu a-ketoglutarowego konieczne byto zastosowanie nieco innych warunkow
przygotowania prébek do analizy [H1]. Najlepszym sorbentem do izolacji tego kwasu okazat
sie zel krzemionkowy. Wspétczynnik podziatu oktanol-woda dla tego zwigzku wynosi
logP=0,05. Mechanizm retencji hydrofilowego kwasu a-ketoglutarowego na zelu
krzemionkowym zwigzany byt z tworzeniem wigzah wodorowych i z wystepowaniem
oddziatywan dipol-dipol [35].

Mikroekstrakcja do upakowanego sorbentu

W nastepnych latach pogtebiatam tematyke zwigzang z zastosowaniem mikroekstrakcji
do upakowanego sorbentu (MEPS) do izolacji lekéw i ich metabolitéw [H2, H3, H6, H8] oraz
L-karnityny i jej pochodnych [H9] [36,37,40,42,43]. Znalazlo to odzwierciedlenie w kolejnych
opublikowanych pracach, w ktérych sprawdzatam wptyw najwazniejszych parametrow
ekstrakcji na jej efektywnos¢. Badania nad doborem warunkoéw mikroekstrakcji prowadzitam
zaréwno w tradycyjny sposob [H3, H6, H8, H9], jak i z zastosowaniem odpowiednich metod
chemometrycznych [H2].

Mikroekstrakcje do upakowanego sorbentu wykorzystatam do izolacji niesteroidowych
lekéw przeciwzapalnych (ketoprofenu, naproksenu, ibuprofenu, diklofenaku, kwasu
acetylosalicylowego i jego metabolitu — kwasu salicylowego) [H2] [36], lekow nowej generacji
stosowanych w kardiologii (riwaroksabanu, aliskirenu oraz prasugrelu) [H3] [37], lekéw
z roznych grup terapeutycznych (milrinonu, enalaprilu, karwedilolu, spironolaktonu,
acenokumarolu, tiklopidyny, cilazaprilu) i ich metabolitéw (2-oksotiklopidyny, cilazaprilatu,
kanrenonu, 5'-hydroksykarwedilolu, O-desmetylokarwedilolu, enalaprilatu) [H6] [40], dwdch
lekow i aktywnego metabolitu, ktorych rownoczesne stosowanie moze powodowac
niebezpieczne interakcje (aliskirenu, enalaprilu i enalaprilatu) [H8] [42], L-karnityny i jej
estrowych  pochodnych  (acetylokarnityny, propionylokarnityny, heksanylokarnityny,
oktanylokarnityny, dekanylokarnityny, lauronylokarnityny, myristonylokarnityny,
palmitonylokarnityny) [H9] [43].

W ramach przeprowadzonych eksperymentéw badatam wptyw rodzaju sorbentu,
rodzaj, pH i objetos¢ rozpuszczalnika do elucji, pH i objetos¢ prébki, liczbe cykli
ekstrakcyjnych oraz rodzaj rozpuszczalnika do przemywania ztoza ekstrakcyjnego.

W publikacji H3 wykazatam, Zze na selektywnos¢ ekstrakcji nowych lekow
kardiologicznych najwiekszy wptyw ma odpowiedni dobor ztoza ekstrakcyjnego. Najlepszy
odzysk dla wszystkich farmaceutykédw uzyskatam po zastosowaniu krzemionki
modyfikowanej grupg oktylowag (C8), jako sorbentu oraz metanolu, jako rozpuszczalnika
eluujgcego [37]. Mechanizm retencji oparty jest gidwnie o oddziatywania hydrofobowe
wystepujace pomiedzy analitami i wybranym sorbentem oraz o wtérne oddziatywania, takie
jak wigzania wodorowe oraz oddziatywania dipol-dipol. W pracy H3 wykazatam rowniez, ze
wptyw na efektywno$c¢ ekstrakcji wybranych zwigzkdéw ma pH prébki, im wyzsze pH tym
wyzszy odzysk analitow. W literaturze istniejg tylko pojedyncze prace dotyczace izolacji
badanych lekéw z ptyndw biologicznych, przy czym wszystkie zakfadajg zastosowanie
tradycyjnej techniki SPE [47,48] lub jedynie wytrgcanie biatek [49].

Procedure opisang w publikacji H3 i zastosowang do ekstrakcji aliskirenu, prasugrelu
i riwaroksabanu wykorzystatam rowniez do przygotowania probek moczu i osocza przed
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analizg UHPLC-MS/MS innej mieszaniny zwigzkéw, tj. aliskirenu, enalaprilu oraz jego
aktywnego metabolitu — enalapirlatu [H8]. Dane zawarte w publikacji H8 wskazujg, ze
mikroekstrakcja w warunkach opisanych w publikacji H3 jest réwniez odpowiednia do izolacji
enalaprilu i jego metabolitu [42]. W przypadku badan nad opracowaniem procedury
przygotowania probki opisanej w pracy H3 zastosowatam manualny (off-line) tryb ekstrakcji
MEPS [37], natomiast w pracy H8 mechaniczny, przy uzyciu pompy eVol®XR [42]. Nie
zaobserwowatam znaczgcej poprawy parametréw ekstrakcji (odzysk, RSD), a jedynie
zywotnos¢ sorbentow BIN® zwiekszyta sie przy zastosowaniu pompy, co pozwolito obnizy¢
koszty ekstrakciji.

Kontynuujgc badania nad zastosowaniem mikroekstrakcji MEPS w ukfadach
bioanalitycznych podjetam réowniez prébe opracowania procedury do rownoczesnej izolacji
lekéw z kilku grup terapeutycznych oraz ich metabolitow z prébek moczu [H6]. Podobnie jak
we wczeshiejszych pracach przebadatam trzy sorbenty na bazie krzemionki (C2, C8 oraz
C18). Dla mieszaniny 13 zwigzkow o roznych wilasciwosciach chemicznych sorbent
z wypetnieniem oktadecylowym okazat sie by¢ najlepszym pod wzgledem otrzymanych
odzyskow i pod wzgledem stopnia oczyszczenia matrycy z substancji interferujgcych [40].
Dobér rozpuszczalnika uzytego do elucji (mieszanina acetonitryl:metanol; 50:50; v/v),
pozwolit na uzyskanie dobrej wydajnosci ekstrakcji wszystkich analitow (odzyski wyzsze od
70%). W literaturze nie ma informacji na temat zastosowania techniki MEPS do izolacji
zwigzkéw bedacych przedmiotem prowadzonych przeze mnie badan. Autorzy stosujg
jedynie tradycyjng ekstrakcje SPE, najczesciej do izolacji pojedynczych zwigzkow.
Opracowana i opisana w publikacji H6 procedura MEPS umozliwia uzyskanie
poréwnywalnych lub lepszych wynikow w stosunku do prezentowanych dotychczas
w literaturze [50-52]. Osiggnieciem w tych badaniach jest nie tylko wysoka wydajnos¢
ekstrakcji MEPS, ale rowniez skuteczne usuniecie interferentéw, co umozliwito zastosowanie
jej do oznaczenia analitdbw w pitynach biologicznych za pomocg chromatografii cieczowej
sprzezonej z mniej selektywnym od spektrometru mas, detektorem spektrofotometrycznym
UV [40].

Poza izolacjg lekéw i ich metabolitow do badan efektywnosci mikroekstrakcji MEPS
wykorzystatam takze inng grupe zwigzkow — L-karnityne i jej estrowe pochodne [H9]. W tym
celu zastosowatam dwa rodzaje sorbentow, krzemionke modyfikowang grupg etylowg (C2)
do ekstrakcji myristonylokarnityny, palmitonylokarnityny oraz sorbent M1 (C8+SCX) do
ekstrakcji L-karnityny i jej pozostatych pochodnych [43]. Mechanizm retencji analitéw, dla
ktorych zastosowatam wypetnienie M1 ma ztoZzony charakter, oparty zaréwno na
oddziatywaniach hydrofobowych, jak i wymianie jonowej. Na etapie desorpcji jako
rozpuszczalnik eluujgcy uzytlam acetonitryl z dodatkiem amoniaku. Jednakze amoniak
powodowat hydrolize acetylokarnityn, dlatego do badan wybratam pirydyne. Odzysk analitéw
miescit sie w zakresie od 70% do 110%. Sa to wyniki zblizone [53] lub lepsze od
uzyskiwanych do tej pory przez innych badaczy, ktérzy stosowali inne techniki przygotowania
prébek [54,55]. Dane otrzymane w czasie prowadzonych eksperymentéw i zaprezentowane
w pracy H9 dowodzg, iz zastosowanie mikroekstrakcji jest bardzo dobrym rozwigzaniem
metodycznym do izolacji wybranych zwigzkéw endogennych. Z danych literaturowych
wynika, ze technika MEPS jest uzywana gtdwnie do izolacji lekéw z ptyndéw biologicznych.
W pracy H9 technika MEPS po raz pierwszy zostata zastosowana do ekstrakcji L-karnityny
i jej estrowych pochodnych z probek moczu. Opracowana procedura charakteryzuje sie duzg
selektywnoscig, poniewaz nie obserwowatam interferencji pochodzgcych od sktadnikow
matrycy na sygnaly analityczne oznaczanych zwigzkdéw. Podkreslic nalezy, ze do
przygotowania jednej probki wymagane jest uzycie jedynie 400 uL rozpuszczalnika
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organicznego, a catkowity czas ekstrakcji to ok. 3 min. W publikacji H9 pokazatam, Ze
technika MEPS moze zastgpi¢ powszechnie stosowang ekstrakcje SPE Ilub moze byc¢
stosowania jako porownawcza dla tej metody [43].

Dalsze badania doprowadzity do zastosowania analizy statystycznej, jako narzedzia
stwarzajgcego mozliwos¢ nowego podejscia do doboru warunkow mikroekstrakciji
niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych (ibuprofen, ketoprofen, dikofenak, aspiryna,
naproksen, kwas salicylowy) z probek moczu [H2] [36]. W celu selekcji parametrow
ekstrakcji, ktére w sposob istotny wptywaly na odzysk badanych lekéw zastosowano plan
eliminacyjny Plackett-Burman. Na etapie doboru warunkéw MEPS przygotowano plan
zaktadajgcy wykonanie jedenastu eksperymentow w celu optymalizacji siedmiu
najwazniejszych parametrow ekstrakcji (rodzaj, pH i objeto$¢ rozpuszczalnika do elucji, pH
i objetos¢ probki, czas suszenia ztoza, zawartos¢ metanolu w rozpuszczalniku stosowanym
do przemywania ztoza ekstrakcyjnego). Otrzymane wyniki poddano analizie czynnikow
gtéwnych (PCA,; principal components analysis) oraz analizie skupien (CA; cluster analysis),
co umozliwito mi okreslenie najlepszych warunkéw przygotowania probki. W oparciu
0 uzyskane rezultaty, wnioskowatam, iz najbardziej korzystnym rozwigzaniem jest
zastosowanie do ekstrakcji sorbentu C18, natomiast najlepszym rozpuszczalnikiem do elucji
analitbw ze ztoza byt acetonitryl. Otrzymane odzyski zwigzkdéw byty wyzsze niz 80% na
wszystkich poziomach fortyfikacji, dzieki czemu mozliwe bylo zastosowanie opracowanej
procedury ekstrakcji MEPS w dalszych etapach badan [36]. Uzycie planu Placketta-Burman,
pozwolito na uzyskanie wiarygodnych wynikéw, przy znacznym zmniejszeniu liczby
badanych warunkéw doswiadczalnych w poréwnaniu do tradycyjnych procedur [56].
W publikacji H2 pokazatam dodatkowg zalete zastosowania metod statystycznych
w planowaniu eksperymentu, a mianowicie okreSlenie zaleznoSci miedzy dobieranymi
parametrami ekstrakcji i rownoczesnego wptywu poszczegolnych zmiennych na wynik
analizy [36]. Badania udowodnity, ze analiza PCA, ktorg zastosowatam po raz pierwszy do
optymalizacji warunkéw mikroekstrakcji badanych lekéw jest doskonatym narzedziem
utatwiajgcym dokonanie wtasciwego wyboru warunkéw izolacji analitow z probek
rzeczywistych [H2].

Uzyskane wyniki [H2, H3, H6, H8, H9] potwierdzajg po raz pierwszy, Zze zastosowanie
MEPS prowadzi do efektywnej ekstrakcji szerokiej grupy lekéw i ich metabolitéw, L-karnityny
i jej estrowych pochodnych, do skrocenia i uproszczenia procedury w poréwnaniu do
dotychczas stosowanych procedur SPE [57]. Ponadto poprzez dobér warunkow
mikroestrakcji MEPS opracowatam metodyki, ktére pozwolity na dobre oczyszczenie
ekstraktéw ptyndw biologicznych z substancji interferujgcych. Opracowane metody oparte na
wykorzystywaniu procedury MEPS w potgczeniu z szeroko dostepnym sposobem detekcji
UV lub bardziej selektywnym MS/MS, posiadajg duzy potencjat aplikacyjny w analizie
Jakosciowej i iloSciowej zwigzkow bedgcych przedmiotem niniejszych badan. Cechy tych
opracowanych procedur sprawity, iz izolacja analitow stata sie bardzo szybka, tatwa do
przeprowadzenia i ekonomiczna. Ta charakterystyka wskazuje, iz mozna je zaliczy¢ do nurtu
»Zielonej chemii’.

Mikroekstrakcja przez emulgacje kroplg rozpuszczalnika wspomagana ultradzwiekami

Mikroekstrakcje  jednostopniowg USAEME  rozpuszczalnikami  organicznymi
zastosowatam do izolacji z prébek moczu ibuprofenu oraz jego metabolitow
(1-hydroksyibuprofenu, 2-hydroksyibuprofenu, 3-hydroksyibuprofenu, karboksyibuprofenu)
[H7]. W pierwszym etapie opracowywania nowej procedury dokonatam wyboru
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rozpuszczalnika, kierujgc sie kryterium wymagan stawianych ekstrahentom. Wyniki, jakie
zestawitam i oméwitam w pracy H7 Swiadczg o tym, ze najlepszg efektywnosc ekstrakgji
uzyskatam po zastosowaniu 1-oktanolu [41]. Efekt ten jest konsekwencjg oddziatywan
miedzy analitami a rozpuszczalnikiem ekstrahujgcym o charakterze dipol-dipol,
dyspersyjnych, badz tez typu wigzania wodorowego. Ponadto wybdr tego rozpuszczalnika
podyktowany byt jego stosunkowo niskg rozpuszczalnoscig w wodzie, duzg lepkoscig i matg
lotnoscig. Kolejnym istotnym elementem opracowania metody ekstrakcji byt dobér objetosci
rozpuszczalnika. Powszechnie wiadomo, ze zwigkszenie ilosci rozpuszczalnika prowadzi do
zwiekszenia odzysku analitéw z fazy wodnej — analogicznie jak w ekstrakcji ciecz-ciecz.
Nalezy jednak zwroci¢ uwage, ze zwiekszenie objetosci rozpuszczalnika ekstrahujgcego
prowadzi réwnoczesnie do zwiekszenia objetosci ekstraktu. Oznacza to, ze po przekroczeniu
pewnej optymalnej objetosci rozpuszczalnika ekstrahujgcego warunki prowadzenia ekstrakc;ji
moga juz nie zapewnia¢ uzyskania odpowiednio korzystnego wspotczynnika wzbogacenia
analitu. W prowadzonych przeze mnie badaniach z wykorzystaniem techniki USAEME
obserwowatam wyzej opisany efekt wzrostu odzysku analitéw wraz ze wzrostem objetosci
rozpuszczalnika ekstrahujgcego do 100 uL 1-oktanolu [H7]. Zbyt mata objetosé ehstrahenta
nie pozwolita na uzyskanie odpowiedniego stopnia zdyspergowania rozpuszczalnika, co
skutkowato niskim odzyskiem analitow. Wieksza objetos¢ nie powodowata wzrostu
efektywnosci ekstrakcji, a jedynie obnizenie wspétczynnika wzbogacenia analitow. W ramach
prowadzonych badan okres$litam réwniez wplyw wzrostu sity jonowej roztworu oraz zmiany
pH na wydajnos¢ ekstrakcji [41]. O ile wptyw zmiany sity jonowej w technice USAEME na
odzysk analitéw nie zawsze jest mozliwy do przewidzenia, o tyle wptyw pH dla zwigzkdow
0 wyraznym charakterze zasadowym Ilub kwasowym wstepnie oszacowatam przed
wykonaniem eksperymentu. Na podstawie przeprowadzonych badan wybratam pH prébki
rowne 2,5. Przy niskich wartosciach pH jonizacja analitdw byta hamowana, zatem
wystepowaty one w prébce w postaci obojetnej, co zdecydowanie utatwiato ich przejscie
z warstwy wodnej do rozpuszczalnika organicznego. Dodatek soli do prébki moczu
powodowat zmniejszenie rozpuszczalnosci analitbw w roztworze wodnym (a tym samym
zwiekszenie wspétczynnika podziatu rozpuszczalnik/woda), zwiekszajgc przenoszenie masy
analitbw do ekstrahenta, a tym samym wptyngt na wzrost odzyskoéw. Zaobserwowatam
réwniez, ze zbyt wysokie stezenie soli powoduje spadek efektywnosci ekstrakcji, co moze
wynika¢ ze zmiany fizycznych wiasciwosci dyfuzyjnej warstwy roztworu i ze spowolnienia
przebiegu procesu ekstrakcji. Ponadto wraz ze wzrostem lepkosci i gestosci prébki, w wyniku
dodania zbyt duzej ilosci soli, promieniowanie ultradzwickowe mogto zostaé pochtoniete
i rozproszone w postaci ciepta.

W publikacji H7 po raz pierwszy opisatam zastosowanie techniki USAEME do izolacji
ibuprofenu i jego metabolitow z probek moczu. Uwazam, Ze opracowana procedura
USAEME jest tatwa do wykorzystania w ekstrakcji analitdw z probek biologicznych i moze
byc¢ alternatywg do szeroko stosowanej ftradycyjnej ekstrakcji typu ciecz-ciecz (LLE).
Poréwnanie opracowanej procedury mikroekstrakcji oraz oznaczania ibuprofenu i jego
metabolitébw z innymi opisanymi dotychczas w literaturze zamies$citam w formie tabeli
w pracy H7 [41].

Ekstrakcja w uktadzie ciecz-ciecz wspomagana wysalaniem

Innym rozwigzaniem metodycznym, ktore zastosowatam w badaniach nad izolacjag
B-blokerow i ich metabolitow byta ekstrakcja w uktadzie ciecz-ciecz wspomagana
wysalaniem [H10]. W ramach pracy okreslitam wptyw rodzaju oraz objetosci rozpuszczalnika
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organicznego, rodzaj oraz ilosci zwigzku wysalajgcego, pH probki i czasu wytrzgsania.
W przypadku zastosowania do ekstrakcji metanolu i etanolu nie uzyskatam rozdzielenia faz
po dodaniu soli [45]. Dobre rozdzielenie warstw, wysokie odzyski oraz wspotczynnik
wzbogacenia uzyskatam po zastosowaniu 300 pL acetonitrylu W przypadku izopropanolu
warstwa pobrana do analizy zawierata nadal pewng ilos¢ wody, co spowodowato znaczne
skrécenie czasdw retencji oraz pogorszenie ksztattu pikow w warunkach chromatografii
oddziatywan hydrofilowych (HILIC) (woda ma duzg moc elucji w uktadzie HILIC). Ponadto
oznaczane zwigzki charakteryzujg sie stabg rozpuszczalnoscig w izopropanolu, dlatego
pomimo zastosowania wysalania odzysk analitéw byt niski. Kolejno w ramach badan
sprawdzitam wplyw pieciu soli nieorganicznych: chlorku sodu, chlorku potasu, chlorku
amonu, siarczanu amonu i siarczanu magnezu. Chlorki amonu i potasu wykazywaty
najstabsze wilasciwosci wysalajgce, dlatego warstwa rozpuszczalnika organicznego po
ekstrakcji byta bardzo mata. Te dwie sole mozna zaliczy¢ do zwigzkéw chaotropowych —
ostabiajgcych oddziatywania hydrofobowe, a tym samym zwiekszajgcych rozpuszczalnosé
analitbw w wodzie i zmniejszajgc ich odzysk. Lepsze wiasciwosci wysalajgce wykazywat
chlorek sodu, dlatego warstwa ekstraktu dla tej soli byta dwukrotnie wieksza. Dla chlorku
sodu odzysk analitow byt rowniez wyzszy. Sole zawierajgce aniony siarczanowe wykazujg
wiasciwosci kosmotropowe, zmniejszajg powierzchnie kontaktu pomiedzy czgsteczkami
wody a analitami, co sprzyjato ekstrakcji do fazy organicznej. Silny efekt wysalajacy
skutkowat zwiekszeniem objetosci (250 uL dla siarczanu amonu i 300 yL dla siarczanu
magnezu). W badaniach stosowatam sole o stezeniu 300 mg/mL, co mogto spowodowac
nieznacznie nizszy odzysk w przypadku zastosowania soli magnezowej. Stezenie siarczanu
magnezu w warstwie wodnej byto zblizone do roztworu nasyconego, co z kolei skutkowato
zwiekszeniem lepkosci warstwy wodnej, utrudniato wymiane masy i wplywato na nizsza
efektywnos¢ ekstrakcji. Ponadto ze wzgledu na duzg objetos¢ warstwy organicznej
wspotczynnik wzbogacenia byt mniejszy niz w przypadku stosowania soli amonowej. Dla
siarczanu amonu uzyskatam zadowalajgcy wspotczynnik wzbogacenia, réwnoczesnie
Z bardzo wysokim odzyskiem analitow [H10]. Ponadto rozpuszczalno$¢ siarczanu amonu
w wodzie jest dwukrotnie wieksza niz pozostatych soli, co pozwolito na uzyskanie dobrego
rozdzielenia warstw przy mniejszym zuzyciu soli. Dzieki znakomitym wiasciwosciom
wysalajgcym otrzymatam wysokie odzyski nawet dla najlepiej rozpuszczalnych w wodzie
B-blokeréw (metoprololu i propranololu). W ramach prowadzonych badan okreslitam réwniez
wptyw pH probki moczu na efektywnosc¢ ekstrakcji [45]. Wybrane B-blokery sg zwigzkami
0 charakterze zasadowym, o pKa odpowiednio 8,74 dla karwedilolu, 9,42 dla propranololu
i 9,67 dla metoprololu. Przy pH powyzej tych wartosci wystepujg w formie niezjonizowane;j
i jako mniej hydrofilowe wykazujg wieksze powinowactwo do fazy organicznej. Przy
wartosciach pH=10 i pH=11 odzysk wszystkich B-blokeréw byt wyzszy niz 80%, natomiast
przy pH 12 zblizony do 100%. Przy pH=12 w prébce wystepowaty wytgcznie B-blokery
w postaci niezjonizowanej, a wraz z obnizaniem pH pojawiaty sie formy sprotonowane. Przy
wartosciach pH ponizej pKa odzysk analitéw spadat, poniewaz zaczynata dominowa¢ forma
hydrofilowa analitéw. Przy niskim pH odzysk wszystkich -blokeréw byt nizszy niz 20%.
Zastosowanie SALLE pozwolito na bardzo dobre oczyszczenie matrycy. Zaden
zwigzek obecny w matrycy nie interferowat z analitami. Uzyskatam wysoki odzysk wszystkich
analitéw (wyzszy niz 85%), przy zachowaniu krotkiego czasu catej procedury przygotowania
probki. Uzycie do ekstrakcji mafych objetoSci rozpuszczalnika zdecydowanie zmniejszyto
ilos¢ generowanych odpadow, a ponadto pozwolito na znaczne skrocenie procesu
przygotowania probki. Objetos¢ rozpuszczalnika ekstrahujgcego mniejsza niz 1 mL opisano
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w trzech publikacjach [58-60], jednak tylko w jednym przypadku [60] czas ekstrakcji jest
krotszy niz zaproponowany w mojej pracy [H11].

Zastosowanie nowoczesnych technik separacyjnych i spektralnych
w badaniach nad oznaczaniem potencjalnych biomarkeréw, lekéw oraz
ich metabolitow

Celem moich badan bylo opracowanie metodyk umozliwiajgcych jednoczesne
oznaczanie potencjalnych markerow chorob sercowo-naczyniowych, lekow i ich metabolitow
w ptynach fizjologicznych oraz selektywne ich rozdzielenie od sktadnikéw matrycy. Swoje
zainteresowania nad wykorzystaniem technik chromatograficznych (HPLC oraz UHPLC)
sprzezonych z metodami spektroskopowymi (UV oraz MS/MS) skierowatem na ztozong pod
wzgledem strukturalnym grupe zwigzkow, do ktoérych nalezaty L-karnityna i jej estrowe
pochodne oraz kwas a-ketoglutarowy [H1, H9] [35,43], leki [H2, H4, H11] [36,38,45], w tym
leki nowej generacji stosowane w kardiologii [H3, H5] [37,39], leki i ich metabolity [H6, H7,
H8, H11] [40,41,42,45]. Szczegdinym wyzwaniem bylo podjecie sie opracowania metod,
ktére pozwalajg na oznaczanie w jednym cyklu pomiarowym duzej liczby analitow, a przy
tym charakteryzujg sie wysokg czutoscig i dobrg selektywnoscig oznaczen oraz krotkim
czasem analizy. Warto dodac, ze w literaturze naukowej brakuje podejscia badawczego
obejmujgcego wykorzystanie technik rozdzielczych | spektralnych w réwnoczesnym
oznaczaniu wymienionych grup zwigzkow.

Dobor warunkow detekcji

We wstepnym etapie prowadzonych badan stosowatam detekcje spektrofotometryczng
UV, a identyfikacje wybranych zwigzkéw prowadzitam w oparciu o czasy retencji oraz
poprzez dodatek wzorcow. Powszechnie wiadomo, iz technika chromatografii cieczowej
z detekcjg spektrofotometryczng UV nie zapewnia dobrej selektywnosci i czutosci, by mogta
by¢ w kazdym przypadku stosowana do monitorowania stezenia lekéw i ich metabolitow
w prébkach biologicznych. Jednakze metody ekstrakcji analitéw, opracowane w ramach
prowadzonych przez mnie badan, umozliwity odpowiednie oczyszczenie ekstraktow ptynow
ustrojowych, przez usuniecie substancji balastowych. W pracach H2, H5, H6, H1ll
wykazatam, ze detekcja spektrofotometryczna UV moze byé z powodzeniem wykorzystana
do badania zawartosci wybranych lekéw i ich metabolitbw w moczu pacjenta po
wczesniejszym przygotowaniu probki [36,39,40,45]. Opracowane procedury analityczne
Z zastosowaniem detekcji spektrofotometrycznej mogg zostaé wykorzystane do rutynowych
badan obecnosci farmaceutykéw i ich metabolitéw w ptynach biologicznych pobieranych od
pacjentéw [H2, H5, H6, H11l]. Z catg pewnoscia w badaniach farmakokinetycznych to
technika LC-MS/MS jest cennym narzedziem do oznaczania farmaceutykéw w prébkach
rzeczywistych. Niestety ma podstawowg wade — jest kosztowna i przez to znacznie mniej
dostepna w laboratoriach. W obliczu tych ograniczen doniesienia literaturowe o metodach
UHPLC-UV do okreslania zawartosci lekow nalezagcych do roznych grup terapeutycznych
i ich metabolitéw sg cenne, szczegdlnie w rutynowych badaniach bioanalitycznych.

W ostatnich latach w literaturze naukowej widoczny jest trend wykorzystania
wysokosprawnej chromatografii cieczowej, szczegdlnie sprzezonej ze spektrometrig mas
(uktad LC-MS lub LC-MS/MS) [61]. Z tych powodow, tematem kolejnych prac zawartych
w opisie osiggnie¢ naukowych byt dobor optymalnych warunkéw pracy spektrometru mas do
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oznaczania wybranych lekéw i metabolitdbw oraz potencjalnych markeréw choréb
kardiologicznych. W badaniach zastosowatam chromatografie cieczowg sprzezong
z tandemowym spektrometrem mas typu potréjny kwadrupol w trybie monitorowania
wybranych reakcji MRM (Multiple Reaction Monitoring) lub SRM (Selected Reaction
Monitoring) [H1, H3, H4, H7-H10]. W procesie doboru warunkéw pracy spektrometru mas,
takich jak sposéb jonizacji (APCI, ESI), tryb tworzenia jonéw (dodatnie/ujemne), napiecie
przytozone do poszczegdlnych elementow optyki jonowej oraz cisnienie gazéw (m.in.
ostonowego i wspomagajgcego rozpylanie) zastosowatam rézne sposoby wprowadzania
roztworow wzorcowych farmaceutykédw do uktadu: dozowanie z wykorzystaniem pompy
strzykawkowej oraz dozowanie do strumienia fazy ruchomej — FIA (flow injection analysis).
Niezaleznie od warunkéw chromatograficznych obserwowatam znacznie nizszg
intensywnos$¢ (wysokos¢ i pole powierzchni pikéw), gdy stosowatam jonizacje APCI,
w poréwnaniu do jonizacji ESI. Dlatego w pracach H1, H3, H4, H7-H10 zastosowatam
jonizacje na drodze elektrorozpraszania w trybie rejestracji jonéw dodatnich lub ujemnych,
w zaleznosci od obserwowanej intensywnosci jondéw fragmentacyjnych oznaczanych
zwigzkow. Jony o najwiekszej intensywnosci wykorzystatam do tworzenia przejs¢ jon
macierzysty — jon fragmentacyjny w trybie MRM lub SRM [35,37,38,41-44]. Warto dodag, iz
dla kazdego analitu zaproponowatam dwa takie przejscia, co znacznie zwigkszyto
wiarygodnos$¢ analiz jakosciowych i zapewnito jednoznaczng identyfikacje analitow. W sumie
dobratam warunki detekcji ESI-MS/MS dla ok. 50 zwigzkéw [H1, H3, H4, H7-H10]. Warto
przy tym zaznaczy¢, ze parametry te sg charakterystyczne dla analitow i mogg zostac
wykorzystane przez innych naukowcow do oznaczania dowolnych analitow z grupy tych,
ktére byty przedmiotem moich badan.

W kolejnym etapie badatam reakcje fragmentacji wybranych jondéw, dobierajgc
parametry detektora charakterystyczne dla kazdego zwigzku w nastepujgcych zakresach:
potencjat rozgrupowania klastrow (DP) od +1 V do +400 V, energia zderzen (CE) od £5 V do
130 V oraz potencjat wyjscia jondw z komory zderzen (CXP) od 0 V do +55 V. Dla wybranych
analitow rejestrowatam réwniez widma fragmentacyjne przy réznych wartosciach CE. We
wszystkich przypadkach przytozenie niskiej wartosci energii kolizji prowadzito do powstania
gtéwnie jonodw fragmentacyjnych o wyzszych masach czgsteczkowych. Zwiekszenie wartosci
CE skutkowato wzrostem intensywnosci sygnatow jonow fragmentacyjnych o nizszych
masach czgsteczkowych, a fragmenty o masach wyzszych nie byly obserwowane na
widmach. Dla kazdej pary MRM lub SRM wybratam takg wartos¢ CE, dla ktérej uzyskatam
najwiekszg czuto$¢ metody [H1, H3, H4, H7-H10] [35,37,38,41-44]. Istotnym etapem
prowadzonych i opisanych w wyzej wymienionych pracach badan nad doborem warunkéw
detekcji MS/MS byto okreslenie optymalnych parametréw zrddta jondw: cisnienia gazu
ostonowego — CUR, wspomagajgcego rozpylanie — GS1 i pomocniczego — GS2, temperatury
zrodta (TEM), napiecia przytozonego do igty — IS. W tym celu zastosowatam technike FIA
oraz dobrane warunki rozdzielania chromatograficznego (rodzaj rozpuszczalnika oraz
natezenie przeptywu fazy ruchomej). Podczas opracowywania parametrow detekcji badatam
réwniez wplyw czasu monitorowania charakterystycznych przejs¢ m/z dla kazdej pary
MRM/SRM (dwell time) na intensywno$¢ sygnatu analitbw oraz na stosunek sygnatu do
szumu (S/N). Wptyw wartosci dwell time na wielko$¢ sygnatu analitéw byt zréznicowany.
W pracy H9 monitorowanie przez 50 ms skutkowato dobrg intensywnoscig sygnatu, jednakze
przyjecie 200 ms prowadzito do obnizenia wysokosci pikéw dla wiekszosci analitow. Byto to
wywotane ,utratg” punktow pomiarowych. Z kolei dla procedury opisanej w publikacji H7
wydtuzenie dwell time do 100 ms, w publikacjach H1, H3 oraz H8 do 150 ms, a w publikacji
H4 do 250 ms wptyneto na zwiekszenie S/N, a wiec na poprawe czutosci metod. Wybor
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wartosci dwell time stanowit wiec kompromis miedzy najwyzszg intensywnoscig sygnatu
i wartoscig S/N a minimalng liczbg punktow pomiarowych przypadajgcych na pik, ktéra dla
analizy ilosciowej wynosi 12—15 punktow.

W pracach H1, H3, H4, H7-H10 wykazatam, ze tandemowy spektrometr mas stanowi
selektywny i czuty detektor, ktory w potgczeniu z technikami chromatograficznymi pozwala
na analize ilosciowg i jakosciowg, badanych przeze mnie potencjalnych biomarkerow, lekow
oraz ich metabolitow. Aby przeprowadzi¢ wiarygodng analize z zastosowaniem detektora
MS/MS, konieczne byto przeprowadzenie kompleksowych badar i okre$lenia wptywu wielu
zmiennych na intensywnos¢ sygnatu pochodzgcego od oznaczanego analitu [35,37,38,41—
44]. W pracach H1, H3, H4, H7-H10 wykazatam, ze na jonizacje czgsteczek analitu w zrodle
jonow wptywajg jego wtasciwosci (m.in. polarnoSc, pKa), a takze czynniki zwigzane z fazg
ruchomg (m.in. lotno$¢, napiecie powierzchniowe, polarnosé¢, pH) oraz ze spektrometrem
mas (m.in. temperatura Zzrodta jonbw, cisnienie gazu ostonowego i wspomagajgcego
rozpylanie). Uwzgledniajgc powyzsze dane pojedynczo dla kazdego zwigzku przebadatam
parametry charakterystyczne dla poszczegdlnych analitow, natomiast dla oznaczanych
mieszanin zwigzkéw dobratam odpowiednie parametry zrodfa jondw. Praca w trybie MRM
lub SRM umoZliwita uzyskanie bardzo dobrych wartosci stosunku sygnatu do szumu (S/N),
a wiec uzyskanie niskich granic wykrywalnosSci i oznaczalnoSci zwigzkéw bedgcych
przedmiotem powyzszych prac [35,37,38,41-44]. Zastosowane w badaniach warunki
detekcji potencjalnych biomarkerow, lekoéw i ich metabolitbw nie zostaly wcze$niej przez
innych autoréw opisane w literaturze.

Opisane w publikacjach H1 oraz H9 procedury do oznaczania L-karnityny i jej
pochodnych oraz kwasu a-ketoglutarowego z zastosowaniem tandemowego spektrometru
mas wykazujg znaczng przewage nad tymi opisanymi w literaturze, ktére zaktadajg uzycie
detektora fluorescencyjnego [35,43]. Detekcja spektrofotometryczna wymienionych
zwigzkdéw mozliwa byta dopiero po przeprowadzeniu ich w pochodne zdolne do fluorescenciji
[54]. Konwersja chemiczna L-karnityny i jej pochodnych oraz kwasu a-ketoglutarowego
wymagata dodatkowych odczynnikéw derywatyzujgcych, byta czasochtonna i wptywata na
obarczenie wynikéw bledami. Stad opracowane metody wykorzystujgce detekcje MS/MS
okazaly sie prostsze, a otrzymane wyniki byty powtarzalne [H1, H9].

Dobér warunkéw rozdzielania chromatograficznego

Dalsze badania ukierunkowane byty na opracowanie oryginalnych metod rozdzielania
potencjalnych biomarkeréow oraz lekéw i ich metabolitéow. W sktad rozdzielanych mieszanin
wchodzity substancje o réznej budowie czasteczkowej (rézne rodzaje i ilosci podstawnikow
w pierécieniach), o odmiennych wtasciwosciach fizyko-chemicznych, réznej hydrofobowosci,
a tym samym o roznej retencji. Moje zainteresowania nad wykorzystaniem chromatografii
cieczowej skierowatam m.in. na szeroka grupe lekéw zroznicowanych pod wzgledem
strukturalnym, ale réwniez wykazujgce odmienne dziatania farmakologiczne. Przedmiotem
badan byty nastepujgce mieszaniny zwigzkdow:

o pracaHl — L-karnityna, acetylo-L-karnityna, kwas a-ketoglutarowy — technika HPLC-
MS/MS [35]

o pracaH2 — ibuprofen, ketoprofen, dikofenak, aspiryna, naproksen, kwas salicylowy —
technika UHPLC-UV [36]

o pracaH3 — riwaroksaban, aliskiren, prasugrel — technika UHPLC-MS/MS [37]

o pracaH4 — sotalol, metoprolol, propranolol, karwedilol, nifedypina, kaptopryl, cilazapril,

milrinon, tiklopidyna, furosemid, kwas acetylosalicylowy, kwas salicylowy,
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ibuprofen, naproksen, ketoprofen, diklofenak, paracetamol, dipyron, mildronat,
sildenafil, deksametazon, karbamazepina, terbinafina — technika UHPLC-
MS/MS [38]

o pracaH5 — aliskiren, prasugrel, riwaroksaban, prednizolon, propranolol, ketoprofen,
nifedypina, naproksen, terbinafina, ibuprofen, diklofenak, sildenafil,
acenokumarol — technika UHPLC-UV [39]

Q pracaH6 — milrinon, enalapril, karwedilol, spironolakton, acenokumarol, tiklopidyna,
cilazapril, 2-oksotiklopidyna, cilazaprilat, kanrenon, 5'-hydroksykarwedilol,
O-desmetylokarwedilol, enalaprilat — technika UHPLC-UV [40]

a praca H7 — ibuprofen, 1-hydroksyibuprofen, 2-hydroksyibuprofen, 3-hydroksyibuprofen,
karboksyibuprofen — technika UHPLC-MS/MS [41]

a praca H8 — aliskiren, enalapril, enalaprilat — technika UHPLC-MS/MS [42]

a pracaH9 — L-karnityna, acetylokarnityna, propionylokarnityna, heksanylokarnityna,
oktanylokarnityna, dekanylokarnityna, lauronylokarnityna,
myristonylokarnityna, palmitonylokarnityna — technika HILIC-UHPLC-MS/MS
[43]

o praca H10 — metoprolol, karwedilol, propranolol, O-desmetylometoprolol,
a-hydroksymetoprolol, 5’-hydroksykarwedilol, O-desmetylokarwedilol,
5-hydroksypropranolol — technika HILIC-UHPLC-UV [44]

a praca H11 -  metoprolol, propranolol, tiklopidyna, karbamazepina, naproksen,

acenokumarol, diklofenak, ibuprofen — technika UHPLC-UV [45].

Optymalne warunki rozdzielania chromatograficznego dobieratam w oparciu
o podstawowe informacje na temat analitéw (miedzy innymi logP, pKa, mase czasteczkowa).
W pracach H1-H11 badatam wptyw rodzaju wypetnienia i temperatury kolumny, sktadu,
natezenia przeptywu oraz pH fazy ruchomej oraz programu elucji gradientowej na
rozdzielczos¢ analitow. Podstawg doboru parametréw byto uzyskanie jak najlepszego
rozdzielenia, czutosci oraz zadowalajgcej powtarzalnosci, zachowujgc jednoczesnie krotki
czas analizy.

W ramach badan szczegdlng uwage zwrécitam na aspekt doboru odpowiedniej fazy
stacjonarnej do rozdzielania lekoéw i ich metabolitbw w odwréconym uktadzie faz [H2-H8,
H10]. W tym celu przebadatam kolumny dedykowane do ultra-sprawnej chromatografii
cieczowej o zroznicowanych parametrach (polarnosci, dtugosci, srednicy, wielkosci ziaren),
w tym: Zorbax RRHD SB-C18 (50 mmx2,1 mm, 1,8 um), Hypersil GOLD™ (100 mmx
2,1 mm, 1,9 ym), Chromolith® Fast Gradient C18e monolityczna (50 mmx2 mm), Poroshell
120 EC-C18 (100 mmx2,1 mm, 2,7 ym) oraz Poroshell 120 EC-C18 (100 mmx3,0 mm;
2,7 ym), Fortis Diphenyl (50 mmx2,1 mm, 1,7 ym) [36—42, 44]. Mato zadowalajgce wyniki
(niska liczbe potek teoretycznych, brak symetrii pikdw oraz stabg rozdzielczos¢) uzyskatam
stosujgc  kolumny Hypersii GOLD™ oraz Chromolith® Fast Gradient C18e. Niskg
sprawnoscig charakteryzowata sie takze kolumna Fortis Diphenyl. Pasma chromatograficzne
analitow zarejestrowane podczas uzycia wyzej wymienionych kolumn byly szerokie
i asymetryczne, obserwowatam réwniez ich naktadanie sie. Ostatecznie rozdzielanie
chromatograficzne lekéw i ich metabolitbw przeprowadzitam z zastosowaniem sorbentu
o matych czgstkach (sub-2 um) (Zorbax Rapid Resolution High Definition (RRHD) SB-C18
(50 mmx2,1 mm, 1,8 ym) [H3, H4, H7] oraz kolumny typu core-shell Poroshell 120 EC-C18
(100 mmx3,0 mm; 2,7 ym) [H2, H5, H6, H10] i (100 mmx2,1 mm; 2,7 ym) [H8]. Wczesniegj,
w literaturze nie opisano zastosowania wybranych przeze mnie kolumn do rozdzielania
zwigzkow bedgcych przedmiotem niniejszych badan. W pracach H2, H5, H6, H8, H10
udowodnitam wyjgtkowo dobre wiasciwosci kolumny otrzymanej w technologii opartej na
sorbencie core-shell w zastosowaniu do oznaczania lekbw w probkach biologicznych
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[36,39,40,42,44]. Wypetnienie tej kolumny stanowi staly nieporowaty rdzen silikonowy
o srednicy 1,7 um, na ktérym osadzona jest porowata warstwa krzemionki o grubosci 0,5 um,
gdzie catkowita wielko$¢ czagstek to 2,7 ym. Czastki wypetnienia core-shell majg nominalng
powierzchnie wtasciwg 120 m?/g, a kontrolowana wielko$é pordw to 120 A.

W celu otrzymania wypetnienia EC-C18, wypetnienie typu Poroshell jest chemicznie
wigzane z gestg monowarstwg dimetylo-n-oktadecylosilanu. Tak zwigzana faza jest
poddawana procesowi ,endcapped” za pomocg odpowiedniego odczynnika, w celu
maksymalnej dezaktywacji powierzchni krzemionki. Dzieki takiej budowie wypetnienia
kolumny uzyskatam wysokie sprawnosci (liczba potek teoretycznych w zakresie od 65281 do
550016 — praca H2, od 15222 do 196551 — praca H5, od 24300 do 167018 — praca H6)
charakterystyczne przy stosowaniu catkowicie porowatych czgstek wypetnienia o mniejszych
srednicach oraz osiggnetam mniejsze cisnienie zwrotne. Dodatkowym atutem byto uzyskanie
bardzo dobrych rozdzielczosci pikéw (Rs>1,5), podobnie jak podczas uzycia kolumn
o srednicy uziarnienia 1,7 uym, przy cisnieniu ponizej 400 bar. Dzieki temu mozliwe byto
wykonywanie analiz w krotszym czasie, ograniczajgc przy tym zuzycie drogich i szkodliwych
rozpuszczalnikow organicznych. Wszystkie korzysci jakie uzyskatam po zastosowaniu
kolumny Poroshell wynikajg z ograniczenia miedzy innymi dyfuzji wirowej, oporu
przenoszenia masy oraz zminimalizowania rozktadu czgstek w kolumnie. Pozwolito to na
osiggniecie ultra wysokich sprawno$ci. Zwiekszona sprawno$¢ wpfyneta z kolei na lepszg
czuto$¢ metody, poniewaz na chromatogramach powstawafy wagskie, symetryczne i dobrze
rozdzielone piki [36,39,40,42,44].

W ramach badan okreslitam rowniez wplyw sktadnikéw fazy ruchomej na parametry
chromatograficzne. Jako modyfikatory organiczne stosowatam zaréwno acetonitryl [H2, H3,
H5-H8, H10], jak i metanol [H4], a giéwny sktadnik fazy ruchomej stanowit wodny roztwér
kwasu mrowkowego [H3, H4, H7, H8, H10] lub trifluorooctowego (TFA) [H2, H5, H6, H10].
Zastosowanie kwasu TFA oraz kwasu mréwkowego wptyneto najkorzystniej na selektywno$é
rozdzielania wybranych zwigzkéw. Ponadto w wyniku zastosowania w fazie ruchomej
dodatku tego modyfikatora kwasowego, uzyskatam dobry ksztatt pikéw (wspétczynnik
asymetrii fas w zakresie od 1,00 do 1,31). Nieco gorsze wyniki uzyskatam po zastosowaniu
kwasu mréwkowego. W badaniach sprawdzitam takze wptyw dodatku kwasu octowego do
wodnego sktadnika fazy ruchomej. Po dodaniu kwasu octowego zaobserwowatam znaczne
pogorszenie rozdzielczosci oraz symetrii pikbw w poréwnaniu zarowno do wynikow
uzyskanych z uzyciem kwasu mrowkowego, jak i TFA. Otrzymane wyniki uzasadniajg wyboér
kwasu TFA, jako dodatkowego sktadnika eluentu wptywajgcego na poprawe rozdzielania
wybranych lekéw i ich metabolitow [37,38,41,42,44]. Zastosowanie w celu detekcji
spektrometru mas, warunkowato konieczno$¢ zastgpienia kwasu TFA, dodawanego do
wodnego sktadnika fazy ruchomej, kwasem mrowkowym [36,39,40,44]. Obecnos¢ kwasu
TFA w fazie ruchomej powoduje ttumienie sygnatu i zapobiega skutecznemu tworzeniu
aerozolu ze wzgledu na duze napiecie powierzchniowe fazy ruchome;j.

Na podstawie wykonanych badan obserwowatam réwniez wptyw pH fazy ruchomej na
retencje analitbw. Wzrost selektywnosci rozdzielania, poprawa symetrii pikow, a takze
zwiekszenie czutosci metody nastepowaty wraz z obnizeniem wartosci pH wodnego
sktadnika fazy ruchomej. Wzrost pH fazy ruchomej od wartosci 2,5 do 6,5 powodowat
znaczne pogorszenie rozdzielenia analitdow, zwiekszenie szerokosci pikéw, a takze spadek
liczby pofek teoretycznych. W wyniku analiz z zastosowaniem wody bez dodatku kwasu, jako
sktadnika fazy ruchomej, otrzymatam chromatogramy, na ktérych znajdowaty sie piki
o bardzo krétkim czasie retencji. Optymalne warunki pod wzgledem retencji analitow oraz ich
rozdzielenia uzyskatam z zastosowaniem 0,05% wodnego roztworu kwasu TFA [H2, H5, H6,

19



Zatacznik 3A
do wniosku o nadanie stopnia doktora habilitowanego

H10] lub 0,1% wodnego roztworu kwasu mréwkowego [H3, H4, H7, H8, H10], ktorych pH
wynosito odpowiednio pH=2,5 i pH=3,5. Dodatek do fazy ruchomej kwasu wptynat korzystnie
na symetrie pikdw oznaczanych substancji oraz ograniczyt efekt ogonowania pikéw
chromatograficznych [36—42,44].

W celu uzyskania odpowiedniego rozdzielenia lekéw i ich metabolitow przebadatam
mozliwo$¢ prowadzenia zarowno elucji izokratycznej, jak i gradientowej. Zastosowanie elucji
izokratycznej byto mozliwe tylko w przypadku rozdzielania trzech lekéw nowej generacji
stosowanych w kardiologii, tj. riwaroksabanu, prasugralu oraz aliskirenu [H3]. Dodatkowa
zaletg metody opisanej w publikacji H3 jest bardzo krotki czas analizy, ktory wynosi zaledwie
1,5 minuty [37]. Z uwagi na fakt, ze oznaczane leki zostaty wprowadzone na rynek po
2009 roku, istnieje bardzo mato danych literaturowych na temat ich chromatograficznego
oznaczania. Dlatego prace analityczne prowadzone przeze mnie mozna traktowac jako
wiodgce w tej tematyce.

W celu uzyskania dobrego rozdzielenia mieszanin réznych analitdw konieczne byto
zastosowanie elucji gradientowej [H2, H4-H8, H10]. Modyfikowatam poczatkowy skiad fazy
ruchomej zmniejszajgc i zwiekszajgc stezenie skfadnika organicznego: metanolu Iub
acetonitrylu. W poczatkowej fazie elucji gradientowej, gdy moc fazy ruchomej byta staba,
dostatecznie duzg szybkos¢ migracji osiggnety substancje o niskiej wartosci logP, a wiec
o stabej retencji w odwroconym uktadzie faz. Wzrost stezenia rozpuszczalnika organicznego
w poczatkowym sktadzie eluentu powodowat wzrost sity elucji fazy ruchomej i zmniejszenie
czasu retencji wszystkich analitow. Badatam réwniez efekt szybkosci przyrostu stezenia
sktadnika organicznego w fazie organicznej [36,38-42,44]. Odpowiednie skrécenie czasu
przyrostu stezenia skfadnika w fazie ruchomej skutkowato skréceniem czaséw retencji
analitbw najbardziej hydrofobowych, poprawg ksztattu pikéw, a przy tym nie wptyneto na
obnizenie sprawnos$ci uktadu i pogorszenie rozdzielenia analitéw [H8]. W przypadku
mieszaniny lekébw oznaczanych w pracach H4-H6 konieczne bylo obnizenie szybkosci
przyrostu ilosci sktadnika organicznego w fazie ruchomej, co poprawito separacje trudnych
do rozdzielania analitow, a przy tym tylko nieznacznie wydtuzyto catkowity czas analizy
do 5 minut.

W ramach prowadzonych badan okreslitam takze wptyw temperatury kolumny na
parametry chromatograficzne. Analize prowadzitam w temperaturze 25°C [H2, H5, H6, H8,
H10], 35°C [H4, H7] oraz 45°C [H3]. Na podstawie otrzymanych wynikow opisanych
w pracach H3, H4, H7 mozna wnioskowac, iz czasy retencji badanych zwigzkéw malaty wraz
ze wzrostem temperatury kolumny Zorbax Rapid Resolution High Definition (RRHD) SB-C18
do 35°C lub 45°C. Moze to by¢ spowodowane zmniejszeniem lepkosci rozpuszczalnika, a
takze przyspieszeniem dyfuzji czgsteczek. Pomimo iz wzrost temperatury kolumny wptywat
na skrocenie czasow retencji lekdw i metabolitow, nie wptyneto to na pogorszenie ich
rozdzielczosci [37,38,41]. Zastosowanie wyzszych temperatur kolumny spowodowato
zmniejszenie szerokosci pikéw, wzrost ich wysokosci, a takze wiekszg liczbe podtek
teoretycznych. Otrzymane wyniki dla wszystkich analitow wskazujg na liniowy wzrost ich
wspotczynnikow retencji (Ink = f(1/T)) (R?>0.9897), co $wiadczy o statym mechanizmie
retencji w zakresie badanych temperatur. Wynika on z ustalenia procesu réwnowagi podziatu
oznaczanych zwigzkéw pomiedzy fazg stacjonarng a fazg ruchoma.

Innym podejsciem metodycznym do oznaczania lekéw z grupy B-blokeréw i ich
metabolitow byto zastosowanie chromatografii oddziatywan hydrofilowych (HILIC) [H11].
Przedmiotem pracy H11 byly badania podstawowe nad mechanizmem retencji analitéw na
réznych kolumnach HILIC (ZORBAX RRHD Plus Poroshell 120 HILIC (100 mmx3,0 mm,;
1,7 ym), ZORBAX RRHD HILIC Plus (100 mmx3,0 mm; 1,8 ym), ACQUITY UPLC BEH
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HILIC (75 mmx2,1 mm; 1,7 ym), Acclaim HILIC-10 (150 mmx4,6 mm; 3,0 um), Luna HILIC
(150 mmx4,6 mm; 3,0 um)) oraz w réznych warunkach analizy (badatam wptyw zawartosci
acetonitrylu, natezenia przeptywu fazy ruchomej, temperatury kolumny, stezenia roztworow
octanu i mréwczanu amonu, objetosci dozowanej prébki, pH fazy ruchomej, rodzaju
rozpuszczalnika organicznego) [45]. Otrzymane wyniki pozwolity na sformutowanie wnioskow
dotyczgcych retencji wybranych lekow i ich metabolitéw w uktadzie HILIC. Zaobserwowatam,
ze retencja analitdbw wzrasta wraz ze wzrostem zawartosci acetonitrylu w fazie ruchomej. Dla
wszystkich badanych faz stacjonarnych mechanizm retencji oparty byt gidwnie na podziale
analitbw pomiedzy faze stacjonarng a ruchoma, jednak w przypadku fazy ZORBAX pojawiaty
sie takze oddziatywania elektrostatyczne z analitami, a dla faz modyfikowanych istotng role
odgrywato tworzenie wigzan wodorowych. Wzrost stezenia soli w fazie ruchomej wptywat na
spadek retencji analitbw z uwagi na ostabienie oddziatywan elektrostatycznych z fazg
stacjonarng. Z kolei zastgpienie octanu amonu mréwczanem powodowato zmniejszenie
czasow retencji ze wzgledu na silniejszg jonizacje soli i konkurencje jonédw amonowych
z analitami o powierzchnie fazy stacjonarnej. Zaobserwowatam réwniez, ze wraz ze
wzrostem pH fazy ruchomej wydiuza sie czas retencji ze wzgledu na wzrost hydrofilowosci
analitow. Dla karwedilolu i jego metabolitbw obserwuje sie natomiast skrécenie czasu
retencji wraz ze wzrostem pH, co jest zwigzane ze stabymi wilasciwosciami zasadowymi
analitbw. Podwyzszenie temperatury powodowato wzrost retencji analitdw w kolumnie
chromatograficznej, ze wzgledu na szybszg wymiane masy, ostabienie oddziatywan
elektrostatycznych i tworzenie wigzan wodorowych. Z otrzymanych danych jednoznacznie
wynika réwniez, ze zastgpienie acetonitrylu alkoholem skraca czas retencji ze wzgledu na
utrudnienie tworzenia sie warstwy wody na powierzchni fazy stacjonarnej [45].

Opracowane i opisane w pracach [H2-H8, H10, H11] metody chromatograficzne
charakteryzujg sie zadowalajgcg powtarzalnoscig czasow retencji. Mierzone wartosci
wspétczynnikdw zmiennosci CV dla czaséw retencji analitdw nie przekraczajg 5,0%.
Niewatpliwie zasadniczymi zaletami opracowanych metodyk z zastosowaniem techniki
UHPLC w stosunku do tradycyjnego HPLC byfo nie tylko skrécenie czasu analizy (co jest
oczywiste), ale takze podniesienie czutoSci oraz rozdzielczoSci. Nalezy zauwazyc, ze
Skracajgc czas analizy zasadniczo zmniejszone zostalty koszty analiz oraz zuzycie
odczynnikéw. Dodatkowy wptyw na to miato skrocenie czasu stabilizacji uktadu, gdyz
objetoS¢ martwa ulegta znacznemu zmniejszeniu. Poza tym nalezy podkreslic, ze nowe
metody charakteryzujg sie dobrg rozdzielczoscig i sprawno$cig, dzieki czemu sktadniki
matrycy zostaty lepiej rozdzielone i nie interferowaty z analitami bedgcymi przedmiotem
badan [36-42,44,45]. Ponadto po raz pierwszy przebadany zastal mechanizm retencji
B-blokeréw i ich metabolitow w uktadzie HILIC z zastosowaniem pieciu réznych faz
stacjonarnych i roznych warunkdéw rozdzielania chromatograficznego [45].

Wiekszos¢ opisanych dotychczas w literaturze procedur pozwala na oznaczanie
pojedynczych lekéw albo rzadziej lekéw i ich metabolitdw [62-65]. Tylko nieliczne
doniesienia zawierajg informacje na temat doboru warunkéw chromatograficznych do
rozdzielania farmaceutykdw z réznych grup terapeutycznych i ich metabolitow [66-70].
W sktad rozdzielanych mieszanin wchodzity inne anality, niz te, ktore byly przedmiotem
podjetych przeze mnie badan. Co wiecej, do oznaczania wybranych przeze mnie zwigzkow
najczesciej stosowana byta tradycyjna wysokosprawna chromatografia cieczowa, a catkowite
czasy analizy miescity sie w zakresie od 2,1 do 22 minut [62—70]. Nalezy takze podkresli¢, ze
wprowadzone do terapii leki nowej generacji stosowane w kardiologii, nie byty wczes$niej
oznaczane w probkach moczu. Stad istniata potrzeba opracowania i wdrozenia nowych
metod analitycznych do monitorowania ich stezenia w ptynach biologicznych. Opisane
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w pracach [H2-H8, H10, H11] mieszaniny zwigzkéw nigdy wczesniej nie byty rownoczesnie
oznaczane [36—42,44,45].

W kolejnych dwéch publikacjach [H1] i [H9] opisatam wyniki badan, w ktérych
podjetam probe rozdzielenia wybranych zwigzkéw endogennych (L-karnityny i jej
pochodnych oraz kwasu a-ketoglutarowego) z zastosowaniem HPLC-MS/MS [35,43].
W pracy H1 przedstawitam problematyke rozdzielania L-karnityny, acetylo-L-karnityny oraz
kwasu a-ketoglutarowego w odwréconym uktadzie faz z zastosowaniem oktanowego oraz
oktadecylowego wypetnienia kolumn chromatograficznych. Oddziatywania analitow z dtugimi
tancuchami alkilowymi fazy stacjonarnej C18 byly tak stabe, ze anality eluowaty w martwym
czasie analizy. Oznaczane zwigzki wykazywaty retencje jedynie w kolumnie ze ztozem
oktanowym, ktére charakteryzuje sie $rednig hydrofobowoscig o silniejszej aktywnosci
wolnych grup silanolowych na powierzchni zelu krzemionkowego w poréwnaniu
z wypetnieniem C18. Dobre rozdzielenie L-karnityny, acetylo-L-karnityny oraz kwasu
a-ketoglutarowego uzyskatam stosujgc mniej hydrofobowe wypetnienie kolumny C8 oraz
mieszanine 0,1% kwasu mrowkowego w wodzie i acetonitrylu w programie elucji
izokratycznej [35]. Uzyskatam catkowite rozdzielenie potencjalnych biomarkerow w czasie
3 minut. Najwiekszym osiggnieciem jest jednak nie tylko redukcja czasu niezbednego do
uzyskania rozdzielenia, ale modyfikacja skfadu fazy ruchomej. Inne metody rozdzielcze
stosowane w analizie tych zwigzkéw wykorzystujg bufory o réznych stezeniach lub
trietyloamine, co jest czesto przyczyng ograniczonych mozliwosci zastosowania
w potgczeniu ze spektrometria mas [54,71,72]. Z tego wzgledu opracowane i opisane
w pracy H1 nowe podejscie oparte na wykorzystywaniu w fazie ruchomej tylko wodnego
roztworu kwasu mréwkowego oraz acetonitrylu, przy zachowaniu symetrycznych ksztattow
pikbw, moze by¢ konkurencyjne w stosunku do dotychczas stosowanych procedur
analitycznych.

Jak wspomniano, istotnym problemem prowadzonych badan opisanych w pracy H1
byto uzyskanie retencji L-karnityny i jej acylowej pochodnej w odwréconym uktadzie faz.
Wyniki badan opisane w pracy H1 sktonity mnie do dalszej pracy nad udoskonaleniem
metody oznaczania potencjalnych biomarkeréow z zastosowaniem chromatografii
oddziatywan hydrofilowych (HILIC). Zakres badawczy nad doborem warunkéw rozdzielania
chromatograficznego poszerzytam o siedem nowych, estrowych pochodnych L-karnityny
[H9]. Znaczaca roznica w polarnosci L-karnityny i jej estrowych pochodnych implikuje
dodatkowe trudnosci w opracowaniu metody ich réwnoczesnego oznaczania. W zwigzku
Zz powyzszym przeprowadzitam badania nad wptywem réznych czynnikédw na selektywno$é
opracowanej procedury z zastosowaniem kolumny Acquity UPLC BEH HILIC (75 mmx
2,1 mm, 1,7 ym) [43].

Badatam wptyw roéznych rozpuszczalnikéw organicznych: acetonitrylu, metanolu,
etanolu oraz izopropanolu, jako sktadnikow fazy ruchomej. Zauwazytam ze retencja analitow
wzrasta wraz ze wzrostem dtugoséci tancucha weglowego w strukturze stosowanych alkoholi.
W tym samym kierunku spada ich moc elucji w uktadzie HILIC. Spadek polarnosci
rozpuszczalnika prowadzi do zwiekszenia przejscia analitobw do warstwy wody osadzonej na
powierzchni fazy stacjonarnej, a tym samym do ich lepszej retencji. Najdiuzszy czas analizy
zaobserwowatam po zastosowaniu izopropanolu, za$ najkrotszy po uzyciu metanolu.
Metanol wykazuje najwiekszg zdolno$¢ do tworzenia wigzan wodorowych i w zwigzku z tym
najsilniej przeszkadza w tworzeniu warstwy wody na powierzchni fazy stacjonarne;.
W skrajnych przypadkach mogto dojs¢ do zastgpienia wody w utworzonej warstwie przez
metanol. W ten sposéb faza stacjonarna uzyskata bardziej hydrofobowy charakter, co
wptywato na stabsze oddziatywania faza stacjonarna—analit. Tworzenie wigzan wodorowych
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Z analitami powodowato takze ostabienie oddzialtywan elektrostatycznych z fazg stacjonarna.
Etanol i izopropanol majg mniejszg zdolnos¢ do tworzenia wigzan wodorowych, a wiec
stabiej konkurujg z analitami o miejsca aktywne fazy stacjonarnej. Dlatego tez dla tych
alkoholi zaobserwowatam zdecydowanie diuzsze czasy retencji niz w przypadku metanolu.
Ponadto w wyniku tworzenia wigzan wodorowych pomiedzy alkoholami a analitami
wystepowaly dodatkowe struktury rezonansowe, co prowadzito do poszerzenia pikéw
chromatograficznych. Zastgpienie alkoholi acetonitrylem, rozpuszczalnikiem o mniejszej
mocy elucji, wptyneto na wydiluzenie czasow retencji. Acetonitryl nie bierze udziatu
w tworzeniu wigzan wodorowych, dlatego nie przeszkadzat w tworzeniu warstwy wody i nie
zaktécat procesu podziatu. Zastosowanie fazy ruchomej zawierajgcej alkohole powodowato
znaczne wydtuzenie czasu stabilizacji ztoza kolumny, a w trakcie analizy dochodzito
do zaburzen linii bazowej. Jako organiczny sktadnik fazy ruchomej wybratam zatem
acetonitryl [H9].

Czynnikiem silnie wptywajgcym na efektywnos¢ rozdzielania analitdw byta zawartosé
acetonitrylu w fazie ruchomej. Dla wszystkich oznaczanych zwigzkéw obserwowatam wzrost
retencji wraz ze wzrostem zawarto$ci acetonitrylu w fazie ruchomej. Dziato sie tak na skutek
przesuniecie réwnowagi podziatu hydrofilowych analitdbw w kierunku warstwy wody
osadzonej na powierzchni fazy stacjonarnej. Kiedy zawarto$¢ rozpuszczalnika organicznego
w fazie ruchomej byta duza, a zatem grubo$¢ zaadsorbowanej warstwy wody niewielka,
pojawity sie takze bezposrednie oddziatywania pomiedzy analitami a powierzchnig sorbentu,
co wplyneto na lepsze rozdzielenie zwigzkéow. Zmiana zawartosci rozpuszczalnika
organicznego najsilniej wptynefa na retencje najbardziej hydrofilowych analitéw (L-karnityny
i acetylo-L-karnityny). Najefektywniejsze rozdzielenie analitdw uzyskatam przy zastosowaniu
zmiennej zawarto$ci acetonitrylu, tj. przyrost zawartosci acetonitrylu nastepowat od 25% do
50% w czasie 2,5 minuty [43].

Kolejnym etapem byto zbadanie wptywu dwdch soli amonowych na retencje analitow.
Do tego celu wykorzystatam roztwory mréwczanu amonu (pH=6,2) i octanu amonu (pH=6,6).
Zaobserwowatam spadek retencji przy zastgpieniu octanu amonu mréwczanem amonu.
Roztwory tych soli wykazujg podobng site elucji, lecz réznic nalezy dopatrywaé sie
w wartosciach pKa. W przypadku roztworu mréwczanu amonu pK, wynosi 3,75, natomiast
dla octanu amonu pKa=4,75. W powyzszych warunkach mréwczan jest silniej zjonizowany
niz octan, co zwieksza stezenie jondw amonowych w poblizu powierzchni fazy stacjonarne;j.
Jony te konkurujg z jonami badanych zwigzkéw i adsorbujg sie na powierzchni fazy
stacjonarnej. Skrocenie czasu retencji analitbw po zastosowaniu mréwczanu amonu
wptyneto na utrate rozdzielczosci pikdw, dlatego do dalszych badan wybratam octan amonu.

Wptyw stezenia octanu amonu na retencje analitbw badatam w zakresie stezeh od
2 mM do 10 mM. W publikacji H9 wykazatam, ze wzrost stezenia soli powodowat wzrost sity
elucji fazy ruchomej, skutkujgc skréceniem czasow retencji analitow. W przypadku
zastosowanej w badaniach kolumny zawierajgcej niemodyfikowany Zzel krzemionkowy,
obnizenie stezenia soli ostabito elektrostatyczne przycigganie pomiedzy bardziej kwasowymi
analitami a deprotonowanymi grupami silanolowymi, skracajgc tym samym czas retencji.
Efektywne rozdzielanie uzyskatam z zastosowaniem 5 mM octanu amonu o pH rownym 6,4
[43].

Kolejno okreslitam wptyw temperatury kolumny na retencje analitow. Zaobserwowatam
nieznaczny spadek retencji wraz ze wzrostem temperatury dla oznaczanych zwigzkow
z wyjatkiem myristonylokarnityny oraz palmitonylokarnityny. Przyczyng skrocenia retencji
analitbw w kolumnie moze by¢ fakt, ze wraz ze wzrostem temperatury rosnie intensywnosc¢
ruchéw termicznych. To z kolei mogto prowadzi¢ do ostabienia wigzan wodorowych
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tworzacych sie pomiedzy fazg stacjonarng a analitami. Wzrost retencji myristonylokarnityny
oraz palmitonylokarnityny (stabo rozpuszczalnych w wodzie) w wyzszych temperaturach jest
zwigzany prawdopodobnie ze wzrostem rozpuszczalnosci w warstwie wody. Ostatecznie
temperatura kolumny zastosowanej w badaniach wynosita 30°C.

W warunkach opisanych w publikacji H9 uzyskatam najlepsze rozdzielenie badanych
zwigzkow. Anality eluowaly w czasie krotszym niz 2,5 minuty, a otrzymane na
chromatogramie piki byty symetryczne [43]. Dla wszystkich zwigzkéw wspétczynnik
asymetrycznosci nie przekraczat 1,05, a uzyskana liczba pétek byta wysoka. Poprawno$c
uzyskanych wynikow wskazuje na duzg potencjalng przydatno$s¢ metody HILIC do
rozdzielania L-karnityny i jej estrowych pochodnych, a uzycie spekfrometru mas moze
oczywiscie rozszerzy¢ zakres zastosowania opracowanej procedury. Warto podkreslic, ze
opracowana metoda HILIC-MS/MS zostata po raz pierwszy zastosowana do ozhaczanie
L-karnityny i jej pochodnych w probkach moczu. Analiza w dobranych warunkach HILIC
zapewnia bardzo dobrg separacje oznaczanych zwigzkow i z powodzeniem moze byc
wykorzystywana do monitorowania ich obecnosci w probkach rzeczywistych.

Sprawdzenie poprawnosci metod analitycznych i ich zastosowanie do
oznaczania wybranych analitéw w probkach rzeczywistych

Wyznaczenie parametrow walidacji opracowanych procedur

Kazdg opracowang procedure analityczng poddatam procesowi walidacji, ktérego
celem bylo okreslenie zakresu jej przydatnosci oraz ocena jej wiarygodnosci.
W ramach prac H1-H11 okreslitam selektywno$¢ metody, wyznaczytam zakres liniowosci;
granice oznaczalnosci; granice wykrywalnosci; precyzje; doktadno$¢; odzysk oraz stabilno$¢,
a w ramach prac H1, H3, H4, H7-H9, H10 dodatkowo efekt matrycowy.

Zastosowane w badaniach wstepne oczyszczenie prébek moczu oraz o0socza
Zz wykorzystaniem opracowanych procedur SALLE [45], USAEME [41], SPE [35,39] oraz
MEPS [36,37,40,42,43] pozwolito na wystarczajgce usuniecie sktadnikédw matrycy. Na
chromatogramach widoczne sg niezidentyfikowane piki pochodzgce od endo- i egzogennych
sktadnikow ptynéw biologicznych, jednakze majg one inne czasy retencji, a tym samym nie
utrudniajg oznaczenia analitéw i nie powodujg zafatszowania wynikéw. W zwigzku
Z powyzszym opracowane w ramach badan procedury analityczne z zastosowaniem technik
UHPLC-UV, HPLC-MS/MS oraz UHPLC-MS/MS mogg zosta¢ zastosowane do badania
prébek pochodzgcych od oséb przyjmujgcych wybrane leki oraz do oznaczania kwasu
a-ketoglutarowego, L-karnityny i jej pochodnych.

Linowos¢ opracowanych metod wyznaczytam w oparciu o krzywe kalibracyjne
z zastosowaniem wzorca wewnetrznego, w zakresach stezen odpowiadajgcych zawartosci
analitow w probkach rzeczywistych. Zakresy liniowosci oznaczanych zwigzkow wraz ze
wspodtczynnikami determinacji (R?) zostaly przedstawione w pracach H1-H11. Wysokie
wartoSci liczbowe wspofczynnikbw determinacji wskazujg na liniowoS¢  krzywych
kalibracyjnych w badanych zakresach stezen [35—45].

Granice wykrywalno$ci i granice oznaczalnosci wyznaczytam w okreslonym zakresie
liniowosci metody dla kazdego badanego zwigzku. Analizujgc otrzymane wyniki
zaobserwowatam réznice w niektorych warto$ciach LOD oraz LOQ otrzymanych dla tych
samych zwigzkoéw z zastosowaniem tego samego detektora. Wynikajg one z zastosowania
innej kolumny chromatograficznej, a takze innych parametréw chromatograficznych (program
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elucji gradientowej, temperatura kolumny). Dodatkowo zaobserwowane rdznice
potwierdzajg, iz pojecie granicy wykrywalnosci zwigzane jest $cisle z okreslong procedurg
analityczng, a wartos¢ liczbowa LOQ oraz LOD zalezy nie tylko od poziomu zawartosci
oznaczanego sktadnika, ale réwniez od obecnosci innych sktadnikéw wystepujgcych
w badanej probce. Przedstawione w pracach H5, H6, H10, H11 wartosci LOD oraz LOQ sg
podobne do wynikéw otrzymanych przez innych autorow, ktérzy rowniez stosowali
pofgczenie chromatografii cieczowej z detektorem spektrofotometrycznym. Dane
zamieszczone w literaturze podajg wartosci LOQ rzedu 0,04 — 3,75 ug/mL [51,63,68,70].
Zastosowanie spektrometru mas [H1, H3, H4, H7-H10] na etapie oznaczen koncowych
pozwolito na znaczne obnizenie granicy oznaczalnosci analitow w stosunku do opisanych
wczesniej metod. Dodatkowe zwigkszenie czutosci metody osiggnetam dzieki jonizaciji
analitbw przez elektrorozpraszanie [35,37,38,41-44]. Zarobwno w przypadku lekéw i ich
metabolitéw, jak i karnityny i jej pochodnych otrzymatam granice wykrywalnosci na poziomie
femtomoli dla probek o objetosciach od 2 do 5 pL dozowanych do kolumny
chromatograficznej. Na podstawie otrzymanych danych mozna stwierdzi¢, ze opracowane
procedury umoZliwiajg oznaczenie lekéw i ich metabolitdw oraz potencjalnych biomarkeréw
choréb kardiologicznych na niskich poziomach stezen. Przedstawione wyniki potwierdzaja,
ze czutos¢ tych metod znacznie przekracza mozliwosci metod opracowanych
z zastosowaniem detektora UV.

W celu oszacowania powtarzalnosci metod wyznaczytam wspétczynniki zmiennosci
(CV) dla trzech serii prébek o réznych stezeniach (LQC — niski, MQC — s$redni, HQC —
wysoki) z zakresow liniowosci metod. Wyznaczytam takze precyzje posrednia, co pozwolito
mi okresli¢ dtugoterminowe odchylenie procesu pomiarowego. Wielko$¢ precyzji posredniej
wyrazitam jako catkowity wspotczynnik zmiennosci dla wszystkich wynikow uzyskanych na
podstawie analiz prowadzonych przez pie¢ kolejnych dni. Ponadto wyznaczytam dokfadnosc,
wyrazong jako btad wzgledny (RE, relative error). Doktadnos¢ okreslitam zaréwno dla
wynikéw otrzymanych na podstawie analiz wykonanych w ciggu jednego dnia, jak i w ciggu
kolejnych dni. Uzyskane w toku procedury walidacyjnej wyniki dla mieszanin réznych
zwigzkéw  zamiescitam w  pracach H1-H11l. Przeprowadzone eksperymenty
charakteryzowaly sie dobrg powtarzalnoscig i precyzjg posrednig. Na zadowalajgcym
poziomie znajdujg sie rowniez wartosci btedu wzglednego. Na podstawie analizy wynikow
przeprowadzonych badan stwierdzitam takze, ze stopieh zgodnosci wynikow, otrzymanych
na drodze niezaleznych badanh tych samych pozioméw stezen analitéw w okresie pieciu dni
byt wysoki [35-45]. Podsumowujgc, z petnym przekonaniem mozna stwierdzié, iz
opracowane metody UHPLC-UV, HPLC-MS/MS oraz UHPLC-MS/MS sg odpowiednie do
doktadnej i precyzyjnej analizy lekéw i ich metabolitbw oraz kwasu a-ketoglutarowego,
L-karnityny i jej estrowych pochodnych w pfynach biologicznych [35—45].

Bardzo waznym elementem udokumentowania wiarygodnosci metody analitycznej byto
badanie stopnia odzysku analitéw. Wyniki przedstawione w pracach H1-H11 oraz
W pierwszej czesci niniejszego autoreferatu wskazujg na ogromne znaczenie rodzaju
sorbentu oraz rozpuszczalnika stosowanego do ekstrakcji analitow z probek rzeczywistych.
W tej czesci badan zastosowatam zoptymalizowane procedury przygotowania probek, a na
podstawie otrzymanych wynikéw wykazatam, ze odzysk w duzej mierze zalezy nie tylko od
rodzaju analitu, lecz takze od jego stezenia w ekstrahowanej prébce. Otrzymane wyniki
wskazujg na duzg skutecznosc¢ izolacji wybranych analitow z matrycy biologicznej, przy
zastosowaniu opracowanych procedur przygotowania prébek. Kazda opracowana procedura
analityczna pozwala uzyskac¢ odzysk analitow na poziomie powyzej 70% [35-45]. Tylko
w nielicznych przypadkach uzyskatam odzysk nieco powyzej 100% [36,37,39,41,43-45].
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Moze to wskazywa¢ na niewielkg koelucje innych zwigzkéw egzo- i endogennych
(szczegolnie polarnych) trudnych do usuniecia na etapie oczyszczania matrycy. Odzysk
w optymalnych warunkach przygotowania probek moczu dla kazdego analitu, wystepujacego
w prébce na trzech poziomach stezen, zestawitam w pracach [H1-H11].

W procedurach analitycznych wykorzystujgcych sprzezenie chromatografii cieczowej
ze spektrometria mas [H1, H3, H4, H7-H10] do analizy prébek biologicznych
charakteryzujgcych sie ztozonym sktadem matrycy, bardzo istotng czescig walidacji byto
wyznaczenie efektow matrycowych (ME, matrix effect). W badaniach opisanych
w powyzszych pracach efekt matrycowy powodowat jedynie niewielkie ostabienie Iub
wzmocnienie sygnatéw (ME w granicach od -14,5% do 12,7%) pochodzgcych od analitow
[35,37,38,41-44]. W przypadku wiekszosci analitbw zaobserwowatam ostabienie
intensywnosci sygnatu na skutek efektu matrycowego. Ponadto efekt matrycowy byt
zazwyczaj wiekszy przy nizszych stezeniach oznaczanych zwigzkéw. Na podstawie
przeprowadzonych badan nie stwierdzitam wptywu matrycy na czutoS¢ opracowanych metod
HPLC-MS/MS oraz UHPLC-MS/MS, ktéra byta wystarczajgca do oznaczania potencjalnych
biomarkerow chorob kardiologicznych oraz lekow i ich metabolitow w ptynach biologicznych.

W ramach prowadzonych badan podjetam takze probe okreslenia stabilnosci analitow
w réznych warunkach przechowywania probek przed i w trakcie analizy (test zamrazania—
rozmrazania, ocena stabilnosci krotkoterminowej, dtugoterminowej, stabilnosci prébek po
ekstrakcji  (przechowywanych w automatycznym podajniku probek) [H1-H9, H11].
Otrzymane wyniki badan stabilnosci wskazujg, ze stezenia oznaczanych zwigzkéw nie ulegty
znaczgcym zmianom w prébkach moczu oraz osocza przechowywanych w temperaturze
pokojowej, w 5°C, w -20°C, w czasie 12 godzin, 24 godzin oraz 30 dni. Swiadczg o tym
niskie wartosci btedu wzglednego, ktore dla wszystkich analitdw znajdujg sie ponizej
dopuszczalnej granicy stabilnosci [35-43,45]. Stabilno$¢ lekéw i ich metabolitow oraz
potencjalnych biomarkeréw gwarantuje, ze zmienno$c¢ otrzymywanych wynikéw jest
wynikiem zmiennosci metody, a nie brakiem stabilnosSci analitow w czasie przechowywania
probek przed analizg.

Zastosowanie opracowanych metod do terapeutycznego monitorowania lekbw oraz do
poszukiwania potencjalnych biomarkerow chordb kardiologicznych

W celu terapeutycznego monitorowania lekédw opracowane, zoptymalizowane
i zwalidowane procedury analityczne zastosowatam do wykrywania i oznaczania lekéw oraz
ich metabolitéw w ptynach ustrojowych. Analize z zastosowaniem chromatografii cieczowej
sprzezonej z tandemowg spektrometrig mas prowadzitam w trybie monitorowania wybranych
reakcji ztozonych (MRM) [H3, H4, H7, H8, H10]. W celu analizy iloSciowej oraz jakosciowej
analizowatam jony fragmentacyjne protonowanych [H3, H4, H8] lub deprotonowanych [H4,
H7] jonéw pseudomolekularnych kazdej oznaczanej substancji. ldentyfikacje zwigzkow
w probkach rzeczywistych wykonywatam na podstawie trzech wybranych jonéw dla kazdego
analitu — jeden jon macierzysty i dwa jony potomne. W celu analizy iloSciowej dla kazdego
z badanych zwigzkéw identyfikowatam 2 jony: jon macierzysty i jon fragmentacyjny
[37,38,41,42,44]. W ramach badan prowadzonych 2z zastosowaniem detektora
spektrofotometrycznego zwigzki identyfikowatam w oparciu o poréwnanie czasow retencji
z uzyskanymi danymi dla wzorcow oraz metodg dodatku wzorca [H2, H5, H6, H10].

Przebadatam probki pochodzgce od o0sOb zazywajacych niesteroidowe leki
przeciwzapalne (ibuprofen, paracetamol, naproksen) [H2, H4, H5, H7], B-blokery (karwedilol,
metoprolol, propranolol) [H4, H5, H6, H10] , nowy lek stosowany w terapii objawowej zylnej
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choroby zatorowo-zakrzepowej (riwaroksaban) [H3], lek bedgcy blokerem receptora
aldosteronowego (spironolakton) [H6] oraz lek nalezgcy do grupy inhibitoréw konwertazy
angiotensyny (enalapril) [H6, H8]. Ponadto oznaczatam metabolity karwedilolu, tiklopidyny,
enalaprilu, spironolaktonu, aspiryny oraz ibuprofenu. Prébki moczu pobierane byly od
pacjentow w réznych odstepach czasu od podania leku, np. po 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12 h od
podania pacjentom ibuprofenu [H2].

Opracowang w pracy H7 procedure USAEME-UHPLC-MS/MS po raz pierwszy
zastosowatam do oznaczania ibuprofenu i jego czterech metabolitéw. llosci poszczegolnych
lekbw w odniesieniu do catkowitej dawki byly nastepujgce: ibuprofen 5,7%—6,8%,
1-hydroksyibuprofen 4,7%-5,8%, 2-hydroksyibuprofen 27,4%-28,2%, 3-hydroksyibuprofen
1,5%—-2.2%, karboksyibuprofen 25.2%—26.8%, a catkowita wydalona ilos¢ wynosita 60,3%—
64,5%. Dwa gtébwne metabolity 2-hydroksyibuprofen i karboksyibuprofen oznaczytam
w ludzkim moczu w wyzszych stezeniach, natomiast dwa metabolity 1-hydroksyibuprofen
oraz 3-hydroksyibuprofen oznaczytam w moczu pacjentéw na bardzo niskim poziomie stezen
[41]. W literaturze nie opisano dotychczas metody, ktéra pozwalataby na réwnoczesne
oznaczanie tych zwigzkébw w ptynach biologicznych. Wyniki uzyskane podczas
monitorowania stezenia lekéw i ich metabolitéw w réoznych odstepach czasu od doustnego
podania leku wykorzystatam do okre$lenia profilu zmiany stezenia ibuprofenu i jego
metabolitow w zaleznosci od czasu [H7].

W pracy H3 podjetam probe analizy jakosciowej niebadanych do tej pory metabolitow
riwaroksabanu [37]. W literaturze tylko w jednej publikacji autorzy podali informacje na temat
potencjalnych produktéw biotransformaciji riwaroksabanu, ktére mogg wystepowaé
w prébkach osocza ludzkiego [73]. Wstepne informacje na temat produktéw przemian
riwaroksabanu zastosowatam w potgczeniu z opracowang przeze mnie procedurg MEPS-
UHPLC-MS/MS. W oparciu o pary MRM podane przez autoréw pracy [73] w prébkach
moczu zidentyfikowatam niektére z zaproponowanych przez nich struktury M1 (m/z
468—396), M2 (m/z 452—406), M3 (m/z 452—406), M4 (m/z 220—145), M5 (m/z
454—145), M6 (m/z 454—145), M7 (m/z 452—406), M8 (m/z 452—273), M9 (m/z
468—289), M10 (m/z 468—145). Ze wzgledu na brak komercyjnie dostepnych wzorcow
niemozliwe byto przeprowadzenie analizy ilosciowej wykrytych w moczu 2zwigzkdéw.
Dodatkowo w badaniach zastosowata program Lightsight™, ktéry za pomoca specjalnego
algorytmu umozliwia znalezienie potencjalnych metabolitdw oraz znacznie przyspiesza
i utatwia proces profilowania powstajacych pochodnych. Za pomocg tego programu
potwierdzitam obecnos¢ wszystkich zidentyfikowanych w trybie MRM metabolitow
riwaroksabanu.

Ze wzgledu na skomplikowane procedury obowigzujgce w pozyskiwaniu probek
rzeczywistych z oddziatdw szpitalnych opracowane metody zastosowatam jedynie do
oznaczania wybranych lekéw i ich metabolitow w prébkach pochodzgcych od pacjentow.
Ofrzymane wyniki wskazujg, iz przedstawione powyZej rozwigzania metodyczne
z zastosowaniem technik separacyjnych i spektralnych mogg stanowi¢ narzedzie do
monitorowania stezen lekéw i ich metabolitbw w probkach rzeczywistych. Czutos¢
i selektywnoS¢ opracowanych procedur analitycznych otrzymana po odpowiednim doborze
zarébwno parametrow ekstrakcji analitow, jak ich oznaczania (warunkéw rozdzielania
chromatograficznego oraz detekcji) byta wystarczajgca by w przypadku kazdej probki
rzeczywistej moc oznaczy¢ anality z dobrg precyzjg i doktadnoscig.

Podsumowujgc, nalezy stwierdzi¢, ze opracowane metody pozwalajg na réwnoczesne
oznaczanie wielu lekow z réznych grup terapeutycznych i/lub ich metabolitéw w jednym cyklu
analitycznym, co moze by¢ niezwykle przydatne zaréwno w badaniach farmakokinetycznych,
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jak i w celu badania interakcji typu lek-lek. Znajomos¢ stezen farmaceutykéw i ich
metabolitow jest w wielu przypadkach potrzebna, gdyz pozwala oprze¢ diagnoze na bardziej
obiektywnych przestankach, ufatwia podjecie decyzji o indywidualizacji terapii, a w razie
zaktécen metabolizmu o dokonaniu wyboru leku alternatywnego, wyeliminowaniu ktéregos
z nich bgdz wprowadzeniu zmiany w stosowanej terapii.

Drugim zagadnieniem realizowanym w trakcie badan byly prace nad poszukiwaniem
potencjalnych markeréw chorob kardiologicznych [H1, H9]. Po konsultacji z kardiologami
wytypowane zostaty zwigzki (kwas a-ketoglutarowy oraz L-karnityna i jej estrowe pochodne),
ktére mogtyby petni¢ funkcje potencjalnych biomarkeréw choréb sercowo-naczyniowych.
Opracowane metody UHPLC-MS/MS zastosowatam do analizy probek moczu pobranych od
okoto 200 pacjentow w wieku od 2 dni do 81 roku zycia [35,43]. Zdiagnozowano u nich
nastepujgce schorzenia: kardiomiopatie, wrodzone sinicze wady, wrodzone wady serca,
zaburzenia rytmu, nadcisnienie ptucne i chorobe wiencowa/zawat. Stopien zaawansowania
choroby okreslany w skali NYHA, Rossa byt zroznicowany — od 1 — bez objawéw do 4 —
skrajnie ciezki. Grupe kontrolng stanowito 50 oséb w wieku od 4 do 78 lat, u ktérych nie
stwierdzono Zzadnych objawow chorob kardiologicznych. Wyniki otrzymane po analizie tak
duzej ilosci probek pochodzacych od pacjentéw pozwolity jednoznacznie stwierdzi¢, ze
mozliwe jest zastosowanie opracowanej metody UHPLC-MS/MS do oznaczania L-karnityny,
jej acetylowej pochodnej i kwasu a-ketoglutarowego do badan przesiewowych [H1]. Druga
opracowana metoda HILIC-UHPLC-MS/MS do réwnoczesnego oznaczania L-karnityny i jej
szesciu estrowych pochodnych moze dostarczy¢ wiecej informacji na temat zmian
w uktadzie sercowo-naczyniowym [H9].

Otrzymane wyniki wskazujg jednoznacznie wplyw sposobu odzywiania na poziom
stezen zwigzkéw, ktore zaproponowaliSmy jako potencjalne biomarkery. Wptyw sktadnikow
diety na wyniki oznaczen L-karnityny i acetylo-L-karnityny stwierdzili w swoich badaniach
réwniez inni autorzy [74]. Zdecydowanie lepsze zaleznosci stezen wybranych zwigzkéw
uzyskatam dla prébek moczu pobranych od noworodkéw oraz niemowlat, ktérych prosta
dieta oparta jest gtdwnie na mleku [43]. Ponadto oznaczenie pochodnych L-karnityny
potwierdzaty wstepne zaleznosci otrzymane dla poszczegolnych zwigzkéw oznaczonych
W moczu pacjentdbw ze schorzeniami na zréznicowanym stopniu zaawansowania.
Zaobserwowatam na przyktad obnizenie zawartosci acetylo-L-karnityny w stosunku do ilosci
L-karnityny dla pacjentéw z wrodzonymi siniczymi wadami i z wrodzonymi wadami serca.
W przypadku kardiomiopatii i choroby niedokrwiennej wystepujg widoczne zaleznosci — ze
wzrostem acetylo-L-karnityny w moczu wystepowaly wysokie zawartosci kwasu
a-ketoglutarowego, przy obnizonej zawartosci acetylo-L-karnityny w stosunku do L-karnityny
oznaczono niskie zawartosci kwasu a-ketoglutarowego. Opracowane metody oznaczania
potencjalnych markerow pozwolity ustalic pewne wstepne powigzania analit/schorzenie
i z pewnoSciag mogg na tym etapie znalez¢ zastosowanie Kkliniczne dla szerszej grupy
pacjentéw ze zdiagnozowanymi schorzeniami sercowo-naczyniowymi.
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Elementy nowosci, wkiad do dyscypliny i podsumowanie osiagniecia
naukowego

Przedstawiony cykl publikacji [H1-H11] stanowi kompleksowe opracowanie procedur

przygotowania prébek biologicznych oraz oznaczania w nich lekéw i ich metabolitow oraz
potencjalnych biomarkeréw chorob kardiologicznych. Otrzymane wyniki badan opisane
w pracach tworzagcych jednotematyczny blok publikacji pozwalajg na nastepujgce
podsumowanie mojego osiggniecia naukowego:

1.

Opracowatam selektywne i efektywne metody przygotowania probek ptynow
biologicznych z zastosowaniem SPE, MEPS, USAEME oraz SALLE pod katem izolacji
substancji o zroznicowanym charakterze fizyko-chemicznym, w tym lekow z réznych
grup terapeutycznych, ich metabolitow oraz kwasu a-ketoglutarowego, L-karnityny i jej
estrowych pochodnych.

Dokonatam kompleksowych i systematycznych badan wptywu najwazniejszych
parametrow na efektywnos¢ zastosowanych procedur ekstrakcyjnych w uktadzie ciato
state—ciecz, ti. SPE i MEPS (m.in. rodzaj sorbentu, objetos¢ oraz rodzaj
rozpuszczalnika stosowanego do elucji, pH oraz objetos¢ probki) oraz w uktadzie
ciecz—ciecz, tj. USAEME i SALLE (m.in. rodzaj oraz objeto$¢ ekstrahenta, rodzaj
i masa soli, pH i objetos¢ prébki, czas ekstrakgji).

. Procedury ekstrakcji analitow z probek moczu i osocza oraz oczyszczanie matrycy

z m.in. wieloczagsteczkowych substancji biatkowych opracowatam w taki sposéb, aby
oming¢ trudne i czasochtonne postepowanie analityczne proponowane czesto
w literaturze. Dobdr parametrow ekstrakcji pozwolit na uzyskanie zadawalajgcych
odzyskéw oznaczanych substancji, a ponadto zapewnit efektywne oczyszczenie
ekstraktow, co umozliwito iloSciowe oznaczanie wybranych lekéw i ich metabolitéw
oraz potencjalnych markeréw choréb kardiologicznych.

W celu detekcji oznaczanych zwigzkéw zastosowatam detektor spektrofotometryczny
oraz tandemowy spektrometr mas z jonizacjg przez elektrorozpraszanie. Wykazatam,
iz mozliwe jest wykorzystanie obu rodzajow detekcji w analizie iloSciowe;j
farmaceutykow i ich metabolitéw oraz wybranych zwigzkéw endogennych. Wykazatam,
iz po odpowiednim doborze warunkdéw pracy spektrometru mas mozliwe jest
selektywne oznaczanie analitdw na femtomolowych poziomach stezeh.

Opracowatam selektywne metody rozdzielania mieszanin ponad 50 réznych zwigzkow
z zastosowaniem ultra- i wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Zbadatam wptyw
faz stacjonarnych otrzymywanych w technologii core-shell oraz faz o matych czgstkach
(sub-2 pm) pracujgcych zaréwno w odwréconym uktadzie faz, jak i w uktadzie HILIC na
chromatograficzne rozdzielenie lekow, ich metabolitow, L-karnityny i jej estrowych
pochodnych. Systematyczne badania nad doborem pozostatych warunkéw
chromatograficznych (m.in. rodzaj fazy ruchomej, program elucji gradientowej,
temperatura kolumny) zaowocowaty otrzymaniem uktadéw chromatograficznych
o duzej sprawnosci, rozdzielczosci i 0 znacznie krotszym czasie analizy w poréwnaniu
do wynikow opisanych dotychczas w literaturze.

Wyniki, jakie otrzymatam podczas sprawdzania poprawnosci dziatania wszystkich
opracowanych metod analitycznych (selektywno$é, zakres liniowosci, LOQ,
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doktadnosé, precyzja, odzysk, efekt matrycowy) dowodzg, ze mozna je zakwalifikowaé
do tych, ktére spetniajg wymogi stawiane oznaczeniom ilosciowym.

7. Wykazatam mozliwosé zastosowanie oryginalnych, opracowanych przez mnie
procedur analitycznych w oznaczaniu lekéw z réznych grup terapeutycznych, ich
metabolitbw oraz potencjalnych markeréw choréb kardiologicznych w rzeczywistych
prébkach moczu and osocza.

Zakonczenie

Realizacja powyzszych badan byta mozliwa dzieki odpowiednim $rodkom finansowym.
Zasadnicza cze$¢ badan byta finansowana z projektéw poswieconych udoskonalaniu metod
chromatograficznej analizy lekow i ich metabolitow, w tym lekdw nowej generacji
stosowanych w kardiologii oraz potencjalnych biomarkeréw choréb kardiologicznych: projekt
Narodowego Centrum Nauki nr N N204 355840 na lata 2011-2014, projekt Preludium
nr 2011/03/N/ST4/00732 na lata 2012—-2014 oraz projekt luventus Plus nr IP2011 032271
na lata 2012-2014. W pierwszym grancie petnitam funkcje wykonawcy, natomiast w dwoch
pozostatych kierownika. Dalsze badania wykonuje w ramach realizowanego obecnie grantu
Sonata nr 2011/03/N/ST4/00732 na lata 2015-2018 (jako kierownik projektu), ktorego
gtbwnym celem jest otrzymywanie nowych, oryginalnych, naturalnych rozpuszczalnikow
eutektycznych (NADES, natural deep eutectic solvents). Wykorzystanie unikalnych
wiasciwosci rozpuszczalnikdw NADES stwarza mozliwosci rozwoju technik ekstrakcyjnych
stosowanych na etapie przygotowania probek do izolacji zwigzkéw biologicznie aktywnych
(m.in. flawonoidéw). Podjecie przez mnie tego problemu badawczego byto mozliwe dzieki
doswiadczeniu w oznaczaniu flawonoidéw, ktére zdobytam w trakcie realizacji doktoratu oraz
w opracowywaniu nowych rozwigzan metodycznych stosowanych na etapie
przygotowywania probek, ktére poszerzytam w trakcie realizacji sukcesywnych badan,
bedacych podstawg niniejszej rozprawy habilitacyjnej.

W latach 2010-2016 bratam takze udziat w badaniach z zakresu analizy zwigzkow
polifenolowych w ptynach biologicznych, w zywnosci i w suplementach diety, pozostatosci
srodkéw bakteriobdjczych w wodach powierzchniowych oraz stereoselektywnego
oznaczania enancjomerow lekéw B-adrenolitycznych, ich metabolitbw oraz enancjomeréow
wybranych flawonoidéw. Wyniki tych badan byly regularnie publikowane w czasopismach
0 zasiegu ogdélnoswiatowym.

W 2012 roku zostatam wyrozniona trzyletnim Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego dla wybitnych miodych naukowcéw. W 2014 roku uzyskatam Nagrode Komitetu
Chemii Analitycznej Polskiej Akademii Nauk ,Za najlepszg prace doktorskg w dziedzinie
chemii analitycznej zwigzang z rozwojem technik rozdzielania”. Natomiast w 2012 roku
otrzymatam Nagrode Zespotowg JM Rektora Politechniki Slgskiej za osiggniecia uzyskane
w dziedzinie naukowo—-badawczej oraz Stypendium Fundacji im. Jana Binkiewicza przyznane
w kategorii ,Stypendium dla wyrdzniajgcych sie adiunktow, asystentéw i uczestnikow studiow
doktoranckich” Wydziatu Chemicznego Politechniki Slgskiej.
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