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1. Imie¢ i nazwisko

Anna Weronika Sobanska

2. Informacje o uzyskanych dyplomach i stopniach naukowych

1997 — doktor filozofii w zakresie chemii (DPhil in Chemistry), Uniwersytet w Oksfordzie,
Stopien naukowy zatwierdzony przez Rad¢ Wydziatu Chemicznego Politechniki Lodzkiej
(1998) jako stopien doktora nauk chemicznych w zakresie chemii

Tytul pracy doktorskiej: ‘Application of the Glyoxylate Ene Reaction to Natural Product
Synthesis’

Promotor — Dr Jeremy Robertson, Dyson Perrins Laboratory, Oxford University, UK

1992 — magister inzynier chemik (z wyrdznieniem), Wydzial Chemiczny Politechniki
Lodzkiej

Tytul pracy magisterskiej: ,,Synteza i struktura arylowych pochodnych 1,3,5-triazyny i 1,3-
pirymidiny”’

Promotorzy — Prof. dr hab. Marek L. Glowka (Instytut Chemii Ogolnej 1 Ekologicznej PL, Dr
Zbigniew Kaminski (Instytut Chemii Organicznej PL)

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach

naukowych

od 2013 Uniwersytet Medyczny w Lodzi, Zaktad Chemii Analitycznej, adiunkt

2005 -2013 Uniwersytet Medyczny w Lodzi, Zaktad Chemii Analitycznej, asystent

1998 - 2005 Fabryka Kosmetykow Pollena-Ewa S.A. w Lodzi, Dziat Badawczo-
Rozwojowy, Specjalista ds. Rozwoju

1996 - 1997 Akademia Medyczna w Lodzi, Zaktad Chemii Analitycznej, asystent

4. Osiagniecie naukowe
wynikajgce z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2017r. poz. 1789)

4.1. Tytul osiggniecia naukowego
Chromatograficzne (RP-18) i fizykochemiczne podstawy prognozowania zdolnosci

przekraczania bariery krew-mozg przez leki i inne zwiazki chemiczne.
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Podstawg ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego stanowi cykl 8 publikacji (w tym 6
oryginalnych i 2 przegladowe) o lacznym wspodtczynniku oddziatywania (IF) rownym 14,569
1 warto$ci punktacyjnej MNiSW 179, opublikowanych w latach 2014-2019.

4.2. Wykaz monotematycznych publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe

zgloszone jako osiggniecie postgpowania habilitacyjnego
[P-1] Application of planar chromatographic descriptors to the prediction of physico-
chemical properties and biological activity of compounds. Sobanska A.-W. J. Lig.
Chromatogr. Relat. Technol. 41, 255-271 (2018)
IF —0,827; MNiSW - 15

[P-2] Evaluation of the lipophilicity of selected sunscreens — A chemometric analysis of thin-
layer chromatographic retention data. Sobanska A.W., Wojcicka K., Brzezinska E. J. Sep.
Sci. 37, 3074-3081 (2014)

IF —2,737; MNiSW - 30

[P-3] Phospholipid-based immobilized artificial membrane (IAM) chromatography: A
powerful tool to model drug distribution processes. Sobanska A.W., Brzezinska E. Curr.
Pharm. Des. 23, 6784 — 6794 (2017)

IF —2,757; MNiSW - 30

[P-4] Comparative (Q)SAR analysis of benzodiazepine derivatives with different biological
activity. Sobanska A.W., Zydek G., Wlodno P., Brzezinska E. Eur. J. Med. Chem. 89, 147-
155 (2015)

IF —3,902; MNiSW — 40

[P-5] Application of RP-18 Thin-Layer Chromatography and Quantitative Structure-Activity
Relationship Analysis for the Prediction of the Blood-Brain Barrier Permeation. Sobanska
A.W., Brzezinska E. J. Planar Chromatogr. 29, 287-298 (2016)

IF —0,736; MNiSW — 15


http://bg.umed.lodz.pl/cgi-bin/expertus.cgi?KAT=%2Fhome%2Fexpertus%2Fum%2Fpar%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=26&V_00=Curr+Pharm+Des+
http://bg.umed.lodz.pl/cgi-bin/expertus.cgi?KAT=%2Fhome%2Fexpertus%2Fum%2Fpar%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=26&V_00=Curr+Pharm+Des+
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[P-6] RP-18 Chromatographic-Based Study of the Blood-Brain Barrier Permeability of
Selected Sunscreens and Preservatives. Pyzowski J., Brzezinska E., Sobanska A.-W. J. Planar
Chromatogr. 30, 275-284 (2017)

IF — 0,459; MNiSW - 15

[P-7] Prediction of the Blood-Brain Barrier Permeability Using RP-18 Thin Layer
Chromatography. Sobanska A.W., Wanat K., Brzezifska E. Open Chem. 17, 43-56 (2019)
IF (2017) — 1,425 ; MNiSW - 14

[P-8] RP-18 HPLC Analysis of Drugs’ Ability to Cross the Blood-Brain Barrier. Sobanska
A.W., Hekner A., Brzezinska E. J. Chem. Article ID 5795402 (2019)
IF (2017) — 1,726; MNiSW - 20

Opis indywidualnego wkitadu habilitanta w powstanie kazdej z wieloautorskich publikacji
znajduje si¢ w Zatgczniku 4 (Wykaz opublikowanych prac naukowych lub tworczych prac
zawodowych oraz informacja o osiggnieciach dydaktycznych, wspolpracy naukowej i
popularyzacji nauki). Oswiadczenia wspotautorow okreslajgce ich indywidualny wkiad w
powstanie prac wskazanych jako osiggnigcie naukowe stanowigce podstawe habilitacji

zestawiono w Zalgczniku 5.

4.3. Omowienie celu naukowego i osiggnietych wynikow

4.3.1. Wprowadzenie

Poszukiwanie nowych lekéw jest dzialalno$cig bardzo kosztowng, z ograniczong
szansg na sukces. W szczegdlnosci badania in vivo nowych, potencjalnych lekow sa bardzo
pracochlonne i kosztowne, co ogranicza ilo§ciowo ich zastosowanie. Trudno jest prowadzi¢
takie doswiadczenia dla duzych grup potencjalnych lekéw. Dlatego ogromne znaczenie ma
poszukiwanie mozliwie mato kosztochtonnych metod oceny niektorych wiasciwosci
zwigzkéw chemicznych, waznych dla ich potencjalnego dzialania biologicznego (np.
biodostgpnosci). Metody takie, zastosowane przed etapem badan in vivo, pozwalaja na
ograniczenie ilosci syntezowanych kandydatow, a nawet ewentualne wykluczenie struktur,
ktore nie wykazuja oczekiwanych wlasciwosci. Ich znaczenie widoczne jest tez na etapie

optymalizacji dziatania lekow i przewidywania ewentualnych dziatah ubocznych, szczeg6lnie
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niepozadanych. Badania in vivo, nawet niewielkiej grupy przypadkdéw, sa jednak cenne dla
wstepnych analiz porownawczych, w tworzeniu modeli analiz in vitro. Analiza in vitro moze
by¢ stosowana do badania bardzo licznych przypadkéw, szczegolnie jesli zostanie
potwierdzona za pomocg referencyjnej metody in vivo.

Istotna, z punktu widzenia oceny dziatania leku, jest informacja o jego zdolnos$ci do
przekraczania barier biologicznych. Zjawiska transportu lekow, wptywajace na ich wartos¢

terapeutyczng, prognozowane sg lub badane r6znymi metodami [1]:

in silico (metody teoretyczne - obliczeniowe);

e metody analityczne (wykorzystujace zjawiska podziatu miedzy fazy, w
mniejszym lub wigkszym stopniu nasladujagce warunki Srodowiska dziatania
leku);

e metody oparte na liniach komoérkowych;

e metody oparte na modelach tkankowych;

e metody badan in vivo na zwierzetach.

Metody analityczne (podziatlowe), oparte na wiasciwosciach fizykochemicznych
zwigzkow chemicznych, umozliwiaja najczesciej oceng transportu biernego przez blony
komoérkowe, nie sg natomiast najlepszymi narzedziami do modelowania zjawisk transportu
aktywnego. Znaczenie transportu biernego w pokonywaniu przez czasteczki barier
biologicznych oraz tatwos$¢ wykonania eksperymentu tymi metodami, uzasadniajg jednak ich
stosowanie. Metody podzialowe pozwalaja na ustalanie niektorych wlasciwosci
fizykochemicznych i prognozowanie zachowania zwigzkéw chemicznych w warunkach
fizjologicznych. Ws$rdéd metod podzialowych, stosowanych od wielu lat, do ustalania
wlasciwosci fizykochemicznych wptywajacych na transport bierny przez blony komoérkowe
naleza: podziat miedzy faz¢ wodng i organiczng (najczgsciej n-oktanol-woda), wodng i
liposomy oraz faz¢ stacjonarng i ruchomg w odpowiednio zaprojektowanym eksperymencie
chromatograficznym.

Publikacje, sktadajace si¢ na przedstawiony cykl prac, skupiajg si¢ na poszukiwaniu
metod analitycznych prognozowania zdolno$ci przenikania zwigzkéw chemicznych do
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), przez barier¢ krew-mézg (blood-brain barrier,
BBB) oraz na ustaleniu 1 wykorzystaniu w analizie wlasciwosci fizykochemicznych,
zwigzanych z tym zjawiskiem.

Zaplanowany eksperyment realizowatam systematycznie, poprzez:
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analize wspoélczesnych trenddow w modelowaniu wiasciwosci fizykochemicznych
1 biodostgpnosci zwigzkéw chemicznych przy pomocy analizy chromatograficzne;j,
prowadzonej w warunkach imitujacych srodowisko fizjologiczne
(biochromatografia);

analiz¢ porownawczg istniejgcych i opracowanie nowych metod chromatograficznego
wyznaczania lipofilowos$ci substancji, ze szczegdlnym uwzglednieniem niektorych
sktadnikéw preparatow leczniczych i kosmetycznych;

wybor 1 wstepne opracowanie grupy zwiazkoOw przeznaczonych do badan
(zgromadzenie dostgpnych wynikow badan in vivo o zdolno$ci przenikania BBB
1 ustalenie danych o wlasciwosciach fizykochemicznych, wynikajacych ze struktury
przestrzennej tych zwigzkdw, po optymalizacji geometrycznej);

opracowanie podstaw modelu analitycznego planowanego badania przenikania BBB
(ustalenie warunkow chromatografii — faza stacjonarna i sklad fazy ruchomej)
1 zgromadzenie danych chromatograficznych;

opracowanie modeli matematycznych prognozowania zdolnosci przenikania BBB
metodami  statystycznymi, z zastosowaniem danych chromatograficznych
1 fizykochemicznych;

uzupetnienie istniejacej listy deskryptoréw molekularnych, istotnych dla przenikania
bariery krew-moézg, o nowe parametry in vitro;

wykazanie przydatno$ci zaproponowanej metodologii przewidywania zdolnosci
przekraczania bariery krew-moézg na przyktadzie: (i) zwigzkéw o udowodnionej
biodostgpnosci do OUN (leki dziatajace w osrodkowym uktadzie nerwowym), (ii)
zwiazkow nie przenikajacych BBB (sktadniki preparatow o dzialaniu naskérnym —
zwigzki promieniochronne 1 konserwanty) oraz (iii)) duzej grupy analitow

o zr6znicowanej budowie chemicznej i dziataniu biologicznym.

4.3.2. Omowienie wynikow przedstawionych w publikacjach wchodzacych w

sklad osiagni¢cia naukowego

Sposrdod technik chromatograficznych, stosowanych wspotczesnie do prognozowania

niektorych wlasciwosci fizykochemicznych 1 potencjalnego dziatania biologicznego

substancji czynnych, na szczegdlng uwage zastuguje chromatografia cienkowarstwowa.

Technika ta charakteryzuje si¢ stosunkowo niskim kosztem i tatwo$cia wykonania, nie
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wymaga stosowania skomplikowanej aparatury. Ogromna réznorodno$¢ zastosowan
chromatografii cienkowarstwowej w badaniach chemicznych i biologicznych, olbrzymi
potencjat tej techniki chromatograficznej w omawianym zakresie 1 mozliwo$¢ niemal
dowolnego ksztattowania warunkow eksperymentu chromatograficznego, w sposob jak
najlepiej odpowiadajacy zatozonym celom, sktonity mnie do wnikliwej analizy aktualnego
stanu wiedzy w tej dziedzinie oraz perspektyw na przysztos¢ [P-1]. Jak wykazalam
W omawianej pracy, zastosowania chromatografii cienkowarstwowej, w badaniach z obszaru
farmakokinetyki (ADME — wchtanianie, dystrybucja, metabolizm, wydalanie), obejmuja
przede wszystkim parametry istotne dla wchlaniania 1 dystrybucji leku, a zwlaszcza
lipofilowo$¢ 1, w kilku przypadkach, statg dysocjacji czasteczki oraz jej rozpuszczalnosé
w wodzie. Lipofilowo$¢ substancji oznacza powinowactwo czasteczki do Srodowiska
niepolarnego takiego, jak oleje, lipidy lub niepolarne rozpuszczalniki i stanowi wazny
czynnik, determinujacy bioaktywnos¢. Wczesne prace, omawiajace zalezno$¢ migdzy
rozpuszczalnoscig substancji w thuszczach i ich aktywno$cig narkotyczng pochodza juz
z konca XIX stulecia [2]. Od tego czasu pojawito si¢ wiele doniesien na temat korelacji
migdzy lipofilowoscig substancji a ich aktywnoscia biologiczng (wg niektdrych prac
korelacja ta jest liniowa, a wg innych paraboliczna [3,4]). Zaproponowano réwniez kilka
sposobdéw wyrazania lipofilowosci, majacych na celu otrzymanie parametru jak najlepiej
powigzanego z bioaktywnos$cig czasteczki. Bezsprzecznie najbardziej powszechnie
stosowanym deskryptorem lipofilowosci jest wspotczynnik podzialu oktanol-woda (logP,s),
mniej popularne, ale roéwniez uzyteczne sa wspotczynniki podziatu miedzy wode a
chloroform lub cykloheksan [5]. Niezaleznie od sposobu wyrazania wspotczynnika podziatu,
jego pomiar metodg tradycyjng (wytrzgsanie w uktadzie dwufazowym 1 oznaczanie
zawarto$ci substancji w obu fazach po osiggnigciu stanu rownowagi) 1 sposobami z niej si¢
wywodzacymi (np. [6]) w sposOb oczywisty nastrecza trudnos$ci, stad duze zainteresowanie
alternatywnymi metodami pomiaru, wsréd ktorych procedury oparte na chromatografii
cienkowarstwowej zajmuja bardzo wazne miejsce. U podstaw zastosowania metodyki
chromatograficznej jako zastgpnika metody wytrzasania legto podobienstwo miedzy
podzialem w ukladzie woda-oktanol 1 woda-faza stacjonarna w eksperymencie
chromatograficznym. Do najczesciej stosowanych w pomiarach lipofilowosci rodzajow
chromatografii nalezy chromatografia w odwroconym uktadzie faz, na fazach stacjonarnych

RP-18 Iub RP-8, rzadziej stosuje si¢ chromatografi¢ na zZelu krzemionkowym
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impregnowanym olejami lub fazy stacjonarne CN, NH,, diol lub Zel krzemionkowy bez
impregnacji (chromatografia w normalnym uktadzie faz) [7,8].

Deskryptory lipofilowosci, oparte na parametrach retencji w chromatografii planarnej
w odwréconym uktadzie faz to przede wszystkim Ry = log (1/R; -1) [9]. W przypadku
chromatografii w odwroconym uktadzie faz, za najlepiej odzwierciedlajace podziat
w uktadzie woda-oktanol uwaza si¢ warunki chromatograficzne: niepolarna faza stacjonarna
(np. RP-18) — woda. Niestety, chromatografia na sorbentach lipofilowych z woda jako
eluentem jest wysoce niepraktyczna (dlugi czas eksperymentu i niskie wartosci R)). Dlatego
najczesciej stosowanym sposobem postgpowania w celu otrzymania parametrow retencji dla
czystej wody jest wykonanie eksperymentdw chromatograficznych dla serii faz ruchomych,
zawierajacych rozne stezenia rozpuszczalnikow organicznych, mieszajacych si¢ z woda (np.
metanol, acetonitryl, aceton, 1,4-dioksan, tetrahydrofuran) i ekstrapolacja otrzymanych
wynikow do zerowej zawartosci modyfikatora organicznego w eluencie.
Ekstrapolacja do wartosci Ry w czystej wodzie, ewentualnie z dodatkiem buforu (R,/),

dokonywana jest wg jednego z nastepujacych rownan:

Ru=Ri"—Sp (1) [10,11]
Ryu= Ry’ + by + c¢* 2) [12]

X (l—x )
org org

( Xorg ) - org 0 - axorg_b
RM_XorgRM _( 1 _Xorg ) RM

(rownanie Oscika)  (3) [13]

Wystepujacy w rownaniu (1) wspotczynnik kierunkowy S sam w sobie stanowi
uzyteczny parametr, powigzany z powierzchnig hydrofobowa molekuly. Inne przydatne
deskryptory lipofilowosci, wywodzace si¢ z chromatografii cienkowarstwowej w
odwréconym ukladzie faz to m.in. Co = Ry%/S (ulamek objetosciowy modyfikatora
organicznego w fazie ruchomej, dla ktoérego stezenia analitu w fazie stacjonarnej i ruchome;j
sg rowne) oraz PC, — pierwsza gldwna sktadowa uzyskana w wyniku analizy sktadowych
glownych macierzy danych chromatograficznych (R¢ lub Ry), otrzymanych dla réznych
zawarto$ci modyfikatora organicznego w fazach ruchomych [14].

W pracy [P-1] przedstawilam szczegoétowa dyskusje modeli chromatograficznych,

stosowanych do ustalania niektorych wtasciwosci fizykochemicznych analitow oraz zwigzek
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miedzy tymi deskryptorami a modelowanymi efektami farmakokinetycznymi (ADMET)
substancji takimi, jak:

e wigzalno$¢ z biatkami osocza (plasma-protein binding, PPB),

e wchlanianie z uktadu pokarmowego (human intestinal absorption, HIA),

e objetos¢ dystrybucji (volume of distribution, Vp),

e przenikalno$¢ przez barier¢ krew-mozg (BBBp),

e zdolnos¢ do przekraczania bariery skornej,

e oddziatywanie z receptorami,

e toksycznos$¢.
Wykorzystanie lipofilowosci w modelowaniu tych proceséw, zachodzacych w organizmie
zywym, jest bardzo czeste.

W  planowanych badaniach nad zdolno$cia pokonywania bariery krew-mozg,
zatozytam wykorzystanie niektorych, obliczeniowych wskaznikow tej formy biodostepnosci.
Jeden z takich wskaznikoéw (logBB wyrazany jako Bl = 0,139 + 0,152 log P — 0,0148 PSA
[15]) oparty jest na warto$ci wspotczynnika podziatu logP badanych przypadkéw. Ustalenie
metody wiarygodnego pomiaru tego parametru, w jednakowy sposéb dla wszystkich
zwigzkéw o zrdéznicowanej strukturze i wlasciwos$ciach, byto wazne dla powodzenia moich
planow.

Majac $wiadomos¢ uzytecznosci chromatografii cienkowarstwowej, jako narzedzia
umozliwiajacego przewidywanie wiasciwosci fizykochemicznych i zachowania si¢ leku
w organizmie pacjenta, postanowitam dokona¢ poréwnania kilku  parametrow
chromatograficznych, jako deskryptoréw lipofilowosci, na przykladzie wybranych
sktadnikow preparatow leczniczych 1 kosmetycznych (substancji promieniochronnych,
biobdjczych 1 witamin) [P-2]. Sktadniki preparatow kosmetycznych, nanoszone miejscowo
na skoérg, moga przekracza¢ barier¢ naskorka i inne bariery biologiczne w organizmie
uzytkownika; z kolei uwalniane w duzych ilo$ciach do $rodowiska naturalnego ulegajg w
ekosystemach wodnych licznym przemianom, tworzgc potencjalnie toksyczne produkty [16,
17]. Procesy transportu tych substancji przez blony biologiczne polegaja, w znacznym
uproszczeniu, na ich kolejnych podziatach miedzy fazy wodne i lipidowe, sa zatem w duzym
stopniu zalezne od lipofilowosci. Sposrdd substancji, badanych w mojej pracy, oceny
lipofilowosci technikami chromatograficznymi (TLC 1 HPLC) dokonano wczesniej tylko dla

witamin rozpuszczalnych w tluszczach oraz konserwantdw z grupy parabenow, nie
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podejmowano natomiast takich dziatan dla substancji promieniochronnych [18-21]. Badania
objety 22 surowce kosmetyczne o réznej lipofilowosci [P-2], dla dziewigciu z nich znane
byty wartosci eksperymentalne logP..,, mierzone metoda wytrzasania.

W pierwszym etapie prac uzyskano teoretyczne wartosci logP, postugujac si¢
roznymi metodami obliczeniowymi: ALOGPs, AClogP, milogP, ALOGP, MLOGP,
KOWWIN, XLOGP2, XLOGP3 oraz ACD/Lab [22]. Wyniki obliczen przy pomocy tych
metod réznity si¢ do$¢ znacznie. Aby wybra¢ metode obliczania logP in silico, dajaca dla
badanej grupy przypadkow wyniki mozliwie dobrze odzwierciedlajagce wartosci logP..,,

postuzono si¢ analizg skupien [23] (Rys. 1) .

Rys. 1. Struktura drzewa hierarchicznego dla 10 metod wyznaczania logP

Tree diagram
Complete linkage
Euclidean distance

MLOGP ACDLab '00P=o KOWWM X|0GP3 XLOGPZ miogP ALOGP AChhgP ALOGPs

Analizujac otrzymane wyniki obliczen logP dziewigcioma wyzej wymienionymi
metodami 1 warto$ci eksperymentalne logP.,, (Rys. 1) stwierdzono, ze sposrod
zastosowanych metod obliczeniowych warto$ci najblizsze eksperymentalnym dawaly
obliczenia za pomocg programu ACD/Lab oraz metoda KOWWIN i te wtasnie algorytmy
obliczeniowe zastosowano w wigkszosci dalszych rozwazan.

W dalszej cze$ci pracy zmierzono wspotczynniki retencji Ry oraz obliczono Ry, dla 22
badanych substancji, stosujac faz¢ stacjonarng RP-18 oraz dwuskladnikowe mieszaniny
wody 1 nastepujacych modyfikatorow organicznych: metanol, acetonitryl, dimetyloformamid,
1,4-dioksan, tetrahydrofuran, aceton (zawarto$ci modyfikatora organicznego ¢ wynosity 40

do 90% v/v). Otrzymane wartosci Ry, dla poszczegdlnych modyfikatoréw ekstrapolowano do

11



Anna Weronika Sobanska Zalgcznik 2 - Autoreferat

=0. Zaobserwowano, ze spos$rod 22 badanych zwiazkéw, niektdre (o znacznej lipofilowosci,
logP > 8) nie moga by¢ badane chromatograficznie na sorbencie RP-18, o ile zastosowano
eluenty, zawierajace metanol, dimetyloformamid lub acetonitryl (dla wszystkich lub znaczne;j
wiekszosci faz ruchomych, zawierajacych te rozpuszczalniki, dla substancji tych otrzymano
Ry = 0, co uniemozliwilo wykonanie ekstrapolacji). Jednocze$nie fazy ruchome oparte na
dioksanie, tetrahydrofuranie lub acetonie (rzadko stosowane w dotychczasowej praktyce
pomiarow chromatograficznych lipofilowosci) nadajg si¢ do badania substancji o wysokich
wartosciach logP, réwniez tych, ktorych wspotczynnik podziatu woda/oktanol nie moze by¢
mierzony metoda wytrzasania. Analiza korelacji wartosci obliczonych logP z parametrami
chromatograficznymi (R,”) wykazala, ze w szczegOlnosci aceton i dioksan dajg wyniki
o jakosci poréwnywalnej z wynikami dla metanolu czy acetonitrylu, ale ich zastosowanie nie
jest ograniczone do substancji o niskiej do $redniej lipofilowosci.

Parametr R, jako chromatograficzny deskryptor lipofilowosci, cho¢ stosunkowo
dobrze odzwierciedla zjawisko podziatu substancji w uktadzie woda-oktanol i jest chetnie
stosowany, ma takze pewne wady — wymaga wykonania do$¢ duzej liczby eksperymentéw
chromatograficznych, a ponadto jego warto$¢ rozni si¢ znaczaco w zaleznosci od
zastosowanego modyfikatora organicznego, a nawet zakresu stezen ¢, zastosowanych do
ekstrapolacji [24]. W celu wyeliminowania wspomnianych niedogodnosci, dalsze etapy prac
przebiegaly jednoczesnie w dwoéch kierunkach. Po pierwsze, postugujac si¢ metoda
sktadowych gléwnych [25] uzyskano wartosci PC1 dla poszczegdlnych modyfikatorow
organicznych, oddzielnie dla surowych danych chromatograficznych (R, oraz dla Ry,
uwzgledniajac wytacznie 16 mniej lipofilowych zwigzkow (wartosci R,> 0 dla przynajmnie;j
5 najwyzszych ). Stwierdzono, ze wartosci PCl pozostaja w liniowej zaleznosci od
obliczonego logP (0,65 < R?< 0,90; n = 16), za$ wspotczynniki korelacji zalezg zarbwno od
zastosowanego algorytmu obliczeniowego (najwyzsze sa dla KOWWIN i MlogP), jak i od
modyfikatora organicznego (najgorsze wyniki uzyskano dla THF, najlepsze, wbrew
wszelkim oczekiwaniom, dla DMF). Nieprzydatnos¢ THF oraz skutecznos¢ DMF (i, w
mniejszym stopniu, metanolu) jako sktadnika faz ruchomych w badaniach lipofilowosci
omawiang metoda potwierdzono, analizujac korelacje migdzy PC1 (obliczonego zaréwno dla
Ry, jak 1 Ry) a logP., (n =9).

Réwnolegle z zastosowaniem metody sktadowych gtownych, ktéra nie okazata sig¢

szczegolnie korzystna alternatywa, podjeto probe chromatograficznej oceny lipofilowosci za
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pomocg wartosci Ry dla pojedynczych eluentow (bez ekstrapolacji do ¢ = 0). Analizujac
korelacje liniowe logP.,, — Ry (n = 9) dla 24 faz ruchomych opisanych powyzej przyjeto
warunki minimalne, jakim powinna odpowiada¢ akceptowalna faza ruchoma: R*> 0,90 oraz
wspotczynnik kierunkowy > 0,30; fazy ruchome, dla ktérych jakikolwiek z 9 badanych
zwigzkow o znanym logP.,, dawat R, = 0, odrzucono. Stosujac tak zdefiniowane kryteria
uznano za szczegodlnie korzystne eluenty metanol 70% v/v, DMF 70% v/v oraz dioksan 60%
v/v. Przydatno$¢ tych faz ruchomych potwierdzono korelacjami logPicpras — Ry dla 16
badanych zwigzkéw o mniejszej lipofilowosci (logPacpras < 10; w przypadku substancji
o wyzszej lipofilowosci R, = 0).

Mozliwo$ci wyznaczania lipofilowosci metodami chromatograficznymi ma, jak
wykazato powyzsze doswiadczenie, znaczne ograniczenia. Pracochtonne doswiadczenie nie
jest réwniez uniwersalne w stosunku do zrdéznicowanych strukturalnie analitow.
Dos$wiadczenia te wykazaly rodwnocze$nie zbiezno$¢ wynikOw zastosowania metod
obliczeniowych wspoétczynnika podzialu z wartoscig logP..,, wyznaczonego dla tych samych
zwiazkow. Dzieki temu, decyzja o metodzie wyznaczania lipofilowosci, wsrdéd wielu innych
parametrow fizykochemicznych, dla duzej liczby przypadkéw (ostatecznie powyzej 150
zwigzkéw), o jak najbardziej zréznicowanej strukturze, zapadla na korzy$¢ metod
obliczeniowych. Juz na etapie planowania badan nad modelowaniem przenikania BBB
oczywiste bylo, ze nawet uproszczony model matematyczny nie bgdzie oparty na jednym
czynniku, z uwagi na zlozony charakter zjawiska. Inne parametry fizykochemiczne mogly
by¢ obliczone na podstawie struktury przestrzennej zwigzkéw po optymalizacji
geometrycznej, przy pomocy dostepnych mi metod HyprChem i ACD/Lab. Lipofilowos¢
badanych przypadkéw moze by¢ wigc obliczona tymi samymi metodami.

Bariera krew-moézg (blood-brain barrier, BBB) jest gtowna fizyczng 1 enzymatyczng
bariera, oddzielajaca tkanki mozgu od krwi [26]. Zdolno$¢ do jej przekraczania jest waznym
warunkiem dziatania lekéw z celem biologicznym w OUN, z drugiej za$ strony wiele
substancji, z zalozenia dzialajagcych poza osrodkowym uktadem nerwowym wykazuje
dzialania uboczne ze wzgledu na niepozadane przenikanie przez BBB [27, 28]. Zdolnos¢
substancji do przekraczania tej bariery mozna bada¢, postugujac si¢ metodami in vivo, in
vitro, ex vivo oraz in silico, przy czym metody kazdej z tych grup maja zar6wno zalety, jak
1 wady [28, 29]. Znaczny koszt i pracochtonno$¢ eksperymentéw in vivo oraz koniecznosé

przeprowadzania badan na zwierzetach doprowadzily do rozwoju innych metod,
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w szczegblnosci in vitro na linach komdrkowych. Jeszcze tatwiejsze i tansze pod wzgledem
eksperymentalnym sg metody in vitro nie bazujace na hodowlach komérkowych, a zwtaszcza
wykorzystujace techniki laboratoryjne, np. chromatograficzne na fazach stacjonarnych,
mozliwie wiernie nasladujacych btony biologiczne [30], oraz metody czysto teoretyczne in
silico [31, 32]. Wspdlnym celem wigkszosci zaproponowanych metod oceny przenikania
substancji czynnych przez barier¢ krew-moézg jest przewidywanie ilosciowego wskaznika
tego przenikania — logBB (gdzie BB - stosunek st¢zen substancji w ukladzie krew-mozg
w stanie rownowagi) [33] i ewentualna klasyfikacja jako$ciowa do jednej z dwodch grup
aktywnosci: OUN+ (aktywny w o$rodkowym uktadzie nerwowym) lub OUN- (nieaktywny w
osrodkowym uktadzie nerwowym) [34]. Definiowanie substancji jako OUN+ lub OUN- ma
pewne zalety, poniewaz umozliwia porOwnanie czasteczek, dla ktoérych dostepne sg takze
inne, niz wspomniana warto$¢ logBB, miary przenikalno$ci przez BBB. Istnieje jednak takze
wada takiej klasyfikacji. Przypisujac substancj¢ do grupy OUN+ mamy pewno$¢, ze
substancja ta w istocie przenika barier¢ krew-mozg, natomiast w przypadku odwrotnym
(OUN-) istnieje mozliwos¢, ze mimo zdolnosci do przekraczania BBB substancja nie bedzie
wykazywac¢ dzialania w o$rodkowym uktadzie nerwowym, na przyktad z powodu szybkiego
metabolizmu lub usuwania z uktadu.

Zdolnos¢ do przechodzenia przez bariere krew-moézg, choé¢ w znacznym stopniu
zwigzana z lipofilowoscig substancji [3, 4, 35], w rzeczywistosci zalezy od szeregu
wlasciwosci fizykochemicznych zwigzku, a jej przewidywanie wylacznie na podstawie
lipofilowosci w ukladzie woda-oktanol moze prowadzi¢ do btedow (w szczegdlnosci do
mylnego klasyfikowania lekow jako przekraczajacych ta barierg, OUN+) [36]. W $wietle
opublikowanych dotychczas danych, substancje o znacznej zdolnosci do przekraczania BBB
charakteryzuja si¢ nastepujacymi wlasciwosciami:

e Liczba atoméw (N+O) <5

e JlogP-(N+O)>0

e Pole powierzchni polarnej (Polar Surface Area, PSA) ponizej pewnej granicy

e Masa czasteczkowa M,, <450

e Stosunkowo wysoka lipofilowos¢

e (Obecnos¢ elektrondow ulegajacych polaryzacji, np. wigzania sprz¢zone lub struktury
aromatyczne.

e Molekuty o ksztalcie raczej sferycznym, niz podtuznym
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o Wilasciwosci raczej zasadowe, niz kwasowe.

W uproszczeniu, czasteczki fatwo przechodzace przez BBB sg raczej mniejsze,
bardziej lipofilowe, bardziej sferyczne, maja mniej donoréw i akceptorow wigzan
wodorowych (N+O) i mniej formalnych tadunkéw, niz te, ktore bariery tej nie przekraczaja
[15,37-41].

Mimo ogromnego zainteresowania modelowaniem zdolnos$ci substancji do wnikania
do mézgu, dostepne zbiory danych z tego zakresu sg stosunkowo nieliczne. Opublikowane
prace dotycza zazwyczaj ograniczonej liczby przypadkdéw, wybranych sposrod ok. 300
substancji, dla ktorych dostepne sg dane ilosciowe logBB in vivo, pochodzace z réznych
zrodet 1 otrzymane réznymi technikami. Klasyfikacja jakosciowa, obejmujgca substancje,
ktorych wskazniki aktywnosci w OUN pozyskano r6znymi metodami obejmuje znacznie
wigksza grupe przypadkow (ponad 1500, a wg niektorych autoréw nawet ok. 14000
zwiazkow) [42, 43].

Badania in vivo, nawet niewielkiej grupy przypadkow, sa bardzo cenne dla wstepnych
analiz porownawczych w tworzeniu modeli przenikalno$ci in vitro. Analiza in vitro, nie
poddajaca si¢ ograniczeniom czasowym i ekonomicznym charakterystycznym dla badan in
vivo, moze by¢ stosowana do badania bardzo licznych przypadkoéw. Jesli wyniki
modelowania in vitro zostang potwierdzone za pomocg referencyjnej metody in vivo, metoda
in vitro pozwoli na wstepny wybor przypadkdw o potencjalnej aktywnos$ci biologicznej, lub
na ocen¢ mozliwych dziatan ubocznych badanej substancji czynne;j.

Zdolnos$¢ przenikania bariery krew-mozg moze by¢ miedzy innymi odzwierciedlona
przy pomocy danych z analizy chromatograficznej kolumnowe;j i cienkowarstwowej
(wspotczynnika retencji &, logk, Ry, Ru, czasu retencji #, objetosci retencji V). Dane te
uzyskuje si¢ przy pomocy chromatografii na przyktad w odwroéconym uktadzie faz (RP-18,
RP-8, na fazie stacjonarnej z modyfikacja amidow3a) oraz stosujagc chromatografi¢ z fazami
ruchomymi micelarnymi, mikroemulsyjnymi, a nawet chromatografi¢ wysalania (salting-out
chromatography) [44-52]. Technikg cieczowej chromatografii kolumnowej, szczegolnie
dobrze przystosowang do przewidywania zdolno$ci substancji do przekraczania barier
biologicznych, jest chromatografia na fazach stacjonarnych, zawierajacych fosfolipidy,
kowalencyjnie przytaczone na powierzchni zelu krzemionkowego, modyfikowanego grupami
aminopropylowymi — (Immobilised Artificial Membrane —1AM) (Rys. 2) [51-62]. Tak

zaprojektowane fazy stacjonarne stanowig dos¢ wierny odpowiednik strukturalny
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fosfolipidowej btony komorkowej (Rys. 3). Zastosowania chromatografii IAM do
przewidywania wlasciwosci fizykochemicznych i modelowania procesow wchtaniania i
dystrybucji lekéw opisatam, analizujac jednocze$nie nowe trendy i1 perspektywy w tej

dziedzinie, w publikacji [P-3].

Rys. 2. Struktura typowych faz stacjonarnych IAM
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Rys. 3. Faza IAM jako substytut blony biologicznej
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Chromatografia kolumnowa IAM (na dostgpnych handlowo fazach stacjonarnych,
zawierajacych fosfolipidy zwigzane kowalencyjnie, oraz — w mniejszym stopniu — na fazach
RP-18 Iub RP-8 impregnowanych fosfolipidami) stosowana jest szeroko do oceny
wlasciwosci lipofilowych 1 hydrofobowych czasteczki. Podobnie, jak w przypadku
omawianej wczesniej chromatografii cienkowarstwowej w odwroconym uktadzie faz, w celu
uzyskania najwigkszego podobienstwa migdzy warunkami eksperymentu
chromatograficznego a interakcjami analit-blona biologiczna in vivo nalezatoby postugiwaé
si¢ danymi chromatograficznymi uzyskanymi dla fazy ruchomej catkowicie wodnej o
fizjologicznym pH (k,) lub, w ostatecznosci, fazy wodnej o niewielkim dodatku
modyfikatora organicznego (np. 10%) [63]. Jednak w wielu sytuacjach, gdy czasy retencji

substancji z takimi fazami ruchomymi sg zdecydowanie zbyt diugie, stosuje si¢ wigksze,
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zmienne dodatki modyfikatorow organicznych i1 uzyskuje warto$¢ k, na drodze ekstrapolacji
[10, 11] (réwnanie (4)), ewentualnie stosuje si¢ technike chromatografii z gradientem sktadu
fazy ruchomej (rownanie (5)).

logk=S¢ +logky (4)

CHI = At +B Q) [64]

Zarowno logk,, otrzymany za pomoca rownania (4), ¢, (zawartos¢ modyfikatora
organicznego w fazie ruchomej, przy ktorej stezenia analitu w fazie ruchomej 1 stacjonarnej
sa rowne, rownanie (4) [65]) jak i chromatograficzny indeks hydrofobowosci CHI (réwnanie
(5)) daja uzyteczne skale lipofilowosci, alternatywne w stosunku do logP,. [66].

Parametry chromatograficzne, uzyskiwane w chromatografii IAM, powigzane sg z
innymi miarami biodost¢pnosci in vitro — wspdiczynnikiem podziatu woda - liposomy [67,
68] oraz dla linii komoérkowych Caco-2 [69, 70]. Stanowig takze uzyteczne dane, powalajace,
oprdcz zdolnos$ci do przenikania bariery krew-mdzg prognozowaé wlasciwosci biologiczne
substancji takie, jak:

e wechtanianie z przewodu pokarmowego [69-77]

e objetos¢ dystrybucji [78, 79]

e zdolnos$¢ do wigzania z biatkami [80, 86]

e zdolnos¢ do przekraczania bariery skérnej [82-85]

e toksyczno$¢, w szczegdlnosci w stosunku do organizméw wodnych [81, 84]

Chromatografia na wspotczesnie stosowanych fazach stacjonarnych IAM ma wiele
zalet, ale nie jest oczywiscie w stanie odzwierciedli¢ wszystkich zjawisk transportu i
oddziatywan czasteczki z btonami komérkowymi. Biorac pod uwage wzrastajace znaczenie
modeli opartych na danych chromatograficznych w potaczeniu z obliczanymi deskryptorami
molekularnymi mozna uzna¢, ze znaczenie tego rodzaju chromatografii w badaniach
ADMET bedzie wzrasta¢ [87, 88]. Mozna takze spodziewaé sie, ze prognozowanie
przenikalnosci substancji przez barier¢ krew-mozg z pewnos$cig stanowi¢ bedzie bardzo
wazny obszar jej zastosowania [P-3].

W prowadzonych wspotczesnie badaniach zdolnos$ci przenikania BBB bardzo
rozpowszechnione jest podejscie obliczeniowe. Znane s3 roézne sposoby ustalania
biodostgpnosci — zasady praktyczne wynikajace z doswiadczenia (,,rules of thumb”’); metoda
klasyfikacji; metody oparte na ustalaniu iloSciowej zaleznosci pomigdzy strukturg

a dziataniem badanych przypadkow (QSAR); wspomniane juz podej$cie praktyczne, oparte
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na wskazaniu korzystnych dla przenikania przez BBB wartosci parametrow
fizykochemicznych [15, 37-41, 89-91].

Zwiazki o szkielecie pochodnych benzodiazepiny (BDZ) stanowig bardzo liczng
grupe substancji aktywnych biologicznie. Ogromne zainteresowanie budzi wielkie
zrdznicowanie dziatania farmakologicznego tych pochodnych. Podstawowym kierunkiem ich
dzialania jest efekt anksjolityczny pochodnych 1,4-benzodiazepiny, zwigzany z receptorem
benzodiazepinowym (GABA.,). Doniesienia bibliograficzne udowadniajg jednak kilkanascie
innych kierunkow dziatania pochodnych o tym szkielecie podstawowym [P-4]. W badaniach,
prowadzonych w Zaktadzie Chemii Analitycznej UM w Lodzi i bedacych podstawa pracy
doktorskiej dr Piotra Wtodno zatozono, ze zréznicowanie dziatania BDZ moze wynika¢ z ich
biodostepnosci, szczegdlnie w stosunku do OUN. Taka biodostepno$¢ zwigzana jest ze
zdolnoS$cig przenikania bariery krew-mozg. Porbwnawcza analiza zalezno$ci dziatania ponad
200 pochodnych BDZ, od ich struktury 1 wilasciwosci fizykochemicznych, zostata
przeprowadzona w oparciu o zasady praktyczne i ustalong charakterystyke przenikania
bariery krew-mozg. W rozwazaniach przyjeto rowniez dwie miary obliczeniowe zdolnosci
tego przenikania — logBB (B 1 B2) [P-4], obliczane z zastosowaniem roznych deskryptorow
molekularnych wg wzorow (6) i (7):

B (log BB=0,139 + 0,152 log P—0,0148 PSA (6) [15]
B2 (log BB =0,547 - 0,016 PS4 @) [92]

Wartos¢ prognostyczna przenikania BBB — B/ 1 B2 — zostala potwierdzona analizg
wieloczynnikowej regresji liniowej (Multiple Linear Regression — MLR), co pozwolilo na
dalsze badania z zastosowaniem tych deskryptorow. Parametry fizykochemiczne badanych
pochodnych BDZ, ktére odegraly wazng role w analizie QSAR, zostaly nastgpnie
zastosowane w analizie funkcji dyskryminacyjnej (Discriminant Function Analysis — DFA).
Funkcje dyskryminacyjne catkowicie rozdzielity cztery grupy pochodnych BDZ: A — zwiazki
antyarytmiczne, H — nienukleozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy HIV-1, G —
zwiazki z powinowactwem do receptora GABA 1 C — antagoni$ci cholecystokininy, ktorych
dzialanie powiazane jest z biodostgpnoscia w OUN. Wsrod 211 zwigzkow odnotowano tylko

5 blednie przyporzadkowanych do, ustalonych a priori, grup dziatania [P-4] (Rys. 4).
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Rys. 4. Pochodne BDZ o r6znych kierunkach aktywnosci biologiczne;j

Root 2

. .
oO>IT

Opisany powyzej temat zostat pdzniej, z moim udziatem, uzupetniony, dopracowany pod
wzgledem obliczeniowym (poszerzona walidacja) 1 opublikowany w postaci pracy [P-4].
Badania te byly dla mnie inspiracjg 1 poczatkiem dalszych do§wiadczen nad stworzeniem
uniwersalnego modelu analitycznego, pomocnego w przewidywaniu zdolnos$ci przenikania
zwigzkéw chemicznych przez bariere krew-moézg. Uzyskany tu bardzo dobry wynik analizy
QSAR i SAR dotyczyl znaczacej liczby (211) przypadkow badanych i byt potwierdzony
grupg zewnetrzng 38 przypadkéw walidujgcych. Wszystkie poddane analizie zwigzki
nalezaly jednak do grupy pochodnych BDZ. Zostaly tez zgromadzone w celu wyjasnienia
znacznego zroznicowania dzialania biologicznego zwiazkéw o podobnej budowie. Powstate
modele matematyczne nie mogly by¢ wiec uznane za uniwersalne narzedzie przewidywania
zdolnosci przenikania BBB przez zwiazki o innej budowie. Analiza zwigzkow chemicznych
0 znacznym zrdéznicowaniu strukturalnym i1 wykazujacych rézne dziatanie biologiczne lub
jego brak, wydawata mi si¢ bardzo interesujaca. Pragnetam rowniez zwigkszy¢ wiarygodnos¢
fatwych do ustalenia wskaznikéw przenikania BBB — obliczeniowych logBB i potwierdzi¢
warto$¢ analizy przez uzycie wynikéw metody referencyjnej — badan in vivo, pozyskanych
z prac innych autorow.

Dla konstruowania uniwersalnych metod badania substancji czynnych, konieczne
wydaje si¢ tez uwzglednienie ich zachowania w, choéby czeéciowo, odtworzonych
warunkach fizjologicznych. Takie mozliwosci daje zastosowanie analizy chromatograficzne;]
z uzyciem fazy ruchomej, tworzacej fizjologiczne (krew) $rodowisko o pH 7,4 i fazy
stacjonarnej, umozliwiajacej badanie zwigzkow w jak najszerszym zakresie struktur i
wlasciwosci. Metody uniwersalne powinny by¢ szybkie, nawet w przypadku badania
licznych zwigzkéw, tanie, dostepne 1 proste w realizacji. Takie warunki spehia

chromatografia cienkowarstwowa. Najcze$cie] uzywana, dostepng i skuteczng w szerokim
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zakresie zmienno$ci strukturalnej analitow, jest stosowana przeze mnie wczesniej] W
badaniach nad lipofilowoscig [P-2] chromatografia z odwroconym uktadem faz — RP-18
TLC. Stabilny skfad fazy ruchomej pozwala na poréwnanie zachowania roznych zwigzkow w
tych samych warunkach. Potwierdzenie jakosci uzyskiwanych chromatograméw, precyzyjne
poréwnanie chromatografowanych zwigzkow oraz tatwa archiwizacj¢ wynikoOw zapewnia
zastosowanie fotodensytometii.

Na tej podstawie zaplanowalam 1 przeprowadzitam badania stuzace ustaleniu
warunkoéw doswiadczenia chromatograficznego RP-18 TLC, ktére pozwolitloby zwigkszy¢
wiarygodno$¢ analizy QSAR w przewidywaniu biodostgpnosci lekow oraz innych zwigzkow
chemicznych do osrodkowego uktadu nerwowego.

Poczatkowo przeprowadzitam doswiadczenie [P-5], dotyczace badania skutecznosci
metody, opartej na modelu chromatograficznym RP-18 TLC, w stosunku do grupy lekow
aktywnych w OUN. Zastosowano mieszanin¢ acetonitryl-bufor fosforanowy (pH 7,4) 70:30
(v/v), jako faze¢ ruchomg. Analiza densytometryczna byta prowadzona przy pomocy wigzki
promieniowania UV o dlugosciach fal z zakresu 200-300 nm. W do$wiadczeniu zbadano 34
leki o zréznicowanej budowie chemicznej. Zgromadzono ilosciowe dane literaturowe
o zdolnos$ci przenikania BBB, pochodzace z badan in vivo, opisanych przez innych autoréw
[93]. Dane ustalone w cytowanym doswiadczeniu in vivo (jako BBvivo) zastosowano dla 24
badanych przypadkéw, jako wyniki metody referencyjnej. Zgromadzono réwniez dane, o
charakterze dychotomicznym — OUN+ i OUN-, dla wszystkich 34 przypadkéw. Dane te
pochodzity z bazy danych o lekach DrugBank [94]. Grupa 10 lekéw, dla ktorych nie
przedstawiono wartosci BBvivo, bylta przewidziana do badania wiarygodno$ci wskaznikow
obliczeniowych logBB — Bl 1 B2 oraz jako grupa zewnetrza do walidacji wynikow DFA,
przeprowadzonej w grupie 24 zwiazkdéw zbadanych in vivo. Zwiazki z grupy walidacyjnej
zostaly dobrane tak, aby 5 z nich reprezentowalo cech¢ OUN- i 5 cechg OUN+. Wszystkie
zastosowane w do$wiadczeniu zwigzki zostaly opisane obliczonymi, po optymalizacji
geometrycznej, parametrami fizykochemicznymi. Uzyto programéw obliczeniowych
HyperChem [95] 1 ACD/Lab [96]. Uzyskane dane poddano analizie chemometrycznej. W
pierwszej kolejnosci wykonano analize wielorakiej regresji liniowej — (Multiple Linear
Regression, MLR), w celu ustalenia korelacji trzech wskaznikéw przenikania BBB i danych
chromatograficznych dla 24 zwigzkow. Zmienne zalezne: BBvivo, Bl 1 B2 wykazaly istotng

statystycznie korelacj¢ z danymi chromatograficznymi (odpowiednio: R = 0,66; R = 0,65 1 R
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= 0,91). Wskaznik B2 byl wigc najsilniej skorelowany ze zmiennymi RP-18 TLC. Ustalono
réwniez powigzanie pomi¢dzy BBvivo i parametrami obliczeniowymi na poziomie R = 0,48
dla BBvivo/B1 1 R = 0,72 dla BBvivo/B2. Na tej podstawie zdecydowano o zastosowaniu w
nastepnych analizach tylko zmiennej B2. Analiza MLR, wykonana metoda krokowa
postepujaca, z udzialem zmiennych fizykochemicznych, wprowadzita do modelu dziatania
BBvivo (24 zw.) kolejno: logD — wspotczynnik dystrybucji i B2 (R = 0,83). Nastepnie
wykonano MLR z udzialem  wszystkich  zmiennych  fizykochemicznych 1
chromatograficznych. W modelu pojawity sie kolejno zmienne: B2, wspodtczynnik
zatrzymania — Ry, wspotczynnik zatrzymania modyfikowany polarnym polem powierzchni
analitu — R/PSA 1 logD. Uzyskano korelacj¢ na poziomie R = 0,92. Dla tej samej grupy
zwigzkow wykonano analogicznie analiz¢ MLR ze zmienng zalezng B2. Spos$rod zmiennych
fizykochemicznych analiza krokowa wprowadzita kolejno: liczbe akceptorow wigzan
wodorowych (HA), liczb¢ donoréw wigzan wodorowych (HD) oraz moment dipolowy (DM).
Uzyskano wspotczynnik korelacji R = 0,93. Analiza krokowa MLR ze wszystkich zmiennych
wprowadzita kolejno: HA, HD, DM, R/PSA i R, Uzyskano wspotczynnik korelacji R = 0,96.
Wszystkie uzyskane modele regresji byly pomys$lnie walidowane metodami walidacji
krzyzowej LOO (leave-one-out) i LMO (leave-many-out) [P-5]. Jak wida¢, zmienne
niezalezne o charakterze doswiadczalnym 1 obliczeniowym (dane fizykochemiczne)
wzajemnie poprawiajg wynik analizy.

Mozliwo$¢ stosowana obliczeniowego parametru B2, zamiast trudnego do ustalenia
BBvivo, badano w grupie wszystkich 34 przypadkéw. Analiza MLR wykazata korelacje
zmiennej zaleznej B2 z danymi chromatograficznymi na, wyzszym niz dla n = 24, poziomie
R = 0,83. W potaczeniu z whasciwosciami fizykochemicznymi, powstaly model z udziatem:
HA, HD 1 R/PSA, wyjasnia 95% wariancji catkowitej B2 (R = 0,98).

Nalezy podkres$li¢, ze wszystkie zmienne o charakterze fizykochemicznym, ktore
znalazty si¢ w sktadzie modeli matematycznych MLR, dla zmiennych zaleznych BBvivo i B2,
nalezg do grupy tradycyjne zwigzanej z przenikaniem BBB — logD, HD, HA oraz DM, co
potwierdza wyniki poprzedniego badania [P-4].

Dla wszystkich zmiennych, wskazanych modelami MLR, przeprowadzono analizg
funkcji dyskryminacyjnej DFA, metoda krokowa postepujaca (zmienna kodujaca — 0 dla
OUN- oraz 1 dla OUN+). Pierwsza zmienng dyskryminujagcg wprowadzong do modelu byt
logBB — B2, druga R/PSA 1 trzecia R, Macierz klasyfikacji powstalych modeli wykazata
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100% dyskryminacj¢ badanych przypadkow, na ustalone a priori grupy OUN+ i OUN-. W
celu potwierdzenia warto$ci tej analizy, wprowadzono dodatkowo walidacje przy pomocy
zewngtrznej grupy testowej (odpowiednio 5 przypadkow OUN- 1 5 OUN+). Uzywajac
ustalonych funkceji klasyfikacyjnych, obliczono dla tych przypadkéw odpowiednie warto$ci.
Wigksza warto§¢ wyliczona dla funkcji OUN- lub OUN+ wskazuje przynalezno$¢ do grupy
zdefiniowanej ta funkcja. Wszystkie zwiazki grupy testowej zostaly przypisane do
wiasciwych grup OUN+/-.

Zmienne niezalezne, wytonione w analizie MLR, zastosowano takze w badaniu DFA
dla 34 przypadkéw. Zmiennymi dyskryminujagcymi byly, jak poprzednio, B2 1 R/PSA.
Macierz klasyfikacji uzyskana w tej analizie przedstawia catkowity odsetek prawidlowo
sklasyfikowanych przypadkéw réwny 97,1%. Wykonano walidacj¢ krzyzowa tego modelu,
ktorej macierz wykazuje wyzsze prawdopodobienstwo witasciwej klasyfikacji (100%), niz
prawdopodobienstwo a posteriori.

Dla podkreslenia warto$ci diagnostycznej 1 rdznicy wartoSci parametrow
decydujacych o zdolnosci pokonywania BBB, przeprowadzono tez analiz¢ skupien (Cluster
Analysis — CA) metoda k-érednich. Srednie najwazniejszych deskryptorow: HD, HA, R
R/PSA 1 B2 wyraznie roznig si¢ dla grup OUN+ 1 OUN- (warto$ci przypisane odpowiednio: 1
i 0). Jedynie parametr DM, ktéry nie znalazt si¢ ostatecznie wsrod zmiennych
dyskryminujgcych DFA (analiza metoda krokowa), wykazuje te samg warto$¢ $Sredniej dla
obu grup [P-5].

Przedstawione powyzej doswiadczenia [P-5] wykazaly $cisty zwigzek danych
chromatograficznych RP-18 TLC (w ustalonych warunkach, definiujacych model
analityczny) z biodostepnoscia leku w OUN 1 potwierdzity warto$¢ obliczeniowych
parametréw logBB — Bl oraz B2. W potaczeniu z obserwacja danych fizykochemicznych
i analizg chemometryczng ustalono modele matematyczne, uzyteczne w przewidywaniu
zdolnosci przekraczania bariery krew-mozg. Przenikanie BBB moze by¢ prognozowane
rowniez bez dostepu do wynikow badan in vivo (BBvivo). Wykorzystywane analizy: MLR
1 DFA wylonily grupe parametréw fizykochemicznych i chromatograficznych, waznych dla
biodostepnosci lekéw do OUN. Zastosowanie CA podkreslito zréznicowanie ich $rednich
wartosci w grupach OUN+ i OUN-. Badania te dotyczyly lekow, w wigkszosci aktywnych
w OUN [P-5].
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Prawdziwie skuteczny model analityczny powinien znalez¢ zastosowanie rowniez
w badaniu grup zwigzkéw o catkowicie innych wlasciwosciach, na przyktad w celu
potwierdzenia braku ich dostepu do OUN. Do substancji, ktérych dostep do OUN jest
niepozadany, nalezg m.in. sktadniki preparatéw naskornych, ktore wykazywaé powinny
dziatanie miejscowe w naskorku lub na powierzchni wlosa. Niestety jednak, niektére ze
stosowanych wspotczesnie np. surowcow kosmetycznych nie tylko przekraczaja bariere
skory, ale wulegaja akumulacji w tkankach lub podlegaja réznorodnym procesom
metabolicznym. Do zwigzkéw takich naleza m.in. substancje promieniochronne, stosowane
we wspolczesnych formulacjach kosmetycznych. Skutki uboczne ich stosowania moga
przejawia¢ si¢ na przyktad w dzialaniu endokrynnym u ssakdow. Do$¢ szeroko badano takze
ich zdolno$¢ do wptywania na procesy reprodukcyjne ryb oraz wymieranie raf koralowych.
Stwierdzono rowniez, ze substancje promieniochronne moga ulega¢ przemianom
chemicznym w wodzie chlorowanej, dajac chlorowcopochodne o wigkszym stopniu
szkodliwo$ci, niz struktury macierzyste [16, 17, 97-112]. W literaturze nie odnotowano
natomiast danych na temat mozliwosci (ani tez braku mozliwos$ci) przekraczania przez nie
bariery krew-mozg w przypadku, gdy po przeniknigciu bariery skornej trafig do krwioobiegu.
Biorac pod uwagg lipofilowos$¢ niektorych czgsto uzywanych filtrow UV i1 konserwantow [P-
2], sprzyjajaca przekraczaniu barier biologicznych, niebezpieczenstwo takie wcale nie jest
wykluczone. Uznalam zatem za celowe zbadanie wybranych substancji promieniochronnych
1 konserwantow pod katem ich biodostepnosci w OUN, przy pomocy opracowanych
wczesniej modeli matematycznych [P-5] a wyniki badan przedstawitam w pracy [P-6].

Przeprowadzono wszystkie doswiadczenia chromatograficzne oraz obliczenia in
silico z zachowaniem warunkow ustalonych wczes$niej 1 z zastosowaniem wskazanych
parametréw. Zgromadzono w tym celu probki 18 zwigzkow chemicznych funkcjonujacych w
recepturze kosmetycznej 1 farmaceutycznej, jako substancje promieniochronne i
konserwujace [P-6]. Zwiazki te stanowily podstawowa grupe badawcza i mogty by¢ poddane
analizie chromatograficznej (RP-18 TLC) z zastosowaniem ustalonego modelu analitycznego
przenikania BBB [P-5]. Dodatkowo wprowadzono do analizy 9 zwigzkow chemicznych
o znanej strukturze. Postuzyly one jako grupa przypadkow badanych funkcjami
klasyfikacyjnymi, opisanymi tylko zmienng dyskryminujaca B2 (rownania (8) i (9))
1 zaproponowanymi w analizie DF dla grupy zwiazkéw o znanych OUN+ 1 OUN- [P-5].

Zwiazki te badano tez w poszerzonej analizie MLR, opartej tylko na wskaznikach B/ 1 B2.
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Doswiadczenie bylo, w zalozeniu, dowodem skutecznosci dzialania, ustalonych wcze$niej
[P-5], narzedzi do przewidywania biodostgpnosci w OUN przy minimalnym dostgpie do
danych doswiadczalnych, a nawet wobec braku probek zwigzkow analizowanych. W tym
przypadku nawet oczekiwane wskazniki OUN+/- byly tylko logicznym domniemaniem.

Przeprowadzono analiz¢ MLR dla obliczeniowych wskaznikéw przenikania BBB —
Bl i B2, jako zmiennych zaleznych. Wskazniki przenikania poréwnywano z danymi
chromatograficznymi uzyskanymi dla 18 zwigzkow. Analiza wykazala silng zaleznos¢ (R =
0,91, n=18)1 (R =0,87, n = 18) odpowiednio ze zmiennymi B/ i B2. Oba modele zawieraja
istotne statystycznie zmienne — R, 1 R/PSA. Analiza zaleznosci B/ 1 B2 od
fizykochemicznych zmiennych niezaleznych, obliczonych dla 18 zwigzkéw, wykazata istotne
korelacje z tymi samymi deskryptorami: HA4, miarg pola powierzchni czasteczki — S, 1 DM.
Wspoétczynnik korelacji dla B/ wynosit R = 0,98 (n = 18) i dla B2 R = 0,95 (n = 18).
Parametry uzyte w obu modelach s3 tradycyjnie zwigzane z mozliwoscig pokonywania BBB
[113]. Potaczenie parametrow fizykochemicznych i chromatograficznych w  kolejnej
krokowej analizie MLR 18 zwigzkow 1 zmiennych zaleznych B/ 1 B2 spowodowato
wprowadzenie do obu modeli zmiennych: HA4, S,, DM i R/PSA. Wspotczynnik korelacji dla
B1 wynosil ponownie R = 0,98 (n = 18), za$ dla B2 wzrést do R = 0,96 (n = 18). Powstate
modele thumaczg 93-96% calkowitej zmiennosci obliczeniowych wskaznikéw przenikania
BBB. Wszystkie modele MLR zostalty potwierdzone analizg walidacji krzyzowej LOO 1
LMO [P-6].

Analiza MLR przenikania bariery krew-moézg, oparta na obliczonych danych
fizykochemicznych, zostata rowniez przeprowadzona dla calej grupy 27 zwigzkéw. Badanie
zmiennej zaleznej Bl metodg krokowa wprowadzito do modelu trzy zmienne: HA, DM
1logD. Te same zmienne znalazty si¢ w modelu zmiennej zaleznej B2. Bardzo podobny byt
réwniez wynik w postaci wspotczynnika korelacji (R = 0,95) dla B/ i dla B2. Oba modele
zostaly pomyslnie potwierdzone walidacja krzyzowa [P-6].

Typowa analiza funkcji dyskryminacyjnej nie mogta by¢ przeprowadzona, z powodu
braku dostgpnych informacji o zdolnos$ci przenikania 27 badanych przypadkow przez BBB.
Poniewaz jednak ich stosowanie w preparatach farmaceutycznych i kosmetycznych powinno
by¢ oparte na bezpiecznym braku dostepu do OUN, przyjeto oczekiwang charakterystyke
wszystkich przypadkow, jako OUN-. Zastosowano funkcje klasyfikacyjne (uzyskane

w poprzednim do$wiadczeniu [P-5]) z DFA dla 24 zwigzkéw z oznaczonym BBvivo i znanej
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zmiennej dychotomicznej OUN+/-. Funkcje te powstaly na bazie zmiennych
dyskryminujacych, ustalonych dla przypadkéw, w wigkszosci posiadajacych charakterystyke
OUN+. Z funkcji klasyfikacyjnych trzech wczesniejszych modeli DFA, przedstawionych
jako rownania (8)-(13), obliczono warto$ci liczbowe. Podstawiono warto$ci zmiennych
dyskryminujacych aktualnie badanej grupy. Modele zbudowane s3 z parametru
obliczeniowego B2 i parametrow chromatograficznych R, oraz R/PSA. 18 zwigzkéw mogto
by¢ wprowadzonych do wszystkich trzech modeli, zas 9 zwigzkow mogto zosta¢ zbadanych
tylko rownaniem (8) i (9) (brak danych chromatograficznych). Najprostszy model, z jedna
zmienng dyskryminujaca — B2 (rownania (8), (9)) przypisal 5 przypadkow z 27 do grupy
OUN+.

CNS—=-7.92822 B2 — 5.68942 8

CNS+=3.741167 B2 — 0.800563  (9)

Klasyfikacja 18 zwigzkéw, oparta na roéwnaniach (10) i (11) ze zmiennymi
dyskryminujacymi B2 i R/PSA, wykazata 3 przypadki sklasyfikowane jako OUN+.
CNS—=-10.8254 B2 +3.2154 R/PSA — 6.3785 (10)

CNS+=15.32916 B2 — 1.76240 R/PSA — 1.00757 (11)

Zastosowanie réwnan (12) i (13), ze zmiennymi B2, R/PSA i1 R;, przypisuje tylko 1 z 18
przypadkéw do grupy OUN+.

CNS—=-11.0097 B2 +3.3794 R/PSA — 0.1001 R — 6.3790 (12)

CNS+=14.8311 B2 — 10.2176 R/PSA + 5.1625 Ry — 2.5181 (13)

Uzyskany wynik uznano za pozytywny. Potwierdzit on mozliwe wzgledne
bezpieczenstwo stosowania badanych zwigzkéw promieniochronnych i konserwujacych
poprzez brak dostepu do OUN. Waznym wnioskiem jest potwierdzenie uniwersalnego
charakteru 1 skutecznos$ci funkcji klasyfikacyjnych przedstawionych wczesniej [P-5] do
przewidywania mozliwo$ci przenikania BBB. Przewidywanie to jest mozliwe dla zwigzkow
dostepnych w bardzo matych ilo$ciach, wystarczajacych do zastosowania modelu
chromatograficznego, a nawet dla niedostgpnych w postaci probek. Wynik potwierdza tez
mozliwo$¢ oceny przypadkéw o innych wiasciwosciach (OUN-), tym samym algorytmem.

Badania poswigcone grupie substancji promieniochronnych i pomocniczych,
stosowanych w recepturze kosmetycznej i farmaceutycznej, udowodnily skutecznosé
przedstawionego chromatograficznego modelu analitycznego (RP-18 TLC). Dane

chromatograficzne s zalezne od parametréw, opisujacych przenikanie zwigzkéw do mézgu.
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Odregbno$¢ wilasciwosci 1 dzialania tej grupy zwiazkow potwierdzita uniwersalny charakter
zaprezentowanego modelu analitycznego. Korelacje danych chromatograficznych
z obliczeniowymi wskaznikami przenikania BBB (B, B2) sa duze i istotne statystycznie.
Korelacje te uzupetniajag zmienne fizykochemiczne zwigzane z przenikaniem BBB. Dzieki
potwierdzeniu  zdolno$ci  dyskryminujacych  wskaznika B2  oraz = parametrow
chromatograficznych, moga by¢ one stosowane do wstepnego przewidywania biodostepnosci
w OUN dla zwigzkow dostepnych w bardzo matych ilosciach, a nawet fizycznie
niedostepnych (np. planowane struktury). Model chromatograficzny 1 obliczeniowe
wskazniki logBB moga by¢ stosowane do badania zwigzkéw chemicznych o réznej budowie
[P-6] i dziataniu.

Dobre wyniki stosowania modelu analitycznego RP-18 TLC 1 modeli
matematycznych mogly czeSciowo wynika¢ z niewielkiej liczebno$ci badanych grup
przypadkéw [P-5, P-6] lub z ich podobiefistwa strukturalnego [P-4]. Konieczne bylo wigc
potwierdzenie skuteczno$ci modelu analitycznego 1 proponowanej metody badaniem duzej
grupy przypadkow o znacznym zrdéznicowaniu struktury 1 miejsca dziatania — potwierdzenie
uniwersalnosci strukturalnej, efektywnosci modelu 1 predykcyjnej wartosci metody. W tym
celu analizie poddano grupe 154 przypadkdéw o znacznej zmienno$ci strukturalnej i réznym
dziataniu [P-7]. Dla 46 przypadkéw zgromadzono dane z badania in vivo [93] — BBvivo, a dla
111 zwigzkow ustalono wskaznik OUN+/- [94]. Wszystkie 154 zwigzki opisano obliczonymi
parametrami fizykochemicznymi oraz uzyskanymi danymi chromatograficznymi w modelu
RP-18 TLC.

Analize rozpoczeto od grupy 46 zwigzkoéw z danymi BBvivo. Zbadano w tej grupie
korelacje parametrow chromatograficznych ze wszystkim wskaznikami przenikania BBB.
Podobnie, jak w poprzednich badaniach, najgorszy wynik uzyskano dla zmiennej BBvivo.
Wspodtezynnik korelacji wynosit tu zaledwie R = 0,38 (n = 46). Dla zmiennej B/ byl lepszy —
R = 0,44 (n = 46), a najwyzszy dla B2 — R = 0,67 (n = 46). Z tego powodu dalsze analizy
prowadzono zuzyciem B2, jako obliczeniowego wskaznika przenikania BBB. We
wszystkich modelach MLR z udziatem danych chromatograficznych znalazty si¢ zmienne Ry
1 R/PSA.

Badajac grupg 46 przypadkéw, wykonano tez analiz¢ krokowa MLR z uzyciem
wszystkich parametrow fizykochemicznych. Analiza dla zmiennej BBvivo wprowadza

kolejno: logD, energi¢ orbitalu HOMO — eH oraz DM i osigga wartos¢ R = 0,77. Analiza dla
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zmiennej B2, w tej samej grupie, wprowadza: HA, DM, HD, ale osiaga znaczacy
wspotczynnik korelacji R = 0,96 (n = 46). Rozszerzenie krokowej analizy MLR dla B2 w
grupie wszystkich 154 analizowanych przypadkow tylko nieznacznie obnizylo korelacje,
oparta na zmiennych: HA, HD, energii orbitalu LUMO — eL (R = 0,94 n = 154). Tak
nieznaczne zmniejszenie korelacji potwierdza uniwersalny charakter parametrow
fizykochemicznych opisujacych wskaznik B2.

Nastgpnie wprowadzono do analizy MLR zmienne fizykochemiczne tacznie z danymi
chromatograficznymi. Zarowno model matematyczny dla BBvivo, jak i1 dla B2 mialy teraz
lepsze parametry, a szczegdlnie wspdlczynnik korelacji. Dla BBvivo pojawily si¢ kolejno
zmienne: logD, HA, R;, eL, R/PSA i objetos¢ van der Waalsa V, R = 0,80 (n = 46). Dla B2
zmienne w modelu to: HA, HD, eH 1 R/PSA, R = 0,97 (n = 46). T¢ samg analiz¢ wskaznika
B2 przeprowadzono dla calej grupy przypadkow. Uzyskano rowniez dobry wynik R = 0,94 (n
= 154) wprowadzono zmienne: HA, HD, eH, eL, R; i R/PSA. Analiza MLR objasnia 90%
catkowitej zmienno$ci wskaznika B2.

Sprawdzono tez mozliwo$¢ wykorzystania modelu zaproponowanego wczesniej [P-
5], do ktorego zastosowano wyznaczone i obliczone zmienne: HA, HD i R/PSA (metoda
standardowg). Powstaly model matematyczny (R = 0,93, n = 154) tlumaczy roéwniez 90%
zmiennoS$ci B2, co jest bardzo dobrym wynikiem w badaniu grupy 154 przypadkéw o bardzo
zroéznicowanej strukturze 1 dziataniu. Procent objasnionej wariancji catkowitej B2 nie
zmienia si¢ w obu modelach MLR (n =46 in = 154).

Udowodniono w ten sposéb, ze:
e zwigkszenie grupy badanych przypadkoéw nie pogarsza wynikdéw analizy,
e wprowadzenie danych chromatograficznych do modelu zawsze korzystnie wptywa na
wynik,
e proste modele, proponowane wczesniej [P-5], sa odporne na zwigkszenie liczby
przypadkéw oraz na zmiang zakresu wariancji zmiennych niezaleznych.

W  pracy [P-7] przeprowadzono tez analiz¢ DF, ktora stworzyta funkcje
klasyfikacyjne dla obu zestawdw przypadkow, tych z ustalong zmienno$ciag BBvivo oraz dla
poszerzonej grupy. Niestety mozliwos¢ badania zostala ograniczona tacznie do 111
przypadkéw, dla ktorych zgromadzono zmienng dychotomiczng OUN+/-. W grupie
przypadkow badanych in vivo byta mozliwos¢ analizy 44 przypadkéw. Powstaty tu funkcje
klasyfikacyjne opisane zmiennymi dyskryminujacymi: B2, eL i R/PSA. Macierz klasyfikacji
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wykazala catkowity procent poprawnie sklasyfikowanych przypadkéw na poziomie 97,7%.
Uzyskane funkcje klasyfikacyjne byly potwierdzone walidacja krzyzowa, w ktérej uzyskano
identyczny wynik. Analiza DF wszystkich dostepnych 111 przypadkow wprowadzita do
modelu zmienne dyskryminujace: B2, eL, HA, logD 1 R/PSA 1 osiagneta wynik poprawnej
klasyfikacji na poziomie 91,9%. Walidacja krzyzowa wykazata 92,04% przypadkow
poprawnie przypisanych do grup OUN+/-.

Funkcje klasyfikacyjne dla analizy DF zostaty réwniez potwierdzone walidacjg grupy
zewnetrznej przypadkow. Dla rozdzialu grupy 44 zwiazkéw z BBvivo przeprowadzono
walidacj¢ przy pomocy 67 zwigzkow (tylko z danymi chromatograficznymi i B2) — 15 OUN-
1 52 OUN+. W wyniku walidacji: 6 z 15 zwigzkow OUN- i 2 z 52 OUN+ bylo blednie
sklasyfikowanych. tacznie 88,06% przypadkéw grupy zewnetrznej zostato poprawnie
ocenionych. Mozna uzna¢, ze potwierdza to wartos¢ DFA uzyskang w [P-7].

Zbadano réwniez skuteczno$¢ funkcji klasyfikacyjnych, uzyskanych w pracy [P-5]
i potwierdzonych w [P-6] ze zmiennymi dyskryminujacymi B2 i R/PSA. Badanie
prowadzono dla tych samych 67 przypadkéw. Wyniki badania funkcji klasyfikacyjnych
ustalonych w poprzednim DFA [P-5, P-6] wykazaty: 1 btednie przyporzadkowany przypadek
OUN- (15 badanych) i 7 btgdnie przyporzadkowanych przypadkéw OUN+ (52 przypadki).
Lacznie poprawnie przypisanych 88,06% przypadkow. Jest to bardzo dobry wynik,
w przypadku zastosowania do kolejnej juz grupy zwigzkow w liczbie 67 przypadkow.

Jak juz wspomniano, w chwili obecnej podstawowg technikg chromatograficzna,
stuzaca do nasladowania in vitro zjawisk ADME, zachodzacych w Zywych organizmach jest
chromatografia IAM [P-3]. Retencja na stosowanych w niej fazach stacjonarnych, dos¢
dobrze nasladujacych btony biologiczne, zalezy od wiasciwosci fizykochemicznych
substancji, odpowiedzialnych jednocze$nie za ich biodostepnos¢. Zachecona powodzeniem
podjetych wczedniej prob prognozowania przenikania przez barier¢ krew-moézg za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej RP-18 TLC [P-5, P-6, P-7], postanowitam zwr6ci¢ si¢ w
kierunku chromatografii kolumnowej, ale rowniez na fazie stacjonarnej RP-18, stanowigcej
ogromnie uproszczony, ale jak pokazaly wczesniejsze badania, zaskakujaco skuteczny model
przewidywania zdolno$ci przekraczania BBB. Opierajac si¢ na uzyskanych dotychczas
pozytywnych wynikach modelowania biodostepnosci w OUN, z zastosowaniem parametrow
R; 1 R/PSA (RP-18 TLC) zbadalam parametry retencji RP-18 HPLC logk 1 (logk)/PSA

w podobnej roli [P-8]. Analiza miala na celu poréwnanie modelu TLC i HPLC w tych
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samych warunkach uktadu i sktadu faz. Chcialam wskaza¢ najlepsza i uniwersalng metode
analityczng badania przenikania BBB za pomocg sorbentu RP-18.

Dane chromatograficzne, wykorzystane w przedstawionych [P-8] analizach uzyskano
na kolumnie LiChospher 100 RP-18 (5 um), stosujac faze¢ ruchoma o sktadzie acetonitryl-
bufor fosforanowy pH 7,4 (1:1 v/v), z szybko$cig przeplywu 1,0 mL-min" (substancje
wprowadzano w postaci roztwordw o stezeniu 1 mgmL' w metanolu, objetos¢
wprowadzanego roztworu — 1 pL). Badano korelacje mi¢dzy zdolnoscig analitéw do
przekraczania bariery krew-moézg mierzong in vivo (BBvivo) a danymi chromatograficznymi,
uzyskanymi w tak przeprowadzonych doswiadczeniach: logk i (logk)/PSA dla 110 zwigzkow.
Stwierdzono, ze korelacje te pozostajag na podobnym poziomie, jak pomigdzy BBvivo oraz
deskryptorami, uzyskanymi w wyniku chromatografii cienkowarstwowe R, and R/PSA (tzn.
objasniaja ok. 15% catkowitej zmiennosci BBvivo).

Analizowano takze korelacje miedzy parametrami chromatografii kolumnowej, a
stosowanym w poprzednich pracach [P-5, P-6, P-7] wspoiczynnikiem przenikalnosci przez
BBB — B2, uwzgledniajac 40 przypadkéw o znanej przenikalnosci BBvivo. Stwierdzono, ze
korelacja pomigdzy B2 i danymi chromatograficznymi logk i (logk)/PSA jest na poziomie
znaczgco nizszym, niz miato to miejsce w przypadku R, i R/PSA (R* = 0,44 [P-7]) i wyjasnia
tylko 10% zmiennosci calkowitej B2. W przypadku obliczanego wspolczynnika
przenikalnosci przez BBB (B2) mozliwa byla oczywiscie takze analiza jego korelacji z
parametrami chromatografii HPLC dla catej grupy 110 przypadkéw, jednak otrzymany
model, wyjasniajacy zaledwie ok. 20% zmiennosci B2, ponownie wskazal na przewage
chromatografii cienkowarstwowej, jako zrddta informacji o zdolnosci substancji do
przekraczania bariery krew-mozg (analogiczny model, oparty na chromatografii
cienkowarstwowej [P-7] objasnia ponad 30% zmiennosci B2 dla 154 przypadkow).

Analiza MLR, obejmujaca dane fizykochemiczne, zwigzane z biodostepnoscia w
OUN oraz dane chromatograficzne, potwierdzita zasadno$¢ taczenia parametrow
fizykochemicznych 1 chromatograficznych (HPLC na fazie stacjonarnej RP-18) w
modelowaniu przenikalno$ci przez barier¢ krew-mozg. Otrzymane modele matematyczne
objasniaty 70-96% catkowitej zmiennosci B2, jako biodostepnosci w OUN oraz wskazywaly
na wazng role deskryptoréw fizykochemicznych. Wprowadzenie w analizie krokowej MLR
danych chromatograficznych HPLC bez watpienia ukazuje ich zwiazek z BBvivo 1 B2, ale w

odréznieniu od chromatografii cienkowarstwowej (R/PSA) [P-5, P-6, P-7] nie potwierdzono

29



Anna Weronika Sobanska Zalgcznik 2 - Autoreferat

znaczenia modyfikacji danych chromatograficznych za pomoca parametru PS4, prowadzace;j
do wuzyskania parametru (logk)/PSA. Niemniej jednak, wprowadzenie parametru
chromatograficznego logk zwigksza wiarygodnos¢ modelu 1 poprawia jego statystyki - (15) w
porownaniu z (14).

BBvivo = 3.96(+ 1.15) + 0.26(% 0.06) logD — 0.02(= 0.06) HA — 0.13(%= 0.04) DM + 0.36(+
0.16) eH —0.22(+= 0.13) V' (14)
R=0.79 R* = 0.62, F(5,34) = 10.955 p <.00000, s = 0.52755 n = 40

BBvivo = 5.11(x 0.15) + 0.22(+ 0.06) log D + 0.02(= 0.06) HA — 0.13(x 0.04) DM + 0.48(+
0.16) eH + 0.34(= 0.13) logk— 0.32(£ 0.12) V' (15)
R=0.83 R*=0.68, F(6,33) = 11.864 p <.00000, s = 0.48697 n = 40

Parametr logk pojawia si¢ w kazdym modelu, korzystajacym z danych chromatograficznych,
natomiast (logk)/PSA albo nie jest w analizie krokowej wprowadzany, albo jego pojawienie
si¢ nie wptywa na poprawe¢ wyniku.

Analiza dyskryminacyjna, oparta na grupie przypadkéw o znanym wskazniku BBvivo,
pozwala na odréznienie substancji z grup OUN+ 1 OUN- ze 100% skuteczno$cig. Walidacja
rownan (16) i (17), definiujacych te grupy za pomoca 61 przypadkow bez znanej wartosci
BBvivo, ale o ustalonej biodostgpnosci OUN+/- znanej ze zrodet literaturowych, potwierdzita
ich przydatnos$¢ - zgodno$¢ klasyfikacji, uzyskanej na podstawie rownan (16) i (17) z danymi
literaturowymi wynosita 88%.

CNS-=3,17303 HD + 2,58165 DM + 1,83146 V' —1,22831 eH — 1,18040 logk —7,18797(16)
CNS+ =-0,5599 HD — 0,4555 DM — 0,3231 V' + 0,2167 eH + 0,2083 logk — 0.3272  (17)

Analiza dyskryminacyjna dla wszystkich 101 substancji o znanym parametrze
jakosciowym OUN+/- okazala si¢ skuteczna w 95% przypadkdw, potwierdzajac tym samym
przydatnos¢ modelu analitycznego, opartego na danych chromatograficznych RP-18 HPLC

w prognozowaniu przenikalnosci przez BBB.
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Koncowe poréwnanie skuteczno$ci predykcyjnej modeli RP-18 TLC i RP-18 HPLC
[P-8] wykazalo, ze chromatografia cienkowarstwowa RP-18 TLC wykazuje pewng przewage
nad RP-18 HPLC, w szczegoélnosci wynikajacag z istnienia parametru R/PSA, ktory
umozliwia rozroéznienie zwigzkéw przekraczajacych barier¢ krew-mozg i tych, ktoére jej nie
przekraczaja [P-7]. Nie potwierdzono skutecznego stosowania analogicznego parametru w
przypadku chromatografii kolumnowej, w badanych przeze mnie warunkach. Rownocze$nie
niski koszt, dostepnos$¢ i prostota wykonania eksperymentéw metoda TLC $wiadcza o

wiekszej przydatnos$ci tej metody w przewidywaniu biodostepnosci w OUN in vitro.

4.3.3. Podsumowanie
W wyniku przeprowadzonych prac, zrealizowatam wszystkie zamierzone cele.

Opracowania o charakterze przegladowym [P1, P3] pozwolity mi na analize
mozliwosci zastosowania $rodowiska chromatograficznego do modelowania wielu zjawisk
biologicznych, ktérym podlegaja leki w organizmie pacjenta. Prognozowanie przebiegu tych
zjawisk, od wielu lat, pozwala na poszerzanie zastosowan analizy in vitro 1 zwigkszanie
zakresu badan chemii medycznej (poszukiwania nowych substancji czynnych i optymalizacji
dziatania istniejacych lekéw). Modele chromatograficzne stosowane sg rowniez do ustalania
wiarygodnych miar niektorych wilasciwosci fizykochemicznych zwigzkow, decydujacych
o ich dzialaniu biologicznym.

Jednym z waznych parametrow, istotnie wptywajacym na wchtanianie i dystrybucje
leku, jest lipofilowo$¢. Znanych jest bardzo wiele metod jej wyznaczania, zwlaszcza
metodami podziatlowymi, oraz obliczania. Analiza porownawcza istniejacych i opracowanie
nowych metod chromatograficznego wyznaczania lipofilowosci niektorych sktadnikow
preparatéw leczniczych i kosmetycznych oraz porownanie ich z metodami obliczeniowymi
[P-2], pozwolily na ocen¢ mozliwosci przed wyborem wiarygodnej metody stosowanej
w pracy. Badania wykazaly, ze wyznaczanie lipofilowo$ci metodami chromatograficznymi
ma znaczne ograniczenia. Pracochtonne doswiadczenie nie jest réwniez uniwersalne
w stosunku do zréznicowanych strukturalnie analitow. Doswiadczenia te wykazaty
rownoczes$nie zbieznos¢ wynikOw zastosowania metod obliczeniowych wspdiczynnika
podziatu z wartoscig logP..,, wyznaczonego dla tych samych zwigzkéw. Dzigki temu,
decyzja o metodzie wustalenia lipofilowosci, ws$réd wielu innych parametrow

fizykochemicznych, dla duzej liczby przypadkéw o bardzo zréznicowanej strukturze, zapadta
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na korzy$¢ metod obliczeniowych. Wartosci logP, wyznaczone ta samg metoda dla
wszystkich zaplanowanych przypadkow w doswiadczeniu, pozwolily na obliczenie
wskaznika przenikania BBB — B/. Indywidualnie logP nie pojawit si¢ jednak w Zzadnym
powstatym modelu matematycznym, opisujacym to zjawisko.

Obserwowano rozne wskazniki przenikania BBB, pochodzace z badan in vivo
i obliczeniowe [P-4, P-5, P-6, P-7, P-8]. Na podstawie kolejnych analiz ustalono, ze
obliczeniowe parametry logBB maja wielkie znaczenie 1 s3 wiarygodne w badaniu lekow,
ktorych dziatanie zalezne jest od biodostepnosci w OUN. Ustalono, dla bardzo duzej liczby
zwigzkéw, kilka innych parametrow fizykochemicznych wyraZznie rozrdzniajacych leki
przenikajagce (OUN+) i nie przenikajace (OUN-) BBB. Parametry te nalezaly do znanych
wskaznikow potencjalnej zdolnosci pokonywania tej bariery ,,Reguta 5”.

W kolejnych do$wiadczeniach [P-5, P-6, P-7, P-8] zaplanowatam i przeprowadzitam
badania shuzace ustaleniu warunkéw doswiadczenia chromatograficznego RP-18, ktore
pozwalaja zwigkszy¢ wiarygodnos$¢ analizy QSAR w przewidywaniu biodostgpnosci lekow
oraz innych zwigzkéw chemicznych do osrodkowego uktadu nerwowego. Wybratam i
opracowatam grupy zwiazkéw przeznaczonych do badan: zwigzki dziatajace w OUN,
zwigzki nie przenikajagce BBB, liczne zwiazki dodatkowe o zroznicowanej strukturze.
Zgromadzitam dostgpne wyniki badan in vivo zdolno$ci przenikania BBB i ustalitam dane o
wlasciwosciach fizykochemicznych, wynikajacych ze struktury przestrzennej zwiazkow, po
optymalizacji geometrycznej. Ustalitam tez warunki do§wiadczen chromatograficznych, jako
podstawe modelu analitycznego przenikania BBB. Model ten oparty jest na warto$ciach
wspotczynnika zatrzymania R, uzyskanych w latwych do odtworzenia warunkach
chromatografii cienkowarstwowej na fazie stacjonarnej RP-18 F254s (Merck), z fazg
ruchomg acetonitryl-bufor fosforanowy pH 7,4 (Sigma-Aldrich) 70:30 (v/v). Stosowane
ptytki chromatograficzne przed naniesieniem badanych substancji pasazowano mieszaning
metanol-dichlorometan 1:1 (v/v) i pozostawiono do wyschnigcia w temperaturze pokojowe;j
(24 h). Plytki chromatograficzne rozwijano w komorach chromatograficznych pionowych,
wylozonych bibulg filtracyjng 1 nasycanych parami fazy ruchomej przez 20 min. Substancje
nanoszono w postaci roztworéw w metanolu (1 pg uL™, objeto$¢ nanoszenia 1 uL), w
odlegtosci 15 mm od dolnej krawedzi ptytki, w odstgpach 8 mm; ptytki rozwijano do

wysokosci 95 mm.
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Na podstawie doswiadczenia [P-5] wykazatam S$cisty zwigzek danych
chromatograficznych RP-18 TLC, w ustalonych warunkach, definiujacych model
analityczny, z biodostgpnoscia leku w OUN 1 potwierdzitam warto$¢ obliczeniowych
parametréw logBB — Bl oraz B2. W potaczeniu z obserwacja danych fizykochemicznych 1
analiza chemometryczng ustalono modele matematyczne, uzyteczne w przewidywaniu
zdolno$ci przekraczania bariery krew-moézg. W badaniach lekéw dziatajacych w OUN,
przenikanie BBB moze by¢ prognozowane rowniez bez dostepu do wynikéw badan in vivo
(BBvivo). Wykorzystywane analizy: MLR 1 DFA wylonily grupge parametrow
fizykochemicznych 1 chromatograficznych, waznych dla biodostgpnosci lekéw do OUN.
Parametry fizykochemiczne nalezaly do znanych wskaznikow potencjalnej zdolnosci
pokonywania tej bariery (,,Regula 5), co potwierdzito wnioski z poprzedniej pracy [P-4].
Zastosowanie CA podkresla zroznicowanie ich srednich warto$ci w grupach OUN+ i OUN-

(Rys. 5).

Rys. 5. Srednie warto$ci 6 deskryptorow w analizie skupieh OUN+ i OUN- (metoda k-
srednich)

means of 6 descriptors for clasters CNS+ and CNS-
25

2.0

CNS+/- HD HA Rf Rf/IPSA DM B2
* Hens+
variables - CNS-

Badania te dotyczyty lekow, w wigkszo$ci aktywnych w OUN [P-5].
Na podstawie doswiadczen [P-5, P-6, P-7] wykazalam przydatnosci zaproponowanej
metodologii przewidywania zdolnosci przekraczania bariery krew-mozg na przyktadzie:
- zwigzkdbw o udowodnionej biodostgpnosci do OUN (leki dzialajace w os$rodkowym
uktadzie nerwowym) [P-5],
- zwigzkow nie przenikajacych BBB (sktadniki preparatéw o dziataniu naskornym — zwiazki

promieniochronne 1 konserwanty) [P-6],
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- duzej grupy analitéw o zrdznicowanej budowie chemicznej i dziataniu biologicznym [P-7].

Zdefiniowany model analityczny jest uniwersalny pod wzgledem mozliwosci badania
analitbw o znacznej zmiennosci strukturalnej, dla ktorych moze stuzy¢ do przewidywania
zdolnos$ci przenikania bariery krew-moézg. Zwraca w nim uwage powtarzajaca si¢ obecnosé
zmiennej R/PSA we wszystkich analizach statystycznych [P-5, P-6, P-7], jako waZnego
parametru opisujacego przenikanic BBB.

Istnieje wiele parametréw uproszczonego przewidywania mozliwosci przenikania
lekow do OUN. Deskryptory molekularne, opisujace wiasciwosci fizykochemiczne
zgromadzone w grupie nazywanej ,,Reguly 57 ustalono na podstawie badania tysigcy
zwigzkow [113]. Okreslaja one przyblizone zakresy wartosci ilosciowych dla
poszczegbdlnych parametrow, ktore zwickszajg prawdopodobienstwo dystrybucji przez BBB.
Skomplikowane schematy oddziatywan leku z barierg krew-moézg in vivo powoduja
rozbiezno$ci wynikéw zastosowania tych zasad. Liczne sorpcje i desorpcje leku na drodze
wchlaniania i dystrybucji poglebiaja te roznice. Badanie struktury i1 wlasciwos$ci
fizykochemicznych, wynikajacych z budowy zwigzku, jest kluczowe, jednak zwykle
niewystarczajace do ilosciowego opisania efektu dystrybucji.

Wszystkie parametry, proponowane w grupie ,,Regula 57, posiadaja stosunkowo
waskie zakresy wartosci skuteczne dla przenikania BBB (OUN+). Poszerzenie lub
przesuniecie tych zakresOw zwigzane jest cze¢sto ze zmiang innych, towarzyszacych
wlasciwosci  zwigzkéw. Istnieja bardzo nieliczne modele matematyczne dzialania
biologicznego oparte na jednej zmiennej niezaleznej. Mozliwos$¢ przewidywania przenikania
leku do mézgu na podstawie obserwacji samych tylko wlasciwosci fizykochemicznych jest
wiec ograniczona. Stosowane s3 pochodne tych parametréw. Z potaczenia dwoch
pojedynczych powstaly: logP — (N+0), %PSA (PSA 1 S4). Czgsto stosowane s3 tez pochodne
logarytmiczne (np. logM,, logP, logD), ktore stuzag lepszemu dopasowaniu do
skomplikowanych zjawisk behawioralnych (z tendencja do osiggania stanu réwnowagi) lub
do innych logarytmicznych miar dziatania (pA4., pD., logBB itd.).

Jesli zwigzki badane sa dostepne, mozna obserwowac ich zachowanie w specjalnie
dobranych modelach analitycznych, imitujacych warunki in vivo. Subtelne odmiennosci
takiego zachowania muszg by¢ wzmocnione i wrecz zwielokrotnione, aby mogly by¢
dostrzezone 1 odwzorowane iloSciowo. Zastosowanie metody chromatograficznej daje takie

mozliwos$ci, zarowno w badaniu biodostepnosci OUN [48, P-5, P-6, P-7], jak i w innych
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obszarach chemii medycznej [47, P-1, P-3]. Modele analityczne stuza do obserwacji
1 porownywania zwigzkow chemicznych o duzej zmiennosci cech fizykochemicznych. W
przypadku modeli chromatograficznych, wymaga to zastosowania uktadu faz,
umozliwiajacego badanie wszystkich interesujacych przypadkéw bez zmiany warunkow.
Kazdy model chromatograficzny imituje zlozone warunki oddzialywan in vivo i musi, w
sposdb uproszczony, reprezentowac to wiasnie zjawisko, nie za$ tylko cechy uniwersalne
podstawowego rozdziatu chromatograficznego. Dlatego konieczne jest wprowadzenie
szczegolnych wyr6éznikdw, odnoszacych si¢ do badanego zjawiska biologicznego.

Biodostgpno$¢ zwigzana jest np. ze stopniem jonizacji zwigzku. Badane przenikanie
BBB odbywa si¢ z krwi. Zastosowanie w chromatografii fazy ruchomej, buforowanej do pH
7,4, jest takim elementem $rodowiska fizjologicznego. Powinowactwo fazowe
w mechanizmie adsorpcyjnym retencji ma podioze hydro-lipofilowe. Istotng cecha sa
rowniez oddziatywania hydrofobowe. Ponadto faza RP-18 posiada cechy podtoza pseudo-
absorpcyjnego.

Biorgc pod uwage duze znaczenie obliczonych wskaznikéw logBB - Bl 1 B2
ujawnione we wszystkich analizach [P-4, P-5, P-6, P-7], wprowadzitam element zwigzany
teoretycznie z przenikaniem BBB, opisujacy strukture czasteczki 1 wystepujacy w
algorytmach B/ i B2 (warto§¢ PSA), tworzac nowy deskryptor w postaci: R/PSA.
Uwzglednienie miary polarnego pola powierzchni analitu (PS4) wzbogaca efekt rozdziatu
chromatograficznego (R) o wlasciwosci $ci§le zwigzane z modelowanym zjawiskiem
przenikania BBB. Wydaje si¢, ze uwzglednienie PSA molekut poszerza tez mozliwosci
obserwacji analitow o r6znej budowie. Wariancja zmiennej R/PSA jest wigksza, niz zmiennej
R, w badanej grupie zwiazkow. Dotychczasowe doswiadczenia [P-5, P-6, P-7] potwierdzaja
znaczenie parametru R/PSA, jako najlepiej powigzanego ze wskaznikiem OUN+/-.

Na tej podstawie wywnioskowano, ze dane chromatograficzne uzyskane w
doswiadczeniu: RP-18 TLC z faza ruchoma o sktadzie acetonitryl-bufor fosforanowy (pH
7,4) 70:30 (v/v) moga by¢ stosowane do przewidywania przenikania BBB w potaczeniu z
parametrami fizykochemicznymi.

Zakres wartos$ci parametru R/PSA, wskazujacy na prawdopodobng biodostepnos¢ w
OUN wynosit, w grupie 34 przypadkéw badanych uprzednio [P-5], dla OUN+ > 0,009 i dla
OUN- < 0,009 (bez btedéw). Warto doda¢, ze wartosci danych R, dla tej samej grupy
przypadkow znalazty si¢ w przedziale 0,22-0,84 (dla OUN+) i1 0,49-0,83 (dla OUN-), a wiec
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sama warto$¢ wspotczynnika zatrzymania R, nie zapewniala skutecznego rozrdznienia
substancji o wlasciwosciach OUN+ i OUN-.

W identycznym doswiadczeniu dla 111 przypadkow, przedstawionym w [P-7] (21
przypadkow ze zdefiniowanym wskaznikiem OUN- 1 90 przypadkow OUN+), wartosci
parametru R/PSA, wynosit: dla OUN+ > 0,009 (14 bledow z wartoscia od 0,004-0,008) i dla
OUN- < 0,009 (3 btedy z wartoscig od 0,0092-0,0099); wartosci danych R, w tej samej grupie
znalazly si¢ w przedziale 0,10-0,90 dla OUN+ 1 0,50-0,90 dla OUN-. Wyniki te wskazuja
wyraznie na znacznie wigksza stabilno$¢ parametru R/PSA w stosunku do znacznej
zmiennos$ci strukturalnej zwigzkow 1 ich przewidywanej zdolnosci przenikania BBB. Tak
wiec wprowadzony parametr R/PSA RP-18 TLC moze by¢ stosowany jako jeden ze
wskaznikow przenikania BBB, jako uzupetienie grupy deskryptorow “Reguty 5.

Bardzo stabilny jest réwniez w tym doswiadczeniu parametr B2. W grupie 111
przypadkéw ze zdefiniowang biodostgpnoscia OUN+/- ustalono warto$ci parametru B2 dla
90 zwigzkow OUN+ B2 > — 0,9. Wykryto 6 btedow z wartoscig od — 0,97 do — 1,38. Wartos¢
parametru B2 w grupie 21 przypadkow OUN- B2 < — 0,9. Wykryto 3 btedy z wartoscig od
-0,41 do — 0,81. B2 dla zwigzkéw z oznaczonym BBvivo miescity si¢ w tych samych
warto$ciach granicznych. Wsrdd 6 przypadkéw OUN- wykryto 2 bledy oraz w grupie 39
przypadkéw OUN+ odnaleziono réwniez 2 bigdy [P-7]. Podobnie, wartosci oznaczonego
parametru BBvivo wynosity dla OUN+ BBvivo > - 0,9 1 dla OUN- BBvivo < - 0,9.

Udowodniono, ze powstate modele moga by¢ skutecznie stosowane w grupach lekow
o réznej budowie [P-6, P-7]. Zwigkszanie liczebno$ci grupy przypadkoéw nie zmniejszato
zdolno$ci predykcyjnej modeli, a niekiedy ja zwigkszalo. Lacznie zbadano grupe 154
przypadkdbw o znacznej zmienno$ci strukturalnej. Wskazniki logBB (B2) 1 dane
chromatograficzne (R/PSA) wykazaly we wszystkich do$wiadczeniach [P-5, P-6, P-7]
bardzo duza stabilno$¢ granicy warto$ci charakterystycznej dla grup zwiazkow
przenikajagcych (OUN+) i nie przenikajacych (OUN-) przez BBB. Przedstawione modele
matematyczne MLR 1 DFA posiadaty duzg zdolno$¢ predykcyjna dla oceny OUN+/-.

W  koncowej fazie wykonanych dotychczas prac [P-8] zbadalam mozliwosé
zastosowania w tworzeniu modeli chromatograficzno-obliczeniowych przenikania BBB,
parametréw retencji, uzyskanych w chromatografii kolumnowej RP-18 HPLC. Otrzymane
wyniki sg interesujgce i1 $wiadcza o przydatno$ci parametru chromatograficznego logk, nie

potwierdzity jednak znaczenia jego modyfikacji w postaci (logk)/PSA. W szczeg6lnosci nie
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stwierdzono mozliwosci wyznaczania warto$ci granicznych (logk)/PSA (ani pozostatych,
badanych w tymi kierunku parametrow HPLC — logk, k ani k/PSA), umozliwiajacych
klasyfikacj¢ substancji jako OUN+ lub OUN-.

S. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych i
dydaktycznych

5.1. Liczbowe zestawienie dorobku naukowego

Prace oryginalne

Lacznie — 23 (w tym 17 jako pierwszy lub jedyny autor)

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora — 21 prac

Prace przegladowe

- facznie — 5 publikacji (w tym jako pierwszy lub jedyny autor — 4 prace)

Sumaryczny impact factor (IF) publikacji naukowych wg listy Journal Citation Reports

(JCR) - 31,079

Liczba cytowan (ISI Web of Science Core Collection): 66, indeks Hirscha: 5

Liczba cytowan (Scopus): 69, indeks Hirscha: 5

5.2. Omowienie dziatalnosci naukowo-badawczej przed uzyskaniem stopnia

doktora

Moje zainteresowania naukowe, od czasu studiow na Wydziale Chemicznym
Politechniki todzkiej, koncentrowaly si¢ na zagadnieniach, zwigzanych z chemig i
technologia substancji biologicznie czynnych oraz receptura preparatow farmaceutycznych i
kosmetycznych, zawierajacych takie substancje. Zmieniat si¢ natomiast sposob realizacji tych
zainteresowan, co W znacznym stopniu spowodowane bylo charakterem jednostek
naukowych 1 badawczo-rozwojowych, w ktérych miatam przyjemnos¢ studiowaé lub
pracowac.

Prac¢ naukowg rozpoczgtam w roku 1991, jako studentka IV roku studiow
magisterskich na Wydziale Chemicznym Politechniki £.0dzkiej - w ramach dziatalnosci Kota
Naukowego, a nastgpnie w trakcie realizacji pracy magisterskiej pod kierunkiem Prof. dr hab.
Marka L. Glowki (Instytut Chemii Ogodlnej i Ekologicznej PL) oraz Dr Zbigniewa
Kaminskiego (Instytut Chemii Organicznej PL). Moje badania w tamtym okresie

pozostawaty w Scistym zwigzku z pracami Dr Zbigniewa Kaminskiego, dotyczacymi
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zastosowania estrow  1,3,5-triazyny w reakcjach acylowania grupy aminowej,
przeprowadzanych w procesie syntezy peptydow. Fakt, ze synteza wigzania peptydowego
jest o wiele tatwiejsza, gdy grupa karboksylowa aminokwasu zostanie zaktywowana poprzez
estryfikacjg, zaobserwowano juz w roku 1906. Stwierdzono, ze reaktywnos¢ tak
otrzymanych ,.estrow aktywnych” jest zréznicowana i zalezy m.in. od zdolno$ci grup
estryfikujacych do zmniejszania gestosci elektronowej na atomie wegla grupy karboksylowej
aminokwasu acylujacego, co zwigksza jego podatnos$¢ na atak nukleofilowy grupy aminowe;j
aminokwasu acylowanego. Na przestrzeni lat zaproponowano w roli odczynnikow
acylujacych szereg estrow o réznych aktywnosciach, wywodzacych si¢ z aminokwaséw i
alkoholi alifatycznych, fenoli lub enoli, sposrod ktorych do najbardziej aktywnych naleza
estry 2,4-dimetoksy-1,3,5-triazynylowe. Poniewaz reaktywno$¢ niektorych estrow
aktywnych jest zbyt duza, aby mozliwe byto badanie ich struktury metodami, wymagajacymi
dlugotrwatych pomiardéw, pojawila si¢ koncepcja zastgpienia estrow eterami, jako zwigzkami
mniej aktywnymi od estrow, a wcigz zawierajagcymi wigzanie C-O-C, ktérego geometria, wg
doniesien, decyduje o aktywnosci estrow aktywnych. Wktad moéj] w prace nad tym
zagadnieniem polegal zarowno na syntezie nowych pochodnych - eterow arylowych 1,3,5-
triazyny ulepszong przeze mnie metoda, jak i badaniu ich wlasciwosci technikami
spektroskopowymi, magnetycznego rezonansu jadrowego ('H NMR oraz “CNMR),
podczerwieni oraz metodg rentgenografii strukturalnej monokrysztatu. Na dalszym etapie
prac poszukiwalam zwigzku pomiedzy aktywnoscig estrow fenoli i enoli w warunkach
aminolizy a dlugoscia wigzan Cy-O w czasteczkach odpowiadajacych im eteréw
diaromatycznych. Otrzymane przez mnie wyniki zostaty zawarte w mojej pracy magisterskiej
oraz przedstawione w postaci komunikatu konferencyjnego na XXXIV Konwersatorium
Krystalograficznym we Wroctawiu (1992) 1 dwoch prac oryginalnych, ktorych jestem
wspotautorka [Pol. J. Chem. 1994; Acta Cryst. C 1994].

W roku 1992, bezposrednio po uzyskaniu dyplomu magistra inzyniera (z
wyrdznieniem), jako laureatka stypendium ICI (Imperial Chemical Industry) dla mtodych
naukowcow z krajow rozwijajacych sie rozpoczetam studia doktoranckie w zakresie chemii
organicznej w Dyson Perrins Laboratory (Uniwersytet w Oksfordzie) pod kierownictwem Dr
Jeremiego Robertsona. Moje zainteresowania naukowe w tym okresie dotyczyly syntezy
totalnej substancji naturalnych. Gléwnym celem mojej pracy doktorskiej byto opracowanie

metody syntezy podstawowego elementu strukturalnego toksyny anyzku gwiazdzistego
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anizatyny, z zastosowaniem wewnatrzczasteczkowej reakcji enowej glioksylatu. Otrzymane
polprodukty oraz koncowy produkt syntezy scharakteryzowalam przy pomocy
magnetycznego rezonansu jadrowego ('H NMR oraz "“CNMR), spektroskopii w
podczerwieni oraz, w przypadku wybranych substancji, metoda rentgenografii strukturalnej
monokrysztalu. Wyniki moich badan przedstawitam na konferencji Royal Society of
Chemistry (Sheffield 1995). Uwienczeniem mojej pracy w Dyson Perrins Laboratory stata si¢
rozprawa doktorska, ktorg obronitam, uzyskujagc w 1997 stopien doktorski, zatwierdzony

nastepnie przez Rade Wydziatu Chemicznego Politechniki t.6dzkie;j.

3.3. Dzialalnos¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora w latach 1998-2005 pracowatam w Dziale Badawczo-
Rozwojowym F.K. Pollena-Ewa S.A. w Lodzi na stanowisku Specjalisty ds. Badawczo-
Rozwojowych. Zajmowatam si¢ tam opracowywaniem receptur preparatow kosmetycznych
do pielegnacji skory, wloséw i jamy ustnej w skali laboratoryjnej, przygotowywaniem
opisOw procesOw technologicznych, wymagan jakosciowych wraz z odpowiednimi
procedurami analitycznymi oraz wprowadzaniem do produkcji na skale przemystowa.
Podczas pracy nad powierzonymi mi projektami, poglebialam znajomos$¢ receptury
kosmetycznej i farmaceutycznej oraz chemii surowcéw kosmetycznych, jak rowniez wiedze
na temat stosowanych w przemysle farmaceutycznym i kosmetycznym metod analitycznych
kontroli jako$ci (z zakresu analizy klasycznej i1 instrumentalnej). W czasie mojej pracy w
FK. Pollena Ewa S.A. bytam autorka kilkuset receptur, z ktoérych kilkadziesigt zostato
wdrozonych do produkcji. Rownolegle do pracy w zakresie recepturowania zajmowatam si¢
analiza wplywu receptur preparatow do pielegnacji skory, opracowywanych w naszym
Laboratorium na parametry takie, jak wilgotnos$¢, stopien natluszczenia i pH naskorka.
Uzyskane przeze mnie wyniki staly si¢ podstawg opracowywanych w Dziale Badawczo-
Rozwojowym materiatlow informacyjnych o charakterze marketingowym 1 popularno-
naukowym. Niestety, z uwagi na poufny charakter moich 6wczesnych prac nie bytam w
stanie opublikowa¢ wigkszo$ci uzyskanych przeze mnie w tym okresie wynikéw. Wyjatek
stanowity badania nad walorami aplikacyjnymi i profilaktycznymi opracowanych receptur
linii wyrobow do pielegnacji jamy ustnej Evadent (w szczegdlnos$ci ptukanek) dla osob z
nadwrazliwoscig szkliwa, wykonane we wspotpracy z Zaktadem Stomatologii Dziecigcej

Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Uzyskane wyniki badan przedstawione zostaly w
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postaci komunikatow konferencyjnych (Zjazd Naukowy Sekcji Stomatologii Dziecigcej PTS
L6dz 2002).

Podczas pracy w F.K. Pollena-Ewa S.A. zainteresowatam si¢ zagadnieniami,
posrednio zwigzanymi z pracg w zakresie receptury, a mianowicie wplywem surowcow
kosmetycznych na $rodowisko naturalne oraz mozliwymi negatywnymi interakcjami tych
surowcOw z organizmem uzytkownika. Zainteresowania te moglam glebiej rozwinaé po
podjeciu w roku 2005 pracy w Zaktadzie Chemii Analitycznej Uniwersytetu Medycznego w
Lodzi, pod kierunkiem Pani Profesor Elzbiety Brzezinskiej. W szczegdlno$ci przedmiotem
moich prac z tego zakresu staly si¢ maloczasteczkowe surowce, stosowane w wigkszosci
wspotczesnie produkowanych preparatow do ochrony 1 pielegnacji skory 1 wlosow —
substancje promieniochronne, barwniki syntetyczne i1 konserwanty. Substancje te przedostaja
si¢ do $srodowiska naturalnego (zwlaszcza do ekosystemow wodnych) w ilo$ciach tysigcy ton
w skali roku i1 ulegaja licznym przemianom chemicznym, w szczego6lnos$ci procesom
fotochemicznym 1 katalitycznym oraz chlorowaniu wskutek oddziatywania wody
chlorowanej. Nieprzetworzone surowce kosmetyczne oraz produkty ich przemian w
srodowisku gromadza si¢ w tkankach organizmow wodnych (w szczegoélnosci ryb) i
wplywaja na ich wazne procesy zyciowe, zaburzajac zwlaszcza funkcje rozrodcze. Surowce
te sg takze uznawane za przyczyne niszczenia raf koralowych. Oprocz negatywnego wptywu
surowcoOw kosmetycznych na ekosystem, niektore z nich, cho¢ dopuszczone do stosowania w
preparatach, wykazuja niepozadang sklonnos¢ do przekraczania bariery naskorka, a co za tym
idzie, moga ulega¢ dystrybucji i procesom metabolicznym w organizmie ludzkim. Z uwagi
na mozliwe negatywne skutki stosowania substancji promieniochronnych, barwnikéw
syntetycznych 1 konserwantow, substancje te podlegaja ograniczeniom ustawowym zaréwno
co do sposobu uzycia (rodzaj preparatow), jak i dopuszczalnej ich zawarto$ci w recepturze.
Dlatego tak istotne jest istnienie dost¢pnych pod wzgledem aparaturowym, tanich i prostych
metod oznaczania tych surowcoOw w preparatach, matrycach wodnych, glebie, tkankach
roslinnych 1 zwierzecych oraz plynach ustrojowych. Opracowujac tego rodzaju metody
analityczne nalezy mie¢ jednocze$nie na wzgledzie fakt, Zze zardwno substancje
promieniochronne, jak i konserwanty charakteryzuje w wigkszosci do$¢ waskie spektrum
dziatania i dlatego wystepuja one w preparatach najczesciej w postaci kilkusktadnikowych
mieszanin, dziatajagcych synergistycznie (np. filtry UV-A w polaczeniu z UV-B).

Zdecydowana wigkszos¢ opracowanych dotychczas metod oznaczania substancji
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promieniochronnych oparta jest na zastosowaniu wysokosprawnej chromatografii cieczowej;
nieliczne publikacje na ten temat opisuja metodyke spektrofotometryczng w zakresie UV,
chromatografi¢  cienkowarstwowa w odwrdoconym uktadzie faz oraz metody
elektrochromatograficzne. Na podstawie dokonanego przeze mnie przegladu literatury
[Farm. Przegl. Nauk. 2008] uznatam, Ze jedng z mozliwych (i niewatpliwie najtanszych)
drog oznaczania zawarto$ci niektérych substancji promieniochronnych moze by¢
rzeczywiscie spektrofotometria UV/VIS, ale z uwagi na interferencj¢ innych surowcow
kosmetycznych, absorbujagcych w zakresie ultrafioletowym, uznatam za zasadne
wykonywanie oznaczen w zakresie widzialnym po uprzedniej derywatyzacji analitu;
zaproponowang przeze mnie metode derywatyzacji poprzez przeprowadzenie w barwne
polgczenia kompleksowe z kationami, w szczegdlnosci UO,*, VO* i Fe*" przedstawitam w
publikacji oryginalnej [Pol. J. Cosmetol. 2007] na przykladzie AVO (Avobenzone, INCI:
Butyl Methoxydibenzoylmethane).

Na nastgpnym etapie moich prac, zwigzanych z poszukiwaniem nowych metod
analitycznych oznaczania substancji promieniochronnych, zwrocitam uwage w kierunku
chromatografii cienkowarstwowej. Mozliwa juz w owym czasie densytometryczna ocena
uzyskiwanych chromatogramow planarnych, obok rzadziej stosowanej wideodensytometrii,
ogromnie przyspieszyla rozwoj zastosowan chromatografii cienkowarstwowej w dziedzinie
analizy iloSciowej, wypierajgc stosowane wczesniej, zawodne 1 pracochtonne metody
iloSciowej interpretacji chromatograméw planarnych, polegajace na pomiarze pola
powierzchni plamki lub ekstrakcji analitu z plamki i oznaczaniu jego zawarto$ci przy
pomocy innych technik analitycznych.

Przedstawione w literaturze przez Sherme 1 wspolp. metody oznaczania zawarto$ci
filtrow UV, przy pomocy chromatografii cienkowarstwowej i densytometrii, oparte zostaty
na wykorzystaniu rozdzialu chromatograficznego w odwroconym uktadzie faz, na fazie
stacjonarnej RP-18. Tego rodzaju podejscie do doboru techniki chromatograficznej bylo
prawdopodobnie zwigzane z ogromnym rozpowszechnieniem w analityce surowcow
kosmetycznych chromatografii HPLC w odwroconym uktadzie faz, zwlaszcza na kolumnach
z tym samym wypelieniem — RP-18.

Z wykonanych przeze mnie systematycznych badan retencji substancji
promieniochronnych na fazach stacjonarnych RP-18, RP-2 oraz na Zelu krzemionkowym 60

przy uzyciu faz ruchomych o réznych sktadach wywnioskowatam, ze rozdziat, a nast¢pnie
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oznaczanie zawarto$ci tego rodzaju analitow moga by¢ skutecznie przeprowadzane przy
uzyciu chromatografii cienkowarstwowej na znacznie mniej kosztownym = zelu
krzemionkowym 60. Zel krzemionkowy, w potaczeniu z odpowiednio dobrang faza ruchoma,
pozwala tez rozdzieli¢ substancje, ktorych rozdziat przy pomocy chromatografii w
odwroconym uktadzie faz jest klopotliwy. Wyniki dokonanego przeze mnie przegladu
rozdziatu substancji promieniochronnych przy pomocy kilkudziesi¢ciu réznych uktadoéw
chromatograficznych przedstawitam w pracy oryginalnej [Acta Pol. Pharm. 2012], a
praktyczne zastosowanie wyciggnigtych przeze mnie wowczas wnioskoOw zaowocowato
opracowaniem szeregu nowatorskich metod analitycznych, pozwalajacych na oznaczanie
ilosciowe stosunkowo zlozonych mieszanin substancji promieniochronnych w obecnosci
innych surowcow kosmetycznych, np. konserwantow, substancji zapachowych,
emulgatoréw. Z uwagi na wspomniang wcze$niej tendencje do stosowania w preparatach
kosmetycznych mieszanin substancji promieniochronnych o zréznicowanych wiasciwosciach
fizykochemicznych (w recepturach emulsyjnych stosowa¢ mozna zaréwno filtry
rozpuszczalne w fazie tluszczowej, jak 1 wodnorozpuszczalne; do preparatow
detergentowych wprowadza si¢ z reguly te drugie) i co za tym idzie o zréZnicowanej retencji,
dobdr odpowiedniej fazy ruchomej do chromatografii cienkowarstwowej nie jest zadaniem
fatwym. Opracowanie uniwersalnych  warunkéw rozdzialu  chromatograficznego,
odpowiednich dla wszelkich mozliwych kombinacji filtréw UV oraz wspdtwystepujacych z
nimi konserwantdw 1 innych surowcéw wydaje si¢ mato realistyczne. Zaproponowalam
zatem kilka uzytecznych wariantow, skutecznych w przypadku analizy mieszanin substancji
promieniochronnych o réznych sktadach, wystepujacych w typowych recepturach.

Prosty ukfad chromatograficzny — zel krzemionkowy 60 1 eluent o skladzie eter
dietylowy - cykloheksan 5:1 (v/v) postuzyt mi za punkt wyjScia do oznaczenia
densytometrycznego  PABA  (kwasu  p-aminobenzoesowego) @~ w  preparatach
farmaceutycznych (z uwagi na niezbyt dobra opini¢, jaka cieszy si¢ PABA jako sktadnik
receptur kosmetykow promieniochronnych, substancja ta jest wspotczesnie stosowana
gléwnie jako sktadnik suplementow diety, witamina B10) [J. Planar Chromatogr. 2010]. W
celu poprawy selektywnosci oznaczenia zaproponowatam dwie alternatywne metody detekcji
densytometrycznej — spektrofotometrie w zakresie ultrafioletowym (270 mn) lub w zakresie

widzialnym (500 nm), po derywatyzacji PABA przy pomocy zmodyfikowanej przeze mnie
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wersji reakcji barwnej Brattona-Marshalla, wykonanej in situ na $wiezo uzyskanych
chromatogramach cienkowarstwowych.

W toku dalszych prac, poswigconych analityce surowcoOw kosmetycznych, postugujac
si¢ fazg ruchoma o sktadzie cykloheksan - eter dietylowy - aceton 15:1:2 (v/v/v), dokonatam
rozdziatu chromatograficznego, uzupetlionego o  zwalidowane oznaczenie
densytometryczne, filtrow o znacznej lipofilowosci — OMC (INCI: Ethylhexyl
Methoxycinnamate) 1 DHHB (INCI: Diethylamino Hydroxybenzoyl Hexyl Benzoate) [J.
Planar Chromatogr. 2011]. Podobna faza ruchoma (cykloheksan - eter dietylowy - aceton
15:1:2 v/v/v) poshuzyta mi do rozdziatu i oznaczenia ilosciowego OMC, DHHB, ET (INCI:
Ethylhexyl Triazone) i parabenow w ramach jednej procedury [Sci. World J. 2012].

Zastosowane przeze mnie [J. Planar Chromatogr. 2011, Sci. World J. 2012] uktady
chromatograficzne nie sprawdzity si¢ w przypadku rozdziatu innej mieszaniny substancji
promieniochronnych o charakterze lipofilowym — AVO, OCR (INCI: Octocrylene) 1 ET.
AVO i1 OCR charakteryzuja si¢ na tyle podobnymi wiasciwosciami fizykochemicznymi,
determinujagcymi retencj¢, ze zastosowane przeze mnie ,klasyczne” fazy ruchome
(cykloheksan - eter dietylowy - izopropanol; cykloheksan - eter dietylowy - octan etylu;
cykloheksan - eter dietylowy; cykloheksan - eter dietylowy - aceton; cykloheksan -
izopropanol; cykloheksan - octan etylu; cykloheksan - chloroform; toluen; toluen - octan
etylu; toluen - octan etylu - kwas octowy; cykloheksan - eter dietylowy — izopropanol - octan
etylu) zawiodly, nie pozwalajac na skuteczny rozdziat AVO i1 OCR, pozostawiajac ET na
linii startowej chromatogramow, albo z obu tych powodow jednoczesnie. Nie powiodtly sig¢
takze liczne proby rozdzialu omawiane] mieszaniny przy pomocy chromatografii w
odwroconym uktadzie faz — przyczyng niepowodzen w tym przypadku okazata si¢ znaczna
lipofilowos$¢ ET 1 jego wysokie powinowactwo do fazy stacjonarnej. Pokladane w niej
nadzieje spelnila dopiero chromatografia w normalnym uktadzie faz z dodatkiem
nietypowego modyfikatora — piperydyny (cykloheksan - piperydyna 5:1 v/v), ktéra w
znaczagcym stopniu zmodyfikowata retencje¢ AVO (spowodowata zahamowanie jego
migracji) 1 jednocze$nie ET (dziatlanie odwrotne), tym samym umozliwiajac rozdziat i
wspoloznaczenie densytometryczne mieszaniny trzech wymienionych filtrow z doskonata
skutecznoscig [J. Planar Chromatogr. 2012].

W trakcie pracy, poswigconej metodyce rozdzialu 1 oznaczania surowcow

kosmetycznych przy pomocy chromatografii cienkowarstwowej postanowilam rowniez
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zmierzy¢ si¢ z problematyka analizy surowcéw wodnorozpuszczalnych — hydrofilowych,
czesto wystepujacych w recepturach w postaci zjonizowanej. Substancje te to m.in. filtry UV,
przeznaczone gléwnie do wyrobow detergentowych i1 perfumeryjnych, np. BZ-4 (INCI:
Benzophenone-4), PBS (INCI: Phenylbenzimidazole Sulfonic Acid), czy niektore barwniki
syntetyczne. Chromatografia tego rodzaju analitow w odwrdéconym uktadzie faz (RP-18)
nie jest zadaniem latwym z uwagi na ich znaczne powinowactwo do fazy ruchomej i
sktonno$¢ do migrowania z czotem rozpuszczalnika, natomiast chromatografia w normalnym
uktadzie faz na Zelu krzemionkowym 60 z zastosowaniem eluentéw takich, jak wspomniane
powyzej w kontekscie analityki substancji lipofilowych skutkuje pozostawaniem substancji
na linii startowej chromatograméw. Chromatografia na fazie stacjonarnej RP-2 daje wyniki
negatywne, zalezne od charakteru zastosowanej fazy ruchomej — migracje substancji z
czolem rozpuszczalnika lub jej pozostawanie na linii startowej. W przypadku substancji o
budowie kwasowej (jak np. BZ-4 lub PBS, niektére barwniki syntetyczne) za typowe
postepowanie nalezaloby uznaé zastosowanie chromatografii par jonowych na sorbentach
typu anionowymiennego, ja natomiast postanowitam postuzy¢ si¢ metodyka z zakresu
chromatografii oddziatywan hydrofilowych (HILIC). W chromatografii HILIC stosowane sa
polarne fazy stacjonarne, typowe dla chromatografii w normalnym uktadzie faz (zel
krzemionkowy oraz krzemionka modyfikowana np. grupami -NH,, -R(OH), lub -CN), oraz
eluenty w postaci mieszanin wody z rozpuszczalnikami organicznymi. Mechanizm rozdzialu
chromatograficznego w chromatografii HILIC ma charakter zlozony. Podczas procesu
chromatograficznego na powierzchni sorbentu wytwarzana jest hydrofilowa warstwa wodna
a analit ulega podzialowi migdzy t¢ warstwe, a reszte eluentu. Ponadto analit moze
oddziatywac bezposrednio z fazg stacjonarng na zasadzie adsorpcji, a sorbent moze tworzy¢
zardwno wigzania wodorowe z analitem, jak 1 wchodzi¢ z nim w interakcje typu dipol-dipol.

Wykorzystujac chromatografiec HILIC z zelem krzemionkowym 60 w charakterze
fazy stacjonarnej, opracowalam nowe metody oznaczania zawarto$ci substancji
promieniochronnej PBS w preparatach kosmetycznych i1 prébkach srodowiskowych (woda)
[Centr. Eur. J. Chem. 2013] oraz BZ-4 w preparatach detergentowych (szamponach do
wloséw) [J. Anal. Meth. Chem. 2015]. W przypadku oznaczania zawarto$ci BZ-4
zastosowatam fazg ruchomg octan etylu — etanol — woda - bufor fosforanowy pH 6 (15:7:5:1
v/v/v/v). Opracowujac metod¢ oznaczania zawarto$ci PBS postuzylam si¢ natomiast faza

ruchomg octan etylu - etanol - woda (70:35:30 v/v/v) i, dodatkowo, wykorzystatam zdolnos$¢
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analitu do emisji promieniowania w wyniku fluorescencji, co umozliwito mi
przeprowadzenie analizy densytometrycznej z detekcja fluorescencyjng i znaczne obnizenie
poziomu oznaczalno$ci substancji bez koniecznosci jej wstepnego zatgzania.

Za swego rodzaju ukoronowanie moich dotychczasowych prac, dotyczacych analizy
ilosciowe;j filtrow UV uwazam zaproponowang przeze mnie metod¢ oznaczania zawartosci
ztozonych mieszanin substancji promieniochronnych rozpuszczalnych w wodzie obok
substancji rozpuszczalnych w tluszczach [J. Planar Chromatogr. 2012], przy pomocy
polaczenia chromatografii cienkowarstwowej w normalnym ukladzie faz i chromatografii
HILIC. Opracowana przeze mnie procedura analityczna, wykorzystujaca zel krzemionkowy
60 w charakterze fazy stacjonarnej, polegata na dwukrotnym rozwinigciu chromatogramu —
przy pomocy fazy ruchomej cykloheksan - eter dietylowy 5:1 (v/v) — na tym etapie
postepowania mozliwe byly rozdzial i oznaczenie densytometryczne analitow o charakterze
lipofilowym, np. AVO 1 OS (INCI: Ethylhexyl Salicylate), a nastgpnie z zastosowaniem
eluentu octan etylu — etanol - woda 70:35:30 (v/v/v), odpowiedniego dla substancji o
charakterze hydrofilowym (np. PBS).

Wspomniana wcze$niej strategia rozdzialu substancji  zjonizowanych, z
wykorzystaniem oddzialywan o charakterze par jonowych migdzy sorbentem a analitem,
postuzyta mi do opracowania nowej metody wydzielania 1 zaggszczania barwnikoéw
syntetycznych z probek preparatow farmaceutycznych i napojow, przy pomocy ekstrakcji do
fazy statej (SPE). Zastosowany do ekstrakcji SPE sorbent aminopropylowy (NH,) ma
charakter stabego anionitu (WAX) o pK,~ 9,8. Zaadsorbowane na powierzchni zjonizowanej
fazy stacjonarnej NH, anality o charakterze kwasowym mozna zdesorbowaé przy pomocy
jednego z trzech sposobow: (i) neutralizacji analitu do pH ok. 2 jednostki ponizej jego pKa;
(i1) neutralizacji zjonizowanych grup aminopropylowych sorbentu (do pH ok. 2 jednostki
powyzej ich pK,); (iii) dodatku innego anionu, ktéry bedzie oddziatywatl z sorbentem w
sposob konkurencyjny w stosunku do analitu.

Przyjmujac za punkt wyjscia strategie (ii) wyizolowatam barwniki syntetyczne o
charakterze kwasow sulfonowych (czerwien koszenilowg E124, bfekit brylantowy E133,
azorubing E122, zélcien pomaranczowa E110, zotcien chinolinowa E104, tartrazyng E102 1
indygokarming E132) =z probek napojow 1 tabletek 1 opracowatam metodyke
spektroskopowego oznaczenia ich zawarto$ci w zakresie widzialnym [Acta Innov. 2018].

Zaproponowatam réwniez metodyke oznaczania barwnikow (E102, E124, E133, E122 i
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E110), wyizolowanych technika SPE z napojow oraz preparatéow do pielggnacji jamy ustnej
przy pomocy chromatografii cienkowarstwowej i densytometrii na zelu krzemionkowym 60,
z zastosowaniem fazy ruchomej chloroform — izopropanol - 25% amoniak 1:3:1 (v/v/v) [J.
Anal. Meth. Chem. 2017]. W obu przypadkach, na etapie ekstrakcji SPE, stosowatam w
charakterze eluentdéw roztwory o charakterze zasadowym (NaOH lub roztwory amin,
rozpuszczalnych w wodzie — imidazolu, morfoliny lub trietanoloaminy). Dos$¢ szczegotowa
analiza warunkoéw procesu SPE dokonana dla omawianych barwnikow [Acta Innov. 2018]
pozwolita mi wywnioskowaé, Zze roztwory wodne badanych amin zapewniaja warunki
wymywania barwnikow z sorbentu SPE fagodniejsze, niz NaOH, umozliwiaja takze pewna
selektywno$¢ juz na etapie desorpcji analitow z fazy statej. Mechanizm desorpcji badanych
barwnikow przy pomocy amin wydaje si¢ by¢ oparty raczej na konkurencyjnym dziataniu
grup -NH, sorbentu i eluentu w procesie tworzenia par jonowych z grupami sulfonowymi
analitu, niz na zobojetnieniu protonowanych grup -NH, sorbentu.

Moje zainteresowania naukowe, oprocz analizy preparatow kosmetycznych i
farmaceutycznych, metodami z zakresu chromatografii cienkowarstwowej i spektrofotometrii
UV/VIS, obejmuja rowniez analiz¢ preparatow farmaceutycznych (tabletek) technikami
nieniszczacymi, ze szczegdlnym uwzglednieniem spektroskopii w zakresie bliskiej
podczerwieni (NIR). W roku 2009 opracowalam nowa metod¢ iloSciowego oznaczania
nifuroksazydu w preparatach farmaceutycznych przy pomocy spektroskopii NIR w trybie
odbicia [Chem. Anal. 2009]. W analizie wykorzystalam warto$ci drugiej pochodnej
reflektancji dla serii probek kalibracyjnych i1 probek badanych przy wybranych dtugosciach
fal i, alternatywnie, wartosci gtéwnych sktadowych (PC,), otrzymanych dla widm probek
wzorcowych 1 badanych. W odroznieniu od innych, znanych o&wcze$nie procedur
analitycznych dla preparatow w postaci tabletek, w prezentowanej metodzie postuzytam si¢
skrobig jako prostym modelem masy tabletkowej, zas dlugosci fal, uwzgledniane w analizie,
dobralam w taki sposob, aby dla tych dlugosci fal druga pochodna reflektancji dla
nifuroksazydu byta jak najwigksza, natomiast dla skrobi znikoma. Proponujac takie
rozwigzanie uniknelam klopotliwej koniecznosci pozyskiwania matrycy odpowiedniej dla
kazdego rodzaju preparatu. Poszukiwania odpowiednich dla danego typu tabletek
farmaceutycznych zastepnikéw masy tabletkowej (uwzgledniajace m.in. poliwinylopirolidon,
celuloze mikrokrystaliczng 1 laktoze), jak rowniez optymalnego sposobu obrébki widm

zaowocowaly opublikowaniem dwoch dalszych prac z zakresu spektroskopii NIR,

46



Anna Weronika Sobanska Zalgcznik 2 - Autoreferat

dotyczacych oznaczania zawarto$ci metforminy [J. Appl. Spectr. 2017] i pirydoksyny [Curr.
Pharm. Anal. 2018], ktérych jestem wspodtautorka.

Odrebng dziedzing moich zainteresowan staty si¢ badania nad réznymi aspektami
aktywnosci biologicznej leku, w szczeg6lnosci nad zalezno$cia migdzy strukturg czasteczki a
aktywnos$cig biologiczng substancji (QSAR). Jestem wspodlautorka publikacji oryginalnej,
dotyczacej badan QSAR grupy pochodnych tiazolowych o aktywno$ci H1-antyhistaminowe;j
[Acta Pol. Pharm. 2011] oraz prac przegladowych, omawiajagcych mechanizmy wigzania
lekow z biatkami 1 metody badania tego zjawiska [Curr. Pharm. Des. 2018] oraz
zastosowanie chromatografii cieczowej z micelarnymi fazami ruchomymi do badania
wlasciwos$ci fizykochemicznych i aktywnos$ci biologicznej zwiazkow [J. Lig. Chromatogr.
Rel. Technol. 2019].

W latach 2010-2013 prowadzitam, wspdlnie z oOwczesng doktorantka Zaktadu
Stomatologii Wieku Rozwojowego UM w Lodzi Panig Dr Kamilg Haus, szeroko zakrojone
badania wtasciwosci $liny dzieci, cierpigcych na refluks zotadkowo-przetykowy. Wykonane
przeze mnie oznaczenia obejmowaly pomiary pehametryczne oraz oznaczanie zawartoSci
kluczowych jondéw nieorganicznych metodami spektroskopii UV/VIS oraz fotometrii
ptomieniowej. Wyniki naszych badan zostaly ogloszone w postaci 2 komunikatow

konferencyjnych.

5.4. Dzialalnosé¢ dydaktyczna, organizacyjna i pozostale osiggniecia
Prace dydaktyczng rozpoczgtam podczas studidw doktoranckich na Uniwersytecie w
Oksfordzie, prowadzac w latach 1993-1995 zajecia laboratoryjne z chemii organicznej 1
metod spektroskopowych dla studentéw studiow chemicznych I stopnia.
W ramach moich obowiazkéw dydaktycznych, w Zakltadzie Chemii Analitycznej
prowadzg zaj¢cia laboratoryjne, seminaria i wyktady z przedmiotow:
e Chemia analityczna (II rok kierunku analityka medyczna)
e Chemia analityczna (II rok kierunku farmacja)
e Analiza instrumentalna (I rok kierunku analityka medyczna)
e Metodologia badan analitycznych kosmetyku (I rok kosmetologii studiéw II stopnia).
Jestem wspotautorky skryptu dla studentéw I roku studiow II stopnia kosmetologii
,Metodologia badan analitycznych kosmetyku” (Wydawnictwo UMED, £.6dz 2008), autorka

programu nauczania przedmiotu fakultatywnego ,,Analiza przemystowa” (2005) oraz
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wspolautorka programu nauczania 1 materiatbw dydaktycznych do przedmiotu
fakultatywnego ,,Zapewnienie i kontrola jako$ci badan w laboratorium analitycznym” (2014),
prowadzilam rowniez zajecia seminaryjne z dwoch wymienionych przedmiotow
fakultatywnych.

Sprawuj¢ opiek¢ nad pracami magisterskimi na kierunkach farmacja i kosmetologia
oraz pracami dyplomowymi na kierunku kosmetologia (studia I stopnia). Dotychczas bytam
opiekunem 10 prac magisterskich na kierunku farmacja 1 4 na kierunku kosmetologia oraz 2
prac dyplomowych na kierunku kosmetologia. Bylam takze opiekunem 1 pracy
magisterskiej, wykonanej w ramach wspolpracy z Uniwersytetem Lodzkim przez studentke
Wydziatu Chemii UL (kierunek analityka chemiczna).

Obecnie jestem promotorem pomocniczym 1 pracy doktorskie;j.

Jestem opiekunem Kota Naukowego przy Zaktadzie Chemii Analitycznej. Tematyka
prac Kota obejmuje zagadnienia z zakresu zastosowania chromatografii cienkowarstwowe;j
oraz spektroskopii UV/VIS do oznaczen iloSciowych oraz badania wlasciwos$ci
fizykochemicznych 1 aktywnos$ci biologicznej substancji. Studenci, bioragcy udzial w pracach
Kota, sg jak dotychczas wspotautorami jednej pracy oryginalnej [Acta Innov. 2018] oraz 2
komunikatéw konferencyjnych.

Systematycznie poszerzam moja wiedz¢ zawodowa, uczestniczac w licznych
szkoleniach 1 kursach specjalistycznych, m.in.:

¢ 'Introduction to design of experiments' — Szczyrk 2018

e Otwarty UMED” — szkolenie nt. publikowania w systemie Open Access, £.0dz 2018

o _ Warsztaty z zasad stosowania metrologii w pomiarach chemicznych”, Poznan 2017

e FElektrochemiczna symulacja metabolizmu selegininy. Analiza UHPLC-MS/MS
metabolitow selegininy” - warsztaty firmy Shim-Pol, Szczyrk 2016

o Technika GC-MS/MS — luksus czy konieczno$¢” - seminarium Shim-Pol, £.6dz 2013

e Seminarium nt. detekcji 1 identyfikacji niebezpiecznych substancji, w tym
narkotykow 1 materiatow wybuchowych - IRtech — Raytech, 2014

e Zastosowanie ekstrakcji do fazy statej (SPE) do izolacji analitéw z zywnoS$ci i
matryc srodowiskowych” - warsztaty Bioanalytic, Gdansk 2012

e  Zastosowanie ekstrakcji do fazy stalej (SPE) do izolacji substancji psychoaktywnych
z ptynoéw biologicznych” - warsztaty Bioanalytic, Gdansk 2012
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e [V Konferencja ,,Analityczne zastosowania chromatografii cieczowej”, Warszawa

2009

e _Technologia w shluzbie spoleczenstwu. Nowe oblicze spektroskopii mas

LC-MS/MS” - warsztaty Shim-Pol, £.6dz 2014

e Seminarium ,Badanie i ocena materiatow farmaceutycznych metodami analizy
termicznej, kalorymetrii 1 technikami sorpcyjnymi” oraz ,Praktyczna szkola
opracowywania metod NIR” — warsztaty Spectro-Lab i TA Instruments, Warszawa

2007

e Spektroskopia podczerwieni w rutynowych badaniach laboratoryjnych” - warsztaty

Perkin-Elmer, Warszawa 2012

e Jak interpretowac prawo autorskie na uczelni” - Warszawa, 2014

Wzietam takze udziat w kilku szkoleniach, majacych na celu podniesienie moich
kwalifikacji dydaktycznych: projekcie ,,Ready to teach” (Lodz 2018-2019), szkoleniu
»dtudent z zaburzeniami psychicznymi — zrozumienie 1 wsparcie w procesie dydaktycznym”
(L6dz 2019) oraz kursie dydaktycznym ,,Metodyka nauczania w naukach biomedycznych”
(£6dz 2016-2017).

Bior¢ aktywny udziat w migdzynarodowych 1 krajowych konferencjach naukowych.
Jestem wspotautorka 28 doniesien zjazdowych, w tym 3 zagranicznych.

Jestem zapraszana przez czasopisma naukowe do przygotowywania recenzji
artykulow. Recenzowatam 24 manuskrypty dla czasopism o zasiggu mig¢dzynarodowym, w
wigkszosci znajdujacych si¢ w bazie JCR, w tym 6 dla czasopisma Open Chemistry
(poprzednia nazwa Central European Journal of Chemistry), 4 dla Journal of
Chromatography and Separation Technique, 5 dla Journal of Analytical and Bioanalytical
Techniques, 1 dla Journal of Separation Science, 1 dla Biomedical Chromatography, 2 dla
Journal of Photochemistry and Photobiology B, 1 dla European Journal of Medicinal
Chemistry 1 1 dla Current Analytical Chemistry.

W roku 2017 podjetam jako recenzent stala wspolprace z czasopismem Acta
Innovations. Jestem czlonkiem komitetow redakcyjnych czasopism Science Journal of
Analytical Chemistry oraz Organic and Medicinal Chemistry International Journal.

Trzy z moich publikacji [J. Planar Chromatogr. 2016, J. Liquid Chromatogr. Rel.
Technol. 2018 and 2019] powstaly w odpowiedzi na zaproszenia do wspolpracy przy

powstaniu recenzowanych numerow specjalnych czasopism.
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Za dziatalno$¢ naukowa otrzymatam 5 zespotowych Nagrod Rektora Uniwersytetu

Medycznego w Lodzi.

Szczegolowe informacje o osiggnieciach naukowo-badawczych zamieszczam w

Zalgczniku 4 (Wykaz opublikowanych prac naukowych lub tworczych prac zawodowych oraz

informacja o osiggnieciach dydaktycznych, wspotpracy naukowej i popularyzacji nauki).
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