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WYKAZ SKROTOW

AAG - ang. alpha-1-acid glycoprotein, alfa-1-kwasna glikoproteina

AJs — ang. adherens junctions, potgczenia przylegajace

ANOVA - ang. analysis of variance, analiza wariancji

APl — ang. active pharmaceutical ingredient, substancja aktywna preparatu
farmaceutycznego

BBB — ang. blood-brain barrier, bariera krew-mozg

BSA — ang. bovine serum albumin, bydleca albumina osoczowa

CA — ang. cluster analysis, analiza skupien

DFA — ang. discriminant function analysis, analiza funkcji dyskryminacyjnej

FDA — Agencja Zywnosci i Lekow

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa

HPLChsa — wysokosprawna chromatografia cieczowa z kolumng immobilizowang
albuming osocza krwi ludzkiej

HPLC,am — wysokosprawna chromatografia cieczowa z kolumng ze sztuczng membrang
HSA — ang. human serum albumin; ludzka albumina osoczowa

IAM — ang. immobilized artificial membrane; immobilizowana sztuczna membrana
LMO - ang. leave-many-out, procedura walidacji krzyzowej ,,pomin wiele na
zewnatrz”

LOO — ang. leave-one-out, procedura walidacji krzyzowej ,,pomin jeden na zewnatrz”
LV — zmienna ukryta

M/P — stosunek zawartosci leku w mleku matki (M) do jego zawartosci w osoczu (P)
MCPT - ang. Monte Carlo permutation test, test permutacji Monte Carlo

MLR —ang. multiple linear regression, regresja wielokrotna

NP TLC — chromatografia cienkowarstwowa w normalnym uktadzie faz

OTC —ang. over the counter drugs, leki wydawane bez przepisu lekarza

OUN - os$rodkowy uktad nerwowy

PB — ang. protein binding, odsetek zwigzania leku z biatkami osocza

PC — ang. principal component, sktadowa gléwna

PCA — ang. principal component analysis, analiza sktadowych gtéwnych

PLS — ang. partial least squares, metoda najmniejszych czastkowych kwadratéw

PRESS — przewidywane resztkowe sumy kwadratow



QSAR —ang. quantitative structure—activity relationship, iloSciowa zaleznos¢ struktura-
aktywnos$¢

QSPR — ang. quantitative structure—property relationship, ilosciowa zalezno$¢ struktura-
wiasciwose

RF — ang. random forest, metoda lasu losowego

RMSECYV - érednia kwadratowa btgdow walidacji krzyzowej

RMSEP — $redni kwadratowy btad prognozowania

RP TLC — chromatografia cienkowarstwowa w odwrdéconym uktadzie faz

SDEP - standard odchylenia btedu przewidywania

Spress — odchylenie standardowe na podstawie PRESS

TJs — ang. tight junctions, potaczenia Sciste

TLC — chromatografia cienkowarstwowa

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia



Wprowadzenie

Przenikanie do mleka matki jest waznym aspektem podczas farmakoterapii
kobiet karmigcych piersia. Wigkszo$¢ kobiet podczas laktacji jest zmuszona do
siegni¢cia po roznego rodzaju leki 1 zazwyczaj rezygnuje wtedy z karmienia piersig.
Czesto jest to niepotrzebny zabieg poniewaz wigkszo$¢ lekow przenika do mleka
W ograniczonym zakresie a st¢zenie wynosi utamek dawki stosowanej u dzieci, czy
niemowlat [1-3]. Na przenikanie zwigzkow chemicznych do mleka matki ma wptyw
wiele czynnikow, zwigzanych zaréwno z samg czasteczkg jak 1 stanem fizjologicznym
organizmu kobiety karmigcej. Masa molowa, lipofilowos¢, zdolnos$¢ do jonizacji czy
wigzania z biatkami osocza to niektore z wlasciwosci fizykochemicznych, ktére moga
ogranicza¢ (lub zwigkszac) przechodzenie lekow do mleka. Szczegdlnie duzy wptyw na
ogolnie pojmowang farmakokinetyke lekow ma wigzanie z biatkami. Za najwazniejszy
aspekt tego zjawiska uznaje si¢ jego oddziatywanie na transport zwiazkéw przez btony
komoérkowe 1 bariery fizjologiczne: barier¢ krew-mozg, bariere lozyskowa czy
dystrybucj¢ do mleka matki podczas laktacji. Czesto wskazuje sie, ze jest to czynnik
najsilniej ograniczajacy dystrybucje w ustroju cztowieka, zmniejszajacy biodostepnosé
leku, ale rowniez minimalizujacy przenikanie ksenobiotykow do ptodu lub organizmu
dziecka karmionego piersig. Wigzanie z biatkami jest waznym aspektem analizowanym
I monitorowanym podczas projektowania nowych substancji leczniczych. Biatka sa
szeroko rozprzestrzenione w ludzkim organizmie; wchodza w skiad prawie kazdej jego
struktury wigc uniknigcie interakcji migdzy nimi a podawanymi medykamentami
wydaje si¢ niemozliwe. Z tego powodu stworzono szereg metod do analizy tego
zjawiska, przeprowadzanych zaréwno in vitro jak i in vivo a coraz wigksze znaczenie
zdobywaja metody chemometryczne — gldwnie za sprawa wzglednej prostoty 1 niskich
kosztow, ktore korzystaja z danych pomiarowych do przewidywania wlasciwos$ci

chemicznych, fizycznych badz biologicznych zwigzkow.



CZESC TEORTYCZNA
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Farmakoterapia w okresie laktacji
Mleko kobiece

Ludzkie mleko, podobnie jak mleko innych ssakow, jest mieszaning wody,
thuszczu, weglowodandw, biatek, witamin 1 soli mineralnych i jest uwazane za najlepszy
pokarm dla nowo narodzonego organizmu [4,5]. Doktadny sktad mleka zalezy od fazy
laktacji, pory dnia oraz czasu karmienia [6,7]. Zalezno$¢ sktadu od fazy laktacji wynika
ze zmian jakie nastgpuja w gruczole piersiowym. Wymienia si¢ 4 etapy laktacji:
mammogenez¢, laktogeneze, laktacje 1 inwolucje. Dwa pierwsze obejmuja rozwdj
tkanki gruczolowej w piersiach oraz poczatek wydzielania mleka; w czasie etapu
laktacji sekrecja mleka stabilizuje si¢, a ostatni okres obejmuje zakonczenie produkcji
oraz obumieranie laktocytéw, czyli komérek odpowiedzialnych za wytwarzanie mleka
[8]. Laktocyty oraz znajdujace si¢ wewnatrz pecherzyki mleczne sa otoczone warstwa
migsni gladkich, ktore kurczac si¢ pod wpltywem hormondéw (m.in. oksytocyny)

powoduja wyptyw mleka do przewodoéw mlecznych [9].

Poczatkowe mleko tzw. siara, produkowane w pierwszych dniach po porodzie,
jest geste, lekko zotte a w swoim skladzie zawiera gtownie biatko w celu dostarczenia
budulca do rozwoju organizmu a takze zwigzki zapewniajace wsparcie ukladu
immunologicznego: interferony, przeciwciata, limfocyty, laktoferyng i makrofagi [10—
12]. Mleko przejsciowe wytwarzane W 2-3 tygodniu po porodzie zawiera wigcej
thuszczu, zawartos$¢ biatka spada i jest bardziej wodniste od siary, dodatkowo wzrasta
jego kaloryczno$¢, natomiast mleko dojrzate sktada si¢ juz w 80% z wody 1 jest
zarazem najbardziej odzywcze ze wszystkich: w 100 ml zawiera ok. 75 kcal [8,12]. Jest
ono réwniez bogate w makro- i mikroelementy (Tabela 1) [8,10].
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Tabela 1. Sktad dojrzatego mleka

skladnik stezenie w mleku kobiecym
Weglowodany 74 g/L
Thuszcze 40 g/L
Biatka 10-11 g/L
Wapn 280-330 mg/L
Fosfor 150 mg/L
Magnez 35 mg/L
Cynk 1,2 mg/L
Zelazo 0,3 mg/L
Wit. B6 93 mg/L
Wit. C 30-43 mg/L
Wit. E 2,3 mg/L
Wit. A 0,67 mg/L
Wit. K 2,1 wL

Standardy WHO z 2020 roku zalecaja wytaczne karmienie piersia dziecka do
ukonczenia 6 miesigca, nastgpnie mozliwos¢ kontynuacji karmienia do 2 roku zycia
wraz z wprowadzaniem innych pokarmow do diety. Poleca si¢ rowniez zaczaé

karmienie jak najszybciej, juz godzing po urodzeniu dziecka, jezeli jest to mozliwe [13].

Zalety karmienia piersia sg szeroko opisywane w literaturze fachowej, obejmuja
one m.in. redukcje ryzyka wystapienia chorob dolnych drég oddechowych u dzieci
ponizej 1 r.z., zmniejszenie wystepowania infekcji  zotadkowo-jelitowych
u noworodkow, zapobiega nadwadze i otytosci w dorostym zZyciu, a nawet obnizenie

ryzyka wystapienia nagtej $mierci t6zeczkowej [14-16].

Przenikanie lekow do mleka matki

Poczatkowo, w pierwszych dniach laktacji pomigdzy laktocytami wystepuja

duze przestrzenie komorkowe, do ktérych tatwo moga przenika¢ zwiazki z naczyn
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krwiono$nych i limfy [17]. Leki przenikaja z naczyn krwionosnych do gruczotu
piersiowego najczgsciej na drodze dyfuzji prostej wraz z gradientem stgzen, lecz na
dystrybucje substancji do mleka ma rowniez wplyw szereg innych czynnikéw
zwigzanych z wlasciwosciami zwigzku chemicznego: masa czasteczkowa, lipofilowos¢,
wigzanie z biatkami oraz pKa [1,18]. pKa moze przyczynia¢ si¢ do kumulacji zwigzkow
w mleku, ktore charakteryzuje si¢ pH nizszym od pH osocza krwi. Przyjmuje si¢, ze sa
to wartosci z zakresu od 6,35 az do 7,65 [19-21], a jako pH S$redniec w literaturze
zazwyczaj spotyka si¢ pH ok. 7,1 lub 7,2 [7,8] czyli $rednio jest ono nizsze od pH
osocza, ktore waha si¢ w zakresie od 7,35 do 7,45. W zwiazku z tym leki o charakterze
stabych zasad ulegaja w nizszym pH mleka jonizacji co uniemozliwia na powrot
przejscie do krwioobiegu matki [18,22,23]. Z kolei wysoka lipofilowos¢ zwiagzku,
wyrazona np. przy pomocy wspoOlczynnika podziatu oktanol:woda i1 logarytmu z tej
warto$ci; log P, moze sugerowac jego akumulacje w fazie thuszczowej mleka. Wigzanie
leku z biatkami osocza mocno ogranicza jego dystrybucje do mleka jednak to zjawisko
moze rowniez zachodzi¢ po drugiej stronie tej bariery biologicznej poniewaz w sktad
mleka wchodzg proteiny, ktore takze posiadaja zdolnos¢ do wigzania molekut.
Biatkowy komponent — stanowigcy ok. 1% dojrzatlego mleka tworzg m.in: kazeiny
alfaS1, alfaS2, beta i kappa; biatka serwatkowe: alfa-laktoalbumina, beta-
laktoglobulina, albumina osoczowa, laktoferryna, sekrecyjna immunoglobulina A,
immunoglobuliny Mi G oraz lizozym, alfa-1-kwasna glikoproteina i wiele innych
[4,6,24-26]. Zjawisko to w mleku zachodzi jednak z mniejsza sita niz w przypadku

wigzania z biatkami osocza [18].
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OSOCZE MATKI

lek zwiazany
Z bialkiem

/

forma niezwiazana z bialkiem:

lek > lek niezjonizowany €——
zjonizowany

>

MLEKO

lek zwiazany
Z bialkiem

!

forma niezwiazana z bialkiem:

lek niezjonizowany <= ek
zjonizowany

/

lek zakumulowany w fazie lipidowej
mleka

Rysunek 1. Schemat przenikania lekow migdzy osoczem a mlekiem matki

Podsumowujac losy leku po wniknigciu do mleka: moze on ulec jonizacji,

zwigza¢ si¢ z biatkiem lub przeniknag¢ do fazy lipidowej, gdzie moze zostaé

zakumulowany (Rysunek 1) [7,27].

Klasyfikacja lekow stosowanych podczas laktacji

Podobnie jak w przypadku ryzyka stosowania leku w ciagzy (klasyfikacja FDA,

klasy A-X) wprowadzono podobny podziat w przypadku laktacji. Wyodrebniono 5 klas

lekow od L1 do L5, ktére wskazuja ryzyko stosowania danego preparatu podczas

karmienia piersig (Tabela 2).
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Tabela 2. Ryzyko stosowania w czasie laktacji - klasyfikacja prof. Hale’a [28]

klasa charakterystyka
L1 ¢ Najbezpieczniejszy lek, badania przeprowadzone na duzej liczbie kobiet
wykazaty brak ryzyka wystapienia dziatan niepozadanych dla karmionego
dziecka

e Byl on przyjmowany przez duza liczbe kobiet karmigcych i nie
zaobserwowano negatywnego wptywu na organizm dziecka
e Lcknie jest dostepny dla dziecka drogg doustng

L2 o Lek bezpieczny, badania przeprowadzone na ograniczonej liczbie kobiet,
ktére nie wykazaty zwiekszonego ryzyka wystapienia dziatah niepozadanych
dla karmionego dziecka

e Ryzyko negatywnego dziatania na organizm dziecka jest mato prawdopodobne

L3 e Lek umiarkowanie bezpieczny, brak kontrolowanych badan na karmiacych
kobietach jednak istnieje ryzyko wystapienia dziatan niepozadanych u dziecka

e Badania wykazaly minimalne, niegrozne dziatanie niepozadane

o Nowy lek bez przeprowadzonych badan. Leki z tej kategorii stosowane sa
wylacznie gdy korzysci u matki przewyzszaja ryzyko u dziecka.

L4 e Lek prawdopodobnie niebezpieczny, wykazano niekorzystny wptyw na
organizm dziecka

e Wykazano niekorzystny wptyw na proces laktacji. Lek stosowany wytacznie
w przypadkach zagrozenia zycia matki i/lub gdy inny lek nie moze by¢
stosowany lub jest nie skuteczny.

L5 o lek przeciwwskazany, badania wykazaly istotne ryzyko wystgpienia
negatywnego dziatania na organizm dziecka. Ryzyko to przewyzsza korzysci
stosowania leku dla matki wiec leki z tej kategorii nie sg stosowane u kobiet
karmigcych.

Druga klasyfikacja. okreslajaca bezpieczenstwo stosowania lekéw podczas
laktacji jest baza LactMed [29], ktora grupuje dotychczasowe doniesienia z artykutow
naukowych na temat dawki danego zwiazku aktywnego, ktory przeniknat do mleka oraz
mozliwych dziatan niepozadanych wystepujacych u dziecka i1 na tej postawie okresla

ryzyko stosowania danego preparatu.

15




Stosunek M/P

Do okreslenia, ile leku przenikneto do mleka matki stosuje si¢ stosunek st¢zenia
tego zwigzku w mleku — M (ang. milk) do jego stezenia w osoczu — P (ang. plasma) po
ustaleniu si¢ stanu rownowagi miedzy obiema stronami bariery biologicznej (ang. milk-
to-plasma concentration ratio) [30]. Warto$¢ ta moze by¢ oznaczona eksperymentalnie
poprzez badania kliniczne, analiz¢ pojedynczych przypadkéw klinicznych lub
wyznaczona farmakokinetycznie na podstawie krzywej AUC (ang. area under the
curve) czyli wykresu stezenia zwigzku w osoczu w funkcji czasu [31-33]. W literaturze
mozna rowniez znalez¢ wyznaczanie metodami in vitro [34]. Czesto tez korzysta si¢
z metod chemometrycznych i obliczeniowych to wyznaczania M/P na podstawie
wlasciwosci  fizykochemicznych substancji  [35-37]. W niektérych modelach
wykorzystuje si¢ rowniez zlogarytmowang posta¢ — log M/P. Modele dystrybucyjne
wskazuja na szczegodlne znaczenie czynnikow: pKa, log P i wigzania z biatkami,

a doktadniej frakcji niezwigzanej z biatkiem w przewidywaniu wartosci M/P (Ro6wnania
1-5) [7,32,38].

1+ 10PH m-pKa (1)
1+ 10PH p—pKa

Leki kwasne: M,, /P, =

1+ 10PKa—pHm™ )

Leki zasadowe: M,,/P, = T+ 10PKa—pHP

M./P, — stosunek M/P leku niezwigzanego z biatkiem
pPH m — pH mleka
pH , — pH osocza

pKa — wartos¢ pKa leku

[32]
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M/P = fi X My /P,[(0,995/fm) + (0,045 x milk lipid P)] ?)

fup — frakcja leku w osoczu niezwiazana z biatkiem

fum — frakcja leku w mleku niezwigzana z biatkiem

M/Py — stosunek M/P leku niezwigzanego z biatkiem, obliczony z rownan 1 i 2
milk lipid P — wspoétczynnik skorelowany z lipofilowoscig leku: -0,88 + 1,29 logP
[38]

_ fup xfunp (4)
B fum Xfunm X S/M

M/P

fup — frakcja leku w osoczu niezwiazana z biatkiem

fum — frakcja leku w mleku niezwigzana z biatkiem

funp — niezjonizowana frakcja leku w osoczu

fun m — Niezjonizowana frakcja leku w mleku

SIM — stosunek stezenia leku w mleku odtluszczonym (S) do stezenia w mleku

pelnym (M) [7].

Znajac warto$§¢ M/P dla danego leku mozna obliczy¢ jaka ilo§¢ przyjmie dziecko

podczas karmienia [30]:

Dniemowlc; = Cp x M/P x Vimleka (5)

Dhniemowle — dawka, ktorg przyjmie karmione niemowle
Cp — stgzenie leku w osoczu matki
M/P — milk-to-plasma ratio

Vmieka — Objetos$¢ spozytego mleka

Ogolne zalozenia mowia, ze leki z wartoScia M/P ponizej 1 sa relatywnie
bezpieczne w stosowaniu u kobiet karmigcych, ze wzgledu na niskg dystrybucje do
mleka [28].
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Bialka osocza krwi
Wiazanie lekow z bialkami

Lek we krwi moze ulec zwigzaniu z biatkami osocza - przede wszystkim

albuming i alfa-1-kwasng glikoproteing, lipoproteinami a nawet z erytrocytami [39-41].

Wigzanie lekéw z albuming ma znaczny wplyw na ich biodost¢pnos¢ oraz
aktywno$¢ biologiczna. Zwigksza ich rozpuszczalnos¢ w osoczu co ma duze znaczenie
w przypadku zwigzkéw o hydrofobowym charakterze, zmniejsza toksycznos¢ i wydhuza
czas pottrwania leku. Wywiera takze ochronny wplyw przed utlenianiem [42,43].
Bialka shuza jako no$niki i bez nich wiele zwigzkow nie byloby w stanie przemieszczaé
si¢ w ustroju, jednak ta cecha jest limitowana przez powinowactwo do biatek; lek
wigzacy si¢ w wickszym stopniu bedzie wypieral z polaczen inny o mniejszym
powinowactwie [44,45]. Jednoczesnie lek zwigzany z biatkiem ma mocno ograniczong
dystrybucj¢ przez blony biologiczne, w zwigzku z duza masg czasteczkowg takiego

kompleksu [46].

Poziom potaczenia si¢ z biatkami zalezy od warunkow srodowiska, w ktorym
ono zachodzi. Wplyw bedzie wywierala temperatura, pH osocza, ktére moze zmieniaé
stopien jonizacji zwiazku, zalezy rdwniez od samego st¢zenia biatek w osoczu, ktore
zmienia si¢ pod wplywem czynnikow zaréwno fizjologicznych (wiek, cigza) jak

I patofizjologicznych (choroby, niedozywienie) [42,47].

Bialka wystepujace w osoczu

Ludzkie osocze krwi sktada si¢ z wody, elektrolitow, czynnikoéw krzepnigcia,
hormonéw, biatek, skladnikow odzywczych oraz produktow przemiany materii.
Stezenie biatka catkowitego w osoczu wynosi 7,0-7,5 g/dL. Mozna wyr6zni¢ wsrod
nich trzy zasadnicze frakcje: albuminy, globuliny oraz fibrynogen; wickszos$¢ biatek
stanowig biatka zloZone; potaczone sa z lancuchami oligosacharydowymi tworzac
glikoproteiny [48]. Bialka wystepujace w ludzkim osoczu spetniajg wiele funkcji
I uczestnicza w  réznych procesach: koagulacji, fibrynolizie, odpowiedzi

immunologicznej czy transporcie substancji przez krew (Tabela 3) [48,49].
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Tabela 3. Bialka osocza i ich funkcja

bialko 0socza

funkcja

Albuminy, tym ludzka albumina
0soczowa

Transport substancji, ci$nienia

onkotycznego krwi

utrzymanie

Biatka ostrej fazy: alfa-1-kwasna
glikoproteina, biatko C-reaktywne,
alfa-1-antytrypsyna, haptoglobina,
ceruloplazmina

Syntetyzowane w odpowiedzi na stan zapalny

Biatka uktadu dopetniacza

Syntetyzowane w odpowiedzi na stan zapalny

Fibrynogen

Udziat w procesie krzepniecia

Transferyna i ferrytyna

Udziatl w gospodarce Zelazem w organizmie

Biatka transportujgce hormony

Transport m.in. tyroksyny, kortyzolu, hormonow
ptciowych

Immunoglobuliny: IgA, 1gD, IgE,
1gG, IgM

Udziat w humoralnej odpowiedzi odpornos$ciowej

Enzymy i hormony biatkowe

Kataliza reakcji i funkcje regulacyjne

Kluczowa role w dystrybucji zwiazkéw w organizmie petni ludzka albumina

osocza i alfa-1-kwasna glikoproteina i to wtasnie na tych dwoch biatkach skupia si¢

gléwne zainteresowanie w kwestii wigzalno$ci z proteinami.

Ludzka albumina osocza

Najbardziej rozpowszechnionym biatkiem Iudzkiego osocza jest albumina

ang. human serum albumin, , Stanow1 ona ok. o Wszystkic 1ate
h Ibumin, HSA i k. 60% ystkich biatek

znajdujacych si¢ we krwi, a jej stezenie w osoczu wynosi 3,5-5,0 g/dL. Nalezy do

rodziny albumin wraz z alfa-fetoproteing (AFP), alfa-albuming (inaczej afaming, AFM)

oraz biatkiem wigzacym witamine D (ang. vitamin D binding protein, VDBP) [50,51].

Jest ona produkowana w watrobie, jej czas poéttrwania wynosi ok. 17 dni [39].
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Czasteczka ludzkiej albuminy osocza o masie czasteczkowej 65-69 kDa jest zbudowana
z 585 aminokwasow ulozonych w 9 podwdjnych petli, ktore tworzg trzy domeny: I, II
i IIT (kazda ztozona z trzech p¢tli), domeny z kolei dzielg si¢ na dwie subdomeny
I W rezultacie otrzymujemy sze$¢ fragmentow: 1A, 1B, IIA, 1IB, IIIA i IIIB. Domena Il
stanowi rdzen czgsteczki, domeny I i III tworza swoiste ,,ptaty”, ktére moga ulec
faldowaniu [43,52]. Struktura drugorzgdowa przyjmuje glownie posta¢ o-helisy -
stanowi ona 67%, a sama czgsteczka uchodzi za do$¢ elastyczng co moze mie¢ wptyw
na jej zdolno$¢ do wigzania roznych zwigzkéw [39]. Przestrzenna forma czgsteczki,
czyli jej trzeciorzedowa struktura okreslana jest jako trojkatna [53], badz o ksztalcie
serca [54]. Kazda domena biatka obdarzona jest tadunkiem, odpowiednio: -9, -8 i +2
[55]. Punkt izoelektryczny wystepuje przy pH 4.9 jednak w fizjologicznym pH krwi,

ktore wynosi ok. 7,4 albumina zachowuje amfoteryczne wiasciwosci [56].

Funkcje albuminy osocza

Albumina osocza (ang. human serum albumin; HSA) jest gtéwnym czynnikiem
odpowiedzialnym za prawidlowe ci$nienie onkotyczne krwi, gldwnie poprzez
wywieranie bezposredniego dziatania osmotycznego jak rowniez wywotujac efekt
Gibbsa-Donnana, ktory polega na przycigganiu przez negatywne tadunki na czasteczce
biatka jonéw sodu, ktére nastepnie powoduja naptyw wody do §wiatla naczynia. Jest
takze zwigzkiem o wlasciwosciach przeciwutleniajacych, przeciwzapalnych,
przeciwkrzepliwych, immunomodulujacych i regulujacych czynno$é srodbtonka naczyn
[54,57].

HSA dzigki swojej strukturze, ma zdolno$§¢ do wigzania réznych endo-
i egzogennych zwigzkow: kwasow thuszczowych, steroidow, hormondw, bilirubiny
I kwasow zotciowych czy jonéw metali oraz szerokiej gamy lekow, ktore przedostaty
si¢c do krwioobiegu [43,58,59]. Najczgsciej przylagcza hydrofobowe czasteczki
0 wlasciwosciach kwasowych, dzigki sumarycznemu ujemnemu tadunkowi [39,60].
Zwiazki te 1acza si¢ z dodatnio naladowanymi resztami aminokwasow (gtownie lizyny),
ktére znajduja si¢ w niepolarnych regionach miejsc wigzania czasteczek. Dodatkowo

przy pomocy oddzialywan elektrostatycznych do HSA moga si¢ przytaczy¢ leki
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pozostajace bez fadunku, takie polaczenie jest nastgpnie wzmacniane przez

wytworzenie wigzan hydrofobowych [56].

Miejsca wigzania lekow i kwasow thuszczowych

Albumina osocza ma co najmniej dwa miejsca wigzania lekdéw, informacje
dotyczace trzeciego miejsca nie zostaty dotad potwierdzone [61,62]. Miejsce pierwsze
znajduje si¢ w subdomenie 1A, drugie w IITA. Oba s3 hydrofobowymi przestrzeniami,
jednak drugie miejsce zawiera maty obszar polarny w $srodku; dodatkowo jego wejscie
jest mniej ograniczone w poréwnaniu do miejsca w subdomenie IIA, na ktore
czesciowo naktadajg sie czesci 1B i IIIA [61,63-65]. Sytuacja wyglada odmiennie jesli
chodzi o transport kwasoéw tluszczowych, ktérych albumina jest gtéwnym nosnikiem
we krwi. Wyrdznia si¢ az siedem miejsc, zdolnych do przylaczenia czgsteczki kwasu.
Poczatkowe obserwacje pokazaty, ze od dwoch do trzech miejsc wykazuja silne
powinowactwo do kwasow tluszczowych a od czterech do pigciu - umiarkowane
[63,66]. Dalsze badania ujawnily, ze pierwszorzgdowymi miejscami o wysokim
powinowactwie s3 te o numerach 2, 4, 5; natomiast 5-10-krotnie nizsze wykazuja

miejsca 1, 3, 6, 7 [66,67].

Alfa-1-kwasna glikoproteina

Drugim biatkiem pod wzgledem rozpowszechnienia w osoczu jest alfa-1-kwasna
glikoproteina (ang. alpha-1-acid glycoprotein, AAG). Jej st¢zenie nie jest state i zmienia
si¢ pod wptywem czynnikow fizjologicznych i patologicznych. Nalezy do bialek ostrej
fazy dlatego jej zwiekszony poziom AAG wystepuje podczas np. stanu zapalnego,
infekcji, zranienia lub poparzenia tkanek, chordb sercowo-naczyniowych oraz
niektorych schorzen nerek i1 watroby; natomiast obniZenie stgZzenia ma miejsce
W przebiegu m.in. zapalenia watroby, nowotworu trzustki, niedozywienia i kacheksji
[68]. Roznice w stgzeniach obserwuje si¢ u kobiet w trakcie cyklu menstruacyjnego
oraz cigzy, wystepuja takze podczas przyjmowania niektoérych lekow (np. lekow
hormonalnych, przeciwpadaczkowych, niektore Zrodla mowig rowniez o doustnych

srodkach antykoncepcyjnych) [68,69]. W produkcji kwasnej glikoproteiny bierze udziat
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watroba a w przypadku stanu zapalnego ta funkcj¢ moga pehi¢ takze inne tkanki
I organy [70]. Masa czasteczkowa jest nizsza niz w przypadku albuminy i wynosi 40-44
kDa, tak jak iilos¢ aminokwaséw wchodzacych w sklad czgsteczki - 183 [71,72].
W swojej strukturze alfa-1-kwasna glikoproteina zawiera reszty weglowodanowe (ok.
45% struktury) [70] oraz kwasu sjalowego (N-acetyloneuraminowego), ktore nadajg jej
wlasciwosci kwasowe z wartoscig pH punktu izoelektrycznego od 2,7 do 3,2 [71,72].
Prawdopodobnie wigkszg cze$¢ struktury drugorzedowej tworzy fB-harmonijka, jednak
doktadny obraz czasteczki nie zostal jeszcze poznany [73,74]. Podobnie jest
Z miejscami wigzania lekow, przyjmuje si¢, ze sa dwa: jedno dla lekow kwasnych
a drugie dla zasadowych, nachodzg one na siebie i moga wzajemnie wptywaé na swoje
funkcjonowanie [64,75], inne badania mowig roéwniez o wystgpowaniu pigciu

dodatkowych miejsc zdolnych do wigzania lekow [68].
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Wplyw wiazania z bialkami na dystrybucje¢ lekow przez bariery organizmu
Transport substancji przez blony komorkowe

Wyrézniamy dwa podstawowe rodzaje transportu przez blony komodrkowe:
transport bierny (dyfuzja prosta i1 ulatwiona), ktorego mechanizm jest prostszy
| przebiega wraz z gradientem st¢zen oraz transport aktywny, wymagajacy naktadow
energii, aby przenie$¢ czasteczki wbrew roznicy stezen [76]. Dyfuzja prosta opiera si¢
na swobodnym przechodzeniu, najcze$ciej matych, lipofilowych czasteczek nie
obdarzonych tadunkiem bezposrednio przez btony. W przypadku zwigzkéw
zjonizowanych odbywa si¢ to przez specjalne kanaty jonowe. Dyfuzja utatwiona nadal
opiera si¢ na przechodzeniu czasteczek do miejsca o mniejszym st¢zeniu, ale
wykorzystywane sa3 w tym celu specjalne biatka blonowe. Proces transportowania
zwigzkow wbrew gradientowi wymaga dostarczenia energii, dlatego zawsze tez jest
sprzezony z innym, ktory jej dostarcza np. hydroliza wysokoenergetycznego
adenozynotrifosforanu, czyli ATP [77].

W przypadku bardzo duzych czastek mozliwy jest mechanizm wnikania do
komorki  na  zasadzie pinocytozy. Jest to jedna z form transportu
wewnatrzkomorkowego, w ktorej z blony komodrkowej tworzony jest pecherzyk

otaczajacy molekute [78].

Blona komoérkowa jest potprzepuszczalng membrang zlozong z dwoch warstw
fosfolipidow o grubosci ok. 10 nm oraz biatek znajdujacych si¢ na powierzchni lub
w niej zakotwiczonych, ktére pelnig roznorakie funkcje: receptorow, nosnikow,
kanatéw jonowych czy enzymow [78,79]. Z czynnikow, ktore wptywaja na zdolnosc¢
zwiazkow do przekraczania blon biologicznych wymienia si¢: mas¢ czgsteczkowa, stan
zjonizowania, stgzenie po obu stronach membrany, lipofilowo$¢ oraz wigzanie

z biatkami [78]. Z ogdlnych zatozen mozna wymieni¢: [78,80,81]:

1. Zwiazki o masie czasteczkowej ponizej 500 Da z latwos$cig przenikaja przez
btony komorkowe.

2. Leki silnie wigzace si¢ z Dbialkami majg ograniczong dystrybucje
z kompartmentu centralnego do innych. Jest to zwigzane przede wszystkim
zwigksza masa kompleksu lek-bialko niz czasteczki niezwigzanej

I uniemozliwienie tym samym przejScia przez blone.
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3. Ze wzglegdu na lipofilowy charakter btony komodrkowej wylacznie
niezjonizowane czasteczki moga przenika¢ na drugg stron¢ membrany. Stan
zjonizowania zalezy od pKa zwiazku oraz pH S$rodowiska. Z rdwnania
Hendersona-Hasselbacha [82] wynika, Ze jesli pH jest wyzsze niz pKa to formy
zjonizowanej jest wigcej 1 na odwrot: przy nizszym pH formy niezjonizowanej
bedzie wiecej. W sytuacji gdy pH=pKa formy zjonizowanej jest tyle samo co
niezjonizowanej.

4. Ponownie: w zwigzku z lipofilowoscig blony komorkowej lipofilowe czasteczki
fatwiej przez nig przenikajg. Jednak nie moga by¢ to skrajne warto$ci, poniewaz
moze wtedy dojs$¢ do akumulacji czgsteczki w btonie.

5. Zwiazki chetniej przechodza do srodowiska o mniejszym stezeniu. Odbywa si¢

to na zasadzie dyfuz;ji, czyli bez naktadow energetycznych.

Trudniejsza kwestig jest przenikanie substancji przez bariery fizjologiczne.
Sa one inaczej zbudowane niz zwykle btony komoérkowe a dodatkowo posiadaja szereg
innych mechanizméw zapobiegajacych przenikaniu ksenobiotykéw na druga strong.
Szczegodlnie trudne jest pokonanie bariery krew-mozg, ochraniajacej najwazniejsze

struktury w organizmie.

Bariera krew-mozg

Jest jedng z najwazniejszych barier fizjologicznych wystepujacych w ludzkim
organizmie, oddziela osrodkowy uktad nerwowy (OUN) od naczyn krwionosnych a tym
samym od reszty ustroju. Zbudowana jest z komorek endotelialnych wyscietajacych
naczynia krwiono$ne, mocno ze sobg potaczonych przez tzw. ztacza Sciste (ang. tight
junctions, TJs) 1 polaczenia przylegajace (ang. adherens junctions, Als), ktore sa
charakterystyczne dla BBB; komorek glejowych (inaczej astrocytow), blony podstawne;j
oraz perycytow i neurondw znajdujgcych sie dookota [83]. Doktadne przyleganie do
siebie komorek nabtonka zapobiega biernemu przenikaniu substancji do mdzgowia,
cato$¢ transportu przebiega droga intracelularng [84]. Dodatkowo pinocytoza wystepuje
w ograniczonym zakresie, podobnie jak ilo§¢ poréw w blonie komoérkowej, przez ktore
moglyby przenikaé¢ substancje réznego pochodzenia [84,85]. Poza ograniczeniem

fizycznym istnieje rOwniez bariera metaboliczna, ktorg stanowi gldwnie swoista
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aktywno$¢ enzymatyczna wystepujaca w obrebie bariery powodujaca rozpad zwigzkow
chemicznych oraz jako trzeci element ochrony — system aktywnego usuwania substancji
z mozgowia (ang. brain-to-blood efflux), ktory przebiega przy pomocy transporterow

[84,86,87].

Gltowng funkcjg bariery krew-mozg jest ochrona mézgowia przed wnikaniem
niepotrzebnych 1 toksycznych substancji oraz selektywne dostarczanie zwigzkow
niezb¢ednych do jego prawidtowego funkcjonowania — glukozy 1 skladnikéw
odzywczych oraz tlenu [83]. Gazy i substancje lipofilowe tatwo dyfundujg przez btony
komorkowe, takze te w obrgbie bariery; sktadniki odzywcze: glukoza, aminokwasy sa
przenoszone poprzez transportery, a zwiazki o duzej masie czasteczkowej (insulina,
transferyna, albumina 1 inne biatka osocza) wnikaja na zasadzie endocytozy, czesto za
posrednictwem receptoréow [84,88]. Leki przenikajg przez BBB zazwyczaj na drodze
dyfuzji przezblonowej (szczegoélnie te lipofilowe, o matej masie czasteczkowej) oraz

przy pomocy transporterow [85].

Wielokrotnie badano zwigzek miedzy wigzaniem substancji z biatkami a ich
przenikaniem przez BBB [85,89-91]. Albumina i inne biatka bardzo stabo przenikaja
przez barier¢, a kompleks biatko-lek jest zazwyczaj potaczeniem o duzej masie
czasteczkowej 1 rozmiarach wigc logicznym jest zatozenie, ze im wigce] czasteczek
zwigzku bedzie przytaczone do biatek tym mniej przedostanie si¢ do OUN [92]. Dla
niektorych substancji (np. bilirubiny) to zatoZenie si¢ potwierdzito jednak co ciekawe
zauwazono pewne wyjatki od reguty [93]. Pewne zwiazki, ktore dobrze przenikaja do
moézgu (m.in. benzodiazepiny, steroidy, niektore hormony) uzyskiwaty tam wigksze
stezenie niz to zakladano biorac pod uwage ich frakcje niezwigzang z biatkami
w osoczu [94]. Jedna z hipotez, ktora probowata wyjasni¢ ten fenomen bylo
wystepowanie zmian w konformacji biatka podczas zetknigcia si¢ z komorkami bariery,
ktore doprowadzato do dysocjacji kompleksu biatko-ligand i1 pozwalato nie zwigzanemu

juz ligandowi na wniknig¢cie do OUN [95,96].

Bariera lozyskowa

Lozysko jest narzadem tworzacym si¢ w przebiegu cigzy z kosmowki (czes§¢

ptodowa) oraz btony S§luzowej macicy (cz¢s¢ matczyna). NajczeSciej ma ksztalt
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dyskoidalny o $rednicy 20-22 cm, grubosci 2,5-3 cm a jego masa pod koniec ciazy
moze osigga¢ do 500 g; dojrzale tozysko jest gtadkie od strony ptodowej a od strony
matczynej ma budowe zrazikowa — zrazy tozyska s3 jego podstawowa jednostka
strukturalng [97,98]. Lozysko stuzy przede wszystkim do wymiany substancji mi¢dzy
organizmami matki i ptodu a w dalszych etapach cigzy przyjmuje takze inne funkcje:
syntez¢ hormonow steroidowych i bialkowych oraz aktywno$¢ metaboliczng [79,97].
Poczatkowo bariere tozyskowa tworzg cztery warstwy: warstwa endotelium naczyn
krwionosnych ptodu, trofoblast, cytotrofoblast oraz syncytiotrofoblast begdacy
zewngtrzng warstwag polozong od strony matczynej. Potem wraz z rozwojem tozyska
srodkowe warstwy zanikaja 1 zostaje tylko nablonek naczyn i syncytiotrofoblast, ktory

bezposrednio taczy si¢ z krwig matki [97].

Krew matki 1 ptodu nie mieszaja si¢, jednak budowa tlozyska zapewnia
dostateczny transport skladnikow odzywczych niezbednych do rozwoju dziecka,
usuwanie produktow przemiany materii z jego ustroju a takze wymiang gazowa [97].
Z tego wzgledu tozysko uznawane jest za najstabsza barier¢ w ludzkim organizmie
i petni bardziej funkcje filtra niz faktycznej ochrony, cho¢ nie do konca stusznie — duzg
role odgrywa réwniez aktywno$¢ metaboliczna tozyska oraz aktywnos¢ transporterow
[99]. Zatrzymuje komorki bakterii (wirusy przenikajg), immunoglobuliny (oprocz IgG),
insuling, heparyn¢ i bilirubing w stanie zwigzanym. Przepuszcza wigkszo$¢ lekow
w tym barbiturany, antybiotyki i sulfonamidy oraz alkohol [79]. Przenikanie substancji
przez tozysko odbywa si¢ na zasadzie dyfuzji, ktora dotyczy glownie wody,
elektrolitow 1 matych czasteczek jak rowniez wielu lekdéw, transportu utatwionego
i aktywnego [79] ewentualnie poprzez transport wewnatrzkomérkowy czyli pino-
i fagocytoze [100]. Dyfuzja prosta zachodzi w przypadku wickszosci lekow a jej

szybkos$¢ opisuje ponizsze Rownanie 6 [99]:

szybkoé¢ dyfuzji = D X Ac X A/d (6)

D - stata dyfuz;ji leku
Ac - rdznica stezen po obu stronach bariery tozyskowej
A - powierzchnia wymiany

d - grubos¢ powierzchni wymiany
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Na ilo$¢ leku, jaka przenika przez tozysko wplyw maja rézne czynniki:
wlasciwosci  fizykochemiczne (lipofilowo§¢, pKa, masa czasteczkowa) czy
farmakokinetyka leku (czas pottrwania, procesy eliminacji) jak 1 roznica stezen leku po
obu stronach bariery tozyskowej, réznice w pH osocza u matki 1 ptodu oraz wigzaniu
Z biatkami w obu organizmach, a takze ilo$¢, lokalizacja i aktywnos¢ transporterow
[101,102]. Najczgsciej przy aktywnym transporcie lekow uczestniczg transportery ABC
(ang. ATP-binding casette transporter) wystepujace na tozysku gtownie od strony matki
[101]. Jest to superrodzina transporteréw biatkowych, ktore wykorzystuja energic
powstajaca podczas hydrolizy ATP do przenoszenia zwigzkéw chemicznych przez
blony komoérkowe [103]. Najwazniejszymi z tej grupy sa glikoproteina P (ang. P-
glycoprotein, P-gp) i biatko opornosci raka piersi (ang. breast cancer resistance protein,
BCRP lub placenta-specific ABC transporter, ABCP — nazwa ta zwigzana jest z wysoka
ekspresja tego biatka w tozysku). Transportery moga przenosi¢ leki na obie strony
lozyska jednak uwaza sie, ze gldéwnie usuwaja ksenobiotyki z komoérek ptodowych,
zapobiegaja ich przechodzeniu do rozwijajacego si¢ organizmu i dzigki temu maja duze

znaczenie przy tworzeniu bariery tozyskowej [104,105].

Nie jest mozliwe uniknigcie stosowania lekéw podczas ciazy, a ich spozycie
z biegiem lat wzrasta [101,106]. Sg stosowane w leczeniu chorob przewlektych u matki
(np. nadci$nienie, epilepsja, cukrzyca) lub doraZznie podczas np. infekcji oraz w ramach
samoleczenia preparatami OTC [101,102,106]. Ze wzgledu na stosunkowo stabg
ochron¢ przed wnikaniem substancji jaka stanowi tozysko Amerykanska Agencja
Zywnosci i Lekow (FDA) nadata lekom odpowiednie kategorie, ktore mowia o ryzyku
dla ptodu podczas stosowania danego preparatu w czasie cigzy (Tabela 4) [107,108].

Tabela 4. Ryzyko stosowania w czasie cigzy - klasyfikacja FDA

kategoria charakterystyka

kategoria A Badania u ludzi nie wykazaty istnienia ryzyka dla ptodu. Uszkodzenia

ptodu sa mato prawdopodobne.

kategoria B Badania na zwierzgtach nie wykazaty istnienia ryzyka dla ptodu, brak
badan na ludziach. Podczas obserwacji cigzarnych kobiet nie

stwierdzono istnienia ryzyka dla ptodu.
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kategoria C Badania na zwierzgtach wykazaly istnienie ryzyka dla ptodu, dziatanie

teratogenne lub zabdjcze. Brak badan na ludziach.

kategoria D Istnieja dowody na negatywny wptyw na ptod jednak dopuszcza sig
stosowanie takich lekow w przypadkach zagrazajacych zyciu
i zdrowiu matki, kiedy nie ma innych, bezpieczniejszych lekow lub

gdy sa one nieskuteczne

kategoria X Badania na zwierzetach i ludziach wykazaly negatywny wptyw na ptod
a ryzyko znacznie przewyzsza korzysci wynikajace z zastosowania

leku

Wigzanie z biatkami jest wymieniane jako jeden z elementéw wptywajacych na
transport lekow przez tozysko [109]. Jest czynnikiem, ktory wpltywa na szybkos¢
transportu przez tozysko jak i jego natgzenie [99]. Jednym z powoddéw jest, jak
w kazdym przypadku przenikania przez blony komoérkowe, wzrost masy czasteczkowe;j

leku w kompleksie z biatkiem, ktéra skutecznie uniemozliwia dyfuzje [99].

Wplyw na dystrybucje zwiazkéw migdzy organizmami matki i ptodu maja
réznice w stezeniu kluczowych bialek, ktore dodatkowo ulegaja zmianie w trakcie
trwania cigzy. St¢zenie albuminy, poczatkowo nizsze u ptodu, pod koniec cigzy jest
U niego o ok. 20% wyzsze niz u matki a st¢zenie alfa-1-kwasnej glikoproteiny u ptodu
wzrasta wraz z dojrzewaniem jednak nigdy nie przewyzsza warto$ci w osoczu matki
i w okolicach porodu jest o ok. 30-40% nizsze [110]. Rozne jest tez powinowactwo
protein do lekéw — w przypadku plodowej albuminy (alfa-fetoproteiny) jest nizsze
[110,111]. Dodatkowo nalezy pamigtaé ze wigzanie z biatkami zachodzi nie tylko
W osoczu ale rowniez w tkankach matki, ptodu i1 lozyska. Kumulacja lekow po
zwigzaniu z biatkami lozyska tworzy swoisty rezerwuar, z ktorego leki moga
przedostawac si¢ z powrotem do krwi matki lub dalej do krazenia ptodowego [99]. Tam
po wigzaniu z bialkami mogg zatrzymywac si¢ w organizmie ptodu co dobrze
przedstawia przyktad diazepamu nalezacego do kategorii D wg FDA wiec mozliwy jest

jego negatywny wplyw na ptod [110,112].
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Przenikanie przez skore

Podawanie preparatdéw na skore staje si¢ coraz bardziej popularne i dotyczy
lekow dziatajacych zaréwno miejscowo, w obrgbie naskérka (np. preparaty
przeciwgrzybicze) jak i1 tych wnikajacych do glebszych warstw a takze przenikajacych
do krazenia ogdlnoustrojowego. Do zwigzkow przenikajacych do dalszych tkanek
mozemy zaliczy¢ migdzy innymi niesteroidowe leki przeciwzapalne stosowane
w bolach  kostno-stawowych, natomiast dziatanie systemowe przy podaniu
przezskornym wykazuje m.in. fentanyl w leczeniu silnego bolu, nitrogliceryna przy
dtawicy piersiowej czy nikotyna w postaci plastrow w terapii leczenia uzaleznienia

[113-115].

Poczatkowo uwazano, ze lek podany na skore w duzym stopniu przedostaje si¢
do krazenia skérnego i dalej do ogdlnoustrojowego, a czynnikami regulujagcymi ten
proces s3: formulacja preparatu farmaceutycznego oraz struktury substancji 1 skory
[113]. Dodatkowo na wnikanie substancji w glagb skory ma jej kondycja poniewaz skora
uszkodzona moze przepuszcza¢ wigksze ilosci leku [116]. Z czasem jednak stwierdzono
silniejszg zaleznos¢ migdzy wiasciwosciami i budowa zwigzku (z uwzglednieniem jego

wigzalnosci z biatkami) a dystrybucja po podaniu przezskornym [113].

Leki podawane na skorg postaci masci, kremow czy zeli mogg ulega¢ wigzaniu
Z biatkami w skorze. Preparaty majace na celu dziatajace transdermalne zazwyczaj
w swoim sktadzie maja substancje aktywne o na tyle matej masie czasteczkowej, ze s
one w stanie przenikng¢ przez barier¢ skorng i dosta¢ si¢ do krazenia ogdlnego.
W takim przypadku wigzanie z biatkami w skorze jest zjawiskiem niepozadanym
poniewaz zwiazek pozostaje w powlokach skornych 1 jego dzialanie ogodlnoustrojowe
jest zmniejszone. Badania udowodnity, Ze obnizone jest jego stezenie we krwi a czas
transferu przez skore wydtuza sie [117,118]. Z drugiej strony leki dziatajace wyltacznie
miejscowo po utworzeniu kompleksu z biatkiem zostaja zakotwiczone w swoim
miejscu dziatania 1 nie wywierajag wplywu na reszte organizmu co mogtoby wigzac¢ si¢

z wystepowaniem efektoéw ubocznych.

W przypadku wigzania z biatkami w osoczu, lek pod wniknigciu do krazenia
skornego jest szybciej 1 w wigkszej 1losci dystrybuowany do dalszych kompartmentéw

jesli w duzym stopniu ulega zwigzaniu z proteinami osocza. Zwigzane jest
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to prawdopodobnie z funkcja bialek osocza jako transporterow 1 zwigkszeniem

rozpuszczalnosci kompleksu lek-biatko [113].

Przenikanie do mleka matki

Jak opisano we wczesniejszym rozdziale ,,Przenikanie lekéw do mleka matki”,
wigzanie substancji aktywnych z biatkami odgrywa bardzo duza role w tym procesie.
Dyfuzja prosta, ktéra jest gtownym mechanizmem transportu do mleka, moze by¢ tatwo
ograniczona duza masg czasteczkowa zwigzku, co ma miejsce po potgczeniu si¢ leku
z makromolekutami jakimi sg biatka osocza [119]. Ogélne zatozenie, iz leki silnie
wigzace si¢ z biatkami w mniejszym stopniu przechodza do mleka zdaje si¢ sprawdzac
w praktyce. Przyktadem sg leki z grupy selektywnych inhibitorow wychwytu serotoniny
(SSRI) m.in. fluoksetyna, citalopram, sertralina, charakteryzujace si¢ wysokim
odsetkiem wigzania z biatkami osocza (od 80 do 99%), byly oznaczanie w mleku

w ilo$ciach §ladowych, rzgdu kilkuset mikrogramow na litr [120].

Kolejna kwestia do rozwazenia t0 wigzanie z biatkami mleka, co dodatkowo
zmniejsza ilo§¢ leku, ktory koncowo spozyje niemowle [6,18]. Eksperci twierdzg, ze
przy karmieniu piersig nie nalezy przerywac farmakoterapii, chyba Ze jest to konieczne.
Jednak, powinny istnie¢ wystarczajace dowody na to, ze lek jest bezpieczny dla

niemowlat karmionych piersig lub nie wplywa na przebieg laktacji.

30



Metody chemometryczne
Badania QSPR w projektowaniu lekow

Proces odkrywania i badania nowych substancji leczniczych jest niezwykle
czasochtonny i wymagajacy duzych naktadow finansowych. Sredni czas od stworzenia
nowej czgsteczki do wypuszczenia gotowego preparatu leczniczego na rynek to 20 lat.
Metody insilico: QSAR (ang. quantitative structure—activity relationship; ilosciowa
zalezno$¢ aktywnos$é-struktura) lub QSPR (ang. quantitative structure—property
relationship, ilo$ciowa zalezno$¢ wiasciwosc-struktura) pomagajg w szybki i niedrogi
sposob zrobi¢ ,,odsiew” struktur, ktore na pewno nie spetnig stawianych im kryteriow
[121-123]. Takim sposobem sprawdza si¢ przede wszystkim aktywnos$¢ biologiczng
czasteczki: powinowactwo do okreslonych receptoréw, punkty uchwytu itd. Drugim
waznym aspektem jest farmakokinetyka zwigzku, czyli tzw. wlasciwosci ADME (ang.
absorption — wchlanianie, distribution — dystrybucja, metabolism — metabolizm,
excretion — wydalanie) [124,125]. Do etapu dystrybucji zalicza si¢ zdolnos¢ do
przenikania czasteczki przez blony i bariery biologiczne do innych kompartmemtéw
oraz wigzanie z biatlkami osocza, ktore ma znaczny wplyw na ostateczne dziatanie
farmakologiczne leku. Dodatkowo waznym aspektem, analizowanym metodami

obliczeniowymi jest rowniez dziatanie toksyczne [126].

Przenikanie leku do mleka matki jest bardzo waznym zagadnieniem podczas
ustalania farmakoterapii kobiety karmiacej. O ile krotkotrwate leczenie np. infekcji
gornych drég oddechowych nie stanowi wigkszego problemu to juz dluga
farmakoterapia chorob przewlektych zmusza do zastanowienia si¢ nad stosunkiem
korzysci do ryzyka zwigzanego z karmieniem piersig [127,128]. Dostarczanie wraz
z pokarmem substancji leczniczych do organizmu dziecka, moze skutkowac nie tylko
wystapieniem dziatah niepozadanych, ale tez powaznie wplyna¢ na rozwdj

nieuksztaltowanych ostatecznie organow.

Badania in vivo w takim przypadku stanowig duzy problem natury etyczne;j.
Jezeli podejmuje si¢ jakie$ proby analizowania zawartosci substancji aktywnej w mleku
kobiecym, sa to zazwyczaj pojedyncze przypadki, tzw. case study lub badania na bardzo
matych grupach kobiet, ktore nie znajdg odniesienia do catej populacji [127-130].
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Metody QSAR, wydajg si¢ tutaj stlusznym rozwigzaniem. Przetestowanie
zalezno$ci miedzy strukturg i wlasciwosciami fizykochemicznymi a farmakokinetyka
czasteczki pozwolg na oszacowanie zawartosci tej substancji w mleku matki, bez
koniecznosci wykonywania badan klinicznych. Od lat podejmowane s3a proby
stworzenia modeli matematycznych dla réznych struktur przy pomocy rozlicznych
metod statystycznych [27,36,131]. Idealnym rozwigzaniem bylby uniwersalny model
dla dowolnej struktury chemicznej, ktéry przewiduje z wysokim wspotczynnikiem

determinacji przenikanie do mleka kobiecego.

Metody statystyczne

Analiza statystyczna zajmuje si¢ badaniem zaleznoSci migdzy zjawiskami
zachodzacymi w otaczajagcym $wiecie. Poznanie przyczyn niektérych proceséw moze
przyczyni¢ si¢ do lepszego ich zrozumienia, a przyczyny te zazwyczaj biorg poczatek
w prostych zalezno$ciach miedzy czynnikami. W medycynie, podobnie jak w innych
galeziach gospodarki, szuka si¢ tych podstawowych czynnikow, a nastgpnie ustala ich
wplyw na dane zagadnienie. W przypadku lecznictwa moze to by¢ wystgpienie
jednostki chorobowej, ekspresja gendéw, farmakokinetyka danej substancji aktywnej
w organizmie itd. Waznym elementem analiz statystycznych jest wykazanie zaleznosci
na dostatecznie duzej grupie badanych przypadkow. Jedynie wtedy mozna zatozyc¢,

ze dana korelacja nie jest dzietem przypadku, a rzeczywistym oddzialywaniem.

Zmienne, ktore sa badane pod katem wywierania wptywu na dane zjawisko
nazywane sg zmiennymi niezaleznym, objasniajacymi lub zmiennymi X, natomiast
zmienna zalezna badZz objasniana (zmienna Y) w sposob matematyczny to zjawisko
wyraza. Analiza statystyczna pomaga okresli¢ jak zmiana warto$ci zmiennej X (lub

kilku zmiennych X na raz) wptywa na zmienng Y.

Zmienne X mogg mie¢ charakter zmiennych kategorycznych lub ciaghych,
podobnie zmienna Y. Zmienne kategoryczne moga przyjmowaé wylacznie okreslone
wartosci (np. tylko cyfry 1, 2, 3 lub 4) a zmienne ciaggle moga by¢ wyrazone dowolng
liczba rzeczywista, zdarza si¢, ze ograniczeniem jest zakres w jakim te liczby mogg si¢

znajdowac (np. migdzy 0 a 1), zwigzany z charakterem danej zmiennej.
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Regresja wielokrotna

Celem regresji wielokrotnej (ang. Multiple Linear Regression; MLR) jest
ilosciowe ujecie zwigzkow pomigdzy wieloma zmiennymi niezaleznymi a zmienng

zalezng. Ogolny model regresji jest wyrazony rownaniem [132]:
Y =a+ by xXy + bpxXo + ...+ bpxX,

gdzie X3, Xs... X, to kolejne zmienne niezalezne; by, by... b, to wspotczynniki regres;ji,
ilustrujace wktad kazdej zmiennej w predykcje Y, natomiast a stanowi wyraz wolny.
Model taki mozna przedstawi¢ na wykresie rozrzutu. Linia regresji wyraza najlepsza
predykcje zmiennej =zaleznej przy wprowadzonych zmiennych X. Najlepsze
dopasowanie linii do odlegtosci od punktow wyliczane jest metoda najmniejszych
kwadratow [133]. Zazwyczaj mamy do czynienia z odchyleniami punktéw od linii
regresji. Odchylenie danego punktu na wykresie od jego wartosci przewidywanej
nazywamy warto$cig resztowa. Im mniejsze sg wartosci reszt, tym wartos¢ predykcyjna
modelu jest lepsza. Wspélczynnik determinaciji (R?) jest miara dopasowania, przyjmuje
wartoéci od 0 do 1, czesto tez jest wyrazany w postaci procentowej. Wspdtezynnik R?

pokazuje ile procent zmiennosci Y jest ttumaczone przy pomocy danego modelu [132].

Pierwiastkiem kwadratowym ze wspotczynnika determinacji jest wspotczynnik
korelacji (R), okreslajacy sit¢ zaleznosci miedzy, przyjmujacy warto$¢ miedzy 0 a 1 lub
-1, poniewaz korelacja moze by¢ dodatnia badz ujemna. Dla R okreslono skalg,

mowigca o mocy korelacji [134]:

» R =0- brak korelacji

» 0<R<0,1-korelacja nikta

* 0,1 <R <0,3-korelacja staba

» 0,3<R<0,5-Kkorelacja przecigtna

= 0,5<R<0,7-—korelacja wysoka

» 0,7 <R <0,9-Korelacja bardzo wysoka
» 0,9 <R <1-korelacja prawie petna

* R =1-korelacja petna

Zatozeniem w MLR jest liniowos$¢ zalezno$ci migdzy zmiennymi X 1 Y, co

mozna potwierdzi¢ analizujgc wykresy rozrzutu. W przypadku odchylen od prostej,
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mozna skorzysta¢ z transformacji zmiennych (np. przeksztalcenia ich na posta¢
Zlogarytmowang) badz pozostawi¢ model w formie pierwotnej, jednak moze to stwarzaé
trudnosci interpretacyjne [132]. Liczba zmiennych wchodzaca w sklad roéwnania
regresji wielokrotnej rowniez podlega ograniczeniom, poniewaz wraz ze wzrostem
liczby zmiennych niezaleznych ros$nie wspdtczynnik determinacji. Skutkowatoby to
tworzeniem modeli z obliczong wysoka predykcja w praktycznie kazdej analizie, ale
niekoniecznie odpowiadajagcym rzeczywistosci. Przyjmuje si¢, ze na kazde
5 analizowanych przypadkéw do rownania wprowadza si¢ jedng zmienng niezalezng.
Zmienne X nie moga by¢ rowniez wysoko skorelowane miedzy soba, poniewaz
sztucznie podnosi to wyniki dopasowania. Liniowa regresja wielokrotna jest podstawa
dla wielu metod wielowymiarowych, takich jak regresja najmniejszych czastkowych

kwadratow czy analiza dyskryminacyjna.

Analiza skladowych gléwnych

Jest jedng z form analizy czynnikowej, ktéra stuzy albo do redukcji ilosci
danych albo do wykrywania ukrytych zalezno$ci miedzy zmiennymi niezaleznymi.
Zbierajac dane, ktore dotycza zmiennych niezaleznych wysoko skorelowanych miedzy
soba, mozna napotka¢ ktopoty z ich interpretacjg. Analiza sktadowych gtownych (ang.
Principal Component Analysis; PCA) najogodlniej mowigc stuzy do tgczenia zmiennych
wysoko skorelowanych migdzy soba w jedng nowa zmienng zwang czynnikiem (ang.
principal component, PC) [132]. Obliczenie nowych czynnikow polega na
diagonalizacji macierzy korelacji badz kowariancji. Wybor macierzy zalezy od tego czy
zmienne pierwotne wymagaja standaryzacji czy wycentrowania na wartosci Srednie.
W taki sposOb generuje si¢ zmniejszona liczba nowych zmiennych, ale wyjasniajaca

W mozliwie najwyzszym stopniu pierwotng wariancjg.

Dalsze poszukiwania prowadza do uzyskiwania kolejnych czynnikéw, ktore
miedzy soba nie wykazuja juz korelacji, czyli sa wzgledem siebie ortogonalne. Kazdy
kolejny utworzony czynnik wyjasnia mniej wariancji migdzy zmiennymi pierwotnymi.
To, ile catkowitej wariancji dany czynnik wyjasnia jest opisane jako warto$¢ wlasna
(mozna to réwniez tatwo przeliczy¢ na procent wariancji catkowitej mnozac warto$¢

wilasng razy 100%). Natomiast tadunki wektorowe ukazuja korelacj¢ pomigdzy PC

34



a zmiennymi niezaleznymi, czyli pokazuja, ktéore zmienne miaty najwigkszy wptyw na

tworzenie danego czynnika [132].

Metoda czastkowych najmniejszych kwadratow

Regresja metoda czastkowych najmniejszych kwadratow (ang. Partial Least
Squares, PLS) jest rozwinigciem liniowej regresji wielokrotnej, taczy w sobie cechy
analiz MLR oraz PCA. Ogolnie méwiac, model liniowy PLS, podobnie jak w MLR
okresla zwigzek pomiedzy zmienng zalezng, czyli Y a zbiorem predyktoréw. PLS jest
do$¢ elastyczng metoda, na ktérg nie ma natozonych ograniczen takich jak w MLR
I przyktadowo liczba predyktorow moze by¢ wigksza niz liczba analizowanych
przypadkéw. Umozliwia to analize gdy zebrano niewielkg grupe przypadkow, operujac
jednoczesnie duza liczba uzyskanych danych doswiadczalnych. Podobnie znika

problem wewnetrznej korelacji migdzy zmiennymi X.

Celem regresji najmniejszych czastkowych kwadratow jest budowa modelu

liniowego wyrazonego rOwnaniem:
Y=XxB+E

gdzie Y oznacza macierz odpowiedzi o wymiarach n x m (liczba przypadkow x liczba
zmiennych), X oznacza macierz predyktorow 0 wymiarach n x p (réwniez liczba
przypadkow x liczba zmiennych), B oznacza macierz wspolczynnikow regresji
0 wymiarach p x m a E jest sktadnikiem losowym modelu, o wymiarach jak macierz Y.
Zmienne X 1Y zostaja zazwyczaj wycentrowane poprzez odjecie od nich ich warto$ci
srednich oraz wyskalowane uzyskane dzigki podzieleniu przez warto$ci odchylen
standardowych [135].

W celu okreslenia modelu, regresja PLS tworzy macierz wag W dla
predyktorow (o wymiarach p x ¢), w ktorej T=XxW, Wagi te sg obliczane w taki
sposob, ze kazda z nich maksymalizuje kowariancj¢ pomiedzy zmiennymi Y
a przynaleznymi do nich warto$ciami czynnikowymi. Nastepnie wykorzystywane sa
procedury zwyktej metody najmniejszych kwadratow dla regresji Y wzgledem T w celu

utworzenia macierzy Q zawierajagcej wagi (zwane tadunkami) dla odpowiedzi Y,
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w ktorych Y=TxQ+E. Dzi¢ki wyliczeniu Q otrzymujemy réwnanie Y=XxB+E (gdzie
B=WxQ). W ten sposob uzyskuje si¢ liniowy model, umozliwiajacy predykcje [132].

Waznym etapem przy tworzeniu modeli predykcyjnych, jest przeprowadzenie
oceny krzyzowej uzyskanych wynikow, tzn. zastosowanie modelu do nowego zbioru
przypadkéw, ktory nie byt uzywany w trakcie modelowania. W tym celu dane do
analizy dzieli si¢ na zestaw treningowy (ok. 70-80% wszystkich przypadkéw), na
ktorym buduje si¢ model predykcyjny, ktory nastepnie jest stosowany na zestawie
testowym (reszta, czyli 20-30% przypadkow), dzigki czemu sprawdza si¢ moc

dopasowania na danych zewngtrznych.

Analiza funkcji dyskryminacyjnej

Analiza funkcji dyskryminacyjnej (ang. Discriminant Function Analysis, DFA)
jest analizg klasyfikacyjng okreslajaca, ktore zmienne niezalezne najlepiej determinuja
przypisanie poszczegdlnych przypadkéw do kazdej z wezesniej ustalonych grup. Model
uzyskuje si¢ przy pomocy funkcji dyskryminacyjnych, ktore sa liniowymi ukladami
zmiennych niezaleznych. W przypadku jednej zmiennej X, test F jest testem istotnosci
tego, czy dyskryminuje on grupy [132]. Stuzy on do analizy wariancji w danej grupie
badZz pordwnania wartosci wariancji miedzy r6znymi grupami. Jezeli wystepujg istotne
réznice migdzy wariancjami w grupach, mozna zalozy¢, ze dana zmienna dobrze
dyskryminuje przypadki. W przypadku wielu zmiennych niezaleznych analizowanych
na raz, aby sprawdzi¢ ich wptyw na dyskryminacj¢ przypadkow do grup stosuje si¢
wielowymiarowe testy F.

W sytuacji, gdy DFA ma rozdzieli¢ przypadki na wigcej niz dwie grupy, mozna
okresla¢ wiecej niz jedng funkcj¢ dyskryminacyjng. Dodatkowo analiza kanoniczna
umozliwia ustalenie optymalnej kombinacji zmiennych X, tak aby pierwsza funkcja
zapewnila do$¢ ogodlne rozdzielenie miedzy grupami, a nastgpne — dalsze podzialy.
Funkcje te powinny by¢ niezalezne od siebie; ich udziat w dyskryminowaniu grup nie

powinien si¢ pokrywac.

Przy interpretacji uzyskanego modelu, korzysta si¢ z kilku statystyk. Lambda
Wilksa to parametr stuzacy do oceny mocy dyskryminacyjnej catego modelu, czyli
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wszystkich zmiennych niezaleznych obecnych w modelu; przyjmuje ona wartosci od 0
do 1; im te wartosci sg blizsze zeru tym model charakteryzuje si¢ duzg moca
dyskryminacyjng. Czgstkowe lambdy Wilksa moéwig o wkiadzie poszczegdlnych
zmiennych X do ogodlnej mocy modelu. Warto$¢ statystyki F opisuje moc
dyskryminacyjng danej zmiennej. W analizie krokowej postepujacej, zmienne
dodawane sg do modelu zgodnie z warto$ciami F, na poczatku wprowadzana jest ta,

ktorej moc dyskryminacyjna jest najwicksza a dalej kolejne.

Innym zastosowaniem DFA jest potrzeba prognozowania klasyfikacji nowych
przypadkéw. W tym celu korzysta si¢ z prawdopodobienstw klasyfikacyjnych a priori
I a posteriori. Prawdopodobienstwo a posteriori oparte jest na wartosciach innych
zmiennych, ktore przypisuja dany przypadek do konkretnej grupy, czyli
prawdopodobienstwo to jest ustalane po wykonaniu doswiadczenia losowego.

Natomiast klasyfikacja a priori obliczana jest przed jego realizacja.

Las losowy

Metode lasu losowego (ang. Random Forest, RF), nalezaca do metod uczenia
maszynowego, wykorzystuje si¢ zarowno do analiz regresyjnych jak i klasyfikacyjnych.
Przewidywanie wartosci zmiennej Y realizowane jest poprzez zespdt wielu prostych
drzew decyzyjnych, z ktorych kazde z nich przewiduje warto$¢ Y na podstawie
zmiennych niezaleznych, a ustalanie catego modelu predykcyjnego wyznaczane jest
przez obliczanie $redniej lub mediany (regresja) albo poprzez gtosowanie (klasyfikacja)
[136].

Pierwszym etapem jest losowanie (ze zwracaniem) podzbioru przypadkoéw
z dostgpnego zestawu uczacego. Nastepnie, tworzone jest drzewo dla stworzonego
podzbioru. Dalej dokonuje si¢ podzialu podzbioru, polegajacego na wylosowaniu
okreslonej liczby predyktoréw oraz znalezieniu najlepszego podziatu na wylosowanego

podzbioru zmiennych na dwie czgsci.

Liczba drzew jest wybierana na podstawie najnizszego btedu klasyfikacji
w probie testowej (ang. out-of-bag error). Kiedy wartos¢ tego bledu przestaje malec,

uczenie powinno zosta¢ przerwane. Nastepnie drzewa "glosuja" nad rozwigzaniem,
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wybor nastgpuje zwykla wiekszoscig gloséw, w przypadku zadan klasyfikacyjnych,

a w przypadku regresji wyciggana jest srednia badz mediana z uzyskanych wartosci.

Duza zaleta metody RF jest odpornos¢ na problemy z brakami danych, duze
zestawy predyktoréw, charakteryzujg si¢ réwniez stabilnoscig predykcji oraz

odpornos$cig na przeuczenie.

Analiza skupien

Celem analizy skupien (ang. Cluster Analysis; CA) jest potaczenie przypadkoéw
w grupy tak, aby powigzanic w obrebie do tej samej grupy byl jak najwigksze,
a z przypadkami z pozostatych grup jak najmniejsze [132].

Grupowanie przeprowadza si¢ aby:

a) uzyskac ujednolicone zmienne
b) zredukowac duzg liczbe zmiennych pierwotnych

¢) odkry¢ ukrytg strukturg analizowanych zmiennych

Metoda grupowania danych jaka zastosowano byta metoda k-srednich, w ktorej
bada si¢ $rednie dla kazdego skupienia i w kazdym wymiarze, co pozwala ocenic,
w jakim stopniu stworzone skupienia sg od siebie rozne. W analizie wariancji wielkos¢
statystyki F wykonanej w kazdym pokazuje, na ile dobrze dany wymiar rozdziela
poszczegdlne skupienia. W najlepszej sytuacji otrzymuje si¢ bardzo roézne $rednie dla

wiekszosci wymiaréw poddanych analizie [132].
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Cele pracy

Celem pracy jest analiza przenikania ksenobiotykow do mleka kobiecego
i stworzenie modeli QSPR, przy pomocy metod statystycznych z wykorzystaniem
prostych  deskryptorow, zwigzanych 2z  wlasciwosciami fizykochemicznymi
I biologicznymi tych zwigzkéw. W czasie badan sprawdzono réwniez mozliwo$é
zastosowania danych z chromatografii cienkowarstwowej oraz wysokosprawnej
chromatografii cieczowej do budowy modeli matematycznych, przewidywania
obecnosci leku w mleku matki. Aby zwiekszy¢ mozliwosci metod chromatograficznych
zastosowano ptytki oraz kolumny z immobilizowang albuming osoczowg (ludzka lub
bydleca) w zwiazku z duzym wpltywem jaki wywiera wigzanie z biatkami 0socza na
zdolnos¢ lekow do przenikania przez bariery biologiczne. Ta praca ma rowniez na celu
porownanie réznych S$rodowisk chromatografii powinowactwa do odwzorowania

przewidywanego poziomu wigzania lekow z biatkami.

Dodatkowo poréwnano kilka roéznych metod analizy statystycznej do
przewidywania przenikania lekow do mleka matki oraz wigzania z biatkami osocza;
wykonano rowniez analizy klasyfikujace oraz obserwacje korelacji miedzy parametrami

zwigzanymi z wlasciwo$ciami substancji biologicznie czynnych.
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Doswiadczenia chromatograficzne

Materialy i odczynniki

W chromatografii TLC korzystano ze szklanych plytek chromatograficznych
20x20 cm firmy Merck, pokrytych zelem krzemionkowym z dodatkiem wskaznika
fluorescencyjnego. Do normalnego uktad faz (ang. normal phase; NP) zastosowano
zwyklte ptytki Merck TLC Silica gel 60 F254, natomiast w odwroconym uktadzie faz
(ang. reversed phase; RP) korzystano z ptytek silanizowanych RP-2: Merck TLC Silica
gel 60 RP-2 F254, silanized.

Do fazy ruchomej uzywano rozpuszczalnikow z firmy J.T. Baker — wody,
metanolu i acetonitrylu, z klasg gradientu HPLC. W celu sporzadzenia buforu
octanowego o0 pH 7,4 korzystano z octanu amonu (LACH-NER, Ammonium acetate

p.a.).

Fazg¢ stacjonarng ptytek, zarowno NP i RP, modyfikowano przy pomocy
wodnego roztworu bydlgcej albuminy osoczowej, zakupionej od Sigma Aldrich

(albumina surowicy bydlecej, proszek liofilizowany).

Kolumna chromatograficzna z immobilizowang na zlozu ludzka albuming
osoczowg pochodzita od firmy Daicel: CHIRALPAK®HSA, 5 pm; 4x10 mm,
natomiast kolumna ze sztuczng membrang IAM od Regis Technologies Inc.:
IAM.PC.DD.2, 10pum; 4.6x10 mm.

W chromatografii HPLC wykorzystywane rozpuszczalniki — organiczne
(acetonitryl i metanol) oraz woda réwniez pozyskane byly od J.T. Baker (gradient
HPLC). Do sporzadzenia buforu octanowego (HPLCusa) korzystano z octanu amonu
LACH-NER, Ammonium acetate p.a., natomiast do sporzadzenia buforu fosforanowego
(HPLC am) z gotowego odczynnika w formie tabletek (Sigma, Phosphate buffered

saline, tablets) do rozpuszczenia w $cisle okreslonej ilosci wody do HPLC.

Izolacja substancji aktywnych

W eksperymentach chromatograficznych wykorzystano tgcznie 237 substancji

aktywnych (ang. active pharmaceutical ingredient; API), wyizolowanych z preparatow
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farmaceutycznych, zazwyczaj tabletek badz kapsutek twardych. Roztarte w mozdzierzu
tabletki (pozbawione otoczek) badz zawarto$¢ kapsutek umieszczano w 100 mL 99,8%
metanolu, mieszano przy pomocy mieszadla magnetycznego przez ok. 30 minut, po
czym przepuszczano przez lejek z zatozonym sgczkiem do Krystalizatorek. Naczynie
Z przesaczem pozostawiano do odparowania rozpuszczalnika, a wykrystalizowang
substancje aktywna przenoszono do zamykanych szczelnie fiolek, przechowywanych

w warunkach chtodniczych.

Czysto$¢ wyizolowanych substancji sprawdzano metoda chromatografii TLC
oraz skanowania densytometrycznego. Wszystkie wyizolowane substancje daty
pojedyncze piki densytometryczne i zostaly uzyte bez dalszego oczyszczania.
Otrzymane API rozpuszczono w 99,8% metanolu uzyskujac 1 mg/mL roztwory, ktore

nastepnie zastosowano w chromatografii TLC i HPLC.

Impregnacja plytek TLC

Biatkiem modyfikujacym powierzchnie fazy stacjonarnej ptytek do
chromatografii cienkowarstwowej byla bydleca albumina osoczowa (ang. bovine serum
albumin, BSA), ktora jest tanszym substytutem ludzkiej albuminy, wykazuje z nig 76%
homologii i podobne wlasciwosci wigzania lekow [55,137-140]. Na poczatek
sprawdzono przyczepnos¢ biatka do powierzchni ptytek TLC normalnego
i odwroconego uktadu faz. W tym celu naniesiono przy pomocy kapilary roztwory BSA
w wodzie destylowanej o stgzeniach 1, 2, 3 i 4 mg/mL, pozostawiono do wyschnigcia
na powietrzu a nastgpnie rozwinieto w fazie ruchomej. Po wyjeciu ptytek z komor
chromatograficznych oraz ich wysuszeniu spryskano ptytki 1% roztworem ninhydryny,
ktéra dzigki specyficznej reakcji uwidocznita naniesione plamki BSA na ptytkach.
Eksperyment ten wykazat ze, albumina dobrze przyczepia si¢ do powierzchni zar6wno
zwyktych plytek z Zzelem krzemionkowym: NP jak i silanizowanych, RP-2, stezenia

naniesionych roztworow nie mialy wptywu na tg przyczepnos¢.

Impregnacja plytek przeprowadzona byla przy pomocy 2 mg/mL roztworu
naniesiono na powierzchni¢ przy uzyciu recznego rozpylacza Desaga SG 1 i wysuszono
na powietrzu. Dobér najlepszego stezenia zostal dokonany wczesniej. Na plytki NP
zaimpregnowane 1, 2 oraz 4 mg/mL roztworami BSA naniesiono substancje aktywne
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w stezeniu 1 mg/ml (roztwory w 99,8% metanolu) charakteryzujace si¢ réznym
stopniem wigzania z biatkami opisanym w literaturze. Warto$ci retencji réznity si¢
znaczgco migdzy plytkami pokrytymi 1 a 2 mg/mL BSA, natomiast nie stwierdzono
roznicy miedzy stezeniem 2 a 4 mg/mL. W zwigzku z tym zdecydowano

0 zastosowaniu stosunku 1:2; stezenia leku do stezenia BSA na plytce.

Chromatografia NP TLC

Cienkowarstwowa chromatografia w normalnym uktadzie faz (NP TLC) zostata
wykonana przy uzyciu ptytek szklanych pokrytych zelem krzemionkowym. Potowa
Z nich zostata pokryta 2 mg/mL roztworem bydlecej albuminy osoczowej, a potowa

pozostata czysta.

Na ptytki natozono przy pomocy automatycznego aplikatora Desaga HPTLC-
Applicator AS 30 roztwory wyizolowanych substancji aktywnych w 99,8% metanolu
(1 mg/mL). Mobilnos¢ zwigzkow rowniez okreslano na ptytkach bez udziatu biatka
jako modyfikatora. Zostaty one oznaczone jako kontrole (C) i pozwolg oceni¢ wptyw
modyfikatora na ruchliwo$¢ API. Nast¢pnie ptytki zostaly wywotane w fazie ruchome;j
sktadajacej si¢ z acetonitrylu, buforu octanowego o pH 7,4 i metanolu w stosunku
60:20:20 (v/v/v). Bufor octanowy (20 mM) przygotowano przez rozpuszczenie 1,54 g
octanu amonu w 1L wody destylowanej. Nastepnie pH wyregulowano stezonym
roztworem amoniaku, przy uzyciu pH-metru. Plytki rozwijano w standardowych
pionowych komorach chromatograficznych, uzywajac z kazdym razem 100 ml fazy
ruchomej, po weczesniejszym nasyceniu komory parami rozpuszczalnikow —

ok. 1 godziny.

Rozwinigte ptytki zaimpregnowane biatkiem oraz ptytki kontrolne skanowano
za pomocg densytometru Desaga CD 60. Zbierano wartosci wspotczynnika opdznienia
(Rf). Analityczne dtugosci fal zostaty dobrane indywidualnie dla kazdej API za pomoca
opcji skanowania wielofalowego (warto$ci zawieraty si¢ w zakresie od 200 do 300 nm).
Eksperyment zostat powtdrzony (zarowno ptytki pokryte BSA jak i kontrolne) i zebrane

wartosci R sg $rednig z obu serii do§wiadczenia.
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Kolejnym parametrem TLC uzywanym w analizach statystycznych byl Ry,

zwigzany R, uzyskiwany wg rownania: Ry = log (1/Rs -1).

Chromatografia RP-2 TLC

W odwroconym ukladzie faz, zastosowano ptytki pokryte silanizowanym zelem
krzemionkowym; RP-2. Doswiadczenie zostalo przeprowadzone w taki sam sposob jak
w przypadku chromatografii NP (nanoszenie roztworéw API, sktad fazy ruchome;,
skanowanie densytometryczne) oraz réwniez zostalo wykonane dwukrotnie a zebrane

warto$ci R¢sg §rednig z obu powtdrzen. Obliczono takze wartosci parametru Ry.

Chromatografia HPLCysa

Wysokosprawna chromatografia cieczowa przeprowadzona zostata z uzyciem
kolumny chromatograficznej z immobilizowana ludzkg albuming osoczows.
Oznaczenie przeprowadzono na aparacie Perkin Elmer Series 200 potaczonym ze
spektrometrem UV-VIS jako detektorem. Analityczna dtugos¢ fali byta taka sama dla
wszystkich zwigzkow 1 wynosita 210 nm. Eksperyment zostat przeprowadzony przy
uzyciu 1 mg/mL metanolowych roztworéw substancji aktywnych opisanych wcze$nie;j.
Faz¢ ruchomg stanowita mieszanina 10 mM buforu octanowego o pH 7,4, acetonitrylu
oraz metanolu w stosunku 85:10:5 (v/v/v). Bufor octanowy przygotowano przez
rozpuszczenie 0,77 g octanu amonu w 1L wody destylowanej. Nastepnie pH

wyregulowano st¢zonym roztworem amoniaku, przy uzyciu pH-metru.

Przeplyw fazy przez uktad ustawiono na 0,9 mL/min, zgodnie z zaleceniem
producenta kolumny. Roztwory byly dostarczane na kolumng¢ przy pomocy strzykawki
autosamplera, wielko$¢ nastrzyku wynosita 10uL. Poniewaz nie bylo mozliwosci
termostatowania kolumny, w pomieszczeniu utrzymywano stata temperature 25 stopni

Celsjusza.

Dane chromatograficzne (wspotczynnik retencji k i pochodna: log k) uzyskano
przy uzyciu podigczonego do aparatu HPLC oprogramowania TotalChrom.

Wspdtezynnik k, ktory jest stosunkiem miedzy ilos$cig analitu w fazie stacjonarnej ilosci
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w fazie ruchomej, otrzymano z réwnania k = (tR - tM)/tM, gdzie tR to czas retencji
substancji analizowanej, a tM to czas martwy (markerem czasu martwego byt metanol).
Eksperyment zostal nastepnie powtoérzony, a zebrane wspotczynniki retencji byly

Srednimi wartosciami z obu serii.

Chromatografia HPLCam

Drugi eksperyment wykonano z uzyciem kolumny chromatograficznej
ze sztuczng membrang (ang. Immobilized Artificial Membrane; 1AM). Oznaczenie
takze przeprowadzono na aparacie Perkin Elmer Series 200 potagczonym ze
spektrometrem UV-VIS jako detektorem. Analityczna dtugos¢ fali byta taka sama dla
wszystkich zwigzkow 1 wynosita 210 nm. Eksperyment zostat przeprowadzony przy
uzyciu 1 mg/mL metanolowych roztwordéw substancji aktywnych opisanych wczesnie;j.
Faze ruchoma stanowita mieszanina 10 mM buforu fosforanowego o pH 7,4 oraz
acetonitrylu w stosunku 80:20 (v/v). Bufor fosforanowy otrzymano przez rozpuszczenie
gotowej tabletki w odpowiedniej ilosci wody destylowanej (1 tabletka na 200 mL).

W tym przypadku nie bylo koniecznosci regulacji pH buforu przy uzyciu pH-metru.

Przeptyw fazy przez uktad ustawiono na 0,5 mL/min, zgodnie z zaleceniem
producenta kolumny. Roztwory byly dostarczane na kolumng przy pomocy strzykawki

autosamplera, wielkos¢ nastrzyku wynosita 10uL.

Zebrane dane chromatograficzne, podobnie jak w do$wiadczeniu z kolumnag
HPLC, stanowil wspotczynnik retencji k 1 pochodna: log k, ktére uzyskano przy uzyciu
podiaczonego do aparatu HPLC oprogramowania TotalChrom. Eksperyment zostat
nastgpnie powtorzony, a zebrane wspotczynniki retencji byly $rednimi warto$ciami

Z obu serii.

Analizy statystyczne

Analizy  macierzy  korelacji, regresj¢  wieloraka, analiz¢ funkcji
dyskryminacyjnej, analize skupien i skladowych gléwnych przeprowadzono na
oprogramowaniu STATISTICA 13.1 (TIBCO Software Inc.), korzystajac z gotowych
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funkcji do wykonywania wspomnianych obliczen. Analiza regresji metoda
najmniejszych czastkowych kwadratéw i lasu losowego zostaly wykonane w programie
MATLAB ver. 2019a (The MathWorks, USA), na nowych skryptach napisanych
specjalnie do badan z wykorzystaniem zebranych danych. Skrypty zostaly napisane we
wspotpracy z dr Bekzodem Khakimovem, podczas stazu naukowego doktorantki na

Uniwersytecie Kopenhaskim.

Regresja wielokrotna zostata przeprowadzona metoda krokowa postepujaca.
Walidacje modeli regresji MLR przeprowadzono za pomoca ogolnej wewnetrznej
walidacji krzyzowej procedury: ,,pomin jeden na zewnatrz” (ang. leave-one-out; LOO)
I ,pomin wiele na zewnatrz” (ang. leave-many-out; LMO). W walidacji LOO jeden
przypadek jest usuwany ze zbioru danych i uzywany do weryfikacji zbudowanego
modelu z pozostalymi elementami; procedura jest nastgpnie powtarzana z pozostalymi
elementami. W podejsciu LMO, zbiér danych jest podzielony na dwa podzbiory (25%
I 75%), ktore sg uzywane do budowy modelu — 75% przypadkow i jego oceny — 25%.
Moc predykcyjng modeli oszacowano za pomocg walidowanego krzyzowo
wspolczynnika korelacji kwadratowej (Q%Loo i Q%Lmo), przewidywane resztkowe sumy
kwadratow (PRESS), odchylenie standardowe na podstawie PRESS (SPRESS)
i standardu odchylenia btedu przewidywania (SDEP). Sugerowane kryteria
przewidywania dokladnosci modeli MLR [141] to R*> 0,6 i Q’.conmo> 0,5; R? >
QZLOO/LMO i QzLoo ~ QZLMO. Wyniki analizy DFA oceniono za pomoca macierzy

klasyfikacji a ich jako$¢ przy uzyciu parametru lambda Wilksa [142].

Wydajnos¢ modeli PLS i RF zostala oceniona przez podwoéjng walidacje
krzyzowa (wewnetrzng 1 zewnetrzng). Opracowane modele treningowe zostaly
nastgpnie przetestowane na niezaleznych zestawach probek (zestawy testowe, 30%
przypadkéw), ktore nie zostaly wykorzystane przy tworzeniu modeli treningowych
(70% przypadkow).

Aby oceni¢ predykcje, przeprowadzono test permutacji Monte Carlo (MCPT).
Wykonano dwuetapowy MCPT. Dla zestawu treningowego i testowego wykonano
regresj¢ PLS oraz obliczono RMSECV, Q2 i R% Nastepnie ta procedura zostata
powtdrzona 1000 razy, za kazdym razem zestawy treningowy i testowy byly losowane
od nowa. Doktadnie ten sam test permutacji MCPT (1000 perm.) przeprowadzono

nastepnie na permutowanym zestawie treningowym. Nastepnie porownano rozktad Q?
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w oryginalnych 1 permutowanych modelach oraz przeprowadzona zostata
jednokierunkowa ANOVA. W nastgpnym etapie 1000 par treningdw (70%) i zestawow
testowych (30%) przygotowano przez losowe podzielenie oryginalnej macierzy danych.
Nastepnie wykonano podobny MCPT (1000 perm.) na zestawie treningowym
I testowym, ktore pochodzily z permutowanej macierzy danych. Otrzymano wyniki

z pierwotnych i permutowanych modeli oraz poréwnano je pod wzgledem Q%

Deskryptory molekularne

Wybrane do analiz statystycznych fizykochemiczne deskryptory molekularne,
ktére powinny mie¢ istotny wpltyw na przenikanie do mleka matki s3 wymienione
w Tabeli 5. Cze$¢ zaczerpnigto z literatury, m.in. stosunek M/P uzyskany in vivo
[28,32,35,36,131,143] oraz wartoSci BBy, [144-146] lub z internetowych baz danych:
DrugBank [147] i CHEMBL [148]. Wigkszos¢ danych fizykochemicznych wyliczono
w programach: HyperChem (HyperChem dla Windows wersja 7.02, HyperCube Inc,
2002) i ACD /Labs (ACD/LabsTM Log D Suite 8.0, pKa dB 7.0, Advanced Chemistry
Development Inc.,2004). Wykorzystano réwniez baz¢ danych dedykowana kobietom
karmigcym: LactMed [29] oraz skal¢ Hale'a [28]. Niektore parametry mozna byto
zebra¢ tylko dla wybranych lekéw z naszego zestawu i jest to powdd, dla ktorego liczba

zwigzkow W niektorych analizach jest zmienna.

Tabela 5. Lista deskryptorow molekularnych  zwigzanych z  wilasciwosciami
fizykochemicznymi lekow

deskryptor opis odnos$nik/baza
danych/program

acid/base  kwasny, zasadowy lub oboj¢tny charakter = CHEMBL
zwigzku, opisuje podziat na grupy: a, bin

B2 parametr obliczeniowy B2, opisuje Clark et al. 1999
biodostepnos¢ w OUN 1 okresla penetracje
przez barier¢ krew-mozg:
log bb = 0,547 - 0,016 PSA

B3 parametr obliczeniowy zwigzany z Ozeki et al. 1974
wigzaniem bialka: log (frakcja
zwigzana/frakcja niezwigzana) = 0,5 log P
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B Bvivo

CNS+/-

DM

eH

eH-eL

eL

HA
HD

LactMed

LLLH

log D
log M/P
log MW
log P

log U/D 7.2

M/P;

- 0,665

biodostepnos¢ leku w OUN oznaczana in
vivo i opisana w literaturze

zdolnos$¢ przenikania do osrodkowego
uktadu nerwowego (+ lub -)

moment dipolowy

energia najwyzej obsadzonego orbitalu
molekularnego (HOMO)

zdolno$¢ do jonizacji

energia najnizej obsadzonego orbitalu
molekularnego (LUMO)

liczba akceptorow wigzan wodorowych
liczba donoréw wigzan wodorowych
wskaznik obecnosci lekéw w mleku (0 —
nieobecny, 1 — stabe przenikanie, 2 —

wysokie przenikanie)

zmienna opisana przez skalg toksycznosci
Hale'a (L1 - L5)

wspotczynnik dystrybucji
logarytm z M/P

logarytm z MW
wspotczynnik podziatu
stosunek postaci oboje¢tnej do

zjonizowanej w srodowisku mleka pH 7,2;
okresla stopien jonizacji

stosunek zawartosci leku w mleku do

Platts et al. 2001
Usansky et al. 2003
Vilar et al. 2010

DrugBank

HyperChem, Hypercube,
Inc.
HyperChem, Hypercube,
Inc.

HyperChem, Hypercube,
Inc.
HyperChem, Hypercube,
Inc.

ACD/Labs
ACD/Labs

LactMed database

Hale et al. 2012

ACD/LAbs

HyperChem, Hypercube,
Inc.

Wyliczony z pK,, wg
WZzOru:

pKa — pH dla kwasow, pH —
pK, dla zasad

Abraham et al. 2009
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IVl/Pratio

zawartos$ci w osoczu, uzyskiwany in vivo

Agatanovic-Kustrin et al.
2000

Hale et al. 2012

Katrizky et al. 2005
Meskin et al. 1985
Wilson et al. 1980

MW masa molowa HyperChem, Hypercube,
Inc.
MW oot pierwiastek kwadratowy z masy molowej  HyperChem, Hypercube,
Inc.
PB odsetek wigzania z biatkami osocza DrugBank
PhCharge tadunek zwigzku w warunkach DrugBank
fizjologicznych
pKa ujemny logarytm ze stalej dysocjacji ACD/Labs
kwasu (Kj)
PSA pole powierzchni polarnej czasteczki ACD/Labs
Sa pole powierzchni czasteczki HyperChem, Hypercube,
Inc.
\/ objetos¢ czasteczki HyperChem, Hypercube,
Inc.

Dalej zaprezentowane sg (Tabela 6) parametry chromatograficzne uzyskane
z eksperymentow TLC 1 HPLC oraz ich pochodne, potaczone z wilasciwosciami

fizykochemicznymi.

Tabela 6. Lista parametréw chromatograficznych z TLC i HPLC oraz ich pochodnych

parameter

chromatograficzny lub opis

pochodna

NP; RP R¢ otrzymany z TLC odpowiednio w normalnym badz
odwréconym uktadzie faz

NP/C; RP/C Rtz impregnowanej ptytki NP badz RP/R+ z kontroli

NP/PSA; RP/PSA Rtz impregnowanej ptytki NP badZ RP/pole powierzchni

polarnej
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NP/PB; RP/PB

NP/logP; RP/logP

NP/B2; RP/B2

RmNP; RmRP

RmNP/C; RuRP/C

RMNP/PSA; RuRP/PSA

RwNP/PB; RuRP/PB

RwmNP/logP; RyRP/logP

RmNP/B2; RyRP/B2

log Kisa

|Og kHSA/PSA

|Og kHSA/PB

|Og kHSA”OgP

|Og k|A|\/|

|Og k|A|\/|/PSA

Rtz impregnowanej ptytki NP badZ RP/odsetek wigzania
z biatkami

R¢z impregnowanej ptytki NP badz RP/wspotczynnik
podziatu

Rfz impregnowanej ptytki NP bgdz RP/obliczeniowy
parametr B2

Rwm otrzymany z TLC odpowiednio w normalnym badz
odwréconym uktadzie faz

Rm z impregnowanej ptytki NP badZ RP/Ry z kontroli

Rm z impregnowanej ptytki NP badz RP/pole
powierzchni polarnej

Rwm z impregnowanej ptytki NP badz RP/odsetek
wigzania z biatkami

Rm z impregnowanej ptytki NP badZ RP/wspotczynnik
podziatu

Rwm z impregnowanej ptytki NP badz RP/obliczeniowy
parametr B2

logarytm ze wspotczynnika retencji uzyskanego
z HPLC HSA

logarytm ze wspolczynnika retencji uzyskanego
z HPLCysa/pole powierzchni polarnej

logarytm ze wspotczynnika retencji uzyskanego
z HPLCysa/odsetek wigzania z biatkami

logarytm ze wspotczynnika retencji uzyskanego
z HPLCysal/ wspoétczynnik podziatu

logarytm ze wspolczynnika retencji uzyskanego
Z HPLC\am

logarytm ze wspotczynnika retencji uzyskanego
z HPLC,am/pole powierzchni polarnej
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|Og k|AM/PB

log kjam/logP

|Og k|AM/BZ

logarytm ze wspolczynnika retencji uzyskanego
z HPLC am/odsetek wigzania z biatkami

logarytm ze wspodlczynnika retencji uzyskanego
Z HPLC am/ wspétczynnik podziatu

logarytm ze wspotczynnika retencji uzyskanego
z HPLC,am/ obliczeniowy parametr B2
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Analiza modeli regresji wielokrotnej i analizy dyskryminacyjnej przenikania
lekow do mleka matki

Zalozenia zwigzane z przenikaniem lekéw do mleka matki

Obserwujac rézne leki stosowane w okresie laktacji, widoczny jest wptyw
niektorych wiasciwosci fizykochemicznych na zdolno$¢ przenikania i ich wzmozong
obecnos¢ w mleku matki. Niektére wihasciwosci 1 cechy farmakokinetyczne lekow
powigzane sg z utatwionym lub utrudnionym przechodzeniem do pokarmu, szczegélnie
transportu biernego do laktocytow. Wystepowanie lekow w mleku matki opisuje
najczesciej stosunek ich stezen w mleku i 0soczu matki, wyrazanych najczesciej jako:

log M/P, M/P lub M/P a0 [32,38].

Do waznych zatozen stawianych pomiedzy zjawiskiem przedostawania si¢
substancji leczniczych do mleka matki i innymi farmakokinetycznymi cechami

zwigzkow naleza:

1. Jednym ze sposoboéw dystrybucji lekow w organizmie, rowniez przez bariery
biologiczne, jest transport aktywny, przy uzyciu przeno$nikow btony
komorkowe;j.

2. Bazy danych o lekach zawieraja czgsto informacje o zawartosci we krwi frakcji
zwigzanej z proteinami (PPB%, PB). Wigzanie z biatkami utrudnia transport
| zmienia biodostgpnos¢ leku. Stwierdzone wigzanie z biatkami osocza na
poziomie powyzej 85-90%, sugeruje wicksze bezpieczenstwo stosowania leku
u kobiet w okresie karmienia piersig. Nie jest to jednak efekt oczywisty —
wigzanie z bialkami moze by¢ tez podstawa kumulacji lekow w mleku matki,
z powodu utrudnienia dyfuzji zwrotne;j.

3. Efekt wigzania z biatkiem zalezny jest od charakteru kwasowo-zasadowego
leku. Zwigzki zasadowe, obojetne 1 kwasowe wigza si¢ zwykle z rdéznymi
biatkami, zawartymi w osoczu krwi, ale rowniez w mleku matki.

4. Albumina jest zdolna do wigzania lekéw kwasnych i obojetnych. Leki zasadowe
tworzg polaczenia z alfa-1-kwasng glikoproteing.

5. Zastosowanie chromatograficznych modeli analitycznych, z faza stacjonarna,
modyfikowang réznymi proteinami, efekt wigzania moze mie¢ charakter

prognostyczny. Stosujac w Srodowisku chromatograficznym (faza ruchoma)
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bufory utrzymujace pH 7,4, odpowiednie dla krwi lub nizsze (6,8-7,2), jak
W pokarmie, mozna obserwowac site¢ wigzania w obu srodowiskach.

Wplyw zmiennej jonizacji lekéw w osoczu 1 mleku matki wynika z nizszej
wartosci pH mleka w stosunku do krwi matki. Z tego powodu stabe kwasy
ulegaja jonizacji we krwi 1 nie przenikaja do mleka; stabe zasady przenikaja,
w mleku ulegaja jonizacji i zostaja uwig¢zione; bardzo stabe zasady i bardzo
stabe kwasy nie ulegajg putapce. Badanie biodostepnosci lekow w pokarmie jest
wiec czgsto zwigzane z wyznaczonymi dla nich deskryptorami molekularnymi
zdolnosci jonizacji (pKa, log U/D).

Transport bierny utatwiony jest w przypadku zwigzkéw o wigkszej lipofilowos$ci
i matych rozmiarach czasteczek. Leki takie tatwiej przenikajg przez blony
cytoplazmatyczne i przemieszczaja si¢ w przestrzeniach miedzy laktocytami.
Taki typ transportu utatwia réwniez charakter obojetny lub stabo zjonizowany
czasteczek. Obie cechy ulatwiaja dyfuzje zwrotng, oparta na rdznicy stezen.
Transport bierny jest wigc zwigzany z deskryptorami molekularnymi
o charakterze hydro-lipofilowym i obj¢tosciowym: V, log P, log U/D i MW.
Masa czgsteczkowa o wartosci do 150 Da to najczgsciej swobodne przenikanie
przez bariery. Utrudnione przenikanie pojawia si¢ przy 500-800 Da. Leki o MW
powyzej 1000 Da uznawane sg za bezpieczne ze wzgledu na brak przenikania.
Dla lekow z oznaczong wartoscia M/P < 1 zaklada si¢ bezpieczenstwo
stosowania [28].

. Podwyzszone niebezpieczenstwo dystrybucji leku do mleka wystepuje
w przypadku zwiazkéw przenikajacych barier¢ krew-moézg (BBB) (B1, B2,
BB.ivo, CNS+/-) [149,150] .

Z pismiennictwa wynikaja liczne warunki szczegotowe. Od poczatku

prowadzonych badan, dotyczacych wpltywu wlasciwosci fizykochemicznych lekow na

ich transport do mleka matki, wskazywano wazne parametry dla lekow zasadowych:

MW,ot, log P, pK, log U/D. Ztymi parametrami poréwnywano, obserwowane

przenikanie do mleka matki [143,151]. Lipofilowo$¢ i log U/D sg tu odwrotnie

proporcjonalne do wartosci log M/P. Silne zasady tatwo przenoszone sg do mleka.
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Lipofilowe zwiazki wigzg si¢ silnie z biatkami albuminy przez niespecyficzne
oddziatywanie hydrofobowe. Dla wysokich wartosci log P wartosci log M/P jest
mniejsza [151].

Kwasowe zwigzki sg mniej narazone na przenikanie do mleka. Wigzane sa przez
albuminy, ktére stanowig 55-65% biatek krwi. Istnieje silny zwigzek pomigdzy
wigzalno$cig lekow z biatkami i przenikaniem do mleka, wigzanie z biatkami (PB)
tltumaczy ok 50% zmiennosci log M/P [152]. Wicksza masa (MW) i znaczna
lipofilowos¢ (log P) zwigkszaja wigzalno$¢ ligandow kwasowych z albuming
I zmniejszaja ich biodostgpnos¢ w mleku matki. Nie jest to jednak efekt oczywisty,
poniewaz log P moze wptywa¢ na M/P tylko przy duzych wartosciach i wigzanie
Z bialkami nie jest tu ochrona, np. oxazepam (log P 4,3) ma wysoki poziom M/P
pomimo znacznej wigzalno$ci PB [152]. Znaczacy jest rowniez poziom jonizacji, cho¢
wyniki dla kwasow i zasad moga by¢ przeciwne [151]. W analizie przenikania lekow do
mleka matki wykorzystywano rézne wlasciwosci fizykochemiczne zwigzkow
i deskryptory molekularne. Stworzono wiele modeli przewidywania opartych na
analizie QSAR lekow [7,35,36,38]. Pierwsze modele przewidywania poziomu wartosci
M/P dla $rodkéw leczniczych oparte byly na wigzaniu z biatkami. Ustalone wartosci PB
tltumacza czesto okolo 50% zmiennosci log M/P. Trudno jednak ustali¢ model
uniwersalny dla roznych lekéw. Czesto te same deskryptory molekularne lekow
kwasnych 1 zasadowych tworza odwrotne zaleznosci z poziomem M/P a wspoélne ich
badanie musi by¢ prowadzone z wielkg ostroznoscig [152]. Dobre wyniki moze dawac
réwnolegle pordwnanie tych zwigzkéw na bazie innego do$wiadczalnego wskaznika
biodostepnosci (np. biodostepnosci do OUN).

Powtarza si¢ motyw dwoéch rodzajow wigzania lekéw z  biatkami.
Niespecyficzne oddziatywanie w kieszeni hydrofobowej (zwigzane z log P) i obszary
wigzania zwigzane z jonizacjg 1 stopniem dysocjacji. Warto$¢ log M/P jest wprost
proporcjonalna do stopnia dysocjacji [153]. Wigzanie z biatkami nast¢puje w wyniku
oddziatywan hydrofobowych, van der Waalsa oraz elektrostatycznych. Tylko forma

wolna leku jest zdolna do dziatania i pokonywania barier biologicznych.

55



Deskryptory molekularne stosowane w modelach

Wskazane weczesniej zatozenia (1-9) sklonity do obserwacji kolejnych
deskryptorow, opisujacych grupe badanych zwigzkow. Niektore wtasciwosci ustalono
tylko dla czesci przypadkow objetych analizg, na przyktad zdolno$cig przenikania do

OUN (BBiivo). Liczba zwiazkow jest z tego powodu zmienna.

Badania rozpoczgto od danych chromatograficznych w  wykonanych
doswiadczeniach w relacji ze wskaznikiem podstawowym, jakim jest warto$¢ stosunku
stezenia przypadkéw w mleku i osoczu matki (M/P lub log M/P — dane cytowane
z badan in vivo [28,32,35,36,143]. Doswiadczenie chromatograficzne miato na celu
stworzenie modelu analitycznego przewidywania biodostepnosci lekoéw w mleku matki.
Model powinien wykaza¢ zdolno$¢ wigzania badanych lekéw z biatkami w warunkach
fizjologicznego pH krwi matki, jako najwazniejszego czynnika ochrony przed
przenikaniem do pokarmu. Biatkiem modyfikujacym powierzchni¢ fazy stacjonarne;

byta albumina osocza krwi krowiej (BSA).

Dane chromatograficzne ustalono dla wszystkich przypadkow z okreslong
warto$cig M/P. Badano wyniki dwéch doswiadczen: w normalnym 1 odwrdéconym
uktadzie faz. W grupie 83 zwigzkow (wszystkie przypadki grupy testowej z ustalonym
M/P), w ktorej obserwowano leki: kwasowe, zasadowe i obojetne tacznie; najlepsza
korelacje wykazujg wyniki chromatografii badanych zwiazkéw, w postaci wartosci Ry,
(oznaczane dalej jako NP) z doswiadczenia z zastosowaniem normalnego uktadu faz:
R = 0,45 (n = 83). Zalezno$¢ jest odwrotnie proporcjonalna. W modelu uzyto réwniez
parametru NP/C — stosunek wartosci R na ptytkach modyfikowanych albuming do
wartosci Rf na ptlytkach bez albuminy. Parametr ten lepiej odwzorowuje wpltyw
modyfikatora na chromatografi¢ kazdego analitu. Dodatkowa zmienna niezalezna
zwigzana z wptywem lipofilowosci lekow — NP/log P — praktycznie nie zmienia
pierwotnej wartosci wyniku. Korelacje tych danych ze wskaznikiem przenikania leku
do mleka matki s3 jednakowe. Dane chromatograficzne w postaci (Rm) wykazuja
mniejszg korelacje: R = 0,40, Dane z dos$wiadczenia chromatograficznego z faza
stacjonarng modyfikowang albuming, w odwroéconym uktadzie faz, przyniosty
negatywny wynik — R okoto 0,2. Na tej podstawie dalsza analiza, wszystkich
przypadkow tacznie, prowadzona byla z zastosowaniem danych chromatograficznych

(R¢), uzyskanych w normalnym uktadzie faz.
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Obserwowano  rowniez  korelacje¢ =~ wskaznikow  przenikania 1 danych
chromatograficznych w grupach lekow z podzialem na kwasy (a), zasady (b) i zwigzki

obojetne (n).

W grupie zwigzkéw o charakterze zasadowym (n, = 23) uzyskano najlepsze
korelacje (R = 0,43) dla zmiennej NP/C, w normalnym uktadzie faz. Wynik ten, mimo
podobienstwa do efektu badania catej grupy 83 lekow, jest gorszy z uwagi na znaczne
zmniejszenie liczby obserwowanych przypadkéw. Obserwowany efekt powinowactwa
do albuminy moze by¢ ograniczony do oddzialywan hydrofobowych. Znaczenie
lipofilowosci badanych zwiazkéw jest tu wyrazne. Wprowadzenie do réwnania
dodatkowej zmiennej — NP/log P powoduje zwigkszenie korelacji do R = 0,59 (n,=23).
Powigkszenie grupy badanej o przypadki o charakterze obojetnym (np, = 66) znacznie
poprawito wynik, dla chromatografii w normalnym uktadzie faz. Korelacja zmiennych
NP i NP/C ze wskaznikiem przenikania M/P wynosi R = 0,51. Udziat lipofilowosci
lekéw w wigzaniu z albuming jest niewielki. Widoczna jest tylko mala poprawa tej

korelacji po wprowadzeniu do rownania zmiennej NP/log P (R = 0,53).

Badano leki obojetne (n,) w grupie 43 przypadkéw. Korelacja ustalona
pomiedzy M/P i zmiennymi NP i NP/C jest wyrazna (R = 0,57). Wprowadzenie do
robwnania dodatkowej zmiennej niezaleznej — NP/log P nie zmienia wyniku.
Niespecyficzne oddziatywania oparte na lipofilowosci przypadkéw obojetnych ma

widocznie niewielki udzial w obserwowanym zjawisku przenikania.

Dane chromatograficzne — NP i NP/C, ustalone dla grupy lekow kwasnych
I obojetnych (na, = 60 przypadkow) wykazujg wartos¢ korelacji ze wskaznikiem M/P na
poziomie R = 0,49. Dodatkowa zmienna NP/log P zwigksza korelacje bardzo
nieznacznie (R =0,50). Jak wida¢, w przypadku tego typu lekow, znaczenie

oddziatywan niespecyficznych ma mniejsze znaczenie.

Ostatnig badang grupa byly przypadki, tylko o charakterze kwasow. Mimo
niewielkiej liczebnosci badanej grupy (n, =17), najlepszy uzyskany wynik korelacji
wskaznikow M/P nie przekracza wartosci 0,35. Zmienna NP/log P bardzo nieznacznie

wplywa na zwigkszenie korelacji.
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Przedstawione =~ powyzej,  wstgpne  wyniki,  uzytecznosci danych
chromatograficznych w badaniu przenikania lekow do mleka matki, sa pozytywne.
Dodatkowe wnioski wynikaja z systematycznej obserwacji roznych grup przypadkow:
kwasnych, obojetnych i1 zasadowych. Korelacja wskaznikéw przenikania z ustalonymi
danymi chromatograficznymi w grupie wszystkich przypadkow tacznie, jest bardzo
obiecujaca. Nie rozni si¢ znaczaco od korelacji dla zawegzonych grup: a, b, n, mimo
znacznie wigkszej liczebnosci. Dodatkowy wptyw lipofilowosci lekow jest tu tez bardzo
maty i zmienna NP/log P prawdopodobnie nie bedzie wprowadzana do tworzonych
modeli. Zmienna ta jest bardzo istotna jedynie dla badania wydzielonej grup zwiazkow
zasadowych (b), dla ktorych prawdopodobny jest niespecyficzny charakter wigzania
z BSA.

Nastepnie przeSledzono wplyw najczeSciej wymienianych deskryptorow
molekularnych, wskazywanych jako odpowiedziane za dystrybucje leku do mleka matki
| wigzanie z biatkami: MW i MW,q, — masa czgsteczkowa i jej pierwiastek kwadratowy,
HD - liczba donoréw wigzan wodorowych, HA — liczba akceptoréw wigzan
wodorowych, DM — moment dipolowy, eH-eL — zdolno$¢ do jonizacji, log U/D 7.2 —
stopien jonizacji leku w §rodowisku mleka, Sa — pole powierzchni czgsteczki, log D —

wspotczynnik dystrybucji, log P — wspotczynnik podziatu.

W grupie wszystkich rodzajow przypadkéw (nap, = 76-82) korelacje nie sg
wysokie, jednak nalezy wymieni¢ wptyw nastepujacych deskryptorow molekularnych:
eH-eL, pKa, logU/D 7.2, log P, Sa, V, HD. Badane zmienne niezalezne wykazaty
w analizie regresji liniowej (MLR) istotny statystycznie wynik R = 0,63, ktory ttumaczy

okoto 40% zmiennosci catkowitej wskaznika M/Pgpp.

Grupa lekow zasadowych, o mniejszej liczebnosci (np = 22), tworzy model
przenikania do mleka ttumaczacy 52% zmiennosci wskaznika M/Py, (R=0,72). Zmienne
niezalezne, ktore znalazly si¢ w modelu to: log P, eL (zalezno$¢ odwrotnie
proporcjonalna) i log U/D 7.2 (zalezno$¢ wprost proporcjonalna). Rozszerzenie grupy
badanych przypadkoéw do zasadowych i obojetnych dato staby wynik (M/Pyn, R = 0,46)
I zmienilo grupe waznych zmiennych niezaleznych (Sa, eH-eL, HA, log D). Ten sam

efekt uzyskano dla liczacej 41 przypadkéw grupy lekow obojetnych.
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Przypadki zdefiniowane jako kwasy stanowia grup¢ zaledwie 16 lekéw. Model
zawierajagcy zmienne: log P, eH i HA tlumaczy 63% zmienno$ci M/P,. W polaczeniu
Z przypadkami oboj¢tnymi (na, = 57 przypadkéw), korelacja pomiedzy przenikaniem do
mleka matki a zmiennymi niezaleznymi w modelu wyniosta R = 0,58 1 wyjasnit 34%
zmienno$ci M/Pg,. Wynik nie wskazuje na zdolnos¢ predykcyjng modelu. Warto jednak
zauwazy¢, ze wprowadzone deskryptory molekularne: log U/D, eL, MW, V, log P i eH,
potwierdzajg znaczenie wigzania tych przypadkow z albuming osocza, wykazane
wczesniej w analizie QSPR przenikania do mleka. Ustalone parametry, w kolejnosci
wprowadzania do modelu, to: zdolno$¢ jonizacji leku: eH-eL, lipofilowos¢: log P,

stopien jonizacji: log U/D, eL i liczba donoréw wigzan wodorowych HD.

Trzecia grupa wskaznikow, zwigzanych ze zdolnoscig przenikania leku do mleka
matki, to: B3 — obliczeniowy, odpowiada wartosci log B/F (PB) = 0,5 log P — 0,665
[154]; B2 — obliczeniowy, opisuje dostepnos¢ leku w OUN 1 okresla przenikanie przez
barier¢ krew-mozg log BB = 0,547 — 0,16 PSA [155]; BBiyivo— dostgpnos¢ leku w OUN
oznaczony in vivo iopisany w pisSmiennictwie [144-146]; PB — odsetek leku
zwigzanego z biatkiem [147]; PhCharge — tadunek leku w warunkach fizjologicznych
[147]; log U/D — stosunek formy obojetnej do jonowej w odpowiednim $rodowisku,

obliczony wg wzoru (Réwnanie 7 i 8):

o u ()
Leki kwasne: log D= pKa — pH

_ U (8)
Leki zasadowe: logE = pH — pKa

(pKa — stata reakcji jonizacji wyznaczona w programie ACD/Lab)

LactMed — wskaznik obecnosci lekow w mleku [29]; Acid/Base opisujacy podziat na
grupy: a, b i n; LLL H — zmienna opisana skalg toksycznosci Hale’a [28]. Do badan
tego etapu dotaczono dane o biodostepnosci lekéw w osrodkowym uktadzie nerwowym.
Powodem jest podwyzszone niebezpieczenstwo dystrybucji leku do mleka dla
zwigzkow przenikajacych barier¢ krew-mozg (BBB) (B2, BB.iv, CNS+/). Ta grupa
liczy jedynie 28 przypadkow tacznie. Z tego powodu obserwacja wpltywu wszystkich
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zmiennych niezaleznych na przenikanie lekéw do mleka matki ogranicza znacznie
badanie. Przeprowadzono wigc analize wplywu kazdej zmiennej na: wszystkie
przypadki (M/Papn), zwigzki zasadowe (M/Pp), zwiazki oboj¢tne (M/P,) oraz kwasy

(M/P,). Wyniki zaleznos$ci (z macierzy korelacji) przedstawiono w Tabeli 7 ponizej:
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Tabela 7. Korelacje zmiennych niezaleznych z wartosciami M/P dla wszystkich zwiazkow oraz
poszczegblnych grup: a, b in

zmienna Nabn n, | Ny N, M/Pp, M/P,” M/P,” M/P,
acid/base 82 0,48
BB, 31 6 | 21 | 4 0,26 0,51 0,53 0,88
Bl 82 23 43 16 0,14 -0,05 -0,06 -0,36
B2 82 23 43 16 0,08 -0,15 -0,04 -0,30
B3 82 23 43 16 -0,03 -0,29 -0,11 -0,52
logU/D 7.2 82 23 43 16 0,22 0,18 0,28 -0,30
NP 82 23 43 16 -0,30 0,09 -0,44 -0,05
NP/C 82 23 43 16 0,22 0,43 0,16 0,22
NP/PSA 82 23 43 16 0,07 -0,12 0,32 0,45
NP/log P 82 23 43 16 0,04 -0,36 -0,02 0,21
MW 82 23 43 16 0,05 -0,15 0,30 -0,33
MW oot 82 | 23 | 43 | 16 0,07 20,09 0,30 0,36
HD 82 23 43 16 0,05 0,02 0,02 0,36
HA 82 23 43 16 -0,13 0,13 -0,10 -0,28
eL 82 23 43 16 -0,30 -0,55 -0,13 -0,49
eH-eL 82 23 43 16 0,07 0,07 -0,10 0,50
log P 82 23 43 16 -0,04 -0,30 -0,11 -0,52
log D 82 23 43 16 0,09 0,16 0,01 -0,24
Sa 82 23 43 16 0,30 0,30 0,10 -0,16
\Y/ 82 23 43 16 0,10 0,35 -0,14 -0,45
LactMed 76 21 40 15 0,37 0,47 0,08 0,26
LLLH 76 21 40 15 0,26 0,57 -0,22 0,40
PhCharge 82 23 43 16 0,40 -0,10 0,29 0,19
pKa 82 23 43 16 0,21 -0,18 -0,14 -0,29
PB 75 19 42 14 -0,24 -0,20 -0,45 0,11
CNS+/- 79 23 40 16 -0,07 -0,23 -0,10 0,39
* korelacja

Analiza dyskryminacyjna zwiazkéw kwasnych, zasadowych i obojetnych

Wszystkie deskryptory, najsilniej zwigzane ze zmiennos$cig wskaznika M/P,

ktére rownoczesnie nie ograniczaty liczby badanych przypadkéw, wprowadzono do
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analizy

zastosowaniu kodu b/n/a. Kod przypisuje zwigzkom zasadowym (b) liczbe ,,17,

funkcji

dyskryminacyjnej

Wszystkie przypadki

zwigzkom obojetnym (n) liczbe ,,0” | kwasnym (a) liczbe ,,-1”.

badano przy

2

W krokowej analizie dyskryminacyjnej, do zmiennych dyskryminujacych

zaliczono 8 z 16 wprowadzonych zmiennych: PhCharge, pKa, M/P, eL, B2, NP, log
U/D 1 B3. Klasyfikowano 79 przypadkéw (liczba ograniczona wprowadzonymi
zmiennymi tgcznie). Uzyskano macierz klasyfikacji o tacznej wartosci 93,6%
poprawnej klasyfikacji (Tabela 8). Liczba btednie sklasyfikowanych przypadkow jest
grup. Odnotowano 5 btgdow wsérod zwigzkow

proporcjonalna do liczebnosci

obojetnych i bezbtedne przyporzadkowanie zwigzkow kwasnych oraz zasadowych:

Tabela 8. Macierz klasyfikacji dla modelu ze zmiennymi dyskryminujgcymi (PhCharge, pKa,
M/P, eL, B2, NP, log U/D, B3)

grupa Przypadki sklasyfikowane poprawnie (%) p:,26(1)253 p:,5r11899 p:,2t;848
a 100,00 16 0 0
n 87,80 2 36 3
b 100,00 0 0 22
Razem 93,67 18 36 25

Tabela 9. Funkcje klasyfikacyjne dla grup a, b in

Funkcje klasyfikacyjne dla kazdej z grup:
a,nb
zmienne
L. a n b
dyskryminujace

p=,20253 p=,51899 p=,27848

B2 -1,925 -1,245 0,854

M/P 0,507 0,604 2,020

pKa 0,528 1,687 2,308

NP 11,970 15,809 11,284

PhCharge -1,751 4,712 8,352

log U/D 7.2 -0,532 0,109 -0,530

eL 0,016 -0,053 0,173

B3 0,143 0,233 0,444
Stala -9,309 -14,367 -22,139
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Rysunek 2. Dyskryminacja na kwasy (a), zasady (b) i leki obojetne (n). Wykres rozrzutu

warto$ci kanonicznych dla pierwiastka 1 wzgledem pierwiastka 2. Zmienne dyskryminujace:
PhCharge, pKa, M/P, eL, B2, NP, log U/D i B3.

Czynnik (pierwiastek) PC1 najsilniej dyskryminuje grupy zwiazkéw (wartosé
wilasna PC1 = 4,07). Najwazniejszy udziat w jego wartosci majg zmienne PhCharge
I pKa. Ich wptyw na dyskryminacj¢ przypadkow a, n i b jest oczywisty. Czynnik PC2
(warto$¢ whasna PC2 = 0,67) uksztaltowaly wskazniki M/P, NP i eL. Srednie
zmiennych kanonicznych (PC1) dla grupy a = -3,26, dla grupy n = -0,08 i dla grupy b =
2,52. Srednie zmiennych kanonicznych (PC2) dla grupy a = -0,86, dla grupy n = 0,75
i dla grupy b =-0,77 (Tabela 9, Rysunek 2).

Modele regresji wielokrotnej dla M/Ppn

Na tej podstawie stwierdzi¢ mozna wptyw charakteru kwasowego, zasadowego
I obojetnego lekéw na ich biodostepnos¢ w mleku matki i zdecydowaé, czy analiza
musi by¢ prowadzona z podziatem na grupy: a, n i b. W przypadku zmiennych M/P,
NP 1 eL stabiej dyskryminujg przypadki kwasowe, obojetne 1 zasadowe. Zmienna B2,
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reprezentujaca biodostepnos¢ leku w OUN, nalezy do obu czynnikow na bardzo
podobnym poziomie. Wprowadza to do analizy wskaznik przenikania leku przez BBB,
wymieniany wielokrotnie, jako istotny dla bezpieczenstwa karmionych piersig dzieci.
Wskaznik BB, ogranicza grupe przypadkow (n = 28). Jak wida¢ wigkszosé
obserwowanych zmiennych, wprowadzonych do analizy nie zostala zaliczona do
zmiennych dyskryminujacych. Te, jak réwniez zmienne o niewielkim wplywie na
dyskryminacje przypadkéw moga by¢ stosowane w analizie wszystkich przypadkéw

Iacznie.

Tabela 10. Korelacje migdzy deskryptorami a stosunkiem M/P dla 28 zwigzkéw z okreslonymi
wartosciami BB,y

zmienna Nan M/Papn zmienna Nai M/P oo
acid/base 28 0,39 HA 28 0,19
BB.ivo 28 -0,40 eL 28 -0,08
Bl 28 -0,24 eH-eL 28 -0,11
B2 28 -0,33 log P 28 -0,07
B3 28 -0,07 log D 28 -0,67
log U/D 7.2 28 0,23 Sa 28 0,24
NP 28 -0,60 \Y 28 -0,10
NP/C 28 -0,13 LactMed 28 0,41
NP/PSA 28 -0,54 LLLH 28 0,00
NP/PB 28 -0,63 PhCharge 28 0,54
NP/log P 28 -0,27 pKa 28 0,18
MW 28 -0,10 PB 28 -0,80
HD 28 0,41 CNS+/- 28 -0,51

* korelacja

Bardzo widoczny jest zwigzek M/Pa, z PB, NP/PB oraz NP (Tabela 10).
Zgodnie z zalozeniami, zaleznosci PB oraz NP sg ze sobg powigzane i odwrotnie
proporcjonalne do biodostepnosci leku w pokarmie (odpowiednio R = -0,80, R = -0,63
IR = -0,60). Warto$ci ich wzajemnych korelacji sg niskie (<0,6) i zmienne mogag

tworzy¢ wspolnie model analityczny.

Z grupy zmiennych niezaleznych, o charakterze fizykochemicznym, wytoniono

réwnanie regresji w postaci (Ro6wnanie 9):
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M/Paon = 2.51(% 0,50) + 0,17(+ 0,20) B2 + 0,13(% 0,05) log U/D + 0,17( 0,15)
LLL H - 2.57(x 0,01) PB

R=0,86; R? = 0,74 F(4,23) = 16.4670; p <0,0000; s = 0,22374; n=28

Q%00 = 0,57, SDEP= 0,3823, PRESS =10,7068, Spress = 0,6183, Q% wo =0,54

(9)

Powstaty model matematyczny tlumaczy 74% zmiennos$ci catkowitej zdolnosci

przenikania lekéw do mleka matki.

Rownanie regresji powstale metoda krokowa potwierdza zalezno$¢ obecnosci
leku w mleku matki od wszystkich wymienionych wpltywow: biodostepnosci w OUN
(B2), jonizacji (log U/D) i szczeg6lnie poziomu wigzalnosci z biatkami (PB). Wskazuje
to na mozliwo§¢ wzbogacenia obserwacji poprzez wprowadzenie danych
chromatograficznych. Modyfikowany parametr chromatograficzny NP/PB, o duzym
powinowactwie do M/P, ktory moze by¢ stosowany w modelu regresji tacznie

z parametrem PB z powodu nieznacznej wzajemnej korelacji (0,46) tych zmiennych.

Po wprowadzeniu danych z chromatografii przeprowadzonej w normalnym

uktadzie faz, otrzymano model regresji (Rownanie 10):

M/Papn = 0,18 0,13) — 1.99(= 0,31) PB — 1.29( 0,44) NP + 0,07( 0,05) log
U/D +0,18(% 0,13) LLL H — 0,30( 0,13) eH — eL_

R=0,91; R? = 0,83 F(6,21) = 17.112; p <0,0000; s = 0,44844; n=28

Q%00 = 0,71, SDEP= 0,2592, PRESS =7.2575, Spgess = 0,5091, Q%o =0,67

(10)

Powstaly model thumaczy 83% zmienno$ci M/P, w grupie o zdefiniowanym BBy,

(Rysunek 3).
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Rysunek 3. Wykres rozrzutu wartosci M/P przewidywanych wzgledem obserwowanych dla
modelu MLR z rownania 10. Deskryptory molekularne uwzglednione w tym modelu to: PB,
NP, log U/D 7.2, LLL H, eH-eL.

Powstale w systematycznej analizie modele matematyczne oraz badanie
macierzy korelacji wszystkich, wskazanych jako wazne, zmiennych niezaleznych
potwierdzaja wymienione na wstepie zatozenia. Dane chromatograficzne NP TLC,
z fazg stacjonarng modyfikowang BSA, zwigksza mozliwos¢ przewidywania
dystrybucji lekow do mleka matki. Leki moga by¢ badane bez uprzedniego rozdziatu na

grupy: zasad, kwasoéw i zwigzkéw obojetnych.

W grupie lekéw, z okreslong biodostepnoscia w OUN, przeprowadzono tez
analize wartosci modelu chromatograficznego M/P. Uzyto w niej tylko danych
chromatograficznych i poziomu wigzania z biatkami. Uzyskano wynik tlumaczacy 86%

catkowitej zmiennoséci M/P (Rownanie 11, Rysunek 4).

Powstalo rownanie o parametrach lepszych niz poprzednie, bez wykorzystania

fizykochemicznych deskryptorow molekularnych, poza poziomem wigzania z biatkiem:
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M/Paon =— 1.28(% 3.61) — 1.71(+ 0,34) PB — 1.86( 0,42) NP + 0,04(z 0,01)
NP/PB + 18.65(x 15.16) NP/PSA + 4.24(+ 3.65) NP/C

(11)
R=0,93; R? = 0,86 F(6,21) = 26.515; p <0,0000; s = 0,4012; n=28
QZLOO =0,57, SDEP=0,3870, PRESS =10,8383, Spress = 0,6222, QZLMO =0,63
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Rysunek 4. Wykres rozrzutu wartosci M/P przewidywanych wzglgdem obserwowanych dla
modelu MLR z rownania 11. Deskryptory molekularne uwzglednione w tym modelu to: PB,
NP, NP/PB, NP/PSA i NP/C

Przedstawiony model matematyczny zostal pomyslnie walidowany. Zmienne
niezalezne w modelu nie wykazujga wzajemnych korelacji. Ten wynik potwierdza
warto$¢ predykcyjng modelu analitycznego, opartego na badaniu chromatograficznym
wigzania z bialkami. Wynik jest bardzo dobry, pomimo badania zwigzkéw bez
rozdzialu na zasady, kwasy 1 zwigzki oboj¢tne oraz zastosowania albuminy osocza krwi
krowiej (BSA). Nie ma jednak charakteru uniwersalnego — te same zmienne niezalezne
uzyte w analizie wszystkich przypadkow, ze znang wartoscig M/P 1 PB rownoczes$nie
(Nabn = 75), daja wynik R = 0,50, Zwigzki o stwierdzonej biodostgpnosci w OUN sa

grupa Scisle zwigzang z biodostepnoscia w mleku matki. Wiele badanych lekéw ma tu
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charakter zasad i1 zwigzkéw obojetnych. Tylko dwa przypadki zdefiniowano jako

kwasy. Wsrod wszystkich 83 przypadkow ta proporcja jest bardziej zrbwnowazona.

Analiza dyskryminacyjna grup klasyfikujacych ryzyko stosowania leku podczas
laktacji

Przeprowadzono réwniez analiz¢ dyskryminacyjng (DFA) dla najczesciej
pojawiajacych si¢ wskaznikow bezpieczenstwa stosowania lekow przez kobiety
karmigce — LactMed i LLL H [28,29]. Oba wskazniki nie majg charakteru ilo$§ciowego
1 s3 umowng skalg zagrozen w farmakoterapii. Traktowane sg gldwnie, jako kod
klasyfikacji lekow do grup bezpieczenstwa i zdolno$ci przenikania do mleka matki.
W takiej sytuacji trudno spodziewaé si¢ dobrych wynikow. Korelacje tych wskaznikow
z miarg M/P, przedstawione w Tabelach 7 i 10 potwierdzaja niewielkie powigzanie skali
I wartosci oznaczonych doswiadczalnie (M/P). Korelacje LactMed i LLL H z M/P
wynosza odpowiednio 0,37 1 0,26 (n = 76) oraz 0,41 i 0,00 (n = 28). Przeprowadzona
analiza sprawdza wigc tylko wplyw innych parametroéw na t¢ dyskryminacje.

LactMed dzieli leki na bardziej bezpieczne (,,1”) i mniej bezpieczne (,,2”).
W analizie DFA wydzielono dwie grupy: LactMed 1 (n = 21) oraz LactMed 2 (n = 7).
Kod LactMed przewiduje tez oznaczenie ,,0” dla lekéw catkowicie bezpiecznych.
Wsrod badanych przypadkéw nie ma przedstawicieli tej grupy. W analizie DFA uzyto,
wszystkich zmiennych, opisujacych wlasciwosci przypadkow (bez podziatu na: a, b, n).
Zmienne niezalezne uzyte do analizy pochodzag z MLR w réwnaniu (Roéwnanie 10).
Wprowadzenie do analizy wskaznika BB, ograniczylo grupe badang do 28
przypadkéw. Zmienne dyskryminujace, odpowiednio w kolejnosci wprowadzenia, to:
BB.ivo, B3, M/P, log U/D 7.2, PB, NP, NP/log P, eH-eL. Lacznie poprawnie
klasyfikowano 93% badanych zwigzkéw. Przedstawione ponizej zmienne grupujace

w 100% dyskryminuja grupe LactMed 11w 71% grupe LactMed 2 (Tabela 11).
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Tabela 11. Macierz klasyfikacji dla modelu ze zmiennymi dyskryminujgcymi (BB, B3, M/P,
log U/D 7.2, PB, NP, NP/log P, eH-eL)

grupa przypadki sklasyfikowane poprawnie (%0) LactMed 1 LactMed 2
p=,75000 p=,25000
LactMed 1 100,00 21 0
LactMed 2 71,43 2 5
Razem 92,86 23 5

Wynik klasyfikacji i prawdopodobienstwo a posteriori jest dobry. Niepoprawnie
zdefiniowano jedynie dwa z 28 lekow: diazepam i lamotriging (nalezgce do grupy
LactMed 2).

W celu okre§lenia wartosci zmiennych dyskryminujacych, uzyskanych
W powyzszej analizie, wykonano DFA dla catej grupy badanych lekéw. Zmienna
BB.ivo, 0graniczajaca liczbe przypadkoéw, zostata zamieniona na obliczeniowy parametr
B2, dostepny dla wszystkich przypadkow. Lacznie zbadano 70 przypadkéw (56 grupy
LactMed 1 i 14 grupy LactMed 2). Dobrze zdefiniowana (100%) jest tylko grupa
LactMed 1. Grupa LactMed 2, o mniejszej liczbie przypadkow, zostata prawidtowo
klasyfikowana jedynie w 29%. Dziesig¢ na 14 zwigzkow zostalo niepoprawnie
zdefiniowanych, ws$rdd nich ponownie pojawit si¢ diazepam. Funkcje klasyfikacyjne
nie mogg shuzy¢ do przewidywania kodow LactMed. Catkowita klasyfikacja wynosi
86% przypadkoéw. Ze wzgledu na niekorzystny wynik poszerzenia grupy badanych

przypadkow, nie przedstawiono obliczonych funkcji klasyfikacji.

Wskaznik LactMed nie ma charakteru ilosSciowego. Mozna go traktowac jako
wskazowke terapeutyczng. Granice podziatu na grupy, bardziej i mniej bezpiecznych
lekow, nie sg Sciste. Klasyfikacja lekow wynika z wielu obserwacji terapeutycznych,
nie tylko z wlasciwosci zwigzkow chemicznych, opisanych stosowanymi
deskryptorami. W polaczeniu z iloSciowymi zmiennymi dyskryminujagcymi mozna

zatozy¢ pewne niedoktadnosci.

Podobny charakter ma kod LLL H (1-5) w kolejno$ci wzrastajacego zagrozenia
w przypadku stosowania u kobiet karmigcych piersia. LLL H ma znaczenie jako
umowna skala bezpieczenstwa. Zbior badanych przypadkow, z okreslonym BB, nie

zawiera lekow z grup ,,4” 1,,5” (Tabela 12).
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Tabela 12. Macierz klasyfikacji dla modelu ze zmiennymi dyskryminujacymi (HA, BB, B2,
M/P, log D, HD, MW, NP/C)

grupa Przypadki s lasyfikowane poprawnie (%) HLLALYLLLAZ LLLAS
p=,10714 | p=,32143 | p=,57143
LLLH1 100,00 3 0 0
LLLH2 88,89 0 8 1
LLLH3 100,00 0 0 16
Razem 96,43 3 8 17

Obliczono funkcje klasyfikacyjne dla kazdej grupy aktywnosci LLL H 1- LLL H 3
(Roéwnanie 12-14):

LLLH1=-1,26 HA + 70,02 BBy, + 67,39 B2 + 17,42 M/P — 28,21 log D

12
+8,44 HD + 57,17 MW + 3066,96 NP/C — 1568,86 12
LLL H 2 =5,37 HA + 73,16 BBy, + 91,32 B2 + 21,63 M/P — 25,12 log D + (13)
11,38 HD + 56,04 MW + 3047,00 NP/C — 1572,84
LLL H 3 =2,96 HA + 75,08 BB, + 85,08 B2 + 20,76 M/P — 27,63 log D + (14)

10,13 HD + 58,84 MW + 3119,19 NP/C — 1636,93

Prawdopodobienstwo a posteriori klasyfikacji zwigzkéw badanych wykazuje
jeden blad. Przedstawiciel grupy LLL H 2 - kofeina zostala zdefiniowana,
z prawdopodobienstwem 0,58 w grupie LLL H 3.

Czynnik PC1 najsilniej dyskryminuje grupy zwiazkoéw (wartos¢ whasna PCL =
1,35). Najwazniejszy udzial w jego ksztaltowaniu maja zmienne NP/C, MW i HA.
Czynnik PC2 (wartos¢ wlasna PC2 = 0,76) uksztaltowatly wskazniki BBy, B2 i HD.
Srednie zmiennych kanonicznych (PC1) dla grupy LLL H 1 = -2,68, dla grupy LLL H 2
= 1,15 i dla grupy LLL H 3 = -0,15. Srednie zmiennych kanonicznych (PC2) dla grupy
LLLH1=1,28,dlagrupy LLL H2=0,83idlagrupy LLL H3=-0,71 (Rysunek 5).
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Rysunek 5. Dyskryminacja na grupy LLL H 1, 2 i 3. Wykres rozrzutu wartosci kanonicznych
dla pierwiastka 1 wzgledem pierwiastka 2. Zmienne dyskryminujace: HA, BBy, B2, M/P,
log D, HD, MW, NP/C.

Przeprowadzenie analizy dyskryminacyjnej LLL H dla wszystkich przypadkow
(zamiana BB, na B2), w ktorej znalazty si¢ 74 zwiazki (w tym 6 z grupy LLL H 4),
wypadto znacznie gorzej. Wprowadzono zmienne dyskryminujace uzyskane w analizie
dla 28 przypadkow. Laczna poprawna klasyfikacja wynosi zaledwie 52,70%. Ta DFA
moze by¢ uznana za prob¢ walidacji przy uzyciu grupy zewngtrznej, poniewaz oba
modele powstaty z udziatem tych samych zmiennych dyskryminujacych. Wynik jest
jednak bardzo niekorzystny.

Nastepnie pojeto probe wykonania krokowej DFA z uzyciem wszystkich
zgromadzonych zmiennych, poza BB.i, Po 9 krokach, wprowadzono kolejno
nastgpujace zmienne: eH-eL, HD, NP/C, NP, HA, M/P, NP/PB, PB i Sa.

Aktualna macierz klasyfikacji jest nastgpujaca (Tabela 13):
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Tabela 13. Macierz klasyfikacji dla modelu ze zmiennymi dyskryminujacymi (eH-eL,
HD, NP/C, NP, HA, M/P, NP/PB, PB i Sa)

. . . LLLH1 [LLLH2 |LLLH3|LLLHA4
grupa | Przypadki sklasyfikowane poprawnie (%6)
p=,12903 | p=,37097 | p=,41935 | p=,08065
LLLH1 75,00 6 0 2 0
LLLH2 73,08 1 19 6
LLLH3 67,86 1 8 19 0
LLLHA4 40,00 0 2 1 2
Razem 68,66 8 29 28 2

Uzyskane wyniki nie moga by¢ podstawa przewidywania bezpieczenstwa
stosowania lekow. Jedyne poprawne klasyfikacje uzyskano z udzialem wartoscCi
doswiadczalnych M/P, PB i BByj,. W takim przypadku przewidywanie Kklasyfikacji
LactMed Iub LLL H nie jest juz konieczne. Wszelkie proby walidacji zakonczyly sie
niepowodzeniem. DFA podkresla jednak widocznie znaczenie dyskryminujgce danych
chromatograficznych proponowanego modelu analitycznego. Wykazuje rowniez wptyw
wigzania z bialkiem i biodostepnosci lekow w OUN na bezpieczenstwo ich stosowania

przez matki karmigce.

Stosowanie zmiennych grupujacych LLL H 1 LactMed nie moze sluzyc
prognozowaniu bezpieczenstwa stosowania lekow u matek karmigcych na podstawie
danych teoretycznych (bez obserwacji klinicznych), szczegdlnie z uzyciem zmiennych
dyskryminujacych o charakterze ilosciowym. Mozna nawet stwierdzi¢, ze wyniki

uznawane za dobre mogg prowadzi¢ do mylnych klasyfikacji.
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Analiza przenikania do mleka matki metodami najmniejszych czastkowych
kwadratow i lasu losowego

W dalszym etapie badan podj¢to probe zastosowania bardziej zaawansowanych
metod regresji — metode najmniejszych czgstkowych kwadratow (PLS) oraz metode
lasu losowego (RF). W pierwszej metodzie macierz zmiennych niezaleznych jest
analizowana pod wzgledem zmiennych ,,ukrytych” (ang. latent variables; LVs), ktore
najlepiej opisuja kowariancj¢ miedzy zmiennymi X a zmienng Y. Nastgpnie te
przeksztalcone zmienne niezalezne sg wykorzystywane w regresji do przewidzenia
odpowiedzi Y. Natomiast W metodzie RF korzysta si¢ z wielu drzew decyzyjnych,
ktére na podstawie wprowadzonych zmiennych X wielokrotnie ,,podejmuja decyzje”
0 przewidywanej wartosci Y dla kazdego przypadku, z ktorej nastepnie wyciggana jest

warto$¢ srednia.

Analizy regresji PLS 1 RF przeprowadzono przy uzyciu 25 zmiennych
niezaleznych, wymienionych w Tabeli 14. Zastosowano tylko parametry
chromatograficzne (Rf) zwiagzane z eksperymentem NP TLC, zgodnie z wcze$niejszymi
ustaleniami. W zwiazku z tym, Zze modele PLS i RF nie zachowywaty liniowos$ci
w wykresach rozrzutu zdecydowano o przeksztalceniu stosunku M/P na postaé

zlogarytmowang — log M/P, aby ulatwi¢ dalszg interpretacje wynikow.

W tych analizach dobrg praktyka jest podziat zbioru przypadkéw na dwa
zestawy: treningowy i testowy w celu przeprowadzenia walidacji zewng¢trznej, ktora
wykaze zdolnosci predykcyjne modelu. Zestaw treningowy stanowi ok. 70% wszystkich
zgromadzonych przypadkow 1 shuzy on do zbudowania réwnania regresji (modelu
szkolacego). Reszte, czyli ok. 30% przypadkow wlacza si¢ do zestawu testowego, na
ktérym réwnanie to jest walidowane. Zestawy treningowy i testowy sa dzielone
W sposob losowy. W celu sprawdzenia stabilnosci modelu i wykluczenia efektow
przypadkowych warto taki podzial na dwa podzbiory oraz budowe¢ rdwnania
przeprowadzi¢ kilkukrotnie. Wykorzystuje si¢ do tego test permutacji Monte Carlo
(ang. Monte Carlo Permutation Test, MCPT).
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Tabela 14. Zmienne niezalezne (1-25) w kolejnos$ci oraz zmienna zalezna (log M/P) uzywane
w budowaniu modeli regresji metodami PLS i RF

Lp. X Lp. X Y
1. B2 14. log P
log M/P
2. B3 15. HD
3. LactMed 16. HA
4, LLLH 17. log D
5. PhCharge 18. MW
6. pKa 19. MW, g0t
7. log U/D 7.2 20. eL
8. PB 21. eH-eL
9. NP 22. NP/log P
10. NP/C 23. PSA
11. NP/PSA 24, DM
12. Sa 25. eH
13. \Y%
Model PLS

W analizie PLS pierwszym etapem byt wybor liczby ukrytych zmiennych, ktore
uzyte zostang w dalszym postepowaniu. Srednia kwadratowa bledow walidacji
krzyzowej (RMSECV) modelu treningowego regresji PLS sugeruje, ze model dwoch
zmiennych ukrytych jest optymalny (Rysunek 6). Test permutacji Monte Carlo
przeprowadzono zgodnie z opisem w czesci doswiadczalnej. W sumie wykonano 1000
permutacji, aby oceni¢ moc predykcyjng modelu treningu regresji PLS do
prawidtowego przewidywania log M/P badanych lekow (Rysunek 7). Udowodniono, ze
wartos¢ Q2 nie réznila si¢ miedzy modelami prawdziwymi i permutowanymi, zarOwno
pod wzgledem uczenia, jak i przewidywan zestawu testowego (p = 0,9). Rysunek 8
przedstawia rzeczywiste i przewidywane wartosci M/P ze $rednich modeli regresji PLS

wybranych na podstawie parametru wydajnosci modelu Q.
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Rysunek 6. Btad sredniokwadratowy walidacji krzyzowej (RMSECV) jako funkcja ukrytych
zmiennych (LV). Najnizsza wartos§¢ RMSECV wskazuje optymalng liczb¢ ukrytych zmiennych

do regresji PLS
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Rysunek 7. Test permutacji Monte Carlo (MCPT) pokazujacy Q° uzyskany z modeli regres;ji
PLS opracowanych na zestawie treningowym i zestawie testowym, liczba powtorzen wynosita
n = 1000. Srednie wartosci Q? dla zestawu treningowego i zestawu testowego sa wyswietlane na
wykresach (odpowiednio 0,403 i1 0,371) wraz z warto$ciami p.
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Rysunek 8. Rzeczywiste w poréwnaniu z przewidywanymi wartosci log M/P, przy uzyciu
modelowania regresji PLS 25 deskryptoréw molekularnych. LV = zmienna ukryta, RMSECV =
sredni kwadratowy blad walidacji krzyzowej, RMSEP = S$redni kwadratowy blad
prognozowania, R? train/test = wspolczynnik determinacji dla modeli zestawu treningowego
i testowego, Q? train/test = wspotczynnik determinacji dla modeli poddanych walidacji
krzyzowej.

Prognozy log M/P oparte na regresji PLS zaobserwowano ze stosunkowo
wysokim bledem przewidywania i niskim Q?, zarébwno dla zestawdw treningowych, jak
I testowych. Biorgc pod uwagg fakt, ze niektore modele MLR mogg lepiej przewidywac
log M/P niz modele regresji PLS, mozna uznaé, ze ukryta zmienna nie jest liniowa ze
wzgledu na zlozong zalezno$¢ migdzy deskryptorami molekularnymi zwigzkow
badanych a ich zdolno$cig do przenikania do mleka kobiecego. To sktonito nas do
przetestowania innej metody analizy regresji, a mianowicie regresji lasu losowego,
0 ktorej wiadomo, ze lepiej radzi sobie z nieliniowoscig w wielowymiarowych zbiorach

danych.

Model RF

Podobnie jak w modelowaniu PLS, 58 lekéw w zestawie treningowym

wykorzystano do opracowania modelu treningu RF. Zgodnie z wykresem btedu out-of-
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bag (OOB) w funkcji liczby drzew decyzyjnych, nasze dane mogg by¢ prawie
w rownym stopniu wykorzystujace od 50 do 150 drzew (Rysunek 9).
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Rysunek 9. Btad regresji ,,out-0f-bag” jako funkcja liczby drzew decyzyjnych. Najnizszy blad
OOB sugeruje optymalng liczbe drzew do analizy lasu losowego.

W celu uproszczenia modelu regresji RF wybrano model 50 drzew do
przewidywania zbioru testowego. Podobnie jak w przypadku modelowania PLS, MCPT
przeprowadzane z zestawami treningowymi i testowymi pozwolilo oceni¢ moc
predykcyjng modeli. Test permutacji wykazal, ze Q2 wynoszacy 0,75 w modelach
uczacych opracowanych na podstawie prawdziwych danych log M/P byt statystycznie
inny niz te otrzymane przy uzyciu permutowanych zestawoéw danych. Podobnie MCPT
wykonany z predykcja zestawu testow regresji RF wykazal istotng, ale stosunkowo
niskg moc predykcji ($rednia Q? = 0,21) modelu regresji treningowej RF do

prognozowania wartosci log M/P nieznanych lekow (Rysunek 10).
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Rysunek 10. Symulacje Monte Carlo dla Q* uzyskane z modeli regresji RF zestawu
treningowego i testowego, liczba permutacji, n = 1000. Na wykresach sag wyswietlane $rednie
wartoéci Q? dla zestawow treningowego i testowego (odpowiednio 0,753 i 0,211) wraz
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Rysunek 11. Model regresji RF z 25 zmiennymi niezaleznymi i log M/P jako zmienng zalezna.
RMSECYV = $redniokwadratowy btad walidacji krzyzowej, RMSEP = $redni kwadratowy btad
prognozy, R? train/test = wspotczynnik determinacji dla modeli zestawu treningowego i zestawu

testowego, Q® train test
krzyzowe;j.

wspotczynnik determinacji dla modeli poddanych walidacji
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Rysunek 11 przedstawia rzeczywiste i przewidywane wartosci log M/P ze
srednich losowych modeli regresji lasu wybranych na podstawie parametru wydajnosci
modelu Q. Wykres znaczenia predyktorow (Rysunek 12) w permutowanych modelach
RF wskazuje, ze niektore zmienne niezalezne mialy wigkszy wplyw na tworzenie
modelu niz inne: pKa, log U/D 7.2, NP, PB, log P lub eH-eL (kolejno$¢ zmiennych na
wykresie jest taka sama jak w Tabeli 14).
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Rysunek 12. Znaczenie predyktorow dla modelu regresji RF. Srednie wartoéci uzyskano z 1000
powtdrzen modelu.

Podsumowanie analizy regresji dla przenikania do mleka kobiecego

W celu poréwnania uzyskanych wynikow regresji MLR, PLS i RF, zebrano je
w Tabeli 15.
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Tabela 15. Podsumowanie wynikow regresji dla modeli MLR, PLS i RF

metoda n train R%,Q°  test R, Q° zmienne*
regresji
MLR 28 R?=0,74 - B2, log U/D 7.2, LLL
Q?=0,57 H, PB
MLR 28 R?=0,83 - PB, NP, log U/D 7.2,
Q*=0,71 LLL H, eH-eL
MLR 28 R?=0,86 - PB, NP, NP/PB,
Q*=0,57 NP/PSA, NP/C
PLS 83 R?=0,44 R?=0,41 -
(train 58, test 25) Q*=0,42 Q%=0,40
RF 83 R?=0,85 R?=0,29 PhCharge, pKa,
(train 58, test 25) Q*=0,76 Q*=0,24 log U/D 7.2, NP, B3,
PB, log P, eH-eL

* zmienne tworzace model (w przypadku MLR) Iub zmienne majace duzy udziat w jego tworzeniu (RF)

W przedstawionych modelach regresji wyraznie wida¢ silny wptyw zmiennych
niezaleznych zwigzanych z zatozeniami przenikania do mleka opisanymi na poczatku
czesci doswiadczalnej (1-9). Sg to: stopien jonizacji (deskryptory: log U/D 7.2, eH-eL
czy PhCharge), wigzania z biatkami (PB, B3, parametry chromatograficzne) czy
zdolnos¢ do przenikania do OUN. Regresja wielokrotna wskazata na stuszno$é
zastosowania danych chromatograficznych z NP TLC w badaniach nad przenikaniem
do mleka, co potwierdzito si¢ rowniez w analizie lasu losowego (silny wptyw parametru

NP na tworzenie modelu).

Zastosowane zaawansowane metody regresji nie przyniosty jednak pozadanych
rezultatow. Udalo si¢ zbudowaé¢ dobry model metoda RF, jednak wykazal on niskg
warto$¢ predykcyjng dla nowych wprowadzanych przypadkow. Moze to wynikaé
z charakteru samej zmiennej zaleznej, czyli wartosci M/P, ktore byly pozyskiwane
zbadan in vivo, co charakteryzuje si¢ duzym wplywem innych czynnikéw
fizjologicznych lub nawet patologicznych. Dodatkowo utrudnieniem jest stosunkowo

mata liczba uzyskanych danych dotyczacych M/P, co zwigzane jest oczywiscie ze
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wzgledami etycznymi. Wigksza ilos¢ danych pozwolitaby na wyciagnigcie warto$ci

srednich, ktore lepiej oddawatyby charakter przenikania lekow do mleka kobiecego.
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Porownanie modeli analitycznych wigzania lekow z bialkami z wykorzystaniem
parametrow chromatograficznych z NP TLC, RP TLC i HPLCysa

Doswiadczenia chromatograficzne zaplanowano jako wskaznik powinowactwa
badanych zwigzkéw do wigzania z bialkami. Zalozono mozliwos¢ wykorzystania
danych ztych doswiadczen do przewidywania przenikania lekow do mleka matki.
Model powinien wykaza¢ zdolno$¢ wigzania badanych lekéw z biatkami w warunkach
fizjologicznego pH krwi matki, jako najwazniejszego czynnika ochrony przed
przenikaniem do pokarmu. Istotng wartoscig danych chromatograficznych jest ich
ilosciowy charakter. Zastosowano chromatografie powinowactwa substancji aktywnych
(analitow) do fazy stacjonarnej, modyfikowanej biatkiem, w formacie kolumnowym
I cienkowarstwowym. Faza ruchoma, w obu przypadkach oparta zostala na udziale
buforu o pH 7,4; co zbliza warunki analizy do fizjologicznych. Rézne warianty
chromatografii badano w poszukiwaniu szybkiej, taniej i wygodnej metody analitycznej
do przewidywania wigzania zwigzkow chemicznych (w gltownej mierze substancji
czynnych lekow) z bialkami osocza. Pordwnanie skuteczno$ci tych metod oraz
zaproponowanie modyfikacji matematycznych wartos$ci retencji badanych lekow moze
by¢ zrodlem wygodnych parametréw ilosciowych w przewidywaniu loséw zwigzkow
chemicznych w organizmie. Dane chromatograficzne, uzyskane w Kkolejnych
doswiadczeniach, porownywano z wartosciami PB, pochodzacymi z literatury. Dane
chromatograficzne ustalono dla wszystkich badanych przypadkéw z okreslong

warto$cig odsetka formy zwigzanej leku z biatkiem (PB).

Uzyskano dane chromatograficzne dla 184 zwigzkow w doswiadczeniu HPLC,
z kolumng HSA (log kusa) oOraz po 198 zwigzkow w do$wiadczeniach RP i NP TLC,
impregnowanych roztworem BSA (Rf i Ry). Liczba przypadkow, w badaniu
prognozowania wigzania z biatkami, wynika z liczby analizowanych lekéw 1 liczby

ustalonych warto$ci PB, rownoczes$nie.

W grupie 129 przypadkow (z ustalonym odsetkiem PB), obserwowano zwigzki

0 charakterze: kwasowym, zasadowym i obojetnym tacznie.
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Model chromatografii kolumnowej HPLCysa

Analize rozpoczeto od danych o wartosciach retencji, kolejno badanych
przypadkow w analizie HPLC, z kolumng immobilizowang albuming osocza krwi

ludzkiej (HSA). Warunki chromatografii opisano w czesci do§wiadczalnej pracy.

Badanie objeto wskaznik retencji (log kysa) oraz wszystkie pochodne tej
zmiennej ktére mogg uwzglednia¢ dodatkowy wplyw innych czynnikow na uzyskany
wynik chromatografii. Naleza do nich dane chromatograficzne podzielone przez
deskryptory molekularne: B2 — zdolnos$¢ do przenikania leku przez barierg krew-mozg,
PSA — pole polarnej powierzchni leku, log P lipofilowos¢ leku, PB — odsetek frakcji
leku powigzanej z biatkiem. Obliczono macierz korelacji wszystkich zmiennych
chromatograficznych i poziomu wigzania z biatkami osocza (PBgay,). W grupie tej
badano lacznie zwigzki o charakterze zasad (b), kwaséw (a) 1 obojetne (n). Wartosci
log Kusa, wyznaczone dla badanych lekow wykazuja znaczng korelacje R = 0,56 (ngpn
=128). Korelacja wartosci zmiennej log kusa/PB z PB, jest mniejsza i wynosi 0,46,
aobie zmienne s3 silnie powigzane ze soba (0,86). Korelacje pozostatych,
modyfikowanych warto$ci wskaznika log K, obserwowano pod katem ich wzajemnych
korelacji. Wprowadzenie do analizy MLR wszystkich niepowigzanych zmiennych
niezaleznych (log Kpsa, 109 kysa/B2 ilog kysa/PSA) nie zwigkszylo korelacji ze
wskaznikiem PBgn (R = 0,57, ngn = 129). Ten wynik jest znacznie mniej

satysfakcjonujacy niz oczekiwano.

Dla zwigzkéw o charakterze kwasow (a), analiza wykazata rowniez znaczne
zaleznosci. Wszystkie dane chromatograficzne 1 ich pochodne sg wprost proporcjonalne
do poziomu wigzania z biatkami. Korelacje sa wysokie, szczegdlnie w przypadku
niezaleznej log Kysa 110g kusa/PB, odpowiednio R = 0,58 i 0,63 (n, = 28). Model
matematyczny, zbudowany na wigcej niz jednej zmiennej niezaleznej, nie jest mozliwy
ze wzgledu na bardzo silne powigzania migdzy zmiennymi. Ta grupa odznacza si¢
rowniez matg liczbg przypadkow, a obserwowane tu znaczne korelacje zmiennych
chromatograficznych moga by¢ zalezne od polarnego charakteru tych lekow (log Kusa

i |Og kHSA/PSA)
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Grupa przypadkéw obojetnych (n) zawiera 63 przypadki badane. Macierz
korelacji obejmujaca wigzanie z biatkami i dane chromatograficzne pokazuje brak
powigzan pomiedzy zmiennymi chromatograficznymi (poza log Kpysa i 10g Kysa/PB)
i dos¢ wysoki wspotczynnik korelacji wskaznika log K i wigzania z biatkiem PB, (R =
0,58; n, = 63). Analiza MLR, przeprowadzona metoda krokowa postepujaca, z uzyciem

niepowigzanych zmiennych, nie daje poprawy wyniku.

Potgczone przypadki a i n, stanowig wigkszg grupe, o liczebnos$ci ng, = 91. Takie
struktury najczesciej wigzane sg przez albuminy osocza krwi. To powigkszenie liczby
przypadkéw nie zmniejsza korelacji pomiedzy wskaznikiem wigzania zwigzkow
z biatkiem PBj, i zmiennej niezaleznej log kysa — R = 0,57 (nan = 91), a nawet bardzo
nieznacznie jg zwigksza. Zwigkszyta si¢ tez zalezno$¢ PBa, 0d log kysa/PB: R = 0,57
(Nan = 91). Te dwie zmienne pozostajg silnie powigzane, a kolejne zmienne niezalezne
nie wykazujg powigzan wzajemnych. Pozwala to na probe ustalenia regresji wielorakiej.
W powstaltym rownaniu pojawity si¢ dwie zmienne niezalezne: log Kysa, 109 Kysa/B2.

Model ten thumaczy 33% zmiennosci catkowitej wskaznika PBg, (R = 0,58).

Badaniu poddano rowniez dane chromatograficzne, z kolumny HPLCpga,
zwigzkoéw o charakterze zasad (b). Ta grupa liczy 37 przypadkoéw (np, = 37). Rozktad
zaleznos$ci danych chromatograficznych i1 poziomu wigzania z biatkami jest podobny do
poprzednich grup, ale wydaje si¢ korzystniejszy. Wszystkie zmienne niezalezne sa
wprost proporcjonalne do zmiennej zaleznej. Nie pojawiajg si¢ znaczne zaleznoSci
pomiedzy zmiennymi niezaleznymi. Tym samym ich uzytecznos¢ wzrasta. Bardzo staba
jest tym razem korelacja log kusa/PB 1 PBy | wynosi zaledwie 0,22. Korelacja pomigdzy
wskaznikiem wigzania zwigzkow z bialtkiem PBp, i zmiennej niezaleznej log Kusa
wzrosta do R = 0,63 (np, = 37). Ta pojedyncza zmienna ttumaczy wigc 40% wariancji
calkowitej PBp. Roéwnanie MLR zawierajgce zmienne log Kpsa, 1 10g Kpysa/PSA,

thumaczy 41% zmiennos$ci PBy, (R = 0,64, n, = 37).

Zwigkszenie grupy przypadkéw (b) o leki obojetne (n) powoduje kolejng zmiang
obserwowanych zalezno$ciach. Liczba przypadkéw wzrasta do 100, jednak poziom
korelacji, najwazniejszych zmiennych niezaleznych, ze wskaznikiem PBp, nie ulega
widocznym zmianom. Dane chromatograficzne i ich pochodne nie sg powigzane ze
sobg po wykluczeniu zmiennej log kysa/PB. Model MLR powstajacy ze wszystkich

zmiennych niezaleznych nie jest lepszy od korelacji pomiedzy PBp, i1 log Kusa.
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Rownanie jest istotne statystycznie, ale wynik nie jest satysfakcjonujacy (R = 0,57,

Przypadki (b) w polaczeniu z przypadkami (a) wykazuja, w macierzy korelacji
PB,p danych chromatograficznych, bardzo podobny uktad zaleznosci. Najkorzystniejsze
korelacje widoczne sg ze zmiennymi log Kysa, 109 Kusa/PSA i log kusa/PB. Zaleznosci
pomiedzy zmiennymi niezaleznymi nie daja mozliwo$¢ tworzenia modelu MLR, po
wykluczeniu zmiennej log kysa/PB. Wynik analizy krokowej wprowadza do modelu
cztery zmienne log Kysa, 109 Kusa/PSA, log kpsa/B2 z wynikiem R = 0,60, ny, = 65.

Model ttumaczy 36% zmiennos$ci wskaznika PByp,.

Ocena wptywu danych chromatograficznych HPLCpsa na  mozliwosé
prognozowania wigzania lekow z biatkami wykazata do$§¢ duze znaczenie zmiennej
log knsa. Parametr ten jest silnie i wprost proporcjonalnie skorelowany ze wskaznikiem
PB. Mozna to stwierdzi¢ we wszystkich badanych grupach przypadkow, niezaleznie od
ich charakteru: kwasnego, obojetnego lub zasadowego oraz we wszystkich wariantach
potaczen tych grup. Poziom tej korelacji zmienia si¢ bardzo nieznacznie dla grup
0 roznej liczebnosci: R w granicach 0,56-0,63 dla n w granicach 27-128 przypadkow.
Jedynie w przypadku zwigzkéw zasadowych (np, = 37) jest najwyzszy i wynosi 0,63.
Analiza danych chromatograficznych HPLCpsa wykazata rowniez, ze tworzenie
chromatograficznej zmiennej niezaleznej, zawierajacej element wartosci PB, nie daje

bezposredniego wzrostu korelacji ze zmienng zalezna PB w Zadnej grupie przypadkow.

Wskazniki chromatograficzne mogag by¢ waznymi zmiennymi niezaleznymi
w modelach matematycznych, w potaczeniu z, istotnymi dla PB, deskryptorami
fizykochemicznymi lekow. Ta cze$¢ pracy na celu porownanie réznych Srodowisk
chromatografii powinowactwa do odwzorowania przewidywanego poziomu wigzania

lekow z biatkami.

Modele chromatografii cienkowarstwowej NP i RP TLC

Przeprowadzono analiz¢ danych chromatograficznych, uzyskanych w dwoch
niezaleznych ~ do$wiadczeniach. = Badano  warto$¢  prognostyczng  modeli

chromatograficznych TLC dla oceny wigzania lekow z biatkami. W normalnym
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I odwroconym uktadzie faz, na zelu krzemionkowym (NP) i na zelu krzemionkowym
silanizowanym (RP) osadzono warstwe¢ albuminy osocza krwi krowiej. Chromatografia
powinowactwa powinna wykaza¢ sktonnos¢ lekéw do tworzenia polaczen z biatkiem.
Fazy stacjonarne (RP i NP) zastosowano w poszukiwaniu wspolnego $rodowiska
rozdziahu licznych zwigzkoéw chemicznych o zréznicowanych wilasciwosciach. Istotng
cechg takiego podtoza powinno by¢ rowniez dobre przyleganie modyfikatora
biatlkowego i roéwnomierne pokrycie calej powierzchni ptytek. Substancja
modyfikujgca, powinna by¢ jak najmniej ruchoma w warunkach chromatografii. Daje to
szans¢ na iloSciowa oceng¢ wplywu naniesionej BSA na migracje lekow

W zastosowanym srodowisku chromatograficznym.

W badaniu ustalono warto$ci Rs i Ry, dla kazdego doswiadczenia. Dla ptytek
impregnowanych BSA i bez impregnacji, odpowiednio: R¢ oznaczono jako NP i Cyp;
RP i Crp; Rm jako RyRP i RyNP. W dalszych obliczeniach uzyto rOwniez parametrow
chromatograficznych, zmodyfikowanych wtasciwo$ciami badanych zwigzkow: NP/C,
RP/C, RuNP/C i RwRP/C — stosunek tych warto$ci lepiej odwzorowuje wplyw
modyfikatora na chromatografi¢ kazdego analitu; zmienne zwigzane z wplywem
lipofilowosci lekow — NP lub RP/log P, RuNP lub RyRP /log P; zmienne zwigzane
z polarnym polem powierzchni lekow — NP lub RP/PSA, RuyNP lub RyRP/PSA;
zmienne zwigzane ze zdolno$cig przenikania bariery krew-mozg — NP lub RP/B2,
RmNP lub RyRP/B2; zmienne zwigzane z powinowactwem do biatek — NP lub RP/PB,
RMmNP lub RyRP/PB. Dane Cyp i Crp (zarowno dla Rs i Ry) wystepuja oczywiscie tylko
w polaczeniu z odpowiednimi danymi NP i RP (R¢ lub Ry). Ztego powodu we
wszystkich czterech przypadkach uzywano, dla uproszczenia, tylko symbolu C (dane

poréwnawcze w odpowiednim badaniu i zbiorze danych).

Modele MLR z wykorzystaniem NP TLC

Badania poréwnawcze dwoch modeli analitycznych TLC 1 warto$ci
prognostycznej uzyskanych parametrow (zmiennych) rozpoczgto od $rodowiska
w normalnym uktadzie faz. Analiza objg¢ta 129 przypadkow, o charakterze kwasow,

zasad 1 obojetnych, tagcznie 1 6 zmiennych niezaleznych.
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Na podstawie obserwacji macierzy korelacji, stwierdzono brak widocznych
powigzan pomigdzy zmiennymi niezaleznymi. Pozwolito to na probe stworzenia
modelu matematycznego MLR zaleznosci wskaznika PB od ustalonych parametrow
chromatograficznych NP TLC. Wykonano analiz¢ MLR metodg krokowg. W modelu
znalazty si¢ zmienne: NP, NP/C, NP/PSA i NP/PB. Wszystkie zmienne sg istotne
statystycznie. Korelacja dla zmiennej zaleznej jest wysoka (R = 0,90; ngy, = 129).
Model ttumaczy 81,5% zmiennosci catkowitej PBapn W grupie wszystkich badanych

zwigzkoéw (Roéwnanie 15).

PBabn = 1.23(£0,28) — 0,27(20,01) NP/PB + 0,58(0,06) NP + 0,02(x0,008) (15
NP/PSA — 0,61(0,29) NP/C

R=0,90; R? = 0,81 F(4,124) = 136.12; p <0,0000; s = 0,12549; Napn =129

Q%00 = 0,70, SDEP= 0,1569, PRESS =3.1970, Spress = 0,1568, Q%Lmo = 0,63

Dobra reprezentacja wigzania lekéw z biatkiem widoczna jest na wykresie rozrzutu

wartosci przewidywanych PB w stosunku do obserwowanych (Rysunek 13).
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przewidywane wartosci
Rysunek 13. Przewidywane i obserwowane wartosci dla modelu z Roéwnania 15. Zmienna

zalezna: PB,p,
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Dane chromatograficzne w postaci wartosci Ry 1 ich pochodne (takie same we
wszystkich TLC) wykazuja nizsze korelacje z PBap,. Najwazniejszym parametrem jest,
odwrotnie proporcjonalny do wigzania z biatkiem: RyNP (R = 0,26; ngpn = 129). Proba
zastosowania wszystkich zmiennych niezaleznych do analizy MLR potwierdzita

znacznie gorsze dopasowanie PBgpn | RUNP — R = 0,41, ngy, = 129.

Dla przypadkow z grupy kwasow (a), o liczebnosci n, = 29, odnotowano bardzo
dobre wyniki. Macierz korelacji PB, i danych chromatograficznych (Rf) wykazata dobre
dopasowanie wszystkich zmiennych niezaleznych do wskaznika PB, i brak powigzania

pomiedzy zmiennymi. Warto$¢ korelacji wskaznika NP wzrosta do R = 0,48.

Model matematyczny, na podstawie analizy krokowej MLR, tlumaczy 91%
zmienno$ci catkowitej PB w grupie kwasdw. Rownanie jest istotne statystycznie i mimo

niewielkiej grupy przypadkow, wynik mozna uzna¢ za bardzo dobry: R = 0,95; n, = 29.

PB. = — 2.99(x1.23) + 0,48(x0,10) NP + 3.53(£1.26) NP/C + 0,15(0,04) (16)
NP/PSA — 0,21(+0,02) NP/PB

R=0,95; R? = 0,91 F(4,24) = 57.434; p <0,0000; s = 0,09925; n, = 29

Q%00 = 0,81, SDEP= 0,1308, PRESS =0,5376, Spress = 0,1362, Q% vo =0,81

Potwierdza to wykres rozrzutu wartosci obserwowanych wzgledem przewidywanych
(Rysunek 14):
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Zmienna zalezna: PB,
1,0 T T T T Q)OOCDU

0,8
0,6 7 na o

P
) .
0,4 .

wartosci obserwowane
o

0,2 7o

0,0 <
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

wartosci przewidywane

Rysunek 14. Przewidywane i obserwowane warto$ci dla modelu z Réwnania 16. Zmienna
zalezna: PB,

Dla przypadkow z grupy kwasow (a), o liczebnosci n, = 29, odnotowano lepsze
wyniki w obserwowanej macierzy korelacji PB, i danych chromatograficznych Ry,
ktére wykazata znaczace korelacje poszczegdlnych zmiennych. Niestety zmienne
chromatograficzne sa ze sobg powigzane. Najwyzsza korelacje z PB wykazuja
parametry RyNP/PSA i RyNP (odwrotnie proporcjonalne) odpowiednio R = 0,64 i 0,53
Na = 29. Zmienna RuyNP jest jednak silnie skorelowana z RyNP/PSA (0,77) oraz
zRyNP/PB (0,85). Model matematyczny, na podstawie analizy MLR,
z nieskorelowanych zmiennych, thumaczy jednak tylko 57,50% zmiennos$ci catkowitej
PB, w grupie kwasow. Rownanie jest istotne statystycznie, wynik mozna uznaé za

nienajlepszy — R = 0,76; n, = 29.

Kolejng grupe przypadkéw stanowia zasady (b), o liczebnosci n, = 37. Dla tej
grupy przypadkow odnotowano rownie dobre wyniki. Macierz korelacji PBy, danych
chromatograficznych (Rs) i ich pochodnych, stosowanych w do§wiadczeniu, wykazata
mozliwos¢ analizy MLR. Model matematyczny, na podstawie jej, ttumaczy ponad 91%
zmienno$ci catkowitej PByp. ROwnanie jest istotne statystycznie i mimo niewielkiej

grupy przypadkéw, wynik mozna uznaé za bardzo dobry — R = 0,96; n, = 34.
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PBy, = 0,76(x0,054) + 0,88(0,11) NP — 0,54(+:0,03) NP/PB (17)
R=0,96; R? = 0,91 F(2,31) = 160,74; p <0,0000; s = 0,09437; n, = 34
Q%00 = 0,88, SDEP= 0,1063, PRESS =0,3636, Spress = 0,1034, Q% w0 =0,86

Te, rownie dobra, zalezno$¢ potwierdza wykres rozrzutu wartos$ci obserwowanych

wzgledem przewidywanych (Rysunek 15):
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wartosci przewidywane
Rysunek 15. Przewidywane i obserwowane wartosci dla modelu (Rownanie 17). Zmienna
zalezna: PB,

Dla tych samych przypadkéw z grupy zasad (b), o liczebnosci n, = 37,
opisanych zmiennymi Ry, wykazano zte wyniki. Macierz korelacji PBy i danych
chromatograficznych ujawnia silne powigzania pomie¢dzy zmiennymi niezaleznym.
Model matematyczny, na podstawie analizy MLR, zawiera tylko zmienne RyNP/PB

I RuNP/C i thumaczy zaledwie 25% zmiennos$ci catkowitej PB, w grupie zasad.

Badane leki o charakterze zwiazkéw obojetnych (n), obejmuja 64 przypadki.
Macierz korelacji PB, i danych chromatograficznych (Rf) wykazata brak powigzan
zmiennych niezaleznych. Poziom powigzania poszczegdlnych zmiennych niezaleznych

ze zmienng zalezng PB, jest bardzo podobny do odpowiednich korelacji NP
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I pochodnych, w grupach aib. Model matematyczny, na podstawie analizy MLR,
thumaczy 81% zmiennosci catkowitej PB, dla grupy zwiazkéw obojetnych. Rownanie
jest istotne statystycznie i mimo powigkszenia liczby przypadkow, wynik mozna uznac
za bardzo podobny do uzyskanego w poprzednich grupach a i b: R = 0,90, n, = 66

(Réwnanie 18).

PB, = 0,80(x0,05) + 0,44(0,06) NP — 0,29(x0,02) NP/PB (18)
R=0,90; R? = 0,81 F(2,64) = 133.29; p <0,0000; s = 0,11958; n, = 66
QLoo = 0,77, SDEP= 0,1298, PRESS =1.0890, Spress = 0,1285, Q% mo =0,76

Ponizej wykres rozrzutu warto$ci obserwowanych wzgledem przewidywanych, ktory

potwierdza warto$¢ rownania (Rysunek 16):
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wartosci przewidywane
Rysunek 16. Przewidywane i obserwowane wartosci dla modelu (Réwnanie 18). Zmienna

zalezna: PB,

Wynik ten poréwnano z badaniem zmiennych chromatograficznych z obliczong
wartoscig Ry. Wyniki byly ponownie niesatysfakcjonujace. Zmienne sg skorelowane ze

soba 1 wykazuja mate powigzanie z wartosciami PB, nie przekraczajace R = 0,21
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(RMNP/PSA i1 RyNP/PB). Te zmienne nie sg ze soba skorelowane, lecz nawet tacznie

uzyte w roOwnaniu regresji daja staby wynik: R = 0,30.

Trzeba zauwazy¢, ze wykres rozrzutu (ze zmiennych Rf) w kazdej
Z niezaleznych grup przypadkow: a, b, n przedstawia bardzo podobny (nieliniowy)
ksztatt rozktadu przypadkoéw. Charakterystyka rozrzutu jest tez odwzorowaniem

rozrzutu wszystkich przypadkow badanych tacznie.

Analize¢ MLR przeprowadzono nastepnie w grupach potgczonych ai b, ain oraz
b i n. Zwigzki zasadowe i oboj¢tne, to najwigksza cze$¢ wszystkich przypadkow.
Grupuje ona 101 przypadkow. Macierz korelacji, ze zmiennymi Rf, wykazuje brak
powigzan pomigdzy zmiennymi niezaleznymi oraz, podobne do pozostatych grup,

korelacje jednostkowe ze zmiennoscig PByy.

Tabela 16. Korelacje wewnetrzne miedzy parametrami chromatograficznymi i ich pochodnymi

NP NP/C NP/PSA NP/PB NP/B2 NP/log P PB
NP 1,00000 | 0,43476 0,11617 0,33392 -0,10367 -0,08883 0,20126
NP/C 1,00000 0,11120 0,23799 -0,08528 -0,04225 -0,06376
NP/PSA 1,00000 -0,15575 0,07932 0,00211 0,27541
NP/PB 1,00000 -0,05083 -0,13009 -0,74726
NP/B2 1,00000 0,01675 0,02338
NP/log P 1,00000 0,12042

Dla tej licznej grupy lekow powstal model matematyczny, ktory ttumaczy

wigzanie z biatkami w 78% (R = 0,88; np, = 101) (Rysunek 17). Otrzymano wigc wynik

o bardzo podobnej wartosci prognostycznej do badania calej grupy przypadkow tacznie

(Roéwnanie 19).

PBy, = 0,74(+0,037) + 0,56(+0,06) NP — 0,34(+0,02) NP/PB
R=0,88; R? = 0,78, F(2,97) = 174.29; p <0,0000; s = 0,1339; Ny, = 101

Q.00 = 0,75, SDEP= 0,1420, PRESS =1.9875, Spress = 0,1410, Q4 mo =0,75

(19)
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Zmienna zalezna: PBy,
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wartosci przewidywane
Rysunek 17. Przewidywane i obserwowane wartosci dla modelu (Rownanie 19). Zmienna

zalezna: PBy,

Obserwowano rowniez, obliczone dane Ry dla tej grupy. Najwyzsza korelacje
z wskaznikiem PBy, uzyskano dla zmiennej RyNP/C: R = 0,24 n,, = 101. Model
matematyczny, po wprowadzeniu zmiennych: RyNP/C, RyNP/PSA i RyNP/log P,

thumaczy zaledwie 11% zmienno$ci PB: R = 0,33 np, = 101.

Zwigzki kwasne i oboj¢tne stanowiag rowniez duza grupe przypadkow (ng, = 95).
Widoczny jest tu wptyw zwigzkow obojetnych. Zaleznosci pomigdzy wskaznikiem PBg,
i danymi chromatograficznymi odpowiada pozostatym grupom zmiennych (Ry). Brak
powigzan pomigdzy zmiennymi niezaleznymi. Model matematyczny ponownie

wprowadza zmienng NP i NP/PB (Rownanie 20, Rysunek 18).

PB., = 0,74(0,05) + 0,49(+0,05) NP — 0,26(+0,01) NP/PB + 0,01(:0,00) (20)
NP/B2

R=0,89; R? = 0,76, F(3,91) = 111.21; p <0,0000; s = 0,13042; ns, = 95

Q%00 = 0,70, SDEP= 0,1504, PRESS =2.2123, Spress = 0,1526, Q%m0 =0,69
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Zmienna zalezna: PB,,
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wartosci przewidywane
Rysunek 18. Przewidywane i obserwowane warto$ci dla modelu (Rownanie 20).
Zmienna zalezna: PB,,

Przypadki a i n nie moga by¢ tak korzystnie zdefiniowane przy uzyciu
zmiennych Ru. Najwyzsza korelacje ze wskaznikiem PB,, uzyskano dla zmiennej
RMmNP oraz RyNP/PSA: R = 0,28; ng, = 95. Model matematyczny, po wprowadzeniu
zmiennych: RyNP, RyNP/C, RyNP/PB i RyNP/log P, thtumaczy 24% zmiennosci PB:
R =0,50; ng, = 95.

Na koniec poréownano tez dane chromatograficzne (Rf) i warto$¢ wigzania
z biatkami grupy kwaséw i zasad tacznie (ng, = 65). W tej grupie przypadkow
obserwuje si¢ wysoka korelacje pomigdzy zmienng NP i PBg (0,41). Zmienne
niezalezne nie sg ze sobg powigzane. Mozliwe jest powstanie modelu matematycznego

(Rownanie 21, Rysunek 19):

PBap = 1.39(20,41) + 0,80(x0,09) NP — 0,30(x0,02) NP/PB + 0,01(x0,00)  (21)
NP/B2 + 0,03(£0,01) NP/PSA — 0,89(0,43) NP/C

R=0,89; R? = 0,80 F(5,57) = 44.235; p <0,0000; s = 0,14432; ny, = 63

Q%00 = 0,63, SDEP= 0,1883, PRESS =2.6723, Spress = 0,2060, Q% wo =0,63
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Zmienna zalezna: PBy,
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wartosci przewidywane
Rysunek 19. Przewidywane i obserwowane warto$ci dla modelu (Rownanie 21). Zmienna
zalezna: PBgp.

Grupa atb oceniana byla przy uzyciu zmiennych Rm. Najwyzsza korelacje ze
wskaznikiem PBg, uzyskano dla zmiennej RyNP i RyNP/PB R = 0,40 i 0,38 ng, = 65.
Model matematyczny, po wprowadzeniu zmiennych: RyNP, RuyNP/C, RuNP/B2,
thumaczy 23% zmiennos$ci PB: R = 0,48 nap = 65.

Obserwujac badania wszystkich grup przypadkéw, w warunkach chromatografii
NP TLC, mozna zauwazy¢ duze podobienstwo wynikdéw analizy. Niezaleznie od
znacznego zrdznicowania struktury, charakteru kwasowo-zasadowego 1 liczebnoS$ci
grup przypadkéw: 129, 101, 95, 65, 37 1 29, parametry chromatograficzne opisuja
zdolno$¢ lekéw do wigzania z biatkami na bardzo podobnym poziomie, zaré6wno
wysokim (dla obserwacji danych Ry), jak i niskim (dla Ry). Wspotczynnik korelacji, we
wszystkich satysfakcjonujacych przypadkach, waha si¢ w granicach 0,89-0,96. Modele
matematyczne z udzialem zmiennych Rf ttumacza 79-91% zmiennosci PB w grupach
| zawierajg najczesciej zmienne niezalezne: NP, NP/B2 i NP/PB. Wydaje si¢, ze analiza
chromatograficzna NP TLC, z faza stacjonarng modyfikowang albuming osocza
bydlecego dostarcza danych (Rt i ich pochodnych) o wigzaniu z biatkami, dla dowolne;j

grupy lekow. Zmienne Ry, niestety mozna uzna¢ za mato przydatne w przewidywaniu
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poziomu PB. Interesujaca obserwacja jest obraz wykresu rozrzutu obserwowanych
I przewidywanych wartosci PB. Mozna tu wyrdzni¢ specyficzne potozenie grup
przypadkéw: o wysokim odsetku wigzania z bialkiem osocza — od 85 do 100%;
wartos$ci $rednie, w szerokim zakresie — od 25 do 85%; widoczna jest tez grupa
0 najmniejszym wigzaniu z biatkiem — od 0 do 25%. Zmniejszenie powinowactwa do

biatek wigze si¢ tez z oddaleniem ich wartosci przewidywanych od linii trendu.

Modele MLR z wykorzystaniem RP TLC

Analiza chromatograficzna w odwroconym ukladzie faz RP TLC zostala
wykonana dla tej samej grupy zwigzkoéw chemicznych, ktére badano w dwodch
eksperymentach, opisanych powyzej. Do§wiadczenie przeprowadzono w celu ustalenia
najdogodniejszego srodowiska chromatografii do badania zréznicowanych strukturalnie
grup przypadkéw. Badano wptyw powinowactwa kolejnych przypadkéw do albuminy
osocza krwi krowiej (BSA), ktora postuzyta do modyfikowania fazy stacjonarnej ptytek
RP. Ustalono dane chromatograficzne w postaci Ry i Ry oraz ich pochodnych, rowniez

przedstawionych wczesniej.

Wszystkie przypadki, zbadane w tym do$wiadczeniu, stanowity grupe 129
zwigzkOw. Macierz korelacji nie wujawnita powigzan pomigdzy zmiennymi

chromatograficznymi Ry.

PBapy = 0,76(20,05) + 0,41(20,07) RP — 0,22(+0,01) RP/PB + 0,004(x0,002) (22
RP/B2

R=0,87; R? = 0,76 F(3,125) = 132.78; p <0,0000; s = 0,14191; Ny = 129

Q%00 = 0,72, SDEP=0,1514, PRESS =2.9392, Spress = 0,1509, Q% vo =0,72

Zmienne niezalezne w modelu nie sg ze soba powigzane. Model thumaczy 76%
zmiennosci wskaznika PB (Rownanie 22, Rysunek 20). Uzyskany tu wynik jest jednak
gorszy niz w przypadku eksperymentu chromatograficznego z fazg stacjonarng NP,

modyfikowang BSA (patrz Réwnanie 15).
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Zmienna zalezna: PBgy,
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wartosci przewidywane

Rysunek 20. Przewidywane i obserwowane wartosci dla modelu (Réwnanie 22). Zmienna
zalezna: PB,p.

Badanie wiazania z biatkami dla catej grupy przypadkéw, ze zmiennymi RyRP,
rowniez nie dato dobrych wynikow. Dzigki matemu powigzaniu zmiennych
niezaleznych, powstal model matematyczny, zawierajacy zmienne: RyRP/PB,
RMRP/PSA, RwRP/B2 iRuRP/log P. Wspotczynnik korelacji dla PBgyn Wynosi
R=0,61 i 129 przypadkow. Wynik ten jest lepszy niz uzyskany z uzyciem danych
RMNP (0,41). Nie jest to jednak zaleznos¢ pozwalajgca na przewidywanie poziomu

wigzania z biatkiem.

Tak, jak poprzednio, grupy przypadkow, ktore okreslono jako kwasy, zasady
I zwigzki obojetne, maja mniejszg liczebnos¢. Powtorzono analize statystyczng dla
wszystkich trzech rodzajow przypadkéw (a, b, n) oraz w grupach mieszanych (an, bn,
ab). Kazdorazowo poréwnywano wyniki analizy danych chromatograficznych R¢ i Ry.

Wyniki podano ponize;.

Kwasy (a) badano w grupie 29 przypadkow. Macierz korelacji nie wykazuje
korelacji zmiennych niezaleznych (ponizej 0,48). Pozwala to na stworzenie modelu

matematycznego, przewidywania poziomu wigzania tych zwigzkéow z biatkami.
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Otrzymany model MLR, przy uzyciu metody krokowej postepujacej, wprowadza
5 zmiennych niezaleznych i ustala korelacje tych zmiennych z warto$ciami PB, na
wysokim poziomie R = 0,94 (n, = 29). Wyniki sg istotne statystycznie (Rownanie 23,
Rysunek 21).

PB, = 0,68(£0,09) + 0,43(£0,12) RP — 0,23(+0,02) RP/PB + 0,01(x0,00)  (23)
RP/B2 + 0,10(£0,04) RP/PSA

R=0,93; R? = 0,86, F(4,24) = 36.4743; p <0,0000; s = 0,1213; n, = 29

Q?Loo = 0,74, SDEP= 0,1541, PRESS =0,8425, Spress = 0,1704, Q? w0 =0,74

Zmienna zalezna: PB,
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wartosci przewidywane
Rysunek 21. Przewidywane i obserwowane wartoéci dla modelu (Rownanie 23). Zmienna

zalezna: PB,.

W przypadku uzycia zmiennych typu Ry, otrzymano znacznie gorszy wynik.
Zmienne niezalezne sg silnie powigzane ze soba. Jedyna, wprowadzong do rownania,
zmienng jest RuRP/PB, a wspotczynnik korelacji, pomigdzy PB, i1 zmienng
chromatograficzng, wyniost 0,61. W przypadku grupy liczacej 29 przypadkow, mozna

go uznac za brak korelacji.
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Grupa przypadkéw o charakterze zasad (b) liczy 34 zwiazki badane. Uzyskane
wyniki poréwnania PBy, z warto$ciami RP i RyRP sg bardzo podobne do poprzedniej
grupy. Ponownie efekt badania danych o charakterze wartosci Ry byt lepszy niz
w przypadku danych Ry (R = 0,69, przy 4 zmiennych w modelu, tylko RyRP/PB jest
istotna statystycznie). Bardziej efektywne zmienne R: daja korelacj¢ ze zmienng
zalezng PBp: R = 0,86, ale rownanie nie jest istotne statystycznie. W modelu znalazty
si¢ trzy zmienne niezalezne: RP/C, RP/PSA 1 RP/PB. Wyraz wolny tego rownania takze

nie jest istotny statystycznie, $wiadczy to o braku zastosowania takiego modelu.

Dwukrotnie wigksza grupa zwigzkow obojetnych (n, = 66) umozliwia
zbudowanie modelu MLR dla zmiennej PB,, z uzyciem trzech zmiennych: RP/PB,
RP/C i RP/log P. Uzyskany wynik jest dobry: R = 0,92, wspotczynnik determinacji
R?=0,84. Niestety wyraz wolny w powstalym rownaniu ma zle parametry. Nie jest
istotny statystycznie, a blad standardowy jest stukrotnie wigkszy od jego warto$ci.

Takie réwnanie nie moze by¢ zastosowane do przewidywania zmiennej zalezne;.

Zmienne RyRP i ich pochodne nie daja mozliwosci uzyskania bardziej
satysfakcjonujacego wyniku. Powstaty model, z uzyciem wszystkich zmiennych
niezaleznych, thumaczy jedynie 48% zmiennosci PB,,. Tylko zmienna RyRP/PB i wyraz

wolny sg istotne statystyczne.

Badanie potaczonych przypadkéw a i b, z zastosowaniem danych typu RP
i RuRP, potwierdzito wigksza uzyteczno$¢ danych Ry RP, RP/C, RP/PSA, RP/B2,
RP/PB, RP/log P. Krokowa analiza regresji wprowadzila do rownania dwie,
statystycznie istotne zmienne niezalezne: RP i RP/PB. Powstat model matematyczny,

tlumaczacy 73% zmienno$ci wsrod wartosci PBgp, zgodnie z rownaniem (Rownanie 24,

Rysunek 22).

PB« = 0,71(x0,07) + 0,46(x0,10) RP — 0,21(0,02) RP/PB (24)
R=0,85; R* = 0,73 F(2,60) = 80,471; p <0,00000; s = 0,16193; n,, = 63
Q% 00 = 0,67, SDEP=0,1772, PRESS =1.9589, Spress = 0,1763, Q?_vo =0,62
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Zmienna zalezna: PB,,
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wartosci przewidywane

Rysunek 22. Przewidywane i obserwowane warto$ci dla modelu (Rownanie 24). Zmienna
zalezna: PBy,

Po wprowadzeniu do analizy zbioru danych RyRP i ich pochodnych, pojawity
si¢ liczne wzajemne powigzania zmiennych niezaleznych, co znacznie zmniejszylo
mozliwosci analizy. Niemniej powstaly model, z udzialem zmiennych RuRP,
RMRP/B2 i RyRP/PB, tlumaczy 42% zmiennosci catkowitej PB,, i wszystkie jego

elementy sg istotne statystycznie.

Grupa przypadkow a 1 n — PBa, liczy 95 przypadkéw. Analiza regresji
wielorakiej, przeprowadzona metoda krokowa, z uzyciem danych Ry, wprowadza
zmienne: RP, RP/C, RP/B2, RP/PB. Uzyskany wynik jest dobry: R = 0,89,
wspotczynnik determinacji R? = 0,80, Niestety wyraz wolny w powstatym rownaniu ma
zte parametry. Nie jest istotny statystycznie, a blad standardowy jest rowny jego
wartosci. Takie réwnanie nie moze by¢ zastosowane do przewidywania zmiennej
zaleznej. Zastosowanie danych RyRP daje model o0 nizszej wartosci. Model zawiera
tylko zmienne RyRP/PSA i RyRP/PB. Wyraz wolny nie jest istotny statystycznie,

roOwnanie thumaczy 45% zmiennos$ci catkowitej wskaznika PBy.
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Badanie grupy przypadkow b i n w stosunku do wskaznika PBp,, dato niemal
analogiczne wyniki do efektu grupy an. Ponownie zmienne R budujag model o pozornie
dobrej korelacji R = 0,89 (n,, = 101), po wprowadzeniu tych samych zmiennych:
RP/PB, RP, i RP/C. Niestety wyraz wolny tego modelu ponownie jest nieistotny
statystycznie i stosowanie go musiatoby by¢ bardzo ostrozne. Zmienne niezalezne,
w postaci pochodnych RuRP, stabiej korelujg z warto$ciami PBp,. Wynik jest bardzo
podobny do poprzedniego — w grupie zwigzkéw n i an. Trudno nie zauwazy¢, ze
otrzymane wyniki w grupach an 1 bn, ktoérych liczebnos¢ zdominowana jest przez
przedstawicieli grupy n (n, = 66), daja tez podobne efekty analizy, jak w grupie n.
Ta obserwacja sktania do wniosku, ze ewentualne prognozowanie wigzania z biatkami
zwigzkow obojetnych, na podstawie danych chromatograficznych (w doswiadczeniu
W odwréconym uktadzie faz, z uzyciem albuminy do modyfikowanie fazy stacjonarnej)
moze nie by¢ pewne, a nawet trafne. Dotaczenie tej grupy do innych (a lub b) moze
rowniez zmniejsza¢ mozliwosci prognozowania tego zjawiska dla kwasow i1 zasad.
Duza grupa 129 zwigzkow, zawiera potowe przypadkow obojetnych i efekt grupy

n ulega wyraznemu obnizeniu.

Podsumowanie MLR

W wyniku opisanej powyzej analizy MLR, wszystkich uzyskanych danych
chromatograficznych, ustalono réwnania matematyczne tlumaczace zmienno$¢

wigzania z biatkiem PB (Tabela 17).
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Tabela 17. Podsumowanie wynikow regresji wielokrotnej z wykorzystaniem parametréw NP
TLCiRPTLC

Rownanie R’ n

PBapn = 1,18 — 0,32 NP/PB + 0,62 NP + 0,02 NP/PSA — 0,51 NP/C 0,81 | 129
PB;=—2,99(+1,23) + 0,48 NP + 3,53 NP/C + 0,15 NP/PSA - 0,21 NP/PB | 0,91 | 29
PB, = 0,79 + 0,80 NP — 0,54 NP/PB 0,91 | 37
PB, =0,80 + 0,44 NP — 0,29 NP/PB 0,81 | 66
PBp, = 0,74 + 0,56 NP — 0,34 NP/PB 0,79 | 101
PBan = 0,74 + 0,49 NP — 0,26 NP/PB + 0,01 NP/B2 0,76 | 95

PBa, = 1,39 + 0,80 NP — 0,30 NP/PB + 0,01 NP/B2 + 0,03 NP/PSA - 0,89 | 0,80 | 65
NP/C

PBai =0,76 + 0,41 RP — 0,22 RP/PB + 0,01RP/B2 0,76 | 129

PB,=0,71 + 0,38 RP - 0,25 RP/PB + 0,01 RP/B2 + 0,01 RP/PSA 0,88 | 29

PB4, = 0,71 + 0,46 RP — 0,21 RP/PB 0,73 | 63
Przedstawione  powyzej,  wstepne  wyniki,  uZyteczno$ci  danych

chromatograficznych, w badaniu wigzania lekéw z biatkiem osocza krwi, jako efekt
zabezpieczajacy przed szybkim przenikaniem do mleka matki, sg pozytywne.
Dodatkowe wnioski wynikajg z systematycznej obserwacji réznych grup przypadkow:
kwasnych, obojetnych i zasadowych. Korelacja wskaznikow przenikania z ustalonymi
danymi chromatograficznymi w grupie wszystkich przypadkoéw tacznie, jest bardzo
obiecujaca. Nie rdzni si¢ znaczaco od korelacji dla zawezonych grup: a, b, n, mimo
znacznie wigkszej liczebnosci. Dodatkowy wptyw lipofilowosci lekow jest tu tez bardzo
maty. Zmienna ta jest bardzo istotna jedynie dla badania wydzielonej grup zwigzkow
zasadowych (b), dla ktorych prawdopodobny jest niespecyficzny charakter wigzania
z BSA.

W  doswiadczeniach opisanych powyzej postuzono si¢ grupa badawcza
przypadkow (198). W dalszym przebiegu badan, zasilono ja grupa zwigzkow (tzw.
zewnetrznych) uzywanych w celach testowych (38). Zgromadzono dla nich wszystkie
uzywane w analizie dane, a szczegoOlnie wartosci M/P i PB. Wybdr sktadu grupy
badanej 1 zewnetrznej byly przypadkowe. Ocena przedstawionych modeli
do$wiadczalnych obejmuje ich uniwersalny charakter, prostot¢ wykonania, mozliwie

niski koszt, pracochtonnos$¢ i czasochtonno$¢. Uniwersalno$¢ metod analitycznych to
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mozliwo$¢ bezpiecznego ich stosowania w przypadku duzego zréznicowana
strukturalnego badanych przypadkow, bez koniecznosci wstepnej selekcji. Dlatego
zatozono, ze wyniki powinny by¢ odporne na sktad grup przypadkéw. Uznano jednak
znaczenie ewentualnego wplywu charakteru kwasowo-zasadowego przypadkéw. Dalsze
porownania i ocena modeli uwzglednia te cechy lekéw. Jesli stosowanie modeli
analitycznych moze podlega¢ tym wpltywom, poréwnanie pozwoli wprowadzié
stosowne poprawki.

Badania zaleznos$ci przechodzenia do mleka i sity wigzania z biatkami kwasow
(a), zasad (b) i lekow obojetnych (n), wykazaty wyrazne roznice, ktore wynikaja
z budowy miejsc wigzacych bialka oraz trwatos$ci tych potaczen. Roézne tendencje
kwasow, zasad 1 zwigzkow obojetnych do wigzania z biatkami wplywa na
bezpieczenstwo stosowania tych lekow w farmakoterapii matek karmiagcych.

W pierwszej kolejnosci zgromadzono wartosci zaleznosci M/P 1 PB z macierzy
korelacji zmiennych uzytych w badaniu, a nastgpnie z pordwnania wszystkich
zwigzkow (grupa badana + testowa). Analiza ta ma na celu potwierdzenie zastosowania
chromatografii powinowactwa do biatka, w celu prowadzenia badan nad
bezpieczenstwem farmakoterapii matki karmigcej. Uzyskane wyniki, dla pordwnania
przedstawiono w jednej tabeli. Liczby przypadkow zalezne sg od liczby zgromadzonych

rownoczesnie danych M/P i PB, dla aktualnej macierzy korelacji.

Wykazano réwniez $rednie wartosci (z odchyleniem standardowym) PB i M/P

w odpowiednich grupach i korelacje pomiedzy nimi (Tabela 18).
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Tabela 18. Srednie wartosci PB i M/P dla poszczegdlnych grup lekow

$rednie PB™ (odchylenie $rednie M/P (odchylenie ]
Grupa* n korelacja
standardowe) standardowe)
bad. 13 0,71 (0,35) 0,24 (0,37) 0,11
zew | [1o 0,69 (0,34) 0,45 (0,69) -0,30
bad. 40 0,69 (0,30) 0,69 (0,68) -0,39
zew | | [56 0,63 (0,34) 0,70 (0,60) -0,38
bad. 14 0,78 (0,26) 2,73 (3,02) -0,43
+ZEW. b 30 0,69 (0,29) 1,50 (2,25) -0,17
bad. 54 0,71 (0,29) 1,22 (1,84) -0,20
+ZEW. on 86 0,65 (0,33) 1,10 (1,51) -0,15
bad. 53 0,70 (0,31) 0,58 (0,64) -0,29
+ZEW. " 75 0,64 (0,34) 0,63 (0,63) -0,37
bad. 27 0,74 (0,30) 1,53 (2,50) -0,15
+ZEW. 2 49 0,69 (0,31) 1,31 (1,93) -0,15
bad. 67 0,71 (0,30) 1,01 (1,70) -0,16
+ZEW. abn 105 0,66 (0,33) 0,98 (1,41) -0,16

*bad. — grupa badana; zew. — grupa zewngtrzna
** _ odpowiednio PB,, PB,, PBy, PBy,, PB.n, PBab, PBamn

Analiza powyzszych wynikéw wykazuje znaczng odpornos$¢ korelacji pomigdzy
PB 1 M/P na zmiang liczebno$ci grupy. Zaleznos¢ ta jest odwrotnie proporcjonalna, co
jest wnioskiem oczekiwanym. Pojedynczy wynik dodatni jest tak niewielki (grupa
badana jest rOwniez mata), Ze mozna go uzna¢ za warto$¢ w granicach bledu obliczenia.
Srednie wartosci PB we wszystkich grupach sa bardzo zblizone. Dotyczy to rdwniez ich
odchylenia standardowego. Zwigkszenie liczebnosci grupy skutkuje jedynie bardzo
malym zmniejszeniem $redniej wartosci PB. Srednie wartosci M/P s3 znacznie nizsze
dla zwiazkéw kwasnych 1 obojetnych. Potaczenie przedstawicieli tej grupy z zasadami
obniza wartosci M/P takiego zespolu. Zwigzki zasadowe podnoszg wskaznik M/P,
a kwasy najsilniej obnizajg. Ta obserwacja zwigzana jest z wigzaniem tych lekow
Zr6znymi Dbiatkami. Kwasy wigza si¢ z albuminami (stosowanymi réwniez
w doswiadczeniu), za$ zasady z AAG. Nalezy rowniez zwroci¢ uwage na fakt
wystepowania bardzo duzego standardowego odchylenia M/P od wartosci $redniej we
wszystkich grupach przypadkow 1 niezaleznie od liczebnos$ci grupy. Mozna to uzna¢ za
znaczny wptyw réznorodno$ci przyczyn przenikania lekow do mleka matki. Wigzanie

lekow z biatkami jest jednak niewatpliwie waznym czynnikiem bezpieczenstwa
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stosowania leku. Modele analityczne, odwzorowujace warunki wigzania z biatkiem,
moga stanowi¢ cenny element badan wstepnych nowych, potencjalnych substancji

leczniczych.

Model analityczny, zachowania substancji aktywnej w organizmie zywym,
powinien dawa¢ mozliwo$¢ badania substancji o zmiennej budowie i wiasciwosciach.
Ponownie, wynik analizy powinien tez by¢ odporny na liczebno$¢ badanej grupy
przypadkow. Ponizej (patrz Tabela 19) przedstawiono wyniki badania kolejnych modeli
analitycznych w analizie poréwnawczej danych chromatograficznych 1 wigzania
z biatkami (PB). Badania obejmowaty: calg grupe zgromadzonych przypadkow lekow
(abn), kwasy (a), zasady (b), leki obojetne (n) oraz calg grupe lekow badanych

powiekszona o przypadki zewngtrzne do testow (+ zew.).

Tabela 19. Srednie wartosci parametrow chromatograficznych: NP, RP i log kusa Oraz ich
korelacje z warto$ciami wigzania z biatkami (PB), dla grup badanych i powigkszonych
0 zwiazki z grupy testowej

Grupa* n log kysa | PBT NP PB™ RP™ PB™
bad. 29 0,59 (0,93) | 0,63 | 0,80(0,21) 0,48 0,80 (0,22) 0,09
+zew. 2 35 0,54 (0,95) | 0,49 | 0,78 (0,24) 0,56 0,80 (0,25) 0,16
bad. 65 0,22 (0,60) | 0,60 | 0,73(0,25) 0,09 0,72 (0,17) -0,32
+zew. " 80 0,11 (0,63) | 0,67 | 0,75(0,24) 0,07 0,74 (0,17) -0,24
bad. 34 0,51 (0,50) | 0,67 | 0,48(0,16) 0,22 0,60 (0,18) -0,37
+zew. o 50 0,43(0,55) | 0,63 | 0,46 (0,20) 0,03 0,63 (0,19) -0,45
bad. 99 0,32(0,58) | 056 | 0,64 (0,25) 0,17 0,68 (0,18) -0,28
+zew. on 131 0,24 (0,62) | 063 | 0,64 (0,26) 0,09 0,70 (0,19) -0,28
bad. 94 0,33(0,73) | 0,59 | 0,75(0,24) 0,21 0,74 (0,19) -0,15
+zew. T 0,24 (0,76) | 058 | 0,76 (0,24) 0,22 0,76 (0,19) -0,09
bad. 63 0,55(0,72) | 0,61 | 0,63(0,24) 0,37 0,69 (0,22) -0,05
+zew. b 85 0,48 (0,74) | 0,54 | 0,59 (0,26) 0,31 0,70 (0,21) -0,01
bad. 129 0,38(0,68) | 0,58 | 0,68 (0,25) 0,24 0,71 (0,20) -0,16
+zew. abn 165 0,67(0,26) | 0,57 | 0,67 (0,26) 0,20 0,72 (0,20) -0,16

* bad. — grupa badana; zew. — grupa zewnetrzna
** _ warto$¢ $rednia (odchylenie standardowe)
*** _ korelacja z danymi chromatograficznymi

Duze wahania liczebnosci badanych grup przypadkdw nie wpltywaja tu na
zmienng zalezng. Wszystkie doswiadczenia chromatograficzne, z udzialem biatek

osocza, jako elementu fazy stacjonarnej, stanowig modele analityczne odporne na
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efekty przypadkowe. Najlepsze wyniki uzyskano w przypadku doswiadczenia
HPLCusa. Taki wynik jest oczywisty, poniewaz dane zmiennej zaleznej (PB), pobrane
Z pismiennictwa, dotyczg wigzania lekow z albuming osocza krwi ludzkiej, ktora jest
elementem budowy fazy stacjonarnej kolumny HSA. Pozostate doswiadczenia
prowadzono z uzyciem albuminy osocza krwi krowiej BSA. Prezentowane modele
powstaty w zwigzku z zalozeniem badania przenikania lekéw do mleka matki.

Korelacja z tym wiasnie parametrem stanowi wazny efekt badania.
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Porownanie metod statystycznych w badaniach wiazania lekow z bialkami
z wykorzystaniem fizykochemicznych, biologicznych i chromatograficznych
deskryptorow

Regresja wielokrotna

W pierwszej czesci przedstawiono poréwnanie metod statystycznych w badaniu
przenikania lekow do mleka matki karmiacej (parametr M/P). W do$wiadczeniu tym
wykazano rowniez Scisty zwigzek tej biodostepnosci z poziomem wigzania lekow
z biatkami (PB) oraz z poziomem i charakterem jonizacji substancji czynnej. Badanie to
objeto zaledwie 83 zwigzki, dla ktorych zaprezentowano dane M/P, LLL H, LactMed
i PB  rownocze$nie. Dalej opisano tez najskuteczniejsze warunki analizy
chromatograficznej, jako modelu analitycznego do przewidywania przenikania lekoéw
do mleka matki. Mozna jednak zatozy¢, ze uzycie wskaznikoéw wigzalnosci lekow
z bialkiem, wraz zdanymi chromatograficznymi pozwoli prognozowa¢ poziom
dystrybucji leku do mleka matki. Doswiadczenie miato réwniez na celu porownanie
zastosowanych metod statystycznych w prognozowaniu potencjalnego M/P. Jak
wykazano, analizy MLR oraz RF najskuteczniej opisywaly zjawisko
farmakokinetyczne, przechodzenia leku do mleka matki, z wykorzystaniem danych
chromatograficznych i wlasciwosci fizykochemicznych badanych zwigzkéw. Analizy te
nie odbiegaly od znanych zasad dostgpnosci do mleka matki i wykazaty, ze poziom
jonizacji (deskrptory: PhCharge, pKa, log U/D 7.2, eH-eL), wigzanie z biatkiem (B3,
PB, NP) i lipofilowos¢ (log P) sg istotnymi czynnikami wptywajacymi na poziom M/P.

Kolejne doswiadczenie przeprowadzono na wigkszej grupie zwiazkow (167
przypadkow), ktora ograniczato zgromadzenie przyktadow oznaczonego wigzania
Z bialkiem (PB). Wigzanie z biatkiem potraktowano tu jako wskaznik biodostepnosci
lekow przez bariere krew-mleko. Bezposredni zwigzek tego parametru z elementami
modelu chromatograficznego, mogt by¢ pomocny w osiggnieciu narzedzia
przewidywania M/P. Zbadano jako$¢ wszystkich proponowanych modeli: HPLCyga,
NP TLC i RP TLC. Mimo zwigkszenia liczby badanych przypadkow (z 83 do 167),
wyniki sg bardzo podobne do uzyskanych poprzednio. Poziom PB koreluje z danymi
chromatograficznymi, uzyskanymi z zastosowaniem modeli analitycznych, najlepszymi
dla przewidywania wskaznika M/P. W doswiadczeniu tym nie badano wpltywu
wlasciwosci fizykochemicznych lekéw na wartos¢ PB, ani doboru metod statystycznych

do budowania modeli matematycznych przewidywania PB. Badania powigzano
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ponownie z kwasnym, obojetnym i zasadowym charakterem przypadkow. Ten charakter

ma udowodniony wptyw zaré6wno na PB i M/P.

W tej czesci, znajdujg si¢ badania uzupetniajgce do poprzednich rozdziatow.
Do$wiadczenia obejmuja: ustalenie parametréw fizykochemicznych zwigzanych
Z wigzaniem leku z biatkami; poszukiwania modelu matematycznego przewidywania
PB i/lub M/P; zastosowania danych chromatografii powinowactwa fazy stacjonarnej do

lekow, jako wskaznik wiasciwosci farmakokinetycznych.

Badano wyniki zastosowania danych z paru doswiadczen analizy
chromatograficznej: HPLCpsa, NP TLC i RP TLC oraz dodatkowo HPLCam
w przewidywaniu wigzania lekow z biatkiem i biodostepnosci do mleka matki (patrz
Tabela 20). W grupie 167 zwigzkow (wszystkie przypadki z ustalonym PB), w ktorej
obserwowano leki: kwasowe, zasadowe i obojetne lacznie, najlepsza korelacje
wykazuja wyniki chromatografii badanych zwigzkow, w postaci wartosci log k 1 Ry,
z doswiadczenia z zastosowaniem HPLCpsa (165 zwigzkow, R=0,39) i NP TLC (162
zwiazki, R=0,31; Tabela 20). Zalezno$¢ jest wprost proporcjonalna. Taki jest wynik dla
wszystkich rodzajow zwiazkow. O wiele lepsze wyniki uzyskuje si¢ dla lekow

kwasnych (0,50), nawet bioragc pod uwage mniejsza grupe przypadkoéw (n = 34).
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Tabela 20. Dane chromatograficzne z eksperymentéw TLC i HPLC oraz ich pochodne
wykorzystane w analizie modeli analitycznych

zmienna Nabn Nb Nn Na PBapn PB, PB, PB,
NP 162 49 79 34 0,31 0,31 0,15 0,50
NP/C 162 49 79 34 0,00 -0,11 -0,02 0,50
NPIPSA 162 | 49 | 79 | 34 0,19 0,28 0,17 0,37
NP/B2 162 | 49 | 79 | 34 | -010 002 | 018 | -069
NP/log P 162 | 49 | 79 | 34 0,12 002 | -020 | -044
RP 162 49 79 34 0.01 -0,05 -0,20 0,17
RP/C 162 49 79 34 0,12 0,17 0,19 -0,10
RP/PSA 162 | 49 | 79 | 34 0,11 0,21 011 | -0,03
RP/B2 162 | 49 | 79 | 34 | -008 002 | 007 | -044
RP/log P 162 | 49 | 79 | 34 0,12 0,09 0,18 0,16
log Kusa 165 49 80 34 0.39 0,28 0,45 0,55
log Kron/B2 165 | 49 | 80 | 36 0,01 005 | -004 | 008
log krsn/log P 165 | 49 | 80 | 36 | 011 004 | 016 | 009
l0g Kien/PSA 165 | 49 | 80 | 36 | 016 011 | 025 0,51
10g Kyamy 159 | 49 | 74 | 36 | 020 017 | 041 | 028
10g K/ PSA 150 | 49 | 74 | 36 | 005 004 | 007 | 007
log Kiny/l0g P 150 | 49 | 74 | 36 | 004 011 | 005 | -004
l0g Kimu/B2 150 | 49 | 74 | 36 | -003 006 | 004 | 006

*korelacja z danymi chromatograficznymi

Nastepnie przesledzono wplyw najcze$ciej wymienianych deskryptorow
molekularnych, wskazywanych jako odpowiedziane za dystrybucj¢ leku do mleka matki
| wigzanie z biatkami: MW-— masa czasteczkowa, MW/V — stosunek masy do objetosci,
HD - liczba donorow wigzan wodorowych, HA — liczba akceptorow wigzan
wodorowych, DM — moment dipolowy, eH-eL — zdolno$¢ do jonizacji, stata jonizacji —
pK i log U/D 7.2 — stopien jonizacji leku w srodowisku mleka, log D — wspotczynnik
dystrybucji, DM — moment dipolowy, wskazniki elektronowe zwigzane z jonizacja: eL,
eH, eH-eL, log P — wspoétczynnik podziatu, biodostepnos¢ do mleka matki — wskaznik
M/Papn.

Ponizej przedstawiono wyniki (Tabela 21) obserwacji pojedynczych korelacji
z warto$cig PB i rownocze$nie przedstawiono liczbe badanych przepadkow. W grupie

Z innymi parametrami, cze¢sto liczebnos¢ przypadkoéw ulega ograniczeniu.
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Tabela 21. Parametry fizykochemiczne zwiazkow i ich korelacje z danymi dotyczacymi
PB

zmienna Nabn Ny Ny N, PBaon PBy PB, PB,
Acid/base 166 -0,15
BBonn 8 | 8 | 27 | 3 | 02 024 | 059 045
B1 129 34 66 29 0,28 0,36 0,48 0,13
B2 166 50 81 35 0,12 0,13 0,27 0,05
B3 166 50 81 35 0,13 0,11 0,21 0,05
log UID 7.2 160 | 50 | 75 | 3 | 005 0.16 0,02 0,22
DM 160 47 79 34 -0,02 0,04 -0,04 -0,16
Sa/V 160 47 79 34 -0,29 -0,34 -0.32 -0,04
oH 160 | 47 | 79 | 34 0,05 0,13 0,02 0,17
MW 162 | 48 | 79 | 35 | -017 0,14 0,24 0,00
HD 166 50 81 35 -0,23 -0,07 -0,39 -0,23
HA 166 50 81 35 -0,14 -0,16 -0,23 -0,13
eL 160 47 79 35 0,03 0,14 0,00 -0,015
cH-eL 160 | 50 | 79 | 35 0,01 20,08 20,01 0,12
log P 160 | 49 | 79 | 35 0,31 0,10 0,34 0,41
log D 160 | 50 | 81 | 35 0,28 0,19 0,38 0,30
MWV 160 | 47 | 79 | 35 0,03 0,18 0,09 0,03
LactMed 111 | 35 | 58 | 24 0,05 0,18 0,12 0,22
LLLH 143 | 44 | 70 | 24 0,14 2033 0,26 0,36
PhCharge 165 | 50 | 80 | 35 0,13 20,05 0,06 20,20
oKa 160 | 50 | 75 | 35 20,05 0,15 0,08 0,22
MIP 104 | 30 | 55 | 19 | -0.29 20,20 0,35 011
CNSH- 154 | 49 | 72 | 33 | 0.8 20,05 0,16 0,33

* korelacja z danymi fizykochemicznymi

We wszystkich grupach przypadkéw dominujaca role odgrywaja deskryptory
molekularne zwigzane z hydro-lipofilowym charakterem lekéw. Najwazniejszymi
parametrami sg wspotczynnik podziatu i wspoétczynnik dystrybucji (log P, B1 i log D).
Zdolno$¢ tworzenia wigzan wodorowych (HD, HA) jest tu widoczna, a korelacja
Z miarg wigzania z biatkami jest znaczaca. Ten zestaw parametréw fizykochemicznych
jest wazny dla wszystkich grup (a, b, n) przypadkéw. Znaczenia nie wykazuja,
podobnie do badania przenikania do mleka: stosunek formy obojetnej do zdysocjowanej
w pH charakterystycznym dla mleka (log U/D 7,2), stata dysocjacji (pKs) i zdolnos¢
jonizacji zwigzkéw (eH-eL) oraz pozostate deskryptory elektronowe el i eH. Wplyw
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parametréw hydrofobowych (Sa, V, MW) widoczny jest tylko w postaci stosunku
powierzchni do objetosci czasteczek (Sa/V). W bibliografii proponowano wskaznik
przenikania do mleka — MW/V [143]. Warto$¢ tego parametru nie zyskata jednak
potwierdzenia w badaniu wigzania z bialkiem (patrz Tabela 21). W tym przypadku
znaczenie ma dostgpno$¢ powierzchni molekuty dla kontaktu z powierzchnig biatka.
Dlatego zastosowano inny parametr tego rodzaju — Sa/VV — stosunek pola powierzchni
czasteczki do objetos¢ van der Waalsa. Jak wida¢ powyzej, czynnik ten jest
skorelowany ze wszystkimi rodzajami przypadkoOw odwrotnie proporcjonalnie. Bardzo
stabe jest powiazanie z kwasami (a). Ta grupa, mimo najmniejszej liczebnosci, nie

wyroznia si¢ wysokimi korelacjami z miarg wigzania z biatkiem.

Grupy przypadkow, opisane poszczegdlnymi parametrami, nie pokrywajg sig.
Uzycie deskryptorow molekularnych tacznie powoduje znaczne ograniczenie
przypadkéw. Wykonano jednak probe uzyskania modelu matematycznego MLR.

Podstawg byly dane zamieszczone w Tabeli 22 ponizej

Znaczace jest powigzanie wskaznikow M/P, LLL H i PB. Widoczna i odwrotnie
proporcjonalna zalezno$¢ biodostepnosci lekow w pokarmie matki od wigzania
Z bialkiem jest oczywista i potwierdza wybor rodzaju modelu analitycznego do badania
1 przewidywanie warto$ci M/P dla lekow. Przeprowadzono wiec analize¢ wptywu kazdej
zmiennej na: wszystkie przypadki (PBapn), zasady (PBy), zwigzki obojetne (PB,) oraz
kwasy (PB,). W tym przypadku dane moga by¢ traktowane jak zmienne niezalezne
w budowaniu modeli MLR dla wszystkich grup. Wyniki korelacji przedstawiono
w Tabeli 22, ponizej. Najwazniejsze wplywy widoczne sg jednak dla danych
chromatograficznych, szczegdlnie dla doswiadczen HPLCpsa i HPLCjam. Wyniki

regresji wielokrotnej dla wszystkich grup sa pokazane w Tabeli 23.
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Tabela 22. Dane fizykochemiczne, biologiczne i chromatograficzne zwigzkéw oraz ich
korelacje z danymi PB

) PB, PBaon PB," PB,’ PBp, PBan PBap
AMEME T (n=12) | (naon=62) | (0:=37) | (b=13) | (Non=50) | (na=49) | (ns=25)
B1 -0,01 0,29 0,45 -0,16 0,40 0,31 -0,01
B2 0,37 0,45 0,49 0,50 0,49 0,45 0,35
B3 -0,154 0,09 0,20 0,35 0,21 0,07 -0,07
M/P 0,02 -0,17 -0,38 -0,41 -0,18 -0,33 -0,21
pKa 0,38 0,04 0,06 -0,10 0,08 0,02 0,08
loguU/D7.2| 0,38 0,05 0,03 0,10 0,03 0,05 0,24
MW/V -0,12 -0,18 0,21 0,48 -0,19 -0,19 0,06
HD -0,38 -0,43 -0,44 -0,50 -0,45 -0,42 -0,40
HA -0,39 -0,44 -0,48 -0,25 -0,46 -0,46 -0,32
logD 0,50 0,32 0,33 0,59 0,34 0,31 0,43
Sa/V -0,24 -0,44 -0,49 -0,58 -0,49 -0,43 -0,36
logP 0,41 0,54 0,60 0,35 0,56 0,56 0,40
DM 0,04 -0,06 -0,13 0,20 -0,09 -0,08 0,09
eH -0,11 0,04 -0,04 0,40 0,11 -0,08 0,15
eL 0,18 0,01 0,04 -0,20 -0,04 0,11 -0,06
eH-eL -0,15 0,02 -0,06 0,35 0,10 -0,12 0,12
NP 0,57 0,22 0,17 0,50 0,13 0,26 0,45
RP -0,02 -0,19 -0,27 -0,08 -0,26 -0,19 -0,04
log Kyisa 0,58 0,64 0,69 0,72 0,68 0,63 0,62
log Kiam 0,48 0,49 0,71 0,75 0,66 0,50 0,30

*Kkorelacja z danymi fizykochemicznymi, biologicznymi i chromatograficznymi

Tabela 23. Zmienne niezalezne w modelach matematycznych przewidywania wartosci PB
w analizach MLR

Grupa ) Zmienna
R n Zmienne niezalezne w modelu
zwiazkow zalezna
NP, IOg kHSAy IOg k 1AM IOg D, B3, Sa/V, B2, M/P,
abn 0,72 | 62 PBasn
logP
a 0,68 | 12 PB, B3, eL, log kysa
n 0,77 | 37 PB, HA, log D, eL, M/P, Sa/V, log Kiam
b 0,86 | 13 PB, B1, HA, log kiam
bn 0,82 | 50 PBs, HD, NP, HA, B2, eH, log D, Sa/V, M/P, log kysa
an 0,66 | 49 PB.n, B3, log kKiam, 109 K psa, B2, M/P, log P
ab 0,78 | 25 PB., Sa/V, NP, log D, M/P, B3, log Kysa
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Korzystny fakt, to widoczne powigzanie parametréw wigzania lekow z biatkami
1 przenikania lekow do mleka matki. Potwierdza to fakt silnego powigzania obu zjawisk
1 poprawnos$ci postawionej wczesniej tezy badan. Obserwacja wszystkich wskaznikow
opisujacych wilasciwosci farmakokinetyczne 1 farmakologiczne tacznie pozwalaja na
obserwacje¢ ich zwigzkoéw, choé¢ znacznie ogranicza liczbe przypadkow (n = 89). Zwraca
uwage brak zaleznos$ci pomigdzy dwoma wskaznikami wigzania z biatkiem PB i B3.
Bardzo niska korelacja pomiedzy wskaznikami farmakoterapeutycznymi LLL H
i LactMed z wartoscig M/P potwierdzajg obserwacje przedstawione w poprzedniej
czesci (Tabela 24). Ich wartosci, ktore majg charakter umownego kodu, nie moga by¢

prognozowane przy pomocy ilosciowych wskaznikow PB oraz M/P, ani odwrotnie.

Tabela 24. Korelacje migdzy deskryptorami obliczeniowymi: B1, B2 i B3 oraz warto$ciami
kodujacymi LactMed i LLL H a PB i M/P

n=289 B2 B3 M/P LactMed LLH PB
B2 0,08 0,06 0,10 0,22 0,12
B3 0,08 -0,05 -0,32 0,01 0,04
M/P 0,06 -0,05 0,27 0,08 -0,35
LactMed 0,11 -0,32 0,27 0,19 -0,03
LLLH 0,22 0,01 0,08 0,19 0,18
PB 0,12 0,04 -0,35 -0,03 0,18

Wykonana analiza regresji wielokrotnej, metoda krokowa postgpujaca wykazuje,
ze 18% zmienno$ci wigzania lekow z biatkiem mozna przewidywa¢ na podstawie ich
obecno$ci w mleku matki M/P, poziomu bezpieczenstwa farmakoterapii LLL H
I wskaznika biodostgpnosci do mozgu B2.

Niestety nie udato si¢ uzyska¢ korzystnego algorytm dla przewidywania
wigzania z biatkami, ktory bylby powtarzalny dla réznej liczebno$ci grup. Mozna
jednak wskaza¢ parametry fizykochemiczne 1 dane chromatograficzne dla

przeprowadzenia badania DFA.
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Analiza dyskryminacyjna

Wszystkie deskryptory, najsilniej zwigzane ze zmienno$cig wskaznika PB, ktore
roOwnoczesnie nie ograniczaty liczby badanych przypadkéw, wprowadzono do analizy
funkcji dyskryminacyjnej (DFA). Byty to: NP, log kusa, 10g kiam, log D, B3, Sa/V, B2,
M/P, log P, eL, HA, B1, eH, HD, jako zmienne niezalezne charakteryzujace rozne
grupy przypadkow i charakterystyki wigzania z biatkiem Wszystkie przypadki badano
przy zastosowaniu kodu b/n/a. Kod, podobnie jak we wczesniejszej analizie, przypisuje
zwiagzkom zasadowym (b) liczbe ,,1”, zwigzkom obojetnym (n) liczbe ,,0” i kwasnym

(a) liczbe ,,-1”.

W krokowej analizie dyskryminacyjnej, do zmiennych dyskryminujacych
zaliczono 9 z 16 wprowadzonych zmiennych: PhCharge, B2, pKa, M/P, log kysa,
log kiam, NP eL, log U/D. Klasyfikowano 95 przypadkow (liczba ograniczona
wprowadzonymi zmiennymi tacznie). Uzyskano macierz klasyfikacji o lacznej warto$ci
95,79% poprawnej klasyfikacji (Tabela 25). Liczba blednie sklasyfikowanych
przypadkéw jest proporcjonalna do liczebno$ci grup. Odnotowano 4 bledy wsrod
zwigzkow obojetnych i zasadowych oraz bezbtedne przyporzadkowanie zwigzkow
kwasnych (Rysunek 23).
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Tabela 25. Macierz klasyfikacji dla modelu z wykorzystaniem zmiennych dyskryminujacych
(PhCharge, B2, pKa, M/P, log kusa, 109 kiam, NP, eL, log U/D)

ru Przypadki sklasyfikowane a n b
grupy poprawnie (%) p=,17895 p=,52632 p=,29474
a 100,00 17 0 0
n 96,00 0 48 2
b 92,86 0 2 26
Razem 95,80 17 50 28
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Rysunek 23. Dyskryminacja na kwasy (a), zasady (b) i leki obojetne (n). Wykres rozrzutu
warto$ci kanonicznych dla pierwiastka 1 wzgledem pierwiastka 2. Zmienne dyskryminujace:
PhCharge, B2, pKa, M/P, log Kusa, 109 Kiam, NP, eL, log U/D.
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Tabela 26. Funkcje klasyfikacyjne dlagrup a, bin

. a n b
Zmienne p=,17895 p=,52632 p=,29474
PhCharge -3,4012 1,2691 4,3132
pKa 0,6143 1,4345 1,3691
B2 -2,9243 -0,7532 0,9106
log Kisa 4,8380 -0,4787 0,1620
log Kiam -1,5475 0,7210 0,8429
NP 7,1415 12,2796 7,3366
log U/D 7.2 -1,0509 -0,0770 -0,6322
eL 0,0688 -0,1067 0,0013
M/P 0,4784 0,5712 1,4193
Stala -11,8346 -11,8008 -16,7240

Czynnik PC1 najsilniej dyskryminuje grupy zwigzkow (wartos¢ wiasna PC1 =
3,61). Najwazniejszy udzial w jego warto$ci majg zmienne PhCharge i pKa. Ich wptyw
na dyskryminacj¢ przypadkdéw a, n 1 b jest oczywisty. Czynnik PC2 (warto$¢ wiasna
PC2 = 0,81) uksztattowaty wskazniki chromatograficzne oraz zdolno$¢ do jonizacji.
Srednie zmiennych kanonicznych (PC1) dla grupy a = -3.52, dla grupy n = 0.03 i dla
grupy b = 2.08. PC1 najsilniej dyskryminuje grupy a i b. Srednie zmiennych
kanonicznych (PC2) dla grupy a = -0.93, dla grupy n = 0.86 i dla grupy b = -0.97.
W tym przypadku centroidy grup a i b sg prawie jednakowe. Najlepiej dyskryminowana
jest grupa zwigzkow obojetnych n.

Na tej podstawie stwierdzi¢ mozna wptyw charakteru kwasowego, zasadowego
i obojetnego lekow na ich zdolno$¢ wigzania z biatkami i zdecydowaé, czy analiza
bezpieczenstwa farmakoterapii matek karmigcych (przewidywania M/P) musi by¢
prowadzona z podzialem na grupy: a, n 1 b. Obliczone wartosci lambda Wilksa dla obu

pierwiastkéw: PC1 1 PC2 potwierdzaja warto$¢ uzyskanych wynikoéw (0,11 1 0,54).

Uzyskane wyniki nie moga by¢ podstawa przewidywania bezpieczefnstwa
stosowania lekow. Jedyne poprawne klasyfikacje uzyskano z udzialem warto$ci
doswiadczalnych M/P, PB i BByj,. W takim przypadku przewidywanie klasyfikacji
LactMed lub LLL H nie jest juz konieczne. DFA podkresla jednak widocznie znaczenie
dyskryminujace danych chromatograficznych proponowanego modelu analitycznego.
Wykazuje rowniez wplyw wigzania z biatkiem i1 biodostepnosci lekow w OUN na

bezpieczenstwo ich stosowania przez matki karmigce.
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Analiza skladowych gléwnych

Wykonano analiz¢ skladowych gltownych w celu wustalenia wptywu
podstawowych deskryptoréw na charakterystyke zdolno$ci przenikania lekow do mleka
matki. Przypadki badane stanowity tylko zwigzki z ustalong wartoscig M/P. W celu
lepszego obrazowania uzyskanych wynikow analizy, wartosci M/P przeksztatcono
w skale poziomu przenikania leku do mleka — M/Pyo. Wartosci tego wskaznika
mieszczg si¢ w granicach 1-4. Kod 1 odpowiada lekom o wartosci M/P < 0,40 —
catkowicie bezpieczne; 2 odpowiada zakresowi 0,40-0,80 — na granicy bezpieczenstwa;
3 zakresowi 0,81-1,20 — prawdopodobnie przekraczajgce granice bezpieczenstwa; 4 to
M/P > 1,20 — niebezpieczne. W przebiegu analizy ustalono poczatkowo najmniejsza
liczbe skladowych gléwnych tlumaczaca maksymalny zakres wariancji catkowitej

w grupie.

Pig¢ czynnikow wyjasnia 100% zmienno$ci poziomu przenikania lekow do
mleka matki. Dwa pierwsze czynniki — PC1 i PC2 (sktadowe gtéwne) opisane sg przez
wszystkie zastosowane deskryptory. W wyniku otrzymano dwie skladowe glowne
wyjasniajace tacznie 72% zmienno$ci. Za pierwsza skladowa PC1 (43,26%)
odpowiedzialne sg dane chromatograficzne HPLCysa, HPLCjam, NP TLC i RP TLC,
drugg sktadowg PC2 (28,66%) ksztattuje wartos¢ PB.

Projekcja przypadkow na plaszczyzng PC1 x PC2 przedstawiona jest ponizej (Rysunek
24):

117



Rzut przypadkow na ptaszczyzne czynnikéw (1 x 2)
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Rysunek 24. Projekcja przypadkow na ptaszczyzng PC1 x PC2

Na podstawie analizy rozproszenia przypadkéw na wykresie 2D zaleznosci PC1
od PC2 widoczne jest, ze wariancja powinowactwa lekow do wigzania z biatkami
powoduje rozroznienie ich pod wzgledem poziomu przenikania do mleka matki.
Wszystkie parametry wykorzystane w analizie sg powigzane z tym zjawiskiem. Tym
samym analiza sktadowych gtéwnych potwierdza wartos¢ chromatograficznych modeli

analitycznych M/P wybranych na podstawie wartosci PB.

Na wykresie projekcji przypadkdéw na ptaszczyzne czynnikéw, gdzie zmienng
grupujaca jest skala przenikania leku do mleka matki (M/Pyoq) widaé, ze badane zwigzki
mozna podzieli¢ na dwie grupy (na wykresie otoczone ramka). W jednej znalazly sie
leki o nizszym poziomie przenikania M/P 1-2 — bezpieczne, a w drugiej grupie M/P 3-4
— niebezpieczne. Podzial ten nie jest zupelnie oczywisty. Powstal na podstawie
czynnikow tlumaczacych 75% zmienno$ci. Widoczne s3 nieliczne przyklady
niewlasciwej klasyfikacji. Rozgraniczenie tych grup zwigzane jest z PC1. Pochodne o
niskich M/P potozone sg po prawej stronie wykresu 1 zwigzane sg wyraznie z dodatnimi

wartosciami PC1. Zwiazki tatwo przenikajace do mleka znalazty si¢ po lewej stronie wykresu
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i przyjmujg ujemne wartosci PC1. Udzial zmiennych w tej sktadowej, okreslony przez
korelacje PCl-zmienne (tadunki czynnikowe), ujawnia parametry o najwigkszym
znaczeniu dla badanej cechy farmakokinetycznej lekow. Sg nimi: log kysa, 109 Kjam, NP
oraz RP. I tak chromatografia powinowactwa, oparta na wigzaniu z biatkiem, moze

prognozowac¢ biodostepnos¢ leku do mleka matki.

Obliczono takze wspotrzedne czynnikowe zmiennych, na podstawie korelacji ze
sktadows. W tabeli przedstawiono dwie pierwsze sktadowe glowne PC1-2 w postaci
fadunkow wektorowych (wspdtrzednych czynnikowych) dla zmiennych aktywnych
(Tabela 27).

Tabela 27. Wartosci tadunkow wektorowych i korelacji zmiennych dla PC 1 i 2 zwigzkéw
aktywnych

zmienne Czynnik 1 Czynnik 2
PB -0,016238 -0,887216
NP 0,718351 -0,532494
RP 0,834436 -0,197707

log Kusa -0,653187 -0,481749

log Kiam -0,723796 -0,301762

Na wykresie projekcji zmiennych na ptaszczyzne PC ujawnia si¢ w sposob
graficzny zalezno$¢ pomigdzy sktadowa a zmienng. Wykres pokazuje tak zwane koto
jednostkowe, czyli maksymalna korelacje, wynoszaca 1, pomigdzy zmienng
a czynnikiem. Im dana zmienna znajduje si¢ blizej linii kota jednostkowego, tym

wigksza jej korelacja z obserwowanym zjawiskiem.

Projekcja zmiennych na ptaszczyzne czynnikow PC1 x PC2 (Rysunek 25):
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Rysunek 25. Projekcja zmiennych na ptaszczyzng czynnikow (1 x 2)

Na podstawie tej analizy mozna powiedzie¢, ze dane chromatografii
powinowactwa lekéw do wigzania z biatkiem, w postaci zaproponowanych modeli
analitycznych, oraz samo wigzanie z biatkiem, jako podstawa planowania
do$wiadczenia, sg najwazniejszymi parametrami w przewidywaniu przenikania lekow

do mleka matki.

Analiza skupien

Dla podkre$lenia wartosci diagnostycznej do$wiadczenia i okreSlenia roznicy
warto$ci parametréw decydujacych o zdolnosci przenikania lekéw do mleka matki,
w zaproponowanej skali M/Pyqq, przeprowadzono tez analize skupien (Cluster Analysis;
CA) metoda k-érednich. Srednie najwazniejszych deskryptorow wiasciwosci leku
(CNS+/-, B1, PhCharge, acid/base, NP, RP, log kysa, 10g kam i PB)) poréwnano dla

grup M/Pyog 1-4. Sposob tworzenia grup kodowych 1-4 opisano w doswiadczeniu
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analizy sktadowych glownych. W tej skali przenikania leku do mleka, przypisano

wartosci M/P, odpowiednio oznaczenia kodowe: 1, 2, 3 i 4.

Jak pokazano, wszystkie parametry wtasciwosci biologicznych lekow, wykazaty
zmiennos$¢ grupowsy (patrz Rysunek 26). WartoSci M/Pyqq rozciggajg si¢ na przestrzeni
skali od 1 do 4 z wyraznym rozréznieniem grup wzglednie bezpiecznych
I niebezpiecznych. Parametry wlasciwosci fizykochemicznych: PB, acid/base, HD, log
P, eL, log D rowniez wykazuje zréznicowanie, ale nie we wszystkich przypadkach.
Niestety M/Pyoq | PByog s tu zbyt skupione, co wskazuje na mniejszy wplyw badanych
wlasciwosci na obserwowang ceche (Rysunek 27). Najwigksze zréznicowanie wykazuja

deskryptory: log D i eL.

Woykres $rednich kazdego skupienia

—= 1
CNS+/- M/Pkod acid/base RP log k(IAM) o2
B1 PhCharge NP log k(HSA) PBkod 3

—— 4

Zmienne

Rysunek 26. Srednie wartosci deskryptoréw w analizie skupien M/Py,q (Mmetoda k-srednich)
z uzyciem deskryptoréw biologicznych i chromatograficznych
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Wykres $rednich kazdego skupienia
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Rysunek 27. Srednie wartosci deskryptorow w analizie skupiefi M/Pyog (metoda k-$rednich)
z uzyciem deskryptoréw fizykochemicznych

W powyzszych analizach potwierdzono warto$¢ parametréw HA, log P, log D,
eL. Najwicksze zroznicowanie wykazujg parametry log D, HA, eL. Niestety wartosci
M/Pyoq sa stabo zréznicowane i ich wartosci nie odpowiadaja zmiennosci innych
deskryptorow. Wykorzystywane analizy: MLR i DFA wytonily grupe parametrow
fizykochemicznych 1 chromatograficznych, waznych dla biodostgpnosci lekow do
mleka. Zastosowanie CA podkreslito zroznicowanie ich $rednich warto$ci w grupach

M/P 1-4.

Regresja metodami najmniejszych czastkowych kwadratéw i lasu losowego

W zwiazku z trudno$ciami w stworzeniu modelu z wykorzystaniem parametréw
chromatograficznych 1 fizykochemicznych metoda MLR, podj¢to prébe analizy
wigzania z biatkiem innymi metodami regresji. Do wykonania regresji najmniejszych
czastkowych kwadratow 1 lasu losowego uzyto 167 badanych zwiazkow (129

pierwotnie analizowanych 1 38 z grupy zewnetrznej) oraz 22-23 zmiennych
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niezaleznych. Ta rozbiezno$¢ wynika =z rdéznic w liczbie parametrow
chromatograficznych pozyskanych z eksperymentow TLC i HPLCpsa. Wykorzystane
zmienne s wymienione przy kazdym modelu (Tabele 28, 29 i 31). W trakcie analizy
167 zwiazkoéw zostato losowo podzielone na zestaw treningowy — 70% catosci (TRAIN,
n = 115 zwigzkow) i zestaw testowy do walidacji zewngtrznej — 30% catosci (TEST,
n =50).

Model PLS

W analizie PLS $rednia kwadratowa btedow walidacji krzyzowej (RMSECV)
modelu treningowego regresji PLS sugeruje, ze model dwdch zmiennych ukrytych jest

optymalny (Rysunek 28).
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Rysunek 28. Btad sredniokwadratowy walidacji krzyzowej (RMSECV) jako funkcja
ukrytych zmiennych (LV). Najnizsza wartos$¢ RMSECV wskazuje optymalng liczbg
ukrytych zmiennych
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Model PLS (Rysunek 29) z wykorzystaniem 23 zmiennych niezaleznych

zwigzanych z eksperymentem NP TLC oraz wiasciwosciami fizykochemicznymi

(Tabela 28), wykazat niskie wartosci R? i Q7 ok. 0,47 oraz jeszcze nizsze wyniki

walidacji zewng¢trznej: ok. 0,28.

Tabela 28. 23 zmienne niezalezne z danymi TLC uzyte do stworzenia modelu metoda
najmniejszych czastkowych kwadratow i lasu losowego dla PBgpn

Lp. z-mien?a Lp. z.mienrla Lp. z-mienrla
niezalezna niezalezna niezalezna

1. B3 9. NP/B2 17. eH

2. PhCharge 10. NP/log P 18. eL

3. acid/base 11. MW 19. eH-eL

4. pKa 12. log MW 20. logD

5. log U/D 7,2 13. PSA 21. Sa

6. C 14. HD 22. \Y/

7. NP 15. HA 23. logP

8. NP/C 16. DM
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Rysunek 29. Rzeczywiste w porownaniu z przewidywanymi wartosci PBgyn, przy uzyciu
modelowania PLS i 23 deskryptoréw molekularnych. LVs = zmienne ukryte, RMSECV =
sredni kwadratowy blad walidacji krzyzowej, RMSEP = S$redni kwadratowy blad
prognozowania, R? train/test = wspolczynnik determinacji dla modeli zestawu treningowego
i testowego, Q? train/test = wspdtczynnik determinacji dla modeli poddanych walidacji
krzyzowej.

Jeszcze nizsze wartosci osiggnigto przy uzyciu danych chromatograficznych RP
TLC i HPLCpsa. Wskazuje to, ze podobnie jak w przypadku modeli przewidywania
przenikania do mleka matki, metoda PLS ponownie nie znajduje tutaj szerszego
zastosowania 1 nie jest odpowiedniag metoda do analizy tego typu danych. Z tego
powodu nie kontynuowano dalszych badan poszczegdlnych grup lekow (PBg, PByp, PBay

itd.).

Modele RF

Podjeto probe regresji metoda lasu losowego, z uzyciem 150 wygenerowanych
drzew losowych. Na poczatek zastosowano dane z NP TLC. Zmienne niezalezne uzyte
do analizy wszystkich 167 przypadkéw (PBapn), sa takie same jak w analizie PLS

I wymienione w Tabeli 28.
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Rysunek 30. Rzeczywiste w porownaniu z przewidywanymi wartosci PBgyn, przy uzyciu
regresji RF i 23 deskryptorow molekularnych, w tym tych zwigzanych z TLC.

Uzyskany model (Rysunek 30) wykazal zadowalajace wyniki, szczegdlnie
zestawu treningowego (Nan= 115): RZmin = 0,83; Q%main = 0,77. Wyniki walidacji
zewngetrznej, przy uzyciu zestawu testowego (napn = 50) byly nizsze: thest =0,61; taest
= 0,49. Test Permutacji Monte Carlo wykazal $rednig warto§¢ parametru taest rowng

0,56 (Rysunek 31), czyli nieco wyzsza niz w prezentowanym modelu.
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Rysunek 31. Test permutacji Monte Carlo (MCPT) pokazujacy Q? uzyskane z modeli regres;ji
PLS opracowanych na zestawie testowym, liczba powtdrzen wynosita n = 100. Srednia wartos¢
Q? wynosita 0,5598 przy poziomie istotnosci p = 2,8196 x 10

Wplyw poszczegdlnych zmiennych niezalenych na model przedstawiona jest na
wykresie ponizej (Rysunek 32). Kolejnos$é przedstawionych na nim deskryptoréw jest
taka jak w Tabeli 28. Najsilniejszy wpltyw na model z wykorzystaniem danych z NP
TLC wykazuje parametr log D.
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Rysunek 32. Udziat poszczegolnych deskryptorow (Tabela 28) na tworzenie modelu
regresji RF dla PB,pn. Najwigkszy wptyw wykazuje zmienna nr 20, czyli log D.

Model

wykorzystaniem danych RP TLC wykazywal nizsze wartosci,

szczegblnie w walidacji zewngtrznej (Q%est = 0,32). Nastepnie do regresji RF uzyto

danych z eksperymentu HPLCpsa (Tabela 29).

Tabela 29. 22 zmienne niezalezne z danymi HPLC uzyte do stworzenia modelu metoda
lasu losowego dla PBgp,

Lp. z.mienr.wa Lp. z.mienrla Lp. z.mienrla
niezalezna niezalezna niezalezna

1. B3 9. log knsa/log P 17. eL

2. PhCharge 10. MW 18. eH-eL

3. acid/base 11. log MW 19. log D

4. pKa 12. PSA 20. Sa

5. log U/D 7.2 13. HD 21. \Y/

6. Khsa 14. HA 22. log P

7. |Og kHSA 15. DM

8. |Og kHSA/BZ 16. eH
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Uzyskany model (Rysunek 33) ponownie ma dobre wyniki zestawu treningowego
(Napn= 115): thrain = 0,82; tarain = 0,79 ale duzo nizsze parametry uzyskano przy
walidacji zewnetrznej (napn = 50): R%est = 0,50; Q%est = 0,47; w MCPT warto$¢ Q%est

byta juz na niskim poziomie i wynosita 0,35 (Rysunek 34).
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Rysunek 33. Rzeczywiste w porownaniu z przewidywanymi wartosci PBgy,, przy uzyciu
regresji RF 122 deskryptorow molekularnych w tym parametréw z HPLCpsa. RMSECV =
sredni kwadratowy blad walidacji krzyzowej, RMSEP = $redni kwadratowy blad
prognozowania, R? train/test = wspolczynnik determinacji dla modeli zestawu treningowego
i testowego, Q? train/test = wspdtczynnik determinacji dla modeli poddanych walidacji
krzyzowej.
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p=0.4583
mean Q2 test=0.3456
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Rysunek 34. Test permutacji Monte Carlo (MCPT) pokazujacy Q° uzyskane z ‘modeli regresji
PLS opracowanych na zestawie testowym, liczba powtorzen wynosita n = 100. Srednia warto$¢
Q? wynosita 0,3456 przy poziomie istotnosci p = 0,4583.

W tym przypadku réwniez log D miato najwiekszy udzial w tworzeniu modelu

(Rysunek 35), ale widoczny jest dodatkowo duzy wudzial deskryptoréw

chromatograficznych nr 6 i 7 (z Tabeli 29) czyli kysa 1 10g kisa.
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Rysunek 35. Udziat poszczegolnych deskryptorow (Tabela 29) na tworzenie modelu
regresji RF dla PBgay,. Najwigkszy wptyw wykazuje zmienna nr 19, czyli log D oraz
dwie zmienne chromatograficzne (nr 6 i 7): Kpsa i 10g Kysa

Nastepnie zajgto si¢ poszczegdlnymi grupami zwigzkow, czyli osobno (a), (b)
i (n) oraz grupami taczonymi (an), (bn) i (ab). Wyniki przedstawiono w Tabeli 30. Do
tworzenia modeli wykorzystano tylko dane z chromatografii NP TLC (Tabela 31), ktora

podczas badania catego zestawu zwigzkow (napn = 167) daty najlepsze rezultaty.

Tabela 30. Wyniki regresji metoda lasu losowego na poszczegolnych zestawach lekow

grupa zestaw treningowy zestaw testowy
PB, n=24R*=0,78; Q° = 0,62 n=11R*=0,29; Q°=0,11
PBy, n=35R?=0,88; Q= 0,80 n=15R*=0,33; Q° = 0,29
PB, n=57R?=0,85 Q°=0,81 n=25R*=0,62; Q°=0,59
PBan n=82R?=0,82; Q= 0,74 n=35R?=0,60; Q°=0,55
PBpn n=92 R?=0,85; Q° = 0,80 n=40R°=0,44; Q°=0,44
PB.b n=59 R°=0,80; Q°=0,72 n=26 R°=0,38; Q° = 0,33
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Tabela 31. 22 zmienne niezalezne z danymi NP TLC uzyte do stworzenia modeli lasu losowego
dla poszczegolnych grup lekow podzielonych ze wzgledu na charakter kwasowo-zasadowy

Lp. z.mient\a Lp. z.mienrla Lp. z.mienrla
niezalezna niezalezna niezalezna

1. B3 9. NP/log P 17. eL

2. PhCharge 10. MW 18. eH-eL

3. pKa 11. log MW 19. log D

4. logU/D 7.2 12. PSA 20. Sa

5. C 13. HD 21. \Y

6. NP 14, HA 22. log P

1. NP/C 15. DM

8. NP/B2 16. eH

Modele RF dla PB, (n; = 35) i PBy (n, = 50) daty stabe wyniki, szczegdlnie

w walidacji zewngetrznej, podobnie ich grupa taczona (ng = 85), gdzie wyniki walidacji

zewngtrznej byly w granicach 0,4-0,3.

Najlepsze wyniki uzyskano dla grup PB, (n, = 82) i PBan (Nan = 117). Wartosci

R? i Q? zestawow testowych wahaty si¢ miedzy 0,55 a 0,62 (Rysunek 36 i 37). W obu

modelach warto$ci log D majg najwigksze znaczenie w ich tworzeniu (Rys. 38 i 39).

132




PB n
1 T T T T

O TEST (#25)
O  TRAIN (#57) | Er
0.9 - RMSECV = 0.1365 o o B% )]
RMSEP = 0.20059 Do[%]
R2 train = 0.84549 omo
08 R2 test = 0.62163 O o o |
: Q2 train = 0.81348 a
Q2 test = 0.59318 o O
o
m 07 [~ —
o o
o
o) o O
G 061 o & O . 0o
he]
o . o
m]
B o05F - O O §
o
O o
04 4
o m]
o © 0
m] i
0.3g ] ©
m]
0.2 | L 1 I
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Actual PB

Rysunek 36. Rzeczywiste w porownaniu z przewidywanymi wartosci PB,, przy uzyciu regresji
RF i 22 deskryptoréw molekularnych w tym parametréw NP TLC (Tabela 31). RMSECV =
sredni kwadratowy blad walidacji krzyzowej, RMSEP = S$redni kwadratowy blad
prognozowania, R? train/test = wspolczynnik determinacji dla modeli zestawu treningowego
i testowego, Q® train/test = wspotczynnik determinacji dla modeli poddanych walidacji
krzyzowej.
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Rysunek 37. Rzeczywiste w porownaniu z przewidywanymi wartosci PBg,, przy uzyciu regresji
RF i 22 deskryptorow molekularnych w tym parametréw NP TLC (Tabela 31).
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Rysunek 38. Udzial poszczegdlnych deskryptorow (Tabela 31) na tworzenie modelu regresji
RF dla PB,. Najwigkszy wptyw wykazuje zmienna nr 19, czyli log D, poza tym znaczenie maja
masa molowa (MW) i objetos¢ molowa (V)
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Rysunek 39. Udziat poszczegolnych deskryptorow (Tabela 31) na tworzenie modelu regresji
RF dla PB,,. Najwickszy wptyw wykazuje zmienna nr 19, czyli log D, w tym przypadku widac¢
réwniez wigkszy udziat zmiennych chromatograficznych (zmienne nr 6 — 9)
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Najlepsze wyniki przy pomocy regresji lasu losowego uzyskano dla catego
zestawu zwigzkow; PBgpn oOraz dla grup PBn i PBg,. To wlasnie zwigzki kwasne
I neutralne wigzg si¢ przede wszystkim z albuming, ktora stanowi wigkszo$¢ biatek
osocza wigc wartosci literaturowe wigzania z biatkami (PB) odnosza si¢ gtownie do

faczenia si¢ lekéw z HSA.

Najlepsza metoda chromatograficzng ponownie okazata sie¢ NP TLC.
W przypadku HPLCpsa interesujacy okazal si¢ stosunkowo duzy udzial wynikow
z kolumny w tworzeniu modelu. Drugim czynnikiem, ktory wysuwa si¢ w prawie
wszystkich modelach to duzy udziatl parametru log D, czyli lipofilowosci powigzane;j

Z jonizacja.

Modele utworzone przy pomocy regresji metodg lasu losowego prezentuja
znaczng zalezno$¢, widoczng na wykresach rozrzutu (Rys. 30, 32, 34, 35).
Wyszczeg6élniony jest réwniez wpltyw wspolczynnika determinacji  (log D)
I parametrow chromatograficznych z eksperymentu NP TLC oraz HPLCpsa W kazdym
modelu. Niestety, nie wykazuja one najlepszej zdolnosci predykcyjnej (walidacja
zewngtrzna na poziomie taest = 0,56 i 0,35 w testach MCPT).
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WNIOSKI

Modele analityczne, odwzorowujace warunki fizjologiczne (np. wigzania
Z biatkiem), moga stanowi¢ cenny element badan wstepnych dla potencjalnych
substancji aktywnych. Modyfikacja fazy stacjonarnej moze rozszerza¢ te mozliwosci do
przewidywania danych zwigzanych z farmakodynamika lub farmakokinetyka substancji
biologicznie czynnych.

Wybdr modelu analitycznego wigzania leku z biatkami opiera si¢ na mozliwosci
odwzorowania tego zjawiska farmakokinetycznego poprzez wykonanie prostej analizy
laboratoryjnej. Wielki wptyw wigzania lekow z bialkiem na przebieg farmakoterapii,
spowodowatl opracowanie wielu metod jego oceny i wyznaczania. W zakresie
przeprowadzonych badan, zatozono podobienstwo do warunkéw fizjologicznych
biodostgpnosci na granicy bariery krew-mleko, ktore moga wpltywac na powinowactwo
fazowe chromatografii. Skonstruowane modele wykorzystuja pH srodowiska, obecno$é
albumin, wptyw lipofilowo$ci, polarnosci i jonizacji substancji aktywnych.

Uzyskano pozytywne wyniki celowosci uzycia danych chromatograficznych
W badaniu wigzania z bialkiem i przenikania lekéw do mleka matki. Przedstawione
analizy statystyczne, wykazaty Scisty zwigzek danych analitycznych HPLC i TLC
(w ustalonych warunkach, definiujacych modele analityczne) z biodostgpnoscia leku
w mleku matki. Korelacja wskaznikoéw PB i M/P z tymi danymi chromatograficznymi
sa wysokie, rowniez w grupie wszystkich przypadkow tacznie. Najefektywniejsze
okazato si¢ zastosowanie danych NP TLC oraz HPLCpsa. Widoczna jest tu takze
wigksza korelacja pomiedzy PB i danymi chromatograficznymi w grupie kwasow (a),
czyli dla wigzania specyficznego z albuming.

Analiza regresji MLR matej grupy (n=28) zwigzkoéw z ustalonymi wartosciami
przenikania do mleka 1 OUN, poskutkowaly otrzymaniem rownania regresji
potwierdzajacego wpltyw parametrow: obecnosci leku w OUN (B2), stopnia jego
jonizacji (log U/D) oraz wigzania z biatkami na wnikanie zwigzkow do laktocytow.
Wskazato to na mozliwo$¢ rozbudowania obserwacji, poprzez wprowadzenie do analiz
danych chromatograficznych. Parametry uzyskane w NP TLC, z faza stacjonarng
modyfikowang BSA, zwiekszyly szanse przewidywania dystrybucji lekow do mleka
matki.

DFA klasyfikacji na grupy a, b i n, pozwolita potwierdzi¢ wplyw wlasciwosci

kwasowych, zasadowych i obojetnych lekow na zdolno$¢ do wigzania z biatkami
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I podja¢ decyzje, czy analiza bezpieczenstwa farmakoterapii matek karmigcych
(przewidywania M/P) musi by¢ prowadzona z podzialem na te trzy grupy.

Uzyskane w analizie DFA wyniki przewidywania klasyfikacji LactMed lub LLL
H wykazaty, ze jako sprawdzone zrédto wiedzy o bezpieczenstwie stosowania lekow
u matek karmigcych, nie moga jednak by¢ podstawa jego przewidywania. Skale te nie
maja charakteru iloSciowego. Kod, ktory stanowia, jest oparty na obserwacjach
klinicznych. Porownywane z ilo§ciowymi parametrami wtasciwosci i zachowania lekow
w srodowisku badania, mogg prowadzi¢ do mylacych wnioskow. Jedyne poprawne
klasyfikacje uzyskano z udziatem warto$ci doswiadczalnych M/P, PB i BB,;,,. Analiza
dyskryminacyjna podkreslita jednak widocznie znaczenie dyskryminujace danych
chromatograficznych, wykazata rowniez wptyw wigzania z biatkiem i obecnosci lekow
w osrodkowym ukladzie nerwowym na bezpieczenstwo ich stosowania przez kobiety

w czasie laktacji.

W potaczeniu obserwacji  danych fizykochemicznych, biologicznych
i chromatograficznych z analiza chemometryczng ustalono, ze dane chromatograficzne
(NP TLC) i biologiczne (takie jak przenikanie do OUN) lepiej charakteryzuja
zagrozenie przenikania lekow do mleka matki niz wtasciwosci fizykochemiczne tych
lekow. Te grupy parametréw daja mozliwos¢ tworzenia modeli matematycznych,

uzytecznych w przewidywaniu zdolnosci przekraczania bariery krew-mleko matki.

Przenikanie lekow do mleka moze by¢ prognozowane rowniez bez dostgpu do

wynikow badan in vivo M/P.

Analiza PCA potwierdzita wartos¢ prognostyczng danych chromatografii
powinowactwa lekdw, w postaci zaproponowanych modeli analitycznych wigzania
z biatkiem, oraz samego wigzanie z biatkiem, jako najwazniejszych parametrow

w przewidywaniu przenikania lekéw do mleka matki.

Analiza sktadowych glownych — CA — potwierdzita warto$¢ parametrow HA,
log P, log D i eL. Najwigksze zroznicowanie wykazujg parametry log D, HA, eL.
Niestety warto$ci M/Pyqq sg stabo zréznicowane.

Wykorzystywane analizy: MLR, PCA 1 DFA wylonitly grupe parametréw

fizykochemicznych i chromatograficznych, waznych dla biodostepnosci lekow w mleku
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matki. Zastosowanie CA podkreslito zroznicowanie ich $rednich wartosci w grupach
M/Pyoq 1-4.

Analizy PLS 1 RF badanych lekéw, zaréwno dla przenikania do mleka matki
(M/P) 1 wigzania z biatkami (PB), nie daty modeli z wysokimi wynikami zestawow
testowych, ale potwierdzily znaczny udzial parametréw chromatograficznych
zwigzanych z NP TLC iHPLCusa oraz log D wdeterminacji tych zjawisk
farmakokinetycznych. Uwidocznity rowniez silny wptyw wigzania z biatkami (PB, B3)

na przewidywanie wartosci M/P.
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Streszczenie

Okres laktacji jest bardzo istotny podczas pierwszych miesiecy zycia nowo
narodzonego dziecka, a mleko matki stanowi najlepsze zrodlo biatka, thuszczu,
weglowodanow 1 mikroelementéw dla rozwijajgcego si¢ organizmu. Farmakoterapia
matki w czasie tego okresu budzi duzo spekulacji na temat bezpieczenstwa stosowania
preparatow farmaceutycznych. Gléwna kwesti¢ stanowi, ile substancji aktywnej jest
w stanie przenikng¢ do mleka matki i jaki wptyw bedzie ona wywiera¢ na dziecko. Jest
to szczegolnie istotne podczas terapii chordb przewlektych, poniewaz wtedy narazenie
dziecka na dziatanie leku jest dlugotrwale, a to moze prowadzi¢ do wystgpienia dziatan

niepozadanych.

Przenikanie ksenobiotykéw do mleka kobiecego jest gtéwnie zwigzane z ich
wlasciwosciami fizykochemicznymi takimi jak: masa molowa, stopien jonizacji
w warunkach fizjologicznych czy lipofilowos¢; dodatkowo determinuja je wlasciwosci
farmakokinetyczne zwigzku, z ktorych na pierwszym miejscu wymieniane jest wigzanie
z biatkami osocza krwi. Wnioskiem ogdlnym, ktory pojawia si¢ w literaturze jest fakt,
ze zwiazki wigzace si¢ z proteinami osocza w mniejszym stopniu przenikaja do

laktocytow.

W zwigzku z problemami natury etycznej, w badaniach dotyczacych kobiet
karmigcych czesto sigga sie po metody chemometryczne, ktore w sposob bezpieczny
pomagaja nakresli¢ wnioski dotyczace stopnia wnikania leku do mleka. Szczegélny
udzial wykazuja metody oparte na QSPR, w ktérych bada si¢ zalezno$¢ miedzy

strukturg zwigzku chemicznego a jego wlasciwosciami.

Niniejsza praca obejmuje analizy statystyczne oraz obserwacje korelacji mi¢dzy
parametrami zwigzanymi z wilasciwosciami fizykochemicznymi szerokiej grupy
substancji aktywnych a literaturowymi warto$ciami M/P (ang. milk-to-plasma ratio),
ktore okreslaja poziom przenikania zwigzkow z krwi do mleka. Wykorzystano kilka
metod regresji w celu stworzenia uniwersalnego modelu przewidujacego przechodzenie
lekow o réznorodnej strukturze do mleka kobiecego, jak rowniez kilka analiz do
okreslenia wptywu poszczegélnych parametrow na to zjawisko. W zwigzku z duzym
znaczeniem wigzania z biatkami osocza zastosowano rowniez dane chromatograficzne

Z eksperymentéw  prowadzonych roznych  $rodowiskach:  chromatografii
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cienkowarstwowej (TLC) z ptytkami impregnowanymi roztworami bydlecej albuminy
osoczowej oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z kolumnami

z immobilizowang ludzkg albuming (HSA) oraz sztuczng membrang (IAM).

Wyniki badan chemometrycznych potwierdzily istotny wplyw kilku parametrow
fizykochemicznych i biologicznych, w tym stopnia jonizacji zwigzku w osoczu
| wigzania z biatkami na przenikanie do mleka. Uzyskane parametry chromatograficzne,
szczegOlnie te uzyskane w chromatografii cienkowarstwowej w normalnym uktadzie
faz, w wysokim stopniu odnosity si¢ do warto$ci wigzania z biatkami, dostepnych
w literaturze. Obiecujace wyniki uzyskano tez z zastosowaniem parametréw retencji
uzyskanych z HPLCpsa. Znalazty one zastosowane w stworzonych modelach
predykcyjnych. Sugeruje to, ze przeprowadzona chromatografia powinowactwa,
z wykorzystaniem prostej] metody jaka jest TLC, moze shuzy¢ do budowy modeli
farmakokinetycznych, ktére w szybki sposdb pozwolg przewidzie¢ istotne cechy

nowych substancji aktywnych.
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Summary

The lactation is very important period for a newborn baby and breast milk is the
best source of proteins, fats, carbohydrates and microelements for the developing
organism. During this time, maternal pharmacotherapy raised much speculation about
the safety of pharmaceuticals’ usage. The main question is how much of the active
pharmaceutical ingredient is able to pass into the breast milk and what effect it will have
on the baby. This is especially important in the treatment of chronic diseases, because

then the child's exposure to the drug is prolonged, which may lead to side effects.

The penetration of xenobiotics into breast milk is mainly related to their
physicochemical properties, such as: molar mass, degree of ionization under
physiological conditions or lipophilicity; they are additionally determined by the
pharmacokinetic properties of the compound, the first of which is binding to plasma
proteins. The general conclusion that appears in the literature is the fact that compounds

highly binding to plasma proteins penetrate to lactocytes to a lesser extent.

Due to ethical problems, studies on nursing women often use chemometric
methods that safely can draw conclusions about the extent of drugs’ penetration into
milk. Methods based on QSPR, in which the relationship between the structure of

a chemical compound and its properties are studied, show a special share.

This work includes statistical analyzes together with observations of the
correlation between the parameters related to the physicochemical properties of a wide
group of active substances and the literature values of M/P (milk-to-plasma ratio),
which determine the level of penetration into milk. Several regression methods were
used to create an universal model predicting the transfer of drugs of various structures
into human milk, as well as several analyzes to determine the effect of individual
parameters on this phenomenon. Due to the high importance of plasma protein binding,
chromatographic data from experiments conducted in various environments were also
used: thin layer chromatography (TLC) with plates impregnated with bovine serum
albumin solutions and high performance liquid chromatography (HPLC) with columns

with immobilized human albumin and the artificial membrane.

The results of chemometric studies confirmed the significant influence of several

physicochemical and biological parameters, including the degree of ionization of the
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compound in plasma and protein binding, on the penetration into breast milk. The
obtained chromatographic parameters, especially those obtained in normal phase thin
layer chromatography, were highly related to protein binding values available in the
literature. Promising results were also obtained using retention parameters from
HPLCusa. They were also used in the created predictive models. This suggests that the
performed affinity chromatography, with the use of a simple method such as TLC, can
be used to build pharmacokinetic models that will quickly predict the essential features

of new active substances.
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Tabele zawierajace struktury zwigzkow wykorzystywanych w badaniach (n = 129 i grupa zewnetrzna n = 38) oraz zebrane dla nich

dane biologiczne, fizykochemiczne oraz chromatograficzne

Tabela 32. Struktury kwasowych zwigzkow (n, = 29)
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27. telmisartan

28. valproic acid

OH

29. valsartan
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Tabela 33. Struktury zasadowych zwigzkoéw (ny, = 34)

1. acebutolol 2. amiodarone 3. amlodipine 4. astemizol
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\rNJ\/
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10. carbegoline 11. celiprolol 12. chlorpromazine 13. clindamycin 14. cyproheptadine  15. desloratadine
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26. propafenone 27. propranolol 28. rizatriptan 29. sertraline 30. sulpiride 31. tolterodine
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Tabela 34. Struktury neutralnych zwigzkow (n, = 66)

1. aciclovir 2. alprazolam 3. bilastine
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24. doxycycline 25. drotaverine 26. eplerenone 27. estradiol benzoate 28. estrone
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38. lorazepam 39. medazepam 40. methyldopa 41. midazolam 42. mirtazapine 43. olanzapine
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Tabela 35. Struktury zwiazkow z grupy zewnetrznej (n = 38)

1. acetazolamid 2. amitriptyline 3. bupivacaine 4. chloroquine
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13. ethanol

14. fluvoxamine 15. gabapentin 16. gentamicin
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27. pefloxacin

37. trimethoprim
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Tabela 36. Wtasciwosci biologiczne lekow (n = 129)

nazwa leku B1 B2 B3 BB.ivo CNS+/- |LactMed | LLLH Iog7 l;/D M/P M/Pyod PB PBwa | PhCharge
acebutolol 0,09 -0,86 -0,83 0 2 3 -2,2 9,65 4 0,26 5 1
aceclofenac -0,44 -0,66 1,11 -4,6 0,99 1 -1
acenocumarol -1,07 -1,20 0,68 1 1 -2,7 0,987 1 -1
acetylsalicylic acid -4,75 -0,47 -13,67 1 2 3 -3,72 1,08 3 0,995 1 -1
aciclovir -1,71 -1,21 -1,39 -0,836 1 2 -2,09 2,35 4 0,21 5 0
alprazolam 0,29 -0,06 1,68 0,019 1 1 3 -4,83 0,18 1 0,8 4 0
amiodarone 0,60 -0,14 0,84 1 2 -2,17 8,8 4 0,96 2 1
amlodipine -0,09 -1,05 -1,42 0 1 -1,77 0,975 2 1
amoxilcillin -2,23 -1,99 -0,74 0 1 -4,76 0,028 1 0,2 5 0
astemizol -0,31 -0,05 -0,31 1 -1,48 4.4 4 0,967 2 1
atorvastatin 0,37 -1,24 0,11 0 3 -2,91 0,98 1 -1
atropine -0,34 -0,25 0,19 -0,060 1 3 -2,78 0,18 5 1
azithromycin 0,51 -2,33 0,56 0 1 2 -1,39 0,29 5 2
betaxolol 0,29 -0,26 -0,17 0 2 3 -2,23 2,75 4 0,5 5 1
bilastine -0,70 -0,71 0,39 -0,61 0,87 3 0
biperiden 0,55 0,17 0,69 1 -2,06 0,6 4 1
bisoprolol -0,42 -0,41 0,40 0 3 -2,22 0,3 5 1
bromazepam -0,27 -0,32 0,63 1 -4,19 0,7 4 0
bromocriptine -0,93 -1,34 1,58 -1,100 0 0 -0,76 0,93 3 0
buspirone -0,71 -0,57 -0,08 0,480 1 1 3 -0,52 0,95 2 1
caffeine -0,81 -0,31 -1,20 -0,022 1 2 2 -6,68 0,661 2 0,3 5 0
capecitabine -1,57 -1,38 -0,40 1 -1,79 0,6 4 0
captopril 0,18 -0,37 -0,52 1 1 2 -3,61 0,031 1 0,275 5 -1
carbamazepine -4,80 -0,19 -14,67 -0,070 1 2 2 -6,74 0,558 2 0,76 4 0
carbegoline -0,88 -0,60 -0,52 1 4 -2,21 0,41 5 2
carvedilol -0,17 -0,66 -1,69 0 3 -1,04 0,98 1 1




cefuroxime -3,12 -2,64 -1,71 0 2 -4,61 0,5 5 -1
celecoxib 0,29 -0,70 -0,16 1 2 -2,48 0,41 2 0,97 2 0
celiprolol 0,07 -0,91 -0,89 -2,3 0,275 5 1
cephalexin -0,06 0,03 -1,32 0 1 1 -4,08 0,012 1 0,14 5 0
cetrizine -0,32 -0,30 0,39 -2,150 1 1 2 -3,74 0,93 3 0
chloramphenikol -1,61 -1,30 -0,79 0 1 4 -3,83 0,6 2 0,55 4 0
chlorpromazine 0,24 0,04 1,22 0,950 1 1 3 -2,21 0,4 2 0,9 3 1
chlortalidone -1,70 -1,34 -0,98 1 1 4 -2,37 0,062 1 0,75 4 0
cimetidine -1,64 -1,28 -0,96 -1,420 0 1 1 -0,13 1,7 4 0,17 5 1
ciprofloxacin -0,14 -0,62 -1,59 1 3 -0,36 2,15 4 0,3 5 0
cisapride -0,79 -0,83 0,46 1 1 -0,27 0,045 1 0,975 2 1
clarithromycin -2,57 -2,38 -0,67 0 1 1 -0,96 0,25 1 0,7 4 1
clindamycin 0,38 -1,15 0,13 0 1 2 -1,53 0,3 1 0,93 3 1
clobazam -0,67 -0,10 -1,37 0,350 1 1 3 -1,39 0,25 1 0,85 3 -1
clonidine -0,36 -0,04 -0,53 0,150 1 2 3 -0,9 2 4 0,3 5 1
clorazepate -0,95 -1,09 0,71 1 2 3 -1,9 0,2 1 0,975 2 -1
clozapine 0,36 0,50 0,22 1 3 -0,13 2,79 4 0,99 1 1
cyproheptadine -0,09 0,10 -0,09 1 3 -1,75 0,975 2 1
desloratidine -0,22 0,15 -0,63 1 1 2 -3,07 0,845 4 1
diazepam 0,11 0,02 0,84 0,346 1 2 3 -3,8 0,19 0,98 1 0
digoxin -2,46 -2,70 0,67 -1,230 0 1 2 -6,3 0,7 0,25 5 0
dihydroergotamine | -0,18 -1,34 -1,72 0 4 -0,02 0,93 3 1
diphenhydramin 0,27 0,35 0,38 1 2 -1,56 0,985 1 1
doxazosin 0,46 -1,42 0,41 1 4 -0,68 0,98 1 1
doxycycline -2,83 -2,36 -1,60 0 3 -0,47 0,34 1 0,9 3 0
drotaverine -0,81 -0,24 -1,42 1 -1,03 0,875 3 1
enalapril -0,93 -0,99 0,49 0 1 2 -4,05 0,02 1 0,55 4 -1
eplerenone -0,73 -0,72 0,32 1 3 0,5 5 0
escitalopram 0,27 -0,03 -0,23 1 1 2 -2,37 2,2 4 0,56 4 1
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estradiol benzoate -0,97 -1,07 1,44 3 0,95 2 0
estrone -0,87 -1,02 0,77 -3,05 0,95 2 0
famotidine -3,65 -3,26 -1,22 1 1 1 -0,73 1,5 4 0,175 5 1
fexofenadine -0,48 -0,75 1,24 -0,980 0 1 2 -0,27 0,65 4 0
fluoxetine 0,43 0,21 0,30 1 2 2 -2,85 0,68 2 0,945 2 1
flupenthixol 0,18 -0,29 2,00 1 1 -0,15 1,15 3 0,95 2 1
furosemide -1,84 -1,55 -0,79 0 3 -4,16 0,95 2 -1
gliclazide -0,86 -0,84 0,29 1 -1,13 0,94 3 -1
haloperidol -0,26 -0,10 -0,01 1,340 1 1 3 -0,84 0,64 2 0,92 3 1
hydrocortisone 012 0,42 1,44 2 -5,22 0,95 2 0
acetate
hydroxyzine -0,21 -0,03 -0,05 0,285 1 1 1 -0,58 0,93 3 1
ibuprofen 0,17 -0,05 1,25 -0,180 1 1 1 -2,79 0 1 0,95 2 -1
indomethacin -1,02 -0,47 -1,38 -1,260 1 1 3 -3,24 0,47 2 0,97 2 -1
ketoprofen 0,53 -0,32 0,62 1 1 -2,97 0,99 1 -1
ketotifen -0,54 -0,23 -0,54 1 0 3 -1,64 0,75 4 1
lamotrigine -0,99 -0,90 0,03 0,480 1 2 3 -1,81 0,513 2 0,55 4 0
levocetrizine -0,12 -0,30 1,08 1 1 3 -3,74 0,915 3 0
levofloxacin -0,85 -0,63 -0,36 1 3 -2,01 0,95 3 0,31 5 -1
loperamide 0,25 -0,15 1,84 0,770 0 2 -0,56 0,97 2 1
loratadine -0,44 -0,13 -0,52 1 1 1 -2,93 1,2 4 0,98 1 0
lorazepam -0,25 -0,44 1,05 0,440 1 1 3 -3,6 0,205 1 0,87 3 0
medazepam 0,56 0,30 1,48 1 -1,02 0,99 1
meloxicam -2,05 -1,63 -1,25 0 3 -2,7 0,99 1 -1
methyldopa -1,62 -1,11 -1,40 0 1 2 -1,63 0,265 1 0,2 5 0
mianserin 0,19 0,44 -0,20 0,990 1 1 -1,06 2,2 4 0,9 3 0
midazolam 0,28 0,14 1,04 0,398 1 1 2 -1,17 0,785 2 0,97 2 0
mirtazapine 0,03 0,24 -0,09 0,530 1 1 3 -0,9 1,1 3 0,85 3 0
montelukast 0,77 -0,58 1,40 1 1 3 -2,44 0,99 1 -1
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naproxen -0,10 -0,20 0,83 1 1 4 -2,36 0,16 0,99 1 -1
nebivolol -0,02 -0,59 -1,18 1 3 -1,45 0,98 1 1
olanzapine -1,34 -0,80 -1,45 2 -0,13 0,38 0,175 5 1
oxazepam -0,33 -0,44 0,79 0,580 1 3 -3,74 0,1 0,85 3 0
oxybutinin 0,63 -0,25 0,96 1 3 -1,04 0,92 3 1
pantoprazole -0,15 -0,83 -1,61 0 1 1 -1,13 0,98 1 0
paracetamol -0,79 -0,24 -1,33 -0,463 1 1 1 -2,66 0,84 0,25 5 0
paroxetine 0,06 -0,09 -0,91 1 1 2 -2,48 0,675 0,94 3 1
pergolide -0,17 -0,16 0,48 0,300 1 -0,78 0,9 3 1
perindopril -0,97 -0,99 0,37 0 1 3 -4,05 0,15 5 -1
phenytoin -0,61 -0,38 -0,30 -0,096 1 1 2 -0,88 0,29 0,9 3 0
pindolol -0,05 -0,37 -1,28 1 1 3 -2,34 0,4 5 1
piroxicam -1,30 -1,18 -0,13 0 1 2 -2,7 0,02 0,99 1 -1
prednizolone -0,96 -0,97 0,34 1 2 -5,26 0,13 0,9 3 0
progesterone -0,08 -0,20 0,90 1 3 0,975 2 0
promazine 0,16 0,04 0,96 0,880 1 -2,23 0,94 3 1
promethazine -0,36 0,04 -0,77 1 2 -1,78 0,93 3 1
propafenone 0,42 -0,39 0,27 0 1 2 -2,11 0,97 2 1
propranolol -0,05 -0,12 0,74 1,110 1 1 2 -2,3 0,396 0,9 3 1
quetiapine -0,52 -0,63 0,76 1 1 2 -0,46 0,83 4 1
quinapril 0,40 -0,99 0,18 0 1 2 -3,81 0,12 0,97 2 -1
risperidone -0,68 -0,44 -0,35 -0,020 1 1 3 -0,87 0,26 0,88 3 1
rizatriptan -0,78 -0,40 -0,80 0,780 1 3 -2,29 0,14 5 1
rosuvastatin 0,32 -1,71 -0,08 0 1 3 -2,95 0,88 3 -1
roxitromicin 0,58 -2,92 0,79 0 1 -0,96 0,04 0,96 2 1
rupatadine -0,04 0,08 0,15 -0,25 0,985 1 1
sertraline 0,39 0,35 0,18 1 2 -2,27 1,85 0,98 1 1
sildenafil -0,08 -1,20 -1,40 1 3 -1,17 0,96 2 0
simvastatin -0,27 -0,62 1,55 3 -6,29 0,95 2 0
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spironolactone -0,62 -0,82 1,00 1 2 0,615 0,9 3 0
sulpiride -1,42 -1,21 -0,43 1 2 -1,77 0,4 5 1
telmisartan 0,33 -0,46 3,03 1 4 -3,34 0,995 1 -1
temazepam -0,17 -0,30 0,91 1 3 -4,46 0,14 0,96 2 0
theophylline -1,09 -0,56 -1,32 -0,341 1 3 -1,4 0,697 0,4 5 0
thioridazine -0,07 -0,37 1,43 0,285 1 4 -2,64 0,95 2 1
tolterodine 0,63 0,17 0,96 1 3 -3,48 0,963 2 1
trazodone -0,06 -0,13 0,74 1 2 -0,32 0,53 0,92 3 1
tropicamid 0,14 -0,31 -0,67 1 3 -1,88 0,45 5 0
valproic acid 0,54 -0,05 0,64 1 4 -2,38 0,05 0,85 3 -1
valsartan -0,93 -1,25 1,28 0 3 -3,64 0,955 2 -1
venlafaxine 0,36 0,02 0,05 1 3 -2,07 3,32 0,27 5 1
verapamil -0,72 -0,48 -0,38 -0,470 1 2 -1,77 0,6 0,9 3 1
zolmitriptane -0,86 -0,37 -1,17 1 3 -2,32 0,25 5 1
zolpidem -0,29 -0,05 -0,24 -0,480 1 3 -0,43 0,15 0,92 3 0
zopiclone -0,87 -0,92 0,49 0 2 -0,5 0,51 0,45 5 0
zuclopenthixol 0,12 -0,29 1,82 1 3 -0,17 0,37 0,985 1 1
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Tabela 37. Wtasciwosci fizykochemiczne lekéw (n = 129)

nazwa leku i’%‘;‘ DM eH eH-eL eL? HA HD logD | logP MW? pKa PSA* Sa’ V3
acebutolol 1 2,65 919 | -868 | -511 5 3 0,26 -0,33 3,36 9,4 8,77 6,33 3,29
aceclofenac -1 1,93 -8,85 | -858 | -2,68 5 2 0,44 3,54 3,54 2,6 7,56 4,44 2,84
acenocumarol -1 8,94 9,74 | -827 | -1471 7 1 0,34 2,68 3,53 45 10,94 | 4,66 2,96
acetylsalicylic acid -1 5,18 978 | -908 | -6,93 4 1 -1,89 1,30 1,80 3,48 6,36 3,05 1,52
aciclovir 0 5,69 -8,76 | -827 | -4.89 8 4 -1,76 | -1.45 2,25 5,11 10,98 3,59 1,86
alprazolam 0 6,16 951 | -936 | -142 4 0 2,5 4,68 3,09 2,37 3,81 2,94 2,69
amiodarone 1 5,30 7,46 | -411 | -33,48 3 0 6,94 3,01 6,45 9,37 4,27 5,21 4,46
amlodipine 1 2,88 -866 | -832 | -335 5 2 2,59 -1,51 4,09 8,97 9,99 5,92 3,62
amoxilcillin -1 4,32 920 | -8,87 | -331 8 5 243 | -0,15 3,65 2,44 15,83 4,88 3,07
astemizol 1 1,71 783 | -752 | -3,07 5 1 4,08 0,71 4,59 8,68 3,74 6,02 4,22
atorvastatin -1 2,22 9,00 | -886 | -1,40 5 4 1,11 1,54 5,63 4,29 11,18 6,75 5,21
atropine 1 2,48 9,42 | -9.46 0,41 4 1 -0,94 1,71 2,89 9,98 4,98 4,24 2,79
azithromycin 1 0,00 13 5 3,18 2,44 8,59 18,01
betaxolol 1 1,20 8,98 | -9,42 4,43 4 2 0,93 1,00 3,07 9,43 5,07 5,89 3,15
bilastine 0 2,69 882 | -870 | -122 6 2 1,97 2,10 4,64 6,59 7,85 6,65 4,54
biperiden 1 2,30 9,16 | -9.48 3,22 2 1 1,68 2,71 3,11 9,26 2,35 4,11 3,20
bisoprolol 1 1,93 9,09 | -942 3,27 5 2 0,4 2,13 3,25 9,42 6,00 7,05 3,31
bromazepam 0 2,87 913 | -9,02 | -1,07 4 1 1,65 2,59 3,16 11,39 5,44 2,67 2,36
bromocriptine 0 4,25 -892 | -7,96 | -9,58 10 3 5,07 4,48 6,69 6,44 11,82 6,06 5,64
buspirone 0 4,32 -874 | -858 | -156 7 0 3,35 1,18 3,86 7,72 6,96 5,19 3,71
caffeine 0 3,92 9,00 | -847 | -536 6 0 0,13 | -1,06 1,94 0,52 5,35 3,41 1,68
capecitabine -1 4,97 9,72 | -8,38 | -13,37 9 3 -0,73 0,53 3,59 5,41 12,07 5,37 3,04
captopril -1 1,87 9,35 | -945 1,05 3 2 -3,15 0,30 2,17 3,59 5,76 3,63 1,92
carbamazepine 0 3,25 9,05 | -853 | -519 3 2 2,67 2,10 2,36 13,94 | 4,63 2,85 2,19
carbegoline 1 3,58 839 | -815 | -2,38 7 2 -0,19 0,29 4,24 9,41 7,17 6,41 4,10
carvedilol 0 3,15 -856 | -8,35 | -2,09 5 3 3,29 -2,04 4,20 8,24 7,57 5,49 3,97
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cefuroxime -1 2,73 -8,76 -7,44 -13,17 4 12 2,91 -2,08 4,24 2,59 19,91 4,26 3,75
celecoxib 0 4,09 -9,93 -8,51 -14,21 3 1 4,21 1,02 3,81 9,68 7,80 5,10 2,97
celiprolol 1 2,01 -9,24 -8,78 -4,56 5 3 0,22 -0,45 3,65 9,5 9,09 6,62 3,59
cephalexin -1 5,35 -9,59 -8,97 -6,25 5 3 -2,44 -1,31 3,47 3,12 3,25 4,24 2,95
cetrizine -1 3,56 -8,97 -8,75 -2,20 5 1 -1,13 2,11 3,75 3,46 5,30 5,01 3,37
chloramphenikol 0 -9,08 -10,34 -9,01 -13,37 7 3 1,02 -0,25 3,23 11,03 11,54 4,50 2,44
chlorpromazine 1 7,13 -6,83 -6,90 0,74 2 0 3,26 3,77 3,19 9,41 3,18 3,04 2,62
chlortalidone 0 4,04 -9,45 -8,68 -7,73 6 4 -0,74 -0,63 3,19 9,57 11,79 3,79 2,51
cimetidine 0 11,01 -8,75 -8,48 -2,76 6 3 -0,25 -0,59 2,52 7,07 11,42 2,94 2,29
ciprofloxacin 0 6,93 -8,72 -7,94 -7,85 6 2 -0,85 -1,85 331,35 7,56 7,29 4,25 2,84
cisapride 0 1,68 -8,72 -8,54 -1,86 7 3 2,6 2,25 4,66 7,47 8,61 6,66 4,11
clarithromycin 0 0,00 14 4 2,33 3,16 8,16 18,29
clindamycin 1 0,00 7 4 0,48 1,59 8,73 10,58
clobazam 0 4,18 -9,21 -8,66 -5,52 4 0 1,59 -1,40 3,01 8,59 4,03 4,02 2,58
clonidine 0 3,51 -8,90 -8,48 -4,25 3 2 -0,68 0,28 2,30 8,1 3,64 3,10 1,86
clorazepate -1 3,51 -9,12 -9,01 -1,13 6 4 1,55 2,75 3,15 53 10,22 2,91 2,57
clozapine 0 1,13 -8,78 -8,51 -2,69 1 0 4,86 1,77 2,87 7,33 0,32 3,81 2,90
cyproheptadine 1 1,98 -8,63 -8,83 2,03 3 1 2,44 1,16 2,65 8,95 2,76 3,89 2,66
desloratidine 1 3,04 -9,13 -8,83 -2,94 2 1 4,1 0,07 3,11 10,27 2,49 3,75 2,88
diazepam 0 3,57 -9,06 -8,96 -1,00 3 0 2,91 3,01 2,85 34 3,27 2,80 2,50
digoxin 0 5,58 -8,45 -7,28 -11,68 14 6 0,85 2,67 7,81 13,5 20,31 7,66 7,05
dihydroergotamine 0 3,90 -8,60 -8,50 -1,05 6 3 2,05 -2,11 4,78 7,22 11,82 5,13 4,33
diphenhydramin 1 0,52 -9,18 -9,41 2,36 2 0 2,29 2,09 2,55 8,76 1,25 4,92 2,65
doxazosin 0 4,02 -8,67 -7,54 -11,34 9 1 0,6 2,14 4,09 6,52 12,27 4,93 3,46
doxycycline 0 11,15 -9,00 -7,85 -11,51 10 7 -3,32 -1,86 4,44 7,67 18,16 4,43 3,68
drotaverine 0 3,56 -8,36 -7,99 -3,63 5 1 6,12 -1,51 3,98 6,17 4,90 6,39 3,89
enalapril -1 3,46 -9,37 -9,38 0,20 7 2 -2,35 2,30 3,75 3,15 9,59 4,19 3,48
eplerenone 3,20 -10,28 | -10,00 -2,81 6 0 1,05 1,96 4,15 7,89 4,43 3,73
escitalopram 1 2,57 -9,21 -8,37 -8,44 3 0 0,39 0,87 3,24 9,57 3,63 5,46 3,08
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estradiol benzoate 0 5,95 -10,11 -9,97 -1,40 4 0 2,51 4,20 3,73 6,04 4,77 3,58
estrone 0 5,76 -10,17 -9,95 -2,21 6 1 2,53 2,86 4,02 10,25 9,77 4,73 3,67
famotidine 0 1,01 -8,55 -7,97 -5,85 9 8 -1,02 -1,11 3,36 7,93 23,78 4,85 2,69
fexofenadine 0 2,61 -8,98 -8,75 -2,28 5 3 2,3 3,81 5,02 6,93 8,10 6,27 4,87
fluoxetine 1 4,43 -9,41 -9,02 -3,95 2 1 1,56 1,93 3,09 10,05 2,13 4,99 2,71
flupenthixol 0 4,80 -7,61 -6,76 -8,51 3 1 4,42 5,33 4,30 7,05 5,20 5,85 3,65
furosemide -1 3,27 -8,92 -7,90 -10,23 7 4 -0,12 -0,24 3,11 3,04 13,10 4,19 2,42
gliclazide -1 5,31 -9,38 -8,30 -10,80 6 2 -0,28 1,90 3,23 6,07 8,69 4,91 2,86
haloperidol 0 2,85 -9,22 -8,75 -4,64 3 1 2,11 1,31 3,76 8,04 4,05 5,29 3,37
hydrocortisone acetate 0 4,23 -10,14 | -10,06 -0,86 4 0 4,53 4,20 3,73 12,42 6,04 4,77 3,58
hydroxyzine 0 1,27 -8,81 -8,75 -0,65 4 1 2 1,23 3,75 6,62 3,59 5,48 3,54
ibuprofen -1 1,91 -9,39 -9,58 1,92 2 1 0,8 3,83 2,06 4,41 3,73 2,52 2,42
indomethacin -1 2,98 -8,69 -8,12 -5,75 5 1 -0,16 -1,43 3,58 3,96 6,36 4,94 3,05
ketoprofen -1 4,50 -9,96 -9,56 -3,99 3 1 -0,25 2,56 2,54 4,23 5,44 4,07 2,36
ketotifen 1 4,07 -9,08 -8,07 -10,10 2 0 3,28 0,26 3,09 8,84 4,86 3,89 2,87
lamotrigine 0 2,75 -8,22 -7,66 -5,61 5 4 -0,19 1,38 2,56 5,39 9,07 3,15 1,93
levocetrizine -1 1,73 -9,00 -8,83 -1,67 5 1 -1,13 3,48 3,89 3,46 5,30 5,59 3,55
levofloxacin -1 7,21 -8,72 -7,88 -8,37 7 1 0,65 0,62 3,61 5,19 7,33 4,75 3,06
loperamide 0 4,65 -8,52 -8,50 -0,23 4 1 3,53 5,01 4,77 7,76 4,38 4,89 4,33
loratadine 0 2,90 -9,02 -8,36 -6,59 4 0 5,94 0,30 3,69 4,27 4,24 4,93 3,31
lorazepam 0 6,40 1,77 -7,65 -1,17 4 2 2,47 3,42 3,21 10,8 6,17 2,58 2,53
medazepam 0 4,08 -8,34 -8,28 -0,59 2 0 4,42 4,29 3,30 6,18 1,56 2,80 2,49
meloxicam -1 5,35 -7,64 -6,38 -12,59 7 2 -0,09 -1,16 3,51 4,5 13,62 4,03 2,71
methyldopa 0 1,56 -9,07 -9,34 2,75 5 5 -2,38 -1,46 2,11 5,57 10,38 3,34 1,85
mianserin 1 0,56 -8,66 -8,93 2,68 2 0 2,76 0,94 2,64 8,26 0,65 3,65 2,64
midazolam 0 3,03 -9,24 -9,11 -1,28 3 0 3,92 3,41 3,26 6,03 2,53 3,04 2,76
mirtazapine 0 1,76 -8,79 -8,81 0,19 3 0 1,97 1,16 2,65 8,1 1,94 3,57 2,60
montelukast -1 3,34 -7,46 -6,83 -6,36 4 2 5,19 4,13 5,88 4,76 7,04 7,27 5,47
naproxen -1 1,92 -9,10 -8,82 -2,79 3 1 0,47 2,99 2,30 4,84 4,65 3,89 2,15
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nebivolol 1 2,46 -9,05 -8,94 -1,07 5 3 2,4 -1,03 4,05 8,65 7,10 5,05 3,53
olanzapine 0 7,55 -9,20 -8,41 -7,85 6 1 -1,48 -1,56 3,28 7,33 8,41 6,19 3,01
oxazepam 0 3,38 -9,09 -8,98 -1,06 4 2 2,32 2,91 2,87 10,94 6,17 2,72 2,72
oxybutinin 0 1,02 -9,18 -9,11 -0,66 3 1 5,53 3,24 3,57 8,24 4,98 5,82 3,61
pantoprazole 0 7,25 -9,09 -8,19 -9,03 6 1 1,5 -1,89 3,83 8,33 8,63 5,08 3,01
paracetamol 0 3,28 -8,58 -8,65 0,73 3 2 0,34 -1,32 1,51 9,86 4,93 3,03 1,39
paroxetine 1 2,12 -9,00 -9,04 0,34 4 1 1,19 -0,49 3,31 9,68 3,97 4,12 2,99
pergolide 0 1,93 -8,35 -8,50 1,51 2 1 2,29 2,29 3,14 7,98 4,43 4,50 3,09
perindopril -1 6,26 -9,78 -10,07 2,88 7 2 -0,01 2,06 3,68 3,15 9,59 5,43 3,52
phenytoin 0 2,98 -9,84 -9,55 -2,94 4 2 2,48 0,73 2,52 6,32 5,82 3,32 2,26
pindolol 1 3,19 -8,47 -8,563 0,63 3 3 0,19 -1,23 2,48 9,54 5,73 4,60 2,44
piroxicam -1 11,24 -8,63 -8,84 2,05 7 2 -2,14 1,07 3,33 4,5 10,80 2,66 2,50
prednizolone 0 3,68 -10,01 -9,54 -4,70 5 3 1,49 2,01 3,46 12,46 9,48 3,96 3,14
progesterone 5,88 -9,29 -9,03 -2,60 3 1 6,24 3,12 3,77 4,65 4,54 3,60
promazine 1 2,86 -7,54 -7,15 -3,93 2 0 2,67 3,25 2,84 9,43 3,18 2,93 2,53
promethazine 1 3,40 -7,83 -7,76 -0,65 2 0 3,2 -0,20 2,84 8,98 3,18 4,36 2,76
propafenone 1 2,97 -8,77 -8,59 -1,75 4 2 2,06 1,86 3,29 9,31 5,86 5,36 3,28
propranolol 1 1,53 -8,36 -7,79 -5,71 3 2 1,27 2,80 2,59 9,5 4,15 3,09 2,56
quetiapine 0 1,57 -8,68 -7,95 -7,24 5 1 1,55 2,84 3,84 6,74 7,36 5,42 3,55
quinapril -1 5,13 -9,50 -9,59 0,91 5 2 0,85 1,69 4,39 3,39 9,59 6,10 4,10
risperidone 0 3,42 -8,93 -8,06 -8,76 6 0 2,27 0,63 4,10 8,07 6,19 4,91 3,73
rizatriptan 1 1,76 -8,14 -7,45 -6,90 4 1 2,68 -0,27 3,12 9,49 5,91 4,26 2,90
rosuvastatin -1 5,66 -9,19 -8,13 -10,63 8 3 -2,63 1,18 4,82 4,25 14,09 6,89 4,12
roxitromicin 0 0,00 16 5 2,9 2,90 8,16 21,69
rupatadine 0 1,61 -8,99 -8,35 -6,43 3 0 5,97 1,63 4,15 6,95 2,90 4,97 3,94
sertraline 1 2,87 -9,19 -9,09 -0,94 1 1 2,77 1,68 3,06 9,47 1,20 4,21 2,72
sildenafil 0 5,84 -8,91 -9,86 9,47 8 1 2,27 -1,47 4,75 6,03 10,91 6,47 4,20
simvastatin 0 5,78 -9,10 -9,33 2,25 5 1 4,41 4,43 4,19 13,49 7,28 5,71 4,10
spironolactone 1,67 -9,76 -8,96 -7,98 4 0 3,12 3,33 4,17 8,57 4,94 3,82
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sulpiride 1 3,65 -7,89 -6,22 -16,74 7 3 -1,12 0,48 3,41 8,97 11,01 5,08 3,02
telmisartan -1 0,71 -8,56 -8,02 -5,48 6 1 4,76 7,39 5,01 3,86 6,31 6,39 4,69
temazepam 0 2,48 -9,17 -9,09 -0,83 4 1 2,15 3,15 3,01 11,66 5,29 2,84 2,53
theophylline 0 3,47 -9,10 -8,53 -5,77 6 1 -0,2 -1,31 1,80 8,6 6,93 3,02 1,50
thioridazine 0 0,98 -7,92 -7,65 -2,68 2 0 3,94 4,18 3,71 9,84 571 4,89 3,50
tolterodine 1 2,18 -8,95 -9,17 2,20 2 1 2,94 3,24 3,25 10,68 2,35 573 3,44

trazodone 0 3,41 -8,50 -7,88 -6,21 6 0 1,58 2,80 3,72 7,52 4,24 5,01 3,36
tropicamid 0 4,06 -9,68 -9,40 -2,81 3 1 1,15 -0,01 2,84 5,32 5,34 4,15 2,76
valproic acid -1 1,93 -11,19 | -12,19 10,01 2 1 0,16 2,61 1,44 4,82 3,73 3,75 5,54

valsartan -1 2,92 -9,69 -9,05 -6,39 8 2 0,05 3,88 4,22 3,56 11,21 5,46 3,92
venlafaxine 1 3,25 -9,02 -9,29 2,73 3 1 1,07 1,44 2,77 9,27 3,27 4,44 2,85

verapamil 1 5,44 -8,76 -8,85 0,90 6 0 2,33 0,57 4,55 8,97 6,40 7,51 4,53
zolmitriptane 1 4,09 -8,73 -8,57 -1,57 5 2 -0,44 -1,01 2,89 9,52 5,74 4,68 2,74
zolpidem 0 6,69 -8,37 -8,33 -0,45 4 0 3,02 0,86 3,07 6,77 3,76 3,33 2,94
zopiclone 0 5,47 -9,13 -8,95 -1,78 9 0 -42 2,31 3,89 6,7 9,18 3,36 3,86
zuclopenthixol 0 2,45 -1,57 -7,12 -4,53 3 1 5,06 4,97 3,97 7,03 5,20 5,58 3,55

1 — kod opisujacy wiasciwosci kwasowo-zasadowe: (-1) — kwasy; (0) — zwigzki neutralne; (1) - zasady

2 — warto$¢ pomnozona razy 10
3 — warto$¢ podzielona przez 100

4 — warto$¢ podzielona przez 10
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Tabela 38. Dane chromatograficzne i ich pochodne uzyskane z eksperymentu NP TLC dla 129 zwigzkoéw

* ek

nazwa leku Cnp NP NP/C | NP/PSA | RuNP | RuNP | RuNP/C | RuNP/PSA | RuNP/PB | RyuNP/logP | RyNP/B2 | NP/B2 | NP/PB | NP/logP
acebutolol 0,45 0,46 1,02 0,52 0,07 0,09 0,80 0,0008 0,268 -0,2110 -0,081 -0,54 1,77 -1,39
aceclofenac 0,89 0,90 1,01 1,19 -0,95 | -0,91 1,05 -0,0126 -0,964 -0,2696 1,439 -1,36 0,91 0,25
acenocumarol 0,99 0,98 0,99 0,90 -1,69 | -2,00 0,85 -0,0154 -1,712 -0,6307 1,404 -0,81 0,99 0,37
acetylsalicylic acid 0,89 0,90 1,01 1,41 -0,93 | -0,91 1,02 -0,0146 -0,935 -0,7159 1,978 -1,90 0,90 0,69
aciclovir 0,73 0,73 0,99 0,66 -0,42 | -0,43 0,97 -0,0038 -2,005 0,2903 0,348 -0,60 3,45 -0,50
alprazolam 0,85 0,86 1,01 2,25 -0,79 | -0,75 1,05 -0,0207 -0,985 -0,1685 12,466 | -13,60 | 1,08 0,18
amiodarone 0,55 0,6 1,09 1,41 -0,18 | -0,09 2,02 -0,0041 -0,183 -0,0585 1,296 -4,42 0,63 0,20
amlodipine 0,56 0,56 1,00 0,56 -0,10 | -0,10 1,00 -0,0010 -0,107 0,0694 0,100 -0,53 0,57 -0,37
amoxilcillin 0,68 0,68 1,00 0,43 -0,33 | -0,33 1,00 -0,0021 -1,637 2,1824 0,165 -0,34 3,40 -4,53
astemizol 0,62 0,61 0,98 1,63 -0,19 | -0,21 0,91 -0,0052 -0,201 -0,2736 3,791 -11,90 | 0,63 0,86
atorvastatin 0,9 0,9 1,00 0,81 -0,95 | -0,95 1,00 -0,0085 -0,974 -0,6196 0,769 -0,72 0,92 0,58
atropine 0,27 0,26 0,96 0,52 0,45 0,43 1,05 0,0091 2,524 0,2656 -1,822 -1,04 1,44 0,15
azithromycin 0,63 0,63 1,00 0,35 -0,23 | -0,23 1,00 -0,0013 -0,797 -0,0947 0,099 -0,27 2,17 0,26
betaxolol 0,66 0,65 0,98 1,28 -0,27 | -0,29 0,93 -0,0053 -0,538 -0,2688 1,016 -2,46 1,30 0,65
bilastine 0,46 0,44 0,96 0,56 0,10 0,07 1,50 0,0013 0,120 0,0499 -0,148 -0,62 0,51 0,21
biperiden 0,68 0,65 0,96 2,77 -0,27 | -0,33 0,82 -0,0115 -0,448 -0,0992 -1,568 3,79 1,08 0,24
bisoprolol 0,67 0,66 0,98 1,09 -0,28 | -0,31 0,91 -0,0046 -0,928 -0,1307 0,675 -1,59 2,18 0,31
bromazepam 0,87 0,90 1,03 1,65 -0,93 | -0,83 1,13 -0,0171 -1,329 -0,3593 2,885 -2,77 1,28 0,35
bromocriptine 0,95 0,96 1,01 0,81 -1,38 | -1,28 1,08 -0,0117 -1,484 -0,3081 1,027 -0,71 1,03 0,21
buspirone 0,57 0,58 1,01 0,83 -0,13 | -0,12 1,07 -0,0019 -0,138 -0,1113 0,231 -1,01 0,61 0,49
caffeine 0,82 0,82 1,00 1,53 -0,66 | -0,66 1,00 -0,0123 -2,195 0,6213 2,130 -2,65 2,73 -0,77
capecitabine 0,92 0,92 1,00 0,76 -1,06 | -1,06 1,00 -0,0088 -1,768 -2,0013 0,766 -0,66 1,53 1,74
captopril 0,77 0,74 0,96 1,28 -0,45 | -0,52 0,87 -0,0079 -1,652 -1,5142 1,212 -1,97 2,69 2,47
carbamazepine 0,95 0,95 0,99 2,04 -1,24 | -1,28 0,97 -0,0267 -1,625 -0,5881 6,357 -4,86 1,24 0,45
carbegoline 0,68 0,68 1,00 0,95 -0,33 | -0,33 1,00 -0,0046 -0,798 -1,1288 0,546 -1,13 1,66 2,34
carvedilol 0,73 0,9 1,23 1,19 -0,95 | -0,43 2,21 -0,0126 -0,974 0,4678 1,437 -1,36 0,92 -0,44
cefuroxime 0,97 0,98 1,01 0,49 -1,69 | -1,51 1,12 -0,0085 -3,380 0,8126 0,641 -0,37 1,96 -0,47
celecoxib 0,98 0,99 1,01 1,27 -2,00 | -1,69 1,18 -0,0256 -2,057 -1,9565 2,848 -1,41 1,02 0,97
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celiprolol 045 | 0,46 1,02 0,51 0,07 0,09 0,80 0,0008 0,253 -0,1547 -0,077 -0,51 1,67 -1,02
cephalexin 0,9 0,9 1,00 2,77 -0,95 | -0,95 1,00 -0,0293 -6,816 0,7284 -35,766 | 33,73 | 6,43 -0,69
cetrizine 0,64 | 0,65 1,01 1,22 -0,26 | -0,25 1,04 -0,0049 -0,279 -0,1229 0,861 -2,14 0,69 0,31
chloramphenikol 0,99 0,97 0,98 0,84 -1,51 | -2,00 0,76 -0,0131 -2,745 6,0386 1,162 -0,75 1,76 -3,88
chlorpromazine 0,43 | 043 0,99 1,34 0,13 0,12 1,07 0,0041 0,146 0,0348 3,408 11,03 | 0,47 0,11
chlortalidone 0,96 | 0,96 0,99 0,81 -1,33 | -1,38 0,96 -0,0113 -1,769 2,1060 0,991 -0,71 1,27 -1,52
cimetidine 0,64 | 0,67 1,05 0,59 -0,31 | -0,25 1,23 -0,0027 -1,809 0,5213 0,240 -0,52 3,94 -1,14
ciprofloxacin 0,11 0,11 1,00 0,15 0,91 0,91 1,00 0,0125 3,027 -0,4908 -1,467 -0,18 0,37 -0,06
cisapride 0,64 | 0,63 0,98 0,73 -0,23 | -0,25 0,93 -0,0027 -0,237 -0,1027 0,279 -0,76 0,65 0,28
clarithromycin 0,99 0,99 0,99 0,54 -1,82 | -2,00 0,91 -0,0099 -2,596 -0,5751 0,764 -0,41 1,41 0,31
clindamycin 0,69 0,66 0,96 0,62 -0,29 | -0,35 0,83 -0,0027 -0,310 -0,1812 0,252 -0,58 0,71 0,42
clobazam 0,95 | 0,95 1,00 2,36 -1,28 | -1,28 1,00 -0,0318 -1,504 0,9134 13,161 -9,78 1,12 -0,68
clonidine 0,49 0,50 1,02 1,37 0,00 0,02 0,00 0,0000 0,000 0,0000 0,000 -14,00 | 1,67 1,79
clorazepate 0,94 | 0,94 1,00 0,92 -1,19 | -1,19 1,00 -0,0117 -1,226 -0,4345 1,099 -0,86 0,96 0,34
clozapine 0,45 | 0,46 1,01 14,04 | 0,08 0,09 0,90 0,0242 0,079 0,0443 0,158 0,92 0,46 0,26
cyproheptadine 0,45 0,43 0,94 1,54 0,13 0,09 1,51 0,0048 0,135 0,1132 1,251 4,05 0,44 0,37
desloratidine 0,36 | 0,35 0,97 1,40 0,27 0,25 1,08 0,0108 0,318 3,8406 1,813 2,36 0,41 5,00
diazepam 0,95 | 0,95 0,99 2,89 -1,24 | -1,28 0,97 -0,0378 -1,260 -0,4103 -50,868 | 38,92 | 0,96 0,31
digoxin 0,80 0,77 0,96 0,38 -0,51 | -0,60 0,85 -0,0025 -2,050 -0,1920 0,190 -0,28 3,06 0,29
dihydroergotamine 0,72 0,75 1,04 0,63 -0,48 | -0,41 1,16 -0,0040 -0,513 0,2261 0,355 -0,56 0,81 -0,36
diphenhydramin 0,42 0,33 0,77 2,61 0,32 0,14 2,26 0,0255 0,322 0,1519 0,913 0,94 0,33 0,16
doxazosin 0,8 0,81 1,01 0,66 -0,63 | -0,60 1,05 -0,0051 -0,643 -0,2943 0,445 -0,57 0,83 0,38
doxycycline 0,06 0,05 0,75 0,02 1,33 1,19 1,11 0,0073 1,474 -0,7133 -0,562 -0,02 0,05 -0,02
drotaverine 0,61 0,59 0,97 1,21 -0,16 | -0,19 0,81 -0,0032 -0,181 0,1047 0,669 -2,50 0,67 -0,39
enalapril 0,33 | 0,33 0,98 0,34 0,32 0,31 1,03 0,0033 0,577 0,1380 -0,321 -0,33 0,59 0,14
eplerenone 0,94 | 094 1,00 1,19 -1,19 | -1,19 1,00 -0,0151 -2,390 -0,6097 1,670 -1,31 1,88 0,48
escitalopram 0,42 0,42 1,00 1,16 0,14 0,14 1,00 0,0039 0,250 0,1611 -4227 | -12,67 | 0,75 0,48
estradiol benzoate 0,97 0,98 1,01 1,62 -1,69 | -1,51 1,12 -0,0280 -1,779 -0,4024 1,583 -0,92 1,03 0,23
estrone 0,99 0,99 1,00 1,01 -2,00 | -2,00 1,00 -0,0204 -2,101 -0,6978 1,963 -0,97 1,04 0,35
famotidine 0,70 | 0,71 1,01 0,30 -0,39 | -0,37 1,06 -0,0016 -2,222 0,3503 0,119 -0,22 4,06 -0,64
fexofenadine 0,61 0,60 0,98 0,73 -0,17 | -0,19 0,86 -0,0021 -0,257 -0,0438 0,223 -0,79 0,92 0,16
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fluoxetine 0,68 0,67 0,99 3,15 -0,31 | -0,33 0,94 -0,0145 -0,325 -0,1594 -1,487 3,24 0,71 0,35
flupenthixol 0,51 0,52 1,02 1,00 -0,03 | -0,02 2,00 -0,0007 -0,037 -0,0065 0,122 -1,82 0,55 0,10
furosemide 0,92 0,92 1,00 0,70 -1,06 | -1,06 1,00 -0,0081 -1,117 4,4196 0,685 -0,59 0,97 -3,83
gliclazide 0,95 0,95 1,00 1,09 -1,28 | -1,28 1,00 -0,0147 -1,360 -0,6730 1,516 -1,13 1,01 0,50
haloperidol 0,66 0,65 0,98 1,59 -0,26 | -0,29 0,90 -0,0064 -0,282 -0,1980 2,551 -6,35 0,70 0,49
hydrocortisone acetate | 0,96 0,96 1,00 1,59 -1,38 | -1,38 1,00 -0,0228 -1,453 -0,3286 3,286 -2,29 1,01 0,23
hydroxyzine 0,55 0,55 1,00 1,53 -0,09 | -0,09 1,00 -0,0024 -0,094 -0,0709 3,108 -19,61 | 0,59 0,45
ibuprofen 0,93 0,90 0,96 2,40 -0,93 | -1,12 0,83 -0,0249 -0,980 -0,2430 18,687 | -1797 | 094 0,23
indomethacin 0,88 0,90 1,02 1,42 -0,95 | -0,87 1,10 -0,0150 -0,984 0,6673 2,028 -1,91 0,93 -0,63
ketoprofen 0,89 0,89 1,00 1,64 -0,91 | -0,91 1,00 -0,0167 -0,917 -0,3547 2,812 -2,76 0,90 0,35
ketotifen 0,34 0,36 1,06 0,74 0,25 0,29 0,87 0,0051 0,333 0,9611 -1,087 -1,57 0,48 1,38
lamotrigine 0,89 0,90 1,01 0,99 -0,93 | -0,91 1,02 -0,0103 -1,692 -0,6744 1,029 -0,99 1,63 0,65
levocetrizine 0,63 0,64 1,02 1,21 -0,25 | -0,23 1,08 -0,0047 -0,273 -0,0718 0,830 -2,13 0,70 0,18
levofloxacin 0,17 0,17 0,97 0,23 0,70 0,69 1,02 0,0096 2,272 1,1358 -1,125 -0,26 0,53 0,27
loperamide 0,68 0,67 0,99 1,53 -0,31 | -0,33 0,94 -0,0070 -0,317 -0,0614 2,004 -4,37 0,69 0,13
loratadine 0,94 0,94 1,00 2,22 -1,19 | -1,19 1,00 -0,0282 -1,219 -3,9833 9,061 -7,13 0,96 3,13
lorazepam 0,94 0,94 1,00 1,52 -1,19 | -1,19 1,00 -0,0194 -1,374 -0,3494 2,716 -2,14 1,08 0,27
medazepam 0,91 0,94 1,03 6,03 -1,19 | -1,00 1,19 -0,0766 -1,207 -0,2785 -4,018 3,16 0,95 0,22
meloxicam 0,99 0,98 0,99 0,72 -1,69 | -2,00 0,85 -0,0124 -1,707 1,4571 1,035 -0,60 0,99 -0,84
methyldopa 0,38 0,37 0,96 0,35 0,24 0,21 1,13 0,0023 1,202 -0,1647 -0,216 -0,33 1,83 -0,25
mianserin 0,54 0,55 1,01 8,41 -0,08 | -0,07 1,13 -0,0121 -0,087 -0,0834 -0,177 1,23 0,61 0,58
midazolam 0,82 0,83 1,01 3,27 -0,67 | -0,66 1,02 -0,0267 -0,694 -0,1975 -4,709 577 0,85 0,24
mirtazapine 0,39 0,39 0,99 1,99 0,20 0,19 1,05 0,0105 0,239 0,1754 0,858 1,62 0,45 0,33
montelukast 0,95 0,95 1,00 1,35 -1,28 | -1,28 1,00 -0,0182 -1,292 -0,3096 2,206 -1,64 0,96 0,23
naproxen 0,92 0,89 0,97 191 -0,91 | -1,06 0,86 -0,0195 -0,917 -0,3037 4,598 -4,51 0,90 0,30
nebivolol 0,75 0,75 1,00 1,06 -0,48 | -0,48 1,00 -0,0067 -0,487 0,4632 0,811 -1,28 0,77 -0,73
olanzapine 0,28 0,29 1,02 0,34 0,40 0,41 0,97 0,0048 2,283 -0,2561 -0,500 -0,36 1,63 -0,18
oxazepam 0,93 0,94 1,01 1,52 -1,16 | -1,12 1,03 -0,0188 -1,362 -0,3979 2,631 -2,12 1,10 0,32
oxybutinin 0,68 0,66 0,97 1,33 -0,29 | -0,33 0,88 -0,0058 -0,313 -0,0889 1,155 -2,65 0,72 0,20
pantoprazole 0,93 0,92 0,99 1,07 -1,06 | -1,12 0,94 -0,0123 -1,082 0,5612 1,271 -1,10 0,94 -0,49
paracetamol 0,93 0,94 1,01 1,90 -1,16 | -1,12 1,03 -0,0235 -4,632 0,8772 4,779 -3,86 3,74 -0,71
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paroxetine 0,55 0,56 1,02 1,41 -0,10 | -0,09 1,20 -0,0026 -0,111 0,2137 1,183 -6,33 0,60 -1,14
pergolide 0,48 0,47 0,98 1,06 0,05 0,03 1,50 0,0012 0,058 0,0228 -0,322 -2,90 0,52 0,21
perindopril 0,47 0,46 0,97 0,47 0,08 0,05 1,50 0,0008 0,523 0,0381 -0,079 -0,46 3,03 0,22
phenytoin 0,97 0,97 1,00 1,67 -151 | -151 1,00 -0,0259 -1,677 -2,0680 3,929 -2,52 1,08 1,33
pindolol 0,53 0,52 0,98 0,91 -0,03 | -0,05 0,67 -0,0006 -0,087 0,0283 0,094 -1,41 1,30 -0,42
piroxicam 0,98 0,98 1,00 0,91 -1,69 | -1,69 1,00 -0,0157 -1,707 -1,5796 1,432 -0,83 0,99 0,92
prednizolone 0,94 0,94 0,99 0,99 -1,16 | -1,19 0,97 -0,0122 -1,287 -0,5761 1,193 -0,96 1,04 0,47
progesterone 0,96 0,96 1,00 2,06 -1,38 | -1,38 1,00 -0,0297 -1,416 -0,4424 6,989 -4,86 0,98 0,31
promazine 0,39 0,37 0,95 1,16 0,23 0,19 1,19 0,0073 0,246 0,0711 6,000 9,61 0,39 0,11
promethazine 0,43 0,42 0,98 1,32 0,14 0,12 1,15 0,0044 0,151 -0,7009 3,639 10,90 | 0,45 -2,10
propafenone 0,57 0,59 1,04 1,01 -0,16 | -0,12 1,29 -0,0027 -0,163 -0,0850 0,405 -1,51 0,61 0,32
propranolol 0,54 0,50 0,93 121 0,00 | -0,07 0,00 0,0000 0,000 0,0000 0,000 -4,28 0,56 0,18
guetiapine 0,68 0,68 1,00 0,92 -0,33 | -0,33 1,00 -0,0044 -0,394 -0,1153 0,519 -1,08 0,82 0,24
quinapril 0,44 0,44 1,00 0,46 0,10 0,10 1,00 0,0011 0,108 0,0620 -0,106 -0,45 0,45 0,26
risperidone 0,29 0,29 0,98 0,46 0,40 0,39 1,03 0,0064 0,454 0,6341 -0,900 -0,64 0,32 0,45
rizatriptan 0,20 0,20 0,98 0,33 0,62 0,60 1,02 0,0104 4,398 -2,2806 -1,544 -0,49 1,39 -0,72
rosuvastatin 0,9 0,89 0,99 0,63 -0,91 | -0,95 0,95 -0,0064 -1,032 -0,7695 0,532 -0,52 1,01 0,75
roxitromicin 0,91 0,92 1,01 0,42 -1,06 | -1,00 1,06 -0,0049 -1,105 -0,3658 0,363 -0,31 0,96 0,32
rupatadine 0,42 0,43 1,02 1,48 0,12 0,14 0,87 0,0042 0,124 0,0751 1,480 5,20 0,44 0,26
sertraline 0,53 0,53 1,00 441 -0,05 | -0,05 1,00 -0,0043 -0,053 -0,0311 -0,147 1,49 0,54 0,32
sildenafil 0,69 0,67 0,97 0,61 -0,31 | -0,35 0,89 -0,0028 -0,320 0,2092 0,256 -0,56 0,70 -0,46
simvastatin 0,19 0,17 0,89 0,23 0,69 0,63 1,09 0,0095 0,725 0,1554 -1,114 -0,27 0,18 0,04
spironolactone 0,98 0,96 0,97 111 -1,33 | -1,69 0,78 -0,0155 -1,474 -0,3984 1,609 -1,16 1,06 0,29
sulpiride 0,27 0,26 0,96 0,24 0,45 0,43 1,05 0,0041 1,136 0,9464 -0,374 -0,21 0,65 0,54
telmisartan 0,90 0,90 0,99 1,42 -0,93 | -0,95 0,98 -0,0148 -0,935 -0,1259 2,013 -1,94 0,90 0,12
temazepam 0,94 0,94 0,99 1,77 -1,16 | -1,19 0,97 -0,0219 -1,206 -0,3676 3,867 -3,12 0,97 0,30
theophylline 0,86 0,87 1,01 1,25 -0,81 | -0,79 1,02 -0,0116 -2,017 0,6158 1,436 -1,54 2,16 -0,66
thioridazine 0,47 0,43 0,91 0,75 0,12 0,05 2,35 0,0021 0,129 0,0293 -0,334 -1,17 0,45 0,10
tolterodine 0,1 0,08 0,80 0,34 1,06 0,95 111 0,0452 1,101 0,3274 6,186 0,47 0,08 0,02
trazodone 0,71 0,72 1,01 1,69 -0,40 | -0,39 1,03 -0,0094 -0,434 -0,1427 3,044 -5,45 0,78 0,26
tropicamid 0,85 0,86 1,01 1,61 -0,79 | -0,75 1,05 -0,0148 -1,752 78,8370 2,561 -2,79 191 -86,00
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valproic acid 0,69 0,67 0,97 1,80 -0,31 | -0,35 0,89 -0,0082 -0,362 -0,1178 6,176 -13,45 | 0,79 0,26
valsartan 0,89 0,91 1,02 0,81 -0,98 | -0,91 1,08 -0,0087 -1,025 -0,2523 0,786 -0,73 0,95 0,23
venlafaxine 0,36 | 0,37 1,03 1,13 0,23 0,25 0,93 0,0071 0,856 0,1605 9,712 15,55 1,37 0,26
verapamil 0,54 | 0,53 0,97 0,82 -0,04 | -0,07 0,62 -0,0007 -0,048 -0,0763 0,091 -1,10 0,58 0,92
zolmitriptane 0,31 0,29 0,94 0,51 0,39 0,35 1,12 0,0068 1,555 -0,3850 -1,049 -0,78 1,16 -0,29
zolpidem 0,86 | 0,88 1,02 2,34 -0,87 | -0,79 1,10 -0,0230 -0,941 -1,0062 15,802 | -16,07 | 0,96 1,02
zopiclone 0,96 | 0,96 1,00 1,05 -1,38 | -1,38 1,00 -0,0150 -3,067 -0,5975 1,498 -1,04 2,13 0,42
zuclopenthixol 0,47 0,47 1,00 0,90 0,05 0,05 1,00 0,0010 0,053 0,0105 -0,183 -1,65 0,48 0,09

* warto$¢ Ry z nieimpregnowane;j ptytki NP (kontrola)

** warto$¢ Rf z ptytki NP impregnowanej 2 mg/mL roztworem BSA
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Tabela 39. Dane chromatograficzne i ich pochodne uzyskane z eksperymentu RP TLC dla 129 zwigzkow

nazwa leku Cre | RP™ | RP/IC |RP/PSA|RwRP | RuRP | RuRP/C | RuRP/PSA | RyRP/PB | RyRP/logP | RyRP/B2 | RP/B2 | RP/PB | RP/logP
acebutolol 0,78 0,82 1,05 0,94 -0,55 | -0,66 1,20 -0,01 -2,533 1,996 0,770 -0,96 3,15 -2,48
aceclofenac 0,93 0,93 1,00 1,23 -1,12 | -1,12 1,00 -0,01 -1,135 -0,317 1,694 -1,40 0,94 0,26
acenocumarol 0,93 0,92 0,99 0,84 -1,12 | -1,06 0,94 -0,01 -1,075 -0,396 0,881 -0,76 0,93 0,34
acetylsalicylic acid 0,98 0,99 1,01 1,56 -169 | -2,00 1,18 -0,03 -2,006 -1,535 4,241 -2,10 0,99 0,76
aciclovir 0,99 0,98 0,99 0,89 -2,00 | -1,69 0,85 -0,02 -8,049 1,166 1,397 -0,81 4,67 -0,68
alprazolam 0,80 0,78 0,98 2,05 -0,60 | -0,55 0,91 -0,01 -0,687 -0,117 8,692 -12,33 | 0,98 0,17
amiodarone 0,33 0,34 1,03 0,80 0,31 0,29 0,94 0,01 0,300 0,096 -2,120 -2,50 0,35 0,11
amlodipine 0,61 0,68 1,11 0,68 -0,19 | -0,33 1,69 0,00 -0,336 0,217 0,311 -0,65 0,70 -0,45
amoxilcillin 0,99 0,98 0,99 0,62 -2,00 | -1,69 0,85 -0,01 -8,451 11,268 0,851 -0,49 4,90 -6,53
astemizol 0,65 0,62 0,95 1,66 -0,27 | -0,21 0,79 -0,01 -0,220 -0,299 4,149 -12,10 | 0,64 0,87
atorvastatin 0,80 0,89 1,11 0,80 -0,60 | -0,91 151 -0,01 -0,927 -0,590 0,731 -0,72 0,91 0,58
atropine 0,73 0,72 0,99 1,45 -0,43 | -0,41 0,95 -0,01 -2,279 -0,240 1,645 -2,89 4,00 0,42
azithromycin 024 | 024 1,00 0,13 0,50 0,50 1,00 0,00 1,726 0,205 -0,214 -0,10 0,83 0,10
betaxolol 0,27 0,25 0,93 0,49 0,43 0,48 1,10 0,01 0,954 0,477 -1,804 -0,95 0,50 0,25
bilastine 0,76 0,72 0,95 0,92 -0,50 | -0,41 0,82 -0,01 -0,471 -0,195 0,579 -1,02 0,83 0,34
biperiden 0,87 0,85 0,98 3,62 -0,83 | -0,75 0,91 -0,03 -1,256 -0,278 -4,393 4,96 1,42 0,31
bisoprolol 0,57 0,56 0,98 0,93 -0,12 | -0,10 0,86 0,00 -0,349 -0,049 0,254 -1,36 1,87 0,26
bromazepam 0,83 0,81 0,98 1,49 -0,69 | -0,63 0,91 -0,01 -0,900 -0,243 1,952 -2,51 1,16 0,31
bromocriptine 0,69 0,70 1,01 0,59 -0,35 | -0,37 1,06 0,00 -0,396 -0,082 0,274 -0,52 0,75 0,16
buspirone 0,70 0,69 0,99 0,99 -0,37 | -0,35 0,94 0,00 -0,366 -0,294 0,613 -1,22 0,73 0,58
caffeine 0,91 0,90 0,99 1,68 -1,00 | -0,95 0,95 -0,02 -3,181 0,900 3,087 -2,91 3,00 -0,85
capecitabine 0,90 0,89 0,99 0,74 -0,95 | -0,91 0,95 -0,01 -1,513 -1,713 0,656 -0,64 1,48 1,68
captopril 0,99 0,99 1,00 1,72 -2,00 | -2,00 1,00 -0,03 -7,257 -6,652 5,325 -2,64 3,60 3,30
carbamazepine 0,83 0,84 1,01 1,81 -0,69 | -0,72 1,05 -0,02 -0,948 -0,343 3,707 -4,32 1,11 0,40
carbegoline 0,68 0,68 1,00 0,95 -0,33 | -0,33 1,00 0,00 -0,798 -1,129 0,546 -1,13 1,66 2,34
carvedilol 0,59 0,61 1,03 0,81 -0,16 | -0,19 1,23 0,00 -0,198 0,095 0,292 -0,92 0,62 -0,30
cefuroxime 0,88 0,87 0,99 0,44 -0,87 | -0,83 0,95 0,00 -1,651 0,397 0,313 -0,33 1,74 -0,42
celecoxib 0,75 0,75 1,00 0,96 -0,48 | -0,48 1,00 -0,01 -0,492 -0,468 0,681 -1,07 0,77 0,74
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celiprolol 0,75 0,79 1,05 0,87 -0,48 | -0,58 1,21 -0,01 -2,092 1,279 0,634 -0,87 2,87 -1,76
cephalexin 0,99 0,99 1,00 3,04 -2,00 | -2,00 1,00 -0,06 -14,255 1,523 -74,799 | 37,11 | 7,07 -0,76
cetrizine 0,83 0,82 0,99 1,55 -0,69 | -0,66 0,96 -0,01 -0,708 -0,312 2,187 -2,72 0,88 0,39
chloramphenikol 0,89 0,89 1,00 0,77 -0,91 | -0,91 1,00 -0,01 -1,651 3,632 0,699 -0,69 1,62 -3,56
chlorpromazine 0,49 0,50 1,02 1,57 0,02 0,00 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 12,98 | 0,56 0,13
chlortalidone 0,91 0,92 1,01 0,78 -1,00 | -1,06 1,06 -0,01 -1,414 1,684 0,792 -0,69 1,23 -1,46
cimetidine 0,88 0,87 0,99 0,76 -0,87 | -0,83 0,95 -0,01 -4,856 1,399 0,645 -0,68 5,12 -1,47
ciprofloxacin 0,38 0,21 0,55 0,29 0,21 0,58 2,71 0,01 1,918 -0,311 -0,929 -0,34 0,70 -0,11
cisapride 0,65 0,62 0,95 0,72 -0,27 | -0,21 0,79 0,00 -0,218 -0,094 0,256 -0,75 0,64 0,28
clarithromycin 0,83 0,78 0,94 0,43 -0,69 | -0,55 0,80 0,00 -0,785 -0,174 0,231 -0,33 1,11 0,25
clindamycin 0,25 0,25 1,00 0,24 0,48 0,48 1,00 0,00 0,513 0,300 -0,417 -0,22 0,27 0,16
clobazam 0,79 0,80 1,01 1,99 -0,58 | -0,60 1,05 -0,01 -0,708 0,430 6,197 -8,23 0,94 -0,57
clonidine 0,73 0,68 0,93 1,87 -0,43 | -0,33 0,76 -0,01 -1,091 -1,169 9,165 -19,04 | 2,27 2,43
clorazepate 0,81 0,81 1,00 0,79 -0,63 | -0,63 1,00 -0,01 -0,646 -0,229 0,579 -0,74 0,83 0,29
clozapine 0,57 0,57 1,00 1759 | -0,12 | -0,12 1,00 -0,04 -0,124 -0,069 -0,247 1,15 0,58 0,32
cyproheptadine 0,45 0,47 1,04 1,70 0,09 0,05 0,60 0,00 0,054 0,045 0,497 4,48 0,48 0,41
desloratidine 0,58 0,58 1,00 2,33 -0,14 | -0,14 1,00 -0,01 -0,166 -2,003 -0,945 3,91 0,69 8,29
diazepam 0,77 0,77 1,00 2,36 -0,52 | -0,52 1,00 -0,02 -0,535 -0,174 -21,613 | 31,71 | 0,79 0,26
digoxin 0,84 0,85 1,01 0,42 -0,72 | -0,75 1,05 0,00 -3,013 -0,282 0,279 -0,31 3,40 0,32
dihydroergotamine 0,78 0,78 1,00 0,66 -0,55 | -0,55 1,00 0,00 -0,591 0,261 0,409 -0,58 0,84 -0,37
diphenhydramin 0,58 0,54 0,93 4,33 -0,14 | -0,07 0,50 -0,01 -0,071 -0,033 -0,200 1,55 0,55 0,26
doxazosin 0,75 0,73 0,97 0,59 -0,48 | -0,43 0,91 0,00 -0,441 -0,202 0,305 -0,52 0,74 0,34
doxycycline 0,08 0,09 1,13 0,05 1,06 1,00 0,95 0,01 1,116 -0,540 -0,426 -0,04 0,10 -0,05
drotaverine 0,55 0,58 1,05 1,18 -0,09 | -0,14 1,61 0,00 -0,160 0,093 0,593 -2,46 0,66 -0,38
enalapril 0,60 0,58 0,97 0,60 -0,18 | -0,14 0,80 0,00 -0,255 -0,061 0,142 -0,59 1,05 0,25
eplerenone 0,84 | 0,85 1,01 1,08 -0,72 | -0,75 1,05 -0,01 -1,507 -0,384 1,053 -1,19 1,70 0,43
escitalopram 0,55 0,52 0,95 1,43 -0,09 | -0,03 0,40 0,00 -0,062 -0,040 1,048 -15,68 | 0,93 0,60
estradiol benzoate 0,63 0,62 0,98 1,03 -0,23 | -0,21 0,92 0,00 -0,224 -0,051 0,199 -0,58 0,65 0,15
estrone 0,79 0,77 0,97 0,79 -0,58 | -0,52 0,91 -0,01 -0,552 -0,183 0,516 -0,76 0,81 0,27
famotidine 0,98 0,99 1,01 0,42 -1,69 | -2,00 1,18 -0,01 -11,404 1,798 0,613 -0,30 5,66 -0,89
fexofenadine 0,85 0,86 1,01 1,06 -0,75 | -0,79 1,05 -0,01 -1,213 -0,207 1,053 -1,15 1,32 0,23
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fluoxetine 0,54 | 0,73 1,35 3,43 -0,07 | -0,43 6,20 -0,02 -0,457 -0,224 -2,088 3,53 0,77 0,38
flupenthixol 0,66 0,66 1,00 1,27 -0,29 | -0,29 1,00 -0,01 -0,303 -0,054 1,010 -2,31 0,69 0,12
furosemide 0,96 0,96 1,00 0,73 -1,38 | -1,38 1,00 -0,01 -1,453 5,751 0,891 -0,62 1,01 -4,00

gliclazide 0,83 0,80 0,96 0,92 -0,69 | -0,60 0,87 -0,01 -0,640 -0,317 0,714 -0,95 0,85 0,42
haloperidol 0,61 0,64 1,05 1,58 -0,19 | -0,25 1,29 -0,01 -0,272 -0,191 2,458 -6,30 0,70 0,49

hydrocortisone acetate | 0,82 0,82 1,00 1,36 -0,66 | -0,66 1,00 -0,01 -0,693 -0,157 1,568 -1,95 0,86 0,20
hydroxyzine 0,62 0,59 0,95 1,64 -0,21 | -0,16 0,74 0,00 -0,170 -0,129 5,637 -21,04 | 0,63 0,48
ibuprofen 0,83 0,81 0,98 2,17 -0,69 | -0,63 0,91 -0,02 -0,663 -0,164 12,645 | -16,27 | 0,85 0,21
indomethacin 0,88 0,87 0,99 1,37 -0,87 | -0,83 0,95 -0,01 -0,851 0,577 1,754 -1,85 0,90 -0,61

ketoprofen 0,91 0,86 0,95 1,58 -1,00 | -0,79 0,78 -0,01 -0,796 -0,308 2,441 -2,66 0,87 0,34

ketotifen 0,75 0,74 0,99 1,52 -0,48 | -0,45 0,95 -0,01 -0,606 -1,747 1,977 -3,22 0,99 2,85
lamotrigine 0,87 0,86 0,99 0,95 -0,83 | -0,79 0,95 -0,01 -1,433 -0,571 0,872 -0,95 1,56 0,62
levocetrizine 0,83 0,83 1,00 1,57 -0,69 | -0,69 1,00 -0,01 -0,753 -0,198 2,287 -2,76 0,91 0,24
levofloxacin 0,27 0,30 1,11 0,41 0,43 0,37 0,85 0,01 1,187 0,594 -0,588 -0,48 0,97 0,48
loperamide 0,75 0,77 1,03 1,76 -0,48 | -0,52 1,10 -0,01 -0,541 -0,105 3,419 -5,02 0,79 0,15

loratadine 0,68 0,68 1,00 1,60 -0,33 | -0,33 1,00 -0,01 -0,334 -1,091 2,482 -5,16 0,69 2,27

lorazepam 0,83 0,83 1,00 1,35 -0,69 | -0,69 1,00 -0,01 -0,792 -0,201 1,565 -1,89 0,95 0,24
medazepam 0,66 0,65 0,98 4,17 -0,29 | -0,27 0,93 -0,02 -0,272 -0,063 -0,904 2,19 0,66 0,15
meloxicam 0,95 0,95 1,00 0,70 -1,28 | -1,28 1,00 -0,01 -1,292 1,102 0,783 -0,58 0,96 -0,82
methyldopa 0,85 0,86 1,01 0,83 -0,75 | -0,79 1,05 -0,01 -3,942 0,540 0,708 -0,77 4,30 -0,59

mianserin 0,55 0,55 1,00 8,49 -0,09 | -0,09 1,00 -0,01 -0,097 -0,093 -0,197 1,24 0,61 0,59
midazolam 0,66 0,66 1,00 2,61 -0,29 | -0,29 1,00 -0,01 -0,297 -0,084 -2,014 4,62 0,68 0,19
mirtazapine 0,58 0,58 1,00 2,99 -0,14 | -0,14 1,00 -0,01 -0,165 -0,121 -0,591 2,45 0,68 0,50
montelukast 0,70 0,69 0,99 0,98 -0,37 | -0,35 0,94 0,00 -0,351 -0,084 0,599 -1,19 0,70 0,17

naproxen 0,88 0,87 0,99 1,87 -0,87 | -0,83 0,95 -0,02 -0,834 -0,276 4,181 -4,41 0,88 0,29

nebivolol 0,40 0,40 1,00 0,56 0,18 0,18 1,00 0,00 0,180 -0,171 -0,299 -0,68 0,41 -0,39
olanzapine 0,53 0,50 0,94 0,59 -0,05 | 0,00 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 -0,63 2,86 -0,32

oxazepam 0,83 0,84 1,01 1,36 -0,69 | -0,72 1,05 -0,01 -0,847 -0,247 1,637 -1,91 0,99 0,29
oxybutinin 0,29 0,24 0,83 0,48 0,39 0,50 1,29 0,01 0,544 0,155 -2,008 -0,96 0,26 0,07
pantoprazole 0,85 0,83 0,98 0,96 -0,75 | -0,69 0,91 -0,01 -0,703 0,364 0,825 -0,99 0,85 -0,44
paracetamol 0,92 0,92 1,00 1,86 -1,06 | -1,06 1,00 -0,02 -4,243 0,804 4,378 -3,80 3,68 -0,70
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paroxetine 0,60 0,67 1,12 1,69 -0,18 | -0,31 1,75 -0,01 -0,327 0,628 3,474 -7,57 0,71 -1,37
pergolide 0,55 0,53 0,96 1,20 -0,09 | -0,05 0,60 0,00 -0,058 -0,023 0,322 -3,27 0,59 0,23
perindopril 0,57 0,58 1,02 0,60 -0,12 | -0,14 1,15 0,00 -0,935 -0,068 0,142 -0,59 3,87 0,28
phenytoin 0,87 0,86 0,99 1,48 -0,83 | -0,79 0,95 -0,01 -0,876 -1,080 2,052 -2,24 0,96 1,18
pindolol 0,76 0,78 1,03 1,36 -0,50 | -0,55 1,10 -0,01 -1,374 0,447 1,488 -2,11 1,95 -0,63
piroxicam 0,58 0,60 1,03 0,56 -0,14 | -0,18 1,26 0,00 -0,178 -0,165 0,149 -0,51 0,61 0,56
prednizolone 0,87 0,88 1,01 0,93 -0,83 | -0,87 1,05 -0,01 -0,961 -0,430 0,892 -0,91 0,98 0,44
progesterone 0,71 0,68 0,96 1,46 -0,39 | -0,33 0,84 -0,01 -0,336 -0,105 1,658 -3,44 0,70 0,22
promazine 0,51 0,51 1,00 1,60 -0,02 | -0,02 1,00 0,00 -0,018 -0,005 -0,451 13,24 | 0,54 0,16
promethazine 0,49 0,47 0,96 1,48 0,02 0,05 3,00 0,00 0,056 -0,261 1,355 12,20 | 0,51 -2,35
propafenone 0,56 0,61 1,09 1,04 -0,10 | -0,19 1,85 0,00 -0,200 -0,104 0,498 -1,56 0,63 0,33
propranolol 0,64 | 0,63 0,98 1,52 -0,25 | -0,23 0,93 -0,01 -0,257 -0,083 1,978 -5,39 0,70 0,23
guetiapine 0,73 0,69 0,95 0,94 -0,43 | -0,35 0,80 0,00 -0,419 -0,122 0,551 -1,09 0,83 0,24
quinapril 0,57 0,56 0,98 0,58 -0,12 | -0,10 0,86 0,00 -0,108 -0,062 0,106 -0,57 0,58 0,33
risperidone 0,62 0,58 0,94 0,94 -0,21 | -0,14 0,66 0,00 -0,159 -0,223 0,316 -1,31 0,66 0,92
rizatriptan 0,72 0,77 1,07 1,30 -0,41 | -0,52 1,28 -0,01 -3,748 1,944 1,316 -1,93 5,50 -2,85
rosuvastatin 0,92 0,88 0,96 0,62 -1,06 | -0,87 0,82 -0,01 -0,983 -0,733 0,507 -0,52 1,00 0,75
roxitromicin 0,80 0,79 0,99 0,36 -0,60 | -0,58 0,96 0,00 -0,599 -0,198 0,197 -0,27 0,82 0,27
rupatadine 0,55 0,52 0,95 1,79 -0,09 | -0,03 0,40 0,00 -0,035 -0,021 -0,420 6,29 0,53 0,32
sertraline 0,49 0,48 0,98 3,99 0,02 0,03 2,00 0,00 0,035 0,021 0,098 1,35 0,49 0,29
sildenafil 0,77 0,76 0,99 0,70 -0,52 | -0,50 0,95 0,00 -0,521 0,341 0,417 -0,63 0,79 -0,52
simvastatin 0,66 0,65 0,98 0,89 -0,29 | -0,27 0,93 0,00 -0,283 -0,061 0,435 -1,05 0,68 0,15
spironolactone 0,78 0,77 0,99 0,90 -0,55 | -0,52 0,95 -0,01 -0,583 -0,158 0,636 -0,93 0,86 0,23
sulpiride 0,85 0,86 1,01 0,78 -0,75 | -0,79 1,05 -0,01 -1,971 -1,642 0,649 -0,71 2,15 1,79
telmisartan 0,87 0,85 0,98 1,35 -0,83 | -0,75 0,91 -0,01 -0,757 -0,102 1,630 -1,84 0,85 0,12
temazepam 0,79 0,79 1,00 1,49 -0,58 | -0,58 1,00 -0,01 -0,599 -0,183 1,922 -2,64 0,82 0,25
theophylline 094 | 093 0,99 1,34 -1,19 | -1,12 0,94 -0,02 -2,808 0,858 2,000 -1,66 2,33 -0,71
thioridazine 0,40 0,40 1,00 0,70 0,18 0,18 1,00 0,00 0,185 0,042 -0,481 -1,09 0,42 0,10
tolterodine 0,45 0,43 0,96 1,83 0,09 0,12 1,40 0,01 0,127 0,038 0,714 2,51 0,45 0,13
trazodone 0,76 0,74 0,97 1,75 -0,50 | -0,45 0,91 -0,01 -0,494 -0,162 3,461 -5,64 0,80 0,26
tropicamid 0,83 0,83 1,00 1,55 -0,69 | -0,69 1,00 -0,01 -1,530 68,863 2,237 -2,70 1,84 -83,00
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valproic acid 0,04 | 0,04 1,00 0,11 1,38 1,38 1,00 0,04 1,624 0,529 -27,715 | -0,80 0,05 0,02
valsartan 0,97 0,96 0,99 0,86 -1,51 | -1,38 0,91 -0,01 -1,445 -0,356 1,108 -0,77 1,01 0,25
venlafaxine 0,61 0,65 1,07 1,99 -0,19 | -0,27 1,38 -0,01 -0,996 -0,187 -11,296 | 27,31 | 2,41 0,45
verapamil 0,86 0,86 1,00 1,34 -0,79 | -0,79 1,00 -0,01 -0,876 -1,383 1,656 -1,81 0,96 1,51
zolmitriptane 0,86 0,86 1,00 1,50 -0,79 | -0,79 1,00 -0,01 -3,153 0,781 2,126 -2,32 3,44 -0,85
zolpidem 0,76 0,77 1,01 2,05 -0,50 | -0,52 1,05 -0,01 -0,570 -0,610 9,583 -14,06 | 0,84 0,90
zopiclone 0,84 | 0,83 0,99 0,90 -0,72 | -0,69 0,96 -0,01 -1,530 -0,298 0,748 -0,90 1,84 0,36
zuclopenthixol 0,62 0,60 0,97 1,15 -0,21 | -0,18 0,83 0,00 -0,179 -0,035 0,618 -2,10 0,61 0,12

* warto$¢ Ry z nieimpregnowanej ptytki RP (kontrola)

** warto$¢ R; z ptytki RP impregnowanej 2 mg/mL roztworem BSA
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Tabela 40. Dane chromatograficzne uzyskane dla 129 zwigzkéw z eksperymentow HPLCysa | HPLC oy Oraz ich pochodne

nazwa leku | toglosn | g5 | R | g™ | oA | ko | tomkom | 5 | gt | g™ | bea”
acebutolol 1,13 0,05 -0,06 -0,16 0,20 0,001 5,06 0,70 -0,82 -2,13 2,71 0,01
aceclofenac 55,89 1,75 -2,64 0,49 1,76 0,023 2,63 0,42 -0,63 0,12 0,42 0,01
acenocumarol 18,58 1,27 -1,05 0,47 1,29 0,012 0,53 -0,27 0,23 -0,10 -0,28 0,00
acetylsalicylic acid 0,31 -0,51 1,08 -0,39 -0,51 -0,008 0,03 -1,52 3,22 -1,17 -1,52 -0,02
aciclovir 0,19 -0,72 0,60 0,50 -3,43 -0,007 0,09 -1,04 0,86 0,72 -4,94 -0,01
alprazolam 0,89 -0,05 0,80 -0,01 -0,06 -0,001 3,14 0,50 -7,85 0,11 0,62 0,01
amiodarone 124,01 2,09 -15,41 0,70 2,18 0,049 99,63 2,00 -14,71 0,66 2,08 0,05
amlodipine 5,45 0,74 -0,70 -0,49 0,75 0,007 98,90 2,00 -1,90 -1,32 2,05 0,02
amoxilcillin 0,94 -0,03 0,01 0,18 -0,13 0,000 0,05 -1,32 0,66 8,80 -6,60 -0,01
astemizol 13,32 1,12 -21,95 1,58 1,16 0,030 26,27 1,42 -27,70 2,00 1,47 0,04
atorvastatin 3,48 0,54 -0,44 0,35 0,55 0,005 8,28 0,92 -0,74 0,60 0,94 0,01
atropine 1,23 0,09 -0,36 0,05 0,50 0,002 3,91 0,59 -2,38 0,35 3,29 0,01
azithromycin 0,23 -0,64 0,27 -0,26 -2,20 -0,004 0,06 -1,20 0,51 -0,49 -4,14 -0,01
betaxolol 1,59 0,20 -0,76 0,20 0,40 0,004 15,60 1,19 -4,51 1,19 2,39 0,02
bilastine 0,67 -0,17 0,25 -0,08 -0,20 -0,002 0,55 -0,26 0,36 -0,12 -0,30 0,00
biperiden 0,58 -0,24 -1,38 -0,09 -0,39 -0,010 41,47 1,62 9,43 0,60 2,70 0,07
bisoprolol 1,07 0,03 -0,07 0,01 0,10 0,000 6,74 0,83 -2,01 0,39 2,76 0,01
bromazepam 0,63 -0,20 0,62 -0,08 -0,29 -0,004 2,21 0,34 -1,07 0,13 0,49 0,01
bromocriptine 8,09 0,91 -0,68 0,20 0,98 0,008 12,69 1,10 -0,82 0,25 1,19 0,01
buspirone 0,89 -0,05 0,09 -0,04 -0,05 -0,001 7,00 0,84 -1,49 0,72 0,89 0,01
caffeine 0,23 -0,64 2,06 0,60 -2,13 -0,012 0,18 -0,75 2,44 0,71 -2,51 -0,01
capecitabine 0,3 -0,52 0,38 -0,99 -0,87 -0,004 1,11 0,04 -0,03 0,08 0,07 0,00
captopril 0,15 -0,82 2,20 -2,75 -3,00 -0,014 0,01 -2,19 5,83 -7,28 -7,95 -0,04
carbamazepine 1,09 0,04 -0,19 0,02 0,05 0,001 1,50 0,18 -0,91 0,08 0,23 0,00
carbegoline 3,23 0,51 -0,85 1,76 1,24 0,007 17,05 1,23 -2,05 4,25 3,00 0,02
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carvedilol 14,5 1,16 -1,75 -0,57 1,19 0,015 0,00
cefuroxime 0,23 -0,64 0,24 0,31 -1,28 -0,003 1,69 0,23 -0,09 -0,11 0,45 0,00
celecoxib 13,42 1,13 -1,61 1,11 1,16 0,014 50,01 1,70 -2,42 1,67 1,75 0,02
celiprolol 1,12 0,05 -0,05 -0,11 0,18 0,001 5,87 0,77 -0,85 -1,71 2,80 0,01

cephalexin 0,16 -0,80 -29,83 0,61 -5,68 -0,024 0,00
cetrizine 1,55 0,19 -0,63 0,09 0,20 0,004 1,05 0,02 -0,07 0,01 0,02 0,00
chloramphenikol 0,61 -0,21 0,17 0,86 -0,39 -0,002 1,08 0,03 -0,03 -0,13 0,06 0,00
chlorpromazine 13,33 1,12 29,20 0,30 1,25 0,035 58,85 1,77 45,94 0,47 1,97 0,06
chlortalidone 0,85 -0,07 0,05 0,11 -0,09 -0,001 1,32 0,12 -0,09 -0,19 0,16 0,00
cimetidine 0,67 -0,17 0,14 0,29 -1,02 -0,002 0,26 -0,58 0,45 0,98 -3,41 -0,01
ciprofloxacin 0,19 -0,72 1,17 0,39 -2,40 -0,010 1,22 0,09 -0,14 -0,05 0,29 0,00
cisapride 4,88 0,69 -0,83 0,31 0,71 0,008 57,99 1,76 -2,13 0,78 1,81 0,02
clarithromycin 0,82 -0,09 0,04 -0,03 -0,12 0,000 0,10 -1,02 0,43 -0,32 -1,45 -0,01
clindamycin 1,34 0,13 -0,11 0,08 0,14 0,001 11,34 1,05 -0,92 0,66 1,13 0,01
clobazam 1,01 0,00 -0,04 0,00 0,01 0,000 2,58 0,41 -4,23 -0,29 0,48 0,01
clonidine 1,35 0,13 -3,65 0,47 0,43 0,004 2,83 0,45 -12,66 1,61 1,51 0,01
clorazepate 3,99 0,60 -0,55 0,22 0,62 0,006 4,88 0,69 -0,63 0,25 0,71 0,01
clozapine 6,84 0,84 1,69 0,47 0,84 0,258 50,94 1,71 3,45 0,96 1,72 0,53
cyproheptadine 9,7 0,99 9,40 0,85 1,01 0,036 23,79 1,38 13,12 1,19 1,41 0,05
desloratidine 5,97 0,78 5,23 11,09 0,92 0,031 50,45 1,70 11,48 24,33 2,02 0,07
diazepam 3,57 0,55 22,76 0,18 0,56 0,017 5,08 0,71 29,07 0,23 0,72 0,02
digoxin 0,21 -0,68 0,25 -0,25 -2,71 -0,003 3,69 0,57 -0,21 0,21 2,27 0,00

dihydroergotamine 0,23 -0,64 0,47 0,30 -0,69 -0,005 0,00
diphenhydramin 1,88 0,27 0,79 0,13 0,28 0,022 3,66 0,56 1,62 0,27 0,57 0,05
doxazosin 5,51 0,74 -0,52 0,35 0,76 0,006 0,22 -0,66 0,46 -0,31 -0,67 -0,01
doxycycline 1,68 0,23 -0,10 -0,12 0,25 0,001 1,76 0,24 -0,10 -0,13 0,27 0,00
drotaverine 1,91 0,28 -1,19 -0,19 0,32 0,006 31,24 1,49 -6,33 -0,99 1,71 0,03
enalapril 0,34 -0,47 0,47 -0,20 -0,85 -0,005 0,05 -1,29 1,31 -0,56 -2,35 -0,01
eplerenone 0,21 -0,68 0,95 -0,35 -1,36 -0,009 1,54 0,19 -0,26 0,10 0,38 0,00
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escitalopram 2,84 0,45 -13,67 0,52 0,81 0,013 32,08 1,51 -45,42 1,73 2,69 0,04
estradiol benzoate 0,00 0,00 0,00 6,92 0,84 -0,79 0,20 0,88 0,01
estrone 11,01 1,04 -1,02 0,36 1,10 0,011 29,40 1,47 -1,44 0,51 1,55 0,02
famotidine 0,99 0,00 0,00 0,00 -0,02 0,000 0,26 -0,58 0,18 0,53 -3,33 0,00
fexofenadine 1,07 0,03 -0,04 0,01 0,05 0,000 1,08 0,03 -0,04 0,01 0,05 0,00
fluoxetine 6,06 0,78 3,78 0,41 0,83 0,037 66,64 1,82 8,82 0,94 1,93 0,09
flupenthixol 15,36 1,19 -4,16 0,22 1,25 0,023 51,21 1,71 -5,99 0,32 1,80 0,03
furosemide 11,66 1,07 -0,69 -4,44 1,12 0,008 0,28 -0,56 0,36 2,32 -0,59 0,00
gliclazide 9,69 0,99 -1,17 0,52 1,05 0,011 0,28 -0,55 0,66 -0,29 -0,59 -0,01
haloperidol 4.8 0,68 -6,70 0,52 0,74 0,017 23,74 1,38 -13,53 1,05 1,50 0,03
hydrocortisone acetate 0,66 -0,18 0,43 -0,04 -0,19 -0,003 2,82 0,45 -1,07 0,11 0,47 0,01
hydroxyzine 3,69 0,57 -20,22 0,46 0,61 0,016 13,82 1,14 -40,67 0,93 1,23 0,03
ibuprofen 65,66 1,82 -36,49 0,47 1,91 0,049 0,86 -0,07 1,34 -0,02 -0,07 0,00
indomethacin 64,78 1,81 -3,85 -1,27 1,87 0,028 1,08 0,03 -0,07 -0,02 0,03 0,00
ketoprofen 24,32 1,39 -4,29 0,54 1,40 0,025 0,20 -0,71 2,19 -0,28 -0,72 -0,01
ketotifen 5,83 0,77 -3,33 2,94 1,02 0,016 22,04 1,34 -5,85 5,17 1,79 0,03
lamotrigine 1,08 0,03 -0,04 0,02 0,06 0,000 0,71 -0,15 0,16 -0,11 -0,27 0,00
levocetrizine 1,77 0,25 -0,82 0,07 0,27 0,005 3,82 0,58 -1,93 0,17 0,64 0,01
levofloxacin 3,94 0,60 -0,95 0,96 1,92 0,008 0,90 -0,04 0,07 -0,07 -0,14 0,00
loperamide 4,47 0,65 -4,24 0,13 0,67 0,015 0,00
loratadine 10,54 1,02 -7,76 341 1,04 0,024 11,76 1,07 -8,12 3,57 1,09 0,03
lorazepam 2,21 0,34 -0,78 0,10 0,40 0,006 9,04 0,96 -2,17 0,28 1,10 0,02
medazepam 17,86 1,25 4,21 0,29 1,26 0,080 34,65 1,54 5,18 0,36 1,56 0,10
meloxicam 63,54 1,80 -1,10 -1,55 1,82 0,013 0,49 -0,31 0,19 0,27 -0,31 0,00
methyldopa 0,36 -0,44 0,40 0,30 -2,22 -0,004 0,10 -1,02 0,91 0,70 -5,08 -0,01
mianserin 6,39 0,81 1,82 0,86 0,90 0,124 21,72 1,34 3,02 1,42 1,49 0,21
midazolam 3,22 0,51 3,55 0,15 0,52 0,020 5,69 0,76 5,28 0,22 0,78 0,03
mirtazapine 2,96 0,47 1,99 0,41 0,55 0,024 5,83 0,77 3,23 0,66 0,90 0,04
montelukast 0,19 -0,72 1,24 -0,17 -0,73 -0,010 99,10 2,00 -3,44 0,48 2,02 0,03
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naproxen 90,08 1,95 -9,90 0,65 1,97 0,042 0,31 -0,51 2,59 -0,17 -0,52 -0,01
nebivolol 7,49 0,87 -1,49 -0,85 0,89 0,012 0,00
olanzapine 4,83 0,68 -0,86 -0,44 3,91 0,008 20,31 1,31 -1,64 -0,84 7,47 0,02
oxazepam 1,65 0,22 -0,49 0,07 0,26 0,004 4,78 0,68 -1,54 0,23 0,80 0,01
oxybutinin 4,01 0,60 -2,42 0,19 0,66 0,012 49,68 1,70 -6,80 0,52 1,84 0,03
pantoprazole 2,09 0,32 -0,38 -0,17 0,33 0,004 2,19 0,34 -0,41 -0,18 0,35 0,00
paracetamol 0,28 -0,55 2,28 0,42 -2,21 -0,011 0,32 -0,49 2,03 0,37 -1,97 -0,01
paroxetine 5,96 0,78 -8,76 -1,58 0,82 0,020 115,77 2,06 -23,31 -4,21 2,20 0,05
pergolide 0,07 -1,15 7,12 -0,50 -1,28 -0,026 0,00
perindopril 0,49 -0,31 0,31 -0,15 -2,07 -0,003 0,18 -0,76 0,77 -0,37 -5,05 -0,01
phenytoin 1,63 0,21 -0,55 0,29 0,24 0,004 1,78 0,25 -0,65 0,34 0,28 0,00
pindolol 1,65 0,22 -0,59 -0,18 0,54 0,004 6,09 0,78 -2,12 -0,64 1,96 0,01
piroxicam 32,92 1,52 -1,29 1,42 1,53 0,014 0,16 -0,79 0,67 -0,74 -0,80 -0,01
prednizolone 0,52 -0,28 0,29 -0,14 -0,32 -0,003 2,84 0,45 -0,47 0,23 0,50 0,00
progesterone 57 0,76 -3,83 0,24 0,78 0,016 34,99 1,54 -7,82 0,49 1,58 0,03
promazine 8,9 0,95 24,65 0,29 1,01 0,030 0,10 -1,02 -26,48 -0,31 -1,08 -0,03
promethazine 5,35 0,73 18,91 -3,64 0,78 0,023 14,96 1,17 30,50 -5,87 1,26 0,04
propafenone 3,23 0,51 -1,31 0,27 0,52 0,009 66,74 1,82 -4,68 0,98 1,88 0,03
propranolol 3,48 0,54 -4,64 0,19 0,60 0,013 28,09 1,45 -12,40 0,52 1,61 0,03
guetiapine 2,48 0,39 -0,63 0,14 0,48 0,005 17,02 1,23 -1,95 0,43 1,48 0,02
quinapril 3.1 0,49 -0,50 0,29 0,51 0,005 1,22 0,09 -0,09 0,05 0,09 0,00
risperidone 2,11 0,32 -0,73 0,51 0,37 0,005 4,83 0,68 -1,54 1,09 0,78 0,01
rizatriptan 2,06 0,31 -0,79 -1,16 2,24 0,005 2,53 0,40 -1,01 -1,49 2,88 0,01
rosuvastatin 1,96 0,29 -0,17 0,25 0,33 0,002 0,96 -0,02 0,01 -0,02 -0,02 0,00
roxitromicin 1,03 0,01 0,00 0,00 0,01 0,000 0,00
rupatadine 12,38 1,09 13,22 0,67 1,11 0,038 9,29 0,97 11,71 0,59 0,98 0,03
sertraline 13,19 1,12 3,16 0,67 1,14 0,093 42,89 1,63 4,60 0,97 1,67 0,14
sildenafil 1,62 0,21 -0,17 -0,14 0,22 0,002 14,26 1,15 -0,96 -0,79 1,20 0,01
simvastatin 8,72 0,94 -1,562 0,21 0,99 0,013 13,21 1,12 -1,81 0,25 1,18 0,02
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spironolactone 0,82 -0,09 0,10 -0,03 -0,10 -0,001 13,38 1,13 -1,37 0,34 1,25 0,01
sulpiride 1,45 0,16 -0,13 0,34 0,40 0,001 1,66 0,22 -0,18 0,46 0,55 0,00
telmisartan 22,51 1,35 -2,93 0,18 1,36 0,021 4,68 0,67 -1,45 0,09 0,67 0,01
temazepam 1,26 0,10 -0,33 0,03 0,10 0,002 6,74 0,83 -2,77 0,26 0,86 0,02
theophylline 0,22 -0,66 1,17 0,50 -1,64 -0,009 0,12 -0,94 1,67 0,72 -2,35 -0,01
thioridazine 18,57 1,27 -3,46 0,30 1,34 0,022 47,61 1,68 -4,58 0,40 1,77 0,03
tolterodine 29 0,46 2,70 0,14 0,48 0,020 0,21 -0,68 -3,95 -0,21 -0,70 -0,03
trazodone 2,22 0,35 -2,64 0,12 0,38 0,008 9,30 0,97 -7,38 0,35 1,05 0,02
tropicamid 0,15 -0,82 2,68 82,39 -1,83 -0,015 1,06 0,03 -0,09 -2,68 0,06 0,00
valproic acid 4,46 0,65 -13,04 0,25 0,76 0,017 0,08 -1,09 21,90 -0,42 -1,28 -0,03
valsartan 48,78 1,69 -1,35 0,44 1,77 0,015 0,08 -1,10 0,88 -0,28 -1,15 -0,01
venlafaxine 1,05 0,02 0,89 0,01 0,08 0,001 8,25 0,92 38,52 0,64 3,40 0,03
verapamil 2,22 0,35 -0,73 0,61 0,38 0,005 11,97 1,08 -2,26 1,89 1,20 0,02
zolmitriptane 1,7 0,23 -0,62 -0,23 0,92 0,004 3,30 0,52 -1,40 -0,51 2,07 0,01
zolpidem 1,77 0,25 -4,53 0,29 0,27 0,007 2,60 0,42 -7,58 0,48 0,45 0,01
zopiclone 0,76 -0,12 0,13 -0,05 -0,26 -0,001 0,91 -0,04 0,04 -0,02 -0,09 0,00
zuclopenthixol 16,18 1,21 -4,24 0,24 1,23 0,023 48,73 1,69 -5,92 0,34 1,71 0,03
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Tabela 41. Wtasciwosci biologiczne dla lekow z grupy zewnetrznej (n = 38)

arwa leku B1 B2 B3 BBue | CNS+- | LactMed | LLLH '0972/ D M/P PB | PhCharge
acetazolamid -1,60 -1,29 0,52 1 1 2 -0,24 0,28 0,98 -1
amitriptyline 0,76 0,50 -0,45 0,89 1 1 2 -1,98 0,92 0,95 1
bupivacaine 0,16 0,03 1,25 1 1 2 -0,93 0,37 0,95 1
chloroquine 0,39 0,10 0,89 1 1 2 -3,27 2,65 0,55 2
citalopram 0,13 -0,03 -0,23 1 2 2 -2,37 1,03 0,80 1
clomipramine 0,79 0,44 -0,28 1 1 2 -2,26 1,13 0,98 1
colchicine -0,93 -0,78 -1,99 1 2 4 0,95 0,39 0
diltiazem -0,02 -0,40 -1,22 1 1 3 -1,74 0,99 0,75 1
doxepin 0,54 0,35 -0,18 1 1 5 -2,20 1,37 0,76 1
duloxetine 0,56 0,21 -0,65 1 1 3 -2,82 0,78 0,90 1
eletriptan -0,19 -0,30 -0,84 1 1 3 -3,15 0,25 0,85 1
ethambutol -0,86 -0,49 -0,52 0 1 2 -2,39 1,00 0,25 1
ethanol -0,19 0,22 -0,67 -0,16 1 2 3 0,95 0,00 0
fluvoxamine -0,14 -0,36 0,68 1 1 2 -2,19 1,33 0,79 1
gabapentin -0,63 -0,47 -0,19 1 1 2 -0,29 1,00 0,03 0
gentamycin -3,13 -2,65 -2,40 0 1 2 -2,57 0,36 0,15 5
hydrochlorotiazide -1,62 -1,35 -2,29 0 1 2 -1,75 0,38 0,68 0
itraconazole -0,66 -1,07 3,68 0 1 2 -0,73 1,14 1,00 0
ketorolac -0,33 -0,40 0,23 1 1 2 -2,91 0,03 0,99 -1
levetiracetam -0,93 -0,47 -1,02 1 1 3 1,00 0,10 0
lincomycin -1,62 -1,47 -0,43 0 2 -1,58 0,15 0,70
mesalazine -0,99 -0,79 -1,55 0 1 3 -5,30 2,69 0,43 -1
minoxidil -1,00 -0,95 -0,18 1 3 -1,66 0,82 0,00 0
nitrendipine -0,92 -1,22 -1,09 0 1 2 -4,41 0,30 0,99
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ofloxacin -0,66 -0,63 -1,97 0 1 2 -2,01 1,26 0,32 -1
oxcarbamazepine -0,55 -0,47 -0,87 1 3 -6,53 0,50 0,40 0
pefloxacin -0,52 -0,48 -1,44 0 -7,04 0,96 0,25 -1
pregabalin -0,63 -0,47 -0,22 1 1 3 -0,57 0,55 0,00 0
primidone -0,60 -0,38 -0,31 1 2 3 -5,06 0,72 0,70 0
propylthiouracil -0,29 -0,11 -0,31 1 1 2 -0,43 0,17 0,82 0
quinine -0,11 -0,18 -0,07 1 1 2 -2,08 0,23 0,70 1
rifampicin -2,81 -2,98 -0,67 0 1 2 -2,24 0,40 0,89 1
rimantadine 0,26 0,13 0,43 1 3 -3,56 2,00 0,40 1
timolol -0,85 -0,73 -0,06 0 1 2 -2,15 0,80 0,10 1
tinidazole -1,35 -1,02 -0,65 1 1 3 -4,90 1,14 0,12 0
tramadol 0,01 0,02 -0,67 1 1 2 -2,41 2,30 0,20 1
trimethoprim -1,33 -1,14 -1,90 1 1 2 -0,30 1,25 0,44 1
warfarin -0,33 -0,47 -0,44 1 0 2 -2,70 0,00 0,99 -1
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Tabela 42. Wtasciwosci fizykochemiczne dla zewngetrznej grupy lekow (n = 38)

nazwa leku i’%‘;‘ DM eH eH-eL eL? HA HD logD | logP | MW? pKa PSA* Sa’ V3
acetazolamid 0 0,89 -9,06 9,13 0,69 5 2 -0,55 -0,26 2,22 7,44 11,50 4,69 2,9
amitriptyline 1 6,42 9,9 -8,20 | -17,01 1 0 3,15 4,41 2,77 9,18 0,32 3,61 1,56
bupivacaine 0 3,02 -9,03 9,37 3,37 2 1 2,80 3,31 2,88 8,13 3,23 4,78 3,02
chloroquine 1 4.4 -8,6 -8,03 5,71 3 1 1,87 4,41 3,20 10,47 2,82 5,94 3,11
citalopram 1 2,83 -7,98 -8,86 8,83 3 0 0,39 3,48 3,24 9,57 3,63 5,88 3,14
clomipramine 1 1,53 -8,49 -8,65 1,56 2 0 3,50 4,94 3,15 9,46 0,65 5,11 3,05
colchicine 0 5,95 -9,11 -8,52 -5,91 6 1 0,92 1,07 3,99 8,31 5,47 3,61
diltiazem 1 2,43 -8,71 -8,52 -1,86 4 0 2,10 4,73 4,15 8,94 5,91 6,17 3,96
doxepin 1 0,31 -9,11 -9,03 -0,81 2 0 2,08 3,84 2,79 9,40 1,25 4,69 2,81
duloxetine 1 0,96 -9,01 -8,63 -3,82 2 1 1,24 4,81 2,97 10,02 2,13 4,56 2,84
eletriptan 1 4,88 -8,5 -7,90 -5,96 3 1 0,36 2,98 3,83 10,35 5,32 4,69 3,57
ethambutol 1 1,11 9,11 | -11,45 | 23,39 4 4 -2,21 -0,29 2,04 9,59 6,45 4,95 2,18
ethanol 0 1 1 -0,19 -0,18 0,46 2,02

fluvoxamine 1 39 -9,69 -8,87 -8,25 4 1 1,15 3,71 3,18 9,39 5,68 5,89 2,79
gabapentin 0 1,56 9,35 | -10,19 | 8,36 3 2 -1,31 1,08 1,71 7,50 6,33 2,38 1,7
gentamycin 1 4,31 9,34 | -11,20 | 18,62 12 8 -7,81 -2,04 4,78 9,77 19,97 471 4,25
hydrochlorotiazide 0 7,27 964 | -846 | -11,83 5 3 -0,09 -0,02 2,98 8,95 11,84 3,85 2,01
itraconazole 0 6,11 -8,42 -7,65 7,7 9 0 4,26 4,53 6,73 6,47 10,08 8,43 6,15
ketorolac -1 2,14 -9,19 -8,83 -3,63 3 1 -0,95 2,68 2,55 4,29 5,93 3,87 2,39
levetiracetam 0 5,71 9,8 -10,45 | 6,49 2 1 -0,67 -0,88 1,70 6,34 3,09 1,62
lincomycin 1 3,92 -8,5 -8,50 0,04 8 5 -0,48 0,72 4,07 8,78 12,60 6,35 3,89
mesalazine -1 38 -8,18 -8,06 -1,23 4 3 -2,61 0,74 1,53 1,90 8,36 2,49 1,28
minoxidil 0 4.2 -8,07 -8,10 0,29 5 2 0,65 1,62 2,09 5,54 9,36 3,16 1,96
nitrendipine 0 6,92 -9,09 -8,00 | -10,94 5 1 3,50 3,81 3,60 2,79 11,05 53 2,98
ofloxacin -1 4,68 -8,72 -7,82 -8,97 7 1 -0,65 1,85 3,61 5,19 7,33 4,74 3,07
oxcarbamazepine 0 3,46 -9,31 -8,84 -4,73 2 1 1,25 1,66 2,52 13,73 6,34 3,02 2,26
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pefloxacin -1 9,41 -9,01 -1,97 -10,45 6 1 0,52 1,92 3,33 0,16 6,41 4,66 2,91
pregabalin 0 1,67 -9,53 -10,46 9,29 3 2 -1,38 1,09 1,59 7,77 6,33 3,54 1,65
primidone 0 2,84 -9,78 -9,77 -0,15 2 2 0,40 0,83 2,18 12,26 5,82 3,19 2,02
propylthiouracil 0 5,57 -9,2 -7,93 -12,71 1 2 1,18 1,15 1,70 7,63 411 3,32 1,51
quinine 1 1,73 -9,55 -9,54 -0,14 4 1 1,58 2,82 3,24 9,28 4,56 4,22 3,06
rifampicin -1 14 6 -0,46 2,05 8,23 4,96 22,02
rimantadine 1 1,22 -9,33 -12,28 29,54 1 1 0,08 3,31 1,79 10,76 2,60 2,43 1,91
timolol 1 3,06 -9,17 -8,05 -11,24 7 2 -1,39 1,28 3,16 9,35 7,97 4,95 2,88
tinidazole 0 2,34 -10,52 -9,24 -12,82 5 0 -0,27 -0,29 2,47 2,30 9,78 4,41 2
tramadol 1 3 1 0,36 2,32 2,63 9,61 3,27
trimethoprim 0 2,09 -8,8 -8,68 -1,22 7 2 0,58 0,59 2,90 6,90 10,55 4,14 2,63
warfarin -1 4,12 -7,38 -6,05 -13,35 3 1 -0,90 3,13 3,08 4,50 6,36 4,01 2,76

2 — warto$¢ pomnozona razy 10
3 — warto$¢ podzielona przez 100

4 — warto$¢ podzielona przez 10

1 — kod opisujacy wlasciwosci kwasowo-zasadowe: (-1) — kwasy; (0) — zwigzki neutralne; (1) - zasady
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Tabela 43. Dane chromatograficzne i ich pochodne uzyskane z eksperymentéw NP TLC i RP TLC dla grupy zewngtrznej lekow (n = 38)

*

ek

*

Kk

nazwa leku Cnp NP NP/C |NP/PSA| Cgp RP RP/C |RP/PSA| NP/B2 | RP/B2 | NP/PB | RP/PB | NP/logP | RP/logP
acetazolamid 0,94 0,94 1,00 0,817 0,97 0,96 0,99 0,834 | -0,727 | -0,742 0,959 0,980 | -3,615 | -3,692
amitriptyline 0,32 0,31 0,97 9,568 0,67 0,63 0,94 19,444 | 0,626 1,272 0,326 0,663 0,070 0,143
bupivacaine 0,67 0,67 1,00 2,072 0,74 0,75 1,01 2,319 | 22,666 | 25,372 | 0,705 0,789 0,202 0,227
chloroquine 0,17 0,17 1,00 0,604 0,40 0,30 0,75 1,065 1,763 3,111 0,309 0,545 0,039 0,068
citalopram 0,30 0,29 0,97 0,800 0,62 0,60 0,97 1,655 | -8,745 | -18,094 | 0,363 0,750 0,083 0,172
clomipramine 0,33 0,32 0,97 4,938 0,59 0,59 1,00 9,105 0,722 1,331 0,327 0,602 0,065 0,119
colchicine 0,79 0,77 0,97 0,927 0,91 0,91 1,00 1,095 | -0,984 | -1,163 1,974 2,333 0,720 0,850
diltiazem 0,49 0,49 1,00 0,829 0,76 0,72 0,95 1,219 | -1,230 | -1,808 0,653 0,960 0,104 0,152
doxepin 0,30 0,31 1,03 2,486 0,58 0,54 0,93 4,330 0,892 1,554 0,411 0,715 0,081 0,141
duloxetine 0,32 0,33 1,03 1,552 0,57 0,53 0,93 2,493 1,595 2,562 0,367 0,589 0,069 0,110
eletriptan 0,29 0,28 0,97 0,527 0,62 0,62 1,00 1,166 | -0,922 | -2,041 0,329 0,729 0,094 0,208
ethambutol 0,19 0,21 1,11 0,325 0,97 0,95 0,98 1,472 | -0,433 | -1,957 0,840 3,800 | -0,724 | -3,276
ethanol
fluvoxamine 0,34 0,32 0,94 0,563 0,62 0,62 1,00 1,091 | -0,883 | -1,711 0,408 0,790 0,086 0,167
gabapentin 0,91 0,91 1,00 1,437 0,66 0,66 1,00 1,042 | -1,952 | -1,416 | 30,333 | 22,000 | 0,843 0,611
gentamycin 0,96 0,94 0,98 0,471 0,91 0,90 0,99 0,451 | -0,355 | -0,340 6,267 6,000 | -0,461 | -0,441
hydrochlorotiazide 0,96 0,96 1,00 0,811 0,97 0,96 0,99 0,811 | -0,713 | -0,713 1,414 1,414 | -48,000 | -48,000
itraconazole 0,96 0,97 1,01 0,962 0,86 0,84 0,98 0,833 | -0,910 | -0,788 0,972 0,842 0,214 0,185
ketorolac 0,92 0,91 0,99 1,535 0,96 0,96 1,00 1,619 | -2,265 | -2,389 0,919 0,970 0,340 0,358
levetiracetam 0,92 0,92 1,00 1,451 0,92 0,92 1,00 1,451 | -1,968 | -1,968 9,200 9,200 | -1,045 | -1,045
lincomycin 0,91 0,91 1,00 0,722 0,94 0,94 1,00 0,746 | -0,620 | -0,640 1,300 1,343 1,264 1,306
mesalazine 0,94 0,93 0,99 1,113 0,99 0,97 0,98 1,161 | -1,178 | -1,228 2,163 2,256 1,257 1,311
minoxidil 0,43 0,42 0,98 0,449 0,80 0,82 1,03 0,876 | -0,442 | -0,862 0,259 0,506
nitrendipine 0,97 0,97 1,00 0,878 0,86 0,86 1,00 0,779 | -0,795 | -0,705 0,980 0,869 0,255 0,226
ofloxacin 0,24 0,23 0,96 0,314 0,54 0,50 0,93 0,682 | -0,367 | -0,799 0,719 1,563 0,124 0,270
oxcarbamazepine 0,91 0,90 0,99 1,420 0,91 0,91 1,00 1,435 | -1,926 | -1,947 2,250 2,275 0,542 0,548
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pefloxacin 0,30 0,29 0,97 0,452 0,76 0,70 0,92 1,092 | -0,606 | -1,463 1,160 2,800 0,151 0,365
pregabalin 0,76 0,76 1,00 1,200 0,41 0,41 1,00 0,648 | -1,630 | -0,880 0,697 0,376
primidone 0,90 0,93 1,03 1,598 0,93 0,97 1,04 1,667 | -2,421 | -2,525 1,329 1,386 1,120 1,169
propylthiouracil 0,94 0,94 1,00 2,285 0,93 0,93 1,00 2,261 | -8,462 | -8,372 1,146 1,134 0,817 0,809
quinine 0,30 0,29 0,97 0,636 0,66 0,64 0,97 1,404 | -1,590 | -3,508 0,414 0,914 0,103 0,227
rifampicin 0,73 0,77 1,05 0,350 0,95 0,94 0,99 0427 | -0,259 | -0,316 0,865 1,056 0,376 0,459
rimantadine 0,92 0,92 1,00 3,536 0,95 0,95 1,00 3,651 7,040 7,270 2,300 2,375 0,278 0,287
timolol 0,34 0,32 0,94 0,401 0,97 0,97 1,00 1,216 | -0,439 | -1,331 3,200 9,700 0,250 0,758
tinidazole 0,89 0,88 0,99 0,900 0,94 0,93 0,99 0951 | -0,865 | -0,914 | 7,333 7,750 | -3,034 | -3,207
tramadol 0,31 0,31 1,00 0,948 0,63 0,64 1,02 1,957 | 13,025 | 26,891 | 1,550 3,200 0,134 0,276
trimethoprim 0,57 0,59 1,04 0,559 0,84 0,83 0,99 0,787 | -0,517 | -0,727 1,341 1,886 1,000 1,407
warfarin 0,99 0,99 1,00 1,557 0,87 0,83 0,95 1,305 | -2,104 | -1,764 1,000 0,838 0,316 0,265

* warto$¢ Ry z nieimpregnowanej ptytki NP/RP (kontrola)

** warto$¢ R; z ptytki NP/RP impregnowanej 2 mg/mL roztworem BSA
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Tabela 44. Dane chromatograficzne i ich pochodne uzyskane z eksperymentow HPLCysa | HPLC ayv dla zewnetrznej grupy lekow (n = 38)

nazwa leku Kusa log Kpsa log kpsa/B2 log kysa/PB log kysa/log P Kiam log Kiam
acetazolamid 0,74 -0,13 -0,575 0,760 -2,863 2,90 0,46
amitriptyline 5,87 0,77 11,854 6,178 1,331 1,56 0,19
bupivacaine 1,18 0,07 40,084 1,247 0,358 3,02 0,48
chloroquine 18,05 1,26 187,127 32,812 4,092 3,11 0,49
citalopram 2,67 0,43 -80,418 3,333 0,766 3,14 0,50
clomipramine 9,09 0,96 20,510 9,278 1,841 3,05 0,48
colchicine 0,28 -0,55 -0,362 0,726 0,265 3,61 0,56
diltiazem 1,74 0,24 -4,362 2,316 0,367 3,96 0,60
doxepin 4,25 0,63 12,220 5,624 1,106 2,81 0,45
duloxetine 8,16 0,91 39,435 9,063 1,696 2,84 0,45
eletriptan 3,78 0,58 -12,429 4,441 1,267 3,57 0,55
ethambutol 1,73 0,24 -3,557 6,906 -5,953 2,18 0,34
ethanol 0,02 -1,76 0,078 -0,097 0,01 -2,09
fluvoxamine 0,25 -0,60 -0,696 0,321 0,068 2,79 0,45
gabapentin 0,15 -0,84 -0,312 4,843 0,135 1,70 0,23
gentamycin 1,50 0,18 -0,568 10,028 -0,737 4,25 0,63
hydrochlorotiazide 0,61 -0,22 -0,452 0,897 -30,451 2,01 0,30
itraconazole 9,65 0,98 -9,055 9,668 2,130 6,15 0,79
ketorolac 9,65 0,98 -24,017 9,747 3,601 2,39 0,38
levetiracetam 0,07 -1,16 -0,149 0,696 -0,079 1,62 0,21
lincomycin 0,82 -0,08 -0,560 1,175 1,142 3,89 0,59
mesalazine 0,18 -0,73 -0,234 0,430 0,250 1,28 0,11
minoxidil 0,40 -0,40 -0,422 0,248 1,96 0,29
nitrendipine 3,55 0,55 -2,906 3,581 0,931 2,98 0,47
ofloxacin 6,62 0,82 -10,566 20,673 3,576 3,07 0,49
oxcarbamazepine 0,40 -0,40 -0,846 0,988 0,238 2,26 0,35
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pefloxacin 12,43 1,09 -25,980 49,720 6,474 2,91 0,46
pregabalin 0,14 -0,87 -0,291 0,124 1,65 0,22
primidone 0,22 -0,66 -0,569 0,312 0,263 2,02 0,31
propylthiouracil 0,33 -0,48 -2,950 0,400 0,285 1,51 0,18
quinine 2,59 0,41 -14,194 3,699 0,918 3,06 0,49
rifampicin 0,03 -1,53 -0,010 0,034 0,015 8,37 0,92
rimantadine 0,16 -0,80 1,222 0,399 0,048 1,91 0,28
timolol 0,13 -0,88 -0,179 1,304 0,102 2,88 0,46
tinidazole 0,12 -0,92 -0,118 0,997 -0,413 2,00 0,30
tramadol 1,08 0,03 45,221 5,381 0,464 3,90 0,59
trimethoprim 0,85 -0,07 -0,749 1,943 1,449 2,63 0,42
warfarin 13,86 1,14 -29,454 14,001 4,428 2,76 0,44
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