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WYKAZ SKROTOW | SYMBOLI

AIDS — zespot nabytego niedoboru odpornosci

ALT — aminotransferaza alaninowa

AST — aminotransferaza asparginianowa

CART — skojarzona terapia przeciwwirusowa

Crn — kreatynina

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

ENT — entekawir

FLD — detektor spektrofluorymetryczny

HBV — wirus zapalenia watroby typu B

HCC — rak watrobowokomoérkowy

HIV — ludzki wirus niedoboru odpornosci

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa

HPLC-UV  — wysokosprawna chromatografia cieczowa sprz¢zona z detekcja
spektrofotometryczng

LOD — granica wykrywalno$ci

LOQ — granica oznaczalno$ci

MeCN — acetonitryl

MeOH — metanol

MS — spektrometria mas

PB — bufor fosforanowy

PCA — kwas chlorowy (V1)

RNA — kwas rybonukleinowy

RSD — wzgledne odchylenie standardowe

SD — odchylenie standardowe

TAF — alafenamid tenofowiru

TCA — kwas trichlorooctowy

TDF — fumaran dizoproksylu tenofowiru

TRV — tenofowir

UNAIDS — Wspolny Program Narodow Zjednoczonych ds. HIV/AIDS

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia

WZW B — zapalenie watroby typu B



WPROWADZENIE

Zdrowie 1 dlugo$¢ zycia cztowieka sg zalezne od otoczenia w ktoérym zyje,
sposobu funkcjonowania, gendéw 1 poziomu opieki medycznej. Styl zycia odpowiada
w duzej mierze (ok. 50%) za jego dlugosc. W przypadku wielu choréb zakaznych
znaczenie maja przede wszystkim zachowania seksualne oraz narazenie na patogeny
przenoszone przez krew, w tym bardzo niebezpieczne zakazenia ludzkim wirusem
niedoboru odpornosci (HIV) i wirusem zapalenia watroby typu B (HBV). Wirusy te
stanowig powazny problem epidemiologiczny, spoteczny i kliniczny zarowno w Polsce
jak i na $wiecie [1].

Aby powstrzymac rozprzestrzenianie si¢ wspomnianych wirusow na catym
Swiecie zaleca si¢ stosowanie terapii przeciwwirusowych u oséb zakazonych. Zadaniem
terapii jest nie tylko zmniejszy¢ ilo$¢ przypadkow $miertelnych, ale réwniez poprawic
jakos¢ 1 wydhuzy¢ czas zycia u osob zainfekowanych. Obecnie w leczeniu pacjentow
zakazonych HBV i HIV zaleca si¢ stosowanie lekow takich jak tenofowir (TFV)
i entekawir (ENT).

Leki wykorzystywane w terapii zakazen wirusami HIV/HBV obarczone sg
wieloma dziataniami niepozadanymi, ktore wptywaja negatywnie zar6wno na zdrowie
jak i jako$¢ zycia 0sob chorych. Wigkszos¢ wytycznych dotyczacych leczenia HIV/HBV
zaleca monitorowanie poziomu tych lekoéw w organizmie. Aktualne zalecenia wskazuja
na konieczno$¢ kontrolowania czynnosci nerek u pacjentdéw poddawanych terapii tymi
lekami.

Ryzyko zwigzane z toksycznoscig lekow przeciwwirusowych dla nerek zalezy
przede wszystkim od ich stezenia, poniewaz sa wydalane gltownie przez kanaliki
nerkowe. Monitorowanie zawarto$ci wyzej wymienionych lekow w ptynach ustrojowych
pacjentow jest przydatne do kontrolowania dawek terapeutycznych. Jest to réwniez
wazne dla ustalenia wptywu terapii na prawidlowe funkcje nerek. Skutecznos$¢ filtracji
nerkowej podczas terapii moze by¢ wyznaczana poprzez pomiar st¢zenia kreatyniny
(Crn) w probkach moczu. Nieprawidtowy poziom kreatyniny wyraznie wskazuje na
choroby nerek. Jest to podstawowy test przeprowadzany w przypadku podejrzenia
dysfunkcji kanalikoéw nerkowych.

Zwazajac na rosngcg liczba publikowanych prac dotyczacych o0znaczania
wybranych lekow przeciwwirusowych wykorzystujacych bardzo drogi sprz¢t generujacy

wysokie koszty analiz oraz skomplikowane procedury przygotowania probek do analizy,



konieczne jest dostarczenie nowych, doktadnych, precyzyjnych i prostych metod do
oznaczania ich zawartosci w r6znych matrycach biologicznych.

Dodatkowo, obecne zagadnienia zwigzane z zielong chemig, ktore stanowig
powszechny trend w laboratoriach analitycznych, staty si¢ podstawa do redukcji badz
eliminacji uzycia toksycznych chemikaliow, zarowno na etapie przygotowania probek
jak i w koncowej analizie chromatograficzne;j.

W niniejszej rozprawie doktorskiej prezentuje opracowane w toku studiow
doktoranckich, metody oznaczania TFV, ENT i kreatyniny w materiale biologicznym
cztowieka. Podstawowg technika separacji wykorzystywang w niniejszych badaniach jest
wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) z detekcja spektrofotometryczng
(UV), rozpowszechniona w laboratoriach na catym §wiecie i doskonale sprawdzajaca si¢
w analizie probek biologicznych. Wyniki przeprowadzonych eksperymentow

zaprezentowatam w cze$ci eksperymentalnej rozprawy doktorskiej.
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1. WIRUSY HIV | HBV - INFORMACJE OGOLNE

1.1. Podstawowe informacje o HIV

Ludzki wirus niedoboru odpornosci (HIV) jest etiologicznym czynnikiem
nabytego zespotu niedoboru immunologicznego (AIDS). HIV nalezy do rodziny
retrowiruséw, a jego czasteczka zawiera dwie nici kwasu rybonukleinowego (RNA)
[2,3]. Retrowirusy charakteryzuje obecno$¢ enzymu — odwrotnej transkyptazy, ktora
przepisuje zawartg w nim informacje¢ genetyczng na  kopie  kwasu
deoksyrybonukleinowego (DNA) w zakazonej komorce. Taki proces umozliwia
integracje HIV w DNA gospodarza i wykorzystanie komorki do wytwarzania nowych
wiruséw [3,4]. HIV zakaza komorki uktadu odpornosciowego i jest w stanie ostabié
lub zniszcezy¢ jego funkcje. W wyniku tej infekcji obserwuje si¢ postepujace pogorszenie
stanu uktadu odpornosciowego, prowadzace do ,,niedoboru odpornosci” [5]. Atakuje
on w organizmie cztowieka limfocyty T-pomocnicze, posiadajgce na swojej powierzchni
receptor CD4, a takze makrofagi i komorki dendrytyczne [2,4]. Proces zakazenia
komorek jest skutkiem interakcji pomiedzy komorka wrazliwa, a czasteczka wirusa
1 sktada si¢ z nastepujacych etapow:

+ dolagczenie czasteczki wirusa do powierzchni komorki,
ingerencja wirusa w bton¢ komorkowa,
przenikanie wirusa do cytoplazmy,
konwersja RNA wirusowego do DNA,

przenikniecie DNA do jadra komoérkowego,

-+ + + &

replikacja wirusa [4].

Istniejg trzy glowne drogi zakazenia HIV: poprzez kontakt krwi z krwig zakazona,
stosunek seksualny z zakazong osoba oraz przeniesienie wirusa z matki na dziecko
podczas cigzy, porodu czy karmienia piersia [5]. Konsekwencjg zakazenia wirusem HIV
sg ogolnoustrojowe skutki, poczawszy od pierwotnej infekcji, poprzez stadium
bezobjawowe (Srednio 8-10 lat), az do zaawansowanej choroby, ktora bardzo czgsto
prowadzi do $mierci. Objawy kliniczne ostatniego stadium choroby mozna podzieli¢
na kilka grup: ogolne, dermatologiczne, kardiologiczne, trawienne, hematologiczne,
neurologiczne, ginekologiczne. Aby zarazi¢ si¢ HIV, musi doj$¢ do bezposredniej
ekspozycji $wiezego materiatu zakaznego z rang otwarta lub btonami $§luzowymi
zywiciela. Wirusem tym nie da si¢ zarazi¢ poprzez przebywanie w tym samym

pomieszczeniu, korzystanie z tej samej toalety, kaszel, katar czy uzywanie tych samych
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sztuécOw. Zwierzgta, komary oraz inne owady nie przenosza zakazenia poprzez
ukaszenie [6].

Pierwszy przypadek zakazenia wirusem wywotujgcym nieznang chorobg, zwang
po6zniej AIDS, opisany zostat w roku 1981 w czasopismie New England Journal of
Medicine. W Polsce pierwszy przypadek zakazenia HIV odnotowano w 1985 r., a w roku
1986 po raz pierwszy zidentyfikowano AIDS [7,8]. Obecnie, wedtug raportu Wspolnego
Programu Narodéw Zjednoczonych ds. HIV / AIDS (UNAIDS) z 2018 r., az 37,9 min
ludzi na calym $wiecie zyje z ludzkim wirusem niedoboru odpornosci [9]. W Polsce
w 2018 roku odnotowano 23 656 przypadkoéw zakazenia HIV [10].

Opracowanie statystyczne raportu ekspertéw ze stowarzyszenia UNAIDS z 2019
roku przedstawia doktadne dane dotyczace ilosci zgonow spowodowanych zakazeniem
HIV, ilo$ci 0os6b nowo zainfekowanych oraz podzial na grupy zwiazany z ryzykiem
zakazenia. Rycina 1 przedstawia roczng liczbe zgondéw na $wiecie spowodowanych
chorobg AIDS wsrod oséb zyjacych z HIV. Odsetek ten spadt znaczaco z maksimum
wynoszacego 1,7 miliona osob w 2004 roku do 770 000 w 2018 roku. Od 2010 r.
$miertelnos¢ spadta o 33% wszystkich rozpoznanych zakazen. Warto podkreslic,
ze obecnie jest to bardzo dobry wynik, a wymaganym jest ciggle utrzymanie trendu
spadkowego dla umieralnosci z powodu choroby AIDS.

2500 000

2000 000
1500 000

1000 000 \h___\_\

500 000

—

0
1960 1002 1004 1060 1008 2000 2002 2004 2000 2008 2010 2012 2014 2016 2018

Ryc. 1. Globalna liczba zgonéw zwigzanych z AIDS w latach 1990-2018. Zrédto:
Raport UNAIDS 2019.

Rycina 2 prezentuje wyniki dotyczace rocznej liczby nowych zakazen HIV
na $§wiecie. Liczba ta maleje stopniowo od 1997 roku, gdzie liczba nowo zakazonych
0sOb wynosita okoto 3 miliony dla catej populacji. Od 2010 roku spadta z 2,1 miliona do
1,7 miliona w roku 2018, czyli o okoto 16%. Trend spadkowy stale si¢ utrzymuje
i pozadanym jest, aby w roku 2020 nowych infekcji byto mniej niz 500 000.
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RyC. 2. Globalna liczba nowych zakazer HIV w latach 1990—-2018. Zrédto: Raport
UNAIDS 2019

Rycina 3 przedstawia procentowy udziat zakazen HIV w réznych grupach
spotecznych. Obecnie, sposrod wszystkich zakazen 18% odnotowuje si¢ wsrdd klientow
ustug seksualnych, 17% stanowig zakazenia pochodzace z kontaktow homoseksualnych
mezczyzn, za$ dozylne przyjmowanie narkotykow stanowi ok. 12% catosci nowo
wykrytych infekcji. Jeszcze w latach 90-tych XX w. grupa, wymieniona jako ostatnia,
stanowita 70% o0sob zakazonych. Obserwowana zmiana $wiadczy o wigkszej

$wiadomosci zwigzanej z przenoszeniem tego wirusa przez krew [3,11].

6 % ustugi seksualne
12 % osoby
przyjmujace -
narkotyki

18 % klienci uslug
seksualnych i partnerzy
seksualni z najbardziej
zagrozonych populacji

46 % pozostala
populacja

Z
1%

transplciowe

kobiety 17 % homoseksualisci

Ryc. 3. Dystrybucja nowych zakazen HIV przedstawiona w oparciu o grupy populacji
w odniesieniu do roku 2018. Zrodto: Raport UNAIDS 2019.
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Pomimo, iz w krajach wysoko rozwini¢tych zmniejszyta si¢ liczba nowo
wykrytych zakazen, to nadal rozprzestrzenianie si¢ HIV jest istotnym problemem
w krajach rozwijajacych sie tzw. krajach wysokiego ryzyka, a dominujacg drogg
zakazenia staly sie ryzykowne kontakty seksualne [11].

1.2. Podstawowe informacje o HBV

Wirus zapalenia watroby typu B (HBV) jest hepatotropowym wirusem DNA
i nalezy do rodziny Hepadnaviridae. Sktada si¢ on z biatlkowego rdzenia zawierajacego
niekompletng, podwojna, kolista ni¢ DNA. W nukleokapsydzie wirusa znajduja si¢: DNA
HBV, antygen rdzeniowy ¢ (HBCcAQ), antygen e (HBeAg), kinaza biatkowa oraz swoista
polimeraza DNA-zalezna [12]. Zasadniczym elementem struktury HBV jest
lipoproteinowa otoczka stanowigca antygen powierzchniowy (HBsAg). Dzigki niej HBV
faczy si¢ z hepatocytami, a w wyniku procesu endocytozy zachodzi proces przeniknigcia
nukleokapsydow do cytoplazmy. Wirusowe nukleokapsydy z cytoplazmy
transportowane sg do btony jadrowej, gdzie dochodzi do wniknigcia DNA wirusa do jadra
komorkowego [13]. Cecha charakterystyczng wirusa HBV jest jego bardzo duza
dynamika replikacji [14].

Przeciwciata zorientowane przeciwko antygenowi powierzchniowemu HBsAg
wigza HBV zapobiegajac taczeniu wirusa z hepatocytami. Jest to jedyny sposob
chronigcy przed zainfekowaniem, dlatego tez czasteczki HBsAg stanowig podstawe
produkcji szczepionek przeciw HBV [15].

Markery wirusowego zapalenia watroby to krazace we krwi bialka, specyficzne
dla konkretnych wirusow, powodujacych zapalenie watroby. Najczgsciej, markery
serologiczne wykorzystywane sg w diagnostyce wirusowego zapalenia watroby typu B
(WZW B), ktore jest najpowszechniej wystgpujacym zapaleniem watroby i majg istotne
znaczenie w diagnostyce przebiegu choroby. Podstawowym markerem w diagnostyce
zakazen HBV jest HBsAg. Dostarcza on informacji o zainfekowaniu organizmu juz
w 4.-12. tygodniu infekcji, jednak nie daje informacji na temat stopnia zakazenia,
replikacji HBV, czy objawéw choroby. DNA HBV jest jego najwazniejszym markerem.
Dostarcza ono niezbednych informacji na temat aktywnosci replikacji wirusa, celowosci
terapii przeciwwirusowej, skutecznos$ci leczenia, opornosci na leki, a takze o stopniu
zakaznosci [12,16].

Zakazenie HBV moze przybiera¢ dwie postaci:

+  ostrego WZW B,
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+  przewleklego WZW B.

Ostre WZW B zazwyczaj przebiega z objawami rzekomo-grypowymi, bardzo
czgsto wystepuje zottaczka, Sciemnienie oczu, odbarwienie stolca, wysypka, zmeczenie,
bol brzucha 1 nudno$ci. Charakteryzuje si¢ podwyzszonymi warto$ciami
aminotransferazy alaninowej (ALT), aminotransferazy asparaginianowej (AST)
1 bilirubiny, a przebieg uzalezniony jest od choréb wspotistniejacych takich jak:
przewlekte zapalenie watroby typu C, cukrzyca oraz alkoholizm [12]. HBsAg
wykrywany jest przez caly czas trwania ostrego zapalenia watroby, a iloSciowe
oznaczanie pozwala kontrolowaé skutecznos$¢ terapii przeciwwirusowej. Przeciwciala
przeciwko HBsAg pojawiaja si¢ w surowicy w koncowym okresie ostrego zapalenia
watroby ok. 4.-6. miesigca od zakazenia. Ich obecno$¢ $wiadczy o zahamowaniu
replikacji HBV przez uklad odpornosciowy [16]. U oséb wykazujacych ogdlny dobry
stan zdrowia przed zakazeniem HBV, w ok. 90% przypadkéw ostre WZW B konczy si¢
wyzdrowieniem [12]. Niestety, materiat genetyczny HBV zostaje wpisany w DNA osoby
zakazonej 1 w przysztosci mozliwa jest reaktywacja replikacji HBV. Dlatego tez leczenie
przeciwwirusowe obejmuje gtownie zahamowanie replikacji wirusa i progresji marskosci
watroby [17].

Przewlekle zapalenie watroby objawia si¢ w momencie, w ktorym HBsAg
utrzymuje si¢ w organizmie powyzej 6 miesiecy, poziomy ALT i AST stale, badz
okresowo sg podwyzszone, a DNA wirusa HBV w surowicy siega wartosci 10° kopii/ml
[18]. Podczas przewleklego zapalenia watroby osoby zakazone bardzo czesto nie
odczuwaja zadnych objawdéw procz zmeczenia i obnizonego nastroju, a w badaniach
zauwazalne jest jedynie lekkie powigkszenie watroby. Bardzo czgsto na tym etapie
wykonanie biopsji potwierdza marsko$¢ watroby, obserwowane sg zmiany martwicze
I stan zapalny, a takze poza watrobowe powiklania, takie jak: kigbuszkowe zapalenie
nerek, czy guzkowe zapalenie tetnic [18]. Nieleczone, przewlekle zapalenie watroby
stanowi duzy problem epidemiologiczny, poniewaz bardzo czgsto prowadzi
do pierwotnego nowotworu watrobowokomorkowego (HCC) [19]. Powazne powiktania,
w tym marsko$¢ watroby i HCC, rozwijaja sie u 15-40% przewlekle zakazonych HBV.
W ciagu 5 lat umiera 14-20% chorych z wyrownang marskos$cia, a z niewyrownang
od 70% do 80% zakazonych [20].

HBV podobnie jak HIV, transmitowany jest pozajelitowo poprzez krew oraz

ptyny ustrojowe. Gtowne drogi zakazenia obejmujg uszkodzong skore i ptyny ustrojowe,
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np. w trakcie kontaktu seksualnego, czy zakazenia okotoporodowego. Dodatkowo,
wysokim czynnikiem ryzyka zakazenia HBV sa inwazyjne procedury diagnostyczne
1 lecznicze wykorzystujace nieprawidlowo odkazony sprzet wielokrotnego uzytku.
Korzystanie z ustug w salonach tatuazu, akupunktury i kosmetycznych stanowiag rowniez
potencjalne ryzyko zakazenia zwigzane z nieprawidlowym wysterylizowaniem sprzetu
[19].

HBYV zostat odkryty przez dr. Barucha Blumberga w 1965 roku i za to odkrycie
zostal on uhonorowany Nagroda Nobla. We wspotpracy z dr. Blumbergiem, mikrobiolog
Irving Millman pomogt opracowac badanie krwi w kierunku HBV, a banki krwi zaczgty
uzywaé opracowanego testu w 1971 roku. W 1969 roku dr. Blumberg i Millman
opracowali pierwsza szczepionke przeciw WZW B. W 1981 roku Agencja Zywnosci
i Lekow (FDA) zatwierdzita pierwszg komercyjng szczepionke przeciwko HBV
pochodzaca z osocza, przeznaczong do stosowania u ludzi. Ten typ szczepionki byt
pozyskiwany z surowicy 0sob przewlekle zakazonych HBV z dodatnim HBsAg. Kolejna
generacja szczepionki przeciw HBV zatwierdzona zostala w 1986 roku. Byla
to rekombinowana szczepionka, a material wyizolowany byt z komorek drozdzy
zaszczepionych genem pochodzacym z HBsAg. Ten rodzaj szczepionki stosowany jest
do dnia dzisiejszego. W Polsce szczepienia przeciw HBV wprowadzono do Programu
Szczepien Ochronnych po raz pierwszy w roku 1989 [21,22].

WHO szacuje, iz obecnie 325 milionow ludzi na catym $wiecie zyje z WZW typu
B i/lub C, aw samym 2017 roku, 1,1 miliona osdb zostato nowo zarazonych tym wirusem.
Globalna strategia WHO dotyczaca zapalenia watroby, zatwierdzona przez wszystkie
panstwa cztonkowskie, ma na celu zmniejszenie liczby nowych zakazen wirusem

zapalenia watroby o 90% i zgonow o 65% w latach 2016—-2030 [23].

2. TERAPIA PRZECIWWIRUSOWA ZAKAZEN HIV | HBV

2.1. Leczenie zakazenia HIV

Problematyka leczenia zakazen HIV przeszta rewolucje terapeutyczne od czasu
izolacji pierwszego wirusa w 1983 roku [24]. Zastosowanie lekéw antyretrowirusowych
w terapii HIV pozwolitlo na wydtuzenie czasu jaki uptywal pomiedzy zakazeniem,
a uposledzeniem ukladu immunologicznego w fazie determinujacej rozwoj choroby
AIDS [25]. Pozwolito to na znaczne zahamowanie progresji choroby, co istotnie
poprawito rokowania osob $miertelnie chorych. Niestety, HIV bardzo czesto mutuje

wykazujac zdolno$¢ do uodparniania si¢ na stosowane preparaty farmaceutyczne, dlatego
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tez monoterapia wobec retrowirusa o bardzo duzym potencjale replikacyjnym bardzo
czesto stawala si¢ nieskuteczna [26].

Kluczowym momentem w terapii zakazen HIV bylo wprowadzenie wysoce
aktywnej skojarzonej terapii przeciwretrowirusowej (CART) [24,26]. Terapia ta polega
na zastosowaniu  kombinacji  kilku  synergistycznie  dziatajacych  lekow
antyretrowirusowych. Schemat terapii obejmuje zastosowanie potaczenia dwodch
inhibitoréw odwrotnej transkryptazy nukleozydowych (NRTIs), badz nukleotydowych
(NtRTI) z jednym nienukleozydowym inhibitorem odwrotnej transkryptazy (NNRTIS),
inhibitorem proteazy (PIs) [27], a takze z inhibitorem integrazy (INSTI) [24,28,29].
Nukleozydowe i1 nukleotydowe analogi odpowiadaja za powstrzymanie aktywnosci
odwrotnej traskryptazy HIV, co prowadzi do zablokowania centrum aktywnego enzymu.
Nienukleozydowe inhibitory sg odpowiedzialne za hamowanie odwrotnej transkryptazy
poza centrum aktywnym, blokujac powstawanie konformacji umozliwiajacych dziatanie
enzymOw. Inhibitory proteazy blokujac centrum aktywne proteazy, prowadza
do zahamowania powstania wirionow i zamknigcia cyklu replikacyjnego wirusa,
a inhibitory integrazy hamujg dzialanie enzymu integrazy, odpowiedzialnej za potaczenie
materialu  genetycznego wirusa HIV z DNA czlowieka [27,28]. Przyklady
poszczegolnych lekow zamieszczono w tabeli 1.

Wprowadzenie leczenia skojarzonego dla zakazen HIV stalo si¢ wielkim
sukcesem w historii wspotczesnej medycyny. Celem leczenia HIV jest maksymalne
zahamowanie replikacji wirusa. Terapia CART nie eliminuje catkowicie replikacji,
dlatego jest ona obowigzkowa dozywotnio u osob zakazonych, aby zapewni¢ jak
najwigksza supresj¢ wirusa, poprawe funkcji uktadu immunologicznego, obnizenie
$miertelnosci oraz poprawe jakosci zycia chorego. Na przestrzeni 15 lat $miertelno$¢
zwigzana z zakazeniem HIV zostala zredukowana o 50%, a obecnie chorobe AIDS
wywolang HIV uwaza si¢ za kontrolowang chorobe przewlekta [28]. Korzysci ptynace
z cART doprowadzity do jej powszechnej rekomendacji przez Polskie Towarzystwo
Naukowe AIDS, European AIDS Clinical Society w Europie oraz przez Department of
Health and Human Services w Stanach Zjednoczonych. Kazda z powyzszych organizacji
zaleca rozpoczecie terapii bezzwtocznie, gdy liczba limfocytoéw CD4 spada ponizej 200
w jednym mikrolitrze krwi [24,30].

Leczenie antywirusowe czesto obarczone jest dziataniami niepozadanymi
ze strony zaburzen zoladkowo-jelitowych. Ponadto, niektore leki moga wywotywac

wystgpienie choroby niedokrwiennej serca, zespotu insulinoopornosci, badz innych
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konsekwencji przewlektej terapii, prowadzac do wytaczenia pacjenta z terapii. Z tego
wzgledu dopracowanie schematu terapii stanowi wyzwanie na przysztos¢ [26,30].
Decydujac si¢ na zastosowanie terapii antywirusowej, szczegdlng uwage nalezy zwrocic
na dobor preparatow farmaceutycznych, ktore oprocz skutecznosci, powinny wykazywac

wysoki profil bezpieczenstwa [31].

Tabela 1. Przyktady zatwierdzonych lekéw przeciwretrowirusowych [26].

NRTIs NtRTIs NNRTIs Pls INSTI
Zydowudyna Tenofowir Newirapina Sakwinawir Raltegrawir
Dydanozyna Delawirdyna Indynawir
Stawudyna Efawirenz Nelfinawir
Lawumidyna Etrawiryna Lopinawir
Abakawir Atazanawir
Emtrycytabina Fosamprenawir
Typranawir
Darunawir

2.2. Tenofowir — informacje ogolne

Jednym z najpopularniejszych lekow pierwszego rzutu w terapii HIV jest obecnie
tenofowir (TFV) [32]. Ze wzgledu na niewystarczajgce wchlanianie stosuje sie¢
go w postaci proleku fumaranu tenofowiru dizoproksylu (TDF) [28] z estryfikowang
grupg fosforanowg, ktorego nazwa systematyczna to fumaran 9-[(R)-2-
[[bis[[(izopropoksykarbonylo)oksy] metoksy]-fosfinylo]-metoksy]propylo]adeniny.
Prolek przeksztalca si¢ w TFV przez hydrolize diestru przy uzyciu esteraz surowicy
1 tkanek. W nastgpnym etapie jest on fosforylowany przez enzymy komorkowe,
co prowadzi do powstania difosforanu tenofowiru, aktywnej postaci leku [33]. TDF ma
dhugi okres pottrwania wewnatrzkomorkowego, co pozwala na dawkowanie raz dziennie,
przez co zacheca do przestrzegania zalecen terapeutycznych [34]. Jest to rowniez analog
nukleotydowy, ktory hamuje replikacje HBV [35].

TDF (Ryc. 4) uzyskat zgode na kliniczne zastosowanie w leczeniu HIV w 2001 r.,
a w leczeniu zakazen HBV w 2008 r. [36]. TFV hamuje aktywno$¢ odwrotnej
transkryptazy, poprzez wspolzawodnictwo z 5-trifosforanem deoksyadenozyny i po
wlaczeniu do DNA hamuje wydhluzanie wirusowej nici DNA, tym samym blokujac

namnazanie si¢ wirusa [28].

18



- H\"‘-\.CI - ""H-._U - H"*-\-.U -~ H"'\-\.H‘-’__.-"f o
[ ]
!
!
I
!
4
A,
A
o
;
s
0 0—
A
,
HD -, e J“-H ID
H"‘w-..-' = H:_____.--"' o, _,r"'

Ryc. 4. Wzor strukturalny fumaranu tenofowiru dizoproksylu (TDF).

TFV charakteryzuje si¢ wysokim profilem bezpieczenstwa, chociaz odnotowano
pewne dowody na zmniejszenie gesto$ci mineralnej kosci, istotne klinicznie zdarzenia
niepozadane dotyczace zmiany czynnosci nerek i dysfunkcji kanalikow nerkowych po
zastosowaniu TFV [37,38]. Ponadto w kilku badaniach wykazano zwigkszong czgsto$é
zaburzen czynnosci kanalikow proksymalnych u pacjentow leczonych TFV,
przypisywanych zwigkszonym wewnatrzkomorkowym stezeniom TFV i1 bezposredniej
toksycznosci mitochondrialnej w komorkach kanalikow proksymalnych [39,40].
W przypadku wycofania TFV zaobserwowano szybka 1 znaczaca poprawe szacowanego
wskaznika filtracji ktebuszkowej [38].

Pierwszy przypadek nefrotoksycznosci wywotanej przez TFV u pacjenta z HIV
zarejestrowano w 2002 r. [41]. Toksycznos¢ dla nerek moze prowadzi¢ do ich ostrego
uszkodzenia, przewleklej choroby nerek, cech urazu kanalikow, w tym zespolu
Fanconiego, ktory charakteryzuje si¢ biatkomoczem cewkowym, obecnoscia
aminokwaséw w moczu, fosfaturia, glikozurig i utrata wodoroweglanéw z moczem,
prowadzac do kwasicy metabolicznej [34] lub izolowanej hipofosfatemii [42].

Zbyt wysokie poziomy leku w surowicy krwi powstajagce w procesie
metabolicznym sg bezposrednio odpowiedzialne za dzialania niepozgdane zwigzane
ze stosowaniem TFV. Niestety doktadny mechanizm nefrotoksycznosci TFV jest nadal
niejasny. Uwaza sig¢, ze lek gromadzi si¢ w komorkach kanalikéw nerkowych i powoduje
ich apoptoze poprzez bezposrednie uszkodzenie cewek [43]. TFV jest wydalany
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W postaci niezmienionej z moczem w procesie filtracji klgbuszkowej 1 aktywnego
wydzielania w kanalikach nerkowych [42].

Nowa posta¢ proleku tenofowiru to alafenamid tenofowiru (TAF), ktorego nazwa
systematyczna to propan-2-yl (2S)-2-{[(S)-({[(2R)-1(6-amino-9Hpurin-9-ylo) propan-2-
ylo]oksy}metylo)(fenoksy)fosforylolamino} propanian, WzOr strukturalny
przedstawiony jest na rycinie 5. Zwiazek ten zostal zatwierdzony do stosowania

w leczeniu klinicznym w 2015 r. [36].
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Ryc. 5. Wzor strukturalny alafenamidu tenofowiru (TAF).

Okres pottrwania TAF w surowicy jest dluzszy niz okres pottrwania TDF. Nowy
prolek powoduje okoto czterokrotnie wyzsze stezenie wewngtrzkomorkowe aktywnego
metabolitu difosforanu tenofowiru w poréwnaniu z TDF. Umozliwia leczenie nizszymi
dawkami w porownaniu z TDF. Ze wzgledu na zmniejszong dawke TAF 1 lepsza
stabilno$¢, ekspozycja na TFV w osoczu jest 0 90% nizsza w przypadku zastosowania
TAF niz w przypadku terapii TDF. W konsekwencji zmniejszenie dawki 1 zwigkszenie
trwatosci leku prowadzi do zmniejszenia ryzyka objawow niepozadanych, a szczegdlnie
nefrotoksycznosci [44,45]. Stwierdzono rowniez, ze TAF ma wyzszg aktywno$¢
przeciwretrowirusowg i osiaga S-krotnie wyzsze st¢zenia wewnatrzkomorkowe, przy

jednoczesnym zachowaniu dobrej tolerancji leku przez pacjentow [46].

2.3. Leczenie zakazenia HBV

Przewlekle zakazenia HBV pozostaja powaznym problemem zdrowia
publicznego na catym $wiecie. Gtownym rezultatem klinicznym rozwoju zakazenia jest
przewlekte zapalenie watroby, prowadzace do zwtoknienia i marskosci watroby, a takze

raka watrobowokomorkowego. Replikacja HBV nie wywoluje bezposrednio efektu
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cytopatycznego, uszkodzenie watroby jest indukowane specyficzng odpowiedzig
immunologiczng przeciwcial HBV przeciwko zakazonym hepatocytom. Kohortowe
badania wykazaly wyrazny zwigzek miedzy utrzymywaniem replikacji wirusa,
a zaawansowaniem choroby watroby. Dlugoterminowa supresja wirusa jest glownym
priorytetem terapii przeciwwirusowej. Zastosowanie odpowiedniego schematu leczenia
powinno skutkowaé¢ poprawa wynikow klinicznych pacjentow poprzez zahamowanie
rozwoju witdknienia watroby, normalizacj¢ wynikow badan biochemicznych wskaznikow
uszkodzenia watroby, prowadzac do powstrzymania progresji marskosci watroby oraz
wystepowania HCC [47,48]. Oprocz tego odpowiednie leczenie ma na celu wydtuzenie
1 poprawg jakosci zycia pacjentéw, zapobieganie zakazeniom hepatotropowym po
przeszczepach oraz redukcj¢ ryzyka generowania dalszych zakazenh HBV w §rodowisku
[48].

Gltowne $rodki przeciwwirusowe wykorzystywane w leczeniu zakazen HBV
zostaly zatwierdzone do leczenia przez FDA i nalezg do dwoch gtéwnych kategorii,
w zalezno$ci od ich mechanizmu dziatania. Pierwszym z nich s3 modulatory
immunologiczne, zmniejszajace widknienie przeciwnowotworowe takie jak interferon
alfa-2b i peginterferon alfa-2a. Druga klasg lekow sg leki o bezposrednim dziataniu
przeciwwirusowym, czyli inhibitory polimerazy nalezace do rodziny nukleozydow
1 analogéw nukleotydydowych:

+ leki nukleozydowe: lamiwudyna (LMV), telbiwudyna (LdT), entekawir (ENT),
+ leki nukleotydowe: adefowir (ADV), fumaran dizoproksylu tenofowiru (TDF),
alafenamid tenofowiru (TAF) [47-50].

Sposrdd analogdw nukleotydowych/nukleozydowych jedynie ENT 1 TDF
charakteryzuje wysoka bariera genetyczna i odpowiednia sita dziatania, stad leki te
powinny by¢ stosowane jako leki pierwszorzutowe. Niestety, dostepne $rodki
przeciwwirusowe sg skuteczne w hamowaniu replikacji HBV, ale w wielu przypadkach
nie sg w stanie wywolywac przedtuzonej odpowiedzi po zaprzestaniu leczenia [47].

Decyzja o wyborze schematu terapii przeciwwirusowej dla kazdej z osob musi
uwzglednia¢ aktualng dostgpnos¢, skuteczno$¢ oraz wysoki profil bezpieczenstwa
wykorzystywanych preparatow farmaceutycznych [49]. Podczas ustalania profilu
leczenia nalezy dokona¢ wyboru migdzy preparatami interferonu alfa, a analogami
nukleozydowymi/nukleotydowymi. Nalezy uwzgledni¢c  przeciwwskazania do
zastosowania, ktére w przypadku analogéw nukleozydowych/nukleotydowych wystepuja

bardzo rzadko [51]. Zakwalifikowanie do wprowadzenia leczenia wymaga bardzo
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precyzyjnej oceny wstepnej, a takze konsekwentnego monitorowania przebiegu
wprowadzonej terapii i jej tolerancji. Kazdy z pacjentéw powinien by¢ poinformowany
0 dhugosci trwania leczenia, mozliwych dziataniach niepozadanych wykorzystywanych
preparatow farmaceutycznych, ewentualnych interakcjach pomiedzy przyjmowanymi
lekami, a takze wplywie przestrzegania zalecen ustalonej terapii oraz zasadach
kontynuowania i wstrzymywania leczenia [49,51].

Zasadniczym celem leczenia jest eradykacja zakazenia HBV i wywotanie remisji
aktywnos$ci choréb watroby. W praktyce aktualny stan wiedzy 1 mozliwosci
terapeutycznych powoduje, iz jest ona do tej pory nieosiggalna. Przyczyng tej trudnosci
jest epsisomalna struktura HBV-DNA, ktora wykazuje znaczgca odpornos¢ na wskazane
preparaty farmaceutyczne stosowane w leczeniu zakazenh HBV. Przetrwanie powyzszej
struktury skutkuje wznowieniem zakazenia [52]. W konsekwencji mozliwym jest jedynie
uzyskanie trwalego zaniku HBV-DNA w surowicy. Potwierdzeniem zahamowania
replikacji HBV jest wynik przeprowadzonego testu reakcji tancuchowej polimerazy
(PCR) o wysokiej czutosci [48]. Pozytywnymi rezultatami supresji replikacji HBV sa:

%+ wstrzymanie proceséw widknienia tkanek watroby i cofanie sie zmian juz
powstatych,
stabilizacja wynikow badan biochemicznych prob watrobowych,
ograniczenie rozwoju i zachorowalnosci na HCC,
ograniczenie ryzyka rozwoju niewydolnosci watroby,

wydtuzenie zycia pacjentéw 1 poprawa jakosci ich zycia,

-+ F + ¥

minimalizowanie rozprzestrzeniania si¢ HBYV, redukcja zakaznosci o0sob
zainfekowanych [48].
Efektywno$¢ leczenia oceniana jest poprzez rézne rodzaje odpowiedzi organizmu
na zastosowana terapi¢ przeciwwirusowa. W celu normalizacji otrzymywanych wynikow
zdefiniowana zostata nomenklatura umozliwiajgca porownywanie skutecznosci leczenia,
czyli:
+ odpowiedz wirusologiczna — redukcja poziomu wiremii do warto$ci
niewykrywalnych przez obecnie dostepne testy,
+ odpowiedz biochemiczna — normalizacja poziomu ALT w surowicy krwi
pacjenta,
+ odpowiedz histologiczna — poprawa wskaznikow aktywno$ci zapalnej lub
wskaznikéw zwloknienia,

+ odpowiedz serologiczna - wystepowanie serokonwersji,
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+ odpowiedz calkowita — odpowiedz definiuje sie jako utrate HBsAg i wytworzenia
przeciwcial anty-HBs [47,49,53].

2.4. Entekawir — podstawowe informacje

Entekawir (ENT), ktorego wzor strukturalny przedstawia rycina 6, jest analogiem
nukleozydu guanozyny i wystepuje pod nazwa systematyczng 2-amino-9-[(1S,3R,4S)-4-
hydroksy-3-(hydroksymetylo)-2-metylidenocyklopentylo]-6,9-dihydro-3H-puryno-6-
on. Wykorzystuje si¢ go jako lek przeciwwirusowy w leczeniu WZW B, a takze stosuje
w terapii po transplantacji watroby [54]. ENT zostal przypisany jako lek pierwszego
rzutu, aby zapobiega¢ rozwijaniu i zaostrzaniu istnicjgcego juz przewlektego WZW B
[55]. Mechanizm dziatania ENT polega na hamowaniu trzech funkcji polimerazy DNA
HBYV, takich jak: promowanie polimerazy DNA HBYV, synteza nici dodatniejf DNA HBV
1 odwrocenie transkrypcji nici ujemnej [56,57]. Poniewaz ENT jest wydalany gléwnie
przez nerki, jednoczesne podawanie ENT z lekami, ktore zmniejszaja czynno$¢ nerek
lub konkuruja o aktywne wydzielanie kanalikowe, moze zwigksza¢ stezenie ENT
badz jednoczesnie podawanego leku [58].

Dawka ENT zalezy od czynnosci nerek. U pacjentow z zaburzeniami czynnosci
nerek nalezy dostosowaé¢ dawke leku i1 monitorowa¢ odpowiedZz wirusologiczng
organizmu. Podczas terapiit ENT mozliwe jest rowniez zaostrzenie zapalenia watroby.
Zwykle obserwuje si¢ to okolo 4.-5. tygodni po rozpoczeciu leczenia u pacjentow
z marskos$cig watroby 1 u pacjentdw z niewyréwnang marskoscig watroby. Z uwagi na to,
funkcje watroby 1 nerek powinny by¢ regularnie monitorowane podczas leczenia

i co najmniej 6 miesigcy po jego zakonczeniu [59].

OH

OH

Ryc. 6. Wzor strukturalny entekawiru (ENT).
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3. KREATYNINA -BIOCHEMICZNY MARKER OCENY
FUNKCJONOWANIA NEREK

Kreatynina (Crn) jest zwigzkiem azotowym i stanowi produkt metabolizmu
kreatyny, gléwnego sktadnika tworzgcego tkanke miesniowa (Ryc. 7). Kreatyna
odpowiada za sktadowanie i dostarczanie energii w komodrkach mig¢sniowych. Zostata
odkryta przez Michaela Eugenia Chevereula w 1832 roku i jest syntetyzowana
w organizmie z aminokwasow glownie w watrobie, trzustce i nerkach. Kreatyna jest
rébwniez dostarczana w diecie z produktow pochodzenia zwierzecego. Organizm
czlowieka zawiera wszystkie enzymy potrzebne do biosyntezy kreatyny, a pokarm nie
jest jej absolutnym Zrédtem pochodzenia. Powoduje to, Zze kreatyna nie jest uwazana za

niezb¢dny sktadnik odzywczy w diecie [60,61].
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Ryc. 7. Wzor strukturalny kreatyniny.

Crn to produkt odpadowy powstajacy w migsniach w wyniku naturalnej,
spontanicznej degradacji fosforanu kreatyny, wysokoenergetycznego zwigzku
magazynujacego. Wystepuje w surowicy krwi oraz w moczu. Szybko$¢ jej metabolizmu
jest stata, a okoto 2% kreatyny dziennie przeksztatcane jest w Crn [62]. W prawidlowo
funkcjonujacym organizmie, Crn niemalze w catosci usuwana jest z krwi do moczu na
drodze filtracji w kiebuszkach nerkowych. Normy wystepowania Crn w surowicy
I moczu roznig si¢ w zalezno$ci od plci oraz masy migsniowej. W surowicy krwi zakres
referencyjny dla mezczyzn wynosi 0,7-1,3 mg dI?, za$ dla kobiet 0,6-1,1 mg dI™.
W przypadku moczu od 7 do 13 mmol I dla kobiet oraz od 10 do 18 mmol I dla
mezczyzn [63]. Nieprawidlowe jej wartosci moga $wiadczy¢ o zaburzeniu pracy nerek.
Istnieje wiele mozliwych przyczyn wysokiego poziomu Crn. Wyniki odbiegajace od
normy, ktore wystepujg pojedynczo, chwilowo utrudniajgc prace nerek spowodowane
sa najczesciej odwodnieniem organizmu, suplementacjg kreatyng, badz przyjmowaniem

duzej ilosci biatka wraz z pokarmem. Stale utrzymujace si¢ wysokie poziomy Crn moga
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wskazywa¢ na zly stan zdrowia organizmu. Wiele schorzen moze powodowac
uszkodzenia lub choroby wptywajace na czynno$¢ nerek. Sa to m.in.: kigbuszkowe
zapalenie nerek, cukrzyca, choroby serca, zakazenie nerek, zablokowanie drog
moczowych, ostra i przewlekta niewydolno$¢ nerek oraz nefrotoksyczno$¢ polekowa
[64]. Zbyt niskie jej poziomy moga §wiadczy¢ o chorobie migéni, takiej jak dystrofia
mig$niowa, zanik mig¢éni, a ponadto niedozywieniu, chorobach watroby oraz nadmierne;j
utracacie wody. Poniewaz rozpad tkanki mige$niowej powoduje produkcije kreatyniny,
u 0s0b z matg masg mig$niowa czesto wystepuje niski poziom kreatyniny. Tak wiec jej
mata warto$¢ nie zawsze oznacza powazny problem medyczny [65].

Stopien wydalania Crn z organizmu zalezy od wielu czynnikéw m.in. wieku, ptci,
rasy, zawarto$ci migsa w diecie, masy mig$niowej, przyjmowanych lekéw, czy
aktywnos$ci fizycznej. Crn stanowi bardzo dobry biochemiczny wskaznik zaburzen
i choréb nerek, poniewaz usuwana jest z organizmu tylko i wytacznie na drodze filtracji
klebuszkowej i czeSciowego wydalania kanalikowego [64].

Istotnym parametrem, ktory charakteryzuje wydolno$¢ nerek jest szacowany
wspotczynnik filtracji kigbuszkowej (eGFR). Wskaznik ten dostarcza informacji na temat
ilosci oczyszczonego osocza z danej substancji w okre$lonej jednostce czasu przez
ktebuszki nerkowe do moczu pierwotnego. Klinicznym standardem wyliczania eGFR jest
okreslenie klirensu endogennej Crn. Wzrost zawartosci Crn we krwi moze oznaczac:
zaburzenia w funkcjonowaniu nerek, niewydolno$¢ nerek, zablokowanie drog
moczowych lub odwodnienie [63,66].

Crn wydalana jest z moczem ze statg iloscig ok. 25 mg na kg masy ciata dziennie.
Ze wzgledu na te szczegdlng fizjologiczng wiasciwos¢, Crn w moczu jest uzywana od
kilkudziesieciu lat do korygowania szybkosci wydalania lub zawartosci w moczu wielu
substancji endogennych 1 egzogennych. Korekta ta jest niezbedna w badaniach
klinicznych i zawodowych, w ktorych najczesciej do analiz wykorzystywane sg probki
moczu. Ze wzgledu na nieinwazyjny sposob pobierania probki 1 dostepnosé
odpowiednich ilosci materialu W biomonitoringu cztowieka, mocz jest jedng z najbardziej
preferowanych matryc shuzacych do weryfikacji stanu zdrowia, monitorowania
skutecznos$ci terapii, oceny funkcjonowania nerek lub okreslenia stopnia narazenia na
zanieczyszczenia srodowiskowe.

Istnieje wiele metod ilosciowych stuzacych do pomiaru stgzenia Crn w moczu
I surowicy krwi cztowieka. Standardowo wykorzystywana jest kolorymetryczna metoda

Jaffe’go opracowana w 1886 roku oparta na reakcji kreatyniny z kwasem pikrynowym
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w srodowisku alkalicznym. Utworzony kompleks o czerwonym zabarwieniu jest
mierzony przy dlugosci fali 505 nm. Gtéwna wada tej metody jest interferencja innych
zwigzkow takich jak bilirubina, biatka i ketony [62,67].

Bardzo popularng technikg wykorzystywana do oznaczania zawartosci Crn
w moczu jest rowniez HPLC. Jeden z protokolow zostat opracowany w Katedrze Chemii
Srodowiska Uniwersytetu E6dzkiego. W metodzie tej nie ma potrzeby przeprowadzania
zadnych reakcji chemicznych, a prébka moczu jest jedynie rozcienczana i analizowana

w odwroconym uktadzie faz z wykorzystaniem detektora UV [68].
4. CHARAKTERYSTYKA PLYNOW BIOLOGICZNYCH

Analiza plynéw ustrojowych odgrywa kluczowa role w diagnostyce
I prognozowaniu choroby. Ludzkie ptyny biologiczne sa uwazane za wazne zrodta
markeréw klinicznych. Sktad chemiczny jest szczegdlnie istotny przy ocenie roli
okreslonego ptynu w utrzymaniu zdrowia, komfortu i dobrego samopoczucia pacjenta.
Zmiana stgzenia badz skladu okreslonego sktadnika biochemicznego w plynach
ustrojowych jest wykorzystywana jako wskaznik stanu fizjologicznego lub
patologicznego. Tym samym analiza ptynéw ustrojowych czlowieka stata si¢ jednym
z najbardziej obiecujacych podejs¢ do odkrywania biomarkerow i mechanizmow
patofizjologicznych chorob cztowieka. Wykrycie takich markeréw na wczesnym etapie
moze prowadzi¢ do szybkiej diagnozy, ktora w konsekwencji moze skutkowac
odpowiednim leczeniem. Monitorowanie okreslonych substancji podczas przebiegu
choroby, zwigzku endogennego Iub egzogennego, moze rowniez daé¢ wglad
w skuteczno$¢ okreslone;j terapii [69].

Zalety badania ptyndéw ustrojowych obejmujg niskg inwazyjnos$¢, maty koszt oraz
szybkie pobieranie i przetwarzanie probek w poréwnaniu do tkanek. Analiza ptynow
ustrojowych cztowieka jest z natury trudna ze wzgledu na ich unikalne cechy i ztozono$é
biologiczng. W ponizszym rozdziale skupiono si¢ na omowieniu trzech matryc
biologicznych, ktore zostaly wykorzystane w badaniach prowadzonych w ramach
niniejszej rozprawy doktorskiej.

4.1. Mocz

Mocz jest waznym i fatwo dostgpnym ptynem biologicznym, ktory juz od ponad
100 lat byt przedmiotem szczegétowych analiz chemicznych. Badanie ogélne moczu
nalezy do podstawowych testow diagnostycznych wykorzystywanych w praktyce

Klinicznej. Sposob jego pobierania nie jest zbyt skomplikowany, w poréwnaniu
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z pobieraniem np. probek krwi. Probka moczu, a najwazniejsze jej sktad, jako narzgdzie
diagnostyczne w chemii klinicznej moze by¢ stosowane do monitorowania leczenia
chorob, oceny jakosciowej i iloSciowej wydalania lekéw i ich metabolitow, a takze do
oceny narazenia na czynniki srodowiskowe.

Mocz jest przezroczystym ptynem 0 stomkowym Kolorze, zawierajacym
szkodliwe i niepotrzebne dla organizmu pozostatosci przemiany materii. T¢tnica nerkowa
doprowadza do nerki krew z mocznikiem, nadmiarem wody oraz innymi zbgdnymi
i szkodliwymi substancjami, a mocz jest produkowany na drodze filtracji krwi
w kiebuszkach nerkowych. Nastepnie dochodzi do resorpcji moczu macierzystego
(wchionigcie do krwi cennych dla organizmu substancji) do kanalikow nerkowych.
Z kanalikow nerkowych wyptywa mocz ostateczny i przedostaje si¢ do kanalikow
zbiorczych. Kolejno z miedniczek nerkowych poprzez moczowody dostaje si¢ do
pecherza i stamtad wydalany jest poprzez cewke moczowa [70].

Mocz to gtéwnie woda (okoto 95%), a takze rozpuszczalne odpady pochodzace
z krwioobiegu, mocznik - pochodzacy z metabolizmu aminokwasow, jony soli
nieorganicznych, w tym jony chlorkowe, sodowe, potasowe, cukry, oraz barwny produkt
rozktadu hemoglobiny - urobilina, ktéra daje mu charakterystyczny kolor. Przecigtna
osoba dorosta wytwarza dziennie od 1,5 do 2,0 litrow moczu [71,72]. W tabeli
2 zaprezentowano podstawowe parametry moczu charakterystyczne dla zdrowego

cztowieka.

Tabela 2. Charakterystyczne parametry moczu zdrowego cztowieka [71,73].

Parametr Opis
Barwa stomkowa
Odczyn stabo kwasny — stabo zasadowy (4,5 — 8,0)
Bialka nieobecne
Glukoza nieobecna
Bilirubina nieobecna
Urobilinogen obecny
Azotany nieobecne
Erytrocyty 0-2 w polu widzenia
Leukocyty 0-5 w polu widzenia
Objetos¢ na dobe 15-201
Cigzar wlasciwy Od 1005 — 1030 kg I

27



Mocz do analizy pobiera si¢ do jednorazowych, sterylnych pojemnikow
z wieczkiem badz nasadka zapobiegajaca utracie badz zanieczyszczeniu probki. Materiat,
z ktérego wykonany jest pojemnik nie powinien reagowaé¢ z zadnym analitem
poddawanym oznaczeniu oraz nie powinien go absorbowac.

Pobieranie i analiza probek moczu nie jest zwigzana z ryzykiem przeniesienia
chorob zakaznych, a uzyskana wielko$¢ prob moze by¢ stosunkowo duza, nawet okoto
0,8 litra [74]. Mocz jest jedng z bardziej skomplikowanych matryc wykorzystywanych
w analityce. Zwigzane jest to z rdznorodnos$cig substancji w nim wystepujacych.
Zawarto$¢ sktadnikow moczu uzalezniona jest od stanu zdrowia czlowicka, diety,
prowadzonego stylu zycia oraz ilosci przyjmowanych ptynoéw, ktoére bezposrednio
wplywaja na rozcienczenie moczu. Wszystkie te czynniki determinujg to, iz wykrywanie
1 oznaczanie okreslonych substancji w moczu czesto sprawia wiele trudnos$ci. Stad tez
w analityce probek moczu szeroko stosowane sg techniki separacyjne [75].

Czas pobrania, zatezenie i natgzenie przeptywu moczu wpltywajg na zawarto$é
zwigzkow w nim wystepujacych. Problem ten mozna jednak tatwo rozwigza¢ dzigki
normalizowaniu rozcienczenia probek w odniesieniu do stezenia kreatyniny w moczu.
Podstawowym zalozeniem dla tego podejscia jest to, ze wspotczynnik wydalania
dobowego kreatyniny w moczu przez nerki jest staty dla danej osoby i proporcjonalny do
masy migsniowej, z bardzo mata zmienno$cia w ramach osoby, jak i migdzy osobami,
dlatego moze by¢ ona uwazana za zwigzek referencyjny [76].

W analizie klinicznej podstawowymi parametrami okre$§lanymi w moczu s3:
ciezar wlasciwy, przejrzystos¢, kolor, odczyn pH, ilos¢ biatek, cukrow, ciat ketonowych
I barwnikow zotciowych. Obecno$é cukréw moze $wiadczy¢ o wystepowaniu Cukrzycy,
a bialek o zaburzeniu pracy watroby. Bardziej specjalistyczne badania obejmuja
wyznaczenie ilosci nablonkow, wateczkow, krwinek biatych i czerwonych. Obecnosé
wateczkow i nabtonkow moze sugerowac chorobg, a nawet uszkodzenie nerek [77,78].

W prébkach moczu mozna zaobserwowac obecno$¢ réznorodnych zwigzkoéw
chemicznych, w tym ksenobiotykow i biomarkeréw. Badanie te moga pomodc w ustalaniu
zrodta pochodzenia zwigzkow chemicznych potencjalnie szkodliwych dla czlowieka,

np. zanieczyszczone powietrze, woda badz zywnos¢ [79].
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4.2. Krew

Krew to plyn, ktory jest technicznie uwazany za tkanke taczng. Jest to macierz
zewnatrzkomorkowa, w ktorej komorki krwi sg zawieszone w osoczu. Zwykle ma ona
pH okoto 7,4 i jest nieco gestsza | bardziej lepka niz woda. W jej sktad wchodza
morfotyczne elementy krwi: erytrocyty (krwinki czerwone), leukocyty (krwinki biate)
1 trombocyty (plytki krwi). Objetosciowo krwinki czerwone stanowig okoto 45% krwi
petnej, osocze okoto 54,3%, krwinki biate okoto 0,7%, a ptytki krwi stanowig mniej niz
1% [80,81]. W tabeli 3 zaprezentowano podziat i charakterystyke¢ morfotycznych
elementow krwi. Wszystkie elementy wytwarzane sa w uktadzie krwiono$nym, w sktad
ktorego wchodzg szpik kostny czerwony, wezly chlonne, grasica, $ledziona i migdatki
[82]. Krew umozliwia transport komorek i czasteczek miedzy czg¢$ciami ciala, a wigc jest
niezbednym tacznikiem pomiedzy wszystkimi komoérkami organizmu. Tlen, dwutlenek
wegla 1 glukoza naleza do najwazniejszych czasteczek transportowanych we krwi.
Komorki krwi sg niezbedne do prawidlowego funkcjonowania uktadu metabolicznego
i odpornosciowego [80]. Charakterystyczny kolor nadaje hemoglobina, unikalne biatko
zawierajace zelazo, znajdujaca si¢ w erytrocytach. Hemoglobina rozjasnia kolor krwi po
nasyceniu tlenem (oksyhemoglobina) i powoduje jej ciemnienie po usunigciu tlenu
(dezoksyhemoglobina). Z tego powodu czgsciowo odtleniona krew z zyly jest
ciemniejsza niz natleniona z tetnicy. W organizmie krew jest stale ptynna, a przeptyw
turbulentny zapewnia, ze komorki i osocze s dos¢ jednorodnie wymieszane. Ciagly
przeptyw utrzymuje state srodowisko dla komorek ciata. Objetos¢ krwi 1 stezenie jej
wielu sktadnikoéw sa utrzymywane w waskich granicach przez mechanizmy
homeostatyczne [83,84]. Krew stanowi okoto 7% masy ciata (5,6 litra u osoby o wadze
70 kg). Udziat procentowy jest mniejszy u kobiet i znacznie wigkszy u dzieci, ale
stopniowo maleje, az do osiggni¢cia dorostosci [84].

Czerwone krwinki sg zdecydowanie najbardziej rozpowszechnionym typem
krwinek i produkowane sa w czerwonym szpiku kostnym. Posiadaja ksztalt
dwuwklestych dyskow, nie zawieraja jadra, a ich $rednica wynosi okoto 7 pum. Ich
najwazniejszg funkcja jest transport gazu, gtownie tlenu, ale przenoszg rowniez pewng
ilos¢ dwutlenku wegla. Ich charakterystyczny ksztatt jest dostosowany do ich
przeznaczenia. Dwuwklestos¢ zwigksza ich powierzchni¢ wymiany gazowej. Komorki

te sa elastyczne, dzigki czemu mogg przeciskacé si¢ przez waskie naczynia [84].
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Tabela 3. Podziat i charakterystyka morfotycznych elementow krwi [81].

Okres
- . Komorki rozwoju .
Typ komorki  Rysunek Opis (mm3) krwi  (OR) i czas Funkcje
zycia (CZ)
IR O
czerwone bezjadrowy dysk, o )
komérki krwi) Srednica 7-8 um  THONOW anZ| 100-120  wegla
Leukocyty (biate komorki kuliste komérki 4800-10800
krwi) jadrzaste
Granulocyty
—— jadro OR: okoto
. z{‘) wieloplaszczyznowe; 14 dni . tizui
Neutrofile o~ niepozorne granulki ~ 3000-7000  cz: od 6 bagocy. 173
) . akterie
cytoplazmatyczne; godzin  do
$rednica 10-12 pm Kilku dni
“ jadro dwuptatowe; OR: . okoto Zabl]jd]q
. ; 14 dni pasozyty,
Eozynofile % czerwone granulki 100400 C7z: okolo 5 odgrywaia
cytoplazmatyczne; d N tos 1
$rednica 10-14 pm n z0zong ro'¢ W
alergii i astmie
OR: od 1 do uwalniajg
@ jadro dwuptatowe; 7 dni histaming i inne
. duze fioletowo- CZ: od Kilku mediatory
Bazofile czarne granulki 20-50 godzin do zapalenia;
cytoplazmatyczne; Kilku dni zawieraja
$rednica 10-14 pm heparyne,
antykoagulanty
Agranulocyty
jadro kuliste; OR: od dni wzmacniajg
g bladoniebieska do tygodni odpowiedz
. cytoplazma; $rednica CZ: od dni immunologiczng
Limfocyty 5-17 um 1500-3000 (g |at poprzez
bezposredni atak
komorkowy lub
przeciwciata
jadro w ksztalcie fagocytoza;
litery U lub nerki; OR: 2-3 dni o]
Monocyty szaro-niebieska 100-700 seon FozwWijaja sig
- . CZ: miesigce W makrofagi
cytoplazma; $rednica W tkankach
14-24 ym
g tarczowe fragmenty uszczelniaja
*a v, cytoplazmatyczne male rany
) ) zawierajace 150000- OR 45dni W naqzynlach
Ptytki krwi granulki; 400000 C7: 5-10 dni krwiono$nych;

ciemnofioletowe;
$rednica 2—4 um

odgrywaja role
w  krzepnigciu
Krwi

Leukocyty,

czyli

biate krwinki

to jedyne utworzone elementy,

ktore

sa kompletnymi komoérkami, z jadrem 1 organellami. Leukocyty sa znacznie mniej liczne

niz czerwone krwinki i majg kluczowe znaczenie dla naszej obrony przed chorobami.

Wraz z narzgdami limfatycznymi sg odpowiedzialne za odporno$¢ organizmu, a ich
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glownym zadaniem jest wyszukiwanie i niszczenie niebezpiecznych drobnoustrojow:
bakterii, wirusow i pasozytow oraz toksyn i komorek nowotworowych, dzigki czemu
maja pewne szczegoOlne cechy funkcjonalne. Czerwone krwinki sg ograniczone do
krwiobiegu i pelnig swoje funkcje we krwi. Biale krwinki sg w stanie wydostac si¢
z naczyn wlosowatych, a uklad krazenia jest ich srodkiem transportu do obszaréow ciata
(gtownie luznych tkanek tacznych lub limfoidalnych), gdzie sg potrzebne do wywotania
odpowiedzi immunologicznej [84]. Leukocyty magazynowane sg w szpiku kostnym,
weztach chtonnych i $ledzionie, a dopiero w sytuacji zagrazajacej zdrowiu badz zyciu
organizmu transportowane sg do krwioobiegu i moga spetnia¢ funkcje ochronne. Zwykle
rosngca liczba bialych krwinek we krwi wskazuje na problem fizjologiczny, np. infekcje
czy uraz. Istnieja dwa gtowne typy leukocytow:

+ granulocyty — (neutrofile, eozynofile i bazofile),

+ agranulocyty — (monocyty i limfocyty).

Trombocyty, czyli ptytki krwi, sg to mate fragmenty cytoplazmy oderwane od
komorek megakariocytow szpiku [85]. Chociaz nie maja jadra, ich cytoplazma jest
wypeliona granulkami zawierajagcymi rézne substancje sprzyjajace krzepnieciu krwi
(koagulacji) [84]. Ponadto uczestnicza w stymulacji wzrostu fibroblastow, stymuluja
rozwdj komorek migsni gtadkich, a takze odpowiadaja za proces fibrynolizy [85]. Ptytki
krwi sg produkowane w tempie 200 miliardow dziennie, jednak mechanizmy regulujace
liczbe ptytek krwi nie sa w petni poznane [80,84]. Hormon trombopoetyna pochodzacy
z watroby stymuluje produkcje ptytek krwi [84]. Lepka powierzchnia ptytek krwi
pozwala im gromadzi¢ si¢ w miejscu peknietych naczyn krwiono$nych, tworzac skrzep,
czgsciowo z powodu uwolnienia czynnikéw krzepnigcia, ktére wystepuje podczas
uszkodzenia §rodbtonka naczyfh krwiono$nych. Ten proces nazywa si¢ hemostaza. Ptytki
krwi wydzielaja czynniki, ktére zwigkszaja lokalng agregacje ptytek krwi (np.
tromboksan A), zwigkszajg skurcz naczyn (np. serotonina) 1 sprzyjaja krzepnieciu krwi
(np. tromboplastyna, fibrynogen). Ptytki krwi sg niezwykle wazne dla gojenia si¢ ran,
ktore moze nastapi¢ dopiero po utworzeniu si¢ skrzepu i catkowitym ustaniu krwawienia.
Zywotnoéé ptytek krwi wynosi od 5 do 10 dni, a te, ktore nie sg uzywane do hemostazy,
sg niszczone przez makrofagi, gldownie w $ledzionie. Okolo jedna trzecia ptytek krwi jest
przechowywana w $ledzionie, ktora stanowi ,,magazyn awaryjny”’, umozliwiajacy w razie
potrzeby opanowanie nadmiernego krwawienie [80,84].

Zasadniczym sktadnikiem krwi, w ktorym sa zawieszone elementy morfotyczne

jest osocze. Stanowi ono okoto 55% catkowitej objetosci krwi I otrzymywane jest poprzez
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odwirowanie krwi peinej. Pomimo, iz okoto 90% stanowi woda, osocze, podobnie jak
mocz, uwazane jest za jeden z najbardziej skomplikowanych materiatéw biologicznych
wykorzystywanych w analityce. Zwigzane jest to z obecnos$ciag W tym plynie m.in. biatek,
lipoprotein, kwasow tluszczowych, hormonéw, glukozy, produktéw metabolizmu biatek,
w tym mocznika i aminokwasow [84,86]. Osocze petni funkcje transportera i dostarcza
metabolity do nerek, ptuc i watroby. Wspomaga regulacj¢ ci$nienia krwi, a takze
odpowiada za utrzymanie podstawowej temperatury ciata. Biatka osocza uczestniczg
w regulacji rownowagi kwasowo-zasadowej, ci$nienia osSmotycznego oraz lepkosci
osocza [87,88].

Krew oraz mocz s3a materiatami biologicznymi W poréwnywalnym stopniu
wykorzystywanymi do badan. Niestety, badanie zawarto$ci zwigzkéw we krwi moze by¢
bolesne dla pacjenta i niesie za sobg ryzyko przeniesienia chordb na personel medyczny,
co zwigzane jest z inwazyjnym procesem uzyskania probki [89]. Morfologia krwi jest
podstawowym badaniem umozliwiajacym okreslenie stanu zdrowia, pozwala wykry¢
stany zapalne, zatrucia oraz procesy chorobowe zachodzace w organizmie [80]. llosciowe
oznaczenie glukozy we krwi jest niezbedne do rozpoznania cukrzycy, w ktorej poziom
tego cukru we krwi wynosi powyzej 100 mg dI'! na czczo [83,90]. Azotowe produkty
przemiany materii, w szczegolnosci mocznik, maja tendencje do gromadzenia si¢ u 0s6b
z chorymi nerkami, ktore nie sa w stanie wydala¢ tych substancji w normalnym tempie.
Wazrost stezenia bilirubiny w surowicy czgsto odzwierciedla zaburzenie watroby 1 drog
z6kciowych lub zwigkszong szybkos¢ niszczenia hemoglobiny [83].

W zaleznoséci od rodzaju przeprowadzanych badan, materiatem analitycznym
moze by¢ krew petna, ktora posiada ptynne i morfotyczne elementy krwi, a takze osocze
badz surowica. Krew moze by¢ pobierana do suchych, sterylnych probowek, w ktorych
mozliwe jest powstanie skrzepu i oddzielenie surowicy, a takze do specjalnych proboéwek,
ktore zawierajg substancje przyspieszajace badz hamujace jego powstawanie.
Zastosowanie probowek z dodatkiem antykoagulantow powstrzymuje proces
krzepnigcia, dzigki czemu mozliwe jest przeprowadzanie analiz dla krwi pelnej oraz dla
osocza uzyskanego po jej odwirowaniu w okreslonym czasie i przy okreslonej liczbie
obrotow [73,91]. Badania biochemiczne wykonywane sg najczesciej na surowicy badz
osoczu, hematologiczne na krwi pelnej, serologiczne dla surowicy 1 krwi petnej oraz
koagulologiczne dla osocza [73].

W zaleznosci od rodzaju zastosowanego antykoagulantu lub aktywatora

wykrzepiania proboéwki, do ktorych pobierana jest krew roznig si¢ kolorem korka.

32



W tabeli 4 zaprezentowano przyktadowe zestawienie kolorystyczne z odpowiednim
rodzajem substancji w zaleznosci od wykonywanego badania.

Tabela 4. Kolorowe oznaczenia odpowiadajgce migdzynarodowym standardom [92].

Kolor korka Rodzaj substancji Wskazania
Jasno niebieski \ Cytynian sodu 3,2% Do oznaczen parametrow
koagulologicznych
W 0soczu

Czarny Cytynian sodu 3,8% Do oznaczenia szybkosci

opadania erytrocytow

chemicznych w surowicy

Czerwony 0 Aktywator wykrzepiania Do oznaczen parametrow

Zielony Heparyna sodowa lub Do oznaczeh parametrow
i chemicznych w osoczu
itowa

Lawendowy . EDTA Do oznaczen parametrow

’} hematologicznych w krwi
petnej

Szary \ Fluorek sodu i heparyna Do oznaczen poziomu
sodowa badz fluorek sodu i glukozy
EDTA

4.3. Slina

Wczesne wykrycie choroby ma nie tylko zasadnicze znaczenie dla ztagodzenia jej
przebiegu i zapobiegania powiktaniom, ale takze ma kluczowe znaczenie dla zwigkszenia
wskaznika skutecznosci terapii [93].

Wspotczesne metodologie wczesnej diagnozy klinicznej wykorzystuja gtownie
analiz¢ ptynow biologicznych, przede wszystkim krwi, osocza oraz moczu, ktére zwane
sg ,,ztotymi standardami” nauk medycznych. W ciggu ostatnich dziesiecioleci §lina jest
takze przedmiotem analiz. Powodem jest fakt, ze posiada ona wiele wyraznych zalet jako
probka diagnostyczna w poréwnaniu do krwi [94]. Najwazniejsza korzys$c¢ to powszechna
dostepno$¢ materiatu biologicznego 1 tatwo$¢ pobierania, ktore moze odbywaé sig
W sposOb nieinwazyjny i przy zminimalizowaniu ryzyka zakazenia personelu
medycznego. W tym wypadku nie jest konieczne pobieranie probek przez przeszkolony
personel medyczny. Probki §liny moga by¢ pobrane w domu przez samego pacjenta,
o kazdej porze dnia bez koniecznosci wykorzystywania specjalistycznego sprzetu,
co znacznie zmniejsza dyskomfort zwigzany z pobieraniem krwi [95]. Transport,
przechowywanie materiatu biologicznego oraz procedury diagnostyczne w analizie $liny

s§ mniej wymagajace w porownaniu z surowicg [94-96].

33



Slina byla intensywnie badana jako potencjalne narzedzie diagnostyczne takze
ze wzgledu na bogactwo biomarkerow, takich jak material genetyczny i biatka [96].
Wigkszos¢ zwigzkow wystepujacych we krwi jest rtowniez obecna w §linie, a zatem $lina
jest funkcjonalnym odpowiednikiem surowicy, odzwierciedlajgcym stan fizjologiczny
organizmu, w tym zmiany hormonalne, zywieniowe i metaboliczne [95]. Co wigcej, $lina
z diagnostycznego punktu widzenia stanowi mniej skomplikowana matrycg niz krew czy
mocz. Zawarto$¢ biatek jest okoto 10 - 15 razy nizsza w poréwnaniu z osoczem. Redukuje
to ryzyko wigzania analitow z czasteczkami bialek oraz upraszcza proces obrobki probki
przed analiza, wptywajac korzystnie na obnizenie kosztoéw badan.

Slina jest lekko kwasna ciecza wydzielana przez trzy glowne gruczotly $linowe
oraz liczne mniejsze gruczoty zlokalizowane w catej jamie ustnej. Udziat wigkszych
1 mniejszych gruczoldow Slinowych w wydzielaniu §liny jest nastgpujacy:

* 20% Slinianki przyuszne,

+ 65-70% $linianki podzuchwowe,
%+ 7-8% Slinianki podjezykowe,

+ <10% mniejsze gruczoty Slinowe.

Surowicze wydzieliny sa wytwarzane gtownie przez §$liniankg przyuszng
i s3 bogate w jony i enzymy. Wydzieliny §luzowe sa wytwarzane gtownie przez drobne
gruczoly §$linowe, sa bogate w glikoproteiny 1 wykazuja niewielka aktywno$¢
enzymatyczng lub jej brak. Mieszane wydzieliny sg wytwarzane gldwnie przez §linianki
podzuchwowe 1 podjezykowe, a zawartos¢ sliny zalezy od proporcji migdzy komorkami
surowiczymi 1 Sluzowymi.

Slina jest substancjg wodnista, sktadajaca sie z 99,5% wody i 0,5% substancji
organicznych i nieorganicznych. Dzienna produkcja §liny waha si¢ od 0,75 do 1,5 I, przy
$rednim nateZeniu przeptywu 0,1-0,3 ml min™, Uwarunkowania takie jak ogolny stan
zdrowia, przyjmowanie lekdéw, sposdb higieny jamy ustnej, czy wzmozony wysiltek
fizyczny, wywieraja wptyw na jako$¢ wydzielanej $liny [94,97]. Normalny poziom pH
$liny mieéci si¢ w przedziale 6,5-7,5, a jej gestos¢ wynosi 1,0012 g cm®. Sktadniki
organiczne §liny pochodza z biatek i sg to: glikoproteiny (mucyny), biatka bogate
w proling, amylaze, lipaze, a takze sialoperoksydaza, lizozym, laktoferryna, chitynaza,
cystatyny, histatyny, defensyny, inhibitory proteazy leukocytéw §liny, kalprotektyna,
peroksydaza, kwasna fosfataza, chromogranina A i aglutynina. W sklad czgsci

nieorganicznej wchodza: jony sodu, potasu, chloru, wodorowgglany, jony magnezu, jony
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wapnia, fosforany, tiocyjaniany, fluorki, jony otowiu, kadmu, miedzi, azotany(lll)
I azotany(V) [97].

Istnieja dwie metody zbierania probek S$liny, ktére mozna sklasyfikowaé
w zaleznosci od tego, czy wykorzystuja bodzce. Slina stymulowana zwykle zbierana jest
w trakcie zucia gumy, co zwigksza szybkosci jej wydzielania. Ta metoda wplywa
zarbwno na ilos¢ wyprodukowanego materialu biologicznego jak 1 pH $liny.
Wykorzystywana jest u pacjentow, ktorzy maja trudnosci z wytworzeniem wystarczajacej
ilosci $liny. Slina niestymulowana jest pobierana bez zadnych bodzcow zewnetrznych,
ana nate¢zenie jej przeptywu najwiekszy wptyw ma stopien nawodnienia organizmu. Trzy
najczestsze metody zbierania niestymulowanej $liny to odsaczanie, plucie i odsysanie.
To, czy §lina jest stymulowana, czy niestymulowana, znajduje odzwierciedlenie
w zmiennym charakterze proporcji §liny w gtownych gruczotach $linowych oraz stezeniu
niektorych biatek, jonow i wody. Uwaza si¢, ze niestymulowana §lina reprezentuje
probke obojetng, na ktérg gruczoly slinowe maja mniejszy wptyw, jednak sugeruje si¢
rowniez, ze S$lina stymulowana moze pozwoli¢ na doktadniejsze wykrywanie
biomarkeréw np. raka [98].

Zawarto$¢ $liny moze ulec zmianie w wyniku procesow fizjologicznych
zachodzacych w réznych momentach dnia, a takze pod wptywem bodzcow w jamie
ustnej. Z tego wzgledu bardzo czgsto pacjenci instruowani sg o powstrzymaniu si¢ od
jedzenia, picia i higieny jamy ustnej, przez rézne okresy przed pobraniem probek. Aby
dane byly miarodajne, §lina musi by¢ pobierana w znormalizowanych warunkach ze
wzgledu na obecnos$¢ rytméw okotodobowych w szybkosci wydzielania §liny 1 na jej
sktad [99]. Przed pobraniem §liny nalezy wskaza¢ pacjentowi, aby wyczyscit jamg ustng
jedynie przez doktadne przeptukanie ust woda [95]. Jej szybkie i proste pobieranie daje
mozliwo$¢ monitorowania stanu zdrowia niemowlat, dzieci lub o0sob starszych, bez
koniecznosci ingerowania w organizm.

Slina petni wiele funkcji, ktore obejmuja naprawe tkanek, nawilzenie, utrzymanie
integralnos$ci szkliwa zebow, ochrong przeciwbakteryjna i przeciwwirusows, utrzymanie
integralno$ci btony $luzowej, rozcieficzanie i oczyszczanie, zdolno$¢ buforowania,
remineralizacje, przygotowywanie pokarmu do potykania, trawienie, smakowanie
pokarmu [97,100].

W ostatnich dekadach opracowano metody diagnostyki §liny do monitorowania
chorob jamy ustnej, takich jak choroby przyzebia [101] oraz oceny ryzyka prochnicy

[102]. Ostatnie badania pokazaty, ze wraz z rozwojem biotechnologii rozwineta sig
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réwniez diagnostyka oparta o $ling, ktora juz nie tylko stuzy do monitorowania choréb
jamy ustnej, ale rowniez do monitorowania jakosci funkcjonowania catego organizmu.
Dotyczy to zarowno $ledzenia zmian metabolicznych jak i wykrywania oraz monitoringu
biomarkeréw chorob. W §linie znajduje si¢ duza liczba medycznie cennych analitéw,
ktore reprezentuja biomarkery chorob nowotworowych [103], autoimmunologicznych —
zespotu Sjogren'a [104], mukowiscydozy [105], jak rowniez zakazenia HIV [106].
Co wiecej, istnieje coraz wiecej informacji na temat zastosowania $liny w diagnostyce
chorob uktadu sercowo-naczyniowego [107] oraz cukrzycy [108]. Postepy te wskazujg
na obiecujaca przyszto$¢ diagnostyki $liny w spersonalizowanych zastosowaniach
w medycynie indywidualnej i prognozowaniu wynikoéw leczenia [96,100].

Biorac pod uwage doktadnos¢, skuteczno$¢, prostote i czynniki ekonomiczne,
testy diagnostyczne §liny staja si¢ coraz bardziej popularne w naukach medycznych. Co
wiecej, techniki diagnostyczne oparte o wykorzystanie probek $liny moga potencjalnie
umozliwi¢ badania przesiewowe calej populacji w kierunku konkretnej choroby
W okreslonym czasie.

Pandemia wirusa SARS-CoV-2 obecnie jest najwickszym globalnym kryzysem
zdrowotnym. Szybka 1 precyzyjna diagnoza w kierunku Covid-19 ma kluczowe
znaczenie w kontrolowaniu epidemii na calym $wiecie. Wymazy pobierane
z nosogardzieli, jamy ustnej oraz gardta sa zalecanymi typami probek do badan
w kierunku diagnozy zakazenia Covid-19. Zatem pobieranie probek do analizy wymaga
osobistego kontaktu pracownikow stuzby zdrowia z potencjalnie zakazonymi osobami.
Stwarza to duze ryzyko przenoszenia wirusa poprzez personel medyczny, a takze
powoduje bol 1 dyskomfort odczuwany przez pacjentow w trakcie pobierania wymazow.
Pobieranie §liny jest procedura nieinwazyjna, a takze znaczaco minimalizuje ryzyko
zakazenia pracownikow stuzby zdrowia wirusem SARS-CoV-2. Dane literaturowe
wskazuja, iz slina ma wysoki wskaznik spojnosci przekraczajacy 90% z probkami z jamy
nosowo-gardtowej w wykrywaniu wirusow uktadu oddechowego, w tym koronawiruséw
[109]. Potrzeba wiele pracy, aby wilaczy¢ diagnostyke oparta na probkach §liny do
codziennego uzytku, okre$lania stanu zdrowia i podejmowania waznych decyzji
klinicznych dotyczacych opieki nad pacjentem. Metody pobierania probek §liny oraz
zawarto$Ci zwigzkow 1 potencjalnych biomarkerow w §linie wymagaja procesow
standaryzacji, co stanowi aktualnie ograniczenie w jej powszechnym zastosowaniu
[96,109].
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5.METODY OZNACZANIA TFV | ENT W PROBKACH
BIOLOGICZNYCH

W toku przeprowadzanych eksperymentéw poszukiwatam w literaturze metod
oznaczania TFV oraz ENT. Istnieje wiele procedur oznaczania TFV w osoczu, kilka
w moczu i jedna w $linie. W przypadku ENT metody ograniczajg si¢ giownie do
oznaczania w preparatach farmaceutycznych i osoczu. Wszystkie zaprezentowane
ponizej] metody =zostaly opracowane z wykorzystaniem techniki chromatografii
cieczowej. W chwili rozpoczg¢cia przeze mnie eksperymentéw przedstawionych
w niniejszej pracy, w literaturze naukowej nie byto opisanej zadnej metody analitycznej
umozliwiajgcej jednoczesne, ilosciowe oznaczanie TFV i Crn oraz ENT i Crn w moczu

1 osoczu czlowieka.

5.1. Chromatograficzne metody oznaczania TFV w prébkach biologicznych
Ogromne zainteresowanie wptywem terapii TFV na funkcjonowanie organizmu
czlowieka stanowi glowng przyczyne poszukiwania metod analitycznych
umozliwiajacych kontrole jego zawartosci W plynach ustrojowych. Pomimo faktu
zwickszonego ryzyka zakazenia przy uzyciu probek krwi, publikowane doniesienia
opisuja gtownie metody oznaczania TFV w osoczu/surowicy [28,33,110-124]. Niektore
z procedur analitycznych w protokole przygotowania probki wykorzystuja etap, jakim
jest ekstrakcja do fazy statej [112,115,117] lub derywatyzacja [110,111,119].
Przewazajaca cz¢$¢ opracowanych metod analitycznych opiera si¢ na spektrometrze mas
(MS) jako detektorze [28,33,113-116,118,119,122-124]. Rzadziej stosowane sa metody
wymagajagce uzycia powszechnie dostgpnych detektorow UV [33,112,117]
i spektrofluorymetrycznych (FLD) [110,111]. W tym podrozdziale oméwitam, opisane
w literaturze, wybrane metody pozwalajace na oznaczenie TFV w 0soczu, moczu oraz
slinie. Ze wzgledu na bardzo duzg liczbe publikacji zwigzanych z oznaczaniem TFV
w probkach osocza, w tabeli 5 zaprezentowatam zestawienie wybranych parametrow
chromatograficznych opracowanych metod pochodzacych z artykutow wykorzystanych
do napisania niniejszej rozprawy doktorskiej, uszeregowujac informacje w kolejnosci

pojawiania si¢ publikacji.

Osocze
Pierwsze dwie powstale prace, w ktorych autorzy korzystaja z techniki
chromatografii cieczowej do oznaczania TFV w probkach osocza, pochodzg z 2003 roku.

W obydwu przypadkach do oznaczania TFV badacze wykorzystali technike HPLC
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sprzgzong z detekcja FLD, a do separacji analitu kolumny chromatograficzne
z wypehieniem C8, réznigce si¢ miedzy soba dtugosciami i $rednicami. W obydwu
przypadkach w sktad fazy ruchomej wchodzit acetonitryl (MeCN) jako organiczny
rozpuszczalnik oraz chlorek badZ wodorosiarczan tetrabutyloaminowy. W zestawionych
pracach zauwazalne réznice wystepuja w predkosci przeptywu fazy ruchomej, a wynikaja
z roznych wymiardw kolumny chromatograficznej. Ponadto, przy zastosowaniu tego
samego odczynnika derywatyzujacego — chloroacetaldehydu w badaniach zastosowano
inne dlugosciach fal wzbudzenia i emisji oraz uzyskano granice oznaczalno$ci (LOQ)
roéznigce si¢ czterokrotnie pomigdzy opisanymi metodami. W pierwszej opisanej pracy
warto$é LOQ wyniosta 20 ng m1™ [110], za$ w drugiej 5 ng mI™ [111].

Dwa lata pozniej opublikowano kolejng praca wykorzystujaca technike HPLC
sprzezong z detekcja UV do separacji TFV w osoczu. Autorzy po raz pierwszy
zastosowali kolumne chromatograficzng z wypetnieniem C18, w sktad fazy ruchomej
wchodzil metanol (MeOH) oraz bufor fosforanowy (PB), predkos¢ przeptywu wynosita
1 ml mint, a LOQ 10 ng mI[112].

W pdzniejszym czasie zaprezentowano jeszcze dwie prace bazujace na detekcji
UV. W obu przypadkach do analiz chromatograficznych wykorzystano kolumny C18,
a jako sktadnik organiczny fazy ruchomej zastosowano MeOH. W poréwnywanych
pracach czasy analiz roznity si¢ znaczaco. W pracy z roku 2007 wynosit 5 minut [33],
w pracy z roku 2012 az 30 minut [117], zas w pracy z 2005 16 min [112]. Wartosci LOQ
w obydwu przypadkach byly podobne i oscylowaty w granicach od 8 ng mI™ [117] do 10
ng ml* [33,112].

Wsrod prac opublikowanych w latach 2006-2020 daje si¢ wyraznie zauwazyc,
1Z mnajczgstszym stosowanym uktadem chromatograficznym do oznaczania TFV
w probkach osocza jest chromatografia cieczowa sprzgzona z detekcja MS [28,33,113-
116,118-124]. Kolumny wykorzystywane do analiz technikg LC-MS to glownie kolumny
z wypetnieniem C8 1 Cl18 o dlugosciach od 50 do 150 mm. Fazy ruchome
w przewazajacej wickszosci jako modyfikator organiczny zawieraja MeCN badz MeOH,
Stosowane wodne frakcje faz ruchomych to gléwnie woda z dodatkiem kwasu
mrowkowego 0 stezeniu od 0,05% do 1%, octanu amonu, mréwczanu amonu, rzadziej
PB czy kwasu octowego. Czasy analiz sg bardzo zrdznicowane i wahajg si¢ w granicach
od 1,4 az do 15 min. Obserwowane sg rowniez bardzo duze réznice w wartosciach LOQ.

Najnizsza warto$¢ jaka udato sie osiggnaé autorom wynosita 0,4 ng ml?, zas najwyzsza,
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az 30,3 ng mlt. W zdecydowanej wiekszosci prac spektrometrie mas wykonano w trybie
jonizacji dodatniej, monitorujac przejscia 288—176 [113,114,116,118,120-124].

Ciggle udoskonalanie stosowanych metod analitycznych wptywa na poprawe
specyficznosci, skrocenie czasu analiz, jak 1 na obnizenie granic wykrywalnosci
i oznaczalnosci. Doktadne  zestawienie  parametrow  chromatograficznych

przedstawionych metod zestawiono w tabeli ponize;.
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Tabela 5. Wybrane warunki chromatograficzne i parametry walidacji metod oznaczania TFV w probkach osocza.

Czas analizy: 3 min

Rok | Technika | Zastosowana kolumna Faza ruchoma//typ elucji LOD LOQ Predkosé przepb{wu Dodatkowe informacje Ref.
fazy ruchomej
10 mmol I'* fosforan sodu i 5 mmol I* wodorosiarczan
HPLC- Chromspher C8 - - 4 _— hex254 NM, Aem 425 Nm
2003 FLD (150%4,6 mm, 5 wm) tetfabtﬂy'Oamoné?;\é);er(];t)giW?/MeCN Ilelucja - 20 ng ml 1,5 ml min Czas analizy: 20 min [110]
HPLC- Cluzeau C8 5 mmol I Na,HPO, chlorek tetrabutyloamoniowy 4 _— hex 236 NM, Aen 420 NM
2003 FLD (2503 mm, 5 pm) (TBA) 5 mmol I"(pH 6)/ MeCN // elucja izokratyczna ) Sngml 0,5 ml min Czas analizy: brak danych (111]
HPLC- Atlantis™ dC-18 20 mmol | *PB 1 I A 259 nm
2005 uv (150%3,9 mm, 5,0 um) (pH 5,7)/MeOH // elucja gradientowa ) 10ng ml 1,0 ml min Czas analizy: 16 min (112]
Jonizacja dodatnia, m/z 288—176
: . Temp. kapilary: 300 °C
2006 | e (1553’5‘39(') mechn) 196 kwas octowy/3% MeCN // elucja izokratyczna - 10 ng mi* 0,2 ml min* Napiccic kapilary: 3200 V [113]
' K Gaz kolizyjny: argon
Czas analizy: 7 min
HPLC- Detekcja UV: A 260 nm
DAD 3ngmlt 10 ng ml! Detekcja MS: Jonizacja dodatnia,
2007 Atlantis dC-18 5 mmol I octan amonu (pH 2,5)/MeOH // elucja 0.6 ml min- m/z 288—176 [33]
HPLC- (150%3,0 mm, 3pum) izokratyczna ! Napigcie kapilary: 4000 V
MS 2ng mlt 5ng mlt Gaz rozpylajgcy: azot
Czas analizy: 5 min
Jonizacja dodatnia, m/z 288—176
LC- Chromolith Speed Rod 40 mmol It octan amonu (pH 3,0)/MeCN // elucja 4 — Napiecie kapilary: 5500 V
2008 MS/MS RP18 (50%4,6 mm) izokratyczna 10ng mi 0,7 ml min Gaz kolizyjny: azot [114]
Czas analizy: 2 min
Jonizacja dodatnia, m/z 288
) Atlantis dC-18 woda + 0,05% kwas mréwkowy/MeCN + 0,05% 1 4 1 Napigcie kapilary: 3500 V
2008 | LC-MS (150x4,6 mm, 3 um) kwas mrowkowy // elucja gradientowa 2,0ng ml 15,6 ng mi 1,0 ml min Gaz rozpylajacy: azot (115]
Czas analizy: 15 min
Jonizacja dodatnia, m/z 288—176
Temp. kapilary: 300 °C
LC- Synergi RP HPLC o 0 . ) 4 — Napiecie kapilary: 3200 V
2009 MS/MS (150%2,0 mm, 4 um) 1% kwas octowy/3% MeCN // elucja izokratyczna 10 ng ml 0,2 ml min Gaz rozpylajacy: azot [116]
Gaz kolizyjny: argon
Czas analizy: 11 min
HPLC- Phecda C18 PB z 0,08% trietanoloaminy (pH 3,52)/MeOH // elucja ) 4 _— A 270 nm
0121y (250%4,6 mm, 5 um) gradientowa 8 ng ml 1,0 ml min Czas analizy: 30 min (117]
Jonizacja ujemna, m/z 286— 134
LC- Prontosil C18AQ, 1 mmol I*octan amonu (pH 6,5)/MeCN // elucja ) 4 _— Napigcie kapilary:: -4500 V
2013 MS/MS (100%4,6 mm, 3 um) izokratyczna 2ng mi 1,0 ml min Gaz kolizyjny: azot (28]

Tabela 5. Ciag dalszy.




Predkos¢ przeptywu

Rok | Technika | Zastosowana kolumna Faza ruchomal//typ elucji LOD LOQ f Dodatkowe informacje Ref.
fazy ruchomej
Jonizacja dodatnia, m/z 288—176
. Temp. rozpylania: 450 °C
Waters Acquity HSS X S o
UPLC- woda + kwas mrowkowy 0,1%/ 1 1 Y Napigcie kapilary: 1000 V
2013 MS/MS T (50X2;rll)mm, 18 MeCN + kwas mréwkowy 0,1% // elucja gradientowa 2ng ml 6ng ml 0.6 ml min Gaz rozpylajacy: azot (18]
K Gaz kolizyjny: argon
Czas analizy: 3 min
R : Jonizacja dodatnia, m/z 316—176
LC- Zorbax SCX (50%3,0 15 mmol I H 2,5)/MeCN // elucja - R L L L .
2015 | \1s/MS mm, 5 },LET'I) mrowczainzgrkr;(;l;:%a yMe ! 5ng mlt 1,0 ml min? Napigcie rozpylam_a_](.)nowego. 5500V | [119]
Czas analizy: 1,5 min
Jonizacja dodatnia, m/z 288—176
) Acquity UPLC , o Temp. rozpylania: 400°C
2015 |\U/|g_|v|cs HSS T3 MeCN- k “:;d;::,)k‘ﬁ’ss m(r)o(‘)’?f);)v;’/ye?&%saﬁ/ra dientowa 7,8 ng ml* 15,6 ng ml* 0,4 ml min* Napigcie kapilary: 1000 V [120]
(150%x2,1 mm, 1,8 pm) W WROWY 1,870 1ag Gaz rozpylajacy: azot
Czas analizy: 3,7 min
Jonizacja dodatnia, m/z 288—176
HPLC- Synergi fusion-RP o . - - ) 1 Y Temp. rozpylania: 500 °C
2016 MS/MS (150%4.6 mm, 4 um) 1% kwas mrowkowy/MeOH // elucja gradientowa 4ng ml 1,0 ml min Napiecie rozpylania jonowego: 5500 V [121]
Czas analizy: 6 min
Jonizacja dodatnia, m/z 288—176
LC- ACE C18 . . " " _— Temp. kapilary 300 °C
2017 MS/MS (50%3,0 mm, 3 um) woda/tetrahydrofuran // elucja gradientowa 15,1 ng ml 30,3 ng ml 0,2 ml min Gaz rozpylajacy” azot i hel [122]
Czas analizy: 9 min
Gradient predkosci
przeplywu:
0,4 ml min'/0-4,6
UHPLC- Waters Acquity woda + 20 mmol I* octanu amonu (pH 6,89) + 0,1% ) min Jonizacja dodatnia, m/z 288—176
2019 MS/MS UHPLC HSS T3 kwas mréwkowy/MeOH + 20 mmol I octanu amonu 0,4 ng ml* Temp. rozpylania: 300 °C [123]
(100x2,1 mm, 1,8 um) | (pH 6,89) + 0,1% kwas mréwkowy // elucja gradientowa 0,45 ml min™ /4,7-8 Czas analizy: 10 min
min
0,4 ml minY/
8,1-10 min
Jonizacja dodatnia, m/z 288—176
LC Acquity UPLC HSS 10 mmol I'* mréwczan amonu w wodzie Temp. zrédla: 600 °C
- - -1 in-l oo P i A
2020 MS/MS PFP (PH 2,5)/MeOH // elucja gradientowa 0,3ng ml 0,5 ml min Napiecie rozpylania jonéw: 5500 V [124]

(50%x2,1 mm, 1,8 pm)

Gaz kolizyjny i ostonowy: azot
Czas analizy: 1,4 min




Moczislina

Pierwsza publikacja, w ktorej mozna znalez¢ informacje dotyczace uzycia probek
moczu do oznaczania TFV oraz wykorzystania techniki HPLC jest praca opisana w 2015
przez M. Simiele 1 wspotpracownikoéw [125], powstanie dwoch kolejnych prac datuje si¢
na rok 2017. W celu separacji i identyfikacji TFV autorzy zastosowali kolumny
chromatograficzne C18, a takze kolumne z wypelieniem pentafluorofenylowym (PFP)
o dtugosciach od 100 do 150 mm. Jako organiczny skladnik fazy ruchome;j
wykorzystywali MeCN, a wodng frakcje stanowil kwas mréwkowy badz PB. W jednej
z prac autorzy nie umiescili szczegoétowych informacji na temat zastosowanych
warunkow separacji, przedstawili jedynie warto§¢ LOD, ktora wynosita 5 ng ml™ [127].
W pracy z roku 2015 autorzy zastosowali detekcj¢ MS w trybie jonizacji dodatniej
monitorujgc pojedynczy jon o stosunku masy do tadunku (m/z) rownym 288,18. Granice
wykrywalnosci i oznaczalnosci wynosity odpowiednio 195 ng ml™ i 391 ng mlI* [125].
W pracach z roku 2017 autorzy zastosowali detektor DAD prowadzac badania przy
dhugosci fali 260 nm [126], badz detekcje MS monitorujac TFV przy przejsciach
m/z 288,3—176,3 i 288,3—159,2 w jonizacji dodatniej [127]. W metodzie HPLC-DAD
LOD i LOQ wynosity odpowiednio 140 i 420 ng ml™? [126] i byly porownywalne
z warto$ciami osiggnigtymi dla metody HPLC-MS z 2015 r. [125].

Na temat S§liny jako materialu wykorzystywanego do oznaczania TFV
opublikowano jedng prace w roku 2015. Autorem tej pracy jest E. Yamada wraz ze
wspotpracownikami [128]. W publikacji przedstawiono procedure oznaczania kilku
lekow przeciwwirusowych, w tym TFV, w probkach §liny 1 osocza z zastosowaniem
techniki LC-MS/MS. Autorzy przeprowadzali separacje i identyfikacje stosujac kolumneg
C18. Rozdzielenie sktadnikow probki przeprowadzili z wykorzystaniem fazy ruchomej
sktadajacej si¢ z kwasu mrowkowego i MeCN. Spektrometri¢ mas wykonali w trybie
jonizacji dodatniej, przy monitorowaniu przej$¢ prekursor—produkt 288—176. Granica
oznaczalno$ci metody wyniosta 1 ng ml™2,

Wybrane warunki chromatograficzne i parametry walidacji opisanych powyzej
metod dedykowanych oznaczania TFV w probkach moczu i §liny przedstawiono w tabeli

ponize;j.
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Tabela 6. Wybrane warunki chromatograficzne i parametry walidacji metod oznaczania TFV w probkach moczu i $liny.

Predkos¢
Rok | Technika Méi;ry Zastosowana kolumna Faza ruchoma/typ elucji LOD LOQ przeptywu fazy Dodatkowe informacje Ref.
ruchomej
Jonizacja dodatnia, m/z
HPLC- Atlantis T3 (150x4,6 mm, 5 | Woda* 0,05% kwas mréwkowy/ MeCN Temp. srodha 110 °C
2015 Mocz ' k +0,05% kwas mrowkowy // elucja 195 ng ml* 391 ng ml* 1,0 ml min? omp. Zrocia. 1 [125]
MS pm) radientowa Napigcie kapilary: 3550 V
9 Gaz nosny: azot
Czas analizy: 11,5 min
Jonizacja dodatnia, m/z
288—176
- . Temp. gazu: 250 °C
LC- - 5 mmol I kwas mréwkowy/ MeCN // 1 - o L
2015 MS/MS Slina C18 (50x1,5 mm, 5 um) elucia izokratyczna - 1ng ml 0,2 ml min Napg;me kapll.ar}{. 6090 \% [128]
az nebulizujacy i
rozpylajacy: argon
Czas analizy: 6 min
HPLC- Kinetex C18 (150%4,6 mm, 5 0,1% H3sPO, pH 7,0/ MeCN // elucja " " - Detekcja UV: A 260 nm
2017 uv Mocz um) gradietowa 140 ng ml 420 ng ml 1 ml min Czas analizy: 7 min [126]
Jonizacja dodatnia, m/z
LC- Kinetex PFP (100x4,6 mm, ) 1 ) ) 288,3—176,3 i
2017 | pmgms | Mocez 2,6 um) 5ngml 288,3159,2 [127]
Czas analizy: 5 min




5.2. Chromatograficzne metody oznaczania ENT w probkach biologicznych

W przypadku ENT, metodologie prezentowane w literaturze koncentrujg si¢
glownie na problemie oceny jego zawartosci W preparatach farmaceutycznych
[130,134,138,139-141], osoczu [129,131,132,135,137,140] i jego filtracie [135]. Istnieja
réwniez dwie publikacje opisujgce procedury oznaczania ENT w moczu szczura [133]
oraz jednojadrzastych komorkach krwi obwodowej [136].

Jedna z pierwszych publikacji zwigzanych z oznaczaniem ENT w prébkach
osocza powstala w roku 2009. Autorzy przedstawili metod¢ oparta na technice LC-
MS/MS, ktorag opracowali i poddali procesowi walidacji do celow oznaczania ENT
w osoczu cztowieka. Probki osocza przed analiza poddane byty ekstrakcji do fazy statej
w ukladzie odwréconych faz. Dolna granica oznaczalnosci metody wyniosta 5 pg mi™,
Autorzy pracy rozdzielenie chromatograficzne przeprowadzili przy uzyciu kolumny C18,
a faza ruchoma skladata si¢ z mieszaniny wodoroweglanu amonu z dodatkiem
wodorotlenku amonu oraz MeOH. Detekcja ENT w probkach osocza zachodzita
w warunkach jonizacji w trybie dodatnim, monitorowano przejscia 278 — 152 [129].
Kolejne prace dotyczace oznaczania ENT w osoczu powstaty w latach 2011, 2012, 2014,
2016 oraz 2017 i opieraly si¢ na technice chromatografii cieczowej polaczonej z detekcja
MS [131,132,135,137] lub UV [141]. W przypadku zastosowania detektora MS ENT byt
oznaczany w jonizacji dodatniej, a monitorowane byly przejscia 278,1 — 152,1 [131,
132], 277,9 — 152,21 277,9 — 135,2 [135] oraz 278,04 — 152,01 [137]. Podczas, gdy
analizy prowadzono z wykorzystaniem detektora UV, analityczna dtugos¢ fali ustawiona
byta na 218 nm [140]. Na etapie przygotowania probki stosowana byta ekstrakcja do fazy
statej z wykorzystaniem sorbetow w odwrdéconym uktadzie faz [131] lub sorbentéw
kationowymiennych [135, 137], jak rowniez ekstrakcja ciecz-ciecz wspomagana
wysalaniem [132]. Sktadniki probek osocza separowane byty na kolumnach C-18 [131,
132, 140] badz HILIC [135, 137]. Uzyskane granice oznaczalnosci dla metod z detekcja
MS wabhaly sie od 50 pg mI™ [131, 132] do 1000 pg mI™[135], podczas gdy w metodzie
z detekcja UV, jak mozna bylo si¢ spodziewaé granica oznaczalnosci byta wyzsza
i wynosita 0,039 pg mi? [140].

W przypadku oznaczania ENT w filtracie osocza [135] protokot obejmowat
wykorzystanie  mikroekstrakcj¢  do  upakowanego  sorbentu.  Rozdzielenie
chromatograficzne prowadzono w kolumnie Acquity BEH AMIDE przy uzyciu fazy
ruchome;j sktadajacej si¢ z MeCN i octanu amonu. W celu identyfikacji ENT spektrometr
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mas ustawiono w tryb jonizacji dodatniej, monitorowano przejscia 277,9—152,2
1 277,9—135,2. Opracowana metoda zostata poddana procesowi walidacji. Wyznaczono
wartosci LOD i LOQ, ktore wynosity odpowiednio 150 pg ml*i 500 pg ml™.

Technike ultra-wysokosprawnej chromatografii  cieczowej oddzialywan
hydrofilowych sprzg¢zonej z tandemowa spektrometriag mas (HILIC-UHPLC-MS/MS)
wykorzystano do oznaczania ENT w probkach moczu szczura [133]. Metodg HILIC
autorzy poroéwnali z opracowang réwniez przez nich metodg w odwroéconym uktadzie faz
RP-UHPLC-MS/MS, a wyniki ktore uzyskali wykazaly nieco wyzsza czuto$¢ i wysoka
doktadno$¢ w catym zakresie liniowosci dla metody HILIC. Stosujac chromatografie
oddzialywan hydrofilowych ENT rozdzielano w kolumnie analitycznej Acquity BEH
Amide wykorzystujac faze ruchoma sktadajaca si¢ z MeCN oraz octanu amonu. Granica
oznaczalnoéci wyznaczona na probkach moczu szczura wynosita 100 pg ml™.
W przypadku uktadu faz odwroconych, ENT byt separowany z wykorzystaniem kolumny
Acquity BEH C18, a faza ruchoma sktadata si¢ z MeCN i kwasu mréwkowego. Wartosci
LOD i LOQ dla powyzszej metody nie zostaty przedstawione w publikacji. Warunki
detekcji zostaty precyzyjnie dopasowane zaréwno w trybie separacji HILIC jak i RP.
Zrédlo jondéw ustawiono w trybie jonizacji dodatniej. Analizy ENT monitorowano przy
przejsciach 277,9 — 152,211 277,9 — 135,2.

W literaturze opisano rowniez metodologi¢ oznaczania ENT w komoérkach krwi
[136] wykorzystujaca technike UHPLC-MS/MS. Separacja chromatograficzna zostata
przeprowadzona za pomoca kolumny Acquity UHPLC HSS T3. W celu ilosciowego
0znaczenia monitorowano przejscie 278,1 — 152,1. Elucje przeprowadzono z gradientem
fazy ruchomej ztozonej z H2O i MeCN, obie zawierajace 0,05% kwas mrowkowy.
Autorzy wyznaczyli warto$ci granic wykrywalno$ci i oznaczalnosci ktore wynosity
odpowiednio 0,0195 ng i 0,039 ng.

Poza probkami biologicznymi ENT oznaczany jest rowniez W preparatach
farmaceutycznych. W metodach tych jako detektory stosuje si¢ spektrofotometry
w przeciwienstwie do metod obejmujacych probki biologiczne, w ktorych wykorzystuje
si¢ detektory MS. W 2010 r. Sérgio Luiz Dalmora wraz ze wspotpracownikami
opracowali i zwalidowali chromatograficzng metod¢ oznaczania ENT w preparacie
medycznym wystepujacym w postaci tabletek. Jako faze stacjonarng zastosowali
kolumne C18. Faza ruchoma sktadata si¢ z MeCN oraz buforu fosforanowego (PB).
Autorzy wykorzystali detektor UV wyposazony w matryce diodowa, a wykrywanie
prowadzono przy 253 nm. LOD i LOQ wyniosty 0,39 i 0,5 pg mI™ [130].
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Kolejna praca zwigzane z tematyka oznaczania ENT w preparatach
farmaceutycznych powstaly w roku 2014 [134]. Do wykrywania i identyfikacji ENT
autorzy wykorzystali technike RP-HPLC z detekcjg UV i analityczng dtugo$cia fali 254
nm. Separacje¢ przeprowadzili w kolumnie Agilent ODS UG C18, wykorzystujac MeOH
1 wodg jako sktadniki fazy ruchome;j. Granice wykrywalnosci i oznaczalno$ci wyniosty
odpowiednio 0,372 i 1,128 mg mlL,

W latach 2017-2019 opublikowano 4 prace dotyczace oznaczania ENT
w preparatach farmaceutycznych. Wsréd tych metodologii do oznaczania ENT autorzy
wykorzystuja uktad chromatograficzny sprzezony =z detekcja UV. Kolumny
wykorzystywane do analiz technikg HPLC-UV to gltéwnie kolumny z wypetnieniem C18
o dhugosciach od 150 do 250 mm. Jako organiczny sktadnik faz ruchomych autorzy
wykorzystuja MeCN badZz MeOH, Czasy analiz dla kazdej z metod sg zblizone i wynosza
0d 10 do 11 minut. Tylko w przypadku dwoch prac autorzy opublikowali warto$ci LOD
i LOQ otrzymane dla detekcji przy dwoch roéznych dlugosciach fal: 218 nm [140]
i 254 nm [141]. W trzech pracach detekcje prowadzono przy zblizonych dtugosciach fal
254-255 nm [138, 139, 141].

Wybrane warunki chromatograficzne oraz parametry walidacji opisanych
powyzej metod dedykowanych oznaczaniu ENT w probkach biologicznych i preparatach

farmaceutycznych zostaly zestawione w tabeli 7.
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Tabela 7. Wybrane warunki chromatograficzne i parametry walidacji metod oznaczania ENT w probkach biologicznych i preparatach

farmaceutycznych.
Predkosé
Rok | Technika Matryca Zastosowana kolumna Faza ruchoma // typ elucji LOD LOQ p rz?;a;;wu Dodatkowe informacje Ref.
ruchomej
. Jonizacja dodatnia, m/z 278—152
: wodoroweglanu amonu 5 mmol 1 + 0,15% S
2009 LC Osocze Xterra MS C18, (50>2,1 mm, 5 wodorotlenku amonu (pH 10)/ MeOH // - 5 pg ml+ 0,3 ml min’t Temp. kapilary: 425°C [129]
MS/MS pm) - - Napiecie rozpylania: 1600 V
elucja gradientowa d .
Czas analizy: 4 min
B 1 i ; .
2010 | HPLC Tabletka | Gemini C18 (150x4,6 mm, s um) | 0 001 MOl %, pH4/MeCN elucia | 39 0 i | 05 g mit 1,0 ml min‘t Detekeja UV: 2.253 nm [130]
uv gradientowa Czas analizy: -
Jonizacja dodatnia, m/z 278,1—152,1
LC-ESI- XBridge-C18 (50%4,6 mm, 5 wodoroweglan amonu 10 mmol 1" pH 1 _— Temp. zrodta: 500°C
2011 MS/MS Osocze pm) 10,5/ MeOH // elucja izokratyczna 0.1pg 50 pg ml 0,3 ml min Napigcie: 5500 V [131]
Czas analizy: 5 min
Jonizacja dodatnia, m/z 278,1—152,1
. 0,1% kwasu octowego - 0,2 mmol I Temp. bloku: 220°C
2012 | LC-MS Osocze L'C?lr gggge(; l:;c? :’;’LC octanu amonu w wodzie / MeCN // elucja - 50 pg ml? 0,2 ml mint Temp. gazu suszacego: 280°C [132]
? s gradientowa Napigcie kapilarne: 1500 V
Czas analizy: 10 min
Jonizacja dodatnia, m/z 277,9—152,2,
277,9—135,2
HILIC- . . 1 Temp. zrodta: 130°C
UHPLC- Vocs Acquity BEH f;"“:ﬁ)(looxz" 5mmol | gfjﬁf‘aﬁ’z“ook"rgtpt'zﬁélo’ MeCN // ; 100pgmi* | 03 mimin Napigeie kapilame: 3500 V
2012 | MS/MS szczura LI ) Y Gaz rozpylajacy: azot [133]
Temp. gazu: 450°C
Czas analizy: 2 min
UI-TPPLC— Acquity BEH C18 (100x2,1 mm, 0,01% kwas mrowkowy/ MeCN // elucja ) ) 0.3 ml min- Warunki jak powyzej z wyjatkiem
MS/MS 1,7 pm) izokratyczna ' napigcia kapilarnego: 500 V
2014 HPLC- Tabletka Agilent ODS UG C18 (250x4,6 H,0/MeOH //- 0,372_1mg 1,128 mg mi* 0,8 ml mint Detekcja UV: _x 254 nm [134]
uv mm) ml Czas analizy: 10 min
[ [ Jonizacja dodatnia, m/z 277,9—152,2,
Osocze 300 pg mI° 1000 pg ml-
2014 UHPL- Acquity BEH AMIDE 5 mmol I octan amonu pH 4,0/ MeCN // Pd Pd 03 ml min T n1277z"?:1>11?51’320°c
MS/MS (100x2,1mm, 1,7um) elucja izokratyczna ' omp. zrodta. 1. [135]
Filtrat . . Napigcie kapilarne: 3500 V
0s0cza 150 pg ml 500 pg ml Gaz rozpylajacy: azot
Temp. gazu: 450°C




Tabela 7. Ciag dalszy

Predkosé
Rok | Technika Matryca Zastosowana kolumna Faza ruchoma // typ elucji LOD LOQ prz}fggwu Dodatkowe informacje Ref.
ruchomej
Jonizacja dodatnia, m/z 278,1—152,1,
278,1-81,1
i . da + 0,05% kwas mrowkowy/ MeCN + Vo :

UHPL- Komorki Acquity UHPLC HSS T3 1,8 um wo o . - Y Temp. zrodta: 150°C

2016 MS/MS Krwi (2,1150 mm) 0,05% kwasr;jlirgr‘:tlg\j\)/‘;vy Il elucja 0,0195 ng 0,039 ng 0,4 ml min Napiccie kapilarne: 1000 V [136]
9 Temp. desolwatacji: 400°C
Czas analizy: 6 min
Jonizacja dodatnia, m/z 278,04—152,01

UPLC- Osocze ACQUITY UPLC BEH HILIC woda + 0,2% kwas mroéwkowy/ MeOH // R 1 Pt Temp. zrédta: 120°C

2016 MS/MS szczura (100x2,1 mm, 1,7 pm) elucja izokratyczna 0.5ng ml 0,2 ml min Temp. desolwatacji: 350°C [137]
Napiecie kapilarne: 3800 V

2017 HPLC- Tabletka Phenomenox C18 (250x4,6 mm, | woda + kwas octowy pH 3/ MeCN // elucja ) ) 1.0 ml min Detekcja UV: 1254 nm [138]

uv 5 um) izokratyczna ' Czas analizy: 11 min

HPLC- MeOH/MeCN + trietyloamina // elucja Y Detekcja UV: 1255 nm
2017 uv Tabletka C18 (250x4,6 mm, Spum) izokratyczna - - 1,2 ml min Czas analizy: 10 min [139]
2017 | HPLC- Tabletka ODS Hypersil (150x4,6 mm, 5 10 mmol I PB pH 3,5/ MeCN //- 0,0097 pg 0.039 g ml™ 10 ml min Detekcja UV: 1218 nm [140]
uv Osocze pm (prawdopodobnie izokratyczna) mi? T HE '
HPLC- . . 0,357 pug a . Detekcja UV: A 254 nm

2019 uv Tabletka C18 (250x4,5 mm) H,0/ MeOH // prawdopodobnie gradient mi 1,125 pg ml 1,0 ml min Czas analizy: 10 min [141]




CEL PRACY

Szybka diagnostyka medyczna jest obecnie bardzo rozwijajaca si¢ galezig
medycyny i diagnostyki laboratoryjnej. Na jej dynamiczny rozw6j ma wpltyw postep
wiedzy medycznej i techniki. Szybkie testy chromatograficzne stanowig przydatne
narzg¢dzie diagnostyczne w kazdej praktyce klinicznej. Ich zaletg jest szybkos¢, precyzja,
doktadnos¢ oraz prostota wykonania. W wielu przypadkach wykonanie takich testow
utatwia postawienie trafnej diagnozy i wdrozenie odpowiedniego, celowanego leczenia.
W przypadku leczenia chorych z aktywnymi wirusami HIV/HBV niezbedna jest kontrola
dawki przyjmowanego leku jak i jej wpltywu na funkcjonowanie nerek. Proponowane
metody separacyjne oparte na technice HPLC moga w przysztosci stanowi¢ uzyteczne
narzedzia analityczne wykorzystywane do ilosciowego oznaczania wybranych lekow
przeciwwirusowych w diagnostyce laboratoryjne;j.

Glownym celem niniejszej pracy doktorskiej bylo opracowanie i walidacja
nowoczesnych metod analitycznych z wykorzystaniem techniki HPLC z detekcja
spektrofotometryczng (HPLC-UV) do oznaczania TFV, ENT oraz Crn w wybranych
matrycach biologicznych. Eksperymenty przeprowadzono z wykorzystaniem techniki
HPLC sprzgzonej z detekcja spektrofotometryczng oraz spektrofluorymetyczng. Badania
materiatu, ktory jest skomplikowany pod wzgledem sktadu, tak jak probki biologiczne,
bardzo czgsto wymuszaja opracowanie odpowiednich procedur ultatwiajacych ich
pézniejsza analize. Z uwagi na fakt, iz etap przygotowania probki do analizy generuje
najwiecej btedow, prowadzony przeze mnie proces optymalizacji byt determinowany
potrzeba minimalizacji liczby etapow przygotowania probki do koncowej analizy.

Ztozono$¢ zadan badawczych wymagata sprecyzowania szczegolowych celow,
ktore obejmowaty:

a) opracowanie nowych metod chromatograficznych umozliwiajacych jednoczesne
oznaczanie Crn oraz wybranych lekow przeciwwirusowych w probkach o0socza
i moczu czlowieka,

b) opracowanie precyzyjnych i doktadnych metod analitycznych do oznaczania TFV
I ENT w probkach §liny cztowieka,

C) zminimalizowanie zuzycia toksycznych rozpuszczalnikow  organicznych
wykorzystywanych w procesie analitycznym,

d) optymalizacje warunkow przygotowania probek do koncowej analizy,

e) walidacje opracowanych metod analitycznych,
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f) okreslenie farmakokinetyki wydalania TFV z moczem przy jednoczesnej
normalizacji na Crn,

g) o0znaczenie zawartosci TFV w §linie pacjenta.
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6. ODCZYNNIKI, APARATURA, MATERIAL DO BADAN

W niniejszym rozdziale przedstawiono odczynniki oraz aparatur¢ pomiarowa

wykorzystang podczas pracy eksperymentalne;.

Odczynniki

*

S. Witko, £6dz, Polska - acetonitryl (MeCN) o stopniu czystosci HPLC, min.
99,9%,

+ J.T. Baker, Deventer, Holandia - metanol (MeOH) o stopniu czystosci HPLC,
kwas chlorowodorowy 35-38% cz.d.a., wodorofosforan(V) disodu siedmiowodny
(Na2HPO47  H20) cz.da., diwodorofosforan(V) sodu  jednowodny
(NaH2PO4-H20) cz.d.a.,

+ Sigma-Aldrich, St. Louis, USA - kreatynina (Crn) > 98%, entekawir (ENT),
tenofovir (TFV),

+ Merck, Darmstadt, Niemcy - kwas chlorowy(V1l) (PCA) 70% cz.d.a.,

+ Chempur, Piekary Slaskie, Polska - wodorotlenek sodu (NaOH) cz.d.a., kwas
octowy (CH3COOH) cz.d.a., kwas chlorowodorowy (HCI) cz.d.a.,

+ POCH S.A., Gliwice, Polska - kwas trichlorooctowy (TCA) cz.d.a.,

Roztwory

+ Roztwory wodorofosforanu(V) disodu o stezeniach: 0,005, 0,01, 0,015, 0,02,
0,03, 0,04 0,05 mol I

+ Roztwory diwodorofosforanu(V) sodu o stezeniach: 0,005, 0,01, 0,015, 0,02,
0,03, 0,04 i 0,05 mol |

+ Bufor fosforanowy o okreslonych wartosciach pH przygotowano miareczkujgc
potencjometrycznie wobec elektrody szklanej roztwor NaHPOs -7H20
roztworem NaH2PQO4 - H20 o tym samym stg¢zeniu.

+ Roztwor kwasu chlorowego(VI1I) o stezeniu 3 mol 17,

+ Roztwory kwasu solnego o stezeniach 0,001%, 0,0025%, 0,005%, 0,1%, 0,2%,
0,3%.

+ Roztwory TCA o stezeniach 0,5%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%.

+ Roztwory kwasu octowego o stezeniach 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 8%, 10%.

+ Roztwoér standardu TFV o stezeniu 1 mg ml? (pozostate roztwory 0 réznych
stezeniach przygotowano poprzez rozcienczenie roztworu wyjsciowego).

+ Roztwor standardu ENT o stezeniu 1 mg ml? (pozostate roztwory 0 réznych

stezeniach przygotowano poprzez rozcienczenie roztworu wyj$ciowego).
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+ Roztwoér standardu Crn o stezeniu 1 mg ml? (pozostate roztwory 0 réznych

stezeniach przygotowano poprzez rozcienczenie roztworu wyjsciowego).
Aparatura
Chromatografy:
W badaniach wykorzystane zostaty dwa chromatografy cieczowe, sterowane za pomoca
komputera z odpowiednim oprogramowaniem HP ChemStation for LC 3D lub OpenLAB
CDS, ChemStation Edition.

+ Chromatograf cieczowy firmy Agilent 1200 zbudowany =z nastepujacych
elementow: pompy podwdjnej, automatycznego podajnika probek, modutu
odgazowujacego, termostatu, kolumny chromatograficznej oraz detektora UV-
Vis z matrycg diodowa,

+ Chromatograf cieczowy firmy Hewlett-Packard 1100 zbudowany z: pompy
poczwornej, automatycznego podajnika probek, modutu odgazowujacego,
termostatu oraz detektora fluorescencyjnego firmy Agilent model 1200.

Kolumny chromatograficzne:

+ ZORBAX SB C-18 (150 x 4,6 mm, 5 um) firmy Agilent Technologies,
Lichrosorb RP-18 (250 mm x 4,6 mm, 10 um) firmy Alltech,
PolymerX (150 x 4,6 mm, 5 um) firmy Phenomenex.

Aeris WIDEPORE XB-C18 (150 x 4,6 mm, 5 pm) firmy Phenomenex,
Kinetex HILIC (100 x 4,6 mm, 2,6 um) firmy Phenomenex,

-+ +

+  Poroshell (75 x 4,6 mm, 2,7 um) firmy Agilent Technologies,
Dejonizator wody: Millipore (Milli-Q-RG)
pH metry:

« Hanna Instruments HI 221,

+ Mettler Toledo FiveEasy PLUS FP20,
Wagi laboratoryjne:

+ Scaltec, model SBC 21,

+ OHAUS, model Pioneer PA214CM
Wytrzgsarka: Vortexmaster — Sunlab SU1901
Wirowka labortoryjna: Hettich Mikro 200R z funkcja chtodzenia,
Zamrazarka niskotemperaturowa: Panasonic Healthcare Co.Ltd., model MDF-U55V-PE
Termostat: Grant QB

Pipety automatyczne: Zestaw pipet Discovery comfort HTL
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Material do badan

Badania prowadzono na probkach biologicznych takich jak mocz osocze i §lina.
Przed przystapieniem do badan otrzymano zgode Komisji ds. bioetyki badan naukowych
Uniwersytetu Lodzkiego 12/KBBN-UL/1/2015, 22/KBBN-UL/11/2015.
Mocz

Probki moczu pobierano zaréwno od 0so6b zdrowych, jak i od pacjentow z WZWB
leczonych TFV w postaci tabletek powlekanych Viread w dawkach 123 lub 245 mg.
Pierwsze poranne probki moczu od zdrowych ochotnikow w r6znym wieku i pici pobrano
anonimowo. Zdrowym dawcom nie podawano zadnych lekow przed pobraniem probek
moczu. Probki moczu byly dostarczane bezposrednio do laboratorium i analizowane
bezzwlocznie lub zamrozone i przechowywane w -80°C do czasu analizy.
Osocze

Optymalizacja warunkéw analitycznych byla przeprowadzono na probkach osocza
pobranych od zdrowych ochotnikéw. Krew pobierano przez naktucie zyly na czczo do
probowki zawierajacej EDTA, nastepnie schtadzano na lodzie 1 wirowano przy 800 g
przez 15 min w temperaturze pokojowej w ciggu 30 min od pobrania. Zebrane osocze
(supernatant) probki przechowywano w -80°C.
Slina

Probki $liny pozyskano na czczo od zdrowych os6b w roznym wieku 1 plei, ktore
pobieraly probke samodzielnie zgodnie ze standardowa procedura poprzez bezposrednie
wprowadzenie materiatu do probowki polipropylenowej, po uprzednim przeptukaniu
jamy ustnej woda. Nastepnie probki §liny po ich dostarczeniu do laboratorium poddano

procedurze analitycznej lub zamrozono i przechowywano w -80°C do czasu analizy.
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7. OPRACOWANIE PROCEDURY JEDNOCZESNEGO
OZNACZANIATFV I CRNW MOCZU

RP-HPLC jest jedng z najpopularniejszych technik analitycznych dedykowanych
do analizy probek biologicznych. Z uwagi na fakt, iz w literaturze brak jest informacji
dotyczacych metod analitycznych stuzacych do jednoczesnego oznaczania TFV i Crn
W moczu pozadanym jest, aby udoskonala¢ i rozwijaé nowe narz¢dzia umozliwiajace
szybkie, proste, dokladne i selektywne protokoty rutynowych analiz wybranych
zwiazkow w ptynach ustrojowych. Metody takie mogg by¢ wykorzystywane w analizach
klinicznych, a ich wyniki moga przyczyni¢ si¢ do optymalizacji procedur leczenia
pacjentow zakazonych wirusami HIV i HBV.

Stosowana terapia przeciwwirusowa opiera si¢ na wielu wytycznych, w tym
monitorowaniu poziomu lekow w ptynach ustrojowych pacjenta. Niestety,
przeprowadzone badania wykazuja duza indywidualng zmienno$¢ TFV w plynach
ustrojowych pomimo tej samej dawki leku przyjmowanej przez r6znych pacjentow [118].
Roéznica ta wynika z jakosci i szybko$ci metabolizmu danej jednostki oraz wystepujacych
interakcji miedzy lekami. Konieczne jest zatem monitorowanie czynno$ci ukladu
wydalniczego u pacjentdéw poddanych terapii TFV, gdyz jego toksyczne dzialanie
ukierunkowane jest na nerki, co zwigzane jest z usuwaniem leku przez kanaliki nerkowe.
Przeprowadzajac badanie klirensu Crn mozliwe jest okreslenie skutecznosci filtracji
nerkowej [125]. W zwiazku z powyzszym u pacjentdw z zaburzeniami czynno$ci nerek
konieczne jest dostosowanie indywidualnie dobranej dawki leku [120].

Ponizej opisano procedure rozwijania nowej metody chromatograficznej
dedykowanej do jednoczesnego oznaczania Crn i TFV w probkach moczu, ktore w czeSci
zostaty opublikowane w pracy Application of high-performance liquid chromatography
for simultaneous determination of tenofovir and creatinine in human urine and plasma
samples [142]. W badaniach wykorzystano technike HPLC sprzg¢zong z detektorem UV.

Opracowang procedure zastosowano do oznaczania TFV w probkach moczu.

7.1. Dobor warunkow rozdzielenia TFV i Crn w moczu

Ogromnym wyzwaniem podczas procesu rozwijana nowych metod analitycznych
jest dobranie odpowiednich parametrow chromatograficznych, ktore uwzgledniaja
wlasciwosci  fizykochemiczne 0znaczanych substancji, zapewniajac uzyskanie
satysfakcjonujgcych wynikoéw separacji. Analiza chromatograficzna jako koncowy etap

catego procesu analitycznego powinna zapewni¢ prawidtowe rozdzielenie badanych
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zwiazkow od pozostatych sktadnikéw matrycy biologicznej. Wynik separacji, ktorym jest
chromatogram, pozwala uzyska¢ wiarygodne informacje na temat sktadu i zawartoSci
zwigzkoéw monitorowanych w préobce.

W pierwszym etapie prowadzonych badan, ustalono optymalne warunki pracy
uktadu chromatograficznego, tj. dokonano wyboru odpowiedniej kolumny
chromatograficznej, dobrano analityczne dtugosci fali detekcji oraz sktad fazy ruchome;j
umozliwiajacy jak najlepsze rozdzielanie i wykrywanie wybranych analitow.

Wybor odpowiedniej kolumny chromatograficznej i analitycznej diugosci fali detekcji

Doboér odpowiedniej kolumny chromatograficznej jest niezwykle istotny dla
rozdzielenia duzej liczby sktadnikow znajdujacych si¢ w ptynach fizjologicznych oraz
ich wykrycia i oznaczenia. Celem uzyskania jak najlepszych wynikéw rozdzielenia
chromatograficznego zbadano kilka réznych kolumn analitycznych, w tym: Aeris
WIDEPORE XB-C18 (150%4,6 mm, 5 pm), Kinetex HILIC (100x4,6 mm, 2,6 pum),
Poroshell (75x4,6 mm, 2,7 um) i Zorbax SB C-18 (150x4,6 mm, 5 um). Wybor
poszczegdlnych kolumn byl zdeterminowany ich specyficznymi wlasciwos$ciami.
Kolumna Aeris WIDEPORE umozliwia analiz¢ probek moczu i osocza bez uprzedniego
ich odbiatczania [143]. Kolumna HILIC jest jedng z najczeSciej stosowanych podczas
rozwigzywania problemow retencyjnych analitow silnie polarnych [144] i ze wzgledu na
duza polarnos$¢ badanych zwigzkéw oceniona zostata mozliwos¢ jej zastosowania.
Kolumny Poroshell i Zorbax z wypelieniem C18 roznity si¢ migdzy sobg dtugoscia oraz
$rednica czastek.

W celu uzyskania jak najlepszych rozdzielczos¢ analitow dla kazdej kolumny
zbadano kilka rodzajow fazy ruchomej i wstepnie oceniono wptyw modyfikatorow
organicznych, takich jak MeOH i MeCN. Celem przeprowadzonych eksperymentow byto
uzyskanie symetrycznych, waskie, dobrze wyksztatconych, powtarzalnych pikéw w jak
najkrotszym czasie analizy, a takze zminimalizowanie zuzycia modyfikatorow
organicznych w fazie ruchomej. Najlepsza separacje chromatograficzng z symetrycznymi
ksztattami pikoéw TFV i Crn oraz powtarzalnymi czasami retencji uzyskano uzywajac
kolumny Zorbax SB C-18 (150x4,6 mm, 5 pm). Optymalne rozdzielnie miedzy
eluowanymi zwigzkami otrzymano wykorzystujac jako modyfikator organiczny MeCN
z gradientowym trybem elucji. W przypadku zastosowania kolumny Poroshell sygnat
chromatograficzny pojawiat si¢ w postaci zle wyksztalconego i bardzo szerokiego pasma,

za$ przy zastosowaniu kolumny HILIC kazdorazowo obserwowano zmiang czasu retencji
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piku pochodzacego od badanego analitu, nawet po bardzo dlugim kondycjonowaniu
kolumny.

W przypadku metod chromatograficznych opartych na detekcji UV,
wykorzystanie najbardziej odpowiednich dlugosci fal ma kluczowe znaczenic dla
wykrycia analitu i czuto$ci metody. Dzigki zastosowaniu detektora wyposazonego
w matryce diodowg mozliwe byto rejestrowanie kilku chromatogramoéw jednoczes$nie,
przy roznych dlugosciach fali. Przeanalizowano widma UV w waskim zakresie
obejmujagcym wystepowanie maksimow absorbcji dla Crn 1 TFV mieszczacym si¢
odpowiednio od 190 do 270 nm i od 220 do 320 nm. Optymalne warto$ci analitycznych
dhugosci fal wyniosty odpowiednio 234 nm i 260 nm dla Crn i TFV, a otrzymane widma

zaprezentowano na ponizszym rysunku (Ryc. 8).
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Ryc. 8. Widma Crn (A) i TFV (B) zarejestrowane w czasie analizy chromatograficznej.
Warunki HPLC: kolumna ZORBAX SB C-18 (150%4,6 mm, 5 um), elucja izokratyczna
3% MeCN i 97% PB (0,01 mol I, pH 7), temperatura kolumny 25°C, objetosciowa

predkosé przepltywu fazy ruchomej 1 ml min™,

Optymalizacja warunkow rozdzielania chromatograficznego

Ilo$ci rozpuszczalnikow organicznych 1 nieorganicznych w fazie ruchomej sa
kluczowe z chromatograficznego, ekonomicznego i srodowiskowego punktu widzenia.
W celu zmniejszy¢ ilosci toksycznych odpadow w prowadzonych analizach,
zdecydowano si¢ na uzycie niskiego stezenia buforu fosforanowego (PB) i jak
najmniejszej ilosci MeCN. W tym celu przygotowano seri¢ roztworow PB o stezeniu
0,01, 0,015, 0,02, 0,03, 0,04 i 0,05 mol I i pH réwnym 7. Wptyw stezenia buforu na
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parametry chromatograficzne badano, zmieniajac w kolejnych analizach stezenie
wodnego skladnika fazy ruchomej. Rozcieficzong probke moczu wzbogacong roztworem
TFV o stezeniu 250 pg ml? poddawano analizie chromatograficznej, kazdorazowo
wprowadzajac do uktadu po 10 pl roztworu. Wszystkie analizy przeprowadzano w trybie
izokratycznym, przy uzyciu kolumny ZORBAX SB C-18 (150%4,6 mm, 5 um), MeCN
jako organicznego sktadnika fazy ruchomej w stezeniu 3%, dla temperatury kolumny
25°C i przy objetosciowej predkosci przeptywu fazy ruchomej rownym 1 ml min™.

Jako krytertum decydujace o jakosci rozdzielenia pikow Crn 1 TFV od innych
sktadnikéw probki przyjeto parametr ilosciowy, jakim jest pole powierzchni oraz
jakosciowy - wartos$ci czasow retencji. Uzyskane chromatogramy stalty si¢ podstawa
wykre$lenia zaleznosci wyzej wymienionych parametrow od stgzenia PB w fazie

ruchome;j, ktore przedstawiono na ponizszych wykresach (Ryc. 9).
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Ryc. 9. Wykresy przedstawiajgce wplyw stezenia PB zawartego w fazie ruchomej na

pole powierzchni piku pochodzgcego od TFV (A) i Crn (B), n = 3.

Jak mozna zaobserwowa¢ na Ryc. 9, w przypadku TFV najbardziej
satysfakcjonujace wyniki otrzymano dla stezenia 0,015 mol 1%, Przy tym stezeniu
zaobserwowano zwigkszenie powierzchni otrzymywanych pikow. Uzyskane wyniki
wskazywaly, iz dla Crn stezenie PB znajdujacego si¢ w fazie ruchomej, w badanym
przedziale, nie miato znaczgcego wptywu na pole powierzchni sygnatu. Z tego wzgledu
do dalszych badan wykorzystywano PB o stezeniu 0,015 mol I, ktére skutkowato
otrzymaniem dla TFV pikow o najwigkszej powierzchni. Zmiany st¢zenia PB zawartego

w fazie ruchomej, nie wptywaly na zmian¢ wartosci czasu retencji pikow TFV i Crn.
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Kolejnym z optymalizowanych parametrow byla wartos¢ pH PB wchodzacego
w sktad fazy ruchomej. Parametr ten jest narzgdziem umozliwiajacym kontrolowanie
czasOw retencji analitow. W tym celu przygotowano seri¢ roztworéw PB o stezeniu 0,015
mol I i zmiennymi wartoéciami pH. Wplyw pH PB na pole powierzchni piku i czas
retencji sygnatow badano w zakresie od 7 do 7,6. W eksperymentach zastosowano
pozostate warunki separacji tozsame z badaniem stezenia PB w fazie ruchomej. Uzyskane

wyniki przedstawiono na ponizszych wykresach (Ryc. 10 i 11).
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Ryc. 10. Wplyw pH PB zawartego w fazie ruchomej na pole powierzchni sygnatow
pochodzgcych od TFV (4) i Crn (B), n = 3.
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Ryc. 11. Wplyw pH PB zawartego w fazie ruchomej na czasy retencji sygnatow
pochodzgcych od TFV (4) i Crn (B), n = 3.
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Na Ryc. 10 i 11 zaprezentowano odpowiednio zaleznosci pola powierzchni jak
i czasu retencji pikow od pH buforu zawartego w fazie ruchomej. W toku prowadzonych
badan okazato si¢, iz pH zastosowanej fazy ruchomej w niewielkim stopniu wptywa na
pole powierzchni sygnatu analitycznego pochodzacego od TFV, natomiast w znacznym
stopniu wptywa na czas retencji, ktory jest najkrotszy dla pH 7,4 i wynosi zaledwie
4 minuty. W przypadku Crn, pH fazy ruchomej w zakresie 7 — 7,6 nie warunkuje réznic
w analizowanych parametrach.

Przeprowadzone eksperymenty wskazaly, ze najlepszg jako$¢ separacji
poszczegblnych analitéw od pozostatych sktadnikow matrycy mozna uzyskaé stosujac
jako skladnik nieorganiczny fazy ruchomej PB o stezeniu 0,015 mol 1t i pH 7,4,
objetosciows predko$é przeptywu 1 ml min? oraz wykorzystujac elucje gradientowa
o nastgpujacym profilu 0-6 min 2-4% MeCN, 6-7 min 4-2% MeCN i 7-8 min 2% MeCN.
Dzigki zastosowaniu gradientu dlugosci fali mozliwa byla optymalna detekcja obydwu
sktadnikow probki w jednym toku analizy. Ze wzgledu na ré6znice w maksimach absorpcji
Crn i TFV wynoszacg 26 nm postanowiono zastosowa¢ zmiang analitycznej dtugosci fali
w trakcie trwania analizy. Gradient dtugosci fali przedstawial si¢ nastgpujaco: 0-3 min
234 nm i 3-8 min 260 nm. Proponowane warunki detekcji umozliwity precyzyjna
identyfikacje i integracj¢ pikow na chromatogramie. Dla Crn czas retencji wynosit 2,3
minuty, zas dla TFV 4,5 minuty. Czas analizy probki moczu wynosi 8 minut i jest krotszy
w poréwnaniu z opublikowanym wcze$niej protokotem [125].

Ponizej zaprezentowano chromatogramy (Ryc. 12) uzyskane w trakcie analiz
standardu i probek moczu. Jak mozna zauwazy¢ w probkach biologicznych otrzymano
zadowalajace wyniki rozdzielenia badanych analitow od pozostatych sktadnikéw moczu.
Na chromatogramie otrzymanym dla moczu zdrowego ochotnika nie zaobserwowano
sygnatu w przedziale czasowym 4 — 5 min, co oznacza, ze w matrycy nie wystgpuja
sktadnik, ktore moglyby interferowa¢ z pikiem TFV (czas elucji 4,5 min). Badania
selektywnos$ci metody wykonano na szesciu probkach moczu pochodzacych od réznych

0sob.

61



mocz ochomika — mocz pacjenta
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Ryc. 12. Chromatogram otrzymany dla standardu TFV o stezeniu 50 ug ml™, prébki
moczu ochotnika nieprzyjmujgcego leku oraz moczu pacjenta poddanego terapii TFV
w dawce 123 mg. Warunki HPLC: kolumna ZORBAX SB C-18 (150%4,6 mm, 5 um),
elucja gradientowa: 0-6 min 2-4% MeCN, 6-7 min 4-2% MeCN i 7-8 min 2% MeCN,
PB (0,015 mol I, pH 7,4), temperatura kolumny 25°C, objetosciowa predkos¢

przeplywu fazy ruchomej 1 ml min™.

7.2. Przygotowanie probki do analizy

Zatozenia badan prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej
skupialy si¢ na opracowaniu metod analitycznych uwzgledniajacych bardzo proste
protokoty przygotowania probek do analizy, jak i ich oznaczania technikg chromatografii
cieczowej.

Mocz to matryca zawierajaca duzo zwiazkow wydalanych z organizmu, w tym
szkodliwych i niepotrzebnych dla organizmu pozostato$ci przemiany materii. Z tej
przyczyny analiza tego rodzaju ptynu biologicznego jest bardzo czg¢sto problematyczna.

Podczas przeprowadzonych badan udowodniono, iz zastosowanie jedynie
rozcienczenia probki moczu zezwala na wykonanie rzetelnych analiz. Probki moczu
rozcienczano 10-ktornie przy uzyciu PB o stezeniu 0,015 mol I (pH 7,4). Niewielkie
zmiany pH probek, powodowane ich natura, nie wptywaly na jako$ przeprowadzanych
analiz. Ze wzgledu na duza zawarto§¢ Crn w moczu, rozcienczenie zapobiegato
przetadowaniu kolumny chromatograficznej. Zastosowane warunki umozliwity
otrzymanie niskich granic wykrywalnos$ci 1 oznaczalnosci dla TFV, pomimo tak duzego

rozcienczenia probki, Co opisano w rozdziale 7.4.
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7.3. Stabilno$¢ TFV i Crn w moczu

Z analitycznego punktu widzenia perspektywa zastosowania opracowanej metody
w rutynowych analizach wymaga zbadania trwato$ci analitu w danej matrycy
biologicznej. Eksperyment ten ma na celu okreslenie czy poszczegdlne etapy, zarowno
przygotowania probki jak i analizy, a takze warunki przechowywania nie powoduja
zmian stezenia badanego zwigzku. Kazdg z probek przeznaczong do badan stabilnosci
przygotowano poprzez dodanie do 50 pl moczu 20 pl roztworu standardu TFV o stezeniu
750 ug ml? i uzupeiono do koficowej objetosci 500 ul PB o stezeniu 0,015 mol 17 i pH
7,4. Probki poddawane analizom, inkubowano w temperaturze 4°C (temperatura
rozmrazania probek) oraz w 37°C (zblizona do temperatury ciata cztowieka). Probki
analizowano w trzech powtorzeniach w 30-minutowych odstepach czasowych przez

okres 4 godziny. Otrzymane wyniki usredniono i zaprezentowano na Ryc. 13.
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Ryc. 13. Stabilnos¢ Crn (A) i TFV (B) w moczu w temperaturze 37 i 4°C w czasie 240
minut, n= 3 [142].

Otrzymane do$wiadczalnie wartosci wykazaty, i1z zarowno TFV jak 1 Crn sg
stabilne przez okres 240 min w moczu w temperaturze 4°C i 37°C, bez zauwazalnej
zmiany stg¢zenia w obydwu przypadkach. Roznice pomigdzy warto$ciami poczatkowymi
a koncowymi w przypadku Crn wynosilty 0,4 i 1,0% odpowiednio dla temperatury
4137°C, zas dla TFV 0,2 i 0,4%.

W ramach badania trwatosci analitow przeprowadzono test cyklicznego
zamrazania (-20°C) i rozmrazania (4°C) probek moczu. Probke moczu pochodzacego od

zdrowego pacjenta wzbogacono 20 pl roztworu TFV o stezeniu 25 pg ml? zamrazano
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I rozmrazano w 5 cyklach. Kazdg z analizowanych probek przygotowywano poprzez
rozcienczenie 50 ul moczu 430 ul buforu pochodzacego z fazy. Na Ryc. 14 i 15

Zaprezentowano otrzymane zaleznos$ci trwatosci analitow.
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Ryc. 14. Stabilnos¢ TFV w probce moczu przy kilkukrotnym rozmrozeniu w 4°C
i zamrozeniu w -20°C, n= 3.
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Ryc. 15. Stabilnos¢ Crn w probce moczu przy kilkukrotnym rozmrozeniu w 4°C

i zamrozeniu w -20°C, n= 3.

Otrzymane wyniki wskazuja, iz stopien strat TFV w probkach spowodowany
wielokrotnym rozmrazaniem i zamrazaniem probek badanych jest znaczacy i wynika
z degradacji analitu. Pierwsze rozmrozenie probki wywotalo spadek poziomu TFV
0 5,6%, zas$ dla Crn tylko 0 0,4%. Po dwoch cyklach rozmrozenia w 4°C 1 zamrozenia
w -20°C zawarto§¢ TFV w probcee spadta o ponad 11%, a Crn 0 5%. Po trzecim cyklu

zawarto$¢ TFV zmalata o okoto 17%, za$ zawartos¢ Crn zostata stabilna w stosunku do
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2 cyklu i jednoczesnie mniejsza o 5,5% w stosunku do wartosci poczatkowej. Z kazdym
kolejnym cyklem zamrozenia i rozmrozenia zawarto$¢ TFV ulegala zmniejszeniu.
Obserwacje zdecydowanie wskazuja, ze probki wykorzystywane do badan ilosciowych
nalezy podda¢ analizie natychmiast po pobraniu lub co najwyzej po dwodch ich
rozmrozeniach.

Czas od chwili pobrania probki moczu do momentu jej analizy to z reguty kilka
godzin. Otrzymane wyniki stabilnosci oraz cyklicznego zamrazania i rozmrazania
jednoznacznie wskazuja na mozliwos¢ zbierania duzej ilosci probek w celu ich
pézniejszej analizy. Nalezy jednak uwzglednié, iz zle zabezpieczony i przechowywany
material biologiczny ulegnie zniszczeniu, a konsekwencjami wynikajacymi z tego beda
nierzetelne wyniki badan. Przeprowadzone eksperymenty, jak rOwniez otrzymane wyniki
wyjasniaja watpliwosci dotyczace dzialania czynnikow zewnetrznych na trwatos$¢

badanych zwigzkow.

7.4. Walidacja metody jednoczesnego oznaczania TFV i Crn

Po identyfikacji analitow i zoptymalizowaniu warunkow separacji przystapiono
do Kkalibracji metody. Probki do sporzadzenia krzywych kalibracyjnych przygotowano
poprzez dodanie do 50 ul moczu 425 ul roztworu PB (0,015 mol I}, pH 7,4), 20 ul
roztworu TFV o odpowiednim stezeniu (25, 50, 75, 100, 250, 500, 750 pg mlt) oraz 5 pl
roztworu Crn o stgzeniu 1, 5, 15, 25, 50, 100, 200, 300 pmol ml™t. Tak sporzadzono trzy
serie pomiarowe probek, ktore poddawano analizom chromatograficznym wprowadzajac
kazdorazowo do kolumny po 10 ul roztworu. Na podstawie uzyskanych usrednionych
wynikow wykreslono krzywe Kalibracyjne. Wartosci wspotczynnikéw korelacji dla
kazdej z krzywych sg bliskie jednosci (tabela 8), co swiadczy o prawidtowym doborze
zakresu liniowo$ci metody.
Tabela 8. Wyniki procedury walidacyjnej metody jednoczesnego oznaczania TFV i Crn

w probkach moczu, n=3 [142].

Zakres Rownanie R RSD [%]  Odzysk [%]
liniowosci prostej Min Max Min Max

Analit

TRV
[pg ml? 10 - 300 y=2,02+0,47 09998 11 61 960 108,0
moczu]
Crn
[umolml? 0,1-30 y=415,88+514,96 09999 04 3,1 99,3 1111
moczu]
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Zaleznos$ci pola powierzchni pikow TFV i Crn od stezenia przedstawiono na

wykresach ponizej (Ryc. 16,17).

Pole powierzchni piku [mAU*s]

O T T T T T T 1
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Ryc. 16. Krzywa kalibracyjna dla TFV sporzgdzona na podstawie zaleznosci pola

powierzchni piku od stezenia TFV w probce moczu, n = 3.

14000 -

y =415,88x + 514,96
R?=0,9999

12000 -

10000 -
8000 -
6000 -
4000 -
2000 -

Pole powierzchni piku [mMAU*s]

o

0 5 10 15 20 25 30 35
Cerm [pmol mlt moczu]

Ryc. 17. Krzywa kalibracyjna dla Crn sporzgdzona na podstawie zaleznosci pola

powierzchni piku od jej stezenia w probce moczu, n = 3.

Wyznaczono rowniez precyzj¢ i doktadnos¢ metody. Precyzje wyrazono jako
wzgledne odchylenie standardowe (RSD), podczas gdy doktadno$¢ wyrazono jako
procentowy odzysk uzytego analitu. Wewnatrz-dniowe wartos$ci precyzji i doktadnosci
wyznaczono na podstawie pomiarOw wykonanych tego samego dnia w trzech
powtorzeniach w probkach moczu wzbogaconych wzorcowymi roztworami. Zbadano

trzy stezenia w catym zakresie krzywych kalibracyjnych: jedno w poblizu granicy
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oznaczalno$ci, jedno w poblizu $rodka i jedno w poblizu gornego konca krzywych
kalibracyjnych. Miedzy-dniowe wartosci precyzji 1 dokladnos$ci oceniano w trzech
kolejnych dniach w ciggu tygodnia. Obliczone warto$ci precyzji i doktadnosci wewnatrz-
i miedzy-dniowej opracowanej metody uzyskane dla wybranych st¢zen przedstawiono
w tabeli 9.

Tabela 9. Wyniki precyzji i doktadnos$ci wewnatrz- i migdzy-dniowej otrzymane dla

probek moczu wzbogaconego TFV, n= 3 [142].

Precyzja [%0] Dokladnosé [%]

Analit Stezenie Wewnatrz- Miedzy- Wewnatrz- Miedzy-

dniowa dniowa dniowa dniowa
TFV 10 2,3 58 95,9 105,7
[png ml? 40 4,1 8,1 97,5 113,4
moczu] 300 1,9 4,3 100,3 96,1
Crn 0,1 4,2 6,8 111,4 120,1
[umol ml? 2,5 1,7 54 100,6 104,4
moczu] 30 3,7 6,1 99,3 108,9

Doktadnos¢ wewnatrz-dniowa wahata si¢ w granicach od 95,9 do 100,3% dla
TFViod 99,3 do 111,4% dla Crn. Doktadno$¢ migdzy-dniowa oscylowata w granicach
od 96,1 do 113,4% dla TFV i od 104,4 do 120,1% dla Crn. Precyzja metody miescita si¢
natomiast w przedziale od 1,9 do 4,1% dla TFV i 1,7 do 4,2 dla Crn (wewnatrz-dniowa)
oraz od 4,3 do 5,8 dla TFV i 5,4 do 6,8 dla Crn (migdzy-dniowa).

Wartosci LOD i LOQ opracowanej metody jednoczesnego oznaczania TFV i Crn
w moczu wyznaczono eksperymentalnie na podstawie stosunku sygnalu do szumu
przyjmujac kryterium sygnat trzy razy wigkszy od szumu dla LOD 1 dziesi¢¢ razy wigkszy
od szumu dla LOQ. W przypadku TFV warto$ci te wyznaczano na probkach moczu,
podczas gdy dla Crn w roztworze soli fizjologicznej (0,9% NaCl w 10 mmol It PB,
pH 7,4). Uzyskane wartosci LOD i LOQ wynosza odpowiednio 4 pg ml™ i 8 pg ml™dla
TFV oraz 0,03 umol mI™i 0,1 umol ml*dla Crn.

7.5. Oznaczenie zawartosci TFV w moczu i wyznaczenie profilu
farmakokinetycznego

Opracowany i zwalidowany protokot analityczny z powodzeniem zastosowano do
oznaczenia zawarto$ci TFV i1 Crn w probkach moczu pacjentéw poddanych terapii

preparatem farmaceutycznym Viread jednego z dawka 123 mg i dwoch pacjentow
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z dawka 245 mg. Preparat Viread zawiera TFV w postaci proleku fumaranu tenofowiru
dizoproksylu. W celu oznaczenia zawartosci TFV do 50 pul probki moczu dodawano 450
ul PB o stezeniu 0,015 mol 17 i pH 7,4. Tak rozcienczona probke poddawano analizom
chromatograficznym zgodnie z opracowanym i zoptymalizowanym protokotem analizy.

Pomimo tego, iz probki moczu byly oddawane w roznych interwatach czasowych
po zazyciu preparatu farmakologicznego (1, 2, 4, 6, 8 h — przy dawce 123 mg) oraz (4, 8
i 12 h - przy dawce 245 mg) mozliwe bylo wyznaczenie profilu farmakokinetycznego
wydalania TFV z organizmu wraz z moczem dla kazdej z os6b poddanej terapii TFV.
Uzyskane wyniki zaprezentowano w tabeli 10.

Aby wyeliminowaé bledy wskazan, zwigzane z roznym skladem moczu i jego
rozcienczeniem, zawartosci TFV w moczu normalizowano wzgledem Crn. Dzieki
opracowanemu protokotowi jest to mozliwe w trakcie trwania jednej analizy, co znacznie
utatwia caty tok analityczny (tabela 10). Dodatkowo jednoczesna analiza minimalizuje
zuzycie probki oraz produkcje odpadow laboratoryjnych. Nie jest wiec konieczne

normalizowanie zawartosci TFV wzgledem Crn przy uzyciu innej metody analityczne;j.

Tabela 10. Farmakokinetyka TFV wydalanego z moczem po przyjeciu leku w dawce 123
mg (pacjent 1) i 245 mg (pacjent 2 i 3), n=3.

Pacjent 1 Pacjent 2 Pacjent 3
C[Z?S CTFV_l [mgC;Tlfl\llol'l Crrv ., CTFYl CTFV_l [mgC;Tlfl\llol'l
[mg ml] Crn] [mg mI*] [mg pmol™* Crn] [mg ml™] Crn]
1 0,05 0,0009
2 0,07 0,0016
4 0,16 0,0016 0,04 0,0056 0,10 0,0056
6 0,09 0,0016
8 0,04 0,0012 0,09 0,0041 0,08 0,0051
12 0,07 0,0041 0,12 0,0049

Jak mozna zauwazy¢ w tabeli 10, zawarto$§¢ TFV u kazdego z pacjentdow rézni
si¢. Jest to zwigzane z jakoS$cig 1 szybkoscig metabolizmu organizmu, jak i przyjmowana
dawkg terapeutyczng leku [118]. Na rycinie 18 dla pacjenta 1 wyznaczono profil
wydalania TFV obejmujacy przedzial czasowy do 8 godzin od zazycia leku. Dla
pozostalych pacjentow trzy punkty pomiarowe to za mato, aby mozna bylo wyznaczy¢

podobng zalezno$¢. Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze najwieksza ilos¢ TFV
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zostala wydalona w ciaggu 2—4 godzin po przyjeciu leku i stopniowo zmniejszata si¢ do
6smej godziny (Ryc.18, tabela 10, wyniki normalizowane na Crn). Nalezy podkresli¢, ze
majac ograniczong liczbe pacjentdéw, nie mozliwe jest zaprezentowanie danych
statystycznych do omowienia i wykazania dobowego trendu wydalania TFV
z moczem. Jednak dane walidacyjne jednoznacznie wskazuja, ze opracowana metoda

bylaby przydatna do przeprowadzenia tego typu badan.

0,0018 -
0,0016 - PN ¢
0,0014 -
0,0012 1 *
0,0010 -
0,0008 -
0,0006 -
0,0004 -
0,0002 -
0,0000 : :

Zawarto$¢ TFV [mg umol!
kreatyniny]

6 8 10

4
Czas [h]
Ryc. 18. Profil farmakokinetyczny wydalania TFV z moczem w czasie 8 h po zazyciu
przez Pacjenta 1 preparatu farmaceutycznego Viread w dawce 123 mg, n= 3 [142].

Dane walidacyjne jednoznacznie wskazujg, ze zaproponowana procedura
analityczna moze by¢ uzytecznym narzedziem podczas rutynowego oznaczania TFV
w moczu. Brak konieczno$ci skomplikowanego przygotowania probki oraz prosta analiza
koncowa sugeruja, iz moze to by¢ metoda konkurencyjna do innych chromatograficznych

protokotow oznaczania TFV w moczu [125-127].

8. OPRACOWANIE METODY JEDNOCZESNEGO
OZNACZANIATFV I CRN W OSOCZU KRWI
CZ1L.OWIEKA

Ekspozycja na czynniki chorobotworcze przenoszone przez krew stanowi
powazne ryzyko dla pracownikow laboratorium. Szczego6lne zagrozenie dla laborantow
stanowig wirusy hepatotropowe oraz wirus HIV. Pozadanym jest wiec dostarczanie
nowych, prostych protokoldéw analitycznych umozliwiajacych jak najkrotszy kontakt
z materialem zakaznym. Prosta procedura przygotowania probki do analizy zapewnia
krotsza ekspozycje zawodowa zwigzang z czynnikami chorobotworczymi. Pomimo faktu

wysokiego ryzyka zakazenia przy uzyciu probek krwi, wczesniej opublikowane

69



doniesienia opisuja glownie metody oznaczania TFV w osoczu [28,33,110-124]. Co
wigcej, zaden z dotychczas opisanych protokotow nie daje mozliwosci jednoczesnego
monitorowania stezenia TFV i Crn w osoczu. Ninicjsza metoda jest pierwsza

chromatograficzng procedurg jednoczesnego oznaczania TFV i Crn w prébkach osocza.

8.1. Dobo6r warunkow rozdzielania chromatograficznego

Opracowujgc nowag metod¢ oznaczania wybranych analitbw w plynach
biologicznych postawiono z jednej strony na jej innowacyjno$é, czyli jednoczesng
separacje 1 identyfikacje Crn 1 TFV, za$§ z drugiej na jak najwigksza prostote, ktora
pozwoli na jej wykorzystanie w innych laboratoriach analitycznych.

Badania chromatograficzne, prowadzone byly z wykorzystaniem kolumny
ZORBAX SB C18, wybranej podczas optymalizacji warunkow separacji dla probek
moczu. Optymalizacj¢ parametrow chromatograficznych przeprowadzono na probkach
osocza wzbogaconych analitem przy zastosowaniu fazy ruchomej zawierajacej 2%
MeCN i 98% buforu fosforanowego 0 réznym st¢zeniu i pH, natgzeniu predkosci
przeptywu 1 ml min oraz temperatury kolumny 25°C. Ponowne przeprowadzenie badan
bylo podyktowane zmiang matrycy, w ktérej beda oznaczane TFV i Crn. Zbadano wptyw
pH i stezenia PB, bedacego sktadnikiem fazy ruchomej na pola powierzchni i czasy
retencji sygnatow pochodzacych od TFV i Crn. Stezenie PB badano w wigkszym zakresie
od 0,005 do 0,05 mol I, dla odbiatczonych probek osocza wzbogaconych roztworem
TFV o stezeniu 10 pg mlt. Supernatant poddawano analizie chromatograficzne;j,
kazdorazowo wprowadzajac do uktadu po 10 pl roztworu. Na podstawie uzyskanych

chromatogramow wykre$lono ponizsze zaleznosci (Ryc. 19).
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Ryc. 19. Wykresy przedstawiajqce wplyw stezenia PB zawartego w fazie ruchomej na

pole powierzchni piku pochodzgcego od TFV (4) i Crn (B), n= 3.

Na podstawie otrzymanych zaleznosci p6l powierzchni pikow od st¢zenia PB

w fazie ruchome;j stwierdzono, ze st¢zenie buforu w badanym zakresie od 0,005 do 0,05

mol I" nie wplywa znaczaco na zmiane ksztaltu piku Crn oraz jego pole powierzchni, za$

dla TFV pole powierzchni wzrasta w niewielkim stopniu, a najwigkszy sygnat otrzymano

dla wartoéci 0,015 mol 1 %, dlatego tez do dalszych analiz wybrano to stezenie.

Warto$ci pH bedacego sktadnikiem fazy ruchomej PB sprawdzano w zakresie od

7 do 7,6 (Ryc. 20).
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Ryc. 20. Wplyw pH PB zawartego w fazie ruchomej na pole powierzchni sygnatow
pochodzgcych od TFV (4) i Crn (B), n=3.
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Najwigksze 1 najbardziej symetryczne piki dla TFV uzyskano dla pH 7.4.
Dodatkowo zaobserwowano, ze czas retencji TFV zmienia si¢ w niewielkim stopniu wraz
ze zmiang pH i byt on najkrotszy dla pH 7,4 (Ryc. 21).
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Ryc. 21. Wplyw pH PB zawartego w fazie ruchomej na czas retencji sygnatow
pochodzgcych od TFV (4) i Crn (B), n=3.

Zawarto$¢ modyfikatora organicznego (MeCN) w fazie ruchomej badano dla
zakresu od 2% do 5% z zastosowaniem elucji izokratycznej. Analiza otrzymanych
chromatogramow pozwolita stwierdzi¢, ze najlepsza separacj¢ dla obydwu analitow
zapewnia uzycie 2% MeCN w fazie ruchomej. Zwickszanie zawarto$ci modyfikatora
organicznego skutkowalo pogorszeniem rozdzielczo$¢ sygnatow, co w przypadku Crn
wplywalo na brak jej jednoznacznej identyfikacji, poprzez koelucje z sygnalem
pochodzacym z 0socza. Prowadzenie analiz w trybie izokratycznym przy wykorzystaniu
fazy ruchome;j ztozonej z 2% MeCN i 98% PB o stezeniu 0,015 mol It i pH 7,4 pozwolito
na monitorowanie w jednym toku analitycznym zawartosci zaréwno Crn jak i TFV.

Dzigki zastosowaniu gradientu dlugos$ci fali mozliwa byta optymalna detekcja obu
sktadnikow probki. Gradient dtugosci fali przedstawial si¢ nastgpujaco: 0-2,5 min 234
nm, 2,5-6 min 260 nm.

8.2. Przygotowanie probki do analizy

Osocze cztowieka jest zasadniczym sktadnikiem krwi odpowiedzialnym za
transport produktow przemiany materii W organizmie. Analiza tego rodzaju materialu
biologicznego dostarcza wiadomosci zwigzanych ze stanem biochemicznym pacjenta

I jest ona niezbedna w diagnostyce klinicznej. Osocze jest bardzo ztozong matryca,
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sktadajaca si¢ z wielu organicznych i nieorganicznych zwigzkéw, co sprawia, ze jego
analiza nie jest tatwa.

Deproteinizacja jest czesto etapem niezbednym w trakcie analizy probek
zawierajacych biatka. W procesie odbiatczania moga zmieni¢ sie wiasciwosci badanych
zwigzkdéw, w tym moga one ulega¢ rozkladowi. Niektore z oznaczanych analitéw moga
wigza¢ si¢ z biatkami, a nastepnie w etapie deproteinizacji by¢ z nimi usuwane,
co prowadzi do obnizenia czuto$ci opracowywanych metod. Dodatkowo, biatko obecne
w probce moze znaczaco utrudni¢ badz uniemozliwi¢ separacj¢ chromatograficzng.
W  niektorych przypadkach zniszczy¢ filtry znajdujace si¢ w  ukladzie
chromatograficznym, a takze zablokowac przeptyw eluentu przez kolumne, przez co staje
si¢ ona nieuzyteczna.

Z tego powodu w pierwszym etapie eksperymentOw z zastosowaniem 0socza
podjeto proby odbialczania probek z wykorzystaniem specjalnych  filtrow
membranowych typu ,,cut off” 0 wielkosci porow w membranie 30 kD. W tym celu na
filtry wprowadzano probke zawierajaca 100 pl osocza, 10 pl roztworu TFV o stezeniu 10
pug ml?t oraz 90 ul PB (0,015 mol I, pH 7,4). Probki przygotowano w 3 seriach.
Odwirowywano w temperaturze 4°C przez 10 minut stosujac predkos$¢ wirowania 12000
obr mint. Po odwirowaniu 50 ul przesaczu przenoszono do fiolki do HPLC, a 10 ul
poddawano analizie chromatograficznej stosujac  zoptymalizowane  warunki
chromatograficzne.

Uzyskane dla badanych filtratow wyniki byty niepowtarzalne. Rozrzuty pomiedzy
wartosciami pol powierzchni sygnatow TFV wynosity az 60% dla tego samego stezenia.
Ze wzgledu na duza rozbiezno$¢ wynikow, zdecydowano o uzyciu kwasu
chlorowego(VII) o stezeniu 3 mol 11 (PCA), powszechnie stosowanego odczynnika
stragcajacego biatko.

Zoptymalizowano objetos¢ uzytego PCA do stracania biatek. W tym celu do 50
ul osocza, dodawano 10 pl roztworu TFV o stezeniu 15 pug ml? 5,0 pl Crn o stezeniu
0,02 pmol ml?, kolejno 10 pl, 20 pl, 30, pl, 40 pl, 50 pl PCA o stezeniu 3 mol I i probki
uzupehiano do koncowej objetoéci 500 ul wykorzystujac 0,015 mol 1 PB o pH 7,4.
Probki odwirowywano przez 10 min w temperaturze 10°C i predkosci 15000 obr min™.
Po odwirowaniu 100 pl supernatantu przenoszono do fiolki do HPLC, a 10 ul poddawano

analizie chromatograficznej. Otrzymane wyniki umieszczono na Ryc. 22.
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Ryc. 22. Wplyw objetosci odczynnika deprotenizujqcego biatko na zawartos¢ TFV (A4)
i Crn (B) w probkach osocza, n = 3.

Otrzymane rezultaty jednoznacznie wskazuja, iz zastosowanie odczynnika
stracajacego biatka w stosunku 1:1 z osoczem (v/v) pozwala na catkowite usunigcie
biatka z 0socza i otrzymanie najwiekszych sygnatow pochodzacych od obydwu analitow.
Przeprowadzone eksperymenty pozwolity ustali¢ optymalne warunki chromatograficzne,
jak 1 prosta procedur¢ przygotowania probki do analizy. Umozliwity one uzyskanie
symetrycznych, dobrze wyksztatconych sygnatéw analitycznych pochodzacych od Crn
1 TFV, a takze ich bezproblemowa identyfikacje 1 integracje.

8.3. Badania trwalosci TFV i Crn w osoczu krwi czlowieka

Kolejnym etapem badan zwigzanych z opracowaniem metody oznaczania TFV
1 Crn w probkach osocza byto zbadanie stabilnosci analitow w materiale biologicznym
w danych warunkach i okreslonym czasie. Badania trwatosci prowadzono przez 160
minut, inkubujac osocze w temperaturze 37 i 4°C, a probki pobierano do badan
w interwatach 30 minutowych. Materiat do badan przygotowano poprzez wzbogacenie
50 pl osocza 10 ul TFV o stezeniu 7,5 pg ml™* oraz 5 pl roztworu Crn o stezeniu 0,1 pmol
ml, nastepnie dodawano 50 ul PCA o stezeniu 3 mol 17 i uzupemiano do koncowe;j
objetosci 500 pl wykorzystujac 0,015 mol It PB o pH 7,4. Probki odwirowywano przez
10 min w temperaturze 10°C i predkosci 15000 obr min™. Otrzymane rezultaty

przedstawiono na rycinach ponizej (Ryc. 23).
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Ryc. 23. Stabilnos¢ Crn (A) i TFV (B) w osoczu w temperaturze 37 i 4°C w czasie 160
minut, n= 3 [142].

Eksperymenty wykazaty, ze TFV i Crn sa stabilne przez 160 min w probkach
osocza w temperaturze 4 i 37°C bez znaczacej zmiany stezenia dla obydwu analitow.
Obliczone roznice w stezeniu poczatkowym i koncowym dla Crn w probkach osocza
przechowywanych w 4 i 37°C wynosity odpowiednio 2,0% i 2,6%, a dla TFV, 4,7%
i 4,5%.

Przeprowadzone badania dotyczace wplywu procesu zamrazania i rozmrazania
probki na poziom analitow byly kolejnym etapem eksperymentow. Probki do analizy
przygotowano w analogiczny sposob jak do badan stabilnosci w czasie. Wykonane
analizy wykazaly, ze pigciokrotne zamrazanie w temperaturze -20°C i rozmrazanie w 4°C
probki osocza wzbogaconej TFV spowodowato znaczng degradacj¢ analitu. W ciagu
pierwszego cyklu ubytek TFV wyniost 4,6%, za§ w drugim cyklu ponad 9%. Wykonanie
nastepnych cykli powodowato kolejne spadki zawartosci TFV w poréwnaniu z poziomem

wyjsciowym i po 5 cyklu rozmrozenia ubytek w stezeniu TFV wyniost 22,6% (Ryc. 24).
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Ryc. 24. Trwatos¢ TFV w probce osocza przy kilkukrotnym zamrazaniu w temperaturze

-20°C i rozmrazaniu w 4°C, n = 3.

Uzyskane wyniki dla Crn wykazaty, ze po pierwszym cyklu rozmrazania probki
spadek zawarto$ci zwigzku wynosi 3,4%, po drugim 5,8%, a po pigtym degradacja analitu
jest na poziomie 14,2% (Ryc. 25). Uzyskane wyniki wskazujg na to, iz Crn obecna
w probkach osocza jest bardziej stabilna niz TFV w przypadku cyklicznego zamrazania

1 rozmrazania probek.
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Ryc. 25. Trwatos¢ Crn w probee osocza przy kilkukrotnym zamrazaniu w temperaturze

-20°C i rozmrozeniu w 4°C, n = 3.

Obserwacje z przeprowadzonych eksperymentow zdecydowanie wskazuja, ze
probki 0socza nalezy podda¢ analizie natychmiast po pobraniu lub co najwyzej po jednym

cyklu ich rozmrozenia. Przechowywanie prob w réznych temperaturach wiaze si¢

76



z niewielka stratg analitu w czasie 5 godzin. Czgste rozmrazanie i zamrazanie materiatu

biologicznego prowadzi do znaczacego rozktadu TFV o ponad 20% wartosci wyjsciowe;.

8.4. Walidacja opracowanej metody

Po dobraniu odpowiednich warunkéw rozdzielania analitow przystagpiono do
procesu walidacji metody. Sporzadzono krzywe kalibracyjne dla probek o0socza
przygotowanych w nastepujacy sposob: 50 ul osocza wzbogacano 10 pl TFV o stezeniu
2,5,5,75, 10, 15, 20, 25 nug mltoraz 5 ul roztworu Crn o stezeniu 0,01, 0,02, 0,04, 0,1,
0,16, 0,2, 0,4 umol ml?, nastepnie dodawano 50 pl PCA o stezeniu 3 mol I
i uzupetiano do koficowej objetosci 500 pl wykorzystujac 0,015 mol 12 PB o pH 7,4.
Probki odwirowywano przez 10 min, w 4°C, przy predkosci 15000 obr min™. Kazda
z probek przygotowano w trzech seriach pomiarowych, a krzywe Kkalibracyjne

sporzadzono z wynikéw dla nich usrednionych (Ryc. 26 i 27).
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Ryc. 26. Wykres zaleznosci pola powierzchni piku TFV od jego stezenia w probkach

0socza, h = 3.
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Ryc. 27. Wykres zaleznosci pola powierzchni piku Crn od jej stezenia w probkach

0socza, h = 3.

Wartoéci wspotczynnikow korelacji dla obydwu krzywych kalibracyjnych sg
bliskie jednosci 1 wynosza odpowiednio 0,9999 dla TFV 10,9998 dla Crn. Mozna wigc
stwierdzi¢, ze uzyskane krzywe wykazujg liniowy charakter w analizowanym zakresie
stezen. WartoSci RSD oraz odzyskow sugeruja wysoka dokladnos¢ i precyzje

opracowanej metody. Parametry walidacyjne zostaty przedstawione w tabeli 11.

Tabela 11. Wyniki walidacji metody jednoczesnego oznaczania TFV i Crn w probkach
osocza, n = 3 [142].

(0] 0]
. Zakres Réwnanie RSD[%]  Odzysk [%]
Analit L, . R
liniowosci prostej

Min Max Min Max

TFV

-1
[wg ml 05-5 y=4,102-0,06  0,9999 21 84 99,0 100,3
0socza]

Crn
[umol mlt 0,001 -0,04 y=1086,7+24,19 09998 03 49 936 1074
0socza]

Zaprezentowany protokot walidacyjny obejmowal rowniez wyznaczanie warto$ci
precyzji i doktadno$ci wewnatrz- i miedzy-dniowej, ktore okreslono w analogiczny
sposob, jak w przypadku probek moczu, co opisano w podrozdziale 7.4. Kazdg z probek
osocza o odpowiednim stezeniu analizowano W 3 seriach. W tabeli 12 zaprezentowano

uzyskane rezultaty.
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Tabela 12. Wyniki uzyskane dla badania precyzji i doktadnosci wewnatrz- i miedzy-
dniowej uzyskane dla probek osocza wzbogaconego TFV, n =3 [142].

Precyzja [%0] Dokladnos¢ [%]

Analit Stezenie Wewnatrz- Miedzy- Wewnatrz- Miedzy-

dniowa dniowa dniowa dniowa
TFV 0,5 4.7 5,6 91,1 93,8
[ug ml?t 2 41 3,6 91,5 93,5
0socza] 5 3,7 45 93,3 97,2
Crn 0,001 1,9 4,0 91,3 102,8
[umol ml? 0,01 0,6 51 100,9 99,6
0socza] 0,04 0,5 14 100,7 99,3

Precyzja wewnatrz-dniowa i doktadnos$¢ miescity si¢ odpowiednio w przedziatach
3,7-4,7% i 91,1-93,3% dla TFV oraz 0,5-1,9% i 91,3-100,9% dla Crn. Migdzy-dniowa
precyzja oraz doktadnos¢ w przypadku TFV wyniosty odpowiednio 3,6-5,6% i 93,5-
97,2%, za$ dla Crn mie$city si¢ w zakresach 1,4-5,1% oraz 99,3-102,8%.

Analogicznie jak w przypadku probek moczu, opierajac si¢ na stosunku sygnatu
do szumu, eksperymentalnie wyznaczono wartosci LOD i LOQ), ktére dla TFV wyniosty
odpowiednio 0,15 pg ml? i 0,2 ug ml?, za$ dla Crn 0,0003 pmol mI i 0,001 umol ml™.
Przyktadowe chromatogramy probek osocza przedstawiono na rycinie 28.
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Ryc. 28. Chromatogramy probki osocza przed i po wzbogaceniu standardem TFV
o stezeniu 25 ug mI™t i Crn 0,2 umol mI**. Warunki HPLC: kolumna ZORBAX SB C-18
(150%4,6 mm, 5 um), elucja izokratyczna: 2% MeCN i 98% PB (0,015 mol I, pH 7,4),

temperatura kolumny 25°, objetosciowa predkos¢ przeptywu fazy ruchomej 1 ml min™

79



Jak mozna zauwazy¢ na zamieszczonym chromatogramie, stosujac opisane
warunki chromatograficzne uzyskuje si¢ sygnaly analityczne, ktore sa symetryczne,
dobrze wyksztatcone i rozdzielone od pozostatych pikéw pochodzacych od sktadnikow
matrycy. Czas retencji wynosit 1,9 minuty dla Crn i 4,1 minuty dla TFV. Niestety ze
wzgledow bezpieczenstwa opracowana metoda nie zostata wykorzystana do oznaczania
zawarto$ci TFV w rzeczywistych probkach osocza pochodzacych od oséb zakazonych.

Zaproponowana szybka, selektywna metoda separacji wydaje si¢ stanowié
doskonate narzedzie do rutynowego oznaczania TFV i Crn w probkach osocza. Brak
koniecznosci stosowania dodatkowych, specjalistycznych etapow przygotowania probki,
zmniejszona ilo$¢ odpaddéw laboratoryjnych, takich jak probowki/koncowki/fiolki
polipropylenowe, minimalne zuzycie niebezpiecznych, toksycznych rozpuszczalnikow,
jak rowniez krotki czas analizy przyczyniaja si¢ do konkurencyjnosci opracowanej

metody.

9. OPRACOWANIE METODY OZNACZANIA TFV
W SLINIE

Ostatnie badania wskazuja na coraz czgstsze wykorzystanie §liny do oceny stanu
zdrowia pacjentow. Monitorowanie stezenia preparatu terapeutycznego ma kluczowe
znaczenie dla oceny skuteczno$ci schematu leczenia i monitorowania zgodnosci terapii
przeciwwirusowej. Wymaga jednak czgstego pobierania krwi, co powoduje bol i czesto
dyskomfort pacjentow. Natomiast pobieranie probek $liny jest nieinwazyjne, tanie
i proste. Nieinwazyjny charakter i prosty protokot pobierania probek, pod warunkiem
spetnienia okreslonych norm, pozwala na wykrycie w plynie jamy ustnej licznych
zwiazkow. Slina jako matryca posiadajaca bialtka, traktowana jest jako materiat
potencjalnie zakazny, lecz sam proces pobrania ptynu biologicznego do analizy stanowi
duza zalete. Pacjent moze pobra¢ materiat samodzielnie w domu znajac $cisle okreslong
wczesniej procedure, nawet jezeli jest to dziecko.

W literaturze znalez¢ mozna tylko jedng publikacj¢ dotyczaca oznaczania TFV
w probkach §liny [128], dlatego tez w ramach niniejszej pracy doktorskiej opracowano
prosta, szybka, selektywna i dokladng metode oznaczania tego zwigzku w §linie

z wykorzystaniem sprzetu analitycznego jakim jest HPLC-UV.

9.1. Warunki separacji chromatograficznej
Przeprowadzone badania chromatograficzne, ktorych celem byto rozdzielenie

I identyfikacja TFV prowadzone byly z wykorzystaniem kolumny ZORBAX SB C18
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(150 x 4,6 mm, 5 um). Ta sama kolumna byta wczesniej stosowania do jednoczesnego
rozdzielenia i oznaczenia TFV i Crn w probkach moczu i osocza. Warunki rozdzielania
chromatograficznego =zostaly zaadaptowane z opracowanej wczesniej procedury
oznaczania TFV w osoczu. Jako sktadniki fazy ruchomej wykorzystano 0,015 mol I PB
0 pH 7,4 oraz MeCN. Niewielka zmiana st¢zenia MeCN w fazie ruchomej z 2% na 3%
spowodowata otrzymanie bardziej symetrycznego piku TFV. Objetosciowa predkosé

1

przeptywu fazy ruchomej wynosita 1 ml min™, temperatura termostatu kolumny

ustawiona na 25°C, analityczna dtugo$¢ fali 260 nm, a czas analizy jedynie 5 min.

9.2. Przygotowanie probki do analizy

Testy, ktore zostaly przeprowadzone podczas realizacji niniejszej rozprawy
doktorskiej pozwolity ograniczy¢ liczbe etapow przygotowania probki do minimum.
W tym przypadku, podobnie jak dla probek osocza, przygotowanie $liny do analizy
obejmowato jedynie etapy rozcienczenia probki PB bedacym sktadnikiem fazy ruchomej
oraz wytracenie biatek. Zbadano wptyw dodatku 3 mol 1"t PCA na sygnat pochodzacy od
TFV. W tym celu do 100 pl $liny dodawano 20 ul roztworu TFV o stezeniu 4 pg ml?,
odpowiednio 10 ul, 20 pl, 30 pl , 40 pul , 50 ul PCA i probke uzupetniano PB
(0,015 mol "1 i pH 7,4) do objetosci koncowej 200 pl. Probki wirowano z predkoscia
12000 obr min przez 10 min i w temp. 10°C. Do fiolek chromatograficznych pobierano
100 pl supernatantu, a 10 ul poddawano analizie chromatograficznej. Uzyskane wyniki
przedstawiono na Ryc. 29.

13-
v
< 125 -
é 1
> 2 L 2 ¢
e 127 S IS
2
S 115 -
k=
e
8 11 -
Q
2
o 10,5 4
(<5}
g
10 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Objetos¢ PCA [ul]

Ryc. 29. Wplyw objetosci odczynnika strgcajgcego biatko na zawartos¢ TFV
w probkach sliny, n = 3.
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Dodanie do 100 pl $liny juz 10 pl 3 mol 1 PCA catkowicie wytracito biatko
obecne w probce. Ze wzgledu na znikome roznice w polu powierzchni piku TFV
w probkach z r6znymi objeto$ciami zastosowanego odczynnika strgcajacego do dalszych
badan zdecydowano zastosowa¢ 10 pl PCA o stezeniu 3 mol I't. W trakcie prowadzenia
analiz nie zaobserwowano wzrostu cisnienia na kolumnie chromatograficznej oraz
pogorszenia jakosci otrzymywanych sygnatow. Niewielkie wahania czasu retencji
sygnaltu TFV wynoszagce ok. 0,1 minuty nie wplynely na proces separacji

chromatograficznej.

9.3. Badanie trwalosci TFV w §linie

W toku badan sprawdzona zostala stabilno$¢ TFV we wzbogaconych probkach
$liny, jak rowniez w uzyskanym po deproteinizacji supernatancie. Probki §liny do badania
uzyskano przez dodanie do 50 pl $liny 10 pl TFV o stezeniu 4 pg ml™. Supernatanty do
inkubacji otrzymano dodajac do 50 ul $liny 10 ul TFV o stezeniu 4 ug ml™ oraz 5 pl
3 mol It PCA i uzupetniajac do koncowej objetoéci 100 pl za pomoca PB (0,015 mol I,
pH 7,4), odwirowujac z predkoscig 12000 obr min™ przez 10 min i w temp. 10°C.
Wzbogacone TFV probki sliny, jak i ich supernatanty inkubowano w temperaturach 36,6,
25, 4 1 -20°C, przez 5 godzin, a testy przeprowadzano w interwatach 60 minutowych.
Probki $liny po inkubacji odbiatczano 5 ul 3 mol I PCA i uzupeliano do koficowe;j
objetosci 100 pl za pomoca PB (0,015 mol I, pH 7,4). Bezposrednio przed analiza
probki odwirowywano (12000 obr mint, 10 min, 10°C). Pobierano 50 ul supernatantu,

a 10 ul poddawano analizie HPLC. Otrzymane wyniki przedstawiono na rycinie 30.
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Ryc. 30. Stabilnos¢ TFV w slinie (A) i supernatancie sliny (B) przechowywanych
w temperaturze 36,6, 25, 41 -20°C przez okres 300 min, n = 3.
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Przeprowadzone eksperymenty wskazaty, ze TFV w probkach $liny
przechowywanych w kazdej z badanych temperatur ulega degradacji. W przypadku
probek Sliny oraz supernanatantu obserwujemy zmniejszajace si¢ st¢zenie TFV wraz
z uplywem czasu przechowywania probek. Dla probek przechowywanych w 4°C po
uptywie 60 min zawarto§¢ TFV zmniejsza si¢ 0 2,1 i 2,9% odpowiednio dla sliny
I supernatantu, natomiast po 120 min o 6,1 i 8,5%, a po 180, 240 oraz 300 min
odpowiednio o 9,7 i 10,3%, 11,8 i 15,8% oraz 18,4 i 19,8%. W przypadku temperatury
pokojowej w czasie pierwszego pomiaru (po 60 min) spadek stezenia analitu oscyluje
w obydwu przypadkach w okolicy 3%, a w kolejnych punktach czasowych 5,4 i 6,8%,
11,11 12,2%, 16,5% oraz 17,6 i 18,3%. Dla temperatury zblizonej do temperatury ciata
czlowieka straty w pierwszym puncie pomiarowym (60 min inkubacji) oscyluja
w granicach 4,5%, nastgpnie 5,7 i 6,6% (120 min), w czasie 180 minut 13,4 i 16,5%,
a dwa ostatnie punkty pomiarowe wahaja si¢ od 18,1-21,7%. Probki przechowywane
w temperaturze -20°C w czasie 60 minut osiagnely straty analitu a poziomie 1,1-1,8%,
po dwoch godzinach 4,7-6,7%, po 3 godzinach 8,1-10,4% po 4 godzinach nastgpita
degradacja na poziomie 16,9-19,8% i po pigciu godzinach eksperymentu zaréwno dla
probek sliny jak i supernatantu $liny osiggngta najwyzszy ubytek stezenia Sposrod
badanych temperatur i wynosit ok. 23% wartosci poczatkowe;.

Przeprowadzono réowniez test cyklicznego zamrazania (-20°C) i rozmrazania
(4°C) probki sliny. Probki do eksperymentu przygotowano analogicznie jak w przypadku
badania trwatosci, ale dla wyjsciowej objetosci 200 ul $liny i wzbogacano je roztworem
TFV o stezeniu 8 ug ml™t. Otrzymane probki zamrazano i rozmrazano w 5 cyklach. Na
Ryc. 31 zaprezentowano zawartos¢ TFV wyrazona powierzchnig piku w zaleznos$ci od

ilosci cyklow zamrazania 1 rozmrazania.
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Ryc. 31. Stabilnos¢ TFV w probce sliny po kilkukrotnym zamrazaniu i rozmroZeniu

odpowiednio w temperaturze -20°Ci 4 °C, n = 3.

Otrzymane wyniki wskazuja, iz wielokrotne zamrazanie i rozmrazanie probek
wplywa na degradacj¢ badanego zwigzku. Pierwsze rozmrozenie probki spowodowato
spadek poziomu TFV 0 6,2%, za$ kolejnym cyklu juz o 8,9%. 5-cykliczny test skutkowat
spadkiem poziomu TFV o0 20,3%. Obserwacje zdecydowanie wskazuja, ze probki $liny
nalezy poddawaé analizie po jednym, maksymalnie po dwoch cyklach zamrazania
I rozmrazania. W przypadku, gdy jest to niemozliwe, nalezy liczy¢ si¢ z degradacja
badanego zwigzku na poziomie ok. 20% po pieciu cyklach zamrazania 1 rozmrazania
prob.

9.4. Walidacja i wykorzystanie metody

Podobnie jak podczas eksperymentow prowadzonych z wykorzystaniem moczu
I 0socza, rowniez w przypadku badan z probkami $liny konieczne bylo przygotowanie
krzywej kalibracyjnej. W tym celu do probowek zawierajacych po 100 pl $liny dodawano
20 ul TFV o wzrastajacym stezeniu 0,75, 2, 4, 8, 20, 40, 80, 200 pg ml?, 10 ul PCA
(3 mol I'Y) i uzupetniano do koficowej objetosci 200 pl roztworem PB (0,015 mol I, pH
7,4). Nastepnie probki odwirowywano przez 10 min w temp. 10°C i predkosci 12000 obr
min, pobierano 100 pl supernatantu, a 10 ul wprowadzano do kolumny
chromatograficznej. Na rycinie 32 zaprezentowano krzywa kalibracyjng probek $liny,
otrzymang z uSrednionych wartoSci dla trzech serii pomiarowych. Warto$§¢
wspoélczynnika korelacji jest bliska jednosci, a krzywa wykazuje liniowy charakter
w analizowanym przedziale stezen. Wybrane wyniki procedury walidacyjnej dla metody

oznaczania TFV zaprezentowano w tabeli 13.
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Ryc. 32. Krzywa kalibracyjna uzyskana dla probek sliny wzbogaconych TFV, n = 3.

Tabela 13. Wyniki walidacji metody oznaczania TFV w probkach $liny, n = 3.

Precyzja [%0] Dokladnosé [%]
Analit SteZenie  wewnatrz-  Miedzy-  Wewnatrz-  Miedzy-
dniowa dniowa dniowa dniowa
TEV 0,15 4.6 7,2 105,8 107,1
[ng ml? 1,6 3,1 2,5 104,5 104,6
Sliny] 40 11 1,5 99,2 100,8

Podczas procesu walidacji metody okreslono takze takie parametry jak
doktadnosc¢ i precyzja wewnatrz- i miedzy-dniowa, ktérych wyniki zestawiono w tabeli
14. Parametry te, podobnie jak dla poprzednich metod wyznaczono w analogiczny sposob

opisany w podrozdziale 7.4.

Tabela 14. Precyzja i doktadno$¢ metody oznaczania TFV w §linie, n = 3.

Zakres Rownanie R RSD [%0] Odzysk [%0]

Analit . . . .
liniowosci prostej

Min Max Min Max

TFV
[ugml®  015-40 y=13,85+0,049 0,999 097 114 980 1102
sliny]

Wartosci precyzji i doktadnosci wewnatrz-dniowej miescity si¢ odpowiednio
w zakresach od 1,1-4,6% i 99,2-105,8%, zas dla precyzji i doktadno$ci miedzy-dniowej
odpowiednio w przedziale 1,5-7,2% oraz 100,8-107,1%.
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Wartosci LOD i LOQ wyznaczono eksperymentalnie poprzez dodanie do probek
$liny malejacych stgzen TFV i wyznaczeniu stosunku sygnalu do szumu. Uzyskane
granice wykrywalnosci i oznaczalno$ci wynosza odpowiednio 0,01 i 0,015 ug mi™.

Zastosowanie  techniki  HPLC  umozliwilo  opracowanie  doktadnej
1 powtarzane] metody oznaczania TFV w probkach §liny cztowieka. Procedura
przygotowania probki wykorzystuje jedynie jej rozcienczenie oraz deprotenizacje.
Zastosowanie opracowanej metody umozliwitlo oznaczenie TFV w czasie nie
przekraczajagcym 5 min W probee $liny pacjentki w wieku 33 lata poddanej terapii
srodkiem Viread w dawce 123 mg. Probki do analizy zostaly pobrane przed spozyciem
positku zgodnie z procedurg opisang w rozdziale 6. Probki analizowano w trzech
powtorzeniach. Wyliczona zawarto$é TFV wyniosta 0,24 ug ml™? §liny. Chromatogramy

uzyskane w trakcie badan przedstawiono ponizej (Ryc. 33).

120 1 slina zdrowego ochotnika

slina wzbogacona TFV slina pacjenta

100 - TRV 3

o0
o
1

-+
o
1

Absorbancja [mAU]
(=)}
S
|

]
o
1

0 ! 3 3 4 5
Czas [min]

Ryc. 33. Chromatogramy otrzymane dla probek: sliny pochodzqgcej od osoby zdrowej,
$liny wzbogaconej TFV o stezeniu 8 ug ml™* oraz sliny pacjentki przyjmujgcej TFV
w postaci leku Viread w dawce 123 mg. Warunki HPLC: kolumna ZORBAX SB C-18
(150%4,6 mm, 5 um), elucja izokratyczna: 3% MeCN i 97% PB (0,015 mol I, pH 7,4),

temperatura kolumny 25°C, objetosciowa predkos¢ przepltywu fazy ruchomej 1 ml min™,

10. OZNACZANIE ENT ZWYKORZYSTANIEM
DETEKCJI SPEKTROFOTOMETRYCZNEJ

Ostatnimi czasy obserwuje si¢ duze zainteresowanie udoskonalaniem metod
analitycznych umozliwiajacych precyzyjna 1 kompleksowg analiz¢ indywidudéw

chemicznych wystepujacych w wybranych matrycach biologicznych. Postepowa analiza
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chemiczna dazy do oznaczania wybranych zwigzkéw chemicznych na coraz nizszych
poziomach stezen oraz w jak najkrétszym czasie.

W zwiazku z niewielkg iloscig opublikowanych prac dotyczgcych oznaczania
ENT w probkach biologicznych, kolejny z etapow prowadzonych badan w ramach
niniejszej rozprawy doktorskiej dotyczyt opracowania chromatograficznych metod
oznaczania ENT. W przypadku wybranego leku metodologie przedstawione w literaturze
koncentrujg si¢ gtownie na problemie oznaczania zawartosci ENT w tabletkach, a takze
wzbogaconym 0soczu.

W eksperymentach wykorzystano technike¢ RP-HPLC z detekcja UV i FLD.
Szerokie mozliwosci zastosowania techniki HPLC, jak rowniez jej olbrzymia
popularno$¢ wsrdd analitykéw, biochemikow 1 klinicystow, sprawiaja, ze opracowane
z jej udzialem metodyki tatwo znajdujg zastosowanie w praktyce, a co za tym idzie
stwarzajg szerokie mozliwosci aplikacyjne szczegdlnie w rutynowych analizach. Obecny
rozdziat przedstawia przeprowadzone przeze mnie badania majace na celu opracowanie
metodyk oznaczania ENT w moczu, osoczu i §linie w oparciu o technik¢ HPLC z detekcja

UVv.

10.1. Optymalizacja procedury jednoczesnego oznaczania ENT i Crn
w prébkach moczu

W pierwszym etapie prowadzonych badan, podobnie jak w przypadku oznaczania
TFV, skoncentrowano si¢ na doborze optymalnych warunkéw pracy uktadu
chromatograficznego. Wybrano odpowiednia kolumn¢ chromatograficzng, dobrano
optymalny rodzaj i sktad fazy ruchomej, a takze predkos¢ jej przeptywu, dokonano
wyboru analitycznej dtugosci fali detekcji, dostarczajac skuteczne narzgdzie do
jakosciowej 1 iloSciowej charakterystyki wybranych zwigzkow, tj. Crn 1 ENT.
Wybor analitycznej diugosci fali

Pierwszym etapem badan zwigzanych z opracowaniem procedury jednoczesnego
oznaczania Crn i ENT w moczu byt dobor optymalnej dtugosci fali detekcji dla ENT,
poniewaz wartos¢ ta dla Crn zostala wyznaczona wczesniej (Ryc. 8). W tym celu
przeanalizowano widma UV w zakresie obejmujagcym wystgpowanie maksimum
absorbcji ENT, mieszczacym si¢ w przedziale od 230 do 280 nm. Optymalna wartosci

analitycznej dtugosci fali wyniosta 254 nm (Ryc. 34).
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Ryc. 34. Widmo ENT zarejestrowane w czasie analizy chromatograficznej.

Optymalizacja warunkow separacji chromatograficznej ETN i Crn

Drugim etapem optymalizacji procedury byl wybdr odpowiedniej kolumny
chromatograficznej. Podczas procesu optymalizacji metody zbadano kilka réznych
kolumn analitycznych, w tym: Zorbax SB C-18 (150%4,6 mm, 5 um), Kinetex HILIC
(100x4,6 mm, 2,6 um), Poroshell (75x4,6 mm, 2,7 um) oraz LiChrosorb RP-18 (250 mm
x 4,6 mm, 10 um).

Gltéwnym problemem w trakcie doboru odpowiedniej kolumny chromatograficznej
byl brak mozliwosci odseparowania sygnatu analitycznego ENT od pozostatych pikéw
pochodzacymi od matrycy. Zastosowanie réznych kombinacji faz ruchomych z r6znymi
modyfikatorami organicznymi oraz rodzajami elucji nie pomogly w rozwigzaniu tego
problemu. Punktem przelomowym w trakcie badan bylo zastosowanie kolumny
LiChrosorb RP-18, ktora byta najdluzsza z wykorzystanych kolumn (250 mm).
Umozliwita ona rozdzielenie ENT od pozostatych sktadnikéw moczu. Dla potwierdzenia
czystosci rozdzielonego sygnatu ENT, porownano widma UV zarejestrowane dla probki
moczu wzbogaconego lekiem z widmami zebranymi dla standardu ENT i korzystajac
z mozliwosci jakie daje oprogramowanie potwierdzono czysto$¢ piku ENT.

Po wybraniu odpowiedniej kolumny chromatograficznej przeprowadzono proces
optymalizacji warunkéw rozdzielania wybranych zwigzkéw. Zbadano wplyw
modyfikatorow organicznych takich jak MeOH oraz MeCN oraz objetosciowej predkosci
przeptywu fazy ruchomej na jako$¢ rejestrowanego sygnatu analitu. Wplyw

objetosciowej predkosci przeptywu fazy ruchomej badano w zakresie 1,0 — 1,6 ml min™.
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Jako faze ruchomg wykorzystywano MeCN oraz PB o stezeniu 0,005 mol It pH réwnym
7 zmieszane w stosunku objetosciowym 1:9. Elucje prowadzono w trybie izokratycznym,
a temperatura kolumny wynosita 25°C. Kazdorazowo do uktadu chromatograficznego
wprowadzano po 10 pl roztworu standardu ENT 0 stezeniu 4 pg ml™. Badana zalezno$¢

przedstawiono na ponizszym wykresie (Ryc. 35).
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Ryc. 35. Wykres zaleznosci wysokosci piku ENT od objetosciowej predkosci przepbywu
fazy ruchomej dla kolumny LiChrosorb RP-18, n = 3.

Najlepiej wyksztalcony sygnal dla ENT uzyskano przy zastosowaniu
objetosciowej predkoscia przeptywu fazy ruchomej réownej 1,5 ml min?, ktora
wykorzystywano w dalszych etapach badania. W kolejnym kroku eksperymentalnym,
chcac uzyskac jak najbardziej symetryczne i ostre piki analitow przebadano szereg profili
gradientowy z zastosowaniem MeCN jako modyfikatora organicznego.

Na tym etapie badan najlepsza separacje¢ chromatograficzng z dobrze
wyksztatlconymi sygnatami ENT i Crn oraz powtarzalnymi czasami retencji uzyskano
przy uzyciu kolumny LiChrosorb RP-18 (250 mm x 4,6 mm, 10 pm), wykorzystujac PB
o stezeniu 0,005 mol I pH réwnym 7 oraz MeCN jako modyfikator organiczny.
W badaniach zastosowano gradientowy tryb elucji (0-2 min 4-8% MeCN, 2-4 min 8%
MeCN, 4-7 min 8-4% MeCN i od 7-10 min 4% MeCN) i obj¢tosciowa predkoscia
przeptywu fazy ruchomej 1,5 ml min,

Zalozenia pracy bazujagce na ograniczeniu zuzycia rozpuszczalnikéw
organicznych jak i minimalizowaniu ilosci odpadéw toksycznych spowodowaly,

iz podobnie jak w przypadku probek TFV, zdecydowano si¢ na uzycie niskiego stezenia
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buforu fosforanowego (PB) i jak najmniejszej zawartosci MeCN w fazie ruchomej.
W celu optymalizacji st¢zenia wodnego sktadnia fazy ruchomej, przygotowano seri¢
roztworéw PB o stezeniach 0,005, 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05 mol I i pH réwnym 7.
Wszystkie analizy przeprowadzano w temperaturze 25°C przy objetosciowej predkosci
fazy ruchomej rownym 1,5 ml min™. Probki przygotowano poprzez rozcienczenie 50 pl
moczu za pomocal40 pl buforu bedacego sktadnikiem fazy ruchomej i wzbogacenie
20 ul ENT i 5 ul Crn odpowiednio o stgzeniach 250 pg ml™ i 50 pmol mi™.

Jako kryterium decydujace o jakosci rozdzielenia pikow Crn i ENT przyjeto
parametr iloSciowy, jakim jest pole powierzchni oraz jakosciowy - wartosci czasow
retencji pikow. Na podstawie otrzymanych wynikow separacji chromatograficznej
wykreslono zalezno$ci wyzej wymienionych parametréw od stezenia PB w fazie

ruchome;j, ktore przedstawiono na ponizszych wykresach (Ryc. 36).
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Ryc. 36. Wykresy zaleznosci wplywu stezenia PB zawartego w fazie ruchomej na pole

powierzchni piku pochodzgcego od Crn (A)i ENT (B), n = 3.

Na podstawie otrzymanych zaleznosci (Ryc. 36) pol powierzchni pikow Crn
I ENT od stezenia buforu fosforanowego w fazie ruchomej stwierdzono, ze jego stezenie
w badanym zakresie od 0,005 do 0,05 mol I* nie wptywa znaczaco na zmiane pola
powierzchni sygnalu Crn. W przypadku ENT najwigkszy sygnal uzyskano przy
zastosowaniu PB o stezeniu 0,01 mol 1. Zaobserwowano, ze zmiana stezenia buforu
w fazie ruchomej nie ma znaczacego wptywu na czas retencji ENT i Crn (Ryc. 37).
Otrzymane zalezno$ci pozwolily na stwierdzenie, ze optymalne stgzenie PB w fazie

ruchomej to 0,01 mol I,
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Ryc. 37. Wplyw stezenia PB zawartego w fazie ruchomej na czasy retencji sygnatow

pochodzqgcych od Crn (A) i ENT (B), n = 3.

W trakcie optymalizacji parametrow rozdzielania wybranych analitow zbadano
wplyw pH PB na pola powierzchni i czasy retencji pikow. W tym celu przygotowano
seri¢ roztwordw PB o stezeniu 0,01 mol It ze zmiennymi wartosciami pH w zakresie od
7 do 8, z zachowaniem zmian co dwie dziesigte jednostki. W eksperymentach
zastosowano predko$¢ przeptywu fazy ruchomej réwng 1,5 ml min?, temperature
kolumny 25°C. Elucj¢ prowadzono w trybie gradientowym opisanym powyzej, a faza
ruchoma sktadata sie MeCN i 0,01 mol I* PB o zmiennym pH. Probki przygotowano
w analogiczny sposéb jak podczas badania optymalnego stezenia PB. Uzyskane wyniki

przedstawiono na ponizszych wykresach (Ryc. 38 i 39).
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Ryc. 38. Wplyw pH PB zawartego w fazie ruchomej na pole powierzchni sygnatow
pochodzgcych od Crn (A) i ENT (B), n = 3.
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W toku przeprowadzonych badan stwierdzono, iz pH zastosowanej fazy ruchome;j
wptywa na wielko$¢ pola powierzchni sygnatu analitycznego pochodzacego od ENT.
Najwicksze piki uzyskano dla zakresu pH 7,6 — 8. Stosowanie fazy ruchomej o pH ponize;j
7,6 skutkowato niewielkim spadkiem wielkos$ci pola powierzchni piku. W przypadku Crn
warto$¢ pH nie wptywata na wielko$¢ otrzymywanego sygnatu. Zmiany pH PB nie
powodowatly zmian w czasach retencji pikow Crn i ENT, a minimalne jego wahania nie
wplynely na jako$¢ identyfikacji obydwu pikow.
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Ryc. 39. Wplyw pH PB zawartego w fazie ruchomej na czas retencji pikow Crn (A)

i ENT (B), n = 3.

Przeprowadzone  eksperymenty  optymalizacji ~ warunkéw  separacji
chromatograficznej ETN i Crn wskazaly, ze najlepsza jako$¢ rozdzielenia
poszczegbdlnych analitow od pozostalych sktadnikéw matrycy mozna uzyskaé stosujac
jako sktadnik nieorganiczny fazy ruchomej PB o stezeniu 0,01 mol 1 i pH 7,8 oraz
wykorzystujac elucje¢ gradientowa o nastgpujgcym profilu 0-2 min 4-8% MeCN, 2-4 min
8% MeCN, 4-7 min 8-4% MeCN i od 7-10 min 4% MeCN. Dzig¢ki zastosowaniu
gradientu dlugosci fali mozliwa byta optymalna detekcja obu sktadnikéw probki
w jednym toku analizy. Gradient dtugosci fali przedstawiat si¢ nastgpujaco: 0-3 min 234
nm i 3-10 min 254 nm.

Przygotowanie prébki moczu do analizy

Jednym z najbardziej istotnych elementow w trakcie kazdej analizy jest etap

przygotowania probki. Podczas separacji 1 identyfikacji sktadnikow w probkach

biologicznych, najwigkszym wyzwaniem jest uproszczenie matrycy umozliwiajace
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wykrycie i oznaczenie wybranego analitu. Zazwyczaj etap ten sprawia wiele trudnosci
1 jest bardzo czasochtonnym procesem.

Zgodnie z zatozeniami niniejszej pracy prowadzone analizy miaty cechowac si¢
zminimalizowaniem zuzycia odczynnikow i materiatlow laboratoryjnych, uproszczeniem
procedur przygotowania probek, jak rowniez zredukowaniem czasu analizy.
W opracowanej metodzie etap przygotowania probki do analizy ograniczat si¢ jedynie do
czterokrotnego rozcienczenia probki moczu wodnym sktadnikiem fazy ruchomej, tj. PB
o stezeniu 0,01 mol It i pH 7,8. Powyzszy sposob przygotowania probki umozliwit
maksymalne uproszczenie tego etapu oraz uzyskanie rzetelnych wynikow separacji
1 identyfikacji wybranych zwigzkow.

Walidacja metody jednoczesnego oznaczania Crn i ENT w moczu

Po zoptymalizowaniu warunkow rozdzielania dokonano walidacji metody.
W celu sporzadzenia krzywych kalibracyjnych, poddano analizie probki moczu
sporzadzone w trzech seriach pomiarowych, a usrednione warto$ci stanowily podstawe
do ich wykreslenia. Probki do analizy przygotowano poprzez dodanie do 50 pul moczu 20
ul ENT o stezeniach 25, 50, 75, 100, 250, 500 pg ml?, 5 ul Crn (50, 100, 200, 300, 500,
600 pmol ml™?) i uzupeienie do koncowej objetosci 200 pl PB 0 stezeniu 0,01 mol 17
I pH 7,8. Kazda probke w objetosci 10 pl wprowadzano do uktadu chromatograficznego,
a zaleznos$ci pola powierzchni pikow Crn i ENT od zadanego st¢zenia zestawiono na
wykresach ponizej (Ryc. 40 i 41).
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Ryc. 40. Krzywa kalibracyjna dla Crn sporzgdzona na podstawie zaleznosci pola

powierzchni piku od stezenia Crn w probce moczu, n = 3.

93



700 ~

600 -

500 -

400 -

300 -

200 -

Pole powierzchni piku [mAU*s]

100 -

0 50 100 150 200 250
Cen [1g mlt moczu]

Ryc. 41. Krzywa kalibracyjna dla ENT sporzqdzona na podstawie zaleznosci pola

powierzchni piku od stezenia ENT w probce moczu, n = 3.

Wartosci wspotczynnikow korelacji dla kazdej z krzywych sa bliskie jednosci
(tabela 15), co $wiadczy o prawidtowym doborze zakresu liniowosci metody. Wartosci

RSD oraz odzyskow potwierdzaja wysoka doktadno$¢ i precyzj¢ opracowanej metody.

Tabela 15. Wyniki walidacji metody oznaczania Crn i ENT w probkach moczu, n= 3.

. Zakres Réwnanie RSD [%0] Odzysk [%0]
Analit .. . . - R
ENT
[ug ml? 10 - 200 y=3,299+0,088 0,9998 0,9 45 91,2 103,6
moczu]
Crn

[umol mi* ~ 5-60  y=11898+06426 0999 01 69 983 1061
moczu]

Wyznaczono réwniez precyzje 1 doktadnos¢ metody. Wewnatrz-dniowe wartosci
precyzji 1 doktadno$ci wyznaczono na podstawie pomiarow wykonanych tego samego
dnia w trzech powtdrzeniach w probkach moczu wzbogaconych wzorcami. Zbadano trzy
stezenia w calym zakresie krzywych kalibracyjnych: jedno w poblizu granicy
oznaczalnosci, nastgpne w poblizu $rodka i trzecie w poblizu gornego konca krzywych
kalibracyjnych. Miedzy-dniowe wartosci precyzji 1 dokladnosci oceniano w trzech
kolejnych dniach w ciggu jednego tygodnia. Probki o odpowiednich stezeniach
analizowano w trzech powtorzeniach. Obliczone wartosci precyzji i doktadnosci
wewnatrz- i migdzy-dniowej opracowanej metody uzyskane dla wybranych st¢zen

krzywej kalibracyjnej przedstawiono w tabeli 16.
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Tabela 16. Precyzja i doktadno$¢ wewnatrz- i migdzy-dniowa metody oznaczania Crn

i ENT w moczu, n=3.

Precyzja [%0] Dokladnosé [%]
Analit Stezenie Wewnatrz- Miedzy- Wewnatrz- Miedzy-
dniowa dniowa dniowa dniowa
ENT 10 1,3 7,1 96,2 95,2
[ng ml? 30 25 4.8 103,6 97,3
moczu] 200 2,3 4,5 99,4 102,1
[pni)'ir;nl'l 5 34 7.7 106,1 106,8
moczu] 30 2,8 5,2 100,4 102,2
60 0,9 4.6 101,7 101,3

Precyzja wewnatrz-dniowa i doktadnos¢ dla badanych analitow miescily si¢
odpowiednio w przedziatach 1,3-2,5% i 96,2-103,6% dla ENT oraz 0,9-3,4% i 100,4-
106,1% dla Crn. Miedzy-dniowa precyzja oraz doktadno$¢ w przypadku ENT wyniosty
odpowiednio 4,5-7,1% i 95,2-102,1%, za$ dla Crn miescily si¢ w zakresach 4,6-7,7%
oraz 101,3-106,8%. Otrzymane wartosci odpowiadaja wymaganiom walidacyjnym
stawianym probkom biologicznym [145].

Wartosci LOD 1 LOQ wyznaczono eksperymentalnie poprzez dodanie do probek
moczu malejacych stezen ENT 1 wyznaczeniu stosunku sygnatu do szumu przyjmujac
kryteria 3/1 S/IN dla LOD i 10/1 S/N dla LOQ. W przypadku Crn, wartosci te wyznaczono
uzywajac roztworu soli fizjologicznej zamiast moczu. Granice wykrywalno$ci
i oznaczalnosci dla ENT wyniosty 0,5 pg mlt i 2,5 ug ml?, za$ dla Crn 0,008 pmol ml™
i 0,05 pmol ml™. Otrzymany chromatogram przedstawiono na rycinie ponizej (Ryc. 42).
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Ryc. 42. Chromatogramy otrzymane dla standardu ENT, probki moczu zdrowego
ochotnika oraz moczu wzbogaconego Crn i ENT odpowiednio o stezeniach 200 umol
miti 75 ug mit. Warunki HPLC: kolumna LiChrosorb RP-18 (250 mm x 4,6 mm, 10

um), elucja gradientowa: 0-2 min 4-8% MeCN, 2-4 min 8% MeCN, 4-7 min 8-4%
MeCN i od 7-10 min 4% MeCN, PB (0,01 mol I, pH 7,8), temperatura kolumny 25°C,

objetosciowa predkosé¢ przeplywu fazy ruchomej 1,5 ml min,

Proponowane warunki umozliwity identyfikacje i precyzyjna integracj¢ pikow.
Dla Crn czas retencji wynosit 2,3 minuty, zas dla ENT 6,1 minuty. Jak mozna zauwazy¢
na zamieszczonym chromatogramie, zoptymalizowana metoda pozwala uzyska¢ waski,
symetryczny, dobrze wyksztatcony i odseparowany pik ENT.

Zaproponowana szybka, selektywna metoda separacji wydaje si¢ stanowié
doskonale narzgdzie do rutynowego oznaczania wybranych zwigzkow w moczu.
Ze wzgledu na brak danych literaturowych zwigzanych z oznaczaniem ENT w wybranej
matrycy biologicznej mozna stwierdzi€, iz jest to pierwsza chromatograficzna metoda
separacji 1 identyfikacji ENT w probkach moczu cztowieka. Brak koniecznos$ci
stosowania skomplikowanej aparatury, prostota przygotowania probki do analizy,
minimalne zuzycie toksycznych rozpuszczalnikoéw, a takze krotki czas analizy stanowia

dodatkowe plusy zoptymalizowanej metody.
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10.2. Opracowanie metody jednoczesnego oznaczania Crn i ENT w osoczu
krwi czlowieka

Protokoty dotyczace sposobu oznaczania ENT w osoczu krwi stanowig wigkszo$¢
opisanych w literaturze metod oznaczania tego zwigzku w probkach biologicznych.
Zadna z dotychczas opracowanych metod nie umozliwia jednoczesnego oznaczania Crn
1 ENT w probkach osocza krwi. Mozliwos¢ kontrolowania zadanej dawki leku jak i stanu
czynnosci nerek u leczonych pacjentow dodatkowo staje si¢ duzym atutem
zaproponowanej metody.

Ponizej opisano procedur¢ rozwijania nowej chromatograficznej metody
jednoczesnego oznaczania Crn i ENT w probkach osocza krwi. W badaniach
wykorzystano technik¢ HPLC sprzezong z detekcjag UV.

Dobor warunkow rozdzielania chromatograficznego

Wszystkie badania chromatograficzne prowadzone byly z wykorzystaniem
kolumny LiChrosorb RP-18, wybranej podczas optymalizacji warunkow oznaczania
analitow w probkach moczu. Optymalizacj¢ parametrow chromatograficznych
przeprowadzono na probkach osocza wzbogaconych analitem przy zastosowaniu
optymalnych warunkéw chromatograficznych uzyskanych dla moczu (elucja
gradientowa: 0-2 min 4-8% MeCN, 2-4 min 8% MeCN, 4-7 min 8-4% MeCN i od 7-10
min 4% MeCN, PB, temperatura kolumny 25°C, obj¢tosciowa predkos¢ przeptywu fazy
ruchomej 1,5 ml min?). Ponowne przeprowadzenie badan bylo podyktowane zmiang
matrycy z moczu na osocze, w ktorym beda oznaczane ENT 1 Crn.

Proces optymalizacji warunkow rozdzielania obejmowat zbadanie wplywu
stezenia PB 1 jego pH na wielko$ci pol powierzchni pikéw 1 czasy retencji wybranych
analitow. W tym celu do 50 ul osocza dodawano 20 pl ENT o stezeniu 7,5 pg ml™, 30 ul
PCA o stezeniu 3 mol I i uzupetniano do koncowej objetosci 500 pl buforem bedacym
sktadnikiem fazy ruchomej. Probki odwirowywano w temperaturze 4°C przez 10 minut
stosujac predko$é wirowania 12000 obr min?. Do fiolek chromatograficznych
wprowadzono 100 pl supernatantu, a 10 pl poddawano analizie chromatograficznej,
Podobnie jak w przypadku probek moczu, st¢zenie PB badano w zakresie od 0,005 do
0,05 mol It. Na podstawie uzyskanych usrednionych wynikéw wykre§lono ponizsze
zaleznos$ci (Ryc. 43 1 44).
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Ryc. 43. Wykresy zaleznosci wplywu stezenia PB zawartego w fazie ruchomej na pole

powierzchni piku pochodzgcego od Crn (4) i ENT (B), n = 3.
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Ryc. 44. Wplyw stezenia PB zawartego w fazie ruchomej na czasy retencji sygnatow

pochodzgcych od Crn (A) i ENT (B), n = 3.

Analizujac powyzsze wykresy stwierdzono, ze stezenie buforu w badanym
zakresie od 0,005 do 0,05 mol I"! nie wplywa znaczaco na zmiane pola powierzchni piku
Crn. W przypadku ENT mozna zaobserwowa¢ tendencje¢ spadkowa wraz ze wzrostem
stezenia PB w fazie ruchomej w przedziale od 0,01 do 0,05 mol I}, dlatego tez, podobnie
jak w przypadku prébek moczu, do dalszych badan wybrano stezenie 0,01 mol 1.
W zakresie od 0,005 do 0,05 mol I'* stezenie PB nie wptywalo znaczaco na czasy retencji
pikow.
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W kolejnym kroku zbadano wptyw wartosci pH buforu na powierzchni¢ sygnatow
oraz czas retencji analitow. Badania zmiany pH stosowanego PB w zakresie od 7 do 8
wykonane byty z wykorzystaniem nast¢pujacych warunkéw chromatograficznych: elucja
gradientowa: 0-2 min 4-8% MeCN, 2-4 min 8% MeCN, 4-7 min 8-4% MeCN i od 7-10
min 4% MeCN, PB o stezeniu 0,01 mol I, temperatura kolumny 25°C, objetosciowa
predko$é przeptywu fazy ruchomej 1,5 ml min™. Probki osocza przygotowano

w analogiczny sposob jak podczas badania optymalnego stezenia PB (Ryc. 45, 46).
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Ryc. 45. Wplyw pH PB zawartego w fazie ruchomej na pole powierzchni sygnatow
pochodzgcych od Crn (A) i ENT (B), n = 3.
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Ryc. 46. Wplyw pH PB zawartego w fazie ruchomej na czasy retencji sygnatow
pochodzqgcych od Crn (A) i ENT (B), n = 3.
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W toku przeprowadzonych badan okazato si¢, iz pH zastosowanej fazy ruchome;j
wptywa na wielko$¢ sygnalu analitycznego pochodzacego od ENT. Podobnie jak
w przypadku proébek moczu, najwigksze wartosci otrzymywane sg w przedziale pH 7,6-
8. W przypadku Crn pH fazy ruchomej nie wptywa na pole powierzchni sygnatu.
W odniesieniu do czasow retencji pikow Crn 1 ENT, pH fazy ruchomej nie warunkuje
réznic, a niewielkie wahania nie wplywaja na jako$¢ przeprowadzanej analizy.

Znajac optymalne parametry st¢zenia i pH PB wchodzacego w sktad fazy
ruchomej dopracowano warunki elucji gradientowej. Uwzgledniajac ztozonos$¢ badane;j
matrycy, koncowy wynik doboru warunkéw rozdzielania chromatograficznego w 0soczu
wskazywal, ze najbardziej korzystnym bedzie zastosowanie fazy ruchomej sktadajace;j
sie z PB o stezeniu 0,01 mol 1"t i pH 7,8 i MeCN. Zastosowanie kolumny LiChrosorb RP-
18, a takze elucji gradientowej o nastepujacym profilu 0-2 min 3-8% MeCN, 2-4 min 8%
MeCN i 4-7 min 8-3% MeCN. Dzi¢ki zastosowaniu gradientu dtugosci fali (0-3,5 min
234 nm i 3,5-7 min 254 nm) mozliwa byla optymalna detekcja obu sktadnikéw probki
w jednym toku analizy.

Przygotowanie probki osocza do analizy

Przygotowanie probki do analizy w opracowanej metodzie nie wymagato
skomplikowanej procedury i sktadato si¢ z dwoch etapow, tj. rozcienczenia probki osocza
1 deprotenizacji biatek w nim si¢ znajdujacych. Zbadano wplyw odczynnika stracajacego,
3 mol I* PCA, na jako$ uzyskanych sygnatéw Crn i ENT. W tym celu do 50 ul probki
osocza dodawano 20 ul ENT o stezeniu 7,5 ug ml™, kolejno 10 pl, 20 pl, 30 ul, 40 pl
1 50 ul PCA, uzupethiano do koncowej objetosci 500 pl buforem bedacym sktadnikiem
fazy ruchomej (PB o stezeniu 0,01 mol I1 i pH 7,8). Probki odwirowywano
w temperaturze 4°C przez 10 minut stosujac predko$é wirowania 12000 obr min™.
Pobierano 100 pl supernatantu, a 10 pl poddawano analizie chromatograficznej.

Otrzymane wyniki zaprezentowano na Ryc. 47.
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Ryc. 47. Wplyw objetosci odczynnika strqcajgcego biatko na pole powierzchni
sygnatow Crn (A) i ETN (B) w probkach osocza krwi cztowieka, n = 3.

Zaobserwowano, ze dodanie 20 pl 3 mol 1! PCA skutkowalo catkowitym
wytraceniem biatka z osocza i powodowato uzyskanie najwiekszych sygnatow w obydwu
przypadkach. Dodatkowo, wraz ze wzrostem zakwaszenia probki, zaobserwowano
wzrost poziomu szumoéw tla. Wyzsze szumy linii bazowej na chromatogramie
negatywnie wptywaja podczas wyznaczania stosunku S/N, w konsekwencji powodujac
zwiekszenie LOD 1 LOQ. W trakcie prowadzenia analiz nie zaobserwowano wzrostu
ci$nienia na kolumnie chromatograficznej oraz pogorszenia jako$ci otrzymywanych
sygnatow przy zastosowaniu 20 pl odczynnika deprotenizujacego biatko w probce.
Walidacja opracowanej metody

Opracowana metoda oznaczania Crn i ENT w probkach osocza krwi wykazuje
dobrg liniowo$¢ w catym zakresie badanych stezen 0,4 — 8 ug ml™ osocza dla ENT i 0,001
— 0,08 umol ml* osocza dla Crn (Ryc. 51, 52). Krzywe kalibracyjne sporzadzono na
podstawie usrednionych wartosci pol powierzchni pikow pochodzacych z analizy trzech
serii pomiarowych. Probki przygotowano w nastepujgcy sposob: do 50 ul osocza
dodawano 20 pl roztworéw standardowych ENT (1, 2, 4, 6, 7,5, 10, 15, 20 pg ml?)
i 20 ul Crn o stezeniach 0,0025, 0,005, 0,01, 0,025, 0,05, 0,1, 0,15, 0,2 pmol ml™,
Nastepnie wprowadzano 20 pl 3 mol I PCA i uzupetniono do koncowej objetosci 500
ul PB (0,01 mol I i pH 7,8). Probki wirowano przez 10 min w temp. 4°C przy predkosci
12000 obr min. Nastgpnie pobrano 100 pl supernatantu, a 10 pl wprowadzono na

kolumne chromatograficzng.
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Ryc. 48. Krzywa kalibracyjna dla Crn sporzqdzona na podstawie zaleznosci pola

powierzchni piku od stezenia Crn w probce osocza, n = 3.
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Ryc. 49. Krzywa kalibracyjna dla ENT sporzgdzona na podstawie zaleznosci pola

powierzchni piku od stezenia ENT w probce osocza, n = 3.

Parametry walidacyjne zostaly zebrane i przedstawione w tabeli 17. Wartosci
RSD dla Crn wynosity od 2,6 do 7,1%, i dla ENT od 2,4 do 9,6%. Odzyski miescity si¢
w granicach 99,1-114,6% dla Crn oraz 100,4-109,6% dla ENT. Otrzymane wyniki
sugeruja wysoka dokladnos¢ 1 precyzje opracowanej metody, a takze spelniajg

wymagania walidacyjne stawiane probkom biologicznym.
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Tabela 17. Wyniki procedury walidacyjnej metody oznaczania Crn i ENT w probkach

0socza, n = 3.
Analit Zakres Rownanie RSD [%0] Odzysk [%0]
liniowosci prostej Min Max Min  Max
ENT

[ng mlt 04-8 y=1,756+0,0748 09999 24 9,6 100,4 109,6
0socza]

Crn 0,001 -
[wmol ml™ 0.08 y=114,69+3,168 0,9989 26 7,1 99,1 1146
0socza] '

Analogicznie, tak jak w przypadku metod oznaczania ENT i Crn w moczu dla
kazdego analitu wyznaczono wartosci precyzji i doktadnosci wewnatrz
i migdzy-dniowej, a takze LOD i LOQ (str. 94-95). Wartosci LOD i LOQ opracowane;j
metody oznaczania Crn i ENT w 0soczu wynosza odpowiednio 0,24 i 0,4 png ml™ osocza
dla ENT oraz 0,0004 i 0,001 pmol ml™? osocza dla Crn. Wyniki precyzji i doktadnosci

zestawiono w tabeli 18.

Tabela 18. Precyzja i doktadnos¢ wewnatrz- i migdzy-dniowa metody oznaczania Crn

i ENT w osoczu, n = 3.

Precyzja [%0] Dokladnosé [%]
Analit Stezenie Wewnatrz- Miedzy- Wewnatrz- Miedzy-
dniowa dniowa dniowa dniowa
ENT 0,8 9,2 9,9 108,6 106,2
[pg ml? 3 6,8 4,1 102,4 98,1
0socza] 8 2,8 53 98,4 97,2
crn 0,002 7,7 52 114,2 107,9
[umol ml? 0,02 52 6,1 99,7 99,7
0socza] 0,08 2,8 4,8 106,4 99,4

Precyzja wewnatrz-dniowa miesci si¢ w przedziatach 2,8-9,2% dla ENT i 2,8-
7,7% dla Crn, natomiast doktadnos¢ wewnatrz-dniowa w zakresach 98,4-108,6% dla
ENT 199,7-114,2% dla Crn. Migdzy-dniowa precyzja oraz doktadno$¢ w przypadku ENT
wyniosty odpowiednio 4,1-9,9% i 97,2-106,2%, za$ dla Crn miescity si¢ w zakresach 4,8-
6,1% oraz 99,4-107,9%.
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Ponizej zaprezentowano chromatogramy uzyskane w trakcie analiz roztworu
standardowego ENT i probek osocza (Ryc. 50).

= = = = standard ENT

probka osocza bez wzbogacenia ENT

probka osocza wzbogacona ENT i Cm

4.5 1

3,5 1

2.5 1
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0.5 1

-015 L
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Ryc. 50. Chromatogramy: roztworu standardowego ENT, probki osocza osoby zdrowej
i osocza osoby zdrowej wzbogaconego Crn i ENT o stezeniach odpowiednio 0,2 ug mi™
i 20 ug mIt. Warunki HPLC: kolumna LiChrosorb RP-18 (250 mm x 4,6 mm, 10 um),
elucja gradientowa: 0-2 min 3-8% MeCN, 2-4 min 8% MeCN i 4-7 min 8-3% MeCN,
PB (0,01 mol I'Y, pH 7,8), temperatura kolumny 25°C, objetosciowa predkos¢ przeplywu

fazy ruchomej 1,5 ml min.

Opracowana, zoptymalizowana metoda oznaczania Crn 1 ENT w probkach osocza
pozwala na otrzymanie symetrycznych, dobrze wyksztalconych sygnatéw analitycznych
oraz osiggnigcie dobrej rozdzielczos$ci wzgledem pozostatych sygnalow wystepujacych
w skomplikowanej matrycy jaka jest osocze. W zaproponowanej metodzie nie ma
koniecznosci stosowania wieloetapowych procedur podczas przygotowania probki do
analizy. Czasy retencji poszczego6lnych analitow wynosity: 2,9 minuty dla Crn oraz 7,1
minuty dla ENT.

Zastosowanie opracowane] metody umozliwia oznaczanie Crn 1 ENT
w osoczu w stezeniach 0,001 pmol ml™ osocza dla Crn i 0,4 ug ml™ osocza dla ENT lub
wiekszych w czasie nie przekraczajagcym 8 minut. Nalezy podkresli¢, ze opracowana
w ramach niniejszej pracy metoda jest jedyna chromatograficzng procedurg

umozliwiajgca oznaczanie obydwu analitow jednoczesnie w osoczu cztowieka.
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10.3. Oznaczanie ENT w probkach §liny

Ze wzgledu na brak danych literaturowych dotyczacych wykorzystania §liny jako
matrycy w oznaczaniu ENT, w kolejnym etapie niniejszej pracy doktorskiej,
zaadaptowano wczesniej zoptymalizowang na potrzeby badania o0socza metode
oznaczenia ENT do probek sliny. Dokonano niewielkich zmian w profilu gradientu fazy
ruchomej oraz procesie przygotowania probki do analizy. Przeprowadzono walidacje
metody.
Warunki separacji chromatograficznej

Wszystkie analizy na probkach §liny przeprowadzono z wykorzystaniem kolumny
chromatograficznej LiChrosorb RP-18 (250 mm % 4,6 mm, 10 um). Jako sktadniki fazy
ruchomej wykorzystano PB o stezeniu 0,01 mol™i pH 7,8 oraz MeCN. Niewielka zmiana
gradientu fazy ruchomej: 0-2 min 7-10% MeCN, 2-4 min 10% MeCN, 4-5 min 10-7%
MeCN, umozliwita oddzielenie sygnatu ENT od innych sktadnikoéw $liny i otrzymanie
bardziej symetrycznego, lepiej wyksztalconego sygnatu. Predkos¢ przepltywu fazy
ruchomej wynosita 1,5 ml min, temperatura kolumny 25°C, a analityczna dtugos¢ fali
detekcji 254 nm.
Przygotowanie probki sliny do analizy

Etap ten, podobnie jak w przypadku probek osocza, obejmowal jedynie
rozcienczenie 1 deprotenizacj¢ biatek znajdujacych si¢ w §linie. Odbiatczanie probki
przeprowadzono z wykorzystaniem PCA o stezeniu 3 mol I, Zoptymalizowano objeto$é
kwasu, jaka nalezy uzy¢ do catkowitego stragcenia biatek 1 otrzymania najwyzszego
sygnatu pochodzacego od oznaczanego zwigzku. W tym celu do 100 pl probki sliny
dodawano 20 pl ENT o stezeniu 8 ug ml™ i kolejno 10 ul, 20 pl, 30 pl, 40 uli 50 pl
3 mol I* PCA, dopehiano do objetosci 200 ul PB stosowanym jako skladnik fazy
ruchomej. Probki odwirowywano w temperaturze 10°C przez 10 minut stosujac predkosé
wirowania 12000 obr min‘t, a otrzymany supernatant przeniesiono do fiolek do HPLC.
Do kolumny chromatograficznej wprowadzono 10 ul uzyskanego roztworu. Kazda
z probek przygotowano w trzech seriach pomiarowych, a zestawienie otrzymanych

wynikow zaprezentowano ponizej (Ryc. 51).
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Ryc. 51. Wplyw objetosci odczynnika strqcajgcego biatko na zawartos¢ ENT
w probkach sliny, n = 3.

Weczesniejsze badania (podrozdziat 9.2) wykazaty, iz dodanie 10 pl 3 mol I'PCA
do 100 pl $liny calkowicie wytragca biatko. Ze wzgledu na wystepujace rdznice
w wielko$ci sygnatlu ENT w probkach z réznymi objetosciami zastosowanego
odczynnika stracajacego biatka do dalszych badan zdecydowano zastosowa¢ 30 ul PCA
3 mol I'1. Podczas analiz nie zaobserwowano negatywnego wptywu na ztoze w kolumnie
chromatograficznej czy jako$¢ separacji i identyfikacji sygnatu ENT.

Walidacja zaadaptowanej metody

Podobnie jak podczas eksperymentéw prowadzonych na poprzednich matrycach,
réwniez w przypadku badan z probkami $liny konieczne byto przeprowadzenie protokotu
walidacyjnego. Probki do krzywej kalibracyjnej przygotowano poprzez dodanie do 100
ul $liny 20 ul roztworu ENT o odpowiednich st¢zeniach (0,8, 2, 6, 8, 20, 60, 80 1 200 pg
ml™?) oraz 30 ul PCA i uzupehiono do koncowej objetosci 200 ul PB (0,01 mol I}, pH
7,8). Nastepnie probki odwirowano, a uzyskany supernatant poddano analizie
chromatograficznej. Otrzymang krzywa kalibracyjng dla usrednionych wynikow
przedstawiono ponizej (Ryc. 52).
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Ryc. 52. Krzywa kalibracyjna uzyskana dla probek sliny wzbogaconej ENT, n = 3.

Sporzadzona krzywa kalibracyjna ENT w probkach §liny wykazuje zalezno$¢
liniowa w badanym zakresie stezen (0,16-40 pg mil?t §liny) i charakteryzuje sic
wspotczynnikiem  korelacji  bliskim  jednosci  (0,9999). Odpowiednie  wyniki

przedstawiono w tabeli 19.

Tabela 19. Wyniki walidacji metody oznaczania ENT w probkach §liny, n = 3.

Zakres Roéwnanie RSD [%]  Odzysk [%0]

Analit - . s :
liniowosci prostej

Min Max Min Max

ENT
[ugml® 0,16 -40  y=8,934+0,093 09999 33 99 974 1055
$liny]

Pozostate wyniki procedury walidacyjnej takie jak wartosci precyzji i doktadnos$ci
wewnatrz- 1 migdzy-dniowej wyznaczono w identyczny sposob jak dla wczesdniej

opracowanych metod (str. 94-95) i zestawiono w tabeli 20.

Tabela 20. Precyzja i doktadno$¢ metody oznaczania ENT w §linie, n = 3.

Precyzja [%0] Dokladnosé [%]
Analit Stezenie  yyewnatrz- Miedzy-  Wewnatrz-  Miedzy-
dniowa dniowa dniowa dniowa
ENT 0,16 9,5 10,6 105,1 112,4
[png ml? 1,6 2,4 7,6 93,5 93,8
sliny] 40 1,9 4,2 99,5 100,3
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Precyzja wewnatrz-dniowa oraz dokladnos¢ miescity si¢ odpowiednio
w przedziatach 1,9-9,5% 1 93,5-105,1%. Miedzy-dniowa precyzja oraz doktadnosc
wyniosty odpowiednio 4,2-10,6% i 93,8-112,4%. Wyznaczona doswiadczalnie,
analogicznie jak w poprzednich procesach walidacji (str. 94-95), granica wykrywalno$ci
ENT wynosita 0,08 pg ml™ §liny, natomiast granica oznaczalno$ci wynosita 0,16 pg
ml? $liny. Ponizej (Ryc. 53) zaprezentowano chromatogramy probki $liny i $liny

z dodatkiem ENT o stezeniu 8 pg ml™.

10 1 slina zdrowego ochotnika slina wzbogacona ENT
9
3
g -
— T
% 2
2 °]
= 5 -
o
=]
z 3
5
< 5 |
1 -
0 - T T T
q 1 2 3 4 5 6 7
Czas [min]

Ryc. 53. Chromatogramy otrzymane dla probki sliny zdrowego ochotnika oraz sliny
wzbogaconej standardem ENT o stezeniu 8 ug mlt. Warunki HPLC: kolumna
LiChrosorb RP-18 (250 mm x 4,6 mm, 10 um), elucja gradientowa. 0-2 min 7-10%
MeCN, 2-4 min 10% MeCN, 4-5 min 10-7% MeCN, PB (0,01 mol I, pH 7,8),
temperatura kolumny 25°C, objetosciowa predkos¢ przeptywu fazy ruchomej
1,5 ml mint,

Jak mozna zauwazy¢ na zamieszczonych chromatogramach, pik pochodzacy od
ENT eluowal w 5 minucie analizy, gdzie w probce §liny nie zawierajgcej analitu nie sa
obserwowane piki od skladnikow matrycy. Badania selektywno$ci zostaty
przeprowadzone na szesciu probkach §liny pochodzacych od zdrowych ochotnikow.
W celu potwierdzenia tozsamosci uzyskanego sygnatu, porownywano czasy retencji oraz
otrzymywane widma UV probki wzbogaconej ENT i probki roztworu standardu ENT.
Otrzymane wyniki wskazuja, ze zaproponowana metoda chromatograficzna moze sta¢
si¢ uzytecznym narze¢dziem podczas rutynowego oznaczania ENT w probkach $liny. Brak
koniecznosci skomplikowanego przygotowania probki oraz prosta analiza koncowa sg

glownymi atutami zaproponowanej procedury analitycznej.
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11. OZNACZANIE ENT ZWYKORZYSTANIEM
DETEKCJI SPEKTROFLUORYMETRYCZNEJ

Chorobotworcze wirusy (HIV i HBV) przyczyniaja si¢ do cierpienia i §mierci
milionéw ludzi na catym $wiecie. Rozwdj nowych metod analitycznych pozwalajacych
na okreslenie zawartosci lekow stosowanych w terapii HIV/HBV moze przyczyni¢ si¢ do
poszerzenia wiedzy na temat wptywu leczenia przeciwwirusowego na organizmy Zywe,
zrozumienia farmakokinetyki wydalania do plynow biologicznych, bioakumulacji,
funkcjonowania nerek i co najwazniejsze - bezpieczenstwa dla pacjentow.

W zwigzku z powyzszym, kolejnym z celow prezentowanej pracy doktorskiej
byto opracowanie chromatograficznych metod oznaczania TFV i ENT w probkach
moczu, osocza oraz Sliny z wykorzystaniem bardziej selektywnego i czulego,
w porownaniu z detektorem UV-VIS, detektora spektrofluorescencyjnego. Niestety,
w toku prowadzonych badan mozliwe bylo opracowanie 1 zoptymalizowanie procedur
oznaczania jednego z dwoch wybranych analitow. Separacja i identyfikacja TFV
z wykorzystaniem detektora FLD i reakcji derywatyzacji nie przyniosta efektow
W postaci otrzymania sygnatu pochodzacego od badanego zwigzku.

W  niniejszym  rozdziale  przedstawiono  procedury  optymalizacji
chromatograficznych metod separacji i identyfikacji ENT w probkach moczu, osocza
oraz §liny. Zastosowanie detektora FLD umozliwilo obnizenie granic wykrywalnos$ci

1 oznaczalno$ci z zachowaniem duzej doktadnosci i precyzji.

11.1. Opracowanie metody oznaczenia ENT w moczu
Wybor analitycznej diugosci fali

Ze wzgledu na naturalne zdolnosci ENT do fluorescencji, pierwszym krokiem
bytlo wyznaczenie odpowiednich dtugosci fali wzbudzenia i emisji. Badania
przeprowadzono na probee standardu ENT o stezeniu 50 ug ml™. Widma fluorescencyjne
byly rejestrowane w realnym czasie analizy chromatograficznej z wykorzystaniem
nastepujacych warunkéw: kolumna PolymerX (150 x 4,6 mm, 5 um), elucja
izokratyczna, faza ruchoma zawierajgca MeCN (10%) i 1% kwas octowy (90%),
objetosciowa predko$é przeptywu fazy ruchomej 1,0 ml min?, temperatura kolumny
25°C, objetos¢ wprowadzanej probki 10 ul. Na podstawie otrzymanych widm (Ryc. 54),
mozliwe bylo okreslenie maksimum fluorescencji, 254 nm — dlugosci fali wzbudzenia

I 380 nm — dtugos¢ fali emisji.
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Ryc. 54. Widma wzbudzenia (A) i emisji (B) ENT zarejestrowane w czasie analizy
chromatograficznej. Warunki HPLC: PolymerX (150 % 4,6 mm, 5 um), elucja
izokratyczna, faza ruchoma: MeCN (10%) i 1% kwas octowy (90%,), objetosciowa
predkosé przeptywu fazy ruchomej 1,0 ml min™, temperatura kolumny 25°C.

Dobor warunkow chromatograficznych

Pierwszy, fundamentalny etap rozwijania nowej metody chromatograficznej
rozpoczgto od ustalenia optymalnych warunkow umozliwiajacych separacje i detekcje
analitu. W tym celu dokonano wyboru dtugosci fal wzbudzenia i emisji, odpowiedniej
kolumny chromatograficznej, sktadu fazy ruchomej. Zmudne i czasochtonne badania
ujawnily znaczacy wplyw sktadu, st¢zenia i pH fazy ruchomej na ostateczne wyniki
separacji ENT. Wybor odpowiedniej kolumny zdeterminowany zostat poprzez szeroki
zakres pH w jakim moze ona pracowac. Ze wzgledu na wykorzystanie w badaniach
bardzo kwasnej fazy ruchomej, koniecznym statlo si¢ zastosowanie kolumny
chromatograficznej pracujgcej w pH < 1. Warunek ten spetnia kolumna PolymerX,
sktadajaca si¢ z mikroporowatego polistyrenu diwinylobenzenu, ktéry wykazuje podobne
wlasciwosci jak kolumny typu C18.

W trakcie optymalizacji parametrow separacji chromatograficznej zbadano
wptyw rodzaju fazy ruchomej, jej stezenia oraz odpowiadajacej wartosci pH, na jakos¢
rozdzielenia i czasy retencji sygnalu pochodzacego od ENT. Zbadano rozne typy faz
wodnych: kwas octowy w zakresie stezen od 1 do 10% i pH 2,12 do 2,70, kwas
trichlorooctowy od 0,5 do 5% i pH 0,59 do 1,49 oraz kwas solny w zakresie od 0,001 do
0,3% i pH 0,98 do 2,1. Pozostate parametry chromatograficzne to MeOH (12%), elucja
izokratyczna i predko$é przeptywu fazy ruchomej 1,0 ml min™, a temperatura kolumny
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25°C. Badania prowadzono na proébkach moczu przygotowanych w nastepujacy sposob:

50 pl moczu zmieszano z 10 pl standardu ENT o stezeniu 200 pg ml? i rozcienczono

wodg dejonizowang do koncowej objetosci 200 pl. Probki przygotowano i analizowano

w trzech seriach pomiarowych. Na podstawie uzyskanych wynikéw wykreslono ponizsze

zaleznosci (Ryc. 55-57).
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Ryc. 55. Wplyw stezenia kwasu octowego zawartego w fazie ruchomej na pole

powierzchni (A) i czas retencji (B) piku ENT oraz pH kwasu octowego na pole

powierzchni (C) i czas retencji (D) piku ENT, n = 3.
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Ryc. 56. Wplyw stezenia kwasu trichlorooctowego zawartego w fazie ruchomej na pole
powierzchni (A) i czas retencji (B) piku ENT oraz pH kwasu trichlorooctowego na pole
powierzchni (C) i czas retencji (D) piku ENT, n = 3.

112



180 -

3
160 . . . %
140 -! 215 T 0 . ‘
£ 120 - = 5 |
L =
=100 - £
= 515 A
3 80 - 5
£ ©
LE) 60 7 § 1 -
(5]
— 40 i (@]
g 05 -
S 20 1
DO_ O T T T T T 1 0 T T T T T !
0 005 01 015 02 025 03 0 005 01 015 02 025 03
Char [%] Chail%]
C) D)
180 - -
- .
o MR * 2,5 - o ¢ ¢
140 - . ' o ¢
£ 120 - = 5 |
L =
=100 - £
3 80 1 2151
z 5
= 4 = 4
g 60 § 1
3 40 O
S 05 -
S 20 -
2
£ 0 . . . . 0 . . . .
05 1 1,5 2 25 05 1 1,5 2 25
pH HCI pH HCI

Ryc. 57. Wplyw stezenia kwasu solnego zawartego w fazie ruchomej na pole
powierzchni (A) i czas retencji (B) piku ENT oraz pH kwasu solnego na pole
powierzchni (C) i czas retencji (D) piku ENT, n = 3.

Na podstawie otrzymanych zalezno$ci pol powierzchni pikow od rodzaju
1 stezenia kwasu w fazie ruchomej stwierdzono, ze zarowno rodzaj, stezenie jak i wartos§¢
pH znaczaco wptywaty na czas retencji sygnatu ENT. Im wyzsze st¢Zenie kwasu i nizsze
jego pH tym krétszy czas retencji. W przypadku probek moczu zdecydowano sie
zastosowa¢ kwas TCA o stezeniu 1% jako skladnik fazy ruchomej. W dalszym
postepowaniu zbadano wplyw modyfikatorow organicznych takich jak MeOH oraz
MeCN. Optymalne rozdzielnie eluowanego zwiazku uzyskano wykorzystujac jako
modyfikator organiczny MeOH. Przeprowadzone eksperymenty wskazaly, ze najlepsza
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jakos$¢ separacji ENT w probkach moczu od pozostalych sktadnikéw matrycy mozna
uzyska¢ stosujac jako fazg¢ ruchomg 1% roztwér TCA (88%) oraz MeOH (12%)
wykorzystujac elucje izokratyczna i predkosé przeptywu fazy ruchomej 1,0 ml min’
w temperaturze kolumny 25°C.

Przygotowanie probki do analizy

Ze wzgledu na strukturalne wtasciwosci ENT, ktore umozliwity bezposrednig
detekcje fluorescencyjng, etap przygotowania probki do analizy ograniczat si¢ jedynie do
4-krotnego rozcienczenia probki moczu wodg dejonizowang. Powyzszy sposob
przygotowania umozliwil uzyskanie rzetelnych wynikoéw separacji i identyfikacji
wybranego analitu w moczu.

Badanie trwalosci ENT w moczu

Kolejnym etapem badan, bylo zbadanie trwato$ci analitu w probkach moczu
o roznych wartosciach pH (5, 6, 7) dla czterech testowanych temperatur (36,6, 25, 4,
-20°C) w czasie 300 minut. Testy te sa podstawa do okres§lenia trwatosci leku
w okreslonych warunkach przechowywania proby przed jej koncowa analiza,
a dodatkowo, sprawdzono czy warto$¢ pH probki moczu ma wptyw na trwatos$¢ badanego
zwiazku. Prébki do badan wykonano poprzez dodanie do probki moczu o odpowiednim
pH 10 pl roztworu ENT o stezeniu 200 pg ml™. Nastepnie przed sama analiza pobierano
50 ul probki moczu wzbogaconej ENT 1 rozcienczano 4-krotnie woda dejonizowano.
Mieszano przy uzyciu vortexu i od razu poddawano analizie chromatograficznej. Badania
trwatosci wykonywano w interwatach 60 minutowych, a wyniki otrzymanych analiz
zestawiono ponizej (Ryc. 58).

Otrzymane wyniki wykazaly brak znaczacej zmiennosci pola powierzchni piku
analitu, co pozwolilo potwierdzi¢ trwato§¢ ENT w moczu niezaleznie od wartosci pH
probki. W badanym przedziale czasowym (300 min) dla probek inkubowanych
w temperaturze 36,6°C spadek zawartosci ENT w porownaniu z warto$cig wyjsciowg
wyniost 6,1%, dla 25°C byto to 7,8%, w przypadku temperatury 4°C odnotowano 7,7%
ubytku, za$ dla -20°C byto to 7,2% straty analitu. Przeprowadzone testy wskazaty, iz ENT
poddany dziataniu czynnikéw zewnetrznych w probkach moczu w czasie 300 minut

pozostaje stabilny, a strata nie przekracza 8%.

114



4000 l 36.6°C 4000 - 2500
A i
Hssoo LI R T3500 " " m g . .
3000 - X 3000 -
= S
' 2500 - 5 2500 -
X —_
22000 A = 2000 A
£ £
S 1500 - N 1500 A
ks k=
= 1000 - epH5 = 1000 - #pH5
o H6 = pH 6
2 500 - P S 500 A
a ApH7 ©o ApH7
O T T T 1 O T T T 1
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Czas [min] Czas [min]
4000 - 4°C 4000 ] -20°C
— 3500 3500 & & A
il A & 2 1 —_ MO S
= 3000 - A #3000 -
> S
= 2500 <2500
= 2
£ 2000 A 22000
N E
£ 1500 1 S 1500 -
8 8
S 1000 - ¢®pHS = 1000 - #pH5
S He <
£ 500 - P 2 50 - PHE
ApH7 o ApH7
O T T T 1 0 T T T 1
0 100~ 200 300 400 0 100 200 300 400
Czas [min] Czas [min]

Ryc. 58. Stabilnos¢ ENT w moczu o roznym pH przechowywanym w temperaturze 36,6,
25, 41-20°C przez okres 300 min, n = 3.

Zbadany zostal rowniez wptyw zamrazania probki moczu z dodatkiem ENT w 5
cyklach w temperaturze -20°C i rozmrazania w temperaturze 4°C. Uzyskane rezultaty
wskazaly, iz wielokrotne zamrazanie i rozmrazanie probki moczu nie jest wskazane,
poniewaz powoduje znaczng degradacj¢ badanego analitu. Po pierwszym cyklu
rozmrazania probki obserwowany jest spadek zawartosci ENT 0 2,8%, po drugim 0 9,2%,
a po 5-cyklu eksperymentu spadek zawartosci analitu jest znaczacy i oscyluje na
poziomie 24,9% (Ryc. 59).
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Ryc. 59. Trwatos¢ ENT w probce moczu po kilkukrotnym zamrazaniu w temperaturze

20°C i rozmrozeniu w 4°C, n = 3.

Walidacja opracowanej metody

Opracowana procedura oznaczania ENT w moczu zostata poddana procesowi
walidacji obejmujgcemu okreslenie granic wykrywalnosci i oznaczalno$ci, wyznaczenie
zakresu liniowosci metody, a takze jej dokladnosci i precyzji. Krzywa wykonano
w zakresie stezen 0,32 — 40 pg ml™t moczu. Analiza dotyczyta 3 serii probek moczu
(50 ul) wzbogaconych 10 ul standardu ENT w siedmiu réznych st¢zeniach 1,6, 4, 8, 20,
80, 160, 200 pg ml?, uzupelmionych woda do koncowej objetosci 200 ul. Tak
przygotowane probki analizowano z wykorzystaniem chromatografu cieczowego.

Uzyskane wyniki przedstawiono na rycinie 60 i w tabeli 21.
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Ryc. 60. Krzywa kalibracyjna sporzgdzona na podstawie zaleznosci pola powierzchni

piku od stezenia ENT w moczu, n = 3.
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Tabela 21. Wyniki walidacji metody oznaczania ENT w proébkach moczu, n = 3.

Zakres Roéwnanie R? RSD [%0] Odzysk [%0]

Analit . . - .
liniowosci prostej Min Max Min Max

ENT
[ugml? 0,32-40 y=88,276+0,0274 10,9999 20 10,7 954 1136
moczu]

Wszystkie parametry walidacji wyznaczono analogicznie, jak w przypadku
poprzednich metod (str. 94-95). Wyznaczone warto$ci precyzji i doktadnosci wewnatrz-
1 migdzy-dniowej opracowanej metody uzyskane dla wybranych stgzen zastosowanej

krzywej kalibracyjnej przedstawiono w tabeli 22.

Tabela 22. Precyzja i doktadnos¢ metody oznaczania ENT w moczu, n = 3.

Precyzja [%0] Dokladnosé [%]
Analit Stezenie  yyewnatrz- Miedzy-  Wewnatrz- Miedzy-
dniowa dniowa dniowa dniowa
ENT 0,32 3,8 7,2 95,4 93,8
[ug ml?t 4 2,1 2,7 93,9 95,6
moczul] 40 1,3 4.4 101,8 100,5

Wartosci precyzji i doktadno$ci wewnatrz-dniowej miesdcity sie odpowiednio
w zakresach od 1,3-3,8% i 93,9-101,8%, zas$ dla precyzji i doktadnosci miedzy-dniowej
odpowiednio w przedziatach 2,7-7,2% oraz 93,8-100,5%. Wartosci LOD i LOQ
opracowanej metody oznaczania ENT w moczu wyznaczono eksperymentalnie i wynosza
odpowiednio 0,12 i 0,32 ug mI™* moczu.

Zaprezentowana chromatograficzna metoda oznaczania ENT w probkach moczu
z wykorzystaniem detekcji fluorescencyjnej pozwala na otrzymanie nizszych wartoSci
LOD i1 LOQ w poréwnaniu z wczesniej opracowang metodyka wykorzystujaca detektor
UV. Ponadto, zoptymalizowane warunki separacji umozliwiaja uzyskanie
symetrycznego, dobrze wyksztalconego sygnatu ENT, bez konieczno$ci stosowania
skomplikowanych procedur przygotowania probki do analizy. Czas retencji ENT
odpowiadat wartosci 9,8 minuty, a catkowity czas analizy probki wyniost 12,5 minuty.
Nalezy podkresli¢, ze opracowana metoda jest jedyna chromatograficzng procedura
umozliwiajaca oznaczanie ENT z wykorzystaniem detekcji spektrofluorymetrycznej.
Chromatogramy uzyskane w trakcie badan dla probki moczu zdrowego ochotnika

i moczu wzbogaconego ENT o stezeniu 4 ng ml™ przedstawiono ponizej (Ryc. 61).
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Ryc. 61. Chromatogramy otrzymane dla probki moczu zdrowego ochotnika bez
wzbogacenia oraz moczu wzbogaconego ENT o stezeniu 80 ug ml’*.Warunki HPLC:
kolumna PolymerX (150 x 4,6 mm, 5 um), elucja izokratyczna, faza ruchoma: 1%
roztwor TCA (88%) oraz MeOH (12%), objetosciowa predkosc przeptywu fazy

ruchomej 1,0 ml min, temperatura kolumny 25°C.

o o rye

Naturalne zdolnosci ENT do fluorescencji i brak koniecznos$ci wprowadzania
etapu derywatyzacji probki, znaczaco skracaja proces przygotowania probki do analizy,
a co si¢ z tym wiazg, caly protokoét analityczny. Duza doktadno$¢, specyficznose
1 selektywnos¢ detektorow FLD umozliwia otrzymanie niskich granic wykrywalnosci
1 oznaczalno$ci przy duzej dokladnosci 1 precyzji pomiardw, z wykorzystaniem
powszechnie wystepujacej aparatury badawczej. Dodatkowo, ze wzgledu na brak
informacji w literaturze dotyczacych metod oznaczania ENT w osoczu i probkach $liny
z wykorzystaniem detekcji FLD, zdecydowano o zaadaptowaniu do tych matryc
procedury wykorzystywanej w trakcie optymalizowania metody dla probek moczu.
Adaptacja warunkow rozdzielania chromatograficznego

Podczas eksperymentow zaobserwowano, iz w probkach zarowno osocza jak
i $liny znajduje si¢ znacznie mniej w poréwnaniu do mocz, zwigzkéw wykazujacych
zdolnosci fluorescencji przy wybranych dlugosciach fali wzbudzenia 1 emisji. Z tego
wzgledu warunki rozdzielenia chromatograficznego dobrano tak, aby mozliwie jak
najbardziej skroci¢ czas analizy, jednocze$nie uzyskujac zadowalajaca rozdzielczosé
| ksztalt sygnatow analitycznych. Do badan zastosowano kolumne chromatograficzng

PolymerX (150 x 4,6 mm, 5 pm) oraz faz¢ ruchoma sktadajaca si¢ z MeOH sktadnik (A)
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oraz 0,1% HCI sktadnik (B). Analiz¢ prowadzono w trybie elucji gradientowej (0—1 min,
20% (A); 1-3 min, 20-40% (A); 3-5 min 40-20% (A); 5-7 min 20% (A) - czas
rekondycjonowania kolumny), stosujac objetosciowa predkos¢ przeptywu 1 ml min?
i temperature kolumny 25°C. W eksperymencie wykorzystano probki osocza i $liny
przygotowane w nastepujacy sposob: do 100 ul probki osocza/sliny dodano 30 pul PCA
o stezeniu 3 mol I}, 20 ul ENT o stezeniu 10 ug ml™ w przypadku osocza i 4 ug ml dla
$liny i uzupelniano woda do koncowej objetosci 200 ul. Cato$¢ wymieszano
i odwirowano (10 minut, 15000 obr min, 10°C). 10 pl uzyskanej probki wprowadzono
do uktadu pomiarowego. Chromatogramy uzyskane dla probki osocza i probki §liny przy
zoptymalizowanych warunkach separacji chromatograficznej zaprezentowano na
rycinach 62 i 63.

osocze == ==- osocze z dodatkiem ENT
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Ryc. 62. Chromatogramy probki osocza od zdrowego ochotnika i osocza
wzbogaconego ENT o stezeniu 2 ug ml. Warunki HPLC: kolumna PolymerX (150 x
4,6 mm, 5 um), faza ruchoma to 0,1% HCI i MeOH, elucja gradientowa: 0—1 min, 20%
(MeOH); 1-3 min, 20-40% (MeOH); 3 -5 min 40-20% (MeQOH); 5-7 min 20% (MeOH),
objetosciowa predkosé przeptywu fazy ruchomej 1,0 ml min, temperatura kolumny
25°C.
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Ryc. 63. Chromatogram probki sliny od zdrowego ochotnika i sliny wzbogaconej ENT
o stezeniu 0,8 ug mi*. Warunki HPLC: kolumna PolymerX (150 x 4,6 mm, 5 um), faza
ruchoma to 0,1% HCI i MeOH, elucja gradientowa: 0-1 min, 20% (MeOH); 1-3 min,
20-40% (MeOH); 3-5 min 40-20% (MeOH); 5-7 min 20% (MeOH), objetosciowa
predkosé przepltywu fazy ruchomej 1,0 ml min™, temperatura kolumny 25°C.

Przygotowanie probek do analizy chromatograficznej

Zard6wno probki osocza jak 1 §liny wymagaja przeprowadzenia procesu stragcenia
bialek w nich obecnych. Podobnie, jak w poprzednich przypadkach do etapu
deprotenizacji zastosowano dodatek 3 mol It PCA. Zbadano wptyw jego objetosci na
warto$¢ sygnatu pochodzacego od ENT. W obydwu przypadkach do 100 pl badanej
probki osocze/$lina dodawano 20 pl ENT o stezeniu 10 pg ml* w przypadku osocza
i 4 ug ml* dla $liny i odpowiednio od 10 ul do 50 pl 3 mol I* PCA, cato$¢ uzupetiano
wodg do koncowej objetosci 200 pl. Nastepnie probki odwirowywano w temperaturze
10°C przez 10 minut stosujac predkos¢ wirowania 15000 obr min w przypadku osocza
i 12000 obr min dla prébek $liny. Kazda z probek analizowano w trzech powtérzeniach.

Otrzymane zalezno$ci zaprezentowano na rycinach ponizej (Ryc. 64).

120



Z
%Y
N—r

140 - 180 - .
o ] o ¢ 160 { ¢ o & o
8 120 . s
8 0 o o 140 -
2 100 - _
5 — '-g Ee: 120 A
z 1180 1 Z 100 -
28 = % g9
£ <60 - £ §
RS K2 60 -
8 340 - g3
2 22 40
8—1 20 i o
2 2 20 -
a? O T T T T T 1 D- O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Objetosc PCA [ul] Objetos¢ PCA [ul]

Ryc. 64. Wplyw objetosci odczynnika strgcajgcego na pole powierzchni sygnatu ENT
w probkach osocza krwi (4) oraz sliny (B), n = 3.

Weczeéniejsze badania (podrozdziaty 10.2 1 10.3) wykazaty, ze do deproteinizacji
osocza wystarczy dodanie 20 ul 3 mol I PCA, a do $liny 10 pl czynnika wytracajacego
biatko. Otrzymane w przeprowadzonym eksperymencie wyniki dla obydwu matryc sa
tozsame. Najwieksze pola powierzchni sygnatu ENT otrzymujemy dla objetosci 20 pl
PCA. Zwickszanie objetosci odczynnika stracajacego biatko spowodowato spadek
powierzchni sygnatu analitu. W zwigzku z powyzszym w etapie deprotenizacji, zarbwno
dla probek osocza jak i §liny dodawano 20 pl odczynnika stracajacego biatko. W obydwu
przypadkach nie zaobserwowano negatywnego wplywu na sprawnos¢ kolumny
chromatograficznej.

Sprawdzenie stabilnosci ENT w osoczu

Na tym etapie badan sprawdzona zostata trwalo§¢ ENT we wzbogaconych
probkach osocza i supernatantu. Probki osocza do badania uzyskano przez dodanie do
100 pl osocza 20 ul ENT o stezeniu 10 pg ml™. Supernatanty do inkubacji otrzymano
dodajac do 100 ul osocza 20 ul ENT o stezeniu 10 pg ml™* oraz 20 ul 3 mol I* PCA
i uzupetniajac wodg do koncowej objetosci 200 ul, odwirowujac z predkoscig 15000 obr
min! przez 10 min i w temperaturze 4°C. Wzbogacone ENT probki osocza, jak i ich
supernatanty inkubowano w temperaturach 36,6, 25, 4 i -20°C, przez 5 godzin, a testy
przeprowadzano w interwatach 60 minutowych. Probki 0socza po inkubacji odbiatczano
20 ul 3 mol I PCA i uzupemiano woda do koncowej objetosci 200 pl. Bezposrednio
przed analizg probki odwirowywano (15000 obr min, 10 min, 4°C). Pobierano 100 pl

supernatantu, a 10 pl poddawano analizie HPLC. Do badan zastosowano warunki
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chromatograficzne opisane pod rycing 62. Otrzymane wyniki przedstawiono ponizej
(Ryc. 65).
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Ryc. 65. Stabilnos¢ ENT w osoczu (A) i supernatancie osocza (B) przechowywanym
w temperaturze 36,6, 25, 4 i -20°C przez okres 300 min, n= 3.

Otrzymane rezultaty wskazuja, iz w przypadku inkubacji probek w temperaturze
36,6 °C juz po pierwszej godzinie mozna zaobserwowaé spadek zawartosci ENT. Dla
pozostatych temperatur wartosci pozostajg stabilne do drugiej godziny eksperymentu.
W tym momencie obserwowany jest niewielki spadek zawartosci dla probek
inkubowanych w pozostatych temperaturach. Tendencja ta si¢ utrzymuje w ciagu
kolejnych godzin trwania eksperymentu, a najwigkszy spadek obserwowany jest dla
probek osocza przechowywanych w temperaturze -20°C i wynosi 16,5% wartosci
wyjsciowej oraz dla temperatury 36,6°C az 27,8%. Mozliwe, iz podwyzszona
temperatura wptywa na proces rozkltadu ENT w probkach biologicznych, a takze sam
proces zamrazania i1 rozmrazania proby wptywa na degradacje analitu.

Przeprowadzone eksperymenty wskazaty, ze ENT w supernatancie osocza
inkubowany w kazdej z badanych temperatur réwniez ulega czgsciowej degradacji.
Tendencja ta jest poréwnywalna z uprzednio wyznaczonymi warto$ciami dla probek
osocza, jednak obserwowane sa mniejsze wahania dla poszczegdlnych punktéw
pomiarowych. Podobnie jak przypadku osocza, najwigkszy spadek zawarto$ci
obserwowany jest dla dwoch skrajnych warto$ci -20°C i 36,6°C. Po 300 minutach
degradacja ENT dla -20°C wynosi 14,6% za$ dla 36,6°C az 22,5%. Sa to wartosci nizsze

niz w omawianym powyzej przypadku probek osocza.
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Walidacja metody

Zoptymalizowane parametry separacji chromatograficznej zostaly poddane

procesowi walidacji. W tym celu do 100 pl probki osocza dodawano 20 ul standardu ENT
o rosnacych stezeniach (0,48, 0,8 2, 6, 8, 20, 60, 80, 200 ug ml?), 20 ul 3 mol I PCA

oraz uzupehiano do koncowej objetosci 200 pl woda dejonizowang. Nastepnie probki

wirowano poprzez 10 min w temperaturze 4°C przy 15000 obr min, pobierano 100 ul

supernatanu, a 10 pul wprowadzano na kolumne chromatograficzng. W przypadku $liny

proces przygotowania probki byt analogiczny. Stezenia ENT uzywanego do wzbogacenia

r6znity sie jedynie na najnizszym poziomie (0,4, 0,8, 2, 6, 8, 20, 60, 80, 200 pg ml™?).

Probki $liny odwirowano stosujac temperature 10°C i predkosci 12000 obr min™. Tak

przygotowane trzy serie probek zarowno osocza jak i $liny poddano analizie

chromatograficznej. Uzyskane wyniki przedstawiono na rycinach 66, 67 oraz w tabeli 23.

Ryc. 66.

Ryc. 67.
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Tabela 23. Wyniki walidacji metody oznaczania ENT w osoczu i $linie, n = 3.

Zakres Roéwnanie RSD[%]  Odzysk [%0]

liniowoSci prostej

Analit
Min Max Min Max

ENT
[ugml! 0,096-40 y=17595+0,589 0,9999 04 69 962 111,3
0socza]

ENT
[ugml! 008-40 y=183,17+12,485 10,9998 09 52 955 110,3
sliny]

Otrzymane zaleznos$ci dla probek osocza i $liny w badanych zakresach stezen
0,096-40 pg ml? osocza i 0,08-40 pg ml? §liny charakteryzowaty sie liniowoscia,
zadowalajaca precyzja i doktadno$cia w obydwu przypadkach.

Precyzj¢ 1 doktadnos$¢ jak rowniez granice oznaczalnosci i wykrywalnosci,
wyznaczono eksperymentalnie, analogicznie do opisu przedstawionego w podrozdziale

7.4. Uzyskane wyniki precyzji i doktadnosci przedstawiono w tabeli 24.

Tabela 24. Dane walidacyjne dotyczace precyzji oraz doktadnosci dla probek osocza

i §liny (migdzy-dniowej, wewnatrz-dniowej).

Precyzja [%0] Dokladnosé [%]
Analit  Stezenie ~ Wewnatrz-  Miedzy- Wewnatr- Miedzy-
dniowa dniowa zdniowa dniowa
ENT 0,096 5,6 6,2 110,9 111,3
[ng ml? 1,6 1,7 1,9 106,8 105,4
osocza] 40 39 5,7 98,9 102,9
ENT 0,08 45 4,8 102,8 113,1
[ng ml? 1,6 1,1 2,4 95,5 96,2
$liny] 40 2,8 31 99,6 98,7

Precyzja wewnatrz-dniowa oraz uzyskane wartosci doktadnosci miescity sie¢
w przedziatach 1,7-5,6% i 98,9-110,9% dla probek osocza oraz 1,1-4,5% i 95,5-102,8%
dla §liny. Miedzy-dniowa precyzja oraz doktadno$§¢ wyniosty odpowiednio 1,9-6,2%
i 102,9-111,3% dla osocza oraz 2,4-4,8% i 96,2-113,1% dla probek $liny. Granice
wykrywalnosci 1 oznaczalnosci dla ENT wyznaczone eksperymentalnie na probkach
osocza oraz $liny wynosity odpowiednio 0,016 ug ml™*i 0,096 ug mi™* oraz 0,04 pg ml*
10,08 pg mi.

Opracowane metody oznaczania ENT w §linie, moczu 1 osoczu mogg by¢

zastosowane do badan probek pochodzacych od pacjentéw leczonych tym preparatem.
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12. DYSKUSJA WYNIKOW

XXI wiek to czas postgpu technologicznego, w ktérym rozwigzywanie
problemow wspotczesnej nauki opiera si¢ na zaangazowaniu catego aparatu badawczego
1to juz na poziomie molekularnym. Dzi¢ki naukowemu poznaniu wystepujacych zjawisk
fizykochemicznych i zachodzacych procesow biologicznych, a takze intensyfikacji badan
w chemii analitycznej jestesmy $wiadkami wdrazania zaré6wno nowych technologii
w przemysle jak i dynamicznego rozwoju medycyny, dla ktorej kluczowe znaczenie ma
postep w diagnostyce medyczne;.

Wielowymiarowos$¢ technik separacyjnych sprawia, iz stajg si¢ one wiarygodnym
1 precyzyjnym zrodtem dostarczania informacji, dlatego tez wykorzystywane
sa w codziennej praktyce laboratoryjnej. Mechanizmy separacji chromatograficznej,
zmiany dokonywane podczas prowadzenia eksperymentéw, powinny by¢ zawsze dobrze
zaplanowane 1 wla$ciwie interpretowane, bowiem ich zrozumienie to kluczowy element
ztozonego procesu efektywnego opracowania kazdej metody analitycznej. Sposrod
technik  separacyjnych, wysokosprawna chromatografia cieczowa jest jedng
z najpowszechniej stosowanych technik analitycznych przeznaczonych zaréwno do
celow naukowych, jak i1 rutynowych analiz probek, w tym roéznorodnych materiatow
farmaceutycznych, chemicznych, przemystowych czy biologicznych. Wykorzystujac
te technike mozna wykry¢ 1 oznaczy¢ niemal wszystkie substancje chemiczne.

Bezsprzecznie, kazde z przeprowadzanych badan z wykorzystaniem analiz
chromatograficznych obliguje do ustalenia najkorzystniejszych warunkow separacji
1 1dentyfikacji badanych zwigzkow, co bezposrednio wptywa na jako$¢ otrzymanych
wynikéw. Kazda z nowo rozwijanych metod powinna spetnia¢ okreslone kryteria
walidacyjne, a takze pozwala¢ na wykrywanie 1 identyfikacj¢ wybranych analitow na
poziomie stezen wymaganych dla danego zastosowania. Wymogiem stawianym
analitykowi jest wigc dobdr jak najlepszych warunkoéw, zarowno przygotowania probki
jak 1 separacji, podczas rozwijania nowej metody analityczne;.

Tematyka badan podjetych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej obejmuje
zagadnienia mieszczace si¢ na pograniczu chemii analitycznej i medycyny. Innowacyjny
ich charakter przejawia si¢ w opracowaniu nowych, niedrogich, minimalizujacych
negatywny wplyw na srodowisko metod chromatograficznych, umozliwiajacych ocene
zawarto$ci wybranych lekoéw w materiale biologicznym z jednoczesng kontrola kondycji

uktadu wydalniczego czlowieka. Celem pracy byto zoptymalizowanie metod, ktére beda

125



mogly sprosta¢ wymaganiom stawianym w praktyce medycznej i zostaé wykorzystane
do rutynowych analiz klinicznych. W szczegdlnosci skupiono si¢ na opracowaniu
nowych metod oznaczania TFV 1 ENT w probkach biologicznych takich jak osocze, mocz
i $lina.

12.1. Oznaczanie TFV w probkach biologicznych

Majac na wzgledzie potencjalne nefrotoksyczne dziatanie TFV 1 jego analogéw,
przed rozpoczeciem leczenia, a takze w trakcie trwania terapii tym lekiem, w pierwszym
roku co 4 tygodnie, a w kolejnych latach co 3 miesiagce, nalezy przeprowadza¢ ocene
stanu 1 pracy nerek [146]. Ze wzgledu na duzg i indywidualng zmienno$¢ osobnicza
stezen TFV u r6znych pacjentow leczonych ta samg dawka, zalecane jest monitorowanie
jego poziomu w plynach ustrojowych [118]. Kluczowym aspektem terapii jest
dostosowanie odpowiedniej dawki leku dla danego pacjenta. Oznaczane poziomy stezen
TFV w osoczu pozwalaja na zobrazowanie jego dziatania w organizmie czlowieka.
Niedostateczny poziom leku, nie wykazuje aktywnosci przeciwwirusowej, co skutkuje
uodpornieniem si¢ wirusa. Utrzymujace si¢ zbyt wysokie poziomy stgzen niebezpiecznie
zwickszaja prawdopodobienstwo wystapienia toksycznosci nerkowej [37,38]. Zatem
monitorowanie zawartosci TFV w plynach ustrojowych pacjentéw jest wymagane
zardwno w celu kontrolowania dawki terapeutycznej, jak i w odniesieniu do nadzoru nad
prawidtlowym funkcjonowaniem nerek [113].

W diagnostyce medycznej jednym z najczesciej stosowanych 1 powszechnie
akceptowanych testow czynnosci nerek jest klirens kreatyniny [147]. Dodatkowo WHO
zaleca czeste monitorowanie stezen lekéw przeciwwirusowych 1 czynnosci nerek
u pacjentéw z grupy zwigkszonego ryzyka ich dysfunkcji [148]. Nie nalezy stosowac
TFV rownoczes$nie z innymi lekami o dziataniu nefrotoksycznym, a takze bezposrednio
po zakonczeniu terapii [146]. Jak opisano w czg$ci teoretycznej (podrozdziat 2.2), TFV
jest wydalany z organizmu cztowieka w postaci niezmienionej, gtdwnie poprzez aktywne
wydzielanie kanalikowe, z tego powodu jego st¢zenie w moczu mogloby stanowié
uzyteczny marker toksycznosci kanalikowej zwigzanej z zastosowang dawka leku.

W przypadku osob zakazonych wirusami HIV 1 HBV, badanie poziomu lekow
w krwi obwodowej nie jest zalecane poniewaz, po pierwsze — procedura pobrania probek
krwi to dla niektdrych pacjentow przezycie traumatyczne, po drugie — zwigksza ryzyko
dodatkowych zakazen personelu medycznego ww. wirusami. Stosowanie probek moczu

zamiast probek osocza do monitorowania zawartosci lekow przeciwwirusowych u oséb
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zakazonych, wydaje si¢ by¢ bardziej bezpiecznym i wysoce pozadanym spotecznie.
Wykorzystanie probek moczu znacznie zmniejsza ryzyko przypadkowych infekcji
zwigzanych z transportem, przechowywaniem lub utylizacjag probek w poréwnaniu
z probkami osocza. Zastosowanie techniki HPLC sprzezonej z detekcja UV do
oznaczania zwigzkow obecnych w ptynach biologicznych stanowi korzystng alternatywe
wzgledem protokotow analitycznych wykorzystujacych bardzo drogi sprzet [28,33,113-
116,118-125,127,128] oraz skomplikowane procedury przygotowania probek do analizy
[110-112,115,117,119].

Optymalizacja procedury jednoczesnego oznaczania TFV i Crn w prébkach moczu

Podchodzac do problemu badawczego zwigzanego z opracowaniem catkiem
nowe] metodologii, z jednej strony postawiono na innowacyjno$¢ zwigzang
z jednoczesnym oznaczaniem st¢zenia TFV 1 Crn w moczu, z drugiej za$§ na jak
najwiekszg prostote wykonania catego protokotu. Byly to dwa kluczowe aspekty, ktore
umozliwilyby komercyjne wykorzystanie metody w laboratoriach analitycznych
1 medycznych. Wedtug raportu WHO jednym z obszaréw geograficznych najbardziej
dotknietych wirusem HIV i1 HBV jest region afrykanski, w ktorym w 2021 roku
odnotowano prawie 60% nowych zakazen wirusem HIV wzgledem calego $wiata
[148,149].

Jako$¢ procesu separacji chromatograficznej uwarunkowana jest m.in.
wyborem odpowiedniej kolumny, zatem w pierwszym etapie optymalizacji metody
dokonano doboru odpowiedniej fazy stacjonarnej i ruchomej (podrozdziat 7.1). Budowa
strukturalna czasteczek TFV 1 Crn sugeruje, ze powinny one by¢ dobrze rozdzielane
1 ulega¢ retencji na kolumnie typu HILIC w wyniku ich oddziatywan elektrostatycznych
z krzemionka stanowigca wypelnienie kolumny. Pomimo uzyskania symetrycznych
1 waskich pikéw przeprowadzone eksperymenty wykluczyly zastosowanie kolumny
HILIC z dalszego etapu optymalizacji metody. Gtéwng przyczyng byl brak
powtarzalnos$ci czaséw retencji sygnatu pochodzacego od TFV w nastepujacych po sobie
analizach (Ryc. 68). Dlugoczasowe kondycjonowanie kolumny nie rozwigzalo tego
problemu. W eksperymencie zbadano rdwniez kolumng C-18 typu Poroshell, na ktorej
uzyskano znieksztalcone, rozdwojone sygnaty TFV (Ryc. 69), co z chromatograficznego
punktu widzenia wykluczyto jej zastosowanie. Ostatecznie do dalszych badan
zdecydowano si¢ wykorzysta¢ kolumng ZOBRAX SB-C18, co wspolgra z wczesniej
opublikowanymi metodami oznaczania TFV w moczu [125,126], $linie [128] i osoczu

[28,33,112,114,115,117,122] w ktorych byly stosowane kolumny C-18.
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Ryc. 68. Przyktadowy wynik analizy standardu TFV dla kolumny Kinetex HILIC
(100%4,6 mm, 2,6 um). Pozostate warunki HPLC: faza ruchoma PB (0,02 mol It pH
2,7), MeCN, elucja gradientowa: 0-5 min 80-50% MeCN, 5-10 min 50-80% MeCN,

objetosciowa predkosé¢ przeplywu fazy ruchomej 1 ml min, temperatura kolumny 25°C.
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Ryc. 69. Przyktadowy wynik analizy standardu TFV dla kolumny Poroshell (75%4,6
mm, 2,7 um). Pozostate warunki HPLC: faza ruchoma MeOH, (PB 0,01 mol It pH 6,8),
elucja gradientowa: 0-5 min 8-15% MeOH, 5-10 min 15-8% MeOH, obj¢tosciowa
predkos¢ przeptywu fazy ruchomej 0,8 ml min™, temperatura kolumny 25°C.

Kolejnym z etapow rozwijania metody byta optymalizacja rozdzielania poprzez
dobor odpowiedniej, dwusktadnikowej fazy ruchomej. Zatozenia pracy zdeterminowaty
uzycie jak najmniejszej iloSci toksycznych dla S$rodowiska rozpuszczalnikow
organicznych, dlatego zamiast wykorzystania w fazie ruchomej wyzszego stezenia
rozpuszczalnika o mniejszej sile elucyjnej — MeOH uzyto bardzo niskiego stezenia

MeCN. Koncepcja zwigzana z separacja i1 detekcjag dwoch sktadnikéw tj. Crn 1 TFV
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w jednym toku analizy, uniemozliwily zastosowanie wigkszej ilo$ci rozpuszczalnika
organicznego. Juz przy poczatkowym stezeniu 3% MeCN obserwowano koelucje sygnatu
Crn z sygnatami pochodzacymi z matrycy. Skutkowato to brakiem mozliwosci
identyfikacji piku Crn. Z tego powodu, catg analiz¢ chromatograficzng zdecydowano si¢
rozpocza¢ od 2% MeCN. Wiadomym jest, iz stosowanie niewielkich ilosci
modyfikatorow organicznych w fazie ruchomej podczas analiz na kolumnach
z wypehieniem C18 moze wpltywaé niekorzystnie na jej ztoze, jednak podczas prac
eksperymentalnych nie zauwazono spadku sprawnosci stosowanej kolumny. Zatozony
cel zostal osiggniety bowiem w dotychczas opublikowanych metodach dedykowanych
oznaczaniu TFV w moczu zawarto$ci MeCN w fazie ruchomej wahaty si¢ w przedziale
5-75% [125,126].

Przeprowadzone badania wstepne wykazaty, iz PB jako wodny skladnik fazy
ruchomej wplywa najlepiej na jakos$¢ jednoczesnej separacji Crn i TFV. Dlatego tez
w dalszej czesci eksperymentéw zoptymalizowano jego stezenie oraz wartos¢ pH.
Analizujac otrzymane wyniki (Ryc. 9-11) stwierdzono, iz stezenie PB wptywa znaczaco
na pole powierzchni sygnatu otrzymywanego dla TFV, z kolei warto$¢ pH PB powoduje
zmiany w czasie retencji analitu. Wzrost wartosci pH z 7 do 7,4 doprowadzit do skrocenia
czasu elucji sygnatu, za§ dalsze zwigkszanie pH do 7,6 ponowne jego wydtuzenie.
W przypadku Crn zastosowanie PB w zakresie stezen 0,01-0,05 mol It i pH 7-7,6
prowadzito do otrzymywania stabilnych, powtarzalnych wartosci badanych parametrow.
W dotychczasowych metodach oznaczania TFV w moczu stosowano 0,05% kwas
mrowkowy [125] lub 0,1% kwas fosforowy(V) doprowadzony do pH 7 [126].

W przypadku metod chromatograficznych opartych na detekcji UV
zastosowanie najodpowiedniejszych dtugosci fal ma kluczowe znaczenie dla wykrywania
analitu i czulo$ci metody. Z tego powodu przeanalizowano zebrane widma UV zar6wno
dla Crn jak 1 TFV (Ryc. 8) 1 zadecydowano o zastosowaniu dwodch réznych dtugosci fal
w toku jednej analizy. Gradient detekcji wygladat nastgpujaco: 234 nm od 0 do 3 min
podczas detekcji sygnalu Crn i 260 nm od 3 do 8 min do wykrywania TFV. Wybrane
dlugosci fal odpowiadajag maksimum absorpcji dla kazdego z analitdow i1 sa zgodne
z danymi literaturowymi [33,112,126].

Przygotowanie probki do analizy bardzo czesto jest najbardziej pracochtonnym
1 czasochtonnym etapem podczas wykonywania calej procedury analityczne;.
Zastosowanie réznych technik, czy to ekstrakcyjnych, czy reakcji derywatyzacji, wymaga

dodatkowego uzycia odczynnikéw, ale i takze obarczone jest duzym ryzykiem
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wystapienia btedow. Opisane w literaturze protokoly analityczne wymagaja stosowania
wigksze] objetosci probki moczu do analizy (tabela 25), a takze bardziej
skomplikowanych 1 czasochtonnych procedur jej przygotowania w poréwnaniu
z opracowang metodologig. Proces ten obejmuje zwykle wigcej etapoOw przygotowania
probki: m.in. zakwaszenie oraz odwirowywanie [125], czy tez odbiatczanie, sonikacje,
wirowanie 1 filtrowanie [126]. Wszystkie te etapy wydtluzaja catkowity czas
przygotowania probki od 10 do az 35 min [125,126]. W pordéwnaniu z czasem
potrzebnym jedynie na jej rozcienczenie (maksymalnie 1 min), generuje to bardzo duze
réznice w odniesieniu do mozliwo$ci przygotowania jak najwigkszej liczby probek
w jednostce czasu.

Zaproponowana metodyka uwzglednia zaré6wno aspekty ekonomiczne jak
1 analityczne, a przygotowanie probki moczu do analizy polega jedynie na jej
rozcienczeniu. Zuzywanie duzej ilosci jednorazowych probdwek, koncoéwek, fiolek,
wigze si¢ z duzymi wydatkami, dlatego tez korzystanie ze szklanych fiolek
wielorazowego uzytku do przygotowania probek jak i analizy oszczedza koszty
wygenerowane podczas przeprowadzania analizy i1 minimalizuje ilo$¢ generowanych
odpadow laboratoryjnych z tworzyw sztucznych. W celu sprawdzenia, czy ponowne ich
wykorzystanie moze spowodowaé wystapienie efektu przeniesienia, przeprowadzono
dodatkowy test. Uzywano tej samej fiolki do analizy roztwordw wzorcowych i po jej
umyciu do probek slepych. Eksperyment pozwolil na stwierdzenie, iz w czasach retencji
odpowiadajacych analitom nie wystepuja zadne sygnaty.

Tabela 25. Zestawienie wybranych parametrow walidacyjnych metod oznaczania TFV

W mocCzu.
Opracowana
Parametry metoda [142] [125] [126] [127]
Objetos¢ probki (ml) 0,05 0,1 0,5 0,1
Zakres liniowosci (ug ml™?) 10-300 - 1-100 0,01-1
R? 0,999 0,999 0,999 0,996
LOD (pug ml?) 4,0 0,19 0,14 0,005
LOQ (ug ml?Y) 8,0 0,39 0,42 -
Precyzja wewnatrz-dniowa i i i
(RSD%) 1,9-4,1 5,8-8,5 0,54
Precyzja migdzy-dniowa i i i
(RSD%) 4,3-8,1 5,6-12,9 0,89
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Optymalizacja nowej metodologii wymaga weryfikacji otrzymanych wynikow
poprzez procedur¢ walidacji. Procedur¢ walidacji oraz badanie trwatos$ci analitow
prowadzono na probkach moczu wzbogaconych znanymi ilosciami Crn i TFV.
Sporzadzone krzywe kalibracyjne, w oparciu o klasyczny model regresji liniowej,
zarowno dla Crn, jak i TFV potwierdzity liniowg zalezno$¢ p6l powierzchni pikow od ich
stezenia w moczu. Wyniki kalibracji zaprezentowano na Ryc. 16, 17 i w tabeli 8, za$
wartosci doktadnosci 1 precyzji metody zestawiono w tabeli 9. Uzyskane wartosci
precyzji i dokladnos$ci spelniaja wymagania stawiane przez Amerykanska Agencje
Zywnoéci i Lekow (ang. Food and Drug Administration, FDA) metodom stosowanym
w analizie probek biologicznych [145]. Ponadto sg zgodne z regutami podawanymi przez
Migdzynarodowa Rad¢ Harmonizacji Wymagan Technicznych dla Rejestracji Produktow
Leczniczych Stosowanych u Ludzi (ang. International Council on Harmonisation of
Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use, ICH) [150].
Poréwnujac otrzymane wartosci LOD 1 LOQ z danymi literaturowymi (tabela 25) mozna
stwierdzi¢, iz s3 one zdecydowanie gorsze w poréwnaniu z wczesniej opracowanymi
protokotami. Nalezy jednak wzig¢ pod uwage realnie wystgpujace wysokie stezenia
obydwu zwigzkow w moczu.

Badana byta réwniez stabilno$¢ krotkoterminowa oraz odpornos$¢ analitow na
wielokrotne zamrazanie i1 rozmrazanie probek moczu (podrozdziat 7.3). Konieczno$¢
badan podyktowana byta faktem, ze tylko w jednej publikacji dotyczacej moczu
wspomniano, ze probki moga by¢ przechowywane w -20°C 1 rozmrazane nie wigcej niz
trzy razy [125]. Dane dotyczyty tylko TFV i nie uwzglednialy jego trwatos$ci w innych
temperaturach. Stwierdzono, iz obydwa zwiazki dla wybranych temperatur w czasie
przebiegu eksperymentu pozostaja stabilne (Ryc. 13), a test zamrazania 1 rozmrazania
probki udowodnit, iz proces ten wptywa na degradacje TFV (Ryc. 14, 15).

Zoptymalizowang procedur¢ wykorzystano do okreslenia zawartosci TFV
w probkach moczu pochodzacych o0s6b poddanych terapii przeciwwirusowej. Dzigki
zastosowaniu niniejszej metodyki, mozliwe bylo nie tylko okreslenie stezenia leku
w moczu, ale rowniez jego znormalizowanie poprzez okreslenie zawartosci Crn
1 przeliczenie ilosci TFV z uwzglednieniem rozcienczenia probki (tabela 10).
Wyznaczono profil farmakokinetyczny wydalania TFV w czasie 8 godzin od przyj¢cia
leku w dawce 123 mg (podrozdziat 7.5). Wyniki doswiadczen laboratoryjnych uzyskane

podczas tego eksperymentu wyraznie wskazaly, ze w czasie badania, czyli do 8 h od
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zazycia preparatu farmaceutycznego, najwigksza ilo§¢ TFV byla wydalana z moczem
w ciggu 2-4 godzin po przyjeciu leku, a nastgpnie stopniowo zmniejszata si¢ do 6smej
godziny (Ryc. 18). W literaturze $wiatowej znalez¢ mozna badania dotyczace oznaczania
stezenia TFV w moczu przeprowadzone na duzych grupach kontrolnych. W zadnej z prac
nie zamieszczono informacji na temat krotko czasowego wydalania TFV, tak wigc
niemozliwym jest porownanie pojedynczych wynikow uzyskanych z zastosowaniem
opracowanej metody z zamieszczonymi analizami statystycznymi. Doniesienia naukowe
wskazuja, iz TFV podany doustnie jest szybko wchtaniany (do ok. 1 h od podania), jego
biodostepnos¢ wynosi zaledwie 25%, reszta wydalana jest z moczem w postaci
niezmienionej. llos¢ TFV wydalonego z moczem w ciggu 24 godzin od podania leku
wynosi okoto 65% calkowitej ilosci dostarczonego TFV, zwigkszajac si¢ do 85% po 48
godzinach [151]. Ze wzgledu na zmienno$¢ osobniczg metabolizmu leku, jak réwniez
dawki terapeutycznej, ilos¢ TFV wydalanego z moczem u pacjentéw rdzni si¢. Badania
przeprowadzone przez Calango i wspol. wykazaty, ze ilos¢ wydalonego TFV po 24 h
waha si¢ w granicach 11-15,8 mg, za$ po 48 h - 14,1-24,1 mg [152]. W testach innych
naukowcow oznaczona zawarto$¢ TFV miescita si¢ w zakresie 0,453-43,576 ug ml™
[125]. Potwierdzone wysokie stgzenia leku w moczu $wiadcza, iz zaprezentowana
procedura moze z powodzeniem zosta¢ wykorzystania do rutynowych analiz. Nizsza
LOQ metodyki bytaby wymagana podczas analizy probek ze zwigzkami wykrywanymi
na poziomie §ladowym.

Z opublikowanych prac naukowych mozna dowiedzie¢ si¢ o metodach
wykorzystywanych w analizie chromatograficznej TFV w probkach moczu [125-127],
jednocze$nie brak jest informacji o protokotach analitycznych dedykowanych do
jednoczesnego oznaczania ilosciowego TFV 1 Crn, co $wiadczy o nowatorstwie
przeprowadzonych eksperymentow. Zaprezentowana metodyka jest bardziej skupiona na
aspekcie aplikacyjnym - mozliwosci jednoczesnej identyfikacji i separacji Crn oraz TFV
w krotkim czasie oraz generowaniu niewielkich kosztoéw analiz, niz osiggnigciu jak
najnizszych granic wykrywalnosci i oznaczalnos$ci.

Optymalizacja procedury jednoczesnego oznaczania TFV i Crn w probkach osocza

Konsekwentne przestrzeganie przyjmowania lekow ma kluczowe znaczenie dla
skuteczno$ci  terapii.  Kontrola  przestrzegania zasad profilaktyki leczenia
przeciwwirusowego przez pacjentdow, jest trudna dla pracownikdéw stuzby zdrowia.
Monitorowanie stezenia TFV w osoczu moze by¢ przydatne, jesli podejrzewa si¢ stabe

przestrzeganie zalecen lekarskich lub jesli istnieje podejrzenie negatywnego wptywu
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stosowanej dawki na czynnos$¢ pracy nerek. Badania farmakokinetyczne oparte na danych
dotyczacych stezenia w osoczu moga by¢ wykorzystane jako pomoc w okresleniu
najlepszego schematu dawkowania dla kazdego pacjenta. Ocena korelacji wystepujacej
miedzy stezeniem TFV w osoczu 1 moczu jest pomocna w kontrolowaniu wchtlaniania,
dystrybucji, metabolizmu i wydalania TFV z organizmu [113,151].

Otrzymanie zadowalajacych wynikéw dla procedury jednoczesnego oznaczania
Crn 1 TFV dla probek moczu, poskutkowato podjeciem decyzji o probie optymalizacji
analogicznej metodyki na probkach osocza. Do badan wykorzystano kolumng ZORBAX
SB C18 (rozdziat 8). W kolejnych krokach zbadano wptyw stezenia i pH PB w fazie
ruchomej na ksztatt i pole powierzchni sygnaléw pochodzacych od Crn i TFV w prébkach
osocza wzbogaconego analitami. Na podstawie otrzymanych zaleznosci (Ryc. 19-21)
stwierdzono, ze stezenie PB nie wptywa znaczaco na wielko$¢ pola powierzchni sygnatu
Crn w badanym zakresie i pozwala osiggnaé najwicksze sygnaly dla TFV przy stezenia
PB wynoszacym 0,015 mol 'Y, Zmiana pH PB nie réznicuje analizowanych parametrow
w przypadku Crn. Dla TFV, podobnie jak w poprzedniej metodzie najwigkszy sygnat
o najkrotszym czasie retencji otrzymano dla pH 7,4. W dotychczasowych metodach
oznaczania TFV w osoczu przy wykorzystaniu odwroéconego uktadu faz stosowano
mieszaniny fosforanow w zakresie pH 5,7-7 [110-112] tak jak w opracowanej przeze
mnie metodzie. Innymi sktadnikami wchodzacymi do fazy ruchomej byty octan amonu
0 pH 2,5-6,89 [28,33,114,123], 1% kwas octowy [113,116], kwas mroéwkowy w zakresie
stezen 0,05-1% [115,118,120,121] 1 mréwczan amonu o pH 2,5 [124].

Sprawdzono rowniez wpltyw stezenia MeCN w fazie ruchomej, na jako$¢
separacji i identyfikacji obydwu analitow. Zauwazono, ze zwigkszenie zawartosSci
procentowej MeCN w mieszaninie elucyjnej, podobnie jak w przypadku proébek moczu,
nie wplywato znaczaco na jako$¢ sygnalu pochodzacego od TFV. Jednoczes$nie
powodowato ono koelucje sygnalu Crn z innymi sktadnikami matrycy. Ostatecznie
zadecydowano wigc o przeprowadzaniu analiz przy uzyciu 2% MeCN z wykorzystaniem
izkoratycznego trybu elucji. W literaturze opisanych jest kilka metod oznaczania TFV
w osoczu w odwroconym uktadzie faz, gdzie stosuje si¢ niskie stezenia (1-3%) MeCN
w fazie ruchomej [110,113,115,116] lub 1,5-5% MeOH [33,112].

Kolejnym etapem przeprowadzonych badan byto wyznaczenie optymalnej
metody usunigcia biatek z probek osocza. Proces ten jest kluczowym etapem w wielu
przypadkach analizy chemicznej plynéw ustrojowych. Matryce biatkowa mozna usunaé

z probek biologicznych, stosujac rozne procedury, fizyczne, np. ogrzewanie, filtracja, czy
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chemiczne, np. poprzez dodanie ré6znorodnych kwaséw, soli, zwigzkoéw organicznych,
lub ich mieszanin [153]. Ultrafiltracja jest procesem konwekcyjnym wykorzystujacym
pOtprzepuszczalne membrany do oddzielenia makroczgsteczek, opierajagcym si¢ na
mechanicznej separacji bialek w zaleznosci od ich wielkosci. W badaniach wstepnych
wykorzystano specjalne filtry membranowe, na ktore nanoszono probki osocza
wzbogacone roztworem TFV (podrozdzial 8.2). Niestety, przy zastosowaniu filtrow
membranowych otrzymano niepowtarzalne wyniki analiz, a rozrzuty pomig¢dzy
wartosciami TFV dla tego samego stezenia w osoczu byty bardzo duze. Przyczyna tego
moze by¢ strata analitéw poprzez ich wigzanie z biatkami i niska wydajnos$¢ procesu
odbialczania, zwigzana z zapychaniem mikroporow filtra [154]. Z tego wzgledu
w kolejnym kroku zdecydowano si¢ zastosowaé kwas chlorowy(VII) - PCA, ktory
obecnie jest dedykowany i najczgs$ciej wykorzystywany w procesie deprotenizacji [153].
Uzycie niewielkiej objetosci (50 pl), umozliwito wytracenie biatek z probek osocza,
a takze uzyskanie najlepszych parametréw ilosciowych (Ryc. 22). W dotychczasowych
metodach oznaczania TFV w osoczu jako czynniki deproteinizujace stosowano MeOH
[111], MeCN [128], kwas trichlorooctowy [110,117], kwas trifluorooctowy [113].
W kilku pracach proces odbialczania byl polaczony z ekstrakcja do fazy statej (SPE),
gdzie na kolumienki wprowadzano rozcienczone probki osocza [28,33,112,115]. Sposrod
proponowanych sposobow usuwania biatka dodatek PCA wydaje si¢ by¢ najbardziej
efektywny z uwagi na malg objetos¢ dodawanego odczynnika, mate rozcienczenie probki
I natychmiastowe dziatanie.

Sprawdzono stabilno$¢ badanych zwigzkéw w probkach osocza z dodatkiem
wzorca TFV (Ryec. 23), a takze wptyw cyklu zamrazania i rozmrazania probek na proces
degradacji analitow (Ryc. 24 i 25). Otrzymane wyniki wskazuja, iz zar6wno Crn jak
I TFV pozostaja stabilne w probkach osocza inkubowanych w 4 1 37°C w czasie 5 h,
co wpisuje si¢ w dostepne dane literaturowe. Wczesniej wykonane badania wykazaty,
ze TFV obecny w osoczu jest trwaly w temperaturze pokojowej od 10 to 72 h
[28,110,113,119]. Badania cyklu zamrazania i rozmrazania udowadniaja, iz spadek
stezenia TFV na akceptowalnym poziomie (15%) obserwuje si¢ do trzech cykli
zamrazania-rozmrazania, co jest zgodne z wczesniej opublikowanymi wynikami
[110,117]. W danych literaturowych mozna réwniez zalez¢ informacje, ze probki osocza
z TFV sa stabilne do czterech [28] a nawet sze$ciu [119] cykli zamrazania i rozmrazania,

czego moje badania nie potwierdzity.
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Istotnym elementem podczas rozwijania kazdej nowej metody analitycznej jest
przeprowadzenie procesu walidacji, ktory udowadnia, czy dana metoda stosowana do
ilosSciowego pomiaru analitow jest wiarygodna i powtarzalna. Okreslono zakresy
liniowosci Crn 1 TFV w osoczu, a krzywe kalibracji uzyskano poprzez wykreslenie
zalezno$ci powierzchni pikéw w funkcji stgzen analitow (podrozdziat §8.4). Rownania
regresji 1 wspotczynniki korelacji (0,9999 dla TFV i 0,9998 dla Crn) przedstawiono
w tabeli 11. Wyznaczone doktadno$¢ i precyzja wewnatrz- oraz miedzy-dniowa (tabela
12) wskazuja, ze wartos$ci te nie przekraczaja +10% 1 6% odpowiednio w przypadku
doktadnosci i precyzji. Uzyskane warto$ci spetniajg wymagania FDA oraz ICH stawiane
metodom dedykowanym do oznaczania lekow w probkach biologicznych [145,150].

Tylko w kilku pracach badawczych metodyka oznaczania TFV w préobkach
osocza oparta jest na wykorzystaniu techniki HPLC sprzgzonej z detekcja UV
[33,112,117]. Zdecydowana wigkszo$¢ prac badawczych wykorzystuje spektrometrig
mas do detekcji analitu [28,33,113-116,118-124]. W odniesieniu do literatury fachowej,
nowo opracowana metoda jest pierwsza, ktora umozliwia oznaczenie Crni TFV w osoczu
w jednym cyklu analitycznym. W tabeli 26 zestawiono metodyki wykorzystujace
detekcje UV do oznaczania TFV w osoczu. Wyznaczone granice wykrywalno$ci
i oznaczalno$ci w opisanej pracy wyniosty 0,15 pg ml™ti 0,2 ug ml? osocza dla TFV
i 0,0003 pmol ml? i 0,001 pmol ml? osocza dla Crn. Jak mozna zauwazy uzyskane
warto$ci sg duzo gorsze od opisanych w literaturze metod odnoszacych sie do TFV.

Tabela 26. Zestawienie wybranych parametrow walidacyjnych metod oznaczania TFV

W 0SOCZzuU.
Opracowana
Parametry metoda [142] [33] [112] [117]
Objetos¢ probki (ml) 0,05 1,0 0,2 0,3

Zakres liniowosci (ug ml'l) 0,5-5 0,01-4 0,02-10 0,01-5
R? 0,999 - 0,999 0,999

LOD (ug ml?) 0,15 0,003 0,02 -
LOQ (ug ml?) 0,5 0,01 0,06 0,008

Precyzja wewnatrz-dniowa i i i i
(RSD%) 3,7-4,7 3,3-59 1,7-3,7 2,4-9,6

Precyzja migdzy-dniowa i i i i
(RSD%) 3,6-5,6 2,7-8,6 3,7-5,2 5,4-9,3
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Analizujgc wybrane parametry mozna stwierdzi¢, iz w uprzednio opublikowanych
raportach wykorzystywano duze objetosci osocza, ktore wahaty si¢ w granicach od 200
nawet do 1000 ul. W kazdym z powyzszych protokotow [33,112,117], przygotowanie
probki do analizy opierato si¢ na metodzie SPE, ktéra jest bardziej kosztowna
1 czasochtonna, wymaga zuzycia wigkszej ilosci odczynnikow chemicznych oraz sprzetu
jednorazowego uzytku w poréwnaniu z zaproponowang procedurg. Uzyskane w mojej
pracy wysokie wartosci LOD 1 LOQ w poroéwnaniu z wczes$niej opisanymi protokotami,
ograniczajg rutynowg kontrole stezenia TFV w osoczu. Wartosci stezen TFV opisane
w literaturze oscyluja w granicach 0,013-3,3 pg ml™ [33,111,113,115]. Ekspozycja TFV
w osoczu jest wyznacznikiem toksycznosci dla nerek w stezeniu powyzej 0,16 pug ml?
[152]. Jest to warto$¢ oscylujaca na granicy wykrywalnosci zaproponowanej procedury.
Brak mozliwosci iloSciowego oznaczenia tak niskich stezen, umozliwia jedynie
oszacowanie, czy potencjalnie toksyczna dawka leku zostala skumulowana w osoczu
pacjenta.

Optymalizacja procedury oznaczania TFV w slinie

Jedng z glownych korzysci poslugiwania si¢ $ling jako narzgdziem
diagnostycznym jest to, ze pobieranie probek jest wygodne i nieinwazyjne. Radykalnie
zmniejsza to dyskomfort z jakim zwigzane jest pobranie krwi oraz nie ingeruje w kwestie
prywatno$ci badanego, jak w przypadku oddawania probki moczu. Nieinwazyjne
podejscie do pobierania materiatu badawczego moze zwigkszy¢ chgé¢ poddawania si¢
rutynowym badaniom lekarskim. Pozytywne aspekty wykorzystania §liny jako materiatu
diagnostycznego moga znacznie zwigkszy¢ czestoS¢ monitorowania ogolnego stanu
zdrowia czy diagnozowania chorob [95].

Innowacyjne podejscie $wiata medycznego w kwestii przenoszenia wirusa HIV
obejmuje stosowanie lekow jako narzedzi zapobiegawczych w postaci tabletek
doustnych, zawierajacych aktywny srodek przeciwwirusowy [155]. Stosunek oralny
niesie ze sobg znacznie mniejsze ryzyko zakazenia HIV, jednak pozostaje niezaleznym
czynnikiem ryzyka przeniesienia wirusa. Niebezpieczenstwo to wzrasta wraz
z czgstotliwoscig aktywnosc¢ seksualnej, obecno$ciag owrzodzen czy zapalenia jamy ustnej
1 gardta. Aby terapia wykazywata dziatanie prewencyjne, leki przeciwwirusowe powinny
by¢ przyjmowane doustnie, a ich stezenie w §linie wystarczajace do zahamowania
replikacji wirusa. Wiele czynnikow wplywa na dystrybucje lekéw w $linie m.in. ich
wiazanie z biatkami, rozpuszczalno$¢ w wodzie, czy thuszczach, a takze warto$¢ pH $liny.

Z badan przeprowadzonych przez francuskich badaczy Oddziatu Choréb Zakaznych,
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Szpitala Saint-Louis (Paryz, Francja), wynika, iz dystrybucja TFV w $§linie jest
stosunkowo staba i moze by¢ niewystarczajaca do zahamowania replikacji wirusa [155].
Do tej pory w literaturze obecna jest tylko jedna publikacja [128] dotyczgca oznaczania
TFV w §linie, z tego powodu dalsze badania w tym zakresie wydajg si¢ by¢ zasadne.

W toku badan sprawdzono, czy warunki chromatograficzne oznaczania TFV
w osoczu, mogg by¢ zaadaptowane do badania probek $liny (rozdziat 9). Wykonane
eksperymenty potwierdzity, ze wystarczy jedynie niewielka modyfikacja w procentowej
zawarto$ci MeCN (z 2 do 3%). Takie postepowanie pozwolito na skrdcenie czasu analizy,
a takze otrzymanie lepiej wyksztatconego sygnatlu analitycznego. Dalsze zwigkszanie
ilosci modyfikatora organicznego powodowalo koelucje piku TFV z sygnatami
pochodzacymi od matrycy. Zbadano réwniez efektywnos$¢ odbialczenia §liny za pomoca
3 mol I PCA. Przeprowadzone eksperymenty nie wykazaly istotnej zaleznoéci pomiedzy
zastosowang objetoscia PCA, a polem powierzchni piku (Ryc. 29). Z uwagi na
ograniczone informacje na temat stabilno$ci TFV w §linie sprawdzono zaréwno trwatos¢
analitu w $linie jak i wptyw zakwaszenia na stabilnos¢ TFV w temperaturach 36,6, 25, 4
i -20°C w czasie 5 godzin (Ryc.30). Eksperymenty pokazaty, ze TFV w $linie i kwasnym
supernatancie pozostaje stabilny przez 4 godziny w temperaturze w temperaturach 4°C
13 godziny w temperaturach w temperaturach 36,6 1 25°C. Wyniki nie sg spdjne z danymi
literaturowymi [128], ktore wskazuja na 6 godzinng trwalo$¢ w §linie przechowywanej
w temperaturze pokojowej i w acetonitrylowym supernatancie trzymanym w 4°C.
Nastepnie sprawdzono wpltyw cyklu zamrazania i rozmrazania §liny na stopien rozktadu
TFV (Ryc. 31). Przeprowadzone badania wykazaty, iz akceptowalne przez FDA 1 ICH
wyniki degradacji TFV (£15%) otrzymywano po 4 cyklach zamrazania-rozmrazania.
Literatura wskazuje, ze TFV jest stabilny do 3 cykli zamrozenia i rozmroZenia $liny, ale
w innych warunkach temperaturowych [128], stad trudne jest bezposrednie zestawienie
danych.

Otrzymang metod¢ poddano walidacji (podrozdziat 9.4). Wybrane parametry
zaprezentowano w tabelach 13 i 14 oraz na rycinie 32. Potwierdzaj one, ze spetnione sg
wymagania FDA oraz ICH stawiane metodom dedykowanym do oznaczania lekow
w probkach biologicznych [145,150]. Poréwnanie wybranych parametrow walidacji
zamieszczono w tabeli 27. Z uwagi na zrdznicowany sposob detekcji nie mozna
oczekiwaé podobienstwa w wartosciach LOD 1 LOQ. Nalezy jednak podkresli¢, iz
zaproponowana metoda oznaczania TFV wykorzystujaca detekcje UV jest znacznie

bardziej konkurencyjna ze wzgledéw ekonomicznych, wykorzystuje do badan mniejsza
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objeto$¢ probki 1 moze zostaé zastosowana w laboratoriach niewyposazonych
w spektrometr mas.

Tabela 27. Zestawienie wybranych parametrow walidacyjnych metod oznaczania TFV

w §linie.
Parametry Opracowana metoda [128]
Objetos¢ probki (ml) 0,1 2-3
Zakres liniowosci (ug ml™) 0,75-200 0,001-10
R? 0,999 0,999
LOD (pug ml?) 0,01 -

LOQ (ug ml?) 0,015 0,001
Precyzja wewnatrz-dniowa (RSD%) 1,1-4,6 5,5-9,9
Precyzja migdzy-dniowa (RSD%) 15-7,2 41-94

Zoptymalizowana metod¢ z powodzeniem wykorzystano do analizy zawartosci
TFV w probee $liny pacjenta i oznaczono go na poziomie 0,24 pg ml™. Przedstawione
w pracy wyniki potwierdzaja, ze proponowane metodyki nadajg si¢ do badan zaleznos$ci

migdzy stezeniem leku w moczu, osoczu i $linie.

12.2. Oznaczanie ENT w probkach biologicznych

Kliniczne badania farmakokinetyczne wykazaty, ze ENT jest szybko wchlaniany
1 osiaga maksymalne st¢zenie po ok. 0,5-1,5 h od zazycia preparatu farmaceutycznego
[156]. Jego biodostepnos¢ jest znacznie wyzsza niz dla TFV 1 wynosi powyzej 70%. ENT
jest wydalany glownie z moczem w wyniku przesgczania klgbuszkowego i wydzielania
kanalikowego, a uposledzenie funkcji nerek zmniejsza klirens przyjmowanego leku [58].
Problematyczne jest rowniez dobranie dawki stosowanego leku. Przyczyny
niepowodzenia terapii mogg by¢ zwigzane ze zbyt niskim stezeniem ENT w organizmie,
nieprzestrzeganiem zasad terapii dedykowanych w leczeniu HBV lub niestosowaniem si¢
do zalecen lekarskich [156]. Dostarczenie narz¢dzi analitycznych umozliwiajacych
rutynowa kontrole zawartosci ENT w plynach biologicznych, moze pomdc

W monitoringu stosowanej terapii.

138



Optymalizacja procedury jednoczesnego oznaczania ENT i Crn w moczu

Podobnie jak w przypadku rozwijania metodologii oznaczania TFV w probkach
biologicznych, w pierwszym etapie okreslono analityczng dtugos¢ fali ENT, ktora wynosi
254 nm (Ryc. 34). Wartos¢ ta odpowiada danym przedstawianym w publikacjach
dotyczacych metod oznaczania ENT w preparatach farmaceutycznych opartych na
detekcji UV [130,134,138,139,141]. Jedynie w pracy z 2017 roku [140] dotyczacej oceny
zawartosci ENT w osoczu wskazano 218 nm, jako analityczng dlugos$¢ fali. Przy tej
dhugosci fali wigcej zwigzkdw chemicznych absorbuje promieniowanie UV, co moze
zaburzaé proces analityczny. Jednoczesna, optymalna analiza dwodch sktadnikow, tj. Crn
1 ENT mozliwa byta dzi¢ki zastosowaniu gradientu dtugosci fali (podrozdziat 10.1.).

W nastgpnym kroku dokonano wyboru optymalnych warunkow
chromatograficznych, ktére zezwalaly na separacj¢ Crn i ENT. W badaniach
pilotazowych, prowadzonych na prébce standardow wykorzystano kolumne ZORBAX
SB C18. Niestety, problem zwigzany z identyfikacja sygnatu ENT pojawil si¢
W momencie przeprowadzenia analiz probek rzeczywistych, polegajacy na koelucji
sygnatu pochodzacego z matrycy z sygnalem standardu analitu. W celu odseparowania
pikow tla od oznaczanego zwigzku, zastosowano inne kolumny chromatograficzne
(podrozdziat 10.1.). Dopiero wybdr kolumny Lichrosorb RP-18 (250 mm x 4,6 mm,
10 pum) umozliwit dalsze rozwijanie metody. W tym procesie sprawdzono takie
parametry jak: objetosciowa predkos¢ przeptywu fazy ruchomej (Ryc. 35), stezenie i pH
PB (Ryc. 36-39) i stezenie MeCN w fazie ruchomej. Uzyskane optymalne warunki
rozdzielania obrazuje chromatogram przedstawiony na rycinie 42. Jak mozna
zaobserwowac przy zastosowaniu kolumny LiChrosorb RP-18, elucji gradientowej (0-2
min 4-8% MeCN, 2-4 min 8% MeCN, 4-7 min 8-4% MeCN, 7-10 min 4% MeCN), PB
(0,01 mol I, pH 7,8), temperatury kolumny 25°C i objetosciowej predkosci przeptywu
fazy ruchomej 1,5 ml min czasy retencji Crn i ENT wynosi odpowiednio 2,5 i 6 min.
Na etapie rozwijania metodyki w literaturze dostgpna byta tylko jedna publikacja
opisujaca oznaczanie ENT w moczu szczura [133]. Wykorzystuje ona separacje na
kolumnie typu HILIC i detekcje za pomoca spektrometru mas. Z uwagi na roéznice
w sposobie elucji ktopotliwe jest bezposrednie poréwnanie metod.

Przygotowanie probki do analizy polegato jedynie na jej rozcienczeniu
buforem, bedgcym sktadnikiem fazy ruchomej. Zaledwie 4-krotne rozcienczenie
umozliwilo jednoczesne oznaczenie Crn i ENT oraz nie powodowato przetadowania

kolumny 1 spadku jej sprawno$ci. Stosowana w pracy procedura jest bardzo prosta
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w poréwnaniu z wczesniej opublikowang [133], ktora na etapie przygotowania probki
stosuje SPE. Atutem opracowanej metodyki jest rowniez 10-krotnie mniejsze zuzycie
probki do analiz w stosunku metody HILIC-MS/MS.
Walidacj¢ metody przeprowadzono na probkach moczu dla obydwu analitow.

Dla kazdego wyznaczono zakresy liniowosci stosowanej metodyki, sporzadzono krzywe
kalibracyjne (Ryc. 40,41, tabela 15), wyznaczono wewnatrz- i miedzy-dniowg precyzje
1 doktadnos$¢ (tabela 16). Uzyskane parametry sg zgodne z wymaganiami FDA oraz ICH
stawianymi metodom dedykowanym do oznaczania lekoéw w probkach biologicznych
[145,150]. Wyznaczone LOD i LOQ metody, wynosily odpowiednio 0,5 i 2,5 ug ml?
moczu dla ENT oraz 0,008 i 0,05 umol ml? moczu dla Crn. Z uwagi na réznice
w sposobie detekcji pomiedzy metodami, prezentowang w pracy i opublikowana w 2012
roku [133], oczywistym jest, ze opracowana metoda ma duzo gorsze wartosci LOD
I LOQ. Innowacyjno$¢ metody polega na jednoczesnej identyfikacji Crn i ENT
w probkach moczu, bardzo prostej procedurze przygotowania probki do analizy, przy
wykorzystaniu techniki HPLC z detekcjg UV.
Optymalizacja procedury jednoczesnego oznaczania ENT i Crn w 0soczu

Ocena stanu wiedzy na temat oznaczania ENT w osoczu z wykorzystaniem
techniki HPLC wykazata, ze najcze$ciej stosowanym detektorem jest spektrometr mas
[129,131,132,135,137], a tyko jedna metoda opiera si¢ na detekcji UV [140]. Prace
wykorzystujace detektory UV, dedykowane sg gtownie analizom probek farmaceutykow
[130,134,138-141]. Stanowito to podstawe¢ podjecia badan w kierunku jednoczesnego
oznaczania Crn 1 ENT w préobkach osocza w uzyciem detekcji UV (podrozdziat 10.2.).
Zadowalajace wyniki optymalizacji procedury dla probek moczu stanowily podstawe
zbadania mozliwosci przeniesienia warunkow chromatograficznych dla probek osocza.

Optymalizacja parametrow chromatograficznych z wykorzystaniem wczesniej
dobranej kolumny LiChrosorb RP-18 obejmowata zbadanie wptywu stezenia i pH PB
(Ryc. 43-46) oraz stezenia MeCN na jako$¢ separacji. Stosujac elucj¢ gradientowa
o profilu: 0-2 min 3-8% MeCN, 2-4 min 8% MeCN i 4-7 min 8-3% MeCN oraz PB
o stezeniu 0,01 mol I i pH 7,8, temperature kolumny 25°C i objetosciowa predkosé
przeptywu fazy ruchomej 1,5 ml min™ uzyskano zadawalajace efekty rozdzielenia (Ryc.
50). W wigkszosci opublikowanych dotad metod do oznaczania ENT w osoczu
stosowano kolumny z wypetnieniem C-18 [129,131,132,140]. Mozna rowniez znalez¢
prace wykorzystujace separacj¢ w uktadzie HILIC [135,137]. Jako wodny sktadnik fazy

ruchomej stosowano weglany [131], kwas octowy [132], octan amonu [135], kwas
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mréwkowy [137] 1 bufor fosforanowy [140]. Proponowanym modyfikatorem
organicznym oprécz MeCN [132,135,140] byt MeOH [129,131,137]. Zaleta opracowanej
metody jest niskie zuzycie MeCN podczas analiz w stosunku do metody HPLC-UV
z 2017 r. [140].

W procedurze przygotowania probki do analizy uwage skupiono na wyznaczeniu
optymalnej objetosci odczynnika umozliwi wytrgcenie biatka. Na rycinie 47
przedstawiono zalezno$ci otrzymanych p6l powierzchni pikow Crn 1 ENT od objetosci
zastosowanego PCA o stezeniu 3 mol 1. W pracy Ashraf i wspét. [140] jako czynnik
odbialczajacy zastosowano 5% TCA 1 filtracje na membranach. Zastosowanie
w prezentowanej metodzie wigkszej objetosci PCA umozliwito pominigcie etapu filtracji.
Dodatkowa zaleta tej metody jest uzycie mniejszej objetosci osocza (50 pl, wzgledem
500 pl).

Wybrane parametry walidacji opracowanej metody zebrano w tabelach 17 i 18,
a krzywe kalibracyjne przedstawiono na rycinach 48 i 49. Wyznaczone wewnatrz-
1 miedzy-dniowe precyzja i dokladno$¢ sa zgodne z wymaganiami FDA oraz ICH
stawianymi metodom dedykowanym do oznaczania lekow w probkach biologicznych
[145,150]. LOD i LOQ w badanej matrycy wyniosty 0,24 i 0,4 pg ml™* osocza dla ENT,
za$ dla Crn 0,0004 i 0,001 umol ml™ osocza. W przypadku ENT uzyskana warto$¢ LOQ
jest 10 krotnie wyzsza w stosunku do opublikowanej metody HPLC-UV [140]. Wybrane
parametry walidacji w pordwnaniu z zaprezentowang metoda zestawiono
w tabeli 28.

Tabela 28. Poréwnanie wybranych parametrow walidacyjnych metod oznaczania ENT

w probkach osocza.

Parametry Zaprnizggggvana [140]
Objetos¢ probki (ml) 0,05 0,5

Zakres liniowosci (ug ml™?) 0,4-8 0,039-100

R? 0,999 0,998

LOD (ug ml?) 0,24 0,0097

LOQ (ug ml?) 0,4 0,039
Precyzja wewnatrz-dniowa (RSD%) 2,8-9,2 0,69-2,04

Precyzja migdzy-dniowa (RSD%) 4,1-9,9 0,9-1,9
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Poréwnujac wybrane parametry mozna stwierdzi¢, iz opracowana metoda
charakteryzuje si¢ gorszymi wartosciami LOD i LOQ, nizszg czuloscig, a takze
mniejszym zakresem liniowo$ci. Nalezy jednak podkresli¢, iz optymalne parametry
rozdzielenia umozliwiajg detekcje dwoch analitow jednoczesnie. Dodatkowo, etap
przygotowania probki do analizy opiera si¢ jedynie na jej rozcienczeniu i deprotenizacji,
a w poréwnywanej pracy sktada si¢ on z kilku kolejno wykonywanych czynno$ci,
w ktorych wigkszg ilo$¢ probki biologicznej (500 ul) wstgpnie mieszano i poddawano
dziataniu ultradzwickow, odbiatczano i odwirowywano, a w ostatnim etapie filtrowano.
Caly proces przygotowania probki do analizy wynosi ok. 20 minut, wigc dwa razy dtuzej
niz w przypadku zaprezentowanej metody.

Innowacyjno$¢ metody polegajaca na jedoczesnej detekcji Crn 1 ENT,
moze stanowi¢ alternatywe do wykorzystania jej w badaniach klinicznych, w pordwnaniu
z uprzednio opracowanym protokotem.

Adaptacja warunkow separacji do oznaczania ENT w slinie

Brak danych dotyczacych metod chromatograficznych wykorzystywanych do
oznaczania ENT w probkach §liny byt czynnikiem decydujacym o zaadaptowaniu
uprzednio opracowanej metody dedykowanej osoczu. Niewielka modyfikacja gradientu
fazy ruchomej umozliwila skrocenie czasu analizy, a takze poprawe jakoSci
uzyskiwanego sygnatu ENT (podrozdziat 10.3.). Na rycinie 51 zaprezentowane wpltyw
3 mol I* PCA na jakoé¢ sygnatu analitycznego. Z badan wynika, ze 30 pl czynnika
deproteinizujgcego umozliwia pelne wytracenie biatka i nie wptywa na zmiang sygnatu
ENT. Przeprowadzono proces walidacji metody, dla ktorej wyznaczono zakres liniowe;j
odpowiedzi detektora, sporzadzono krzywa kalibracyjng w funkcji stezenia ENT (Ryec.
52), wyznaczono parametry RSD oraz odzysku (tabela 19), a takze wartosci precyzji
1 doktadnosci wewnatrz- 1 miedzy-dniowej (tabela 20). Wyznaczono LOD i1 LOQ, ktore
wynosily odpowiednio 0,08 i 0,16 pg ml? §liny i byly one nizsze w poréwnaniu
Z probkami osocza.
Opracowanie metody oznaczania ENT w moczu z wykorzystaniem detekcji FLD

Spektrofluorymetria w porownaniu z spektrofotometrig jest bardziej czula
1 selektywng technika detekcji, wykorzystywang w metodach separacyjnych. Istniejg
czasteczki, ktore posiadaja naturalne zdolnosci do fluorescencji, badz takie, ktére mozna
podda¢ upochodnieniu w celu nadania im wymaganych wlasciwosci. Metody
wykorzystujace detekcj¢ FLD charakteryzuja si¢ wigksza selektywnoscia wobec

badanych zwigzkow 1 znacznie lepsza czutoscig, umozliwiajac osigganie nizszych granic
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wykrywalnosci i oznaczalno$ci [157]. Nalezy podkresli¢, iz do tej pory nie opublikowano
prac badawczych przedstawiajacych wykorzystanie techniki HPLC-FLD w oznaczaniu
ENT.
Optymalizacja metodyki oznaczania ENT w moczu

W pierwszym kroku zarejestrowano widma wzbudzenia i emisji ENT (Ryc. 54)
w celu okreslenia potozenia maksimum fluorescencji (podrozdziat 11.1). Na tej
podstawie okreslono optymalne dlugosci fal wzbudzenia (254 nm) i1 emisji analitu (380
nm). Nastepnie zoptymalizowano warunki chromatograficzne, dobrano odpowiednig faze
stacjonarng i ruchoma. Sposrdd dostepnych w laboratorium kolumn wybrano PolymerX
z uwagi na bardzo szerokim spektrum wartosci pH. Badania wstepne przeprowadzone na
roztworach standardu ENT wykazaly, iz zastosowanie silnie kwasnej fazy ruchome;j
wptywa korzystnie na jako$¢ sygnatu ENT, z tego powodu przebadano takie kwasy jak
octowy (Ryc. 55), TCA (Ryc. 56) i solny (Ryc. 57). Na podstawie otrzymanych wynikow
przeanalizowano wplyw rodzaju, stezenia kwasu i korelujagcego z nim pH, na jako$
otrzymanego piku jak i czas retencji sygnatu ENT. TCA okazat si¢ najlepszym dodatkiem
do wodnego sktadnika fazy ruchomej. W badanym zakresie st¢zen zastosowanie TCA
spowodowato zmiany w warto$ciach pol powierzchni sygnatow na poziomie 7%
1 zaobserwowano znaczacy wptyw pH na czas retencji ENT. Wraz ze wzrostem stezenia
i zmniejszeniem pH fazy ruchomej obserwowano skrocenie czasu elucji piku do 6 min.

W kolejnym etapie zbadano wptyw stezenia modyfikatora organicznego w fazie
ruchomej. Mniejsza liczba sygnaldow pochodzacych od matrycy przy detekcji FLD
umozliwita zastosowanie elucji izokratycznej dla probek moczu. Dzigki temu
wyeliminowano dodatkowy czas potrzebny na rekondycjonowanie kolumny.
Zastosowanie MeCN w fazie ruchomej powodowato interferowanie piku ENT
z sygnatem tta. Z tego powodu zastosowano MeOH jako rozpuszczalnik o mniejszej sile
elucyjnej. Umozliwito to ich catkowite odseparowanie.

Wigksza specyficznos¢ 1 selektywnos¢ wykorzystanego detektora, w potaczeniu
z naturalng zdolnosci do fluorescencji ENT, pozwolily na zastosowanie jedynie
rozcienczenia probki moczu, na etapie przygotowania jej do analizy. W efekcie 4-krotne
rozcienczenie moczu spowodowalo otrzymanie zadowalajagcych wynikow. Wigksze
rozcienczenia wplywaly na uzyskanie gorszych stosunkoéw sygnatu do szumu linii
podstawowej, a tym samym niekorzystnie na oceng LOD i LOQ. W kolejnym kroku
sprawdzono stabilno§¢ ENT w probkach moczu o réznym pH (5, 6, 7) w czasie 300 minut,

dla czterech roznych temperatur (Ryc. 58). Uzyskane wyniki wykazaly, i1z srodowisko
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1 temperatura nie majg bezposredniego wptywu na rozktad ENT w badanym przedziale
czasowym. Test zamrazania i rozmrazania udowodnil, iz proces ten negatywnie wptywa
na trwato$¢ analitu w probkach moczu (Ryc. 59). Spadek stezenia ENT na
akceptowalnym poziomie (15%) obserwuje si¢ do dwoch cykli zamrazania-rozmrazania.
W procesie walidacji metody okre§lono zakres jej liniowo$ci, wyznaczono
doktadno$¢ i precyzje wewnatrz- i miedzy-dniowa, a takze LOD i LOQ. Otrzymane
wyniki walidacji metody wyznaczone dla ENT w probkach moczu przedstawiono
w tabelach 21 i 22 oraz na rycinie 60. Ze wzgledu na brak doniesien literaturowych
zwigzanych z wykorzystaniem detekcji spektrofluorymetrycznej do oznaczania ENT
w moczu, dla poréwnania otrzymanych wynikdéw walidacji, w tabeli 29 zestawiono
wartosci wybranych parametrow uzyskanych dla uprzednio opracowanej metodyki
wykorzystujacej detektor UV.
Tabela 29. Poréwnanie wybranych parametrow walidacyjnych metod oznaczania ENT

opracowanych dla dwdch réznych sposobdw detekeji.

Parametry Detekcja UV Detekcja FLD
Zakres liniowosci (ug ml™?) 10-200 0,32-40
R? 0,999 0,999
LOD (pg ml?) 0,5 0,12
LOQ (ug ml?) 2,5 0,32
Precyzja wewnatrz-dniowa (RSD%) 1,3-2,5 1,3-3,8
Precyzja migdzy-dniowa (RSD%) 4,8-7,1 2,7-7,2

Zastapienie w metodologii detekcji UV, detekcja FLD, umozliwito znaczne
obnizenie LOD i LOQ ENT w probkach moczu. Mialo rowniez wpltyw na zwiekszenie
zakresu liniowo$ci metody. Srednie wartosci precyzji wewnatrz- i miedzy-dniowych
w obydwu przypadkach s3 bardzo zblizone. Podsumowujac, mozna pokusi¢ si¢
o stwierdzenie, ze metoda opracowana z wykorzystaniem detekcji FLD powinna by¢
bardziej preferowana i wykorzystywana w rutynowych badaniach analitycznych.
Rozwinigcie metody separacji i identyfikacji ENT w probkach osocza i sliny

Zadowalajace wyniki uzyskane podczas rozwijania chromatograficznej metody

oznaczania ENT w probkach moczu byly podstawa zaadaptowania warunkéw
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rozdzielenia dla probek osocza i $liny (podrozdzial 11.2). Przeprowadzone badania
wykazaly, iz zarowno w przypadku osocza jak i §liny na otrzymanych chromatogramach
obserwuje si¢ niewielka liczbe sygnaléw pochodzacych z tta probki (Ryc. 62,63). Dlatego
tez, zadecydowano o zastosowaniu kwasu solnego jako wodnego sktadnika fazy
ruchomej, dzieki ktoremu mozna bylo znaczaco skréci¢ czas analizy, nie zwigkszajac
zuzycia iloSci modyfikatora organicznego. Zalozenia eksperymentow zwigzane
z wykorzystaniem tych samych warunkow chromatograficznych dla $liny 1 osocza,
spowodowaty wprowadzenie zmian w sposobie elucji i sktadzie razy ruchome;.

W dalszym etapie badan nalezato dobra¢ optymalna ilos¢ 3 mol 1 PCA do
procesu deprotenizacji probek §liny i osocza. Na rycinie 64 zestawiono zaleznosci pol
powierzchni sygnalow ENT w funkcji objetosci zastosowanego PCA. Eksperyment
wykazal, iz zastosowanie 20 pl czynnika stracajacego powoduje optymalne usunigcie
biatka z probki. Przeprowadzono test stabilno$ci ENT w probkach osocza i jego
supernatantu w czterech roznych temperaturach w czasie 5 godzin (Ryc. 65).
Eksperyment wykazat, iz ENT w probkach supernatantu osocza dla temperatury 36,6°C
i -20°C pozostaje bardziej stabilny, w poréwnaniu z probkami osocza. Najwickszy spadek
zawarto$ci ENT obserwowano dla prébek osocza inkubowanych w temperaturze 36,6°C.
W obydwu przypadkach, probki pozostawione w temperaturze pokojowej oraz 4°C do
5 h moga by¢ analizowane bez obawy zachwiania poprawnosci otrzymywanych
rezultatow.

W finalnym etapie adaptacji metody chromatograficznej przeprowadzono
walidacje dla obydwu wykorzystywanych matryc biologicznych, a wyniki przedstawiono
na rycinach 66 1 67 oraz w tabelach 23 i 24. Nizsza granice¢ oznaczalnosci udato sie
uzyska¢ dla probek $liny. Podobnie jak w przypadku probek moczu, brak jest doniesien
literaturowych dotyczacych wykorzystania detekcji FLD w oznaczaniu ENT w probkach
osocza 1 Sliny, dlatego w tabeli 30 porownano wartosci wybranych parametrow

uzyskanych dla metod FLD i UV.
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Tabela 30. Poréwnanie wybranych parametrow walidacyjnych metod oznaczania ENT

opracowanych dla probek osocza i §liny.

Osocze Slina
Parametry Detekcja Detekcja Detekcja Detekcja
uv FLD uv FLD
Zakres liniowosci (ug ml™?) 0,4-8 0,096-40 0,16-40 0,08-40
R? 0,999 0,999 0,999 0,999
LOD (ug mlt) 0,24 0,016 0,08 0,04
LOQ (ug ml?) 0,4 0,096 0,16 0,08
Precyzja wewnatrz-dniowa i i i i
(RSD%) 2,8-9,2 1,7-5,6 1,9-9,5 1,1-4,5
Precyzja migdzy-dniowa i i i i
(RSD%) 4,1-9,9 1,9-6,2 4,2-10,6 2,4-4,8

Osiagniecie nizszych LOD 1 LOQ jest mozliwie z wykorzystaniem detekcji FLD
w przypadku obydwu matryc biologicznych. Dla probek osocza LOQ jest az 4-krotnie
nizsza, a zakres liniowo$ci jest znacznie szerszy. Wyznaczona wartos¢ LOQ dla probek
$liny jest jedynie 2-krotnie nizsza, a zakresy liniowos$ci uzyskane z wykorzystaniem
dwoch sposob detekeji sg zblizone do siebie. Mozna wigc stwierdzi¢, iz w przypadku
zastosowana detekcji spektrofluorymetrycznej osiaga si¢ lepsze wyniki, co jest zgodne
z zatozeniami, ktore przy$wiecaty pomystowi rozwinigcia nowej metodyki.

Powinno si¢ podkresli¢, iz cata metodologia oznaczania ENT w probkach moczu,
osocza 1 $liny, wykorzystujaca technike HPLC-FLD, jest nowatorska. W przysztosci,
wyniki pozyskane ze zoptymalizowanych procedur oryginalnego opracowania
naukowego, moga by¢ wykorzystane rutynowo w analizie klinicznej 1 postuzy¢ do
rozwini¢cia badan nad biodostgpnoscig i szybkoscia metabolizmu ENT w réznych

matrycach biologicznych.
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PODSUMOWANIE I WNIOSKI KONCOWE

Zakazenia patogenami chorobotworczymi przenoszonymi drogg krwi, do ktérych
naleza mi¢dzy innymi ludzki wirus niedoboru odpornosci (HIV) oraz wirus zapalenia
watroby typu B (HBV), stanowig powazny problem epidemiologiczny, spoteczny
1 kliniczny na catym globie [1-5,12-14]. Epidemiolodzy uwazaja, ze aby zatrzymac
transmisj¢ wirusow HBV i HIV nalezy zastosowaé terapi¢ przeciwwirusowa u osob
zakazonych, jak rowniez profilaktyke pre-ekspozycyjna u grup podwyzszonego ryzyka.
Ma si¢ to odbywac przy zastosowaniu odpowiednio dobranych lekéw oraz ich dawek.
Najczesciej stosowanymi lekami w zakazeniach HIV/HBV sa TFV oraz ENT
[28,32,35,54,56,57]. Zadaniem dedykowanej terapii jest nie tylko zmniejszenie liczby
zgonow wsrdd osob zakazonych, ale przede wszystkim poprawa ich jakosci zycia oraz
zmniejszenie transmisji wirusa u grup podwyzszonego ryzyka.

Niebezpieczenstwo zwigzane z nefrotoksycznos$cia lekow przeciwwirusowych
w tym TFV i ENT zalezy przede wszystkim od ich st¢zenia, poniewaz sa one wydalane
glownie przez kanaliki nerkowe [41-43,58,64]. Monitorowanie zawarto$ci wyzej
wymienionych lekow w ptynach ustrojowych jest wiec przydatne do kontrolowania
dawek terapeutycznych. Jest to roéwniez istotne dla ustalenia wplywu terapii na
prawidtowa czynno$¢ nerek. Jednym z najczesciej wykorzystywanych badan w ocenie
funkcjonowania nerek jest tzw. ,klirens kreatyniny”. Badanie to okresla zdolno$¢ nerek
do oczyszczania krwi 1 wyznacza si¢ go poprzez obliczenie stosunku stezenia kreatyniny
we krwi, do jej stezenia w moczu [63,66]. Nieprawidlowy poziom kreatyniny
jednoznacznie wskazuje na choroby nerek.

Wyniki otrzymane przy zastosowaniu opracowanych protokoldw umozliwig
uzyskanie informacji na temat wydalania lekow przeciwwirusowych z moczem, ich
bioakumulacji w osoczu, biodostepnosci w $linie oraz dokonanie oceny toksycznego
dzialania na funkcjonowanie nerek. Takie mozliwo$ci powinny przyczyni¢ si¢ do
uproszczenia kontroli zdrowia pacjentow 1 poprawy ich jakosci zycia. W dhuzszej
perspektywie opisane protokoty moglyby zosta¢ wykorzystane do badan
przeprowadzanych na duzych populacjach ludzi, przyczyniajac si¢ do wezesnej diagnozy
chorob nerek u osob leczonych ENT i TFV. Tak obszerna problematyka wymagata
podzielenia badan na kilka gtownych etapow.

Pierwsza cze$¢ przeprowadzanych przeze mnie eksperymentow zaprezentowana

w rozdzialach 7 1 8 obejmowata, optymalizacj¢ warunkéw rozdzielenia

147



chromatograficznego i1 procesu przygotowania probek do analizy, umozliwiajacych
jednoczesng separacje¢ i identyfikacje¢ Crn i TFV w probkach moczu i osocza. W celu
weryfikacji wiarygodnosci otrzymanych wynikow, przeprowadzono walidacje metod
wraz z badaniem stabilnosci analitow dla obydwu matryc biologicznych. Opracowana
metoda umozliwita monitorowanie st¢zenia TFV w moczu i wyznaczenie profilu
farmakokinetycznego wydalania leku [142]. Ostatnim etapem tej czeSci pracy byla
adaptacja warunkow separacji oraz przygotowania probki do oznaczania zawartosci TFV
w §linie, a takze walidacja stworzonego protokotu (rozdziat 9). Opracowane metody
bazowaly na technice wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwroconym
ukladzie faz z detekcja spektrofotometryczna.

W kolejnym etapie badan zoptymalizowano 1 zwalidowano metody oznaczania
Crn obok drugiego z lekéw przeciwwirusowych - ENT w probkach moczu 1 osocza.
Otrzymang metode zaadaptowano do oznaczania ENT w probkach §liny. Rozwijane
metody bazowaly na technice chromatografii cieczowej sprzgzonej z detekcje
spektrofotometryczng (rozdziat 10).

Trzecig — ostatnig cze$cig przeprowadzonych eksperymentéw bylo opracowanie
metod oznaczania ENT w probkach moczu, osocza i §liny za pomocg chromatografii
cieczowej sprzg¢zonej z detekcja spektrofluorymetryczng (rozdziat 11). Dzieki naturalnym
zdolnosciom ENT do fluorescencji, mozliwe bylo oznaczenie badanego zwiazku bez
przeprowadzania procesu derywatyzacji chemicznej. Opracowane procedury analityczne
zwalidowano 1 porownano z wynikami uzyskanymi przy uzyciu techniki chromatografii
cieczowej z detekcja spektrofotometryczna.

Niniejsza rozprawa doktorska jest dokumentem potwierdzajacym mozliwo$ci
wykorzystania chromatografii cieczowej sprzezonej z detekcja UV-Vis badz FLD, jako
wiarygodnego 1 precyzyjnego narzedzia w analizie ztozonych probek biologicznych.
W efekcie, opracowane protokoty analityczne moga by¢ alternatywnymi Zzrodtami
informacji, w odniesieniu do pokrewnych, bazujagcych na wykorzystaniu detektorow
spektrometrii mas [28,33,113-116,118-124,129,131-133,135-137]. Przeprowadzone
badania wykazaty, iz niezaleznie od rodzaju matrycy biologicznej, proces przygotowania
probki do analizy moze by¢ prosty i opiera¢ sie jedynie na jej rozcienczeniu (mocz) lub
rozcienczeniu i deprotenizacji (osocze, slina). Najwiekszg nowos$cig zoptymalizowanych
metodyk jest zdolno$¢ jednoczesnego wykrywania i oznaczania wybranych lekow
przeciwwirusowych (TFV, ENT) oraz kreatyniny, waznego wskaznika funkcjonowania

nerek.
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Na podstawie wynikow uzyskanych w trakcie eksperymentalnych badan
przeprowadzonych podczas trwania studiow doktoranckich mozna wyciagnac

nastepujace wnioski:

+ Wysokosprawna chromatografia cieczowa stanowi precyzyjne
i doktadne narzedzie analityczne umozliwiajace oznaczanie TFV, ENT i Crn
W moczu, osoczu i Slinie cztowieka,

+ zastosowanie powszechnie dostepnego detektora UV-Vis oraz bardzo prostych
procedur przygotowania probek do analizy, wptywa pozytywnie na aspekt
ekonomiczny, przez co zaproponowane metodologie moze zosta¢ wykorzystana
w rutynowych analizach laboratoryjnych,

+ opracowana metodyka jednoczesnego oznaczania TFV i Crn [142] oraz ENT
i Crn moze by¢ z powodzeniem wykorzystywana w analizie moczu i 0s0cza,
umozliwiajac  jednoczesng kontrolg funkcjonowania nerek pacjentow
traktowanych tymi lekami,

+ mozliwe jest okreslenie farmakokinetyki wydalania lekow przeciwwirusowych
w moczu z jednoczesna normalizacja ich stezenia wzgledem Crn,

+ zaprezentowane procedury wymagaja uzycia niewielkich objetosci probek
biologicznych,

+ zastosowanie detektora FLD w analizie ENT umozliwito obnizenie granic
wykrywalnosci 1 oznaczalno$ci, a takze poszerzenie zakresu liniowosci,
w poroéwnaniu z detekcjg UV,

+ zoptymalizowane procedury wykorzystujace technike HPLC-UV/FLD spetniajg
kryteria walidacyjne stawiane przez FDA i ICH metodom dedykowanym
probkom biologicznym,

+ zoptymalizowane procedury analityczne umozliwiajg zminimalizowanie
zuzycia toksycznych rozpuszczalnikdw organicznych 1 ograniczenie ilosci
odpadéow laboratoryjnych (np. probowki, koncowki do pipet, filtry

membranowe).
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STRESZCZENIE

Zdrowie cztowieka i dlugos$¢ jego zycia sg zalezne od srodowiska, w ktoérym zyje,
stylu zycia oraz poziomu opieki medycznej. Nieodpowiednie zachowania seksualne oraz
bezposrednie narazenie na patogeny przenoszone drogg krwi, w tym bardzo
niebezpieczne zakazenia wirusami HIV 1 HBV, przyczyniajg si¢ do cierpienia i $§mierci
milionéw ludzi na calym $wiecie.

Powyzsza rozprawa doktorska ztozona jest z dwoch gléwnych czesci.
W pierwszej z nich zawarto podstawowe informacje na temat badanych zwigzkow
tj. kreatynina, tenofowir 1 entekawir, a takze zamieszczono krotkg charakterystyke matryc
biologicznych wykorzystywanych do badan. Dokonano przegladu literaturowego
dotyczacego oznaczania tenofowiru w probkach moczu, osocza oraz $liny i metod
dedykowanych do oznaczania entekawiru w preparatach farmaceutycznych i osoczu
wykorzystujacych technike wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j.

W cze$ci drugiej przedstawiono opis badan wlasnych, dyskusje wynikow,
podsumowanie 1 wnioski. W czesci tej zestawiono informacje na temat
wykorzystywanych odczynnikow, stosowanej aparatury oraz pozyskanego materiatu do
badan. Zaprezentowano rowniez wyniki uzyskane w trakcie prowadzenia analiz
z wykorzystaniem techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej
z detekcja spektrofotometryczng oraz spektrofluorymetryczng. Informacje zawarte w tym
fragmencie pracy dotycza przebiegu procesow optymalizacji 1 walidacji nowych metod
oznaczania tenofowiru, entekawiru i kreatyniny w probkach moczu, osocza oraz $liny.
Cze$¢ eksperymentalna zakonczona jest dyskusja otrzymanych wynikow, ich
podsumowaniem i wnioskami. Koncowy element pracy stanowig spis cytowanej

literatury oraz dorobek autorki.
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SUMMARY

Human health and the length of life are dependent on the environment, lifestyle
and level of medical care. Inappropriate sexual behavior and direct exposure to blood-
borne pathogens, including very dangerous infections such as HIV and HBV, contribute
to the suffering and death of millions of people around the world.

The doctoral dissertation consists of two main sections. The first one provides
information on the tested compounds, i.e. creatinine, tenofovir, and entecavir as well as
a short description of the biological matrices used for research. A literature review was
carried out on the determination of tenofovir in urine, plasma and saliva samples. Methods
dedicated to the determination of entecavir in pharmaceutical preparations and plasma
using the technique of high-performance liquid chromatography were reviewed.

The second part presents a description of own research, a discussion of the results,
a summary and conclusions. This section summarizes information on the reagents and the
equipment used for the study, and the biological material obtained for testing. The results
obtained during analyzes using the technique of high-performance liquid chromatography
coupled with spectrophotometric and spectrofluorimetric detection were also presented.
The information contained in this part of the work concerns the optimization and
validation of new methods for the determination of tenofovir, entecavir and creatinine in
urine, plasma and saliva samples. The experimental part ends with a discussion of the
obtained results, their summary and conclusions. The final element of the work is a list

of cited literature and the author's achievements.
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Telediagnosis for Life Sciences, A novel, fast and simple method based on on-column
derivatization for the determination of lipoic acid in urine samples, P. Olejarz,
A. Kaminska, R. Gtowacki, K. Borowczyk, G. Chwatko,

30.08 — 01.09. 2018, Brasov, Rumunia, New Trends on Sensing- Monitoring-
Telediagnosis for Life Sciences, Determination of lipoic acid and lipoyllysine in plant

tissues, A. Kaminska, P. Olejarz, K. Borowczyk, G. Chwatko,

10-11.12.2018, Krakow, Polska, XXIII Konferencja Nowoczesne metody
instrumentalne w analizie $ladowej, Oznaczanie wybranych zwigzkow siarczki

w produktach spozywczych technikag wysokosprawnej chromatografii cieczowej,

A. Kaminska, P. Olejarz, K. Borowczyk, G. Chwatko,

09-10.05.2019 Lo6dz, Polska, VII Lodzkie Sympozjum Doktorantow Chemii,
A simple method for simultaneous determination of tenofovir and creatinine in human
plasma and its application to toxicity monitoring. P. Olejarz, K. Borowczyk,
G. Chwatko,
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+ 15-18.09.2019, L6dz, Polska. 25th International Symposium on Separation Sciences,
Modern methods fot the determination of selected antiviral drugs in HIV/HBV

therapy, P. Olejarz, G. Chwatko, K. Borowczyk.

Projekty badawcze:

2017 r. - Wykonawca projektu zatytutowanego ,,Wykorzystanie technik separacyjnych
do oznaczania biologicznie aktywnych zwigzkow w preparatach farmaceutycznych
i probkach biologicznych. analityce wybranych zwigzkéw aktywnych biologicznie”
Grant przyznany z dofinansowania prac badawczych mtodych naukowcow Wydziatu

Chemii Uniwersytetu Lodzkiego, grant nr. (B1711100001599.02).

2018 r. - Wykonawca projektu zatytutowanego ,,Wykorzystanie technik separacyjnych
w analityce wybranych zwiazkow aktywnych biologicznie” Grant przyznany

z dofinansowania prac badawczych mlodych naukowcow Wydziatu Chemii

Uniwersytetu L.odzkiego, grant nr. (B1811100001857.02).

Nagrody i stypendia:

» Zespotowa Nagrody Dziekana I-go stopnia za publikacj¢ naukowag Wydzialu Chemii
w roku 2019 K. Borowczyk, P. Olejarz, A. Kaminska, R. Gtowacki, G. Chwatko,
,ZApplication of butylamine as a conjugative reagent to on-column derivatization for the
determination of antioxidant amino acids in brain tissue, plasma, and urine samples”.
International Journal of Molecular Sciences. 2019, 20(13), 3340.

» Zespolowa Nagroda Rektora UL I-go stopnia za osiggniecia naukowo-badawcze
w roku 2021.

» Stypendium doktoranckie z dotacji projakosciowej na rok akademicki 2017/2018,
2018/2019, 2019/2020, 2020/2021.

» Stypendium Rektora Uniwersytetu todzkiego dla najlepszych doktorantow na rok
akademicki 2018/2019.

Inne:

* Udziat w warsztatach zatytulowanych ,,Introduction to design of experiments”
w ramach 41 Symposium Chromatographic Methods of Investigating Organic

Compounds.
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*  Woyjazd w ramach programu CEEPUS na 16-dniowy staz do Rumunii, ,, Transilvania”
University of Brasov, Faculty of Medicine w terminie (24.08.2018 — 09.09. 2018r.).

* Uczestnictwo w szkole letniej zatytulowanej ,,Food safety and healthy living”
w Brasov (Rumunia) (26 — 30.08. 2018r.).

* Udziat w szkoleniu zatytulowanym ,,Najnowsze rozwigzania technologiczne dla

chemii analitycznej” £.6dz, 9.10.2018.

» Udziat w komitecie organizacyjnym VII Lodzkiego Sympozjum Doktorantéw Chemii,
9-10 maja 20109r.

» Udzial w organizowaniu konferencji 25th International Symposium on Separation

Sciences w dniach 15-18.09.2019r.
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