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ABSTRACT

The developed chromatographic methods (HPLC and UHPLC/UV, DAD, FL,
ED, MS-MS and GC-MS), for the determination of drugs from different therapeutic
groups in body fluids, have been presented. Drugs were determined alongside their
metabolites, in different concentration ranges, usually after a removal of the
interferences from the biological material matrix. Extraction procedures, like LLE,
SPE, MEPS, SALLE, USAEME, have been developed for the separation
of analytes.

Methods for the determination of endogenous compounds: L-camnitine,
L-arginine and their metabolites, dopamine and its metabolites, and other
compounds resulting from their metabolism have also been developed.

Cyclic voltammetry and differential pulse voltammetry methods for
the determination of electrochemically active drugs have also been presented. Such
methods can be used to verify the results of chromatographic determinations.

This article presents the results of the research included in 35 publications from
the JCR list.

Keywords: chromatography, voltammetry, drugs, biogenic amines, extraction,
spectrometry

Stowa kluczowe: chromatografia, woltamperometria, leki, aminy biogenne,
ekstrakcja, spektrometria
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW
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— (ang. 1,3-dimethyluric acid) kwas 1,3-dimetylomoczowy
— (ang. I-methylxanthine) 1-metyloksantyna

— (ang. 3-methoxytyramine) 3-metoksytyramina

— (ang. 3-methylxanthine) 3-metyloksantyna

— (ang. 5-hydroxyindoleacetic acid) kwas 5-hydroksyindo-
looctowy

— (ang. S-hydroxytryptamine) serotonina

— witaminy

— (ang. cluster analysis) analiza skupien

— (ang. caffeine) kofeina

— (ang. capillary electrophoresis) elektroforeza kapilarna
— (ang. cyclic voltammetry) woltamperometria cykliczna
— (ang. dopamine) dopamina

— (ang. diode-array detector) detektor spektrofotometry-
czny z matryca diodowa

— (ang. derivatization) derywatyzacja

— (ang. 3,4-dihydroxyphenylglycol) glikol 3,4-
dihydroksyfenyloetylenowy

— (ang. 3,4-dihydroxymandelic acid) kwas 3,4-
dihydroksymigdatowy

— (ang. 3,4-dihydroxyphenylacetic acid) kwas 3,4-
hydroksyfenylooctowy

— (ang. differential pluse voltammetry) woltamperometria
pulsowa-réznicowa

— (ang. epinephrine) epinefryna

— (ang. electrochemical detector) detektor
elektrochemiczny

— (ang. fluorescence detector) detektor fluorescencyjny

— (ang. gas chromatography) chromatografia gazowa

— (ang. glassy carbon electrode) elektroda z wegla szkli-
stego

— (ang. enzymatic hydrolysis) hydroliza enzymatyczna

— (ang. hydrophilic interaction liquid chromatography)
chromatografia odziatywan hydrofilowych

— (ang. hanging mercury drop electrode) wiszaca kroplowa
elektroda rteciowa

— (ang. homovanillic acid) kwas homowanilinowy

— (ang. high performance/pressure liquid chromatography)
wysokosprawna chromatografia cieczowa

— (ang. liquid chromatography) chromatografia cieczowa
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LLE — (ang. liquid-liquid extraction) ekstrakcja ciecz-ciecz

MEPS — (ang. microextraction by packed sorbent) mikroekstrakcja
do upakowanego sorbentu

MHPG — (ang. 3-methoxy-4-hydroxyphenylglycol) glikol 3-
metoksy-4-hydroksyfenylo-etylenowy

MN — (ang. methanephrine) metanefryna

MRM — (ang. multiple reaction monitoring) monitorowanie wy-
branych reakcji fragmentacji

MS/MS — (ang. tandem mass spectrometry) tandemowy spektrometr
mas

MSTFA — (ang. N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide) N-
metylo-N-(trimetylosililo) trifluoroacetamid

MWCNTs — (ang. multi-walled carbon nanotubes) wielo$cienne na-
norurki weglowe

NE — (ang. norepinephrine) norepinefryna

NMN — (ang. normetanephrine) normetanefryna

PCA — (ang. principal component analysis) analiza czynnikow
glownych

PP — (ang. protein precipitation) stracanie biatek

SALLE — (ang. salting-out assisted liquid-liquid extraction)
ekstrakcja w ukladzie ciecz-ciecz wspomagana wysalaniem

SPE — (ang. solid phase extraction) ekstrakcja do fazy statej

SRM — (ang. selected reaction monitoring) monitorowanie
wybranych reakcji

THPH — (ang. theophylline) teofilina

UHPLC — (ang. ultra high performance/pressure liquid chromate-

graphy) ultrasprawna chromatografia cieczowa

USAEME — (ang. ultrasound-assisted emulsification-microextraction)
mikroekstrakcja kropla rozpuszczalnika przez emulgacje
wspomagana ultradzwigkami

VMA — (ang. vanillylmandelic acid ) kwas wanilino migdatowy

Uuv — (ang. ultraviolet ) detektor spektrofotometryczny
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WPROWADZENIE

Od dawna rosng wymagania odno$nie jakosci i rodzaju badan analitycznych
w waznych dziedzinach nauki, zwigzanych ze zdrowiem ludzi. Mozna zauwazy¢
poszukiwania wplywow réznych czynnikow, w tym stanu srodowiska przyrodniczego,
diety, aktywnosci fizycznej na komfort i dtugos¢ zycia.

Widoczny jest ogromny postep w diagnostyce chorob, szczegélnie ich nowych
rodzajow i odmian o wyjatkowo ciezkim przebiegu i rokowaniu. Wysoka jakos¢ badan
z obszaru bioanalityki to rowniez wazny wkilad badaczy w mozliwo$¢ zaplanowania
i wdrazania skutecznych metod terapii i monitorowania jej przebiegu. Dokonujac
oceny stanu wiedzy na swiecie nt. udziatu chemikow analitykow w diagnostyce réznych
schorzen, w tym réwniez na poziomie komoérkowym, widzimy ich wazny wktad we
wspotpracy z klinicystami w opracowywaniu zaawansowanych metodologii. Wyniki
takich badan moga dostarczy¢ wielu informacji nt. dysfunkcji organizmu oraz
pozwalaja oceni¢ bezpieczenstwo sposobu leczenia, na kazdym jego etapie.

Zwiazki pochodzenia endogennego, syntezowane przez organizm zwykle
w §ladowych ilosciach, oraz zazywane leki i tworzace si¢ metabolity niosa
wielowymiarowe informacje na temat stanu organizmu, zaréwno na etapie diagnostyki,
jak 1 terapii. Znajomo$¢ ich poziomoéw stezen moze ufatwi¢ podjecie decyzji
o wdrozeniu leczenia, zanim pojawia si¢ wyrazne objawy schorzenia. Pozwala réwniez
na dobdr dawki leku lub zmiane jego rodzaju, oraz na ustalenie parametrow
farmakokinetycznych dla skutecznej farmakoterapii.

Rola bioanalityki w wykrywaniu markerow chordb, metabolitow zwiazkéw egzo-
i endogennych oraz interakcji miedzy nimi, staje si¢ jeszcze bardziej widoczna
w ostatnich latach, szczegdlnie w §wiatowych programach, dotyczacych personalizacji
terapii. W leczeniu spersonalizowanym, wiedza na temat farmakokinetyki lekow i ich
losow w organizmie pozwala lepiej kontrolowac poszczegolne etapy leczenia.

Z uwagi na duze zroznicowanie budowy oznaczanych zwigzkow, wystepujacych
réwnoczesnie w badanej probce analitycznej, niskie poziomy ich stezen oraz
réznorodno$¢ matrycy (pltyny ustrojowe, tkanki) nalezy dazy¢ do zastosowania
szerokiego spektrum technik i metod analitycznych. W tego typach analizach stosuje sie
glownie metody separacyjne, np. chromatografie cieczowa (LC), chromatografie
gazowa (GC), czy elektroforeze kapilarna (CE) z réznymi detektorami. Rozwijaja si¢
réwnolegle metody elektrochemiczne, ktéore bazuja na tafszym =z reguly
oprzyrzadowaniu. W przypadku trudnych analiz z obszaru bioanalityki, jest wskazane
stosowanie réznych metod i technik, co pozwala na weryfikacje poprawnosci oznaczen.
Dlatego nadal istotne jest poszukiwanie innowacyjnych narzedzi analitycznych, ktore
odpowiedza na wyzwania wspolczesnej medycyny.

Badania nad monitorowaniem lekow i substancji endogennych w organizmach
zywych prowadzone sa w wielu o$rodkach w kraju, np. w UMK w Toruniu, PW i UW
w Warszawie, UG, GUM i PG w Gdansku, UJ w Krakowie, PL. i UL w Lodzi, UMCS
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w Lublinie, UwB i UMwB w Biatymstoku i UO w Opolu. Prace wymienionych
osrodkéw mozna znalezé w renomowanych czasopismach naukowych oraz w innych
wydawnictwach, np. w ksiazkach ,,Analiza Sladowa”, wyd. Malamut, Warszawa 2013
i w ,,Bioanalityka - w nauce i zyciu”, wyd. PWN, Warszawa 2020.

Przedstawiony w publikacji materiat jest wynikiem wspotpracy Katedry Chemii
Analitycznej Wydzialu Chemicznego  Politechniki ~ Slaskiej z kardiologami
Uniwersytetow Medycznych w kraju i za granica.

1. TECHNIKI EKSTRAKCYJNE W BADANIACH NAD
PRZYGOTOWANIEM PROBEK BIOLOGICZNYCH DO ANALIZY

Opracowanie odpowiedniej metody przygotowania probek biologicznych do
analizy jest kluczowym etapem kazdej procedury analitycznej. W literaturze
znalez¢é mozna wiele prac poswieconych temu zagadnieniu, jednak pomimo duzej
wiedzy w tym zakresie, stale rozwijane s3a nowe, efektywne rozwigzania
metodyczne do wydzielania lekéw i ich metabolitow z materialu biologicznego [1-
3]

Biorac pod uwage wymieniony nurt tematyczny, pierwszym etapem
realizowanych w naszym zespole badan bylo opracowanie metod izolacji
i wzbogacania analitow z probek moczu oraz osocza, pobranych od pacjentow m.in.
ze schorzeniami kardiologicznymi. Ze wzgledu na skomplikowany charakter
matrycy biologicznej, bezposrednie oznaczanie analitbw jest praktycznie
niemozliwe. Wysokosprawne techniki separacyjne wymagaja z reguly usuniecia
substancji interferujacych przed wykonaniem oznaczen, stad konieczne bylo
usuniecie jak najwiekszej ilosci potencjalnie przeszkadzajacych skladnikdw.
Ponadto, poziomy stgzen lekéw i ich metabolitow w plynach ustrojowych sa
z reguly niskie, dlatego przed oznaczaniem konieczne byto odpowiednie
wzbogacenie analitu.

W badaniach do izolacji z moczu oraz z osocza skomplikowanych mieszanin
zwiazkdéw, o réznych wiasciwosciach fizyko-chemicznych, stosowano techniki
ekstrakcyjne oparte na mechanizmach sorpcji. W tym celu opracowano dla
badanych mieszanin zwigzkéw procedury ekstrakcji do fazy statej (SPE) [4, 5],
mikroekstrakcji do upakowanego sorbentu (MEPS) [6-10], mikroekstrakcji kropla
rozpuszczalnika przez emulgacje wspomagang ultradzwigckami (USAEME) [11]
i ekstrakcji w uktadzie ciecz-ciecz wspomaganej wysalaniem (SALLE) [12] (Tabela
1). W niniejszych pracach prowadzono kompleksowe i systematyczne badania
wplywu najwazniejszych parametrow na efektywnos$¢ zastosowanych procedur
ekstrakcyjnych w uktadzie ciecz—ciato stale, tj. SPE i MEPS (m.in. rodzaj sorbentu,
objetos¢ oraz rodzaj rozpuszczalnika stosowanego do elucji, pH i ilo§¢ probki) oraz
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w ukfadzie ciecz—ciecz, tj. USAEME i SALLE (m.in. rodzaj oraz objetos¢
ekstrahentu, rodzaj i ilo$¢ soli, pH i objgtos¢ probki, czas ekstrakeji).

Nowatorstwo, a zarazem trudno$¢ opracowanej metodyki, wigzata sie
z konieczno$cig réwnoczesnej izolacji zwiazkéw o zrdéznicowanej polarnosci
z zastosowaniem jednej, optymalnej procedury SPE. Uzyskane wyniki moga
stanowi¢ bazg danych przy wstepnym wyborze sorbentéw do ekstrakcji zardwno
farmaceutykow rzadko stosowanych (aliskiren, prasugrel, riwaroksaban), jak
1 powszechnie stosowanych lekéw dostepnych bez recepty (np. ibuprofen,
naproksen) z ptynéw biologicznych [5].

Inne badania opisane w pracach [6-10] potwierdzaja, ze zastosowanie MEPS
prowadzi do efektywnej ekstrakcji szerokiej grupy lekow i ich metabolitow,
L-karnityny i jej estrowych pochodnych, do skrocenia i uproszczenia procedury
w porownaniu do dotychczas stosowanych technik SPE [13]. Opracowane metody
oparte na wykorzystywaniu procedury MEPS w potaczeniu z szeroko dostgpnym
sposobem detekcji UV lub bardziej selektywnym MS/MS, posiadaja duzy potencjat
aplikacyjny w analizie zwigzkéw biologicznie aktywnych. Cechy tych
opracowanych procedur sprawity, iz izolacja analitéw stata si¢ bardzo szybka, fatwa
do przeprowadzenia, ekonomiczna i mozna jg zaliczy¢ do nurtu ,,zielonej chemii”.

W pracy Magiera i Giilmez [11] zastosowano technike mikroekstrakcji przez
emulgacj¢ kropla rozpuszczalnika wspomagana ultradzwigkami (USAEME) do
izolacji ibuprofenu i jego metabolitow z probek moczu. Opracowana procedura
USAEME jest tatwa do wykorzystania w ekstrakcji i moze by¢ alternatywa do
tradycyjnej ekstrakcji typu ciecz-ciecz (LLE). W pracy [11] zamieszczono tabelg,
w ktérej poréwnano opracowang procedure mikroekstrakcji oraz oznaczania
ibuprofenu 1 jego metabolitow z innymi opisanymi dotychczas w literaturze
i wykazano, ze jest ona konkurencyjna w poréwnaniu do dotychczas opisanych
metodyk.

Kolejng technika ekstrakcji zastosowang w prowadzonych badaniach byla
ekstrakcja w ukladzie ciecz-ciecz wspomagana wysalaniem (SALLE) [12].
Opracowana procedura ekstrakcji pozwolita na bardzo dobre oczyszczenie matrycy,
uzyskano rowniez wysoki odzysk wszystkich analitow (wyzszy niz 85%), przy
zachowaniu krotkiego czasu przygotowania probki. Uzycie do ekstrakcji matych
objetosci rozpuszczalnika zdecydowanie zmniejszyto rowniez ilos¢ generowanych
odpadow.

W realizowanych badaniach wykorzystano takze zalety zastosowania metod
statystycznych w planowaniu eksperymentu, a mianowicie okre$lenie zalezno$ci
miedzy dobieranymi parametrami ekstrakcji 1 rownoczesnego wplywu
poszczegblnych zmiennych na wynik analizy [6]. W celu selekcji parametrow
ekstrakcji, ktére w sposob istotny wplywaly na odzysk lekéw, zastosowano plan
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eliminacyjny Placketta-Burmana, a otrzymane wyniki poddano analizie czynnikdéw
gtéwnych (PCA) oraz analizie skupien (CA). Badania udowodnily, ze planowanie
doswiadczenia z wykorzystaniem metod statystycznych jest doskonatym
narzgdziem ulatwiajagcym dokonanie wlasciwego wyboru warunkow izolacji
analitow z probek rzeczywistych [6].

W niektérych przypadkach prébki nie wymagaly specjalnego przygotowania,
wystarczyfa jedynie precypitacja sktadnikow matrycy za pomocg metanolu lub
acetonitrylu i wirowanie. W badaniach nad L-argining i jej metabolitami konieczne
bylo przeprowadzenie derywatyzacji analitow. W tych badaniach po oczyszczeniu
probki technika SPE dodawano aldehyd o-ftalowy i kwas merkaptopropioniowy
i bez usuwania wyzej wymienionej mieszaniny wprowadzano probke bezposrednio
do kolumny chromatograficznej [14].

2. ZASTOSOWANIE TECHNIK SEPARACYJNYCH I SPEKTRALNYCH
W BADANIACH NAD OZNACZANIEM LEKOW I ZWIAZKOW
POCHODZENIA ENDOGENNEGO

W ramach realizowanych badan do oznaczania lekow i zwiazkéw pochodzenia
endogennego zastosowano wysokosprawng i ultra-sprawng chromatografie
cieczowag (HPLC/UHPLC) w polaczeniu z detektorami: spektrofotometrycznymi
(UV, DAD), fluorescencyjnym (FL), amperometrycznym (ED) lub z tandemowym
spektrometrem mas (MS/MS). W pracy [15] do analizy B-blokerow, izoflawonow
i ich metabolitow wykorzystano chromatografi¢ gazowa sprzezong ze spektrometria
mas (GC-MS).

W Tabeli 1 zestawiono warunki chromatograficzne stosowane do
oznaczania farmaceutykow z réznych grup terapeutycznych, ich metabolitow
oraz zwiazkéw polifenolowych i ich metabolitow, a w Tabeli 2 - wybranych
zwigzkow endogennych. Optymalne warunki rozdzielania chromatograficznego
dobierano w oparciu na podstawowych informacjach na temat analitow (migdzy
innymi logP, pK,). W pracach [4-12, 16] opisano wyniki badan dotyczace wptywu
rodzaju wypehienia i temperatury kolumny, sktadu, natgzenia przeptywu, pH fazy
ruchomej oraz programu elucji gradientowej na rozdzielczos¢ analitow. Podstawa
doboru parametréow bylo uzyskanie dobrego rozdzielenia, czulo$ci oraz
powtarzalnosci, zachowujac jednoczesnie krotki czas analizy.

Rozdzielanie chromatograficzne prowadzono gléwnie z zastosowaniem
sorbentow o matych czastkach (sub-2 pm) (Zorbax Rapid Resolution High
Definition (RRHD) SB-C18 [7, 11, 16] oraz kolumn typu core-shell Poroshell 120
EC-C18 [5, 6, 8, 9]. W pracach udowodniono wyjatkowo dobre wiasciwosci
kolumn otrzymanych w technologii opartej na sorbencie core-shell w zastosowaniu
do oznaczania lekéw w prébkach biologicznych. Wypelnienie tej kolumny stanowi
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staly nieporowaty rdzen silikonowy o s$rednicy 1,7 pm, na ktérym jest osadzona
porowata warstwa krzemionki o grubosci 0,5 pm. Dzieki zastosowaniu tego typu
wypetnienia kolumny mozliwe bylo wykonywanie analiz w krétszym czasie,
ograniczajac przy tym zuzycie drogich i szkodliwych rozpuszczalnikow
organicznych. Korzysci, jakie uzyskano po zastosowaniu kolumny Poroshell,
wynikaja z ograniczenia migdzy innymi dyfuzji wirowej i oporu przenoszenia
masy. Osiagnigto ultra-wysokie sprawnosci, co wptyneto z kolei na lepsza czutos$é
metod. Na chromatogramach otrzymano waskie, symetryczne i dobrze rozdzielone
piki.

Oprécz tradycyjnych kolumn C18 w badaniach nad rozdzielaniem
enancjomerow wybranych p-blokeréw zastosowano kolumny z wypetnieniem
enancjoselektywnym [17, 18]. Warunkiem rozdzielenia enancjomeréw w ukladzie
chromatograficznym jest wystepowanie oddzialywan enancjoselektywnych. Migdzy
selektorem, a enancjomerami muszg wystapi¢ co najmniej trzy oddzialywania,
z ktorych jedno powinno zaleze¢ od konfiguracji centrum stereogenicznego
enancjomeru. Kompleks tworzony za pomoca trzech oddziatywan jest stabilniejszy,
a silne wigzanie z selektorem wplywa na retencje enancjomeru. W badaniach
zastosowano chiralng faze stacjonarng Chiralcel OD-RH. Uzyskano dobre
rozdzielenie enancjomerow karwedilolu i jego metabolitu
5’-hydroksyfenylkarwedilolu [17] oraz enancjomeréw metoprololu i jego
metabolitow (a-hydroksymetoprololu, O-desmetylmetoprololu) [18]. Oznaczono je
w moczu pacjentéw leczonych wybranymi 3-blokerami.

W ramach badan okreslano réwniez wpltyw skladnikow fazy ruchomej na
parametry chromatograficzne. Jako modyfikatory organiczne stosowano zaréwno
acetonitryl [5-9, 11], jak i metanol [16], a gtowny skladnik fazy ruchomej stanowit
wodny roztwor kwasu mrowkowego [7, 9, 11, 16] lub trifluorooctowego [5, 6, 8].

W celu uzyskania odpowiedniego rozdzielenia lekéw i ich metabolitoéw
prowadzono zaréwno elucje izokratyczna, jak i gradientowa. Zastosowanie elucji
izokratycznej bylo mozliwe w przypadku rozdzielania lekéw: riwaroksabanu,
prasugralu oraz aliskirenu [7]. Dodatkowa zaleta metody opisanej w tej publikacji
byt bardzo krotki czas analizy, ktory wynosi zaledwie 1,5 minuty [7].

Innym podejsciem metodycznym do oznaczania lekéw z grupy P-blokeréw
i ich metabolitow bylo zastosowanie kolumn HILIC [12]. Przedmiotem pracy byty
badania podstawowe nad mechanizmem retencji analitéw na réznych kolumnach
HILIC (ZORBAX RRHD Plus Poroshell 120 HILIC, ZORBAX RRHD HILIC
Plus, ACQUITY UPLC BEH HILIC, Acclaim HILIC-10, Luna HILIC) oraz
w réznych warunkach analizy (badano wptyw zawartosci acetonitrylu, natgzenia
przeptywu fazy ruchomej, temperatury kolumny, stezenia roztwor6w octanu
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i mréwczanu amonu, objetosci dozowanej probki, pH fazy ruchomej, rodzaju
rozpuszczalnika organicznego) [12].

W kolejnych publikacjach opisano wyniki badan nad rozdzieleniem wybranych
zwigzkow  endogennych (L-karnityny 1 jej pochodnych oraz kwasu
a-ketoglutarowego) z zastosowaniem HPLC-MS/MS [4, 10]. Istotnym problemem
prowadzonych badan opisanych w pracy [4] bylo uzyskanie retencji L-karnityny
i jej acylowej pochodnej w odwroconym ukladzie faz. Wyniki badan opisane w tej
pracy sktonity zespol do dalszej pracy nad udoskonaleniem metody oznaczania
potencjalnych biomarkeréw z zastosowaniem chromatografii oddzialywan
hydrofilowych (HILIC). Zakres badawczy nad doborem warunkéw rozdzielania
chromatograficznego poszerzono o siedem nowych, estrowych pochodnych
L-karnityny [10]. Znaczaca réznica w polarno$ci L-karnityny i jej estrowych
pochodnych implikuje dodatkowe trudnosci w opracowaniu metody ich
réwnoczesnego oznaczania. W zwigzku z powyzszym przeprowadzono badania nad
wplywem réznych czynnikéw na selektywno$¢ opracowanej procedury
z zastosowaniem kolumny Acquity UPLC BEH HILIC [10]. W dobranych
warunkach chromatograficznych 9 analitéw eluowalo w czasie krétszym niz
2,5 minuty, a otrzymane na chromatogramie piki byty symetryczne. Dla wszystkich
zwiazkdéw wspotezynnik asymetrycznosei nie przekraczat 1,05, a uzyskana liczba
potek byla wysoka (rzgdu 15000-550000). Poprawnos¢ uzyskanych wynikow
wskazuje na duza potencjalng przydatno§¢ metody HILIC do rozdzielania
L-karnityny i jej estrowych pochodnych, a uzycie spektrometru mas moze
oczywiscie rozszerzy¢ zakres zastosowania opracowanej procedury. Warto
podkresli¢, ze opracowana metoda HILIC-MS/MS zostala po raz pierwszy
zastosowana do oznaczanie L-karnityny i jej pochodnych w prébkach moczu.

Zwiazki endogenne, takie jak katecholaminy, indoloaminy i metyloksantyny,
réwniez rozdzielano i oznaczano z zastosowaniem techniki wysokosprawnej
chromatografii cieczowej. Z uwagi na charakter chemiczny zwigzkow stosowano
chromatografie w odwréconym ukladzie faz, polaczona z trzema technikami
detekcyjnymi: DAD, FL oraz ED [19-24].

W badaniach farmakokinetycznych tandemowy spektrometr mas jest cennym
narzedziem do identyfikacji farmaceutykow w probkach rzeczywistych. W pracach
[4, 7, 9-11, 16] wykazano, ze stanowi on selektywny i czuly detektor, ktory
w potaczeniu z technikami chromatograficznymi pozwala na analize ilo$ciowa
i jakosciowa badanych potencjalnych biomarkeréw, lekéw oraz ich metabolitow.
Aby przeprowadzi¢ miarodajng analiz¢ z zastosowaniem detektora MS/MS,
konieczne byly kompleksowe badania i okreslenie wplywu wielu zmiennych na
intensywno$¢ sygnatu pochodzacego od oznaczanego analitu [4, 7, 9-11, 16].
Pojedynczo dla kazdego zwigzku przebadano parametry charakterystyczne dla



880 L. BARANOWSKA, S. BAJKACZ, P. MARKOWSKI, J. PLONKA

poszczegolnych analitéw, natomiast dla oznaczanych mieszanin zwigzkéw dobrano
odpowiednie parametry zrodla jonow. Praca w trybie MRM lub SRM umozliwita
uzyskanie bardzo dobrych wartosci stosunku sygnatu do szumu (S/N), a tym
samym uzyskanie niskich granic wykrywalnosci i oznaczalnosci zwigzkow
bedacych przedmiotem powyzszych prac.

Innym ciekawym badaniem wykorzystujacym spektrometric mas bylo
wyznaczanie $ciezek metabolizmu wybranych lekow: B-blokeréw [25] oraz
lekéw nowej generacji [26] w ukladzie in vitro z zastosowaniem systemu ROXY ™.
Dostosowanie odpowiednich warunkéw oraz parametréw eksperymentu, takich jak
warto$¢ potencjatu, pH fazy ruchome;j, rodzaj elektrody pracujacej oraz temperatury
reakcji, miato istotny wpltyw na symulacje metabolizmu oraz na rodzaj powstatych
pochodnych. Interesujace wyniki otrzymane podczas badan w Katedrze Chemii
Srodowiska i Bioanalityki UMK (dzieki uprzejmosci Pana Profesora
B. Buszewskiego) pokazaly, ze nowoczesny system ROXY sprzezony ze
spektrometria mas umozliwia symulacje metabolizmu, tworzac jedng
z alternatywnych metod badan in vitro.
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3. TECHNIKI WOLTAMPEROMETRYCZNE W ANALIZIE
MATERIALU KLINICZNEGO

Metody elektroanalityczne, mimo iz nie wymagaja drogiej aparatury oraz
zapewniaja szybkie i dokladne pomiary, sa stosowane stosunkowo rzadko
w analizie klinicznej. Jedna z przyczyn jest fakt, ze tylko niektdre zwiazki
wykazuja aktywnos$¢ elektrochemiczna, bedaca warunkiem uzyskania sygnatu
w metodach elektroanalitycznych. Ponadto, pozostatosci matrycy prébek
rzeczywistych moga wykazywaé elektroaktywnos¢, co utrudnia analizy. Aby
zminimalizowa¢ wplyw matrycy na otrzymany wynik, prébki moczu oczyszczano
przez stracanie biatek, ekstrakcje do fazy stalej lub ekstrakcje ciecz-ciecz [34-36].
W Tabeli 3 zebrano dane dotyczace parametréw oznaczania badanych przez nas
lekow technikami woltamperometrycznymi.

Tabela 3. Parametry oznaczen badanych lekow technikami woltamperometrycznymi
Table 3. Parameters of determination of tested drugs by voltammetric techniques
. ) Elektroda Elektl:oda ) Zakre.s Zakres Przygc.)to- .
Lp. Analit Technika pracujgca odnie- Elektrolit | potencja- | oznaczal- wanie Lit.
sienia low [V] nosci proébki
PP + SPE +
paracetamol, bufor LLE
furosemid, X 0,0-1,25 (PP:
1. dipyron, DPV HMDE, Ag/AgCl BrltFona R -0,3—- 0.51-66,1 acetonitryl; [34]
. grafitowa Robinsona uM i X
cefazolina, H=2 4 1,0 SPE: NH,;
deksametazon P ’ LLE: octan
etylu)
bufory PP + SPE
paracetamol, Brittona — 25-450 (PP:
2. karwedilol, CV, DPV GCE Ag/AgCl | Robinsona | -0,5—-1,5 ’ /ml’ acetonitryl; [35]
sildenafil 0 pH=3,26 e SPE: Oasis
i2,09 MCX)
bufor PP + SPE
propranolol, GCE Brittona — 32510 — (PP:
3. dwa jego CV,DPV | GCEMW | Ag/AgCl . -0,5-1,5 ’ 4 acetonitryl; [36]
f Robinsona 1,35-10"M .
metabolity CNTs pH=3,0 SPE: Oasis
’ HLB)
bufory
paracetamol, I?Sﬁﬁ?jn; 2,17-10° roztwor
4. dwajegp cv GCE Ag/AgCl o pH od -0,5-1,6 1:654 104 M modelovgle [37]
metabolity
1,81 do
7,24
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4. ZASTOSOWANIE OPRACOWANYCH METOD DO OZNACZANIA
WYRBNAYCH LEKOW, ICH METABOLITOW I SUBSTANCJI
EDNOGENNYCH W PLYNACH USTROJOWYCH

W celu monitorowania terapii opisane procedury analityczne zastosowano do
wykrywania i oznaczania lekéw oraz ich metabolitow, w ptynach ustrojowych
pacjentéw leczonych na oddziatach kardiologicznych i neurologicznych. Badania
na materiatach biologicznych przeprowadzano po uzyskaniu zgody Komisji
Bioetycznej.

W pracach przedstawiono wyniki otrzymane po analizie probek biologicznych
pobranych od oso6b zazywajacych niesteroidowe leki przeciwzapalne (ibuprofen,
paracetamol, naproksen) [5, 6, 11, 16], P-blokery (karwedilol, metoprolol,
propranolol) [5, 8, 16], nowy lek stosowany w terapii objawowej zylnej choroby
zatorowo-zakrzepowej (riwaroksaban) [7], lek bedacy blokerem receptora
aldosteronowego (spironolakton) [8], oraz lek nalezacy do grupy inhibitorow
konwertazy angiotensyny (enalapril) [8, 9]. Ponadto, opracowane metody pozwolily
na oznaczenie metabolitow propranololu, karwedilolu, tiklopidyny, enalaprilu,
spironolaktonu, aspiryny, paracetamolu oraz ibuprofenu. Probki moczu byly
pobierane od pacjentéw w réznych odstepach czasu od podania leku [6].

Opracowang procedure USAEME-UHPLC-MS/MS po raz pierwszy
zastosowano do oznaczania ibuprofenu i jego czterech metabolitow [11]. Wyniki
uzyskane podczas monitorowania stezenia lekow i ich metabolitow w roznych
odstgpach czasu od doustnego podania leku wykorzystano do okreslenia profilu
zmiany stezenia ibuprofenu i jego metabolitow w zaleznosci od czasu [11].

W innej pracy zidentyfikowano niebadane do tej pory metabolity
riwaroksabanu [7]. W literaturze tylko w jednej publikacji autorzy podali
informacje na temat potencjalnych produktow biotransformacji riwaroksabanu,
ktére moga wystepowaé w probkach osocza ludzkiego [38]. Ze wzgledu na brak
komercyjnie dostepnych wzorcéw niemozliwe bylo przeprowadzenie analizy
ilosciowej wykrytych w moczu zwigzkéw. Dodatkowo w badaniach zastosowano
program Lightsight™, ktéry za pomoca specjalnego algorytmu umozliwit
znalezienie metabolitow oraz znacznie przyspieszyt i ulatwil proces profilowania
powstajacych pochodnych. Za pomoca tego programu potwierdzono obecnosé
wszystkich zidentyfikowanych w trybie MRM metabolitow riwaroksabanu.

Oproécz lekéw w probkach moczu i osocza réwnoczesnie oznaczono takze
zwiazki polifenolowe i ich metabolity, by nastepnie poréwnac¢ ich wptyw na zmiany
stezen lekow po stosowaniu zwyklej diety i po wprowadzeniu dodatkowych
produktéw bogatych w polifenole [15, 27-29]. Przykladowe wyniki analiz probek
moczu na zawartos¢ propranololu i jego metabolitu wskazuja, iz stezenie leku
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w moczu wzrasta po zastosowaniu diety bogatej w przeciwutleniacze, oraz
suplementéw diety. Ponadto, w moczu pacjentéw spozywajacych duze ilosci
produktow  bogatych ~w  polifenole  oznaczono  mniej  metabolitu
(4-hydroksypropranololu) w pordwnaniu z probkami moczu pobranymi od
pacjentéw stosujacych zwykla diete. Otrzymane wyniki jednoznacznie wskazuja na
konieczno$¢ monitorowania stezenia [-bloker6w w plynach ustrojowych
pacjentéw w przypadku rownoczesnego spozywania flawonoidow, gdyz zmienia si¢
W sposob istotny metabolizm lekow.

Procedury analityczne, opisane w pracy [4, 10], zastosowano w badaniach nad
poszukiwaniem potencjalnych markeréw chorob kardiologicznych. Wyniki
otrzymane po analizie probek pochodzacych od pacjentéw pozwolily jednoznacznie
stwierdzi¢, ze jest mozliwe wykorzystanie opracowanej metody UHPLC-MS/MS
do oznaczania L-karnityny, jej acetylowej pochodnej i kwasu a-ketoglutarowego do
badan przesiewowych [4]. Co wigcej, druga opracowana metoda HILIC-UHPLC-
MS/MS do réwnoczesnego oznaczania L-karnityny i jej szesciu estrowych
pochodnych moze dostarczy¢ bardziej szczegdétowych informacji na temat zmian
w uktadzie sercowo-naczyniowym [10].

W leczeniu wielu chorob wazng rol¢ odgrywaja aminy biogenne z grupy
katecholamin i indoloamin (dopamina, serotonina) oraz metyloksantyny (teofilina,
teobromina, kofeina). Sg one stosowane samodzielnie jako leki, lub w potaczeniu
z innymi substancjami tak, aby wspiera¢ i wzmacnia¢ dziatanie - np. polaczenie
kofeiny i paracetamolu. Integralna czgscig procesu leczenia moze by¢ rowniez
suplementacja witaminowa. Opracowane procedury chromatograficzne umozliwiajg
rozdzielanie i oznaczanie zwigzkéw endogennych z grup katecholamin, indoloamin,
metyloksantyn oraz witamin rozpuszczalnych w wodzie, jak réwniez wybranych
lekéw (przeciwbdlowych, moczopgdnych, antybiotykow) [19-24]. Procedury shuza
nie tylko do oznaczenia zwigzkéw gtéwnych (dopamina, serotonina, kofeina), lecz
réwniez ich metabolitéw. Wiaze si¢ to z koniecznos$cia posiadania uktadu dajacego
sygnal analityczny w szerokim zakresie stgzen. Zastosowanie potaczenia
szeregowego dwoch detektorow umozliwilo oznaczanie analitow na réznych
poziomach stezen, bez koniecznosci dodatkowego rozcieficzania/zatgzania probki
[19, 20, 22-24].

Opracowane procedury do wydzielania i oznaczania amin biogennych
stosowano w  przypadku analiz moczu pacjentéw po  zabiegach
kardiochirurgicznych i pacjentow bedacych w trakcie terapii choroby Parkinsona.
Procedury do oznaczania metyloksantyn, jak réwniez metyloksantyn obok innych
lekéw, wykorzystano do analizy moczu pacjentow oddziatu intensywnej opieki
medycznej, chorych na astme [19-24].
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W ostatnim czasie nastapit duzy postgp w leczeniu chorych cierpigcych na
nadcisnienie ptucne. Wprowadzenie do leczenia NO umozliwilo przezycie wielu
chorych z cigzkimi zespotami nadci$nienia ptucnego w okresach noworodkowym
i okolo operacyjnym. Lek ten jednak, ze wzgledu na istotng toksyczno$¢ przy
dlugoterminowym  stosowaniu, nie znalazt zastosowania u pacjentéw
z przewlektym nadci$nieniem plucnym. Wprowadzona do leczenia nadci$nienia
plucnego L-arginina daje nadzieje na podobny postep w leczeniu chorych
z przewleklym nadcisnieniem ptucnym.

L-arginina wspomaga takze wytwarzanie hormonu wzrostu, stymulujac rozwoj
i czynno$¢ grasicy, stymuluje laktacjg, oraz przyczynia si¢ do optymalnego
zwigkszenia masy miesni i kolagenu, dzigki czemu jest chetnie stosowana przez
kulturystow jako naturalny suplement diety.

Otrzymane wyniki wskazuja, iz przedstawione powyzej rozwigzania
metodyczne z zastosowaniem technik separacyjnych i spektralnych moga stanowic¢
narzgdzie do monitorowania stezen lekow i ich metabolitow oraz zwigzkéw
pochodzenia endogennego w probkach rzeczywistych. Czutos¢ i selektywnos¢
opracowanych procedur analitycznych otrzymana po odpowiednim doborze
zarébwno parametréw ekstrakcji analitow, jak ich oznaczania, byla wystarczajaca,
by w przypadku kazdej probki rzeczywistej moc oznaczy¢ anality z dobra precyzja
i doktadnoscia.

Kontrola stgzenia lekow i ich metabolitéw w rzeczywistym czasie leczenia jest
jedng z najefektywniejszych metod personalizacji terapii, uwzgledniajacej
indywidualne cechy pacjenta oraz ewentualne oddzialywania farmaceutykéw
z innymi zwigzkami. Wielo$¢ oznaczanych zwigzkéw, ztozony skiad matryc oraz
wymagane niskie granice oznaczalno$ci powoduja stale zapotrzebowanie
w dziedzinie analityki medycznej na odpowiednie procedury analityczne.
W literaturze nadal pojawiaja si¢ prace z tej tematyki badawczej. Potwierdza to
fakt, iz rozwdj czutych i selektywnych procedur analitycznych stosowanych
w oznaczaniu lekéw i ich metabolitow oraz innych zwiazkéw biologicznie
aktywnych jest nadal aktualnym nurtem badawczym [39-41].

UWAGI KONCOWE

Przedstawione w artykule metody przygotowania probek biologicznych do badan,
jak réwniez oznaczen lekoéw, ich metabolitéw lub zwiazkéw wydzielania wewnetrznego
moga utatwi¢ innym badaczom opracowanie metodologii do badan nad nowymi lekami
Iub przy opracowywaniu procedur w diagnostyce multiparametralnej. Opisane metody
moga by¢ w niektorych przypadkach bezposrednio aplikowane do nowych potrzeb
terapii, zarowno w zakresie s$ledzenia metabolizmu lekow, jak i badan ich

farmakokinetyki. Inne z opisanych metod bedg wskazowka w kwestiach wyboru
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metody wydzielania analitéw z probek, doboru odpowiednich sorbentéw, typu

oprzyrzadowania lub planowania procedur.

Dorobek naszego zespolu w przedstawionej tematyce moze by¢ zacheta

i zaproszeniem do wymiany doswiadczen z badaczami z innych osrodkow

akademickich, ktérzy zajmuja si¢ bioanalityka i dziedzinami pokrewnymi.
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