ET
po B Lig,

éf %, Uniwersytet
& ; vOpzki

’%

Rt L0°1’

AUTOREFERAT

(Zalgcznik 2a)

dr Grazyna Chwatko

Katedra Chemii Srodowiska
Wydzial Chemii
Uniwersytet £.odzki

2014



Zatqcznik 2a Autoreferat

1. Dane personalne

Imi¢ 1 nazwisko: Grazyna Chwatko

Posiadane dyplomy i stopnie naukowe:

Magister chemii, Uniwersytet L.odzki, 1994 rok, po przedstawieniu pracy na temat:
»Analiza kaptoprylu w probkach biologicznych metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej po ekstrakcji na fazie statej”.

Doktor nauk chemicznych, Uniwersytet £.6dzki, 2002 rok, po przedstawieniu pracy na
temat: ,,Wyznaczanie statusu redox tioli w osoczu krwi ludzkiej metods

wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j”.

Informacje o przebiegu pracy zawodowej:

1994-1996, nauczyciel w Liceum Ogdlnoksztalcacym w Monkach,

1996-2002, asystent w Uniwersytecie Lodzkim, na Wydziale Chemii w Katedrze
Technologii Chemicznej i Ochrony Srodowiska, w Zaktadzie Chemii Srodowiska,
2002-obecnie, adiunkt w Uniwersytecie L.odzkim, na Wydziale Chemii, w Katedrze

Chemii Srodowiska.

Dane scjentometryczne

Liczba publikacji przed osiggni¢ciem stopnia doktora — 9
Liczba publikacji po osiggnigciu stopnia doktora — 33, w tym:
o prace oryginalne z listy Journal Citation Reports (JCR) — 26
o prace oryginalne z poza listy JCR — 4
o prace przegladowe z listy JCR — 2
o prace przegladowe spoza listy JCR — 1
Liczba publikacji wchodzacych w sktad cyklu — 7
Sumaryczny wspotczynnik wptywu (Impact Factor, IF) dla wszystkich publikacji:
o zgodnie z rokiem 2012 — 107,048
o zgodnie z rokiem publikacji — 93,296
Sumaryczny IF dla publikacji w cyklu:
o zgodnie z rokiem 2012 — 19,737
o zgodnie z rokiem publikacji — 19,646
Liczba cytowan wszystkich publikacji wg bazy Web of Science:
o catkowita — 667 (Indeks Hirscha — 14)
o bez autocytowan — 636 (Indeks Hirscha — 14)
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2. Wskazanie osiagniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
I tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

2.1. Tytut osiggnigcia naukowego:

Analiza probek biologicznych na zawartos¢ metabolicznie spokrewnionych
zwiqzkow siarki

2.2. Publikacje wchodzace w sktad osiggniecia naukowego

Prace zostaty przedstawione w kolejnosci ich omawiania w tek$cie autoreferatu.
Wspotczynnik wptywu (IF) podany zostat wg roku opublikowania poszczegdlnych prac
badz z roku 2012 dla prac z lat 2013 i 2014. Podana liczba cytowan prac pochodzi z bazy
Web of Science. Gwiazdka przy nazwisku oznacza, ze autorka osiggnigcia jest autorem do

korespondencji.

H1 G. Chwatko*, V.M. Darras, E. Bald, A method for the determination of total and
reduced methimazole in various biological samples. Food Addit. Contam. A,
DOI: 10.1080/19440049.2014.905878
IF(2012) 2,22, liczba cytowan 0
Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu badan, wykonaniu
wszystkich eksperymentow, opisaniu i interpretacji uzyskanych wynikow, udziale
w  dyskusji ze wspotautorami nad wynikami badan, redagowaniu manuskryptu

i korespondencji z edytorem czasopisma. Moj udzial procentowy szacuje na 60%.

H2 G. Chwatko, E. Bald, Determination of thiosulfate in human urine by high
performance liquid chromatography, Talanta, 79 (2009) 229-234.
IF 3,498, liczba cytowan 7
Moj  wkiad polegal na zaplanowaniu badan, przeprowadzeniu wszystkich
eksperymentow, opisaniu wynikow, dyskusji ze wspotautorem nad interpretacjg

wynikow i wspotredagowaniu manuskryptu. Moj udzial procentowy szacuje na 80%.

H3 K. Ku$merek, G. Chwatko, E. Bald, Redox status of main urinary sulfur amino acids
evaluation by liquid chromatography, Chromatographia, 68 (2008) S91-S95.
IF 1,312, liczba cytowan 6
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H4

HS

H6

H7

Moj wktad polegat na zaplanowaniu badan dotyczgcych oznaczania aminokwasow
tiolowych w moczu, opisaniu i interpretacji wynikow oraz wspotredagowaniu

manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 50%.

G. Chwatko*, Spectrophotometric method for the determination of total thiols in
human urine. Ann. Clin. Lab. Sci. 43 (2013) 424-428.

IF(2012) 0,879, liczba cytowan 0

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu badan, wykonaniu
wszystkich eksperymentow, interpretacji wynikow badan, napisaniu manuskryptu

i korespondencji z edytorem czasopisma. Moj udziat procentowy wynosi 100%.

G. Chwatko*, P. Kubalczyk, E. Bald, Determination of lipoic acid in the form of
2-S-pyridinium  derivative by high-performance liquid chromatography with
ultraviolet detection. Curr. Anal. Chem. DOI: 10.2174/1573411010999131219101340.
IF(2012) 1,558, liczba cytowan 0

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu badan, wykonaniu
wigkszosci eksperymentow, opisaniu i interpretacji wynikéw, udziale w dyskusji ze
wspotautorami nad wynikami badan, redagowaniu manuskryptu i korespondencji

z edytorem czasopisma. Moj udzial procentowy szacuje na 15%.

G. Chwatko, H. Jakubowski, The determination of homocysteine-thiolactone in human
plasma, Anal. Biochem. 337 (2005) 271-277.

IF 2,996, liczba cytowan 66

Moj wktad polegal na przeprowadzeniu wszystkich eksperymentéw, wykonaniu
obliczen, dyskusji ze wspotautorem nad interpretacjg wynikow. Moj udzial procentowy

szacuje na 33%.

G. Chwatko, H. Jakubowski, Urinary excretion of homocysteine-thiolactone
in humans, Clin. Chem. 51 (2005) 408-415.

IF 7,149, liczba cytowan 46

Moj wklad polegal na przeprowadzeniu wszystkich eksperymentow, wykonaniu
obliczen, dyskusji ze wspotautorem nad interpretacjq wynikow. Moj udziat procentowy

szacuje na 33%.



Zatqcznik 2a Autoreferat

2.3. Omowienie celu naukowego pracy 1 osiggni¢tych wynikow

Najwazniejsze stosowane skroty

BCPB — bromek 1-benzylo-2-chloropirydyniowy
CMQT - tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylochinoliniowy
CGSH - cysteinyloglicyna

CSH — cysteina

DHLA — kwas dihydroliponowy

Hcy — homocysteina

HTL — tiolakton homocysteiny

LA — kwas liponowy

MMI — metimazol

OPA - aldehyd o-ftalowy

TCEP — tris(2-karboksyetylo)fosfina

Wstep

Zwigzki zawierajace siark¢ sa przedmiotem zainteresowania wielu osrodkow
zajmujacych si¢ badaniami biomedycznymi z uwagi na ich istotng rol¢ w réznorodnych
fizjologicznych i patologicznych przemianach [1, 2].

Probki biologiczne naleza do najbardziej ztozonych, gdyz ich matryce sktadaja si¢
z duzej liczby skladnikéw o roéznym stezeniu. Analiza probek biologicznych jest
nietatwym zadaniem, gdyz charakteryzuja si¢ one skomplikowang matrycg oraz czgsto
matg trwatoscig. W probkach tych obiektowi analitycznemu o stezeniu sladowym lub
ultrasladowym  towarzysza czg¢sto substancje o podobnych  wlasciwosciach
fizykochemicznych i duzym st¢zeniu, ponadto anality moga tworzy¢ koniugaty z biatkami
badz innymi zwigzkami obecnymi w probkach. Uzyskanie wiarygodnego wyniku analizy
chemicznej, ztozonych probek biologicznych, wymaga od analityka poswigcenia uwagi
wszystkim etapom skladajacym si¢ na proces analityczny. Do etapow tych zalicza si¢
pobieranie i przechowywanie probki, przygotowanie jej do analizy, walidacja metody,
pomiar oraz obrobka danych. Najkrotszym etapem procesu analitycznego jest pomiar, gdyz
szacuje si¢, ze stanowi on okoto 6% catkowitego czasu analizy, podczas gdy obrobka
danych pochtania az 27% czasu [3]. Prawidlowe pobranie i przygotowanie probek okazuje
si¢ jednym z trudniejszych i czasochlonnych etapow, gdyz zajmuje okoto 67% catkowitego

czasu analizy. Nalezy roéwniez nadmieni¢, ze etap ten stanowi najwigksze Zrodto
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calkowitego btedu analizy i szacuje si¢, ze wynosi statystycznie 60%. Pozostate 40%
catkowitego btedu analizy przypada na pomiar wraz z walidacjg metody i obrobke danych,
odpowiednio w ilosci 30% 1 10%.

Gtownym celem prowadzonych przeze mnie badan byto dostarczenie narzedzi
badawczych, ktore w dokladny i precyzyjny sposdb pozwolg analizowaé zaleznosci
pomiedzy wystepowaniem podwyzszonego stezenia zwigzkow zawierajacych siarke
I procesem starzenia, obecnoscig chordb sercowo-naczyniowych i neurodegeneracyjnych.
Narzedzia te dodatkowo pozwolg $ledzi¢ w organizmach zywych przemiany jakim ulegaja
wybrane leki czy suplementy diety, to jest transport migdzypokoleniowy
I farmakokinetyka.

Przygotowanie probki do analizy

Stosowane do analizy prébek biologicznych techniki nie sg na tyle uniwersale, by
pozwolily na oznaczanie zawarto$ci $ladowych sktadnikéw probki bez jej wstepnego
przygotowania. Nie ma jednej, uniwersalnej metody przygotowania probek, ktora bytaby
odpowiednia dla wszystkich analizowanych materialtow. Sposob przygotowania probki
zalezy przede wszystkim od stanu jej skupienia. Ogolnie wiadomo, ze utrudnienia
w analizie probek biologicznych rosng wraz ze zmniejszaniem si¢ stopnia plynnos$ci
analizowanego materialu. W zwiazku z tym, najtatwiej analizuje si¢ probki plynne, takie
jak mocz i osocze, a wigcej trudnosci sprawiaja tkanki stale np. mézg, watroba czy
tarczyca. Tkanki state przed analizg technikami separacyjnymi w fazie cieklej muszg by¢
poddawane homogenizacji, ktora prowadzi do rozdrobnienia i ujednorodnienia probki.
Podczas tego procesu nalezato zwrdci¢ uwage na fakt, ze wraz z rozcienczeniem probki
w trakcie homogenizacji maleje catkowity btad metody (Rys. 1), poniewaz W mniej
gestych roztworach lepiej zachodzg reakcje chemiczne, ponadto podczas pomiaru objetosci
popetnia sie mniejszy blad. Z drugiej strony wraz ze wzrastajgcym rozcienczeniem
uzyskujemy gorsza granice wykrywalnosci i oznaczalnosci metody. W swoich badaniach
optymalizowatam parametry homogenizacji tkanek tarczycy, watroby i mozgu Kur,

kurzych embrionéw oraz biatka i z6ttka jaja kurzego [H1].
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Rys. 1. Wptyw rozcienczenia probki na doktadno$é¢ oznaczen. (G. Chwatko, dane niepublikowane)

Biologicznie wazne zwiazki siarki, takie jak aminokwasy siarkowe i tiosiarczany
nie posiadajg strukturalnych wtasciwosci pozwalajacych na ich bezposrednie wykrywanie
przy pomocy detektora spektrofotometrycznego 1 fluorymetrycznego. Tiolakton
homocysteiny (HTL) absorbuje promieniowanie UV i posiada maksimum absorpcji przy
240 nm, jednak jego molowy wspélczynnik absorpcji wynosi 3500 dm®-mol™-cm™ [4].
Metody analityczne opierajace si¢ na pomiarze absorbancji przy 240 nm majg wysoka
granice wykrywalnoéci uniemozliwiajacg skuteczne oznaczanie zawartosci tiolaktonu
w probkach osocza [4]. W zwiazku z powyzszym na etapie przygotowania probki do
oznaczania wspomnianych zwigzkow zawierajacych siarke wykorzystalam reakcje
derywatyzacji. Do tego celu wuzylam nastepujgce odczynniki derywatyzujace:
tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylochinoliniowy (CMQT) [H1-H3], bromek 1-benzylo-2-
chloropirydyniowy (BCPB) [H4, H5] i aldehyd o-ftalowy (OPA) [H6, H7]. CMQT jest
powszechnie znanym odczynnikiem stosowanym do derywatyzacji zwigzkow
zawierajagcych funkcje —SH [5, 6], ktory w wyniku reakcji daje stabilng S-chinoliniowg
pochodng o wysokim molowym wspotczynniku absorpcji  wynoszacym  OKoto
20000 dm* mol™-cm™ [7]. Prowadzone przeze mnie badania, z wykorzystaniem CMQT
jako odczynnika derywatyzujacego, wykazaly ze reaguje on z siarkg sulfanowa zawarta
w anionie tiosiarczanowym. W zwigzku z tym, jako pierwsza, zastosowatlam CMQT do
oznaczania tiosiarczanow w moczu [H2]. Wykazatam, ze reakcja tiosiarczanow z CMQT
zachodzi w stosunku stechiometrycznym 1:1, w pH 7, w czasie 2 minut, przy
dziesigciokrotnym nadmiarze CMQT, z utworzeniem stabilnej tioeterowej pochodnej,
1-metylo-2-tiochinolonu, zgodnie ze schematem reakcji zamieszczonym na rysunku 2
[H2].
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Rys. 2. Schemat reakcji derywatyzacji tiosiarczanow i siarczkow z uzyciem CMQT.

Jak mozna zauwazy¢ zaréwno tiosiarczany jak i siarczki w reakcji z CMQT daja ta sama
pochodng, 1-metylo-2-tiochinolon, zatem istotnym jest dobor warunkéw reakcji
pozwalajagcy na roznicowanie tych zwigzkow w przypadku ich rownoczesnego
wystepowania w badanych probkach. Dowiodtam, ze pH $rodowiska reakcji jest
czynnikiem réznicujgcym reaktywno$¢ siarczkOw i tiosiarczandw w stosunku do CMQT
(Rys. 3). Prowadzac reakcje derywatyzacji rownolegle w pH 2 (reaguja tylko tiosiarczany)
oraz pH 7 (reaguja tiosiarczany i siarczki) i oznaczajac ilo$¢ powstatego 1-metylo-2-

tiochinolonu w tych probkach mozna z r6znicy wyliczy¢ ilo$¢ siarczkow.

20 —e—tiosiarczany —a— siarczki

w
o
1
T

Wysokos¢ piku [mAU]
o S

Rys. 3. Wplyw pH na wydajno$¢ reakcji derywatyzacji tiosiarczanéw i siarczkow. Warunki reakcji:
dziesigciokrotny nadmiar CMQT, czas reakcji 5 min, st¢zenie analitow 10 nmol/mL. Rysunek 4 w pracy H2.

BCPB wykorzystatam do oznaczania sumy tioli catkowitych [H4] i kwasu
liponowego (LA) [H5] w moczu. W swoich badaniach opracowatam procedury

derywatyzacji kwasu dihydroliponowego (DHLA) uzyskanego po redukcji LA za pomocg
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chlorowodorku tris(2-karboksyetylo)fosfiny (TCEP). Stosujac metod¢ zmian ciagglych
wyznaczylam stechiometri¢ reakcji. DHLA reaguje z BCPB w stosunku molowym 1:2
z utworzeniem stabilnej 2-S-pirydyniowej pochodnej. Reakcja ta przebiega w wyniku

nukleofilowego ataku grup tiolowych DHLA na atom chloru w czgsteczce BCPB, zgodnie

(j\ (\]/\/\/lLOH
TCEP_ + 2 \N ®_\
Q ]
\
Br— _

Rys. 4. Schemat reakcji redukcji LA do DHLA i derywatyzacji DHLA z uzyciem BCPB.

z ponizszym roéwnaniem reakcji [H5].

Ustalitam, ze optymalnym $rodowiskiem reakcji jest bufor o pH 9. W $rodowisku tym
reakcja pomigdzy DHLA i BCPB przebiega w ciggu 5 minut, w temperaturze pokojowej,
przy 5-krotnym nadmiarze odczynnika derywatyzujacego. BCPB reaguje rowniez z innymi
zwigzkami zawierajacymi grupe —SH w zakresie pH 8-12 (Rys. 5) [H4].

0.5 -
i (]
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= ]
< 03 - A
— (]
.g s © CSH
c -
e - X O Hcey
o A
é 01 - o A GSH
X CGSH
0 - - é T T T 1
3 5 7 9 11 13

pH

Rys. 5. Wplyw pH na wydajno$¢ reakcji derywatyzacji aminokwasow siarkowych. Warunki reakcji:
10-krotny nadmiar odczynnika derywatyzujacego — BCPB, czas reakcji 5 min, st¢zenie kazdego z analitow
50 nmol/mL. CSH — cysteina, Hcy — homocysteina, GSH — glutation, CGSH — cysteinyloglicyna. Rysunek 4
w pracy H4.

Istotng zaleta stosowania BCPB jest wystgpowanie duzego, wynoszacego okoto 45 nm,
batochromowego przesunigcia maksimum absorpcji dla powstatych S-pirydyniowych
pochodnych w stosunku do odczynnika. Wystepowanie tego przesunigcia pozwolito mi

zastosowac te reakcj¢ do oznaczania sumy tioli catkowitych wystgpujacych w moczu, przy

-9-
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wykorzystaniu spektrofotometrii w zakresie UV, przy jednoczesnym uproszczeniu
procedury przygotowania probki do reakcji redukcji i derywatyzacji [H4].

Pokolumnowa reakcja derywatyzacji homocysteiny (Hcy) i tiolaktonu
homocysteiny (HTL) z wykorzystaniem OPA =zostala opisana w literaturze [8]
1 zastosowana do oznaczania ich zawartosci w medium pochodzacym z hodowli komorek
Hep G2. Metoda ta ze wzgledu na granice wykrywalnosci, rowna 10 nmol/L, nie jest
uzyteczna do bezposredniego oznaczania HTL w osoczu, gdyz jego Srednie st¢zenie jest
mniejsze i wynosi 1,9 + 3,9 i 3,3 = 7,3 nmol/L odpowiednio u kobiet i m¢zczyzn [H6].
W zwiagzku z tym w trakcie opracowywania metody oznaczania HTL na etapie
przygotowania probek osocza i moczu wykorzystatam odpowiednio techniki ekstrakciji,
ciecz-ciecz [H6] i ciecz-cialo state [H7]. Wykorzystanie selektywnej ekstrakcji HTL
z probek biologicznych bylo mozliwe ze wzglgdu na jego whasciwosci. W przeciwienstwie
do wigkszosci aminokwasow, ktorych grupa a-aminowa posiada pK, okoto 9,5, pK, grupy
a-aminowej obecnej w czasteczce HTL jest rowne 7,1 [9]. Wzglednie niska warto$¢ pK,
I brak grupy karboksylowej w HTL powoduje, ze w pH okoto 8 czasteczka tiolaktonu
pozbawiona jest tadunku, a w srodowisku lekko kwasnym natadowana dodatnio (Rys. 6).
Zmiany pH w zakresie od 6 do 8 zasadniczo nie wplywaja na wihasciwosci innych,

obecnych w probce aminokwasow, z wyjatkiem histydyny.

+

N}{z + H+ NF@
—0 _ H+ éo

S pKa 7,1 S

Rys. 6. Zmiana tadunku na grupie aminowej HTL w zaleznosci od pH Srodowiska.

Probki moczu i osocza po filtracji na membranach typu ,.cut-off’, zatrzymujacych
czasteczki wigksze od 10kD, alkalizowatam do pH ok. 8 i ekstrahowatam odpowiednio na
weglu aktywnym badz za pomocg mieszaniny skladajacej si¢ z chloroformu 1 metanolu.
W obu przypadkach do re-ekstrakcji HTL uzywatam roztworu kwasu solnego. Wydajnos¢
procesu ekstrakcji za pomoca mieszaniny chloroform/metanol wynosita 61,8 + 7,7%
(n = 30) [H6]. Badania wydajnosci prowadzitam dla probek osocza zaszczepionych HTL
w zakresie stezen od 1 do 20 nmol/L, badz wykorzystujac HTL zawierajacy radioaktywny
atom siarki *°S. Ekstrakcja mieszanina chloroform/metanol okazata sie bardziej selektywna
niz ekstrakcja na weglu aktywnym. Zastosowanie ekstrakcji pozwolito mi obnizy¢ granice

detekcji metody oznaczania HTL w osoczu do wartosci 0,36 nmol/L.

-10-
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W opracowanych metodach etap przygotowania probki do koncowej analizy
obejmuje rozne procesy, takie jak: homogenizacja, reakcja derywatyzacji, reakcja redukcji,
ekstrakcja czy deproteinizacja. W zalezno$ci od metody etap przygotowania probki

zajmuje od 62 do 88% catkowitego czasu analizy (Rys. 7).

A) B) C)

88% 79%

62%
Przygotowanie probki Przygotowanie . t .
Sbki \ Przygotowanie
\ \\\ pro N probki
\\ \\

Rys. 7. Udziat przygotowania probki (kolor zotty), pomiaru i kalibracji (kolor niebieski) oraz obrobki danych
(kolor czerwony) w catkowitym czasie analizy. A) Metoda oznaczania HTL w moczu i osoczu [H6, H7],
B) metoda oznaczania MMI w homogenatach tkanek [H1], C) metoda oznaczania tiosiarczanéw w moczu
[H2].

Optymalizacja warunkow rozdzielania chromatograficznego

Podczas prowadzonych badan opracowatam metody umozliwiajagce Oznaczanie
stezenia  tiosiarczanow [H2], aminokwasow siarkowych [H2, H3], tiolaktonu
homocysteiny [H6, H7], kwasu liponowego [H5] i metimazolu [H1] w probkach
biologicznych z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).

Jak wspomniatam wczes$niej tiosiarczany w reakcji z CMQT tworza niepolarng
pochodng — 1-metylo-2-tiochinolon, ktory oznaczatam technika HPLC w odwrdoconym
uktadzie faz [H2]. Czasteczka 1-metylo-2-tiochinolonu efektywnie ulega retencji na
niepolarnej kolumnie (C-18), a rozdzielenie wszystkich sktadnikow zawartych w probkach
moczu, przy zastosowaniu elucji izokratycznej zajmuje 3,5 minuty (Rys. 8A).
W przeciwienstwie do 1-metylo-2-tiochinolonu, 2-S-chinoliniowe pochodne tioli
posiadaja dodatni tadunek netto, w zwigzku z tym istnieje potrzeba dodania do fazy
ruchomej odczynnika par jonowych, role ta spetnia kwas trichlorooctowy. Poniewaz
rozdzielane pochodne znacznie rdznig si¢ hydrofobowos$cig koniecznym byto zastosowanie
elucji gradientowe] umozliwiajacej] wymycie z kolumny bardziej lipofilowych analitow
(Rys. 8B). Catkowity czas analizy chromatograficznej probek moczu, w ktorych
oznaczatam jednocze$nie tiosiarczany, cysteing (CSH) i cysteinyloglicyne (CGSH)

wynosit 11 minut. 1-metylo-2-tiochinolon jest wymywany z kolumny w formie
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symetrycznego piku po czasie 2,9 min (elucja izokratyczna) i 8,7 min (elucja gradientowa)
bez zaklocen ze strony innych skladnikéw obecnych w probkach moczu. Z uwagi na
wystepowanie roznic w maksimach absorpcji  1-metylo-2-tiochinolonu i 2-S-
chinoliniowych pochodnych tioli, chromatogramy rejestrowatam przy dwoch roznych
dhugosciach fali, tj. 375 i 355 nm odpowiednio dla pochodnych tiosiarczanow i

aminokwasow siarkowych [H2].

A)20 T 5 B) 95 4 1
/ 4
! 75 /
2 >
£ £ 27T 3
S 10 + P 5
% 8 ] | IN_AJA.
2 IS ]
@] P
8 °7 5 15 +——oA"
v
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0 e ———————— - ' ’ - ’ -
0 1 2 3 4 CHE 8
Czas [min]
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Rys. 8. Przykladowe chromatogramy probki moczu (A) elucja izokratyczna, (B) gradientowa. Piki:
1 - CSH-CMQT (20,26 umol/L), 2 — CGSH-CMQT (1,39 umol/L), 3 — standard wewnetrzny, 4 - CMQT,
5 — 1-metylo-2-tiochinolon (18,7 umol/L). Warunki chromatograficzne: kolumna Zorbax C-18, temp. 25 °C,
predkos¢ przeptywu 1,2 mL/min, analityczna dlugo$¢ fali 355 nm dla tioli (linia niebieska) i 375 nm dla
tiosiarczanow (linia czerwona). A — elucja izokratyczna 60/40 (v/v) acetonitryl/woda; B — elucja
gradientowa, faza ruchoma TCA/acetonitryl. Rysunek 5b i 5¢ w pracy H2.

Na tym samym schemacie opieraty Si¢ opracowane przeze mnie metody
oznaczania metimazolu (MMI) [H1] i LA [H5] w probkach biologicznych. Probki
zawierajace MMI lub LA poddawane byty derywatyzacji z CMQT badz BCPB, a powstale
S-pirydyniowe badz S-chinolinowe pochodne separowane w odwrdconych uktadzie faz.
Stezenie MMI w homogenatach tkanek kurzych i osoczu oznaczatam po derywatyzacji
z CMQT przy analitycznej dhugo$¢ fali wynoszacej 345 nm (Rys. 9). Zawartos¢ LA
W moczu i preparatach farmaceutycznych oznaczatam stosujgc 321 nm, jako analityczng
dhugosé¢ fali (Rys. 10).
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Rys. 9. Przyktadowe chromatogramy homogenatow tkanek. Linia cigglta — probki nie zawierajgce MMI,
linia przerywana — probki doszczepione MMI. Pik MMI-CMQT zaznaczono na chromatogramach strzatka.
A) roztwor standardowy MMI o stezeniu 1 pg/mL (20 ng w piku), B) homogenat biatka, stezenie MMI 2
ng/g (3,6 ng w piku), C) homogenat zoéttka, stezenie MMI 2 pg/g (3,6 ng w piku), D) homogenat gtowy
embrionu, stezenie MMI 13,1 pg/g (23,3 ng w piku), E) homogenat tulowia embrionu, stgzenie MMI 15,6
ng/g (27,8 ng w piku), F) homogenat watroby kury, stezenie MMI 2,1 pg/g (9,0 ng w piku), G) homogenat
tarczycy kury, stezenie MMI 25,2 pg/g (44,9 ng w piku), H) homogenat mozgu kury, stezenie MMI 1,9 pg/g
(3,4 ng w piku), I) osocze kury, stezenie MMI 4,9 pg/ml (8,7 ng w piku). Rysunek 2 w pracy H1.
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Rys. 10. Przyktadowe chromatogramy probek moczu: (A) prébka moczu porannego osoby niezazywajacej
LA (czerwona linia) i po doszczepieniu LA o stgzeniu 1 pumol/L (linia niebieska), (B) probka moczu
otrzymana po 1 godzinie od osoby, ktora przyjeta LA w ilosci 600 mg. Warunki chromatograficzne: kolumna
Zorbax C-18; profil gradientu 0-6 min, 10-48% B; 6-10 min, 48-10% B; 10-12 min, 10% B;
Rozpuszczalniki: (A) 2% roztwor kwasu octowego o pH 2,54 i (B) acetonitryl; temp. kolumny 25 °C,
predkos¢ przeptywu 1 mL/min, analityczna dtugos¢ fali 321 nm. Rysunek 4a i 4b w pracy H5.

W celu oznaczenia HTL w osoczu i moczu opracowalam metode oparta na
chromatografii jonowymiennej [H6, H7]. Wykorzystalam fakt, ze czasteczka HTL jest
dodatnio natadowana w pH ponizej pK, (Rys. 6), w zwigzku z czym powinna ulegaé
retencji na kolumnie kationitowej. Dobra separacje HTL od innych sktadnikow probki
(glutation, histydyna, homocysteina) uzyskatam stosujac elucje izokratyczng i1 faze

ruchomga zawierajaca bufor fosforanowy o pH 6,6 i chlorek sodu (Rys. 11).

25
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>
E 151
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g
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04 A e i/\.\
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Minutes

Rys. 11. Przykladowe chromatogramy probek osocza i roztworu standardowego HTL. 1-probka osocza
zawierajaca HTL o stezeniu 6,7 nmol/L, 2—probka osocza zawierajaca HTL o stezeniu 2,8 nmol/L, 3—probka
osocza po dodaniu NaOH przed analiza HPLC, 4—roztwor standardowy HTL (0,1 pmol w piku). Warunki
chromatograficzne: kolumna: kationit PoOlySULFOETHYL A, faza ruchoma: 10 mmol/L bufor fosforanowy
pH 6,6 zawierajacy 5 mmol/L NaCl, predkos¢ przeptywu fazy ruchomej 0,15 mL/min. Piki monitorowano
przy fali wzbudzenia 370 nm i emisji 480 nm, z zastosowaniem pokolumnowej derywatyzacji z OPA.
Rysunek 1 w pracy H6.
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Polaczenie opracowanych warunkow rozdzielania chromatograficznego
z ekstrakcja pozwala na doktadne oznaczanie HTL w badanych probkach osocza i moczu,

a dzigki temu moze pomodc w wyjasnieniu zwigzku HTL z niektorymi chorobami.

Walidacja metod

Opracowane w trakcie badan metody analityczne zostaly poddane walidacji
zgodnie z procedurami zalecanymi w literaturze [10]. W trakcie prowadzonych przeze
mnie eksperymentéw sprawdzitam zakres liniowosci metod, precyzje, doktadnos¢, granice
oznaczalnosci (LOQ) i wykrywalnoséci (LOD) oraz stabilno$¢ analitow. Zebrane wyniki
dla poszczegdlnych metod przedstawitam w tabeli 1. Opracowane metody charakteryzujg
si¢ dobrg doktadno$cig (odzysk) i precyzja (wzgledne odchylenie standardowe, RSD),
a uzyskane wartosci LOQ pozwalaja na S$ledzenie stezenia omawianych analitow

w badanych probkach biologicznych.

Tabela 1. Rezultaty procedur walidacji opracowanych metod.

0, 0,
Analit Matryca . Z.akres,’ : RSD [%] __ Odzysk [%] LOD? LOQ?® Ref.
liniowosci min  max min  max
MMI  Osocze, 0,5-20 05 121 885 1097 0,1 0,5 H1
tkanki  (mg/L, mg/kg)
S,052  Mocz 0,5-50 14 79 912 1082 0,3 0,5 H2
(umol/L)
Tiole Mocz 50 - 500 21 84 957 1029 145 484 HA4
(umol/L)
LA Mocz 0,2-50 09 70 95 1115 01 0,2 H5
(umol/L)
HTL Mocz, 1-40 6,7 105 934 1135 0,36 1 H6
0socze (nmol/L) H7

#Warto$ci LOD i LOQ sg w tych samych jednostkach co zakres liniowo$ci

Sprawdzitam roéwniez trwalo$¢ analitow lub ich pochodnych w badanych
probkach. Okreslenie trwatosci analitu jest istotne, gdyz determinuje ona czas i warunki
przechowywania pobranego materiatu. HTL, jako tioeter jest bardzo reaktywny i z natury
nietrwatly. Sprawdzitam, ze w probkach o0socza przechowywanych w temperaturach
4123 °C po 1 godzinie pozostaje odpowiednio 98,0 = 1,8% 1 86,5 + 3,8% zawartosci
poczatkowej HTL, a po 5 godzinach 87,8 + 3,8% i 43,9 + 2,0% [H6]. Oznacza to, ze
pobrana do badan krew powinna by¢ natychmiast schtodzona do temp. 4 °C, a osocze

uzyskane po odwirowaniu krwi w 4 °C niezwlocznie zamrozone. St¢zenie HTL
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w probkach osocza przechowywanych w -80 °C przez 18 miesigcy pozostaje praktycznie
na staltym poziomie (97,4%). W poréwnaniu do osocza wigkszo$¢ probek moczu jest
wolna od biatek i posiada lekko kwasny odczyn (pH < 7,0), w zwigzku z tym HTL
powinien by¢ bardziej stabilny w moczu niz w osoczu, gdyz szybkos$¢ reakcji hydrolizy
HTL odpowiedzialnej za jego rozktad rosnie ze wzrostem pH probki. Zaobserwowatam, ze
nie ma istotnych statystycznie zmian w stgzeniu HTL w probkach moczu o pH z zakresu
5,2 — 6,3, przechowywanych w temp. 4 °C przez 24 godziny i w 23 °C przez 9 godzin.
Jesli te same probki moczu pozostawitam w temp. pokojowej przez 24 godziny, wowczas
wystapil okoto 20% ubytek HTL w stosunku do wartosci poczatkowej. W przypadku
probek moczu o pH 7,3 obserwowatam szybszy ubytek stezenia HTL niz w probkach
lekko kwasnych. W probkach tych przechowywanych w temp. 4 °C nie bylo istotnych
zmian w stezeniu przez 9 godzin, natomiast po uptywie 24 godzin ubywato okoto 30%
HTL. Podczas gdy te same probki byly przechowywane w temp. 23 °C przez 9 i 24
godziny, wowczas z probki ubylo odpowiednio 40 i 70% HTL [H7]. Uzyskane wyniki
pokazuja, ze probki moczu w odrdznieniu do probek osocza, moga by¢ przechowywane
przez kilka godzin w temp. pokojowej zanim zostang poddane analizie na zawarto§¢ HTL.

Rownie reaktywne jak HTL sa aminokwasy zawierajace wolng grupe —SH.
Sprawdzitam, ze w probkach moczu przechowywanych w temperaturze pokojowej
stezenie CSH i CGSH nie zmienia si¢ znaczaco przez 4-5 godzin (Rys. 12A) [H3].
Catkowity zanik zredukowanej formy CSH w moczu wystgpowat po 14 dniach
przechowywania probek w temperaturze pokojowej 1 po 21 dniach, kiedy probki
znajdowaly si¢ w temperaturze 4 °C (Rys. 12B). Natychmiastowe zamrozenie probek
moczu do temperatury -20 °C spowalnia proces utleniania grup —SH, lecz go nie hamuje.
Po uptywie 3 miesiecy, w tak przechowywanych prébkach moczu, ubywa 96% CSH.
W kolejnym kroku sprawdzitam trwatos¢ 2-S-chinolinowej pochodnej CSH w roztworze
uzyskanym po derywatyzacji moczu. Jak przedstawilam na rysunku 12C, stezenie
pochodnej CSH nie zmienia si¢ co najmniej 1, 3 1 90 dni, gdy roztwor jest przechowywany
odpowiednio w temperaturach 25, 4 i -20 °C. Natomiast po uplywie 3 miesigcy
w probkach przechowywanych w 25, 4 1 -20 °C znajduje si¢ odpowiednio 85, 96 i ponad
99% warto$ci poczatkowej badanej pochodnej [H3].
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Rys. 12. Badania trwatosci aminokwasoéw siarkowych i ich S-chinoliniowych pochodnych w moczu.
A) Trwalo$¢ wystepujacych endogennie, zredukowanych form CSH i CGSH w moczu przechowywanym
w temp. pokojowej. B) Ubytek endogennej zredukowanej formy CSH w przez 90 dni. C) Trwatos¢
2-S-chinolinowej pochodnej CSH w koncowym analitycznym roztworze przechowywanym przez 90 dni.

Rysunek 1 w pracy H3.

Badatam réwniez trwato$¢ tiosiarczanow w probkach moczu przechowywanych

w roznych temperaturach. Nie zaobserwowalam znaczacych zmian w

stezeniu

tiosiarczanow w probkach moczu przechowywanego przez 8 godzin w temperaturze

pokojowej, jak i przez 24 godziny w temp. 4 °C [H2]. Po uptywie 24 godzin w probkach
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moczu przechowywanych w 25 i 4 °C pozostaje odpowiednio 67,9 i 95,8% wartosci
poczatkowej tiosiarczandw. Wyniki opisane powyzej wskazuja, ze forma zredukowana
aminokwasow siarkowych jest mniej trwata niz jony tiosiarczanowe. W zwigzku z tym,
jesli oznaczane bedg jednoczesnie tiosiarczany i tiole zredukowane wowczas probki moczu
powinny by¢ poddane analizie, badz derywatyzacji, w ciagu 4 godzin od pobrania.
Uzyskany po derywatyzacji moczu roztwor moze by¢ przechowywany w temperaturze
-20 °C nawet 3 miesigce [H3]. Fakt ten umozliwia gromadzenie wigkszej liczby probek
przed ich koncowg analizg chromatograficzna.

Najwicksza trwato§¢ w moczu, sposrod badanych analitow, wykazuje LA, ktorego
stezenie nie zmienia si¢ przez 24 godziny w probkach przechowywanych zardwno w temp.
4 °C jak i pokojowej [H5]. Stabilna jest rowniez, uzyskana po derywatyzacji z CMQT,
2-S-chinoliniowa pochodna MMI. Jej stezenie w osoczu i homogenatach tkanek nie
zmienia si¢ znaczaco przez 24 godziny w przypadku przechowywania probek w temp.

pokojowej, a nawet przez 10 dni gdy probki znajdujg si¢ w temp. 4 °C [H1].

Uzyskane rezultaty
Tiole endogenne i tiosiarczany w moczu

Tiole obecne w organizmach zywych petnig szereg waznych funkcji zwigzanych
z metabolizmem oraz homeostaza komorkowsa [11, 12]. W zwiazku z tym, szybkie, proste
1 doktadne metody ich oznaczania ciagle sa poszukiwane przez badaczy. Opracowana
przeze mnie spektrofotometryczna metoda oznaczania sumy tioli catkowitych w moczu
[H4] spetia te kryteria i umozliwita mi zbadanie zaleznosci pomiedzy st¢zeniem tioli
a wiekem badanych osob. Badaniu poddatam 38 probek uzyskanych od kobiet (n = 19)
i mezczyzn (n = 19) w wieku od 14 do 82 lat. W celu wyeliminowania rozbieznosci
wynikajacych z réznej objetosci moczu wydalanego w ciagu doby uzyskane wyniki
normalizowatam na kreatyning. Oznaczone stgzenia tioli catkowitych miescity sie¢
w przedziale 17,2 — 83,6 mmol/mol kreatyniny i byly podobne do warto$ci uzyskiwanych
innymi metodami [6, 13, 14]. Nie zaobserwowatam roznic w wydalaniu tioli z moczem
w badanej grupie kobiet i mezczyzn. Zauwazylam natomiast istotng statystycznie,
pozytywna korelacje pomigdzy stgzeniem tioli catkowitych w moczu 1 wiekiem o0sob
badanych (r = 0,661, p < 0,05) [H4], ktora nie wystepowata we wczesniejszych badaniach
obejmujagcych CSH i CGSH w moczu [H3]. Roznica moze wynika¢ z faktu, ze
zaproponowana przeze mnie metoda pozwala na oznaczenie sumy wszystkich zwigzkéw

zawierajacych grupy tiolowe, a nie tylko pojedynczych aminokwaséw siarkowych.
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Oprécz wyznaczenia poziomow tioli catkowitych w moczu zbadatam réwniez
stosunek formy zredukowanej 1 utlenionej glownych aminokwaséw siarkowych
wydalanych z moczem u 45 ochotnikéw [H3]. Stezenie formy zredukowanej i1 catkowite;j
CSH 1 CGSH oznaczatam bezposrednio technika HPLC, podczas gdy stezenie form
utlenionych tych aminokwaséw wyliczatam z roznicy pomigdzy zawarto$cig formy
catkowitej 1 zredukowanej. Grupe badawcza podzielitam ze wzgledu na wiek na

6 podgrup. Uzyskane wyniki zestawilam w Tabelach 2 1 3.

Tabela 2. Stezenie formy catkowitej CSH i CGSH w moczu w réznych grupach
wiekowych [H3].

Wiek N CSH*? CGSH?

[lata] Srednia + SD Mediana Srednia + SD Mediana
<10 11 30,37 £ 6,96 28,57 1,72 £ 0,46 1,70
20-29 7 30,39 £11,54 22,87 1,58 £0,35 1,42
30-39 6 29,99 + 7,80 31,03 1,70+ 0,40 1,73
40-49 3 29,63 £ 1,32 29,22 1,67 +0,10 1,70
50-59 8 30,49 £9,53 27,88 1,70 £ 0,47 1,67

> 60 10 30,01 £5,25 30,81 1,76 £ 0,73 1,72

% Stezenie wyrazone w mmol/mol kreatyniny

W badanych probkach st¢zenie catkowitej CSH 1 CGSH w moczu utrzymywato
si¢ na podobnym poziomie i nie zaobserwowalam istotnych statystycznie roznic pomiedzy
poszczegdlnymi grupami wiekowymi (p > 0,05). Srednia zawartos¢ CSH i CGSH,
obliczona dla wszystkich ochotnikow (N = 45) wynosita odpowiednio 30,15 1 1,69
mmol/mol kreatyniny. Uzyskane wartosci sa zgodne z podawanymi przez innych badaczy
[6, 14 - 16]. Catkowita pula CSH sktada si¢ w 6,1% z formy zredukowanej i w 93,9%
z formy utlenionej. Po uwzglednieniu podziatu na dwie grupy obejmujace dzieci
i dorostych, zawartosci formy zredukowanej i utlenionej wynosi odpowiednio u dzieci
6 1 94%, a u dorostych 6,3 1 93,7%. W przypadku CGSH catkowita pula tego aminokwasu
u dzieci sktadatla si¢ w 9,6% z formy zredukowanej i w 90,4% z formy utlenionej, podczas

gdy u dorostych w 13,9% z formy zredukowanej i w 86,1% z formy utlenione;.
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Tabela 3. Status redox dla CSH i CGSH w moczu w réznych grupach wiekowych [H3].

Wiek N Status redox CSH Status redox CGSH

[lata] Srednia + SD Mediana Srednia + SD Mediana
<10 11 0,0577 +£0,0371 0,0478 0,0805 = 0,0208a 0,0808
20-29 7 0,0668 + 0,0282 0,0719 0,1408 +0,0374 0,1307
30-39 6 0,0698 + 0,0365 0,0800 0,1549 + 0,0638 0,1519
40-49 3 0,0704 £+ 0,0054 0,0705 0,1493 +£0,0189 0,1455
50-59 8 0,0709 £+ 0,0467 0,0639 0,1553 +0,0336 0,1663
> 60 10 0,0703 £0,0316 0,0762 0,1545 +0,0805 0,1413

#Roéznica istotna statystycznie pomiedzy grupa dzieci a grupami pozostatymi, p < 0,01

Stosunek formy zredukowanej do utlenionej (status redox) dla CSH wystepujacej
w moczu rost w poszczegdlnych grupach wiekowych z 0,0577 do 0,0709 (Tabela 3),
jakkolwiek réznice te nie byly istotne statystycznie (p > 0,05). W przypadku CGSH
zaobserwowatam istotng statystycznie pozytywng korelacje pomigdzy statusem redox
a wiekiem (p = 0,0013, r = 0,4976). Dodatkowo w grupie dzieci status redox jest istotnie
statystycznie nizszy (p < 0,01) niz w grupie dorostych, podczas gdy nie bylo istotnych
statystycznie réznic pomiedzy wszystkimi grupami dorostych (p > 0,05). Stosunek formy
zredukowanej do utlenionej dla CGSH przesunigty jest w kierunku wystepowania wigkszej
ilosci formy utlenionej w grupie dzieci w stosunku do dorostych [H3].

Wykorzystujac opracowang chromatograficznag metode oznaczania tiosiarczanow
[H2] ustalitam, Ze w moczu oso6b zdrowych wystepuja one w zakresie 0,7 — 4,5 mmol/mol
kreatyniny, a warto$§¢ $rednia obliczona dla grupy 98 osob wynosi 1,9 mmol/mol
kreatyniny [H2, 17]. Wyznaczony poziom jest zblizony do wartosci s$redniej 2,59

mmol/mol kreatyniny uzyskanej przez Belardinelli i in. [18].

Korelacja pomiedzy tiolaktonem homocysteiny a homocysteing w moczu i osoczu

Tiolakton homocysteiny (HTL) jest bardzo reaktywnym metabolitem
homocysteiny (Hcy), ktora jest wigzana z chorobami sercowo-naczyniowymi [19, 20].
Jego metabolizm nie jest do konca poznany. Wykorzystujac opracowang metode
oznaczania HTL w osoczu wyznaczytam zakres stezen w jakich on wystgpuje (Tabela 4).
Stezenie HTL w osoczu pochodzacym od 60 oséb waha si¢ od 0 do 34,8 nmol/L, co
stanowi od 0 do 0,28% w stosunku do tzw. Hcy catkowitej. Obliczona dla tych probek

warto$¢ $rednia wynosi 2,82 = 6,13 nmol/L [H6]. W badanych probkach nie znalaztam
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korelacji pomiedzy stezeniem HTL i Hcy w grupie kobiet (r = -0,21, p > 0,05) jak
1 mezezyzn (r = 0,19, p > 0,05). Zaobserwowalam natomiast staba, lecz nie istotng
statystycznie, korelacje pomiedzy st¢zeniem HTL a wiekiem mezczyzn (r = 0,295, p >

0,05). Podobnej zalezno$ci nie stwierdzitam w przebadanej grupie kobiet (r = 0,02).

Tabela 4. Stezenie HTL i Hey w osoczu krwi czlowieka [H6].

Analit Pte¢ ® (liczba probek) Zakres Mediana Srednia + SD
HTL (nmol/L) M (35) 0-34,8" 0,5 33+73
K (25) 0-16,0° 0,0 1,9+3,9
Hcy (umol/L) M (35) 8,0 - 35,4 13,5 149+5,.2
K (25) 5,25 — 24,4 12,5 13,1 +4,7

HTL/Hcy (%) M (35) 0-0,281 0,000 0,020 + 0,051

K (25) 0 - 0,1444 0,013 0,035 + 0,047

®nie ma roznic istotnych statystycznie pomiedzy grupa kobiet i mezczyzn.
®HTL by} ponizej granicy oznaczalnosci w 29 probkach (16 mezczyzn i 13 kobiet).

Wykorzystujagc opracowang i opisang wczesniej metode oznaczania HTL
w moczu odkrytam nieopisang dotychczas jego pule [H7]. We wszystkich przebadanych
probkach moczu HTL wystepowat w zakresie stezen od 11,0 do 473,7 nmol/L (Tabela 5).
Poniewaz HTL jest metabolicznie powigzany z Hcy, w badanych probkach moczu
oznaczytam réwniez zawarto$¢ Hcy, ktoérej stezenie wynosito od 0,4 do 5,3 pumol/L.

W probkach tych HTL stanowit od 2,5 do 28,3% catkowitej zawartosci Hey.

Tabela 5. Zawartos¢ HTL i Hcy w moczu i osoczu [H7].

Mocz (n = 19) Osocze (n = 20)
Analit Srednia Mediana  Zakres Srednia  Mediana Zakres

(SD) (SD)

HTL (nmol/L) 168 1448 11,0-473,7 4.1 0,56 <0,1-22,6
(127) (6,7)

Hcy (umol/L) 25 2,3 0,4-5,3 10,9 12,2 3,5-18,6
(1,6) (4,6)

HTL/Hcy (%) 1,7 6,0 1,7-28,3 0,03 0,01 <0,001-0,29
(7,0) (0,04)

W nastgpnym etapie badatam czy wystepuje zaleznos¢ pomiedzy stezeniem HTL
I Hcy w moczu i osoczu. Nie znalaztam istotnej statystycznie korelacji pomiedzy
stezeniem HTL i Hcy w moczu (Rys. 13A), natomiast w probkach osocza (Rys. 13B)
wystapita slaba, pozytywna korelacja pomig¢dzy stezeniem HTL a Hcy (r = 0,51,
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p = 0,02). Uzyskane zaleznosci moga sugerowaé, ze Hcy, bedaca metabolicznym
prekursorem HTL nie jest gtdbwnym determinantem st¢zenia HTL. Inne czynniki takie jak

stezenie kwasu foliowego, metioniny czy aktywnos¢ tiolaktonazy sg rownie wazne.
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Rys. 13. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem HTL i Hcy w moczu (A) i osoczu (B). Rysunek 2 w pracy H7.

W kolejnym kroku sprawdzitam czy pH probki moczu ma jakikolwiek wptyw na
stezenie wystepujacych w nim HTL i Hcy. Zaobserwowalam znaczacag statystycznie,
ujemng korelacje (r = -0,63, p < 0,01) pomiedzy stezeniem HTL i pH moczu (Rys. 14A),
ktora nie wystepuje W przypadku Hcy (Rys. 14B). Moze to sugerowaé zalezny od pH
mechanizm wydalania HTL z moczem, ktory nie wystepuje w przypadku Hcy.
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Rys. 14. Zmiany stezenia HTL (A) i Hey (B) w zaleznos$ci od pH moczu, n = 19. Rysunek 3 w pracy H7.

Na szczegdlng uwage zastuguje fakt, ze ilos¢ HTL zawartego w moczu jest
okoto 100 razy wigksza od ilosci wystepujacej w osoczu. Fakt ten sugeruje, ze HTL jak
kazdy inny, zbedny w organizmie metabolit, jest usuwany przez nerki. Potwierdzeniem tej

tezy moze by¢ zbadany i1 wyliczony wzgledny klirens HTL 1 Hcy dla 5 ochotnikow
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(Tabela 6). HTL i Hcy sa wydalane z moczem odpowiednio w ilosciach 286 — 415
nmol/dzien i 1,6 — 5,5 umol/dzien. Przeprowadzone obliczenia wykazaty, ze ponad 95%
HTL jest wydalane wraz z moczem, podczas gdy okoto 99% Hcy jest re-absorbowane
w nerkach. Obserwacje te sg zgodne z wynikami ostatnich badan, wskazujacych ze HTL

jest toksycznym, w stosunku do organizmu, metabolitem [21].

Tabela 6. Srednie stezenie HTL i Hey i ich wzgledny klirens u 5 ochotnikéw [H7].

Mocz Osocze Wzgledny
Klirens
HTL Hcy Crn® HTL Hcy Crn?® HTL Hcy
nmol/L  umol/L mmol/L nmol/L umol/L  mmol/L

182+2 14+0,03 7,1+0,03 0,12+0,03 3,5+0,1 53+1 4,74 0,003
2 380+34 44+12 274+05 24+0,1 44+01 34+0 021 0,001
3280+44 13+02 93+03 0,17+0,03 56+03 39+1 696 0,001
4 95+27 23+03 126+06 1,2+1,0 53+03 64+0 040 0,002
5 183+15 14+02 9,0£0,5 032+045 55+02 47+01 2,8 0,001

“Crn - kreatynina
b Wzgledny klirens = (Analitmoe, / Analitosocze)/ (Kreatyninamee, / Kreatyninagsocze)

Miedzypokoleniowy transport metimazolu

Metimazol (MMI) jest lekiem tyrostatycznym powszechnie uzywanym w leczeniu
nadczynno$ci tarczycy, czesto nielegalnie podawanym zwierzetom hodowlanym w celu
podwyzszenia ich masy. Pozostalosci MMI obnizaja jako$¢ produktow migsnych
jak i, przedostajac si¢ do tancucha pokarmowego, mogg wplywaé na zdrowie ludzi.
Wykorzystujac opracowang metod¢ oznaczania zredukowanego 1 catkowitego MMI
w homogenatach tkanek [H1], zbadatam jego transport miedzypokoleniowy na przyktadzie
kury domowej [22]. Do badan uzytam tkanek pobranych od kur, ktorym podawano MMI
wraz z woda do picia oraz materiat pobrany z jaj uzyskanych od kur traktowanych MMI
I rozwijajacych si¢ embriondw. Oznaczone zawartosci MMI w tkankach kur, jajach kur

i embrionach zebratam w Tabelach 7 i 8.

-23-



Zatqcznik 2a Autoreferat

Tabela 7. St¢zenie zredukowanego i catkowitego MMI w osoczu i tkankach niosek, n=3

[H1].
Mobzg ’ Watroba ’ Tarczyca Osocze
SredniatSD RSD  SredniatSD RSD SredniatSD RSD  SredniatSD RSD
ug/g tkanki % ug/g tkanki % ug/g tkanki % ug/mL %
Zredukowany MMI

13£01 63 22401 50 208+0,8 37 125+06 47
12+0,1 60 52+0,5 87 155+10 61  48+02 43
12+0,1 51  45+03 58 223+06 25 72+03 34
1,L1£0,1 7,5 1,9+0,1 75 249+0,7 27  40+£01 25

Calkowity MMI
2,4+0,1 3,7 2,6+0,2 7,8 21,1+ 1,1 53 13,5+0,5 3,7
1,9+0,1 5,2 59+0,5 8,6 16,4 £0,8 4,6 5,1+£0,2 4,0
2,0+0,1 6,5 4,9+0,3 6,7 27,4+2.1 1,7 7,8+0,3 4,0
1,8+0,1 7,7 2,4+0,2 6,6 26,5+1,9 7,1 4,3+0,1 3,3

Tabela 8. Stezenie zredukowanego i catkowitego MMI w jajkach i tkankach 6-dniowych
embrionow kurzych, n=3 [H1].

Bialko 7.61tko Glowa Tuldw
SredniatSD RSD  SredniatSD RSD SredniatSD RSD Srednia+SD RSD
ug/g tkanki % ug/gtkanki %  ug/gtkanki %  pg/g tkanki %

Zredukowany MM
9,5+0,1 1,0 6,9+0,2 22  133+13 95 169+1,6 9,5
14,3 +£0,2 1,2 10,8 £0,2 1,5 129 +1,1 8,5 154+1,2 7,6
16,9 + 0,1 0,5 9.9+0,5 53 11,6+0,7 62 147+14 9,2
28,2 +0,2 0,8 19,3+ 0,6 3,1 20,3+ 1,1 54 222+1,4 9,3
8,8+0,7 75 73+0,2 31 8,9+ 0,6 6,3 8.4+0,5 5,3
16,2+0,2 1,0 14,4 +0,2 1,2 6,4+0,6 9,4 4,6 +04 9,3
143+ 0,1 0,6 10,9 +0,1 0,8 8,9+0,8 9,3 8,6+0,7 8,2
13,6 £0,2 15 12,4+ 0,1 1,1 43+04 9,2 6,3+0,5 8,3

Calkowity MMI
10,1 +0,1 0,5 8,8+0,2 2,1 14,7+0,9 59 19,3+ 1,3 6,7
149+0,3 2,3 14,1 £0,3 2,0 14,4+0,9 6,4 17,0+£1,5 8,7
17,7+0,3 15 10,9 £ 0,4 4,0 11,9+ 1,2 9,7 15,7 +1,1 7,1
29,2 +0,2 0,5 20,1 £0,5 2,3 22,6 £0,7 3,0 235+14 59
9,2+0,1 1,0 7,4+0,4 51 9,2+0,9 9,6 8,8+0,5 57
17,1 +0,2 1,3 18,7+0,3 2,0 7,6 £0,6 7,9 4,3+04 94
13,9+0,1 0,8 14,4+0,3 2,0 9,4+0,8 8,5 8,6+0,8 9,3
14,4+ 0,1 0,7 15,7+0,1 0,6 4,4+0,2 4,1 6,3+0,3 4,8

U kur stezenie MMI byto najwyzsze w tkankach tarczycy, podczas gdy
w watrobie 1 mézgu pozostawato na wzglednie niskim poziomie. Natomiast u embrionéw
kurzych bylo na podobnym poziome w calym organizmie (gtowa i tulow). Relatywnie
duze stezenie MMI znajdowato si¢ w jajach kur, ktére przyjmowaty MMI wraz z woda do

picia. Uzyskane wyniki wskazuja, ze rozwijajace si¢ embriony narazone sg na stosunkowo
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duze dawki MMI zredukowanego oraz jego formy utlenionej, uwazanej za cytotoksyczna
[22].

Badanie farmakokinetyKki

Kwas liponowy (LA) jest zwigzkiem naturalnie wystepujagcym w organizmach
ro$lin i zwierzat, ktory posiada dwie formy — utleniong i zredukowang. Jego obie formy
stanowig uniwersalny bufor antyutleniajacy dziatajagcy w organizmach zywych [23, 24].
W zwigzku z tym LA coraz cze$ciej jest stosowany jako suplement diety [25].
Wykorzystujac opracowang przeze mnie i opisang wczesniej chromatograficzng metode
oznaczania LA w moczu, zbadalam jego farmakokinetyke [H5]. W badaniach wzigty
udziat cztery, zdrowe ochotniczki w wieku 23 - 41 lat, ktore otrzymaty pojedyncza porcje
600 mg LA, po 8-godzinnym okresie poszczenia. Wydalanie LA z moczem
monitorowatam w probkach gromadzonych przez 4 godziny, a uzyskane rezultaty po

korelacji na kreatyning znajduja si¢ na rysunku 15.
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Rys. 15. Profil zmian stezenia LA w moczu czterech zdrowych ochotniczek, po zazyciu suplementu
zawierajacego 600 mg LA. Rysunek 5 w pracy H5.

Stezenie LA w moczu, pochodzacym od ochotnikow, ktérzy jednorazowo zazyli
suplement diety zawierajagcy 600 mg LA, mieScito si¢ w przedziale 0,1 - 28,6 umol/L.
W moczu porannym zebranym przed suplementacja LA, nie stwierdzitam obecnos$ci
badanego kwasu. Maksymalne stezenie LA w moczu wystepowato po 1 godzinie od

zazycia suplementu u kobiety w wieku 27 1 40 lat oraz po 1,5 1 2 godzinach odpowiednio u
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kobiet w wieku 41 1 23 lat. We wszystkich przypadkach po 4 godzinach stezenie LA wraca

do warto$ci poczatkowej wynoszacej 0 mmol/mol kreatyniny.

Gléwne osiagniecia

1.

Opracowanie nowych procedur przygotowania probki biologicznej do analizy, ze

szczegblnym zwroceniem uwagi na homogenizacje, derywatyzacje, redukcje,

ekstrakcje¢ 1 deproteinizacj¢. Opracowane procedury umozliwity analize:

e tkanek stalych, takich jak gruczot tarczycy, watroba, mozg, kurze embriony, jaja
kurze, na zawarto$¢ MMI [H1],

e o0socza w celu oznaczania MMI [H1] i HTL [H6],

e moczu pod wzglgdem obecnosci HTL [H7], LA [H5], tiosiarczanéw [H2], CSH
i CGSH [H2, H3], jak i sumy tioli catkowitych [H4].

Opracowanie i walidacja prostych, czulych i szybkich metod oznaczania

metabolicznie spokrewnionych zwigzkéw siarki oraz zawierajacych siarke preparatow

farmaceutycznych w w/w matrycach. Otrzymane metody to:

e metoda oznaczania MMI w tkankach zwierzgcych [H1],

e metoda oznaczania tiosiarczanow i tioli w moczu [H2, H3],

e metoda oznaczania HTL w moczu [H7],

e metoda oznaczania HTL w osoczu [H6],

e metoda oznaczania LA w moczu [H5],

e metoda oznaczania sumy tioli catkowitych w moczu [H4].

Aplikacje opracowanych metodyk do badan klinicznych i farmakokinetycznych,

e wyznaczenie pozioméw referencyjnych tiosiarczandw w moczu [H2]

e Sledzenie zmian wydalania zwigzkow zawierajacych grupy —SH [H2-H4]

e wykrycie nieznanej do tej pory puli HTL moczu [H7],

e oznaczenie zawartosci HTL w moczu 1 osoczu, co umozliwito dalsze badania nad
jego rolg w organizmach ssakoéw [H6, H7],

e zbadanie relacji miedzy HTL i Hcy w organizmie cztowieka [H6, H7],

e wyznaczenie stosunku formy zredukowanej do utlenionej dla gléwnych
aminokwasow siarkowych wydalanych z moczem [H3],

e Sledzenie transportu migdzypokoleniowego MMI [H1],

e zbadanie farmakokinetyki LA [H5].
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