Uniwersytet Jagiellonski
w Krakowie

Wydzial Chemii

\> %

Agnieszka Moos

Analiza alternatywnych materiatéow biologicznych
na potrzeby ekspertyzy toksykologicznej

Streszczenie rozprawy doktorskiej

Promotorzy:

Prof. dr hab. Pawel Koscielniak
Prof. dr hab. n. med. Matgorzata Klys

Krakow, 2015



Niniejsza rozprawa doktorska zostala wykonana w ramach projektu pod nazwa
Interdyscyplinarne ~ Studia  Doktoranckie  ,Nauki molekularne dla  medycyny”
wspotfinansowanego ze $rodkow Unii Europejskiej w ramach Europejskiego Funduszu

Spotecznego — Program Operacyjny Kapitat Ludzki 2007-2013.

MOL-MED

UNIA EUROPEJSKA
KAPITAL LUDZKI EUROPEJSKI
NAROCDOWA STRATEGIA SPOINOSC FUNDUSZ SPOLECZNY




1. WSTEP

Toksykologia (gr. toxicon — trucizna, logos — nauka) jest naukg interdyscyplinarna,
badajaca zwiazki przyczynowo — skutkowe, powodowane obecnoscig czynnika toksycznego
i efektem biologicznym. O jej rozwoju decyduje postep w diagnostyce i terapii, ale tez

w metodach analizy jakoSciowe;j i ilo§ciowe;].

Poszukiwanie zwigzku mig¢dzy czynnikiem toksycznym, a wywotanym efektem, wymaga
dobrania odpowiedniego materialu biologicznego i wlasciwego toku postepowania, czyli

sposobow przygotowania probek biologicznych do analizy i metod analitycznych.

Podstawowymi metodami szeroko stosowanymi w analizie toksykologicznej sg metody
chromatograficzne, przede wszystkim chromatografia cieczowa i gazowa, sprz¢zone z r6znymi
detektorami, z ktorymi najwieksze znaczenie we wspolczesnej toksykologii ma spektrometr
mas. Jego zastosowanie wptyneto zardwno na poprawe selektywnosci i czutodci stosowanych

metod oraz na polepszenie wykrywalnos$ci substancji w probkach biologicznych.

Znaczacy rozw0j obserwuje si¢ takze na etapie przygotowania probki do analizy. Jest to
niezwykle istotny etap wpltywajacy w gtdéwnej mierze na wynik koncowy analizy. Jedng
Z rozwijajacych si¢ technik ekstrakcyjnych jest mikroekstrakcja na upakowanym sorbencie
(MEPS), zapewniajaca oddzielenie analitu od matrycy w krotkim czasie, niewielkie zuzycie

rozpuszczalnikow oraz probki, dzigki czemu MEPS jest przyjazna srodowisku.

W ekspertyzie toksykologiczne] najczgsciej wykorzystuje si¢ podstawowe materialy
biologiczne takie jak krew 1 mocz. Mimo to obserwuje si¢ wzrost zainteresowania materiatami
alternatywnymi (np. ptyn z jamy ustnej), gdyz ich analiza nadaje ekspertyzie charakter

kompleksowy.

Potrzeba cigglego doskonalenia metod przygotowywania probek do analizy chemicznej jak
i samych technik analizy instrumentalnej, zmotywowaty autorke rozprawy do podjecia badan
nad opracowywaniem nowych metod analitycznych stuzacych identyfikacji i oznaczaniu

substancji psychotropowych w alternatywnym i podstawowym materiale biologicznym.

Opisane badania prowadzono w latach 2011 — 2015 w Pracowni Chemii Sadowej na
Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego we wspotpracy z Pracownig Toksykologii
Katedry i Zaktadu Medycyny Sadowej Collegium Medicum U]J.




2.  CEL BADAN

Celem pracy bylo opracowanie metod analizy prébek biologicznych ze szczegdlnym
uwzglednieniem materialow alternatywnych (ptynu z jamy ustnej i ptynu tzowego), a takze
materialu podstawowego (krwi) pod katem wykrywania i oznaczania wybranych lekow
psychotropowych z  grup: a) trdjpierscieniowych lekow  przeciwdepresyjnych,
b) benzodiazepin, c) lekéw psychotropowych nowej generacji (selektywnych inhibitorow
wychwytu zwrotnego serotoniny oraz serotoniny i noradrenaliny), i d) lekéw nasennych nowej
generacji (tzw. lekow ,,Z”: zaleplon, zolpidem, zopiklon). Wybierajac leki do badan kierowano
si¢ przede wszystkim ich dostgpnoscig w Polsce 1 ich znaczeniem w leczeniu schorzen

psychicznych.

Analiza probek plynu tzowego pod katem wykrywania i1 identyfikacji substancji
psychotropowych nie byta dotad przedmiotem intensywnych badan chemiczno-
toksykologicznych w konteks$cie przydatnosci analitycznej alternatywnych materialow

biologicznych do wykrywania i oznaczania lekow psychotropowych.

Do izolacji analitow zastosowano mikroekstrakcje na upakowanym sorbencie (MEPS),
ktora nie byta wezesniej stosowana do izolacji lekow psychotropowych z tych alternatywnych

materialow biologicznych, jakie byty przedmiotem badan.

Do eksperymentéw wybrano metod¢ chromatografii cieczowej, ktéra zastosowano
w trzech wariantach: wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem UV (HPLC-
UV), ultrawysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrem mas
(UHPLC-MS) oraz chromatografii cieczowej sprz¢zonej z tandemowym spektrometrem mas
(LC-MS-MS). Odmienng metoda analityczng zaaplikowang do badan byta elektroforeza
kapilarna z detekcja spektrofotometryczng w zakresie ultrafioletu (CE-UV).

Uzupehieniem badan zrealizowanych w ramach niniejszej pracy byta analiza probek ptynu
z jamy ustnej i krwi, pobranych od pacjentow Pododdziatu Chordb Afektywnych Oddziatu
Psychiatrii Dorostych Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie, pod katem zawartosci substancji
psychotropowych. Badania te zostaly wykonane w ramach wspotpracy z Pracownig
Toksykologii ZMS UJ CM i Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie za zgoda Komisji

Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego.




3. WPROWADZENIE

Przedmiot badan stanowily leki psychotropowe, takie jak trdjpierscieniowe leki
przeciwdepresyjne (TLPD), benzodiazepiny (BZD), selektywne inhibitory wychwytu
zwrotnego serotoniny (SSRI) oraz serotoniny i noradrenaliny (SNRI), a takze leki z grupy ,,Z”.
TLPD wprowadzono do lecznictwa w 50. XX wieku, majg dziatanie przeciwdepresyjne, lecz
ze wzgledu na wzglednie wysokg toksycznos$¢ (np. kardiotoksycznos$¢), sa coraz rzadziej
stosowane. BZD redukuja lub znoszg przejawy leku, moga dziala¢ nasennie, uspokajajaco,
przeciwdrgawkowo czy miorelaksacyjnie. Sa powszechnie stosowanymi lekami 0 niskim
indeksie terapeutycznym. Mimo tego, cechuja si¢ duzym potencjalem uzalezniajacym i moga
powodowac rozwdj tolerancji. Lekami nowej generacji stosowanymi w stanach depresyjnych
sa SSRI i SNRI. S3 dobrze tolerowane przez organizm i charakteryzuja si¢ niewielka
toksycznos$cia. Leki ,,Z” sg stosowane w zaburzeniach psychicznych, przede wszystkim jako

leki nasenne.

Decyzja o wyborze wilasciwego materialu biologicznego do badan chemiczno —
toksykologicznych jest bardzo waznym etapem rozpoczynajacym analize. Od niego zaleza
kolejne czynnosci takie jak wstepne przygotowanie materialu do badan czy wybodr techniki
izolacji analitow z matrycy. Badania do$§wiadczalne wykonywane w niniejszej pracy dotycza

probek plynu z jamy ustnej, ptynu tzowego oraz krwi.

Ze wzgledu na obecnos$¢ biatek, soli, fosfolipidow oraz pozostatych sktadnikoéw matrycy
biologicznej, ktére moga wykazywac¢ podobne wtasciwosci do badanych analitéw, niezmiernie
wazne jest, aby prawidlowo dobra¢ sposob przygotowania probek biologicznych do analizy
[1,2]. Jednym z takich sposobow jest ekstrakcja, ktorej celem jest izolacja analitow z probek,
usunigcie substancji przeszkadzajacych (tzw. interferentdéw), mogacych zaktocaé przebieg
analizy, przeksztalcenie analitbow w odpowiednia formg, ktéra pozwoli lub utatwi ich
rozdzielenie, wykrycie, identyfikacj¢ i oznaczenie, a w przypadku metody charakteryzujace;j

si¢ niewystarczajgcg czutos$cig, wzbogacenie analitu [2].

Aktualny trend w opracowywaniu technik ekstrakcyjnych skupia si¢ na zmniejszeniu ilosci
probki 1 zuzywanych rozpuszczalnikow, skroceniu czasu procedury analitycznej oraz obnizeniu
kosztow analizy. Nacisk potozony jest w szczegdlnosci na mechanizacje 1 automatyzacje
technik ekstrakcji, mozliwo$¢ pracy w trybie on-line oraz miniaturyzacje [1,3,4].
W przedstawionej rozprawie zastosowano mikroekstrakcje na upakowanym sorbencie (MEPS

— Microextraction By Packed Sorbent), ktora jest nowoczesng i przyjazng srodowisku technikg




ekstrakcji oraz ekstrakcj¢ do fazy stalej (SPE — Solid Phase Extraction). Do identyfikacji
I oznaczania lekow psychotropowych w materiale biologicznym zastosowano nastgpujace
techniki separacyjne: chromatografie cieczowa i elektroforeze kapilarng, potaczone z detekcija
spektrofotometryczng lub spektrometrig mas [5-11]: HPLC-UV, UHPLC-MS, LC-MS-MS,
CE-UV.

4.  WYNIKI

W ramach prowadzonych badan opracowano siedem procedur analitycznych stuzacych do
oznaczania ww. grup lekow psychotropowych w dwoch materiatach alternatywnych: ptynie

Z jamy ustnej i ptynie tzowym oraz w jednym materiale podstawowym: krwi.

Rozpoczynajac badania uwage skupiono na opracowaniu sposobu przygotowania plynu
Z jamy ustnej do ekstrakcji MEPS testujac w tym celu wirowanie, probowki Salivette, filtracje
1 ultradzwieki. Analizy prowadzono stosujac HPLC-UV. Wyniki przeprowadzonych badan
wykazaty, iz najlepsze warunki wstgpnego przygotowania ptynu z jamy ustnej do ekstrakcji
MEPS cechujg procedurg, w ktdrej zastosowano dziatanie ultradzwigkami przez czas 50 minut
i wirowanie w obnizonej temperaturze. Procedura ta zostata zastosowana w dalszych badaniach

ptynu z jamy ustnej.

Doswiadczenia kontynuowano stosujac metode MEPS/UHPLC-MS, co pozwolitlo na
zwigkszenie czulosci wczesniej opracowanej metody (MEPS/HPLC-UV). Opracowang
i zwalidowang metode MEPS/UHPLC-MS zastosowano do analizy autentycznego materiatu
biologicznego. W probkach pobranych od wolontariuszy wykryto i oznaczono amitryptyling
I jej metabolit nortryptyling oraz dokseping i metabolit nordokseping, co potwierdzito

przydatnos¢ zmodyfikowanej metodyki postepowania do celow kliniczno — sagdowych.

W badaniach przetestowano takze przydatnos¢ CE-UV do analizy ptynu z jamy ustnej pod
katem oznaczania TLPD. W rozprawie przedstawiono optymalizacj¢ warunkoéw rozdzielania
analitow, sprawdzajac wplyw nastgpujacych parametrow: pH elektrolitu podstawowego
(bufory fosforanowe o pH 2,5 1 6,2), dodatek B-cyklodekstryny (cztery poziomy stezen: 5, 10,
15, 20 mM) dla kazdego pH i temperature rozdzielania (20, 25, 30°C) dla wybranych wartosci
pH i st¢zenia modyfikatora. Po przeprowadzonych doswiadczeniach wybrano optymalne
warunki rozdzielania lekow TLPD: elektrolit podstawowy zawierajacy modyfikator
polianionowy i 75 mM bufor fosforanowy o pH 2,5, 10 mM dodatek B-cyklodekstryny,
temperatur¢ rozdzielania 30°C. Probki biologiczne przygotowywano do analizy wirujac je

W obnizonej temperaturze (5 min, 16000 obr/min, 4°C) przez 5 minut. Na koniec zebierano




ciecz znad osadu i ponownie wirowano w takich samych warunkach. Procedura ta okazala si¢
by¢ wystarczajaca, a izolacja analitow z probek nie byta konieczna. Bezposrednie oznaczanie
analitow w probkach znacznie uproscito tok postepowania i skrocito przebieg calej analizy.
Przeprowadzone badania pokazaty, iz elektroforeza kapilarnej cechuje si¢ duzym potencjatem,
ktory mozna rozwija¢ w kierunku analiz kliniczno-toksykologicznych, szczegdlnie pod
wzgledem mozliwosci bezposredniego oznaczania analitow w probee. Ograniczeniami metody
CE-UV s3 niska czuto$¢ detektora i wysokie granice LOD i LOQ, ktére uniemozliwiaja
wykrycie badanych lekéw obecnych w ptynie z jamy ustnej na poziomach terapeutycznych
[12,13], dlatego dalsze badania powinny mie¢ na celu modyfikacje metody w taki sposob by

zwigkszy¢ czutos$¢ detektora np. przez zastosowanie spektrometru mas.

Kolejny etap badan obejmowal opracowanie i zoptymalizowanie ekstrakcji MEPS
benzodiazepin z ptynu z jamy ustnej, a takze poréwnanie dwoéch tryboéw wykonywania
ekstrakcji MEPS: manualnego (off-line) i mechanicznego (z zastosowaniem pompy
eVol®XR). Poczatkowo opracowano i zoptymalizowano procedure ekstrakcji MEPS dla lekow
BZD, kolejno przeprowadzono seri¢ ekstrakcji probek plynu z jamy ustnej dotowanych
badanymi lekami wyznaczajac wydajnosci i powtarzalnosci procesu  ekstrakcji
przeprowadzanego manualnie. Nastgpnie opracowang 1 zoptymalizowang procedure
przystosowano do trybu zmechanizowanego. Badania wykazaly, iz wydajnosci ekstrakcji
wykonanej za pomoca pompy eVol sg wigksze niz w przypadku manualnej wersji MEPS. Na
tej podstawie uznano, ze proces ekstrakcji prowadzony z zastosowaniem systemu do ekstrakcji
eVoI®XR jest efektywniejszy. Co wigcej, osiggnicto poprawe parametréw ekstrakcji (W, CV),
a zywotnos$¢ sorbentow BIN® zwiekszyta si¢, co pozwolito obnizy¢ koszty ekstrakcji. Do
dalszych badan wybrano zatem tryb mechaniczny. Po przeprowadzonej walidacji metody
MEPS/UHPLC-MS wykonano analiz¢ probek autentycznych, w ktoérych wykryto i 0znaczono
leki z grupy benzodiazepin. Wykazano, ze metoda MEPS/UHPLC-MS moze staé¢ sie¢

przydatnym narzedziem w analizach kliniczno-sagdowych.

Ostatni etap badan analizy ptynu z jamy ustnej dotyczyt oznaczania lekow SSRI i SNRI.
Do wyosabniania analitow z probek plynu z jamy ustnej zastosowano metode UHPLC-MS.
W pierwszej kolejnosci skupiono uwage na opracowaniu procedury ekstrakcyjnej MEPS dla
lekow SSRI i SNRI. Proces izolacji analitow z probek prowadzono za pomocg zestawu
ekstrakcyjnego eVol®XR. Sprawdzono wpltyw roéznych roztwordéw na etapach kondycji,

przemywania sorbentu 1 elucji analitow, testujac dwa rodzaje sorbentow. Decyzje




0 optymalnych warunkach izolacji analitow podj¢to na podstawie uzyskanych wydajnos$ci

ekstrakcji.

Wiarygodno$¢ metody MEPS/UHPLC-MS do oznaczania lekéw z grup SSRI i SNRI
w probkach ptynu z jamy ustnej potwierdzono wyznaczajac jej parametry walidacyjne. Okazato
si¢, ze uzyskiwane wyniki oznaczen sg precyzyjne i doktadne (wyjatek stanowi sertralina),
a metoda cechuje si¢ niskimi granicami LOD i LOQ oraz selektywnoscig wobec badanych
lekéw. By potwierdzi¢ przydatno$¢ opracowanej metody w praktyce laboratoryjnej,
przeprowadzono analize dziewi¢¢ autentycznych probek ptynu z jamy ustnej pobranych od
pacjentow Oddziatu Psychiatrii Dorostych Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie. W szesciu
probkach wykryto i oznaczono wenlafaksyne, w jednej probce — paroksetyng, a w dwoch
wykryto sertraling. Ze wzgledu na niesatysfakcjonujaca doktadno$¢ oznaczen tego leku nie

podano wyniku analizy ilosciowe;.

Drugim alternatywnym materiatem biologicznym, jaki poddano analizie w trakcie
wykonywanych doswiadczen byt ptyn lzowy. Opracowano metod¢ analizy tego materialu
z zastosowaniem techniki MEPS i UHPLC-MS. Sposob przygotowania probek ptynu 1zowego
do mikroekstrakcji MEPS (z zastosowaniem systemu eVol) okazal si¢ znacznie prostszy
i krotszy w poréwnaniu do metodyki przygotowywania probek ptynu z jamy ustnej i obejmowat

jedynie proces wirowania w obnizonej temperaturze.

Opracowang wczesniej procedure ekstrakcyjng MEPS do benzodiazepin zmodyfikowano
ze wzgledu na niewielka objetos¢ ekstrahowanej probki (30 pl), zmieniajac objgtosci
stosowanych roztwordw na mniejsze. Dzigki temu zabiegowi zuzywano okoto 360 pnl
odczynnikow (40% mniej niz w przypadku ekstrakcji MEPS benzodiazepin z ptynu z jamy
ustnej 1 zasadniczo mniej niz w klasycznej technice SPE) do przeprowadzenia ekstrakcji jednej
probki. Cechy tej procedury sprawily, iz izolacja analitéw stata si¢ bardzo szybka i fatwa do
przeprowadzenia oraz ekonomiczna, gdyz zmniejszenie objetosci stosowanych cieczy
wplyneto w znaczacy sposob na poprawe zywotnosci sorbentow BIN®, a to obnizyto koszty
wykonywanych analiz. Ta charakterystyka wskazuje, iz metode¢ MEPS/UHPLC-MS mozna

zaliczy¢ do nurtu ,,zielonej chemii” [14].

Sprawdzong metod¢ z powodzeniem zastosowano do analizy probki autentyczne;.
Niemniej jednak, nalezatoby przeprowadzi¢ analiz¢ wigkszej iloSci probek materiatu
autentycznego by potwierdzi¢ przydatnos¢ opracowanej metody w laboratoriach klinicznych

I sadowych. Z drugiej strony przeprowadzone badania wykazaly, iz z duza tatwosciag mozna




zastosowac ptyn tzowy, jako alternatywny material biologiczny w tego typu analizach. Prosty
sktad matrycy probek sprawia, iz przeprowadzenie ekstrakcji probek, jak i calej analizy, jest
tatwiejsze niz probek ptynu z jamy ustnej, a interpretacja otrzymanych wynikow staje si¢ mniej

skomplikowana niz np. w przypadku probek krwi.

Przeprowadzono takze badania nad oznaczaniem benzodiazepin (20 zwigzkéw) i1 lekow
»Z” (3 zwiazki) w probkach krwi. Ekstrakcja do fazy stalej SPE postuzyla do wyosabniania
analitow z matrycy biologicznej, natomiast do analizy instrumentalnej zastosowano

chromatografi¢ cieczowa z tandemowg spektrometrig mas.

Badania walidacyjne wykazaty zadowalajaca powtarzalno$¢ analiz prowadzonych
zarbwno w ciggu jednego dnia jak i kilku dni dla wigkszo$ci analitow, wyjatek stanowig
oznaczenia zopiklonu i klobazamu. Doktadno$¢ metody jest zadowalajaca, lecz w przypadku
oznaczen klobazamu jest nieakceptowalna i na tej podstawie wykluczono wykonywanie analiz
ilosciowych tego leku w probkach krwi opracowang metodg. Mimo to metoda bardzo dobrze

nadaje si¢ do wykrywania tego leku.

Najwicksza trudno$cia, jaka zaobserwowano po przeprowadzeniu walidacji metody byt
znaczacy wplyw matrycy probki na wyniki oznaczen. Problem rozwigzano stosujac
deuterowane pochodne analitow jako wzorce wewngtrzne i obliczajac warto$¢ efektu matrycy
stosujac wzgledne warto$ci sygnalow analitycznych. W przypadku analitéw, do ktérych
zastosowano inne deuterowane zwigzki, nie zaobserwowano poprawy wynikow, cho¢ wyjatek

stanowil zopiklon.

Opracowana metoda SPE/LC-MC-MC znalazta praktyczne zastosowanie w analizie
probek autentycznych, a uzyskane wyniki postuzyly do opiniowania sagdowo-lekarskiego.
W autentycznych probkach krwi poddanych analizie wykryto i oznaczono midazolam
I nordiazepam (oba na poziomie terapeutycznym) oraz estazolam (w st¢zeniu znacznie

przekraczajacym wartos$¢ terapeutyczng we krwi).

Na zakonczenie badan wykonano analizy probek ptynu z jamy ustnej i krwi (jako materiatu
odniesienia) pobranych od pacjentéw Pododdziatu Chorob Afektywnych Oddziatu Psychiatrii
Dorostych Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie. Zamierzeniem tego eksperymentu byto
wykazanie przydatnosci dwoch opracowanych metod analitycznych: MEPS/UHPLC-MS do
oznaczania BZD w ptynie z jamy ustnej i SPE/LC-MS-MS do oznaczania BZD we krwi.




Kwalifikujgc pacjentow do badan, lekarz brat pod uwage rodzaj przyjmowanych lekoéw
przeciwdepresyjnych (BZD) i czas ich przyjmowania (minimum 2 tygodnie). W efekcie
zakwalifikowano 9 pacjentow (P1 — P9): cztery kobiety w wieku 25 — 51 lat i pigciu mg¢zezyzn
w wieku 24 — 48 lat.

Wedlug danych zawartych w formularzach, u pacjentow zdiagnozowano nastepujace
choroby i zaburzenia zwigzane z niepokojacym stanem psychicznym: schizofrenie
paranoidalna, schizofrenic paranoidalng z komponenta depresyjng, organiczne zaburzenie
dysocjacyjne, ograniczenie zaburzen osobowosci, zaburzenia depresyjne nawracajace, epizod
depresji umiarkowanej, epizod ci¢zkiej depresji z objawami psychotycznymi oraz epizod
depresji cigzkiej bez objawow psychotycznych. W celu leczenia pacjentow P1 — P9 do terapii
wlgczono preparaty lekow z grupy benzodiazepin: Relanium (substancja aktywna — diazepam)
i Lorafen (substancja aktywna — lorazepam). Zastosowanie opracowanych metod pozwolito na
oznaczenie lorazepamu w czterech probkach krwi i oznaczenie diazepamu w czterech probkach
ptynu z jamy ustnej i krwi, co wigcej, w probkach krwi oznaczono rowniez metabolit diazepamu

— nordiazepam.

Poréwnano wartosci stezen diazepamu w obu materiatach autentycznych i stwierdzono
korelacj¢ o charakterze liniowym. Uzyskane warto$ci stezen $wiadcza, ze st¢zenia diazepamu
w plynie z jamy ustnej w stosunku do krwi sg okoto 20 razy mniejsze. Wyznaczenie
statystycznej korelacji wskazywaloby na reprezentatywne oznaczanie diazepamu w plynie
Z jamy ustnej w stosunku do krwi, i przyczynitoby si¢ do lepszego rozpoznania dystrybucji
lekow psychotropowych 1 ich metabolitbw w organizmie czlowicka. Z tego powodu
prowadzenie dalszych badan w tym kierunku jest niezmiernie ciekawe i istotne z punktu

widzenia zalet ptynu z jamy ustnej, jako alternatywnego materialu biologicznego.
5. WNIOSKI

Badania zmierzaly do opracowania i weryfikacji metod dla celow ekspertyzy
toksykologicznej biorgc pod uwage analiz¢ probek autentycznych z przypadkéw klinicznych
trzech materiatow biologicznych: ptyn z jamy ustnej, plyn tzowy i krew. Pozwolito to na

sformutowanie nastepujacych wnioskow:

1. Sposrdd trzech metod oznaczania TLPD w probkach plynu z jamy ustnej, najbardziej
odpowiednia do tego celu okazata si¢ metoda MEPS/UHPLC-MS. Jej przydatnos¢

zweryfikowano przeprowadzajac analize probek autentycznych.
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2. Mimo, i1z metoda MEPS/UHPLC-MS nadaje si¢ do wykrywania i identyfikacji
sertraliny w probkach plynu z jamy ustnej, to oznaczenie tego leku nie jest mozliwe ze

wzgledu na niezadowalajaca doktadnos$¢.

3. Opracowanie metody CE-UV oznaczenia lekéw z grupy TLPD wprost w probkach
biologicznych pozwolito oming¢ czaso- i pracochtonny etap izolacji analitow. Ponadto,
badania wskazuja, ze elektroforeza kapilarna posiada znaczacy potencjal w oznaczaniu
lekéw psychotropowych w probkach pltynu z jamy ustnej, co daje nowe mozliwosci

W poroéwnaniu z rutynowo stosowanymi metodami chromatograficznymi.

4. Opracowano metode MEPS/UHPLC-MS oznaczania benzodiazepin w probkach ptynu
lzowego, ktora zastosowano w analizie probek autentycznych z zadowalajacym

rezultatem.

5. Wykazano, iz stosowanie deuterowanych pochodnych analitow, jako ich wzorcow IS,

pozwala obnizy¢ wplyw efektu matrycy.

6. Jakkolwiek wykazano korelacj¢ migdzy stezeniem diazepamu w probkach ptynu z jamy
ustnej, a stezeniem diazepamu w probkach krwi, to badania te wymagaja dalszego

dopracowania.

Prace analityczne nad mikroekstrakcja na upakowanym sorbencie sktaniajag do

whnioskowania;

7. MEPS umozliwia szybkg izolacje substancji psychotropowych z probek biologicznych,
z satysfakcjonujaca wydajnoscia, a stosowanie matych objetosci probek dedykuje

MEPS do materiatow alternatywnych, ktore pobierane sg w niewielkich ilosciach.

8. Ograniczeniem MEPS s3a stosunkowo drogie sorbenty BIN® i zalezno$¢ liczby
przeprowadzonych ekstrakcji od Zywotnosci sorbentu, ktora z kolei zalezy od
ztozonos$ci matrycy probki. Dodatkowo istnieje mozliwo$¢ wykonywania ekstrakcji

tylko jednej probki w danym czasie.

9. Mechanizacja procesu MEPS i zaprojektowanie stolika do zestawu eVol®XR
usprawnito i poprawito jako$¢ pracy analityka i wptyneto na ograniczenie wptywu tzw.

czynnika ludzkiego.
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