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Wspblczesna analiza prébek biologicznych charakteryzuje si¢ dazeniem do
oznaczania mozliwie najwigkszej liczby zwigzkéw chemicznych, w mozliwie najkrétszym
czasie. Stad wykorzystywane w celu skriningu oraz identyfikacji zwiazkow w ptynach
fizjologicznych metody chromatografii cieczowej (LC, liquid chromatography) najczesciej
taczy si¢ ze spektrometrami mas (MS, mass spectrometry). Pozwala to na uzyskanie
wysokiej czulosci, selektywnosci i szybkosci podczas analiz probek biologicznych.
Najnowsze rozwigzania technologiczne oferujg potaczenie chromatografii cieczowej
z wysokorozdzielczymi spektrometrami mas (HRMS, high-resolution mass spectrometry),
ktére obecnie naleza do najbardziej obiecujacych technik instrumentalnych ze wzgledu na
bardzo dokladny pomiar masy, duza szybko$¢ pozyskiwania danych i niska granice
wykrywalnosci. Takie rozwigzanie pozwala na identyfikacje nowych, nieznanych dotad
substancji chemicznych, co sprawdzilo si¢ w badaniach toksykologicznych,
metabolomicznych, klinicznych 1 przy analizach antydopingowych. Pomimo,
iz dysponujemy coraz bardziej wysoko wydajnymi technikami instrumentalnymi,
opracowanie zintegrowanych technik przygotowania prébek oraz sprawnej analizy
chemometrycznej otrzymanych danych wydaje sie by¢ kluczowe w dobie szerokiego

wykorzystania technik LC-MS we wspétczesnej bioanalityce.

Gtéwnym obszarem tematycznym niniejszej rozprawy doktorskiej jest metoda
mikroekstrakcji do fazy stalej (SPME, solid-phase microexiraction) jako wysoce
zautomatyzowanego i zintegrowanego urzadzenia (techniki) majacego zastosowanie przy
izolacji analitéw z matryc probek charakteryzujacych si¢ zlozonym skladem oraz ich
separacji, identyfikacji i szybkiego oznaczania. Dotychczasowe badania przeprowadzone
z wykorzystaniem SPME potwierdzaja, iz technika ta ma przewage nad metodg ekstrakcji
do fazy stalej (SPE, solid-phase extraction) czy ekstrakcji w ukladzie ciecz-ciecz (LLE,
liquid-liquid extraction) pod wzgledem wydajnosci, prostoty zastosowania i zwiekszenia
czystosci probki, a tym samym zmniejszenia interferencii pochodzacych z matrycy (mocz,
osocze) przy poréwnywalnej czutosci w stosunku do innych metod. Kolejne etapy
przeprowadzonych badai obejmowaly przygotowanie w pelni zwalidowane] metody
analitycznej majacej zastosowanie do oznaczania stezenia rokuronium w réznych punktach
czasowych (farmakokinetyka) w osoczu 0séb poddanych zabiegowi transplantacji
watroby. W badaniach podjgto réwniez prébe opracowania metody z wykorzystaniem

mikroekstrakcji do fazy stalej (SPME) w polaczeniu z chromatografig cieczows
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i detektorem mas (LC-MS) w badaniach probek zawierajacych potencjalne leki z listy
zwiazkéw zakazanych wg Swiatowej Agencji Antydopingowej (WADA, World
Anti-Doping Agency). Dokonano pelnej optymalizacji procedury przygotowania probki
i kolejno przeprowadzono walidacj¢ zgodnie z wytycznymi Amerykanskiej Agencji
ds. Zywnosci i Lekéw (FDA, Food and Drug Administration). Ponadto okreslony zostat
poziom wykrywania i oznaczania wybranych analitow, w tym réwniez lekéw, poréwnany
z wymogami opublikowanymi przez WADA. Wyniki przeprowadzonych badan na ponad
100 zwigzkach dopingujacych o zréznicowanej budowie i wlas’éiwos’ciach
fizykochemicznych, spetnialy kryteria okreslone przez FDA i WADA. Dowodzi to,
ze SPME stanowi atrakcyjng alternatywe lub uzupelnienie dla dotychczasowych metod
przygotowywania probek podczas kontroli dopingowe;j.

Ostatni etap badan obejmowal wykorzystanie metod chemometrycznych, w tym
modeli QSRR, (Quantitative Structure-Retention Relationships — iloSciowe zaleznosci
struktura-retencja) do ulepszenia identyfikacji metabolitéw i lekéw na podstawie czasu
retencji, danych fizykochemicznych i struktury -chemicznej. W tym celu zbudowane
modele QSRR dla platformy LC-HRMS pozwolily zmniejszyé ilo$é fatszywych
identyfikacji, wnoszac jednoczesnie wklad w szybka i co najwazniejsze trafng interpretacje
wynikdw, co wykorzystane zostatlo w praktyce w projekcie profilowania metabolicznego
na platformie SPME-LC-HRMS.



