STRESZCZENIE

Zasadniczym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto opracowanie oryginalnych
uktadow analitycznych, bazujacych na technice wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC) oraz spektroskopii emisyjnej (fluorescencja, chemiluminescencja) do
oznaczania i badania wtasciwo$ci wybranych witamin wodno-rozpuszczalnych w krwi
pelnej, w dializacie z otrzewnej oraz w stanie chemicznie czystym.

Zaproponowane uktady analityczne zestawiono w badaniach klinicznych wzgledem
istniejacych rozwigzan pod katem mozliwosci ich zastosowania w nowoczesnej analityce
biomedycznej i okre§lono ich przydatno$é¢, stosujac zardwno klasyczne metody analizy
statystycznej, jak 1 nowoczesne narzedzia chemometryczne. Opracowane metody
zastosowano w analizie probek petnej krwi 50 regularnie hemodializowanych pacjentow
oraz 41 leczonych metoda dializy otrzewnowej. Procz tego praktycznego aspektu
okreslono réwniez witasciwosci fizykochemiczne badanych uktadéw, m.in. kinetyke
formowania fluoryzujacych pochodnych, jak rowniez czasy zycia fluorescencji
docelowych analitow — tiochromow.

W ramach badan okreslono st¢zenia aktywnej formy witaminy By, to jest difosforanu
tiaminy (ThDP) w pelnej krwi na §rednim poziomie 50,6 = 47,3 ng/ml przed zabiegiem
hemodializy oraz 24,1 23,5 ng/ml w probkach pobranych bezposrednio po zabiegu.
Zaobserwowano w$rod pacjentow mocno zroznicowany ubytek stezenia ThDP, ktory
wahat si¢ od kilku procent do wartos$ci bliskich 100%
w niektorych przypadkach. Zestawienie wynikow uzyskanych z udziatem opracowanego
testu z walidowanym testem dostgpnym na rynku potwierdzito jego wysoka jakoS$¢,
powtarzalno§¢  uzyskanych  rezultatow 1 tym samym —  przydatno$¢
w badaniach klinicznych.

Zastosowanie analizy glownych skladowych (PCA) ujawnilo zaleznos$¢ stopnia
wyptukiwania tej witaminy od rodzaju zastosowanego typu dializera i blony
dializacyjnej, diurezy, st¢zenia kreatyniny i hemoglobiny oraz ilo$ci czerwonych
krwinek.

Okres$lenia pozioméw witamin B i Bs wykonano w matrycy wcze$niej nie badanej
pod tym katem — mianowicie w dializacie z otrzewnej. Probki dializatu z otrzewnej
pobierano podczas wykonywania tzw. testu réwnowazenia otrzewnej (PET) -

odpowiednio w 2 i 4-tej godzinie testu oraz po catlodobowej wymianie. Okazato si¢, ze



zabiegi dializy otrzewnowej, podobnie jak zabiegi hemodializy, rowniez predysponuja
do wyplukiwania witaminy B i B¢ z organizmy pacjentéw, lecz ubytek w tym wypadku
jest znaczaco nizszy, anizeli w przypadku ostatniego podej$cia. Mimo bardzo niskich
stezen matrycowych analitow, w badanej grupie pacjentow udato si¢ okresli¢ stezenia
w dializatach z otrzewnej, ktore wahaly si¢ w granicach 0,43 — 6,88 ng/ml dla
monofosforanu tiaminy, 0,45 — 50,24 ng/ml dla difosforanu tiaminy, 0,08 — 2,61 ng/ml,
dla pirydoksyny, 0,09 — 17,26 ng/ml dla pirydoksalu oraz 0,08 — 3,64 ng/ml dla
pirydoksaminy. Oznaczone zawarto$ci witamin byly nizsze, anizeli zalecane dobowe
spozycie, jak réwniez nie przekraczaly ilo$ci wydalanych
z moczem przez zdrowe osoby. Poziom wyplukiwania wzrastal wraz z czasem
wykonywania wspomnianego testu PET i w wielu przypadkach byt blisko dwukrotnie
wyzszy dla probek pobranych po 24-godzinnej wymianie, w stosunku do probek
gromadzonych w 2-giej godzinie tego testu. Zastosowane metody statystyczne nie
ujawnity istotnych zaleznosci pomiedzy stezeniami kolejnych analitow z innymi
parametrami klinicznymi, opisujacymi badang grupe pacjentow.

Dodatkowym celem niniejszej rozprawy byto okreslenie mozliwo$ci zastosowania
procesu chemicznie indukowanej luminescencji do badania wlasciwosci
przeciwutleniajacych wybranych zwigzkéw biologicznie czynnych i suplementéw diety,
migdzy innymi wodnorozpuszczalnej witaminy C (kwasu askorbinowego). W tym
oryginalnym podej$ciu jako indykatory luminescencji zastosowano specjalnie
syntezowane chemiluminogenne sole akrydynowe, w tym triflat 10-metylo-
9-(fenoksykarbonylo)-akrydynowy. Proponowana metoda opiera na si¢ na pomiarze
zmian parametrow emisji wspomnianego zwiazku (kinetyka zaniku promieniowania)
z alkalicznego roztworu nadtlenku wodoru w obecno$ci substancji przeciwutleniajacych
w stosunku do emisji rejestrowanej bez tego typu dodatkéw. Z uwage na bardzo dobra
kinetyke emisji indykatora, zaobserwowano jedynie znikomy wplyw barwy czy
zmetnienia probki na mozliwos$ci analityczne omawianej metody, co czyni j3 bardziej
uniwersalng 1 czula, anizeli klasyczne rozwigzania, oparte na pomiarze efektywnosci

chemiluminescencji luminolu.



