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4. Liczbowe zestawienie dorobku naukowego

Catkowita liczba publikacji — 31
Liczba publikacji przed osiggnigciem stopnia doktora — 2

Liczba publikacji po osiagnigciu stopnia doktora — 29, w tym:

— prace oryginalne z listy Journal Citation Reports (JCR) — 21
— prace oryginalne spoza listy JCR —7

— prace przegladowe z listy JCR — 2

— prace przegladowe spoza listy JCR — 1

Liczba publikacji wchodzacych w sktad cyklu — 10

Sumaryczny wspotczynnik wptywu (Impact Factor, IF) dla wszystkich publikacji:
— zgodnie z rokiem publikacji — 53,868
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Sumaryczny IF dla publikacji w cyklu:
— zgodnie z rokiem publikacji — 27,158

Liczba cytowan wszystkich publikacji wg bazy Web of Science:
— catkowita — 245

— bez autocytowan — 213

Indeks Hirscha — 8

Liczba cytowan wszystkich publikacji wg bazy Scopus:
— catkowita — 261

— bez autocytowan — 223

Indeks Hirscha — 8

5. Wskazanie osiagniecia wynikajacego 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.):

5.1. Tytul osiggniecia naukowego:

Elektroforeza kapilarna probek biologicznych 7 wykorzystaniem metod
zatezania analitow on-line

5.2. Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego:

Ponizsze publikacje wchodzace w sktad osiggnigcia naukowego zostaty uszeregowane zgodnie

z kolejnoscig ich omawiania w autoreferacie. Gwiazdka zaznaczono autora do korespondenciji.

H1

H2

Kubalczyk P., Bald E.* (2006)

Transient pseudo-isotachophoretic stacking in analysis of plasma for homocysteine by
capillary zone electrophoresis

Analytical and Bioanalytical Chemistry, 384, 1181-1185. IF06 2,695

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu badan, przeprowadzeniu
wszystkich eksperymentow, opisaniu  wynikow, dyskusji ze wspotautorem nad
interpretacjq wynikow oraz wspotredagowaniu manuskryptu. Moj udzial procentowy
szacuje na 80%.

Kubalczyk P., Bald E.* (2008)

Method for determination of total cysteamine in human plasma by high performance
capillary electrophoresis with acetonitrile stacking

Electrophoresis, 29, 3636-3640. IF00s) 3,609

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu badan, przeprowadzeniu
wszystkich eksperymentow, opisaniu  wynikow, dyskusji ze wspolautorem nad
interpretacjq wynikow oraz wspotredagowaniu manuskryptu. Moj udzial procentowy
szacuje na 80%.
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H3

H4

HS

H6

H7

H8

Kubalczyk P., Bald E.* (2009)

Analysis of orange juice for total cysteine and glutathione content by CZE with UV-
absorption detection

Electrophoresis, 30, 2280-2283. 1F(2009) 3,509

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu badan, przeprowadzeniu
wszystkich eksperymentow, opisaniu wynikow, dyskusji ze wspotautorem nad
interpretacjq wynikow oraz wspotredagowaniu manuskryptu. Moj udzial procentowy
szacuje na 80%.

Kubalczyk P.*, Chwatko G., Bald E. (2014)

Capillary electrophoresis determination of tiopronin in human urine after
derivatization with 2-chloro-1-methylquinolinium tetrafluoroborate

Current Analytical Chemistry, 10, 375-380. IF014) 1,194

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu badan, wykonaniu
wigkszosci eksperymentow, opisaniu i interpretacji wynikow, udziale w dyskusji ze
wspotautorami nad wynikami badan, redagowaniu manuskryptu i korespondenciji
z edytorem czasopisma. Moj udzial procentowy szacuje na 75%.

Kubalczyk P.*, Bald E., Furmaniak P., Glowacki R. (2014)

Simultaneous determination of total homocysteine and cysteine in human plasma by
capillary zone electrophoresis with pH-mediated sample stacking

Analytical Methods, 6, 4138-4143. 1F(014) 1,938

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu badan, przeprowadzeniu
wszystkich —eksperymentow, opisaniu wynikow, dyskusji ze wspolautorami nad
interpretacjq wynikow oraz wspotredagowaniu manuskryptu i korespondencji
Z edytorem czasopisma. Mdj udziat procentowy szacuje na 15%.

Furmaniak P., Kubalczyk P.*, Gtowacki R. (2014)

Determination of homocysteine thiolactone in urine by field amplified sample injection
and sweeping MEKC method with UV detection

Journal of Chromatography B, 961 36-41. IF(2014) 2,694

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu badan, nadzorowaniu
eksperymentow, dyskusji ze wspolautorami nad interpretacjg Wynikow oraz
wspolredagowaniu manuskryptu i korespondencji z edytorem czasopisma. Moj udzial
procentowy szacuje na 35%.

Kubalczyk P.*, Borowczyk K., Chwatko G., Gtowacki P. (2015)

Simple micellar electrokinetic chromatography method for the determination of
hydrogen sulfide in hen tissues

Electrophoresis, 36 1028-1032. IF015) 3,028

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu badan, przeprowadzeniu
wigkszosci  eksperymentow, opisaniu  wynikow, dyskusji ze wspotautorami nad
interpretacjg  wynikéw oraz wspotredagowaniu  manuskryptu i korespondencji
z edytorem czasopisma Moj udziat procentowy szacuje na 70%.

Borowczyk K., Krawczyk M., Kubalczyk P., Chwatko G.* (2015)

Determination of lipoic acid in biological samples

Bioanalysis, 7, 1785-1798. IF(015y 3,003

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na przygotowaniu przeglgdu literatury
| wspotredakcji rozdziatow 1, 2, 3 i 4 oraz Kkorekcie manuskryptu. Moj udzial
procentowy szacuje na 30%.
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H9

H10

Kubalczyk P.*, Chwatko G., Glowacki R. (2016)

Fast and simple MEKC sweeping method for determination of thiosulfate in urine
Electrophoresis, 37, 1155-1160. IF@n6) 2,744

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu badan, przeprowadzeniu
wiekszosCi  eksperymentow, opisaniu  wynikéw, dyskusji ze wspotautorami nad
interpretacjq wynikow oraz wspotredagowaniu manuskryptu i korespondencji
z edytorem czasopisma. Moj udzial procentowy szacuje na 75%.

Kubalczyk P.*, Glowacki R. (2017)

Determination of lipoic acid in human urine by capillary zone electrophoresis
Electrophoresis, DOI: 10.1002/elps.201700002. 1F@016) 2,744

Moj wklad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu badan, przeprowadzeniu
wszystkich eksperymentow, opisaniu  wynikow, dyskusji ze wspotautorem nad
interpretaciq wynikow oraz wspotredagowaniu manuskryptu i korespondencji
z edytorem czasopisma. Moj udzial procentowy szacuje na 85%.

5.3. Oméwienie celu naukowego pracy i osiagnietych wynikow

Najwazniejsze skroty
ACN — acetonitryl
BCPB — bromek 1-benzylo-2-chloropirydyniowy

BGE — elektrolit podstawowy

CMQT - tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylochinoliniowy

CASH - cysteamina

Cys — cysteina

CysGly — cysteinyloglicyna

CZE - kapilarna elektroforeza strefowa

DHLA — kwas dihydroliponowy

FASI - zat¢zanie przez spi¢trzanie na drodze wprowadzania probki ze wzmocnieniem pola

GSH — glutation

Hcy — homocysteina

HTL — tiolakton homocysteiny

LA — kwas liponowy

LOD — granica wykrywalno$ci

LOQ — granica oznaczalnosci

MEKC — micelarna elektrokinetyczna chromatografia

MTQ — 1-metylo-2-tiochinolon

TBP — tributylofosfina

TCEP — tris(2-karboksyetylo)fosfina

TP — tiopronin, (N-2-merkaptopropionyloglicyna)

tpI TP — zatezanie przez spigtrzanie wedtug mechanizmu pseudo-przejsciowej izotachoforezy
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Wstep

Techniki elektromigracyjne od wielu lat sg bardzo czesto wykorzystywane
w laboratoriach analitycznych do rozdzielania i oznaczania roznych sktadnikow probek
0 skomplikowanych matrycach. Techniki te charakteryzuje duzy potencjat analityczny, ktory
wynika gtéwnie z uzyskiwanych dobrych rozdzielczosci, krotkiego czasu rozdzielania
mieszanin, wysokiej selektywnosci, stosunkowo dobrej czutosci oraz podatnosci na
miniaturyzacj¢. Elektroforeza definiowana jako réznicowy ruch jonow w polu elektrycznym w
medium separacyjnym, zostata po raz pierwszy zastosowana jako technika separacyjna przez
szwedzkiego uczonego Arne Tiseliusa w roku 1937. Wsrod technik elektromigracyjnych na
szczegblng uwage zasluguja obecnie najczg$ciej stosowane w laboratoriach analitycznych
elektroforeza zelowa oraz elektroforeza kapilarna (CE). Elektroforeza zelowa uzywana
glownie do rozdzielania biologicznych makroczasteczek takich jak biatka czy kwasy
nukleinowe, oprécz wymienionych wczesniej zalet, posiada takze pewne niedogodnosci.
Mozna tu wymieni¢ np. dtugie czasy analizy, niskg sprawno$¢ oraz czasochlonnag wizualizacje
wynikow rozdzielania. Wspotczesna CE jest natomiast nowoczesng technika analityczna, ktora
pozwala na stosunkowo szybkie oraz wydajne rozdzielanie w waskiej kapilarze czastek
znajdujacych sie¢ w probce o bardzo malej objgtosci. CE taczy mechanizm separacyjny
elektroforezy z podstawami instrumentalnymi i automatyzacja wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC) [1].

Jednym z najczg$ciej wymienianych ograniczen CE w poréwnaniu do HPLC jest
zdecydowanie gorsza czulo$¢ stezeniowa, zwlaszcza gdy stosowany jest detektor
spektrofotometryczny UV-Vis. Rozwigzaniem tego problemu nie moze by¢ zwykle
zwigkszenie objetosci probki wprowadzanej do kapilary, gdyz zazwyczaj skutkuje to
znaczacym obnizeniem rozdzielczosci i spadkiem sprawno$ci. Rozwigzania aparaturowe
polegajace na zastosowaniu specjalnych kapilar, czy tez wyrafinowanych celek detekcyjnych
(tzw. celki wysokiej czutosci), pomagaja tylko w niewielkim stopniu zniwelowac rdznice
w czutosci pomiedzy CE 1 HPLC. Niewatpliwie bardzo dobrym rozwigzaniem jest
wykorzystanie charakteryzujacych si¢ w wielu przypadkach zdecydowanie wyzsza czutosciag
detektorow fluorescencyjnych, badz spektrometroéw mas, ktére pozwalaja na znaczgce
obnizenie granic wykrywalnosci 1 oznaczalno$ci. Zwigzane jest to jednak z koniecznoscia
przeprowadzenia dodatkowych, kosztownych inwestycji aparaturowych. Stosunkowo czgstym
rozwigzaniem jest takze zastosowanie reakcji derywatyzacji przeprowadzanej podczas jednego
z etapow przygotowania probki. W wyniku reakcji derywatyzacji otrzymuje si¢ pochodne 0

zmienionych wilasno$ciach detekcyjnych, a czgsto tez elektroforetycznych, ktoére bezposrednio
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wynikajg z wprowadzenia chromoforu, fluoroforu lub elektroforu do struktury czasteczki
analitu.

Wsrod sposobow umozliwiajagcych znaczace obnizenie granicy wykrywalnosci w CE
bardzo duzym zainteresowaniem cieszg si¢ techniki zatezania (wzbogacania) analitow
bezposrednio w uktadzie analitycznym CE. Efekt spigtrzania jest w wigkszosci przypadkow
uzyskiwany poprzez wprowadzenie do kapilary duzo wigkszej niz zwykle objetosci probki
0 niskim przewodnictwie i wykorzystanic pewnych efektow chromatograficznych i/lub
elektroforetycznych w celu skupienia analitu w bardzo waskiej strefie. Manipulacja
przewodnictwem probki i/lub rodzajem elektrolitu nie wymaga wprowadzenia praktycznie
zadnych modyfikacji w komercyjnie dost¢pnej aparaturze do CE. Dodatkowo, proces zatezania
ma miejsce w tej samej kapilarze, w ktorej nastepuje separacja sktadnikow probki, nie istnieje
wigc ryzyko straty analitu [2, 3]. Do chwili obecnej zostalo opracowanych wiele technik
zatgzania analitow bezposrednio w uktadzie pomiarowym, ktére ogdlnie mozna podzieli¢ na
dwie grupy, przy czym podzial ten zostal oparty na mechanizmie rozdzielania sktadnikow
probki. Do pierwszej grupy nalezg techniki, stosowane do zwigzkow posiadajacych tadunek,
wykorzystujace mechanizm kapilarnej elektroforezy strefowej (CZE), za$ do grupy drugiej
stosowane gtownie do czgstek obojetnych, techniki oparte o micelarng elektrokinetyczna
chromatografie (MEKC). O niestabngcym zainteresowaniu technikami zatezania analitow
w uktadzie pomiarowym CE, $wiadczy ciagle rosngca liczba nowych metod analitycznych
wykorzystujacych liczne odmiany tych technik, a nawet ich mniej lub bardziej ztozone
kombinacje [3-6].

W przypadku kapilarnej elektroforezy bardzo duza role odgrywa takze sposob
przygotowania probki. Probki biologiczne to w  wigkszosci przypadkow  bardzo
skomplikowane matryce zawierajace wiele zwiazkéw, wsrdd ktorych anality zazwyczaj
wystepuja w niewielkim stezeniu. Obecne w probkach biologicznych biatka réwniez stanowig
powazny problem, gdyz ich obecno$¢ moze doprowadzi¢ do modyfikacji wewnetrznej $ciany
kapilary i znaczacej zmiany jej wlasnosci, badz w pewnych przypadkach nawet do zapchania
samej kapilary. Wykorzystywane w metodach elektromigracyjnych techniki przygotowania
probki, takie jak np. ekstrakcja, derywatyzacja, odbiatczanie, w wigkszo$ci przypadkow
istotnie wptywaja na przewodnictwo probki. Odpowiednie dopasowanie przewodnictwa probki
oraz elektrolitu wykorzystywanego do rozdzielania (BGE) zdaje si¢ by¢ kluczowym
czynnikiem decydujacym o jakoS$ci separacji, gdyz w sposob bezposredni wptywa na ksztatt
oraz szeroko$¢ sygnatlu analitycznego, a wiec na sprawnos$¢ i rozdzielczo$¢. Niewlasciwie

dobrane przewodnictwo probki, tj. zbyt wysokie w stosunku do BGE, powoduje poszerzanie
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pasma analitu, co jest efektem niepozadanym majac na uwadze do$¢ niska czulo$¢ detektora
UV-Vis, znajdujgcego si¢ na standardowym wyposazeniu wiekszo$ci aparatow do CE.
Prowadzone przeze mnie badania polegaty na opracowaniu nowych, prostych, szybkich
I czutych metod oznaczania zwigzkow wystepujacych w probkach biologicznych o ztozonych
matrycach, przy wykorzystaniu techniki zatezania/wzbogacania analitow bezposrednio

w uktadzie pomiarowym CE.

Przygotowanie probek

Osocze krwi oraz mocz sg czgsto zaliczane do najlepiej poznanych i zbadanych probek
biologicznych. Sg one rowniez najczgsciej analizowanymi ptynami ustrojowymi, gtownie ze
wzgledu na niezmienno$¢ skladu matrycy, jak tez bardzo dobra znajomos$¢ poziomow
referencyjnych wielu zwigzkoéw uznawanych za markery réznych choréb. Zaréwno osocze jak
I mocz sg wigc znaczacymi zrodltami wartos§ciowych informacji na temat kondycji zywych
organizméw. Niestety nie sg to probki tatwe w analizie, gdyz w wigkszosci przypadkow
anality, zazwyczaj w niskich lub bardzo niskich ($ladowych) stezeniach, wystepuja obok duzej
liczby, bedacych w nadmiarze innych sktadnikow matrycy [6]. Mozna zauwazy¢ tez pewna
zalezno$¢, a mianowicie taka, ze napotykane trudnosci z analizg probek biologicznych sa $cisle
zwigzane ze stanem jej skupienia i maleja wraz ze wzrostem plynnosci matrycy. Nasuwa si¢
wigc oczywisty wniosek, ze najtatwiej analizowaé ptyny biologiczne (mocz, osocze, naturalne
soki, wody powierzchniowe, $cieki komunalne i przemystowe), a zdecydowanie trudniej tkanki
state (zotadek, watroba, serce, mozg, wlosy, paznokcie). Osocze, mocz jak i tkanki state to
zlozone probki, ktore oprocz analizowanych zwigzkdw mogg zawiera¢ bialka, a takze znaczng
ilo§¢ nieorganicznych soli. Z analitycznego punktu widzenia to obecnos¢ biatka w probee
nastrecza najwiecej problemoéw, gdyz utrudnia analiz¢ 1 wptywa bezposrednio na wiasnos$ci
kapilary, czesto prowadzac do jej zapchania. Wszystko to sprawia, ze przed elektroforetyczng
analizg zawsze konieczne jest odpowiednie przygotowanie probki. Proces przygotowania
probki jest tez najbardziej czasochlonny oraz generuje najwigcej bledow [6]. Istnieje wiele
sposobow usuwania biatek z probki, a do najczes$ciej stosowanych mozna zaliczy¢
odbialczanie poprzez mechaniczne oddzielenie czastek o duzej masie (ultrafiltracja) oraz
wykorzystanie pewnych czynnikow chemicznych, takich jak np. kwasow (kwas
trichlorooctowy, kwas chlorowy VII czy kwas 5-sulfosalicylowy), soli, czy tez
rozpuszczalnikdw organicznych (aceton, acetonitryl, acetonitryl/amoniak) [6, 7, 8]. Czynniki
chemiczne powodujac zmiane wiasciwos$ci biatek powoduja ich wytrgcanie z roztworu probki.
W opracowanych przeze mnie procedurach przygotowania probek osocza [H1, H2, H5] oraz

tkanek zotadka, watroby i serca kury [H7] konieczne byto ich odbiatczanie. W tym celu jako
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czynnik deproteinizujacy stosowatem kwas chlorowy (VII), wytracone biatka usuwatem
poprzez odwirowanie probek, a dalszej analizie poddawalem otrzymany supernatant.
W przypadku procedur, w ktorych przygotowywatem probki moczu [H4, H6, H9, H10], czy
sok z pomaranczy [H3], ktore jak powszechnie wiadomo nie powinny zawiera¢ biatek,
pomingtem ten etap.

Jak juz wspomnialem wczes$niej stopien skomplikowania procedury przygotowania
probki rzeczywistej (biologicznej) maleje wraz ze stopniem plynnosci probki. Jedna
z opracowanych przeze mnie procedur dotyczyta oznaczania siarkowodoru w probkach statych
pochodzenia zwierzecego. Procedura oznaczania siarczkow w tkankach stalych [H7]
wymagata wigc, oprocz usuniecia biatka, wprowadzenia dodatkowego etapu majgcego na celu
wczesniejsze uptynnienie probki. W badaniach tych optymalizowatem wigc parametry
homogenizacji zotadka, watroby i serca kury. Poniewaz wiadomo, ze pKa siarkowodoru
w temperaturze 37°C wynosi 6,84 [9], stad w homogenatach przygotowanych w $rodowisku
lekko kwasnym (pH 6) wolne siarczki powinny wystgpowac gtownie w postaci siarkowodoru,
ktéry szybko sie ulotni z probki podczas jej przygotowywania. W srodowisku alkalicznym (pH
9) ponad 90% siarczkow powinno pozosta¢ w roztworze w formie anionowej (HS’), co
pozwoli na ich oznaczenie. Konsekwentnie, aby unikng¢ niepozadanych strat analitu
homogenaty wszystkich badanych tkanek przygotowywatem w 0,2 mol/L buforze
fosforanowym o pH 9.

Osocze podobnie jak wiekszos¢ probek biologicznych zawiera sole, gtdéwnie jest to
chlorek sodu, w ilo$ci przekraczajacej czegsto 1%. Obecnosé stosunkowo duzego stezenia soli
skutkuje poszerzeniem przemieszczajacej si¢ we wnetrzu kapilary strefy probki, a wiec i piku
na elektroforegramie. Poszerzenie strefy probki jest bezposrednio zwiazane z jej duzym
przewodnictwem wzgledem stosowanego BGE, a co za tym idzie generowanym niskim
natezeniem pola elektrycznego. Ten negatywny efekt jest szczegdlnie widoczny gdy do
kapilary wprowadzana jest do$¢ duza objetos¢ probki, ktorej objetos¢é stanowi ponad 1-2%
calkowitej objetosci kapilary. W celu dostosowania przewodnictwa probki stosuje si¢ rdzne
zabiegi, ktore polegaja czg¢sto na zmieszaniu probki z rozpuszczalnikiem organicznym lub
przeprowadzeniu ekstrakcji/mikroekstrakcji typu ciecz-ciecz prowadzacej do znacznego
uproszczenia matrycy z usunigciem soli wilacznie. Znaczace obnizenie przewodnictwa
roztworu probki za pomoca dodatku acetonitrylu (ACN) wykorzystatem w procedurach
oznaczania homocysteiny (Hcy) i cysteaminy (CASH) w osoczu [H1, H2], oznaczaniu
tioproniny (TP) w moczu [H4] oraz oznaczaniu cysteiny (Cys) i glutationu (GSH) w soku
pomaranczy [H3]. Podczas rozwijania powyzszych metod wyznaczalem stosunek objetosci

ACN do objetosci probki. Zauwazytem, ze optymalny stosunek ACN do probki wynosi 2:1
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(V/v), co jest zgodne z wczesniejszymi eksperymentami [10]. Podczas oznaczania tiolaktonu
homocysteiny (HTL) [H6] oraz kwasu liponowego (LA) [H10] w moczu zastosowatem
ekstrakcje ciecz-ciecz. Ekstrakcje HTL z probek moczu przeprowadzatem wykorzystujac
mieszaning chloroformu z metanolem w stosunku 2:1 (v/v), natomiast w metodyce stosowanej
do analizy moczu na zawarto$§¢ LA stosowalem ekstrakcje acetonem. HTL posiada w swojej
strukturze grupe aminowa, ktorej pKa wynosi 6,67 [11]. Aby umozliwi¢ efektywng ekstrakcje
HTL do fazy organicznej dostosowywalem pH probki buforem fosforanowym o pH 8 (brak
tadunku w czasteczce). Aby umozliwi¢ pozniejsze wprowadzenie probki do kapilary metoda
elektrokinetyczng (wymagany tadunek w czasteczce HTL), uzyskang po ekstrakcji warstwe
chloroformowg odparowywatem do sucha, a pozostato$¢ rozpuszczalem w HCI (stezenie
0,0075 mol/L, pH 5,5).

Wsrdd oznaczanych przeze mnie zwiazkow najwigksza grupe stanowia tiole, ktore
odgrywaja znaczgca rolg we wszystkich systemach biologicznych (Rys.1). Naleza do
zwigzkéw bardzo reaktywnych, wykazujacych wlasnos$ci antyoksydacyjne, pelnig szereg
funkcji zwigzanych z metabolizmem oraz homeostazag komoérkowa. Do waznych w tym
kontekscie zwigzkow tiolowych, nalezy zaliczy¢ cysteing (Cys), homocysteing (Hcy)
i glutation (GSH).

/OH
Oo=C
\
/CHZ
HN
\
/C=O
OH JOH HS—CH,—C_
O:C\ OZC\ NH
/CH—NHZ /CH—NHZ O=C/
\
Hzc\ H2C\ CH2
/
SH CH, H.C
/ 2%,
HS CH—NH,
Oo=C
\
OH
Cysteina Homocysteina Glutation

Rysunek 1. Wzory podstawowych aminokwasow tiolowych o duzym znaczeniu biologicznym.

Czasteczki Cys 1 Hey posiadajg stosunkowo male rozmiary, réznig si¢ w budowie
obecno$cig dodatkowej grupy metylenowej w czasteczce homocysteiny. GSH  (y-

glutamylocysteinyloglicyna) jest tripeptydem zbudowanym z trzech reszt aminokwasowych:
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kwasu y-glutaminowego, glicyny i Cys, ktora jest zrodtem grupy tiolowej. Wszystkie tiole
swoja duza reaktywnos$¢ zawdzigczaja grupie -SH. Podstawowe zwigzki tiolowe, a wigc Hcy,
Cys i GSH, sa ze sobg Scisle powigzane w szlaku metabolicznym metioniny, ktora jest
dostarczana do organizmu wraz z pokarmem. Gléwng role w metabolizmie metioniny petni
Hcy, poniewaz determinuje synteze¢ innych aminokwaséw i1 dodatkowo jest prekursorem
metioniny w procesie remetylacji. Transsulfuracja prowadzaca do biosyntezy Cys, a nastgpnie
GSH, konkuruje o Hey z procesem remetylacji Hcy do metioniny [12, 13].

Innym, naturalnie wystepujgcym zwigzkiem o biologicznym znaczeniu jest kwas
liponowy (LA), znany réwniez jako kwas 6,8-ditiooktanowy [14]. LA jest fatwo absorbowany
z diety i transportowany do komorek réznych tkanek gdzie ulega redukcji do kwasu
dihydroliponowego (DHLA) [15]. LA wspolnie z DHLA tworza par¢ antyutleniaczy zdolng do
regeneracji innych naturalnych antyoksydantow, zwlaszcza zredukowanych form witaminy C,
o-tokoferolu, GSH oraz koenzymu Q10 [16]. LA jest czesto stosowany w zapobieganiu oraz
leczeniu wielu chorob zwigzanych ze stresem oksydacyjnym, m.in. cukrzycy, choréb sercowo-
naczyniowych, zaburzen neurodegeneracyjnych, zakazen wirusem HIV oraz nowotworow
[17]. Wigkszo$¢ zagadnien zwigzanych z pobieraniem, przechowywaniem i przygotowaniem
probki (m.in. odbialczanie, ekstrakcja, derywatyzacja) oraz procedurami oznaczania zawartos$ci
LA w rdéznorodnych matrycach zostalo, z moim wspdludzialem, bardzo szczegdtowo
opisanych w pracy przegladowej [H8]. Warto podkresli¢, iz tematyka przedstawiona w tej
pracy, aczkolwiek dotyczaca oznaczania LA, ma charakter uniwersalny i znajduje
zastosowanie rowniez w stosunku do 0znaczania w probkach biologicznych innych zwiazkow
zawierajacych grupe tiolowa.

Wsrod waznych zwiazkéw tiolowych nalezy rowniez wymieni¢ te, ktdre sa
wykorzystywane jako leki w réoznorodnych terapiach. Do wazniejszych zaliczy¢ mozemy N-2-
merkaptopropionyloglicyne (TP) stosowang w leczeniu i zapobieganiu kamicy nerkowej, czy
tez CASH uzywana w leczeniu cystynozy i cystynurii. CASH poprzez rozrywanie wigzania
disarczkowego w czasteczce cystyny pomaga w usuni¢ciu Cys z komoérek i1 dlatego znalazta
zastosowanie w leczeniu m.in. cystynozy nefropatycznej u dzieci [18], rzadkiej choroby
autosomalnej charakteryzujacej si¢ nadmiernym gromadzeniem cystyny w narzadach (np.
rogdwka oka, nerki, migsnie). Choroba ta wywotuje rowniez odleglejsze komplikacje takie jak
niedoczynnos$¢ tarczycy, retinopati¢, schorzenia trzustki oraz demencje [19]. Wystepujaca
w CASH grupa tiolowa czyni ten zwigzek potencjalnym antyutleniaczem m.in. w warunkach
stresu oksydacyjnego wywotanego radioterapig [20]. TP nalezy do syntetycznych lekow
tiolowych wykorzystywanych do kontrolowania tempa wytracania 1 wydalania Cys

w cystynurii poprzez tworzenie tatwo rozpuszczalnych kompleksow TP-Cys. Ponadto TP jest
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stosowany w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawow, choréb watroby i jako lek
mukolityczny w zaburzeniach oddechowych [21].

Tiole ze wzgledu na to, ze posiadajg grupy funkcyjne (karboksylowa i aminowa), ktore
tatwo ulegaja jonizacji, mogg by¢ efektywnie rozdzielane i oznaczane przy zastosowaniu
technik elektromigracyjnych, zazwyczaj CZE lub MEKC [6]. Obecna w ich czasteczce grupa
sulfhydrylowa jest gldowng przyczyng bardzo duzej reaktywnosci tioli. Z biologicznego punktu
widzenia bardzo wazna jest reakcja redox tiol-disiarczek. Tiole w probkach biologicznych
wystepuja glownie w dwoch formach: wolnej oraz zwigzanej z biatkami. W obregbie formy
wolnej mozna je podzieli¢ na zredukowane i utlenione. Jednakze najczgéciej wyznaczanym
parametrem jest tzw. pula tioli catkowitych, czyli kombinacja form wolnej zredukowanej,
wolnej utlenionej oraz tioli zwigzanych z biatkami. Zawartos¢ tioli catkowitych jest mierzona
w odpowiednio przygotowanej probce, do ktorej na samym poczatku jest dodawany odczynnik
redukujacy w celu uwolnienia tioli zwigzanych z biatkami oraz zredukowania form wolnych
utlenionych. W opracowanych procedurach zawsze oznaczatlem calkowita pule zwigzkow.
Podczas przygotowania probek stosowatem dwa dobrze znane odczynniki redukujace,
tributylofosfing (TBP) do redukcji CASH w osoczu [H2] oraz tris(2-karboksyetylo)fosfine
(TCEP) w celu redukcji Hcy w osoczu [H1, H5], TP oraz LA w moczu [H4, H10] oraz Cys
i GSH soku pomaranczy [H3].

Tiole, tiosiarczany oraz siarczki nie posiadaja niestety strukturalnych wiasnosci
(silnych chromoforéw) pozwalajacych na ich detekcje z wystarczajaca czuto$cig, przy uzyciu
nadal najpopularniejszego w aparatach do CE komercyjnie dostgpnego detektora
spektrofotometrycznego UV-Vis. W praktyce, w takiej sytuacji mozna zastosowa¢ dwa
rozwigzania, albo wykorzysta¢ detekcje bezposrednia przy bardzo krétkich analitycznych
dlugosciach fali albo =zastosowa¢ reakcje¢ derywatyzacji. W przypadku zwiazkoéw
zawierajacych grupe -SH w przewazajgcej wickszosci procedur stosuje si¢ drugie z rozwigzan.
Wyjatek stanowig tutaj tiole aromatyczne, ktore absorbujg promieniowanie UV w zakresie
250-280 nm [22, 23]. Detekcje bezposrednia, z ledwie zadowalajaca czuloscia mozna
zastosowa¢ do oznaczania GSH poniewaz zawiera on w czasteczce dwa wigzania peptydowe
wykazujace absorpcj¢ promieniowania UV w przedziale 190-220 nm. Oznaczanie prostszych
w budowie tioli wykazujacych bardzo niewielka absorpcje ponizej 200 nm prowadzi si¢ W
zasadzie tylko po przeprowadzeniu reakcji derywatyzacji [8]. Otrzymana pochodna wykazuje
czgsto batochromowe przesunigcie maksimum absorpcji wzgledem maksimum absorpcji
odczynnika derywatyzujacego, co jest zjawiskiem korzystnym gdyz generalnie wraz ze
wzrostem dtugosci fali maleje liczba potencjalnie przeszkadzajacych w analizie zwigzkow. Jest

tez mozliwos¢ zastosowania duzego nadmiaru odczynnika derywatyzujacego, bez zaistnienia
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niebezpieczenstwa, ze jego sygnal bedzie widoczny na elektroforegramie i znaczaco utrudni
jego interpretacje. Dodatkowo, w wyniku reakcji derywatyzacji powstaje pochodna, ktora
czegsto charakteryzuje si¢ wigkszg trwalo$cig niz analit w swojej niezmienionej formie.
W przypadku tioli, derywatyzacja rowniez zabezpiecza bardzo reaktywna grupe tiolowa przed
niepozadanymi reakcjami, najczesciej utlenianiem do disiarczkéw, ktore moga zachodzi¢
w czasie oczekiwania probki jak i podczas jej analizy. Poza tym derywatyzacja ma
niejednokrotnie na celu nadaé czgsteczce analitu odpowiedni stosunek masy do tadunku [24].
W koncowym etapie uzyskujemy zmodyfikowany analit, ktorego wlasciwosci fizyko-
chemiczne czynig go kompatybilnym z aktualnie stosowang technika analityczng. Warto
rowniez zwroci¢ uwage na fakt, ze podawana przez autoréw granica wykrywalnosci (LOD)
czesto nie jest najmniejszym mozliwym do poddania derywatyzacji st¢zeniem, lecz zostala
otrzymana poprzez ekstrapolacje obserwowanego sygnatu dla wyzszego stezenia, albo poprzez
silne rozcienczenie juz powstatych pochodnych. Prezentujac w ten sposéb LOD pomija si¢
fakt, ze wydajnosci reakcji derywatyzacji zmniejsza si¢ wraz z malejagcym stezeniem analitu.
Zgodnie z obecng wiedza nie jest mozliwa derywatyzacja subnanomolowych ilo$ci analitu za
pomocg wiekszosci znanych odczynnikow derywatyzujacych.
Halogenosulfonylobenzofurazany, bromobimany oraz sole oniowe to powszechnie
uzywane odczynniki derywatyzujace, ktore nalezg do grupy zwiazkoéw posiadajacych aktywny
halogen. Oprocz nich do derywatyzacji tioli czgsto stosuje si¢ zwiazki chemiczne z grupy
maleimidow, dialdehydow, chinonow, enondéw czy aziridin [25, 26]. W prowadzonych
badaniach korzystatem z dwoch odczynnikoéw derywatyzujacych, nalezacych do soli oniowych
z aktywnym atomem halogenu, bromku 1-benzylo-2-chloropirydyniowego (BCPB) oraz
tetrafluoroboranu  2-chloro-1-metylochinoliniowego (CMQT). Oba odczynniki zostaty
zsyntezowane w naszym laboratorium zgodnie z wcze$niej opracowanymi procedurami, BCPB
poprzez czwartorzedowanie 2-chloropirydyny bromkiem benzylu [27], natomiast CMQT
w wyniku czwartorzedowania 2-chlorochinoliny tetrafluoroboranem trimetylooksoniowym
[28]. Odczynniki te nadaja si¢ znakomicie do tworzenia pochodnych ze zwigzkami o silnym
charakterze nukleofilowym, ktore zawieraja grupe sulthydrylows. Wigkszos¢ ze zwigzkow,
ktore znalazly si¢ w centrum mojego zainteresowania oprocz grupy -SH posiada grupy
aminowg 1 karboksylowa. Selektywnos$¢ tych odczynnikéw polega na tym, ze w wodnym
srodowisku reaguja tylko z grupa tiolowa, kiedy to nast¢puje podstawienie atomu halogenu
atomem siarki w pozycji 2 pierscienia (Rys.2). Dodatkowo w wyniku reakcji derywatyzacji

z CMQT i BCPB powstaje tylko po jednej pochodnej.
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Rysunek 2. Schematy reakcji tioli, tiosiarczanow i siarczkow z CMQT oraz kwasu

dihydroliponowego z BCPB.

Celem prowadzonej reakcji derywatyzacji byto nie tylko wprowadzenie do czasteczki
ugrupowania absorbujacego promieniowanie UV-Vis [H1-H5, H7-H10], lecz takze stabilnego
tadunku dodatniego na atomie azotu w pierscieniu pirydyniowym lub chinoliniowym [H1-H5,
H10]. Wypadkowy tadunek pochodnej w przypadku analizowanych przeze mnie zwigzkow
w zalezno$ci od obecnosci w strukturze czasteczki jonizowalnych grup karboksylowe;j
I aminowej, zmienia si¢ wraz ze zmiang pH Srodowiska (Tabela 1). Przyktadowo, chinoliniowe
pochodne Hcy oraz Cys, w $rodowisku silnie kwasnym, posiadajg tadunek netto +2, ze
wzgledu na protonowanie grupy aminowej oraz supresj¢ jonowg grupy karboksylowej. Wraz

ze wzrostem pH nastepuje natomiast spadek tadunku, praktycznie az do 0. Nalezy dodatkowo
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podkresli¢, ze w wyniku derywatyzacji tioli z zastosowaniem CMQT czy BCPB, reaktywna

grupa tiolowa przechodzi w stabilng grupe tioeterowa, przez co zostaje zabezpieczona przed

niepozadanymi reakcjami.

Tabela 1. Zestawienie optymalizowanych parametrow w procedurach przygotowania probki.

Pochodna

Procedura przygotowania probki

Ladunek
pochodnej

Literatura

Hcy-CMQT

0,2 mol/L bufor fosforanowy o pH 7,6;
redukcja: 0,5 mol/L TCEP w temp. 25°C; czas 30 min;
derywatyzacja: 0,1 mol/L CMQT, czas 4 min

od+2do0

[H1, H5]

Cys-CMQT

2 mol/L Tris/HCl o pH 7,6;
redukcja: 0,5 mol/L TCEP w temp. 25°C; czas 15 min;
derywatyzacja: 0,1 mol/L CMQT, czas 5 min

0,2 mol/L bufor fosforanowy o pH 7,6;
redukcja: 0,5 mol/L TCEP w temp. 25°C; czas 30 min;
derywatyzacja: 0,1 mol/L CMQT, czas 4 min

od+2do0

[H3]

[H5]

GSH-CMQT

2 mol/L Tris/HCIl o pH 7,6;
redukcja: 0,5 mol/L TCEP w temp. 25°C; czas 15 min;
derywatyzacja: 0,1 mol/L CMQT, czas 5 min

od +2do-1

[H3]

CASH-CMQT

2 mol/L Tris/HCIl o pH 7,6;
redukcja: 2 mol/L TBP w temp. 60°C; czas 30 min;
derywatyzacja: 0,1 mol/L CMQT, czas 4 min

od +2 do +1

[H2]

TP-CMQT

0,2 mol/L bufor fosforanowy o pH 7,6;
redukcja: 0,1 mol/L TCEP w temp. 25°C; czas 5 min;
derywatyzacja: 0,1 mol/L CMQT, czas 4 min

od+1do0

[H4]

MTQ

(H,S + CMQT)

0,2 mol/L roztwor fosforanéw o pH 9;
homogenizacja: mechaniczna (6000 obr), czas 3 min;
derywatyzacja: 0,1 mol/L CMQT, czas 3 min

[H7]

MTQ

(S,05” + CMQT)

0,2 mol/L bufor fosforanowy o pH 2;
derywatyzacja: 0,1 mol/L CMQT, czas 3 min

[H9]

LA-BCPB

ekstrakcja: wytrzasanie probki z acetonem (1:9, v/v), czas 2 min;
0,025 mol/L bufor boranowy o pH 9;
redukcja: 0,25 mol/L TCEP w temp. 25°C; czas 5 min,
derywatyzacja: 0,1 mol/L BCPB, czas 15 min

od +2 do +1

[H10]

W przypadku metod elektroforetycznych derywatyzacja moze by¢ realizowana albo

przed rozdzielaniem sktadnikoéw probki (przedseparacyjna), albo bezposrednio po ich separacji

(poseparacyjna). Mozna zastosowa¢ takze inny podziat na derywatyzacje przed kapilarg, w

kapilarze i za kapilarg. Derywatyzacje wykonywang w kapilarze mozemy natomiast podzieli¢

na tg, ktora zachodzi przy wlocie kapilary (at-inlet), w przenikajacych si¢ strefach (zone-

passing) i w calej dtugos$ci kapilary (throughout-capillary) [23]. W przypadku prezentowanych

przeze mnie procedur [H1-H5, H7, H9, H10] wykorzystalem derywatyzacje¢ przedseparacyjna
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wykonywang poza uktadem pomiarowym. Otrzymane 2-S-chinoliniowe [H1-H5, H7, H9] oraz
2-S-pirydyniowe [H10] pochodne badanych przeze mnie zwigzkow charakteryzowaly sie
korzystniejszymi  z  analitycznego  punktu  widzenia  wlasciwosciami,  zaréwno
spektroskopowymi jak i elektroforetycznymi. Pochodne wykazywaly batochromowe
przesuni¢cia maksimum absorpcji wzgledem maksimum absorpcji odpowiedniego odczynnika
derywatyzujacego (Rys.3). Warto$ci przesuni¢¢ zmieniaty sie¢ (ok. 20-40 nm) w zaleznosci od
zastosowanego odczynnika derywatyzujgcego oraz analitu. Fakt ten umozliwit mi stosowanie
podczas reakcji derywatyzacji, koniecznego w przypadku probek biologicznych, duzego
nadmiaru odczynnika derywatyzujacego. Mozliwo$¢ rejestracji analizy przy znaczaco wigkszej
analitycznej dilugos$ci fali niz maksimum absorpcji odczynnika, skutkowata praktycznie
brakiem sygnatu odczynnika na elektroforegramie, ktory mogiby utrudniac jego interpretacje.
11 - ——BCPB 11 4 —MTQ

—— LA-BCPB ——CMQT
9 9 1 Hcy-CMQT

i i j@

T T T -1
235 285 335 385 250 300 350 400
Dlugos¢ fali [nm] Dlugos¢ fali [nm]

Absorbancja [mAU]
(6]

Absorbancja [mAU]
(6]

Rysunek 3. Widma UV odczynnikéw derywatyzujgcych CMQT i BCPB oraz ich pochodnych.

W celu optymalizacji warunkow derywatyzacji sprawdzitem wptyw na jej wydajnos¢
takich czynnikow jak temperatura, pH srodowiska reakcji, nadmiar zastosowanego odczynnika
derywatyzujacego oraz czas prowadzenia reakcji. W przypadku 2-S-chinoliniowych
pochodnych Hcy, Cys, GSH, CASH oraz TP reakcja przebiegata z najwieksza wydajnoscia
w $rodowisku zblizonym do obojetnego (pH 7,6) [H1-H5], dla pochodnej siarkowodoru
w Srodowisku alkalicznym (pH 9) [H7], natomiast dla tiosiarczanow w szerokim zakresie pH
srodowiska (pH 2-8) [H9]. W przypadku tiosiarczanow i siarkowodoru w reakcji z CMQT
otrzymujemy tg samg pochodng MTQ. Pomimo tego, ze w moczu cztowieka nie powinien by¢

obecny siarkowodor, ustalitem iz optymalne dla reakcji derywatyzacji tiosiarczanéw bedzie
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srodowisko kwasne (pH 2). Dla 2-S-pirydyniowej pochodnej LA [H10] optymalne okazato si¢
alkaliczne srodowisko reakcji (pH 9). Potwierdzitem, ze w temperaturze pokojowej reakcja
derywatyzacji Hcy, Cys, GSH, CASH, TP, siarkowodoru oraz tiosiarczanow z CMQT,
praktycznie bez wzgledu na analit, przy 5-cio krotnym nadmiarze odczynnika przebiegata
w czasie kilku minut (3-5 min, 25°C), w przypadku reakcji derywatyzacji LA z BCPB (5-cio

krotny nadmiar) reakcja trwata zdecydowanie dtuzej (15 min, 25°C).

Optymalizacja warunkow rozdzielania elektroforetycznego oraz zat¢zania w kapilarze

Techniki elektromigracyjne, w tym CE, wykazuja wiele zalet w stosunku do
powszechnie stosowanej wsrdd technik separacyjnych HPLC. Niewatpliwymi zaletami sg
bardzo duza rozdzielczo$¢ oraz sprawnosé, stosunkowo krotki czas analizy i niewielkie zuzycie
odczynnikow chemicznych. Obok tych zalet, nalezy wymieni¢ niestety najwigksza wade
technik elektromigracyjnych, ktorg jest niska czulo$¢ stezeniowa. Podczas opracowywania
nowych metod wykorzystywatem aparat do CE wyposazony w detektor spektrofotometryczny
UV-Vis z matryca diodowa (DAD), a wiec charakteryzujacy si¢ niezbyt duza czuto$cia.
Wiekszo$¢ oznaczanych przeze mnie zwigzkéw wystepuje w ptynach biologicznych w matym,
badz bardzo malym stg¢zeniu. W celu poprawienia czulo$ci postanowitem, oprocz reakcji
derywatyzacji, zastosowac¢ cieszace si¢ duzym zainteresowaniem techniki zatezania analitow
bezposrednio w uktadzie pomiarowym. Efekt spigtrzania/skupienia analitu w bardzo waskiej
strefie uzyskatlem wprowadzajac do kapilary duzo wigksze objetosci probki w poroéwnaniu do
metod nie korzystajacych ze zjawiska zat¢zania. Nalezy podkresli¢, ze zastosowanie tego
rozwigzania nie wymagalo ode mnie wprowadzenia praktycznie zadnych modyfikacji
w posiadanej aparaturze do CE. Podczas opracowywania nowych metod wykorzystatem ro6zne
mechanizmy zatg¢zania analitow w ukltadzie pomiarowym CE, takie jak spietrzanie wedtug
mechanizmu  pseudo-przejsciowej izotachoforezy (tplTP) [H1-H4], spietrzanie ze
wzmocnieniem pola na drodze manipulacji pH [H5], spig¢trzanie na drodze wprowadzania
probki ze wzmocnieniem pola (FASI) [H10], zat¢zanie przez zmiatanie w MEKC [H7, H9]
oraz zat¢zanie przez potaczone mechanizmy FASI oraz zmiatania w MEKC [H6].

Procesy zat¢zania oraz separacji sg ze sobg bezposrednio powigzane, zachodza w tym
samym miejscu 1 czasie lub bezposrednio jeden po drugim, dlatego optymalizowalem zaréwno
warunki zatezania analitow w kapilarze, jak 1 warunki rozdzielania sktadnikow probki. W tym
celu przetestowatem przede wszystkim rodzaj elektrolitu podstawowego, jego stgzenie oraz
pH, dodatek modyfikatora organicznego, a takze temperatur¢ prowadzenia rozdzielania.
Stezenie (sita jonowa) BGE jest ograniczona wymiarami kapilary (dtugos¢, srednica

wewngtrzna), wydajnosciag uktadu termostatujacego kapilare jak i1 zastosowanym napigciem.
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Dobér odpowiedniego stezenia BGE nie byt prosty réwniez z tego wzgledu, ze miat
bezposredni wplyw takze na stopien zatezenia analitow. Zawsze korzystne bylo utrzymanie
odpowiedniego stosunku przewodnictwa BGE i roztworu probki, tak aby generowane pole
elektryczne bylo wyzsze w strefie probki i w efekcie promowato zatezanie na granicy probka-
BGE. Przy doborze pH mialem na celu uzyskanie jak najbardziej korzystnego stosunku
tadunku do masy pochodnej. Ze wzgledu na powyzsze, podczas oznaczania, w formie
chinoliniowych pochodnych, Hcy, Cys i CASH w osoczu [H1, H2, H5], Cys i GSH w sokach
owocowych [H3] oraz TP w moczu [H4], rozdzielanie elektroforetyczne prowadzitem w BGE
0 niskim pH (0,2-0,25 mol/L roztwory Tris/HCI o pH 2,0-2,1 lub 0,1 mol/L octan litu o pH
4,75). Oznaczanie LA w moczu, w formie pirydyniowej pochodnej, prowadzitem natomiast w
0,05 mol/L buforze boranowym o pH 9 [H10]. Powyzsze BGE stosowalem bez dodatku
modyfikatorow organicznych, ktére niestety pogarszaty rozdzielczo§¢ oraz wplywaty
negatywnie na stopien zat¢zania probki. W przypadku siarkowodoru oraz tiosiarczandéw
w wyniku reakcji derywatyzacji z CMQT otrzymujemy ta samg pochodna, 1-metylo-2-
tiochinolon (MTQ), ktora nie posiada tadunku w czasteczce 1 migdzy innymi z tego powodu
w procedurach oznaczania tiosiarczanow w moczu [H9] oraz siarkowodoru w tkankach kury
[H8] wykorzystatem technik¢ MEKC, opracowang w zalozeniu do rozdzielania zwigzkow
nieposiadajacych ladunku. W tych przypadkach aby rozdzielanie bylo jak najbardziej
efektywne stosowatem jako BGE alkaliczne roztwory fosforanow o pH 8 i stezeniu 0,05-0,055
mol/L z dodatkiem 0,035-0,040 mol/L SDS oraz 25-26% ACN.

Nie bez =znaczenia byt takze odpowiedni dobor kapilary separacyjne;j.
W doswiadczeniach stosowatem tylko niepowlekane kapilary krzemionkowe o dlugosciach od
52 cm do 64,5 cm i réznych $rednicach wewngtrznych 50 um - 100 um. W wyborze rozmiaru
kapilary kierowatem si¢ przede wszystkim generowanym nat¢zeniem pradu, a wigc iloScia
wytwarzanego ciepta Joule'a. Odpowiednio wysoki stosunek powierzchni kapilary do jej
objetosci pozwala na bardzo efektywne odprowadzanie ciepla, a dzigki temu umozliwia

stosowanie wysokiego napigcia, zwigksza rozdzielczo$¢ oraz skraca czas analizy.

Spietrzanie wedlug mechanizmu pseudo-przej$ciowe] izotachoforezy (tplTP)

Ten rodzaj zatgzania bezposrednio w kapilarze, nazywany takze spigtrzaniem z duza
iloscia ACN oraz soli, zostal po raz pierwszy zastosowany do probek biologicznych przez
Shihabi'ego [10, 29, 30]. Probki tego typu zawieraja duze stezenie soli, gtéwnie chlorku sodu
w iloSci czgsto przekraczajacej 1%. Z historycznego punktu widzenia ITP jest jedna z
najstarszych odmian technik elektromigracyjnych, w praktyce pozwala na skuteczne zatezenie

zwigzkow wystepujacych w probce w niskim stezeniu obok duzego stezenia jej innych
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sktadnikoéw [31]. Shihabi zauwazyl, ze duze zasolenie probki odbiatczanej poprzez dodatek
organicznego rozpuszczalnika nie wplywa negatywnie na wydajno$¢ separacji i rozdzielczos¢,
a wreez przeciwnie duza ilos¢ NaCl efektywnie zwicksza stopien zatgzenia analitu. Technika
oparta jest na zmieszaniu, w odpowiednim stosunku objetosciowym, roztworu probki
zawierajacej duzo soli (np. osocze) z rozpuszczalnikiem organicznym. Nastepnie do kapilary
wprowadzana jest duza, w stosunku do klasycznej CZE, objgtos¢ probki (az do 30%
pojemnosci kapilary). Prawdopodobny mechanizm spi¢trzania polega na pseudo-przejsciowe;j
izotachoforezie (Rys.4). W ITP po osiagnigciu stanu rownowagi wszystkie anality poruszajg
si¢ z jednakowa predkoscia, jednakze predkos¢ jest dyktowana poprzez ruchliwo$¢ jonu
wiodgcego oraz jego stezenie. Jon konczacy zapewnia wysokie natezenie pola elektrycznego
oraz zapobiega rozmywaniu pasma analitu. ACN pelni w tym przypadku role konczacego
pseudo-jonu (stad nazwa techniki), gdyz podwyzsza nate¢zenie pola, nie bedac jonem samym
w sobie.
Warunki poczatkowe

Prébka (analit + NaCl + ACN)
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“a 8 éé @QGE

Sytuacja po przytozeniu napiecia
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Detektor
Rysunek 4. Zatezanie przez spietrzanie wedlug mechanizmu  pseudo-przejsciowej

izotachoforezy [32].

Po wilaczeniu napigcia mate kationy w probce (jony soli), ze wzgledu na swojg duza

ruchliwos¢ oraz obecno$¢ rozpuszcezalnika o niskim przewodnictwie, poruszajg si¢ gwattownie
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w kierunku katody, a nastgpnie rownie gwattownie hamuja na granicy strefy probki i BGE.
Powstaja zatem dwa regiony o r6znym nat¢zeniu pola, wysokim w ACN i niskim w soli.
W tym samym czasie anality zaczynajg rowniez porusza¢ si¢ szybko w kierunku odpowiedniej
elektrody i ulegaja spietrzeniu po dotarciu do strefy o niskim natg¢zeniu pola (strefa jondéw soli).
Chociaz procesy powodujace zatezanie w tpITP nie sga do konca jasne, to nazwanie tego typu
spietrzania pseudo-przejsciowa izotachoforezg jest racjonalne, gdyz male nieorganiczne
kationy pelnig funkcje jondw wiodacych, natomiast ACN staje si¢ pseudo-jonem konczacym.

Mechanizm tpITP zastosowatem w Kilku przedstawianych procedurach, w celu
zat¢zenia Hcy i CASH w osoczu [H1, H2], TP w moczu [H4] oraz Cys i GSH w soku
pomaranczy [H3].
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Rysunek 5. Przyktadowy elektroforegram probki moczu analizowanej z wykorzystaniem
zatezania Wg mechanizmu pseudo-przejsciowej izotachoforezy. Piki: 1 - CMQT, 2 - Cys-
CMQT, 3 - TP-CMQT (40 pmol/L). Warunki elektroforetyczne: kapilara niepowlekana (1=56
cm, 50 xm), BGE (0,25 mol/L bufor Tris/HCI, pH 2), napigcie 30 kV, analityczna dlugosé fali
A=350 nm, temperatura 25°C, objetos¢ probki (20 nl). Zmodyfikowany Rys.2 w pracy [H4].

W toku badan jako rozpuszczalnik organiczny obnizajacy przewodnictwo probki
wykorzystalem ACN. Konieczne bylo sprawdzenie dla kazdej analizowanej probki (rdzne
matryce) stosunku objetosci probki do objetosci ACN. Potwierdzitem, ze optymalny stosunek
probka - ACN wynosi 1:2 (v/v). Sprawdzilem takze czy ilo§¢ soli obecnych w probcee jest
wystarczajgca w celu osiggniecia efektywnego stopnia zat¢zenia. Ustalitem iz dodatkowe
zwigkszenie stezenia soli w probce nie powodowalo zwigkszenia powierzchni czy wysokosci

piku, skutkowato jedynie zwigekszeniem nat¢zenia pradu. Nastgpnie wprowadzatem probke do

kapilary sposobem hydrodynamicznym, zachowujac zasadg, iz objetos¢ probki powinna by¢
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wigksza niz 1% pojemnos$ci kapilary. Objetos¢ wprowadzanej probki badatem dla kazdej
z czterech metod osobno, poniewaz analizowane matryce rdznity si¢ znaczaco swoim sktadem
(osocze, mocz, naturalny sok owocowy). W efekcie optymalizacji ustalona objetos¢ probki
wahata si¢ od 40 nl do 60 nl, co odpowiadato 4% - 6% pojemnosci kapilary. Glowny wptyw na
optymalng objetos¢ mialy przede wszystkim rodzaj matrycy oraz dlugo$¢ kapilary, ktore to
czynniki wplywaly na natezenie pradu ptynacego w kapilarze i generowanie ciepta Joule'a.
Wigksze objetosci wprowadzonej probki miaty negatywny wpltyw na rozdzielanie,
powodowaty duze poszerzenie sygnatow analitycznych, skutkowaty niestabilnym przeptywem
pradu lub catkowitym jego brakiem.

Zoptymalizowana metoda wykorzystujgca omawiany mechanizm zatezania (tplTP)
umozliwila mi zmierzenie zawarto$ci Cys oraz GSH w probkach §wiezego soku pomaranczy
oraz komercyjnie dostgpnych napojow owocowych [H3]. Warto nadmieni¢, iz oprocz
prezentowanej procedury istniaty tylko dwie [33, 34] inne metody (w tym jedna dost¢pna tylko

w jezyku chinskim) oznaczania Cys i GSH w sokach. Uzyskane wyniki zestawitem w Tabeli 2.

Tabela 2. Zawartosci Cys i GSH w sokach owocowych. Na podstawie Tabeli 2 w pracy [H3].

Zawarto$¢ £ SD [umol/L]

Rodzaj soku

Cysteina Glutation
Soki pomaranczowe
Garden 1,8+0,1 11,6 £0,2
Tymbark 1,6 £0,1 16,6 £ 0,1
Fortuna 2,1£0,1 22,7+£0,3
Cappy 2,1+0,1 23,4+0,3
SwieZy sok z pomaranczy 6,5+0,2 44,8 £0,2
Sok winogronowy
Garden Nie wykryto Nie wykryto
Sok jabtkowy
Fortuna Nie wykryto Nie wykryto

Spietrzanie ze wzmocnieniem pola na drodze manipulacji pH

Probka biologiczna jest czgsto roztworem o bardzo duzym przewodnictwie, stanowi
z tego powodu obiekt trudny do analizy technikami elektromigracyjnymi. Jednym z rozwigzan
tego problemu jest obnizenie przewodnictwa probki podczas jej wprowadzeniu do kapilary
poprzez umiej¢tng manipulacje pH kolejno wprowadzanych roztworéw. Metode zatezania
poprzez spietrzanie ze wzmocnieniem pola na drodze manipulacji pH zastosowalem w
oznaczaniu Hcy i Cys w probkach osocza [H5]. W efekcie optymalizacji warunkow zatg¢zania,
aby mozna byto wprowadzi¢ do kapilary odpowiednio duzg strefe probki oraz mie¢ mozliwo$¢
zastosowania jak najwiekszego napigcia, wybralem kapilar¢ krzemionkowg o stosunkowo

duzej dhugosci i $rednicy wewnetrznej (1=91,5 cm, L=100 cm, 75 um) oraz BGE sktadajacy si¢
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z 0,1 mol/L octanu litu o pH 4,75. W sposobie zatgzania pierwotnie opracowanym przez
Lunte'go [35], w przypadku oznaczania zwigzkéw o tadunku dodatnim (w moim przypadku 2-
S-chinoliniowe pochodne Hcy i Cys), duza objetos¢ probki zostaje w sposob elektrokinetyczny
wprowadzona do kapilary (stosowatem napigcie 20 kV i czas 60 s). W tym samym czasie
aniony z BGE (octany), migruja w kierunku przeciwnym niz kationy zamieniajac obecne
w probcee aniony silnego kwasu. W takich warunkach po zakonczeniu procesu wprowadzania,
strefa probki ztozona jest prawie wytacznie z 2-S-chinoliniowych pochodnych Hcy i Cys oraz
octanow z BGE. Nastepnie do kapilary rowniez sposobem elektrokinetycznym wprowadzitem
bardzo duza objetosé (20 KV, 96 s) roztworu mocnego kwasu (0,1 mol/L HCI), ktérego jony H”
miareczkujac octany w strefie probki powodujg gwaltowne obnizenie jej przewodnictwa 1 w
efekcie wzrost natgzenia pola elektrycznego. W silnym polu elektrycznym kationowe anality
poruszaja si¢ szybko do momentu osiggnigcia granicy probka - BGE, gdzie natgzenie pola
elektrycznego gwaltownie spada, a 2-S-chinoliniowe pochodne ulegajg spigtrzeniu.
W pozniejszym etapie sktadniki probki rozdzielane sa na zasadach CZE. Opracowana przeze
mnie metoda pozwala na proste, szybkie i doktadne oznaczanie Hcy i Cys, jak rowniez
cysteinyloglicyny (CysGly) w osoczu cztowieka, co przedstawia elektroforegram na Rys.6.
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Rysunek 6. Przykiadowy elektroforegram probki osocza analizowanej z wykorzystaniem
zatgzania przez spigtrzanie ze wzmocnieniem pola na drodze manipulacji pH. Piki: 1 - CMQT,
2 - Hcy-CMQT (6,48 umol/L), 3 - Cys-CMQT (159,7 pmol/L), 4 - CysGly-CMQT. Warunki
elektroforetyczne: kapilara niepowlekana (1=91,5 cm, 75 um), BGE (0,1 mol/L octanu litu, pH
4,75), napiecie 30 kV, analityczna diugosé fali A=355 nm, temperatura 25°C, wprowadzanie
probki (20 kV, 60 s). Zmodyfikowany Rys.2 w pracy [H5].
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Musze podkresli¢, ze wedlug mojej dwcezesnej wiedzy byta to pierwsza procedura CE
wykorzystujaca zat¢zanie przez spigtrzanie ze wzmocnieniem pola na drodze manipulacji pH
do jednoczesnego oznaczania Hcy 1 Cys w ptynach biologicznych. Metoda ta umozliwita mi
zmierzenie zawartosci Hcy w probkach osocza pieciu pozornie zdrowych ochotnikéw (trzech
mezczyzn i dwoch kobiet) [H5]. Uzyskane wyniki bardzo dobrze koreluja z danymi
literaturowymi oraz zawarto$ciami otrzymanymi w mojej innej pracy wykorzystujacej

mechanizm zat¢zania (tplITP) [H1]. Wyniki obu prac [H1 i H5] zestawitem w Tabeli 3.

Tabela 3. Porownanie zawartosci Hcy w osoczu cztowieka otrzymanych dwoma metodami CE
[H1, H5] wykorzystujgcymi rozne mechanizmy zatezania w kapilarze.

- Pleé Zawarto$¢ Hey £ SD Precyzja
Nrprobki s "y [umol/L] RSD? [%6]
Spietrzanie wg mechanizmu pseudo-przejsciowej izotachoforezy [H1]

1 K 5,87 +£0,23 3,4
2 M 6,83 £ 0,21 2,8
3 M 7,90 + 0,22 2,6
4 M 9,88 + 0,30 2,8
Spietrzanie ze wzmocnieniem pola na drodze manipulacji pH [H5]
1 M 495+0,18 3,6
2 M 5,62+ 0,24 4,2
3 M 6,48 + 0,19 2,9
4 K 7,95+0,28 3,5
5 K 8,56 + 0,24 2,8
ayn=4

Spietrzanie na drodze wprowadzania probki ze wzmocnieniem pola (FASI)

Jednym z bardzo prostych w realizacji sposobdéw zatezania probki w uktadzie
pomiarowym CE jest wykorzystanie elektrokinetycznego wprowadzenia probki ze
wzmocnieniem pola. Sposob ten wykorzystatem podczas opracowywania metody oznaczania
LA w moczu [H10]. FASI posiada pewng =zalete, a mianowicie zastosowanie
elektrokinetycznego sposobu wprowadzenia probki powoduje, ze jony sa wprowadzane do
kapilary na skutek dwoch zjawisk, elektroforezy oraz elektroosmozy. Dzigki temu do kapilary
wnikajg w wiekszosci tylko kationy obecne w probee, w tym 2-S-pirydyniowa pochodna LA,
ktére migrujg w kierunku zgodnym z EOF. Do chwili obecnej sg znane tylko trzy inne metody
oznaczania LA w réznych matrycach [36-38], niestety nie ma zadnej metody oprocz moje;j,
ktéra umozliwia analiz¢ moczu na zawartos¢ LA. Zawarto$¢ LA mierzytem w probkach moczu
otrzymanych od ochotnikéw, ktorzy godzing wczesniej przyjeli jednorazowa dawke leku

zawierajacego 100 mg LA. Zmierzone wartosci znacznie si¢ roznity 1 oscylowaty od 6,53
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umol/L az do 73,66 umol/L moczu. Otrzymane wyniki, w celu uwzgl¢dnienia réznego
rozcienczenia probek, przeliczylem dodatkowo wzgledem zawarto$ci kreatyniny, ktoéra bedac
produktem ubocznym metabolizmu mig$niowego jest produkowana ze stalg predkoscig
i wydalana z moczem, mozna wigc na jej podstawie okresli¢ "rozcienczenie" moczu.
Zoptymalizowane warunki elektroforetyczne pozwolity na skuteczne rozdzielenie sktadnikow
skomplikowanej matrycy jaka jest mocz i oznaczenie LA w formie 2-S-pirydyniowej

pochodnej, ktora jak jest to widoczne na Rys.7 migruje po 2,9 minuty.
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Rysunek 7. Przyktadowe elektroforegramy moczu (linia niebieska) oraz moczu od dawcy po
doustnym zazyciu LA (linia czerwona). Warunki elektroforetyczne: kapilara niepowlekana
(1I=51,5 cm, 75 um), BGE (0,05 mol/L bufor boranowy, pH 9), napiecie 20 kV, analityczna
dlugosé fali A=322 nm, temperatura 20°C, wprowadzanie probki (5 kV, 25 s). Zmodyfikowany
Rys.2 w pracy [H10].

Zmiatanie w MEKC

Wsrod oznaczanych przeze mnie zwigzkoéw znalazly si¢ siarkowodor oraz tiosiarczany.
Zwiazki te podobnie jak tiole nie posiadaja strukturalnych wiasnosci umozliwiajacych ich
efektywna detekcje za pomoca detektora UV-Vis. W zwigzku z powyzszym zastosowalem
reakcj¢ derywatyzacji za pomocg CMQT (Rys.2), w efekcie otrzymujgc pochodng (MTQ) nie
posiadajaca tadunku w catym zakresie pH. Odmiang elektromigracyjng z wyboru stata si¢ wiec
MEKC zaprojektowana wlasnie do rozdzielania w polu elektrycznym zwigzkow
nieposiadajacych tadunku, lub ktorych efektywny tadunek netto jest rowny zero [39]. Jedna z
wielu technik zatezania analitow w MEKC jest tzw. zmiatanie, w ktorym wydajnos$¢ zatezania

zalezy od powinowactwa analitu do fazy micelarnej. Im wigksze powinowactwo tym wyzszy
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stopien zat¢zania [40]. W zjawisku zmiatania micele, ktore migrujg przez strefe probki pod
wplywem przytozonego napigcia, zgarniajg i spictrzaja anality w waskg strefe (Rys.8).
Technika zmiatania w MEKC wykorzystatem w opracowanych metodach oznaczania
siarkowodoru w tkankach kury [H7] oraz tiosiarczanéw w moczu [H9].

Warunki poczgtkowe

Probka BGE

= S e R E G SR % %%&%

oo % P PP % Tl % Py

Sytuacja po zastosowaniu napiecia

BGE BGE

i
% $F gt el B ST EE 5T hh % 5

- . +
wF GHRT T B g T F g Ty Ty
A
State natezenie pola Detektor
BGE BGE v
B SN ® Strefa nie i A %% %\%\ AT
- %\%\% SN . ¥ zawierajaca R N %% N +
Y Ty % B miceli 1% ) %A%
State natezenie pola Detektor

Rysunek 8. Zatezanie przez zmiatanie [41].

Zoptymalizowana przeze mnie procedura zat¢zania analitow w kapilarze sktadata si¢
z czterech gléwnych krokoéw: (1) wypelnienia kapilary odpowiednio dobranym elektrolitem
(oznaczanie siarkowodoru: 0,05 mol/L bufor fosforanowy o pH 8 z dodatkiem 0,04 mol/L SDS
oraz 26% ACN; oznaczanie tiosiarczanow: 0,055 mol/L bufor fosforanowy o pH 8
z dodatkiem 0,035 mol/L SDS oraz 25% ACN); (2) wprowadzenia probki sposobem
hydrodynamicznym od anodowej strony kapilary (oznaczanie siarkowodoru: 50 mbar, 50 s;
oznaczanie tiosiarczandw: 50 mbar, 30 s); (3) wywotania pod wptywem przytozonego napiecia
(oznaczanie siarkowodoru: 18 kV; oznaczanie tiosiarczandéw: 20,5 kV) zjawiska zmiatania
analitow w waska strefe na granicy BGE 1 strefy probki; (4) rozdzielenia analitow zgodnie
z mechanizmem MEKC. Zastosowanie opisanych warunkow pozwolito efektywnie rozdzieli¢
sktadniki probek (tkanki kury, mocz) i oznaczy¢ siarkowodor oraz tiosiarczany w formie
pochodnej MTQ po odpowiednio 7,56 minuty i 10,1 minuty (Rys.9 i Rys.10). Wyznaczona

zawartos$¢ siarkowodoru w tkankach kury byla zalezna od rodzaju tkanki i wynosita od 0,129
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do 0,292 umol/g. Zawarto$¢ tiosiarczanow w moczu wynosita natomiast od 3,10 do 39,15

pmol/L, a po normalizacji na kreatyning od 0,45 do 1,92 mmol/mol Crn.

w
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N
1

Absorbancja [mAU]

Absorbancja [mAU]
Absorbancja [mAU]

L

-1 1

2 Czas [min]

°g

M

] 0 T ]
12 [t 4 \ 8 12
1 A

2 Czas [min]

-2

Czas [min]

12

Rysunek 9. Przyktadowe elektroforegramy homogenizowanych tkanek kury: A: wgtroba (0,22
umol/g); B: zolgdek (0,19 umol/g); C: serce (0,29 wmol/g). Warunki elektroforetyczne:
kapilara niepowlekana (I=41,5 cm, 75 um), BGE (0,05 mol/L bufor fosforanowy, pH 8 z
dodatkiem 0,04 mol/L SDS i 26% ACN), napiecie 18 kV, analityczna dtugosé fali A=375 nm,
temperatura 30°C, wprowadzanie probki (50 mbar, 50 s). Zmodyfikowany Rys.3 w pracy [H7].

Absorbancja [mAU]

-

-1 -

4 8 12

Czas [min]

Rysunek 10. Przyktadowe elektroforegramy probek moczu (linia czerwona) oraz moczu
doszczepionego 8 wumol/L tiosiarczanu (linia czarna). Warunki elektroforetyczne: kapilara
niepowlekana (1=51,5 cm, 75 xm), BGE (0,055 mol/L bufor fosforanowy, pH 8 z dodatkiem
0,035 mol/L SDS i 25% ACN), napiecie 20,5 kV, analityczna diugosé¢ fali A=375 nm,
temperatura 25°C, wprowadzanie probki (50 mbar, 30 s). Zmodyfikowany Rys.3 w pracy [H9].
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Zaproponowana przeze mnie metodyka [H7] byta pierwsza procedura CE
wykorzystujaca detekcje UV pozwalajgcg na oznaczanie siarkowodoru w homogenizowanych
tkankach zwierzgcych. Oprocz mojej drugiej procedury [H9], w literaturze dost¢pna byta
jeszcze tylko jedna -elektroforetyczna metoda z detekcja UV sluzaca do oznaczania
tiosiarczanow w moczu [42].

Spietrzanie na drodze wprowadzania probki ze wzmocnieniem pola i zmiatania w MEKC

Kolejna metoda, ktorg opracowalem w toku badan jest bardziej zlozona, poniewaz
wykorzystuje dwa r6zne mechanizmy zat¢zania wewnatrz kapilary, zachodzace bezposrednio
jeden po drugim. Wykorzystanymi mechanizmami zatezania sg FASI oraz zmiatanie w MEKC,
ktore zastosowane jednoczesnie dajg zdecydowanie wigkszy wzrost czulosci niz spigtrzenie
uzyskane przy wykorzystaniu tylko jednego z wspomnianych mechanizméw (Rys.11).
Czasteczka HTL w odrdéznieniu od opisywanych wczesniej zwigzkéw w pH ponizej 6,67
posiada tadunek dodatni na grupie aminowej, wykazuje takze absorpcj¢ promieniowania UV
i moze by¢ bezposrednio wykrywana przy analitycznej dtugosci fali rownej 240 nm.

Prezentowana metoda znalazta praktyczne zastosowanie w oznaczaniu HTL w moczu [H6].
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Rysunek 11. Proponowany mechanizm zatezania HTL poprzez Spigtrzanie na drodze
wprowadzania probki ze wzmocnieniem pola i zmiatania w MEKC. Zmodyfikowany Rys.2
w pracy [H6].

Proponowana procedura zaktada wykorzystanie dwoch réznych systemow buforowych.
Poczatkowo kapilara jest przeptukiwana Buforem 1, w ktérego sktad wchodzi 0,1 mol/L bufor
fosforanowy o pH 6. W kolejnym kroku do kapilary jest wprowadzana sposobem

elektrokinetycznym (15 kV, 20 s) probka przygotowana w 0,0075 mol/L roztworze HCl, tak
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aby jej pH wynosito 5,5. Obnizenie pH probki jest korzystne dla FASI, poniewaz HTL
wykazuje w strefie probki wyzszg ruchliwos$¢ niz w Buforze 1 (pH 6). Gdy HTL dociera do
granicy probka-Bufor 1 spada jego predko$¢ migracji, w efekcie czego ulega on spigtrzeniu.
Nastepnie Bufor 1 w fiolkach na obu koncach kapilary jest zamieniany na Bufor 2 (0,1 mol/L
bufor fosforanowy o pH 4,75 zawierajacy dodatkowo 0,1 mol/L SDS i 15% ACN). Wartos¢
pH elektrolitu zostata dobrana tak, aby przy uwzglednieniu zjawiska elektroosmozy predkosé
migracji HTL nieznacznie przewyzszata predkos¢ z jaka w kierunku przeciwnym poruszajg si¢
micele. Po przylozeniu napigcia 20 kV przy praktycznie wyeliminowanym EOF, micele
wnikajac w strefe probki zmiatajg analit i powoduja jego zat¢zenie. Na koniec sktadniki probki
po wniknigciu w Bufor 2 ulegaja rozdzieleniu na zasadach MEKC. Opracowang procedure
[H6] zastosowatem do analizy probek moczu na zawartos¢ HTL pobranych od 15 zdrowych
ochotnikow (Rys.12). Zmierzone zawartosci HTL w moczu wahaty si¢ od 0,129 umol/L do
0,229 umol/L, a warto$¢ srednia wyniosta 0,170 = 0,029 pmol/L. Otrzymane zawartosci sg
zgodne z warto$ciami otrzymanymi wczesniej za pomocg metod HPLC, wykorzystujacych
derywatyzacj¢ z aldehydem o-ftalowym [43, 44]. Sygnal HTL zostal zidentyfikowany na
podstawie poréwnania z czasem migracji standardu HTL, na podstawie widma UV oraz na

podstawie zaniku sygnatu w moczu z dodatkiem NaOH (hydroliza HTL do Hcy).

8_

Absorbancja [mAU]

Czas [min]

Rysunek 12. Przyktadowe elektroforegramy probki moczu (linia niebieska), moczu
doszczepionego 1 umol/L HTL (linia czarna) oraz moczu, do ktorego dodano 0,1 mol/L NaOH
(linia czerwona). Warunki elektroforetyczne: kapilara niepowlekana (I=51,5 cm, 50 um),
BGE1 (0,1 mol/L bufor fosforanowy, pH 6), BGE2 (0,1 mol/L bufor fosforanowy, pH 4,75 z
dodatkiem 0,1 mol/L SDS i 15% ACN), napiecie 20 kV, analityczna dtugos¢ fali 2=240 nm,
temperatura 25°C, wprowadzanie probki (15 kV, 20 s). Zmodyfikowany Rys.3 w pracy [H6].
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Metoda jest szybka (czas migracji HTL ponizej 4 min), prosta i powtarzalna, nie wymaga
derywatyzacji analitu, natomiast wykorzystuje jego zat¢zanie w uktadzie pomiarowym CE oraz
prosta, bezposrednig detekcje UV. Przedstawiona metodyka byla pierwsza aplikacjag CE do

oznaczania HTL w moczu.

Walidacja oraz poréwnanie wspolczynnikéw wzmocnienia czulosci metody

Wszystkie przedstawione metody podlegaty skroconej walidacji zgodnie z kryteriami
podawanymi dla metod analizy probek biologicznych [45]. Podczas walidacji zawsze
sprawdzatem takie parametry metody jak zakres liniowosci, granice wykrywalnosci (LOD)
i oznaczalnosci (LOQ), precyzje wyrazong wzglednym odchyleniem standardowym (RSD),
doktadno$¢ wyrazong odzyskiem oraz specyficzno$¢. Poza tym, poniewaz w przypadku kazdej
z procedur stosowatem zatezanie analitow w kapilarze, zalezalo mi na okresleniu o ile udato mi
si¢ poprawi¢ czuto$¢ metody i1 obnizy¢ granice wykrywalnosci. LOD i LOQ wyznaczatem
poprzez porownanie wysokosci sygnatu analitycznego wzgledem szumoéw linii podstawowe;.
Zestawienie otrzymanych parametrow walidacyjnych dla poszczegdélnych metod

przedstawitem w Tabeli 4.

Tabela 4. Zestawienie parametrow skroconej walidacji dla opracowanych metod.

Zakres
Matryca  Analit  liniowoSci ?05[]) O?(;y]sk [ LmC;I?L] [ anOOI(/?L] Literatura
[umol/L] 0 ° H H
Osocze Hcy 5,0-80 1,7-6,7 99,4 - 103,2 1,0 3,0 [H1]
Osocze  CASH  25-20 28-54 95,0 - 99,7 0,8 2,5 [H2]
Soki Cys 3,8-6,7 94,4 - 105,2
owocowe GSH 2,5-30 1,1-3,6 94,7 - 107,7 1,0 2,5 [H3]
Mocz TP 5,0 - 160 12-71 96,8 - 101,2 1,5 5,0 [H4]
Hey 2,0 -20 2,5-8,0 98,8 - 103,7
Osocze o6 20-300  11-18  99.0-1006 0.7 2.0 [H5]
Mocz HTL 0,1-1,0 32-6,1 94,7 -101,8 0,09 0,1 [H6]
Tkanki H,S 015-20% 24-63 95,7 -110,8 0,05 0,129 [H7]
Mocz S0  4,0-64 1,6 -5,4 98,1-102,7 2,0 4,0 [H9]
Mocz LA 2,5-80 1,1-84 95,4 - 100,3 1,2 2,5 [H10]

a) stezenie wyrazone w [umol/g]
Istnieje przynajmniej kilka sposobow okre§lania stopnia zatezenia analitu, jednak

najprostszym, wiarygodnym i do$§¢ powszechnie stosowanym jest wyznaczenie dla danej
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procedury tzw. wspolczynnika zwigkszenia czulo$ci metody (ang. sensitivity enhancement
factor, SEF). Wydajno$¢ zatezenia analitu w probce mozna wyznaczy¢ poprzez poréwnanie
powierzchni lub ewentualnie wysokos$ci sygnatu analitycznego otrzymanego w procedurze
przeprowadzonej z konwencjonalnym sposobem wprowadzania probki (mata objetos¢ probki)
z powierzchnig piku otrzymanego w metodzie drugiej, wykorzystujacej etap zatgzania analitu.
Podawane w literaturze wartosci SEF sg bardzo r6zne, przewaznie wahaja si¢ od kilkunastu do
Kilkuset, chociaz zdarzajg si¢ opracowania podajace SEF liczone w tysigcach i wiecej. Takie
duze roznice w wartosciach SEF zaleza przede wszystkim od rodzaju probki, ktora sie
analizuje, sposobu jej przygotowania do analizy oraz wykorzystywanej techniki zat¢zania.
Otrzymane w opracowanych przeze mnie metodach wspotczynniki SEF oczywiScie roznig si¢
od siebie, ale roznice te nie sg bardzo duze (od 21,1 do 69,6). Wynika to z faktu, iz
analizowatem prébki biologiczne o podobnym skomplikowaniu matrycy oraz stosowatem
sktadajace si¢ z podobnych etapéw procedury przygotowania tych probek. Odpowiednie

poréwnanie przedstawitem w Tabeli 5.

Tabela 5. Zestawienie uzyskanych wspotczynnikow wzmocnienia czutosci metody (SEF).

Metoda Technika zatezania SEF
Oznaczanie Hey w osoczu [H1] Spietrzanie we@iug mechanizmu pseudo przejsciowe;j 50,5
izotachoforezy (tpITP)
Oznaczanie CASH w osoczu [H2] Spietrzanie we(ﬂug mechanizmu pseudo przejsciowe;j 433
izotachoforezy (tpITP)
Oznaczanie Cys i GSH w soku Spietrzanie wedtug mechanizmu pseudo przejSciowej
f . 45,1
pomaranczy [H3] izotachoforezy (tpITP)
Oznaczanie TP w moczu [H4] Spietrzanie We(ﬂug mechanizmu pseudo przej$ciowe;j 39,6
izotachoforezy (tpITP)
Oznaczanie Hcy i Cys w osoczu Spietrzanie ze wzmocnieniem pola na drodze
. - 55,8
[H5] manipulacji pH
. Spietrzanie na drodze wprowadzania probki ze
Oznaczanie HTL w moczu [HE] wzmocnieniem pola (FASI) i zmiatania w MEKC 69.6
Oznaczanie siarkowodoru w T
tkankach kury [H7] Zmiatanie w MEKC 51,3
Oznaczanie tiosiarczandw w moczu Zmiatanie w MEKC 595
[H9]
Oznaczanie LA w moczu [H10] Spietrzanie na dro_dze? wprowadzania probki ze 211
wzmochieniem pola (FASI)
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Glowne osiagniecia

Opracowatem, walidowatem 1 aplikowatem nowe elektroforetyczne metody analizy

biologicznych probek z wykorzystaniem zat¢zania analitoéw on-line:

Majac

metoda oznaczania homocysteiny w osoczu oparta na CZE z zatezaniem przez tpITP
[H1],

metoda oznaczania cysteaminy w osoczu oparta na CZE z zatezaniem przez tplTP
[H2],

metoda oznaczania cysteiny i glutationu w soku pomaranczy oparta na CZE
z zat¢zaniem przez tplTP [H3],

metoda oznaczania tioproniny w moczu oparta na CZE z zatgzaniem przez tpITP [H4],
metoda oznaczania homocysteiny i cysteiny w osoczu oparta na CZE z zat¢zaniem
przez spigtrzanie ze wzmocnieniem pola na drodze manipulacji pH [H5],

metoda oznaczania tiolaktonu homocysteiny w moczu oparta na MEKC z zatezaniem
przez potaczone mechanizmy FASI oraz zmiatania [H6],

metoda oznaczania siarkowodoru w tkankach kury oparta na MEKC z zat¢zaniem przez
zmiatanie [H7],

metoda oznaczania tiosiarczanéw w moczu oparta na MEKC z zatgezaniem przez
zmiatanie [H9],

metoda oznaczania kwasu liponowego w moczu oparta na kapilarnej elektroforezie
strefowej z zatgzaniem przez FASI [H10].

na wzgledzie wykorzystanie do analizy techniki kapilarnej elektroforezy,

optymalizowatem procedury przygotowania probek biologicznych o rdéznym stopniu

skomplikowania:

osocza W celu oznaczania homocysteiny [H1, H5], cysteiny [H5] oraz cysteaminy
[H2],

moczu na zawarto$¢ tioproniny [H4], tiolaktonu homocysteiny [H6], tiosiarczanow
[H9] oraz kwasu liponowego [H10],

tkanek statych do oznaczania siarkowodoru [H7],

soku pomaranczy w celu wyznaczenia stezen cysteiny i glutationu [H3].

6. Krétkie oméwienie pozostalych osiggnieé

Moje pozostale osiagniecia naukowoO-badawcze zostaly opublikowane w 11

oryginalnych i 2 przegladowych artykutach naukowych oraz 6 rozdziatach w monografiach (3
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w jezyku angielskim i 3 w jezyku polskim). Jestem rowniez jednym ze wspotautorow stownika
picciojezycznego p.t. "Chromatografia i techniki elektromigracyjne”, przygotowanego pod
redakcja prof. Z. Witkiewicza oraz dr E. Sliwki. Wiekszo§¢ moich osiagnie¢ naukowo-
badawczych zostala rowniez zaprezentowana w formie 54 prezentacji na mi¢dzynarodowych
I krajowych konferencjach naukowych. Tematyka wickszos$ci prac z mojego pozostatego
dorobku naukowo-badawczego dotyczy opracowywania nowych elektroforetycznych lub
chromatograficznych metod analizy probek biologicznych na zawarto$¢ zwigzkoéw
posiadajacych w swojej budowie grupe -SH, z zastosowaniem réznych technik zatezania
analitow. Osiagnigecia naukowe, ktorych bylem wspdlautorem zaowocowatly siedmioma
Nagrodami zespotowymi I stopnia Rektora UL w latach 1998, 1999, 2007, 2009, 2011, 2012,
2015. W roku 2013 oraz 2016 bytem czltonkiem komitetu organizacyjnego krajowej
konferencji chromatograficznej “Zastosowanie technik chromatograficznych w analizie
srodowiskowej i klinicznej”. W latach 2012-2016 petnitem funkcje¢ sekretarza Wydziatowej
Komisji Wyborczej, a od roku 2008 do chwili obecnej jestem cztonkiem Wydziatowej Komisji
ds. Egzamindw Dyplomowych. Bratem réwniez czynny udziat w popularyzacji nauki poprzez
m.in. wyktad dla uczniow szkot ponadgimnazjalnych w ramach Akademii Ciekawej Chemii,
inicjatywy edukacyjnej organizowanej corocznie przez Wydzial Chemii Uniwersytetu
Lodzkiego. Szczegdtowy wykaz innych osiagnig¢ znajduje si¢ w zataczniku 3 wniosku

o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego.
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