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Streszczenie

Naduzywanie alkoholu etylowego jest problemem zdrowotnym szeroko
rozpowszechnionym na catym §wiecie. Osoby naduzywajace alkoholu czesto do§wiadczaja
roznorodnych skutkow zdrowotnych, ktére moga prowadzi¢ do powaznych konsekwencji
w kontekscie ich stanu fizycznego i psychicznego. Wedlug raportu statystycznego
Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO), corocznie
nadmierne spozycie alkoholu etylowego (etanolu) jest wskazywane jako przyczyna $mierci
ponad 3 milionéw ludzi na calym $wiecie, a srednie spozycie czystego alkoholu etylowego

na osobe powyzej 15. roku zycia wynosi ponad 6 litréw w ciggu roku.

W praktyce lekarskiej istnieje potrzeba skutecznego okreslenia przyczyny oraz mechanizmu
naduzywania alkoholu, aby zapewni¢ odpowiednie leczenie 1 wsparcie pacjentom
dotknietym tym problemem. W wielu przypadkach ustalenie doktadnej przyczyny zgonu jest
istotne dla opiniowania sadowo-lekarskiego, a okolicznosci $Smierci nie zawsze pozwalajg
na jednoznaczng i prawidlowa oceng wptywu alkoholu etylowego na zgon i patomechanizm
$mierci. Jedynie oznaczenie stezenia alkoholu etylowego we krwi na odpowiednio wysokim

poziomie pozwala stwierdzi¢, ze zgon nastapit w wyniku ostrego zatrucia alkoholem.

Niniejsza praca doktorska dotyczy wykorzystania celowanej analizy metabolomicznej
estrow etylowych kwasdéw tluszczowych jako potencjalnych wskaznikow nadmiernego
spozycia alkoholu bedacego przyczyng $mierci. W ramach przeprowadzonych badan
analizie poddano prébki osocza pochodzace od zmartych, ktorych ciata zostaty skierowane
do Katedry 1 Zaktadu Medycyny Sadowej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Materiat
biologiczny pobierany byt od zmartych w dwéch punktach czasowych: (1) w ciagu 24 h od
domniemanego czasu zgonu, pobrany przez powloki ciata po dostarczeniu ciala zmartego
do prosektorium oraz (2) podczas sagdowo-lekarskich sekcji zwtok w czasie do 96 h od
$mierci. W celu oceny réznic w poziomach stgzen oraz znaczenia estréw etylowych
wybranych kwasow tluszczowych w diagnostyce posmiertnej wykorzystano technike
chromatografii gazowej sprz¢zonej ze spektrometria mas z analizatorem typu potrojny
kwadrupol (ang. gas chromatography coupled with triple quadrupole mass spectrometry
detection, GC-QqQ/MS). W wyniku przeprowadzonych analiz 0znaczono poziomy stezen
pieciu wybranych estrow etylowych kwaséw tluszczowych w grupie badanej (n=15) oraz
kontrolnej (n=16). Uzyskane wyniki oznaczen metabolicznych skorelowano z dostepna

dokumentacja medyczng oraz wynikami posmiertnych badan toksykologicznych.



Na podstawie przeprowadzonych analiz wyciggnigto wnioski o uzyteczno$ci monitorowania
stezen estrow etylowych wybranych kwaséw thuszczowych w organizmie jako wskaznikow
pomagajacych okresli¢ okolicznosci zgonu, tj. czy zgon poprzedzony byt nadmiernym

spozyciem alkoholu.



Abstract

Ethyl alcohol abuse is a health problem that is widespread throughout the world.
People who abuse alcohol often experience various of health effects that can lead to severe
consequences for their physical and mental condition. According to a World Health
Organization (WHO) statistical report, each year, excessive consumption of ethyl alcohol
(ethanol) is considered a cause of death for more than 3 million people worldwide and the
average consumption of pure ethanol per person over the age of 15 is more than 6 litres per

year.

In daily medical practice, there is a need to effectively determine the cause and mechanism
of alcohol abuse in order to provide appropriate treatment and support to affected patients.
In many cases, determining the exact cause of death is essential for forensic medical
opinions, and the circumstances of death do not always allow a clear and correct assessment
of the effect of ethanol on the occurrence of death or the pathomechanism of death. Only the
determination of the concentration of ethanol in the blood at a sufficiently high level makes

it possible to conclude that death occurred due to acute alcohol intoxication.

This dissertation deals with using a targeted metabolomic analysis in cases of death
associated with excessive ethanol consumption. Plasma samples analyzed in the study were
obtained from the deceased bodies referred to the Department of Forensic Medicine at the
Medical University of Gdansk. Biological material was collected from the deceased at two-
time points: (1) within 24 hours of the presumed time of death, collected through body shells
after the deceased's body was delivered to the dissecting room, and (2) during scheduled

forensic autopsies.

Gas chromatography coupled with triple quadrupole mass spectrometry (GC-QqQ/MS) was
used to assess the differences in concentration levels and relevance of ethyl esters of selected
five fatty acids in post-mortem diagnosis. The obtained results of the metabolic
determinations were correlated with available medical records and the results of post-

mortem toxicological tests.

Based on the analyses, conclusions were drawn about the usefulness of information on the
ethyl ester concentration of selected fatty acids in the body as indicators of the possible
mechanism of death and a factor determining the circumstances of death, i.e. whether death
was preceded by ongoing alcohol abuse as a cause of death and the helpful factor to

determine the circumstances of death.
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CZESC TEORETYCZNA

1. Choroba alkoholowa

1.1. Alkoholizm jako choroba cywilizacyjna

Szacuje si¢, ze w 2016 roku nadmierne spozycie alkoholu spowodowato

3 miliony zgonow (5,3 % wszystkich zgonow) na catym $wiecie.

Co istotne, wptyw nadmiernego spozywania alkoholu na umieralno$¢ jest wiekszy niz
wplyw gruzlicy (2,3 %), HIV/AIDS (1,8 %), cukrzycy (2,8 %), nadcis$nienia (1,6 %), chordb
uktadu pokarmowego (4,5 %), urazow drogowych (2,5 %) i przemocy (0,8 %), ktore to

W opinii spotecznej stanowiag wigksze zagrozenie dla cztowieka [1].

Istnieja znaczne roznice miedzy piciami w odsetku zgonow na $wiecie spowodowanych
nadmiernym spozyciem alkoholu. Wedtug danych z roku 2012, az 7,6 % zgonow wsrod
mezczyzn byto przypisywanych alkoholowi, podczas gdy dla kobiet wskaznik ten byt prawie
dwukrotnie nizszy (4,0 % zgonow wsrod kobiet). W wielu z tych przypadkow okreslenie
doktadnej przyczyny zgonu jest istotne dla opiniowania sgdowo-lekarskiego, a okoliczno$ci
$mierci nie zawsze pozwalaja na jednoznaczng 1 prawidlowg ocen¢ wpltywu alkoholu
etylowego na jej wystgpienie. Jedynie rutynowa analiza toksykologiczna materiatu
biologicznego pobranego srodsekcyjnie i okreslenie dzigki niej stezenia alkoholu etylowego
we krwi na odpowiednio wysokim poziomie (okoto 4%o (g/L)) pozwala stwierdzié, ze zgon

nastgpit w wyniku ostrego zatrucia alkoholem [2].

Ryzyko rozwoju alkoholizmu zalezy od wielu czynnikéw, takich jak $rodowisko, model
wychowawczy, czy status spoteczny. Osoby z rodzinng historig alkoholizmu sa bardziej
narazone na jego rozwoj [3], jednakze istnieje wiele przypadkow alkoholikow bez wywiadu
naduzywania alkoholu w rodzinie. Dostepno$¢ alkoholu 1 postawy wobec niego
W najblizszym $rodowisku danej osoby wplywaja na prawdopodobienstwo rozwoju
choroby. Obecne dowody wskazuja, ze zarowno u m¢zczyzn jak i u kobiet, alkoholizm jest

w 50-60 % uwarunkowany genetycznie, pozostawiajac 40-50 % na wptywy srodowiskowe.

Co ciekawe, kraje o wysokich dochodach cechuje najwyzsze spozycie alkoholu
w przeliczeniu na mieszkanca i najwyzsze rozpowszechnienie intensywnego picia
epizodycznego wsrdd osob pijacych (zdefiniowane jako 60 lub wigcej gramow czystego
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alkoholu etylowego przy co najmniej jednej okazji, co najmniej raz
w miesigcu). Dodatkowo, w takich krajach, konsumpcji alkoholu sprzyjaja szeroko
rozpowszechnione reklamy oraz akcje promocyjne. Niestety czesto tez zdarza si¢, ze osoby
deklarujace niespozywanie alkoholu sg stygmatyzowane 1 wykluczane z niektorych grup
spotecznych, co negatywnie wpltywa na ich relacje interpersonalne, a co za tym idzie na

samopoczucie i stan zdrowia psychicznego.

W 2004 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia opublikowata szczegoétowy raport
na temat alkoholu i innych substancji psychoaktywnych zatytutowany "Neuroscience of
psychoactive substance use and dependence" [4]. Stwierdzono, ze byta to “pierwsza proba”
WHO zapewnienia kompleksowego przegladu czynnikow biologicznych zwigzanych
z uzywaniem substancji i uzaleznieniem poprzez podsumowanie ogromnej ilosci wiedzy
zdobytej w ciggu ostatnich 20-30 lat. Raport podkresla aktualny stan wiedzy na temat
mechanizméw  dzialania  réznych  rodzajow substancji ~ psychoaktywnych
1 wyjasnia, w jaki sposob uzywanie tych substancji moze prowadzi¢ do rozwoju zespotu
uzaleznienia. W raporcie stwierdzono, ze "uzaleznienie nie bylo wczesniej uznawane za
zaburzenie mozgu, w taki sam sposob, w jaki choroby psychiczne nie byly wczesniej
postrzegane jako wynik zaburzenia mozgu. Jednak wraz z ostatnimi postgpami
w neuronauce stalo si¢ jasne, ze uzaleznienie jest w takim samym stopniu zaburzeniem

moézgu, jak kazda inna choroba neurologiczna lub psychiatryczna".

Od prawie dwoch stuleci alkoholizm uznawany jest za jednostk¢ chorobowg. Pragnienie
spozycia alkoholu, ktére odczuwa osoba uzalezniona, moze by¢ tak silne, jak potrzeba
jedzenia lub zaspokojenie pragnienia. Osoba chora bgdzie kontynuowata picie pomimo
powaznych problemow rodzinnych, zdrowotnych lub prawnych. Podobnie jak wiele innych
chorob, alkoholizm jest przewlekly, co oznacza, ze trwa przez cate zycie, zwykle ma
przewidywalny przebieg, a w przypadku braku dostepu do alkoholu wystepujg objawy
odstawienne, takie jak: uposledzenie samokontroli, w tym zdolno$ci powstrzymania si¢ od
picia, drzenie migéni, nadci$nienie tetnicze, wymioty i biegunka, zaburzenia snu oraz
zwigkszona tolerancja alkoholu, czyli potrzeba spozywania coraz wigkszych dawek w celu

osiggniecia oczekiwanego efektu.

W codziennej diagnostyce pacjentéw z problemem alkoholowym wykorzystywane
sg kryteria opublikowane przez Amerykanskie Towarzystwo Psychiatryczne
w Diagnostycznym i statystycznym podreczniku  zaburzen psychiatrycznych
(ang. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, DSM). Aktualnie

obowigzujacag wersjg jest wydanie piate [5].
12



1.2. Choroba alkoholowa wyzwaniem medycyny sadowej

W medycynie sadowej wskazniki diagnostyczne spozycia alkoholu sg wazne nie tylko
w kontekscie kryminalistycznym — gdy szukamy przyczyny zgonu i wptywu alkoholu na
zgon, ale takze w postepowaniach dotyczacych kierowania pojazdem lub tez opieki nad
osobami matoletnimi mechanicznym pod wpltywem alkoholu etylowego. Parametry
biochemiczne krwi sg rowniez coraz czgsciej wykorzystywane w medycynie klinicznej do

weryfikacji abstynencji lub wykluczenia szkodliwego wptywu alkoholu na zdrowie.

Ocena, czy osoby kierujagce pojazdami sg pod wptywem alkoholu, czgsto opiera si¢
na pomiarach i obliczeniach opartych na metodach obarczonych bledem wynikajacym
z niewlasciwego uzycia urzadzenia pomiarowego lub znieksztatconej wersji wydarzen
przedstawionej przez uczestnika zdarzenia. Takie osoby czgsto takze podaja nieprawdziwe
informacje, ze spozywatly alkohol po spowodowaniu wypadku drogowego, co zmusza
organy Scigania lub wymiar sprawiedliwosci do zasiggnigcia opinii bieglego i dokonania

obliczen retrospektywnych.

2. Rodzaje materialu biologicznego analizowanego w badaniach toksykologicznych

Podczas sekcji zwlok obducent ma mozliwo$¢ pobrania do badan dodatkowych
roznorodnego materiatu biologicznego w postaci pltyndow ustrojowych 1 tkanek.
Ze wzgledu na to, ze do analiz dostepnych jest wiecej niz jeden potencjalny materiat
biologiczny, patolodzy i analitycy moga wybra¢ najbardziej odpowiedni dla potrzeb
przeprowadzonego badania [6]. Wycinki narzadow do badan histopatologicznych sa
rutynowo zabezpieczane w zbuforowanym 10 % roztworze formaliny. Niemniej jednak, ze
wzgledu na wpltyw formaliny na sktad chemiczny 1 wilasciwosci biochemiczne tkanek
ludzkich, zabezpieczone w ten sposob tkanki nie daja mozliwosci przeprowadzenia analiz
metabolomicznych. Dlatego tez, skupiajac si¢ na analizach toksykologicznych, wigkszo$¢
literatury wskazuje na najczestsze wykorzystanie krwi i moczu (czasem ciata szklistego oka)
glownie ze wzgledu na ich dostgpnosé, tatwos¢ pobierania probek i obecno$¢ szerokiego

zakresu metabolitow.

Waznym etapem zaplanowanych badan jest dobranie odpowiedniego materiatu
biologicznego. Nastepnie opracowywane sg procedury majgce na celu ograniczenie

pojawiajacej si¢ na tym etapie zmiennosci [7].
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Wybor odpowiedniej metody analitycznej jest niezbedny do uzyskania wiarygodnych
wynikow. Uzytecznos$¢ 1 dostepnosé matrycy biologicznej ma najwickszy wplyw na wybor
rodzaju probki. Ze wzgledu na szeroko zakrojone badania rdéznorodnych probek
biologicznych i ptynow ustrojowych, probki krwi i moczu sg powszechnie wybierane do

rutynowych analiz laboratoryjnych, co przedstawiono na rycinie 1.

Dobor grup badanych sprowadza si¢ do okreslenia kryteriow, zarowno wlaczenia jak
1 wylaczenia, na podstawie ktorych dokonuje si¢ kwalifikacji do badania. Ujednolicenie grup
badanych ma na celu ograniczenie wptywu zmiennos$ci biologicznej na pomiary dotyczace
oznaczanych analitow. Kryteria te obejmujg najczesciej: wiek [8], pte¢ [9], mase ciata lub
wskaznik BMI [10], choroby towarzyszace wplywajace na metabolizm [11,12],
przyjmowane leki czy uzywki [13-15] oraz rodzaj stosowanej diety [16]. Zredukowanie
wplywu wymienionych czynnikdw na uzyskane wyniki pozwala sadzi¢, ze zaobserwowane
zmiany w analizowanych probkach wynikaja gtéwnie z mechanizméw patofizjologicznych
zachodzacych w badanych organizmach.

Paznokcie: 4%
Wiosy: 7%

Mocz: 24%

Mézg: 13%

Watroba: 9%

Pot: 2%
Slina: 7% Krew/Osocze: 30%

Plyn mézgowo-rdzeniowy: 4%
Rycina 1. Procentowy udzial materiatdéw biologicznych wykorzystywanych w badaniach

toksykologicznych w medycynie sadowej na podstawie przegladu artykuldw oryginalnych
z lat 1997-2020 [17].
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Niektore rodzaje ptyndow ustrojowych sg wykorzystywane w analizie kryminalistycznej ze
wzgledu na ich sklad (sprawiajacy, ze proces przygotowania probki nie jest zbyt
czasochtonny) i dostgpno$¢ materiatu do pobrania. Cechy te charakteryzuja wspomniane
probki krwi 1 moczu. Dzigki dogl¢bnemu poznaniu reakcji  katabolicznych
i anabolicznych zachodzacych w ludzkim ciele, mozna skutecznie okresli¢ poziomy réoznych

substancji i ich metabolitow [18].

Krew, wraz z jej frakcjami, jest najczgsciej wykorzystywanym materiatem biologicznym
w analizach metabolomicznych. Wedtug Coe i wsp. [19] krew, ktora transportuje wickszos¢
substancji chemicznych w organizmie, byla czgsciej wykorzystywana jako probka
biologiczna niz inne probki, takie jak np. ciato szkliste oka, poniewaz te wymagaja bardziej
ztozonych procedur przygotowania. Odsetek kazdej frakcji sktadnikéw obecnych we krwi
zalezy od wieku, plci i czynnikow $srodowiskowych [20]. Nalezy jednak pamietaé, ze sktad
krwi i jej wlasciwosci fizykochemiczne réznig si¢ miedzy probkami pobranymi przed i po
$mierci. W wyniku proceséw rozpadu, pH krwi obniza si¢ do wartosci okoto 5-5,5
w porownaniu do warunkow fizjologicznych, co wptywa na kazdy kolejny etap analizy,

poniewaz obnizone pH aktywuje enzymy, ktore zapobiegaja krzepnieciu krwi [21].

Mocz jest zazwyczaj pobierany w stosunkowo duzych iloéciach, nie tylko do rutynowych
badan laboratoryjnych, ale takze do analiz toksykologiczno-sadowych wykonywanych po
$mierci. Pobieranie probek jest tatwe, a proces przygotowania materiatu biologicznego
nieskomplikowany. Niskie st¢zenie bialek w znaczny sposdb upraszcza procedure
przygotowania probki. Z drugiej strony, mocz moze zawiera¢ wigce] zwigzkow
sprzezonych, takich jak produkty reakcji metabolizmu lekow oraz produkty innych reakcji
katabolicznych zachodzacych w organizmie. Z badan przeprowadzonych przez Alvarez-
Sanchez i wsp. [6], wynika, Zze probki moczu, podobnie jak probki krwi, moga dostarczy¢
informacji o ogdlnym stanie zdrowia pacjenta. Jednak sktad moczu dostarcza usrednionych
lub opd6znionych informacji na temat niedawnych zmian wewnetrznych 1 skutkow
srodowiskowych, podczas gdy krew jest uwazana za zrédto aktualnych danych o stanie
organizmu w momencie pobierania probki. Waznym etapem podczas pobierania probek
moczu jest uwzglednienie jego objetosci, poniewaz sktad molekularny i stg¢zenia sg z nig
silnie skorelowane [22,23]. Dlatego tez, jedng ze standardowych procedur analizy danych
pochodzacych z oznaczen probek moczu jest przeprowadzenie normalizacji stezen analitow
wzgledem stezenia kreatyniny, osmolarnosci lub cigzaru wlasciwego [24]. W kontekscie
danych literaturowych, przeprowadzono kilka testow przesiewowych z wykorzystaniem

probek moczu pod katem obecnosci narkotykdéw przy uzyciu podejscia metabolomicznego.
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Wykorzystujac technike UHLPC-QTOF/MS potwierdzono obecno$¢ 62 lekéw 1 ich
metabolitow w moczu, co stanowito obiecujacy poczatek bazy danych. Ponadto, Tsai i wsp.
[25] uproscili metod¢ przygotowania probki zachowujac wysoka selektywno$é, czutosc

| precyzje oznaczen.

Wiosy, ktére sa uwazane za produkt réznicowania komoérek z ludzkiej tkanki skorne;,
zawsze byly szczegoblnie interesujgce dla naukowcow pracujacych nad testami chemicznymi
w celu zdiagnozowania dtugotrwalego uzywania narkotykow [26]. Mocno podkreslane
przez Kintza i wsp. [27,28] zalety probek wloséw dla zwigzkow, ktore moga miec
wydtuzone okna detekcji (skorelowane z dtugoscig wlosow) 1 wigza si¢ z nieinwazyjnym
pobieraniem probek. Znaczenie i zainteresowanie zastosowaniem "omik" (glownie
genomiki) w analizie wlosow znacznie wzrosto w ciggu ostatnich kilku lat, poniewaz
nastgpit dynamiczny rozwdj bardziej szczegdtowych i precyzyjnych metod badawczych
[29]. Badania w kierunku zatrucia metalami ci¢zkimi byly zlecane juz 50 lat temu w celu
weryfikacji przewleklego zatrucia. Jednak wplyw czynnikow srodowiskowych na strukture
wlosa i poziom inkorporacji substancji chemicznych pochodzenia endo- i egzogennego
pozostaje dyskusyjny. Dodatkowo, testy genetyczne moga dostarczy¢ znaczacych dowodow
w sprawach dotyczacych napasci na tle seksualnym, gdy alternatywne materiaty dowodowe
sa niedostepne [29]. Jednak dla niektorych testow ilo§¢ obecnego DNA bywa
niewystarczajaca 1 moze rdézni¢ si¢ w poszczeg6élnych przypadkach ze wzgledu na cechy
osobnicze. Niemniej jednak, DNA moze stanowi¢ wysoce pomocne zrodto informacji. Jedng
z oczywistych korzys$ci z wykorzystania probek wtoséw jest dtuzsze okno wykrywania
niektorych metabolitow niz w przypadku probek krwi lub moczu, co daje mozliwos¢
zbadania historii leczenia farmakologicznego pacjenta [30,31]. Co wigcej, badanie roznych
fragmentow wlosow moze dostarczy¢ informacji na temat chronologii przyjmowania lekow,
biorgc pod uwage, ze wlosy rosng okoto 1 cm na miesigc. Ponadto 0soby, ktore przezyty
napas¢ czy np. probe samobdjcza, chetniej poddajg si¢ mniej skomplikowanym procedurom

pobrania probek toksykologicznych, m.in. pobraniu probki wtosa [32,33].

Nie tylko tkanki taczne lub wydzieliny moga by¢ uwazane za cenne zrodta informacii.
W posmiertnych analizach kryminalistycznych atwa procedura pobierania probek nie jest

priorytetem, a probki mozna uzyskac z r6znych narzadow ciata.

Analizy probek tkanki watroby wykazaty, ze ten rodzaj materiatu moze dostarczy¢ cennych
informacji na temat przebytego leczenia oraz stanow patofizjologicznych [34,35]. Podobnie
jak nerki, tkanka watroby rowniez narazona jest na szkodliwy wplyw substancji

dostarczanych organizmowi przez cale zycie. Obecno$¢ niektérych metabolitow moze
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wskazywac na powazng niewydolno$¢ watroby spowodowang przedawkowaniem substancji
odurzajacych lub/i leczniczych [36,37], a wyniki moga pomdc w ustaleniu historii
medycznej pacjenta. Co interesujace, posmiertnie pobrane probki watroby wykazaly mniej
zmian metabolicznych niz probki pobrane przed$Smiertnie. Starannie dobrane metody
analityczne powinny zminimalizowa¢ prawdopodobienstwo zaklocen 1 zwiekszy¢
prawdopodobienstwo znalezienia podobienstw lub rdéznic metabolicznych migdzy

probkami.

W eksperymencie przeprowadzonym przez Harade i wsp. [34] autorzy analizowali probki
osocza me¢zczyzn pobrane na czczo, aby zweryfikowaé wplyw spozycia alkoholu na
metabolom Kkrwi i oceni¢ potencjalne biomarkery uszkodzenia watroby zaleznego od
alkoholu. W rezultacie zidentyfikowano grupe metabolitow, m.in. treoning, bursztynian
guanidyny i glutaming, ktore moga by¢ zwigzane z nadmiernym dziennym spozyciem
etanolu. Inna grupa badaczy, Griffin i wsp. [38], podj¢la probg opracowania modelu
zwierzgcego, ktory najlepiej odzwierciedlalby wczesne zmiany metaboliczne
w stluszczeniowej chorobie watroby u ludzi (ang. fatty liver disease). Autorzy wykazali
réznice miedzy ostatecznymi procesami metabolicznymi w tkance watroby a podlozem
genetycznym. Rozbieznos¢ ta wydaje si¢ byé w duzej mierze odpowiedzialna

za wystapienie choroby.

Wigkszos¢ badan, ktoérych wyniki zostaty opublikowane w ostatnich latach, dotyczyta analiz
plynéw biologicznych, takich jak osocze lub mocz, poniewaz zapewniajg one szerszy wglad
we wszystkie procesy metaboliczne, a dostgpnos$¢ tkanki mozgowej jest ograniczona do
probek pochodzenia zwierzgcego lub badan posmiertnych ludzkiego mozgu. W momencie
$mierci, wysokie zapotrzebowanie médzgu na tlen powoduje szybka degradacje wielu
zwigzkow, prowadzac tym samym do utraty licznych kluczowych metabolitow, takich jak
m.in. glikogen, glukoza [39,40]. Warto zauwazy¢, ze jedng z kluczowych roéznic miedzy
mozgiem a resztg narzadow jest bariera krew-moézg. W konsekwencji, tylko kilka rodzajow
czasteczek jest w stanie przenikngé przez te wysoce selektywng bariere ludzkiego ciata. Ze
wzgledu na zlozono$¢ tkanki mozgowej, wyodrebnienie 1 oznaczenie wszystkich
metabolitow bedacych przedmiotem zainteresowania jest prawie niemozliwe. Te substancje
chemiczne charakteryzuja si¢ ré6znymi wiasciwo$ciami, a na ich ostateczne ste¢zenia
w probce wptywaja na wybor i proporcje uzytych rozpuszczalnikow, metod ekstrakcji oraz
czuto$¢ metody analitycznej. Jak przedstawili Naz i wsp. [41], rézne czynniki wptywaja na
wybor ostatecznej metody analizy tkanki moézgowej. Nalezg do nich m.in. otrzymanie

szerokich, powtarzalnych oraz zawierajacych zidentyfikowane metabolity profili. Ponadto,

17



strategie 1 procedury zwigzane z analizg tkanki mozgowej sg obarczone duzg zmiennoscig
wynikajaca z czynnikow, takich jak niejednorodnos$¢ tkanki mozgu lub niestabilnos¢

w czasie przechowywania [42].

3. Estry etylowe kwasow tluszczowych jako wskazniki spozywania alkoholu etylowego

Dominujgcym szlakiem metabolizmu alkoholu etylowego u ludzi jest utlenianie
w watrobie, ktore eliminuje ponad 90 % spozytego etanolu. Pierwszym etapem szlaku
utleniania jest konwersja etanolu do aldehydu octowego katalizowana przez cytozolowa
dehydrogenaze alkoholowa i1 w mniejszym stopniu przez mikrosomalny izoenzym
cytochromu P450, izoformy cytochromu P450 (zwtaszcza CYP2E1) i katalaze. W drugim
etapie dehydrogenaza aldehydu octowego utlenia aldehyd octowy do octanu, ktory jest
glownie wydzielany do krazenia i przeksztatcany w acetylo-koenzym A (CoA) przez tkanki
pozawatrobowe, takie jak migénie, serce i mozg. Oprdcz utleniania, opisano kilka
nieutleniajacych szlakoéw metabolizmu etanolu, ktore skutkujg enzymatycznym sprzeganiem
etanolu z endogennymi metabolitami, takimi jak kwas glukuronowy, siarczan, fosfolipidy
1 kwasy tluszczowe (FA). Powstale metabolity sg okreslane jako glukuronid etylu (EtG),
siarczan etylu (EtS), fosfatydyloetanol (PEth) i estry etylowe kwasu ttuszczowego (ang. fatty
acid ethyl ester, FAEE) (rycina 2).
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OKSYDACYINY NIEOKSYDACYINY

Etanol
Dehydrogenaza
Alkoholowa
(cytozol hepatocytu) Kwaky | Syntetaza FAEE
ikrosomalny uktfad utleniajgce tluszczowe
etanol
(ER hepatocytu)
Katalaza
(peroksysomy) v
Acetaldehyd Estry etylowe
kwasow ttuszczowych
Dehydrogenaza alkoholowa
Fosfatydylocholina { Fosfolipaza D
Kwas octowy Fosfatydyloetanol

Rycina 2. Schemat metabolizmu alkoholu etylowego w organizmie ludzkim.

Pod wzglgdem ilosciowym szlaki nieutleniajace stanowig niewielka czes¢ (od 1 %
u osoby spozywajacej alkohol sporadycznie do okoto 5 % u przewlekle pijacych)
catkowitego metabolizmu etanolu. Jednakze, ze wzgledu na wolniejsze tempo eliminacji,
nieutleniajace metabolity etanolu, takie jak estry etylowe kwasow ttuszczowych, utrzymuja
si¢ w ptynach ustrojowych i tkankach znacznie dtuzej niz sam etanol. Ta cecha sprawia, ze
nieutleniajgce metabolity etanolu umozliwiajg retrospektywng ocene jego spozycia, nawet
gdy sam etanol nie jest juz obecny w organizmie [43,44]. Dzigki temu stanowig one
potencjalne biomarkery oceny spozycia etanolu mogace mie¢ zastosowania w ocenie stanu

zdrowia, ale tez w badaniach posmiertnych [45].

Estry etylowe kwasow ttuszczowych (FAEE) s3 jednymi z metabolitéw nieoksydacyjnej
drogi eliminacji etanolu, ktore zostaly uznane za mediatory uszkodzen narzadow
wywotanych alkoholem. FAEE s3 wykrywalne we krwi po spozyciu etanolu i na tej
podstawie stanowig markery jego spozycia. FAEE zostaly rowniez oznaczone ilosciowo
w ludzkiej watrobie 1 tkance ttuszczowej 1 wykazano, ze mogg by¢ po$miertnymi markerami
spozycia etanolu [46]. Stwierdzono znaczng rd6znicg w  stgzeniu FAEE
w watrobie i tkance tluszczowej pacjentow z po§miertnym stezeniem alkoholu we krwi na
poziomie powyzej progu oznaczalno$ci, porOwnujac z pacjentami, u ktorych po$miertnie nie
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potwierdzono obecnosci etanolu we krwi, a ktorzy byli albo alkoholikami albo osobami
spozywajacymi alkohol okazjonalnie. Nalezy podkresli¢, iz wigkszo$¢ obecnie znanych
markeréow diagnostycznych przewlektego alkoholizmu ma ograniczong uzyteczno$¢
kliniczng. Odroznienie osoby przewlekle naduzywajacej alkoholu od osoby spozywajacej
duze iloSci etanolu epizodycznie (ang. binge drinker) jest mozliwe okreslajac rodzaj lub
wartos$ci stezenia FAEE w probkach krwi pobranych w dwdch punktach czasowych (przy
wystgpieniu maksymalnego st¢zenia etanolu we krwi oraz okoto 24 godziny po jego
odstawieniu). Stezenia FAEE we krwi i/lub w tkankach stanowig zatem markery spozycia
etanolu 1 mogg by¢ przydatne w odrdznianiu alkoholikéw od osob, ktore okazjonalnie

przyjmuja duzg dawke alkoholu.

Dodatkowo, FAEE moga by¢ takze oznaczane w smolce, co potwierdza ich ogromna
uzyteczno$¢ w stwierdzaniu przewleklego naduzywania alkoholu etylowego w przypadku

kobiet cigzarnych.

Na podstawie danych literaturowych wytypowano siedem estrow etylowych kwasow
thuszczowych, ktore staly si¢ przedmiotem niniejszej pracy (tabela 1.). Podstawa do ich
wyboru byta ich specyficznos¢ dla grupy badanej, czgstos¢ wystgpowania oraz wysokosé

oznaczanych stgzen [47,48].

Tabela 1. Estry etylowe kwaséw ttuszczowych wytypowane do analiz.

Oznaczany zwiazek Akronim Wzor Masa molowa
sumaryczny [g/mol]
Laurynian etylu EE 12:0 C14H2802 228,209
Mirystynian etylu EE 14:0 C16H3202 256,420
Palmitynian etylu EE 16:0 C18H3602 284,272
Heptadekanian etylu EE 17:0 C19H3502 298,500
Linoleinian etylu EE 18:3 C20H3602 308,272
Oleinian etylu EE 18:1 C20H3502 310,287
Stearynian etylu EE 18:0 C20H4002 312,303
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4. Analizy metabolomiczne

4.1. Podejscia badawcze w metabolomice

Metabolomika, jako cze$¢ biologii systemowej, koncentruje si¢ na analizie zwigzkow
o niskiej masie czgsteczkowej (<1,5 kDa), ktore sg obecne w pojedynczych komorkach lub
tkankach organizmu. Analizy metabolomiczne sa przydatne do opisywania interakcji
miedzy réznymi procesami fizjologicznymi oraz farmakokinetycznymi przy jednoczesnej
ocenie stanu organizmu [49-52]. Celem badan metabolomicznych jest jakosciowa i/lub
ilosciowa analiza metabolitow drobnoczasteczkowych w réznych probkach biologicznych,
ktorych sktad (zarowno jakoSciowy, jak i iloSciowy) moze si¢ rézni¢ w zaleznosci od
czynnikow $rodowiskowych, modyfikacji genetycznych 1 stosowanych substancji
farmakologicznych oraz diety [53,54]. Ponadto, zmiany na poziomie metabolomu, czyli
zestawu wszystkich metabolitéw komorkowych, odzwierciedlajg aktualny stan badanego

uktadu biologicznego, zarowno w warunkach fizjologicznych, jak i patofizjologicznych.

W badaniach metabolomicznych wyrdznia si¢ dwie gtowne strategie badawcze: analizy
niecelowane 1 celowane. Niecelowana analiza metabolomiczna skupia si¢ na
kompleksowym, potilosciowym oznaczeniu mozliwie jak najwigkszej liczby metabolitow
wystepujacych w badanych probkach biologicznych, w tym takze nieidentyfikowanych
wczesniej zwigzkow chemicznych. W tym podej$ciu badawczym nie ma wstepnych zatozen
co do zakresu oznaczanych analitow. Dlatego tez, ze wzglgdu na zréznicowane wlasciwosci
fizykochemiczne oraz poziomy stezen endogennych zwigzkow niskoczasteczkowych
obecnych w materialach biologicznych, nie ma jednej techniki analitycznej, ktora bytaby
odpowiednia do precyzyjnych i doktadnych oznaczen wszystkich metabolitow obecnych
w badanych probkach. Z tego wzgledu, w niecelowanych analizach metabolomicznych
czesto konieczne jest zastosowanie kilku, wzajemnie komplementarnych technik

pomiarowych.

Celowana analiza metabolomiczna skupia si¢ z kolei na oznaczaniu scharakteryzowanych
chemicznie oraz biochemicznie grup metabolitow. Dzigki zastosowaniu substancji
wzorcowych (standardow wewnetrznych i/lub zewnetrznych) analizy takie mozna
prowadzi¢ w sposob potilosciowy albo ilosciowy. W celowanych analizach
metabolomicznych przeprowadza si¢ zazwyczaj pelng walidacj¢ procedury przygotowania

probek biologicznych oraz metody analitycznej wedlug wytycznych zatwierdzonych przez

21



FDA (ang. Food and Drug Administration) i EMA (ang. European Medicines Agency).

Poréwnanie schematow badawczych w niecelowanych 1 celowanych analizach

metabolomicznych przedstawiono na rycinie 3.

Odpowiednie zaplanowanie poszczegdlnych etapow realizowanego projektu opiera si¢

gtownie na dostepnych danych literaturowych oraz do$wiadczeniu badaczy. Dobor

odpowiedniej wielkosci grupy badanej zalezy m.in. od czgstosci wystgpowania danej

jednostki chorobowej, czy tez zjawiska spotecznego oraz od typu podej$cia badawczego

w analizach metabolomicznych [55].

Badania niecelowane

Badania celowane

Nieselektywne wobec oznaczanych
metabolitow

Selektywne wobec oznaczanych
metabolitow

Proces przygotowania probek
zalezny od zastosowanej techniki
rozdzielania

Proces przygotowania probek
zalezny od zastosowanej techniki
rozdzielania

Stosowanie technik analitycznych
zwigkszajacych zakres ozanczen
metabolitow

Stosowanie techniki analitycznej
odpowiedniej dla wybranej grupy
metabolitow

Brak walidacji metody

Walidacja metody przygotowania
probek oraz iloSciowego oznaczania
wybranych metabolitow

Kontrola prowadzonych oznaczen
analitycznych poprzez analize
roztworu mas referencyjnych oraz
oznaczanie probek kontrolnych QC

Kontrola prowadzonych analiz
poprzez stosowanie wytycznych
walidacji EMA, FDA

Rycina 3. Porownanie schematow badawczych stosowanych w niecelowanych i celowanych

analizach metabolomicznych.
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4.2. Techniki pomiarowe w analizie metabolomu

Aparatura kontrolno-pomiarowa stosowana w chemii analitycznej ulegta ogromnym
zmianom pod katem jej ztozonoS$ci i ulepszen w ciagu ostatnich dziesigcioleci. Aktualnie,
w prowadzonych analizach metabolomicznych dostepny jest szeroki zakres technik
pomiarowych zapewaniajacy czule, precyzyjne i dokladne oznaczenia analityczne. Do
najbardziej popularnych naleza zaawansowane techniki separacyjne potaczone
z spektrometriag mas (ang. mass spectrometry, MS) oraz spektroskopia magnetycznego
rezonansu jadrowego (ang. nuclear magnetic resonance, NMR) [56,57]. Technika NMR
moze by¢ stosowana zaréwno do oznaczen ilosciowych, jak i1 jakosciowych, o czym
swiadczg wysoce powtarzalne wyniki i stosunkowo proste oraz niedestrukcyjne procedury
przygotowania probek [58]. Technika ta jest czesto wykorzystywana do identyfikacji
oznaczanych analitow, zwlaszcza do potwierdzenia ich struktury chemicznej. Jej duzg wada
jest jednak niska czuto$¢ oznaczen analitycznych. Dlatego tez, w ostatnich latach stosowane
sg przede wszystkim zaawansowane techniki separacyjne wykorzystujace technike
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (ang. high-performance liquid chromatography,
HPLC) lub ultrawysokosprawnej chromatografii cieczowej, (ang. ultra-high-performance
liquid chromatography, UHPLC), chromatografii gazowej (ang. gas chromatography, GC),
czy elektroforezy kapilarnej (ang. capillary electrophoresis, CE) potaczone z odpowiednimi
spektrometrami mas. Techniki te odznaczajg si¢ szerokim zakresem pomiarowym oraz
powtarzalno$cig oznaczen. Dodatkowo, zastosowanie wysokorozdzielczych spektrometrow
mas pozwala na duzg doktadno$¢ pomiaru (<0,5 ppm), a zastosowanie tandemowego
spektrometru mas, np. z analizatorem typu potrdjny kwadrupol (ang. triple quadrupole,
QqQ), zapewnia wysokg czuto$¢ oznaczen (rzgdu femtomoli) [59]. GC-MS jest technikg
z wyboru dla zwigzkéw lotnych lub takich, ktéore mozna fatwo przeksztatci¢ w lotne
pochodne za pomoca procedury konwersji chemicznej (upochadniania). Dzigki temu
mozliwe jest 0znaczenie szerokiego panelu zwigzkow, gtownie kwasow organicznych,
aminokwasow, kwasow thuszczowych czy cukrow. HPLC-MS oraz UHPLC-MS,
wykorzystujace roznorodne fazy stacjonarne, tj. RP (ang. reversed phase, odwrocony uktad
faz) czy HILIC (ang. hydrophilic interaction liquid chromatography, chromatografia
oddziatywan hydrofilowych) stosowane sa do oznaczen analitycznych nielotnych,
termicznie niestabilnych zwigzkéw chemicznych o szerokim zakresie zar6wno masy
czasteczkowej, jak 1 polarnosci [60]. Z kolei za pomoca techniki CE-MS mozna
przeprowadzi¢ oznaczenia analityczne zwigzkow o réznej masie czasteczkowej (metabolity,
peptydy, biatka), obdarzonych tadunkiem badz tez obojetnych lub charakteryzujacych sie
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duzg polarnoscig. Dlatego tez, zastosowanie komplementarnych technik analitycznych
czesto jest konieczne w niecelowanych analizach metabolomicznych zwlaszcza probek
biologicznych o zlozonym sktadzie matrycy. W celowanych analizach metabolomicznych,
przeprowadza si¢ ilosciowe oznaczenia wybranych zwigzkoéw czg¢sto poprzez pomiar
wyselekcjonowanych warto$ci masy do tadunku m/z w trybie SIM (ang. single ion
monitoring) lub pomiar przej$¢ (ang. transitions) jonu prekursorowego (ang. precursor ion)
do jonow potomnych (ang. product ions) w trybie monitorowania reakcji wielokrotnych

(ang. multiple reaction monitoring, MRM).

4.3. Znaczenie analiz metabolomicznych w medycynie sadowej

Dotychczas wigkszo$¢ prob zastosowania podejscia metabolomicznego dotyczyta
badan na materiale biologicznym pozyskanym za zycia. W niniejszej pracy skupiono si¢ na
materiale biologicznym pobranym posmiertnie, co spowodowato szereg trudnosci
zwigzanych z procesami zachodzacymi w organizmie po $mierci. Analizy takie wymagaja
specjalnego traktowania zwigzanego z pobieraniem probek, przygotowaniem ich i kolejnymi

etapami prac laboratoryjnych [61].

W poréwnaniu z innymi podej$ciami badawczymi, metabolomika wydaje si¢ by¢ nowym,
uzytecznym i oplacalnym narzgdziem w analizie kryminalistycznej. Do zalet takiego
podejscia nalezy: (1) mozliwos¢ analizowania probek biologicznych o zréznicowanym
sktadzie matrycy, (2) niski koszt analizy w porownaniu do innych podej$¢ omicznych.
Ponadto, Castillo-Peinado i wsp. [20] podkreslili wptyw nieuchronnie rozwijajacego si¢
aspektu rosngcej ilosci danych dostarczanych przy uzyciu wielu, czgsto wzajemnie
komplementarnych technik pomiarowych. Co wigcej, metabolomika moze by¢
wykorzystywana do identyfikacji potencjalnych biomarkerow wielu réznych stanoéw
patofizjologicznych. Metabolomika, z zaawansowanymi technikami analitycznymi,
dostarcza niejednokrotnie cennych informacji o potencjalnych patomechanizmach réznych
jednostek chorobowych, w tym zaburzen psychicznych [62]. Pang i wsp. [63] przedstawili
przeglad podkreslajacy ogromne znaczenie metabolomiki w przysztosci farmakologii
klinicznej, skupiajac si¢ na przewidywaniu odpowiedzi organizmu na podane leki,
interpretowaniu mechanizméw dziatania lekow, co prowadzi do mozliwosci precyzyjnego

leczenia pacjentéw (ang. personalized medicine).
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Tanatometabolomika jest uwazana za obiecujgce podejscie badawcze w medycynie
i toksykologii sadowej. Umozliwia ona rozszerzenie zakresu niskoczasteczkowych
zwigzkow, ktore mozna zidentyfikowaé i oznaczy¢ ilosciowo w analizowanej probce
biologicznej. Ponadto, tanatometabolomika pozwala na przeprowadzenie analiz podczas
ktorych mozna zweryfikowa¢ farmakokinetyke, farmakodynamik¢ oraz mechanizmy
wystepujace w organizmie po zazyciu leku lub spozyciu alkoholu etylowego. Uwaza si¢, ze
toksykogenetyka ma kluczowe znaczenie w badaniach kryminalistycznych i moze
dostarczy¢ cennych informacji na temat genotypdw, fenotypdéw i mozliwych specyficznych

zmian, jakie zachodzg w ludzkim organizmie po $mierci [64—67].

Ponadto, podejscie metabolomiczne jako narzedzie do okre$lania po$miertnych zmian
interwalowych w metabolomie organizmu jest obecnie obiektem zainteresowania wielu
badaczy. Poniewaz tradycyjne metody nie sg wystarczajace do uzyskania wiarygodnych
wynikdw z powodu biologicznych fluktuacji zachodzacych w organizmie, metabolomika

wykazuje ogromny potencjat w tej dziedzinie nauki [68].

Istnieje wiele metod umozliwiajacych okreslenie czasu zgonu. Do najczesciej stosowanych

metod zaliczajg si¢:
» Pomiar temperatury ciata

Pomiar temperatury ciata jest aktualnie najlepsza metoda stosowang do oznaczania czasu
$mierci. Po $mierci temperatura ciala zaczyna stopniowo obnizaé si¢, co jest znane jako
ochtodzenie po$miertne. Lekarze mogg zmierzy¢ temperatur¢ ciata zmartego 1 odnies¢ ja do
opracowanych eksperymentalnie warto$ci temperatury ciata w r6znych okresach po $mierci

w celu oszacowania czasu, ktory minat od zgonu [69].
> Livor mortis

Livor mortis, czyli plamy opadowe, to wynik procesu, w ktérym krew opada grawitacyjnie
do powlok ciata znajdujacych si¢ najnizej. Po kilku godzinach od zgonu plamy opadowe
utrwalajg si¢ w postaci sinoczerwonego zabarwienia powlok ciata zmartego. Lekarze moga
oceni¢ intensywnos¢ i rozmieszczenie oraz przemieszczalno$¢ plam opadowych, aby

oszacowac czas zgonu.
» Rigor mortis

Rigor mortis, inaczej stezenie posmiertne, jest procesem, w ktorym miesnie ciata stajg si¢
sztywne i twarde. Zazwyczaj rozpoczyna si¢ od mies$ni szczgki i zuchwy, a nast¢pnie

stopniowo rozprzestrzenia si¢ na reszte ciala. Proces ten zalezy od wielu czynnikéw, takich
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jak temperatura otoczenia, aktywno$¢ fizyczna przed $miercig itp. Ocena rozwinigcia

1 ustgpowania st¢zenia posmiertnego moze dostarczy¢ wskazowek co do czasu $mierci.
» Rozktad ciata

Rozktad ciata, to proces, w ktorym cialo po $mierci zaczyna ulega¢ rozkladowi
biologicznemu (gniciu). Czesto mozna zauwazy¢ zmiany w kolorze, zapachu,
a takze obecnos¢ owadow i1 larw na zwlokach. Ocena stopnia rozkladu moze dostarczy¢

informacji na temat czasu, jaki uptynat od $mierci w pdzniejszym okresie od zgonu.

Kolejnym z mozliwych zastosowan wynikow badan metabolomicznych, poza
definiowaniem przyczyny zgonu, jest okreslanie czasu S$mierci. Podejrzewa¢ mozna,
iz dzigki korelacji wynikow analiz metabolomicznych z domniemanym czasem zgonu
mozna uzyska¢ cenny dowdd potwierdzajacy okres jaki uptynat od $mierci do momentu

przeprowadzenia sekcji zwlok i pobrania probek materiatu biologicznego.

Odnoszac si¢ do medycyny i toksykologii sgdowej nalezy podkresli¢ ich multidyscyplinarny
charakter. W ostatnich latach nastgpil rozwdj metod diagnostycznych stosowanych
w codziennej praktyce laboratoryjnej. Zapotrzebowanie na specyficzne i bardzo czute
metody analityczne nadal bardzo szybko ros$nie. Zapewnienie dokladnych wynikow ma
kluczowe znaczenie na przyktad przy rozwazaniu testow pokrewienstwa, okreslaniu
przyczyny $mierci 1 orzekaniu o winie w przypadku przestgpstwa. Sugeruje si¢, Ze ocena
zmian metabolicznych zachodzacych w organizmie jest bardzo cenna w tych przypadkach.
Ogromna ilo$¢ danych uzyskanych podczas wyzej wymienionych badan wymaga

kompleksowych i zaawansowanych strategii analitycznych [70].

Obiecujacy potencjal metabolomiki zostat juz potwierdzony w ramach badan toksycznosci
lekow, diagnostyki rdéznicowej chorob 1 modelowania profili metabolomicznych.
W przypadku medycyny sadowej, nalezy wzig¢ pod uwage wstepne przygotowanie probki,
poniewaz wilasciwosci chemiczne i fizyczne materiatu posmiertnego moga mie¢ kluczowy
wplyw na wyniki przeprowadzonych oznaczen analitycznych. W ostatnim badaniu
przeprowadzonym przez Akcana i wsp. [71] zaobserwowano znacznie rosngca popularnosé
,omik” wsrod specjalistow z zakresu medycyny sadowej. Poprzez kompleksowy przeglad
dostepnej literatury, autorzy wyciagneli wnioski na temat korzystnego wptywu ,,omik”,
biorac pod uwagg ilo§¢ uzyskiwanych informacji. Metabolomika ma ogromny potencjat
w zakresie identyfikacji i charakterystyki ewentualnych biomarker6w naduzywania
substancji psychoaktywnych 1 narkotykéw. Przy wielu nowo zsyntetyzowanych zwigzkach
psychoaktywnych pojawiajacych si¢ na rynku kazdego roku, analizy metabolomiczne dajg
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mozliwo$¢ na szybszg i doktadniejsza ocene ich wptywu na funkcjonowanie organizmu oraz

procesy biochemiczne w nim zachodzace [72].

5. Quality by Design

Koncepcja quality by design (QbD) zaktada systematyczne wdrazanie programu
zarzadzania jakoScig poprzez lepsza znajomos¢ i zrozumienie parametrow procesu. Wedhug
zatozen QbD, kazdy projekt powinno si¢ rozpoczaé od doglebnego poznania
problemu/procesu
i zdefiniowania celow badania, a jako$¢ procesu powinna by¢ kontrolowana takze przed
rozpoczgciem produkcji, a nie tylko po jej zakonczeniu [73,74]. Koncepcja ta zostata
doceniona przez rozne organy regulacyjne na catym $wiecie, w szczegolnosci przez EMA
I organy takie jak Migdzynarodowa Rada Harmonizacji Wymagan Technicznych dla
Rejestracji Produktéw Leczniczych Stosowanych u Ludzi (ang. International Council on
Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human
Use, ICH).

Wykorzystujac koncepcje QbD do opracowania metody analitycznej, oceniany jest wptyw
wszystkich parametrow metody na jej wydajnos$¢. Korzystajac z podejscia QbD oraz
planujac szereg eksperymentéw mozna zweryfikowac np. najbardziej optymalne warunki do

przeprowadzenia oznaczen analitycznych lub uzyskania najwickszej wydajnos$ci.

5.1. Design of Experiments

Techniki planowania doswiadczen (ang. Design of Experiments, DoE) to metody
planowania 1 przeprowadzania eksperymentow w celu uzyskania jak najwigkszej ilosci
informacji przy jak najmniejszym naktadzie pracy laboratoryjnej. DOE polega na ocenie
wplywu réznych czynnikéw na wynik eksperymentu, np. podczas optymalizacji procesow
badawczych. Kluczowym celem jest stworzenie planu eksperymentalnego, ktory pozwoli na
doktadne zrozumienie zwigzkoéw migdzy czynnikami wejsciowymi (parametrami procesu)
a czynnikami wyjsciowymi (wynikami eksperymentu). Doswiadczenia, ktore jednoczesnie
badaja wptyw kilku aspektéw na wynik analiz nazywamy wieloczynnikowymi. Jesli czynnik

jest kontrolowany przez osobg przeprowadzajaca eksperyment, to nazywamy go czynnikiem
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statym. Je$li pozostaje on niezalezny, nie moze by¢ kontrolowany, ale moze wplywaé na

wyniki eksperymentu — jest to czynnik losowy.
Podejscie DOE charakteryzuje sie szeregiem zalet w kontekscie analiz laboratoryjnych, tj.:

(1) redukcja zaklocen: DoE pozwala na kontrolowanie i redukcje wptywu czynnikow

zaklocajacych, co przektada sie na bardziej wiarygodne wyniki eksperymentu;

(2) 0szczednos¢ czasu i zasobow: dzigki doktadnemu zaplanowaniu eksperymentu, unikamy

zbednych badan i testow, co pozwala zaoszczedzi¢ czas i odczynniki laboratoryjne;

(3) optymalizacja procesow: DoE pozwala na znalezienie optymalnych ustawien czynnikow

wejsciowych, co moze znaczaco poprawi¢ efektywnos¢ procesu badawczego;

(4) badanie interakcji: metoda ta pozwala na zrozumienie, jak rézne czynniki wzajemnie

oddziatujg ze sobg i wplywaja na wyniki eksperymentu [75,76].

Pierwszym krokiem w zastosowaniu DoE w analizach laboratoryjnych jest precyzyjne
okreslenie celow i problemow badawczych. Od tego zalezy, jakie zmienne wejsciowe

I wyjsciowe (wynik) beda oceniane.

Nastgpnym krokiem jest wybor odpowiedniego planu eksperymentalnego. Istnieje wiele
roznych planow, takich jak np. plan pelny, plan frakcyjny, plan Taguchiego itp. Wybor
zalezy wigc od konkretnego problemu i dostepnych zasobow (np. dostgpnos¢ materiatu
biologicznego, odczynnikéw, czas potrzebny na przeprowadzenie pojedynczego

eksperymentu itd.).

W trzecim kroku przeprowadzany jest eksperyment zgodnie z ustalonym planem. Wazne
jest, aby doktadnie rejestrowac wszystkie dane i w miar¢ mozliwosci kontrolowa¢ zmienne

zaklocajace.

Po zakonczeniu eksperymentu nastgpuje analiza zebranych danych. DoE pozwala na
stosowanie réznorodnych metod statystycznych do identyfikacji istotnych czynnikéw,
analizy interakcji i optymalizacji procesow np. pobierania materiatu biologicznego czy
poszczegblnych etapow przygotowania probek do analiz laboratoryjnych. Na podstawie
analizy danych wyciggane sg wnioski i podejmowane odpowiednie dziatania. Czesto wyniki
eksperymentu pozwalaja na wprowadzenie zmian w procesach badawczych lub

optymalizacj¢ parametrow procesu [77].
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5.2. Elastyczno$¢ metody

Elastyczno$¢ metody analitycznej odnosi si¢ do zdolnosci tej metody do
dostosowywania si¢ do zmieniajacych si¢ warunkow przeprowadzania procedury
analitycznej. Jest to cecha istotna, poniewaz pozwala na efektywne wykorzystanie metody.
Elastycznos¢ jest kluczowym czynnikiem sukcesu, zarowno w badaniach naukowych, jak i

w przemysle.

Jednym z planow eksperymentalnych stosowanych w celu weryfikacji elastycznosci jest
plan Placketta-Burmana. Jest on uzywany do identyfikacji kluczowych czynnikow
wplywajacych na wyniki procesu przy minimalnym naktadzie pracy i odczynnikow
chemicznych. Plan ten jest takze przydatny w fazie projektowania procesu, gdzie istnieje
wiele czynnikow wptywajacych na wynik, a celem badania jest zidentyfikowanie tych, ktore

majg najwickszy wptyw na rezultat (odpowiedz).

Glownymi zastosowaniami planu Placketa-Burmana s3a optymalizacja procesow
chemicznych oraz poprawa ich wydajnosci. Stuzy on do analizy eksperymentow, gdzie ilo§é
zmiennych jest podzielna przez 4, a ewentualne brakujace zmienne zastgpowane s3
zmiennymi sztucznymi (ang. dummy factor), ktore stuza weryfikacji poprawnos$ci
przeprowadzania analiz [78]. W przypadku, gdy zmienna sztuczna okaze si¢ by¢ istotna

statystycznie nalezy podja¢ dzialania majace na celu wyjasnienie takiego stanu rzeczy.

Plan Placketta-Burmana jest czesto uzywany takze jako poczatkowy etap w procesie
optymalizacji. Pomaga zidentyfikowa¢ najwazniejsze czynniki wplywajace na proces.
Wptyw tych czynnikow mozna oceni¢ W dalszych eksperymentach, takich jak plany
odpowiedzi czy plany czynnikowe. Jest to wigc narzgdzie przydatne dla inzynierow
1 naukowcow zajmujacych si¢ doskonaleniem procesow produkcyjnych i chemicznych,

a takze weryfikujacych elastycznos¢ metody analitycznej.
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CEL PRACY

Celem niniejszej pracy doktorskiej byta ocena zmian metabolicznych wynikajacych
z naduzywania alkoholu etylowego prowadzacego do $mierci. Cel pracy zrealizowano
poprzez przeprowadzenie celowanej analizy metabolomicznej estréw etylowych kwasow
thuszczowych w prébkach osocza pochodzacych od osob zmartych, ktorych ciata zostaty
skierowane do Katedry i Zakladu Medycyny Sadowej Gdanskiego Uniwersytetu

Medycznego w celu przeprowadzenia sekcji zwlok.
Cel pracy zostatl osiggniety poprzez realizacj¢ ponizszych etapow badan:

a. zebranie materialu badawczego pod wzgledem okreslonych kryteriow wilaczenia do

badania,

b. opracowanie i walidacja metody ilosciowego oznaczania siedmiu estrow etylowych
kwasow tluszczowych z probek osocza z wykorzystaniem techniki wysokosprawnej

chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometria mas z analizatorem typu

potrojny kwadrupol (GC-QqQ/MS) w trybie MRM,

C. zastosowanie opracowanej metody ilosciowego oznaczania do analizy 62 probek
osocza pobranych od zmartych w dwoch punktach czasowych —do 24 oraz 96 godzin

od $mierci,
d. integracja danych pomiarowych oraz analiza statystyczna uzyskanych wynikow,

e. interpretacja biochemiczna uzyskanych wynikéw analitycznych w odniesieniu do

dostepnej dokumentacji medycznej oraz wynikow przeprowadzonej sekcji zwtok.
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CZESC EKSPERYMENTALNA

6. Materialy i metody

Y YV VvV V VY V

vV V V V¥V

6.1. Aparatura

chromatograf gazowy potaczony ze spektrometrem mas z jonizacjg elektronami (EI)

oraz analizatorem typu potrojny kwadrupol, GCMS-TQ8030 (Shimadzu, Japonia);

komputery osobiste z systemem operacyjnym Windows z oprogramowaniem:
GC/MS Solution Software (Shimadzu, Japonia);Statistica (TIBCO Software Inc.,
Stany Zjednoczone); Microsoft Excel (Microsoft, Stany Zjednoczone); JMP (JMP
Statistical Discovery LLC, Stany Zjednoczone);

lodéwka z zamrazarka Electrolux EJ2800AOW (Electrolux, Polska);
taznia ultradzwigkowa (Polsonic, Polska);

pipety automatyczne (Eppendorf, Niemcy; Socorex, Szwajcaria);
system filtrow Milli-RO i Milli-QPLUS (Millipore, Austria);

wirdwka proézniowa =z pulapka mrozacag 1 mozliwoscia jednoczesnego

odparowywania probek, Quatro MiVac Concentration (GeneVac, Wielka Brytania);

wirowka laboratoryjna z chtodzeniem MPW-260 R (MPW MED. Instruments
Spotdzielnia Pracy, Polska);

wirdéwka laboratoryjna z chtodzeniem Eppendorf 5415 R (Eppendorf, Niemcy);
wytrzasarka laboratoryjna, MS 3 basic (IKA, Stany Zjednoczone);
zamrazarka Glacier Blue NU 966-8E (NuAire, Stany Zjednoczone);

waga laboratoryjna Radwag XA/60/220/X (Radwag, Polska).
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6.2.1.
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6.2.2.
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6.2. Materialy zuzywalne i odczynniki

Materialy zuzywalne

kolumna chromatograficzna Zebron ZB-5MS, 30 m x 0,25 mm, 0,25 um

(Phenomenex, Stany Zjednoczone);

fiolki do GC ze szkta borokrzemowego, poj. 2 ml (Agilent Technologies, Niemcy);
inserty szklane do fiolek do GD, poj. 200 ul (Cronus, Wielka Brytania);

zakretki do fiolek (Agilent Technologies, Stany Zjednoczone);

koncoéwki do pipet (Eppendorf, Niemcy);

korki uniwersalne z polietylenu do probowek, bezbarwne (Medlab, Raszyn, Polska);
proboéwki szklane, okragtodenne, poj. 10 ml (Medlab, Raszyn, Polska);

igly ze stali szlachetnej z przylaczem Luer-Lock - dlugie - $ér. 2,0 mm -
dt. 150 mm (Bionovo, Polska);

probowki typu Eppendorf, poj. 2 ml (Eppendorf, Niemcy);
septy do portu nastrzykowego (Phenomenex, Niemcy);

inserty szklane z watg (Phenomenex, Niemcy).

Odczynniki

woda dejonizowana otrzymywana z wykorzystaniem aparatoéw Milli-RO

I Milli-QPLUS (Millipore, Austria);

mieszanina wzorcow alkanow do analiz GC (Restek, Szwajcaria);
metanol do GC-MS (J.T. Baker, Holandia);

heptan do GC-MS (J.T. Baker, Wielka Brytania);

izopropanol do LC-MS (J.T. Baker, Niemcy);

laurynian etylu (Sigma Aldrich, Niemcy);

mirystynian etylu (Sigma Aldrich, Niemcy);

palmitynian etylu (Sigma Aldrich, Stany Zjednoczone);
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6.2.3.

heptadekan etylu (Sigma Aldrich,, Stany Zjednoczone);
linoleinian etylu (Sigma Aldrich, Stany Zjednoczone);
oleinian etylu (Sigma Aldrich, Stany Zjednoczone);

stearynian etylu (Sigma Aldrich, Szwajcaria).

Roztwory

mieszanina alkanéw o stgzeniu 50 mg/l — przygotowana poprzez dodanie
2 kropli standardowej mieszaniny alkanow do analiz GC (ggsto$¢ 0,684 g/ml) do
900 pl heptanu w temperaturze pokojowej. Mieszanina zostata wykorzystana
do pdzniejszego wyliczenia indeksow  retencji  oznaczanych  analitow

na etapie procesowania danych pomiarowych uzyskanych za pomoca techniki GC-
QqQ/MS;

roztwor perfluorotributyloaminy (ang. perfluorotributylamine, PFTBA) — stuzacy do
kalibracji GC-MS;

roztwor wzorca wewnetrznego — estru etylowego kwasu heptadekanowego
o stezeniu 5 pg/ml, przygotowany przez rozpuszczenie odpowiedniej nawazki

w metanolu.

6.3. Material biologiczny

Materiat biologiczny do badan pozyskano z Katedry i Zaktadu Medycyny Sadowe;j

Wydzialu Lekarskiego Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Na przeprowadzenie badan

uzyskano zgod¢ Niezaleznej Komisji Bioetycznej ds. Badan Naukowych Gdanskiego

Uniwersytetu Medycznego (nr NKBBN/143/2019).

Ze wzgledu na specyfike analizowanego materiatu oraz okoliczno$ci pobrania, przyjeto

Scisle okreslone kryteria wlaczenia i wylaczenia (tabela 2.). Zaréwno grupa badana,

jak i kontrolna zostaty dobrane pod wzgledem wieku (kobiety oraz me¢zczyzni pomigdzy 18

a 65 rokiem zycia) oraz czasu autolizy (nie dtuzszy niz 96 godzin). Za glowny czynnik

roznicujacy obie grupy przyjeto warto$¢ posmiertnego stezenia alkoholu we krwi peinej,

gdzie w grupie kontrolnej jego poziom byt ponizej granicy oznaczalno$ci, natomiast

w grupie badanej byl rowny lub wyzszy od 0,2%o.
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Do przeprowadzenia oznaczeh wynikajgcych z walidacji metody analitycznej wykorzystano
mieszaning szesciu niezaleznych probek osocza pobranych od pacjentow zdrowych

w Regionalnym Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Gdansku.

Tabela 2. Kryteria wigczenia i wylgczenia.

Grupa badana Grupa kontrolna
Wiek [lata] 18 <x <65
Czas autolizy [h] <96
Wyniki toksykologii
srodsekcyjnej ponizej granicy

>0,2%o

(zawartos¢ alkoholu oznaczalnosci

etylowego we krwi)

Zaburzenia psychiczne lub choroby organiczne

o podtozu neurodegeneracyjnym 1 psychicznym
Jednostki chorobowe P g yjnym 1 psy y

wykluczajace , ,
Zmiany organiczne w narzadach wewnetrznych
o etiologii zakaznej, onkologicznej 1 skrajnie zakaznej
Okollczn?sc1 Smier¢ w trakcie spozywania alkoholu
wykluczajace

Po wstepnym zakwalifikowaniu zmartego do prowadzonych badan rozpoczynano procedurg
zabezpieczenia materiatu biologicznego. W przypadku pacjentow zakwalifikowanych do
przedstawianego projektu zabezpieczano rutynowo probki osocza, watroby oraz czterech

regionow mdzgu w obydwu potkulach na potrzeby kolejnych projektéw badawczych.

Do zabezpieczania gromadzonego materialu biologicznego Kkorzystano z materialow
zuzywalnych stosowanych w codziennej praktyce Katedry i Zaktadu Medycyny Sadowe;.
Przygotowywane one sg rutynowo przechodzac proces autoklawowania, ktéory ma
umozliwi¢ pozniejsze zastosowanie zgromadzonych probek biologicznych do m.in. analiz
genetycznych. Po przeprowadzeniu pierwszych analiz za pomoca chromatografu

cieczowego sprzezonego ze spektrometrem mas z metodg jonizacji przez elektrorozpylanie
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zamieniono wyzej wymienione materiaty zuzywalne na materiaty niejalowe, niepoddawane

procesowi autoklawowania przed uzyciem w warunkach prosektoryjnych.

Probki osocza przeznaczone do badan pobierano w dwoch punktach czasowych. Pierwsze
pobranie osocza miato miejsce w ciggu 24 godzin od domniemanego czasu zgonu,
w momencie kiedy cialo zostalo przetransportowane do chlodni (temperatura 4-8°C)
w budynku KiZMS GUMed i pozostawato w oczekiwaniu na przeprowadzenie sekcji zwlok.
Ciato zmartego wyciggane byto z chtodni na czas pobrania materiatu. Przy pomocy
pietnastocentymetrowej igly z chromowanego mosigdzu przebijano si¢ przez powtoki
skorne na wysokosci dotu nadobojczykowego. Krew pobierano na antykoagulant — heparyne
i odwirowywano przez 15 minut w temperaturze 4°C. Uzyskane osocze (pobierane znad
osadu elementow morfotycznych) przenoszono do proboéwek typu Eppendorf i zamrazano
w temperaturze -80°C. Igle po pobraniu pozostawiano w ciele zmartego. Nasade igly
zabezpieczano przylepcem medycznym w taki sposob, aby unikngé przypadkowego
wysunigcia si¢ igly podczas pozniejszych procedur przeprowadzanych podczas sekcji

zwtok. Sposob pobrania materiatu biologicznego zaprezentowano na rycinie 4.

Rycina 4. Sposob pobierania probek krwi przez powtoki ciata.

Drugie pobranie osocza od tego samego pacjenta miato miejsce podczas zaplanowanej sekcji
zwlok. Aby unikng¢ duzej zmienno$ci w grupie badanej ze wzgledu na czas pobrania

materialu, sekcje zwlok zakwalifikowanych pacjentéw planowane byly w czasie do 96
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godzin od domniemanego momentu zgonu. Material do badan pobierano $rodsekcyjnie po
otwarciu powlok ciala, bezposrednio z lewej komory serca. Jednoczes$nie sprawdzano
miejsce wklucia do pobierania materialu przez powloki ciata (aby zweryfikowac czy

pierwsze pobranie byto dokonane z komor serca, aorty czy np. z worka osierdziowego).

A
VB
Umieszczenie ciata
-~ w chtodni _ —_ N =
dmieré prosiké?rymej Pobranie Zamrozenie
acjenta (4-8°C) materiatu przez pobranego osocza
pad powloki ciata (-80°C)
B
Umieszczenie ciata
. w chtodni
Pobranie +——  Sekcja zwiok prosektoryjnej
materiatu podczas (4-8°C)

sekcji zwtok

Rycina 5. Schemat przedstawiajacy dwa etapy pobierania materialu biologicznego do
oznaczen; (A) pierwsze pobranie w czasie do 24 h po $mierci; (B) drugie pobranie w czasie

do 96 godzin od zgonu.

Charakterystyke pacjentow zakwalifikowanych do badania przedstawiono w tabeli 3. oraz
tabeli 4.
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Tabela 3. Charakterystyka grupy pacjentow zakwalifikowanych do badania.

Wiek [lata] BMI
Gruna Liczebnos$¢
P (mezczyzni/kobiety) $rednia
(% odchylenie standardowe)
Grupa kontrolna 16 (12/4) 48,6 (+ 15,2) 22,68 (+ 3,98)
Grupa badana 15 (11/4) 48,7 (+12,6) 24,83 (+ 3,62)

Tabela 4. Podzial pacjentow z grupy badanej na podgrupy wedlug stezenia alkoholu

etylowego stwierdzonego posmiertnie we krwi pobranej §rodsekcyjnie.

Stezenie alkoholu
Liczebno$¢ grupy (mezczyzni/kobiety)
(%]
<0,25 1 (1/0)
0,26 - 1,00 2 (2/0)
1,01-2,00 2 (1/1)
2,01 -3,00 3(2/1)
3,01< 7 (5/2)

Ze wzgledu na unikatowo$¢ wykorzystywanego materiatu biologicznego, jak i brak
mozliwo$ci przewidzenia dostepnosci, objetosci i jakosci pobieranych probek osocza,
koniecznym bylo znaczne ograniczenie liczebnosci zarowno grupy badanej, jak

1 kontrolnej w stosunku do pierwotnie planowanej liczby analizowanych przypadkow.

Nie zauwazono wyraznych zaleznosci pomiedzy jakoscig pobieranego materiatu
biologicznego a charakterystyka pacjenta, dlatego oszacowanie finalnej liczebnos$ci grupy
kontrolnej oraz badanej byto trudne. W toku prowadzenia eksperymentu zabezpieczono
materiat  biologiczny = zebrany = podczas 233  sekcji zwlok, w  tym
w 126 przypadkach w dwoch punktach czasowych. Glownym ograniczeniem

w procesie pobierania probek byt obserwowany znaczny stopien hemolizy krwi, ktory
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zaszedl w organizmie zanim ciato zmartego trafito do chtodni prosektoryjnej. Spowodowato
to zmniejszenie liczby badanych pacjentow z obydwu grup, co przedstawiono na rycinie 6.
[lo$¢ elementéw morfotycznych krwi, ktére w réznym stopniu ulegly degradacji, znaczaco
roznila si¢ miedzy pobranymi przypadkami. Sam kolor 0socza oddzielonego z probki krwi
byl wskazowka, czy dany przypadek zakwalifikuje si¢ do kolejnych etapow analizy.
Réznorodnosé pod wzgledem zabarwienia osocza przedstawiono na rycinie 7. W kazdym
z zaprezentowanych przypadkow osocze zostato oddzielone od elementéw morfotycznych
krwi zaraz po pobraniu materiatu biologicznego od zmartego. Wirowanie pobranej krwi

trwato 10 minut, w temperaturze 4°C, z przyspieszeniem 2000 x g.

* Pacjenci, od ktorych po$miertnie zabezpieczono materiat
biologiczny

« Pacjenci, od ktorych materiat biologiczny zostat zabezpieczony
w dwoch punktach czasowych

« Pacjenci, dla ktorych objetosé oraz jakos$¢ zebranego materiatu
powolita na zakwalifikowanie do ostatecznych analiz

Rycina 6. Zakres liczby pobieranych probek i ostateczna liczebno$é grupy wybranej do

oznaczen analitycznych.

38



Rycina 7. Prezentacja pigciu probek osocza pochodzacych od pigciu roznych pacjentow.

6.4. Procedura przygotowania probek osocza do oznaczen analitycznych

W pierwszej kolejnosci podjeto si¢ przygotowania materialu biologicznego w celu
przeprowadzenia celowanych analiz metabolomicznych. Pozostaly material ponownie
umieszczono w temperaturze -80°C. Ponowne rozmrozenie mialo miejsce w momencie
przygotowywania niecelowanych analiz metabolomicznych. Ze wzgledu na ograniczong
objetos¢ dostepnego osocza nie wszystkie zabezpieczone probki zostaty poddane dwom

rodzajom analiz — celowanej oraz niecelowane;j.

6.4.1. Przygotowanie probek osocza do analiz technikg GC-QqQ/MS

» Przygotowanie materialu biologicznego do celowanych analiz metabolomicznych

W pierwszym etapie rozmrozone w temperaturze pokojowej probki osocza poddano
mieszaniu przez 5 minut w wytrzagsarce laboratoryjnej. Nastepnie, 500 pl osocza
przeniesiono do szklanych probowek o pojemnosci 10 ml i dodano 25 pul przygotowanego
wczesniej roztworu wzorca wewnetrznego (ester etylowy kwasu heptadekanowego)
w metanolu (100 pg/ml). Powstalg mieszaning wytrzagsano kolejne 5 minut, po czym do
kazdej probki dodano 1475 pl zimnego metanolu (przechowywanego przez 30 minut

w temperaturze -80°C). Probki mieszano przez 5 minut w wytrzgsarce laboratoryjnej,
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a nastepnie wirowano przez 15 minut (2469 x g) w temperaturze 4°C. W kolejnym etapie
przeniesiono 1500 pl otrzymanego roztworu znad osadu do nowych szklanych probéwek
0 poj. 10 ml i odparowywano do sucha w wirdbwce prozniowej z pulapka mrozaca
z mozliwoscig odparowywania probek, w temperaturze 30°C przez 2,5 godziny.
Do suchej pozostatosci dodano 100 ul heptanu i mieszano przez 5 minut przy uzyciu
wytrzasarki laboratoryjnej. Uzyskane roztwory przeniesiono w catosci do insertow
szklanych o poj. 200 pl umieszczonych w fiolkach o pojemnosci 2 ml. Tak przygotowane
probki umieszczono w termostatowanym (11°C) automatycznym podajniku probek
i poddano analizie za pomocg techniki GC-QQqQ/MS. Calg procedure przedstawiono na
rycinie 8.
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500 pl osocza

X
\§§ 5 minut - wytrzasanie 5 minut - wytrzasanie
{ 7 5 minut
A\ Wytrzgsanie
Rozmrazanie et \ 10 minut, 4°C
osocza Odwirowywanie
Przeniesienie 100 pl heptanu 1500 pl roztworu ¥
roztworu z probowki ; znad osadu

A

5 minut - wytrzasanie 25godz, 30°C
—
Odparowywanie

Sucha pozostatos¢

Analiza technikg GC-QqQ/MS

Rycina 8. Procedura przygotowania probek osocza do celowanych analiz

metabolomicznych.

» Przygotowanie materiatu biologicznego do niecelowanych analiz metabolomicznych

W pierwszym etapie rozmrozone na lodzie probki osocza poddano mieszaniu przez
5 minut w wytrzasarce laboratoryjnej. Nastgpnie, 50 pl osocza przeniesiono do plastikowe;j
probowki typu Eppendorf o pojemnosci 2 ml 1 dodano 5 pl roztworu kwasu

pentadekanowego (bedacego wzorcem wewnetrznym, IS) oraz 150 pl zimnego metanolu.
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Materiat biologiczny do probek QC powstal poprzez pobranie 20 ul osocza z kazdej
z analizowanych probek oraz ich zmieszanie. Kolejne etapy byty analogiczne jak w procesie

przygotowywania probek biologicznych.

Tak przygotowane probki wytrzgsano przez 5 minut (2000 rpm) oraz odwirowywano przez
10 minut (12900 x g) w temperaturze 4°C. Otrzymany roztwor znad osadu w objetosci
réwnej 100 pl przeniesiono do szklanego insertu umieszczonego w bursztynowej fiolce
chromatograficznej. W kolejnym etapie odparowano roztwor w insertach do sucha,
w temperaturze 30°C przez czas okoto 1-1,5 godziny. Do suchej pozostatosci dodano 15 pl
roztworu metoksyaminy w pirydynie (15 pg/ml) i poddano wytrzasaniu przez 10 minut
(2000 rpm). Tak przygotowane probki poddano procesowi inkubacji na 16 h,
W zaciemnionym miejscu i w temperaturze pokojowej. Nastepnie do kazdej z probek dodano
15 pl roztworu BSTFA z 1 % TMCS i poddano wytrzasaniu przez 5 minut (2000 rpm).
Nastegpnie wszystkie probki umieszczono w piecu grzewczym i ogrzewano przez godzing
w temperaturze 70°C. Ostatnim etapem byto dodanie do wszystkich probek 100 pl roztworu
heptanu, wytrzasanie przez 10 minut (2000 rpm). Tak przygotowane probki umieszczono
w automatycznym podajniku prébek i poddano analizie za pomocg techniki GC-QqQ/MS.
Procedure przygotowania probek osocza oraz probek QC przedstawiono graficznie na

rycinie 9.

42



50 pl osocza
splls

100 pl roztworu
l_ 150 pl MeOH

znad osadu

5 minut - Wytrzasanie
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10 minut, 4°C
Odwirowywanie
15 pl -ru BSTRA 15 pl metoksyaminy .
Z1% TMCS wp|r}ld}ln|e 1'1,5 ngz., 30°C

Odparowanie
do sucha

10 minut - Wytrzgsanie ¢

16 godz. - Inkubacja, *-" )
temp. pokojowa
Sucha pozostatosc

5 minut
Wytrzasanie

1godz, 70°C

Ogrzewanie 100 pl heptanu

p 10 minut - Wytrzgsanie
R B

Analiza technikg GC-QqQ/MS

Rycina 9. Procedura przygotowania probek osocza do niecelowanych analiz

metabolomicznych.

6.4.2. Przetwarzanie danych pomiarowych uzyskanych z wykorzystaniem techniki
GC-QqQ/MS

Dane pomiarowe uzyskane w wyniku niecelowanych analiz metabolomicznych za
pomoca techniki GC-QQQ/MS poddano etapom dekonwolucji oraz identyfikacji
z zastosowaniem programu AMDIS (ang. Automated Mass Spectral Deconvolution and
Identification System) z wykorzystaniem biblioteki widm NIST11 (National Institute of
Standards and Technology, Stany Zjednoczone). Pierwszym krokiem byto obliczenie
indeksé6w  retencji (ang. retention index, RI) analitow  obecnych

w analizowanych probkach osocza na podstawie znanych wartosci RI oraz czaséw retencji
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przeanalizowanej probki mieszaniny alkanow. W drugiej kolejnosci wyrownano czasy
retencji badanych zwigzkow zaktadajac maksymalny zakres przesunigcia rowny 0,1 minuty.
Identyfikacja metabolitéw zostata opracowana w oparciu o wartosci RI, tr 0raz poprzez
poréwnanie danych eksperymentalnych z widmem mas zawartym w bibliotece widm.
Filtrowanie zmiennych przeprowadzono przy uzyciu programu Mass Profiler Professional
B. 02.01 (MPP, Agilent Technologies, Niemcy). Dalsze analizy prowadzono na zmiennych
obecnych w minimum 50 % probek kontrolnych, ktoérych wspotczynnik CV nie przekraczat
30 %. Dane przefiltrowano nastepnie pod katem obecnosci w minimum 80 % prébek
w jednej z badanych grup (osob trzezwych i 0s6b pod wptywem alkoholu). Przygotowang
macierz danych poddano jedno- i wielowymiarowym analizom statystycznym.

6.5. Optymalizacja

Oznaczenia analityczne przygotowanych probek o0socza przeprowadzono
z zastosowaniem chromatografu gazowego sprzgzonego ze spektrometrem mas
z analizatorem typu potrojny kwadrupol z jonizacja elektronami (GC-EI-QQQ/MS)
w trybie MRM. Rozdzielenie oznaczanych zwigzkéw przeprowadzono z zastosowaniem
kolumny chromatograficznej Zebron ZB-5MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 um; Phenomenex,
Stany Zjednoczone). Program gradientu temperatury przedstawiono w tabeli 5. Majac na
uwadze charakter fizyko-chemiczny oznaczanych analitow przetestowano szeroki zakres
wartosci temperatur i gradientu ich zmian, na podstawie ktorych dokonano optymalizacji
parametrow metody oznaczania siedmiu estréw etylowych kwasow thuszczowych w badanej
matrycy biologicznej. Zaczynajac od procesu przygotowania probki, w ktorym kluczowym
etapem jest odparowanie rozpuszczalnika po ekstrakcji — sprawdzano odzysk analitow.
Stwierdzono, iz mimo dluzszego czasu catego procesu w porownaniu do wyzszych
temperatur, najwigkszy odzysk uzyskuje si¢ przy odparowywaniu w temperaturze 30°C.
Kolejnym optymalizowanym parametrem byt stosunek objetosci odczynnika organicznego
do matrycy biologicznej podczas stragcania biatek (odbialczania) obecnych w probkach
osocza. Najkorzystniejszym (dajacym najlepsza odpowiedz sprzgtu pomiarowego) okazal
si¢ stosunek objetosci osocze:metanol 1:3 (v/v). Czas trwania pojedynczej analizy wyniost
57 minut i 10 sekund. Na tym etapie poréwnywano otrzymane sygnaly pod wzgledem
intensywnos$ci i powtarzalno$ci. Parametry zoptymalizowanej metody analitycznej zostaty

przedstawione w tabeli 6.
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Tabela 5. Gradient temperaturowy podczas oznaczen GC-QQqQ/MS.

Szybko§é¢ zmiany Temperatura koncowa Czas utrzymywania
temperatury [°C/min] [°C] temperatury [min]
- 60 1,0
10,0 130 0,0
4,0 180 0,0
3,0 250 0,0
6,0 300 5,0

Tabela 6. Pozostale parametry opracowanej metody analitycznej GC-QqQ/MS.
Parametr Wartos¢ parametru

Objetos¢ wprowadzanej probki Il

dozowanie bez podziatu probki

Tryb wprowadzania probki (ang. splitless)

Temperatura portu nastrzykowego 250°C
Gaz nosny hel
Calkowity przeplyw gazu no$nego 10 ml/min
Cisnienie gazu no$nego 53,5 kPa
Napiecie zrodla jonow 70 eV
Temperatura zrédla jonow 200°C
Gaz w celi kolizyjnej (ang. CID gas) argon

Przed przystapieniem do przeprowadzenia analiz, w celu zapewnienia odpowiedniej
jakosci uzyskanych wynikéw, wykonano kalibracje aparatu analitycznego z zastosowaniem

roztworu perfluorotributyloaminy (ang. perfluorotributylamine, PFTBA).
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Podczas optymalizacji metody oznaczen ilosciowych wybrano charakterystyczne m/z, czyli
stosunki masy do tadunku jonéw fragmentacyjnych dla oznaczanych analitow, ktére sa

réznicowane przez detektor spektrometru (tabela 7.).

Tabela 7. Wybrane wartosci przej$¢ m/z oraz energii kolizji (ang. collision energy, CE).

Rodzaj

Oznaczany analit przejécia Wartosci przejs¢ m/z CE V]
ilosciowe 185,20 - 87,10 12
Laurynian etylu
jako$ciowe 185,20 > 157,20 6
iloSciowe 213,20 - 87,10 12
Mirystynian etylu
jakosciowe 213,20 = 185,20 6
ilosciowe 241,25 - 87,10 12
Palmitynian etylu
jako$ciowe 213,25 - 87,10 24
ilosciowe 263,10 = 67,10 27
Linoleinian etylu
jakosciowe 263,10 - 81,00 18
ilosciowe 222,40 - 67,10 27
Oleinian etylu
jakosciowe 180,40 - 67,10 24
ilosciowe 269,35 - 87,10 12
Stearynian etylu
jako$ciowe 312,00 - 87,10 24

6.6. Walidacja

Walidacja metody to systematyczna ocena postgpowania analitycznego, ktorej celem
jest udowodnienie, ze jest ono naukowo prawidlowe w warunkach, w ktorych ma by¢

Zastosowane.

Opracowana metoda analityczna zostata zwalidowana zgodnie z wytycznymi FDA oraz

EMA w zakresie parametrow analitycznych takich jak: liniowos¢, granica wykrywalnos$ci
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(ang. limit of detection, LOD) i oznaczalno$ci (ang. limit of quantification, LOQ), precyzja,

precyzja posrednia, doktadno$¢ (ang. accuracy, ACC) oraz efekt matrycy [79].

Podczas walidacji metody analitycznej probka $lepa (matryca biologiczna niezawierajgca
oznaczanych analitow) wzbogacana jest o oznaczane anality przy uzyciu roztworow
wzorcow odniesienia w celu przygotowania wzorcéw kalibracyjnych oraz probek
kontrolnych (ang. quality control, QC). Roztwory podstawowe kazdego z analitow powstaty
przez rozpuszczenie odpowiedniej nawazki w metanolu, uzyskujac stezenie 1 mg/ml. Z tak
przygotowanych roztworéw przygotowano roztwory robocze kazdego z analitow. Przy ich
pomocy przygotowano probki w zakresie stgzen od 0,015 pg/ml do 10 pg/ml. Wzorce
kalibracyjne i QC zostaly przygotowane z oddzielnych rozcienczen. Dodatkowo, dobrano
odpowiedni wzorzec wewngtrzny — ester etylowy kwasy heptadekanowego, ktory jest
zwiazkiem niewystgpujacym fizjologiczne w organizmie. Byl on dodawany do kazdej

z badanych probek w objetosci 25 pl (roztwor o stezeniu 100 pg/ml).

Podczas przeprowadzanych analiz, w sekwencji probek materiatu biologicznego znajdowaty
si¢ probki QC, ktorych poziomy stezen znajdowaty si¢ w zakresie liniowosci metody.
Procedura przygotowania probek kontrolnych, bedacych roztworami oznaczanych
zwigzkéw na trzech poziomach stgzen, byla analogiczna do procedury przygotowania
probek osocza pacjentow. Zastosowanie probek QC mialo na celu monitorowanie

poprawnosci i stabilno$ci oznaczen podczas przeprowadzania analiz.

6.6.1. Selektywnos¢ i specyficznosé

Selektywnos¢ jest zdolnoscig metody analitycznej do rozrozniania i pomiaru analitu
w obecno$ci innych substancji potencjalnie zakltocajacych przeprowadzanie analiz
w matrycy biologicznej. Podczas okre$lania selektywnosci metody nalezy wykaza¢, ze nie
obserwuje si¢ znaczacej reakcji przypisywanej sktadnikom zaktocajacym. Odpowiedzi
przypisane tym sktadnikom nie powinny by¢ wigksze niz 20 % odpowiedzi analitu przy
LLOQ (ang. lower limit of quantification, dolna granica oznaczalnosci) i nie wigksze niz

5 % odpowiedzi wzorca wewnetrznego w probece LLOQ.

Specyficzno$¢ dotyczy zdolnosci metody bioanalitycznej do wykrywania 1 odrdzniania
analitu od innych substancji, w tym takze takich o podobnej strukturze chemicznej.
Wybranie konkretnie okre§lonych wartosci przej§¢ MRM pozwala oznaczy¢
w analizowanej probce jedynie zwigzki wybrane do oznaczen ilo§ciowych.
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6.6.2. Krzywa kalibracyjna

Krzywa kalibracyjna pokazuje zalezno$¢ pomig¢dzy nominalnym st¢zeniem analitu
a reakcja sprzetu laboratoryjnego na badany zwigzek. Przygotowane (przez polaczenie
wymieszanej matrycy biologicznej (osocza) ze znang ilo$cig analitow) w tym celu wzorce
kalibracyjne obejmujg zakres liniowosci. Analiza tak przygotowanych probek pozwala
wyznaczy¢ krzywa kalibracyjng. Stezenia poszczegdlnych zwigzkéw wyznaczane byty na

podstawie stosunku pola powierzchni analitu do pola powierzchni wzorca wewnetrznego.

Krzywa kalibracyjna w zaleznosci od oznaczanego analitu obejmowata 7 lub 8 punktow
pomiarowych na poziomach: 0,015; 0,03; 0,05; 0,25; 0,5, 25; 50 oraz
10 pug/ml. Dodatkowo przygotowano trzy proby kontrolne na: niskim, $rednim oraz wysokim
poziomie stgzenia. Probki LQC (ang. low quality control), MQC (ang. medium quality
control) oraz HQC (ang. high quality control) przygotowane byly poprzez dodanie
odpowiedniej objetosci mieszaniny analitdw oraz wzorca wewnetrznego do probki Slepej
w celu uzyskania ostatecznego st¢zenia 0,1 (LQC); 1,0 (MQC) oraz 7,5 pg/ml (HQC)

w probce.

Aby uzna¢ wyniki za wlasciwe, warto§¢ wspotczynnika determinacji musi zawieraé si¢

w zakresie r?= 0,990 do r?= 1,000 [79].

6.6.3. Granice wykrywalnosci i oznaczalnos$ci

W celu wyznaczenia granic wykrywalnosci (ang. limit of detection, LOD)
I oznaczalnosci (ang. limit of quantification, LOQ) dla analizowanych zwigzkow, podjeto
si¢ wyznaczenia krzywej opracowanej na podstawie analizy probek osocza wzbogaconych
0 mieszaning substancji wzorcowych. Wartosci LOQ i LOD oblicza si¢ na podstawie

wzordw podanych ponize;.

10 X btad standardowy
wspbtczynnik zmiennoSci

LOQ =

3 X blad standardowy
LOD =

wspotczynnik zmiennoSci
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Kolejng z metod wyznaczania granic wykrywalnosci 1 oznaczalnos$ci jest odczyt stosunku
sygnatu do szumu w uzywanej aparaturze pomiarowej. Podczas walidacji opracowanej

metody wykorzystano i porownano oba powyzsze podej$cia do wyznaczania LOD 1 LOQ.

6.6.4. Dokladnos¢ i precyzja

Zarowno doktadno$é¢, jak i precyzja metody zostaly potwierdzone poprzez
poréwnanie wynikow uzyskanych wewnatrz jednej sekwencji (ang. intra-day) oraz
pomi¢dzy sekwencjami (ang. inter-day) przeprowadzonymi w kolejnych dniach. Ocenie
poddano pigciokrotne pomiary trzech pozioméw QC w kazdej sekwencji analiz. Dodatkowo,
doktadnos$¢ oraz precyzja zostaty okreslone porownujgc wyniki z nastgpujacych po sobie

sekwencji analiz, z trzech kolejnych dni.

Doktadno$¢ obliczonych stezen powinna miesci¢ si¢ w zakresie = 15 % od stezenia
nominalnego, za wyjatkiem poziomu LLOQ, dla ktérego doktadnos¢ moze miescic si¢

w granicach + 20 %.

6.6.5. Efekt matrycy

Efekt matrycy definiowany jest jako zmiana odpowiedzi analitu z powodu
zakltocajacych 1 czgsto niezidentyfikowanych skladnikéw matrycy probki. Efekt matrycy
oceniony zostat poprzez analize probek na poziomach LQC oraz HQC. W przypadku analizy
FAEE poréwnano wpltyw matrycy biologicznej jaka jest osocze (trzy probki LQC oraz trzy
probki HQC) z metanolem (trzy probki LQC oraz trzy probki HQC).

Efekt matrycy wyznaczono dzigki porownaniu wynikow analiz probek przygotowanych na
matrycy osocza oraz w roztworze metanolu. Obliczono wskaznik matrycy (ang. matrix

factor, MF) dla kazdego z poziomow stezen wedlug nastepujacych wzorow:

AUC gnatitu W 0SOCZU

anallttt = AUC ynaticu W metanolu

AUC,,z0rcqa W 0SOCZU
MFy0rca =

AUC,,,0rcqa W metanolu
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Nastepnie wyznaczono S$rednig warto§¢ wskaznika matrycy oraz jego odchylenie
standardowe. Efekt matrycy zostal obliczony poprzez warto§¢ wspdtczynnika zmiennosci

(ang. coefficient of variation, CV) wedtug wzoru:

odchylenie standardowe MFanqiitn

E
CVMF = wzorca X 100 %

M

szorca

6.0.6. Stabilno$¢

Ocena stabilno$ci zostata przeprowadzona w celu zapewnienia, ze kazdy etap
procedury przygotowania probki, przechowywania oraz analizy materiatu biologicznego nie
wplywa znaczaco na koncowe stgzenie analitow w mierzonych probkach. Parametry
te zostaty sprawdzone przy pomocy analizy probek LQC oraz HQC. W celu stwierdzenia,
czy zaprezentowana metoda charakteryzuje si¢ wystarczajaca stabilnoscig pordéwnano,
w kazdym z przypadkoéw, obliczone S$rednie stezenie analitu w probce do stezenia

nominalnego.

a) Test zamrazania — rozmrazania (ang. freeze-thaw stability)

Aby oceni¢ wptyw wielokrotnego zamrazania 1 rozmrazania probek przygotowano
zestaw 12 probek na poziomie LQC oraz 12 prébek na poziomie HQC ($lepa probka osocza
0 obj. 500 pul z dodatkiem mieszaniny substancji wzorcowych o odpowiednim stezeniu).
Pierwsze 3 probki LCQ oraz 3 probki HQC zostaty przygotowane od razu po przygotowaniu
calego zestawu, a kolejne 18 probek zostalo przeniesionych do zamrazarki
niskotemperaturowej (-80°C). Kazdorazowo, w odstepach co najmniej 12 godzin pomiedzy
cyklami  mrozenia, dokonywano rozmrozenia wszystkich probek. Nastgpnie
przygotowywano i analizowano 3 probki LQC oraz 3 probki HQC, a pozostate probki

ponownie zamrazano.
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b) Stabilno$¢ w czasie przygotowania probki

W niniejszej pracy przeprowadzono takze badanie stabilnosci w okresie
przygotowania probki (ang. benchtop stability). W tym celu, probki LQC oraz HQC zostaty
przygotowane w identycznych warunkach laboratoryjnych jak rzeczywiste probki
biologiczne i przechowywane byly na blacie laboratoryjnym w temperaturze laboratorium
(okoto 20°C) przez okres odpowiadajacy co najmniej czasowi potrzebnemu

na przygotowanie probek badanych.

c) Stabilno$¢ w automatycznym podajniku probek

Sprawdzono  stabilno$¢  przygotowanej probki osocza w  warunkach
przechowywania, ktore sg stosowane podczas oznaczen analitycznych. Przygotowywano po
trzy probki osocza o stezeniu analitow rownym 0,1 pg/ml oraz trzy probki o stgzeniu
7,5 pg/ml. Tak przygotowane probki umieszczano w automatycznym podajniku probek,

w ktoérym utrzymywana byta temperatura 11°C.

6.6.7. Elastyczno$¢ metody analitycznej

Badaniu elastycznosci podlegaly parametry procedury przygotowania probki, takie
jak czas mieszania w wytrzasarce laboratoryjnej, temperatura mieszania w wirowce
laboratoryjnej, objeto$¢ metanolu uzywanego do stracenia bialek w probkach oraz

temperatura odparowywania probek.

W celu zweryfikowania elastyczno$ci metody przeprowadzono szereg eksperymentow
majacych na celu sprawdzenie wptywu poszczegdlnych etapow przygotowania probki
na ostateczny wynik oznaczen. Zaplanowano w tym celu 16 eksperymentow testujacych
wplyw 9 roznych parametrow, w tym zmiennej sztucznej, wedtug planu Placketta-Burmana
(tabela 8.).

Probki do badan przygotowano zgodnie z warto$ciami parametrow zawartymi w tabeli 8.
Do ich przygotowania uzyto mieszaniny osocza zmartych zakwalifikowanych do grupy
kontrolnej. Pozostate odczynniki uzyte w eksperymentach byly tozsame z uzywanymi

w standardowej metodzie przygotowania probki badanej.
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Po przygotowaniu probki umieszczono ja w automatycznym podajniku probek, w ktérym

utrzymywana byta temperatura 11°C.
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Tabela 8. Eksperymenty przeprowadzone w ramach badania elastycznosci metody analityczne;j.

Czas
o Mo goma o M M0 LT parouania | Mistanie  Znien
[ml] [ml] odbialczaniu [°C]
[min]
1 5 500 1475 5 15 4 30 5 0
2 5 500 1475 5 15 4 30 5 0
3 6 495 1470 4 16 3 30 6 -1
4 4 495 1480 4 16 5 32 4 -1
5 6 495 1480 6 16 3 30 4 1
6 4 505 1470 4 16 3 32 6 1
7 5 500 1475 5 15 4 32 5 0
8 4 505 1470 6 16 5 30 4 -1
9 6 495 1470 6 14 5 32 6 -1
10 6 505 1470 4 14 5 30 4 1
11 4 505 1480 6 14 3 30 6 -1
12 5 500 1475 5 15 4 32 5 0
13 4 495 1470 6 14 3 32 4 1
14 4 495 1480 4 14 5 30 6 1
15 6 505 1480 4 14 3 32 4 -1
16 6 505 1480 6 16 5 32 6 1

€g




6.6.8. Ponowna analiza probki

Roéznice wynikajace z wigzania bialek, konwersji znanych oraz nieznanych analitow
obecnych w probkach, wspotistniejace sktadniki biologiczne oraz leki moga wptywaé na
koncowe stezenie oznaczanego zwiazku w analizowanych probkach. Ponowna analiza
probki (ang. incurred sample reanalysis, ISR) ma na celu weryfikacj¢ wiarygodnos$ci

oznaczanych st¢zen analitu w prébcee.

Procentowg roznice pomiedzy stezeniem poczatkowym a st¢zeniem zmierzonym podczas
powtdrnej analizy obliczy¢ mozna w odniesieniu do ich wartosci $redniej przy uzyciu
réwnania:

wartos$¢ powtdrzona — wartos$¢ poczatkowa

% réznicy = v - X 100
wartosc¢ Srednia

W  przypadku metod chromatograficznych réznica ta powinna zawieraC si¢

w zakresie = 20 % dla co najmniej 2/3 powtdrzen.

6.7. Przygotowanie i analiza danych

Po pobraniu materiatu biologicznego podczas sekcji zwtok mrozono uzyskane probki.
W okresie pomiedzy pobraniem probek a wyselekcjonowaniem konkretnej grupy do
dalszych etapoéw analiz zapoznawano si¢ z uzupelniang dokumentacja medyczna, dostgpna
do wgladu dla obducentéw oraz osdb upowaznionych. Ze wzgledu na to, iz czynnikiem
roznicujagcym pacjentoOw na grupe badang i kontrolng byt poziom alkoholu etylowego
0znaczonego podczas rutynowych badan toksykologicznych, zapoznawano si¢ z wynikami

przedstawianymi w wydawanych posekcyjnie opiniach toksykologicznych.

Alkohol etylowy oznaczany jest rutynowo w laboratorium toksykologicznym Katedry
1 Zaktadu Medycyny Sadowej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego metoda
chromatografii gazowej z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym. Wszystkie warunki

przeprowadzania analiz spetniaja aktualne wymogi Instytutu Ekspertyz Sagdowych.

Nastepnie w laboratorium Katedry Biofarmacji i Farmakokinetyki dokonano oznaczen
estrow etylowych kwasow ttuszczowych w dostgpnym materiale biologicznym i uzyskano

dane analityczne, ktore stanowity wyliczone, w oparciu o krzywe kalibracyjne, st¢zenia
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oznaczanych FAEE znormalizowane przez wzorzec wewnetrzny. Dane te wyrazono
w jednostkach pg/ml. W konteks$cie przygotowania oraz analizy danych przeprowadzono
jednowymiarowg analize statystyczng po uprzednim zbadaniu normalnosci rozktadu
zmiennych (z zastosowaniem analizy histogramoéw oraz testu W Shapiro-Wilka). Nastgpnie
zastosowano test U Manna-Whitneya do oceny istotnosci statystycznej zmiennych
objasniajacych stanowigcych stezenia konkretnych FAEE wzgledem badanych grup
(kontrolnej oraz badanej). Przeprowadzono takze analiz¢ typu ramka-wasy
z wyliczeniem $redniej oraz odchylenia standardowego danych analitycznych. Obliczenia
przeprowadzono w programie Statistica (TIBCO Software Inc.).

Korelacje wystepujace miedzy poszczegdlnymi zwigzkami sprawdzano przy uzyciu

programu Matlab.
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7. Wyniki

7.1.  Wyniki walidacji uzyskane z zastosowaniem techniki GC-QqQ/MS

W toku przeprowadzanych analiz walidacyjnych zadecydowano o odrzuceniu
z oznaczanej grupy analitow laurynianu etylu. Zwigzek ten charakteryzowat si¢ duza
niestabilno$cig uniemozliwiajaca otrzymanie wiarygodnych wynikéw oznaczen. Trudnos$ci

zwigzane z oznaczaniem tego zwigzku przedstawiono szczegotowo w czesci Dyskusji.

7.1.1. Selektywnos¢ i specyficznosé

Ocena selektywnosci 1 specyficznosci opracowanej metody zostala przeprowadzona
poprzez analize prob §lepych osocza przygotowanych do analiz w analogiczny sposéb jak
probki biologiczne analizowane w pdzniejszym czasie. Probki $lepe analizowane byty
kazdorazowo na poczatku sekwencji poprzedzajac analize pozostatych probek, w tym m.in.

probek shuzacych do wyznaczenia krzywej kalibracyjne;j.

Za pomoca techniki GC-QQqQ/MS uzyskano profil oznaczonych FAEE - wybranych szes$ciu
estrow etylowych kwasow tluszczowych (w tym jednego wzorca wewnetrznego, nie
wystepujacego  endogennie  w  organizmie ludzkim estru etylowego kwasu

heptadekanowego).

W trakcie procedury walidacji metody udowodniono brak w analizowanym materiale innych
zwigzkoOw mogacych zakldcaé pomiar stezenia wybranych estrow etylowych kwasow
thuszczowych. Przyktadowe chromatogramy z oznaczen analitycznych przedstawiono na

rycinie 10.
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Rycina 10. Przyktadowe chromatogramy z oznaczen analitycznych: (A) probki slepej; (B) probki slepej wzbogaconej o IS; (C) probki MQC; (D) probki

rzeczywistej; 1 — mirystynian etylu; 2 — palmitynian etylu; 3 — heptadekanian etylu (I1S); 4 — linoleinian etylu; 5 — oleinian etylu; 6 — stearynian etylu.

Gorna lini

LS

a na chromatogramach odzwierciedla powigkszenie w odpowiednich zakresach czasu.



7.1.2. Liniowo§¢

Podczas wyznaczania liniowos$ci kazda z sekwencji rozpoczynala si¢ analiza probki
slepej, jak 1 probki §lepej wzbogaconej wzorcem wewnetrznym. Wartosci stezen dla ULOQ
(ang. upper limit of quantification, gorna granica oznaczalno$ci) wybrano na podstawie
przegladu literaturowego. LLOQ wyznaczono natomiast podczas wyznaczania granicy
oznaczalnosci dla kazdego analitu. Szczegdétowe wyniki zaprezentowano w tabeli 9.
W wyniku analizy rzeczywistych probek biologicznych ludzkiego osocza potwierdzono, iz
zakres stgzen dobrany =zostal prawidtowo. Probki pochodzace od grupy badanej
w wiekszosci miescily si¢ w zakresie liniowos$ci metody. Z kolei probki rzeczywiste
pochodzace od grupy kontrolnej nie miescity si¢ w wielu przypadkach w zakresie liniowosci
metody. Zatozono jednak, ze powodem nie jest niedostateczna czuto$¢ opracowanej metody
a charakter zwigzkéw FAEE, ktére bedac metabolitami alkoholu etylowego, nie wystepuja

fizjologicznie w organizmie grupy kontrolne;j.

Tabela 9. Wyniki krzywej kalibracyjnej.

Zakres stezen Srednia wartos¢ .
. , . Dokladnosé¢ na
Oznaczany analit Krzywej wspolczynnika oziomie LLOQ
y kalibracyjnej determinacji r? b (%]
[ug/mi] (n=4) ’
Mirystynian 0,015-10 0,9996 83,7
etylu
Palmitynian 0,015-10 0,9998 102,8
etylu
Linoleinian etylu 0,03-10 0,9995 90,8
Oleinian etylu 0,03-10 0,990 98,0
Stearynian etylu 0,015-10 0,9993 95,6
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Rycina 11. Przyktadowe krzywe kalibracyjne wyznaczone dla stearynianu etylu oraz

palmitynianu etylu.
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7.1.3. Granica wykrywalnosci i oznaczalnosci

Krzywe dla analizowanych zwigzkéw wyznaczono na podstawie analizy probek
osocza wzbogaconych mieszaning substancji wzorcowych w niskich stezeniach:
0,01; 0,015; 0,02; 0,03; 0,05; 0,1 pg/ml. Tak przygotowane probki przeanalizowano
dwukrotnie, kazdorazowo z nowo przygotowanych probek. Na podstawie odczytu stosunku
pola powierzchni analitu do pola powierzchni wzorca wewnetrznego wyznaczono krzywa
1 obliczono wartosci LOD 1 LOQ. Wyznaczone metodg krzywej niskich stezen wartosci

LOQ przedstawiono w tabeli 10.

Uzyskane wyniki pokrywaja si¢ z warto$ciami wyznaczonymi pierwotnie na podstawie
odczytu stosunku sygnalu do szumu w uzywane] aparaturze pomiarowe;j,
tj. LOQ = 0,015 pg/ml dla laurynianu, mirystynianu, palmitynianu oraz stearynianu etylu

oraz LOQ = 0,03 pg/ml dla oleinianu oraz linoleinianu etylu.

Tabela 10. Wyznaczone wartosci LOQ oznaczanych zwigzkow.

O i sandardony | OOYEn | Wk paroi
Mirystynian etylu 0,00043 0,2845 0,0153
Palmitynian etylu 0,00040 0,2766 0,0144
Linoleinian etylu 0,00012 0,0404 0,0308

Oleinian etylu 0,00022 0,0908 0,0246
Stearynian etylu 0,00025 0,1771 0,0141

7.1.4. Dokladnos$¢ i precyzja

Do oceny powtarzalnosci wykonano sze$ciokrotny pomiar probek o stezeniu
0,1 pg/ml, 1 pg/ml oraz 7,5 pg/ml (tzn. LQC, MQC oraz HQC). Oznaczenia
te zostaly wykonane tego samego dnia, przez tego samego badacza, w tej samej sekwencji.
Za pomoca wspoiczynnika zmiennosci dokonano oceny powtarzalnosci metody. Warto$¢

wspotczynnika CV nieprzekraczajaca 10 % dla pigciu FAEE, wskazywala na precyzje
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uzyskanych pomiaréw. O odtwarzalnosci w odstepie czasowym w wykonywaniu oznaczen

swiadczyta warto$¢ CV ponizej limitu 10 % pomiedzy poszczegdlnymi pomiarami.

Dodatkowo zweryfikowano precyzje¢ metody na poziomie stezen LLOQ rownym

0,015 pg/ml.

Tabela 11. Podsumowanie parametrow shuzgcych wyznaczeniu doktadno$ci i precyzji

w ciggu dnia (ang. intra-day) oraz miedzy dniami (ang. inter-day).

Analizy
w ciagu dnia
[n=5]
Oznaczany | Prébka | SW2M€ | pien | ACC | CV
analit kontrolna HEROTE e analizy  [%] [%]
[mg/ml]
LLOQ 0,015 1 110,58 | 7,47
1 109,03 @ 4,39
LQC 0,1 2 106,10 @ 10,11
3 107,22 @ 4,96
Mirystynian 1 102,19 | 8,97
etylu MQC 1 2 108,56 @ 5,83
3 104,35 | 6,07
1 105,11 = 9,75
HQC 75 2 104,27 | 7,04
3 96,65 5,37
LLOQ 0,015 1 110,10 | 4,61
1 90,50 6,22
LQC 0,1 2 98,20 3,03
3 104,76 = 8,15
Palmitynian 1 102,41 | 6,43
etylu MQC 1 2 100,66 @ 3,54
3 102,82 | 3,08
1 101,13 @ 1,70
HQC 75 2 102,63 | 5,76
3 100,57 @ 2,14
LLOQ 0,03 1 98,25 6,60
1 111,74 = 0,86
LQC 0,1 2 93,00 4,19
3 99,98 3,73
Linoleinian 1 101,48 | 3,82
etylu MQC 1 2 101,26 = 2,44
3 105,55 | 2,67
1 93,87 4,46
HQC 75 2 99,03 5,91
3 95,52 1,86
LLOQ 0,03 1 112,06 | 3,22

Analizy miedzy
dniami [n=15]
ACC CcVv
[%] [%]
107,36 6,81
104,86 7,19
102,01 8,12
97,4 8,33
101,24 5,10
101,47 3,68
100,62 8,36
102,58 3,55
95,82 4,80
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1 99,22 5,65
LQC 0,1 2 96,65 | 10,91 96,89 7,97
3 94,32 7,97
Oleinian 1 102,10 | 3,36
etvlu MQC 1 2 103,70 @ 2,09 103,72 2,99
Y 3 | 10565 2,60
1 94,68 5,29
HQC 7,5 2 102,04 | 6,08 97,83 8,89
3 98,36 1,09
LLOQ 0,015 1 103,45 | 8,76 - -
1 105,54 @ 3,94
LQC 0,1 2 108,90 & 8,44 105,65 5,82
3 102,53 @ 2,53
Stearynian 1 96,51 6,38
etylu MQC 1 2 102,21 @ 1,40 102,78 8,03
3 109,72 | 1,99
1 99,33 7,35
HQC 7,5 2 110,05 | 4,19 105,04 8,70
3 106,58 | 5,00
Legenda:
ACC ang. accuracy, doktadnos¢
CVv ang. coefficient of variation, wspotczynnik zmiennosci
HQC ang. high quality control, proba kontrolna o wysokim stezeniu
LLOQ ang. lower limit of quantification, dolna granica oznaczalnosci
LQC ang. low quality control, proba kontrolna o niskim stezeniu
MQC ang. medium quality control, proba kontrolna o $rednim Stg¢zeniu

7.1.5. Efekt matrycy

Dla kazdego analitu obliczono wspdtczynnik matrycy (MF), dzielac pole
powierzchni pod pikiem analitu w matrycy biologicznej przez pole powierzchni pod pikiem
analitu przygotowanego o tym samym stg¢zeniu w roztworze metanolu. MF obliczono
rowniez dla wzorca wewnetrznego. Nastgpnie uzyskane wspotczynniki matrycy dla kazdego
analitu zostaly znormalizowane przez MF wzorca wewngtrznego. Na podstawie uzyskanych
znormalizowanych wspotczynnikow matrycy wyliczono wspolczynnik zmiennosci.
Obliczony wspolczynnik zmiennosci nie powinien by¢ wiekszy niz 15 %.
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Wzorzec wewnetrzny - ester etylowy kwasu heptadekanowego, zarOwno w matrycy
biologicznej, jak i w metanolu oznaczany jest na bardzo zbliZzonym poziomie.
W wigkszosci przypadkéw potwierdzono, iz osocze jako matryca biologiczna ma wplyw

na odczytywane stezenie 0znaczanych zwigzkow. Wyniki analiz przedstawiono w tabeli 12.

Tabela 12. Wyniki oceny efektu matrycy prob QC w osoczu oraz metanolu.

MFanalitu

Oznaczany analit | Probka kontrolna T CVur
MFWZOT‘C(I

LQC 1,7867 7,14

Mirystynian etylu
HQC 1,1270 1,70
LQC 1,2159 10,68

Palmitynian etylu
HQC 0,9383 1,07
LQC 1,1086 2,31

Linoleinian etylu
HQC 1,0373 8,29
LQC 0,9596 10,72

Oleinian etylu

HQC 0,9856 9,40
) LQC 0,9383 1,07

Stearynian etylu
HQC 0,9001 4,48

AUC;naiitu - pole powierzchni pod krzywa oznaczanego analitu

AUCs — pole powierzchni pod krzywa wzorca wewngtrznego

7.1.6. Stabilno$¢

Ocena stabilnosci zostata przeprowadzona w celu zapewnienia, ze kazdy etap procedury
przygotowania probki, a takze przechowywania oraz analizy materiatu biologicznego nie
wplywa znaczaco na finalne st¢zenie analitow w mierzonych probkach. Parametry te zostaty

sprawdzone przy pomocy analizy probek LQC oraz HQC.

a) Test zamrazania — rozmrazania
Dokonano trzech pomiaréw probek ponownie zamrazanych, udowadniajac brak

wplywu wielkokrotnego zamrazania na st¢zenie oznaczanych analitow.
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b) Stabilno$¢ w czasie przygotowania probki
W przypadku kazdego z oznaczanych zwiazkéw oznaczone S$rednie stgzenie
na poziomie HQC wynosito od 7,73 pg/ml dla palmitynianiu etylu do
7,99 ug/ml w przypadku mirystynianu etylu. Na poziomie LQC oznaczone $rednie
stezenia wynosily: najnizsze w przypadku stearynianu etylu 0,09 pg/ml,
a najwyzsze 0,12 pg/ml w przypadku palmitynianu etylu. Tym samym wnioskowac
mozna, iz kilkugodzinny proces przygotowania probek nie ma istotnego wplywu na
ostateczny wynik pomiaréw stezen FAEE w analizowanych préobkach

biologicznych.

c) Stabilno$¢ w automatycznym podajniku probek

Probki kontrolne po przygotowaniu zostaly umieszczone w automatycznym
podajniku probek, a po uptywie 48 h poddane zostaly analizie chromatograficzne;.
Temperatura 11°C, ktéra utrzymywana byla w podajniku, ograniczyla
odparowywanie rozpuszczalnika z przygotowanych probek osocza oraz zwigkszyla

stabilno$¢ analitow.

W tabeli 13. przedstawiono szczegétowe wyniki analiz dotyczacych stabilno$ci analitow.

Podsumowujac wyniki analiz dotyczacych stabilnosci, =zaleca si¢ podzielenie
zabezpieczanego materialu biologicznego na mniejsze porcje, w celu uniknigcia
niepotrzebnych wielokrotnych proceséw rozmrazania 1 zamrazania. Jednak w przypadku,
gdy materiat zostat juz zabezpieczony w wiekszej ilosci nie ma potrzeby rezygnacji z niego
lub  ograniczonego jego zuzycia, poniewaz wplyw procesu rozmrazania
1 zamrazania na stezenie analitbw w probkach okazal si¢ by¢ niewielki. Wpltyw
przechowywania probek w warunkach laboratoryjnych podczas procesu przygotowywania
kolejnych oraz ostateczne przetrzymywanie ich w automatycznym podajniku prébek

podczas analiz nie ma znaczacego wptywu na zawarto$¢ analitow w probce.
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Tabela 13. Wyniki analiz stabilnosci badanych estréw etylowych.

Stabilnos$¢ Stabilnos$¢
Poziom .. w czasie w automatycznym S - -
- Stezenie . . . . Stabilno$¢ zamrazania-rozmrazania
- analitu - przygotowania | podajniku probek
Oznaczany analit , nominalne e _
w probce. [ug/ml] probki (n=3) (n=3)
kontrolnej 3h o 48 h 1o cykl 1 [%] cykl 2 [%] cykl 3 [%]
%] %] (n=3) (n=3) (n=3)
LQC 0,015 110,08 90,11 86,72 90,03 102,02
Mirystynian etylu
HQC 7,5 100,09 96,63 90,30 98,30 113,64
LQC 0,015 111,64 92,49 89,78 89,99 88,85
Palmitynian etylu
HQC 7,5 104,49 103,02 91,63 102,70 96,67
LQC 0,015 101,54 88,93 88,05 87,78 87,30
Linoleinian etylu
HQC 7,5 93,79 90,97 90,66 97,12 97,79
LQC 0,015 107,02 99,96 92,87 93,44 94,19
Oleinian etylu
HQC 7,5 98,55 101,34 96,25 103,98 90582
LQC 0,015 108,20 89,19 97,65 94,65 89,88
Stearynian etylu
HQC 7,5 100,09 96,64 96,38 107,18 99,24
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7.1.7. Elastyczno$¢ metody analitycznej

Przeprowadzenie analiz wedlug planu Placketta-Burmana pozwolilo na
potwierdzenie elastycznosci opracowanej metody analitycznej w przypadku czterech
(palmitynian, linoleinian, oleinian i stearynian etylu) z pieciu oznaczanych estrow
etylowych. Zmienng istotniec wplywajgca na otrzymane wyniki w przypadku mirystynianu
etylu okazata si¢ by¢ temperatura odparowywania rozpuszczalnika po procesie odbiatczania.
Roéznica jednego stopnia Celsjusza powoduje okoto 11 procentowy spadek zawartosci
oznaczanego mirystynianu etylu. W przypadku pozostatych oznaczanych zwigzkow taka

zalezno$¢ nie zostala zaobserwowana.

Rycina 12. obrazuje dopasowanie modelu do danych eksperymentalnych uzyskanych

podczas prowadzonych oznaczen.
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Rycina 12. Model dopasowania dla mirystynianu etylu.

66



Tabela 14. Oceniane zmienne w modelu dla mirystynianu etylu.

Zmienna ‘s];l:\(;v? Srednia OdCSI:[)élenle Prawdopodobienstwo
remp. 30 01166 = 0,0162 0,0004
odparowania ["C]
Temp. e 5 00407 | 00187 0,0726
Obj. osocza [pl] 500 0,0354 0,0187 0,1072
Mieszanie 3 [min] 5 0,0278 0,0187 0,1871
Zmienna fikcyjna - -0,0249 0,0187 0,2310
Mieszanie 1 [min] 5 -0,0218 0,0187 0,2881
Obj. MeOH [pl] 1500 -0,0173 0,0187 0,3908
Mieszanie 2 [min] 5 -0,0076 0,0187 0,6991
ST 15 00073 = 0,0187 0,7096
[min]

Graficzne przedstawienie zaleznosci migdzy zmiennymi oraz wystepujacych miedzy nimi
interakcji wyraznie obrazuje, ze temperatura odparowywania jest kluczowym dla
powtarzalnos$ci analiz etapem w calym procesie i znaczaco wptywa na otrzymywane wyniki
w postaci wartosci stezen mirystynianu etylu obecnego w probkach biologicznych (rycina
13)).

Pozostate z weryfikowanych parametréw nie charakteryzowaly si¢ istotnym wptywem na

wyniki przeprowadzanych oznaczen analitycznych.
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Rycina 13. Porownanie modelu dla 3 r6znych wartosci temperatury odparowywania rozpuszczalnika dla oznaczen mirystynianu etylu.
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7.1.8. Ponowna analiza prébki

W przypadku ponizszego badania przeprowadzono ponowng analize 10 % probek

w innej sekwencji, przy uzyciu tej samej metody analitycznej.

Procentowg roznice pomiedzy stezeniem poczatkowym a st¢zeniem zmierzonym podczas

powtornej analizy obliczono wedlug wzoru zaprezentowanego na stronie 45.

Procentowa roznica zawartosci miedzy wynikami miescita si¢ w zakresie + 20 % dla co

najmniej 2/3 powtorzen. Wyniki przeprowadzonych analiz przedstawiono w tabeli 15.

Tabela 15. Procent probek zawierajacych si¢ w granicy 20 % odchylenia od warto$ci
poczatkowych.

Wyniki mieszczacych si¢ ponizej

Oznaczany analit 20 % réznicy [%]

Mirystynian etylu 83,3
Palmitynian etylu 66,7
Linoleinian etylu 66,7

Oleinian etylu 66,7
Stearynian etylu 83,3

7.2. Wyniki oznaczen probek osocza

W wyniku wstgpnych analiz zgromadzonego osocza stwierdzono, iz nalezy dokona¢
zmiany plastikowych elementéw zuzywalnych na takie, ktore nie sg poddawane wysokim
temperaturom w autoklawie. Autoklawowane elementy zuzywalne byly Zrodiem
plastyfikatorow, ktore uniemozliwialy wlasciwa analiz¢ otrzymanych chromatogramoéow. Po
zmianie materialow zuzywalnych na niewyjatawiane — wyeliminowano zrodto sygnatow

zaklocajacych.

Ostatecznie do oznaczen ilosciowych FAEE zakwalifikowano probki biologiczne
pochodzace od 31 przypadkéw. Spetnialy one kryteria wlaczenia 1 wylaczenia, jak réwniez

ich objetos¢ oraz jakos¢ dawaty mozliwo$¢ przeprowadzenia eksperymentow.
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Probki osocza poddane analizom podzielono losowo na dwie grupy badane
w dwoch osobnych sekwencjach. Analize kazdej z grup poprzedzono wyznaczeniem
krzywej kalibracyjnej, a takze upewniajac sig, iz sprzet laboratoryjny dziata poprawnie.
Probki osocza byty analizowane w kolejnosci losowej, a co sze$¢ nastrzykéw analizowana
byta probka kontrolna (LQC, MQC lub HQC). Przez caly czas trwania analiz utrzymywano
jednolite warunki, w tym m.in. temperatur¢ w automatycznym podajniku probek réwna

11°C.

W wyniku przeprowadzenia analiz 0znaczono warto$ci stezen estrow etylowych kwasow
thuszczowych w probkach pochodzacych od 31 pacjentow pobranych w dwodch punktach
czasowych: (1) przez powloki ciala w ciggu 24 godzin od domniemanego czasu zgonu oraz
(2) w czasie przeprowadzanej sekcji zwlok bezposrednio z serca. Wyniki dla kazdego

z estrow etylowych zaprezentowano w tabelach ponizej.
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Tabela 16. Wyniki oznaczen iloSciowych dla mirystynianu etylu w osoczu.

Grupa badana Grupa kontrolna
Pacjent | Stezenie Numer Stezenie analitu | Pacjent | Stezenie Numer Stezenie analitu
alkoholu | pobrania obliczone na alkoholu | pobrania obliczone na
we Krwi podstawie we Krwi podstawie
[%o] krzywej [%o] krzywej
kalibracyjnej kalibracyjnej
[mg/ml] [mg/ml]
1. 0,24 1. <LOQ 1. - 1. <LOQ
2. <LOQ 2. <LOQ
2. 2,11 1. <LOQ 2. - 1. <LOQ
2. <LOQ 2. <LOQ
3. 3,5 1. 0,042 3. - 1. <LOQ
2. 0,146 2. <LOQ
4, 4,18 1. 0,0338 4, - 1. <LOQ
2. <LOQ 2. <LOQ
5. 1,14 1. 0,032 5. - 1. <LOQ
2. 1,046 2. <LOQ
6. 0,49 1. <LOQ 6. - 1. <LOQ
2. <LOQ 2. <LOQ
7. 2,13 1. <LOQ 7. - 1. <LOQ
2. <LOQ 2. 0,116
8. 477 1. 0,108 8. - 1. <LOQ
2. <LOQ 2. <LOQ
9. 2,62 1. 0,569 9. - 1. <LOQ
2. 0,577 2. <LOQ
10. 4,69 1. 0,727 10. - 1. <LOQ
2. 0,785 2. <LOQ
11. 3,73 1. 0,070 11. - 1. <LOQ
2. 0,060 2. <LOQ
12. 4,87 1. <LOQ 12. - 1. 0,046
2. <LOQ 2. 0,022
13. 0,69 1. 0,043 13. - 1. <LOQ
2. 0,094 2. <LOQ
14. 1,96 1. 0,032 14, - 1. <LOQ
2. 0,030 2. <LOQ
15. 1,82 1. 0,057 15. - 1. <LOQ
2. 0,526 2. 0,0315
16. - 1. <LOQ
2. <LOQ
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Tabela 17. Wyniki oznaczen iloSciowych dla palmitynianu etylu w osoczu.

Grupa badana Grupa kontrolna
Stezenie analitu Stezenie analitu
Stezenie obliczone na Stezenie obliczone na
Pacient alkoholu Numer podstawie Pacient alkoholu Numer podstawie
1 we Krwi pobrania krzywej ! we Krwi pobrania krzywej
[%o] kalibracyjnej [%o] kalibracyjnej
[mg/ml] [mg/mi]
1. 0,025 1. <LOQ
1. 0,24 1. -
2. <LOQ 2. 0,115
1. 0,935 1. <LOQ
2. 2,11 2. -
2. 1,344 2. <LOQ
1. 1,121 1. 0,019
3. 3,5 3. -
2. 3,172 2. <LOQ
1. 1,763 1. <LOQ
4, 4,18 4. -
2. 0,496 2. <LOQ
1. 0,432 1. 0,020
5. 1,14 5. -
2. 1,057 2. <LOQ
1. 0,083 1. <LOQ
6. 0,49 6. -
2. <LOQ 2. <LOQ
1. 0,178 1. <LOQ
7. 2,13 7. -
2. 0,081 2. 0,112
1. 1,268 1. <LOQ
8. 4,77 8. -
2. 1,031 2. 0,054
1. 2,769 1. <LOQ
9. 2,62 9. -
2. 2,729 2. <LOQ
1. 4,934 1. 0,020
10. 4,69 10. -
2. 5,072 2. 0,341
1. 1,592 1. <LOQ
11. 3,73 11. -
2. 1,489 2. <LOQ
1. 0,010 1. 0,485
12. 4,87 12. -
2. 0,083 2. 0,022
1. 0,436 1. <LOQ
13. 0,69 13. -
2. 3,323 2. <LOQ
1. 1,689 1. <LOQ
14, 1,96 14, -
2. 0,139 2. <LOQ
1. 1,243 1. 0,019
15. 1,82 15. -
2. 1,342 2. 0,341
1. <LOQ
6. ' 2. <LOQ
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Tabela 18. Wyniki oznaczen iloSciowych dla linoleinianu etylu w osoczu.

Grupa badana Grupa kontrolna
Stezenie analitu Ste¢zenie analitu
Stezenie obliczone na Stezenie obliczone na
. alkoholu Numer podstawie . alkoholu Numer podstawie
G we krwi | pobrania krzywej A we krwi | pobrania krzywej
[%o] kalibracyjnej [%o] kalibracyjnej
[ng/ml] [ng/ml]
1. <LO 1. <LO
1. 0,24 Q 1. - Q
2. <LOQ 2. 0,123
1. 0,319 1. 0,067
2. 2,11 2. -
2. 0,268 2. <LOQ
1. 0,675 1. <LOQ
3. 3,5 3. -
2. 2,467 2. <LOQ
1. 0,532 1. <LOQ
4, 4,18 4. -
2, 0,178 2. <LOQ
1. 0,398 1. <LOQ
5. 1,14 5. -
2, 1,237 2. <LOQ
1. 0,195 1. <LOQ
6. 0,49 6. -
2. <LOQ 2. <LOQ
1. 0,093 1. <LOQ
7. 2,13 7. -
2. 0,049 2. <LOQ
1. 0,240 1. <LOQ
8. 4,77 8. -
2. 0,138 2. 0,052
1. 2,558 1. <LOQ
9. 2,62 9. -
2. 2,278 2. <LOQ
1. 3,244 1. <LOQ
10. 4,69 10. -
2. 3,435 2. <LOQ
1. 0,401 1. <LOQ
11. 3,73 11. -
2. 0,371 2. <LOQ
1. 0,095 1. 0,474
12. 4,87 12. -
2. 0,308 2. 0,104
1. 3,452 1. <LOQ
13. 0,69 13. -
2. 3,704 2. <LOQ
1. 0,094 1. <LOQ
14, 1,96 14, -
2. 0,089 2. <LOQ
1. 0,184 1. <LOQ
15. 1,82 15. -
2. 0,092 2. 0,083
1. <LOQ
16. - 2. <LOQ
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Tabela 19. Wyniki oznaczen ilosciowych dla oleinianu etylu w osoczu.

Grupa badana Grupa kontrolna
Stezenie analitu Stezenie analitu
Stezenie obliczone na Stezenie obliczone na
. alkoholu Numer podstawie . alkoholu Numer podstawie
G we krwi | pobrania krzywej SR we krwi | pobrania krzywej
[%o] kalibracyjnej [%o] kalibracyjnej
[mg/ml] [mg/ml]
1. 0,629 1. 0,081
1. 0,24 1. -
2. 0,957 2. 1,060
1. 0,060 1. <LO
2. 2,11 : 2. - Q
2. 0,195 2. <LOQ
1. 2,097 1. 0,070
3. 3,5 3. -
2. 4,242 2. <LOQ
1. 1. 7
4, 4,18 3,688 4, - 0,60
2. 1,746 2. 0,555
1. 3,416 1. 0,806
5. 1,14 5. -
2. 1,287 2. <LOQ
1. 0,540 1. 0,562
6. 0,49 6. -
2. <LOQ 2. 0,683
1. 1,114 1. <LOQ
7. 2,13 7. -
2. 0,911 2. <LOQ
1. 2,1 1. <L
8. | 477 138 8 ] 0Q
2. 2,500 2. 0,383
1. 3,710 1. 2,039
9. 2,62 9. -
2. 3,631 2. 1,893
1. 4,994 1. 0,362
10. 4,69 10. -
2. 5,313 2. 0,295
1. 2,993 1. <LOQ
11. 3,73 11. -
2. 3,125 2. <LOQ
1. 1,488 1. 1,447
12. 4,87 12. -
2. 1,738 2. 1,865
13 0.69 1. 3,710 13 1. 0,431
' ’ 2. 3,631 ' 2. 0,199
1. 0,563 1. <LOQ
14. 1,96 14. -
2. 0,199 2. 0,023
1. 0,43 1. 0,076
15. 1,82 15. -
2. 0,479 2. <LOQ
16. ) 1. <LOQ
2. <LOQ
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Tabela 20. Wyniki oznaczen iloSciowych dla stearynianu etylu w osoczu.

Grupa badana Grupa kontrolna
Stezenie analitu Stezenie analitu
Stezenie obliczone na Stezenie obliczone na
Pacient alkoholu Numer podstawie Pacient alkoholu Numer podstawie
! we krwi | pobrania krzywej ! we krwi | pobrania krzywej
[%o] kalibracyjnej [%o0] kalibracyjnej
[mg/ml] [mg/ml]
1. 0,039 1. 0,024
1. 0,24 1. -
2. 0,023 2. 0,032
1. 0,565 1. <LOQ
2. 2,11 2. -
2. 0,447 2. <LOQ
1. 0,611 1. <LOQ
3. 3,5 3. -
2. 1,912 2. <LOQ
1. 1,016 1. <LOQ
4, 4,18 4, -
2. 0,900 2. <LOQ
1. 1,072 1. <LOQ
5. 1,14 5. -
2. 0,988 2. <LOQ
1. 0,219 1. <LOQ
6. 0,49 6. -
2. <LOQ 2. <LOQ
1. 0,131 1. <LOQ
7. 2,13 7. -
2. 0,102 2. 0,109
1. 0,435 1. <LOQ
8. 4,77 8. -
2. 0,398 2. 0,024
1. 1,034 1. <LOQ
9. 2,62 9. -
2. 0,941 2. <LOQ
1. 1,127 1. <LOQ
10. 4,69 10. -
2. 1,076 2. <LOQ
1. 0,738 1. <LOQ
11. 3,73 11. -
2. 0,698 2. <LOQ
1. 0,101 1. 0,239
12. 4,87 12. -
2. 0,078 2. <LOQ
1. 0,248 1. <LOQ
13. 0,69 13. -
2. 0,660 2. <LOQ
1. 1,022 1. <LOQ
14, 1,96 14, -
2. 1,044 2. <LOQ
1. 1,232 1. <LOQ
15. 1,82 15. -
2. 1,342 2. 0,153
1. <LO
16. - Q
2. <LOQ
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Tabela 21. Procent wynikow ponizej wartosci LOQ.

Oznaczany zwiazek Grupa badana [%0] Grupa kontrolna [%0]
Mirystynian etylu 40 87,5
Palmitynian etylu 6,7 65,6
Linoleinian etylu 10 81,3

Oleinian etylu 3,3 40,6
Stearynian etylu 3,3 81,3

7.3. Analiza danych

Przeprowadzono analize statystyczng otrzymanych wynikéw oznaczen ilo$ciowych.
Na rycinie 14. przedstawiono po lewej stronie wykresy ramka-wasy oraz po prawej
histogramy przedstawiajace rozktad stgzen w kazdej z grup w przypadku kazdego

ze zwigzkow.

W wyniku przeprowadzonych analiz potwierdzono witasciwy zakres st¢zen wyznaczonych
krzywych kalibracyjnych. W wigkszosci przypadkow stezenia analitow obliczonych dla
probek miescity si¢ w zakresie krzywej kalibracyjnej. W licznych przypadkach grupy
kontrolnej poziom oznaczanych estrow byl ponizej granicy oznaczalnosci (zaleznos$¢ tg
pokazano w tabeli 21. na stronie 76), co wynikalo z charakterystyki probek
zakwalifikowanych do tej grupy. Pomimo matej liczebnosci grup podjeto si¢ proby

okreslenia warto$ci dyskryminacyjnej oznaczanych estrow.

Oceniano zalezno$¢ pomigdzy stezeniami oznaczonych metabolitow a posmiertnie
okreslonym poziomem alkoholu we krwi pelnej oraz sprawdzano rozklad kazdego
ze zwigzkow w badanych probkach. Poniewaz nie spelniono warunkow
do przeprowadzenia testow parametrycznych (m.in. normalnos$¢ rozktadu), zastosowano
analizy nieparametryczne (test U Manna-Whitneya). Roznice w st¢zeniach oznaczonych
zwigzkéw u pacjentow obydwu grup sg istotne statystycznie (p < 0,05). Doktadne wyniki
przeprowadzonych analiz przedstawiono w tabeli 22.

Uzyskane wyniki oznaczen poréwnano rowniez wewnatrz podgrup o zblizonej zawarto$ci
promili w po$miertnie zabezpieczonych prébkach krwi. Srednie stezenia poszczegodlnych
analitow oraz odchylenia standardowe przedstawiono w tabeli 23.
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Tabela 22. Wyniki analizy statystycznej.

Stezenie [ng/ml] \ Odchylenie std. Wartosé
Oznaczany Grupa Grupa Grupa Grupa wspélezynnika
zwiazek kontrolna badana kontrolna badana D
(n=16) (n=15) (n=16) (n=15)
Mirystynian 0,007 0,166 0,000 0,251 0,003
etylu
Palmitynian 0,048 1,331 0,016 1,296 < 0,001
etylu
Linoleinian 0,028 0,903 0,081 1,230 < 0,001
etylu
Oleinian etylu 0,420 2,051 0,072 1,531 <0,001
Stearynian etylu | 0,018 0,673 0,591 0,453 <0,001
SumaFAEE | 0521 5124 0035 4202 <0001

Tabela 23. Srednie stezenia oznaczanych analitow w zaleznosci od po$miertnego stezenia

alkoholu etylowego oznaczonego we krwi.

Srednie stezenie oznaczanych analitéw + odchylenie standardowe
Stezenie
alkoholu we <0,25 0,26-1,00 1,01-2,00 2,01-3,00 >3,01
Krwi [%o]
Liczebnosé 1 5 5 3 v
grupy
M'rgfﬁ’u”'a” 0,0064 | 0,0343+0,048 0287040254 0,1911+1,321  4.2900+0,292
Pa”:t'ﬁ’lj"a” 00463 | 09603+1,299  0.9836:0281 | 1,3395+1,321 | 0,1643+1,687
L'”&';;S'a” 00266 | 1,838042461 0,3489+0406 0927541296 1,8433+1.256
O'ei;/r;ha” 04419 | 1970342405 106341116 | 1,6037+1,844 | 1,0070+1,195
Stest?’lﬂ'a” 00189 | 0282040244 1,1166+0,147 0,5367+0.436 = 3,0053=0,442
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Linoleinian etylu

Rycina 14. Przedstawienie rozktadu w grupach badanej oraz kontrolnej dla kazdego ze

zwigzkow.

Na podstawie uzyskanych warto$ci stezen przeprowadzono analize wieclowymiarowa
metodg glownych sktadowych (ang. principal component analysis, PCA) przy uzyciu
programu Statistica (14.0.1.25). Metoda ta stosowana jest najczesciej do redukcji macierzy
danych, wstepnej oceny danych analitycznych oraz poszukiwania korelacji migdzy

zmiennymi.

Na ponizszym wykresie liniowym (rycina 15.) przedstawiono warto$ci przypadkow dla
pierwszej sktadowej (jest to model nienadzorowany, gdzie pierwsza sktadowa wyjasnia
okoto 80 % zmiennoS$ci). Przypadki oznaczone kolorem zielonym to grupa kontrolna,
natomiast przypadki oznaczone na czerwono to grupa badana. Warto$§¢ wariancji
w przypadku pierwszej sktadowe;j istotnej wynosi r>=0,782, co pokazuje, jak dobrze model
opisuje dane rzeczywiste. Zaobserwowano tym samym, iz bez wskazywania grupy badanej,
na podstawie wynikow, model jest w stanie przypisa¢ oceniany przypadek do odpowiedniej

grupy: kontrolnej lub badanej.
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Wykres liniowy skladowej (PC1)
Odchylenie standardowe PC1: 1,977

=

— 5,931

PC1

-5,931

o & b N o M0 s o o

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 A
Przypadek

grupa badana (17-31) — +/-3,000*0dch.Std

Rycina 15. Wykres liniowy sktadowej pierwsze;j.

Miarg podobienstwa mig¢dzy dwoma zmiennymi jest kat jaki tworza miedzy soba ich
wektory wag o poczatku w punkcie P o wspotrzednych (0,0) oraz koncach okreslanych przez
wartos$ci wag zmiennych. W przypadku, kiedy kat migdzy dwiema zmiennymi ksztattuje sig
na poziomie 180° lub 0° to zmienne te sg ze sobg odpowiednio skorelowane (dodatnio lub
przeciwnie). Natomiast jesli kat jest bliski 90° to zmienne te sa niezalezne od siebie.
W wyniku analiz dwoch zmiennych budujacych sktadowe wnioskowa¢ mozna o tym, ze
sposréd oznaczanych zwigzkow silng korelacj¢ zaobserwowaé mozna pomiedzy

mirystynianem oraz stearynianem etylu, a takze migdzy linoleinianem 1 oleionianem etylu.

Z kolei dla stearynianu oraz oleinianu etylu, jak i linoleinianu i mirystaniu etylu katy mierza

okoto 90°, co oznacza¢ moze, ze informacje, ktorych dostarczaja sa niezalezne od siebie.

Zaobserwowano takze, iz probki pochodzace od pacjentow bedacych grupg kontrolng (0soby
trzezwe W momencie zgonu) tworzg skupiong grupe, natomiast probki od osob bedacych

pod wplywem alkoholu w momencie $mierci cechujg si¢ wigkszym rozrzutem .

Wartos¢ 12 w przypadku analizy dwoch sktadowych gtéwnych wynosi 0,884.
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Standaryzowany biplot (PC1 wz. PC2)
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PE |_

PC2
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PC1

Rycina 16. Analiza sktadowych gtownych dla danych pochodzacych z oznaczen ilos§ciowych
FAEE; ME — mirystynian etylu; SE — stearynian etylu; LE — linoleinian etylu; OE — oleinian
etylu; PE — palmitynian etylu.

Pierwsza sktadowa glowna wyjasnia 78,17 %, natomiast druga 10,20 % zmiennoSci.
Potwierdza to, ze gtdéwnie pierwsza sktadowa ma najwiekszy wptyw na przypisanie probki

do konkretnej grupy badanej.

Na rycinie ponizej (rycina 17.) przedstawiono w jaki sposob konkretne zwiazki buduja
istotno$¢ sktadowych. Pierwsza istotna sktadowa jest budowana gtéwnie przez palmitynian
etylu, natomiast na druga silny wpltyw wykazuje zarowno stearynian, jak i linoleinian oraz

oleinian etylu.
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Wykres liniowy tadunkoéw (p1)
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Rycina 17. Wykresy liniowe tadunkéw zmiennej sktadowej pierwszej oraz drugie;.

W kolejnym etapie przeprowadzono analiz¢ dyskryminacyjng dla stearynianu etylu, ktory
wedlug analiz okazat si¢ by¢ zwigzkiem wykazujacym najsilniejszg korelacj¢ z zawartoscia
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alkoholu w krwi pelnej pobranej po$miertnie. Na jej podstawie stworzono prognoze
klasyfikacyjng przypadkow. Dla modelu kwadratowego ilo$¢ przypadkéow prawdziwie
dodatnich wynosi 94 % dla grupy kontrolnej oraz 80 % dla grupy badanej (rycina 18.).

Model 1.2 (Quadratic Discriminant)

6%

True class

20%

True False

. it Negati
Predicted class P o

Rycina 18. Doktadnos$¢ dla stearynianu etylu wyliczona dla modelu kwadratowego.

Wewnatrz grupy badanej obliczone st¢zenia oznaczanych analitow sg zdecydowanie wyzsze
(poréwnujac do przypadkéw z grupy kontrolnej), jednak brak jest wyraznych zalezno$ci
pomiedzy wynikami pochodzacymi z pobran przez powloki ciala oraz $rodsekcyjnymi
(p=0,7063 dla sumy oznaczonych FAEE). Aby zrozumie¢ doktadniejsza zaleznos¢

nalezatoby zna¢ doktadng godzing oraz ilos¢ spozytego przed $miercig alkoholu.

7.4. Wyniki niecelowanych analiz metabolomicznych

Po dokonaniu analiz celowanych skoncentrowanych na oznaczeniu zwiazkow z
grupy estrow etylowych kwasow thuszczowych podjeto sie proby analiz niecelowanych
wykorzystujac pozostaly materiat biologiczny. Ilos¢ przypadkéw ujetych w analizie
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niecelowanej jest mniejsza niz w przypadku oznaczen celowanych, poniewaz, jak
wspomniano we wczesniejszych czesciach pracy — ze wzglgdu na specyfike analizowanego
materialu biologicznego jego dostepnos¢ w wystarczajaco duzych objetosciach i dobrej
jakosci stanowita spore wyzwanie. Niecelowane analizy metabolomiczne przeprowadzono
dla dwunastu przypadkow z grupy kontrolnej oraz dziewigciu przypadkoéw z grupy badanej
(nie uwzgledniajac podzialu na miejsce pobrania materiatu do badan: $rédsekcyjnie lub

przez powtoki ciata).

Do identyfikacji metabolitow oznaczonych za pomoca techniki GC-QqQ/MS wykorzystano
uniwersalng bibliotek¢ danych NIST11 (ang. National Institute of Standards and
Technology Library). Po przetworzeniu i procesowaniu danych pomiarowych macierz

danych zawierata 107 zidentyfikowanych metabolitow.

Otrzymane wyniki poddano analizie sktadowych gléwnych. Sumaryczna wartos¢
wspotczynnika determinacji R? wyniosta 0,666. Wedtug testu T-kwadrat Hotelling’a dla
grup niezaleznych nie stwierdzono wartosci odstajagcych. Na Rycina 19 zaprezentowano
rozktad wynikow pochodzacych z obydwu poréwnywanych grup oraz probek kontrolnych
QC. Probki QC widocznie grupuja si¢, co potwierdza zminimalizowanie zmienno$ci
analitycznej aparatury pomiarowej oraz $wiadczy o zapewnieniu powtarzalnosci procedury

przygotowania probek osocza do niecelowanych analiz metabolomicznych.
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Scores - Asia_po_RT_znorm (M2, PCA-X), log Par PCA H
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Rycina 19. Model PCA dla danych z niecelowanych analiz metabolomicznych

z wykorzystaniem techniki GC-QgqQ/MS (1 — grupa badana; 2 — grupa kontrolna; 3 — probki
QC).

W kolejnym etapie zastosowano dyskryminacyjng analiz¢ czastkowych najmniejszych
kwadratow w projekcji ortogonalnej (ang. Orthogonal Partial Least Squares Discriminant
Analysis, OPLS-DA). Metoda OPLS-DA pozwala na okreslenie przynaleznosci probki do
jednej z badanych grup, na podstawie wprowadzonej do modelu warto$ci kategoryzowane;.
Selekcje zmiennych wptywajacych w najwyzszym stopniu na dyskryminacje probek
przeprowadzono na podstawie wartoSci wspotczynnika wptywu zmiennej na projekcje
(ang. Variable Importance into Projection, VIP) > 1,2 oraz wartosci bezwzglednej

wspotczynnika korelacji [pcorr | > 0,4.

Na tej podstawie wytypowano zestaw kilkunastu metabolitow najbardziej roznicujacych

poréwnywane grupy (Tabela 24.)

85



Tabela 24. Wstepnie zidentyfikowane metabolitow roéznicujgce porownywane grupy.

Zidentyfikowany metabolit |pcorr | VIP
Urydyna 0,60 1,78

Kwas heksadekanowy 0,60 1,79
Kwas asparaginowy 0,58 1,79
Kwas 3,4-dihydroksybutanowy 0,57 1,50
Kwas glutarowy 0,48 1,57
Kwas oktadekadienowy 0,47 1,36
Kwas pirogronowy 0,46 1,52
Glicyna 0,46 1,63

Puryna 0,44 1,56
Treonina 0,44 1,58
Tyrozyna 0,42 1,48
Glukopiranoza 0,41 1,36

86



Na podstawie analizy OPLS-DA wygenerowano model przedstawiony na rycinie 20.

Uzyskane wartosci R? i Q? wynosza odpowiednio 0,754 oraz -0,0881. Wyniki te $wiadcza

kolejno o wilasciwym dopasowaniu modelu do danych, jednak o jego stabej zdolno$ci

predykcyjnej. Uzyskany model OPLS-DA zwalidowano za pomocag testu permutacji

(n =999), ktorego wyniki zobrazowano na rycinie 21.

(M4, OPLS-DA), log Par OPLS-DA )
Colored according to classes in M4 -2
40
307 32121
274 23 ® ©:9
20 37422 @100.22
20221@
w 1 -
g 10 @
% 2
- 0
510 @22521 2272
185210 @
-20 317.21
30-
-40 T
-15 0 5 0 5 10 15

t{1] * 1.06508

Scaled proportionall to R2X, R2X[1] = 0.0857, R2Xo[1] = 0.52,

Rycina 20. Model OPLS-DA dla danych z niecelowanych analiz metabolomicznych

z wykorzystaniem techniki GC-QqQ/MS.
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Validate Model - Asia_po_RT_znorm (M4, OPLS-DA) @ R2Y(Cum)
$M4.DA(1) Intercepts: R2=(0.0, 0.699), Q2=(0.0, -0.263) I Q2(Cum)
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Rycina 21. Wyniki testu permutacji dla zbudowanego modelu OPLS-DA (R?=0,699;
Q?=-0,263).

8. Dyskusja

Celowana analiza metabolomiczna moze by¢ wykorzystywana do okreslania roéznic
w stezeniach wielu zwigzkéw w materiale biologicznym zabezpieczonym pos$miertnie.
Wyniki uzyskane w ramach realizacji niniejszej pracy doktorskiej mieszcza si¢ w aktualnych
trendach badawczych, w ktorych dazy si¢ do zaimplementowania metabolomiki

w badaniach z zakresu medycyny sadowe;j.

Celem pracy byla ocena zmian metabolicznych w przypadkach naduzywania alkoholu
etylowego prowadzacych do $mierci, poprzez przeprowadzenie celowanej analizy
metabolicznej probek osocza pochodzacych od oséb zmartych. Wytypowanie estrow
etylowych kwaséw tluszczowych jako zwigzkéw analizowanych podyktowane byto
przeprowadzonym przegladem literaturowym oraz wilasciwosciami fizykochemicznymi

tych zwigzkow.

Estry etylowe kwaséw tluszczowych sa jednymi z metabolitow powstajacych na §ciezce
nieoksydacyjnego procesu utleniania alkoholu etylowego. Mimo tego, iz procesy te stanowig
nikly procent wszystkich reakcji majacych na celu przeksztatcenie i eliminacjg¢ alkoholu
etylowego z ludzkiego organizmu, s3 one cennym Zrddlem informacji odnosnie obecnosci

alkoholu w organizmie, w tym czasu spozycia oraz ilo$ci przyjetego etanolu. Dzieje si¢ tak,
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poniewaz estry etylowe gromadza si¢ w roznych tkankach ludzkiego organizmu, przy czym
tkanki o najwickszej uzyteczno$ci analitycznej to osocze, paznokcie, wlosy, czy tkanki

organdow wewnetrznych, np. watroby [80].

Dotychczasowe badania skupiajace si¢ na badaniu estrow etylowych kwasow tluszczowych
jako indykatorach spozycia alkoholu etylowego bazowaly na materiale biologicznym
pobranym od zywego dawcy — czlowieka badz zwierzecia, 1 nie bylo to tylko osocze, ale
réwniez wycinki watroby, smotka, wlosy czy paznokcie [43,47,80,81]. FAEE byly tez
oznaczane w materiale biologicznym, gdy chciano pokaza¢ zalezno$¢ pomigdzy ich
obecnos$cia, a wystepowaniem jednostki chorobowej indukowanej spozyciem alkoholu

(np. zapalenia trzustki) [82,83].

Z uwagi na wyjatkowy charakter badan prowadzonych w ramach dziatalno$ci toksykologow
1 medykow sadowych, szeroko stosowane w medycynie sagdowej analizy toksykologiczne
muszg by¢ nieustannie monitorowane 1 ulepszane w celu uzyskania nie tylko
doktadniejszych wynikéw, ale rowniez w celu uzyskania tych wynikéw w jak najszybszym
czasie. W analityce sadowej material do badan wybra¢ mozna sposrod wielu tkanek.
W ponizszej pracy skupiono si¢ na probkach osocza pochodzacych od 0s6b zmartych. Mimo
tego, iz jest to matryca powszechnie znana, stosowana i stosunkowo nieskomplikowana,
w tym przypadku uzyteczno$¢ wigkszosci zabezpieczonego materiatu zostata podana

w watpliwos¢ ze wzgledu na proces hemolizy oraz zasobnos$¢ tozyska krwi zmartych.

Problemy napotkane na etapie zabezpieczania osocza byly zaskakujace i1 czgsto niemozliwe
do przewidzenia. Pierwsze probki osocza po odwirowaniu byly standardowo przenoszone
do prébek typu Eppendort, ktére uprzednio poddane byly procesowi autoklawowania (co
standardowo wykonuje si¢ w Zaktadzie Medycyny Sadowej, w celu uzytecznosci probéwek
do zabezpieczania materialu do analiz genetycznych). W przypadku analizowanych estréw
ten sposOb nie sprawdzit si¢ ze wzgledu na uwolnione plastyfikatory, ktore silnie
interferowaly podczas analiz. Kolejng przeszkods, trudng do przewidzenia, byla
wspomniana wyzej hemoliza 1 dostgpnos¢ krwi do pobrania. Niejednokrotnie zdarzyto sie,
ze przypadek wstepnie kwalifikujacy si¢ do jednej z grup musiat by¢ odrzucony, gdyz osoba
ta zmarta z powodu krwotoku wewnetrznego 1 objetos¢ krwi dostgpna do pobrania byla
znikoma, jesli nie zadna. W wielu przypadkach, nawet tych juz finalnie zakwalifikowanych
do analiz — dostepna obj¢tos¢é osocza pozwalata jedynie na jednokrotng analize. Fakt ten
znaczaco wptynal na wyboér metody przygotowania probek do analizy jak i samej analizy
(pierwotne zalozZenia przyjmowaty liczebno$ci grup na poziomie co najmniej dwukrotnie

Wwyzszym niz ostateczne uzyte do badan, co przedstawia rycina 6. na stronie 38).
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Wyselekcjonowane sposrod wielu probki osocza cechowaty si¢ zadawalajgca klarownoscia
oraz dostepne byty w objetosci pozwalajacej na przeprowadzenie co najmniej jednej analizy.
Zaprezentowana metoda przygotowania probek, obejmujaca ekstrakcje ciecz-ciecz, bez
koniecznosci przeprowadzania konwersji chemicznej analitow, umozliwia wyekstrahowanie
oznaczanych zwiazkow z probek o niewielkiej objetosci, a poziom oznaczonych analitow
odzwierciedla rzeczywisty poziom zwigzkdw w osoczu. Przyszio$ciowym w procesie
przygotowania probek wydaje si¢ by¢ zastosowanie metody SPME (ang. solid phase
microextraction, mikroekstrakcja do fazy stalej), ktora umozliwitaby doktadniejsze
oczyszczenie probki biologicznej. Jednak ze wzgledu na ograniczong dostgpno$¢ materiatu
pobranego pos$miertnie nie udato si¢ podczas prowadzonych badan zoptymalizowac
przygotowania probek z udzialem metody SPME. Sprzet analityczny stosowany do
oznaczen jest aparaturg szeroko rozpowszechniong w wielu osrodkach badawczych
1 analitycznych/diagnostycznych, co wptywa korzystnie na uzyteczno$¢ opracowanej

metody.

Przeprowadzone badanie elastycznosci stosowanej metody analitycznej podkreslito
istotno$¢ kontrolowania poszczegolnych etapéw procesu przygotowania probki do analiz,
w szczeg6Olnosci temperatury odparowywania rozpuszczalnika. Ze wzgledu na
termolabilno$¢ oznaczanych analitow waznym jest utrzymywanie mozliwie najnizszej
temperatury podczas procesu przygotowywania probek. Kluczowy jest etap odparowywania
rozpuszczalnika po procesie odbialczania. Z uwagi na ograniczenia aparaturowe
w laboratorium, minimalng temperaturg mozliwg do zastosowania i kontrolowanego
utrzymania podczas calego procesu, jest temperatura 30°C. W ofertach firm wyposazajacych
laboratoria dostgpne sa koncentratory prézniowe umozliwiajace zastosowanie rowniez
nizszych temperatur, jednak ich uzycie w przeprowadzonym badaniu nie byto mozliwe.
Nalezy przypuszcza¢ (co zweryfikowa¢ mozna przeprowadzajac kolejne eksperymenty
z zastosowaniem DoE), ze obnizenie temperatury odparowywania rozpuszczalnika 0 kilka
stopni Celsjusza jeszcze korzystniej wptynie na odzysk oznaczanych analitow z suchej

pozostatosci, a takze powtarzalno$¢ wynikow, zwlaszcza mirystynianu etylu.

Analizujac wyniki zawarto$ci poszczegdlnych estrow etylowych kwasow thuszczowych
w osoczu ludzkim zabezpieczonym po $mierci, pierwszym nasuwajacym si¢ wnioskiem jest
to, iz wybrane zwigzki mogg by¢ potencjalnymi wskaznikami nadmiernej konsumpcji
alkoholu etylowego. Jak potwierdzono w innych badaniach skupiajacych si¢ na FAEE —
utrzymujg si¢ one w organizmie na podwyzszonym poziomie przez kilkadziesiat godzin po
spozyciu [84,85]. W stezeniach oznaczanych analitow widoczna jest zdecydowana
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dysproporcja pomiedzy grupg badang a kontrolna, co potwierdzaja wyniki jednowymiarowej
analizy statystycznej. Wartosci otrzymanych st¢zen dla kazdego z analitow nie daja
mozliwosci stwierdzenia jednoznacznych zalezno$ci migdzy stwierdzonym stezeniem
alkoholu w promilach, a stezeniem oznaczanych zwigzkow. Na podstawie uzyskanych
wynikéw oraz dostepnej literatury mozna jedynie zasugerowac, iz to poziom oleinianu oraz
stearynianu etylu bedzie znaczaco wplywal na réznicowanie probek pomigdzy grupami.
Wspomniany oleinian etylu, w wyzszym niz pozostale zwiazki stezeniu, obecny jest
w probkach pochodzacych od grupy kontrolnej, jak i grupy badanej. Sugeruje to, ze zwigzek
ten jest wyjatkowo dtugo eliminowany z ludzkiego organizmu i/lub w obecno$ci etanolu
powstaje w ludzkim organizmie w wigkszym odsetku niz inne FAEE. Sposrod wszystkich
oznaczanych w ponizszej pracy FAEE to oleinian najbardziej moze odzwierciedla¢ ilo$¢
alkoholu w czasie poprzedzajacym zgon (mimo, ze badanie po$miertne nie wykazato
obecnosci alkoholu we krwi) co W Sswojej pracy réwniez potwierdzit Soderberg wraz ze
wspotpracownikami [86]. Wyniki przeprowadzonych przez nich badan sugerowaty, ze
oznakg chronicznego alkoholizmu jest st¢zenie oleinianu etylu na poziomie 0,0004 ug/ml.
W przypadku grupy badanej w pracy doktorskiej, takie lub wyzsze stg¢zenie wystepuje
u 96,67 %, a w przypadku grupy kontrolnej az 59,38 % przypadkow. Z kolei poziom
stearynianu etylu wydaje si¢ by¢ zwiazkiem najlepiej odzwierciedlajacym niedawne
spozycie alkoholu etylowego. Dlatego tez, uzyskane wyniki mozna traktowa¢ jako punkt
wyjscia do planowania dalszych etapéw badan, aby zobaczy¢ wyrazniejsze roznice
w poziomach oleinianu oraz stearynianu etylu, wykorzystujac np. dlugotrwate badania

z mozliwoscig wielokrotnego probkowania.

Przeprowadzone analizy sktadowych gtoéwnych pokazuja, Ze oznaczone stezenie stearynianu
etylu w wysokim stopniu rdznicuje zebrane probki, pokazujac roznice wystepujace migdzy

oznaczeniami grupy kontrolnej oraz badane;j.

Poszczegblne sktadowe wzajemnie si¢ uzupetniajg rozdzielajac analizowane przypadki na

dwie grupy.

Niestety, m.in. ze wzgledu na liczebno$¢ grup nie zdotano zaobserwowac istotnych korelacji
pomiedzy stezeniami zwigzkow w dwoch punktach czasowych, a stezeniem alkoholu
oznaczonym posmiertnie z krwi petnej. Aby to osiggna¢ nalezatoby ponadto zna¢ doktadne
godziny i1 warto$ci spozytego alkoholu, tak by méc odnies¢ si¢ do konkretnych punktéw na
osi czasu. Niemniej jednak, badania wykazaly, iz dla samego potwierdzenia informacji, czy

zmarty spozywat alkohol przed $miercig nie jest koniecznym pobieranie osocza przez
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powtoki ciata. Mozna bez obaw zrobi¢ to w czasie sekcji zwlok, poniewaz oznaczane anality
wystepuja zarowno w probkach pobranych przez powtoki jak i w probkach srodsekcyjnych.
Argumentem za pobieraniem przez powloki jest fakt, ze takie probki dostepne sa do analizy
w krotkim czasie od zgonu, co korzystnie moze wplywaé na mniejszy stopien hemolizy oraz

lepsza jakos¢ analityczng otrzymywanego osocza.

Pierwotnie do oznaczania iloSciowego wyznaczonych byto sze$¢ zwigzkéw nalezacych
do grupy FAEE. Podczas walidacji, ze wzgledu na niespetnianie czesci parametréw, w tym,
m.in. wymogow stawianym precyzji oraz stabilnosci, podjeto decyzje o rezygnacji
z dalszego oznaczania laurynianu etylu (tabela 25.). Niemozliwym bylto uzyskanie dla tego
zwigzku powtarzalnych i wiarygodnych wynikoéw. Ze wzgledu na swoja budowe chemiczna
nie charakteryzowat si¢ trwato$cig wystarczajaca do oznaczenia go w warunkach stosowane;j
metody. Z dostepnej literatury takze wynika, ze jest to zwigzek najtrudniejszy do
identyfikacji 1 dokladnego oznaczenia [87]. St¢zenie laurynianu etylu w probkach
biologicznych pochodzacych od pacjentow znajdowatoby sie w wigkszosci na poziomie
nieprzekraczajacym granicy oznaczalnosci. Z uwagi na to, ze nie jest to zwigzek endogenny,
w literaturze nie ma danych na temat $rednich wartosci laurynianu etylu w organizmie

ludzkim.

Tabela 25. Wyniki oznaczen dla laurynianu etylu.

Poziom Analizy w ciggu dnia (n=3) Analizy miedzy dniami (n=15)
analitu 0 0
w prébce .ACC ] _ cv ¥l ACC [%] CV [%]
min. max. min. max.
LQC 100,73 | 148,63 7 44 107,29 65,67
MQC 75,22 | 226,48 | 28,79 36,89 142,11 72
HQC 47,71 | 21452 @ 19,82 39,91 133,58 75,58
ACC [%] CV [%]
LLOQ - -
96,27 10,22

W kolejnych badaniach — przy dostgpnosci wigkszej objetosci probki, nalezatoby podjaé si¢
ponownej analizy probek przy uzyciu bardziej czutego sprzetu lub tez zastosowaniu bardziej

selektywnej i pozwalajacej na zatezenie probki metody ekstrakcji (np. SPME). Nalezy wtedy
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jednak mie¢ na uwadze konieczno$¢ posiadania do dyspozycji wigkszej objetosci probek

pobranych $roédsekcyjnie.

Przeprowadzone w ostatnim etapie pracy doktorskiej niecelowane analizy metabolomiczne
potwierdzily stusznie obrany kierunek badan i dobor grupy zwigzkow. Otrzymane modele
wielowymiarowe, PCA oraz OPLS-DA, swiadczg o do$¢ dobrym dopasowaniu modelu do
danych, jednak nie charakteryzuja si¢ zdolnos$cig predykcyjng. Moze to wynika¢ przede
wszystkich z malej liczby probek w kazdej z porownywanych grup, ktore cechowaly si¢
bardzo duza zmiennos$cig wewnatrzgrupowa zwigzang m.in. z innym miejscem pobrania
materialu biologicznego. W takim przypadku zmienno$¢ wewnatrzgrupowa jest znacznie
wieksza niz miedzygrupowa.. Tym samym nalezy podkresli¢, iz w kolejnych etapach
najwigkszy nacisk nalezy przylozy¢ do zwigkszenia liczebnosci grup badanej 1 kontrolne;,

skupiajgc si¢ na doktadnie znanym czasie zgonu oraz dokumentacji medycznej.

Zidentyfikowane metabolity w osoczu, ktore roznicowaly grupe kontrolng oraz badang
pochodzg gléwnie ze szlakéw biochemicznych zwigzanych z metabolizmem kwasow
thuszczowych, aminokwasoéw oraz puryn. Dla zidentyfikowanych istotnych statystycznie
metabolitow nie wykazano korelacji z parametrami klinicznymi tj: po$miertne stezenie
alkoholu, wiek, pte¢ czy domniemany czas zgonu. Z kolei korelacj¢ pomigdzy oznaczonymi
profilami metabolomicznymi a poSmiertnym stezeniem alkoholu wykazano dla dwoch grup
metabolitow, tj: kwasy ttuszczowe oraz cukry. Ze wzgledu na bardzo malg liczebnos¢

badanych grup konieczna jest walidacja na niezaleznych i bardziej licznych grupach.

Podsumowujac, interpretacja biochemiczna otrzymanych wynikdbw z oznaczeh
analitycznych potwierdzita znaczace roznice w poziomach stezen oznaczanych FAEE
u osob, ktore przedsmiertnie spozywaly alkohol etylowy od tych, ktére alkoholu nie
spozywaly. W grupie badanej mozna wnioskowa¢ o uzytecznos$ci oznaczania estréw
etylowych kwasow tluszczowych w celu potwierdzenia lub wykluczenia obecnosci
egzogennego alkoholu etylowego w organizmie. Dla potwierdzenia tego faktu nalezy
podkresli¢, ze Srednio w ponad 80 % probek grupy kontrolnej stezenia oznaczanych analitow
znajdowaly si¢ ponizej granicy oznaczalnosci. Tym samym, przedstawione wyniki
traktowac¢ nalezy jako badania wstgpne bedace wskazowka dla prowadzenia dalszych,
bardziej rozbudowanych analiz. Ze wzgledu na charakterystyke stosowanego w projekcie
materiatu biologicznego, jakim byto osocze pobrane posmiertnie, grupa przypadkoéw
zakwalifikowanych do oznaczen byta niewielka. Stanowilo to ograniczenie w wyznaczeniu

zaleznosci pomigdzy wiekiem czy tez BMI pacjentow a uzyskanymi wynikami. Otrzymane
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wyniki sg wystarczajace w celu stwierdzenia, iz wybrane zwiazki sg specyficzne dla os6b

spozywajacych alkohol etylowy.

W kolejnych etapach cennym bytoby poréwnanie otrzymanych zaleznosci z wynikami
u os6b zywych lub zwierzat, kiedy to warunki spozycia alkoholu bytyby kontrolowane.
Poznanie doktadnego czasu spozycia, jak i rodzaju i objetosci alkoholu, ktéry pacjent przyjat
przed pobraniem materialu biologicznego do badan, pozwolitoby na doktadne okreslenie jak
stezenie poszczegolnych FAEE koreluje ze stezeniem alkoholu we krwi. Z drugiej strony,
podawanie alkoholu ludziom w celach badawczych do tej pory zastgpowane byto modelem
zwierzgcym, co jednak w peini nie odzwierciedla tempa metabolizmu. Co wigcej,
na predko$¢ metabolizmu wptyw moga mie¢ takie czynniki jak pte¢, wieck, BMI — dlatego

nalezaloby przeprowadzi¢ analizy w wielu podgrupach.
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9. Whnioski

» Celowana analiza metabolomiczna probek osocza jest uzytecznym narzedziem
badawczym do oceny zmian metabolicznych zwigzanych ze spozyciem alkoholu

etylowego.

» Zastosowanie techniki analitycznej GC-QQQ-MS pozwolito na opracowanie
1 walidacj¢ uzytecznej metody oznaczania ilosciowego FAEE w probkach osocza

pochodzacych od 0s6b zmartych.

» Interpretacja biochemiczna otrzymanych wynikow z dostepng dokumentacja
medyczng pozwala sadzié, iz stezenia FAEE w osoczu stanowig cenny wskaznik
przed$miertnego spozycia alkoholu i moga stanowi¢ jeden z czynnikéw pomocnych

przy okreslaniu przyczyny oraz mechanizmu $mierci.

» Oznaczanie FAEE w badanych probkach osocza pobranego od os6b zmartych jest
uzyteczne w celu potwierdzenia lub wykluczenia obecnosci egzogennego alkoholu

etylowego w organizmie.

Wyniki badan zaprezentowane w niniejszej pracy doktorskiej zostaty opisane w publikacji
pt.: ,,Overcoming challenges in determination of FAEE in postmortem blood samples with
the use of targeted metabolomics and QbD approach” autorstwa Dawidowska J., Jacyna J.,

Wawrzyniak R., Kaliszan M., Markuszewski M. J., zgtoszonej do recenzji.
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