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STRESZCZENIE

Zwiagzki wystepujace pod wspdlng nazwa ,witaminy E”, czyli tokoferole
i tokotrienole, od kilkunastu lat stanowig przedmiot intensywnej pracy badawczej naukowcow
z dziedziny biochemii, botaniki, chemii, nauk o zywno$ci, czy medycyny. Zainteresowanie
tymi zwigzkami wynika zaréwno z potencjatu antyoksydacyjnego tokochromanoli, jak i z
istnienia przestanek Swiadczacych 0 istotnej roli tej witaminy
w zachowaniu homeostazy organizmu poprzez udziat w mechanizmach innych niz dziatanie
przeciwutleniajace. Podczas gdy metody oznaczania pochodnych witaminy E, czyli
tokochromanoli, w pozywieniu 1 materiale ro$linnym zostaly szeroko opisane
w literaturze, analiza ilosciowa w tkankach pochodzenia ludzkiego i zwierzecego wymaga

wielu badan i dalszego rozwoju.

Majac na  uwadze  doniesienia  dotyczace  potencjalnego  dzialania
przeciwnowotworowego niektorych tokochromanoli, szczegolnie przeciwko rakowi piersi, w
niniejszej rozprawie doktorskiej materiatem badanym stata si¢ tkanka ttuszczowa pochodzaca
z piersi. Tkanka ttuszczowa, bedaca dlugoterminowym magazynem wszelkiego rodzaju
zwigzkow 0 charakterze lipofilowym, stanowita tutaj potencjalnie odpowiedni material
biologiczny do badan poréwnawczych pomiedzy grupami pacjentek obcigzonych nowotworem
piersi, kobiet zdrowych oraz kobiet zmartych w wyniku wypadkéw. Surowica badz osocze krwi
wykorzystane w tego rodzaju badaniach odzwierciedlaja jedynie aktualne stezenie witaminy w

organizmie, w duzej mierze zalezne od diety pacjentki.

W niniejszej pracy najwigcej uwagi poswigcono stworzeniu czutej i szybkiej metody
analitycznej stuzacej jednoczesnemu oznaczeniu o$miu naturalnych pochodnych witaminy E w
materiale biologicznym. Aby osiaggna¢ ten cel, konieczne byto opracowanie metody ekstrakcji
oraz homogenizacji tkanki tluszczowej w celu izolacji analitow. Nastepnie zwalidowano
metode ilosciowego oznaczania tokotrienoli
w tkance tluszczowej za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprz¢zonej ze
spektrometrig mas z analizatorem typu potrojny kwadrupol. Podczas wykonywania tej czeSci
projektu zaobserwowano problematyczng powtarzalnos¢ — przede wszystkim tokoferoli — w
odniesieniu do zachowania si¢ w zrodle jonéw APCI, co stato si¢ inspiracjg do rozszerzenia
badan nad jonizacja chemiczng tych zwigzkow pod cisnieniem atmosferycznym. W wyniku
przeprowadzonych doswiadczen wysnuto wniosek, iz w celu osiggnigcia zamierzonego celu,

tj. oznaczenia wszystkich osmiu tokochromanoli



w tkance tluszczowej, konieczne jest zastosowanie innego rodzaju detektora. Odpowiednim
wyborem okazat si¢ detektor fluorescencyjny, dzigki czemu zostata osiggnigta zadowalajaca
czuto$¢ oznaczen dla wszystkich osmiu zwigzkow. Metoda RP-HPLC-FLD zostata
zwalidowana oraz zastosowana do oszacowania stezen tych zwigzkow w 99 probkach tkanki
thuszczowej pochodzacych od pacjentek Oddziatu Chirurgii Onkologicznej, pacjentek Kliniki
Chirurgii Plastycznej oraz kobiet poddawanych sekcji zwtok w Zaktadzie Medycyny Sadowe;.
Zaproponowane podej$cie analityczne moze w przysztosci poshuzy¢ weryfikacji hipotezy
dotyczacej wptywu ochronnego pochodnych witaminy E przeciwko rozwojowi nowotworu

piersi.



ABSTRACT

,»Vitamin E” homologues, namely tocopherols and tocotrienols, have been under
thorough scientific investigation in biochemistry, botany, chemistry, food sciences and
medicine for several years. Not only they exert potent antioxidant properties but
tocochromanols are also suggested to be involved in other homeostatic mechanisms. Since the
quantification of vitamin E congeners in foods and plant material is extensively described in
the literature, determination of these constituents in human or animal tissues still requires

further research studies and improvement.

Considering the literature reports about potential anticancer properties of some
tocochromanols, especially against breast cancer, biological matrix used in this project was
breast adipose tissue. As adipose tissue can represent a long-term storage of lipophilic
compounds in human organism, it was perceived as suitable biological material for comparative
studies between women with breast cancer, healthy volunteers and women deceased by
accidents. Blood serum or plasma reflects mainly the actual concentration of vitamin E in

humans which is strongly related to dietary habits.

In present work, the aim was to develop a fast and sensitive analytical method for
simultaneous determination of eight naturally occurring tocochromanolsin the biological
material. In order to achieve this goal, it was inevitable to devise methods for homogenization
and extraction of target analytes from breast adipose tissue. Afterwards, the method for
quantitative determination of four tocotrienols in human breast adipose tissue with the use of
high performance liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry utilizing
triple quadrupole mass analyzer was developed. During this phase of the project, the
problematic repeatability of ionization efficiency of some tocochromanols in APCI was
observed and therefore more research was performed
on ionization of tocol-related compounds in atmospheric pressure chemical ionization.
It has been noted that for successful determination of tocopherols and tocotrienols in the
biological material, another type of analytical detector has to be applied. The application of
fluorescence detector enabled for quantification of eight tocochromanols with satisfactory
sensitivity.  The  validated HPLC-FLD  method for quantitative  analysis
of tocopherols and tocotrienols was applied in determination of these compounds in 99 breast
adipose tissue samples obtained from Department of Oncological Surgery patients, women

undergoing plastic surgery at the Department of Plastic Surgery and women deceased by



accidents from Department of Forensic Medicine. The proposed analytical approach can
facilitate verification of hypothesis concerning the potential protective role of vitamin E against
breast cancer disease.



