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[bookmark: _Toc135306171][bookmark: _Toc137702464]Wykaz skrótów:
	AS
	naczyniakomięsak
	Angiosarcoma

	DLLME
	dyspersyjna mikroekstrakcja ciecz-ciecz
	Dispersive liquid-liquid microextraction

	ESI
	jonizacja poprzez elektrorozpraszanie
	Electrospray Ionisation

	FDA
	Agencja Żywności i Leków
	Food and Drug Administration

	FL
	detektor fluorescencyjny
	Fluorescence detector

	HL
	chłoniak Hodgkina
	Hodgkin Lymphoma

	HLB
	złoże hydrofilowo-hydrofobowe
	Hydrophilic Lipophilic Balance

	HPLC
	wysokosprawna chromatografia cieczowa
	High-Performance Liquid Chromatography

	IATDMCT
	Międzynarodowe Stowarzyszenie Monitorowania Leków Terapeutycznych i Toksykologii Klinicznej
	International Association of Therapeutic Drug Monitoring and Clinical Toxicology

	ICH
	Międzynarodowa Rada Harmonizacji Wymagań Technicznych dla Rejestracji Produktów Leczniczych Stosowanych u Ludzi

	The International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use

	IS
	wzorzec wewnętrzny
	Internal Standard

	LC-MS
	chromatografia cieczowa w połączeniu ze spektrometrią mas
	Liquid Chromatography with Mass Spectrometry

	LC-MS/MS
	chromatografia cieczowa w połączeniu z tandemową spektrometrią mas
	Liquid Chromatography with Tandem Mass Spectrometry

	LLE
	ekstrakcja ciecz-ciecz
	Liquid-liquid extraction

	LOD
	granica wykrywalności
	Limit of Detection

	LOQ
	granica oznaczalności
	Limit of Quantification

	PBS
	buforowana fosforanem sól fizjologiczna
	Phosphate Buffered Saline

	RMA
	pęcherzykowaty mięśniakomięsak prążkowanokomórkowy
	Metastatic Alveolar Rhabdomyosarcoma

	RME
	zarodkowy mięśniakomięsak prążkowanokomórkowy
	Metastatic Embryonale Rhabdomyosarcoma

	RMS
	mięśniakomięsak prążkowanokomórkowy
	Rhabdomyosarcoma

	RP-HPLC
	wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwróconym układzie faz
	Reversed Phase High-Performance Liquid Chromatography

	RSD
	względne odchylenie standardowe
	Relative Standard Deviation

	SPE
	ekstrakcja do fazy stałej
	Solid phase extraction

	SPME
	mikroekstrakcja do fazy stałej
	Solid phase microextraction

	STS
	mięsak tkanek miękkich (MTM)
	Soft Tissue Sarcoma,

	TCA
	kwas trichloroctowy
	Trichloroacetic acid

	TDM
	terapia monitorowania stężeniem leku
	Therapeutic Drug Monitoring

	TNM
	guz, węzły chłonne, przerzuty
	Tumor, lymph Nodes, Metastatis

	UA-DLLME
	dyspersyjna mikroekstrakcja ciecz-ciecz wspomagana ultradźwiękami
	Ultrasound Dispersive liquid-liquid microextraction

	UPLC
	ultrasprawna chromatografia cieczowa
	Ultra-Performance Liquid Chromatography

	UV-VIS
	detektor spektrofotometryczny w zakresie światła ultrafioletowego i widzialnego
	Ultraviolet-Visible Detector
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[bookmark: _Toc137702469]Wstęp
1.1. [bookmark: _Toc137702470]Epidemiologia nowotworów 
Od wielu lat choroby nowotworowe to jedne z najczęstszych przyczyn zgonów wśród ludzi na całym świecie [1]. Na podstawie światowych danych z 2020 r. odnotowano, że u 19,3 mln osób zdiagnozowano nowotwór, z czego zmarło 10 mln  [2]. W Polsce, w 2020 r. na choroby nowotworowe zachorowało 146 tys. osób, a umarło około 100 tys. osób [3]. Liczby te w porównaniu do danych sprzed 40 lat systematycznie wzrastają, co wskazuje na wyraźny skok zachorowalności i umieralności. Najczęściej raportowane przypadki nowotworów wśród dorosłych to rak płuca, jelita grubego, prostaty oraz piersi [2]. Według najnowszych prognoz GLOBOCAN2020 do 2040 roku przewiduje się, że liczba nowych zachorowań wzrośnie o ok. 47 % tzn. do 28,4 mln w porównaniu do danych z 2020 roku [2]. Warto także zwrócić uwagę na to, że coraz częściej chorują dzieci w wieku 0-19 lat, przy czym śmiertelność w tej grupie wiekowej maleje, chociaż nadal pozostaje na relatywnie wysokim poziomie. W Polsce, w 2020 r. chorobę nowotworową zdiagnozowano u 1082 dzieci a 191 z nich zmarło [3]. W tej grupie wiekowej, najczęściej raportowanymi przypadkami nowotworów są: białaczka, chłoniaki oraz guzy mózgu [2], [4]. W wyniku tak znacznego wzrostu liczby zachorowań, zarówno wśród dorosłych jak i dzieci, konieczne jest podjęcie wszelkich działań, aby rozprzestrzenianie się nowotworów zostało zatrzymane, ponieważ stanowią nie tylko problem zdrowotny, ale również społeczno-ekonomiczny. Według najnowszych szacunków w ciągu najbliższych 30 lat globalny koszt leczenia nowotworów będzie wynosił około 25 bilionów dolarów [5]. Do głównych czynników takiego stanu rzeczy należy wzrost populacji oraz starzejące się społeczeństwo, jak również inne czynniki ryzyka tj. nadużywanie alkoholu, nieprawidłowe żywienie, palenie tytoniu, ekspozycja na słońce, brak aktywności fizycznej [6]. Warto przypomnieć tutaj znane słowa Hipokratesa – „lepiej zapobiegać niż leczyć”. W przypadku nowotworów jest to szczególnie istotne, gdyż część z nich ma związek z czynnikami zewnętrznymi, np. zanieczyszczeniem powietrza, które można ograniczać [7]. W związku z tym opublikowano Europejski Kodeks Walki z Rakiem, znany także pod polską nazwą „12 sposobów na zdrowie” [8], [9]. Opisuje on profilaktykę nowotworów jako zbiór przepisów ograniczających czynniki ryzyka (tzw. kancerogenów na organizm ludzki) oraz promuje badania przesiewowe, których wprowadzenie w życie może znacząco obniżyć zachorowalność na nowotwory. 
1.2. [bookmark: _Toc137702471]Charakterystyka nowotworów
Nowotwór definiuje się jako niekontrolowany podział, wzrost oraz namnażanie zmienionych form komórek powstałych na skutek mutacji, zmiany w DNA komórki, co prowadzi do zaburzenia homeostazy ustroju. W związku z tym, nowotwór jest charakteryzowany jako nabyta choroba genetyczna. W wyniku dynamicznych zmian, jakie zachodzą w organizmie ludzkim, zmienione komórki zaczynają się gromadzić, co prowadzi do utworzenia zmiany nowotworowej i dalej, do przerzutów [10], [11]. 
	Spośród wielu rodzajów nowotworów możemy wyróżnić dwa podstawowe typy: łagodne oraz złośliwe. Pierwszy – to zmiany, które powstają powoli, bez nacieków do sąsiednich tkanek, przy czym powstające komórki są bardzo podobne do tkanki zdrowej. Istotne jest to, że w przypadku leczenia u pacjentów takiej zmiany nie ma nawrotów oraz przerzutów. Drugim typem są nowotwory złośliwe, które charakteryzują się znacznie szybszym tempem wzrostu. Ponadto, mogą powodować liczne nacieki do okolicznych tkanek, jak również dawać odległe przerzuty, nawet przy zastosowaniu leczenia. W tym przypadku komórki nowotworowe mają wyraźnie odmienną budowę niż tkanki zdrowe [12].
	Komórki naszego organizmu nieustanie się dzielą. Jest to proces, podczas którego w kodzie DNA mogą pojawiać się błędy. W prawidłowym trybie za sprawą białek sygnałowych ten proces zostaje zatrzymany poprzez układ odpornościowy. W efekcie, komórki albo zostają naprawione, albo ulegają apoptozie. Wśród genów tworzących nowe komórki można wyróżnić protoonkogeny czyli geny, które mogą się przekształcić w geny inicjujące niekontrolowane podziały [13], [14]. Po ich mutacji bądź przyłączeniu się do nich wirusa wywołującego zmiany w pierwotnej postaci sekwencji DNA może on zostać przekształcony w onkogen. Ten, z kolei powoduje dalsze mutacje i prowadzi do procesu, określanego jako kancerogeneza, podczas której ze zdrowej tkanki zaczyna powstawać tkanka nowotworowa. Proces ten składa się z kilka etapów tj. inicjacji, promocji oraz progresji, które to mogą zachodzić przez wiele lat [13]. Jako inicjację określa się uszkodzenie pojedynczego genu w kodzie genetycznym, które w sytuacji, gdy zmutowana komórka nie obumrze lub też nie dojdzie do jej naprawy, powoduje inicjację procesu kancerogenezy. Kolejnym etapem jest promocja, w trakcie której mutacje zaczynają się powielać i dochodzi do niekontrolowanej proliferacji uszkodzonych komórek. Ostatnim etapem kancerogenezy jest progresja, podczas której powstaje guz nowotworowy, nacieki do okolicznych tkanek oraz przerzuty [15].
Jak już wspominano, nowotwory dzielą się na łagodne oraz złośliwe. Wśród nowotworów złośliwych, ze względu na rodzaj tkanki, w której powstaje nowotworzenie, można wyróżnić kilka grup tj. raki, chłoniaki, mięsaki, białaczki, glejaki czy czerniaki [16]. Ponadto, nowotwory mogą mieć różne stadium choroby opisane zgodnie z klasyfikacją TNM (ang. Tumor, lymph Nodes, Metastatis) oznaczającą rozmiar pierwotnej zmiany nowotworowej, guza w skali od 0 do 4, stan węzłów chłonnych, który jest klasyfikowany w skali od 0 do 3 oraz obecność przerzutów w skali od 0 do 1 [17]. Zgodnie z tą klasyfikacją lekarze określają sposób dalszego postępowania leczniczego. Ponadto, do określenia rodzaju nowotworu pomocna jest Międzynarodowa Statystyczna Klasyfikacja Chorób i Problemów Zdrowotnych, która w swojej bazie zawiera około 100 rodzajów nowotworów [18]. 
Wśród nowotworów, które są diagnozowane u pacjentów, a jednocześnie w ramach realizacji rozprawy doktorskiej były potwierdzone u dzieci leczonych onkologicznie, dla których oznaczano profile zmian stężenia leków cytostatycznych z zastosowaniem opracowanych metod chromatograficznych były:
· Chłoniak Hodgkina (ang. Hodgkin Lymphoma, HL) – jest znany także pod nazwą ziarnica złośliwa oraz choroba Hodgkina. HL definiuje się jako rzadki, złośliwy nowotwór układu chłonnego, który głównie występuje u ludzi do 30 roku życia. Z danych za 2020 r. na całym świecie HL zdiagnozowano u 83 087 osób, natomiast 23 376 osób zmarło. Z kolei w Polsce na HL chorowało 681 osób a 167 umarło [19]. Nazwa tej choroby jest związana z nazwiskiem brytyjskiego lekarza Thomasa Hodgkina, który w 1832 r. po raz pierwszy opisał ten nowotwór. Początek choroby ma miejsce w węzłach chłonnych szyi, gdzie z limfocytów B powstają komórki nowotworowe. W zmienionych chorobowo miejscach wyróżnia się komórki Reed-Sternberga oraz Hodgkina [20]. Początkowo choroba objawia się poprzez powiększone węzły chłonne, które nie powodują bólu, a także gorączkę, nocne poty oraz świąd skóry. W następstwie rozwijania się choroby, komórki nowotworowe zajmują kolejne węzły chłonne pach, śródpiersia i pachwin [21]. W zaawansowanych stadiach nowotwór może naciekać do pobliskich tkanek oraz dawać odległe przerzuty do wielu narządów organizmu np. do śledziony i wątroby. Po rozpoznaniu choroby stosuje się leczenie chemioterapeutyczne wraz z radioterapią, co skutkuje 80 % wyleczeń [22]. 
· [bookmark: _Hlk134779778]Mięśniakomięsak prążkowanokomórkowy (ang. Rhabdomyosarcoma, RMS) należy do grupy nowotworów tkanek miękkich., tzw. mięsaków, ponieważ powstają z mutacji komórek mięśni szkieletowych. RMS to najczęściej występujące schorzenie u dzieci do lat 19 z grupy rzadkich nowotworów złośliwych. Najczęściej obejmuje obszary głowy i szyi. RMS można podzielić na różne typy: m.in. mięśniakomięsak prążkowanokomórkowy, typ pęcherzykowaty mięśniakomięsaka – (ang. Metastatic Alveolar Rhabdomyosarcoma, RMA) oraz zarodkowy mięśniakomięsak prążkowanokomórkowy - (ang. Metastatic Embryonale Rhabdomyosarcoma, RME). Standardowe leczenie RMS polega na zastosowaniu chemioterapii z radioterapią oraz leczenia chirurgicznego. Według dostępnych źródeł literaturowych, 70 % przypadków leczenia dzieci kończy się sukcesem, a w przypadku dorosłych jedynie 27 % [23], [24]. 
· Mięśniakomięsak prążkowanokomórkowy (RMA) – jak już powyżej wspomniano, jest to nowotwór z rodzaju RMS najczęściej diagnozowany u dzieci, który należy do mięsaków tkanek miękkich (MTM) (ang. Soft Tissue Sarcoma, STS). Ten typ nowotworu często ma bardzo agresywny przebieg. W wyniku szybkiego rozrostu, często powoduje przerzuty do węzłów chłonnych i dalszych narządów. Po zdiagnozowaniu RMA, w zależności od stadium choroby oraz lokalizacji nowotworu, zaleca się resekcję chirurgiczną połączoną z chemioterapią oraz radioterapią. Często, pomimo zastosowanego leczenia, pojawiają się nawroty choroby a rokowania są bardzo złe [23].
· Naczyniakomięsak serca (ang. Cardiac Angiosarcoma, AS) – nowotwór najbardziej rzadkich nowotworów należących do grupy MTM. Według statystyk AS stanowi ok. 2 % wszystkich MTM u dorosłych, a w przypadku dzieci występuje jeszcze rzadziej. Ponadto, jest to schorzenie, które jest bardzo trudne do zdiagnozowania. MTM lokalizują się w różnych obszarach ciała m.in. skóra, obszar głowy i szyi, wątroba, serce. Charakteryzuje się bardzo gwałtownym i agresywnym przebiegiem choroby.  Jeżeli jest to możliwe, podstawą leczenia jest leczenie chirurgiczne w połączeniu z chemioterapią bądź tylko chemioterapia, gdy zmiana nie jest operacyjna. Rokowania dla pacjentów z AS są bardzo złe, co przekłada się na znaczną śmiertelność w przypadku zdiagnozowania u pacjentów tego nowotworu [22], [23].

1.3. [bookmark: _Toc137702472]Sposoby leczenia onkologicznego

	Podstawowym celem leczenia onkologicznego jest zatrzymanie rozwoju choroby, a w przypadku, gdy nie jest to możliwe, przedłużenie życia chorego. Obecny postęp medycyny a także liczne badania diagnostyczne pozwalają na wykrycie wielu nowotworów już w bardzo wczesnym stadium, gdy jako podstawowe stosowane jest leczenie chirurgiczne. Jest to leczenie miejscowe, które ma na celu całościową eliminację guza lub częściowe zmniejszenie jego rozmiarów wówczas, gdy jest to składowa leczenia skojarzonego z chemioterapią lub/i radioterapią. Radioterapia polega na napromieniowaniu miejsca ze zmianą nowotworową promieniami X. Zabieg nie trwa długo, mimo to, aby był skuteczny wymaga wielu powtórzeń, czego efektem ubocznym jest często ostry odczyn popromienny [27]. Chemioterapia opiera się na stosowaniu leków przeciwnowotworowych. Obecnie, dostępnych jest szereg substancji wykazujących działanie przeciwnowotworowe o zróżnicowanych mechanizmach działania farmakologicznego. Leki te można stosować pojedynczo lub w połączeniu z lekami o odmiennych mechanizmach, co z uwagi na ich różnicowany profil działania farmakologicznego pozwala osiągnąć wyższą skuteczność terapeutyczną, a jednocześnie obniżyć skutki działań niepożądanych, gdyż dawki pojedynczych leków są wówczas niższe niż w przypadku monoterapii [14]. 
Wymienione powyżej sposoby leczenia należą do podstawowych modeli terapeutycznych stosowanych dla pacjentów ze zdiagnozowanymi nowotworami.

1.4. [bookmark: _Toc137702473]Charakterystyka leków przeciwnowotworowych

Jak wspomniano powyżej, stosowanie leków przeciwnowotworowych ma na celu eliminację komórek nowotworowych, które dzielą się w sposób niekontrolowany w organizmie chorego. Pomimo swojej wysokiej skuteczności onkologicznej, substancje te działają również na zdrowe komórki organizmu, które mają zdolność do szybkiego podziału. W większości przypadków leki te są podawane dożylnie bądź doustnie, ale mogą być także aplikowane domięśniowo bądź też do jam ciała np. do pęcherza moczowego. Ze względu na mechanizm działania można wyróżnić szereg ich grup tj. leki alkilujące, antymetabolity, hormonoterapia, immunoterapia oraz antracykliny i taksany [28], których bardziej szczegółowy opis przedstawiono poniżej. 

[bookmark: _Toc137702474]1.4.1. Antracykliny
Jest to grupa antybiotyków cytostatycznych pochodzenia naturalnego oraz syntetycznego. Pierwszą substancją wyekstrahowaną ze szczepu bakterii Streptomyces peucetius była daunorubicyna. Z kolei ze szczepu Streptomyces caesius wyizolowano doksorubicynę. Do tej grupy należy również epirubicyna oraz idarubicyna – półsyntetyczne analogi wcześniej wykrytych antracyklin (Ryc. 1). Ogólna struktura chemiczna antracyklin charakteryzuje się układem pierścieniowym, który jest pochodną antrachinonu połączonym wiązaniem α-glikozydowym z resztą cukrową. 
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Ryc. 1. Struktura chemiczna antracyklin [29]. 

Różnice w budowie chemicznej poszczególnych substancji sprawiają, iż ich właściwości farmakokinetyczne są różnicowane (Tabela 1). 
Tabela 1. Właściwości fizykochemiczne i farmakokinetyczne wybranych antracyklin
	
	Masa [g/mol]
	Wartość
pKa
	Biologiczny okres 
półtrwania [h]
	Eliminacja

	Daunorubicyna
	527,52 
	7,85
	11-27 
	Żółć i mocz

	Doksorubicyna
	543,52 
	8,34
	30 
	Żółć i kał

	Epirubicyna
	543,52 
	8,08
	32
	Żółć i mocz

	Idarubicyna
	497,49
	8,04
	5 do 24 
	Żółć i mocz



Przykładowo, idarubicyna, z powodu wyższej hydrofobowości i biodostępności może być podawana doustne w przeciwieństwie do pozostałych antracyklin, które są podawane wyłącznie dożylnie. 
Główny mechanizm działania antracyklin polega na interkalacji substancji leczniczej pomiędzy nici DNA. Ponadto, kolejne możliwe mechanizmy to hamowanie enzymów topoizomerazy II, jak również tworzenie się wolnych rodników, które w efekcie niszczą komórki nowotworowe. Leki te mają szerokie zastosowanie m.in. w terapii raka płuc, żołądka, białaczek, mięsaków tkanek miękkich, chłoniaków itd. Jednakże, antracykliny mają również swoje ograniczenia, które przede wszystkim wynikają z kardiotoksyczności. Jest to najpoważniejszy w skutkach efekt uboczny, które może prowadzić do niewydolności serca, kardiomiopatii czy zapalenie mięśnia sercowego [30]. Z tego powodu maksymalna dawka kumulacyjna wynosi 550 mg/m2 powierzchni ciała [31]. Kardiotoksyczność można podzielić na cztery typy: ostrą, podprzewlekłą, wczesną przewlekłą oraz późną przewlekłą. Mechanizm powstawania kardiotoksyczności jest prawdopodobnie związany ze stresem oksydacyjnym prowadzącym do powstawania reaktywnych form tlenu oraz azotu. Związki te w wyniku reakcji z żelazem powodują degradację tkanki mięśniowej serca. Dodatkowo, antracykliny wykazują szereg innych efektów niepożądanych tj. wymioty, nudności czy biegunka.
W lecznictwie, antracykliny mogą być stosowane w monoterapii bądź w połączeniu z lekami o odmiennym mechanizmach działania farmakologicznego (Tabela 2).  
Tabela 2. Przykłady schematów leczenia wybranych nowotworów oparte na włączeniu antracyklin
	Schemat
leczenia
	Nazwy leków wchodzących w skład schematu leczenia
	Nowotwór
	Ref.

	ABVD
	doksorubicyna, bleomycyna, winblastyna, dakarbazyna
	Chłoniak Hodgkina
	[22]

	BEACOPP
	bleomycyna, etopozyd, doksorubicyna, 
cyklofosfamid, winkrystyna, 
prokarbazyna, prednizon
	Chłoniak Hodgkina
	[22]

	VAC
	winkrystyna, aktynomycyna D, cyklofosfamid
	RMS
	[24]

	IVA
	ifosfamid, winkrystyna, aktynomycyna D
	RMS
	[24]

	CEVAIE
	karboplatyna, epirubicyna, winkrystyna, ifosfamid, aktynomycyna D, etopozyd
	RMA
	[32]

	VACA
	winkrystyna, doksorubicyna, 
cyklofosfamid, aktynomycyna D
	AS
	[25]

	OEPA
	winkrystyna, etopozyd, prednison, doksorubicyna
	HL
	[33]

	IOA
	winkrystyna, ifosfamid, doksorubicyna
	RMS
	

	EPI
	epirubicyna
	RMA
	[34]

	O-TIDA/ 
O-TE
	trofosfamid, idarubicyna, etopozyd 
	RMA
	[35]

	CEVAIE
VAC
 PAC/DOC
	karboplatyna, epirubicyna, winkrystyna, ifosfamid, aktynomycyna D, etopozyd
winkrystyna, aktynomycyna D, cyklofosfamid
paklitaksel
doceteksel
	AS
	[36]


[bookmark: _Toc137702475]1.4.2. Taksany 
	To grupa leków, która charakteryzuje się budową dwuterpenową. Ich główną część struktury chemicznej stanowi pierścień taksoidowy połączony z pierścieniem oktasenowym i łańcuchem bocznym, który odpowiada za główny kierunek działania przeciwnowotworowego taksanów. Mechanizm ten polega na stabilizacji mikrotubul poprzez ich wiązanie z β-tubuliną, co zwiększa ich polimeryzację oraz powoduje zmiany konformacyjne prowadzące do silniejszego wiązania się z sąsiednimi mikrotubulami. Dochodzi do reorganizacji sieci mikrotubul, a to utrudnia przebieg wielu procesów komórkowych prowadząc w konsekwencji do zatrzymania cyklu komórkowego w fazie G2/M i śmierci komórki. Ponadto, sugeruje się, że przy niskich stężeniach taksanów, substancje te oddziałują na endotelium, co powoduje zatrzymanie angiogenezy w obszarze nowotoworowym, a to dodatkowo wspomaga działanie przeciwnowotworowe tych leków. Podobnie, jak inne leki cytostatyczne, taksany powodują wiele działań niepożądanych, w tym wymioty, biegunkę czy mielotoksyczność. Jednak najczęściej wymienianym ograniczeniem jest neuropenia.
Przedstawicielami taksanów są docetaksel oraz paklitaksel, których struktury chemiczne różnią się między sobą za sprawą odmiennych podstawników w pierścieniu taksoidowym oraz łańcuchu bocznym (Ryc. 2). 
	[image: ]

	Docetaksel
	R1: OC(CH3)3       R2: H

	Paklitaksel
	R1: C5H5               R2: COCH3

	Ryc. 2. Struktura chemiczna wybranych taksanów [37].



Jako pierwszy odkryto paklitaksel, który to został wyizolowany z kory cisu krótkolistnego Taxus brevifolia, [38]. Obecnie oba leki, zarówno paklitaksel jak i docetaksel, otrzymuje się z półsyntetycznej pochodnej substancji o nazwie 10-deacetylobakatyny III, która pochodzi z drzewa cisu pospolitego Taxus baccata. W onkologii docetaksel znany jest pod nazwą handlową Taxotere [39]. Lek ten wykazuje aktywność w leczeniu raka piersi, żołądka, gruczołu krokowego, niedrobnokomórkowego raka płuc [39]. Standardowe schematy leczenia obejmują dawkowanie 75 mg/m2 docetakselu co trzy tygodnie w 1 godzinnym podaniu dożylnym [40]. Paklitaksel jest stosowany w raku jajnika, piersi oraz niedrobnokomórkowego raka płuc, ale jest często zastępowany  docetakselem z uwagi na jego mniejszą toksyczność oraz rzadsze wywoływanie silnych reakcji nadwarażliwości, które w wielu przypadkach występują po podaniu paklitakselu. 

1.5. [bookmark: _Toc137702476] Terapia monitorowania stężeniem leku  

	Obecny, rozwój medycyny wskazuje na potrzebę prowadzenia terapii onkologicznej opartej na bardziej zindywidualizowanym podejściu do pacjenta. Jedną z metod, która to zapewnia jest terapia monitorowania stężeniem leku (ang. Therapeutic Drug Monitoring, TDM), której założeniem jest kontrolowanie stężenia substancji czynnej w płynach ustrojowych pacjentów po jego podaniu [41]. Na tej podstawie możliwe jest dopasowanie dawki do indywidualnych potrzeb pacjenta, a to może skutkować zarówno poprawą efektów leczenia jak i jednoczesne zmniejszeniem efektów ubocznych. Początki TDM datuje się na lata 70-te, kiedy po raz pierwszy zastosowano kontrolę stężenia takich leków jak digoksyna, czy fenytoina [42]. Obecnie w praktyce klinicznej wśród monitorowanych leków można wyróżnić m.in. antybiotyki, leki przeciwcukrzycowe czy przeciwpadaczkowe [43], a także metotreksat, 5-flourouracyl, busulfan czy karboplatyna należące do leków o działaniu przeciwnowotworowym [44]. Wskazaniem do ich monitorowania jest wąski indeks terapeutyczny, którymi te substancje czynne się charakteryzują. Tą samą właściwość posiada także szereg innych leków o działaniu cytostatycznym czy cytotoksycznym. Dla tego typu leków szczególnie trudno jest ustalić właściwą dawkę z uwagi na dużą zmienność wewnątrz- i międzyosobniczą oraz ogólny stan zdrowotny pacjenta, które mogą znacząco różnicować procesy wchłaniania, dystrybucji, metabolizmu czy eliminacji leku z organizmu. W efekcie, ostateczne poziomy substancji leczniczej u człowieka mogą charakteryzować się bardzo dużą zmiennością. Kolejnymi czynnikami są wiek, płeć czy masa ciała. Mimo to, TDM dla pacjentów przyjmujących cytostatyki nie jest tak popularna w praktyce klinicznej, jak w przypadku innych grup farmakologicznych. W celu zwiększenia świadomości zastosowania TDM w terapii przeciwnowotworowej powstało Międzynarodowe Stowarzyszenie Monitorowania Leków Terapeutycznych i Toksykologii Klinicznej (ang. International Association of Therapeutic Drug Monitoring and Clinical Toxicology, IATDMCT) [44]. Aktualne badania naukowe potwierdzają skuteczność prowadzenia TDM u pacjentów onkologicznych [45]. Jednakże, aby prowadzenie TDM było możliwe, konieczny jest rozwój nowych, precyzyjnych i dokładnych metod analitycznych, które pozwolą na określanie stężenia leków w płynach ustrojowych człowieka. Ponadto, ciągły rozwój medycyny przynosi coraz to nowsze rozwiązania i innowacje w leczeniu onkologicznym, ale ich wprowadzenie do użytku zawsze jest poprzedzone szeregiem badań, w tym tych dotyczących testów na zwierzętach doświadczalnych. Przykładowo, tego typu badania są wymagane wówczas, gdy ich celem jest udowodnienie wyższej skuteczności przeciwnowotworowej nowo opracowanej postaci leku dla substancji czynnej już dopuszczonej do obrotu aptecznego. Jednakże, to także narzuca konieczność opracowania wiarygodnych metod analitycznych do oznaczania wybranych leków w tkankach zwierzęcych. W laboratoriach farmaceutycznych i klinicznych, z uwagi na wysokie możliwości rozdzielcze oraz dużą dostępność aparatury pomiarowej, bardzo często w takich przypadkach korzysta się z metod opartych na technikach chromatograficznych, a zwłaszcza wysokosprawnej chromatografii cieczowej (ang. High-Performance Liquid Chromatography, HPLC). 

1.6. [bookmark: _Toc137702477]Opracowanie metody opartej na wysokosprawnej chromatografii cieczowej

	Wśród różnych technik separacyjnych stosowanych do oznaczania substancji leczniczych, w tym także leków cytostatycznych, na szczególną uwagę zasługuje  chromatografia cieczowa w odwróconym układzie faz (ang. Reversed Phase Liquid Chromatography, RP-LC), w której rozdzielenie mieszaniny składników próbki przebiega na fazie stacjonarnej o charakterze mniej polarnym niż faza ruchoma, będąca najczęściej mieszaniną wody (alternatywnie wodnego roztworu kwasu, zasady bądź buforu o określonym pH) i modyfikatora organicznego (najczęściej metanolu (MeOH) lub acetonitrylu (ACN)). Wynik rozdzielenia ilustruje  chromatogram, na podstawie którego można zidentyfikować związek biorąc pod uwagę jego czas retencji (tR) oraz określić jego stężenie w badanej próbie wykorzystując proporcjonalną zależność tej zmiennej z wysokością (H) bądź polem powierzchni (A) piku danego analitu.  
Jednakże, aby rozdzielenia chromatograficzne było satysfakcjonujące, należy przeprowadzić proces optymalizacji nowej metody chromatograficznej, który dotyczy wyboru fazy stacjonarnej oraz ustalenia, w jakiej temperaturze będzie przebiegało rozdzielenie chromatograficzne. Ponadto, jaki będzie skład jakościowy i ilościowy oraz szybkość przepływu fazy ruchomej, objętość dozowanej próbki, a także rodzaj i warunki pracy detektora. Każdy z tych etapów może bowiem decydować o ostatecznym sukcesie bądź niepowodzeniu danej metody chromatograficznej projektowanej w celu oznaczania wybranych analitów w określonej matrycy, w tym leków cytostatycznych w materiale biologicznym. Przykładowo:
· nieodpowiednio dobrane złoże fazy stacjonarnej bądź skład fazy ruchomej może skutkować zbyt niską sprawnością układu, które będzie prowadziło do braku lub nieodpowiedniego kształt pików analitów, nakładania się sygnałów bądź zbyt słabej elucji oznaczanych związków, a to może skutkować koniecznością przedłużenia czasu wymaganego do przeprowadzenia analizy chromatograficznej przy niewielkiej zdolności separacyjnej układu. Efektywność procesu chromatograficznego jest wówczas niska a koszt analizy i obciążenie dla środowiska naturalnego coraz wyższe. 
Niewystarczająca sprawność układu HPLC może być także skutkiem:
· niedostosowania wielkości nastrzyku próbki na układ LC (im mniejsza objętość wprowadzanej próbki tym niższa zdolność metody do wykrywania i oznaczania analitów na niskich poziomach stężeń; jednakże zbyt duża objętość nastrzyku skutkuje “przeładowanie kolumny” i pogorszeniem jakości rozdzielenia chromatograficznego),
· nieodpowiedniej temperatury kolumny chromatograficznej bądź szybkości przepływu fazy ruchomej (zbyt niska może prowadzić do “rozmycia pików” a zbyt wysoka do nakładania się sygnałów). 
· niewłaściwego doboru rodzaju i warunków pracy detektora do pomiaru zjawiska fizykochemicznego, na którym oparta jest analiza jakościowa i ilościowa związków w próbie. 
Aktualnie, dostępny jest szeroki wachlarz różnorodnych detektorów, z których szczególnie popularne w analizie substancji leczniczych, w tym także leków cytostatycznych, są detektory spektrofotometryczne w zakresie światła ultrafioletowego i widzialnego (ang. Ultraviolet-Visible Detector, UV-VIS) oraz bardziej selektywne detektory fluorescencyjne (ang. Fluorescence Detector, FL). Detektory FL w wielu przypadkach pozwalają także wykrywać anality w stężeniach nawet 100-krotnie niższych niż UV-VIS. W ostatnim dziesięcioleciu, z uwagi na istotnie wyższą selektywność oraz czułość oznaczeń, coraz większe znaczenie zyskuje chromatografia cieczowa w połączeniu ze spektrometrią mas (ang. Liquid Chromatography with Mass Spectrometry, LC-MS) oraz LC w połączeniu z tandemową spektrometrią mas (ang. Liquid Chromatography with Tandem Mass Spectrometry, LC-MS/MS). Obie te techniki bazują na identyfikacji związków na podstawie widma mas, które są cechą charakterystyczną każdego związku, a analiza ilościowa opiera się na monitorowaniu jonu/ów o określonym stosunku masy do ładunku (m/z).  Istnieje wiele rozwiązań analitycznych dotyczących technik LC-MS bądź LC-MS/MS, w tym z użyciem jonizacji poprzez elektrorozpraszanie  (ang. Electrospray Ionisation, ESI), które jest w połączeniu z analizatorem typu potrójnego kwadrupola. 
Należy jednak podkreślić, iż niezbędnym krokiem przez analizą LC jest optymalizacja procedury ekstrakcji, która umożliwia efektywne izolowanie analitu/ów z matrycy próbki. Jest to szczególnie istotne wówczas, gdy anality występują na bardzo niskich poziomach stężeń w obecności innych, dominujących ilościowo matrycowych składników próbki. W przypadku, gdy związki te posiadają podobny charakter fizykochemiczny co analizowane substancje, to mogą z nimi interferować. Tym samym, mogą wystąpić trudności analityczne w wykazaniu selektywności metody.  Rozwiązaniem jest wówczas wspomniane powyżej zastosowanie bardziej selektywnego detektora (FL bądź MS, MS/MS) bądź odpowiednie przygotowanie prób do analizy chromatograficznej. Wśród szeregu metod, które możemy zastosować podczas przygotowania prób można wymienić:
· Deproteinizację,
· Ekstrakcję ciecz-ciecz (ang. Liquid-liquid extraction, LLE),
· Ekstrakcję do fazy stałej (ang. Solid phase extraction, SPE),
· Mikroekstrakcje do fazy stałej (ang. Solid phase microextraction, SPME),
· Dyspersyjną mikroekstrakcję ciecz-ciecz (ang. Dispersive liquid-liquid microextraction, DLLME).
	Zalety i wady każdej z tych metod w odniesieniu do izolacji wybranych cytostatyków z materiału biologicznego przez analizą LC, zostaną bardziej szczegółowo omówione w części opisowej dotyczącej wyników badań uzyskanych w trakcie realizacji pracy doktorskiej. 
Niezbędnym etapem opracowania metody analitycznej test także proces walidacji metody, który ma na celu określenie sprawności jej działania i ograniczenia, a także sprawdzić przydatność metody do określonych celów. Wykonując walidację należy wyznaczyć doświadczalnie wartości parametrów walidacyjnych (selektywność, liniowość, zakres liniowości, granicę wykrywalności (ang. Limit of Detection, LOD), granicę oznaczalności (ang. Limit of Quantification, LOQ), precyzję (w tym powtarzalność i odtwarzalność często definiowane wartością współczynnika zmienności (ang. Relative Standard Deviation, RSD (%)), dokładność (najczęściej opisywana jako odzysk (%)), elastyczność/odporność (w tym stabilność roztworów i próbek) oraz wydajność ekstrakcji analitu/ów z badanego materiału. Następnie, należy ocenić, czy uzyskane parametry walidacyjne spełniają kryteria akceptacji stawione metodom analitycznym do danych aplikacji. W przypadku metod służących do oznaczania substancji czynnych kryteria te są wyznaczane przez wytyczne Agencji Żywności i Leków (ang. Food and Drug Administration, FDA) oraz Międzynarodowej Rady Harmonizacji Wymagań Technicznych dla Rejestracji Produktów Leczniczych Stosowanych u Ludzi (ang. The International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use, ICH) [46]. Wszystkie wymagane etapy walidacyjne były prowadzone w trakcie realizacji pracy doktorskiej. 
 W ramach opracowania nowych metod chromatograficznych do określania stężeń wybranych leków cytostatycznych w materiale biologicznym do potencjalnych zastosowań w TDM bądź innych aplikacji w obszarze badań klinicznych, farmakokinetycznych czy farmakodynamiczych jako anality wytypowano cytostatyki należące do grupy antracyklin (doksorubicyna, epirubicyna i idarubicyna) oraz taksanów (docetaksel). Wybór wymienionych powyżej cytostatyków do badań był związany z tym, że pomimo szeregu już opublikowanych procedur analitycznych do monitorowania tych substancji przeciwnowotworowych w matrycach biologicznych, ciągle istnieje potrzeba opracowania nowych, alternatywnych narzędzi analitycznych o wyższym potencjale aplikacyjnych niż dotychczas dostępne w laboratoriach przyszpitalnych, farmaceutycznych czy klinicznych. Opracowanie nowych procedur chromatograficznych, a następnie wprowadzenie do laboratoriów może ułatwić rozpowszechnienie praktyki TDM w przypadku leczenia pacjentów onkologicznych. Ponadto, wyznaczone profile stężeń wybranych cytostatyków w rzeczywistych próbkach pobranych od pacjentów poddanych chemioterapii może pogłębić naszą wiedzę w zakresie ich efektywności terapeutycznej oraz działań niepożądanych, co może przełożyć się na poprawę jakości życia i rokowań dla pacjentów, a także bezpieczeństwo ich stosowania w praktyce klinicznej.   
[bookmark: _Toc137702478]Cel pracy

	Głównym celem pracy była optymalizacja metod chromatograficznych jako narzędzi analitycznych do pomiaru stężeń wybranych leków cytostatycznych w materiale biologicznym. 
Aby zrealizować cel tych badań zaplanowano dwa etapy realizacji, które obejmowały:
· Opracowania metod oznaczania doksorubicyny, epirubicyny i idarubicyny w różnorodnych matrycach biologicznych (mocz i osocze krwi ludzkiej) oraz tkanki zwierzęce w przypadku doksorubicyny techniką chromatografii cieczowej z detekcją fluorescencyjną (LC-FL). Realizacja tego zadania badawczego wymagała:
· opracowania optymalnych warunków ich separacji chromatograficznych techniką LC-FL, 
· opracowania optymalnych warunków izolacji wymienionych antracyklin z wybranych matryc biologicznych,
· walidacji opracowanych metod chromatograficznych zgodnie z wymaganiami FDA oraz ICH,
· potwierdzenia użyteczności opracowanych metod chromatograficznych w praktyce klinicznej poprzez ich zastosowanie do wyznaczenia profili stężeń wybranych antracyklin w próbkach osocza i moczu pobranych od pacjentów poddanych leczeniu onkologicznemu, 
· odniesienie uzyskanych danych do wcześniej opublikowanych w literaturze w aspekcie efektywności i bezpieczeństwa ich stosowania dla pacjenta i jego otoczenia,
· potwierdzenie użyteczności opracowanej metody oznaczania doksorubicyny w tkankach szczurzych techniką LC-FL do potencjalnych zastosowań w badaniach z udziałem zwierząt laboratoryjnych,
· Opracowania metody oznaczania docetakselu w moczu i osoczu krwi ludzkiej techniką LC-MS/MS, co wiązało się z:
· opracowaniem optymalnych warunków separacji chromatograficznych tego analitu techniką LC-MS/MS,
· opracowaniem optymalnych warunków izolacji docetakselu ze wspomnianych matryc biologicznych,
· walidacją opracowanej metod chromatograficznej zgodnie z wymaganiami FDA oraz ICH,
· potwierdzeniem użyteczności opracowanej metod LC-MS/MS w praktyce klinicznej poprzez jej zastosowanie do wyznaczenia profili stężeń docetakselu w próbkach osocza i moczu pobranych od pacjenta poddanego leczeniu onkologicznemu.
2. [bookmark: _Toc137702479]Omówienie publikacji
Praca doktorska pod tytułem „Optymalizacja metod chromatograficznych jako narzędzi analitycznych do pomiaru stężeń wybranych leków cytostatycznych w materiale biologicznym” stanowi cykl pięciu publikacji opublikowanych w zagranicznych czasopismach naukowych z listy JCR w latach 2018-2023. W publikacjach nr 1-3 przedstawiono opracowane metody chromatograficzne oznaczania antracyklin (doksorubicyny, epirubicyny i idarubicyny)  w ludzkim osoczu oraz moczu techniką LC-FL, natomiast w publikacji nr 4 opisano rozszerzenie opracowanej metody, którą przedstawiono w publikacji nr 1, do oznaczania doksorubicyny w tkankach zwierzęcych. W przypadku metod LC-FL do oznaczania wyżej wymienionych antracyklin, zdecydowano się zaproponować niezależne protokoły analityczne dla każdego leku z uwagi na możliwość maksymalnego dostosowania do jego charakteru fizykochemicznego warunków ekstrakcji i separacji danego analitu. Takie podejście umożliwiało także dostosowania zakresu stężeń, w których dana metoda była walidowana, do wymagań dotyczących potencjalnych aplikacji klinicznych. To jest bowiem bardzo istotne, aby dostosować zakres liniowości metody do spodziewanych poziomów stężeń substancji czynnej u pacjenta/ów po podaniu określonej dawki leku zależnie od postaci, w jakiej ten lek był aplikowany. Takie podejście było także podyktowane tym, iż jak wspomniano w rozdziale 1.4.1, antracykliny mogą być stosowane w monoterapii bądź terapii wielolekowej, ale nigdy nie są podawane jednocześnie, aby minimalizować efekty uboczne ich działania. Nie istnieje zatem konieczność ich jednoczesnego oznaczania w rzeczywistych próbkach pobranych od pacjentów. Ponadto, wytypowano do ich oznaczeń technikę LC-FL z uwagi na naturalne właściwości fluorescencyjne antracyklin, które to sprawiają, że związki te nie wymagają derywatyzacji, a to znacznie uproszcza przebieg procedury przygotowania prób do analizy. Jednocześnie, gwarantuje osiągnięcie znacznie wyższej selektywności oraz czułości w porównaniu do analiz opartych na detektorach UV-VIS. Istotnym czynnikiem jest także to, że detekcja FL jest także konkurencyjna względem MS(MS), gdyż umożliwa monitorować niektóre anality na porównywalnym poziomie wartości parametrów LOD oraz LOQ. Tym samym, metody LC-FL oferują odpowiednią dokładnością, precyzją i czułością analiz bez ponoszenia wysokich nakładów finansowych na ich przeprowadzenie związanych z zakupem oraz serwisowaniem aparatury LC-MS(MS). Mogą być także stosowane w większości laboratoriów klinicznych i farmaceutycznych, gdyż aparatura LC-FL w porównaniu do LC-MS(MS) jest bardziej dostępna i prostsza w obsłudze i nie wymaga personelu o wysoce specjalistycznym przeszkoleniu.   
Tematem przewodnim publikacji 5 było opracowanie metody LC-MS/MS do oznaczania docetakselu w ludzkim osoczu i moczu oraz potwierdzenie jej użyteczności w praktyce klinicznej. W tym przypadku, wybór techniki LC-MS/MS był uwarunkowany wymogami dotyczącymi poziomu stężeń leku, które są osiągane u pacjentów po podaniu tego leku we wlewie dożylnym. Metody chromatograficzne oparte na detekcji UV-VIS nie spełniają kryterium czułości oraz liniowości w zakresach stężeń oznaczanych w rzeczywistych próbkach klinicznych, a docetaksel nie wykazuje naturalnej fluorescencji, co narzuca konieczność derywatyzacji tego analitu przez analizą LC-FL. Tym samym procedura przygotowania prób byłaby skomplikowana i czasochłonna obniżając atrakcyjność tego rozwiązania analitycznego do zastosowań klinicznych. 
Wszystkie badania kliniczne potwierdzające użyteczność opracowanych metod chromatograficznych, które opisane w publikacjach nr 1-3 i 5, były prowadzone we współpracy z Kliniką Pediatrii, Hematologii i Onkologii Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego (UCK) przy Gdańskim Uniwersytecie Medycznym (GUMed).  Badania te uzyskały zgodę Niezależnej Komisji Biotycznej ds. Badań Naukowych przy Gdańskim Uniwersytecie Medycznym (NKBBN/232/2015, NKBBN/232/2018 i NKBBN/232-219/2021).
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O. Maliszewska, A. Plenis, I. Olędzka, P. Kowalski, N. Miękus, E. Bień, M.A. Krawczyk, E. Adamkiewicz-Drożyńska, T. Bączek, Optimization of LC method for the quantification of doxorubicin in plasma and urine samples in view of pharmacokinetic, biomedical and drug monitoring therapy studies, J. Pharm. Biomed. Anal., 2018; vol. 158, s. 376-385. 
Wprowadzenie
Jak wspominano we wstępie, coraz więcej ludzi choruje na choroby nowotworowe. Ten problem dotyka również dzieci, dla których dopasowanie określonej dawki leku jest szczególnie trudne z uwagi na fakt, iż w przypadku pacjentów pediatrycznych profile farmakokinetyczne oraz farmakodynamiczne leków mogą znacząco różnić się od tych u osób dorosłych. Tematem przewodnim pierwszej publikacji z cyklu doktorskiego było opracowanie nowej metody oznaczania doksorubicyny w próbkach osocza i moczu ludzkiego opartej na technice LC-FL do potencjalnych aplikacji w praktyce klinicznej, w tym onkologii dziecięcej. Z danych literaturowych wynikało wprawdzie, iż dotychczas opublikowane metody oznaczania tego cytostatyku w próbkach biologicznych były także w główniej mierze oparte na LC-FL  [47]–[51] bądź alternatywnie LC-MS(MS) [52]–[55], ale jak wspomniano powyżej, duże zainteresowanie techniką LC-FL wynika z naturalnych właściwości fluorescencyjnych doksorubicyny, które umożliwiają projektowanie alternatywnych do LC-MS(MS) metod chromatograficznych opartych na pomiarze emisji promieniowania tego związku, którego to intensywność jest ściśle skorelowana ze stężeniem tego analitu w próbie, po jego wcześniejszym wzbudzeniu odpowiednio dobraną długością fali promieniowania w zakresie UV-VIS. 
Z danych literaturowych wynikało, że dotychczas opracowane metody chromatograficzne, niezależnie od wybranego sposobu detekcji doksorubicyny w próbkach biologicznych, były oparte na deproteinizacji [47], [48], [50]–[52], [56], ekstrakcji ciecz-ciecz (LLE) [49], [57] oraz ekstrakcji do fazy stałej (SPE) [53], [58], [59][54]. W przypadku deproteinizacji - jako rozpuszczalnik strącający białka najczęściej wybierano MeOH [47], [51], [52] podczas gdy rozpuszczalnikiem ekstrahującym w LLE był chloroform (Chl) z dodatkiem acetonitrylu (ACN) oraz buforu fosforanowego [57] bądź mieszanina izopropanolu i Chl [49]. W metodach SPE dominowały złoża C18 [54], [59], chociaż doniesienia o zastosowaniu kolumienek z hydrofilowo-hydrofobową fazą stacjonarną (ang. Hydrophilic Lipophilic Balance, HLB) były również opublikowane [48], [58]. Dane literaturowe wskazywały także, że analiza LC była prowadzona w odwróconym układzie faz, a monitorowanie doksorubicyny za pomocą detektora FL prowadzono przy długości fali wzbudzenia w zakresie 470-480 nm, oraz fali emisji pomiędzy 548-560 nm [47], [49]–[51], [59]. Ponadto, odnotowane, że niektóre z dotychczasowych metod oznaczania doksorubicyny charakteryzują się długim czasem przygotowania prób do analizy LC [49], relatywnie wysokimi objętościami próbki wymaganymi do analizy (≥ 1 ml) [47], [48], [50]–[52], [56], niską wydajnością ekstrakcji [53]–[55], [60], długim czasem analizy chromatograficznej (≥ powyżej 15 min) [47], [51], [54], [55], [57]–[60], wysokimi poziomami LOD [47], [48], [50], [51], [56], [59], jak również brakiem potwierdzenia użyteczności danej metody chromatograficznej w praktyce klinicznej [48], [55], [56], [58]. 
 Ze względu na coraz częstsze podkreślanie znaczenia TDM w praktyce onkologicznej, zwłaszcza dziecięcej, zdecydowano się zatem na opracowanie metody pozwalającej kontrolować stężenie doksorubicyny w płynach ustrojowych dzieci poddanych chemioterapii, która nie będzie wymagała dużej objętości próbki do analiz i będzie oparta na technice powszechnie dostępnej w laboratoriach przyszpitalnych i klinicznych. 
Część doświadczalna i wyniki badań
	Pierwszym etapem optymalizacji metody oznaczania doksorubicyny w materiale biologicznym było opracowanie warunków analizy chromatograficznej oraz parametrów pracy detektora FL. W tym celu włączono do badań cztery kolumny chromatograficzne: Discovery ® HS C18, Synergy 4µ Hydro-RP 80A, InertSustianTM C18 oraz Synergy 4µ Max-RP o zróżnicowanych parametrach dotyczących rodzaju złoża (C12 i C18), długości kolumny, wielkości ziarna czy średnicy kolumny. Wśród nich, najlepsze rezultaty otrzymano po zastosowaniu Discovery HS C18 250 x 4,6 mm, 5 µm, która użyto w temperaturze 30oC. W tych analizach, faza ruchoma składała się z ACN i 0,1 % kwasu mrówkowego w wodzie w proporcji 33:67, (v/v) dla próbek osocza oraz w proporcji 32:68, (v/v) dla próbek moczu. Przepływ fazy ruchomej wynosił 1 ml/min. Objętość próbek do analizy wynosiła odpowiednio: 30 µl dla stężeń doksorubicyny  ≤ 1 µg/ml oraz 5 µl dla próbek zawierających ten cytostatyk w zakresie 5-25 µg/ml. Jako wzorzec wewnętrzny (ang. Internal Standard, IS) wytypowano daunorubicynę. Ten wybór był podyktowany jej zbliżoną budowę chemiczną do oznaczanego związku (Ryc. 1.), która to gwarantowała porównywalny charakter oddziaływań fizykochemicznych występujących podczas izolacji tego analitu z matrycy biologicznej oraz separacji chromatograficznej. Czas retencji tej antracykliny był także optymalny względem doksorubicyny. Badane związki monitorowano przy długościach fali wzbudzenia λ = 487 nm oraz fali emisji λ = 555 nm.
	Kolejnym etapem badań było opracowanie optymalnych warunków ekstrakcji doksorubicyny z próbek osocza oraz moczu. W tym celu sprawdzono różne warianty ekstrakcji tj. deproteinizację, LLE oraz SPE, a wszystkie analizy wykonywano dla objętości próbek osocza 0,25 ml i 0,5 ml moczu. W pierwszej kolejności, w ramach eksperymentów opartych na deproteinizacji, zastosowano MeOH, ACN oraz mieszaninę ACN:MEOH (1:1, v/v). Wśród tych procedur, najwyższą wydajność ekstrakcji doksorubicyny otrzymano po zastosowania ACN, która dla próbek osocza oraz moczu wynosiła odpowiednio 57,4 ± 6,1 % oraz 68,2 ± 5,4 %. W ramach LLE stosowano octan etylu, dichlorometan (DCHM) oraz mieszaninę Chl z MeOH (4:1, v/v). Spośród wymienionych rozpuszczalników, najwyższe wyniki ekstrakcji gwarantowało zastosowanie mieszaniny Chl z MeOH, dla której wydajność w przypadku próbek osocza wynosiła 51,6 ± 11,3 %, a dla próbek moczu 58,6 ± 12,7%. Kolejnym etapem badań było testowanie procedur opartych na SPE z użyciem kolumienek LiChrolut C18 (100 mg, 1 ml) oraz Supel Select HLB (60 mg, 3 ml). Ostatecznie, do dalszych badań zastosowano kolumienki HLB, gdyż gwarantowały nieznacznie wyższe wyniki wydajności ekstrakcji. W przypadku próbek osocza, wartości te dla doksorubicyny wynosiły 68,1 ± 5,3 %, a dla moczu 75,8 ± 8,2 % w porównaniu do 66,8 ± 6,9 % oraz 74,1 ± 9,0 % odnotowanych dla kolumienek C18. Podczas optymalizacji ekstrakcji SPE, sprawdzano także wpływ zmiany pH matrycy próbki (0,05 M HCl, 0,1 M HCl, 0,2 M HCl) bądź dodatek modyfikatora organicznego (MeOH) na efektywność procesu SPE. Ponadto, oceniano efektywność różnorodnych odczynników do przemywana złoża kolumienek (woda, MeOH:H2O (1:9, v/v), ACN:H2O (1:9, v/v), 0,01 M HCl) i elucji analitów (MeOH, MeOH:0,1 M HCl (9:1, v/v), ACN, ACN:MeOH (1:1, v/v), DCHM:2-propranol (1:1, v/v)). Najwyższą wydajność ekstrakcji doksorubicyny wyznaczono po zastosowaniu 0,1 M kwasu solnego do modyfikacji pH matrycy próbki osoczu/moczu przez ekstrakcją SPE, a także wody i MeOH jako odczynników do przemywania oraz elucji badanych analitów. Wydajność tego procesu dla prób osocza i moczu wynosiła odpowiednio 97,4 ± 6,6 % oraz 99,4 ± 7,1 %. Wydajność ta była wyższa [49], [51], w odniesieniu do wcześniej opublikowanych procedur izolacji doksorubicyny z próbek biologicznych.
	Opracowaną metodę SPE-LC-FL do oznaczania doksorubicyny w próbkach osocza oraz moczu ludzkiego zwalidowano zgodnie z kryteriami FDA i ICH. Potwierdzono selektywność metody (Fig. 1. w publikacji 1) oraz wykazano jej liniowość w zakresie 1-1000 ng/ml dla próbek osocza i 0,001-25 µg/ml dla próbek moczu. Parametry LOD i LOQ wynosiły odpowiednio 0,5 i 1 ng/ml, zarówno dla próbek osocza, jak i moczu, co dowodzi, że były niższe [47], [48], [50]–[52], [56], [59] bądź porównywalne [53] do wcześnie opublikowanych dla protokołów analitycznych dotyczących oznaczeń doksorubicyny w matrycach biologicznych. Precyzja, jak również dokładność, mieściły się w wymaganych zakresach wyznaczonych dla metod bioanalitycznych (Tabela 3. w publikacji 1). Przeprowadzono także badania dotyczące oceny stabilności wzorcowych roztworów doksorubicyny oraz próbek biologicznych zawierających ten cytostatyk, które to przechowywano w zróżnicowanych warunkach eksperymentalnych. Uzyskane dane potwierdziły, że doksorubicyna jest stabilna i może być oznaczana w opracowanych warunkach SPE-LC-FL. 
Tym samym zgromadzone dane walidacyjne udowodniły, że opracowana metoda SPE-LC-FL może być zastosowana do badań klinicznych. 
	Kolejnym etapem badań było potwierdzenie użyteczności opracowanej metody chromatograficznej do kontroli stężenia doksorubicyny w próbach pobranych od pacjentów onkologicznych. W pierwszym przypadku, pacjentem był 15-letni chłopiec z HL, który otrzymywał leki przeciwnowotworowe zgodnie ze schematem II kursu OEPA (winkrystyna, etopozyd, prednizon, doksorubicyna). Doksorubicyna była podawana w pojedynczym 4 h wlewie dożylnym w dawce 40 mg/m2 powierzchni ciała. Próbki osocza i moczu pobierano przez przed podaniem leku oraz w określonych przedziałach czasowych przez 48 h od rozpoczęcia wlewu dożylnego. 
W drugim badaniu, pacjentem był 17-letni chłopiec z RMS obszaru głowy i szyi, który otrzymywał chemioterapię w schemacie IOA (ifosfamid, winkrystyna, doksorubicyna). Doksorubicyna była podawana w dwóch wlewach dożylnych w 12 godzinnym odstępie czasowym, każdy wlew był 4 h w dawce 20 mg/m2 powierzchni ciała. Próbki osocza i moczu pobierano przed rozpoczęciem, a także w określonych przedziałach czasowych do 36 h od rozpoczęcia pierwszego wlewu.  
	Zebrane próbki analizowano z zastosowaniem opracowanej metody SPE-LC-FL, a uzyskane profile stężeń doksorubicyny wskazały, że w przypadku pierwszego pacjenta stężenie maksymalne (Cmax) leku w osoczu oznaczono w 4 h po podaniu (252,2 ng/ml) (Fig. 3. w publikacji 1). Po osiągnięciu Cmax, poziom doksorubicyny spadał do 6 h, a następnie podnosił się do wartości 38 ng/ml (10 h), aby po ponownym obniżeniu, wzroście i spadku osiągnąć 10,7 ng/ml w 48 h po podaniu leku. Profil ten, jak i wartość Cmax była porównywalna do danych opisanych w literaturze, co dowodzi, że ten cytostatyk nie wchodzi w interakcje z innymi lekami protokołu OEPA [61]–[63]. Należy także zauważyć, że w przypadku moczu, najwyższe stężenie (17868,8 ng/ml) odnotowano dla próbki zebranej w przedziale 0-4 h, co wskazuje, że ten poziom był prawie 70 razy wyższy niż w osoczu w tym samym czasie. W kolejnych przedziałach czasowych stężenie leku malało do wartości 427,4 mg/ml w 48 h od rozpoczęcia wlewu. Tak wysoki poziom może wskazywać na potencjalne ryzyko narażenia personelu medycznego oraz członków rodziny/opiekunów na negatywne skutki działania doksorubicyny w bezpośrednim kontakcie z moczem pacjenta.  
W drugim przypadku, Cmax analizowanego leku także było oznaczone w 4 h po rozpoczęciu wlewu, ale na niższym poziomie (98,4 ng/ml), gdy w moczu w tym samym przedziale czasowym (0-4 h) jego maksymalne stężenie było 95-krotnie wyższe niż w osoczu (9436,2 ng/ml) (Fig. 4. w publikacji 1). W kolejnym przedziale czasowym stężenie doksorubicyny w osoczu malało, aby w 8 h ponownie wzrosnąć do 42,7 ng/ml. Z uwagi na fakt, iż w schemacie IOA podanie leku było dwukrotne, a nie pobrano próbek tuż przed i zaraz po drugim podaniu leku, kolejne Cmax obliczono na podstawie programu komputerowego NON-MEM określając wartość na poziomie 132,6 ng/ml i czas jego osiągnięcia na 17 h od rozpoczęcia pierwszego wlewu. W kolejnych pomiarach, stężenie malało aż do uzyskania poziomu 8,7 ng/ml w 36 h od rozpoczęcia pierwszego wlewu. Powyższy profil stężeń doksorubicyny w osoczu był porównywalny do danych literaturowych odnoszących się do farmakokinetyki doksorubicyny  po podaniu zgodnie z protokołem IOA [64]. Jednakże, pomimo prostoty i braku inwazyjności w pobieraniu próbek moczu brakuje kompletnych danych opisujących poziom stężeń doksorubicyny w tej matrycy biologicznej. Jak wspomniano powyżej, u pacjenta leczonego zgodnie z protokołem IOA także odnotowano bardzo wysokie stężenie tego leku w pierwszych godzinach po podaniu, które utrzymywało się na relatywnie wysokim poziomie do 36 h. To zaś potwierdza, że istnieje pewne ryzyko ekspozycji na doksorubicynę osób mających kontakt z moczem pacjenta. Takie ryzyko wskazywał Sottani i współ. [55], ale nie potwierdził tego rzeczywistymi danymi klinicznymi.  Zgromadzone wyniki mogą zatem stanowić cenne źródło informacji na temat pełnego profilu farmakokinetycznego doksorubicyny u pacjentów.
Wnioski
	Wynikiem przeprowadzonych badań było opracowanie nowej metody chromatograficznej z detekcją fluorescencyjną do oznaczania doksorubicyny z próbek osocza oraz moczu ludzkiego, która charakteryzuje się wysoką dokładnością oraz precyzją, jak również niskimi wartościami parametrów LOD oraz LOQ, w porównaniu do wcześniej opracowanych metod opartych na detekcji FL bądź MS(MS). Zaletą tej metody jest krótki czas analizy wynoszący 8 min dla obu matryc biologicznych. Dodatkową korzyścią jest niewielka objętości próbki (dla prób osocza 0,25 ml, a dla moczu 0,5 ml) wymagana do przeprowadzenia analizy SPE-LC-FL, co w przypadku pacjentów pediatrycznych jest istotnym czynnikiem zwiększającym potencjał aplikacyjny metody w praktyce klinicznej. Dodatkowo, po raz pierwszy zaproponowano zakwaszenie próbek biologicznych 0,1 M HCl przed procedurą SPE, co poprawiło efektywność tego procesu. Potwierdzono, że zaproponowana metoda SPE-LC-FL może być stosowana w laboratorium klinicznym do monitorowania stężenia doksorubicyny u pacjentów poddanych chemioterapii, w tym zgodnie z protokołami OEPA oraz IOA.  Co więcej, opracowana metoda umożliwia analizę zarówno próbek osocza, jak i moczu, co jest istotne, gdyż w literaturze brakuje danych opisujących profil zmian stężeń doksorubicyny w tej drugiej matrycy biologicznej. To ważny aspekt z uwagi na wskazanie potencjalnego ryzyka narażenia personelu medycznego, jak również opiekunów pacjentów przyjmujących doksorubicynę na negatywne skutki działania tego leku w kontakcie z moczem pacjenta po podaniu leku.
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Wprowadzenie
	Literatura naukowa opisująca dotychczasowe metody monitorowania epirubicyny w materiałach biologicznych skupiała się głównie na oznaczaniu tego leku w osoczu i surowicy [58], [65]–[76], gdy od 2013 roku nie ukazała się żadna publikacja, która opisywałaby procedurę oznaczania epirubicyny w moczu, a jej użyteczność została potwierdzona podczas analizy rzeczywistych próbek pochodzących od pacjentów onkologicznych. W związku z tym zdecydowano się opracować metodę LC-FL do oznaczania epirubicyny w osoczu i moczu, a następnie ocenić jej przydatność w praktyce klinicznej. Na podstawie danych literaturowych ustalono, że wśród procedur przygotowania prób najczęściej stosowano deproteinizację [69], [73], [74], LLE [68], [72], [73], [76] a także SPE z kolumienkami C2 [74], C8 [77] i C18 [54], [55], [65], [66], [75], [78] oraz HLB [58], [70], [71], [79]. Separację chromatograficzną prowadzono w odwróconym układzie faz, a epirubicynę monitorowano za pomocą detektora UV-VIS [67], [70], FL [68], [69], [72]–[74], [77], [80] bądź MS(MS) [54], [55], [66], [71], [78], [79]. Jednakże, ograniczeniami tych metod był długi czas analizy LC (≥ 14 min) [66], [67], [69], [71]–[76], wysokie wartości LOD [66], [67], [69]–[71], [73]–[76] bądź brak zastosowań do analizy rzeczywistych próbek pochodzących od pacjentów [54], [55], [65], [66], [68], [70], [74]–[77].  Z tego względu rozpoczęto eksperymenty, aby opracować nową metodę LC-FL oznaczania epirubicyny w osoczu i moczu o potwierdzonej użyteczności w praktyce klinicznej. 		
Część doświadczalna i wyniki badań
	W ramach optymalizacji warunków analizy chromatograficznej przetestowano sześć kolumn analitycznych o różnicowanych wymiarach zawierających złoża krzemionkowe modyfikowane grupami C18, C12 oraz fenylowymi, a jako fazy ruchome używano mieszanin MeOH oraz ACN z fazą wodną (0,1 % kwasu mrówkowego w wodzie, roztwór 85 % kwasu ortofosforowego wodzie o pH 2,7 oraz 40 mM roztwór buforu fosforanowego o pH 4,1) w różnych proporcjach, przy zachowaniu stałego przepływu fazy ruchomej na poziomie 1 ml/min. Jako potencjalne IS testowano daunorubicynę, doksorubicynę oraz idarubicynę. Ostatecznie ustalono, że najbardziej optymalne wyniki rozdzieleń chromatograficznych epirubicyny techniką LC-FL uzyskano wówczas, gdy separację analitów prowadzono na kolumnie Synergi Hydro-RP 80A, 150 x 4,6, 4 µm w temperaturze 30 oC w warunkach elucji izokratycznej fazy ruchomej składającej się z mieszaniny 40 mM buforu fosforanowego o pH 4,1 oraz ACN (69:31, v/v). Przepływ fazy ruchomej wynosił 1 ml/min, a objętość nastrzyku 15 µl. Epirubicynę i daunorubicynę jako IS monitorowano przy długość fali wzbudzenia i emisji wynoszącej odpowiednio λ = 497 nm i λ = 557 nm. Całkowity czas analizy wynosił 8 min i był krótszy, niż we wcześniej opublikowanych procedurach chromatograficznych [58], [66], [68]–[76]. 
	W kolejnym etapie optymalizowano proces ekstrakcji wykonując różnorodne procedury deproteinizacji, ekstrakcji LLE oraz SPE dla próbek osocza i moczu o objętości odpowiednio 0,25 i 0,5 ml. Na podstawie otrzymanych wyników potwierdzono m.in., że w przypadku deproteinizacji za pomocą ACN, dodatek siarczanu cynku poprawiał wydajność tego procesu. Z kolei zastosowanie LLE z użyciem mieszaniny DCHM i 2-propanolu (1:1, v/v) było bardziej efektywne niż DCHM. W przypadku ekstrakcji SPE przeprowadzono najwięcej modyfikacji, które dotyczyły m.in. doboru odpowiedniego złoża do ekstrakcji (C18, HLB), modyfikacji matrycy próbki przed SPE (rozcieńczenie wodą, zakwaszenie 0,1 M HCl lub dodaniu 40% siarczanu cynku w wodzie bądź w roztworze HCl) oraz różne odczynniki służące do elucji badanych związków (MeOH, mieszanina DCHM:2 propanol (1:1 oraz 2:1, v/v) a także DCHM:2-propanol:MeOH (2:1:1, v/v/v). Przykładowo ustalono, że modyfikacja matrycy próbki przez SPE za pomocą 40% roztworu siarczanu cynku w wodzie jest bardzo efektywna dla próbek moczu (wysoki stopień odzysku analitu i oczyszczenia matrycy z substancji interferujących) ale nie może być użyta dla próbek osocza. Wynika to prawdopodobnie z powodu tworzenia soli z oznaczanym związkiem i/lub strącaniem tego kompleksu z białkami, co powoduje nadmierne straty analitu i obniża jego stopień wiązania się ze złożem SPE. Ostatecznie, spośród wszystkich testowanych procedur, w przypadku próbek osocza najlepsze rezultaty otrzymano po modyfikacji matrycy próbki przez SPE za pomocą 0,1 M kwasu solnego, a w przypadku moczu - 40 % wodnym roztworem siarczanu cynku. Następnie, przeprowadzenie SPE ze złożem HLB, przemyciu złoża wodą oraz zastosowanie mieszaniny DCHM z 2-propanolem i MeOH w proporcji (1:1:1, v/v/v) do elucji analitów ze złoża. Wydajność tego procesu dla epirubicyny wynosiła 100,7 % dla prób osocza, natomiast dla moczu była na poziomie 95,6 %. Po raz pierwszy zaproponowano modyfikację matrycy próbki przed SPE za pomocą 0,1 M HCl (osocze) bądź 40% wodnego roztworu siarczanu cynku, co poniosło efektywność ekstrakcji i pozwoliło zredukować wymaganą objętość próbki do 0,25 ml dla osocza i 0,5 ml dla moczu, które są niższe niż opublikowane dla wcześniej opracowanych procedur przygotowania prób do analizy LC [54], [55], [65], [66], [68], [71]–[74], [76]–[78].  
	Kolejnym krokiem była walidacja metody analitycznej. W pierwszym etapie potwierdzono selektywność metody (Fig. 1 i 2. w publikacji 2). Liniowość metody dla prób osocza była udowodniona w zakresie 1-1500 ng/ml, a dla moczu 1- 10 000 ng/ml. Wartości LOD oraz LOQ dla epirubicyny w próbkach osocza i moczu wynosiły odpowiednio 0,25 i 0,5 ng/ml (Tabela 1. w publikacji 2). Wartości te było niższe względem parametrów uzyskanych dla wcześniej opublikowanych metod chromatograficznych [65]–[69], [73]–[77], [79], [80]. Z kolei precyzja i dokładność były w granicach wyznaczonych przez kryteria walidacyjne FDA i ICH (Tabela 2. w publikacji 2). Udowodniono także stabilność roztworów wzorcowych oraz próbek zawierających epirubicynę przechowywanych w różnorodnych warunkach eksperymentalnych (Supplementary Data, Tabela S3).
	Następnie opracowana metoda została zastosowana do oznaczania stężeń epirubicyny w próbkach osocza i moczu pobranych od 19-letniego pacjenta chorego na RMA, który otrzymywał ten lek w 6 godzinnym wlewie w dawce 150 mg/m2 powierzchni ciała. Od tego pacjenta, próbki pobierano w określonych odstępach czasowych przez 24 h od zakończenia wlewu. Najwyższe stężenie epirubicyny w osoczu oznaczono na koniec wlewu (304,8 ng/ml) (Fig 4. w publikacji 2). Następnie poziom leku malał do 10 h od podania (48,7 ng/ml), minimalnie wzrósł w 12 h (54,1 ng/ml), aby w 24 h od wlewu ukształtować się na poziomie 22,5 ng/ml. Wyznaczony profil stężenia oznaczanego leku w moczu wskazywał, że w pierwszych godzinach od zakończenia wlewu oznaczono najwyższy poziom epirubicyny (9964,3 ng/ml) (Fig. 5. w publikacji 2). Poziom ten w kolejnych przedziałach czasowych obniżył się do 1371,4 ng/ml, natomiast ponownie wzrósł do 2443,6 ng/ml, aby ostatnim badanym przedziale czasowy (26-30 h) osiągnąć wartość na poziomie 1444,2 ng/ml. 
Dane, które uzyskano w ramach badań świadczą o fluktuacji stężeń epirubicyny w profilach osocza i moczu, co może świadczyć o indywidualnych różnicach w farmakokinetyce tego leku obserwowanymi pomiędzy pacjentami. Jednakże brak danych literaturowych opisujących rzeczywiste poziomy tego cytostatyku w próbkach otrzymanych od pacjentów, którzy przyjęli ten lek w tej samej dawce uniemożliwią porównanie tych danych (Supplementary Data, Tabela S2). Ponadto poprzednie badania opisywały farmakokinetykę tego leku po podaniu mniejszej dawki (< 150 mg/m2 powierzchni ciała). 
Jednakże, na podstawie badań przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej wykazano, że poziom stężeń epirubicyny w moczu jest wysoki i narzuca konieczność restrykcyjnego przestrzegania procedur szpitalnych, aby ryzyko ekspozycji na epirubicynę w kontakcie z moczem pacjenta było jak najniższe. 
Wnioski
	Podsumowując, zoptymalizowano warunki izolacji analitu z osocza i moczu ludzkiego z użyciem procedury SPE bazującej na kolumienkach HLB, które gwarantowały wysoki poziom oczyszczenia i izolacji badanych związków (epirubicyny i daunorubicyny jako IS) z testowanych matryc. Dodatkowym atutem opracowanej procedury SPE była mała objętość próby wymagana do jej przeprowadzenia (0,25 ml osocza i 0,5 ml moczu). Relatywnie krótki czas analizy chromatograficznej (8 min) i możliwość wykrywania i oznaczania tego cytostatyku na niższym poziomie LOD i LOQ niż wartości prezentowane we wcześniej opublikowanych metodach zwiększają możliwości aplikacyjne tej metody w praktyce klinicznej. Dodatkowo, jej użyteczność została potwierdzona doświadczalnie w trakcie analizy rzeczywistych próbek pobranych od pacjenta przyjmującego epirubicynę. Jak dotąd, w literaturze nie opisano zastosowania metody oznaczania epirubicyny w obu matrycach, pomimo iż mocz jest jedną z dróg eliminacji tego leku. Zatem, opracowana procedura LC-FL może stanowić alternatywną metodę do badań farmakokinetycznych i klinicznych, które wymagają analizy próbek pochodzących z obu matryc biologicznych. Wykazano także, że poziom epirubicyny w moczu jest znacząco wyższy niż w osoczu, co powinno być uwzględnione przez personel i osoby opiekujące się pacjentem.  	
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Wprowadzenie
	Jak wspomniano we wstępie, idarubicyna to jedyny cytostatyk należący do grupy antybiotyków antracyklinowych, który może być podawany nie tylko dożylnie, ale również doustnie [81]. Jednakże, w literaturze naukowej brakuje aktualnych danych dotyczących monitorowania tego leku w próbkach osocza i moczu pochodzących od pacjentów pomimo ciągłego stosowania tego leku w praktyce onkologicznej. Ze zgromadzonych danych wynikało, iż metodyki, które dotyczyły oznaczania idarubicyny w osoczu wykazywały długi czas analizy (≥15 min) [66], [68], [82], [83], jak również wymagały relatywnie dużej ilości próbki biologicznej [84]. W nie podano także pełnej walidacji metody pomimo prezentowania LOQ na poziomie 0,1 ng/ml [84]. W innych pracach wskazano, że LOQ wyniosło ≥ 0,5 ng/ml, podczas gdy w przypadku doustnego podania leku w niskiej dawce (10 mg), ten poziom może być zbyt wysoki [84], [85]. Dane literaturowe dowodziły także, że w dotychczas opracowane procedury przygotowania prób bazowały na zastosowaniu deproteinizacji [86], LLE [68], [87], [88] bądź SPE z użyciem kolumienek C18 [55], [84], [89]–[92]. Brakowało natomiast doniesień opisujących procedury z zastosowaniem SPE bazującej na innych złożach fazy stacjonarnej, jak również SPME. Tym samym, zainteresowano się tym tematem, aby zaproponować aktualną metodę LC-FL wraz z jej pełną walidacją oraz aplikacją kliniczną do monitorowania idarubicyny w osoczu i moczu ludzkim. 	
Część doświadczalna i wyniki badań
	W trakcie optymalizowania warunków rozdzielenia chromatograficznego sprawdzano sześć kolumn analitycznych (Discovery® HS C18 o dwóch różnych długościach (150 i 250 mm), Synergi 4µ Hydro-RP 80A 150, Synergi 4µ MAX-RP 80A 150, InertSustian C18 150 oraz Hypersil BDS C18), jak i zmieniano skład procentowy fazy ruchomej będącej mieszaniną 0,1% kwasu mrówkowego w wodzie (A) i ACN (B) (A – od 63 do 75 % oraz B – od 37 do 25 %). Temperatura kolumny, podobnie jak w poprzednich pracach, wynosiła 30 oC. Najefektywniejsze rozdzielenie analitów (idarubicyny i daunorubicyny użytej jako IS) oraz kształt ich pików otrzymano po zastosowaniu kolumny Discovery HS C18, 250 x 4.6, 5 µm, gdy jako fazę ruchomą zastosowano mieszaninę A:B w proporcjach 67:33, (v/v) dla próbek osocza oraz 68:32, (v/v) dla próbek moczu. Przepływ fazy ruchomej wynosił 1 ml/min, a objętość nastrzyku była na poziomie 20 µl. Anality monitorowano przy długość fali wzbudzenia i emisji wynoszącej odpowiednio λ= 487 nm i λ= 547 nm. 
	Następnie, podjęto badania dotyczące opracowania protokołu izolacji idarubicyny z osocza i moczu. W pierwszej kolejności zastosowano deproteinizację, w ramach której użyto ACN. Ponadto, przeprowadzono szereg procedur LLE, gdzie zastosowano łącznie 9 rodzajów odczynników. Wśród nich, testowano DCHM oraz mieszaniny Chl z MeOH, 1-propranolem bądź 2-propranolem. Oceniano także wpływ NaOH, jak również buforu fosforanowego (pH 8,5) na wydajność ekstrakcji prowadząc ten proces w dwóch wariantach tj.  bez użycia ultradźwięków, jak i w połączeniu z ultradźwiękami w temperaturze 37°C przez 10 min. W przypadku prób osocza oraz moczu, najwyższe wyniki ekstrakcji idarubicyny otrzymano po zastosowaniu mieszaniny Chl: 2-propanol (4:1, v/v) bez wspomagania ultradźwiękami. Kolejne eksperymenty dotyczyły ekstrakcji SPE bazującej na złożach C18 (40 mg) oraz HLB (30 mg). Badane próbki przed ekstrakcją zakwaszano 0,1 M kwasem solnym, oceniano zastosowanie buforu fosforanowego (pH 8,5) bądź alkalizacji za pomocą 1 M NaOH, a także wpływ ultradźwięków. Do przemywania złoża używano wody, natomiast do elucji analitów testowano różnorodne odczynniki (MeOH, ACN:MeOH (1:1, v/v), DCHM:2-propanol (1:1, v/v).  Najwyższą wydajność ekstrakcji idarubicyny osiągnięto stosując kolumienki SPE ze złożem HLB, 0,1 M kwas solny do modyfikacji pH matrycy próby biologicznej, wodę do przemywania złoża oraz MeOH do elucji analitów ze złoża. Dla osocza, efektywność tego procesu wynosiła 99,4 ± 4,0 %, a dla moczu 95,2 ± 3,7 %. Ostatni wariant badań dotyczył eksperymentów opartych na procedurze SPME. Jak bowiem wspomniano, w literaturze brakuje opisu tej techniki w kontekście ekstrakcji idarubicyny z płynów ustrojowych. W tym celu, do izolacji tej antracykliny z próbek biologicznych zastosowano złoże C18, które kondycjonowano w mieszaninie MeOH z wodą w proporcji (1:1, v/v). Następnie, próbki zakwaszono 0,1 M kwasem solnym i poddano ekstrakcji trwającej 100 min, przemywano wodą (10 s) oraz poddano desorpcji stosując sześć wariantów mieszanin. Najwyższą wydajność dla tej techniki uzyskano, gdy jako rozpuszczalnik desorbujący użyto DCHM:2-propanol (1:1, v/v). Efektywność tego procesu była wówczas na poziomie 59,2 ± 3,1 % dla prób osocza oraz 58,5 ± 2,7 % dla prób moczu. To oznacza, że SPME jest mniej efektywną procedurą niż SPE, ale może być stosowane do izolacji idarubicyny z próbek pochodzących od pacjentów, dla których ten cytostatyk jest podawany w wyższych dawkach (lek będzie osiągał wówczas wyższe poziomy stężeń).
	Podsumowując wyniki badań dotyczące optymalizacji procedury przygotowania prób do analizy LC-FL najbardziej optymalną metodą do ekstrakcji idarubicyny z 1 ml moczu oraz 0,5 ml osocza było SPE ze złożem HLB, zakwaszenie prób 0,1 M kwasem solnym oraz zastosowanie wody do przemywania złoża i MeOH do elucji analitów.
	Kolejnym etapem była walidacja opracowanej metody. Potwierdzono selektywność (Fig. 4 i 5. w publikacji 3) i liniowość w zakresie 0,1-50 ng/ml dla prób osocza oraz w zakresie 0,25-200 ng/ml dla prób moczu. LOD oraz LOQ dla prób osocza wynosiło 0,05 i 0,1 ng/ml, gdy dla moczu było na poziomie 0,125 oraz 0,25 ng/ml. Dokładność oraz precyzja mieściły się w granicach wyznaczonych przez kryteria metod analitycznych (Tabela 3. w publikacji 3), a roztwory idarubicyny oraz próbki zawierające ten cytostatyk były stabilne w testowanych warunkach eksperymentalnych (Tabela S2. w Supplementary Data).
	Opracowaną i poddaną walidacji metodę zastosowano do oznaczania idarubicyny w materiale biologicznym pobranym od 17-letniego pacjenta chorego na RMA, który otrzymywał idarubicynę doustnie w dawce 10 mg. Lek był przyjmowany 1, 4, 7 oraz 10 dnia terapii zgodnie ze schematem O-TIDA/O-TE (trofosfamid, idarubicyna, etopozyd) według protokołu Cooperative Weichteilsarkom Study Group (CWS)-2006. Próbki krwi oraz moczu były pobierane 1 oraz 10 dnia leczenia onkologicznego. W przypadku podania leku pierwszego dnia, w osoczu stężenie leku wzrastało do osiągnięcia maksymalnego poziomu w czwartej godzinie od momentu podania leku i wynosiło 1,44 ng/ml (Fig. 2. w publikacji 3). W kolejnych przedziałach czasowych poziom leku zmniejszał się do wartości 0,31 ng/ml w 24 h od podania leku. Podobny profil zaobserwowano po analizie próbek otrzymanych po podaniu leku 10 dnia terapii. Stężenie Cmax osiągnięto również w 4 h od momentu podania leku i wynosiło 1,81 ng/ml, natomiast w kolejnych godzinach malało do wartości 0,44 ng/ml (24 h). Profile idarubicyny w moczu w pierwszym i dziesiątym dniu leczenia wskazywały, że stężenie w moczu w przedziale 12-20 h od momentu podania leku wzrastało odpowiednio do stężenia 142,33 ng/ml (1 dzień) i 159,91 ng/ml (10 dzień) (Fig. 3. w publikacji 3). Po tym punkcie czasowym, stężenie leku malało. 
	The dane dowodzą, że uzyskane profile leku w moczu są 100 i 90 razy wyższe niż obliczone dla prób osocza. Ponadto, powyższe badanie wskazuje, że idarubicyna utrzymuje się w osoczu oraz moczu do 24 h po podaniu także w przypadku podania doustnego, gdy dawka leku jest relatywnie niska. Badania te dowodzą także, że niezależnie od formy podania antracykliny, stężenie leku jest zawsze wyższe w moczu niż osoczu. 
Wnioski
	 Opracowano nową metodę LC-FL do oznaczania idarubicyny w próbach osocza 
i moczu ludzkiego, w której procedura SPE ze złożem HLB do izolacji idarubicyny z matrycy biologicznej została opisana w literaturze po raz pierwszy. Ponadto, objętość próbki wymaganej do jej przeprowadzenia jest mniejsza w porównaniu do opracowanych dotąd procedur (1 ml moczu oraz 0,5 ml osocza). Dodatkowo czas analizy chromatograficznej jest krótszy niż dotychczasowe metody i wynosi 8 min dla prób osocza i 10 min dla prób moczu. Zaprezentowano także użyteczność nowej metody SPE-LC-FL do oznaczania stężenia idarubicyny w osoczu i moczu pacjenta przyjmującego idarubicynę doustnie w schemacie O-TIDA, O-TE. Ta procedura może być zatem interesującą alternatywną dla dotychczas opublikowanych metod chromatograficznych. Ponadto, po raz pierwszy została opracowano procedura SPME do izolacji idarubicyny, która mogłaby być stosowana do przygotowania prób pacjentów w praktyce klinicznej, gdyby lek podawano pacjentom w wyższych dawkach w formie doustniej bądź we wlewie dożylnym. 
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Wprowadzenie 
	Jak już wspominano we wstępie, wprowadzanie nowych substancji leczniczych bądź tych już zarejestrowanych, ale zaprojektowanych w nowych postaciach do podania wiąże się dużą ilością badań i testów klinicznych potwierdzających ich skuteczność terapeutyczną. To wymaga m.in. prowadzenia badań na zwierzętach laboratoryjnych, a zatem konieczne jest zastosowanie odpowiednich metod analitycznych, które pozwolą oznaczyć badane leki w tkankach zwierzęcych. Niestety, ze względu na złożoną matrycę, jaką jest tkanka zwierzęca, izolacja wybranych analitów jest trudna. Z tego względu, stale poszukuje się nowych, efektywnych procedur umożliwiających ekstrakcję substancji czynnych, w tym cytostatyków,  z tkanki zwierzęcej, które będą mogły być stosowane w badaniach farmakokinetycznych oraz farmakodynamicznych. Przykładem jest  doksorubicyna, dla której testuje się szereg nowych postaci leku, np. liposomalnej, aby zwiększyć efektywność leczenia przy redukcji działań ubocznych. W nawiązaniu do tych potrzeb, tematem czwartej publikacji było rozszerzenie zastosowania wcześniej opracowanej metody oznaczania doksorubicyny w płynach fizjologicznych (publikacja 1) do monitorowania tego leku w tkankach zwierzęcych. Z danych literaturowych wynikało, że wśród technik ekstrakcji popularną techniką była deproteinizacja z użyciem MeOH [93] i ACN [94], acetonu z siarczanem cynku [95], [96], 35 % kwasu nadchlorowego [97] oraz LLE z użyciem mieszaniny Chl z MeOH [98], [99] oraz Chl z izopropanolem [100]. Pomimo pewnych zalet, takich jak łatwość wykonania tych procedury, posiadają one także wady tj. wysokie zużycie szkodliwych odczynników organicznych, wymóg dodatkowych procesów oczyszczania oraz zatężania próbki, a także niska wydajność ekstrakcji [93]–[95], [98] i długi czas przygotowania próbki [59], [95]–[97]. Kolejną stosowaną procedurą było SPE z użyciem złoża C18 (100 mg) [59] bądź SPME, którą użyto do izolacji doksorubicyny z tkankach płuca świni [101]. Niestety, nie opublikowano, z jaką wydajnością ten proces przebiegał. Ponadto, separację chromatograficzną tego cytostatyku najczęściej prowadzono w odwróconym układzie faz z detekcją FL [93][95]–[99] bądź MS(MS) [94], [100]–[102]. Jednakże, dotychczas opracowane metody LC dotyczące oznaczania doksorubicyny w tkankach charakteryzowały się wysokimi wartościami LOD (> 0,01 µg/g) [95], [96], [99] oraz LOQ (> 0,02 µg/g) [93], [95], [96], [98], [99], [101] bądź te parametry nie były publikowane [93], [98], [103]. Dodatkowo, niektóre prace dotyczyły bardzo specyficznego rodzaju tkanki jak np. tkanka oczna królika [59] lub tkanka stawów skokowych szczura [93]. 
W badaniu realizowanym w ramach pracy doktorskiej skupiono się w głównej mierze na porównywaniu różnych procedur ekstrakcji doksorubicyny z tkanek zwierzęcych (tkanki szczura), a warunki rozdzielenia chromatograficznego dostosowano do potrzeb oznaczeń tego leku w tkankach zwierzęcych bazując na warunkach opisanych w publikacji 1.
Część doświadczalna oraz wyniki badań 
	Jak wspomniano powyżej, warunki analizy chromatograficznej techniką LC-FL zamieszczone w publikacji 1 były adoptowane do oznaczeń doksorubicyny  w tkankach szczurzych. Zatem, próbki zawierające doksorubicynę i daunorubicynę użytą jako IS rozdzielano na kolumnie Discovery HS C18 (150 x 4,6 mm, 5 µm) w temperaturze 30 oC. Faza ruchoma składała się z ACN i 0,1 % kwasu mrówkowego w wodzie, przy czym zmieniono proporcje jej składników na 28:72, (v/v), zachowując przepływ fazy ruchomej na poziomie 1 ml/min. Objętość nastrzyku dla prób ≤ 1 µg/g wynosiła 30 µl, podczas gdy dla prób zawierających ten cytostatyk w zakresie 1-30 µg/g było to 5 µl. Badane anality monitorowano przy długościach fali wzbudzenia λ = 487 nm oraz fali emisji λ = 555 nm. 
            Podczas etapu optymalizacji ekstrakcji doksorubicyny  użyto różnych tkanek szczurzych tj. wątroby, nerek, żołądka, płuc, serca oraz śledziony, które pozyskano z Trójmiejskiej Akademickiej Zwierzętarni Doświadczalnej przy Gdańskim Uniwersytecie Medycznym. W każdym testowanej procedurze z zastosowaniem deproteinizacji, LLE bądź SPE stosowano 200 mg tkanki niezależnie od rodzaju matrycy biologicznej, a izolację analitów rozpoczynano od homogenizacji tkanki z dodatkiem soli fizjologicznej. Spośród odczynników do deproteinizacji stosowano ACN, MeOH, mieszaninę ACN i MeOH (1:1, v/v) oraz 3 % kwas trichloroctowy (ang. trichloroacetic acid, TCA) w ACN. Najwyższą wydajność ekstrakcji doksorubicyny na poziomie 52,8 ± 4,2 % otrzymano po zastosowaniu ACN, jednakże była ona niższa niż w przypadku izolacji tego analitu z próbek osocza i moczu (publikacja 1).  Najmniej wydajnym procesem było użycie 3 % TCA (Tabela 1. w publikacji 4). W trakcie testowania protokołów LLE używano octanu etylu, DCHM oraz mieszaniny Chl i MeOH (4:1, v/v). Najmniej efektywnym odczynnikiem okazał się DCHM, dla którego wydajność izolacji doksorubicyny była na poziomie 2,8 ±1,0 %, podczas gdy najlepsze rezultaty odnotowano dla mieszaniny  Chl i MeOH (4:1, v/v). Jednakże, powyższe procedury nie zapewniały wysokiego oczyszczenia matrycy próbki, co znacząco utrudniało wykazanie selektywności metody. W związku z tym podjęto badania związane ze sprawdzeniem efektywności ekstrakcji SPE bazującej na trzech rodzajach złoża HLB (30 mg), SOLA HRP (10 mg), C18 (40 mg).  W każdym przypadku, zastosowano sól fizjologiczną do homogenizacji tkanki oraz wodę i MeOH odpowiednio jako odczynniki do przemywania złoża SPE i elucji analitów. Na podstawie uzyskanych wyników udowodniono, że najmniej wydajnym procesem było użycie złoża HRP SOLO, a najbardziej efektywnym zastosowanie złoża HLB (Tabela 1. w publikacji 4), które to jak dotąd nie stosowano do izolacji tego cytostatyku  z tkanek zwierzęcych. Dalsze etapy optymalizacji procedury przygotowania prób dotyczyły doboru odczynnika do modyfikacji matrycy próbki przed SPE (0,9% NaCl, 0,9% NaCl:ACN (9:1, v/v), 0,05 M HCl, 0,1 M HCl, 0,1 M HCl:ACN (9:1, v/v), 0,2 M HCl, 0,1 M H3PO4), odczynników do przemywania złoża (H2O, ACN:H2O (1:9, v/v), MeOH:H2O (1:9, v/v), ACN:MeOH:H2O (0,5:0,5:9, v/v/v), 0,01 M HCl) oraz elucji analitu. Do tego celu stosowano MeOH, ACN, MeOH:ACN (1:1, v/v), a także te trzy rozpuszczalniki po zakwaszeniu do pH 3,5 za pomocą HCl. Spośród testowanych procedur SPE ze złożem HLB, najwyższą wydajność ekstrakcji doksorubicyny otrzymano po zastosowaniu 0,1 M HCl jako środka do homogenizacji tkanki oraz jako modyfikatora pH matrycy próbki przez SPE, wody jako środka przemywającego oraz MeOH do wymywania analitów  (Tabela 1. w publikacji 4). Ta procedura gwarantowała ekstrakcję doksorubicyny i IS z tkanki wątrobowej na poziomie 91,6 ± 5,1% oraz 95,4 ± 5,5 %. Dla pozostałych tkanek wydajności ekstrakcji dla doksorubicyny wahały się w granicach od 89,2 ± 6,2 % (śledziona) do 92,8 ± 4,3 % (nerki). 
           Następnie, najbardziej optymalny protokół SPE z użyciem HLB zastosowano w połączeniu z LC-FL do rozdzielenia oraz ilościowego oznaczenia doksorubicyny w tkankach szczurzych i poddano walidacji, którą przeprowadzano na tkankach wątroby. Potwierdzono selektywność metody (Fig. 2. w publikacji 4) jak również jej liniowość, która mieściła się w granicach 0,1-30 µg/g. Parametry LOD oraz LOQ były na poziomach 0,005 µg/g oraz 0,01 µg/g i były niższe od wcześniej opublikowanych w literaturze[93], [95], [96], [98], [99], [101], [103]. Ponadto, udowodniono, że precyzja i dokładność metody w badanym zakresie stężeń była zgodna z kryteriami FDA i ICH (Tabeli 3. w publikacji 4), a badania stabilności doksorubicyny  w różnych warunkach przechowywania roztworów wzorcowych oraz próbek tkanek wzbogaconych dodatkiem tego cytostatyku potwierdziły, że badany związek jest trwały w testowanych warunkach eksperymentalnych (Tabela 4. w publikacji 4). 
            W celu zademonstrowania przydatności opracowanego protokołu SPE-LC-FL do badań farmakokinetycznych oraz klinicznych zastosowano tę procedurę do analizy próbek tkanek szczurzych (wątroby, nerki, żołądka płuca, serca oraz śledziony) wzbogaconych dodatkiem doksorubicyny oraz daunorubicyny jako IS. W wyniku trzykrotnych powtórzeń danej serii otrzymano wyniki, które spełniały kryteria dokładności i precyzji (Tabela 5. w publikacji 4). Podsumowując, potwierdzono użyteczność opracowanego protokołu SPE-LC-FL jako potencjalnej alternatywy dla dotychczas opublikowanych metod oznaczania doksorubicyny w tkankach do badań farmakokinetycznych oraz klinicznych z udziałem zwierząt laboratoryjnych.
Wnioski
	Przeprowadzono i porównano różne metody przygotowania prób z zastosowaniem deproteinizacji, LLE oraz SPE do izolacji doksorubicyny z sześciu różnych tkanek szczurzych. Omówiono zalety oraz wady każdego podejścia wraz z oceną ich potencjalnego zastosowania w badaniach klinicznych. Spośród procedur deproteinizacji oraz LLE, najbardziej rokującym wariantem było użycie ACN. Niemniej jednak, wyższe wartości wydajności ekstrakcji doksorubicyny, jak i bardziej efektywne oczyszczenie prób gwarantował protokół SPE ze złożem HLB. Powyższa procedura w połączeniu z LC-FL, została poddana walidacji, a uzyskane wyniki potwierdziły, iż spełnia kryteria FDA i ICH. Tym samym potwierdzono, że proponowany protokół SPE-LC-FL oferuje dokładne oraz precyzyjne oznaczenie doksorubicyny w różnorodnych tkankach zwierzęcych i może być narzędziem do monitorowania dystrybucji leku w organizmie zwierząt laboratoryjnych. Warto również nadmienić, iż złoże HLB jak dotąd nie było stosowane do izolacji doksorubicyny z tkanek zwierzęcych.
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Wprowadzenie
	  Docetaksel to cytostatyk dopuszczony do lecznictwa przez FDA w 1996 roku, który jest nadal szeroko stosowany w onkologii [104]–[108]. Jednakże, wiele badań wskazuje na znaczne różnice farmakokinetyczne w przypadku podania pacjentom tego leku [109]–[115], czego konsekwencją może być brak skuteczności leczenia. Jest to szczególnie niebezpieczne w sytuacji rzadkich przypadków nowotworów jakim jest np. naczyniakomięsak serca (AS), którego rozwój przebiega bardzo szybko prowadząc do znacznego obniżenia rokowań u pacjentów [26], [114]. To dotyczy także pacjentów pediatrycznych, dla których jest często późno diagnozowany z uwagi na bardzo rzadkie jego występowanie. Na przestrzeni ostatnich 13 lat opracowano szereg metod pozwalających określić stężenie docetakselu w różnych matrycach biologicznych tj. krew wraz jej frakcjami, ślina, mocz oraz kał. Większość z nich bazowało na technice HPLC [111], [112], [116]–[121], ale opisano także procedury z wykorzystaniem ultrasprawnej chromatografii cieczowej (ang. Ultra-Performance Liquid Chromatography, UPLC) [122]. Detekcja tego cytostatyku odbywała się za pomocą UV [116]–[120], ale także MS oraz MS/MS [111]–[113], [121]. Według literatury, najczęściej separację chromatograficzną wykonywano stosując kolumny C18 [111], [113], [116], [117], [120], [121] jak również C8 [118], [119], [121]. Spośród technik ekstrakcji, najczęściej używano klasyczne protokoły oparte na deproteinizacji [113], [118], [119], LLE [116], [117], [121] oraz SPE [111], [112], [120]. 
Jednakże, pomimo tak szerokiego wyboru metod do oznaczania docetakselu, nadal brakuje metod chromatograficznych poprzedzonych izolacją tego analitu z podłoża biologicznego z wykorzystaniem technikach mikroekstrakcyjnych, co byłby zgodne z założeniami “zielonej chemii”. Podejście to promuje bowiem poszukiwanie nowych rozwiązań analitycznych, które wykorzystują mniejsze ilości szkodliwych odczynników chemicznych, a zatem są przyjazne środowisku naturalnemu. W przypadku badań nad docetakselem zauważono lukę właśnie w tym obszarze, stąd postanowiono opracować nową metodę do oznaczeń stężenia docetakselu w osoczu i moczu ludzkim bazującą na DLLME oraz technice LC-MS/MS, która mogłaby być stosowana w praktyce klinicznej m.in. do monitorowania poziomu leku u pacjentów z rzadkimi schorzeniami nowotworowymi, takich jak AS. 
Część doświadczalna i wyniki badań
Podczas etapu optymalizacji, spośród dwóch kolumn (Phenomenex C-18 Kinetex 1,7 µM 50 x 2,1 mm oraz Phenomenex Hydro RP 100A Synergi (2,5 µM 50 x 2 mm) wybrano tę pierwszą z uwagi na bardziej efektywne rozdzielenie analitów (ostrzejsze i bardziej symetryczne sygnały). Skład fazy ruchomej testowano w dwóch wariantach stosując jako składnik A: 0,1 % kwas mrówkowy w wodzie, a jako składnik B: 0,1 % kwas mrówkowy w ACN bądź w MeOH, które to wprowadzono na układ w różnych programach gradientowych. Ostatecznie jako optymalny wariant wytypowano zastosowanie gradientowej elucji fazy ruchomej będącej mieszaniną roztworu A oraz 0,1% kwasu mrówkowego w ACN, która przepływała przez kolumnę z prędkością 200 µl/min. Jako IS zastosowano paklitaksel, z uwagi na bardzo zbliżoną budowę chemiczną do docetakselu (Ryc. 2) oraz faktu, iż te leki nigdy nie są jednocześnie podawane podczas chemioterapii. Czas analizy LC-MS/MS wynosił 3,5 min i był krótszy od wcześniej opublikowanych metod chromatograficznych [112], [113], [121]. 
W trakcie optymalizacji ekstrakcji testowano szereg różnych wariantów dyspersyjnej mikroekstrakcji ciecz-ciecz wspomaganej ultradźwiękami (ang.Ultrasound-Associated Dispersive Liquid-Liquid Microextraction, UA-DLLME), w których używano różnorodne objętości oraz rodzaje rozpuszczalników dyspergujących (Chl, DCHM) i ekstrahujących (ACN, MeOH oraz etanol (EtOH)), jak również czasu trwania procesu izolacji analitu wspomaganego ultradźwiękami. Użyteczność każdej testowanej mieszaniny ekstrahująco-dyspergującej sprawdzono w różnych proporcjach (4:6, 3:7, 2:8, v/v) stosując jako matrycę próbki buforowaną fosforanem sól fizjologiczną (ang. Phosphate Buffered Saline, PBS). Po przeprowadzeniu tych eksperymentów stwierdzono, że w przypadku mieszaniny ACN z testowanymi odczynnikami ekstrahującymi nie utworzyła się kropla. Z kolei, spośród pozostałych wariantów najlepsze rezultaty uzyskano w przypadku mieszaniny Chl:EtOH (4:6, v/v) (Tabela 1. w publikacji 5). Kolejnym krokiem było zweryfikowanie dwóch najlepiej rokujących mieszanin (Chl:MeOH, Chl:EtOH) w trzech różnych proporcjach (4:6, 3:7, 2:8, v/v) do izolacji docetakselu z matrycy biologicznej. Spośród tych mieszanin, najwyższą wydajność ekstrakcji otrzymano po zastosowaniu  Chl:EtOH w proporcji (4:6, v/v). Zatem, ta mieszanina ekstrahująco-dyspergująca została wybrana do dalszych eksperymentów. W trakcie kolejnych badań, sprawdzono, czy włączenie ultradzwięków, jak i czas trwania tego procesu wpłynie na wydajność ekstrakcji docetakselu z próbek biologicznych. Ten parametr testowano w różnych przedziałach czasach (0, 0,5, 1, 2, 5 min) i wykazano, że wydajność ekstrakcji była najwyższa wówczas, gdy zastosowano 0,5 min sonifkację próbki, która po upływnie kolejnych minut znacząco spadała (Fig. 2S. w Supplementary Data), co może świadczyć o degradacji badanej substancji. Zatem, do ostatecznego protokołu przygotowania próbek włączono etap sonifikacji trwający 0,5 min i kontynuowano badania dla próbek moczu. Częścią optymalizacji dla tej matrycy było sprawdzanie wpływu pH (3,0, 7,0, 10,0) na wydajność procesu ekstrakcji docetakselu z tego materiału biologicznego. Na podstawie otrzymanych wyników stwierdzono, że zmiana pH nie wpływa na zwiększenie wydajności ekstrakcji. Zatem, neutralne pH próbki biologicznej przyjęto jako optymalne. 
	W celu weryfikacji przydatności opracowanej procedury UA-DLLME w połączeniu z LC-MS/MS do oznaczeń docetakselu w osoczu i moczu, poddaną ją walidacji zgodnie z wymaganiami FDA oraz ICH. Potwierdzono jej selektywność (Fig. S1. w Supplementary Data), liniowości w zakresie 2,5-2000 ng/ml dla prób osocza oraz od 5 do 2000 ng/ml dla prób moczu, a także określono i parametry LOQ i LOD, które w przypadku prób osocza wynosiły 1 i 2,5 ng/ml, a dla moczu były na poziomie 2,5 i 5 ng/ml (Tabela 2. w publikacji 5). Ponadto, wyznaczono precyzję i dokładność metody, których wartości nie przekraczały wymaganych kryteriów akceptacji (Tabela 3. w publikacji 5). Dodatkowo, badania stabilności wskazały, że docetaksel jest substancją trwałą w testowanych warunkach eksperymentalnych (Tabela S1. w Supplementary Data). 
	Po zwalidowaniu opracowanej metody UA-DLLME-LC-MS/MS zastosowano tę procedurę do analizy rzeczywistych próbek osocza i moczu pobranych od 12-letniego pacjenta chorego na AS serca z przerzutami do płuc oraz węzłów chłonnych, który otrzymywał docetaksel w dawce 45 mg (30 mg/m2) w ciągu 1 h wlewu dożylnego co trzy tygodnie. Próbki pobierano przez podaniem, w trakcie, jak i na koniec wlewu, a także do 72 h po podawaniu leku. Mocz pobierano przed podaniem leku, na końcu wlewu oraz do 72 h od podawania tego cytostatyku. 
	Wynikiem tych analiz było otrzymanie profili stężeń docetakselu w osoczu i moczu pacjenta do 72 h od momentu rozpoczęcia podania leku. Na ich podstawie ustalono, że w przypadku osocza najwyższe stężenie docetakselu odnotowano na zakończenie wlewu (4336,51 ng/ml – 1 h) (Fig. 2. w publikacji 5). W kolejnych punktach czasowych, stężenie leku spadało do 8 h, a następnie minimalnie wzrosło i ponownie spadało do 15 h, aby w 72 h osiągnąć poziom 3,01 ng/ml. W przypadku próbek moczu, Cmax docetakselu oznaczono na koniec wlewu (1347,55 ng/ml – 1 h), które spadało do 10 h, aby ponownie wzrasnąć (22 h) i obniżyć się osiągając poziom 26,08 ng/ml w ostatnim punkcie pomiarowym (72 h). Uzyskany profil potwierdził trójkompartmentowy model farmakokinetyczny docetakselu, który już wcześniej opisano w literaturze [123]. Te dane mogą także wskazywać na dużą zmienność międzyosobniczą bądź możliwość wystąpienia interakcji, gdy ten lek jest podawany w terapii wielolekowej. Ta obserwacja jest spójna z danymi literaturowymi, które także wskazywały, że oznaczone poziomy stężeń docetakselu były bardzo zróżnicowane [111]–[113][114]. W odniesieniu do danych literaturowych dotyczących poziomów docetakselu w moczu, te informacje są bardzo ograniczone, gdyż jedynie w jednej pracy podano, że po doustnym podaniu docetakselu (60 mg), procent dawki leku w moczu wynosił ok. 2,5 % [121]. Niestety, brakuje danych opisujących profil stężeń tego cytostatyku w moczu w określonych przedziałach czasowym po podaniu tego leku. Zatem, zgromadzone dane eksperymentalne mogą rozszerzyć naszą wiedzę w zakresie farmakokinetyki tego taksanu.
Wnioski
Opracowano nową metodę UA-DLLME w połączeniu z LC-MS/MS do oznaczania profili stężeń docetakselu w próbkach osocza i moczu ludzkiego, której użyteczność w praktyce klinicznej została potwierdzona w trakcie monitorowania tego cytostatyku w materiale biologicznym uzyskanym od pacjenta pediatrycznego z AS serca. Jej dużą zaletą jest zastosowanie mikroekstrakcji do izolacji docetakselu z próbek biologicznych, które po raz pierwszy zostało zaproponowane dla tego leku, jako alternatywne podejście do klasycznych procedur ekstrakcji. Uzyskane profile docetakselu w testowanych matrycach wskazują, że wyższe stężenie leku oznaczono w próbkach osocza niż moczu, a ponadto świadczą o trójkompartmentowym modelu farmakokinetycznym tego cytostatyku. Opracowana metoda UA-DLLME-LC-MS/MS jest szybka, prosta, dokładna i precyzyjna i może być interesującym narzędziem analitycznym do zastosowań w TDM oraz innych badaniach farmakokinetycznych i klinicznych.
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· Opracowano metody oznaczania doksorubicyny, epirubicyny i idarubicyny w moczu i osoczu krwi ludzkiej, a dla doksorubicyny także w tkankach zwierzęcych, techniką chromatografii cieczowej z detekcją fluorescencyjną (LC-FL),
· Opracowano skuteczne procedury ekstrakcji powyższych analitów z wyżej wymienionych materiałów biologicznych oparte na ekstrakcji do fazy stałej (SPE) z użyciem kolumienek HLB,
· Powyższe metody oznaczania doksorubicyny, epirubicyny i idarubicyny w osoczu i moczu techniką SPE-LC-FL zostały zwalidowane zgodnie z wymogami FDA i ICH i z powodzeniem zastosowane do monitorowania leków cytostatycznych u dzieci leczonych onkologicznie,
· Uzyskane profile stężeń odniesiono do wcześniej opublikowanych w literaturze w aspekcie efektywności i bezpieczeństwa stosowania antracyklin dla pacjenta i jego otoczenia,
· Potwierdzono użyteczność opracowanej metody oznaczania doksorubicyny w tkankach szczurzych techniką LC-FL do potencjalnych zastosowań w badaniach klinicznych z udziałem zwierząt laboratoryjnych,
· Opracowano warunki oznaczania docetakselu w moczu i osoczu krwi ludzkiej techniką LC-MS/MS oraz skuteczną procedurę ekstrakcji tego analitu z materiału biologicznego bazującą na UA-DLLME, 
· Przeprowadzono walidację opracowanej metody chromatograficznej oznaczania docetakselu techniką UA-DLLME-LC-MS/MS zgodnie z wymaganiami FDA oraz ICH, 
· Potwierdzono użyteczność opracowanej metody UA-DLLME-LC-MS/MS w praktyce klinicznej poprzez jej zastosowanie do wyznaczenia profili stężeń docetakselu w próbkach osocza i moczu pobranych od pacjenta poddanego leczeniu onkologicznemu,
· Opracowane metody LC-FL oraz LC-MS/MS stanowią alternatywę dla dotychczas opublikowanych technik LC oznaczania wybranych antracyklin i taksanu jako użytecznych narzędzi analitycznych w badaniach farmaceutycznych.
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	Pomimo ciągłego rozwoju współczesnej medycy, choroby nowotworowe są w dalszym ciągu jednym z najczęstszych schorzeń na świecie, które w wielu przypadkach prowadzą do śmierci pacjenta. Z tego względu, opracowanie skutecznej terapii stanowi istotne wyzwanie dla wielu klinicystów i naukowców. Niezmiennie od lat, chemioterapia jest jednym z podstawowych sposobów leczenia onkologicznego, z którą niestety wiąże się także wysokie ryzyko występowania wielu poważnych efektów ubocznych. W związku z poprawą jej skuteczności, a także potrzebą obniżenia skutków niepożądanych sugeruje się stosowanie terapii monitorowanej stężeniem leku (ang. Therapeutic Drug Monitoring, TDM) opartej na doborze dawki leku na podstawie wcześniej określonego stężenia oznaczonego w próbkach krwi pacjenta. Takie podejście może stanowić alternatywę dla dotychczasowego sposobu dawkowania leków cytostatycznych w oparciu o masę czy powierzchnię ciała pacjenta. Wymaga to jednak opracowywania metod pozwalających w dokładny i precyzyjny sposób określić poziom leku po jego podaniu w płynach ustrojowych pacjenta (najczęściej osocze, ale także surowica i mocz). Istotnym kierunkiem rozwoju leczenia onkologicznego jest także wprowadzanie nowych substancji o działaniu przeciwnowotworowym bądź projektowanie nowych postaci leku dla cytostatyków już dopuszczonych do lecznictwa, które charakteryzują się wyższą efektywnością terapeutyczną i niższym profilem działań niepożądanych. Jednakże, ich dopuszczenie do obrotu aptecznego wymaga przeprowadzenia szeregu badań klinicznych, w tym z udziałem zwierząt laboratoryjnych. Zatem, istnieje potrzeba opracowania metod analitycznych służących do oznaczania substancji przeciwnowotworowych w tkankach zwierzęcych. 
Głównym celem pracy doktorskiej była optymalizacja metod umożliwiających monitorowanie stężenia wybranych leków cytostatycznych z grupy antracyklin (doksorubicyny, epirubicyny, idarubicyny) oraz taksanów (docetakselu) w płynach ustrojowych człowieka (osocze i mocz). Ponadto, celem badań było także rozszerzenie stosowalności metody do oznaczania doksorubicyny w tkankach zwierzęcych.
	W związku z powyższym, w ramach pracy doktorskiej przeprowadzono szereg eksperymentów dotyczących opracowania procedur izolacji leków z matryc biologicznych, w trakcie których testowano szereg procedur deproteinizacji, LLE, SPE z użyciem kolumienek C18 i HLB, a także SPME (idarubucyna) i DLLME (docetaksel). Porównano uzyskane wyniki ekstrakcji oraz oceniono każdą z nich wskazując na zalety i wady. Ostatecznie jako najbardziej optymalną do izolacji doksorubicyny, epirubicyny i idarubicyny wytypowano SPE ze złożem HLB. Ponadto, w przypadku idarubicyny zaproponowano procedurę SPME do izolacji tego leku, która mogłaby być stosowana do analizy próbek pacjentów otrzymujących wyższe dawki tego cytostatyku. Po raz pierwszy zaproponowano także protokół UA-DLLME oparty na zastosowaniu etanolu i chloroformu jako rozpuszczalnika dyspergującego i estrahującego do ekstrakcji docetakselu z próbek osocza i moczu.
Ponadto, dla każdego cytostatyku zoptymalizowano warunki analizy chromatograficznej, które w przypadku antracyklin były prowadzone techniką LC-FL w warunkach elucji izokratycznej, podczas gdy do separacji docetakselu użyto LC-MS/MS z elucją gradientową fazy ruchomej. Opracowane protokoły analityczne SPE-LC-FL i UA-DLLME-LC-MS/MS poddano walidacji zgodnie z kryteriami FDA i ICH stosując metodę wzorca wewnętrznego, gdzie jako IS użyto danunorubicynę bądź paklitaksel. Uzyskane wyniki potwierdziły, że wszystkie metody spełniają kryteria precyzji i dokładności oraz liniowości w testowanych zakresach stężeń, a parametry LOD i LOQ są niższe bądź porównywalne w odniesieniu do parametrów określonych dla metod już opublikowanych w literaturze. Następnie, dla potwierdzenia użyteczności opracowanych procedur analitycznych w praktyce klinicznej zastosowano je do oznaczeń cytostatyków w rzeczywistych próbkach materiału biologicznego otrzymanych od pacjentów ze zdiagnozowaną chorobą nowotworową, którzy podlegali różnorodnym protokołom chemioterapeutycznym. Wynikiem tych badań było otrzymanie profili stężeń oznaczanych cytostatyków w osoczu i moczu. W przypadku antracyklin, profile w osoczu były porównywalne do wcześniej opublikowanych w literaturze. Ponadto, stężenia tych cytostatyków w moczu były znacząco wyższe, co sugerowało potencjalne ryzyko narażenia personelu medycznego oraz opiekunów pacjenta na działanie antracyklin w kontakcie z moczem pacjenta, szczególnie w trakcie podawania leku i w najbliższych godzinach po zakończeniu jego aplikacji. Wyniki badań potwierdziły także, że uzyskane poziomy docetakselu w osoczu były wyższe niż wcześniej opublikowane w literaturze. To dowodzi, że farmakokinetyka tego leku wykazuje dużą zmienność osobniczą, co już sygnalizowano w literaturze. W przypadku tkanek zwierzęcych użyteczność opracowanej metody SPE-LC-FL potwierdzono pod kątem przydatności do oznaczeń poziomów doksorubicyny w sześciu rodzajach tkanek szczura (wątroba, nerki, żołądek, płuca, serce oraz śledziona). Ta metoda może być z powodzeniem zastosowana do badań farmakokinetycznych i aplikacji klinicznych. 
Podsumowując wyniki badań realizowane w ramach pracy doktorskiej, które zaprezentowano w formie cyklu pięciu publikacji oryginalnych można przyjąć, że ich efektem było opracowanie szeregu alternatywnych metod chromatograficznych w porównaniu do już istniejących metodyk oznaczania leków cytostatycznych w materiałach biologicznych. Metody te mogą być z powodzeniem stosowane w praktyce klinicznej, w tym w TDM, umożliwiając dostarczanie cennych informacji podczas prowadzenia badań farmakokinetycznych oraz klinicznych.

[bookmark: _Toc135306235][bookmark: _Toc137702487]Summary
Despite the continuous development of modern medicine, cancers are the one of the most common diseases worldwide, which in many cases lead to the patient’s death. For this reason, determination of an effective therapy poses a very relevant challenge for many clinicists and researchers. For years, chemotherapy has been one of the fundamental methods of oncologic treatment, but unfortunately it is also associated with a high risk of many side effects. In connection with the improvement of its effectiveness and the need to decrease side effects, it is suggested to use the therapeutic drug monitoring (TDM) based on selecting a proper dose of the drug according to the previously determined concentration measured in the patient's blood samples. This approach may be used as an alternative to the currently most common method of anticancer dosage based on patient`s weight or surface area of their body. However, it requires the development of methods which will precisely and accurately show the concentration levels of drug after its administration in biofluids (most often plasma, but also serum and urine). An important direction in the development of oncologic treatment is also the introduction of new substances with anticancer activity, or design of new drug forms for cytostatics that have been already approved for treatment, but in new drug formulation characterise by higher therapeutic effectiveness and a lower incidence of adverse effects. However, admission to pharmacy turnover requires carrying out a wide range of clinical studies including those involving laboratory animals. Hence, there is a need to develop analytical methods which will be used to determine anticancer substances in animal tissues. 
The main aim of this dissertation was the optimization of methods which are used for monitoring the concentration levels of selected cytostatic drugs of the anthracycline groups (doxorubicin, epirubicin, idarubicin) and taxanes (docetaxel) in human body fluids (plasma and urine). In addition, the aim of this study was also extension of the method's applicability for the determination of doxorubicin in animal tissues.  
Accordingly, a wide range of experiments was carried out within this study which included the optimization of drug isolation procedures from biological matrices, during which different procedures of deproteinization, LLE and SPE with columns of C18 and HLB, as well as SPME (idarubicin) and DLLME (docetaxel) were tested. Then, the obtained results of extraction were compared and each of them was evaluated for advantages and disadvantages. Finally, for the isolation of doxorubicin, epirubicin and idarubicin SPE with HLB cartridges was chosen as the most optimal procedure. Additionally, in the case of idarubicin, SPME procedures were proposed which could be used to analyse samples obtained from patients being administrated a higher dose of this cytostatic. The UA-DLLME protocol, based on using ethanol and chloroform as disperser and extracting solvent, was proposed for the first time for the extraction of docetaxel from plasma and urine samples.
Moreover, for each cytostatic the chromatographic conditions were optimized which in case of anthracycline was based on LC-FL technique with isocratic elution, while for the separation of docetaxel LC-MS/MS with gradient elution was used. The determined analytical protocols SPE-LC-FL and UA-DLLME-LC-MS/MS were validated as required by FDA and ICH criteria using the internal pattern method, where daunorubicin or paclitaxel were used as IS. The obtained results confirmed that all methods fulfilled the criteria within the range of accuracy, precision, linearity in tested concentration ranges, and LOD and LOQ parameters which were lower or comparable in reference to the specified parameters in earlier literature data. Next, to confirm the usability of the developed analytical procedures in clinical practice, they were used for the determination of cytostatic in real samples of biological material obtained from patients diagnosed with cancer, who were subjects to various chemotherapy regimens. The result of these studies provided profiles of the drug concentrations in plasma and urine. In the case of anthracyclines, the profiles in plasma samples were comparable to those previously published in literature. On the other hand, the concentration of these cytostatic in urine were significantly higher, which may suggest the potential risk of exposure of medical personnel and caregivers of patients to anthracyclin activity in contact with patients’ urine, especially during administration of drug and also in the first hours after its application. The results confirmed that obtained levels of docetaxel in plasma were higher than those previously published in literature. This proves that the pharmacokinetics of this drug shows a great variability between patients which was also indicated in the literature. In the case of animal tissue, the usefulness of the developed SPE-LC-FL method was confirmed for determining the levels of doxorubicin in six types of rat tissues (liver, kidneys, stomach, lungs, heart, spleen) in pharmacokinetic and clinical applications. 
 To summarize the results of the research conducted as part of the doctoral thesis, which were presented in the form of a series of five original publications, it can be concluded that the outcome was the development of a range of alternative chromatographic methods compared to the existing methodologies for the determination of cytostatic drugs in biological materials. These methods could be used in clinical practice, including TDM, enabling the provision of valuable information during pharmacokinetic and clinical studies.
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