Sposob otrzymywania probek surowicy krwi do oznaczania stezenia kotyniny oraz nowe
zastosowanie tetrafluoroboranu 1-metylo-3-oktyloimidazoliowego

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania prébek surowicy krwi ludzkiej
wykorzystywanych w badaniach zawarto$ci kotyniny zwlaszcza za pomoca testu ELISA.
Przedmiotem jest rowniez zastosowanie tetrafluoroboranu 1-metylo-3-oktyloimidazoliowego do
usuwania hemu i/lub hemoglobiny z probek surowicy krwi wykorzystywanych w badaniach

zawartosci kotyniny.

Palenie tytoniu jest nadal jedna z gtéwnych przyczyn smiertelnosci i zachorowalnosci na choroby
uktadu krazenia, choroby ptuc 1 raka [Akter S, Nakagawa T, Honda T, et al. Circ J 2018, 82,
3005; Samet JM. Thorac Surg Clin 2013, 23, 103]. Ponadto palenie tytoniu moze znaczaco
zwiekszy¢ ryzyko powiktan pooperacyjnych, w tym infekcji, uposledzonego gojenia si¢ ran,
czasu rekonwalescencji, czy komplikacji krazeniowo-oddechowych [Yoshikawa R, Katada J.

BMJ Open 2019, 9, €029913].

Doktadna ocena statusu palenia ma kluczowe znaczenie dla udokumentowania stanu pacjenta
oraz oszacowanie ryzyka chorob zwiazanych z paleniem tytoniu [Warren CW, Jones NR, Eriksen
MP, Asma S. Lancet 2006, 367, 749]. Do oceny narazenia na dym tytoniowy zwykle stosuje si¢
standaryzowany kwestionariusz (ankieta), ktory jednak nie zawsze jest wiarygodny z uwagi na
stronniczo$¢ respondentow. Z tego powodu do oceny statusu palenia stosuje si¢ zwykle markery
biologiczne. Biomarkery narazenia na tyton obejmuja st¢zenia sktadnikow zwigzanych z dymem,
ich metabolitow lub produktow interakcji miedzy chemikaliami w dymie, a czasteczkami
docelowymi w materialach biologicznych [National Research Council. Biologic Markers of

Pulmonay Toxicology, National Academy Press: Washington, DC, USA, 1989].

Nikotyna jest biomarkerem specyficznym dla tytoniu, podobnie jak jej metabolity. Nikotyna jest
metabolizowana do kotyniny w watrobie, a jej okres pottrwania w organizmie wynosi okoto 2—3

h, a kotyniny 12-20 h [Jaakkola MS, Jaakkola JJ. Eur Respir J 1997, 10, 2384]. Niewielka ilos¢



kotyniny (10-15%) jest wydalana z moczem, a pozostata cze$¢ jest dalej metabolizowana do
trans-3’-hydroksykotyniny 1 innych produktéw ubocznych [Benowitz NL, Jacob P III, Fong I,
Gupta SJ. Pharmacol Exp Ther 1994, 268, 296]. Na poziomy tych biomarkeréw, podobnie jak
innych ksenobiotykow, wplywaja procesy wchtaniania, dystrybucji, metabolizmu i eliminacji
chemikaliéw (absorption, distribution, metabolism, and excretion, ADME) z organizmu po
wystagpieniu ekspozycji. Ze wzgledu na dluzszy okres poéttrwania, kotynina w §linie, moczu lub
surowicy, jest powszechnie stosowanym biomarkerem narazenia na dym tytoniowy [Etter JF, Vu
DT, Perneger TV. Am J Epidemiol 2000, 151, 251; Hegaard HK, Kjaergaard H, Moller LF,
Wachmann H, Ottesen B. Acta Obstet Gynecol Scand 2007, 86, 401]. Zgodnie z zaleceniem
Towarzystwa Badan nad Nikotyna 1 Tytoniem (The Society for Research on Nicotine and
Tobacco, SRNT) kotynina, obok tlenku wegla (CO) i rodanku (SCN) jest rekomendowana w
badaniach klinicznych, jako podstawowy biomarker uzywania tytoniu [SRNT Subcommittee on
Biochemical Verification. Biochemical verification of tobacco use and cessation. Nicotine Tob

Res 2002, 4, 149].

Poziom kotyniny w surowicy, $linie lub moczu jest podstawa réznicowania palaczy od oséb
niepalagcych. Problemem pozostaje okreslenie warto$ci granicznej, aby dokonaé wiasciwe]
selekcji. W 2016 roku Kim [Kim S. Int J Environ Res Public Health. 2016, 13, 1236] zebrat dane
epidemiologiczne z okresu 1985-2014, odnosnie poziomu tego biomarkera. Opracowane
zestawienie pozwolilo na wyroznienie szerokiego przedzialu stezen, w ktérym miesci si¢ wartos¢

odciecia dla stgzenia kotyniny w surowicy w zakresie od 10 do 20 ng/ml.

Do mierzenia poziomu metabolitow nikotyny w plynach ustrojowych mozna zastosowaé takie
techniki, jak testy immunologiczne, np. radioimmunotest (RIA), enzymatyczny test
immunosorpcyjny  (ELISA),  immunooznaczenie  fluorescencyjne  (FIA),  techniki
spektrofotometryczne i chromatograficzne [Park S, Lee DH, Park JG, Lee YT, Chung J. Clin
Chim Acta 2010, 411, 1238; Baj J, Flieger W, Przygodzka D, Buszewicz G, Teresinski G, Pizon
M, Maciejewski R, Flieger J. Molecules 2022, 27, 682; Kim I, Darwin WD, Huestis, MA. ]
Chromatogr B 2005, 814, 233; Acosta M, Buchhalter A, Breland A.et al., Nicotine Tob Res
2004, 6, 615; Torano JS, van Kan HJ. Analyst 2003, 128, 838; Heinrich-Ramm R, Wegner R,
Garde AH, Baur X. Int J Hyg Environ Health 2002, 205, 493; Kataoka H, Inoue R, Yaki K, Saito



K. J Pharm Biomed Anal 2009, 49, 108; Gray TR, Shakleya DM, Huestis MA. J Chromatogr.B
2008, 863, 107; Chadwick CA, Keevil B. Ann Clin Biochem 2007, 44, 455; Murphy SE, Villalta
P, Ho SW, Weymann LB. J Chromatogr B 2007, 857, 1; Beyer J, Peters, FT, Kraemer T, Maurer
HH. J Mass Spectrom 2007, 42, 621; Rabkaa-Khabbaz L, Abi Daoud R, Karam-Sarkis D..J
Chromatogr Sci 2006, 44, 535]. Najpopularniejszymi metodami iloSciowego oznaczania nikotyny
1 jej metabolitow sa chromatografia gazowa (GC) 1 cieczowa (LC) w polagczeniu z detektorami
plomieniowo-jonizacyjnymi (FID), ultrafioletowym (UV) 1 spektrometria masowa (MS). Nalezy
podkresli¢, ze metody chromatograficzne wymagaja pracochtonnej procedury przygotowania
probek do analizy, niekiedy derywatyzacji [Yasuda M, Ota T, Morikawa A, Mawatari K,
Fukuuchi T, Yamaoka N, Kaneko K, Nakagomi K. J Chromatogr B 2013, 934, 41] lub czutego
detektora (MS, FL), aby uzyska¢ LOD na poziomie kilku ng/ml [Avagyan R, Spasova M,
Lindholm J. Separations 2021, 8, 77; Scheidweiler KB, Shakleya DM, Huestis MA. Clin. Chim
Acta 2012, 413, 978; Chazeron I, Daval S, Ughetto S, Richard D, Nicolay A, Lemery D, Llorca
PM, Coudoré¢ F. Pulm Pharmacol Ther 2008, 21, 485]. Dzigki tym technikom mozna oznaczac
kotyning na poziomie 2 ng/ml [Baumann F, Regenthal R, Burgos-Guerrero IL, Hegerl U, Preiss
R. J Chromatogr B 2010, 878, 107], 0,1 ng/ml [Jacob P III, Yu L, Duan M, Ramos L, Yturralde
O, Benowitz NL. J Chromatogr B 2011, 879, 267], a nawet na poziomie 0,050 ng/ml metoda
UHPLC-QQQ-MS/MS [Xia B, Blount BC, Wang L. ACS Omega 2021, 6, 13962].

W przeciwienstwie do  powyzszych  zaawansowanych  technik  analitycznych,
immunoenzymatyczny test fazy stalej] ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) to test
o wysokie] swoistosci, ktory uchodzi w przeciwienstwie do wymienionych, za metode szybka,
doktadng i1 taniag [Hnasko RM. Methods Mol Biol. 2015, 1318, 51]. ,Cotinine ELISA Kit”
posiada czuto$¢ na poziomie 1 ng/ml w mierzonym zakresie 0-100 ng/ml i pozwala na
oznaczanie kotyniny w surowicy, moczu i §linie:
[http://www.abnova.com/products/products_detail.asp?catalog_id=KA0930].

Na testy immunologiczne, w wigkszosci przypadkow, hemoliza nie ma wpltywu. Jednak jest
zdecydowanie niewskazana w przypadku testow immunologicznych przeznaczonych dla
nietrwalych analitow, takich jak insulina, glukagon, kalcytonina, parathormon, ACTH i gastryna,

ze wzgledu na uwalnianie enzymdéw proteolitycznych, ktore je degraduja. Hemoliza moze



réwniez zaklocaé niektére etapy generowania sygnatu w testach immunologicznych. Wolna
hemoglobina moze bowiem wigza¢ si¢ niespecyficznie na fazie stalej, dajac falszywie pozytywny
wynik. Dlatego do dobrej praktyki analitycznej nalezy unikanie probek surowicy ze sladami
hemolizy, poniewaz nigdy nie ma pewnosci co do jej wptywu na wynik testu [Reimers TJ,
McCann JP, Cowan RG, Concannon PW. Proc Soc Exp Biol Med 1982, 170, 509; Parra MD,
Bernal LJ, Ceron JJ. Can J Vet Res 2004, 68, 98; Koseoglu M, Hur A, Atay A, Cuhadar S.
Biochem Med (Zagreb). 2011, 21, 79]. W 2021 r. Wang i in. [Wang T, Li Z, Jia Y, Zhu B, Cao Z.
Int J Legal Med 2021, 135, 1661] potwierdzili wptyw hemolizy na analize catkowitego IgE za

pomoca komercyjnego testu immunologicznego ECLIA.

Hemoliza jest to peknigcie blony czerwonych krwinek (RBC), powodujace uwolnienie
hemoglobiny i innych sktadnikéw wewnetrznych do otaczajacego ptynu. Hemoliza jest czgstym
zjawiskiem, ktore nadaje surowicy lub osoczu odcien od rézowego do czerwonego. Proces
hemolizy moze mie¢ miejsce in vivo, jako wynik autoimmunologicznej niedokrwistosci
hemolitycznej, jako reakcja poprzetoczeniowa [Lippi G, Plebani M, Di Somma S, Cervellin G.
Crit Rev Clin Lab Sci 2011, 48, 143] oraz in vitro jako skutek nieprawidtlowego pobrania,
obrébki lub transportu probek [Lippi G, Salvagno GL, Montagnana M, Brocco G, Guidi GC. Clin
Chem Lab Med. 2006, 44, 311]. Eliminacja hemoglobiny z lizatow (krwi lub erytrocytow) jest
niezbedna do wykonania proteomiki metoda spektrometrii mas lub elektroforezy [D'Amici GM,
Rinalducci S, Zolla L. Nat Protoc 2011, 7, 36], gdyz zaburza ilo§ciowe oznaczanie innych biatek.
W ostatnich latach wykazano, ze wolny hem, protetyczna grupa hemoglobiny, moze takze
gromadzi¢ si¢ w erytrocytach 1 jest uwalniany podczas lizy czerwonych krwinek [Aich A,
Freundlich M, Vekilov PG. Blood Cells Mol Dis 2015, 55, 402]. Srednie stezenie wolnego hemu
w erytrocytach oszacowana na 21 + 2 uM. Nalezy zaznaczy¢, ze uwalnianie hemu zalezy od
stezenia hemoglobiny [Edelstein SJ, Rehmar MJ, Olson JS, Gibson QH. J Biol Chem 1970, 245,
4372]. Przy niskich stezeniach hemoglobiny, jej formy tetrameryczne rozpadaja si¢ na dimery i
hem uwalnia sie szybciej [Hargrove MS, Whitaker T, Olson JS, Vali RJ, Mathews AJ. J Biol
Chem 1997, 272, 17385]. Zatem hem, obecny w hemolizacie, nie tylko pochodzi z cytozolu
krwinek czerwonych, ale moze by¢ uwalniany przy rozcienczeniu hemoglobiny. Niezwigzany z

biatkiem hem, wykazuje dziatanie cytotoksyczne, ktore wynika z aktywnosci redoks zelaza i



hydrofobowos$¢ protoporfiryny [Sachar M, Anderson KE, Ma XJ. Pharmacol Exp Ther 2016,
356, 267; Donegan RK, Moore CM, Hanna DA, Reddi AR. Free Radical Biol Med 2019, 133,
88].

Zgodnie z wytycznymi analitycznych 1 klinicznych granic decyzyjnych odno$nie hemolizy,
zakres raportowane] wartosci hemoglobiny powinien by¢ nizszy niz 1 mg/ml. Tylko w tym
przypadku nie ma koniecznosci komentowania i dodatkowego potwierdzania uzyskanych
wynikow [Lippi G, Cadamuro J, von Meyer A, Simundic AM. Clin Chem Lab Med 2018, 56,
718]. Nie zmienia to jednak faktu, ze istnieje potrzeba opracowania skutecznych i selektywnych
metod ekstrakcji $ladowych iloSci hemu/hemoglobiny z probek surowicy 1 badania
wiarygodnosci réznych testéw analitycznych. W 2008 roku Cheng i wsp. [Cheng DH, Chen XW,
Shu Y, Wang JH. Talanta 2008, 75, 1270] po raz pierwszy wyekstrahowali hemoglobine
heksafluorofosforanem 1-butylo-3-trimetylosililoimidazoliowym (BtmsimPFs), bez dodatkowych
ekstrahentéw. Autorom udato si¢ usung¢ 100 ng/ul hemoglobiny z wydajnoscig 93%. Firma
BioTech Support Group, (Deer Park Drive, Suite M, Monmouth Junction, New Jersey, USA)
oferuje w tym celu HemogloBind, bedacy biopolimerem zar6wno w postaci zelu, jak 1 zawiesiny,
ktory jest specjalnie przeznaczony do usuwania hemoglobiny z probek surowicy, osocza i
hemolizowanej krwi. Pomimo istnienia nielicznych technik usuwania hemoglobiny z surowicy,
wcigz istnieje zapotrzebowanie na proste, tanie, tatwo dostepne, ekologiczne metody
ograniczajace zuzycie organicznych rozpuszczalnikow oraz zapewniajace satysfakcjonujaca

wydajnosc.

Wynalazek rozwigzuje problem otrzymywania dobrej jakosci probek wykorzystywanych
do oznaczania stgzenia kotyniny poprzez usuwanie sladowych ilosci hemu i/lub hemoglobiny z
sktadu pozostatych biatek. Sposéb pozwala uzyska¢ probki odpowiednie do badan
biochemicznych, a w szczegdlnosci do oznaczania zawartosci kotyniny przy wykorzystaniu testu
ELISA o wysokie] swoistosci. Oznaczanie zawartosci kotyniny w probkach surowicy ma

szczegblne znaczenie dla odrézniania palaczy od nie palaczy.



Wynalazek dotyczy  takze zastosowania tetrafluoroboranu I-metylo-3-
oktyloimidazoliowego (OMIM BF4) do selektywnego usuwania hemu i/lub hemoglobiny z

prébek surowicy krwi ludzkiej.

Tetrafluoroboran  1-metylo-3-oktyloimidazoliowy (OMIM BF4) jest znang substancja
wykorzystywana do réznych zastosowan. Znane jest jej zastosowanie np. jako rozpuszczalnika
do ekstrakcji tiofenu 1 jego pochodnych z benzyny (Kazmi S, Awan Z, Hashmi S. IICCE, 2019,
38, 209), jako ekologiczne medium do syntezy organicznej (Sharifi A, Barazandeh M, Saeed
Abaee M, Mirzaei M. J. Heterocyclic Chem. 2012,49, 933; Sharifi A, Barazandeh M, Saeed
Abaee M, Mirzaei M. Tetrahedron Letters 2010, 51, 1952), jako ekstrahent do ekstrakcji
zwigzkow fenolowych (Wan H, Huang D-Y, Cai Y, Guan G-F. Journal of Chemical Engineering
of Chinese Universities 2008, 22, 162).

Sposob otrzymywania prébek surowicy krwi do oznaczania stezenia kotyniny charakteryzuje
si¢ tym, ze do probki surowicy krwi dodaje si¢ tetrafluoroboran 1-metylo-3-oktyloimidazoliowy
(OMIM BFs) w ilosci od 0.1 g do 1.0 g korzystnie od 0.7 do 1.0 g na co najwyzej 3 ml surowicy
krwi i1 sktadniki miesza si¢. Proces mieszania mozna prowadzi¢ w rotatorze w czasie co najmniej
5 minut maksymalnie 15 min korzystnie 10 min, az do catkowitego skontaktowania obu faz,
nastepnie otrzymanag mieszaning odwirowuje si¢ 1 po oddzieleniu mieszaniny hydrofobowe;j,
otrzymuje si¢ surowice oczyszczong z hemoglobiny i/lub hemu. Powyzszy sktad mieszaniny oraz
sposdb otrzymywania probki do oznaczania zawartosci kotyniny pozwala na usunigecie nawet

94.89% hemu 1/lub hemoglobiny.

Przedmiotem wynalazku jest takze zastosowanie tetrafluoroboranu  1-metylo-3-
oktyloimidazoliowego (OMIM BF4) do selektywnego usuwania hemu i/lub hemoglobiny z

prébek surowicy krwi ludzkiej.

Jak sie okazalo tetrafluoroboran 1-metylo-3-oktyloimidazoliowy (OMIM BF4) ekstrahuje
hemoglobing i/lub hem w sposob efektywny, dzigki czemu, po oddzieleniu faz mieszaniny,
otrzymana probka surowicy krwi jest oczyszczona i pozbawiona Sladowych ilosci hemoglobiny

i/lub hemu, ktore wptywaja na wiarygodnos¢ badan biochemicznych.



Surowica po usunieciu hemu/hemoglobiny ta metoda nie zmienia sktadu pozostalych
biatek 1 nadaje si¢ do badan biochemicznych, a szczegoélnie oznaczania zawartosci kotyniny za
pomoca testu ELISA. Probki po usunieciu sladowych ilosci hemu/hemoglobiny w jednym etapie
za pomocg hydrofobowej cieczy jonowe; OMIM BF4, umozliwiajg poprawe doktadnosci testu na

zawartos$¢ kotyniny do ponad 30% oraz precyzji oznaczen (CV%, SD).

Otrzymanie probek surowicy poprzez usuniecie sladowych ilosci hemu i/lub hemoglobiny
ma szczegoOlne znaczenie w badaniach biochemicznych przy oznaczaniu zawartosci kotyniny,
gdyz pozwala dokona¢ dokladnego pomiaru stezenia kotyniny w prébce i na tej podstawie

odrézni¢ palaczy od osob niepalacych.

Selektywne usuwanie hemoglobiny z lizatéw krwi moze mieé zastosowanie w wielu
dziedzinach. Obecno$¢ hemoglobiny powoduje bowiem interferencje spektroskopowe, co
zaburza pomiary absorpcyjne w analizach biochemicznych, a nawet pomiary immunologiczne,
skutkujac nieprawidtowymi wynikami. Wysoce specyficzne usuwanie hemoglobiny mozna
osiggna¢ metodami immunologicznymi (Chou PP, Kerkay J, Gupta MK, Anal. Lett., 14:1071,
1981), albo stosujac selektywne wytrgcanie za pomoca organicznych rozpuszczalnikéw np. 8%
(v/v) 1-butanol w etanolu, lub chlorku cynku w 10-15-krotnym nadmiarze molowym w stosunku
do hemoglobiny (Frantzen F, Grimsrud K, Heggli D.-E, Sundrehagen E. Hemoglobin 1997, 21,
155). Metody wytraceniowe zmieniaja jednak sktad surowicy. Firma BioTech oferuje w tym celu
HemogloBind, ktory jest specjalnie przeznaczony do usuwania hemoglobiny z prébek surowicy
(koszt 5 ml zawiesiny 350 USD). W 2008 roku Cheng i wsp. [Cheng DH, Chen XW, Shu Y,
Wang JH. Talanta 2008, 75, 1270] syntetyzowali nowa ciecz jonowa heksafluorofosforan 1-

butylo-3-trimetylosililoimidazoliowy (BtmsimPFe) do ekstrakcji hemoglobiny.
Przyklad 1: Warunki ekstrakcji hemu i/lub hemoglobiny z surowicy krwi

Do probek z odwazong ciecza jonowa Tetrafluoroboran 1-metylo-3-oktyloimidazoliowy
(dostepny w handlu, takze oznaczany skrotem OMIM BF4) w ilosciach kolejno: 0.1; 0.3; 0.5;
0.6; 0.7; 0.8; 0.9; 1.0 g dodano po 3 ml surowicy z hemoglobing rozcienczone tak, by
absorbancja przy 410 nm wynosita okoto 1 (0.15 mg/ml). Probki umieszczono w rotatorze na 15

min. przy maksymalnych obrotach (30 RPM), a nastgpnie wirowano przez 5 min tak, aby doszto



do dokladnego zmieszania obu faz (tj. dwoch skladnikow). Zdjecia probek po ekstrakeji
przedstawiono na ilustracji — Fig.1, gdzie pokazano dwufazowy uklad powstaly po zmieszaniu
OMIM BF; oraz surowicy (Sigma-Aldrich, H4522) wzbogaconej o 0.15 mg/ml hemoglobiny
(Sigma-Aldrich, H 7379). Po odwirowaniu wykonano pomiary spektrofotometryczne dla wodnej
fazy gornej stosujac spektrofotometr GENESYS 20 (Thermo Spectronic, USA). Widma

rejestrowano w zakresie od 350 nm do 500 nm.

Surowica po usunigciu hemu/hemoglobiny ta metoda nie zmienia sktadu pozostatych biatek i
nadaje si¢ do badan biochemicznych, a szczegodlnie oznaczania zawartosci kotyniny za pomoca

testu ELISA.

Najlepsze efekty izolacji hemu i/lub hemoglobiny zapewnia dodatek cieczy jonowej w zakresie
od 0.7 do 1.0 g na nie wiecej niz 3 ml surowicy zawierajacej 0.15 mg/ml hemoglobiny. Powyzszy
sktad mieszaniny zapewnil usunigcie co najmniej 94.89% hemoglobiny. Dodajac od 0.1 g do

0.6 g cieczy jonowej usunieto z probki surowicy od 54.1% do 88.66 % hemoglobiny.

Zalezno$¢ absorbancji probki surowicy zawierajace] hemoglobing na poziomie 0.15 mg/ml od
masy cieczy jonowej OMIM BF4 uzytej do ekstrakcji (pomiary wykonano przy 410 nm) i
(powyze)) widmo surowicy przed ekstrakcja (0 g OMIM BF4) oraz po ekstrakcji za pomocg 0.1 g
1 0.7 g OMIM BF4 (na rysunku w kolejnosci od géry do dotu) przedstawiono na Fig. 2.

Czas wytrzasania mieszaniny ekstrakcyjnej zostal zoptymalizowany. Probki zawierajace 0.7 g
cieczy jonowej, 3 ml wodnego roztworu hemoglobiny o stg¢zeniu 0.125 mg/ml analizowano w
czasie od 0 do 20 minut. Probki wytrzasano przez odpowiedni czas (rotator) i wirowano. Po
wirowaniu analizowano wodna faze gérna. Wyniki eksperymentu zamieszczono na Fig. 3.
Wynika z nich, ze najlepszy czas potrzebny do ekstrakcji hemu/hemoglobiny w warunkach
analizy nie moze by¢ krotszy niz 5 min. Zaleznos¢ czasu wytrzasania mieszaniny ekstrakcyjnej

od stezenia hemoglobiny w fazie wodnej przedstawiono na Fig.3.

Na Fig. 4 przedstawiono wyniki badan wplywu stezenia hemoglobiny w surowicy na

efektywno$¢ ekstrakcji w badanym uktadzie 3 ml surowicy + 0.7 g IL. Przebieg zaleznosci



pozwala na ustalenie, ze zawartos¢ hemoglobiny 0.125 mg/ml jest usuwana z 94.89 %

wydajnoscia. Wzrost stezenia hemoglobiny pogarsza efektywnos¢ ekstrakeji.

Przyklad 2. Elektroforeza surowicy oraz surowicy wzbogaconej hemoglobing.

Elektroforeze bialek wykonano w celu wykazania selektywnosci ekstrakeji. Z surowicy
konieczne bylo usuniecie albumin z uwagi na wysokie stezenie utrudniajace detekcje innych
bialek. Surowica przed (D) i po ekstrakcji za pomoca OMIM BFs (E) nie rozni si¢
intensywnoscig prazkow. Z kolei na wzorcu hemoglobiny, ktéra zatezono 20-krotnie (F), widaé

znaczne zmniejszenie intensywnosci prazkow po ekstrakcji (G).

Na rysunku Fig.5 przedstawiono elektroforezg¢ jednokierunkowa w warunkach denaturujacych
wykonang dla prob: A-surowica wzbogacona hemoglobing w stezeniu 0.15 mg/ml przed
ekstrakcja, B-surowica wzbogacona hemoglobing w stezeniu 0.15 mg/ml po ekstrakcji, C-
standard mas czasteczkowych, D-surowica po usunigciu albumin wzbogacona hemoglobing w
stezeniu 0.15 mg/ml przed ekstrakcja, E-surowica po usunieciu albumin wzbogacona
hemoglobing w stezeniu 0.15 mg/ml po ekstrakcji, F-wzorzec hemoglobiny o stezeniu 0.15
mg/ml zatezony 20-krotnie przed ekstrakcja, G- wzorzec hemoglobiny o stezeniu 0.15 mg/ml
zatezony 20-krotnie po ekstrakcji. Albuminy usunig¢to przy uzyciu zestawu odczynnikow
Pierce™ Albumin Depletion Kit (85160, ThermoFisher). Proby zatezono 20-krotnie przy uzyciu
Ultra 0.5 Centrifugal Filter - Amicon Centrifugal Filter Unit z punktem odcigcia 3 kDa (Merck
Millipore, UFC5003, 3 kDa MWCO). Elektroforeze wykonano na zelu poliakrylamidowym w
uktadzie Laemmli'ego (Laemmli UK. Nature 1970, 227, 680), procentowos¢ zelu 12%, napiecie
100V (Mini-PROTEAN® Tetra Cell, PowerPac™ HC, Bio-Rad). Po elektroforezie biatek
wybarwiono solami srebra zgodnie z procedura Shevchenko (Shevchenco A, i in. Anal Chem

1996, 68, 850).
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Przyklad 3. Zastosowanie testu ELISA (,,Cotinine ELISA Kiit”)

Do testu ELSA wykorzystano probki surowicy (3 ml) zawierajace hemoglobing na poziomie <
0.5 mg/ml (0.05 mg/ml; 0.1 mg/ml; 0.2 mg/ml), ktory odpowiada 1 stopniowi hemolizy
(hemolysis index level) niewidocznej golym okiem. Surowice wzbogacono o kotynine (Sigma-
Aldrich, C5923) 1 analizowano testem ELISA przed i po ekstrakcji za pomocg OMIM BF4 (0.7
g). Krzywa bedaca podstawa oznaczenia ilosciowego zostata zamieszczona na Rys.6. Zgodnie z
protokotem testu, krzywa zostata przygotowana dla nastepujacych stezen kotyniny: 0; 5; 10; 25;
50; 100 ng/ml. Do dalszych pomiaréw wybrano stezenie 20 ng/ml, lezagce w srodkowej czesci
krzywej. Jest to warto$¢ krytyczna stosowana do odroznienia palaczy od oséb niepalacych.
Ponadto z przebiegu krzywej mozna wnioskowal, ze oznaczenie wartosci skrajnych bedzie

obarczone zbyt duzym btedem.

Na Fig. 6 przedstawiono krzywa kalibracyjng ilustrujaca zalezno$¢ stezenia kotyniny [ng/ml] od

absorbancji wykonang testem ,,Cotinine ELISA Kit”.

Wyniki pomiarow wraz z parametrami statystycznymi (CV%, SD, s$rednia) zostaty
zaprezentowane W Tabeli 1. Btad wzgledny pomiaréw stezenia kotyniny poprawit si¢ po
usunieciu hemoglobiny wystepujace] na poziomie 0.05 mg/ml z 16.23% na 10.66%, czyli o
5.57%; za$ dla wyzszej zawarto$ci hemoglobiny (0.1 mg/ml) nie ulegt zmianie lub (0.2 mg/ml)
spadl z 32.18% do -0.09%, czyli o 32.27%. Precyzja poszczegdlnych pomiarow (CV%, SD)

ulegta poprawie po usunigciu hemoglobiny.
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Tabela 1. Wyniki pomiaréw zawartosci kotyniny w prébkach surowicy, zawierajace]
hemoglobing na trzech poziomach stezen (0.05 mg/ml; 0.1 mg/ml; 0.2 mg/ml) oraz wybranego
stezenia kotyniny (20 ng/ml) wykonanych testem ,,Cotinine ELISA Kit”.

Tryb Stezenie hemoglobiny w probkach surowicy

Parametr
pomiaru Omg/ml | 0.05 mg/ml 0.1 mg/ml 0.2 mg/ml

absorbancja 0.560 0.465 0.345
L - - 0.519 0.521 0.442
= - 0.445 0.580 0.396
S 2 Z | Stezenie 21.955 24314 28.042
E 5 © |[ngmi] 22917 22.891 24.953
q= é” 24.867 21.496 26314
gi s 23246 22.900 26.436
= % 1.484 1.409 1.548
£ o 6.382 6.153 5.856

absorbancja 0.625 0.830 0.625
- - 0.546 0.803 0.642
£ < 0.493 0.759 0.684
: - - 20.523 16.464 20515
E .8 22.288 16.964 20.145
200 23.588 17.793 19.287
%‘i § 22.133 17.074 19.982
=4 1.538 0.671 0.630
£ [ 6.951 3.932 3.153




