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W ramach przedstawionej rozprawy doktorskiej przeprowadzono badania poświęcone metabolizmowi związków platyny w organizmie człowieka. Badania prowadzono zarówno dla próbek modelowych, jak również dla próbek surowicy krwi i moczu pacjentów, którym podawano leki antynowotworowe zawierające platynę. W badaniach zwrócono szczególną uwagę na etap pobierania próbek od pacjentów, w tym na wymagania kliniczne oraz etyczne. W przypadku niniejszego projektu udało się uzyskać zgodę Komisji Bioetycznej przy Centrum Onkologii Instytutu Marii Skłodowskiej-Curie w Warszawie, co jest niezmiernie ważnym osiągnięciem, potwierdzającym wagę realizowanego tematu. Dzięki temu dysponowano unikalnym materiałem badawczym, próbkami krwi i moczu pacjentów w trakcie terapii z zastosowaniem cisplatny i karboplatyny, co pozwoliło o rozszerzenie zakresu badań. Oczywiście, ważnym elementem niniejszej rozprawy doktorskiej było opracowanie wielowymiarowej strategii pomiarowej, w której wykorzystano próbki modelowych (wzorce cisplatyny, karboplatyny oraz wzorcowy roztwór białek). Wartym podkreślenia jest jednak to, że udało się rozszerzyć obszar badań i opracowane procedury analityczne zastosowano do monitorowania specjacji platyny w surowicy krwi i w moczu pacjentów. 

Przed przystąpieniem do badania form chemicznych, w jakich występuje platyna, niezmiernie istotna jest możliwość oznaczania całkowitej jej zawartości w próbkach klinicznych, surowicy krwi i moczu. Atomowa spektrometria absorpcyjna z atomizacją w piecu grafitowym została wybrana ze względu na jej dużą czułość, selektywność oraz możliwość wprowadzania do atomizera próbek o złożonej matrycy. 

Druga techniką pomiarową wykorzystaną w niniejszej pracy do oznaczania platyny to spektrometria mas z jonizacją w plazmie indukcyjnie sprzężonej (ICP MS). Technika ta została wybrana ze względu na jej bardzo dobrą czułość, selektywność oraz możliwość jednoczesnego monitorowania wszystkich izotopów platyny.  W tym przypadku również przeprowadzono proces optymalizacji warunków pomiarowych, ze szczególnym uwzględnieniem parametrów analizatora mas. 
Przedstawiono wyniki oznaczania całkowitej zawartości platyny w próbkach surowicy krwi i moczu pacjentek poddanych chemioterapii. Jednym z analitycznych celów było porównanie wyników uzyskanych dwiema technikami pomiarowymi, GF AAS oraz ICP MS. W badaniach wykorzystano zbiór próbek otrzymanych od lekarzy z Centrum Onkologii. Próbki oznaczono, zachowując kolejność wpływania do laboratorium. Na tym etapie badań nie posiadano szczegółowej wiedzy na temat poszczególnych pacjentek. W odniesieniu do porównania wyników, stwierdzono, że technika ICP MS daje systematycznie wyższe wyniki (o około 5%) do techniki GF AAS. Różnice te nie są jednak istotne z punktu widzenia decyzji klinicznych, stąd uznano je za nieistotne. W odniesieniu do aspektu klinicznego prowadzonych badań, to stwierdzono, że zawartość platyny w surowicy krwi mieści się w granicach od około 90 µg/L do około 500 µg/L, natomiast w moczu w granicach od 3 mg/L do 36 mg/kg.

W kolejnym etapie badań wykorzystano elektroforezę żelową do badania specjacji platyny i leków zawierających platynę. Przeprowadzono proces optymalizacji warunków rozdzielania białek na żelu polikrylamidowym. Następnie, w warunkach optymalnych, przeprowadzono rozdzielanie białek w różnych układach analitycznych, dla roztworów wzorcowych oraz dla surowicy krwi pacjentów leczonych lekami zawierającymi platynę. Zastosowanie elektroforezy żelowej do rozdzielania białek było już wcześniej opisywane w literaturze, natomiast nowością było przeprowadzenie badań dla próbek klinicznych pacjentów. 

Poza możliwością wyznaczenia profilu białkowego, istotnym aspektem niniejszej pracy było zastosowanie mikropróbkowania laserowego w połączeniu z ICP-MS do śledzenia obecności platyny w rozdzielanych elektroforetycznie białkach. Poza niezbędną, ale typową optymalizacją pracy lasera, uwzględniającą specyficzne jego oddziaływanie z żelem, osiągnięciem tej pracy jest zaproponowanie nowatorskiej procedury wzorcowania poprzez wbudowanie ściśle określonych ilości platyny w żel na etapie jego tworzenia. Taka procedura pozwoliła na spełnienie warunku idealnego „dopasowania matrycy” wzorca  (żel z wbudowana platyną) i analizowanej próbki (pasek żelu po elektroforezie). Opracowana procedura wbudowywania platyny (pełniącej rolę wzorca zewnętrznego) została następnie wykorzystania do wbudowywania, również na etapie formowania żelu, wzorca wewnętrznego. Początkowo stosowany izotop węgla 13C, poza wieloma zaletami dawał sygnał (liczbę zliczeń) wielkości około 300000 zliczeń/s, co stanowiło o ponad dwa rzędy wielkości więcej w porównaniu do sygnału dla około 0,6 mg/L platyny w żelu (około 3000 zliczeń/s)  W niniejszej pracy zaproponowano dodatek określonej ilości rodu do żelu na etapie jego tworzenia, a kryterium ilości dodanego wzorca wewnętrznego była zgodność wielkości sygnału (liczby zliczeń) dla rodu i platyny. Opracowane procedury dodatku wzorca zewnętrznego i wewnętrznego było istotnym osiągnięciem tej pracy.

W dalszym etapie badań poszukiwano możliwości identyfikacji obecności platyny w rozdzielonych białkach. Jak wspomniano wcześniej ważnym osiągnięciem jest zastosowanie mikropróbkowania żelu za pomocą ablacji laserowej, co w połączeniu z czułym układem pomiarowym ICP MS, pozwoliło na potwierdzenie obecności platyny w niektórych frakcjach (pasmach) rozdzielonych na żelu białek. Biorąc pod uwagę aspekt kliniczny, udało się potwierdzić wiązanie platyny przez albuminy i przez transferynę. 

W niniejszym pracy sprawdzono również możliwości wykorzystania złoża MARS (Multiple Affinity Removal Spin Cartridges), do usuwania z surowicy krwi głównych białek (albuminy, globulin, transferyny, hemoglobiny). Dzięki temu możliwe było badanie pozostałych białek, występujących w znacznie mniejszych ilościach. Wyniki badań dowiodły skuteczności zastosowanego złoża do oddzielenia białek głównych oraz do zatężenia białek występujących w śladowych ilościach, przed dalszą ich analizą. W tym przypadku zastosowanie techniki LA ICP MS pozwoliło na potwierdzenie, że białka śladowe surowicy krwi również wiążą niewielkie ilości cisplatyny i karboplatyny. Na tym etapie badań, brak odpowiednich wzorców uniemożliwił bezpośrednią identyfikację zaobserwowanych połączeń. W celu uzyskania pełnej informacji o ich strukturze, konieczne jest zastosowanie bardziej zaawansowanych technik pozwalających na identyfikację. Takie badania będę kontynuowane, tak aby możliwe było uzyskanie pełnej informacji na temat specjacji platyny w próbkach klinicznych, u pacjentów leczonych cisplatyną  i karboplatyną. 

W kolejnym etapie badań sprawdzono możliwość zastosowania wysokosprawnej chromatografii wykluczenia do oznaczania wolnej i związanej z białkami cisplatyny i karboplatyny. Udało się potwierdzić, że platyna w głównej mierze transportowana jest z albuminami i apotransferyną. Sprawdzono również, czy możliwe jest zastosowanie tej techniki do rozdzielania białek na poszczególne frakcje. Okazało się, że zdecydowanie lepsze możliwości rozdzielcze wykazuje elektroforeza żelowa. Sprawdzono także możliwość ilościowego oznaczenia platyny związanej z białkami surowicy krwi pacjentek po chemioterapii. Nie udało się oznaczyć zawartości platyny w piku pochodzącym od niezwiązanej z białkami cisplatyny jak i karboplatyny, ponieważ zawartość platyny była poniżej granicy oznaczalności metody SEC HPLC ICP MS (2,0 µg/L platyny).  

Następnie sprawdzono możliwości wykorzystania wysokosprawnej chromatografii jonowymiennej do ilościowego oznaczania cisplatyny i karboplatyny oraz ich metabolitów w moczu. Istotną zaletą tych badań była możliwość sprawdzenia, jakie formy jonowe badanych indywiduów występują w moczu pacjentek po leczeniu cisplatyną i karboplatyną. Badania wykazały, że w badanych próbkach moczu pacjentów, cisplatyna  i karboplatyna występuje w niezmienionych postaciach, co stanowi istotną informację dla lekarzy. Mimo szczegółowych badań, nie znaleziono sygnałów pochodzących od innych form badanych związków platyny. Ważnym etapem tej części pracy było przeprowadzenie pomiarów ilościowych, na podstawie których oceniono, że platyna występuję w moczu pacjentów, którym podawane są leki zawierające platynę w zakresie stężeń od 17 mg/L do 37 mg/L.

Opisane wyżej badania miały na celu wybranie odpowiedniej ścieżki postępowania podczas analizy połączeń platyny z białkami surowicy krwi. Badania prowadzono zarówno dla próbek modelowych zawierających wybrane białka bez dodatku oraz po inkubacji z cisplatyną i karboplatyną, jak i dla próbek klinicznych pacjentów leczonych preparatami zawierającymi platynę. Ten ostatni aspekt badań uważam za jedne z ważniejszych w niniejszej pracy. Uważam, że informacje jakie udało się uzyskać dla próbek surowicy krwi i moczu pacjentów z Centrum Onkologii w Warszawie są unikalne i wnoszą wiele nowych informacji wspomagających  pracę lekarza – onkologa.

Najważniejszym celem badań była ocena zachowania się podanych leków: cisplatyny i karboplatyny w organizmie pacjenta, co wymagało zastosowania technik analitycznych umożliwiających efektywne rozdzielanie białek. W tym celu sprawdzono możliwości analityczne elektroforezy żelowej i wysokosprawna chromatografia cieczowej. W tym drugim przypadku stosowano zarówno chromatografię wykluczenia, jak i jonową. Badania wskazały, że elektroforeza wykazuje znacznie lepsze zdolności rozdzielcze w stosunku do białek niż chromatografia cieczowa. Ostatnim etapem badań była próba identyfikacji nieznanych białek wiążących platynę. Do tego celu wykorzystano tandemową spektrometrię mas z elektrorozpraszaniem, jako źródłem jonów. Stwierdzono, że  platyna łączy się przede wszystkim z białkami o masach cząsteczkowych w granicach od 2000 Da do 4200 Da.

