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Wykaz skrotow

5-HIA- (ang. 5-hydroxyindoleacetic acid) kwas 5-hydroksyindolooctowy
5-HIAA- (ang. 5-Hydroxyindoleacetic acid) kwas 5-hydroksyindolooctowy
5-HT- (ang. serotonin) serotonina

5-HTOL - (ang. 5-Hydroxytryptophol) 5- hydroksytroptofol

5HTR- (ang. serotonin receptor) receptor serotoninowy

ACN- (ang. acetonitrile) acetronitryl

ALDH- (ang. aldehyde dehydrogenase) dehydrogenaza aldehydowa

ATP- (ang. adenosine triphosphate) adenozynotrifosforan

BMAT- (ang. bone marrow adipose tissue) adipocytowa tkanka szpiku kostnego
CD- (ang. cluster of differentiation) antygen r6znicowania komorkowego
CE- (ang. collision energy) energia kolizji

CM- (ang. cutaneous mastocytosis) mastocytoza skorna

CUR- (ang. curtain gas) gaz ostonowy

CXP- (ang. collision Cell Exit Potential) potencjal wyjscia jonow z komory zderzen
cz.d.a- czysty do analizy

DAG- (ang. diacylglycerol) diacyloglicerol

DAO- (ang. diaminooxidase) diaminooksydaza

DP- (ang. declustering potential) potencjat fragmentacyjny

EC- (ang. enterochromaffin cells) komorki enterochromafinowe

ECL- (ang. enterochromaffin-like cells) komorki enterochromatofinopodobne
El- (ang. electron ionization) jonizacja elektronami

ELISA- (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) enzymatyczny odczyn

immunoadsorpcyjny



EP- (ang. potential energy) potencjat wejSciowy

ESI- (ang. electrospray ionization) elektrorozpylanie

GS1- (ang. nebulizer gas) gaz nebulizujacy

GS2- (ang heating gas) gaz suszacy

GTOL- (ang. 5-hydroxytryptophol glucuronide) glukuronid 5-hydroksytryptofolu
Hb- (ang. hemoglobin) hemoglobina

HDC- (ang. histidine decarboxylase) dekarboksylaza histydyny

HILIC- (ang. hydrophilic interaction chromatography) chromatografia oddzialywan
hydrofilowych

HIOMT- (ang. hydroxyindole-O-methyltransferase) 5-Hydroksyindolo-O-

metylotransferaza

HNMT- (ang. histamine N-methyltransferase) N-metyltransferaza histaminy
HSC- (ang. hematopoietic stem cell) hematopoetyczna komorka macierzysta
Ht- (ang. hematocrit) hematokryt

IL-3- (ang. interleukin 3) interleukina 3

IP; — (ang. inositol trisphosphate) trifosforan inozytolu

IS- (ang. ion spray voltage) napigcie przytozone do igly w celu jonizacji probki
IT- (ang. 1on trap) putapka jonowa

EDTA KE- (ang. potassium EDTA) wersenian potasowy

LC-MS/MS- (ang. liquid chromatography with tandem mass spectrometry) chromatografia

cieczowa sprzezona z tandemowg spektrometrig mas
LIT- (ang. linear ion trap) liniowa putapka jonowa
LOQ- (ang. limit of quantification) limit oznaczalnosci

MALDI- (ang. matrix-assisted laser desorption/ionization) desorpcja laserowa z udziatem

matrycy

MAO- (ang. monoamine oxydase) monoaminooksdaza



MCH- (ang. mean corpuscular hemoglobin) §rednia waga hemoglobiny w krwince

MCHC- (ang. mean corpuscular heboglobin concentration) srednie stezenie hemoglobiny

w krwinkach
MCV- (ang. mean corpuscular volume) srednia objetos¢ krwinki czerwonej

MRM- (ang. multiple reaction monitoring) tryb rejestracji wybranych jonéw

fragmentacyjnych

NAS- (ang. N-acetyloserotonin) N-acetyloserotonina

NK- (ang. natural killer cells) komorki natural killer

OUN- (ang. central nervous system) os§rodkowy uktad nerwowy

PLT- (ang. platelet count) liczba ptytek krwi

Q- (ang. quadrupole) kwadrupolowy filtr masowy

QqQ- (ang. quadrupole-quadrupole) potrojny kwadrupol

RBC- (ang. red blood cells) krwinki czerwone

S/N- (ang. signal to noise ratio) stosunek sygnatu do szumu

SERT- (ang. serotonin transporter) transporter serotoniny

SM- (ang. systemic mastocytosis) mastocytoza uktadowa

SPE- (ang. solid phase extraction) ekstrakcja do fazy statej

TEM- (ang. temperature) temperatura

TOF- (ang. time of flight) analizator czasu przelotu

TPH- (ang. tryptophan hydroxylase) hydroksylaza tryptofanowa 1

TRP - (ang. L-tryptophan) L-tryptofan

VMAT- (ang. vesicular monoamine transporter) pgcherzykowy transporter monoamin
WBC- (ang. white blood cells) liczba krwinek biatych

WHO- (ang. world health organization) Swiatowa Organizacja Zdrowia

XIC- (ang. extracted-ion chromatogram) chromatogram wybranego pradu jonowego



1. Wstep

Histamina i serotonina nalezg do specyficznej grupy zwigzkow chemicznych, tzw. amin
biogennych, ktorych wspdlng cechg jest zdolno$¢ do ich wytwarzania przez organizmy
zywe oraz petnienie waznych funkcji ustrojowych w organizmie cztowieka. Oba zwigzki
powstajg na drodze stosunkowo prostych, endogennych reakcji chemicznych, z udziatem
aminokwasow (L-histydyna, L-tryptofan) i dekarboksylaz. Wszystkie aminy biogenne
zawieraja w swojej strukturze atom azotu z wolng para elektronowa, co determinuje ich
wlasciwosci zasadowe [1,2]. Posrod wielu waznych ustrojowo funkcji histaminy wymienic¢
nalezy jej aktywny udziat w procesach o podtozu alergicznym i stanach zapalnych, a takze
istotng role W procesie wytwarzania soku zotgdkowego. Z kolei serotonina jest najczesciej
niestusznie kojarzona jedynie z rola w osrodkowym uktadzie nerwowym, gdzie
rzeczywiscie petni funkcje kluczowego neuroprzekaznika. Aczkolwiek badania w zakresie
wielu innych funkcji histaminy i serotoniny w organizmie cztowicka prowadzone sg od
ponad potowy zeszlego wieku, to choéby w przeciggu ostatnich kilku lat opublikowano
wiele znaczgcych doniesien majacych istotny wplyw na wyjasnienie mechanizmu ich
oddzialywania. Niezaleznie od dobrze poznanych funkcji obu tych amin, zwraca uwage
ztozony, wielokierunkowy mechanizm ich dziatania ustrojowego, znacznie szerszy niz
przypisywane im powszechnie profile aktywnosci.

Nowe spojrzenie na opisywane zagadnienia umozliwia niewatpliwie olbrzymi rozwoj
metod naukowo-badawczych, jaki obserwuje si¢ w ostatnich latach, szczegdlnie w zakresie
metod referencyjnych. Kosztowne urzadzenia, dostepne jeszcze kilkanascie lat temu
wylacznie w nielicznych osrodkach naukowych, stanowig obecnie czgsto podstawowe
wyposazenie laboratoriow profilowych w rutynowych oznaczeniach diagnostycznych. W
przeciwienstwie do stosowanych od wielu lat metod immunochemicznych, metody
referencyjne cechuje nie tylko wysoka czuto$¢ oznaczen, pozwalajaca na detekcje
zwiagzkow na poziomie niskich mikrogramow, czy wrgcz nanograméw W litrze, ale takze
bardzo wysoka specyficzno$¢ wzglgdem analitow, co z kolei przektada si¢ na wysoka
selektywno$§¢ oznaczen 1 nieporownywalnie wieksza wiarygodno$¢ otrzymywanych
wynikow. Wykorzystanie nowych rozwigzan analitycznych w badaniach biologicznych
wydaje si¢ nie tylko uzasadnione wzglgdami poznawczymi, ale takze mozliwos$cig ich
zastosowania w  rutynowych  oznaczeniach parametrow  biochemicznych, po

przeprowadzeniu stosownej walidacji.



1.1 Histamina
1.1.1 Wytwarzanie i magazynowanie histaminy

Histamina jest syntetyzowana z aminokwasu L-histydyny z udzialem enzymu
dekarboksylazy histydynowej oraz kofaktora fosforanu pirydoksalu [3,4,5]. Jej biosynteza
ma miejsce gldéwnie w mastocytach, bazofilach, neuronach histaminergicznych w zwojach
podstawy mozgu oraz komoérkach enterochromafinopodobnych (ECL) zotadka. W
znacznie mniejszym stopniu synteza histaminy zachodzi w komodrkach T, komorkach
dendrydycznych, ptytkach krwi, komorkach epitelialnych oraz makrofagach [6,7].
Histamina magazynowana jest w ziarnistoSciach mastocytéw 1 granulocytow
zasadochtonnych [8,9]. Na rycinie 1 przedstawiono wzor strukturalny czasteczki

histaminy.

Rycina 1. Wzor strukturalny histaminy

1.1.2 Dziatanie poprzez receptory histaminowe

Dziatanie histaminy odbywa sie¢ poprzez cztery typy receptorow histaminowych: receptor
H1, H2, H3 i H4, ktoére nalezg do rodziny receptorow sprzezonych z biatkiem G, a takze
charakteryzuja si¢ podobng strukturg molekularng i mechanizmem aktywacji [10,11].
Pierwszym opisanym receptorem histaminowym byt receptor H1, ktory odgrywa kluczowa
rolg w chorobach alergicznych oraz zapalnych. Receptory H1 sa zlokalizowane w
mieg$niach gladkich naczyn krwionosnych 1 drég oddechowych, hepatocytach,
chondrocytach, komorkach $rodblonka, komorkach dendrytycznych,  neutrofilach,
monocytach, limfocytach T oraz B, a efekty ich dziatania to przede wszystkim: skurcz
mies$ni gladkich, skurcz oskrzeli, rozszerzenie i zwigkszenie przepuszczalno$ci naczyn,

$wiad, zwiekszone wydzielanie lepkiego $luzu w drogach oddechowych. [12,13].
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Receptor H2 zlokalizowany jest w komorkach okladzinowych zotadka, neutrofilach,
monocytach, limfocytach T i B, komorkach serca, macicy, oraz komérkach OUN, a jego
dziatanie wyraza si¢ poprzez zwigkszenie wydzielania soku zoladkowego przez komorki
oktadzinowe zotadka, zwigkszenie wydzielania $luzu oskrzelowego, rozkurczenie migsni
gladkich, hamowanie aktywacji neutrofili i oslabianie chemotaksji, rozszerzenie naczyn
krwiono$nych, zahamowanie syntezy cytokin [14,15]. Kolejnym opisanym receptorem byt
receptor H3, zwigzany z procesem neurotransmisji i zlokalizowany w komorkach
osrodkowego (OUN) oraz obwodowego ukladu nerwowego, komorkach ptuc, serca,
komorkach $rodbtonka oraz uktadu pokarmowego. H3 uczestniczy takze w modulacji
pobudzenia, procesdOw uczenia si¢ i pamigei 0raz przyjmowania pokarmu [16]. Z kolei w
procesach immunologicznych organizmu bierze udzial receptor H4, wystepujacy w
komorkach hematopoetycznych, komoérkach dendrytycznych, eozynofilach, fibroblastach,
mastocytach i monocytach, komorkach NK tj. Natural Killer, neutrofilach, limfocytach T
oraz B, komorkach $ledziony, okreznicy, grasicy, leukocytach, w szpiku kostnym. Oprocz
roli w procesach zapalnych i immunologicznych, H4 odgrywa rowniez role w procesie

modulacji bolu [17,18].

1.1.3 Uwalnianie histaminy

Uwalnianie magazynowanej histaminy odbywa si¢ na trzy sposoby. Za najwazniejszy z
nich uwaza si¢ mechanizm stymulacji immunologicznej, gdzie histamina z ziarnistosci
komorek tucznych i bazofili uwalniana jest po przylaczeniu antygenu tj. immunoglobuliny
E (IgE) do receptorow FceRI znajdujacych si¢ na powierzchni degranulowanych komorek.
Po przylaczeniu antygenu dochodzi do aktywacji fosfolipazy Cy, kinazy proteinowej C
oraz zwigkszonej mobilizacji wapnia, co w rezultacie powoduje degranulacje. [19,20]
Histamina moze takze zosta¢ uwolniona na drodze degranulacji fragmentarycznej. Proces
ten dotyczy mastocytow 1 bazofili, zwigzany jest z transportem pegcherzykowym i
zapoczatkowany przez dziatanie cytokin. W wyniku fuzji pecherzyka wydzielniczego z
pecherzykiem zawierajagcym histaming nastepuje przekazanie histaminy, a nast¢pnie
transport do btony plazmatycznej w pecherzyku i finalnie jej uwolnienie. System ten
wystepuje takze w nieco zmodyfikowanej wersji, kiedy pecherzyki wydzielnicze tworza
specjalny kanatl, ktorym zawarto$¢ ziarnisto$ci zostaje przetransportowana do btony

plazmatycznej. Kolejnym opisanym mechanizmem jest konstytutywne uwalnianie, ktore
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polega na biernym transporcie histaminy do blony plazmatycznej komorki z

wykorzystaniem biatek transportowych lub pecherzykoéw wydzielniczych [21].

1.1.4 Metabolizm histaminy

Histamina metabolizowana jest dwojako, w zalezno$ci od lokalizacji na drodze deaminacji
lub metylacji. Deaminacja oksydacyjna katalizowana jest przez enzym diaminooksydaze
(DAO). Biatko DAO uwalniane jest do krazenia pod wptywem okre§lonych sygnatow np.
heparyny uwalnianej wraz z histaming z aktywowanych mastocytow. DAO jest zatem
odpowiedzialny za metabolizm histaminy uwalnianej poza komoérke. Najwyzsza
aktywnos¢ DAO wykazano w jelicie cienkim, okre¢znicy wstgpujacej, nerkach oraz
tozysku. Produktem reakcji z udziatem DAO jest aldehyd imidazolooctowy, ktory w
kolejnej reakcji jest przeksztalcany w kwas imidazolooctowy z wykorzystaniem
dehydrogenazy aldehydowej. Inny szlak metabolizowania histaminy to reakcja metylacji z
udzialem enzymu N-metyltransferazy histaminy (HNMT) [22]. Wystepuje on w wielu
tkankach, ale najwyzsza ekspresj¢ zaobserwowano w nerkach i watrobie, w mniejszym
stopniu w $ledzionie, prostacie, jajniku, jelicie i rdzeniu kregowym. HNMT jest biatkiem
cytozolowym, odpowiedzialnym za metabolizm histaminy wewnatrz komoérki. W reakcji
metylacji z udzialem HNMT donorem metylu jest S-adenozylometionina (ktéra jest
przeksztalcana w S-adenozylohomocysteing) a powstalym produktem jest N-
metylhistamina. N-metylhistamina jest wydalana wraz z moczem z organizmu lub podlega
dalszym reakcjom: z udzialem monoaminooksydazy B (MAO-B) i dehydrogenazy
aldehydowej przeksztatcana zostaje w kwas N-metyloimidazolooctowy lub podlega reakcji
z udziatem DAO i zostaje przeksztalcona w aldehyd N-metyloimidazolooctowy [23,24].

Opisane reakcje syntezy i przemian histaminy przedstawiono schematycznie na rycinie 2.
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L-histydyna

Histamina
HNMT DAO
n
N-metylhistamina aldehyd
imidazolooctowy
al DAO
alC
KWdS aldehyd
N-metylo N- e

S imidazolooctowy
-imidazolooctowy  metyloimidazolooctowy o :

Rycina 2. Schemat powstawania i metabolizowania histaminy [23,24]; modyfikacja autorki.

1.1.5 Wptyw histaminy na hematopoezg

Proces wytwarzania i réznicowania poszczeg6élnych elementéw morfotycznych krwi
zachodzi w szpiku kostnym. Wszystkie te elementy wywodza si¢ z samoodnawialnej,
wielopotencjalnej  komorki macierzystej (HSC), ktoéra daje poczatek komorkom
progenitorowym: limfoidalnym i mieloidalnym. Badania na myszach wykazaty, ze
komorki progenitorowe Wwykazywaty ekspresje receptora H4, ktorego aktywacja
prowadzita do zahamowania cyklu komoérkowego indukowanego przez czynnik wzrostu, a
w konsekwencji do spowolnienia tworzenia kolonii mieloidalnej, limfoidalnej i
erytroidalnej [25].
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1.2 Serotonina
1.2.1 Wytwarzanie i magazynowanie

Serotonina jest aming biogenng, ktérej produkcja zachodzi w  komorkach
enterochromatofinowych (EC) przewodu pokarmowego (pula obwodowa), oraz
komorkach szyszynki (pula centralna) [26,27]. Wzor strukturalny czgsteczki serotoniny
przedstawiono na rycinie 3. Serotonina ma niewielka zdolno$¢ do przenikania bariery
krew-mozg, zatem te dwie pule, odseparowane anatomicznie, dziataja w odrebny sposob
[28]. Pula obwodowa jest wydzielana do krwi, skad zostaje wychwytywana przez
trombocyty za pomoca transportera serotoniny SERT, a nastgpnie magazynowana w ich
ziarnistosciach (ciatkach) gestych 6. Z kolei w komodrkach nerwowych serotonina
magazynowana jest w pecherzykach w poblizu blony presynaptycznej. Doniesienia
badaczy sugeruja, iz synteza i magazynowanie 5-HT moze mie¢ miejsce takze w innych
komorkach, z uwagi na ekspresj¢ SERT, hydroksylazy tryptofanowej 1 (TPHI1, enzymu
katalizujgcego reakcje syntezy serotoniny) lub obu tych zwigzkéw jednoczesnie. Ekspresje
SERT wykazuja m.in. mastocyty, prawdopodobnie komorki NK, limfocyty B 1 T, komorki
dendrytyczne, eozynofile, a TPH1: mastocyty, makrofagi, limfocyty T [29,30]. Serotonina
wytwarzana jest z aminokwasu L-tryptofanu (TRP) w reakcji katalizowanej przez enzym
hydroksylaze tryptofanowa (TPH). TPH wystepuje w dwoch izoformach- TPHI, ktorej
ekspresja zachodzi gtownie w komorkach obwodowych oraz szyszynce, oraz TPH2, ktora
wykazuje ekspresje w jadrach szwu [31,32,33]. W reakcji katalizowanej przez TPH
powstaje 5-hydroksytryptofan (5-HTP), ktory ulega dekarboksylacji do serotoniny (5-HT).

HO

NH>

I=

Rycina 3. Wzor strukturalny serotoniny
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1.2.2 Metabolizm serotoniny

Metabolizm serotoniny zachodzi gtownie z udziatem monoaminooksydaz (MAQO), gdzie
powstaje aldehyd kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIA), ktory jest nastepnie
przeksztalcany w kwas 5-hydroksyindolooctowy (5-HIAA) w obecnosci dehydrogenazy
aldehydowej (ALDH). 5-HIA moze réwniez ulegac reakcji z reduktazg aldehydowsg lub
dehydrogenaza alkoholowa, a produktem tej reakcji jest 5- hydroksytroptofol (5-HTOL).
Produkt ten, w reakcji katalizowanej przez UDP glukuronylotransferaz¢ zostaje
przeksztatcony w glukuronid 5-hydroksytryptofolu (GTOL) [34]. Zarowno 5-HIAA, jak i
GTOL s3 usuwane z organizmu wraz z moczem. Fizjologicznie gtownym metabolitem
serotoniny jest 5-HIAA, natomiast w przypadku spozywania alkoholu etylowego,
metabolizm przesuwa si¢ w stron¢ tworzenia 5-HTOL, proporcjonalnie do przyjetej dawki.
Fakt ten zostal wykorzystany w opracowywaniu procedury analitycznej wykorzystujacej
biomarkery do oceny czg¢stosSci spozywania alkoholu etylowego. Okreslenie stosunku 5-
HTOL/5-HIAA jest jednym ze wskaznikéw niedawnej konsumpcji etanolu [35]. Reakcje
metabolizowania serotoniny zachodza w enterocytach, hepatocytach i neuronach OUN
[36,37,38].

Serotonina moze rowniez ulega¢ przemianom do melatoniny W szyszynce W obecnosci
enzymu  N-acetylotransefrazy  serotoninowej.  Produktem  posrednim  jest N-
acetyloserotonina (NAS), ktora nastepnie ulega reakcji katalizowanej przez O-
metylotransferaze hydroksyindolowa (HIOMT), a produktem tej reakcji jest melatonina

[34]. Synteze i przemiany serotoniny przedstawiono schematycznie na rycinie 4.
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Rycina 4. Schemat powstawania i metabolizmu serotoniny [34]; modyfikacja autorki.

1.2.3 Uwalnianie serotoniny

Zsyntetyzowana w komorkach EC serotonina jest przenoszona do ich chromatofilnych
ziarnisto$ci wydzielniczych z wykorzystaniem pecherzykowego transportera monoamin-
izoforma 1 (VMAT1) [39,40]. Uwalnianie serotoniny jest fizjologicznie zwigzane z
perystaltyka jelit oraz popositkowym wydzielaniem trzustkowym i zachodzi na drodze
egzocytozy [41]. Z Kolei serotonina wytworzona w neuronach jest przenoszona do

pecherzykoéw synaptycznych z udzialem transportera monoamin -izoforma 2 (VMAT2)
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[42]. Z pecherzykow wydzielana jest dalej do szczeliny synaptycznej na drodze
egzocytozy. W odpowiedzi na pobudzenie neuronu, nastgpuje depolaryzacja btony
presynaptycznej jako jeden z etapéw potencjatu czynno$ciowego, dalej fuzja pecherzyka z
btong i finalnie uwolnienie serotoniny. Natomiast z ptytek krwi serotonina zostaje
uwolniona po ich aktywacji w odpowiedzi na czynniki takie jak trombina, tromboksan A2,
kolagen czy adenozynotrifosforan (ATP) [43].

1.2.4 Dzialanie serotoniny

Umiejscowione na blonie komoérkowej receptory serotoninowe stanowig punkt
posredniczacy w dzialaniu biologicznym serotoniny. Zbadano i opisano jak dotad, 7 typow
receptorow  serotoninowych, ktére zostaly podzielone na podtypy. Pordéwnanie
wystepowania poszczegdlnych receptorow ujeto w formie tabeli (tabela 1). Serotonina
dzialajac na podtypy receptoréw serotoninowych znajdujacych si¢ w przewodzie
pokarmowym posredniczy w funkcjach takich jak perystaltyka, odczuwaniu nudnosci, bolu
1 rozszerzeniu naczyn [44]. Wiekszo$¢ procesow behawioralnych i neuropsychologicznych
jest modulowanych wtasnie przy udziale serotoniny, np. zachowania seksualne, pamiec,
agresja, nastroj, apetyt czy uwaga [45]. Poprzez receptor 5SHTRz4, ktory znajduje si¢ m.in.
na trombocytach, serotonina wptywa na proces agregacji ptytek krwi, biorgc tym samym
udzial w procesie hemostazy. Serotonina bierze takze udzial w regulacji metabolizmu
lipidow, regulacji glikemii, termoregulacji oraz odgrywa istotng rolg w procesach
odpowiedzi immunologicznej tj. wzmaga wydzielanie cytokin prozapalnych: interleukiny
116, a takze wzmacnia fagocytoze [46]. W uktadzie sercowo-naczyniowym bierze udziat
w procesach kurczliwosci serca, remodelingu sercowo-naczyniowym, wazodylatacji i

wazokonstrykcji [47].
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Lokalizacja
Receptor | o$rodkowy uktad przewodd obwodowy trombocyty
uktad Sercowo- pokarmowy | uktad
nerwowy naczyniowy nerwowy
5-HTR1 + +
5-HTR2 + + + + +
5-HTR3 + + +
5-HTR4 |+ + + +
5-HTR5 |+
5-HTR6 |+
5-HTR7 | + + + +

Tabela 1. Poréwnanie rozmieszczenia poszczegdlnych receptoréw serotoninowych [46].

1.2.5 Wplyw serotoniny na hematopoeze

Serotonina wptywa na komodrki megakariocytarne, promujac ich mitogeneze poprzez 5-
HTR2, a takze wywiera antyapoptyczny wplyw na megakariocytowa lini¢ komoérkowa.
Badania na myszach dotyczace wplywu 5-HT na lini¢ erytroidalng wykazaty, ze u
milodych dorostych osobnikéw z obwodowym niedoborem serotoniny rozwingta si¢
niedokrwisto§¢ makrocytowa z powodu nieskutecznej erytropoezy, utrudnionego
roznicowania prekursoréw i skrocenia przezycia dojrzatych erytrocytow [48]. Wykazano
roOwniez, ze brak serotoniny powoduje zahamowanie rdéznicowania si¢ prekursoréw linii
erytroidalnej u ludzi. Dodatkowo wykazano, ze proerytroblasty sg lokalnym (szpikowym)

zrodlem serotoniny [49].
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1.3 Charakterystyka fizykochemiczna histaminy i serotoniny

Wiasciwosci substancji stanowig istotny element w analizie chemicznej, m.in doborze

odpowiednich

rozpuszczalnikow

oraz parametrOw  pracy

analizatora.

Ponizej

zaprezentowano wWybrane wilasciwosci chemiczne oraz fizyczne histaminy i serotoniny

(tabela 2).
l.p Parametr Histamina Serotonina
1 Wz6br sumaryczny C5HIN3 C10H12N20
2 Masa molowa 111,15 Da 176,21 Da
3 Rozpuszczalnosé woda, metanol, etanol, woda, metanol, etanol
goracy chloroform
4 Rozpuszczalno$é w 25,5 mg/ml 34 mg/ml
wodzie
5 pKa 1l 5,9 9,1
6 pKa 2 9,7 9,8
7 logP -0,7 0,2
8 Temperatura wrzenia 86 °C 167.5 °C
9 Temperatura topnienia 209-210 °C 416 °C
10 Masa monoizotopowa 111.079647300 Da 176.094963011 Da
11 Moment dipolowy 448 +£1.08 D 146 +1.08 D
12 Polarnosé silnie polarna polarna

Tabela 2. Zestawienie wybranych wiasciwosci fizykochemicznych serotoniny i histaminy
[50,51,52,53,54].
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1.4 Szpik kostny
1.4.1 Wystepowanie i budowa szpiku kostnego

Szpik kostny jest silnie ukrwiong tkanka o gabczastej strukturze, ktéra wypetnia jamy
szpikowe w czesci centralnej kosci dlugich oraz przestrzenie miedzybeleczkowe jam
gabczastych w nasadach. Wyrdznia si¢ dwa rodzaje szpiku kostnego: zolty- nieczynny
hematopoetycznie, w ktérym przewazaja adipocyty, oraz czerwony o wiasciwosciach
krwiotworczych, w ktorym stosunek komorek hematopoetycznych do adipocytow jest
wigkszy. U osob dorostych szpik czerwony wystepuje tylko w ko$ciach ptaskich takich jak
np. mostek czy miednica oraz nasadach kosci dlugich takich jak np. ko$¢ udowa czy
ramienna, a we wszystkich pozostatych kosciach wystepuje szpik zotty. W okresie
ptodowym i u noworodka we wszystkich kosciach wystepuje szpik kostny czerwony
[55,56]. Szpik pod wzgledem architektonicznym dzieli si¢ na dwa przedziaty:
$rédnaczyniowy 1 pozanaczyniowy (zatokowy). W sktad zrebu przedziatu
srédnaczyniowego wchodzi tkanka siateczkowata, adipocyty, makrofagi, osteoblasty oraz
komorki krwiotwoércze, ktore tworzg wyspy zawieszone w oczkach sieci utworzonej przez

tkanke siateczkowata, a przedziat zatokowy stanowig naczynia zatokowe szpiku [57].

1.4.2 Funkcje szpiku kostnego

Podstawowa funkcja szpiku kostnego (czerwonego) jest wytwarzanie elementéw
morfotycznych. Samoodnawialne krwiotworcze komorki macierzyste dzielg si¢ i roznicuja
si¢ tworzac poszczegolne linie komoérkowe. Pierwszym etapem jest zroznicowanie na
komorki macierzyste mieloidalne 1 limfoidalne, ktére rdznicujac si¢ dalej tworza
poszczegolne elementy morfotyczne krwi [58]. Dojrzate komorki opuszczaja szpik kostny
pokonujac barier¢ szpik-krew. Dzieje si¢ to dzigki obecnosci akwaporyny i glikoporyny,
dzigki ktorym komorki moga przylaczy¢ si¢ i przedosta¢ przez $rodblonek naczyn
krwionosnych szpiku [59]. Szpik pelni rowniez funkcj¢ centralnego narzadu
limfatycznego. Z progenitorowej komorki limfoidalnej obecnej w szpiku powstajg i
réznicujg si¢ komorki uktadu limfatycznego takie jak limfocyty B, komorki Natural Killer
(NK) oraz prekursory limfocytow T. Szpik, tak jak §ledziona, jest magazynem limfocytow
pamieci T, a doktadniej CD8 Tcums [60,61,62,63,64]. Szpik pelni rowniez funkcje
magazynu adipocytéw, a precyzyjniej adipocytowej tkanki szpiku kostnego (BMAT),
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ktéra najprawdopodobniej wplywa na metabolizm energetyczny calego organizmu,
aczkolwiek jej doktadna funkcja nie zostata jeszcze w pelni zbadana i opisana. [65,66].
Badacze sugeruja wplyw BMAT na hematopoez¢ oraz wptyw na proces przebudowy kosci
poprzez wydzielanie cytokin [67,68]. Rezerwuarem BMAT jest gléwnie szpik kostny
z6tty, w ktorym tkanka ta zajmuje nawet do 90% powierzchni szpiku [69].

1.4.3 Szpik kostny jako material diagnostyczny

Pobieranie szpiku jest procesem inwazyjnym, aczkolwiek informacje uzyskane podczas
badan uzyskanego aspiratu stanowiag kluczowy element w diagnostyce i leczeniu chordb
hematologicznych. Zalecanym miejscem poboru szpiku kostnego, zarowno w przypadku
biopsji aspiracyjnej jak i trepanobiopsji (pobrania wraz z fragmentem kosci) jest gérny,
tylny koniec biodrowy. Zabieg wykonywany jest z zachowaniem zasad aseptyki z
zastosowaniem znieczulenia miejscowego- znieczulenie nasigkowe tkanek podskornych
oraz okostnej. Po wprowadzeniu igly w przygotowane miejsce nast¢puje usunigcie
mandryna i przytaczenie strzykawki w celu pobrania aspiratu [70]. Pobrane probki szpiku
analizuje si¢ oceniajac preparaty mikroskopowe, wykonujac badania cytochemiczne,

immunofenotypowanie i badania genetyczne.

1.5. Choroby hematologiczne
1.5.1 Podziat nowotwordéw uktadu krwiotwoérczego

Obowigzujacy podzial nowotwordéw uktadu krwiotworzenia zostal opracowany przez

Swiatowa Organizacje Zdrowia WHO i opublikowany w 2016 roku (rycina 5)
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NOWOTWORY UKtADU
KRWIOTWORCZEGO

. Nieokreslony typ histologiczny

. Nowotwory mieloproliferacyjne

. Mastocytoza

. Nowotwory mieloidalne lub limfoidalne z

eozynofilia i rearanzacja PDGFRa, PDGFRb lub
FGFR1, lub PCM1-JAK2

. Nowotwory mielodysplastyczno-
mieloproliferacyjne

. Zespoly mielodysplastyczne

. Nowotowory mieloidalne zwigzane z

predyspozycjami dziedzicznymi

* Ostra biataczka szpikowa i pokrewne nowotwory

. Ostra biataczka szpikowa z powtarzalnymi
nieprawidlowosciami cytogenetycznymi

* Ostra biataczka szpikowa z mutacjami genowymi

* Ostra biataczka szpikowa z cechami zaleznymi od
mielodysplazji

. Nowotwory mieloidalne zalezne od terapii

. Ostra biataczka szpikowa blizej nieokreslona

. Miesak mieloidalny
. Nowotwor blastyczny z plazmacytoidnych
komorek dendrytycznych

. Ostra bialaczka o nieokreslonym pochodzeniu
liniowym

e  Mieloproliferacje zwiazane z zespolem Downa

Rycina 5. Podzial nowotwordéw uktadu krwiotworczego WHO z roku 2016 [71].

1.5.2 Podziat nowotwordéw uktadu limfatycznego
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Obowiazujacy podziat nowotwordéw uktadu chtonnego zostat opracowany przez Swiatowa

Organizacj¢ Zdrowia WHO i opublikowany w 2016 roku (rycina 6).

NOWOTWORY UKtADU

CHEONNEGO
. Nowotwory z dojrzalych komoérek B
. Nowotwory z dojrzatych komorek T i NK
o Nowotwory limfoidalne z komoérek
prekursorowych

* Potransplantacyjne choroby limfoproliferacyjne

. Chloniak Hodgkina
. Nowotwory z komorek histiocytarnych i
dendrytycznych

Rycina 6. Podzial nowotworéw uktadu limfatycznego WHO z roku 2016 [72].

1.5.3 Nowotwory mieloproliferacyjne

Nowotwory mieloproliferacyjne cechuje proliferacja jednej Ilub wiecej linii
krwiotworzenia. W stadiach poczatkowych szpik jest bogatokomorkowy, zawiera
zwigkszong liczbe komorek prawidtowo dojrzewajacych z poszczegdlnych linii, co
przektada si¢ na wzrost liczby danych komorek we krwi obwodowej. Z czasem, wraz z
postepem choroby, moze dojs¢ do transformacji blastycznej, nieefektywnej hematopoezy
czy wloknienia podscieliska szpiku. Grupa ta obejmuje nastepujace jednostki chorobowe:
przewlekla biataczke szpikowa BCR-ABL1-dodatnia, przewlekta biataczke neutrofilowa,
czerwienicge prawdziwa, pierwotng mielofibroze, nadplytkowos$¢ samoistna, przewlekia

biataczk¢ eozynofilowa, niesklasyfikowany nowotwor mieloproliferacyjny [71,73,74].
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1.5.4 Zespoty mielodysplastyczne

W zespotach mielodysplastycznych obserwuje si¢ cytopenie obwodowe spowodowane
nieefektywna proliferacjg oraz zaburzeniami apoptozy komorek, wystepuje dysplazja w
jednej Iub wigcej linii komodrkowej oraz nieefektywna hematopoeza. Zespoty

mielodysplastyczne moga z czasem transformowac w ostra biataczke szpikowa [71,75].
1.5.5 Ostre biataczki

Ostre biataczki szpikowe charakteryzuja si¢ obecnoscia w szpiku kostnym niedojrzatych
blastow, pochodzacych ze zmienionej nowotworowo prekursorowej komoérki mieloidalne;.
Manifestacja choroby w obrazie krwi przejawia si¢ niedokrwistoscig, matoptytkowoscig i
neutropenig [76]. Z kolei ostre biataczki limfoblastyczne charakteryzuja si¢ obecnoscig
naciekow z komorek limfoblastatycznych w szpiku, krwi obwodowej 1 narzadach.
Tworzace je komorki wywodza si¢ ze zmienionej nowotworowo komorki prekursorowej

limfocytow [77,78].

1.5.6 Mastocytoza

Cechuje si¢ nadmierng proliferacja klonalng zmienionych morfologicznie i
immunofenotypowomastocytow. Komorki te tworza skupiska w szpiku kostnym,
narzadach takich jak np. $ledziona, watroba oraz w skorze. Mastocytoza jest chorobg
rzadka, wystgpowanie szacuje si¢ na 5-10 przypadkéw na milion osob w skali roku.
Poprzednio klasyfikowano ja do grupy nowotworéw mieloproliferacyjnych, jednak w
obowigzujacym podziale WHO z 2016 zostala wyodrebniona jako oddzielna grupa, z
uwagi na roznice morfologiczne, molekularno-cytogenetyczne wzgledem chorob takich jak

np. przewlekta biataczka szpikowa czy czerwienica prawdziwa [79].

Mastocytoza w przebiegu i manifestacji klinicznej moze ograniczac si¢ do zmian skornych
(mastocytoza skorna- CM) lub obejmowaé organy wewngtrzne (mastocytoza uktadowa-
SM). Objawy zwigzane sa z dysfunkcja zajetego narzadu, natomiast u wigkszos$ci
pacjentow obserwuje si¢ takze objawy zalezne od uwalniania mediatoréw z mastocytow tj.

histaminy i cytokin bioragcych udziat w reakcjach zapalnych.
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Diagnostyka opiera si¢ na ocenie bioptatu szpiku, badaniach immunohistochemicznych
mastoctydw szpikowych, ich immunofenotypowaniu, ocenie aktywnosci tryptazy w

surowicy oraz badan przesiewowych na obecno$¢ mutacji D816V KIT [80].

1.6 Metody analityczne — spektrometria mas

Ciagly postep w analizie instrumentalnej zwigksza dostep do zaawansowanych metod
analitycznych, mozliwych do zastosowania takze w medycznych laboratoriach
diagnostycznych. Wiele laboratoriow posiada na wyposazeniu oprocz typowych,
automatycznych analizatoréw biochemicznych takze urzadzenia wymagajace wigkszej
ingerencji uzytkownika na etapie przygotowania probek czy interpretacji wynikow (np.
cytometry przeptywowe, spektrofotometry). Aczkolwiek wcigz najpowszechniej
wykorzystywane sa techniki immunologiczne, to w ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost
zainteresowania bogata oferta w zakresie metod referencyjnych. Jedng z bardziej
zaawansowanych technik analitycznych o petnej specyfikacji metody referencyjnej jest
chromatografia cieczowa sprzgzona z tandemowg spektrometria mas (LC-MS/MS).
Technika ta, mimo zaawansowanej konstrukcji, zyskuje coraz wigksze zainteresowanie
wobec bogatej oferty komercyjnej, czgsto juz zwalidowanych przez oferenta zestawow,
obejmujacych nie tylko same urzadzenie, ale takze dedykowane noty aplikacyjne i gotowe

do uzycia zestawy odczynnikowe umozliwiajace prowadzenie analiz rutynowych.

W uproszczeniu, technika LC-MS polega na chromatograficznym rozdziale ztozonych
mieszanin zwiazkow biologicznie aktywnych, a nastgpnie ich identyfikacji w formie
izolowanej na odpowiednio dobranym analizatorze mas. Typowy zestaw aparaturowy
obejmuje dwa niezalezne elementy funkcjonalne: chromatograf cieczowy oraz spektrometr
mas. Sam spektrometr mas sktada si¢ z kolei z trzech elementéw funkcjonalnych: zrodta
jonow, analizatora (filtr masowy) oraz detektora. W praktyce wykorzystuje si¢ najczesciej
jonizacje elektronami (EI — w sprzgzeniu z chromatografem gazowym) oraz
elektrorozpylanie (ESI — w sprzezeniu z chromatografem cieczowym). W niektorych
zestawach, takich jak ten stosowany w procedurach identyfikacji mikroorganizmow,
wykorzystuje sie¢ specyficzng metodg¢ desorpcji laserowej z udziatem matrycy (MALDI)
[81] Natomiast do najczesciej stosowanych analizatoréw mas zaliczy¢ nalezy analizator

czasu przelotu (TOF), kwadrupolowy filtr masowy (Q), putapke jonows (IT).
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Aczkolwiek rozdzial chromatograficzny i detekcja w ukladzie analizatora pojedynczego
pozwala na swobodne oznaczenia i uzyskanie dobrych wynikoéw analizy, to jednak
niezastgpione miejsce w analityce znalazly tzw. uklady tandemowe, w ktoérych
identyfikacja analitu dokonuje si¢ w trzech analizatorach sprzezonych w jeden uktad
pomiarowy. Rozwigzanie takie znaczaco zwigksza selektywno$¢ i czulo$¢ oznaczen,
szczegdlne w przypadku analiz prowadzonych w bardzo ztozonych matrycach takich jak
materiat biologiczny. Analizator tandemowy wprowadza dodatkowy element rozdzielczy,
niezaleznie od samego rozdzialu chromatograficznego, umozliwiajac bardzo waska
selekcje okreslonych mas analitow, w pierwszym uktadzie kwadrupolowego filtra
masowego, nastgpnie ich fragmentacje (najczesciej kolizyjng z gazem obojetnym) na
drugim stopniu kolejnego kwadrupola i ostatecznie rejestracje produktow fragmentacji w
stopniu trzecim [82]. Zaleta takiego rozwigzania jest niewatpliwie mozliwos¢ analizy
zwigzku przy jego niedostatecznym rozdziale na kolumnie chromatograficznej wzglgdem
tta matrycowego, z czym mamy do czynienia stosunkowo czgsto w przypadku analiz
materialu biologicznego. Z drugiej strony zwrdci¢ nalezy uwage, ze aczkolwiek sama
konstrukcja ukladu tandemowego pozwala na izolacj¢ wybranych jonéw od sygnalow tla,
to jednak zbyt silne tlo matrycy, niedostatecznie rozdzielonej na kolumnie
chromatograficznej wptywa negatywnie na jonizacj¢ analitu (tzw. supresja jonu), W
konsekwencji maleje intensywno$¢ rejestrowanego sygnalu i to niezaleznie od
rzeczywistego stezenia analitu w probce. Zjawisko to wydaje si¢ by¢ czgsto biednie
pomijane na etapie walidacji metody. Nawet najbardziej wydajny, wysokorozdzielczy
uktad tandemowy nie rozwigzuje problemow wynikajacych ze zjawisk zachodzacych na

pierwszym etapie jonizacji probki w zrodle jonow [83].

Zaleznie od rodzaju trzeciego analizatora, uzytego w uktadzie tandemowym, mozliwa jest
rejestracja pelnych widm w szerokim zakresie mas (np. analizator typu TOF czy LIT) lub
tez jedynie wybranych jonow pokolizyjnych (analizator kwadrupolowy). Pierwszy tryb
skanowania umozliwia precyzyjng identyfikacj¢ jakoSciowa, najczesciej z wykorzystaniem
dedykowanych widmowych baz danych, drugi natomiast stosowany jest w analizie
ilosciowej, gdy wymagany jest niski poziomu detekcji (tzw. tryb MRM czyli rejestracji
wybranych jonow fragmentacyjnych) [84]. Aczkolwiek urzadzenia dedykowane do
oznaczen jakosciowych moga pracowaé w trybie rejestracji wybranych jonow

fragmentacyjnych (analiza ilo$ciowa), to jednak rozwigzania takie cechuje zwykle
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mniejszy zakres dynamiczny oznaczen (zachowanie liniowo$ci w stosunkowo waskim

przedziale stgzen).

Najwigksze znaczenie w analizach biomedycznych zyskaty uklady sprzezone typu
potrdjny kwadrupol (QqQ) oraz podwdjny kwadrupol z analizatorem czasu przelotu
(QQTOF). Niestety rozbudowane uktady tandemowe pomimo olbrzymich zalet sa
uktadami kosztownymi, a ich uzytkowanie wymaga duzego do§wiadczenia analityka. Nie
sg to uktady pozbawione wad, ktore ujawniajg si¢ na etapie walidacji konkretnych
oznaczen. Szczegblnie czasochlonne s3 procedury walidacyjne oznaczen ilo$ciowych,
wymagajace  wykonania wielu powtdrzen, wieloparametrycznej optymalizacji
poszczegdlnych elementow  funkcjonalnych uktadu, oceny zjawiska supres;ji,
uwzglednienia drogich deuterowanych standardow wewngtrznych. Tym nie mniej,
tandemowe spektrometry mas znalazly zastosowanie w badaniach rutynowych, miedzy
innymi w badaniach przesiewowych noworodkow w kierunku wrodzonych wad
metabolizmu, terapii monitorowanej lekéw, W oznaczeniach ilosciowych substancji

psychoaktywnych, identyfikacji ksenobiotykow w laboratoryjnej diagnostyce zatru¢ [85].

1.6.1 Chromatografia oddziatywan hydrofilowych

Opracowanie metody analitycznej w uktadach typu LC-MS/MS w ogromnej wigkszosci
obejmuje optymalizacj¢ detektora mas przy nieco ograniczonej ingerencji w uktad
chromatograficzny. Wynika to niewatpliwie z faktu, iz dostgpne obecnie kolumny
chromatograficzne cechuje pewna uniwersalno$¢, aczkolwiek zwiazki o skrajnych
wlasciwosciach hydrofilowo-hydrofobowych, wymagaja zastosowania dedykowanych
wypelnien o zmodyfikowanej powierzchni ztoza adsorpcyjnego. Przykladem
specyficznego przeznaczenia kolumn chromatograficznych sg konstrukcje oparte o
chromatografi¢ oddziatywan hydrofilowych (HILIC). Rozwigzania te wykorzystywane sg
stosunkowo rzadko, jednak sa zalecane w przypadku analizy chromatograficznej zwigzkow
o charakterze silnie polarnym. Technika ta obejmuje zar6wno elementy chromatografii w
normalnym uktadzie faz (sorbent), odwroconym uktadzie faz (eluent), jak i wymiany
jonowej (anality). W HILIC wypetnienia kolumn chromatograficznych sa polarne
(najczescie] modyfikowany zel krzemionkowy), a faz¢ ruchomg stanowig rozpuszczalniki
organiczne, z dodatkiem buforu o dobranym do danej aplikacji odczynie pH. Mechanizm

retencji polega na podziale polarnych analitow migdzy eluent a warstwe bogata w wode,
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ktora tworzy si¢ na powierzchni fazy stacjonarnej (rycina 7). Im bardziej hydrofilowy
analit, tym bardziej rownowaga podziatu fazowego przesunieta jest w kierunku warstwy
wodnej, co skutkuje jego silniejsza retencjg [86,87,88]. Co ciekawe, aczkolwiek uktady
tego rodzaju wykorzystywane sg z powodzeniem w wielu aplikacjach, to pomimo licznych
prob badaczom nie udato si¢ do konca wyjasni¢ wszystkich procesow chemicznych
warunkujacych skutecznos$¢ rozdziatu chromatograficznego. Opracowujac metod¢ w tym
uktadzie nalezy zwroci¢ uwage na kilka waznych elementow, wynikajacych z odmiennej
charakterystyka ztoza i zachodzacych na nim procesow, w stosunku do powszechnie
stosowanych wypelien typu CI18. Po pierwsze, wysoki poczatkowy udziat
rozpuszczalnika organicznego w gradiencie (najczgsciej 90% acetonitrylu), ktory w tym
uktadzie wykazuje stabg sitg¢ elucji w stosunku do zwigzkéw polarnych. Po drugie,
odtworzenie stanu rownowagowego pomiedzy fazg ruchomg a stacjonarng wymaga
stosunkowo dilugiego czasu kondycjonowania kolumny. Ma to szczegdlne znaczenie w
przypadku kolumn dtuzszych gdzie skuteczne kondycjonowanie moze wymaga¢ dtuzszego
czasu niz sam rozdzial chromatograficzny. Diugie kondycjonowanie wymagane jest
bezwzglednie w przypadku nawet niewielkiej zmiany odczynu pH fazy ruchomej czy
cho¢by dtuzszych przerw pomiedzy seriami pomiarowymi. Odpowiednia sprawnosc¢
kolumny osiggana jest zwykle po przejsciu 3 do 5 gradientow stosowanych w danym
oznaczeniu, co w praktyce wymaga kondycjonowania poprzez pomiar serii probek
zerowych przed oznaczaniem probek wiasciwych (np. sam rozpuszczalnik zamiast probki).
Wskazuje si¢ takze na mniejszg powtarzalno$¢ czasow retencji analitow w porownaniu do
typowych wypelien C18 [89,90]. Po duzych doswiadczeniach wlasnych z
wykorzystaniem tego ukladu wydaje sig, ze wigkszos¢ z opisywanych problemow wynika
z trzech elementéw. Po pierwsze posiadanych nawykéw w pracy z kolumnami z
wypetnieniem C18. Uklad HILIC wymaga znacznie wigkszej cierpliwos$ci i po§wigcenia
niewspoimiernie dluzszego czasu dla ustalenia odpowiednich parametrow rozdziatu.
Preferowane winny by¢ raczej dluzsze gradienty rozpuszczalnikowe, a jego modyfikacje
dokonywaé¢ nalezy stopniowo wprowadzajac jedynie niewielkie zmiany. Po drugie,
niedostatecznego kondycjonowania kolumny, szczegoélnie po dluzszej przerwie w
oznaczeniach. O ile po typowym przejsciu gradientu na kolumnie typu C18 kolumna
bedzie odpowiednio kondycjonowana po uptywie 2-3 minut, tak w przypadku uktadu
HILIC niezbedny jest dwu- a nawet trzykrotnie dtuzszy czas, zaleznie od uzytego modelu
kolumny. Po trzecie, niezwykle wazne jest zachowanie doktadnie tego samego odczynu

pH w obu fazach sktadowych eluentu. Juz niewielkie réznice w ilosci buforu moga
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skutkowa¢ znacznymi zmianami w obrazie chromatograficznym. Zachowanie proporcji
sktadowych jest tak bardzo istotne, ze znaczenie moze mie¢ higroskopijny charakter

acetonitrylu 1 nieco zwickszony udziat wody w sktadowej acetonitrylowej gradientu faz.

Pomimo wielu wad opisywanego uktadu wydaje si¢, ze warto rozwazaé jego zastosowanie
w przypadku silnie polarnych analitow, ktorych skuteczny rozdziat na klasycznej kolumnie

typu C18 bywa niezadowalajacy.
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Rycina 7. Schemat podziatu analitow miedzy warstwe bogatg w wodg i eluent w uktadzie HILIC
[88].

1.6.2 Elektrorozpylanie

Jedna z najczgsciej stosowanych metod jonizacji przy rozdziale z wykorzystaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej jest metoda elektrorozpylania (ESI). Analit w
stanie cieklym po elucji z kolumny chromatograficznej zostaje wprowadzony do zrodia
jonow poprzez metalowg kapilare, do ktorej przylozone jest odpowiednie napiecie. Pod
wptywem zachodzacych w zrédle zjawisk fizykochemicznych, przy udziale strumienia
gazu osuszajacego, réznicy potencjatow 1 wysokiej temperatury, dochodzi do odparowania
rozpuszczalnika z wytworzeniem mikro-kropli, ktorych objetos¢ maleje. Malejaca objetosc
przy jednoczesnym zwigkszaniu gestosci tadunku elektrycznego, prowadzi ostatecznie do
wytworzenia jonow pseudo-molekularnych, z czgsteczki analitu o tadunku obojetnym
powstaja jony o tadunku dodatnim (addycja protonu) badz ujemnym (dysocjacja protonu)
[91].

Wytworzenie jonowej formy zwiazku chemicznego jest kluczowym etapem warunkujagcym

skutecznos$¢ pomiaru w spektrometrze mas, dlatego tez szczegdlne wazna jest odpowiednia
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konstrukcja zrodia i zastosowanie odpowiednich mieszanin buforowych w eluencie. Z
uwagi na zasad¢ tworzenia jondw w zrodle, zaleznie od budowy chemicznej analitow,
rozwazy¢ nalezy pomiar przy odpowiednim potencjale elektrycznym (tryb skanowania
jonéw dodatnich badz jonéw ujemnych). Aczkolwiek raczej wiekszo$¢ z analizowanych
zwigzkow biologicznie aktywnych ulega jonizacji dodatniej, poprzez addycje protonu do
zwiagzkow o charakterze zasadowym (analiza w potencjale ujemnym), to jednak zwiazki
dysocjujace z uwolnieniem protonu (np. typowo kwasy organiczne) wymagajg analiz w
potencjale dodatnim, nawet jesli w strukturze czgsteczki obecne sg inne centra reaktywne.
O ile sama jonizacja z wytworzeniem jonu pseudo-molekularnego nie jest problematyczna
I w przypadku zwigzkow zawierajacych heteroatom (azot, tlen, chlorowcopochodne)
pozwala uzyska¢ zadowalajace wyniki, to duzy wpltyw na proces jonizacji wykazuje
wspotobecnos¢ innych zwiazkéw w zrodle w tym samym czasie, szczegolnie obecnych w
duzym stezeniu i o silnym charakterze jonowym. Zjawisko interferencji innych zwigzkéw
wzgledem analitu okresla si¢ jako supresja jonu, skutkiem czego jest najczesciej obnizenie
sygnatu analitycznego cho¢ zdarza si¢ takze jego zwielokrotnienie. Zjawisko to jest
szczegolnie problematyczne gdy wykazuje zmienne nasilenie wynikajace ze zmiennoS$ci
sktadu matrycy (krew §wieza, zdegradowana, pobrana na rézne antykoagulanty, obecnos¢
réznych lekow u réznych pacjentow). W takich przypadkach prowadzi ono do bardzo
negatywnych nastepstw takich jak rejestracja sygnatlow o roznej intensywnosci wzgledem
tego samego stezenia (brak powtarzalnosci lub liniowos$ci oznaczen) czy zawyzenia progu
oznaczalnosci 1 w konsekwencji wynikow fatszywie ujemnych w przypadku niskich stezen
analitu. Wptyw tego zjawiska na poprawnos¢ uzyskiwanych wynikow moze by¢ w duzej
mierze ograniczany poprzez zastosowanie deuterowanych wzorcow wewngtrznych.
Stanowia one analitycznie odpowiedniki badanych analitow, pod wzgledem struktury i
wlasciwosci fizykochemicznych, z ta réznica, ze ich masa molowa jest zwigkszona
proporcjonalnie do ilosci podstawionych deuterem atomdéw wodoru. Zwigkszona masa
pozwala na latwe rozroznienie spektralne analitu od wzorca wewngtrznego przy
zachowaniu tych samych parametréw elucji z kolumny chromatograficznej. Tym samym
wplyw zjawiska supresji zar6wno na analit jak i wzorzec wewnetrzny jest doktadnie taki
sam, co umozliwia stosowng korekcje odpowiedzi w relacji stezenie analitu —
intensywno$¢ sygnatu. Wzorce deuterowane analitow sg dostepne w bardzo szerokim
zakresie, aczkolwiek sa one zwykle stosunkowo drogie, to ich zastosowanie w danej

aplikacji nie powinno by¢ problematyczne [92,93].
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2. Zalozenia i cel pracy

Podstawowym badaniem w diagnostyce hematologicznej wciaz pozostaje morfologia krwi
obwodowej, aczkolwiek ostateczne rozpoznanie i wdrozenie celowego leczenia wymaga
wielu dodatkowych badan diagnostycznych, takze w szpiku kostnym. Pomimo
stosowanych obecnie w osrodkach hematologicznych zaawansowanych technik
laboratoryjnych, ostateczne rozpoznanie w niektorych przypadkach bywa utrudnione.
Rozw¢j metod analitycznych umozliwiajacych identyfikacje nowych biomarkerow,
pozwala na wglad w patomechanizm rozwoju wielu schorzen na poziomie molekularnym,
identyfikacje kluczowych zmian i opracowywanie nowych metod diagnostycznych dla
dziatan rutynowych. W trakcie podjetych juz wezesniej przez autorke badan szpiku (praca
mgr. ,,Ocena profili proteomicznych szpiku u pacjentow z chorobami krwiotworzenia”),
uwage zwrdcono na zmienne poziomy histaminy. Obserwacje te z uwagi na ztozony
charakter badanego materiatu, zmienno$¢ grup badawczych oraz trudnosci w opracowaniu
jako$ciowo-ilosciowej metody analitycznej, wymagaty oddzielnej, szczegdtowej analizy 1
weryfikacji. Temat ten wydat si¢ na tyle ciekawy, ze w dostepnym pisSmiennictwie brak
jest danych odnos$nie charakterystyki szpikowej tego parametru. Dodatkowo zauwazono,
ze w ostatnim czasie pojawiaty si¢ doniesienia z bardziej szczegotowa charakterystyka
receptorow histaminowych, w tym ich istotnego wptywu na proces krwiotworczy

zachodzacy w szpiku kostnym.

W ramach niniejszej pracy podjeto probe oceny stgzen histaminy w szpiku w roéznych
stanach chorobowych pobieranego od pacjentow hospitalizowanych na oddziale
hematologicznym. Jak wiadomo, gtéwnym Zrédlem histaminy w formie zwigzanej, sa
ziarnisto$ci, przede wszystkim mastocytow, ale takze granulocytéw, ktorych wytwarzanie
zachodzi wilasnie w szpiku kostnym. Z wielu doniesien wiadomo, Ze ziarnisto$ci tych
komorek oprocz histaminy, zawieraja takze pewne iloéci serotoniny, dlatego tez zasadnym
byto uwzglednienie takze tej aminy biogennej w prowadzonych analizach. Zarowno
histamina, jak i serotonina, petnig réznorodne, czgsto przeciwstawne funkcje w organizmie
cztowieka, takze w procesie wytwarzania i roznicowania si¢ elementow morfotycznych

krwi, dlatego tez taczne oznaczenie obu tych parametrow wydawato si¢ uzasadnione.
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Podj¢te badania realizowano z wyznaczeniem trzech gtownych celow badawczych:

Opracowanie selektywnej procedury analitycznej dla iloSciowo-jakos$ciowego,
tacznego oznaczania histaminy i serotoniny w szpiku kostnym z wykorzystaniem

techniki chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas.

Ocena stezenia histaminy 1 serotoniny w szpiku kostnym pacjentow
hematologicznych z podzialem na sze$¢ grup: nowotwory mieloproliferacyjne,
zespoty mielodysplastyczne, ostre biataczki, choroby limfoproliferacyjne, inne

choroby hematologiczne bez cech nowotworzenia, mastocytoza.

Ocena korelacji wyznaczonych stezen histaminy i serotoniny w szpiku kostnym z
parametrami  morfologii krwi obwodowej, u pacjentow z chorobami

hematologicznymi.
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3. Material i metody

3.1 Materiat biologiczny 1 dane kliniczne

Szpik kostny pobierano od pacjentéw Kliniki Hematologii, Onkologii i Radioterapii
Uniwersytetu Zielonogorskiego Wielospecjalistycznego Szpitala Wojewodzkiego w
Gorzowie Wielkopolskim (kierownik: dr hab. n. med. Katarzyna Brzezniakiewicz-Janus).
Badania przeprowadzono zgodnie ze standardami bioetycznymi (zgoda Komisji
Bioetycznej nr KB-0012/54/14, zgoda Dyrekcji Szpitala). Pobranie stanowito standardowa
procedur¢ w procesie diagnostyki, material pobierano metoda biopsji aspiracyjnej do
probowek typu Monovette z dodatkiem antykoagulantu wersenianu potasowego (EDTA
KE). Pozostato§¢ szpiku po wykorzystaniu w ramach rutynowej diagnostyki,
zabezpieczano, kodowano i transportowano do Zaktadu Toksykologii Klinicznej 1 Sadowej
PUM w Szczecinie (kierownik: prof. dr hab. n. med. Krzysztof Borowiak). Do czasu
oznaczen probki byly przechowywane w temp. -24 °C. Wyniki st¢zenia histaminy i
serotoniny, uzyskane opracowang metodg analityczna, skorelowano z wynikami morfologii
krwi obwodowej pacjentow z dnia przyjecia na oddzial oraz rozpoznaniem jednostki
chorobowej. W analizie statystycznej uwzglgdniono podstawowe parametry morfologii
krwi tj. liczbe krwinek biatych (WBC), procentowy sktad leukocytéw, liczbe krwinek
czerwonych (RBC), liczbe plytek krwi (PLT), wartosci hematokrytu (Ht), stezenie
hemoglobiny (Hb), $rednig objetos¢ krwinki czerwonej (MCV), $rednig wage hemoglobiny
w krwince (MCH), $rednie stezenie hemoglobiny w krwinkach (MCHC).

Analiza obejmowata tgcznie 100 probek szpiku kostnego.
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3.2 Przygotowanie probek do analizy

Probki szpiku kazdorazowo rozmrazano w temperaturze pokojowej (okoto 40 minut). Po

catkowitym rozmrozeniu material mieszano doktadnie z uzyciem wytrzasarki typu wortex.

Procedura przygotowania szpiku do analizy chromatograficznej, obejmowata nastepujace

etapy (rycina 8):

1.

Odmierzano 50 pl szpiku kostnego, przenoszono do probowki typu eppendorf

pojemnosci 1,5 ml.

Dodawano 10 pl wodnego roztworu 10 mM pirosiarczynu sodu, mieszano na

wytrzasarce typu wortex.

Dodawano 950 ul ,fazy ruchomej B” (acetonitryl : woda z buforem
mrowczanowym pH 3,4, 100 mM / 90:10 v/v), mieszano na wytrzgsarce typu

wortex.

Dodawano 2,5 ul metanolowego roztworu histaminy deuterowanej d4 (standard

wewnegtrzny) o stezeniu 1 png/ml, mieszano na wytrzasarce typu wortex.
Dodawano 2,5 pl metylowego roztworu serotoniny deuterowanej d4 o stezeniu
1 pg/ml, mieszano na wytrzasarce typu wortex.

Wirowano w wiréwce laboratoryjnej- 14 tys$ rpm, przez 10 minut.

Pobierano 500 pul supernatantu do analizy LC-MS/MS.
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Rycina 8. Schemat przygotowania probki szpiku kostnego do analizy LC-MS/MS.

3.3 Analiza histaminy oraz serotoniny technikg LC/MS-MS
3.3.1 Specyfikacja techniczna zestawu analitycznego

Chromatograf cieczowy

Analizy przeprowadzono z wykorzystaniem chromatografu cieczowego ExionLC (AB
Sciex, USA). Parametry opracowanego rozdzialu chromatograficznego przedstawiono w
formie tabelarycznej, oddzielnie dla warunkow pracy chromatografu (tabela 3) oraz

gradientu fazowego (tabela 4).
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Chromatograf cieczowy

Objetos¢ nastrzyku 10 pl

Kondycjonowanie 7 min
Sumaryczny przeptyw fazy ruchomej 0,5 ml/min

Temperatura pieca kolumny 30°C

Faza ruchoma A

80 % woda / 10% ACN / 10% bufor
mrowczanowy pH 3,4 100mM (v/v)

Faza ruchoma B

100 mM (v/v)

90 % ACN / 10 % bufor mrowczanowy pH 3,4

Tabela 3. Wykaz parametrow zoptymalizowanych dla chromatografu cieczowego.

Czas (min) Faza A (%) Faza B (%)
0,00 5,0 95,0
0,20 5,0 95,0
1,40 10,0 90,0
141 25,0 75,0
3,30 25,0 75,0
3,50 70,0 30,0
6,30 70,0 30,0
6,60 5,0 95,0
7,00 5,0 95,0

Tabela 4. Zestawienie zmian w przebiegu gradientu fazowego w rozdziale chromatograficznym.
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Kolumna chromatograficzna

Rozdziat chromatograficzny prowadzono z wykorzystaniem kolumny SunShell HILIC-

Amide (ChromaNik Technologies, Japonia). Parametry kolumny: $rednica- 2,1 mm,

dhugos¢ - 150 mm, wielko$¢ ziarna - 2,6 pm.

Spektrometr mas

Zastosowano systemem QTRAP® 6500+ (AB Sciex, USA), analizy prowadzono po

optymalizacji zrodta jondw oraz przej$¢ jonowych dla poszczegdlnych analitéw oraz

wzorcow wewnetrznych, przy ustawieniach gtéwnych parametrow wyszczegolnionych w

tabeli 51 6.

Spektrometr masowy

Typ skanowania MRM

Tryb skanowania dodatni
Zrédto jonow ESI

CUR 35 psi
IS 4200 kV

TEM 420 °C

GS1 60 psi

GS2 50 psi

EP 10V

CXP v

Tabela 5. Zestawienie parametréw pracy spektrometru mas. CUR- gaz ostonowy, IS-

napigcie

przylozone do igty w celu jonizacji probki , TEM- temperatura, GS1- gaz nebulizujacy, GS2- gaz

suszacy, EP- potencjat wejsciowy, CXP- potencjal wyjécia jondw z komory zderzen.
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Zwiazek Q1(Da) | Q3(Da) | DP(V) | CE(V) Dwell

Time

(msc)
Histamina d4 116,100 99,100 45 20 50
Histamina 1 112,100 95,100 45 20 50
Histamina 2 112,100 68,000 45 30 50
Serotonina d4 181,100 164,100 5 14 50
Serotonina 1 177,100 160,100 5 13 50
Serotonina 2 160,100 115,100 120 30 50

Tabela 6. Zestawienie zoptymalizowanych parametréw dla przejs¢ jonowych poszczegdlnych
analitow (MRM). Q1- kwadrupol pierwszy, Q3- kwadrupol trzeci, DP- potencjat fragmentacyjny,
CE- energia kolizji, Dwell Time- czas skanowania, Histamina 1- komponent ilosciowy, histamina
2- komponent jako$ciowy, serotonina 1- komponent ilosciowy, serotonina 2- komponent
jako$ciowy.

Oprogramowanie

W trakcie analiz korzystano z oprogramowania Analyst Software i SCIEX OS 1.7.0.

3.3.2 Krzywe kalibracyjne i inne parametry walidacyjne

Krzywe kalibracyjne wyznaczono poprzez regresj¢ liniowa (y=ax) z wymuszeniem
przecigcia punkt 0,0, dla pomiarow w szeSciu punktach o rosngcym stezeniu. Punkty dla
histaminy: 2,1 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml, 300 ng/ml, punkty dla serotoniny: 1,1
ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml, 300 ng/ml.

Wspotczynnik regresji liniowej r? dla parametru iloSciowego histaminy wynosit 0,99984, a
dla serotoniny- 0,99997 (rycina 10 i 11). Pomiary przeprowadzano z wykorzystaniem
standardu wewnetrznego IS (histamina deuterowana), ktorego stezenie kazdorazowo
wynosito 50 ng/ml. Matryce biologiczng dla wszystkich oznaczen walidacyjnych stanowito
osocze, w ktérym wstepnie wyznaczono stezenia histaminy i serotoniny metoda dodatku

wzorca- stezenie histaminy wynosito 1,1 ng/ml, a st¢zenie serotoniny 0,1 ng/ml.
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Doktadno$¢ pomiaru probek w szesciu punktach kalibracyjnych wraz z odczytami
przedstawiono w formie tabelarycznej (tabela 9 i 10).

Objetosci i stgzenia roztwordw roboczych oraz obj¢tosci osocza uzyte do przygotowania
probek kalibracyjnych o odpowiednim stgzeniu przedstawiono w tabeli 7. Do
przygotowania probek kalibracyjnych i kontrolnych wykorzystywano roztwory robocze
sporzadzone poprzez rozcienczenie w metanolu wzorcéw macierzystych histaminy,
histaminy deuterowanej, serotoniny oraz serotoniny deuterowanej. Stezenie roztworow
macierzystych wynosito 1 mg/ml. Schematyczne przygotowania rozcienczen
przedstawiono na rycinie 9.

Roztwor macierzysty

1 mg/ml

l ‘ rozciericzenie 1000x |

1.0 pg /ml

l ‘ rozcienczenie 10x ‘

l ‘ rozciefczenie 10x

0,01 pg /ml

Rycina 9. Schemat przygotowania roztworow roboczych poprzez rozcienczanie w metanolu.
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Stezenie probki Objetos¢ osocza Stezenie roztworu Dodana objetosé
kalibracyjnej roboczego roztworu roboczego
1 ng/ml 50 ul 0,01 pg /ml 5ul
10 ng/ml 50 pl 0,1 pg/ml 5ul
50 ng/ml 50 pl 1,0 pg/ml 2,5ul
100 ng/ml 50 pl 1,0 pg/mi 5ul
300 ng/ml 50 pl 1,0 pg /ml 15 pl

Tabela 7. Zestawienie iloSci i objgtosci poszczegdlnych roztworow uzytych do przygotowania
roztwordw roboczych oraz probek kalibracyjnych.

Wyznaczono powtarzalno$¢ pomiarow dla stezenia 1 ng/ml (wartos¢ referencyjna dla
gornego poziomu fizjologicznego w osoczu) oraz 100 ng/ml (srednia warto$¢ oczekiwana)
(tabela 8). Wyznaczone parametry powtarzalnosci w pigciu niezaleznych powtorzeniach
przyjmowaly wartosci dopuszczalne wg europejskich wytycznych walidacji metod

analitycznych.

Dla wykluczenia tzw. zjawiska przenoszenia analizowano probke zerowa tzw. blank
sample (rycina 12) i podwojnie zerowg tzw. double blank sample, po uprzednigj
pieciokrotnej analizie probek o stezeniu 300ng/ml obu analitow (goérny zakres

oznaczalnosci).

Granicg oznaczalnosci dla obu analitow wyznaczono na poziomie 0,2 ng/ml poprzez ocene
odczytow wartosci pomiarowych przy minimalnym stezeniu i wyznaczony stosunek
sygnatu do szumu: dla serotoniny 5,8 w punkcie 0,2 ng/ml i dla histaminy 17,7 w punkcie
1,1 ng/ml (rycina 13 i 14).
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Analit Liczba Srednia SD CV (%) | Dokladnos¢ | RT (min)
powtorzen (%)

Histamina 5 0,9 0,1 7,53 85,10

1 ng/ml 2.72+1-
Histamina 5 94,4 1,8 1,9 94,42 0.01
100 ng/ml
Serotonina 5 1,1 0,1 53 106,73

1 ng/ml 1,35+/-

- 0,00

Serotonina 5 96,5 55 5,73 96,54

100 ng/ml

Tabela 8. Zestawienie wynikow pomiarow i parametrow powtarzalnosci powtdrzen probek
kontrolnych histaminy i serotoniny o stezeniu 1 ng/ml i 100 ng/ml. SD- odchylenie standardowe,
CV- wspotczynnik zmiennosci, RT-czas retencji.

Stezenie Stezenie .z
oczekiwane zmigerzone DOklg/dnosc

(ng/ml) (ng/ml) 0

2.10 2.2 105.4

5.00 5.3 106.4

10.00 9.8 97.6

50.00 50.0 100.0

100.00 101.9 101.9

300.00 298.0 99.3

Tabela 9. Zestawienie wartosci stezen oczekiwanych i zmierzonych - odczyty dla krzywej
kalibracyjnej histaminy.
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Area Rato

45

4.0

35

3.0

25

2.0

05

00

Stez_eme Stgzenle Dokladnosé
oczekiwane zmierzone %

(ng/ml) (ng/ml)

1.10 1.1 99.4

5.00 4.8 96.9

10.00 10.0 99.7

50.00 49.7 99.3

100.00 100.8 100.8

300.00 299.7 99.9

Tabela 10. Zestawienie wartosci oczekiwanych i zmierzonych odczyty dla krzywej kalibracyjnej

serotoniny.

Rownanie regresji:

y=0.01551 x (r = 0.99992, 1> = 0.99984) (wazenie: 1 /x)

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 7140 150 7160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290

Concentration Ratio

Rycina 10. Krzywa kalibracyjna analitu histamina. Area Ratio- stosunek pola powierzchni piku

wzgledem wzorca, Concentration Ratio- stosunek stezenia wzgledem wzorca.
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Area Ratio

Roéwnanie regres;ji: y=0.01248 x (r =0.99999, r> = 0.99997) (wazenie : 1 /x)

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 280
Concentration Ratio

Rycina 11. Krzywa kalibracyjna analitu serotonina. Area Ratio- stosunek pola powierzchni piku
wzgledem wzorca, Concentration Ratio- stosunek stezenia wzgledem wzorca.
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Rycina 12. Chromatogramy wybranych pradéw jonowych (XICs), pomiar w probce zerowej: A-
XIC 181,100>164,100 m/z (serotonina d4); 116,100->99,100 m/z (histamina d4). B- XIC

112,100->68,000 m/z (histamina 2); 112,100->95,100 m/z (histamina 1).
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B C of +MRM {8 pairs): 177.100/180.100 Da 1D: serctonin 1 from Sample 10 {ocsocze_0+15) of 20210815 _walidagj... Mazx. 7745.9 cps.

5
7749 1.28

70001 s/n k5.8
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5000 4 ¥Ymax=2.1e+3 cpg|Ymin=1.0e+3 cps

4000 4

Intensity, cps
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Rycina 13. Chromatogram wybranego pradu jonowego (XIC) dla przejscia 177,100->160,100 m/z
(serotonina 1) z wyznaczonym stosunkiem sygnatu do szumu (S/N).

B X|C of +MRM (8 pairs): 112.100/85.100 Da ID: Histamina 1 from Sample 10 (osocze_0+IS) of 20210816_walidscja.wiff (Turbo Spray |... Msx. € 424 cps,

B.4e4

8.0=4 ]
S/N 5 17.7

5.0e4 ] Peak Int.(SYpt.)=6.1a+4

Ymax=>5.1e+3 cps||Ymin=1.7e+3 cps

Intensity, cps

&
P
ra |
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=

0.0 0.z 0.4 0.6 bR} 1.0 . E 16 1.8 20
Time. min

Rycina 14. Chromatogram wybranego pradu jonowego (XIC) dla przejscia 112,100->95,100 m/z
(histamina 1) z wyznaczonym stosunkiem sygnatu do szumu (S/N).
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3.3.3 Stosowane odczynniki

I.p |[Nazwa polska Nazwa angielska Producent Nr
katalogowy
1 Acetonitryl do Acetonitrile for Chempur 611026413
chromatografii chromatography
ULC/MS ULC/MS
2 Chlorowodorek Serotonin d4 Toronto S274982
serotoniny d4 hydrochloride Research
Chemicals
3 Dichlorowodorek | Histamine- o,0,3,8 | Sigma Aldrich 762962-
histaminy d4 d4 dihydrochloride 100MG
4 Dichlorowodorek Histamine- Sigma Aldrich | PHR 1357-
histaminy dihydrochloride 500MG
5 | Kwas mrowkowy LCMS Grade CovaChem 11202-10x1
czystos¢ LCMS Formic Acid
6 Metanol cz.d.a Methanol pure p.a Stanlab 603-001-00-
X
7 | Mrowczan amonu LCMS Grade CovaChem 19111-10pk
czysto$¢ LCMS Ammonium
Formate
8 | Pirosiarczyn sodu Sodium Sigma Aldrich 3148-
metabisulfide 500MG

Tabela 11. Wykaz stosowanych odczynnikéw laboratoryjnych w kolejnosci alfabetycznej.
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3.3.4 Analiza statystyczna

Do celow statystycznych probki sklasyfikowano wg rozpoznania choroby pacjentow do
grupy: nowotwory mieloproliferacyjne, zespoty mielodysplastyczne, ostre biataczki,
choroby limfoproliferacyjne, inne choroby hematologiczne bez cech nowotworzenia,
mastocytoza. Analize statystyczng prowadzono w programie R, wersja 4.1.2 [94].
Zmienne ilosciowe analizowano wyliczajac $rednig, odchylenie standardowe, mediane
oraz kwartyle. Analize zmiennych jako$ciowych przeprowadzono wyliczajac liczbe i
procent wystgpien kazdej z wartosci. Zmienne ilosciowe W wyznaczonych 6 grupach
porownywano za pomoca testu Kruskala-Wallisa. Zmienne wykazujace istotne
statystycznie roznice, analizowano post-hoc testem Dunna w celu zidentyfikowania
roznigcych si¢ istotnie statystycznie grup. Korelacje zmiennych ilosciowych badano za
pomoca wspdtczynnika korelacji Spearmana. Zalezno$ci pomigdzy st¢zeniami histaminy
lub serotoniny a grupami chordb, badano takze z uwzglednieniem warto$ci przedzialowych

uzyskiwanych stezen:

- zakresy histaminy: warto$ci ponizej 20 ng/ml, przedziat 20-200 ng/ml, wartosci powyzej
200 ng/ml,

- zakresy serotoniny: wartosci ponizej 0,2 ng/ml, przedziat 0,2-1 ng/ml, wartosci powyzej

1 ng/ml.

Do analizy zmiennych pomiedzy warto$ciami przedzialowymi uzyskiwanych stgzen a 6

grupami chordb zastosowano doktadny test Fishera.

We wszystkich analizach przyjeto poziom istotnosci 0,05.
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4. Wyniki

4.1 Wyniki pomiaréw w uktadzie LC-MS/MS

Zoptymalizowana metoda analityczna z wykorzystaniem rozdziatu na kolumnie typu
HILIC i oznaczeniu w spektrometrze mas, pozwolita na skuteczny rozdziat zaréwno
sktadowych matrycy od analitow jak 1 analitow wzgledem siebie. We wszystkich
pomiarach uzyskano ostre, symetryczne piki, co uwidoczniono na przyktadach

zarejestrowanych pradow jonowych.

Chromatogramy wykreslone dla obu przejs¢ jonowych wzorcowych roztworéw histaminy
oraz serotoniny w probce kontrolnej o stezeniu 100ng/ml, przedstawiono na rycinach 14
oraz 16, natomiast dla ich deuterowanych odpowiednikdw na rycinach 16 oraz 18. Elucja
histaminy w zastosowanym gradiencie zachodzita przy czasie 2,72 min, a serotoniny 1,35
min, w sposob odtwarzalny (brak zmiennosci czaséw retencji) dla obu zwigzkow (tabela
7). Pomimo, iz elucja serotoniny zachodzita w stosunkowo krotkim czasie, to uzyskane
sygnaty wykazywaty poprawne parametry analityczne, a przy tym czasie retencji nie
stwierdzono interferencji matrycowych. Na rycinach 19 oraz 20 przedstawiono
przyktadowy wynik analizy probki szpiku kostnego od pacjenta zaklasyfikowanego do
grupy zespolow mieloproliferacyjnych (dla przejrzystosci oddzielnie histamina oraz
serotonina). W oznaczonej probce szpiku nie odnotowano istotnej supresji jondw (szpik
wzgledem surowicy jako matrycy), nie odnotowano zmiany ksztattu pikoéw, jak réwniez

zmiany poszczegoOlnych czasow retencji.
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"W XIC of +VRM (6 pairs): 112.100/95.100 Da ID. Histamina 1 from Sarrple 14 (100) of 20210816 walidagjawiff (Turbo Spray lonDrive) Vex. 5.666 o)
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Rycina 15. Chromatogram wybranych pragdéw jonowych (XIC) w probce kontrolnej o stezeniu
100 ng/ml. XIC 112,100->95,100 m/z (histamina 1- linia niebieska); 112,100->68,000 m/z
(histamina 2-linia czerwona). Intensity- intensywnos$¢ sygnatu, time- czas retencji.
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"W X(C of +VRM (6 pairs): 116.100/99.100 Da ID; Histarine-Db from Sarmple 14 (100) of 20210816 walidagawiff (Turbo Spray IonDive... Vex. 3.666 o)
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Rycina 16. Chromatogram wybranego pradu jonowego (XIC) w probce kontrolnej. XIC:
116,100->99,100 m/z (IS, histamina d4). Intensity- intensywnos$¢ sygnatu, time- czas retencji.
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"W XIC of +VRM (6 pairs): 160.100/115 100 Da ID; serotorin 2 from Sample 14 (100) of 20210816 walidagiawiff (Turbo Spray lonDrive) Vex. 2466 o)
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Rycina 17. Chromatogram wybranych pragdéw jonowych (XIC) w probce kontrolnej o stezeniu
100 ng/ml. XIC 177,100->160,100 m/z (serotonna 1-linia czerwona); 160,100->115,100 m/z
(serotonina 2-linia niebieska). Intensity- intensywnos$¢ sygnatu, time- czas retencji.
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"W X|C of +VRM (6 pairs): 181.100/164.100 Da ID: Serotorine-D4 from Sanple 14 (100) of 20210816 _walidaciawiff (Turbo Spray lonDri.. Vex. 1.966 o)
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Rycina 18. . Chromatogram wybranego pradu jonowego (XIC) w probee kontrolnej. XIC
181,100->164,100 m/z (serotonina d4). Intensity- intensywnos¢ sygnatu, time- czas retencji.
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~ W 3C of HVRM (6 pairs): 112.100/95.100 Da ID: Histarrina 1 from Sanple 4 (4VP) of 20210824_rieloproliferacia.wiff (Turbo Spray lon.. Mex. 6.8e7 cps|
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Rycina 19. Chromatogram wybranych pradéw jonowych (XIC) w probce szpiku kostnego pacjenta
z grupy chor6b mieloproliferacyjnych. XIC 112,100->95,100 m/z (histamina 1-linia niebieska);
112,100>68,000 m/z (histamina 2- linia czerwona); 116,100->99,100 m/z (histamina d4-linia
zielona).
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W 3C of HVRM (6 pairs): 160.100/115.100 Da ID: serotonin 2 from Sarrple 4 (4MP) of 20210824 _mieloproliferagjawiff (Turbo Spray Ton... Mex. 2.7e5 cps|
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Rycina 20. Chromatogram wybranych pradow jonowych (XIC) w probee szpiku kostnego pacjenta
z grupy choréb mieloproliferacyjnych. XIC 177,100-> 160,100 m/z (serotonina 1-linia czerwona);
160,100->115,100 m/z (serotonina 2-linia niebieska); 181,100->164,100 m/z (serotonina d4-linia
zielona).
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4.2 Statystyki opisowe

Statystki opisowe dotyczace pici, wieku, grupy pacjentow, a takze morfologii i

wyznaczonych stgzen histaminy oraz serotoniny, przedstawiono w formie tabelarycznej.

Sredni wiek pacjentéw wynosit 61,2 lata, nie odbiegat istotnie od danych statystycznych
odnoszacych si¢ do $redniego wieku zachorowalno$ci na choroby hematologiczne, np.
ostra biataczka szpikowa- 68 lat, przewlekla biataczka szpikowa- 50 lat, szpiczak
plazmocytowy- 70 lat, [95,96]. Nie stwierdzono dysproporcji w badanej grupie pod
wzgledem plci - 45 % pacjentow stanowity kobiety, 55 % stanowili m¢zczyzni. Znaczng
czes$¢ stanowili pacjenci ze zdiagnozowang hematologiczng chorobg nowotworowsa (tabela
12) w poréwnaniu do pacjentow u ktorych nie zdiagnozowano tego typu choréb (33%).
Wsrod parametrow morfologicznych krwi obwodowej najwigkszy rozrzut wynikow
wzgledem $redniej zaobserwowano dla ptytek krwi. Wyliczone $rednie warto$ci miescity
si¢ w zakresach referencyjnych, oprocz liczby biatych krwinek, ktorych $rednia wynosita
nieznacznie powyzej gornej granicy tego zakresu, przy czym kwartyl gorny wynosi 11,77,

a zatem 75% wynikow WBC bylo nizszych od tej wartosci (tabela 13).

Parametr Lacznie (N=100)
Srednia +SD 61,2+15,55
Wiek [lata] Mediana 63
Kwartyle 55,75 - 74
Kobiety 45 (45%)
Ple¢
Mezczyzni 55 (55%)
Nowotory mieloproliferacyjne 20 (20%)
Zespoty mielodysplatyczne 10 (10%)
Ostre biataczki 13 (13%)
Grupa
Nowotwory limfoproliferacyjne 22 (22%)
Bez cech nowotworzenia 33 (33%)
Mastocytoza 2 (2%)

Tabela 12. Zestawienie wynikow statystyki opisowej: wzgledem ptci, wieku, grupy pacjentow.
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Parametr N Srednia SD Mediana | Min Max Q1 Q3
WBC [G/1] 100 15,3 26,93 7,03 0,28 | 149,61 | 4,51 | 11,77
RBC [T/1] 100 3,93 0,94 3,9 1,77 7,57 33 4,53
Hb [g/dI] 100 11,73 2,49 11,65 5,6 22,8 10,1 | 13,33
Hct [%] 100 34,52 8,11 354 39 69 29,7 | 39,32
PIt [G/I] 100 | 274,97 | 250,61 198,5 3 1525 91,5 373
MCV [fl] 100 90,21 8,04 88,55 76,4 | 120,3 | 8577 | 94,1
MCH [pg] 100 30,33 3,19 30 23,2 42 28,17 | 31,8
MCHC [g/dI] 100 33,6 1,31 33,7 29,6 36,4 32,88 | 345
Neutrofile [%] 100 53,73 22,31 55,55 0 94,2 41,75 | 70,55
Eozynofile [%] | 100 2,32 3,36 1 0 19,8 0 3
Bazofile [%] 100 0,87 1,14 0,5 0 6 01 1
Limfocyty [%] | 100 28,83 18,08 26,4 0,43 78,6 14,68 | 38,4
Monocyty [%] | 100 | 11,94 19,38 7,5 0 152 4 11,77

Tabela 13. Zestawienie wynikow analiz statystycznych dla parametrow morfologii krwi. Q1-
kwartyl pierwszy, Q3- kwartyl trzeci, WBC- krwinki biate, RBC- krwinki czerwone, Hb-
hemoglobina, Hct- hematokryt, Plt- ptytki krwi, MCV- §rednia objetos¢ krwinki czerwonej, MCH-
srednia masa hemoglobiny w krwince czerwonej, MCHC- $rednie stezenie hemoglobiny w krwince

Czerwonej.

Srednie stezenie histaminy w prébkach szpiku wynosito 344,11 ng/ml. Ponad potowa

(67%) warto$ci miescita si¢ w zakresie 20-200 ng/ml. We wszystkich badanych probkach

byla obecna histamina- najnizsze uzyskane st¢zenie wynosito 2,4 ng/ml i dotyczyto

pacjenta bez zdiagnozowanej choroby rozrostowej szpiku. W przypadku serotoniny

zdecydowana wiekszo$¢ wartosci znajdowata si¢ w zakresie ponizej 0,2 ng/ml (ponizej

zakresu oznaczalnosci) (tab. 14 i tab. 15).
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Parametr Lacznie (N=100)
srednia £SD 344,11£959,09
Histamina [ng/ml] mediana 55,3
kwartyle 32,58 - 136,18
srednia £SD 0,61+£3,69
Serotonina [ng/ml] mediana 0
kwartyle 0-0

Tabela 14. Zestawienie statystyk dla stgzen histaminy oraz serotoniny wyznaczonych w probkach

szpiku: §rednia, mediana, kwartyle.

Parametr Lacznie (N=100)
< 20 ng/ml 18 (18%)
Histamina 20-200 ng/ml 67 (67%)
> 200 ng/ml 15 (15%)
<0,2 ng/ml 83 (83%)
Serotonina 0,2-1 ng/ml 10 (10%)
> 1 ng/ml 7 (7%)

Tabela 15. Rozktad procentowego udziatu st¢zen histaminy oraz serotoniny wraz z liczebno$cia, w

poszczegdlnych przedziatach.
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4.3 Wyniki analizy zaleznos$ci oraz korelacji

Uzyskane wyniki st¢zen histaminy oraz serotoniny poddano szczegoétowej analizie
statystycznej przy uwzglednieniu danych klinicznych. Zmienne analizowano testem
Kruskalla-Wallisa, post-hoc Dunna, Fishera oraz wyznaczano wspotczynniki korelacji

Spearmana.

4.3.1. Analiza zaleznosci miedzy St¢zeniami histaminy a grupami chorob

hematologicznych

Analizy zmiennych z wykorzystaniem testu Kruskalla-Wallisa oraz analiza post-hoc

testem Dunna wykazaty, ze st¢zenia histaminy byty (tabela 16, rycina 21):

- istotnie wyzsze w grupie z mastocytozg niz w grupie z zespotami mielodysplastycznymi,
ostrymi biataczkami, nowotworami limfoproliferacyjnymi lub bez cech nowotworzenia

(zalezno$¢ istotna statycznie p < 0,05),

- istotnie wyzsze w grupie z nowotworami mieloproliferacyjnymi niz w grupie z zespotami
mielodysplastycznymi, ostrymi biataczkami lub nowotworami limfoproliferacyjnymi

(zaleznos¢ istotna statycznie p < 0,05).

Grupa
E 2 o 2 o~
> = IS i = s Il
e g < . Sm | Y0 >3 n o Suw Z
© — = = S © « o N ]
S 1825 St |2 22 85a N P
E |2e90 g27 |1 | 289 [RET 5
2 222 N8z |tz Sgz m:zZ S
T T © S = 2 8
e S = p=
, 650,36+ 267,67+ 156,47+ _
$r+SD 1274 96,3+151,88 700,43 107,91+£177,36 268.38 4711,85+2811,67 | p=0,02
. >
mediana| 108,05 40,9 32,5 47 55,1 4711,85 FBE(’:D’
44,45 -] 19,35 - 32,6 - A>D,B,
kwartyle 362,45 7745 11,6 - 95| 33,27 - 105,13 1222 3717,77 - 5705,92 C

Tabela 16. Zestawienie zaleznosci mig¢dzy st¢zeniami histaminy a grupami chor6b- wynik testu
Kruskala-Wallisa oraz analizy post-hoc (test Dunna).
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Rycina 21. Wykres pudetkowy zaleznosci migdzy stezeniami histaminy a grupami chorob
hematologicznych.

4.3.2 Analiza korelacji pomigdzy Stgzeniami histaminy i wartosciami parametrow

morfologii

Analiza statystyczna wykazala, ze stezenie histaminy koreluje istotnie (p<0,05) dodatnio
(r>0) z WBC, PIt, odsetkiem neutrofili, eozynofili i bazofili.

Zaleznos¢ pomiedzy stezeniem histaminy a odsetkiem liczby limfocytéw wskazuje na

istnienie istotnej korelacji (p<0,05) ujemnej (r<0) z limfocytami (tabela 17, rycina 22).

Histamina
Parametr
Wspolcezynnik korelacji Spearmana
WBC [G/1] r=0,433, p<0,001 *
RBC [T/1] r=0,194, p=0,053
Hb [g/dl] r=0,143, p=0,155
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Histamina

Parametr
Wspélezynnik korelacji Spearmana
Hct [%] r=0,192, p=0,055
PIt [G/I] r=0,383, p<0,001 *
MCV [fl] r=-0,104, p=0,304
MCH [pg] r=-0,131, p=0,195
MCHC [g/dI] r=-0,135, p=0,179

Neutrofile [%]

r=0,213, p=0,034 *

Eozynofile [%]

r=0,283, p=0,004 *

Bazofile [%]

1=0,2, p=0,046 *

Limfocyty [%]

r=-0,313, p=0,002 *

Monocyty [%]

r=-0,049, p=0,629

Tabela 17. Wyniki korelacji pomig¢dzy stezeniami histaminy i parametrami morfologii krwi-

analiza wspoétczynnikow Spearmana. *zaleznos$¢ istotna statystycznie (p<0,05).
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Rycina 22. Graficzne zobrazowanie korelacji pomiedzy st¢zeniami histaminy a warto$ciami

parametréw morfologii krwi.
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4.3.3 Analiza zaleznosci pomigdzy zgrupowanymi w przedziatach stezeniami

histaminy a grupami choréb hematologicznych

Wyniki pomiaréw stezen histaminy w szpiku zgrupowano w trzech przedziatach: 1 -
warto$ci ponizej 20 ng/ml, 2 wartosci w zakresie 20-200 ng/ml, 3 — wartosci powyzej 200
ng/ml. Najczesciej notowano wyniki st¢zen histaminy mieszczace si¢ w przedziale drugim,
podczas gdy najwyzsze stezenia Stwierdzono w grupie mastocytozy oraz nowotworach

mieloproliferacyjnych (ryc. 23).

Nowotory mieloproliferacyine | |

|
Zespoly mielodysplatyczne | | | |
Ostre bialaczki | | |
|
|
|

Nowotwory limfoproliferacyine | | |

Bez cech nowotworzenia | | |

Mastocytoza |

[ I I I I |
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Histamina
O <20 ng'ml O 20-200ng/ml O =200 ng/ml

Rycina 23. Wykres rozktadu procentowego zgrupowanych zakresow stezen histaminy w
poszczegdlnych grupach chorob hematologicznych.
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Grupa
(5] [«6) —~
c s c N
.g 5 é % > > 'g %
8 S 59 =89 ) S5 S N m < p
B2 =N =Ty T g9 °c R e
T | 3ez | &2z | = s 352 >
<3 S g 28 “z 2
— <5 — %]
.“é = o g c g
n; /ngl 0(0,00%) | 3(30,00%) |5(3846%)| 3(13,64%) | 6(18,18%) |0 (0,00%)
20-200 p=0,007
ngimi |14 (70.00%) | 6(60.00%) |6 (46,15%)| 17 (77,27%) | 24 (7273%) |0 (0,00%)
>200 ) o 30000) | 1(10,00%) |2 (15.38%)| 2 (9.09%) 3 (9,09%) 2
ng/ml ’ ’ ' DAt 2700 1(100,00%)

Tabela 18. Zestawienie zalezno$ci migdzy zgrupowanymi stezeniami histaminy i grupami chordb
hematologicznych - wynik doktadnego testu Fishera.

4.3.4 Analiza zaleznos$ci pomiedzy zgrupowanymi w przedzialach st¢zeniami

histaminy a warto§ciami parametrow morfologii

Analiza zalezno$ci pomig¢dzy zgrupowanymi w przedzialach st¢zeniami histaminy a

warto$ciami parametréw morfologii wykazata, ze:

- wartosci WBC byly istotnie wyzsze a odsetek limfocytow istotnie nizszy w grupie z

histaming > 200 ng/ml niz w pozostatych grupach (tabela 19, rycina 24).

- poziom Hct byl istotnie wyzszy w grupie z histaming 20-200 ng/ml niz w grupie z

histaming < 20 ng/ml, oraz ze

- poziom PIt oraz odsetka eozynofilow byt istotnie nizszy w grupie z histaming < 20 ng/ml

niz w pozostatych grupach.
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Histamina

Parametr <20 ng/ml - A 20-200 ng/ml - B > 200 ng/ml - C p
(N=17) (N=67) (N=16)
$r+SD 11,33423,13 12,9425,63 29,61+32,62
} p<0,001 *
WBC [G/I] |mediana 4,68 6,82 13,56
C>B,A
kwartyle 2,7-7,01 4,54 -10,88 8,96 - 47,24
$r+SD 3,51+0,68 440,95 4,06+1,1
RBC [T/l] |mediana 3,69 3,97 4,14 p=0,08
kwartyle 3,12-3,83 3,4 -4,58 3,5-4,52
$r+SD 10,66+1,89 12,04+2,55 11,57+2,59
Hb [g/dl] |mediana 10,2 12 11,6 p=0,065
kwartyle 9,4-11,3 10,8 - 13,45 9,7-13,45
$r+SD 29,67+9,1 35,64+7,59 35,01+7,73
3 p=0,041 *
Hct [%] |mediana 29,4 36,1 35,75
B>A
kwartyle 27,8 -35,4 31,7-39,5 29,87 - 39,5
$r+SD 157,88+122,17 276,61+235,7 392,5+351,98
5 p=0,023 *
PIt[G/I] |mediana 113 192 376,5
C,B>A
kwartyle 55 - 247 110 - 344 176,5-477,5
$r+SD 92,14+9,21 89,93+7,12 89,33+10,38
MCV [fl] |mediana 90,1 87,9 88,8 p=0,544
kwartyle 88,2 -95,2 85,75 - 94,05 83,18 - 92,65
$r+SD 30,7+3,98 30,4+2,61 29,62+4,42
MCH [pg] |mediana 30,1 30,2 29,25 p=0,515
kwartyle 28,2-32,3 29-31,51 27,03 - 31,83
Sr+SD 33,26+1,78 33,8+1,11 33,08+1,42
MCHC [g/dI] |mediana 33,6 33,7 32,65 p=0,118
kwartyle 32,7-349 33,1-34,45 32,3-33,97
Sr+SD 47,994+24 .61 53,51+22,57 60,73+17,5
Neutrofile [%]mediana 48 54,8 63,55 p=0,191
kwartyle 41 -58 40,2 -71,95 51,88-71,25
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Histamina

Parametr <20 ng/ml - A 20-200 ng/ml - B > 200 ng/ml - C p
(N=17) (N=67) (N=16)
sr+SD 0,77+1,26 2,57+3,31 2,91+4,62
i =0,036 *
Eozynofile mediana 0,1 1,4 1,2 P
[%] B,C>A
kwartyle 0-1 0-4,15 0,62-2,92
$r+SD 0,98+1,17 0,73+0,9 1,36+1,79
Bazofile [%]|mediana 04 0,5 0,65 p=0,411
kwartyle 0-2 0-1 0,3-1,25
$r+SD 36,56£19,9 29,75+17,75 16,76=11,03
i =0,004 *
Limfocyty | e diana 37 26 12,1 P
[%] A,B>C
kwartyle 26,8 - 49 16,25 - 38,2 8-23,6
$r+SD 10,96+13,41 12,37+21,11 11,16+17,98
Monocyty - _
[%] mediana 74 1,7 6,45 p=0,654
kwartyle 2-145 4,75-12,5 4-8,55

Tabela 19. Zestawienie zalezno$ci migdzy zgrupowanymi stezeniami histaminy i grupami chordb
hematologicznych - wyniki doktadnego testu Fishera.
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Rycina 24. Wykresy pudetkowe zalezno$ci pomigdzy zgrupowanymi w przedziatach st¢zeniami
histaminy a warto$ciami parametréw morfologii krwi obwodowe;j.
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4.3.5 Analiza zaleznosSci miedzy st¢zeniami serotoniny a grupami chorob
hematologicznych

Analiza przeprowadzona z wykorzystaniem testu Kruskala-Wallisa nie wykazata istotnej
statystycznie zalezno$ci pomiedzy stgzeniem serotoniny a grupami chordb tj. okreslone

sze$¢ grup chordb nie rdzni si¢ istotnie statystycznie poziomem serotoniny (tabela 20,

rycina 25).
Grupa
E 2 @ 2 =
g 5 g 'E > 5 'g %
£ | 82]8 | 229 | =3 2y | 853 | =& P
=1 i~ 3 1l B =1 s =
g | 582 | §22 | s2 | £gz |®B&z| B
o <9 2 2 z & = S
n 2 = s
£ = © z - >
§r+SD | 2,2247,93 0,98+2,86 10,08+0,25| 0,21+0,51 0,02+0,09 |0,05+0,07
mediana 0 0 0 0 0 0,05 |p=0,11
kwartyle] 0-0,58 0-0,08 0-0 0-0,22 0-0 ]0,03-0,08

Tabela 20. Zestawienie =zalezno$ci miedzy stezeniem serotoniny a grupami chordb
hematologicznych- wynik testu Kruskala-Wallisa.
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Rycina 25. Wykres pudetkowy zaleznosci pomig¢dzy stezeniami serotoniny notowanymi w
poszczegdlnych grupach chorob hematologicznych.

4.3.6 Analiza korelacji pomigdzy stgzeniami serotoniny i wartosciami parametrow

morfologii

Analiza wspotczynnikoéw korelacji Spearmana (tabela 21, rycina 26) wykazata, ze:
-stezenie serotoniny koreluje istotnie (p<0,05) dodatnio (r>0) z WBC i PlIt,

-stezenie serotoniny koreluje istotnie (p<0,05) ujemnie (r<0) z MCHC i limfocytami.

Serotonina
Parametr
Wspolcezynnik korelacji Spearmana

WBC [G/1] r=0,316, p=0,001 *

RBC [T/1] r=0,062, p=0,538

Hb [g/dl] r=-0,001, p=0,995

Hct [%] r=0,015, p=0,883

PIt [G/1] r=0,261, p=0,009 *

MCV [fl] r=-0,06, p=0,554
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Serotonina

Parametr
Wspélezynnik korelacji Spearmana
MCH [pg] r=-0,142, p=0,158
MCHC [g/dl] r=-0,219, p=0,029 *

Neutrofile [%]

r=0,161, p=0,11

Eozynofile [%]

r=0,094, p=0,353

Bazofile [%]

r=0,185, p=0,066

Limfocyty [%]

r=-0,27, p=0,007 *

Monocyty [%]

r=-0,041, p=0,689

Tabela 21. Zestawienie wynikow korelacji pomigdzy stezeniami serotoniny a parametrami

morfologii krwi- analiza wspotczynnikow Spearmana. *zalezno$¢ istotna statystycznie (p<0,05).
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Rycina 26. Graficzne zobrazowanie korelacji miedzy stezeniami serotoniny i wartoSciami

parametréw morfologii krwi obwodowe;.
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4.3.7 Analiza zalezno$ci pomig¢dzy zgrupowanymi w przedziatach stezeniami

serotoniny a grupami choréb hematologicznych

Zdecydowang wigkszo$¢ we wszystkich grupach chorob stanowitly wyniki ponizej

0,2 ng/ml (rycina 27).

Analiza nie wykazata istotnych statystycznie zalezno$ci migdzy grupami stezen serotoniny

a grupami choréb hematologicznych (p>0,05) (tabela 22).

Nowotory mieloproliferacyijne | | |

Zespoly mielodysplatyczne | | |
Ostre biataczki | |

Nowotwory limfoproliferacyine | | |

Bez cech nowotworzenia | |

Mastocytoza |

[ I I I [ I
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Serotonina
O =02agml O 02-1ngml O =1 ng/ml

Rycina 27. Wykres rozktadu procentowego zakresow st¢zen serotoniny w poszczeg6élnych grupach
chordb hematologicznych.
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Grupa
2 o e N
= 5 g % >~'§ 'g %
g |gsq| 88| 28 | 22§ | 858 | g | v

= [~ el o 2 = o o
5 |352| §22 ) 2| g5 | 22 | ¢
= = 3 £ 2 2
.g = o g c =
13 2

< 0,2 ng/ml 8 (80,00%) |12 (92,31%)| 16 (72,73%) | 32 (96,97%) | (100,00
(65,00%) %)

i 3 0 0 0 0 0 |p=0,084

0,2-1 ng/ml (15,00%) 1(10,00%) | 1 (7,69%) | 4 (18,18%) 1 (3,03%) (0,00%)

4 0
0, 0, 0, 0,
> 1 ng/ml (20,00%) 1 (10,00%) | 0 (0,00%) 2 (9,09%) 0 (0,00%) (0,00%)

Tabela 22. Zestawienie zalezno$ci miedzy zakresami st¢zen serotoniny a grupami chordb
hematologicznych- wynik doktadnego testu Fishera.

448 Analiza zaleznosci miedzy zgrupowanymi w przedziatach stgzeniami

serotoniny a wartosciami parametréw morfologii

Ocena zaleznosci z uwzglgdnieniem przedziatlowych stgzeniem serotoniny (tabela 23,

rycina 28), wykazata, ze:

- warto$ci WBC i Plt byty istotnie wyzsze w grupie z serotoning > 1 ng/ml niz w grupie z

serotoning < 0,2 ng/ml,

- wartosci MCHC i odsetka limfocytow byty istotnie wyzsze w grupie z serotoning < 0,2

ng/ml niz w grupie z serotoning 0,2-1 ng/ml,

- odsetek neutrofili byt istotnie wigkszy w grupie z serotoning 0,2-1 ng/ml niz w grupie z

serotoning < 0,2 ng/ml,

- odsetek bazofilow byt istotnie wigkszy z serotoning > 1 ng/ml niz w pozostatych grupach.
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Serotonina

Parametr <0,2 ng/ml- A 0,2-1 ng/ml - B >1ng/ml-C p
(N=83) (N=10) (N=7)
$r+SD 14,47+28,31 15,1+12,22 25,46+25,77
. p=0,013 *
WBC [G/I] | mediana 6,11 10,54 12,41 CoA
kwartyle 4,1-10,63 6,96 - 20,27 9,81-37,91
$r+SD 3,9+0,92 4,12+1,06 4,04+1,21
RBC [T/I] | mediana 3,89 4,32 3,84 p=0,647
kwartyle 3,3-4,46 3,7-481 3,18-4,89
Sr+SD 11,75£2,5 11,544+2,36 11,77£2,91
Hb [g/dl] | mediana 11,7 11,7 10,7 p=0,958
kwartyle 9,8 -13,25 11,15-12,62 10,1 - 13,55
Sr+SD 34,68+7,51 32,51+12,43 35,49+8,61
Hct [%] | mediana 35,4 36,2 33 p=0,907
kwartyle 29,6 - 39,05 32,48 - 40,15 30,15 - 41,25
$r+SD 233,98+193,65 347,2+286,85 657,86+444,27
- p=0,004 *
PIt [G/l] | mediana 184 198,5 514
C>A
kwartyle 75,5 - 308,5 163 - 462,25 4275-772,5
$r+SD 90,39+7,89 89,24+9,99 89,46+7,93
MCV [fl] | mediana 88,7 87,2 88,8 p=0,727
kwartyle 85,85 - 94,25 85,55 - 90,87 86,5-92,95
$r+SD 30,54+3,09 29,05+3,96 29,69+3,12
MCH [pg] | mediana 30,3 27,95 29,7 p=0,114
kwartyle 29 - 31,85 27,23 - 29,78 28,75 - 31
$r+SD 33,76+1,32 32,5+0,97 33,21+0,74
5 p=0,004 *
MCHC [g/dI] mediana 33,8 32,35 33,4 ASB
kwartyle 33,05 - 34,65 31,68 - 32,85 32,95 - 33,7
$r+SD 50,75+£22,55 71,78+14,33 63,2+13,43
i =0,006 *
Neutrofile "o jiana 53,5 74,25 65,1 P
[%] B>A
kwartyle 39-67,3 59,82 - 82,25 55,85 -71
Sr+SD 2,27+3,44 1,29+1,49 4,43+3,8
Eozynofile | mediana 1 0,7 4 _
[%] p=0,117
kwartyle 0-3 0,05-2,22 1,8-6,65
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Serotonina
Parametr <0,2 ng/ml - A 0,2-1 ng/ml - B >1ng/ml-C p
(N=83) (N=10) (N=7)
$r=SD 0,74+0,93 0,66+0,62 2,73+£2.16
. : p=0,014 *
Bazofile [%]| mediana 0,5 0,5 2,7
C>AB
kwartyle 0-1 0,23-1 1,15-4
$r=SD 31,55+18,31 13,34+9,08 18,76+8.,26
i =0,002 *
Limfocyty I diana 29,4 11,15 15,5 P
[%] A>B
kwartyle 17,6 -43 6-15,8 13,25 - 26,15
$r=SD 12,93+£21,05 8,7344,83 4,76+3,81
Monocyty - -
[%] mediana 7,4 9,05 5,2 p=0,249
kwartyle 41-13,9 5,28 - 10,75 2-69

Tabela 23. Zestawienie zaleznosci migdzy zgrupowanymi w przedziatach stezeniami serotoniny a
parametrami morfologii krwi- wyniki testu Kruskala-Wallisa oraz analizy post-hoc (test Dunna).
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Rycina 28. Wykresy pudetkowe zaleznosci miedzy stgzeniami serotoniny w poszczeg6élnych
zakresach a warto$ciami parametrow morfologii.
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5. Dyskusja

Badania zawarto$ci histaminy i serotoniny w materiale biologicznym sg prowadzone
gtownie w celach naukowych, aczkolwiek analiza serotoniny we krwi ma znaczenie takze
w diagnostyce klinicznej przy rozpoznawaniu nowotworéw neuroendokrynnych [97].
Oznaczenia wykonuje si¢ najczesciej metode immunologiczng ELISA, ktéra jak wiadomo
nie cechuje si¢ najwyzsza specyficznoscig substratowa. Ograniczona specyficznosé
metody moze by¢ szczegdlnie problematyczna w przypadku odczytéw niskich stezen
rzeczywistych w probce, a jak wynika z przeprowadzonych badan w niniejszej pracy,
wigkszos¢ odczytow w przypadku serotoniny w szpiku, ksztattowalo si¢ wlasnie w

zakresie warto$ci niskich.

Istotnym ograniczeniem dla wykorzystania metody immunologicznej w badaniach szpiku
wydawat si¢ fakt, ze jak do tej pory nie publikowano wynikow badan na temat oznaczen,
technika ELISA, histaminy czy serotoniny w szpiku kostnym, a material ten w
dedykowanych zastawach do oznaczen nie byt wprost wymieniany jako nadajacy si¢ do
analizy. Z kolei brak opisanych wartosci referencyjnych dla poziomoéw histaminy 1
serotoniny w szpiku uniemozliwiatl weryfikacje uzyskiwanych wynikow i ocene¢ ich
poprawnosci. Przeglad pismiennictwa nie wykazat, aby szpik badano pod katem oceny
stezen obu tych amin jakgkolwiek metoda analityczng 1 wedle najlepszej wiedzy

niniejszym podj¢te badania szpiku sg pierwszymi w tym zakresie.

Dlatego tez w pierwszej kolejnosci koniecznym byto opracowanie metodyki dla oznaczen
obu parametrow z wykorzystaniem metody referencyjnej, o wysokiej specyficznosci, dla
unikniecia zarzutu btednej interpretacji uzyskiwanych wartosci pomiarowych, szczeg6lnie
w zakresie wykluczenia mozliwych interferencji krzyzowych. Metoda z wyboru, dla
selektywnego oznaczania zwigzkéw organicznych w materiale biologicznym, jest
chromatografia cieczowa z detekcjg mas (LC-MS). Metode cechuje niekwestionowana
specyficzno$¢ oznaczen i znajduje ona coraz szersze zastosowanie w medycynie
laboratoryjnej. Wybodr tej techniki byt uzasadniony takze faktem, iz byla ona z
powodzeniem stosowana przez innych badaczy w oznaczeniach histaminy, a takze
serotoniny, aczkolwiek w innym niz szpik materiale (np. krew, mocz) [98,99,100,101].
Niestety przeglad dost¢pnego piSmiennictwa nie wykazat, aby obie aminy analizowano
jednoczesnie, bez wzgledu na rodzaj matrycy, w jednym cyklu analitycznym, dlatego tez

nalezato opracowa¢ metodyke ich rozdziatu chromatograficznego, praktycznie od podstaw.
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Opracowujac procedure analityczng uwzgledniano konieczno$¢ spelnienia surowych
kryteriow analitycznych wymaganych dla oznaczen w laboratoriach medycznych, ale takze
mozliwos¢ ewentualnego wykorzystania metody do badan innych materiatow
biologicznych 1 potencjalnych zastosowan w analizach rutynowych. Dlatego tez wiele
uwagi poswigcono na wybdér odpowiedniego, ale dostepnego uktadu analitycznego,
umozliwiajacego takze pomiary po wzglednie prostym przygotowaniu materiatu, przy
ograniczeniu etapoOw przygotowania probki, chociaz nieoczekiwanie okazato si¢ 1O

niezwykle czasochtonne.

W pierwszej kolejnosci podjeto probe doboru optymalnego uktadu chromatograficznego
dla skutecznego rozdziatu zaréwno histaminy jak i serotoniny w jednym cyklu
analitycznym, po uprzedniej optymalizacji parametrow pracy spektrometru mas. Testy
rozpoczeto wykorzystujac kolumne chromatograficznej typu C18, nalezaca do grupy
najpowszechniej stosowanych obecnie kolumn chromatograficznych w odwroéconym
uktadzie faz (Chromolith Performance RP-18 100-2mm). Seria analiz z uzyciem tej
kolumny wykazata, ze chociaz parametry chromatograficzne dla serotoniny byty
satysfakcjonujace, to w przypadku histaminy obserwowano praktycznie brak retencji i
elucje w okolicy martwego czasu retencji. Pomimo modyfikacji sktadu fazy ruchomej,
poprzez zmiany stezenia i odczynu pH buforu w zakresie pH od 2,8 az do 5,4, nie
uzyskano istotnej zmiany pozytywnej. Aczkolwiek przy wzroscie wartosci pH
obserwowano niewielkie wydluzenie czasu retencji histaminy, to jednoczesnie
wystepowato niepozadane ogonowanie pikdw z obnizeniem intensywnosci sygnatéw 1 to
dla obu zwigzkow. Jak si¢ wydaje, mniejsza kwasowos¢ fazy ruchomej skutkowala
niedostatecznym protonowaniem azotu w czasteczce histaminy i deficytem jonow
wodorowych, pomimo wysokiego st¢zenia buforu, co przektadato si¢ na mniej wydajng
jonizacj¢ w zroédle ESI. Przeprowadzone proby wykluczyly raczej mozliwos¢
wykorzystania typowych wypetien C18 do jednoczesnego, skutecznego rozdziatu

chromatograficznego analizowanych zwigzkow.

Juz po pierwszych probach z uktadem typu C18 1 ocenie charakterystyki fizykochemicznej
obu zwigzkow (tabela 2) zauwazono, ze cechujg si¢ one istotnie odmiennymi
wlasciwos$ciami w odniesieniu do wartosci determinujacych rozdzial chromatograficzny
(state dysocjacji pKa, momenty dipolowe, itp.). Przede wszystkim, histamina wykazuje
bardzo silne wlasciwosci hydrofilowe w warunkach analizy w odwroconym uktadzie faz 1

srodowisku kwasnym, w przeciwienstwie do serotoniny, o lepszym powinowactwie do
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uktadéw lipofilnych. Teoretycznie zatem, kazda zmiana parametrow danego uktadu
preferujaca retencje chromatograficzng jednego z tych zwiagzkow, skutkowaé moze
pogorszeniem parametréw analitycznych wzgledem drugiego. Takie tez charakterystyki w
trakcie pracy rzeczywiscie zauwazono. Dlatego tez rozwazono i przebadano inne uktady
rozdzielajace, zamiast dokonywaé daleko idacych modyfikacji parametrow elucyjnych. W
pierwszej kolejnosci uwzgledniono ztoza retencyjnego preferujacej retencje zwigzkow
silnie polarnych i umozliwiajacej rozdziat w warunkach 100% wody. Przypuszczano, ze
uktad taki poprawi retencj¢ histaminy przy zachowaniu dobrych parametréw takze dla
serotoniny. Przetestowano dwie dostgpne komercyjnie kolumny dedykowane dla analitow
polarnych: C18 Polar (Kinetex Polar C18 2,6 um, 100 x 2,1 mm) oraz F5 (Kinetex F5 1,7
pum 50x2,1 mm). Z duzym zaskoczeniem zaobserwowano, ze aczkolwiek znacznie
poprawila si¢ rozdzielczo$¢ piku histaminy, to jednak intensywno$¢ sygnalu pozostawata
na wzglednie niskim poziomie, nie pozwalajacym na osiggnigcie realnych granic
oznaczalno$ci ponizej 1 ng/ml. Mimo uzycia kolumn dedykowanych, zadna z nich nie
poprawila istotnie retencji histaminy, co skutkowalo jej elucja w krétkim czasie. Jak
wiadomo krotki czas retencji sprzyja jednoczesnemu wymywaniu skladnikow tla
biologicznego, gldéwnie soli, a wysokie stezenia jonu sodowego czy potasowego s3
jednymi z najsilniejszych czynnikow supresorowych w zrédle ESI. W tym wzgledzie
notowanie sygnatow o niskiej intensywnosci dla histaminy bylo w peini zrozumiate.
Zwroci¢ nalezy uwage na fakt, iz przetestowano kolumny o krotkiej i $redniej dlugosci (5
oraz 10cm), uzyskane wyniki nie wykluczajg skutecznosci obu kolumn w wariancie

najdluzszym, 15 cm.

W dalszej kolejno$ci uznano za zasadne przeprowadzenie prob z wykorzystaniem
alternatywnego dla uktadu faz odwrdconych, wypeknienia typu HILIC. Rozwigzanie takie
jest zalecane do rozdziatu zwigzkéw o charakterze silnie polarnym. Aczkolwiek w tym
przypadku istniata obawa, ze o ile polarna histamina ulega¢ bedzie odpowiedniej retencji,
to znacznemu pogorszeniu ulegng parametry notowane dla serotoniny. Zmiana
charakterystyki wypelnienia na funkcjonalnie przeciwng, wzgledem poprzednich uktadow,
mogta skutkowac sytuacja odwrotng, wzgledem analitow. Ponadto, jak opisano w czesci
wstepnej niniejszej rozprawy, stosowanie ukladow typu HILIC wiaze si¢ z szeregiem
ograniczen i mozliwych problemoéw na etapie walidacji metody. Tym nie mniej ostatecznie
przetestowano takze dwie kolumny typu HILIC, o nieco odmiennych wzgl¢dem siebie
parametrach (Kinetex 1,7 um HILIC 100 x 2,1 mm oraz SunShell HILIC-Amide, 2,6 um,
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2.1 mm i.d x 150 mm). Testowanie obu kolumn wymagato zmiany sposobu przygotowania
probek. O ile uktady typu C18 preferuja przygotowanie probki w roztworze wodnym, tak
uktady HILIC przeciwnie, w roztworach rozpuszczalnika organicznego. Paradoksalnie
koniecznos¢ odpowiedniego przygotowania probek pod analiz¢ w uktadzie HILIC okazata
si¢ by¢ elementem pozytywnym uzasadniajgcym przygotowanie probek metoda
stragceniowg nadmiarem rozpuszczalnika, co z kolei wplyngto na uproszczenie etapu
przygotowania probek przy zachowaniu wysokiej czutosci oznaczen. Probka materiatu
biologicznego po stragceniu nadmiarem acetonitrylu mogta by¢ bezposrednio dozowana na
kolumne chromatograficzng jedynie po odwirowaniu. W przypadku kolumn C18 nadmiar
rozpuszczalnika winien by¢ odparowany a pozostato$¢ ponownie rozpuszczona w buforze
wodnym, badz dodatkowo mieszana z wodg dla uzyskania wigkszosciowego udziatu wody

W roztworze.

Nieco odmienna charakterystyka zastosowanych kolumn w uktadzie HILIC, rzutowata
istotnie na skuteczno$¢ rozdzialu chromatograficznego. W uktadzie HILIC w wersji
Kinetex pomimo wielu préb i modyfikacji sktadu fazy ruchomej, trudno byto uzyskac piki
0 wymaganej rozdzielczosci. Jak oczekiwano, odwroceniu ulegta kolejnos¢ elucji analitow,
serotonina wykazywata stabg retencj¢ w przeciwienstwie do wzglednie silnej retencji
histaminy, ktérej eluacja wymagala stosunkowo duzego, procentowego udziatu wody w
gradiencie fazowym. Aczkolwiek kolumna Kinetex byla krotsza od kolumny SunShell (10
vs. 15cm), to jej wypetnienie cechowalo drobniejsze uziarnienie przez oczekiwac nalezato
jej wyzszej sprawnosci w stosunku do kolumny zastosowanej alternatywnie (1,7 um vs. 2,1
um). Dlatego tez poréwnanie parametréw analitycznych w stosunku do analizowanych
zwigzkéw w tym przypadku wydaje si¢ uzasadnione. Znacznie lepsze wyniki uzyskano w
uktadzie HILIC w wersji SunShell. Aczkolwiek uktad ten wymagat rowniez poswigcenia
bardzo dlugiego czasu dla optymalizacji parametrow, to notowane wyniki uzna¢ nalezato
za satysfakcjonujace (ryciny 15-18). Po ocenie uzyskiwanych wynikow (ksztatt piku,
symetria, interferencje matrycowe, retencja, powtarzalnos¢ wynikow) stwierdzono, ze
posrod przebadanych kolumn chromatograficznych, uktad typu HILIC w wersji SunShell
okazat si¢ najbardziej optymalnym dla realizacji przyjetych zatozen.

Przeprowadzone badania potwierdzaja, ze analizy z wykorzystaniem HILIC sg niezwykle
wymagajace 1 czasochlonne, a na etapie walidacji metody wymagaja duzego
do$wiadczenia analityka. Czesto zaskakujacym okazywat si¢ olbrzymi wptyw niewielkich

nawet zmian w skltadzie fazy ruchomej na jakos¢ prowadzonych pomiaréw. Juz chocby
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niewielkie réznice w proporcjonalnym udziale wody w fazie z rozpuszczalnikiem (na
poziomie bliskim 1%), skutkowaly zmianami czasu retencji serotoniny, a co gorsze,
pogorszeniem rozdzielczo$ci piku. Tak niewielkie rdéznice w udziale wody na poczatku
gradientu, w przypadku uktadow typu C18, nie wykazujg tak duzego wptywu na parametry
retencji 1 sag zwykle pomijane w praktyce. Z uwagi na fakt, ze problem ten dotyczyl
wylacznie serotoniny, notowanej przy krotkim czasie, przyja¢ nalezy, ze ulegata ona stabej
retencji, a niewielkie zaburzenie stanu réwnowagi dynamicznej w fazie stacjonarnej

skutkowat co najmniej czeSciowq utratg oddziatywania migdzyfazowego.

Dla zachowania odtwarzalnosci metody, przy przygotowywaniu materiatdw i roztworow
roboczych, wykorzystywano w miar¢ dostepnosci, fabryczne zestawy odczynnikowe, jak
na przyktad porcjowany w saszetkach mroéwczanu amonu (6,306 g). Stosowanie
wystandaryzowanych materiatéw pozwolilo na zachowanie czasowej stabilnosci metody.
Duzej staranno$ci wymagato przygotowywanie nowych skladnikow faz ruchomych z
precyzyjnym odmierzaniem proporcji uzytych sktadnikow. Natomiast wiele doswiadczen
w pracy z uktadem HILIC okazywalo si¢ niezwykle zaskakujacych. Szczegdlnym
doswiadczeniem byla weryfikacja zalecen opisywanych w notach aplikacyjnych przez
samego producenta, odnosnie stosowania czystego acetronitrylu do przemywania systemu
dozowania probek, jako elementu znaczaco poprawiajacego jako$¢ uzyskiwanych
wynikow. Wiadomo, ze rozdziat chromatograficzny w uktadzie HILIC wymaga uzycia
buforéw w postaci soli, nierozpuszczalnych w czystym acetonitrylu. O ile poczatkowo
stosowano si¢ bezwzglednie do wszystkich zalecen, tak w tym przypadku juz po
kilkudziesieciu 0znaczeniach uszkodzeniu wulegt rotor niskiego ciSnienia uktadu
przemywania dozownika. Ogledziny tego elementu wykazaty jego dramatyczne zuzycie,
co bylo trudne do wytlumaczenia w przypadku aparatu niemalze fabrycznie nowego.
Przyczyna awarii byla najprawdopodobniej Krystalizacja soli roztworu buforowego,
albowiem zastosowanie 10% dodatku wody do acetonitrylu nie skutkowal podobnym

choéby zuzyciem pomimo setek przeprowadzonych analiz.

Kolejnym elementem wartym podkreslenia jest to, ze uktad wymagat przej$cia co najmniej
pieciu cykli analitycznych dla stabilizacji parametrow rozdzialu chromatograficznego,
nawet po krotkiej przerwie w pracy (analiza probek zerowych przed wlasciwymi
pomiarami). W przeciwnym razie pojawity si¢ problemy ze Scistym odtworzeniem czasu |
innych parametrow retencji, nawet przy precyzyjnym odmierzaniu sktadowych fazy

ruchome;j. Uktad po sporzadzeniu nowych faz wymagat analizy probek kontrolnych, celem
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weryfikacji poprawnosci oznaczen, ewentualnie niewielkiej modyfikacji przebiegu
gradientu fazowego. W dostepnym pismiennictwie inni badacze wskazujg na konieczno$é
stosunkowo dtugiej ,,ckwilibracji”, ktory nie powinien by¢ krotszy niz 10 objetosci
kolumny [89]. Aczkolwiek wedtug obliczen w przypadku zastosowanej kolumny czas ten
okresli¢ nalezato teoretycznie na poziomie 5 minut, tak w procedurze wyznaczono go na
poziomie 7 minut, co gwarantowalo dobrg stabilno$¢ i powtarzalno$¢ czasow retencji
(tabela 8).

Po ustaleniu optymalnych warunkow rozdzialu chromatograficznego przystgpiono do
wyznaczenia parametrow walidacyjnych metody. Istotnym ograniczeniem byl wybor
odpowiedniej matrycy ,,zerowej”, niezbednej do przygotowania roztwordéw kalibracyjnych
i kontrolnych. Brak dostepnosci szpiku o zerowym stezeniu analitbw uniemozliwiat
zastosowanie tej matrycy, a proby rozkladu tych zwigzkéw poprzez nawet 48 godzinne
naswietlanie pod lampa UV, bylo nieskuteczne. Aczkolwiek w takich przypadkach
badacze stosuja inne matryce, jak sol fizjologiczna ewentualnie wzbogacona materiatem
biatkowym, to w ocenie autorki sg to matryce zbyt ubogie pod wzgledem tta biologicznego
i nie pozwalaja one na ocen¢ zjawiska supresji. Dlatego tez wykorzystano stosunkowo
ztozong matryce w postaci 0socza krwi, w ktorej oczekiwano stosunkowo niskich wartosci
analizowanych zwigzkéw. Analiza pozioméw wyjSciowych stezen w osoczu metodg
dodatku wzorca wykazala niski poziom serotoniny (0,1ng/ml) i nieco wyzszy poziom
histaminy (1,1 ng/ml), material ten obcigzano wzorcami 1 uwzgledniano poczatkowe

stezenia analitow przy wyznaczaniu wartosci oczekiwanej wzgledem zadane;.

Wyznaczajac metode¢ przygotowania probek do analizy uwzgledniono wymagania uktadu
HILIC odnosnie sktadu probki pod wzgledem zawartosci wody, jako silnego czynnika
elucyjnego, w stosunku do rozpuszczalnika organicznego (acetonitrylu). Zbyt wysoki
udzial procentowy wody skutkuje najczesciej pogorszeniem parametrow retencji i utratg
rozdzielczosci uktadu, z kolei pozadanych wysoki udziat acetonitrylu jest technicznie
trudny do uzyskania (konieczno$¢ nadmiarowego rozcienczenia probki i znaczna utrata
czulo$ci oznaczen). Aczkolwiek zasadnym bylo rozwazenie ekstrakcji do fazy statej (SPE),
to jednak odstgpiono od prob w tym zakresie z uwagi na wieloetapowos$¢ samej procedury
SPE, co istotnie wydtuzaloby etap przygotowania materiatu. Wydaje si¢ rowniez, ze W
przypadku silnie hydrofilowej histaminy, eckstrakcja SPE moglaby zachodzi¢ ze
stosunkowo niska wydajnoscig, co przektadatoby si¢ na spadek czulo$ci oznaczen.

Natomiast optymalng wydawata si¢ metoda stragceniowa z uwagi na preferencj¢ ukladu
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HILIC odnos$nie wysokiej zawarto$ci rozpuszczalnika organicznego w probee, a
wytracenie wielkoczasteczkowych struktur i eliminacje zjawiska supresji jonow, umozliwi
stosunkowo duzy nadmiar objetosciowy acetonitrylu. Uzyskane wyniki podjetych prob
wykazaly, ze najbardziej optymalnym byto uzycie 20-krotnego nadmiaru rozpuszczalnika
w postaci fazy B (acetonitryl : bufor 90:10). Z jednej strony, jak si¢ wydaje w takich
warunkach zachodzito wydajne stracenie niepozadanych sktadnikow matrycy, z drugiej zag
odpowiednio duze rozcienczenie minimalizowato zjawisko supresji. Proporcja sktadowych
probki w uktadzie woda / acetonitryl byta niemalze identyczna jak poczatkowe sktadowe
gradientu w rozdziale chromatograficznym, co nie wpltywalo negatywnie na parametry
rozdziatu. Jednoczesnie odnotowano, ze mimo stosunkowo duzego rozcienczenia
zachowano wysoka czutos¢ dla obu oznaczanych zwigzkéw (dolny zakres oznaczalno$ci
0,2 ng/ml). Metoda straceniowa w przypadku analiz w uktadzie HILIC innych niz szpik
materiatow jest takze z powodzeniem wykorzystywana przez innych badaczy [102,103].

Skuteczno$¢ rozdziatu chromatograficznego, aczkolwiek bywa niekiedy bagatelizowana w
swietle wykorzystania wysokowydajnych tandemowych spektrometrow mas, to w ocenie
autorki jest bardzo wazny elementem w analizie ilosciowej. Szczegdlne znaczenie zyskuje
w przypadku analiz trudnych, przy nieselektywnych metodach ekstrakcji (jak np. metoda
straceniowa), gdzie istotne znaczenie odgrywa wpltyw elementdw matrycy na wystgpienie
zjawiska supresji. Wystapienie tego zjawiska wigze si¢ z pogorszeniem parametrow
walidacyjnych. Optymalizacja procedury w tym przypadku pozwolita na uzyskanie
wysokiej  selektywno$¢ rozdziatu, rejestracje  ostrych, symetrycznych  pikow
chromatogramach dla analitow (rycina 19-20), nie stwierdzono zjawiska przenoszenia
(analiza probki zerowej i podwdjnie zerowej), interferencji matrycowych. Nadmienic¢
nalezy jednak, Ze proces optymalizacji oznaczen wymagal przeprowadzenia ponad

pieciuset analiz.

Wykreslone krzywe kalibracyjne odpowiedzi uktadu na rozne stezenia histaminy oraz
serotoniny cechowaty sie liniowoscia (wspotczynnik regresji liniowej r” dla histaminy-
0,99984, serotoniny- 0,99997), niezaleznie od przyjetego do obliczen wzorca
wewnetrznego (deuterowanej histaminy czy serotoniny). Ostatecznie uznano, ze wyniki
ilosciowe dla obu zwigzkéw nalezy wyznacza¢ wzgledem deuterowanej histaminy,
natomiast identyfikacje jakosciowa (ocena czaséw retencji) prowadzono wzgledem obu
deuterowanych odpowiednikow. Aczkolwiek analiza obejmowata dwa zwigzki w jednym

cyklu analitycznym, ulegajace elucji przy istotnie innych czasach retencji, to

90



zaobserwowano brak stabilnosci serotoniny deuterowanej, w trakcie jej przechowywania i
prowadzonych oznaczen, co objawialo si¢ spadkiem stezenia intensywnosci sygnatu i

moglo znaczgco wptywac na btedy przy interpretacji pdzniejszych oznaczen.

Opracowang metod¢ zastosowano z powodzeniem do analizy zebranych szpikow,
aczkolwiek nalezy podkresli¢, ze w szeSciu przypadkach stwierdzono nadmierng supresje
jondéw (istotny spadek intensywnosci sygnalu wzorca wewnetrznego). Czgsta przyczyna
tego niepozagdanego zjawiska sg sole wystepujace w materiale biologicznym oraz
sktadnikach faz ruchomych [104]. Posrdd innych przyczyn wymieni¢ mozna takze
posunietg degradacje badanego materiatu, znaczng zawarto$¢ zwigzkow o charakterze
lipofilnym. W przypadku szpiku rozwazy¢ mozna by takze ewentualne réznice w sktadzie
i strukturze pobranego materialu oraz jego niejednorodnos¢ (np. szpik wybitnie
bogatokomorkowy). Rozwazono ewentualny wptyw zmiennej ilosci antykoagulantu (sol
EDTA) na wystepowanie supresji (rozne ilosci pobranej probki do takiej probowki o takiej
samej objetosci). Przebadano przyktadowe probki szpiku pobrane w réznych objetosciach,
uzyskujac w obu przypadkach sygnaty o zblizonej intensywnosci, co pozwolito wykluczy¢
wplyw stezenia antykoagulantu na notowang supresj¢ jonow. Aczkolwiek przypuszczalng
przyczyng notowanej supresji byla niejednorodno$¢ pobranych probek, to pomimo
szerokiej analizy nie ustalono przyczyn wystgpowania supresji w tych konkretnych

probkach.

Uzyskane wyniki oznaczen histaminy i serotoniny w szpikach poddano analizie
statystycznej. Analizowano zaré6wno zalezno$ci w odniesieniu do konkretnych stezen
(relacje ilosciowe) oraz w odniesieniu do zakreséw stezen okreslonych w przedziatach
(relacje jakosciowe). Wyznaczono trzy zakresy dla histaminy: stezenia ponizej 20 ng/ml,
stezenia w przedziale 20-200 ng/ml, oraz powyzej 200 ng/ml, a takze trzy zakresy dla
serotoniny: stezenia ponizej 0,2 ng/ml, stezenia w przedziale 0,2-1 ng/ml, oraz powyzej 1
ng/ml. Zakresy dla histaminy wyznaczono kierujac si¢ przedziatem st¢zen histaminy we
krwi pelnej oznaczanej metoda ELISA (tzw. norma referencyjna 20-200 ng/ml) [105]. Z
kolei zakresy stezen serotoniny odnosily sie do $redniej wartoSci referencyjnych
stwierdzanych w osoczu (do 1 ng/ml) oraz granicy oznaczalnosci metody (0,2 ng/ml).
Podkreslenia wymaga, ze przedziaty te wyznaczono wobec braku wartosci referencyjnych

w dostepnym pismiennictwie.
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Stwierdzono, ze stezenia histaminy we wszystkich probkach znacznie przewyzszaly
wyznaczong granice oznaczalno$ci opracowanej metody analitycznej, tj. 0,2 ng/ml, a takze
przewyzszaty poziom referencyjny dla osocza u ludzi, tj. 1 ng/ml. Jednocze$nie
stwierdzono, ze az 67 % odnotowanych stezen histaminy mieScito si¢ w przedziale od 20
do 200 ng/ml (tabela 15). Przedzial ten obejmuje zakres wartosci referencyjnych dla
histaminy we krwi peilnej wyznaczanych metodami immunologicznymi. Powyzsze
obserwacje pozwalaja przyjaé, ze synteza histaminy zachodzi najprawdopodobniej juz w
szpiku kostnym. Potwierdzeniem tego wniosku mogg by¢ wyniki badan prowadzonych na
myszach juz w roku 1995, wg ktorych rézne komorki progenitorowe zdolne sa do syntezy
histaminy w szpiku kostnym pod wptywem interleukiny 3 (IL-3) [106,107]. Inne wyniKki
badan z roku 2020, wykazaly, ze szpikowe komorki mieloidalne wykazujg ekspresje
dekarboksylazy histydyny (HDC) i moga by¢ zdolne do produkcji histaminy [108].

Najbardziej interesujace wydaja si¢ wyniki oznaczen histaminy w szpiku pacjentow z
rozpoznaniem mastocytozy uktadowej, u ktorych stwierdzono najwyzsze poziomy tej
aminy biogennej (tabela 16). Wiadomo, ze mastocyty w warunkach fizjologicznych
osiggaja dojrzatos¢ dopiero po opuszczeniu szpiku, w tkance docelowej, tym samym
prawidlowy szpik nie powinien zawiera dojrzalych mastocytow, bogatych w histaming. W
pisSmiennictwie brak jest danych dotyczacych obecnosci form dojrzatych mastocytow w
mastocytozie uktadowej, oprocz dwoch szczegodlnych przypadkéw. Pojawianie sig
dojrzatych komorek tucznych w szpiku przy mastocytozie uktadowej obserwowano w
przypadku wariantu mastocytozy dobrze zréznicowanej, gdzie mastocyty zawieraty liczne
ziarnostosci, aczkolwiek byty one znacznie wigksze od normalnych dojrzatych komorek
tucznych. Mastocyty z licznymi ziarnisto§ciami w szpiku obserwowano takze u pacjentow
z biataczka z komorek tucznych [109]. Biorac pod uwage uzyskane wyniki dla histaminy
w szpiku pacjentéw z mastocytoza, prawdopodobne jest, ze komorki tuczne, takze te
zmienione nowotworowo, wykazuja zdolnos¢ do syntezy histaminy juz w szpiku kostnym,
badzZ tez z nieznanych przyczyn traktuja szpik jako tkanke¢ docelowa, gdzie osadzaja si¢ i
dojrzewaja. Pomimo niewielkiej liczby pacjentow w tej grupie, co wynikato z populacyjnie
rzadkiego wystepowania tej choroby, uzyskane wyniki moga wskazywac na selektywnos¢
wskazania histaminy jako potencjalnego biomarkera tej choroby i jego przydatno$é¢ w
ztozonej diagnostyce hematologicznej tego schorzenia. Warto przytoczyé¢, ze przypadki z
tej grupy badano takze pod katem stezen obu zwigzkéw w 0soczu oraz krwi pelnej, a

uzyskane wyniki zaréwno dla histaminy jak i serotoniny miescity si¢ w zakresie normy.
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Wyniki te wskazuje na potencjalnie znacznie wigksza przydatnos¢ diagnostyczng oznaczen
histaminy w szpiku niz w osoczu, w ktorym obecnie prowadzone jest jedynie oznaczenie

rutynowe przy diagnostyce mastocytozy uktadowe;.

Analiza stezen histaminy w poszczegdlnych grupach choréb hematologicznych wykazata
rébwniez istotng statystycznie zaleznos¢ pomig¢dzy grupg ,,nowotwory mieloproliferacyjne”
W poréwnaniu do pozostatych czterech grup, z wylaczeniem mastocytozy (tabela 16,
rycina 21). Cechg wspolng choréb z tej grupy jest klonalny rozrost komoérek z linii
mieloidalnej, w tym komorek odpowiedzialnych za syntez¢ histaminy. Mozna
przypuszczaé, ze komorki z tej linii, takze zmienione nowotworowo, sa zdolne do
nadmiarowej produkcji histaminy w szpiku kostnym. Warto takze podkresli¢, ze
poprzednia klasyfikacja choréb hematologicznych obejmowata w tej grupie takze
mastocytoz¢ uktadowa, jednak z uwagi na réznice diagnostyczne w odniesieniu do
pozostatych chorob, zostata stosunkowo niedawno wydzielona jako odrgbna jednostka

chorobowa.

Stezenia histaminy korelowano takze z parametrami morfologii krwi obwodowej.
Uzyskane wyniki wskazujg na dodatnig, istotng statystycznie korelacje tego zwiazku z
liczbg biatych krwinek, ptytek krwi, odsetkiem neutrofili, eozynofili, bazofili oraz ujemna
korelacje z odsetkiem limfocytow (tabela 17, rycina 22). Jak wiadomo, synteza histaminy
zachodzi gtownie nie tylko w mastocytach, ale takze bazofilach. Uzyskana dodatnia
korelacja stgzenia histaminy i odsetka bazofili moze wskazywaé na fakt, ze jej synteza
zachodzi juz w trakcie dojrzewania tych komorek w szpiku, ale takze na ewentualng role

histaminy w aktywacji procesoOw dla powstawania tej linii komorkowe;.

Istotne statycznie okazaly si¢ takze roznice w stgzeniach histaminy szpikowej w
odniesieniu do odsetka neutrofili we krwi obwodowej. Badania hiszpanskich naukowcow
wykazaly, Ze granulocyty oboj¢tnochtonne naleza do grupy komoérek roéwniez
produkujacych i uwalniajgcych histaming [110]. Cze$¢ dojrzatych neutrofili (do 2 %) trafia
do krwiobiegu, natomiast pozostata czg$¢ tzw. rezerwa, pozostaje w szpiku kostnym [111].
Starzejace si¢ neutrofile powracaja do szpiku kostnego, gdzie ulegaja procesie apoptozy,
co moze wyjasnia¢ obserwowang Korelacje. Jako, ze neutrofile stanowig ponad potowe
wszystkich WBC, mozna by wnioskowaé, ze dodatnia korelacja z histaming odnosi si¢
wilasnie do neutrofili oraz, ze odsetek ten ma swoje odzwierciedlenie w szpiku kostnym.

Dodatnig korelacj¢ stwierdzono takze dla parametru PLT. Ptytki krwi stanowig wazny
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element transportowy dla serotoniny, ale rowniez innych substancji, w tym histaminy,
dlatego wykazana korelacja sugeruje, ze ptytki moga by¢ wysycane histaming juz w szpiku
kostnym. Oprécz funkcji transportowej, ptytki w pewnym stopniu stanowig takze miejsce
syntezy histaminy, zatem wobec uzyskanej korelacji mozna przypuszczaé, ze ptytki moga

syntetyzowac¢ histaming takze w szpiku kostnym.

Nieoczekiwanie dodatnig korelacje wykazano takze w stosunku do odsetka eozynofili.
Granulocyty kwasochtonne, jako komorki zawierajagce w swoich ziarnistosciach
histaminaze¢, powodujg rozktad histaminy. Wydaje si¢, iz obserwacja ta podkresla role
poszczegolnych linii komoérkowych jako nos$nikdéw, pewnego rodzaju magazynow,
zaréwno dla histaminy jak 1 serotoniny, ktorych funkcja fizjologiczna ujawnia si¢ dopiero

po degranulacji i uwolnieniu tych zwigzkéw do przestrzeni zewnatrzkomorkowe;.

Aczkolwiek istniejg doniesienia o mozliwej syntezie histaminy w limfocytach, to
przeprowadzone badania wykazaty istotng statycznie, jednak ujemna korelacje pomiedzy
stezeniem histaminy w szpiku a odsetkiem limfocytow we krwi. Zwrocié nalezy uwagg, ze
wynik ten nie pozostaje w sprzeczno$ci z obecng wiedzg, albowiem o ile limfocyty moga
syntetyzowa¢ histaming de novo, to jednak nie pelnig funkcji magazynowej dla tego

zwigzku, tak jak ma to miejsce w przypadku granulocytow.

Tak jak si¢ spodziewano, przeprowadzone badania nie wykazaly istotnych korelacji
pomiedzy ste¢zeniami histaminy a parametrami czerwonokrwinkowymi czy monocytami,
najprawdopodobniej z uwagi na brak bezposrednich powigzan pomigdzy tymi parametrami

a histaming (tabela 17, rycina 22).

Oceng zalezno$ci pomiedzy histaming a poszczegdlnymi grupami badano takze po
uprzedniej kategoryzacji stgzen na trzech poziomach. Ustalono, ze najwyzsze warto$ci
histaminy tj. powyzej 200 ng/ml wystepowaly jedynie przy mastocytozie (tabela 18).
Liczba biatych krwinek byta znaczaco wyzsza, a odsetek limfocytow istotnie nizszy w
grupie z histaming powyzej 200 ng/ml, niz w pozostatych grupach (tabela 19, rycina 24).
Zblizong korelacje stwierdzono takze w odniesieniu do konkretnych stezen histaminy, bez
grupowania na trzech poziomach, co pozwala wnioskowa¢, ze wartosci WBC i odsetka

limfocytow byty zwigkszone przy wysokich stezeniach histaminy w szpiku.

Zaskakujacym okazat si¢ fakt, ze poziom hematokrytu byt istotnie wyzszy w grupie z
histaming 20-200 ng/ml niz w grupie z histaming < 20 ng/ml, oraz ze poziom liczby ptytek

1 odsetka eozynofilow byt istotnie nizszy w grupie z histaming < 20 ng/ml niz w
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pozostatych grupach. Aczkolwiek moze to sugerowa¢ promocyjny charakter histaminy w
stosunku do poszczegdlnych elementow komodrkowych, to glebsze wnioskowanie wymaga

przeprowadzenia badan na wigkszej liczbie przypadkow.

Drugim zwigzkiem jaki analizowano w ramach podj¢tych badan byla serotonina. W
przeciwienstwie do histaminy, st¢zenia serotoniny w przebadanych probkach szpiku
pozostawaty na niskim poziomie - wartosci ponizej 0,2 ng/ml (dolna granica oznaczalno$ci
metody) odnotowano az w 83 % wszystkich przypadkow. Nie wykazano istotnej korelacji
z zadng z okre$lonych grup choréb (tabela 20, rycina 25), ani nie wykazano istotnych
statystycznie zaleznosci migdzy zakresami stezen serotoniny a grupami chorob

hematologicznych (tabela 22).

Wykazano natomiast istotng statystycznie, dodatnig korelacj¢ stezenia serotoniny z liczba
ptytek krwi. Jak wiadomo, ptytki krwi nie sg zdolne do syntezy serotoniny [112], istnieja
jednak hipotezy, wg ktorych megakarioblasty i megakariocyty moga produkowaé
serotoning w szpiku kostnym [103,114,115]. Wydaje sig¢, ze stwierdzona korelacja st¢zenia
serotoniny szpikowej i liczby ptytek krwi moze by¢ potwierdzeniem tej hipotezy.
Zwigkszona liczba prekursoréw ptytek moze przektada¢ sie¢ na zwigkszone poziomy
serotoniny w szpiku. Potwierdzeniem tej obserwacji moze by¢ przypadek pacjentki z grupy
,howotwory mieloproliferacyjne” z rozpoznaniem przewleklej biataczki szpikowej. W
probee szpiku pobranego od tej pacjentki uzyskano najwyzsze stgzenie serotoniny ze
wszystkich oznaczen- 35,7 ng/ml, oraz wysokie stgzenie histaminy- 3083,7 ng/ml. W
opisie mielogramu szpiku kostnego podkre$lono, ze obraz szpiku wskazuje na faze
przewlekla, przewleklej biataczki szpikowej - wariant megakariocytowo-granulocytowy.
Nie trudno powigzaé rozpoznania rzadkiego wariantu tej choroby hematologicznej z
uzyskanymi wysokimi stezeniami obu parametréw, przy uznaniu zaleznosci poziomow
serotoniny od liczby megakariocytow a histaminy od granulocytow. Fakt rzadkiej
obserwacji wysokich pozioméw serotoniny moze wskazywaé na wysoka selektywno$¢
tego parametru jako biomarkera tego typu schorzen, aczkolwiek niewatpliwie wymaga to

potwierdzenia na wigkszej liczbie przypadkow.

Interesujace okazaty si¢ wyniki stezen serotoniny w odniesieniu do mastocytozy, poniewaz
jej stezenia w szpikach nie odbiegato znaczaco od stezeh w pozostatych probkach. Jak
wynika z danych opublikowanych przez amerykanski zespot naukowy, st¢zenia serotoniny

we Krwi pacjentéw z mastocytoza odbiegaty od przyjetych wartosci referencyjnych [116].
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Wydawac by si¢ mogto, ze w takim przypadku zmiany obejmowaé powinny takze szpik
kostny.

Oprécz dodatniej korelacji z ptytkami krwi, wykazano, ze serotonina koreluje takze
dodatnio z WBC, ujemnie zas z MCHC i odsetkiem limfocytow, a takze nie koreluje z
pozostatymi parametrami morfologii (tabela 21, rycina 26). Korelacja z MCHC jest do$¢
zaskakujaca, szczegolnie z uwagi na brak potwierdzonego powigzania serotoniny z tym
wskaznikiem. Biorgc pod uwage niewielka rozpigtos¢ zakresu referencyjnych wynikéw
parametru MCHC oraz konieczno$¢ rozpatrywania MCHC w kontekscie wszystkich
parametrow czerwonokrwinkowych, ktére nie wykazaly istotnych statycznie zalezno$ci,

proba uzasadnienia tej korelacji jest klopotliwa.

Stezenia serotoniny grupowano, analogicznie jak w przypadku histaminy, na trzy poziomy:
ponizej 0,2 ng/ml, pomigdzy 0,2 a 1 ng/ml oraz powyzej 1 ng/ml. Liczba biatych krwinek i
ptytek krwi byla wyzsza w grupie z serotoning > 1 ng/ml niz w grupie ponizej 0,2 ng/ml, a
bazofili wigkszy w grupie >1 ng/ml niz w pozostatych probkach. W przypadku bazofili
moze by¢ to zwigzane ze zwigkszong produkcja serotoniny przez te komorki, a ptytek- z
omawiang powyzej syntezg przez prekursory PLT. Wykazano takze, ze poziom MCHC i
limfocytow byt istotnie wyzszy w grupie < 0,2 ng/ml niz w grupie 0,2-1 ng/ml oraz ze
poziom neutrofili byt z kolei istotnie wigkszy w grupie 0,2-1 ng/ml niz w grupie < 0,2
ng/ml (tabela 23, rycina 28). Wyniki korelacji MCHC i limfocytow znajduja
odzwierciedlenie w ujemnej korelacji w odniesieniu do niegrupowanych stgzen serotoniny,
natomiast nie znaleziono argumentéw dla wyjasnienia zaleznosci pomiedzy neutrofilami a

stezeniami serotoniny w okreslonych przedziatach.
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6. Whnioski

1. Opracowana metoda analityczna pozwolita na selektywne oznaczenie stezen histaminy
I serotoniny w szpiku kostnym, w jednym cyklu analitycznym, z wykorzystaniem uktadu
HILIC i techniki LC-MS/MS. Poprawne parametry walidacyjne przy wzglednie prostej
procedurze przygotowania materialu pozwalaja na wykorzystanie metody w analizach

rutynowych.

2. Obecnos¢ histaminy stwierdzono we wszystkich badanych probkach, a jej stezenia w
szpiku ksztaltowaty si¢ glownie w przedziale referencyjnym okreSlonym dla Kkrwi

obwodowej. Synteza i magazynowanie histaminy zachodzi w komorkach szpiku kostnego.

3. Stezenia histaminy moga osigga¢ poziomy istotnie statystycznie wyzsze w szpiku
kostnym pobieranym od pacjentow z mastocytozg uktadowa, Aczkolwiek histamina
wykazuje cechy selektywnego biomarkera dla tej choroby, to ostateczne wnioskowanie

wymaga przeprowadzenia badan na wigkszej liczbie przypadkow.

4. Stgzenia serotoniny notowane w analizowanych grupach choréb hematologicznych, nie
roznity si¢ istotnie statystycznie. Wigkszo$¢ wynikow, w szczegdlnosci 97% oznaczen w
grupie bez choroby rozrostowej, pozostawato ponizej dolnej granicy oznaczalno$ci.

Synteza i magazynowanie serotoniny zachodzi gtownie w obszarach poza szpikowych.

5. Istotna statystycznie korelacja pomig¢dzy stezeniem serotoniny w szpiku i liczbg ptytek
we krwi obwodowej, sugeruje mozliwos¢ syntezy serotoniny przez megakariotycyty.
Stezenie serotoniny w szpiku powyzej 1 ng/ml moze wskazywac¢ na nieprawidlowosci 0

charakterze mieloproliferacyjnym, w szczegdlni w linii megakariocytowe;j.
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7. Streszczenie

Histamina 1 serotonina sg aminami biogennymi pelnigcymi wiele waznych funkcji
ustrojowych. Wytwarzanie i magazynowanie histaminy zachodzi m.in. w mastocytach i
bazofilach podczas gdy synteza serotoniny zachodzi gltéwnie w komorkach
enterochromatofilnych przewodu pokarmowego, a za jej transport odpowiedzialne sg
plytki krwi. Wydaje si¢, ze zmiany stezen histaminy oraz serotoniny w szpiku, jako
miejscu  wytwarzania komoérek magazynowych dla obu tych zwigzkéw, moga
odzwierciedla¢ zmiany parametrow biochemicznych zachodzace w réznych stanach

patologicznych.

Pomiary stezen tych zwigzkéw w materiale biologicznym, gtéwnie we krwi, moczu, ptynie
moézgowo rdzeniowym, prowadzi si¢ najczesciej] w celach naukowych, z wykorzystaniem
metod immunologicznych. W dostgpnym pismiennictwie brak jest doniesien na temat
oceny stezen tych zwigzkow w szpiku kostnym, dlatego tez zasadnym bylo
przeprowadzenie badan w odniesieniu do tego materialu. W pierwszym etapie badan
opracowano selektywng metode jakoSciowo-ilosciowa do jednoczesnego oznaczania
histaminy oraz serotoniny w szpiku kostnym, z wykorzystaniem chromatografii cieczowej
sprzezonej z tandemowym spektrometrem mas. W oparciu o opracowang metode analizie
poddano szpik pobierany od pacjentow z chorobami hematologicznymi a uzyskane wyniki
korelowano z parametrami morfologii krwi oraz rozpoznaniem klinicznym. Do celow
statystycznych analizowane przypadki grupowano wedlug rozpoznanej jednostki
chorobowej: nowotwory mieloproliferacyjne, zespoty mielodysplastyczne, ostre biataczki,
choroby limfoproliferacyjne, inne choroby hematologiczne bez cech nowotworzenia i

mastocytoza.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze skuteczny rozdziat chromatograficzny histaminy i
serotoniny, z uwzglednieniem ztozonej matrycy biologicznej, uzyskano w uktadzie
odziatywan hydrofilowych HILIC. Stosowane powszechnie rozdzialy chromatograficzne w
odwroconym uktadzie faz cechowaly si¢ niskg retencjg dla histaminy, chociaz parametry

analityczne dla serotoniny pozostawaty na odpowiednim poziomie.

Wyznaczone st¢zenia w probkach szpiku kostnego wynosity dla histaminy 344,11+959,09
ng/ml 1 serotoniny 0,61 + 3,69 ng/ml ($rednia = odchylenie standardowe). Histaming
stwierdzano we wszystkich przeanalizowanych probkach, natomiast wigkszo$¢ z nich nie

zawierata serotoniny. Najwyzsze stezenie serotoniny (35,7 ng/ml) uzyskano w probce
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pacjentki z rozpoznaniem przewleklej bialaczki szpikowej, wariant megakariocytowo-
granulocytowy. Analiza statystyczna wykazata istotng zalezno$¢ (p<0,05) pomiedzy
stezeniami histaminy w grupie pacjentdéw z rozpoznaniem mastocytozy. Dodatnie, istotne
statystycznie korelacje wykazano dla stezenia histaminy i liczby biatych krwinek, plytek,
odsetka bazofili, neutrofili i bazofili, ujemne za$ dla stgzenia histaminy i limfocytow.
Wykazano rowniez, ze serotonina koreluje statystycznie istotnie i dodatnio z liczbg biatych

krwinek oraz ptytek krwi, za$ ujemnie z odsetkiem limfocytow i wskaznikiem MCHC.
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8. Summary

Histamine and serotonin are biogenic amines which carry out a number of important bodily
functions. The production and storage of histamine takes place, among others, in mast cells
and basophils, while serotonin synthesis occurs mainly in the enterochromaffin cells of the
gastrointestinal tract. Platelets are responsible for its transport. It seems that changes in
histamine and serotonin concentrations in the bone marrow, the place where the storage
cells for both these compounds are produced, may reflect changes in biochemical

parameters occurring in various pathological conditions.

Concentrations of these compounds in biological material — mainly in blood, urine and
cerebrospinal fluid — are usually measured for scientific purposes with the use of
immunological methods. There are no reports in the available literature on the evaluation
of the concentrations of these compounds in bone marrow; therefore, it was legitimate to
conduct a study in relation to this material. In the first stage of the study, a selective
qualitative-quantitative method for the simultaneous histamine and serotonin determination
in bone marrow was developed by means of liquid chromatography coupled with tandem
mass spectrometry. Based on this method, the marrow collected from patients with
haematologic diseases was analysed and the results were correlated with complete blood
count parameters and clinical diagnosis. For statistical purposes, the analysed cases were
grouped according to the disease entity diagnosed: myeloproliferative neoplasms,
myelodysplastic syndromes, acute leukaemias, lymphoproliferative diseases, other non-

malignant haematologic diseases and mastocytosis.

The study revealed that efficient chromatographic separation of histamine and serotonin,
having regard to the complex biological matrix, was achieved in the HILIC hydrophilic
interaction system. Commonly used reversed-phase chromatographic separations were
characterised by low histamine retention, although the analytical parameters of serotonin
remained adequate.

The determined concentrations in bone marrow samples amounted to 344.11+£959.09 ng/ml
for histamine and 0.61 + 3.69 ng/ml for serotonin (mean + standard deviation). Histamine
was found in all analysed samples, however, most of them did not contain serotonin. The
highest serotonin concentration (35.7 ng/ml) was obtained in a sample from a patient
diagnosed with chronic myeloid leukaemia — megakaryocytic-granulocytic variant. The

statistical analysis showed a significant correlation (p<0.05) between histamine

100



concentrations in the group of patients diagnosed with mastocytosis. Positive, statistically
significant correlations were found for histamine concentration and white blood cell count,
platelets as well as eosinophil, neutrophil and basophil percentages, whereas negative
correlations were found for histamine concentration and lymphocyte percentage. It was
also proved that serotonin correlates statistically significantly and positively with white
blood cell and platelet counts, and negatively with lymphocyte percentage and MCHC
index.
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