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W pracy zaprezentowano metode wykrywania i ilosciowego oznaczania I-
hydroksypirenu (1-HOP) w moczu ludzkim z zastosowaniem ekstrakcji do fazy
stalej (SPE). Przedstawiona metoda charakteryzuje sie dobrq wydajnosciq, po-
wtarzalnosciq i dokladnosciq oznaczenia z pominieciem drogiej i pracochlonnej
hydrolizy enzymatycznej. Osiqgnieto nizszq granice oznaczalnosci (0,01 ng/ml),
w stosunku do metod opisanych w literaturze. Zasadniczym celem pracy bylo
oznaczenie poziomu zawartosci 1-hydroksypirenu w moczu 112 badanych osob
Jjako wskaznika narazenia na wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne
(WWA) wynikajqcego z palenia papierosow. Otrzymane wyniki wykazaly zwiek-
szone ryzyko narazenia na WWA u 0sob palgcych. Zaobserwowano duzq zmien-
nos¢ osobniczq w poziomie 1-HOP w badanej populacji.
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1-Hydroksypiren (1-HOP) obecny w moczu ludzkim jest gtéwnym metaboli-
tem wielopierscieniowego weglowodoru aromatycznego, pirenu, ktory zawsze
wystepuje w mieszaninach WWA zawierajacych skladniki kancerogenne takie jak
benzo(a)piren. Jest on powszechnie akceptowanym biomarkerem narazenia na
WWA (1-4). Jego zrédlem dla organizmu ludzkiego sa zanieczyszczenia powie-
trza atmosferycznego, narazenie zawodowe, palenie tytoniu (zaréwno aktywne jak
i bierne), woda oraz pozywienie (2, 4, 5). Zwiazek ten jest absorbowany przez phuca,
przewdd pokarmowy oraz skore, a jego metabolizm uzalezniony jest od cech osobni-
czych. Wykazano, ze poziom 1-HOP u 0s6b palacych jest okoto dwukrotnie wyzszy
w stosunku do niepalacych (5, 6), przy czym palenie tytoniu w wickszym stopniu
wplywa na stezenie WWA w moczu niz ekspozycja na zanieczyszczenia powietrza
wynikajace z dziatalnosci ludzkiej (7, 8). Z badan przeprowadzonych w 2008 roku
przez Centrum Badania Opinii Spotecznej wynika, ze okoto jedna trzecia Polakow
pali papierosy (9). Wsrdd okoto 4800 zidentyfikowanych dotad sktadnikow dymu
papierosowego az 69 z nich uznano za kancerogenne, w tym policykliczne weglo-
wodory aromatyczne (10). W Polsce okoto 100 tys. zgonoéw rocznie ma bezposredni
zwiazek z negatywnymi nastgpstwami palenia tytoniu, przy czym ponad 60% z nich
dotyczy 0sob w wieku 35-69 lat. Sa to m.in. nowotwory ptuc, jamy ustnej, krtani,
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zatok nosowych, przetyku, zotadka, watroby, trzustki, pgcherza moczowego, maci-
cy oraz nerki (2). Z chordb ukladu sercowo-naczyniowego powodowanych przez
palenie nalezy wymieni¢ chorobg niedokrwienng serca, zawal serca, miazdzyce na-
czyn krwionosnych czy nadcis$nienie te¢tnicze. Palacze cierpia takze na schorzenia
uktadu oddechowego (przewlekte zapalenie oskrzeli, gruzlica), uktadu nerwowego
(udar moézgu) oraz uktadu pokarmowego (wrzody zotadka i dwunastnicy, przepukli-
ny jelitowe). Poza tym palenie papieros6w moze by¢ przyczyna gruczotowego raka
szyjki macicy i biataczki szpikowej (2). Szacuje si¢, ze sposrod wszystkich zyjacych
obecnie na §wiecie ludzi 500 milionéw 0s6b umrze z powodu palenia tytoniu, gtéw-
nie przez nowotwory ptuc (6, 11, 12). Istotne jest zatem badanie poziomu narazenia
na toksyczne i kancerogenne sktadniki dymu tytoniowego. Kluczowa role odgrywa-
ja tu biomarkery, w tym najpowszechniej uznany i stosowany marker ekspozycji na
wielopierscieniowe weglowodory — 1-HOP. Stad gtownym celem przeprowadzo-
nych badan byta proba oceny wptywu palenia papieroséw (czynnego i biernego) na
stezenie 1-HOP w moczu u 112 o0s6b obojga pici.

Wsrdd opisanych w literaturze metod oznaczania 1-HOP w moczu mozna wy-
mieni¢ wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa (HPLC) w potaczeniu ze spek-
trometrig mas (MS) (13). Jednakze wysoki koszt detektora MS oraz konieczno$¢
uzyskania do analizy czystych ekstraktéw moczu sprawia, ze zastosowanie jej do
rutynowych oznaczen jest ograniczone w wielu laboratoriach. Odzyski uzyskiwane
po czasochtonnej, wieloetapowej procedurze przygotowania prob nie zawsze sa za-
dowalajace. Stad poszukiwane sa nowe, lepsze pod wzgledem selektywnosci 1 czu-
losci i mniej pracochtonne metody oznaczania 1-HOP w materiale biologicznym.
W pracy zaproponowano zastosowanie metody RP-HPLC z detekcja fluorescencyj-
na, ktdra jest wydajna, czula i charakteryzuje si¢ krotkim czasem analizy.

MATERIAL I METODY

Materiat badany. Material do badan stanowita poranna porcja moczu pobra-
na od zdrowych ochotnikéw. W badaniach wzigto udziat 76 kobiet i 36 mezczyzn.
Protokot badan zostal zatwierdzony przez Komisje Bioetyczng przy Akademii Me-
dycznej w Gdansku. Badania zostaty przeprowadzone przy wspotpracy z Katedra
i Zaktadem Toksykologii AMG, a uczestnicy wyrazili pisemng zgode¢ na ich prze-
prowadzenie. Badane osoby podzielono na trzy grupy (palacy, niepalacy, bierni pa-
lacze) zgodnie z podanymi w wywiadzie ankietowym deklaracjami o ekspozycji
czynnej lub biernej na dym tytoniowy.

Procedura ekstrakcyjna. Analizie poddano mocz ludzki, ktéry stanowi bez-
pieczne dla analityka i stosunkowo tatwo dostgpne zrodto prob do analizy, nawet
w znacznych ilo$ciach i pobierane w sposob nieinwazyjny dla oséb badanych. Z tego
wzgledu jest on najczeséciej wykorzystywanym materiatem biologicznym w ocenie
stezenia 1-HOP. Pierwszym etapem przygotowania probki moczu (1 ml) do analizy
chromatograficznej byta hydroliza w $§rodowisku stezonego HCI (150 pl) na tazni
wodnej w temperaturze 90°C w czasie 1 h. Do kazdej probki hydrolizatu (1 ml)
dodano wzorzec wewngtrzny (naproksen) w ilosci 2000 ng/ml i 2 ml wody. Otrzy-
mang mieszaning wytrzasano mechanicznie, a nastepnie na tazni ultradzwigkowej
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i poddano ekstrakcji typu ciecz-ciato state (SPE) na kolumnach LiChrolut RP-C18.
Po przeptukaniu kolumn woda dejonizowana, analizowane zwiazki wyeluowano za
pomocg 2 ml dichlorometanu, ktdry nastepnie odparowano na tazni wodnej z prze-
dmuchem sprezonego powietrza, a sucha pozostalo$¢ rozpuszczono w mieszaninie
acetonitryl-woda (70:30 v/v). Po odwirowaniu (7 min, 10000 g), probki przechowy-
wano w temp. —20°C do czasu analizy.

Do separacji chromatograficznej zastosowano chromatograf cieczowy firmy
Knauer (Niemcy) z detektorem fluorescencyjnym (Schimadzu) oraz system akwizy-
cji danych Eurochrom 2000. W badaniach wykorzystano kolumng¢ LiChrospher 100
C18 (125 x 4,0 mm, 5um). Faz¢ ruchoma stanowila mieszanina acetonitryl-woda
(42:58 v/v) doprowadzona do pH 3,4 za pomoca 85% kwasu ortofosforowego. Dhu-
gos$¢ fali wzbudzenia detektora fluorescencyjnego wynosita 240 nm, a dlugos¢ fali
emisji 400 nm. W tych warunkach czas retencji 1-HOP wynosit 8,6 min, a wzorca
wewngetrznego (naproksenu) 3,6 min. Liniowos$¢ zostata doswiadczalnie potwier-
dzona w szerokim zakresie stgzen od 0,01 do 200 ng/ml. Réwnanie regresji pro-
stej] wyznaczone metoda najmniejszych kwadratéow z wspotczynnikiem korelacji
(r) > 0,999, postuzyto do wyliczenia wartosci stgzen 1-HOP w moczu ludzkim.
Dokonano oceny statystycznej opracowanej metody, wykazano réwniez stabilnos¢
prob biologicznych zawierajacych 1-HOP i naproksenu (test zamrazania i rozmra-
zania przeprowadzono po 1 i po 3 miesigcach). Uzyskane wyniki walidacji metody
w petni odpowiadaja wymogom stawianym oznaczeniom ilosciowym.

WYNIKI I WNIOSKI

W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost zainteresowania oznaczeniami zawarto-
$ci 1-HOP w materiale biologicznym jako biomarkera narazenia na WWA, stad uza-
sadnione jest poszukiwanie nowych, bardziej czulych, precyzyjnych i specyficznych
metod jego jakosciowej i ilosciowej analizy.

Z uwagi na niskie wartosci 1-HOP w moczu jego analiza sprawia analitykom
wiele trudnosci, zwlaszcza w trakcie procesu jego wyizolowania ze skomplikowane;j
matrycy biologicznej (1, 2, 8, 14, 15). W prezentowanej pracy odpowiedni dobor
sposobu ekstrakcji do fazy statej z zastosowaniem kolumienek C18 odegrat kluczo-
wa role przy oznaczaniu sladowych ilosci tego zwiazku i pozwolit uzyskaé¢ wysoka
wydajnos¢ procesu (96%). Zastosowanie detektora fluorescencyjnego o wysokiej
czutoéci umozliwito uzyskanie nizszej granicy oznaczalnosci (0,01 ng/ml) w porow-
naniu do wczesniej opisanych w literaturze (2, 8, 14, 15).

Istotnym elementem pracy byta analiza zawartosci 1-HOP w probach moczu uzy-
skanych od 112 losowo wybranych oséb (76 kobiet i 36 megzczyzn). Oznaczone
warto$ci stezen u badanych ochotnikow miescity si¢ w zakresie od 0,01 do 4,42
ng/ml. Wartos$ci te sq pordwnywalne do stezen 1-HOP opisanych w literaturze (1,
2, 8, 14, 15). Najwyzsze stezenia 1-HOP zaobserwowano u oséb palacych, podczas
gdy najnizsze u niepalacych. U ochotnikéw biernie narazonych na dym tytoniowy
osiagaly one wartosci posrednie (ryc. 1). Réznice w srednich wartosciach stgzen
1-HOP dla 0s6b palacych i niepalacych okazaly sig¢ statystycznie istotne, co potwier-
dzono za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA i testu t-Studenta na
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poziomie istotnosci 0,05. Na 37

tej podstawie mozna wnio- 25- ]
skowaé o zwigzku st¢zenia —

1-HOP z ilo$cig wypalanych 2l

papierosdw, co jest zgodne 1544

z doniesieniami literaturo-
wymi (2, 14, 15). Zaobser-
wowano wyzsze wartosci , §
stezen 1-HOP u mezczyzn h.
w pordwnaniu do kobiet we Wszyscy  Mezczyzni | Kobiety |
wszystkich badanych gru-
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i biemych palaczy), jednak_ Ryc. 1. 'StQZerEf': 1'-H01P (ng}iml) w n}llok():zclll palai(l:ych tytﬁr’l, bier-
Ze réznice te nic sa staty- nie narazonych i niepalacych w trzech badanych grupach: wszy-

. . scy ochotnicy, mezczyzni, kobiety.

stycznie Znamle.nne'. Fig. 1. Concentration of 1-HOP in urine of smoking, passive

W przestawionej pracy smoking and non smoking in three groups: all volunteers, fe-
zaprezentowano procedure males and males.
oznaczenia 1-HOP w mo-
czu ludzkim za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja flu-
orescencyjna. Zaproponowana metodyka z powodzeniem nadaje si¢ do oznaczen
seryjnych, nie wymaga skomplikowanych proceséow oczyszczania préb, a koszt
pojedynczej analizy w poréwnaniu z innymi metodami jest znacznie mniejszy. Nie-
wielka ilo§¢ badanego materialu biologicznego (1 ml) oraz pominigcie kosztow-
nej i pracochtonnej hydrolizy enzymatycznej dodatkowo potwierdzaja przydatnos¢
opracowanej metody do oznaczen 1-HOP ze wzgledow ekonomicznych. Osiagnigto
nizszg granice oznaczalnosci badanego zwiazku, a czas pojedynczego oznaczenia
(10 min) jest krotszy w poréwnaniu z metodami opisanymi w literaturze. Przedsta-
wiona procedura oznaczania 1-HOP jako biomarkera narazenia na wielopierscienio-
we weglowodory aromatyczne moze by¢ z powodzeniem wykorzystana w praktyce
klinicznej. Z badan wlasnych wynika, ze 1-HOP jest specyficznym biomarkerem dla
odroznienia osob palacych od niepalacych. Analiza wptywu plci na stgzenie hydrok-
sypirenu w moczu u kobiet i mezczyzn wskazuje na brak statystycznie istotnych
roznic pomigdzy wymienionymi grupami, jednakze zauwazono znaczng zmienno$¢
osobnicza w poziomie badanego biomarkera.
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EXPOSITION TO TOBACCO SMOKE AND 1-HYDROXYPYRENE LEVEL
IN SMOKERS AND NONSMOKERS

Summary

We have developed an improved method for the analysis of 1-hydroksypyrene (1-HOP), an accep-
ted biomarker of polycyclic aromatic hydrocarbon uptake. Proposed simplified liquid chromatographic
method (HPLC) with fluorescence detection based on solid-phase extraction (SPE) was optimized and
validated to determinate 1-HOP in human urine. Method validation was performed by evaluation of the
analytical parameters: linearity, accuracy, precision, specificity as well limit of detection and quantitation.
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The recoveries for all samples were better than 96%. Comparing to chromatographic method, the pre-
sented procedure is cheaper and much easier to perform for analysis of 1-HOP. Moreover, our study of
1-HOP level in the urine of 112 volunteers, including smokers, nonsmokers and passive smokers showed
considerable intra-individual variation in polycyclic aromatic hydrocarbon exposure (PAH). The obtained
results confirmed the higher risk of exposure to PAH on the base of determination of 1-HOP in urine.
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