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Επικύρωση βιοαναλυτικών μεθόδων

Αντίστοιχα με τις αναλυτικές εφαρμογές σε άλλα
δείγματα (πρώτες ύλες, φαρμακοτεχνικά σκευάσματα
κτλ)

Σημαντικές διαφορές (βλέπε επόμενη παρουσίαση)
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Βιολογικά δείγματα:

-Ολικό αίμα: υγρό κόκκινου χρώματος, με καθορισμένο
pH (7,40), που περιέχει όλες τις ενδογενείς ουσίες του
οργανισμού και κυτταρικά στοιχεία (ερυθρά και λευκά
αιμοσφαίρια)

-Ορός: υποκίτρινο, σχετικά διαυγές υγρό, που προκύπτει
από τη φυγοκέντρηση του αίματος ΧΩΡΙΣ την προσθήκη
αντιπηκτικού (EDTA, ηπαρίνη, κιτρικά). Αν προστεθεί
αντιπηκτικό λαμβάνουμε το πλάσμα.
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Βιολογικά δείγματα:

Πρέπει να αποφεύγεται η αιμόλυση των δειγμάτων (λύση
ερυθρών αιμοσφαιρίων με συνεπακόλουθη απελευθέρωση
αιμοσφαιρίνης), γιατί μπορεί να επηρεαστεί η ανάλυση.

-Ούρα: η σύσταση τους ποικίλλει και εξαρτάται από τη
νεφρική λειτουργία, από την κατανάλωση νερού &
τροφίμων. Το pH τους μπορεί να διαφέρει σημαντικά.
Αποτελούν την κύρια οδό απέκκρισης των φαρμάκαν,
συνήθως υπό τη μορφή των μεταβολιτών τους.

-Άλλα βιολογικά δείγματα: σίελος, δάκρυα, ΕΝΥ, γάλα,
κόπρανα, ιστοί
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Συνθήκες φύλαξης & μεταφοράς:

Η συντριπτική πλειονότητα των βιολογικών δειγμάτων
πρέπει να φυλάσσεται σε συνθήκες απλής κατάψυξης (-
20 oC) ή βαθιάς κατάψυξης (-70 oC), ανάλογα με την
φύση των προς ανάλυση ουσιών ή το χρόνο έως την
ανάλυση. Για λίγες ώρες μπορεί να είναι δυνατή η φύλαξη
των βιολογικών δειγμάτων σε απλή ψύξη (2-8 oC).
Τα βιολογικά δείγματα πρέπει να μεταφέρονται από τον
τόπο λήψης τους στο χώρο ανάλυσής τους λαμβάνοντας
υπόψιν όλους τους παράγοντες που μπορούν να
επηρεάσουν τη σταθερότητα των δειγμάτων και των προς
προσδιορισμό ουσιών.

Ειδικά για τους μεταβολίτες φαρμάκων δεν ξεχνάμε πως
θέλουμε ο σχηματισμός τους να σταματήσει την ώρα της
λήψης
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Κατεργασία βιολογικών δειγμάτων

Τα βιολογικά δείγματα είναι πολύ πολύπλοκα  περιέχοντας
πρωτεΐνες, λιπίδια, πολυμερή, άλατα, ορμόνες κτλ

Στόχος:
απελευθέρωση και απομόνωση (συμπύκνωση) αναλύτη
καθαρισμός δειγμάτων           ελαχιστοποίηση των παρεμποδίσεων του
βιολογικού υλικού (πολλαπλές παρεμποδίζουσες κορυφές ή καταστολή
του σήματος)

Επιθυμητές ιδιότητες:
ελάχιστη δυνατή απώλεια δείγματος
αποτελεσματική απομάκρυνση παρεμποδιζουσών ουσιών
γρήγορη διαδικασία
μικρό κόστος ανάλυσης
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Μέθοδοι κατεργασίας δειγμάτων

Κατακρήμνιση πρωτεϊνών (PP) (ταχύτητα, απλότητα).
Χρησιμοποιούνται διαλύματα μεθανόλης ή ακετονιτριλίου σε
αναλογία > 3:1 με το πλάσμα. Μπορεί να χρησιμοποιηθεί και
διάλυμα οξέος. Ακολουθεί έντονη ανακίνηση για λίγα λεπτά και
φυγοκέντρηση.

Πρόκειται για σχετικά ατελή μέθοδο καθαρισμού, γιατί δεν
απομακρύνονται πολλά ενδογενή συστατικά. Συνδυάζεται με LC-
MS/MS
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Υγρό-υγρό εκχύλιση (LLE)
Βασίζεται στην κατανομή μιας διαλυμένης ουσίας μεταξύ δύο υγρών,
τα οποία πρακτικά δεν αναμιγνύονται μεταξύ τους.
Συνήθως η μία από τις δύο φάσεις είναι ένα υδατικό διάλυμα, ενώ η
άλλη ένας οργανικός διαλύτης. Η αναλογία όγκου υδατικής :
οργανικής φάσης είναι συνήθως 1:5-10.
Η ρύθμιση του pH μπορεί να οδηγήσει σε ποσοτική μεταφορά στην
οργανική ή την υδατική φάση
Είναι, συνήθως, η μέθοδος με τα πιο καθαρά εκχυλίσματα.
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Μετά την προσθήκη του οργανικού διαλύτη το σύστημα των δύο
φάσεων ανακινείται, φυγοκεντρείται και ακολουθεί παραλαβή της
οργανικής στοιβάδας, εξάτμιση του διαλύτη και ανασύσταση του
στερεού υπολείμματος
Καθαρή τεχνική

Εκχύλιση στερεάς φάσης (SPE) και παραλλαγές
1. εξισορρόπηση (απομάκρυνση αέρα, ενεργοποίηση

υποκαταστατών)
2. τοποθέτηση δείγματος (συγκράτηση)
3. έκπλυση (απομάκρυνση ενδογενών συστατικών)
4. έκλουση
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Ταυτόχρονος με την ανάλυση καθαρισμός (On-line clean-up)
Το δείγμα ενίεται είτε απευθείας είτε μετά από κατακρήμνιση
πρωτεϊνών στο σύστημα του υγροχρωματογράφου, το οποίο εκτός
από την αναλυτική στήλη, περιλαμβάνει μία ή δύο στήλες καθαρισμού
(extraction columns).

Με τη βοήθεια βαλβίδων και πολυκάναλων αντλιών το δείγμα
φορτώνεται αρχικά στη στήλη καθαρισμού με κατεύθυνση της
ροής στα απόβλητα, και ακολούθως οι αναλύτες εκλούονται στην
αναλυτική στήλη.
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Οι διαλύτες φόρτωσης έχουν σύσταση (με πολύ υψηλή αναλογία
υδατικού μέρους) που επιτρέπει τη συγκράτηση των αναλυτών
και την άμεση έκλουση των συστατικών του μητρικού υλικού.

Ως διαλύτης έκλουσης των αναλυτών από τη στήλη καθαρισμού
χρησιμοποιείται κινητή φάση με υψηλή αναλογία οργανικού
μέρους, με την οποία το δείγμα φορτώνεται στην αναλυτική στήλη
και εκλούεται από αυτή.

Με τη χρήση δύο στηλών καθαρισμού (switching column) ο
συνολικός χρόνος ανάλυσης μειώνεται θεαματικά.
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Η κατεργασία των βιολογικών δειγμάτων οδηγεί σε
καθαρότερα χρωματογραφήματα, αναλόγως και της
εκλεκτικότητας του ανιχνευτή

Sirolimus:
HPLC – UV
Example
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Sirolimus:
LC – MS/MS
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Αυτοματοποίηση μεθόδων κατεργασίας

Πλάκες 96-θέσεων

Πλεονεκτήματα
 Σημαντικά μικρότερος χρόνος αναλυτικής πορείας
 Εξοικονόμηση χρόνου για τον αναλυτή
 Ελαχιστοποίηση λαθών

Ρομποτικά συστήματα
διαχείρισης υγρών
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Εσωτερικό πρότυπο

Στις βιοαναλύσεις, λόγω της προκατεργασίας, κρίνεται
απαραίτητη η χρήση εσωτερικού προτύπου. Ως εσωτερικό
πρότυπο καλείται μια ουσία με παρόμοιες φυσικές και
χημικές ιδιότητες με αυτές της προσδιοριζόμενης ουσίας,
καθώς επίσης και παρόμοια χρωματογραφική
συμπεριφορά. Ιδανικά, ισοτοπικά επισημασμένα μόρια.
To εσωτερικό πρότυπο προστίθεται σε ένα δείγμα σε
γνωστή (και σταθερή) συγκέντρωση με σκοπό τη
διασφάλιση της αξιοπιστίας του ποσοτικού προσδιορισμού
των συστατικών του δείγματος.

y=ax+b, όπου y=ο λόγος των εμβαδών του αναλύτη προς
το εσωτερικό πρότυπο και
x=η συγκέντρωση του αναλύτη
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Νεότερες μορφές συλλογής και μεταφοράς
βιολογικών δειγμάτων

-Ξηραμένες κηλίδες βιολογικού υλικού επί χάρτου (Dried
Matrix Spots)

-Dried Blood Spots (DBS)
-Dried Plasma Spots (DPS)
-Dried Urine Spots (DUS)
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Ξηραμένες κηλίδες βιολογικού υλικού επί χάρτου (Dried Matrix Spots)

Πρόκειται για ειδικό χαρτί (Guthrie card, συνήθως Whatman 903) στο
οποίο εναποτίθεται το βιολογικό υγρό (συνηθέστερα αίμα).
Αφήνεται να στεγνώσει και στη συνέχεια μπορεί να αποθηκευτεί μέχρι
την ανάλυση. Συνήθως δεν απαιτείται καταψύκτης για τη φύλαξή τους.
Για την ανάλυση αποσπάται ένας δίσκος από την κηλίδα συγκεκριμένης
διαμέτρου, που αντιστοιχεί σε συγκεκριμένη ποσότητα βιολογικού υγρού.
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 Προετοιμασία των DBS (γάντια μιας χρήσης)

Το συλλεχθέν αίμα με αντιπηκτικό
(π.χ. EDTA) τοποθετείται στις κάρτες
το συντομότερο δυνατό με πιπέττα

Οι κηλίδες αφήνονται να
στεγνώσουν για μερικές ώρες

Οι κάρτες τοποθετούνται σε αεροστεγείς
σακούλες με γάντια, μαζί με 1 - 2
φακελάκια ξηραντικού για προστασία από
πιθανή υγρασία
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Φαινόμενο αιματοκρίτη

Ht% είναι το ποσοστό του αίματος που αντιστοιχεί στα
ερυθροκύτταρα.

20% 60%
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Αιματοκρίτης 25 Αιματοκρίτης 75

Αποσπάται διαφορετική ποσότητα αίματος ανά δίσκο!!!!

Με τοποθέτηση ίδιας ποσότητας αίματος στο χαρτί,
λαμβάνονται κηλίδες διαφορετικής επιφάνειας
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Ειδικά για την περίπτωση του αίματος (DBS) o όγκος που
αντιστοιχεί σε κάθε κηλίδα δεν είναι σταθερός, αλλά εξαρτάται από
τον αιματοκρίτη, το βαθμό κορεσμού της κηλίδας, το πάχος του
χάρτη, καθώς και το βαθμό της αιμόλυσης που έχει υποστεί το
βιολογικό δείγμα.
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Αν π.χ. η καμπύλη βαθμονόμησης έχει γίνει με αιματοκρίτη
40 κάθε αποσπώμενος δίσκος αντιστοιχεί σε  x μL αίματος.
-Για άγνωστα δείγματα με αιματοκρίτη < 40, ο
αποσπώμενος δίσκος αντιστοιχεί σε y < x μL αίματος
(Αρνητικό σφάλμα).
-Για άγνωστα δείγματα με αιματοκρίτη > 40, ο
αποσπώμενος δίσκος αντιστοιχεί σε z > x μL αίματος
(Θετικό σφάλμα).

Επομένως, απαιτείται διόρθωση των συγκεντρώσεων
που υπολογίζονται!!!!

Για τιμές αιματοκρίτη ~ 40, δεν απαιτείται ΟΥΣΙΑΣΤΙΚΑ
διόρθωση, λαμβανομένης υπόψιν της δυνατότητας για
ανοχή ± 15% από την πραγματική τιμή
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 Ανάλυση δειγμάτων DBS

• Λήψη δίσκου
• Προσθήκη διαλύτη εκχύλισης (φιαλίδιο, 96-well

plate)
• Ανακίνηση
• Εξάτμιση, ανασύσταση
• Ανάλυση (ανίχνευση, ποσοτικοποίηση)

punching

extraction
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 Puncher

Αυτοματοποίηση…
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 Εξοπλισμός

• LC-MS/MS
• UV-spectrophotometer
• Fluorescence, chemiluminescence detector κτλ
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 Πλεονεκτήματα DBS (vs plasma)

1) Σταθερότητα (απλή ψύξη)
2) Μικρότερος απαιτούμενος όγκος αίματος
3) Πιο εύκολη αποθήκευση/μεταφορά των δειγμάτων
4) Μηδενικός χρόνος προκατεργασίας (όχι φυγόκεντρος κτλ)
5) Ελαχιστοποίηση των λαθών
6) Αποφυγή επιμόλυνσης
7) Εύκολη λήψη δείγματος (τριχοειδικό αίμα)
8) Αποφυγή ελέγχου ψύξης-απόψυξης δειγμάτων
9) Ελαχιστοποίηση της επίδρασης μητρικού υλικού (matrix

effect)
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 Μειονεκτήματα DBS (vs plasma)

1) Το φαινόμενο του αιματοκρίτη (αξιόπιστοι προσδιορισμοί;)
2) Τα φαρμακοκινητικά δεδομένα αναφέρονται στο πλάσμα και

η συσχέτιση δεν είναι πάντοτε εύκολη
3) Το πλάσμα είναι το υλικό που έχουν ‘συνηθίσει’ τα

εργαστήρια
4) Οι συγκεντρώσεις στο πλάσμα είναι μεγαλύτερες από τις

αντίστοιχες στο αίμα (ευαισθησία;)
5) Δυσκολία στην παρασκευή προτύπων
6) Απαιτείται έλεγχος ομοιγένειας των κηλίδων
7) Ο έλεγχος της ακεραιότητας της αραίωσης είναι πιο

δύσκολος
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Χρήση DBS:

-Νεογνικός έλεγχος
(για μία σειρά
Κληρονομούμενων
Μεταβολικών νοσημάτων)

-Παρακολούθηση επιπέδων
Φαρμάκων (Therapeutic drug monitoring/PK
studies)

-Τοξικολογικές αναλύσεις

-Μοριακή ανάλυση (DNA analysis)
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Προοπτική DMS

 Πολλά υποσχόμενη τεχνική αποθήκευσης-χειρισμού
βιολογικών δειγμάτων (σταθερότητα, εύκολη μεταφορά,
λιγότερος όγκος αποθήκευσης, αποφυγή επιμολύνσεων)

 Η ευαισθησία των προσδιορισμών συνιστά πρόκληση με
τόσο μικρούς όγκους (ειδικά για μεταβολίτες). Οι πολύ
μεγάλοι δίσκοι δεν είναι εύκολα διαχειρίσιμοι

 Ιδανικό υλικό για ανιχνευτές MS/MS. (περιορισμένο
φαινόμενο υποβάθρου, matrix effect). Απαιτούνται οι πλεόν
ευαίσθητοι ανιχνευτές

 Η μη αυτόματη απόσπαση των δίσκων είναι χρονοβόρα.
Για υψηλή ταχύτητα ανάλυσης η αυτοματοποίση, μαζί με
χρήση πλακών μικροτιτλοδότησης 96 θέσεων είναι πολύ
χρήσιμη.


