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ANOTACIJA

Populacijas biomarkieru noteikSana notekiidenos ar nano-plismas Skidrumu
hromatografiju- masspektrometriju. Prikulis A., zinatniskie vaditaji Dr. chem., prof.
Bartkevi¢s V, doktorants Mg. chem. Fedorenko D. Bakalaura darbs, 42 lappuses, 17 attéli,

11 tabulas, 62 literaturas avoti. LatvieSu valoda.

Darba gaita tika ievakti notekiidenu paraugi no dazadam Latvijas pilsétu (Daugavpils,
Jelgava, Jekabpils, Jarmala, Liepaja, R€zekne, Riga, Salaspils, Tukums, Valmiera un Ventspils)
notekidenu attiriSanas iekartam. Pielietojot nano-pliismas Skidruma hromatografijas — Orbitrap
masspektrometriskas metodi tika veikta populacijas biomarkieru un farmaceitisko Ilidzeklu
satura noteikSana notekiidenos. Tetrabultiamonija bromids tika izmantots par jonu paru
reagentu injekcijas sastava, lai uzlabotu polaro analitu sorbciju kolonna. Veicot paraugu
sagatavosanu bez papildu attirisanas ar dilute-and-shoot pieeju un izmantojot atskaidiSanas

faktoru 5 tika panakta jutiba no 0,005 Iidz 0,3 pg/L ar matricas efektiem robezas no 70 % lidz
111 %.

POPULACIJAS BIOMARKIERI, NOTEKUDENI, NANOPLUSMAS SKIDRUMA
HROMATOGRAFIJA, ORBITRAP MASSPEKTROMETRIJA, FARMACEITISKIE
SAVIENOJUMI.



ANOTATION

Determination of population biomarkers in effluents by nano-flow liquid
chromatography- mass spectrometry. Prikulis A., supervisor Dr. Chem., prof. Bartkevics, Mg.
Chem. Fedorenko D. Bachelor’s thesis, 43 pages, 17 figures, 11 tables, 62 literature references.

In Latvian.

In the course of the work, wastewater samples were collected from various wastewater
treatment plants in Latvian cities (Daugavpils, Jelgava, Jekabpils, Jirmala, Liepaja, R€zekne,
Riga, Salaspils, Tukums, Valmiera and Ventspils). The content of biomarkers and
pharmaceuticals in wastewater samples was determined employing nanoflow liquid
chromatograpy — Orbitrap mass spectrometry. Tetrabutilammonium bromide was used as an
ion pair reagent to improve sorption of polar analyte molecules. Sample preparation procedure
was performed using dilute-and-shoot approach without particular clean-up with dilution factor
of 5. The sensitivity achieved was from 0,005 to 0,3 pg/L, and matrix effects were from 70 to
111%.

POPULATION BIOMARKERS, EFFLUENTS, NANOFLOW LIQUID
CHROMATOGRAPHY, MASS SPECTROMETRY, PHARMACEUTICALS.
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IEVADS

Notekiideni ir sarezgita matrica, kas satur informaciju par populacijas veselibas un
dzivesveida raditajiem. Notekiidenu monitorings jau sen tiek izmantots legalo un nelegalo
narkotiku lietoSanas paradumu novéro$anai. Vismodernakas analitiskas metodes sp¢j atklat ari
narkotisko vielu izgasanas kanalizacija gadijumus.! Notekiidenu epidemiologijas péttjumi
sniedz ieskatu ar1 alkohola lietoSanas, smé&kéSanas un citu dzivesveida paradumu
novértésanai.>® Pédgjos gados notekiidenu monitoringa programmas ir kluvusas par svarigu
informacijas avotu COVID-19 virusa uzraudzibai pandémijas laika. Ar to palidzibu iesp&jams
ne tikai iegit statistiku par inficéto gadijumu skaitu un izplatibu, bet ari prognozet jaunu
uzliesmojumu gadijumus un paredz€t jaunu variantu izplatibu, ka arT noveérot faktisko slimibas
izplatisanos atrumu pirms kliniska apstiprinajuma.*® Loti svarigs notekiidenu epidemiologijas
merkis ir novertét farmaceitisko un personigas higiénas lidzeklu lietosanu un to atliekvielu

nonaks$anu daba, kas var radit risku videi un tas ekosistéemam.’®

Jonu para reagenta izmantoSana polaru savienojumu hromatografiskas atdaliSanas
uzlaboSanai ir efektivs veids, ka apvienot vairaku savienojumu ar dazadam polaritatém
noteik§anu viena analiz€, neizmantojot sarezgitas metodes ka divdimensiju kolonnu
hromatografija.!%! Nano-pliismas kidrumu hromatografija ir perspektiva analitiskd metode.
Ta sp€j uzlabot analizes jutibu, lauj samazinat paraugu sagatavoSanu, lauj efektivi veikt
paraugu atskaidisanu ka rezultata matricas efekti var tikt samazinati lidz véra nenemamiem.?"
14 Tas prieksrocibas ir mazs $kidinataju patérin$, kas saskan ar zalas kimijas principiem un
samazina analizes izmaksas un ietekmi uz vidi, labaks hromatografiskais atdalijums,
samazinats injekcijas tilpums un viegla savieno$anas ar masspektrometriju. Tomér nano-
plismas Skidrumu hromatografijai ir arT savi trikumi, tade] ir janoverté vai metode ir piemérota
mérkim.?>!® Orbitrap MS pielietosana apkartgjas vides paraugu analizé ir perspektiva, jo lauj
panakt labaku selektivitati un mazaku fona Iimeni salidzinajuma ar citam MS metodém,

pieméram tandéma MS.1"18

Darba merkis: raksturot farmaceitisko savienojumu un populacijas biomarkieru saturu

notekiidenos Latvijas pilsétas.
Uzdevumi:

1. Izpéetit literatiiru par populacijas biomarkieriem un farmaceitiskiem preparatiem

notekiidenos.



Pielietot nano-plismas S$kidruma hromatografiju — Orbitrap masspektrometriju
biomarkieru un farmaceitisko lidzeklu noteikSanai notekiidenos un veikt metodes
validaciju.

Raksturot matricas efektus pétamajiem savienojumiem.

Novertét jonu para reagenta izmantoSanu polaru savienojumu sorbcijas uzlabo$anai.
Noteikt farmaceitisko savienojumu un populacijas biomarkieru saturu realos

notekiidenu paraugos no dazam Latvijas pils€tu attiriSanas iekartam.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Populacijas biomarkieri

Populacijas biomarkieri ir plasi izmantoti, lai sekotu Iidzi populacijas paklautibai
toksiskam vielam, farmaceitisko vielu atliekvielam, vides piesarnotajiem, ka art dazadu slimibu
riska prognozesanai vai identific€Sanai, populacijas veselibai un dzives veida paradumiem.
Notekiidens ir bagats ar biologisku un kimisku informaciju, kas atspogulo sabiedribas veselibu.
Ar informaciju par dazadu biomarkieru izdali$anos, to parvertibam notekidenos un iedzivotaju
skaitu, kas dod ieguldijumu noteikta sateces baseina, populacijas biomarkieriem ir potencials
sniegt informaciju par populacijas ekspoziciju ar kimiskajam vielam, pat€rinu un citiem

veselibas aspektiem. *°

Notekudenu epidemiologijas (WBE) pieeja ir balstita uz cilvéku veselibas biomarkieriem,
kas izdalas ar urinu un fekalijam un nonak notekiidenu sistéma. ST pieeja tiek arvien vairak
izpétita ka ieverojams instruments, lai novertétu populacijas paklautibu vielam un patogéniem
vai to iedarbibas raditajus, legalo un nelegalo narkotisko vielu lietoSanas paradumus,
farmaceitisko vielu patrinu un iedzivotaju dzivesveida paradumus. Ta ir neinvaziva metode un
to veic populacijas méroga, tadgjadi pasargdjot individu privatumu. Lidz Sim WBE
vispazistamakais pielietojums ir bijis nelegalo narkotisko vielu patérina apléses. Potencialie
pielietojumi ieklauj sistematiska oksidativa stresa kvantitativu noteikSanu, infekcijas slimibu
un patogénu noteik$anu, farmaceitisko vielu un to metabolitu noveért&jums, populacijas lieluma
markieru kvantitativu noteikSanu, ripnieciskas kimijas iedarbibas markieru noteikSanu un
partikas un di€tas markieru noteikSanu. Ar WBE pieeju var veikt ar telpiskas un laika

tendences, ka ar reakcijas uz dazadiem notikumiem konkrétos sateces baseinos. 192!

Lai WBE izmantotu vides faktoru iedarbibas vai citu ar veselibu saistitas informacijas
kvantificéSanai vai aplésém par vielu pate€rinu uz vienu iedzivotaju, ir jasaprot populacijas
lielums, kas iegulda konkrétaja sateces baseina. Lidz Sim public€tos rakstos savakSanas
periodam raksturigais populacijas lielums, de facto iedzivotaji, ir ieviesusi vislielako
nenoteiktibu. Populacijas lieluma izmainas vai ne parak atjauninatu datu lietoSana var
nepamatoti samazinat vai palielinat apléses par ikdienas patérinu un iedzivotaju. Notekiidenu
attirisanas iekartu (NAI) apkalpoto iedzivotaju skaits parasti tiek aprékinats péc to projektétas
jaudas, tautas skaitiSanas datiem, vai hidrokimiskajiem parametriem. Tautas skaitiSanas dati
balstas uz fiksetu iedzivotaju skaitu atbilsto$i majas adresei, kas parasti netiek atjauninatas un

nerékinas ar izmainam saistiba ar tirismu vai parvietoSanas modeliem. ledzivotaju skaits tiek
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aprékinats ar1 izmantojot hidrokimiskos parametrus, pieméram kimiska skabekla paterinu,
biologiska skabekla patérinu, kop&jo slapekli un fosforu. Tomer Sie parametri atspogulo ne tikai
cilveka metabolisma atliekas, bet jebkuru biodegradéjamu vielu, kas ieklist notekiidenu
sisteéma, ko izmaina riipnieciskas izpliides, lauksaimnieciska darbiba, partikas atkritumi u.c.
Amonija saturs notekidenos ari ir noteikts, ka netie$s urina markieris, kas dod zemakas
populacijas vertibas, neka tas, kas iegiitas no hidrokimiskajiem parametriem un tautas

skaitiSanas datiem, tomér tas nespgj atskirt cilvéku ieguldijumu no kop&ja ieguldijuma.®?

Ta ka populacijas lieluma biomarkierim ir jaatspogulo populacijas lielums, kas iegulda
noteklidenu sistéma, ta ekskrécijai teorétiski vajadz€tu biit relativi nemainigai dienas, kad
populacijas izmainas nav notikusas. Kopg&jai ekskrécijai vajadzetu korelet ari ar tautas
skaitiSanas datiem, jo 1pasi, ja populacijas lieluma biomarkieris var noklit notekidenu sist€émas

no lauksaimniecibas darbibam, pieméram, urinviela vai virszemes idenu piesarnojuma. 2

Balstoties uz Iidzs8ingjo sapratni, populacijas lieluma biomarkierim biitu jaatbilst vismaz
pieciem kriterijiem: (1) tam ir jabat kvantific§jamam; (2) tam ir maza afinitate pret notekiidenu
dalinam vai filtrpapiru; (3) tam ir jabut stabilam notekiidenos; (4) tam ir jabut patstavigai
ekskrécijai un (5) kopgjai ekskrécijai vajadzetu korelet ar tautas skaitiSanas populacijas

aplésém, tas nozimée, ka nevajadzétu biit citam ieguldijumam, iznemot cilvéka metabolismu. 2

Analitiskai metodei biitu jaspgj veikt noteikSanu zemos Itmenos, kuros atrodas meklgjama
biomarkiera koncentracija, izmantojot piemé&rotako paslaik pieejamo analitisko metodi.
Sekojosie faktori kalpo aplésém par nepiecieSamajam populacijas markieru koncentracija urina:
(1) lielakajai dalai analitisko metozu, kuras analizé notekiidenus analitu kvantificéSanas limits
(LOQ) ir ap ng/L koncentracijam!®?3, (2) ikdienas urina izdali$anas ir aptuveni 1 L un (3)
ikdienas fidens patérins parasti ir vairaki simti vai pat daZi tiikstosi litru uz vienu iedzivotaju.?
Tadgjadi minimala populacijas biomarkiera koncentracijai urina vajadzetu bt aptuveni pg/L

koncentracijas robeZas, lai nodrosinatu ta kvantificésanu notekiidenos. 2

Notekiideni satur suspendétas dalinas, kas paraugu sagatavoSanas procesa ir janofiltré
pirms analizes. Ja biomarkieris adsorb&jas uz $Stm dalinam vai filtra materiala, analitiska
atglistamiba un metodes precizitate tiks ievérojami samazinata. Tas ar1 varétu ietekmét kop€jo
populacijas markiera daudzumu savaktaja parauga, jo suspendéto dalinu daudzumu paraugos

biitu sarezgiti uzturét konstantu. 2

Stabilitate arT ir svarigs kritérijs izv€loties piemérotu populacijas lieluma biomarkieri.
Lielpilsétu notektidenu attiriSanas iekartas, kas apkalpo 500000 iedzivotaju var paiet pat 7 h

lidz notekiideni sasniedz paraugu nemsanas vietu. Sis aizkaves laiks var palielinaties lidz 15 h
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mazakas notekiidenu attiriSanas iekartas. Turklat savaktie paraugi parasti atrodas NAI
automatiskajos paraugu némgéjos ne ilgak ka 24 stundas, ja tos savac kombinétais paraugu
némejs. Lidz ar to, pat ja p&c savakSanas analiz€jamo vielu koncentraciju var stabilizet,
analiz€jamo vielu zudumus notekiidenu caurulvados un NAI automatiskajos paraugu némejos

ir griiti novertet, ja dazu stundu laika notiek to ievérojama sadaliSanas. 22

Izmantojot populacijas lieluma biomarkieri (PLB), dazadu vielu lietosanu var novertet
ta, lai nebiitu nepiecieSams precizi noteikt populacijas lielumu. Atliekvielu (vai sakotngjo vielu
metabolitu) koncentracijas tiek normaliz€tas pret PLB koncentraciju notekiidenos péc

vienaduma 1.1.%2

patérins uz iedzivotaju

_ atliekvielu kocentracija PLB ekskrécijas atrums (1.2)

PLB koncentracija “atliekvielu ekskrécijas faktors

Novertgjot analitu kvantificéSanas iespgjas, afinitati pret suspendétam dalinam, stabilitati
notekidenos aprékini p&c kotinina, kofeina un 5-hidroksiindoletikskabes (5-HIAA) (1) (skatit
1.1. attelu) sakrit ar tiem, kas rékinati, izmantojot hidrokimiskos parametrus. Izvertgjot ari
ekskréciju starp nedélas dienam populacijas méroga izdalijas gan kotinins, gan 5-HIAA ar
nemainigu atrumu un abas koncentracijas labi korelja ar tautas skaitiSanas datiem. Gan
kotinins (2) (skatit 1.1. att€lu), gan 5-HIAA ir piemé&roti populacijas lieluma biomarkieri, bet

5-HIAA var biit piemérotaks starptautiskiem salidzinajumiem, jo smé&k&Sanas paradumi

pasaules regionos ir atskirigi. 21?2
H N
N OH ~ |
/ AN N0
HO
1 2

1.1. att. 5-HIAA un kotinina struktiirformulas

Biomarkieri, kas atspogulo digtas TpaSibas, varétu sniegt papildus informaciju partikas
patérina paradumiem populacijas izméra. Sie biomarkieri sniegtu visparigaku informaciju par
diétas paradumiem. Sada pieeja lautu izvairities no neskaidribam, kas saistitas ar partikas
biomarkieru daudzuma atskiribam partikas produktos. Pieméri $adiem biomarkieriem biitu
tdent S$kistosi vitamini, kuru 24 h izvadiSanas urina korelé ar uztura uznemto, ka ari augu
izcelsmes polifenoli, kuru izvadiSanas ar urinu korel€ ar kermena masas indeksu (BMI). Ka ar1

metabolomikas pétijumi ir atklajusi biomarkierus, kas izdalas ar urinu, specifiskiem partikas
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produktiem, ka vinogas, kviesi, krustzieZzu dzimtas darzeni, citrusaugli, aboli un dazadas galas.
Digtas biomarkieri papildinatu pastavosas pieejas, lai novertétu iedzivotaju partikas paterina un

uztura paradumus.*®

Pastav ar1 biomarkieri, kurus potenciali varétu izmantot ka populacijas veselibas
markierus. PlaSaku saprasanu par oksidativo stresu var€tu sniegt 8-iSO-prostaglandina
méerfjumus papildinot ar 8-hidroksi-20-deoksiguanozins, kas ir saistits ar oksidativiem DNS
bojajumiem smekésanas rezultata. Nemot vera, ka smekesanas paradumus var izmérit WBE
izmantojot citus biomarkierus, ka kotininu, biitu noderigi apspriest stresa biomarkierus, kuru
izdaliSanos neietekmé smékesana. Ortotirozins ir proteinu oksidacijas stresa biomarkieris, kura
izdaliSanas limeni ir paaugstinati tados gadijumos, kad ir cukura diab&ts un nieru mazspgja.
Urina olbaltumvielas un to fragmenti piedava iesp&jas pétijumiem ar biomarkieriem WBE,

tomér rutinas analizes notekiidenos tiem vél nav piedavatas. 1°

Alkohola un tabakas izstradajumu paterin$ ir svarigs sabiedribas dzivesveida un
paradumu raditajs. Parmeériga alkohola lietoSana izraisa daudzus nelabvéligus veselibas
trauc€jumus un izraisa Iidz pat 5,3% no visiem naves gadijumiem visa pasaulé. Kaut art
vairakos pasaules regionos alkohola lietotaju skaits péd&jo 20 gadu laika ir samazinajies,
kopégjais alkohola paterins uz vienu pasaules iedzivotaju, kas vecaki par 15 gadiem, 2016. gada
bija 6,4 litri, kas ir par 1,1 litru vairak ka 2005. gada. Ari tabakas izstradajumu lietoSana ir
saistita ar daudziem novérSamiem veselibas riskiem, tadel ta ir svariga iesp&ja faktiskai

alkohola patérina novértésanai un notekiidenu epidemiologijas monitoringa.?%

Sanitacijai ir galvena loma aizsardziba pret infekcijas slimibu izplatibu, koncentrgjot no
kopienas izvadito zarnu mikrobu slodzi viena notektidenu pliisma talakai apstradei. Tas padara
notekiidenus par idealu matricu slimibu uzraudzibai, jo tie atspogulo visu zarnu patogénu slodzi
no vietgja sateces baseina un aptver kopienas slimibu slogu. WBE infekcijas slimibu
uzraudzibai ir topoSs lauks, kas ir aktuals visa pasaulé un ta potencials turpina pieaugt, ka tas
tika konstatéts COVID-19 pandémijas laika, jo strauji attistas augstas caurlaidibas

sekvenc@sana, bioinformatika un biostatistika, kas atbalsta arvien spécigakas metodes. *°

Notektdeni var sniegt daudz epidemiologisko datu un pasreizgjie centieni koncentrgjas
izvertét potencialu izmantot neapstradatus notekiidenus un notekiidenu attiriSanas iekartu
ietekas, lai uzraudzitu farmaceitisko vielu patérinu, veselibu un dzivesveida paradumus,
iedzivotaju slimibu slogu, ka ar1 izvertetu aprité esoSo antibiotiku rezistences génu
daudzveidibu un bagatibu, sniegtu savlaicigu bridindjumu par gaidamajiem riskiem un

novértétu antibiotiku parvaldibas un veselibas intervences programmas.
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Tomeér parliecinosi pielietojumi biomarkieriem notekiidenos ir atkarigi no vairakiem
laukiem, kuros ir nepiecieSama lielaka saprasana. Piem&ram urina biomarkieri, kuri netiek
metabolizeti vai parveidoti cilvéka organisma vargtu nebut derigi biomarkieri sateces baseinos,
kas tiek izmantoti lauksaimniecibas, pértikas pérstra’ldes, Ldmiskajai un farmécij as Iﬁpniecibai.
tos parveido zarnu mikroflora un citi mikroorganismi, kas pastav notekﬁdegu sisteéma. Tﬁdél ka
prioritate ir jaizvirza mérkis izvel&ties stabilus, labi zinamus un aprakstitus biomarkierus, lai

iegiitu objektivu informaciju.*®
1.1.1. 5-HHA

Cilveka metabolisma raksturigas endogénas kimiskas vielas ar viendabigu izdaliSanos
visa sabiedriba un zemu dispersiju bitu ideali de facto populacijas lieluma markieri. Tiek
piedavati dazadi biomarkieri populacijas lieluma novértéSanai, bet paslaik 5-HIAA tiek
uzskatits par vispiem&rotako endogéno populacijas lieluma biomarkieri, kas atbilst lielakajai

dalai notekiidenu epidemiologijas kriterijiem. °

5-HIAA ir endogéns savienojums, kas rodas neirotransmitera, serotonina, metabolisma
un tiek izvadits ar urinu (skatit 1.2. att€lu). Ta ekskrécija nav atkariga no pasaules regiona un
tade] tas ir vairak piemerots internacionaliem salidzinajumiem. Ta konsekvents izdaliSanas

atrums urina ir aptuveni 3,44 pg/cilvéku/diena.?

HO ,CH,CH,NH,
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NAD NADH NAD NADH
\_/ \\/'
Etanols ADH Acetaldehids ALDH Acetats

1.2. att. Serotonina metabolisms%®

Tomer pastav probléma ar biomarkieru stabilitati kanalizacijas sisteémas, jo tas parasti

satur biofilmas, kas ir bagatas ar mikroorganismiem, kas sp&j parveidot vai degradét organiskos

12



savienojumus. Saskana ar literattiras datiem 5-HIAA uzradija vislabako stabilitati no vairakiem
parbauditajiem populacijas lieluma biomarkieriem notekiidenu paraugu nemsSanas un
uzglabasanas stabilitates testos, tomér tas ir salidzinosi nestabils neattiritos notekiidenos. Ta
metabilsulfitu (Na2S20s) (2 g/L) vai paskabinot notekiidenu paraugus Iidz pH 2. Tas ari
neuzradija afinitati pret suspendétajam dalinam. Sie rezultati nodrosina apstaklus, lai 5-HIAA
varétu izmantot korekcijai pret faktisko populaciju un, plasi izmantot WBE ka populacijas

lieluma biomarkieri, 1°20:22

Tomer pastav ar1 intraindividualas un starpindividualas atskiribas 5-HIAA izdaliSana, ko
var ietekm& dazas slimibas, piem&ram, karcinoida audzgjs, karcinoida sindroms vai
malabsorbcijas sindromi ka celiakija, vai dazu auglu un riekstu daudzums uztura, vai pat
uznemta sals daudzums. Tomér 5-HIAA ekskrécijas atSkiribas, kas saistitas ar di€tas un uztura
paradumiem kopgjas populacijas méroga netiek uzskatitas par batiskam. Ar urinu izdalito 5-
HIAA daudzumu var palielinat arT uznemot zales un partiku, kas satur triptofanu, no ka veidojas
serotonins cilvéka organisma (skatit tabulu 1.1). Neatkarigi no serotoninu un ta metabolismu

ietekm@&joSiem faktoriem, tika iegiita laba linearitate starp populacijas lieluma biomarkiera, 5-

HIAA, izdalianos un tautas skaitisanas populaciju. 20222/
1.1. tabula
Partikas produkti un arstnieciskie lidzekli, kas var veicinat paaugstinatu serotonina
daudzumu
Partikas produkts | Arstnieciskie lidzekli
Avokado Acetaminoféns
Banani Acetanilids
Kivi Kofeins
Ananasi Hlorpromazins
Plimes Varfarins
Tomati Dekstroamfetamins
Baklazani Efedrins
Pekanrieksti Fluoruracils
Hikorijas rieksti Gvaifenezins
Valrieksti Melatonins
Sokolade 5-Aminosalicilskabe
Kafija Metokarbamols
Titara gala Naprokséns
Cigaretes Nikotins
Teja Fenobarbitals
Fenacetins
Fenotiazins
Rezerpins
Dekstrometorfans
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Neatkarigi no ta, tika iegiita laba linearitate starp populacijas lieluma biomarkiera, 5-

HIAA, izdali$anos un tautas skaitianas datiem. 2022

1.1.2. Etilsulfats

Alkohola (etanola) patérin$ ir svarigs sabiedribas veselibas un dzivesveida paradumu
biomarkieris. Ir sakaribas, kas saista populacijas kop&jo alkohola patérinu ar alkoholismu un
neatbildigu un vai parmérigu alkoholisko dz€rienu lietoSanu. Parmérigai alkohola lietosanai ir
negativa ietekme uz veselibu gan ilgtermina, gan istermina. Informaciju par alkohola patérinu
var giit no alkohola tirdzniecibas statistikas, bet §ada informacija ne vienmér ir pieejama vai
uzticama, ta nesp€ rekinaties ar internacionalu tirdzniecibu, izSk&rdibu un krajumu
uzglabasanu. Ka arT no intervijam un paszinojuma aptaujam gtita informacija var biit nepreciza,
jo respondenti parasti neieklauj informaciju par parmérigas lietoSanas reiz€ém. Precizakai
alkohola patérina noteikSanai var izmantot specifisku ta metabolitu etilsulfatu (EtS) (3) vai
etilglikuronidu (EtG) (4) monitoringu (skatit 1.3. attglu).1%28-%0

CH3CH,0H

UDPGA PAPS

HOOC
0 C2H50 C2H50'SO3H

3

HO
OH OH

4
1.3. att. Etanola metabolisms par etilsulfatu un etilglikuronidu %

Etilsulfats un etilglikuronids ir etanola tieSie otras fazes metaboliti, kas salidzinot ar
pirmas fazes oksidativa metabolisma produktiem, neparsniedz 0,1%, no kop€jiem etanola
metabolisma produktiem. To koncentracija urina péc etanola uznemsanas sasniedz maksimalo
koncentraciju 4 h laika un ir detekt€jama vél 32 h péc etanola uznemSanas. Nenemot véra EtS
zemo izdaliSanas daudzumu péc etanola uznemsanas (0,010% - 0,016% no sakotngjas devas)
ta lielais daudzums, ko pateéré sabiedriba, lauj to noteikt notekiidenos. DaZos pétijumos EtS
daudzums notektidenos ir parversts etanola daudzuma, kas pateréts litros uz 1000 cilvékiem

diena, ko var ari parvérst standarta dzérienu vienibas. 192631
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Etilsulfata stabilitate ir pétita dazadas matricas un salidzinata ar citu etanola metabolitu
temperatira 7 dienu laika perioda EtS koncentracijas no vid€jas vertibas standartnovirze
neparshiedza 5%, savukart EtG koncentracija samazinajas +37°C un +25°C temperatira . Urina
paraugos istabas temperatiira, +4°C un -20°C temperatiira 3 nedélu perioda EtS standartnovirze
no vidgjas vertibas bija mazaka par 10%. Notekiidenu paraugos 18 h laika EtS neuzradija
degradacijas pazimes, savukart EtG koncentracija péc 18 h inkubacijas bija 50% no ta
sakotn€jas koncentracijas. EtS koncentraciju arl neietekmé iesp&jamas bakterijas, enzimi un
etanola koncentracija parauga. Sis ipasibas padara etilsulfatu par piemérotu biomarkieri

faktiskai etanola patérina novértgsanai.?83233

1.1.3. Diklofenaks

Diklofenaks (DCF) (5) (skatit 1.4. att€lu) ir nesteroids pretickaisuma lidzeklis, ko izmanto
sapju un iekaisuma slimibu arstéSanai. Latvija to pardod ar zimoliem ka Almiral, Diclac,
DicloGen, Diclovit, Falogel, Olfen, Voltaren Emulgel un Voltaren Forte.3* Ta plasakie
pielietojumi ir uznemot iekskigi, vai uzklajot uz adas g€la veida sapju un iekaisumu
mazinasanai vai miksto audu traumu gadijuma. To var uznemt ari rektali svecité un injekcijas

veida. Ta pretsapju iedarbiba var ilgt pat 8 h.3%%

Cl OH

ZT

Cl

1.4. att. Diklofenaka struktiirformula

Uznemto DCF cilvéka kermenis gandriz pilniba metabolizé. Konstatéts, ka lokala géla
adsorbcija ir mazaka par 10% un atlikusi dala tiek nomazgata no adas vai uznesta uz apgérba.
Liela dala no DCF, kas nonak notekiidenos varétu nakt caur adu neuznemtas devas
nomazgasanas cela, jo DCF plasi lieto géla veida. Lai mazinatu DFC piesarnojumu ir piedavata
procediira, kas ieklauj roku noslauciSanu ar papira salveti pirms mazgasanas, tadéjadi samazinot
notekiidenos nonakoso DFC no adas par 60%. No uznemtas devas 65-70% tiek izvaditi ar urinu
un 20-30% ar izkarnjjumiem ka pamatzales vai metaboliti (skatit 1.5.att€lu). Lielaka dala DCF
tiek metabolizeti cilveka organisma, un tikai < 1% no lietotas devas tiek izvadits nemetabolizeta

DCF veida. Pasaules Veselibas organizacija (WHO) ir defingjusi diklofenaka dienas devu ka
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100 mg, kas nozimgé, ka no §is devas mazak neka 1 mg tiek izvaditi no cilvéka kermena ka DCF

un aptuveni 11 mg ka ta konjugati. Pargja ievaditas devas dala tiek izvadita ka DCF metaboliti

vai to konjugati, tomér galveno DCF metabolitu pretiekaisuma aktivitate ir vismaz 10 reizes
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H :
7 N | COOH
HO cl

4’-hidroksidiklofenaka glikuronids
zemika salidzinajuma ar DCF aktivitati.3®3’
1.5. att. Diklofenaka metaboliskais cel$ cilvéka organisma.®

1.1.4. Gabapentins

Gabapentins (6) (skatit 1.6. att€lu) ir pretkrampju lidzeklis, ko izmanto arT epilepsijas un
peécherpetiskas neiralgijas arstéSanai, biezi tiek izmantots tam neparedz&tiem noltikiem. To
izraksta, lai arstetu plasu veidu sapes, ko var uzskatit par atbildes reakcija uz opioidu epidémiju,
un ar citas ar sape€m nesaistitas diagnozes, tostarp bipolaros trauc€jumus un nemierigo kaju

sindromu.®®

NH,

1.6. att. Gabapentina struktiirformula
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Gabapentinu biezi izraksta ar1 veterinararsti, ari tam neparedzétam lietojumam. Ir maz
pieradijumu, kas pamatotu ta plaSo izmantoSanu ka pretsapju Iidzekli, tomér veterinararsti

dazreiz dod prieksroku gabapentinam virs nesteroidiem pretiekaisuma lidzekliem.*

Gabapentins cilvéka organisma netiek metaboliz€ts organisma un tiek izvadits nemainita

veida caur nierém. Savukart dazados dzivniekos gabapentins tiek metabolizéts atskirigi. 4!
1.1.5. Ibuprofens

Ibuproféns (7) ir nesteroids pretickaisuma lidzeklis, ko izmanto sapju, drudza un
ickaisuma arstéSanai. Tas ir 1&ts bezrecepSu lidzeklis, kuram ir plass paredzéto lietojumu skaits.
Ibuprofens ir toksisks videi, un koncentracija NAI un tdenstilpés pieaug, jo palielinas ta
patérins. Tas var radit bistamu ietekmi uz vidi ta biologiski aktivas dabas d€l, nemot véra, ka ta
tipiska deva ir 600 — 1200 mg un apméram 15% no uznemta daudzuma tiek izvadits
nemetabolizéta veida. Ibuproféna metabolisms paradits 1.7. att€la. Tradicionalas notekiidenu
attiriSanas metodes nav efektiva ibuproféna vai ta metabolitu attiriSanai tadel, tas klust
visureso$s Udenstilpés. Nonakot Gdenstilpés tas var bioakumuléties algés un citos tidens
ekosistému organismos un lielas koncentracijas var izraisit ilgtermina toksicitati vai apturét to

augSanu. Ari daziem ta metabolitiem ir noverotas toksiskas 1pasibas uz dens

ekosistemam. 194243
0 \
i 0 00N o NNs0.H
O HO H e
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Ibuprofena acilglikuronids Ibuproféna taurina konjugats
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1.7. att. Ibuproféna metabolisms cilvéka organisma*
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1.1.6. Kofeins

Kofeins (8) ( skatit 1.8. attélu) ir augos sastopams alkoloids, kas pieder pie metilksananu
klases. Tas ir plasi lietots centralas nervu sist€émas stimulants, kKo cilvéki uznem dazados veidos
gan no dabigiem avotiem, gan ar kofeinu bagatinatiem produktiem. Daba sastopamie kofeina
avoti ieklauj kafijas pupinas, t&jas lapas, kolas riekstus, kakao pupinas, gvaranas s€éklas un
paragvajas ileksa lapas (Mate). Kofeinu ari pievieno partikas produktiem, gaz€tajiem

dzérieniem, uztura bagatinatajiem un medikamentiem. >

(o)
W
A

1.8. att. Kofeina struktarformula

Kofeinu uznem aptuveni 90% no pasaules iedzivotajiem un galvenie ta avoti ir t&ja, kafija
energijas un Citi gazétie dzerieni. Galvenais kofeina lietoSanas mérkis ir mundruma sajitas
radiSana, garastavokla un veiktsp&jas uzlaboSana. Mazak svarigi ta uznemsanas iemesli ir to
saturo$o dz€rienu patikama garsa, socialie aspekti, uzlabotas koncentrésanas sp&jas, palielinata

fiziska energija un stresa mazinasna.*’*

Uznemta kofeina daudzuma noteik$anai dazadas populacijas ir izmantotas tadas metodes
ka kofeina metabolitu noteikSana urina un kofeinu saturoSu dz€rienu uznemsSanas bieZuma
aptaujas. Vidgjais diena uznemtais kofeina daudzums Amerikas Savienoto Valstu studentiem
(n = 1248) bija 159 mg un kafija bija galvenais ta avots.*’ Savukart Kanadas iedzivotaju (n =
79) vid&jais uznemtais kofeina daudzums diena bija 151 mg un lielakais kofeina avots, bija to
saturosi dzérieni.*® T&ja ir otrs galvenais kofeina avots un vidgjais diena uznemtais ta avots no
t&jas Kinas iedzivotajiem (n = 1082) bija 180 mg.*® Aptuveni 10% no iedzivotdjiem, kas

piedalijas $ajos pétijumos parsniedza ieteikto kofeina devu, kas ir 400 mg/diena.>®

Parmeériga kofeina lietoSana var radit nervu sist€mas traucg€jumus, ka miega trauc€jumus,
garastavokla izmainas, nervozitati, aizkaitinamibu, nemieru un saasinat jau esoSas psihiskos
traucgjumus. Kofeina pardozésana rada nelabvéligus sirds un asinsvadu sist€émas simptomus,
ka paaugstinatu asins spiedienu, aritmiju, sirdsklauves, miokarda infarktu un pat sirds
apstasanos. Toksiski efekti var iestaties ar dozam, kas lielakas par 1,2 g un dozas no 10 lidz 14

g ir letalas cilvékiem. Gritniec€m iesp&jama toksikologiska iedarbiba ieklauj embrionalos
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apgrutinajumus, ka spontano abortu, nedzivi dzimusus bérnus, priekslaicigas dzemdibas un
zemu dzimsSanas svaru. Tiek uzskatits, ka ierasta kofeina uznemsana devas 11dz 400 mg/d nerada
nelabvéligus riskus veselibai veseliem pieaugusajiem. Balstoties WHO un Health Canada
viedoklim, devas lidz 300 mg/diena nerada embrionalos apgrutinajumus vai nelabvéligus
iznakumus bérniba. Eiropas partikas dro$ibas iestade secinaja, ka 200 mg/diena nerada risku

vai bazas par augla drosibu. 4

Uznemto kofeina daudzumu notekiidenos var noteikt, izmantojot kofeinu un ta
metabolitus, paraksantinu (1,7-dimetilksantinu), 1-metilksantinu, 7-metilksantinu un 1,7-
dimetilurinskabi (skatit 1.9. att€lu). No tiem 1-metilksantins un 7-metilksantins var nebit
optimali kofeina uzpemsSanas biomarkieri, jo tie ir arT attiecigi teofilina un teobromina
metaboliti, kas ir dazos partikas produktos, dz€rienos un farmaceitiskajos preparatos. Ir
konstatéta laba korelacija starp uznemta kofeina daudzumu, kas noteikts ar WBE, izmantojot
1,7-dimetilurinskabi, ar individualo aptauju datiem, un dazos sateces baseinos ar kafijas
tirdzniecibas statistiku. Dazu kofeina markieru stabilitate ir noteikta ka apmierinosa notekiidenu

parbaudes laika.!®
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1.1.7. Kotinins

Kotinins (2) ir nikotina (9) galvenais metabolits, ko var izmantot tabakas un tabakas
izstradajumu lietoSanas paradumu apléseém. Nikotina metabolisms skatams 1.10. attéla.
Tabakas un tabakas izstradajumu atkaribu izraisosa iedarbiba ir saistita ar nikotina klatbiitni,
kas ir galvena psihoaktiva viela tabakas augos. Smékésanai ir arT liela negativa ietekme uz

veselibu. °!
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1.10. att. Nikotina metabolisms?

Tabakas lietoSanas aplésém izmanto nikotina metabolitus ka galvenos biomarkierus, jo to
farmakokinétika ir saméra labi zinama. Dazi nikotina patérina avoti, pieméram, nikotina
gumija, plaksteri un e-cigaretes, dos ieguldijumu Sajas aplés€s, kaut ari tic nav tabakas
izstradajumi un nenorada uz smékesanas paradumiem. Notekiidenos ir novertéti ari citi tabakas
biomarkieri, anabasins un anatabins, lai uzraudzitu tabakas patérinu. Lai gan to farmakokin&tika
nav labi izprotama, tie var patiesak atspogulot tabakas lietosanu, jo tie ir sastopami tikai tabakas

lapas, nevis citos nikotina avotos, pieméram, nikotina atmesanas terapijas.*®

Kotinins ir arT piedavats ka populacijas lieluma biomarkieris ta stabilitates notektidenos
un korelacijas ar tautas skaitiSanas datiem dé]. Tomér smékésana tiek uzskatita par geografisku
un no kulttiras atkarigu uzvedibu, tadel ta izmantojamibu ka PLB vajadz€tu ierobeZot lidz
salidzinajumiem starp apgabaliem vai vienas un tas pasas zonas salidzinajumiem laika, vai

izmantot citus, labakus PLB ka, pieméram, 5-HIAA.?2
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1.2. Nano-pliasmas Skidrumu hromatografija

Pedgjo desmitgazu laika sasniegtie tehnologiskie sasniegumi ir veicinajusi piemé&rotu
platformu izstradi darbam miniaturiz&ta Skidrumu hromatografijas (LC) méroga. Miniaturiz&ta
LC var piedavat augstaku analizes efektivitati, kas nodroSina labaku hromatografisko
iz8kirtsp&ju un vispargjo jutibu neka parasta LC. Nano-plismas LC (nano-LC), saistita ar
masspektrometrisko (MS) detekte$anu, var palidzet atrisinat problémas, kas saistitas ar zemas
koncentracijas vielu analizi sarezgitas matricas. Nano-LC hromatografiska atdaliSanas tiek
veikta, izmantojot plismas atrumu nanolitros miniité (nL/min), kas rada augstu analitisko
jutigumu, pateicoties mazakam hromatografiskajam atSkaidijumam, ko nodro$ina $ada veida

hromatografija (skatit 1.11 attelu). Hromatografisko atSkaidijumu var aprékinat péc formulas
1_2.16,52—54

C d2e(1 + k)V2HL
p = Co _mdce(l+ )v2HLm (1.2)
Crmax 4V i

, kur Co — sakotngja analita koncentracija parauga;
Cmax — analita koncentracija ptka maksimuma (galiga koncentracija);
Dc — kolonnas iek$gjais diametrs;
L — kolonnas garums;
H — teorétisko skivju augstums;
Vinj — injekcijas tilpums;

¢ — kop€ja porainiba.

: mmsuums‘ [

Radialais atSkaidfjums : Atikaidita josla nonak
: detektora vajaks signals

Vienads aksialais atSkaidijums

g amm

Samazinats radialais atikaidfjums Koncentrétaka josla nonak
detektora — stipraks signals

1.11. att. Hromatografiska at$kaidijuma attélojums®
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Nano-LC ir liels potencials analitikas nozare, kaut ar7 tas ir mazak izmantots rutinas
analizes, salidzinajuma ar augsti efektivo Skidrumu hromatografiju (HPLC), kaut gan nano-LC
ir svariga loma pétnieciba un tadas nozares ka: bioanalitiska kimija, proteomika, biomedicina,
kriminalistika, hirala atdaliSana, vides paraugu analize, farmacija, partikas produktu analize un
agrokimija. Ta piedava iesp&ju noteikt mérka analitus sarezgitas matricas, mazas
koncentracijas. Ka art salidzinajuma ar HPLC pliismas atrums ir aptuveni tukstos reizu mazaks
(no mL/min skalas Iidz nL./min), kas samazina nepiecieSamo eluenta daudzumu un Iidz ar to
veidojas mazak atkritumu. Nano-LC ir ari vieglak savienojams ar MS detektoriem, jo mazaks
plismas atrums un Sauraks kapilaru un emitera iekS$€jais diametrs nodroSina vieglaku un
pilnigaku analitu jonizaciju. Ka ari samazinatais kolonnas ieks€jais diametrs Samazina

hromatografisko atSkaidijumu.®°%%

Miniaturizacijas ieguvums ir arl kolonnas ar mazaku iek$€jo diametru un mazakiem
dalinu diametriem vai kolonnas, kur stacionara faze ir uznesta uz kolonnas iek$gjas sienas, ka
tas ir, piem&ram, gazu hromatografija. Atkariba no kolonnas iek$gja diametra un pliismas
atruma ir izveidojusas vairakas klasifikacijas Skidrumu hromatografijai, un viena no tam ir

paradita 1.2. tabula. 16

1.2. tabula
Skidrumu hromatografijas kolonnas iek€ja diametra un imantota pliismas dtruma
apzZiméjumi’’
Kolonnas Tipiskais
Apzim&jums ieksgjais _ ISk Veiktsp&jas novertejums
. plismas atrums
diametrs
20 - 500 o .
Nano-LC 20— 100 pm . Augsta efektivitate un jutiba
nL/min
e 0,5-10 Labs kompromiss efektivitatei un
Kapilara LC | 100 500 pm uL/min caurlaidsp&jai ar uzmanibu jutibai
Mikro LC 0.5 2.1 mm 10 - SQO Labs 1'<0mP.r0.rnlss efekt_1v1tatel un
puL/min caurlaidsp€jai ar uzmanibu slodzei
_ 05-25 . -
Parasta LC 2,1- 4,6 mm mL/min Augstas caurlaidspgjas analizes
Preparativa . Veikta tikai spiediena no 200 lidz
LC >4,6 mm > 2,5 mL/min 400 bar

Nanopliismas nodro$inasanai ir nepiecieSama, preciza un stabila eluenta padeves sistéma.
Turklat, lai samazinatu gradienta aizkavi un atSkaidijumu, sisteémai ir jablit minimalam
tukSajam tilpumam. Musdienas visplasak tiek izmantoti miniaturiz&ti divu virzulu stkni, kas

nodroSina pastavigu eluenta padevi un zemas spiediena pulsacijas. Slirces stkni var vadit
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mobilo fazi bez pulsacijam, bet limit&joss faktors ir ierobeZots tilpums iek$gja rezervuara, ko
var parvarét izmantojot divus vai vairakus Slirces siknus. Pastav arT elektroosmotiskie vai
elektrokinétiskie sitikni, kas izmanto elektroosmotisko plismu miniaturiz€tas kolonnas.
Elektroosmotisko plismu panak pieliekot noteiktu spriegumu. Lai ari tie sp& nodroSinat
bezimpulsa plasmu, tiem ir daudz ierobezojumu ka neatkartojams eluéSanas gradients un

nesaderiba ar lielu organisko $kidinataju daudzumu kustigaja faze. 162

Visu augstspiediena nedalito nanopliismas konfiguraciju butiskas dalas ir vadibas bloks
un precizs nanopliismas méritajs. Vadibas bloks virza virzula kustibu loti precizi atbilstosi
plismas vertibai, ko uztver augstas precizitates nanopliismas meritajs Un precizu plismas
atrumu panak ar spiediena un termopliismas sensoru palidzibu. Tipiska nedalita nanopliismas
konfiguracija ir viens nanopliismas méritajs katra kanala, kas kalibréts atbilstosi izmantotajam
$kidinatajam. Skidinataji no atseviskiem kanaliem tiek sapludinati maisitaja. Tilpumu izmainu,
kas notiek sajaucoties dazadiem $kidinatajiem un spiediena dgl, faktiska plisma tiek korigéta,
lai atbilstu iestatitajam pliismas atrumam. Sadu konfiguraciju izmanto vairums komerciali
pieejamo sist€ému, kas paredz&tas nano-LC. V@&sturiski sakotngja pieeja plismas gradienta
izveidei var panakt atteces plismas kontroles sisteéma, kur tiri $kidinataji, kas tiek piegadati ar
izokratiskiem stikniem, tiek sadaliti caur T veida cauruli ar atSkirigu ieks$&jo diametru un

reflukséti atpakal uz rezervuaru.>?

Neraugoties uz visam $Tm prieksrocibam, nano-LC ir dazi trikumi. Vidgji analizes laiks
ir lielaks, kaut gan tas ir atkarigs no konkrétas metodes, griitibas noteikt un apturét nopliides
iekartas un kapilaru un savienojumu aizséréSana maza diametra d€l ir dazas kaitinoSas
problémas, kas saistitas ar nano-LC. Visbeidzot, komerciali pieejamas nano-LC platformas art

cie$ no to augstajaim izmaksam un dargiem paligmaterialiem,16->2

1.3. Masspektrometriska detekteSana

Skidrumu hromatografijas- augstas izikirtspgjas masspektrometrijas  (HRMS)
izmanto$ana sarezgitu matricu analiz€8anai ir kluvusi par nozimigu pétijumu jomu. HRMS
prieksrocibas ir palielinata selektivitate un samazinats fons. Notekiidenu sarezgitas matricas dél
to analiz€Sanai izmanto jutigas metodes ka Orbitrap, tandéma masspetrometriju (MS/MS) un
triskarsa kvadrupola (QqQ) masspektrometriju. Tabula 1.3. apkopoti dazadu biomarkieru

detektéSanas parametri notekiidenos izmantojot MS.
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1.3. tabula

Populacijas biomarkieru noteik§anas parametri notekiidenos izmantojot MS

Hromatografija Paraugu Matrica Atsauc
Analits sraty] DetektéSana sagatavoSan | LOQ | s efekts
s veids 3 e
Ultra efektiva Tandéma -
EtS slgldrum_u ' kvadrupolu ) _ Tlese_l_ 8 nM 28
hromatografija | masspoktrometrij injekcija
(UPLC) a (MS/MS)
. triskarsa o 33% -
Kot;mn LC kvadrupola (QqQ) in'TelEz?'a 0’/2L 40% 51
MS/MS jecna ) Hg
Cictfazes 36 -
Kofeins HPLC QqQ MS/MS ekstrakcija | 23
(SPE) g
Kotinin 0,43 - 23
s HPLC QqQ MS/MS SPE ng/L
0
5-HIAA UPLC QqQ MS SPE né’fl_ 109,7% |
Kotinin 50 40,4% 8
5 UPLC QqQ MS SPE il
100, | 99,8%
Kofeins UPLC QqQ MS SPE 0 8
ng/L
Kvadrupolu 20 -
Kofeins UPLC orbitala jonu SPE oL 58
slazda MS g
Kvadrupolu 10 -
DCF UPLC orbitala jonu SPE n ’/L 58
slazda MS g

24



2. EKSPERIMENTALA DALA

2.1. Reagenti un materiali

Laboratorijas trauki un piederumi

Analitiskie svari Kern 770 ar precizitati 0,0001 g;

Laboratorijas stikla mértrauki, A klase;

Centrifuigas polipropiléna m&genes 15 un 50 mL;

Automatiskas pipetes ar mainamo tilpumu;

Slirces un regenerétas celulozes §lirces filtri ar poru izméru 0,45 um
Centrifiigas stobrini;

Hromatografiskas stikla viales;

Mehaniskais kratitajs, piem., Vortex;

Termostatgjama centriftiga, piem., Ependorf Centrifuge 5810R.

Reagenti

Metanols (HPLC tiribas pakape);

Dejonizéts Gdens (1. tiribas pakape, Gidens pretestiba > 18 MQ-cm);
Amonija acetats (ACS tiribas pakape);

Acetonitrils (LC-MS tiribas pakape);

Dejonizéets tidens (LC-MS tiribas pakape);

Tetrabutilamonija bromids (TBAB) (>98% tiriba);

Kofeins (Sigma Aldrich, farmaceitiskais sekundarais standarts);
Kotinins (Sigma-Aldrich, tiriba 99,6%);

Diklofenaka natrija sals (Sigma-Aldrich, tiriba 98,5%);
Etilsulfata natrija sals (Sigma-Aldrich, tiriba 98%);
Gabapentins (Sigma-Aldrich, tiriba 98,8%);

5-HIAA (Sigma-Aldrich, tiriba 99%);

Ibuprofens (Dr.Ehrenstorfer, tiriba 98,9%).

2.2. Izmantoto §kidumu sagatavoSana

LC-MS tiribas tidens daudzuma, un uzpildija lidz atzimei ar LC-MS tiribas tideni.
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500 mM amonija acetata Skidums: 50 mL meérkolba iesvéra 1,93 g amonija acetata un
tdeni.

10 mM amonija acetata Skidums tident ar 1% acetonitrila: 100 mL mérkolba pievienoja 2
mL 500 mM amonija acetata Skiduma, 1 mL ACN un uzpildija [idz atzimei ar LC-MS tiribas
tdeni.

Pamatskiduma pagatavoSana. Pamatstandartskidumus ar koncentraciju ~1000 ng/pL
izpildija lidz atzimei ar atbilstoSo skidinataju. Pamatskidumu precizo koncentraciju aprékinaja
izmantojot standartvielas precizo iesvaru, tiribu un savienojuma veidu, kada tas ir standartviela.

PamatSkidumus uzglabaja -18°C temperatiira.

Darba standartSkidumu pagatavoSana. Darba standartSskidumus ar koncentraciju 1

ng/uL pagatavoja atskaidot pamatstandartskidumus 10 mL merkolba ar metanolu lidz atzimei.
2.3. Paraugu sagatavosana

Notekiidens paraugus sakratija, nelielu alikvotu samaisita parauga filtréja ar 0,45 um
regenerétas celulozes (RC) membranu $lirces filtru centrifigas stobrina un centrifugéja ar
20000 apgriezieniem minate, 10 mindtes 4°C temperatira. 200 pL filtréta un centrifugéta
parauga parnesa stikla viale bez ieliktna, pievienoja 20 pL 500 mM amonija acetata Skiduma,
110 uL 101 mM TBAB skiduma un 670 pL LC-MS ftiribas tidens (kopgjais parauga tilpums 1
mL). Kalibré$anas paraugiem pievienoja darba standartskidumu ar koncentraciju 1 ng/uL vai
0,1 ng/L attiecigi parrékinot pievienoja LC-MS tiribas tidens tilpumu, lai kopgjais tilpums biitu
1000 pL un paraugu atskaidiSanas faktors ir 5 (dilute-and-shoot pieeja). Kalibrésanas standartu
sagatavoSanas sh&ma paradita 2.1 tabula. Paraugus samaistja ar Vortex palidzibu un analizgja

ar nanopliismas $kidrumu hromatografiju- Orbitrap masspektrometriju.

2.1. tabula
Kalibracijas Skidumu pagatavosanas shema

Limenis Analitu StandartSkiduma \Y \% \Y \% \%
koncentracija | koncentracija, | NH4OAc, | TBAB, | paraugs, | std, | H20,
parauga, ng/pL pL pL pL pL pL

Ho/L

1 0,5 0,1 20 110 200 5 665
2 1 10 20 110 200 1 669
3 2 10 20 110 200 2 668
4 5 10 20 110 200 5 665
5 10 10 20 110 200 10 660

26



Limenis Analitu StandartSkiduma V \Y V \Y \Y
koncentracija | koncentracija, | NH4OAc, | TBAB, | paraugs, | std, | H20,

parauga, ng/pL pL pL pL pL pL

Ho/L

1 0,5 0,1 20 110 200 5 665
6 20 10 20 110 200 20 650
7 50 10 20 110 200 50 620
8 100 10 20 110 200 100 | 570

2.4. Instrumentala analize

Instrumentalo analizi veica, izmantojot nanoplismas $kidrumu hromatografu UltiMate
3000 RSLCnano (Thermo Fischer Scientific, USA), kas savienots ar kvadrupola orbitala jonu
slazda augstas izskirtsp&jas masspektrometru Q-Exactive Focus Orbitrap-HRMS (Thermo
Fischer Scientific, USA). Skidrumu hromatografs aprikots ar EASY-Spray C18 (150 x 0,075
mm, dalinu diametrs 2 um) nano-LC kapilaro kolonnu ar integrétu emiteri (Thermo Scientific,
Walthama, MA, USA). Kolonnas temperatiira iestatita 30°C un plismas atrums 500 nL/min.
Kustigas fazes “A” sastavs - 10 mM amonija acetata Skidumu LC-MS tiribas Gdent ar 0,01%
etikskabes un 1% acetonitrila piedevu un kustiga faze “B” - acetonitrils. Gradienta programmu

skatit tabula 2.2. Cilpas tilpums 70 nL, temperattira autosampleri 10°C.

2.2. tabula
Metode izmantota gradienta programmas parametri
Laiks, min A, % B, % Taisnes slipums
0,0 95 5 5
1,0 95 5 5
11,0 65 35 5
13,5 20 80 6
26,0 20 80 5
27,0 95 5 4
45,0 95 5 4

Masspektrometriska detektesana tika veikta pozitivaja un negativaja jonizacija Full Scan
reZima. Jonizacijas veids nanoplismas elektroizsmidzinasanas interfeiss (EASY-Spray source).
Spray Voltage 2,26 kV, kapilara temperatira 200°C, S — lécas RF limenis 60 vienibas,
izskirtspg&ja 70000, AGC target 3e6, Max. IT 300 ms un sken&Sanas diapazons 100 — 350 m/z.

Analitu skenéSanas parametri skatami tabula 2.3.
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Analitu MS skené$anas parametri

2.3. tabula

Savienojums Molekulara jona Polaritate Molekularais jons,
veids m/z

Kofeins [M+H]" + 195,0876
Kotinins [M+H]* + 177,1022
Diklofenaks [M-HT - 294,0094
Etilsulfats [M-HT - 124,9914
Gabapentins [M+H]" + 172,1332
5-HIAA [M+H]" T 192,0655
Ibuprofens [M-H] - 205,1234
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3. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

3.1. Jonu para reagenta izmantoSana polaro analitu analizé apgrieztas fazes

hromatografija

Loti polari savienojumi ka etilsulfats, 5-HIAA un dazadi joni nesorbgjas uz analitisko
kolonnu nepolarajam nekustigajam fazém ka C18 un izdalas brivaja tilpuma. 3.1.attéla
novérojams, ka palielinas kop€jais jonu plasmas skaits (TIC) brivaja tilpuma polaro
savienojumu un neorganisko jonu ietekmé. Lai uzlabotu polaru analitu izdaliSanas laiku, kas
neparklatos ar brivaja tilpuma esoS$o jonu signaliem, izv€l&jas izmantot jonu para reagentu. Jona
para reagenta izmantoSana kopa ar apgrieztas fazes Skidruma hromatografiju palielina
izdalisanas laikus, hromatografisko izskirSanu un MS jutigumu hidrofiliem savienojumiem. To
izmanto, piem&ram, hidrofilu savienojumu ka olignukleotidu analiz€s. Tika izveértéti vairaki
jonu para reagenti balstoties uz to Log P vértibam (skatit tabulu 3.1.). Saja darba tika izmantots
TBAB (10) reagents, ta struktirformula ir redzama 3.2. attéla. Log P vértiba ir nejonizéta
savienojuma lipofilitates mérs, kur P ir ta sadalijuma koeficients oktanola/tidens sistéma, un
kas raksturo savienojuma tieksmi atrasties nepolaraja nekustigaja faze. Tik izvérteta ari TBAB
11,19

koncentracijas ietekme uz analitu izdaliSanas laiku un MS jutigumu.

RT: 0.00-8.00 SM: 15G s

100 108 NL: 2.21E8

3 TMICF.FTMS-c¢

NSI Full ms
[100.0000-
350.0000] MS
0018—
WW_sample_3653
35

907
80
70
60
503

403

Relative Abundance

= N W
o o o o
[EERENERNNNEN

100 2.30 NL: 1.14E9
E TICF:FTMS +¢
] NSI Full ms
E [100.0000-
804 350.0000] MS
3] 0018—
?O—: WW_sample_3653
35

40

Relative Abundance
(5]
T

30

]
o

-
o

o

Time {min)

3.1. att. TIC hromatogramma relativa daudzuma sadalijums laika notekiidenu parauga
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3.1. tabula

Jonu para reagentu logP vértibas

Jonu para reagents LogP vértiba
TBAB 2,01
Cetrimonija bromids 8,9
Dietilamins 4,162
Oktiltrimetilamonija bromids 4,348
Tetraoktilamonija bromids 8,44
Dodeciltrimetilamonija bromids 6,624
Cetilpiridinija hlorids 3,47

_\j
~ N
N

10

3.2. att. TBAB struktiirformula

Jonu para reagents satur gan lipofilas dalas, kas lauj tam sorbéties uz nekustigas fazes
stacionaras dalas, gan hidrofilas dalas (pozitivi ladets tercialais amins), kas saista polarus
savienojumus un aiztur tos, butiba padarot to par lidzigu jonapmainas hromatografijai. Péc
laika, gradienta pieaugot organikas saturam, pats jonu paru reagents ari desorb&jas un tiek
izskalots no kolonnas. Ir 3 veidi, ka me&dz pielietot jonu para veidoSanos hromatografiskajas
sisteémas: (1) stacionaras fazes modificésana ar jonu pari veidojosu modifikatoru; (2) jonu para
reagenta pievienoSana kustigajai fazei un (3) jonu para reagenta pievienoSana injekcijai. Otrais
un treSais gadijums ir [1dzigi ar to, ka jonu paris veidojas kustigaja faz€ un tad saistas ar kolonna
nekustigo fazi. Tika izv€lets izmantot treSo veidu, tadejadi samazinot no kolonnas izdalita jonu
para reagenta ietekmi, kas nonak masspektrometriskaja detektora. 3.3. attéla paradits, ka

izv€l&tais jonu para reagents uzlabo izveleto polaro savienojumu izdaliSanas laiku un MS jutibu.
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3.3. att. Jonu para reagenta TBAB ietekme uz analitu izdaliSanas laiku un MS jutigumu;
(A) 0 mM TBAB; (B) 5 mM TBAB; (C) 10 mM TBAB; (D) 15 mM TBAB; 1 — etilsulfats, 2 — 5-
HIAA, 3 — gabapentins, 4 — Kotinins, 5 — kofeins, 6 — diklofenaks, 7 — ibuprofens

Novérojams, ka palielinot TBAB koncentraciju palielinas izdaliSanas laiks gan
etilsulfatam, gan 5-HIAA, ka ar1 uzlabojas to noteikSanas jutiba, kas att€la redzams, ka signala
intensitates palielinasanas. EtS aiztures laiks neizmantojot jonu para reagentu — 2,07 min,
normalizacijas ITmenis (NL) — 3,78E4; izmantojot 5 mM TBAB — 4,33 min un NL — 1,76E5;
izmantojot 10 mM TBAB - 6,22 min un NL —2,83E5; izmantojot 15 mM TBAB — 8,32 min un
NL —4,63E5. 5-HIAA aiztures laiks neizmantojot jonu para reagentu — 3,82 min, NL — 1,32E5;
izmantojot 5 mM TBAB - 6,96 min un NL — 2,40E5; izmantojot 10 mM TBAB — 8,45 min un
NL -3,75E5; izmantojot 15 mM TBAB - 11,62 min un NL — 1,40E5. Tomér TBAB
pievienos$ana paraugam samazina ibuproféna signala intensitati, kas skaidrojams ar to, ka jonu
para reagenta izdaliSanas no kolonnas parklajas ar ibuproféna izdali$anas laiku un ta jutiba MS
tiek slapéta reagenta relativi lielas koncentracijas dél. Ka optimalakais jonu para reagents tika
izveléts TBAB ar koncentraciju 11 mM. Literatiira ir aprakstiti vairaki piemeéri jonu para
reagenta izmantoSanai polaro savienojumu analizg,

pieméram, oligonukleotidus un

aminoskabes vai hormonus. 11%°
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3.2. Metodes validacija

Selektivitate. Metodes selektivitati parbaudija, pagatavojot paraugus ar un bez
standartpiedevas. Nemot veéra, ka biomarkieru klatbiitne ir konstat€jama visos analiz&tos
notektidenu paraugos, selektivitates parbaudei tika izmantots dejonizéts tidens (skatit att€lu
3.4).

Notekldenu paraugs +

Savienojums Blank 10 pg/L

Ibuproféns 1 | I'I

1 2

Gabapentins 1

Kofeins

r H4
Liaaelaaaal
i1

= |'| ', ‘?. o " I
5-HIAA ] LT A W I

| | f 7
# B I Py L]
] DT e Y] W

Kotinins

Etilsulfats ] Al o

e |-

Diklofenaks

3.4. att. Biomarkieru hromatogrammas notekiidenos tukSaja parauga un parauga ar

piedevu 10 pg/L

KvantificéSanas robeza. Metodes kvantificésanas robezas (LOQ) noteik$anai izmantoja
formulu 3.1, veicot kalibréSanu uz parauga ar standartpiedevu metodi, nemot véra koncentraciju

parauga un attiecibu starp signalu un troksni (S/N), rezultati apskatami 3.2. tabula.®°
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LOQ = —— .
0=y (3.)
, kur C - savienojuma koncentracija paraugad péc standartpiedevas metodes;
S/N — attieciba signals pret troksni.
3.2. tabula
Metodes LOQ novértesana
Kalibrésanas Kalibresanas Koncentracija | Signals - LOQ
Savienojums | taisnes slipuma taisnes brivais uz parauga, troksnis /LV
koeficients loceklis ug/L (SIN) HE
Kofeins 3,89E+06 7,87E+07 20,24 1203 0,17
Kotinins 2,09E+07 2,20E+07 1,05 2056 0,005
Diklofenaks 1,39E+06 5,24E+05 0,38 109 0,03
Etilsulfats 8,08E+05 5,67E+06 7,02 243 0,3
Gabapentins 7,41E+05 2,63E+06 3,55 470 0,08
5-HIAA 1,06E+06 7,00E+06 6,62 581 0,11
Ibuprofens 4,48E+05 1,10E+06 2,46 545 0,05

Metodes precizitate un ticamiba. Ticamibas un precizitates noteikSanai tika veikta divu
dienu validacija. Tika izmantota standartpiedevu metode paraugam koncentraciju diapazona no
0,5 Iidz 100 pg/L. Ticamibas un precizitates novertéSanai tika analiz€ti seSi paraugi divos
koncentraciju Iimenos 10 pg/L un 50 pg/L. Aprekini veikti izmantojot programmu Microsoft
Excel. Ticamibas novértéSanai péc formulas 3.2 izmantoja atkartotos mérfjumus divos
koncentraciju limenos 10 pg/L un 50 pg/L, salidzinot tos ar pievienoto standartpiedevu

koncentraciju.

Csp, vidéja

Ticamiba =
Csp

-100 % (3.2)

, kur Csp, vidsia — vidga koncentracija no atkartotiem merjjumiem paraugos ar
standartpiedevu, pg/L;

Csp — pievienota standartpiedevas koncentracija, Hg/L.

Metodes nenoteiktiba. Mérijumu nenoteiktibu aprékina péc formulas 3.3 ka metodes
precizitates komponente tika izmantots variacijas koeficients reproducéjamibas jeb starp dienu

RSD (skatiti 3.3. tabulu).®°

U, =k-RSD (3.3)
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, kur Uc — metodes paplaSinata nenoteiktiba pie 95 % ticamibas intervala, %;
k — parklasanas koeficients, 2;

RSD - iekslaboratorijas reproducgjamiba, %.

3.3. tabula
Meérijumu ticamiba, reproducéjamiba un nenoteiktiba pie koncentracijam 10 pg/L un 50
Ho/L
Ticamiba | Ticamiba S.t arp RSD 1. | RSD 2. S.t arp
o _— dienu - - dienu Ue, %
1. diena, | 2.diena, | ,. _ diena, diena, .
.. . . ticamiba, . . RSD, % | pie 10
Savienojums | % pie 10 | % pie 10 . % pie % pie .
po/L (n | po/L (n % pie 10 10 pg/L | 10 pg/L pie 10 ug/L
” ” Mg/L (n = . . ug/L (n | (2xRSD)
=6) | =6) 6 | 0=6) | (1=6) | Lo
Kofeins 102 106 104 41 6,8 5,6 11
Kotinins 105 99 102 4.3 4.6 5,4 11
Diklofenaks 96 98 97 5,6 51 53 11
Etilsulfats 95 99 97 7,9 4,6 6,4 13
Gabapentins 97 100 99 6,2 4.7 55 11
5-HIAA 91 107 99 9,8 6,8 12 23
Ibuproféns 97 107 102 55 3,8 7,0 14
Ticamiba | Ticamiba S.t arp RSD 1. | RSD 2. S.t arp
— S dienu - - dienu Ue, %
1. diena, | 2. diena, | ,. _ diena, diena, .
. . . ticamiba, . . RSD, % | pie50
Savienojums | % pie 50 | % pie 50 . % pie % pie .
po/L (n | po/L (n % pie 50 50 pg/L | 50 pg/L pie 50 ug/L
> > Mg/l (n= . i ug/L (n | (2xRSD)
=6) | =6) o | =6 | (=6 | "L
Kofeins 95 106 101 3,7 7,9 8,0 16
Kotinins 97 91 94 55 6,0 6,3 13
Diklofenaks 94 99 96 49 5,6 5,7 11
Etilsulfats 91 98 95 8,5 6,8 8,2 16
Gabapentins 95 98 96 5,8 51 55 11
5-HIAA 86 103 95 9,3 7,4 12 25
Ibuproféns 94 101 98 47 5,9 6,5 13

Matricas efektu novérteSana. Matricas efektu novertéSanai salidzinaja taisnes slipuma
koeficientu, veicot argjo kalibréSanu un kalibréSanu ar standartpiedevu koncentraciju diapazona
0,5 — 50 pg/L. Matricas efektu aprékinaja pec formulas 3.4.%° Iegiitie dati apkopoti 3.4. tabula

un matricas efektu grafiska att€lojuma piemers paradits 3.5. attéla.

Aaddition

ME = —2241° 1009 (3.4)

Astandard
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, kur daddiion — KkalibréSanas taisnes slipuma koeficients kalibréSanai ar

standartpiedevu;

astandard — kalibréSanas taisnes slipuma koeficients argjai kalibrésanai.

3.4. tabula

Matricas efektu noteikSana

Taisnes slipuma | Taisnes slipuma
Savienojums |  koeficients ar koeficients ar€jai ME, %
standartpiedevu kalibrésanai
Kofeins 3529000 5049000 70
Kotinins 21490000 20670000 104
Diklofenaks 1449000 1306000 111
Etilsulfats 764100 893100 86
Gabapentins 457900 458700 100
S-HIAA 1239000 1500000 83
Ibuprofens 1768000 1774000 100
1,20E407 -
1,00E+07 -
8,00E+06
£
% 6,00E+06 -
: ® Standartskidums
4,00E+06
Paraugs ar piedevu
2,00E+06 -
0,00E+00 : : |

0 5 10 15 20
Koncentracija, pg/L

3.5. att. Matricas efektu grafisks attélojums, izmantojot taisnes slipumu standart§kiduma un

parauga ar standartpiedevu gabapentinam
3.3. Biomarkieru analizes rezultati

Analizei tika sanemti 52 paraugi no 13 dazadam notekiidenu attiriSana iekartam 11
Latvijas pilsétas (Daugavpils, Jelgava, Jekabpils, Jurmala, Liepaja, R€zekne, Riga, Salaspils,
Tukums, Valmiera un Ventspils), laika perioda no 31.03.2022 lidz 12.04.2022. Visi nosakamie
analiti tika detektéti visos analiz€tajos paraugos. Visaugstakas koncentracijas tika konstatétas
kofetnam (93,2 pg/L), gabapentinam (54,8 ug/L), un etilsulfatam (50,3 pug/L) (skatit 3.6.

attelu). Augstas gabapentina koncentracijas var biit saistitas ar ta lietoSanu rekreacijas

35



noliikiem. Kofeina un etilsulfata augstas koncentracijas ir saistitas ar sabiedribas ieradumiem

un kulturalajiem aspektiem. Kofeinam, etilsulfatam un kotininam ir noveérots loti liels

koncentraciju diapazons, kas var€tu but saistits ar vielu un to saturosu produktu lietosanas

lezImem.

B Gabapentins [l Kotinins [l Etilsulfats

100,0
90,0
80,0
70,0
60,0
50,0

40,0

koncentracija pug/L

30,0
20,0
10,0

0,0

novirzes no tendences

-+

3.6. att. Analizéto biomarkieru kastites un to koncentracijas, atsevi§kie punkti norada

Kofeins [l 5-HIAA [l Diklofenaks [l Ibuproféns

Salidzinot iegilitos rezultatus ar Iidzigam publikacijam Latvija un Baltijas regiona ir

iesp&jams izvertet sakritibu un noteikto koncentraciju izkliedi (skatiti 3.5. tabulu) un sekot lidzi

populacijas zalu lietoSanas un dzivesveida paradumu izmainam laika.

3.5. tabula

Populacijas biomarkieru vidéjas, maksimalas koncentracijas Latvija un Baltijas regiona

un izmantotas metodes LOQ un ME.

o Mediana Kopcentrﬁciju
Savienojums | _ diapazons, LOQ, ng/L ME, % Atsauce
vertiba, pg/L ug/L
Kofeins 51,4 2,5-93,2 0,17 70 Sis darbs
63,5 23,8 —156,3 5 - 10
- 7,0-12,0 0,0001 125 61
2,0 0,2-439 0,5 - 62
Kotinins 8,5 1,7-28,7 0,005 104 Sis darbs
49 2,4-10,1 0,0001 - 10
3,1 0,7-6,7 0,03 111 Sis darbs
. 1,7 0,6 -2,7 0,005 - 10
Diklofenaks ; 0,004—0,012 | 0,001 51 61
0,3 0,03-3,2 0,05 - 62
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Koncentraciju

. Mediana . 0

Savienojums vértiba, ng/L dlaﬁgiﬁns, LOQ, ug/L ME, % Atsauce
. 26,3 8,8 —50,3 0,3 86 Sis darbs

Etilsulfats 225 131436 1 : 10
Gab i 19,1 9,9-548 0,08 100 Sis darbs

abapentins 16,5 7,3-50,2 1 - 10
12,2 3,6 — 20,2 0,11 83 Sis darbs

S-HIAA 12,4 4,9-177 1 - 10
11,1 57-19,5 0,05 100 Sis darbs

Tbuprofens 12,6 7,3—-254 0,005 - 10

P - 01-03 0,0005 56 b1

0,6 0,1-285 1 - 62

Jaatzist, ka analiz€to paraugu skaits ir saméra mazs un to izkliede laika nav pietickama,
lai korekti spriestu par tendence€m Latvijas populacija. Tomér ir redzams, ka izstradata metode
dod salidzinamus rezultatus, kas iespgjo tas pielietoSanu notekiidenu monitoringa pétijumos,

kur ilgaka laika perioda varetu giit ieskatu par Latvijas populacijas dzivesveida paradumiem un

farmaceitisko vielu lietoSanas tendencém.
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SECINAJUMI

Tika veikta literatiiras izpete par populacijas biomarkieru un farmaceitisko lidzeklu
noteikSanu notekiidenos un eksperimentiem izveleti 7 savienojumi (kofeins, kotinins,
diklofenaks, etilsulfats, gabapentins, 5-HIAA un ibuproféns).

. Tika veikta nano-plismas $kidrumu hromatografijas — Orbitrap masspektrometrijas
metodes validacija biomarkieru un farmaceitisko lidzeklu noteikSanai notektidenos.
Veicot paraugu sagatavosanu bez papildu attiriSanas péc dilute-and-shoot pieejas un
izmantojot atSkaidiSanas faktoru 5 tika panakta jutiba no 0,005 lidz 0,3 pg/L un ir
raksturigi nelieli matricas efekti robezas no 70 % lidz 111 %.

TBAB izmanto$ana par jonu para reagentu injekcijas sastava uzlaboja polaru
savienojumu sorbciju kolonna.

Tika veikta izveleto farmaceitisko savienojumu un populacijas biomarkieru
noteikSana notekiidenos no Latvijas pilsétu (Daugavpils, Jelgava, Jekabpils, Jirmala,
Liepaja, Reézekne, Riga, Salaspils, Tukums, Valmiera un Ventspils) notekiidenu
atttriSanas iekartam. Atrasto savienojumu koncentracijas ir sekojoSas: gabapentins no
9,9 1idz 54,8 ug/L, kotinins no 1,7 Iidz 28,7 ug/L, etilsulfats no 8,8 Iidz 50,3 ug/L,
kofetns no 2,5 Iidz 93,2 ug/L, 5-HIAA no 3,6 1idz 20,2 pg/L, diklofenaks no 0,7 lidz
6,7 ug/L un ibuprofens no 5,7 1idz 19,5 pg/L.

Sagatavota baze turpmakai p&tijjuma programmas istenoSanai.
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