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lor si metabolitilor acestora din lichidul folicular al
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polistiren, si transportul probelor conservate in con-
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faza gazoasa cu folosirea coloanelor capilare, urmata
de identificarea si cuantificarea ftalatilor prin spectrome-
trie de masa, metoda permitdnd minimizarea expunerii
la ftalati a fluidului biologic, care constituie un factor de
risc al procedeului de fertilizare in vitro.
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METODA GAZCROMATOGRAFICA PENTRU DETERMINAREA

FTALATILOR $I METABOLITILOR LOR DIN LICHIDUL FOLICULARAL
PACIENTELOR CARE URMEAZA TRATAMENTE DE REPRODUCERE ASISTATA

Descriere

Studiile experimentale in vivo si in vitro, si in acelasi timp studii umane sugereaza ca
poluantii din mediu joaca un rol important in infertilitatea feminina de cauza
necunoscuta. Datoritd prezentei ubicuitare, a expunerii frecvente si a dovezilor
experimentale semnificative ca disruptori endocrini, preocuparea pentru diesteri ftalati,
bisfenolul A si benzofenonele ca factori de risc pentru infertilitatea feminina este in
crestere (Fujimoto&Bloom, 2015). Cunoscuti ca disruptori endocrini, efectele ftalatilor
(PHT) au fost deja raportate asupra foliculogenezei si dezvoltarii ovocitului (Yao et al,
20186), chiar si nivelele foarte scazute de metaboliti ai ftalatilor trebuind sa fie luate in
considerare in evaluarea de risc (Kallo&Roth, 2016). in cazul evaluarii functiei
reproductive, inclusiv in cazul procedurii de fertilizare in vitro, un numar de studii au
vizat determinarea unor xenobiotice din lichidul seminal si lichidul folicular, ca
biomarkeri de expunere ce pot avea implicatii in studiile clinice si epidemiologice

(Bloom et al, 2015). Se stie ca exista un transfer sau o acumulare a PHT in faza

preovulatorie a ovocitului in cursul tratamentelor pentru infertilitate urmate de femei,
iar aceasta concentratie a putut fi invers asociatd cu succesul procedurilor de
reproducere umana asistata (Hauser et al, 2016). Putine studii au determinat metaboliti
ai ftalatilor din lichid folicular. Echipamentele si metodele moderne de analiza chimica
(cromatografia de gaze, cromatografia de lichide, cromatografia de lichide de inalta
performanta, cromatografie electrocinetica micelara) au creat posibilitatea ca studiul
cauzelor infertilitatii feminine idiopatice sa se concentreze asupra unor nivele foarte
scazute de expunere la poluanti organici non persistenti (Yao et al, 2016).
Imposibilitatea de diagnosticare in Romania a infertilitatii feminine de cauza idiopatica
Tn urma expunerii ubicuitare la poluanti organici impune dezvoltarea si implementarea
unei metode de analiza a ftalatilor si metabolitilor (MPHT) lor din lichid folicular (LF) in
cadrul procedeului de fertilizare in vitro (FIV).

S-au abordat modalitatile de transfer, transport, conservare si analiza din LF a patru
PHT (permit identificarea si a contaminarii in timpul procedurii de recoltare, transport
si conservare pana la momentul analizei) si a metabolitilor lor (permit identificarea
expunerii recente, in intervalul de maximum 48 de ore inaintea procedurii de recoltare
a continutului folicular).

Procedura de recoltare a aspiratului folicular si apoi izolarea ovocitului presupune un
interval de timp in care fluidul biologic vine in contact cu teflon si materiale plastice
(polystyrene/ polypropylene). in plus, datorité transformarii rapide a ftalatilor in mediul
extern accelerata de lumina si temperatura crescuta, a posibilitatii de contaminare in
timpul recoltarii si post recoltare, etapele intermediare de la momentul recoltarii
ovulului si obtinerea LF si pana la momentul analizarii acestuia in laborator sunt
esentiale in obtinerea unor rezultate de inalta acuratete.

Obiective propuse: 1- Realizarea si testarea modelului experimental de recoltare,
conservare si transport a LF in procedeul de FIV pana la analiza; 2-Optimizarea
metodei de analiza GC a PHT prin extinderea matricilor analizate la LF.

Aspectul inovativ al proiectului: se elaboreaza in premiera pentru Romania o
procedura noua de diagnostic a factorului de risc “expunerea la PHT" care poate
influenta procedeul de FIV. Cercetarea documentara nu a relevat existenta unei astfel
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de metode in Romania, iar pe plan international, cercetarile in domeniu sunt in stadiu
de testari.

Studiul s-a desfasurat pe un lot de 25 paciente care au urmat tratamente de
reproducere asistata (fertilizare in vitro) la centrul de specialitate din Cluj- Napoca.
Protocolul de studiu a constat in: obtinerea consimtamantului informat, recoltarea
continutului folicular, separarea ovocitelor si a lichidului folicular, repartizarea lichidului
folicular in cate 2 eprubete din 2 materiale diferite (polistiren si sticla) pentru fiecare
pacienta (au rezultat 100 probe), transportul la laborator, analizarea probelor de lichid
folicular la 2 si 48 ore de la recoltare, interpretarea rezultatelor.

S-a urmarit analiza a patru PHT cu metabolitii lor:

Di(2-etilhexil)ftalat — DEHP cu metaboliti mono(2-etilhexil)ftalat (MEHP),
mono(2-etil-5-oxohexil)ftalat (5oxo-MEHP) si mono (2-etil-5-hidroxihexil)ftalat (50OH-
MEHP);

Benzil butil ftalat - BzBP- cu metabolitul mono benzil butil ftalat -MBzBP

Dibuitil ftalat -DBP cu metabolitul monobuitil ftalat -MBP

Diisobutil ftalat-DiBP cu metabolitul mono iso butil ftalat-MiBP.

Rezultatele au evidentiat urmatoarele:vTrei ftalati au fost identificati in probele
analizate (Di(2-etilhexil)ftalat — DEHP , Dibutil ftalat -DBP si Diisobutil ftalat -DiBP),
concentratiile acestora inregistrdnd o mare variabilitate individuala, dar si in functie de
parametrii de recoltare si momentul analizei. Concentratia benzil butil ftalatului - BzBP-
a fost in toate probele analizate sub limita de detectie a metodei (<0,2 pg/l), indiferent
de tipul eprubetei in care a fost recoltatd proba sau timpul de stocare pana la analiza.
in ansamblu, indiferent de conditiile de recoltare sau momentul analizei LF, ordinea
descrescatoare a concentratiilor mediane masurate au fost pentru DBP, DEHP, DiBP.
insumarea concentratilor mediane ale ftalatilor identificati a evidentiat o crestere
substantiala a concentratiei totale in probele recoltate in eprubete de polistiren
pastrate 48 h la frigider inainte de analiza si mai putin semnificativa in cazul
eprubetelor de sticla. Daca in cazul probelor recoltate si pastrate in epubete de plastic
fata de cele de sticla rata de crestere a fost nesemnificativa la 2 ore (12%) fata de cea
la 48 h in eprubetele de plastic cdnd augmentarea concentratiei totale a ftalatilor
identificati a fost de 39 %.

Au existat totusi situatii in care concentratiile masurate la 48 h in epubetele de sticla
au fost mai mari decét la 2 h sau invers in cazul probelor recoltate in epubete de plastic.
Cu toate acestea rezultatele au aratat cad independent de variabilitatea individuala
si/sau in timp a concentratiilor de ftalati, acestia pot fi masurati in lichidul folicular
(marker de contaminare secundara procedurii de recoltare a continutului folicular),
modalitatile de recoltare si pastrare pansa la momentul analizei le influenteaza direct.
Momentul optim de analiza este la 2 ore de la recoltare.

Indiferent de materialul eprubetei si de timpul de pastrare pana la analiza, 5-OH-
MEHP, metabolitul secundar al DEHP a fost identificat in toate probele de LF
analizate, spre deosebire de 5-oxo-MEHP, metabolitul tertiar al DEHP care a fost
identificat in proportie mai mica (96%) la 48 h de la recoltarea LF, in eprubeta de sticla
sila 2h in cea de polistiren. O mentiune aparte trebuie facuta pentru MBzP care a fost
identificat in proportie foarte mare (96-100%), chiar daca BzBP nu a fost identificat
peste limita de detectie a metodei in nici o proba. in ordine descrescatoare, MBP si
MEHP (metabolit primar al DEHP) au fost identificati in proportii mai mici. in ansamblu,
frecventa de detectare a fost mai mare sau egala la 48 h pentru probele pastrate in
eprubeta de polistiren, cu exceptia MBP. In cazul probelor pastrate in eprubete de
sticla frecventa de detectare a fost mai mica sau egala pentru toti metabolitii analizati.

-
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In ceea ce priveste concentratia metabolitilor, la fel ca si in cazul ftalatilor parinti, a
existat o mare variabilitate individuala, la fel ca si legatéd de materialul eprubetei si
timpul de pastrare. Cele mai mari concentratii mediene ale metabolitilor, in ordine
descrescatoare, in cazul probelor pastrate in ambele tipuri de eprubete au fost cele
ale MEHP, 5-oxo-MEHP, MBP, 5-OH-MEHP si MBzP. La 48 de ore de la recoltarea
LF concentratiile mediene ale metabolitilor sunt similare cu exceptia MBP care scade,
atat in eprubetele de sticla cat si in cele de plastic.

Trebuie mentionat faptul ca desi DBP a avut cele mai mari concentratii mediane in LF,
metabolitul acestuia s-a situat ca nivel de concentratie mediana sub metabolitii primar
si tertiar ai DEHP. Rezulta importanta determinarii metabolitilor din punct de vedere al
impactului toxicologic, DEHP fiind cunoscut ca singurul cancerigen din grupa acestor
compusi chimici care toti actioneaza ca disruptori endocrini.

Momentul optim de analiza pentru metaboliti este de 2 ore de la recoltare.

Metoda propusa de recoltare/transport /pastrare a lichidului folicular.

Acul folosit pentru punctie - steril, cu varf taios (V-Tip™) din otel inoxidabil, marcat
pentru ecoghidaj la varf, atasat la tubulatura fabricata din Teflon conectata la sistemul
de spalare si la eprubeta — sticla borosilicata, refolosibila, pentru colectarea aspiratului
folicular. Fiecare eprubeta se acopera cu folie de aluminiu spalata in prealabil cu
acetona dupa care se fixeaza dopul.

Odata recoltat, aspiratul folicular va fi transvazat in placi Petri din polistiren
minimizandu-se timpul de contact al LF cu acestea.

Transportul probelor la laborator se face in container izoterm, la temperatura de 1-4°C,
in maximum 2 ore de la recoltare.

Metoda de analizd gazcromatografica a flalatilor din lichid folicular

Metoda presupune extractia compusilor din lichid prin extractie in faza solida (SPE),
separarea acestora prin cromatografie in faza gazoasa, cu folosirea coloanelor
capilare, urmata de identificarea si cuantificarea ftalatilor prin spectrometrie de masa.
Metoda de analiza a ftalatilor din lichid folicular a fost adaptata dupa metoda de analiza
a ftalatilor din apa ( EN 1SO 18856:2006 ).

Toate solutiile standard se prepara in sticlarie de laborator, care a fost incalzita la
200°C timp de trei ore, spalata cu acetona si uscata.

Cartusele de SPE umplute cu material de divinilbenzen polistiren poros (Thermo
Scientific, USA), de 6 ml, modificat cu grupari functionale ureice, se preconditioneaza
astfel:

v se spala cu un volum de coloana de acetat de etil;

v se usuca la vid maxim 10 s;

v se spala cu doua volume de coloana de metanol;

v se inchide robinetul cand stratul de lichid atinge stratul de solid.

Se trec prin coloana 2,0 ml proba la un debit de o picatura/secunda, se spala cu doua
volume de coloana de apa distilata, se usuca cartusul la vid timp de 30 secunde, se
adauga 1 ml acetat de etil, se lasa in repaus 10 secunde, se elueaza compusii la un
debit de o picatura/secunda si se creeaza vid pentru colectarea probei.
Se transfera proba intr-un vial de analiza cu volumul de 1,5 ml si se analizeaza prin
cromatografie in faza gazoasa.

Probele au fost acoperite in permanenta cu folie de aluminiu spalata cu acetona.
Metoda de analiza gazcromatografica a metabolitilor flalatilor din lichid folicular
Metoda de evaluare a concentratiei metabolitilor ftalatilor in lichid folicular presupune
incubarea enzimatica, derivatizarea si cuantificarea acestora prin cromatografie in faza

gazoasa.
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Plecand de la dotarile analitice actuale ale laboratorului s-a optat pentru derivatizarea
compusilor dupa hidroliza enzimaticad urmatd de analiza prin cromatografie in faza
gazoasa. Pentru o cuantificare cat mai exacta se foloseste metoda dilutiei cu standard
intern (adaugarea de cantitati cunoscute din substante cu proprietati similare, in cazul
nostru se folosesc aceeasi metaboliti marcati cu atorni de deuteriu sau carbon 13).
Toate solutile standard se prepara in sticlarie de laborator, care a fost incalzita la
200°C timp de trei ore, spalata cu acetona si uscata.

Dupa incercari efectuate pe probe de lichid folicular s-a decis folosirea metodei pentru
analiza metabolitilor din urina dupa (Kim et al, 2014) adaptata la echipamentele
noastre, cu mici modificari privind acidifierea probei si a timpului de incubare.

Peste 2 ml de proba de lichid folicular transferata intr-un tub de sticla borosilicata se
adauga 500 ul acid fosforic, 700 ul acetat de amoniu 1M si se omogenizeaza proba
prin agitare pe vortex 30 secunde. Se adaugéa 100 pl standard intern si 100 ul enzima
B-glucuronidaza in fiecare proba pentru a deconjuga metabolitii ftalatilor glucuronidati
(Silva et al., 2004). Probele se acopera cu folie de aluminiu (spalata cu acetona si
uscata), se agita usor si se tin la incubat la 37°C intr-o baie de apa inchisa timp de 2,5
ore.

Dupa hidroliza enzimatica se adauga 5 ml solvent de extractie la fiecare proba si se
ultrasoneaza timp de 30 minute.

Cu o pipeta Pasteur se inlatura faza apoasa, se adauga 2 g sulfat de sodiu anhidru si
se transfera faza organica intr-o fiola de evaporare. Se spala sulfatul de sodiu cu 1 ml
solvent de extractie si se evapora la sec sub un curent slab de azot la o temperatura
de 45°C.

Se adauga 100 pl agent de derivatizare - N,O-bis(trimethylsilyl) trifluoroacetamide cu
1% trimethylchlorosilane (BSTFA cu 1%TMCS) si 0,9 ml acetat de etil la fiecare proba.
Se acopera fiolele cu folie de aluminiu si se lasa in termoreactor la 65°C timp de 1 h.
Se transvazeaza probele in vialuri de 1,5 ml, se acopera cu folie de aluminiu inainte
de a pune capacul vialului si se analizeaza pe GC-MS.

Analiza se realizeaza cu ajutorul unui cromatograf de gaze (GC Shimadzu-2010)
cuplat cu un spectrometru de masa (Shimadzu QP 2010) si un autosampler (AOC
20i+s, Shimadzu Corporation). Compusii sunt separati pe o coloana capilara
TraceGold TG-5MS, 5% difenil-95% dimetilpolisiloxan (lungime 30m, diametru interior
0,25mm , grosimea filmului 0,25mm).

Spectrele de masa se obtin prin fragmentarea compusilor cu ionizare electronica de
impact (70 eV). Pentru a evalua modul de fragmentare spectrala al fiecarui compus, o
solutie standard (1 pg/mL) a fost analizata prin GC-MS in modul scanare totala pentru
fiecare compus, pentru care ionii tinta (varfuri de baza) si de calificare au fost alesi
pentru a atinge cel mai bun raspuns in modul de achizitie SIM (Dumitrascu, 2013).
Curba de calibrare a metodei a fost efectuata in cinci puncte in domeniul 2,5-250
nanograme / mililitru pentru fiecare compus.
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REVENDICARI

1) Model experimental de recoltare, conservare si transport al lichidului folicular
rezultat in urma tratamentelor de reproducere asistata (fertilizare in vitro). Modelul
experimental este caracterizat prin faptul ca stabileste momentul si conditiile optime in
vederea minimalizarii/excluderii contaminarii cu ftalati in timpul procedurii de recoltare,
transport si conservare pana la momentul propice al efectuarii analizei. Metoda
propusa de recoltare/transport si pastrare a lichidului folicular presupune folosirea
acului pentru punctie steril, cu varf taios(V-Tip™) din ofel inoxidabil, marcat pentru
ecoghidaj la varf, atasat la tubulatura fabricata din Teflon, conectat la sistemul de
spalare si la eprubeta din sticla borosilicata, refolosibila, pentru colectarea aspiratului
folicular. Fiecare eprubeta se acopera cu folie de aluminiu spalata in prealabil cu
acetona, dupa care se fixeaza dopul. Odata recoltat, aspiratul folicular va fi transvazat
in placi Petri din polistiren minimizandu-se timpul de contact al lichidului folicular cu
acestea. Pentru analiza ftalatilor si a metabolitilor acestora, transportul si pastrarea
probelor se face in eprubetele de sticla borosilicata, care se acopera cu folie de
aluminiu spalata in prealabil cu acetona. Transportul la laborator se face in container
izoterm, la temperatura de 1-4°C, in maxim 2 ore de la recoltare, iar preparea probelor
in laborator se face in recipiente de sticla, extractia facandu-se in maxim 24 ore de la
recoltarea lichidului folicular.

2) Metoda inovativa de analiza gaz cromatografica a ftalatilor si metabolitilor
acestora din lichidului folicular (matrice specifica), metoda care permite evaluarea
complexa a factorilor de risc pentru fertilizarea in vitro si care poate fi extinsa si la alti
compusi semivolatili. Metoda de analiza gazcromatografica a flalatilor din lichid
folicular presupune extractia cornpusilor din lichid prin extractie in faza solida (SPE),
separarea acestora prin cromatografie in faza gazoasa, cu folosirea coloanelor
capilare urmata de identificarea si cuantificarea ftalatilor prin spectrometrie de masa.
Toate solutile standard se prepara in sticlarie de laborator, care a fost incalzita la
200°C timp de trei ore, spalatd cu acetona si uscata. Cartusele de SPE umplute cu
material de divinilbenzen polistiren poros (Thermo Scientific, USA), de 6 ml, modificat
cu grupari functionale ureice, se preconditioneaza astfel:

4 se spala cu un volum de coloana de acetat de etil;

4 se usuca la vid maxim 10 s;

4 se spala cu doua volume de coloana de metanol;

v se inchide robinetul cand stratul de lichid atinge stratul de solid.

Se trec prin coloana 2,0 ml proba la un debit de o picatura/secunda, se spala cu doua
volume de coloana de apa distilata, se usuca cartusul la vid timp de 30 secunde, se
adauga 1 ml acetat de etil, se lasa in repaus 10 secunde, se elueazad compusii la un
debit de o picaturd/secunda si se creeaza vid pentru colectarea probei.
Se transfera proba intr-un vial de analiza cu volumul de 1,5 ml si se analizeaza prin
cromatografie in faza gazoasa. Probele au fost acoperite in permanenta cu folie de
aluminiu spalata cu acetona.

Metoda de evaluare a concentratiei metabolitilor ftalatilor in lichid folicular
presupune incubarea enzimatica, derivatizarea si cuantificarea acestora prin
cromatografie in faza gazoasa.Toate solutile standard se prepara in sticlarie de
laborator, care a fost incélzita la 200°C timp de trei ore, spalata cu acetona si uscata.
Peste 2 ml de proba de lichid folicular transferata intr-un tub de sticla borosilicata se
adauga 500 pl acid fosforic, 700 pl acetat de amoniu 1M si se omogenizeaza proba
prin agitare pe vortex 30 secunde. Se adauga 100 pl standard intern si 100 uyl enzima
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B-glucuronidaza in fiecare proba pentru a deconjuga metabolitii ftalatilor glucuronidati.
Probele se acopera cu folie de aluminiu (spalata cu acetona si uscata), se agita usor
si se tin la incubat la 37°C intr-o baie de apa inchisa timp de 2,5 ore. Dupa hidroliza
enzimatica se adauga 5 ml solvent de extractie (hexan:acetona 80:20) la fiecare proba
si se ultrasoneaza timp de 30 minute. Cu o pipeta Pasteur se inlatura faza apoasa, se
adauga 2 g sulfat de sodiu anhidru si se transfera faza organica intr-o fiola de
evaporare. Se spala sulfatul de sodiu cu 1 ml solvent de extractie si se evapora la sec
sub un curent slab de azot la o temperatura de 45°C. Se adauga 100 ul agent de
derivatizare - N,O-bis(trimethylsilyl) trifluoroacetamide cu 1% trimethylchlorosilane
(BSTFA cu 1%TMCS) si 0,9 ml acetat de etil la fiecare proba. Se acopera fiolele cu
folie de aluminiu si se lasa in termoreactor la 65°C timp de 1 h. Se transvazeaza
probele in vialuri de 1,5 ml , se acopera cu folie de aluminiu inainte de a pune capacul
vialului si se analizeaza pe GC-MS.

Analiza se realizeaza cu ajutorul unui cromatograf de gaze (GC Shimadzu-
2010) cuplat cu un spectrometru de masa (Shimadzu QP 2010) si un autosampler
(AOC 20i+s, Shimadzu Corporation). Compusii sunt separati pe o coloana capilara
TraceGold TG-5MS, 5% difenil-95% dimetilpolisiloxan (lungime 30m, diametru interior
0,25mm , grosimea filmului 0,25mm). Spectrele de masa se obtin prin fragmentarea
compusilor cu ionizare electronica de impact (70 eV), iar cuantificarea se face pe curba
de calibrare a metodei a fost efectuatd in cinci puncte pentru fiecare compus,
obtinAndu-se concentratia in pg/ml pentru fiecare compus.
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