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ABSTRACT

New method for determination Cystein (Cys), reduced (GSH), eventually oxidized (GSSG)
glutathione and phytochelatin (PC,;) by high performance liquid chromatography with
electrochemical detection was optimised. The thiol compounds were analysed and separated on
chromatographic column Polaris C18A (150x2.0x3 pm) using isocratic mobile phase containing
92 % 80 mM trifluoric acid (solvent A) and 8 % acetonitrile (solvent B). Optimal flow rate of
mobile phase was 0.4 ml/min. Electrochemical detector scanned responses at applied potential
on electrodes 90, 180, 270, 360, 450, 540, 630 and 720 mV. Suitable analytical potential for real
time analysis of Cys, GSH, GSSG and PC, was 540 mV. Dependences of current response of
electrochemical detector on concentration of individual thiol compounds were linearly with
relative standard deviation about 5 %. Detection limits were for cystein 10 ng/ml, GSH 80
ng/ml, GSSG 250 ng/ml and PC, 500 ng/ml, respectively.
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ABSTRAKT

Byla optimalizovana nova metoda pro stanoveni cysteinu (Cys), redukovaného (GSH), ptipadné
oxidované¢ho (GSSG) glutathionu a fytochelatinu (PC,) pomoci vysoko-ucinné kapalinové
chromatografie s elektrochemickou detekci. Thiolové slouceniny byly analyzovany a
separovany na chromatografické koloné Polaris C18A (150x2.0x3 um) pfi pouziti isokratické
mobilni faze obsahujici 92 % 80 mM kyseliny trifluorooctové (solvent A) a 8% acetonitrilu
(solvent B). Optimalni pritok mobilni faze byl 0.4 ml/min. Elektrochemicky detektor snimal
odezvy pii aplikovaném potencialu na elektrody 90, 180, 270, 360, 450, 540, 630 a 720 mV.



Vhodnym analytickym potencidlem pro simultanni nebo soubéznou analyzu Cys, GSH, GSSG
a PC, bylo 540 mV. Zavislosti proudové odezvy elektrochemického detektoru na koncentraci
jednotlivych thiolovych sloucenin byly linearni s relativni chybou stanoveni kolem 5 %. Limity
detekce byly pro cystein 10 ng/ml, GSH 80 ng/ml, GSSG 250 ng/ml a PC, 500 ng/ml.

Klicova  slova:  glutathion, fytochelatin, vysokoU¢inna kapalinova chromatografie,

elektrochemicky detektor

UVOD

Jednou z zZivotnich podminek je udrZeni stalého prostifedi - homeostazy. Pii jejim naruseni,
napf. plisobenim toxickych latek, mize v organismu dochéazet velmi rychle k ukonceni zivotné
dulezitych funkci. Jednou skupinou toxickych latek jsou té€zké kovy. Do organismtli vstupuji
z okolniho prostiedi nejcastéji potravou a na jejich detoxifikaci v organismu pracuje cela fada
specializovanych peptidi a proteind. Pfedev§im u savct, ale i jinych zivocisnych druhti, tuto
roli detoxifikacniho proteinu zastdva metalothionein (MT). U rostlin je mechanismus interakce
jednodussi, dochazi kvazbé kovu molekulami fytochelatinli, které jsou piedevsim
transportovany do vakuoly [1-3]. Vychozim substratem téchto, na siru bohatych peptidd, je
molekula glutathionu a aminokyselina cystein [4]. Glutathion je nejrozsifenéj$i neproteinovy
thiol, vyskytujici se prakticky ve vSech bunkach rostlinnych i zivocisnych organismi. Jeho
hlavni funkce spociva v detoxifikaci celé fady organickych i anorganickych sloucenin,
antioxidacni obrané a bunééné signalizaci [5]. Glutathion je soucasti vyznamnych peptidt se
zakladnim vzorcem ([J-Glu-Cys),Gly, (n = 2-11), oznacenovany jako fytochelatiny a
representujici skupinu latek, které na sebe opét vazou tézké kovy [1-3,6,7]. Proto ma jejich
analytické stanoveni pro biology, molekularni biology, biochemiky, zemédélce a védce,
zabyvajici se ochranou Zivotniho prostiedi, velky vyznam[8].

Pro béZnou analyzu riznych biologicky vyznamnych latek v biologickych vzorcich
vétSinou postaci naneseni intracelularniho obsahu bun¢k na chromatografickou kolonu
(Sephadex 50) bez derivatizace. OvSem pro analyzu ziskané bunécné frakce v pripade
fytochelatini je nezbytné peptidy obsahujici sulthydrylové skupiny (SH) nejprve derivatizovat
[9]. Nejbeéznéjsi zptsob derivatizace je pomoci Elmanova ¢inidla [10]. Vznikly barevny produkt
je mozné méftit pomoci spektralnich metod pfi vinové délce 410 nm a automatizovat za vyuziti
sniméani signalu diodovym polem [9]. Popsand metoda byla modifikovana pro citlivéjsi
fluorimetrickou detekci peptida [11].

Selektivni a citlivé stanoveni bez piedchozi derivatizace je sice obtizné, avSak v posledni
dobé se ukazuje, ze bez derivatizace by mohla byt velmi vhodnym nastrojem studia proteint
elektrochemie. Klasické elektrochemické metody spliiuji pozadavek na dobrou citlivost [12-15],
ale ve slozit¢ matrici mize dochazet vlivem interferujich latek ke sniZzeni selektivity.

Nedostatek 1ze odstranit pomoci technik umoziujici cely pracovni postup vyrazné zjednodusit a



automatizovat vyuzitim detekce analytu po jeho rozdéleni na koloné multielektrodovymi
detektory. Jedna se o systém, kde je sériové zapojeno osm az 32 kanali s pritocnymi
coulometrickymi elektrodami. Kombinace vybrané citlivé elektrochemické metody a vysoko-
ucinné kapalinové chromatografie nabizi vhodny nastroj pro studium malych proteinl a
peptidd, jakymi jsou fytochelatiny.

V nasi praci jsme se zaméfili na optimalizaci stanoveni cysteinu, redukovaného piipadné
oxidovaného glutathionu a fytochelatinu PC, za pouziti vysoko-ucinné kapalinové

chromatografie s elektrochemickou detekci.

MATERIAL A METODY
Chemikalie

Vsechny chemikalie byly zakoupeny u Sigma-Aldrich (USA). Acetonitril (HPLC-Cistota) a
methanol byly ziskany od firmy Merck (Darmstadt, Germany). Zasobni roztoky standarda
v koncentraci 1 pg/mL byly pfipraveny v ACS vodé (Aldrich, USA) a uchovany ve tmée pti 4
°C. Pracovni roztoky byly ze zasobniho pfipravovany kazdy den nové. VSechny roztoky byly
pifed HPLC separaci filtrovany pies teflonovy filtr 0.45 um (MetaChem, Torrance, CA, USA).
HPLC-ED

HPLC-ED systém byl slozen ze dvou chromatografickych pump Model 582 ESA (ESA
Inc., Chelmsford, MA) (pracovni rozsah 0.001-9.999 mL/min), a chromatografické kolony
Polaris CI18A (150x2.0x3 pm) a osmi-kanalového CoulArray elektrochemického detektoru
(Model 5600A, ESA, USA). Detektor je slozen z prutocné analytické komtrky (Model 6210,
ESA, USA) obsahujici referencni, pomocnou (Pd) a osm poréznich grafitovych elektrod. V
fidicim modulu je uloZena chromatografické kolona, elektrochemicky detektor, prostor je

termostatovany. Vzorek (5 uL) byl injektovan manualné (Obr. 1).
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Obr. 1: Zékladni schéma vysoko-ucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s
elektrochemickym detektorem.



VYSLEDKY A DISKUSE
Elektrochemické méreni

Elektroanalytické stanoveni ma fadu vyhod, mezi které zcela jisté patii rychlost, velmi
dobra citlivost, reprodukovatelnost a levnost. Nevyhodou je vSak horsi selektivita v pfitomnosti
interferujicich latek ze slozité biologické matrice. Jak je ukdzéno v fade praci, elektrochemické
metody jsou vhodné pro stanoveni nukleovych kyselin [13,16], proteint [12,17], antibiotik [18]
a kovi v relativné slozité biologické matrici [19].

Zékladni elektrochemické chovani cysteinu (Cys), redukovaného (GSH) piipadné
oxidovaného (GSSG) glutathionu a fytochelatinu (PC,) jsme uskute¢nili na rtutové kapkové
elektrodé pomoci cyklické voltametrie. VSechny studované latky obsahuji ve své molekule
atomy siry (Obr.2), které jsou elektroaktivni. Ziskané vysledky jsme vyuzili pti optimalizaci
elektrochemického stanoveni téchto thiolovych latek po jejich chromatografickém rozdéleni

pomoci HPLC (neni ukézano).
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Obr. 2: Chemicka struktura cysteinu (Cys), redukovaného glutathionu (GSH), oxidovan¢ho
glutathionu (GSSGQG) a fytochelatinu (PC).

Vliv aplikovaného potenciilu na pracovni elektrody

V prubéhu celého experimentu jsme se snazili o co nejjednodussi separacni podminky za
vyuziti kolony Polaris C18A (150x2.0x3 um) pii pouziti isokratické mobilni faze obsahujici 92
% 80 mM kyseliny trifluorooctové (solvent A) a 8% acetonitrilu (solvent B). Priitok mobilni
faze se pohyboval kolem 0.2 mL/min., kolona i detektor byly termostatovany na 35 °C. Analyt
byl do pritokového systému injektovan pies 5 pL davkovaci ventil. Pro nalezeni podminek co
nejcitlivéjsiho stanoveni studovanych latek bylo nejdiive nezbytné nalézt optimalni odpoveéd
elektrochemického detektoru. Na grafitové porézni elektrody elektrochemického detektoru jsme
vkladali potencialy 90, 180, 270, 360, 450, 540, 630 a 720 mV a zaznam celkového scanu je
ukazdn na obrazku 3. Pro volbu vhodného analytického potencidlu vychazime
z hydrodynamického voltampérogramu (Obr. 4). Ten je ziskan po opakovaném davkovani

analytu o konstantni koncentraci do pratokového systému.
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Obr. 3: HPLC-ED chromatograficky zaznam Cys, GSH, GSSG a PC, (1 ug/ml). Na elektrody
byl vloZen potencial 90, 180, 270, 360, 450, 540, 630 a 720 mV, kolona (USA) (50.0 x 3.0 mm
LD.) plnéné XTerra™ MS C18, isokratickd mobilni fize: 92 % 80 mM kyseliny triflurooctové
(solvent A) a 8% acetonitrilu (solvent B), pritok mobilni faze 0.2 mL/min., kolona i detektor

byly termostatovany na 35 °C. Analyt byl do pritokového systému injektovan pres 5 pl
davkovaci ventil.

Vysledny voltampérogram ma charakteristicky sigmoidni pribéh. Pro méteni jednotlivych
vzorki se voli potencial s oblasti limitniho proudu, pfipadné z mista nejmensiho potencialového
rozdilu (oblast stoupajici ¢asti viny)[20]. Potencial v misté nejmensiho potencidlového rozdilu
jsme zvolili jako nejvhodnéjsi detekéni potencial pro dalsi méfeni (Obr. 4). Zjistili jsme, Ze
potencial 540 mV je vhodnym analytickym potencialem jak pro soucasnou analyzu Cys, GSH,

GSSG a PC, tak pro dobrou proudovou odezvu.
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Obr. 4: Hydrodynamicky voltampérogram fytochelatinu PC, . Ostatni podrobnosti jsou uvedeny
na obrazku 3.

Vliv celkového priitoku mobilni faze a koncentrace acetonitrilu

Vyznamnym parametrem pro ziskani maximalni odezvy na elektrochemickém detektoru je
celkovy pritok mobilni faze. Maximalni odezvy jsme ziskali pii pratoku 0.4 mL/min. Pii
vys$§im pritoku se jiz odezva snizuje na 80 — 90 % maxima a to pravdépodobné diky mensimu
casu prekoncentrace. Nizsi prutok tedy pravdépodobné souvisi s moznosti nasyceni aktivniho

povrchu elektrody (pfi dané koncentraci) a tim dochazi ke sniZeni sledovaného signalu (Obr. 5).



Protoze elektrochemické stanoveni vyzaduje pfitomnost elektrolytu, testovali jsme vliv
acetonitrilu na elektrochemickou odpovéd’ analytu. Ziskana zavislost ukazuje negativni vliv

vy$$i koncentrace acetonitrilu na studovany signal (neni ukazano).
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Obr. 5: Zavislost vysSky piku fytochelatinu PC, na pritoku isokratické mobilni faze. Ostatni
podrobnosti jsou uvedeny na obrazku 3.

Chromatograficka separace Cys, GSH, GSSG a PC,

Na chromatografické koloné pfi pouziti isokratické mobilni faze obsahujici 92 % 80 mM
kyseliny trifluorooctové (solvent A) a 8% acetonitrilu (solvent B) a optimalnim pritoku mobilni
faze 0.4 ml/min byly dokonale separovany Cys — RT: 2.80 min., GSH — RT: 5.00 min., GSSG —
RT: 8.50 min. a PC,— RT: 17.10 min. (Obr. 6). Na obrazku je ukazan chromatogram thiolovych
slou¢enin pfi tfech rozdilnych koncentracich (0.25, 0.5 a 1 ug/ml). Z obrazku je velmi dobie

patrny linearni trend zavislosti proudové odezvy na koncentraci studovaného analytu.
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Obr. 6: HPLC-ED chromatograficky zaznam Cys, GSH, GSSG a PC, (1 pg/ml) pti 540 mV a
pratoku mobilni faze 0.4 ml/min. Ostatni podrobnosti jsou uvedeny na obrazku 3.

Vliv koncentrace
Pti nastaveni vSech optimalnich parametri metody jsme testovali moznosti citlivého
stanoveni thiolovych latek na elektrochemickém detektoru. Zavislosti proudové odezvy

elektrochemického detektoru na koncentraci jednotlivych thiolovych sloucenin byly linearni a



relativni stfedni chyba (R.S.D.) se pohybovala kolem 5% (n = 5). Rovnice kalibra¢ni piimky a
hodnota spolehlivosti zavislosti proudové odezvy na koncentraci byly pro Cys: y = 0.1449x +
3.3061, R* = 0.9989; GSH: y = 0.0024x + 0.0295, R* = 0.9973; GSSG: y = 0.4251x + 0.9715,
R*=0.9959, PC,: y = 0.0118x - 0.3081, R* = 0.9943 (Obr. 7). Limity detekce byly pro cystein
10 ng/ml, GSH 80 ng/ml, GSSG 250 ng/ml a PC, 500 ng/ml.
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Obr. 7: HPLC-ED zavislosti proudové odezvy elektrochemického detektoru na koncentraci
jednotlivych thiolovych slou¢enin (Cys, GSH, GSSG a PC,. Ostatni podrobnosti jsou uvedeny
na obrazku 6.

ZAVER

Analyticka chemie se velmi intenzivné rozviji a pfinasi nové metody pro biochemické a
molekularné biologické studium proteind a peptidi. V nasi praci jsme optimalizovali rychlé,
selektivni a citlivé stanoveni cysteinu (Cys), redukovaného (GSH) piipadné oxidovaného
(GSSG) glutathionu a fytochelatinu (PC,) pomoci kombinované techniky vysoko-u¢inné
kapalinové chromatografie s elektrochemickou detekci. Elektrochemicka determinace téchto

thiolovych sloucenin je srovnatelna s ostatnimi analytickymi technikami.

PODEKOVANI

Prace na této publikaci byla financovana z dlouhodobého zaméru Agronomické fakulty MZLU
& 4321 00001, FRVS 1203/2003 a Narodniho vyzkumného centra LNOOAOS81 a Grantu
203/02/0422 od GA CR .

POUZITA LITERATURA

[1] C.S. Cobbett, Plant Physiol. 123 (2000) 825-832.

[2] C.S. Cobbett, Curr. Opin. Plant Biol. 3 (2000) 211-216.

[3] C.S. Cobbett, IUBMB Life 51 (2001) 183—188.

[4] C.S. Cobbett, M.J. May, R. Howden, B. Rolls, Plant J. 16 (1998) 73-78.
[5] J. Jamison, Nature Biotechnol. 18 (2000) 586.



[16]

[17]

[18]

[19]
[20]

C.S. Cobbett, Trends Plant Sci. 4 (1999) 335-337.

C.S. Cobbett, P.B. Goldsbrough, Annu. Rev. Plant. Biol. 53 (2002) 159-181.

J.E. Gawel, B.A. Ahner, A.J. Friedland, F.M.M. Morel, Nature 381 (1996) 64-65.

R.C. Fahey, G.L. Newton, Methods Enzymol. 143 (1987) 85-97.

G. Ellman, Arch. Biochem. Biophys. 82 (1959) 70-77.

E. Grill, E.-L. Winnacker, M.H. Zenk, Methods Enzymol. 205 (1991) 333-341.

R. Kizek, L. Trnkova, E. Palecek, Anal. Chem. 73 (2001) 4801-4807.

L. Trnkova, R. Kizek, J. Vacek, Bioelectrochem. 56 (2002) 57-61.

J. Vacek, J. Petiek, L. Havel, D. Koutna, V. Adam, L. Trnkova, R. Kizek, In: VI.
Pracovni setkani biochemikii a molekularnich biologli Brno (2002).

J. Vacek, J. Petiek, R. Kizek, L. Havel, B. Klejdus, L. Trnkova, F. Jelen, Biochemistry
in press (2003).

E. Palecek, S. Billova, L. Havran, R. Kizek, A. Miculkova, F. Jelen, Talanta 56 (2002)
919.

M. Masarik, R. Kizek, K.J. Kramer, S. Billova, M. Brazdova, J. Vacek, M. Bailey, F.
Jelen, J.A. Howard, Anal. Chem. 75 (2003) 2663.

S. Billova, R. Kizek, F. Jelen, P. Novotna, Anal. Bioanal. Chem. 377 (2003) 362.

R. Kizek, L. Trnkova, S. Sevcikova, J. Smarda, F. Jelen, Anal. Biochem. 301 (2002) 8.
K. Markugova, Elektrochemické metody, Univerzita Pavla Jozefa Safarika v Kogiciach,

Kosice, 2000.



