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ABSTRACT

Thiol compounds play an important role in a number of physiological processes, especially in
heavy metal detoxification at plants. Here, we report the using of high performance liquid
chromatography with electrochemical detection (CoulArray) for simultaneous determination
of biologically important thiol compounds (Cysteine, N-AcetylCysteine, Homocysteine,
Cystine, Reduced glutathione, Oxidized glutathione, and Phytochelatins). We studied the
electrochemical responses of the studied thiols in the range of 300 mV to 1 000 mV. The
height of signals of cysteine and phytochelatins (PC,, PCs and desGly—PC) were low at
potential of 300 mV. We observed well developed peaks of all thiols at potential 500 mV. But
the highest responses were observed at 900 — 1 000 mV. On the base of the obtained results
we selected 900 mV as the most suitable potential for simultaneous determination of the
studied thiols. In addition we applied the technique to study of content of thiols in blood
serum.

Keywords: Thiol coupounds, Heavy metals, Blood serum, Flow injection analysis, High
performance liquid chromatoraphy, Electrochemical detection.

ABSTRAKT

Thiolové slouceniny hraji roli v fad¢ fyziologickych pochodl a velmi vyznamna je jejich
schopnost vazat do své struktury t€zké kovy. V této praci je popsana metoda pro soucasné
stanoveni thiolovych sloufenin (cysteinu, N-acetylcysteinu, homocysteinu, cystinu,
redukovaného a oxidovaného glutathionu, a fytochelatinil) pomoci vysoko-uc¢inné kapalinové
chromatografie s elektrochemickou detekci (CoulArray). Odpovéd elektrochemického
detektoru byla sledovana od 300 mV do 1000 mV. Pfi pocate¢nim potencialu 300 mV byly
pozorovany velmi nizké signdly u cysteinu a fytochelatinti (PC,, PCs a desGly—PC). Pii
aplikovaném potencialu nad 500 mV byly jiz dobie pozorovatelné signaly vSech studovanych



thiolovych sloucenin. U vSech studovanych thioli bylo dosazeno maximalni proudové
odpovédi pfi potencidlu 900 — 1000 mV. Na zakladé vySe popsanych vysledkli byl pro
soucasnou analyzu vSech studovanych thiolovych slouc¢enin vybran potencial 900 mV. Dale
byla vyvinutd metodika aplikovana na studium obsahu thiolovych slouc¢enin v krevnim séru.

Kli¢ova slova: Thiolové slouc¢eniny, T¢zké kovy, Krevni sérum, Pritokova injekéni analyza,
Vysoko-ucinna kapalinova chromatografie, Elektrochemicka detekce.

UvoD

Sira existuje stabilné v mnoha oxidac¢nich stavech, diky ¢emuZ je univerzalni slozkou mnoha
biologickych systémii [1]. Vysoce aktivni a velmi redukéné vyznamné formy siry
v biologickych molekulach jsou thiolové slouceniny [2]. Thioly prezentuje je Sirokd skupina
biologicky aktivnich latek jako naptiklad aminokyselina cystein, homocystein a
vSudyptitomny tripeptid glutathion a fada dalSich [3-7]. V na$i praci jsme pro simultdnni
stanoveni thiolovych sloucenin (redukovany glutathion (GSH), oxidovany glutathion (GSSG),
fytochelatin (PC,), fytochelatin (PCs) L-cystein (Cys), L-cystin, DL-homocystein a N-acetyl-
L-cystein) vyuzili vysokotc¢innou kapalinovou chromatografii s elektrochemickou detekei.
Nejprve bylo nezbytné pouzit systém pritokové injekéni analyzy s elektrochemickou detekei
(FIA-ED) pro optimalizaci maximalni odpovédi elektrochemického detektoru. Dale byla
vyvinutd metodika aplikovéna na studium obsahu thiolovych sloucenin v krevnim séru.

MATERIALY A METODY
Chemikalie

Acetonitril a methanol (HPLC-Cistota) byly ziskdny od firmy Merck (Darmstadt,
Germany). Standardy PC,, PCs a DesGlyPC jsme ziskali od firmy Clonestar Brno. VSechny
dalsi chemikalie byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich (USA) pokud neni uvedeno jinak.
Zasobni roztoky standardi (koncentrace 100 pg.ml™) byly pfipraveny v ACS vodé& (Aldrich,
USA) a uchovany ve tmé pii 4 °C. Pracovni roztoky byly ze zdsobniho pfipravovany kazdy
den nové. Vsechny roztoky byly pfed HPLC analyzou filtrovany ptes teflonovy filtr 0.45 um
(MetaChem, Torrance, CA, USA). Hodnoty pH byly stanoveny pomoci MV870 pH meter
(Praecitronic, Némecko). pH metr byl pravidelné kalibrovan pomoci sady NBS pufri. Voda
byla demineralizovdna pomoci reverzni osmoézy na pfistrojich Aqua Osmotic 02 (Aqua
Osmotic, Tisnov, Ceskéa republika) a déle ¢isténa pomoci Millipore RG (Millipore Corp.,
USA, 18 MQ) (pro kultivacni medium).

Krevni sérum

Lidské krevni sérum bylo ziskano z Ustavu klinické biochemie, Fakultni nemocnice
Ponavka, Brno. Vzorky séra byly pted vlastni analyzou 100 x zfedény ACS vodou.



Vysokoucinna kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci

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 s reverzni fazi Polaris C18A (150 x 4,6 ; 3 um velikost ¢astic, Varian Inc., CA, USA)
a osmi-kandlového CoulArray elektrochemického detektoru (Model 5600A, ESA, USA),
popiipade reakéni smycky (1 m) pro pritokovou injekéni analyzu (FIA). Detektor je sloZen z
prito¢né analytické komiirky (Model 6210, ESA, USA) obsahujici referentni (hydrogen
paladiova), pomocnou a osm poréznich grafitovych elektrod. V fidicim modulu je uloZena
chromatografické kolona, elektrochemicky detektor, prostor je termostatovany. Vzorek (5 pl)
byl injektovan manualné.

VYSLEDKY A DISKUSE

Viiv priitoku mobilni faze a koncentrace methanolu

Vyznamnym parametrem pro ziskani maximalni odezvy na elektrochemickém
detektoru je pritok mobilni faze. Maximalni odezvy studovanych thiolti jsme ziskali pii
pratoku 0.8 ml/min. Pfi vyS$Sim pritoku se jiz odezva snizuje na 80 — 90 % maxima a to
pravdépodobné diky mensimu ¢asu pre-koncentrace. Nizsi pritok nez 0.8 ml/min také snizuje
pozorované signdly o vice jak 20 % pfi porovnani s nejvyssi odezvou, coz pravdépodobné
souvisi s moznosti nasyceni aktivniho povrchu elektrody (pifi dané koncentraci), a tim dochézi
ke snizeni sledované¢ho signdlu. Protoze elektrochemické stanoveni analytu vyzaduje
pritomnost elektrolytu, testovali jsme vliv organického rozpoustédla (methanolu) na
elektrochemickou odpovéd’ analytu. Zjistili jsme, Ze 15% obsah methanolu v mobilni fazi,
kterd jako vodni fazi obsahovala 80 mM kyselinu trifluoroctovou, vede k vice jako 50%
poklesu oxidacnich signalti vSech studovanych thiolti. Vyrazné strmy pokles proudové
odpovédi, byl pozorovan u oxidovanych thiolti (GSSG a Cystin). Zajimavé bylo také chovani
fytochelatinu PCs, kde pokles signalu byl srostoucim obsahem methanolu pozvolny.
Pozorovana zména, pravdépodobné souvisi s velikosti ¢i strukturnim uspotfddanim molekuly
PCs. Jako nejvhodnéjsi pomér 80 mM kyseliny trifluoroctové a metanolu v mobilni fazi byl
99:1 (v/v) [8].

Chromatograficka separace — izokraticka a gradientova eluce

V pribéhu celého experimentu bylo vyuzito chromatografické kolony s reverzni fazi
Polaris C18A (150 x 4,6 3 um velikost ¢astic). Pfi optimalizaci vySe uvedenych
chromatografickych podminek jsme pouzivali mobilni fazi skladajici se z 80 mM kyseliny
trifluorooctové (solvent A) a methanolu (solvent B) v isokratickém moédu. Byly ziskény
signaly jednotlivych thiolovych slou€enin cystin v retenénim ¢ase 3.1 min; cystein 3.2 min;
homocystein 5.4 min; PCs 6.9 min; GSH 7.0 min; NAcCystein 8.4 min; DesGlyPC 24.5 min;
GSSG 34.5 min a PC; 44.1 min. Signaly PCs a GSH, a cystinu a cysteinu nejsou dokonale
separovany, a navic doba jedné analyzy trva téméf 45 minut. Proto jsme se rozhodli vyuzit
pro separaci thioli gradientové eluce. Prvni pouzity gradient vychazel z3 % methanolu



v mobilni fazi a po 8 minutach doslo k nartistu obsahu methanolu na 20 % béhem jedné
minuty. Po té zlstal obsah methanolu na konstantni vysi (20 %) po dobu 8 minut. V 16
minuté doslo ke sniZzeni obsahu methanolu na 3 % béhem jedné minuty. Pfi tomto gradientu,
vSak doslo k horsi separaci a senzitivité pro thioly DesGlyPC, GSSG a PC,. Na zéklad¢ téchto
vysledkt jsme snizili v dalSich experimentech maximalni obsah methanolu na 15 % a pribéh
gradientové eluce zistal zachovan (jak je popsano vyse). V pfipadé, Ze byl pouzit ndmi nove
navrzeny postup chromatografické separace, bylo mozné ziskat velmi dobie odd€lené a
symetrické chromatografické piky vSech deviti thiolovych sloucenin s velmi dobrou
reprodukovatelnosti a senzitivitou. Navic se ndm podatilo pomoci nové zvoleného postupu
zkratit Cas analyzy na méné jak 16 minut, coz je oproti vysledkim ziskanym pomoci
isokratické eluce snizeni o 30 minut.

Obr. 1 Zavislost vysek elektrochemickych signalli studovanych thiold na riizném obsahu
metanolu v mobilni fazi, ktera obsahovala jako vodni fazi 80 mM kyselinu trifluoroctovou.
Pratok mobilni faze 0.8 ml/min, aplikovany potenciél na vSechny elektrody 900 mV.
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Viiv koncentrace thioli

Pfi optimalnich chromatografickych a detekénich parametrech (mobilni faze: 80
mmol.I" kyselina trifluoroctova (solvent A) a metanol (solvent B); gradient: 3% metanol
konstantni pod dobu 8 minut, poté¢ narist metanolu na 15% b&hem 1 minuty, po 8 minutach
konstantniho obsahu metanolu (15%) pokles na 3% béhem jedné minuty; pritok mobilni faze
0.8 ml.min', kolona i detektor byly termostatovany na 25 °C) byla studovana zavislost vysky
signald thiolii na jejich koncentraci. Ziskané koncentraéni zavislosti byly striktn& linearni (R
=0.9978 az 0.9993). Nartst obsahu methanolu, vSak snizil maximalni proudové odpovédi na
elektrochemickém detektoru o 20-50 %. I pifes tento negativni vliv zvySeného obsahu
methanolu, bylo mozné dosdahnout velmi dobré senzitivity, protoze limity detekce se



pohybovaly v desitkach femtomolti na 5 pl nastfik, vyssi limity detekce byly pozorovany
pouze u cystinu GSSG a PCs, kde byl limit detekce 2 pikomoly na 5 pl nastiik. VyS$si
pozorované limity detekce pravdépodobné souvisi s velikosti molekul stanovovanych thiola a
rozdilnou interakci s povrchem pracovnich elektrod.

Tabulka 1: Kalibracni data pro HPLC-ED stanoveni thiolt (n = 5).

Thiol Retenéni Korelaéni  Detekéni limit  Detekéni limit  RSD
¢as (min.)  Regresni pfimka  koeficient (ng/ml) (fmoly na5pul) (%)*
Cystein 3.15 y=1.952x + 0.263 0.9993 0.4 14 1.8
Cystin 2.84 y=0.111x + 0.052 0.9990 6 127 3.5
Homocystein 7.88 y=0.665x + 0.133 0.9987 1 38 2.2
NAcCystein 7.25 y=1.002x + 0.343 0.9995 0.7 21 32
GSH 5.92 y=0.593x - 0.053 0.9992 1 19 1.9
GSSG 14.20 y =0.069x - 0.003 0.9979 10 80 3.3
DesGlyPC 13.60 y=0.691x + 0.0501 0.9978 1 10 3.8
PC, 15.40 y=0.093x - 0.0293 0.9971 7 67 2.2
PC; 5.58 y=0.0013x - 0.0063 0.9995 519 2104 3.0
S Relativni standardni odchylka (%)

Analyza thiolit v krevnim séru

Pomoci vyvinut¢ HPLC-ED techniky byl analyzovan obsah thiolti v fedéném lidském
krevnim séru. Na ziskaném HPLC-ED chromatogramu bylo mozné pozorovat signaly
cysteinu, cystinu, homocysteinu, GSH, GSSG a signal cysteinylglycinu. Z;jisténé koncentrace
v krevnim séru byly pro cystein 8 = 0.2 uM, cystin 10 + 0.5 uM, homocystein 9 £ 0.1 uM,
GSH 11 £ 0.3 uM, GSSG 4 £ 0.2 uM a cysteinylglycin 35 + 0.4 uM. Ze ziskanych vysledki
je ziejmé, ze senzitivni HPLC-ED metodu lze vyuzit pro analyzu thioll v krevnim séru.
Avsak vliv pouzité biologické matrice na elektrochemické odezvy pouze natfedéného vzorku
na standardni pfidavky je zna¢ny (pokles signalu o vice jak 80%). Vysvétleni pozorovaného
chovani neni jasné, ale pravdépodobné dochazi interakci thiolG s proteiny piitomnymi
v krevni plazmé. Tento efekt je mozné snizit tepelnou a chemickou denaturaci proteina
pritomnych v séru, ¢ehoz vyuziva tfada analytickych postupti. Zistava, ale otdzkou jak tento
postup piipravy vzorku ovlivni vysledné koncentrace thiolli ve sledovaném vzorku.

ZAVER

Vzristajici mnozstvi polutantil rtizného druhu a pivodu v Zivotnim prostiedi vede
organismy k potieb& vytvaret nové detoxikani mechanismy. Studium zpiisobu adaptace na
jednotlivé druhy znecisténi je velmi dilezitym tikolem moderni analytické chemie, biochemie
a molekularni biologie. Jak je ukazéano, elektrochemické stanoveni v pritokovém systému
umoznuje velmi senzitivni, rychlé a automatizované méteni fady thiolovych slouc¢enin [8-17].
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