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ABSTRACT

Glutathione plays important role in biochemical qggsses associated with oxidative stress in
bacterial, plant and animals cells. Glutathionedsurring in the reduced (GSH) and oxidized form
(GSSG) in the organism. The ratio between GSH aB8&is considered as a marker of oxidative
stress. During the sample preparation the destabdin of the GSH and GSSG forms is occurring
which might be a problem for subsequent analysis #f this study was the optimization and of
quantitative reduction GSSG to GSH for HPLC-ED dwteation using tris (2-carboxyethyl)
phosphin (TCEP) and ethylendiamintetracetic acidTk&). The efficiency of reduction of GSSG
was analyzed using high pressure liquid chromapdgrawith electrochemical detection (HPLC-
ED). For GSH and GSSG determination we used gradiation with methanol on reversed-phase
column and coulometric detection. Limit of detentior GSH and GSSG was determined as 30
nM and 200 nM respectively. For qualitative redaictiof GSSG to GSH we optimized the
concentration of reducing agent (1, 2, 4, 6 mMpetiof reaction (1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 45,
50, 55, 60 minutes) and pH range of tested bufBriton-Robinson, Borate buffer, Phosphate
buffer and Acetate buffer). The influence of adsitof EDTA was also tested. We determined the
optimal condition of the reducing reaction as 2 MEEP in Borate buffer (pH 9) and reaction time
15 minutes. No influence of EDTA addition on thelueing reaction was observed. The usage of
the method was estimated for concentration rangev6e 200 pM of GSSG.

Key words: Total GSH determinationOxidized glutathione (GSSG); Tris(2-carboxyethyl)
phosphine (TCEP); ethylenediaminetetraacetic deRiTA);

Acknowledgments: This work was supported by project NanoBioTECell GR P102/11/1068,
IGA TP6/2012, and CEITEC CZ.1.05/1.1.00/02.0068.

1218



MENDELNET 2012

uvoD

Glutathion je ve #tSin¢ organisni vyskytujici se tripeptid, ktery byl objeven v rot621 F. G.

Hopkinsem (Hopkins, 1921). Jeho systematickym nazjeelL+y-glutamyl-L-cysteinyl-glycine. Ve
své molekule obsahuje —SH skupinu, ktera je veleaktivni (Kizek, a kol., 2004). V Zivych
organismech se vyskytuje v redukované (GSH) a @%dé forng (GSSG) (Obr.1) (Meister a
Anderson, 1983).

Obr. 1 Strukturni vzred¥)redukovaného aB{) oxidovaného glutationu.

Pri pasobeni stresovych fakiordojde k celkové buftné odpowdi. (Cullinan, a kol., 2003)
Dusledkem této aktivace stresovym faktorem dojderkgesi syntézy bilkovin a zvySeni syntézy
glutathionu. Ten mé hlavni roli pro ume tvorby girozenych disulfidovych vazeb, ale také
vyrovnava redoxni reakce, a tim chranfibpupied oxidativnim stresem. Je tedy povazovan za jeho
marker oxidativniho stresu (Chakravarthi, a koDP&). Pro kvantifikaci thiolovyh sl@enin je
nezbytna efektivni redukce disulfidickych vazeb ifsen, a kol., 2007). Mezi v stasné dob
nejpouzivaryjsi redukni ¢inidla setadi ditiotreitol (DTT) (Han a Han, 1994), sodiumrdloydrid
(Hansen, a kol., 2007) a zejména tris-(2-karboxyfitsfin (TCEP). TCEP j&inidlo redukujici —

SH skupiny (Visser, a kol., 2004) a jako takové pnd tento del mnoho vyhod. Jeho redtri
vlastnosti Ize vyuzit pro vzorky v Sirokém rozmpH, a to od 1,5 do 11,1 pH. Je vysoce rozpustny
ve vodnych roztocich, niétavy a vykazuje lepSi reprodukovatelnost nez dad&iobna reduini
¢inidla patici do této skupiny (Krijt, a kol., 2001), jako jsaributylfosfin (TBP) a trifenylfosfin
(TPP) (Alwael, a kol., 2010). Pro stabilizaci tief@h slogenin a tim padem kvantitativni detekci
se také vyuzivaifdavek kyseliny etylendiamintetraoctové (EDTA)izmych koncentracich (Guo,

a kol., 2009, Visser, a kol., 2004). Jedn& se ggminokarboxylovou kyselinu obsahujigyfi
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karboxylové skupiny a dvaminoskupiny. Vyznéuje se chelatamimi vlastnostmi, kdy sice ionty
kovi zistavaji v roztoku, ale vykazuji niz§i reaktivituaff§i, a kol., 2007) a tudiz je potkno

piispeni kowi ke katalyze oxidace GSH na GSSG. Tato prace jéiema na optimalizaci redukce
GSSG na GSH za pouziti redultho ¢inidla TCEP a chelataiho ¢inidla EDTA. Pro stanoveni
celkového glutathionu byla pouzita metoda vysakwdé kapalinové chromatografie

s elektrochemickou detekci.

MATERIAL A METODIKA
Chemikalie

Standard oxidovaného a redukovaného glutathionsteity i standardy redukich cinidel byly
zakoupeny od firmy Sigma Aldrich (St. Louis, USAtandardy fytochelatin (PG, PG, PG a
PGs;) byly zakoupeny od firmy Clonestar (BrnGeska republika) K ffipraw standardnich roztek
byla pouzita voda ACSistoty (Sigma Aldrich, St. Louis, USA).tPpiipraw pufri byly pH
hodnoty méfeny pomoci fistroje InoLab pH 730 WTWWeilheim, Germany).

Podminky HPLC-ED analyzy

HPLC-ED systém byl sloZzen ze dvou chromatografibkyeimp Model 582 ESA (ESA Inc.,
Chelmsford, MA) (pracovni rozsah 0,001-9,999 ml ia chromatografické kolony s reverzni
fazi Zorbax eclipse AAA C18 (150 x 4.6; 3,5 um ke#it ¢astic, Agilent Technologies, USA) a
dvanacti-kanalového CoulArray elektrochemického ekiieru (Model 5600A, ESA, USA).
Detektor je slozen ze dvoutpocnych analytickych korirek (Model 6210, ESA, USA). Kazda
komirka obsahujetyii analytické cely. Jedna analyticka cela obsahujerdferentni (hydrogen
paladiové), d¥ pomocné a jednu porézni grafitovou pracovni ebektr Elektrochemicky detektor
je ulozen viidicim modulu, jehoZ cely prostor je termostatovémorek (20 pl) byl injektovan
automaticky pomoci autosampleru (Model 542, ESAA))Sktery ma v sob zabudovan i
termostatovany prostor pro kolonu. Vzorky bylghbm analyzy uchovany v karuselii peplot

8 °C. Kolona byla termostatovana na 30 °Gité mobilni faze byl 1 ml-mih Mobilni faze se
skladala z A: kyseliny trifluorooctové (80 mM) a B:00% Met-OH. Latky byly eluovany
nésledujicim linedrvzestupnym gradientem:

Gradient pro stanoveni GSH a GSSG: 0 - 1 min (3)%4B~ 2 min (10 % B), 2- 5 min (30 %
B), 5 — 6 min (98 % B). Detekce separovanych latek prdaitpsi aplikovaném potencialu
900 mV. Doba jedné analyzy byla 20 minut.

Gradient pro stanoveni thiolO - 7 min (3 % B), 8 15 min (15 % B), 25 min (30 % B), 28 33
min (98 % B), 37— 45 min (3 % B). Detekce separovanych latek prdailpéi aplikovaném
potencialu 900 mV. Doba jedné analyzy byla 45 m{fibpan, a kol., 2010).
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VYSLEDKY A DISKUZE

V prvnim kroku optimalizace jsme z&fili pozornost na dobu {sobeni redutniho ¢inidla na
100 pM standard GSSG a sasré na koncentraci TCEP, jeZ bylo rozpimi v boratovém pufru o
pH 9. Podminka boratového pufru byla odvozenaerdtury (Kizek, a kol., 2004). Hodnoceni
vytéZznosti reakce probihalo tak, Zgidana znamda koncentrace GSSG byl yariantnich
podminkach redukovana na GSH jehoz vysledna hodbgie chromatograficky analyzovana
stejre jako koncentrace zbytkového GSSG. Z vystedkedenych na Obr. 2A je patrné, ze
vhodnych podminek je docileno jiz v koncentraci FCEmMM gi doke reakce 15 minut. iPtéchto
nejvhodrgjSich podminkach byl v dalSim kroku optimalizacegvaavan vlivi jednotlivych pufi.
Mezi testované pufry byly pufry zvoleny tak, abyldbpokryta cela pracovni Skala pH daného pufru
a to zejména pokud to bylo mozné, v bazické obldstly tedy pouzity pufr Britton-Robinson
(pH 10, 9 a 8), boratovy pufr (pH 9, 8 a 7), fosfét pufr (pH 9, 8 a 7) a acetatovy pufr (pH 6,5;
5,5 a 4,5). Po analyze vSedithto variant bylo patrné, ze obsah GSH uvedeny ba 2B je
nejvySSi @i pouziti boratového pufru pH 9, a také u fosfatav@ufru pH 8. Je zde patrny i fakt, Ze
pH pufru neni jedinou rozhodujici vlastnosti, ktend vliv na redukci, jelikoz u pufru Britton-
Robinson, ktery byl pouzit v stejnych pH, jako cwvgvhodrjsi pufry doSlo jen k nepatrné redukci.
Na Obr. 2C je uvedena zbytkova koncentrace GSS@&ghokci. Diky Emto hodnotam byl jako
nejvhodrgjsi zvolen boratovy pufr pH 9, jelikoz obsah GSSG medukci byl zanedbatelny.
Z vysledki vyplyva, ze boratovy i fosfatovy pufr o nizSich pidposkytuje vhodné podminky pro
redukci, stejns jako pufry Britton-Robinson a acetatovy pufr, Kemaji ve svych pH tém
srovnatelné vysledky, které ukazuji na nevhodre&tj pouZiti.
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Obr. 2 @) Vliv doby reakce na redukci GSSG (100 pM) na G8Hkazdé dob pouzity rizné
koncentrace TCEP v boratovém pufru pHB) Vliv pufri Britton-Robinson (B-R), Boratovy pufr
(BB), Fosfatovy pufr (PB) a Acetatovy pufr (AB):iznych pH na koncentraci GSH, které je
redukovano z GSSG. Jako reduikcinidlo bylo pouzito 2 mM TCEP a koncentrace GS$fa b
200 uM. C) Zistatek GSSG po redukci 2 mM TCEP z 200 pM GSS@stati niznych pufi.
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Déle byl testovan i iidavek chelatniho ¢inidla EDTA (aplikované koncentrace 2; 1; 0,5 a
0,1 mM), kterd je v literatie uvaéna jako vhodné chelatai ¢inidlo (Guo, a kol., 2009, Visser, a
kol., 2004). Podle naSich stanoveni nevykazovat@it&adny vliv na kvalitu redukce u pouzitych
standard. Lze vSak pedpokladat, Zze vliv EDTA ip pouziti redukce u realnych vzdrkoude
patrny. PBi ziskanych optiméalnich podminkach byl&tena kalibrani fada a sestrojena kalilird
kiivka. Redukni kalibrani kiivka je linearni v rozsahu 0,4 — 200 pM GSSG, heéno dle
redukovaného GSH. Déle byla provedena analyzssého standardu thiolovych st@min podle
nasi pedchozi publikace (Diopan, a kol., 201@) pptimalnich podminkach a nasledovalo jejich
porovnani s analyzou \apodnich neoptimalizovanych podminkach. Z porovnawpliva, Ze
hodnoty thiolovych slotenin jsou pi pouziti optimalizovanych podminek redukce sroeirs,
nebo vy3Si, neZli ip pouziti pivodnich podminek. DalSim rozdilem je, Ze GSSG nemi
chromatogramu patrnéibec, tzn., Ze doslo k celkové redukci GSSG na GSH.
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ZAVER

V této praci se nam potin optimalizovat podminky pro redukci GSSG na GSKinnost redukce
byla hodnocena pomoci HPLC-ED, kdy bylo po provédedukce analyzovano mnozstvi GSH a
zbytkové GSSG. iP pouziti optimalizovanych podminek, kterymi byleyzité redukni cinidlo
TCEP o koncentraci 2 mM v préstli boratového pufru o pH 9, doba inkubace vzorkuminut,
dochazi ktémr Uplné redukci GSSG na GSH. Limit detekce vstupn@®SG je 60 nM a
maximalni koncentrace GSSG, které je moziégphto podminkach redukovat na 200 puM, coz je
pro dalSi pouZiti v redlnych vzorcich dostate Dale jsme zjistili, Ze optimalizované podminky
nemaji negativni vliv na detekci dalSich thiolovygtbusenin.
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