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Mgr Paulina Furmaniak studiowata w latach 2007-2012 na Wydziale Che-
mii Uniwersytetu Lodzkiego na kierunku chemia. W 2012 roku ukonczyta
studia chemiczne bronigc pracg magisterska w Katedrze Chemii Organicznej
na temat ,,Supramolekularne agregaty polilaktydow gwiazdzistych poprzez
oddzialywania grup koncowych”. Obecnie jest stuchaczka drugiego roku
studiéw doktoranckich prowadzonych na Wydziale Chemii UL. Zaintere-
sowania naukowe mgr Furmaniak dotycza opracowywania nowych metod
analitycznych z wykorzystaniem elektroforezy kapilarnej i umozliwiajacych
badania zwigzkéw aktywnych biologicznie.

Mgr Monika Wyszczelska ukonczyla studia chemiczne na Uniwersytecie
Lodzkim w roku 2011. Prace magisterska na temat ,Badanie wlasciwosci tri-
bologicznych pochodnych kwaséw dialkilo(arylo)ditiofosforowych w ukta-
dach kompozytowych” obronita w Katedrze Technologii i Chemii Materia-
téw. W tym samym roku rozpoczela czteroletnie studia doktoranckie na
Wydziale Chemii UL. Zainteresowania naukowe mgr Wyszczelskiej-Rokiel
obejmuja opracowywanie nowych metod wykrywania i oznaczania zwigz-
kow siarki w probkach biologicznych.

Dr Pawel Kubalczyk studia chemiczne na Uniwersytecie Lodzkim ukonczyt
w 1996 roku. Jest pracownikiem Uniwersytetu Lodzkiego od 1996 r. Poczat-
kowo byt zatrudniony na stanowisku asystenta, a od czerwca 2003 roku na
stanowisku adiunkta w Katedrze Chemii Srodowiska Wydziatu Chemii UL.
Stopien doktora nauk chemicznych uzyskat w 2003 roku po przedstawieniu
rozprawy na temat: ,Wysokosprawna elektroforeza kapilarna 2-S-pirydynio-
wych pochodnych hydrofilowych tioli”. Zainteresowania naukowe dr. Pawta
Kubalczyka od poczatku jego dzialalnoéci badawczej dotyczyly analizy che-
micznej zanieczyszczen srodowiska, roli zwigzkow siarki w organizmie czlo-
wieka oraz rozwijania nowych metod wykrywania i oznaczania biologicz-

nie waznych zwigzkdow siarki w probkach biologicznych z zastosowaniem techniki wysokosprawnej
elektroforezy kapilarnej. W ostatnich latach jego badania naukowe ukierunkowane sg na problema-
tyke dotyczaca wyrafinowanych metod zatezania analitow bezposrednio w ukladzie pomiarowym
kapilarnej elektroforezy.

- A

Dr hab. Rafal Glowacki ukonczyl studia na Uniwersytecie Lodzkim
w roku 1996. W tym samym roku podjal prace w dwczesnym Zakladzie
Chemii Srodowiska Katedry Technologii Chemicznej i Ochrony Srodowi-
ska UL. Stopien doktora nauk chemicznych uzyskat w roku 2001. W latach
2002-2003 odbyt staz podoktorski w University of Medicine and Dentistry
of New Jersey (USA), zwiazany z biochemicznymi aspektami roli homocy-
steiny i tiolaktonu homocysteiny w schorzeniach sercowo-naczyniowych.
Wiosng 2011 roku uzyskat stopien doktora habilitowanego nauk chemicz-
nych po przedstawieniu rozprawy na temat: ,,Badanie mechanizmu homo-
cysteinylacji bialek z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii

cieczowej”. Obecnie jest zatrudniony na stanowisku profesora nadzwyczajnego w Katedrze Chemii
Srodowiska Wydzialu Chemii UL. Jego aktualne zainteresowania naukowe dotycza m.in. chemii
i biochemii aminotioli, ich oddzialywan z bialkami, analityki probek biologicznych, analizy che-
micznej zanieczyszczen srodowiska z wykorzystaniem technik separacyjnych w fazie cieklej, a takze
mozliwo$ci zwigkszenia czulosci CE z wykorzystaniem zatezania analitow w kapilarze.
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ABSTRACT

Quinolinium and pyridinium salts belong to the group of onium compounds
and are widely used in organic, structural and analytical chemistry. Their synthe-
sis is mainly based on quaternization of the nitrogen atom in a heterocyclic ring
[4, 13, 23]. In analytical chemistry quinolinium and pyridinium salts such as
2-chloro-1-methylquinolinium tetrafluoroborate (CMQT) or 1-benzyl-2-chloropy-
ridinium bromide (BCPB) perform very well as thiol specific derivatization reagents
in terms of derivatization reaction velocity, stability, chromatographic properties of
the derivatives, and thus, amenability to automatization [18-22, 32-42]. Analytical
procedures for thiol determination usually involve reduction of disulfide bonds with
tris(2-carboxyethyl)phosphine, tri-n-butylphosphine or mercaptoethanol, chemical
derivatization of the sulfur compound with the use of 2-halopyridinium or 2-halo-
quinolinium salts and then deproteinization, followed by ion-pair reversed-phase
HPLC or CE separation and spectrophotometric detection. Derivatization reaction
takes advantage of great susceptibility of quinolinium or pyridinium molecules at
2-position to nucleophilic displacement, and a high nucleophilicity of the thiol group.
Derivatization reaction mixture is usually ready to be analyzed just after mixing of
the substrates. CMQT and BCPB exhibit very high reactivity toward thiols [44, 45],
sulfides [63] as well as thiosulfates [40, 54]. 2-S-quinolinium and 2-S-pyridinium
derivatives possess advantageous spectrophotometric and chromatographic pro-
perties. They are stable and more hydrophobic than thiols themselves, possessing
a well-defined absorption maximum in the UV region. The reaction is accompanied
by an analytically advantageous bathochromic shift from reagent maximum to the
maximum of the derivative. Thanks to this phenomenon it is possible to use a large
excess of derivatization reagent in order to drive the reaction to completion and
avoid a huge signal of unreacted compound on the chromatogram [26]. Elaborated
with the use of onium salts methods have proven to be useful in quantitative HPLC
and CE analysis of endogenous and exogenous low-molecular-weight biological
thiols in human body fluids, plant extracts and some groceries [44, 45].

Keywords: pyridinium salts, quinolinium salts, thiol aminoacids, chemical derivati-
zation, high performance liquid chromatography, capillary electrophoresis

Stowa kluczowe: sole pirydyniowe, sole chinoliniowe, aminokwasy tiolowe, dery-
watyzacja chemiczna, wysokosprawna chromatografia cieczowa, elektroforeza kapi-
larna
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WPROWADZENIE

Sole pirydyniowe i chinoliniowe nalezg do grupy zwiazkéw szeroko wyko-
rzystywanych w przemysle, a takze réznych dziedzinach nauki, wlaczajac chemie
organiczng, strukturalng i analityczng. Najczestsza metodg ich syntezy jest czwar-
torzedowanie atomu azotu w piercieniu aromatycznym. Sole takie jak bromek
1-benzylo-2-chloropirydyniowy oraz tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylochinoli-
niowy sa od lat z powodzeniem wykorzystywane w analityce zwigzkow siarki. Ich
duza reaktywnos¢ oraz selektywnos$¢ wzgledem aminokwasow tiolowych, jonow
tiosiarczanowych i siarczkowych oraz mozliwo$¢ tworzenia stabilnych, aktywnych
spektrofotometrycznie pochodnych sprawily, ze znalazty one zastosowanie podczas
opracowywania wielu metod analitycznych, wykorzystujacych techniki wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej, elektroforezy kapilarnej i spektrofotometrii.
Opracowane z ich udzialem metodyki oznaczania biologicznie waznych amino-
kwasow tiolowych obejmuja zazwyczaj etap redukcji wigzan disiarczkowych, po
czym nastepuje etap derywatyzacji, deproteinizacji i koncowa analiza jedng z wyzej
wymienionych technik. Mechanizm reakcji z tiolami polega na podstawieniu nukle-
ofilowym atomu halogenu w pozycji 2 pierscienia heterocyklicznego przez silnie
nukleofilowa grupe tiolowa. Cechg charakterystyczng jest mozliwo$¢ prowadzenia
reakcji w fagodnych warunkach, tj. w roztworze wodnym i temperaturze pokojo-
wej. Czas reakcji nie przekracza wowczas kilku, a tylko w niektdérych przypadkach
kilkunastu minut. Otrzymywane pochodne - stabilne tioetery, wykazuja bardzo
korzystne wlasciwosci spektroskopowe i chromatograficzne. Obserwowane zjawi-
sko przesuniecia batochromowego pozwala na stosowanie znacznych nadmiaréw
molowych odczynnika derywatyzujgcego w stosunku do analitu, co przyspiesza
reakcje, nie powodujac jednoczesnie utrudnienia w interpretacji chromatogramu.
Wykorzystujac sole oniowe opracowano szereg chromatograficznych i elektrofore-
tycznych metod oznaczania hydrofilowych zwigzkéw siarki w réznych matrycach,
wlaczajac osocze, mocz, $ling oraz homogenaty tkanek roslinnych i zwierzecych,
a ich przydatnos¢ zostata potwierdzona w badaniach populacyjnych.

1. CHARAKTERYSTYKA SOLI ONIOWYCH

Zwigzkiem oniowym nazywamy kation otrzymywany w wyniku protonowa-
nia czgsteczki posiadajacej w swojej budowie atom z 15, 16 lub 17 grupy uktadu
okresowego. Najbardziej znanym jonem oniowym jest jon amoniowy NH,", bedacy
sprotonowang pochodng amoniaku (NH,). Nazwa ,zwigzki oniowe” moze by¢
réwniez uzywana w stosunku do kationéw powstalych w wyniku podstawienia ato-
moéw wodoru w tych jonach, przez halogenki czy rodniki organiczne, np. kation
tetrafenylofosfoniowy (C.H,),P". Jony oniowe w wigkszosci przypadkéw posiadaja
pojedynczy tadunek dodatni (PH,", H,S", NH,OH"), zdarzaja si¢ jednak zwigzki
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z dwoma lub wigkszg liczba tadunkéw, o ktérych méwi sig, ze sa dwukrotnymi lub
tréjkrotnymi jonami oniowymi (np. "H.N=NH,") [1].

Zwigzki kationu oniowego i jonu o fadunku ujemnym sg nazywane solami
oniowymi. Wspomniane sole sg jonowymi zwigzkami chemicznymi o wzorze ogél-
nym (R, M)*X’, gdzie R - oznacza atom wodoru lub rodnik organiczny, M - atom
azotu, fosforu, siarki, tlenu, itp., X - okreslony anion, a n - warto$ciowos¢ pier-
wiastka M w zwigzku organicznym [2]. W$réd soli oniowych wyrdzni¢ mozna m.in.
sole amoniowe, sulfoniowe, pirydyniowe, chinoliniowe czy fosfoniowe.

Synteze organiczng soli oniowych zapoczatkowali w 1894 r. Hartmann oraz
Meyer przygotowujac wodorosiarczan 4-jododifenylooniowy, sugerujac tym samym
zakonczenie oniowe jako wlasciwe dla tego rodzaju zwiazkow [3]. Najczesciej wyko-
rzystywanym sposobem syntezy soli oniowych, takich jak sole amoniowe s3 reak-
cje czwartorzedowania, czyli otrzymywania amin czwartorzedowych lub reakcje
wymiany halogenku w innej soli [4]. Przykltadem tego typu reakcji moze by¢ synteza
fenacylowych soli oniowych, wykorzystujgca reakcje halogenku fenacylu z nukleofi-
lowym zwigzkiem heteroatomowym [5].

Specyficzna budowa oraz unikatowe wlasciwosci soli oniowych umozliwiaja
ich wykorzystanie, m.in. jako katalizatoréw w asymetrycznej katalizie przeniesienia
fazowego srodkéw acylujacych, biocydow, kationowych srodkéw powierzchniowo
czynnych, czy tez do produkeji barwnikow i wskaznikéw pH [6-8]. Sq réwniez
szczegOlng klasg zwigzkow wykorzystywanych jako inicjatory kationowych fotopo-
limeryzacji [9,10]. Wszystkie sole oniowe, a zwlaszcza sole diazoniowe i jodoniowe
s3 uzytecznymi reagentami w asymetrycznej syntezie organicznej. Specyficzne
zwiazki tego typu sg wykorzystywane do syntezy peptydéw [11] oraz katalizowania
reakcji metali przejsciowych i reakcji wieloskladnikowych [12].

Sposrod wielu metod syntezy soli pirydyniowych fundament stanowig reakcje
podstawienia elektrofilowego na azocie w pier§cieniu pirydyny (Rys. 1) [13, 14].

Wybor warunkow reakeji czwartorzedowania pirydyny, zachodzacej zwykle wg
mechanizmu S2, jest zalezny od przewidywanej koncowej struktury soli pirydy-
niowej [15].

Czwartorzedowe sole pirydyniowe sg nienasyconymi zwigzkami heterocyklicz-
nymi zaliczanymi do grupy kationowych zwiazkéw powierzchniowo czynnych.
Obecno$¢ rdznych grup, zaréwno w pierécieniu pirydynowym jak i na atomie azotu
w pierScieniu sprawia, ze sole pirydyniowe sg czgsto wykorzystywane np. w prze-
mysle farmaceutycznym jaki i w badaniach naukowych. Moga by¢ stosowane jako
srodki antyseptyczne, antybiotyki czy jako $rodki dezynfekujace [16]. Pochodne
tych soli wykazuja rowniez aktywno$¢ hemolityczng w stosunku do erytrocytow
oraz aktywno$¢ w stosunku do bakterii Gram dodatnich i Gram ujemnych [17]. Sole
pirydyniowe znalazly ponadto zastosowanie w analizie chemicznej jako odczynniki
derywatyzujace [18-22].
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Rysunek 1. Otrzymywanie soli pirydyniowych
Figure 1. Preparation of pyridinium salts

Sposéréd wielu soli oniowych duza uwage, ze wzgledu na swoje wlasciwosci fizy-
kochemiczne, zwracajg sole chinoliniowe. Generalng metoda ich syntezy, podobnie
jak w przypadku soli pirydyniowych, jest czwartorzedowanie czasteczki chinoliny
lub jej pochodnych (Rys. 2), a takze reakcje alkilowania i cyklizacji [23].
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Rysunek 2. Synteza soli chinoliniowych
Figure 2. Synthesis of quinolinium salts

Meth-Cohn i Taylor opracowali jedng z pierwszych metod syntezy soli chi-
noliniowych, ktdra opierala si¢ na reakcji chlorku fosforylu i N-metyloacetanilidu.
Fischer i Vilsmeier wykorzystywali opisywang reakcje do otrzymywania barwnikéw
[24, 25]. Dla potrzeb derywatyzacji zwigzkow tiolowych opracowano prostg metode
syntezy soli chinoliniowych polegajaca na alkilowaniu atomu azotu w pierscieniu
chinoliny tetrafluoroboranem trimetylooksoniowym [26].

Wiele soli chinoliniowych jest uwazanych za potencjalne leki przeciwnowo-
tworowe, ktore posiadajg w strukturze dodatnie fadunki, umozliwiajgce interakcje
z organellami komdrkowymi. Podczas badan na ludzkich komoérkach naskérka
wykazano zahamowanie wzrostu zmutowanych komorek po zaaplikowaniu niekto-
rych N-podstawionych soli chinoliniowych, a stopien toksycznosci badanych zwigz-
kéw w stosunku do komorek rakowych jest poréwnywalny z antykancerogenna
eliptycyna [27]. Sole chinoliniowe moga by¢ ponadto wykorzystywane w jednoeta-
powych reakcjach syntezy benzoxazocyn posiadajacych interesujace wiasciwosci
biologiczne umozliwiajace ich wykorzystanie do produkcji lekéw antydepresyjnych,
przeciwpsychotycznych czy przeciwzakrzepowych [28]. Niektére sole chinoli-
niowe posiadajg wlasciwo$ci zahamowujace naturalny proces apoptozy limfocytow
w organizmach wielokomérkowych, jednak aktywnos¢ opisywanych struktur silnie
zalezy od struktury soli, a badana nad nimi wcigz trwajg [29]. Interesujaca grupa
soli oniowych sg czwartorzedowe sole chinoliniowe z dlugim tancuchem alkilowym
w strukturze, wykazujace znaczne aktywnosci przeciwbakteryjne w szczegdlnosci
wzgledem Gram dodatnich ziarniakéw, a takze wzgledem grzybow Candida Albi-
cans [30]. Sole chinoliniowe takie jak sole styrylochinoliniowe sa wykorzystywane
réwniez jako sondy do monitorowania przebiegu procesu polimeryzacji rodniko-
wej, a takze jako zwigzki posrednie w syntezie rownoleglej [31]. Podobnie jak sole
pirydyniowe takze sole chinoliniowe sg z powodzeniem stosowane w analizie che-
micznej do selektywnej derywatyzacji zwigzkow tiolowych [26, 32-42].
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2. SOLE CHINOLINIOWE I PIRYDYNIOWE JAKO ODCZYNNIKI
DERYWATYZUJACE

Probki biologiczne ze wzgledu na réznorodno$¢ wystepujacych w nich sktad-
nikow stanowia bardzo skomplikowany material do badan. Bardzo czesto podczas
oznaczania niezbednym etapem pracy jest modyfikacja wlasciwosci fizykochemicz-
nych analitéw. Jezeli do analiz wykorzystywana jest wysokosprawna chromatogra-
fia cieczowa lub elektroforeza kapilarna, otrzymane pochodne powinny posiada¢
w swojej strukturze chromofor albo fluorofor, aby umozliwi¢ detekcje zwiazku za
pomoca klasycznych detektoréw UV-Vis i FLD [43].

Odczynniki derywatyzujace mozna podzieli¢ na kilka grup z uwzglednieniem
budowy chemicznej odczynnika, a takze spektroskopowych wlasciwosci otrzy-
manych pochodnych. Bioragc pod uwage klasy zwigzkow, do ktérych nalezg dane
odczynniki mozemy wyrdézni¢ enony, maleimidy, dialdehydy, chinony, aziridyny,
disiarczki oraz zwigzki posiadajace aktywny halogen [43].

Jednymi z czgsciej stosowanych do derywatyzacji aminokwaséw tiolowych
zwiazkow sg halogenosulfonylobenzofurazany (SBD-F, ABD-F) oraz bromobimany
[43]. Ich wadg jest stosunkowo dlugi czas reakeji oraz duza sktonnos¢ do rozktadu
w warunkach prowadzenia reakgji, co utrudnia interpretacje uzyskanych chroma-
togramow.

Wiréd biologicznie waznych aminokwaséw tiolowych wyrézni¢ mozna cyste-
ine (Cys), homocysteing (Hcy), glutation (GSH), cysteinyloglicyne (Cys-Gly), kwas
liponowy, niektdre peptydy czy enzymy. Procedury ich oznaczania sg zwykle oparte
o technike wysokosprawnej chromatografii cieczowej z odwréconym uktadem faz
(RP-HPLC), a przygotowanie probki obejmuje m.in. zablokowanie grupy tiolowe;j
z jednoczesnym wlaczeniem w strukture czasteczki chromoforu lub fluoroforu
[44, 45].

2.1. REAKTYWNOSC SOLI ONIOWYCH WZGLEDEM WYBRANYCH ZWIAZKOW
SIARKI

Sole pirydyniowe i chinoliniowe sg powszechnie stosowanymi odczynnikami
do derywatyzacji, gléwnie podczas oznaczania endo- i egzogennych tioli w prob-
kach biologicznych [21, 22, 44, 46-49]. Potwierdzono takze ich przydatnos¢ pod-
czas derywatyzacji tiosiarczandw [40]. Aminokwasy tiolowe mozna oznacza¢ m.in.
w postaci ich 2-S-chinoliniowych, 2-S-lepidyniowych lub 2-S-pirydyniowych
pochodnych, wykorzystujac do derywatyzacji tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylo-
chinoliniowy (CMQT), tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylolepidyniowy (CMLT),
bromek 1-benzylo-2-chloropirydyniowy (BCPB), jodek 2-chloro-1-propylopirydy-
niowy (CPPI) oraz jodek 2-chloro-1-metylopirydyniowy (CMPI) (Rys. 3) [45].
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Rysunek 3. Wzory soli chinoliniowych i pirydyniowych wykorzystywanych w analizie chemicznej
Figure 3. Structures of pyridinium and quinolinium salts used in chemical analysis

Cecha charakterystyczng tej grupy odczynnikéw jest obecno$¢ w strukturze
aktywnego halogenu. Dzi¢ki prowadzeniu reakeji w tagodnych warunkach mozliwa
jest pelna automatyzacja procedur analitycznych [36]. Wykorzystujac wspomniane
sole mozna oznacza¢ tiole zardwno w roztworach wodnych jak i ptynach biologicz-
nych, a zwlaszcza w plynach ustrojowych czlowieka i zwierzat, homogenatach tka-
nek rodlinnych oraz w produktach zywnos$ciowych [39, 40, 46, 47, 49, 50].

Ze wzgledu na obecnos¢ w strukturze biologicznie waznych aminotioli innych
niz -SH reaktywnych grup, takich jak -COOH czy -NH, istotne jest, ze w warun-
kach prowadzenia reakcji nie reaguja one ze wspomnianymi solami [26]. Selek-
tywnos¢ soli polega na tym, ze w $rodowisku wodnym, wytacznie podczas reakeji
z grupg tiolowy, nastepuje podstawienie atomu chlorowca atomem siarki w pozy-
cji 2 pierscienia, w wyniku czego powstaje trwale wigzanie tioeterowe (Rys. 4).

AN + AN
H=7-9
R—s —FP > + cr
+/ 7 /R
T cl T+ s
CH, BF, CH, BF,

Rysunek 4. Schemat reakeji derywatyzacji tioli za pomocg CMQT
Figure 4. General chemical derivatization reaction of thiols with the use of CMQT

Stosowanie soli chinoliniowych i pirydyniowych jako odczynnikéw derywa-
tyzujgcych pozwala na prowadzenie reakeji w tagodnych warunkach, tzn. w $§rodo-
wisku wodnym, pH 7-8, w temperaturze pokojowej, w czasie nieprzekraczajacym
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kilku minut. Duza reaktywnos¢ CMQT w stosunku do tioli spowodowala, ze zasto-
sowano go do derywatyzacji zwigzkoéw tiolowych w analizie przeptywowej [41],
a uzyskane wyniki wskazujg na mozliwo$¢ wykorzystania odczynnika nie tylko do
derywatyzacji przedkolumnowej ale réwniez w trybach kolumnowym i pokolum-
nowym. Powstale pochodne wykazuja duza trwalos¢ w kwasnym srodowisku, totez
zakwaszenie mieszaniny po zakonczeniu reakcji umozliwia gromadzenie probek
i ich pozniejsza analize [32, 37, 44, 45]. W temperaturze pokojowej probki moga
by¢ przechowywane przez kilkanascie godzin, natomiast w temperaturze —18°C
nawet do kilku tygodni. Wykazano, ze w srodowisku wodnym CMQT ulega réwniez
reakcji z jonami siarczkowymi i tiosiarczanowymi [26, 40], a produktem reakgji jest
w tym przypadku tiochinolon.

Zastosowanie homologu CMQT, tetrafluoroboranu 2-chloro-1-metylolepidy-
niowego (CMLT) do derywatyzacji tioli skutkuje otrzymaniem trwatych pochod-
nych w temperaturze pokojowej juz po czasie 3 min. [42]. Mechanizm reakcji jest
analogiczny do opisanego powyzej.

Podjeto udang prdbe syntezy tetrafluoroboranu 2-metoksy-1-metylochinoli-
niowego oraz zbadano jego wlasciwosci spektroskopowe w kontekscie wykorzysta-
nia jako alternatywnego do CMQT odczynnika derywatyzujacego tiole [51]. Stwier-
dzono, Ze odczynnik ten wykazuje czterokrotnie wickszg w poréwnaniu z CMQT
fluorescencje, jednakze uzyskane z jego udzialem tiolowe pochodne nie posiadaja
korzystniejszych wlasciwosci spektroskopowych i chromatograficznych.

Do grupy odczynnikéw derywatyzujacych, zawierajacych aktywny halogen
nalezg réwniez CMPI, BCPB oraz CPPI. Mechanizm reakgji z tiolami jest analo-
giczny jak w przypadku soli chinoliniowych i polega na nukleofilowym podsta-
wieniu atomu chloru atomem siarki grupy tiolowej. Wykorzystywanie soli halopi-
rydyniowych wymaga zastosowania diuzszego czasu reakcji niz w przypadku ich
odpowiednikéw chinoliniowych [44, 45]. Na Rysunku 5 przedstawiono schemat
reakcji tioli z CMPIL.

X X
+ =7-
w s 2o . or
T+ cl T s—R
CH3 | CH3 I
Rysunek 5. Schemat reakcji derywatyzacji tioli za pomocg CMPI
Figure 5. General chemical derivatization reaction of thiols with the use of CMPI

BCPB byt wykorzystany m.in. do oznaczania kaptoprylu w moczu i krwi czto-
wieka [21, 52]. Podobnie jak w przypadku innych soli pirydyniowych reakcja dery-
watyzacji chemicznej prowadzona byta w srodowisku lekko alkalicznym, a uzyskane
pochodne rozdzielano w odwrdconym ukladzie faz i monitorowano w zakresie pro-
mieniowania UV.
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Podczas stosowania wspomnianych soli do redukeji wigzan disiarczkowych
nie nalezy uzywa¢ 2-merkaptoetanolu (MTE) czy ditiotreitolu (DTT). Zwiazki te
reagujg z odczynnikiem zuzywajac go, a jego pozostala ilo§¢ moze nie by¢ wystar-
czajaca do calkowitej derywatyzacji analitu. Dodatkowo powstate pochodne s3
widoczne na chromatogramie i moga zaktocaé sygnaly analizowanych zwigzkow
tiolowych. Innym odczynnikiem z tej grupy, wykorzystywanym do derywatyzacji
tioli w $rodowisku wodnym, w pH 8,2 i temperaturze pokojowej jest CPPI. Czas
reakcji derywatyzacji wynosi w tym przypadku okofo 30 min, a otrzymane piry-
dyniowe pochodne wykazuja znaczacy absorpcje w zakresie promieniowania UV
(18, 19].

2.2. WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE POCHODNYCH

Do grupy odczynnikéw chinoliniowych stosowanych najczesciej podczas
derywatyzacji aminokwaséw tiolowych mozna zaliczy¢ CMQT i CMLT (Rys 3).
Z analitycznego punktu widzenia 2-S-chinoliniowe pochodne tioli posiadajg bar-
dziej korzystne, w poréwnaniu z tiolami wlasciwos$ci spektroskopowe i chromato-
graficzne (26, 32, 35-37]. Maksimum absorpcji pochodnych jest przesuniete w sto-
sunku do maksimum odczynnika w kierunku fal dtuzszych o ok. 20 nm (Rys. 6).

BT - — CMQT

tiol-CMQT
tiosiarczany-CMQT
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Rysunek 6.  'Widma UV CMQT oraz jego pochodnych
Figure 6. UV spectra of CMQT and its derivatives

Cechuje je réwniez wysoki molowy wspdtczynnik absorpcji, ktory wynosi
ok. 20.000 L/mol-cm. [26]. Wystepujace zjawisko przesunigcia batochromowego
jest w tym przypadku bardzo korzystne poniewaz umozliwia stosowanie znacznych
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nadmiaréw odczynnika derywatyzujacego wzgledem analitu, nie utrudniajac jed-
nocze$nie interpretacji chromatogramu. W przypadku soli lepidyniowej sytuacja
jest analogiczna i pozwala na otrzymanie tiolowych pochodnych aktywnych spek-
trofotometrycznie, ktére moga by¢ oznaczane przy diugosci fali 350 nm [42].

Produktem reakcji CMQT z jonami siarczkowymi i tiosiarczanowymi jest tio-
chinolon, ktérego maksimum absorpcji wynosi 375 nm [40]. Tak silne przesuniecie
batochromowe umozliwia stosowanie duzych nadmiaréw odczynnika w stosunku
do analitu, co skraca czas reakcji derywatyzacji do ok. 1 min, a na chromatogramie
pik CMQT jest praktycznie niewidoczny.

Uzyskiwane technikg RP-HPLC chromatogramy probek moczu i osocza krwi,
zawierajace piki pochodzace od 2-S-pirydyniowych pochodnych tioli, sa do$¢ zto-
zone, ale umozliwiajg uzyskanie poréwnywalnych z pochodnymi chinoliniowymi gra-
nic oznaczalnosci. Molowy wspodltczynnik absorpcji 2-S-pirydyniowych pochodnych
jest dwukrotnie mniejszy niz w przypadku CMQT i wynosi ok. 10 000 L/mol-cm
[26, 30]. Poréwnywalne z CMQT wlasciwosci spektroskopowe posiada BCPB, co
umozliwilo opracowanie prostej metody oznaczania sumy zwigzkow tiolowych
w moczu [21]. Produkty reakgji tioli z odczynnikami pirydyniowymi sg réwniez
stabilnymi tioeterami z dobrze wyksztalconym maksimum absorpcji przy dtugosci
fali 316 nm (Rys. 7).
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Rysunek 7. Widma UV BCPB oraz jego tiolowej pochodnej
Figure 7. UV spectra of BCPB and its thiol derivative

Przeprowadzenie tioli w pochodne za pomocg soli oniowych powoduje zmiane
ich wlasciwosci chromatograficznych. 2-S-chinoliniowe pochodne wykazujg znacz-
nie wiekszg hydrofobowos¢ w stosunku do tioli, co umozliwia ich wydajna retencje
w odwréconym ukladzie faz [26, 42, 44, 45]. Ze wzgledu na obecno$¢ dodatkowej
grupy metylowej polozonej w pozycji 4 pierscienia chinoliny, CMLT wykazuje nieco
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wieksza hydrofobowos¢ anizeli CMQT. Powstate, w wyniku reakeji z udzialem soli
chinoliniowych, lepidyniowych i pirydyniowych pochodne tioli moga by¢ z powo-
dzeniem rozdzielane nie tylko technika RP-HPLC, ale rdwniez przy pomocy technik
elektromigracyjnych, w tym kapilarnej elektroforezy strefowej (CZE) [46, 50, 53].
Jest to mozliwe dzieki obecnosci statego dodatniego tadunku na czwartorzedowym
atomie azotu powstalej pochodne;j.

Z odmienng sytuacja mamy do czynienia w przypadku tiochinolonu, produktu
reakcji CMQT z jonami siarczkowymi i tiosiarczanowymi (Rys. 8).

\ _ \
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Rysunek 8.  Schemat reakcji derywatyzacji tiosiarczanéw za pomocg CMQT
Figure 8. General chemical derivatization reaction of thiosulfate with the use of CMQT

Cecha odrozniajacg tiochinolon od 2-S-chinoliniowych pochodnych tioli jest
brak fadunku na atomie azotu i wynikajgca z tego znacznie wigksza hydrofobowos¢.
Powoduje to, ze w odwrdconym ukladzie faz tiochinolon jest eluowany znacznie
pdzniej niz S-chinoliniowe pochodne tioli, co umozliwia zastosowanie faz rucho-
mych o duzej mocy elucyjnej w przypadku oznaczania w prébce jedynie siarczkow
lub tiosiarczanéw i skrécenie analizy do kilku minut [40, 54]. Poniewaz w reakcji
jonow siarczkowych i tiosiarczanéw z CMQT powstaje ten sam produkt wazne jest
réznicowanie obydwu zwigzkow w trakcie analizy. Jest to mozliwe dzigki zastosowa-
niu réznych warunkéw pH podczas derywatyzacji. Tiosiarczany, w przeciwienistwie
do siarczkéw, ulegaja reakeji z CMQT w srodowisku kwasnym, co pozwala na ozna-
czenie zawarto$ci obydwu zwigzkéw w dwoch kolejnych analizach, wykonanych dla
probek ,,derywatyzowanych” w réznych warunkach pH [40].

3. WYKORZYSTANIE SOLI ONIOWYCH W ANALITYCE PROBEK
BIOLOGICZNYCH

Oznaczanie w probkach biologicznych endogennych aminokwaséw tiolowych,
takich jak Cys, Hcy, Cys-Gly, y-Glu-Cys czy GSH jest wazne, ze wzgledu na role
jaka zwigzki te odgrywaja w organizmach zywych. W wielu przypadkach réwnie
istotna jest mozliwo$¢ oznaczania lekow tiolowych. Zwigzki te sg obecne w osoczu,
moczu, $linie, a takze w czesciach roélin i narzagdach wewnetrznych zwierzat, w tym
réwniez czlowieka. Opracowanie metod oznaczania w tak zlozonych matrycach jest
pracochlonne, ale tylko jako$ciowe i ilo$ciowe oznaczenie moze pomdc w zrozu-
mieniu ztozonych szlakéw metabolicznych, diagnozie niektérych chordb czy stresu
abiotycznego.
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Ze wzgledu na stabg absorpcje w zakresie UV-Vis i brak fluorescencji, pod-
czas oznaczania tiole poddawane sg zazwyczaj derywatyzacji chemicznej. Szerokie
zastosowanie znalazly tutaj sole pirydyniowe i chinoliniowe. Technikg najczesciej
stosowang w procedurach oznaczania tioli, wykorzystujacymi derywatyzacje solami
oniowymi jest HPLC w odwréconym ukladzie faz oraz elektroforeza kapilarna (CE)
(Tab. 1).

Tabela 1. Zastosowanie soli oniowych w analizie prébek biologicznych
Table 1. Application of onium salts for biological sample analysis
Lp. Odczynnik Analit Matryca Technika Odno$nik
1 Hcy, Cys, GSH, Cys-Gly Osocze [32]
2 Mesna Mocz [33]
3 Hcy, Cys, GSH, Cys-Gly Slina [34]
4 Hcy, Cys, Cys-Gly Mocz [35]
5 Hcy, Cys, GSH, Cys-Gly Osocze [36]
6 N-acetylo-Cys, Hcy, Cys, GSH,
Cys-Gly Osocze [37]
7 Ne-Hcy-Lys, Hcy, Cys, GSH,
Cys-Gly Osocze HPLC (38]
CMQT
8 Hcy, Cys, GSH, y-Glu-Cys Tkanki rodlinne [39]
9 Tiosiarczany Mocz [40, 54]
10 Cys zredukowana,
Cys catkowita Mocz [57]
11 Metimazol Embriony kurze,
biatko i z6ttko jaja
kurzego (48]
12 Hcy zredukowana,
Hcy calkowita,
Hcy zwigzana z proteinami Osocze [55]
13 Cys, GSH Sok
pomaranczowy [62]
14 Cysteamina Osocze [53]
15 Cys, GSH Sok -
pomaranczowy [50]
16 Hey Osocze [56]
17 Hcy, Cys, GSH, Cys-Gly Osocze [52]
18 | BCPB Hcy, Cys, Cys-Gly Mocz HPLC [21]
19 Kwas liponowy Mocz [22]
20 Cys, Hey Mocz [18]
21 CMPI Hcy Osocze HPLC [19]
22 Cys Osocze [20]
23 Siarkowodor Osady denne [63]
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3.1. ZASTOSOWANIE DO PROBEK OSOCZA

Osocze to bardzo skomplikowana, a jednoczesnie najczesciej wykorzystywana
matryca do badan analitycznych. W jego sklad wchodzg biatka, a takze produkty ich
metabolizmu, witaminy, kwasy tluszczowe, lipoproteiny, liczne sole mineralne, pro-
dukty metabolizmu hemu i wiele innych substancji. Stezenie biologicznie waznych
tioli w osoczu cztowieka jest niskie (wyjatkiem jest Cys) i zalezy od diety, stylu zycia,
uwarunkowan genetycznych oraz stanu zdrowia.

Metody oznaczania niskoczasteczkowych tioli w osoczu z wykorzystaniem
soli oniowych skladaja sie zazwyczaj z kilku etapow, obejmujgcych przygotowanie
probki i koncowe rozdzielanie na kolumnie chromatograficznej lub w kapilarze. Eta-
pami tymi sg redukcja wigzan disiarczkowych, derywatyzacja wolnych tioli i usu-
niecie biatek. Zmieniajac kolejnos¢ wykonywania tych etapéw mozemy oznaczyé
calkowitg zawarto$¢ tioli, tiole zredukowane lub zwigzane z biatkami. Ze wzgledu
na to, ze w organizmach zywych tiole wystepuja najczesciej w postaci utlenionej,
pierwszym etapem przygotowania probki podczas oznaczania tzw. tioli catkowitych
jest redukcja wigzan disiarczkowych. Etap ten mozemy pomingc jesli chcemy ozna-
czy¢ tylko stezenie zredukowanych form tioli. Jesli etap deproteinizacji wykonamy
jako pierwszy, w wytraconym biatku mozemy oznaczy¢ tiole z nim zwigzane.

Opisano kilka metod oznaczania tioli w osoczu, wykorzystujacych technike
wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwroconym ukladzie faz, z detekcja
UV i derywatyzacje przedkolumnowa CMQT [45]. CMQT wykorzystywany jest
m.in. do oznaczania w osoczu Cys, Hcy, GSH, Cys-Gly, Ne-Hcy-Lys czy y-Glu-
Cys [32, 36, 42]. W celu oznaczenia zredukowanych form tych tioli bezposrednio
do osocza dodawany jest roztwdr buforu fosforanowego o pH = 7,6, zawierajacy
0,01 M CMQT [32, 36]. Czas reakgji jest stosunkowo krotki i wynosi ok. 2 min.
Nastepnie probka jest deproteinizowana PCA. Zakwaszenie probki przedluza trwa-
to$¢ powstatych pochodnych. W przypadku oznaczania catkowitej zawartosci tioli
w osoczu etap derywatyzacji poprzedzony jest redukcjg z uzyciem tris(2-karboksy-
etylo)fosfiny (TCEP) [36]. Powstale pochodne rozdzielane sa chromatograficznie
z wykorzystaniem elucji gradientowej. Co istotne, metoda ta pozwala na oznaczenie
obok siebie, w stosunkowo krétkim czasie (12 min.) i w trakcie jednej analizy, kilku
waznych z biologicznego punktu widzenia zwigzkéw tiolowych.

Wykazano, ze TCEP moze zosta¢ zastgpiona borowodorkiem sodu [32]. Wow-
czas do probki osocza dodawane sg kolejno EDTA, 6 M NaBH, w 0,1 M wodoro-
tlenku sodu, 3 M kwas solny oraz n-oktanol, ktérego zadaniem jest zapobieganie
nadmiernemu pienieniu si¢ probki na skutek wydzielanego w trakcie reakcji wodoru.
Kiedy nadmiar NaBH, ulegnie rozkladowi do roztworu dodawany jest bufor fosfo-
ranowy o pH = 7,6, w celu zapewnienia odpowiedniego srodowiska dla reakcji tioli
z CMQT. Zakres liniowosci metody dla Cys i Cys-Gly wynosi 0,5-10 pM, dla GSH
0,3-5 uM, a dla Hey 0,2-2 uM.

Wyzej opisane procedury przygotowania probki sa uniwersalne i mozna je
zastosowal chcgc oznaczy¢ tylko jeden zwigzek. W celu skrdcenia czasu analizy
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nalezy zmodyfikowa¢ warunki chromatograficzne. Opracowano metode oznacza-
nia Hcy z zastosowaniem elucji izokratycznej [55]. Faz¢ ruchoma stanowil 0,05 M
kwas trichlorooctowy doprowadzony do pH = 3,2 wodorotlenkiem litu (88%) oraz
acetonitryl (12%). Granica wykrywalnoéci tej metody, dla zredukowanej formy
Hcy i tzw. Hcy wolnej (pula Hey niezwigzana z biatkami) wynosi odpowiednio 0,1
i0,3 pM, a granica oznaczalnosci 0,2 1 0,5 pM.

Dzigki temu, ze pochodne jakie tworzy CMQT z tiolami posiadaja tadunek
dodatni w prawie calym zakresie pH, odczynnik ten z powodzeniem moze by¢
wykorzystywany do oznaczania Hcy technikg elektroforezy kapilarnej [56]. W celu
zredukowania wigzan disiarczkowych do osocza dodawana jest TCEP. Czgsteczki
Hcy poddawane sg nastepnie derywatyzacji odczynnikiem CMQT. Po deproteini-
zacji 3 M kwasem solnym otrzymany supernatant mieszany jest z acetonitrylem
w stosunku objetosciowym 1:2, co w odpowiednich warunkach elektroforetycznych
pozwala na zat¢zenie analitu w kapilarze. Zakres liniowosci dla tej metody miesci
sie w przedziale 8-50 uM, a granica wykrywalnosci to 1 uM. W podobny sposdb
wykorzystano CMQT podczas opracowywania elektroforetycznej metody oznacza-
nia cysteaminy w probkach osocza [53].

Bromek 1-benzylo-2-chloropirydyniowy (BCPB) to sol, ktéra takze moze by¢
stosowana jako odczynnik derywatyzujacy obecne w osoczu aminokwasy tiolowe.
W 2008 r. opracowano metode, w ktorej etap derywatyzacji z BCPB poprzedzony
jest redukcjg wigzan disiarczkowych TCEP w buforze Tris [52]. Derywatyzacja
z 0,1 M BCPB przebiega do$¢ szybko (10 min.), a separacja analitow prowadzona
jest z wykorzystaniem elucji gradientowej w odwréconym ukladzie faz. Metoda ta
pozwala na oznaczenie Cys, Hcy, GSH i Cys-Gly w trakcie jednej analizy w czasie
8 minut. Granica wykrywalnosci dla wszystkich analitow wynosi 0,2 pM, natomiast
limit oznaczalnosci 0,5 pM.

Oznaczenia Cys w osoczu mozna wykona¢ uzywajac jako reduktora MTE,
a jako odczynnika derywatyzujacego CMPI [20]. Reakcja redukeji disiarczkow
MTE zachodzi calkowicie po 30 min. inkubacji w temperaturze pokojowej. Pomimo
tego, ze MTE reaguje z CMPI, przesuniecie batochromowe maksimum absorpcji
z 293 nm dla samego odczynnika do 312 nm dla pochodnej oraz réznica w czasach
retencji pochodnych Cys-CMPI i MTE-CMPI pozwalajg na oznaczenie catkowitej
zawarto$ci Cys w osoczu. Zakres liniowosci dla tej metody miesci sie¢ w przedziale
20-300 pPM.

3.2. ZASTOSOWANIE DO PROBEK MOCZU

Z analitycznego punktu widzenia mocz jest bardzo atrakcyjng, cho¢ zlozona
matrycg do badan. Pomimo, Ze nie zawiera bialek czy lipidéw znajduja sie w nim
inne substancje bedace produktami metabolizmu lekéw, degradacji biatek i pro-
duktéw ubocznych wielu proceséw biochemicznych zachodzgcych w organizmie.
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Pozyskiwanie probek w przypadku moczu nie jest skomplikowane, co wpltywa na
wybor tej matrycy podczas badan analitycznych.

Tiole endogenne wystepujace w moczu to gléwnie Cys, Cys-Gly, Hey oraz
N-acetylo-Cys. W przypadku przyjmowania lekéw tiolowych ich pozostalosci lub
metabolity sa réwniez obecne w moczu. Podobnie jak w przypadku osocza etapy
przygotowania probki do analizy réznig si¢ w zaleznosci od tego czy oznaczane
jest calkowite stezenie aminokwasow tiolowych czy tylko ich formy zredukowane;j.
W przypadku moczu otrzymane stezenia tioli s3 zazwyczaj normalizowane wzgle-
dem kreatyniny, substancji bezprogowej, ktorej wydzielanie dla danej osoby w ciagu
doby pozostaje na stalym poziomie [35]. Przyczyng jest trudno$¢ w otrzymaniu
reprezentatywnych prébek moczu, bowiem ich sktad i rozcieniczenie jest zalezne od
réznic w metabolizmie, diety oraz stylu Zycia.

Opracowano kilka metod oznaczania zwigzkdéw tiolowych w moczu z wykorzy-
staniem soli oniowych jako odczynnikéw derywatyzujacych. Jedna z nich pozwala
na stosunkowo szybkie i doktadne oznaczenie zawartosci tzw. Cys zredukowanej
i catkowitej [57]. Wigkszos¢ Cys wystepuje w moczu w postaci disiarczku - cystyny,
totez w celu redukcji wigzan disiarczkowych probki moczu byly w pierwszym etapie
inkubowane w 60°C, przez 30 min. z dodatkiem TBE. Dodatkowo do probki zostat
wprowadzony standard wewnetrzny w postaci kwasu 3-merkaptopropionowego. Po
derywatyzacji z CMQT prébki nanoszono na kolumne i eluowano izokratycznie.
Granica wykrywalno$ci i oznaczalnosci na poziomie 0,09 pM i 0,28 pM oraz krotki
czas analizy (6 min.) powoduja, ze metoda ta moze by¢ stosowana do rutynowego
oznaczania Cys w moczu.

Inna metoda oparta o derywatyzacj¢ z CMQT pozwala na oznaczenie w moczu
Cys, Hcey i Cys-Gly [35]. Pierwszym etapem jest redukcja wigzan disiarczkowych
borowodorkiem sodu, a nastepnie derywatyzacja otrzymanych tioli. Zastosowanie
techniki HPLC z detekcja UV i elucja gradientowg pozwala na oznaczenie pochod-
nych tiol-CMQT w trakcie jednej analizy. Zakres liniowosci metody miesci sie
w przedziale 50-500 uM dla Cys, 2-14 uM dla Hey i 2,5-25 uM dla Cys-Gly. Istotny
jest fakt, ze dzigki opracowaniu i zastosowaniu tej metody do probek rzeczywistych
pochodzacych od 91 potencjalnie zdrowych dawcdw, po raz pierwszy w literatu-
rze pojawila si¢ informacja o znormalizowanym na kreatynine stezeniu Cys-Gly
W moczu.

Kolejna metoda, w ktérej wykorzystano CMQT do derywatyzacji biologicznie
waznych tioli, pozwolita na wyznaczenie ich statusu redoks w moczu [58]. Przeana-
lizowano probki pochodzace od 45 ochotnikéw, ktdrych usystematyzowano wedtug
réznych grup wiekowych. Wyznaczone stezenia zredukowanej i utlenionej formy
Cys pozwolily stwierdzi¢, ze jej status redoks nie zalezy od wieku. W przypadku
Cys-Gly stwierdzono natomiast, ze status redoks tego tiolu u dzieci rézni si¢ od
statusu redoks dorostych.

Opublikowano procedure, w ktérej wykorzystano CMQT do derywatyzacji
tiosiarczandw obecnych w moczu czlowieka [40]. W przeprowadzonych badaniach
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wykazano m.in., Ze CMQT reaguje z tiosiarczanami w $rodowisku kwasnym, co
pozwala na ich réznicowanie w probce od jonéw siarczkowych, dajacych w sro-
dowisku alkalicznym takg samg pochodna - tiochinolon. Granica oznaczalno$ci
metody wynosi 0,5 uM, a zakres liniowosci miesci sie w przedziale 0,5-50 uM.

CMPI oraz BCPB réwniez znalazty zastosowanie do oznaczania waznych z bio-
logicznego punktu widzenia aminokwaséw tiolowych. Ze wzgledu na fakt, ze CMPI
reaguje z takimi reduktorami jak MTE czy DTT, zaproponowano metod¢ oznacza-
nia Cys i Hey z wykorzystaniem TBF jako reduktora [18]. Po redukcji nastepuje etap
derywatyzacji z CMPI, ktory w buforze o pH = 8,2 i temperaturze pokojowej trwa
10 min. Zakres liniowosci metody dla Cys miesci sie¢ w przedziale 20-200 uM, a dla
Hcy w przedziale 5-150 uM. Metoda ta zostala zastosowana do oznaczania stezenia
wydalanej z moczem Cys i Hcy. BBCP wykorzystano do spektrofotometrycznego
oznaczania sumy tioli w probkach moczu [21]. Jako analityczng dlugos¢ fali przy-
jeto 316 nm. Kalibracji dokonano w zakresie 50-500 pM, a metodg¢ aplikowano do
37 prébek moczu pochodzacych od zdrowych ochotnikdw.

3.3. SLINA, HOMOGENATY TKANEK ROSLINNYCH I PRODUKTY SPOZYWCZE

Obecnos¢ zwigzkow siarki w organizmach roslinnych i zwierzecych oraz funk-
cje jakie pelnig sprawiajg, ze istnieje konieczno$¢ ich oznaczania nie tylko w osoczu,
moczu ale réwniez w §linie, tkankach roélin i osadach dennych. Takze w tym przy-
padku wykazano przydatno$¢ soli oniowych jako odczynnikéw derywatyzujacych.
Przykladem jest $lina, ktorej probki sg fatwo dostepne i ich pobieranie nie stwarza
wigkszych trudnosci. W ponad 90% sklada si¢ ona z wody, ale zawiera tez wiele
istotnych z analitycznego punktu widzenia substancji. Obecne s3 w niej aminotiole,
takie jak Cys, Hcy, Cys-Gly, a takze GSH. W $linie wystepuje tez wiele elementow
przeciwdzialajacych czynnikom szkodliwym, takim jak bakterie, dym tytoniowy czy
komorki rakowe [59]. Ponadto, w niektdrych przypadkach slina wykorzystywana
jest do celow diagnostycznych [60, 61].

Metoda oznaczania zwigzkéw tiolowych w §linie z wykorzystaniem CMQT
obejmuje trzy etapy [34]. Pierwszym, tak jak w przypadku osocza i moczu, jest
redukcja wigzan disiarczkowych, do ktérej wykorzystano TBE Po 30 min. inkubacji
w 60°C do prébki dodano bufor fosforanowy z CMQT. Ostatni etap to deproteini-
zacja z uzyciem 3 M kwasu chlorowego(VII). Na kolumne nanoszono 20 pl super-
natantu i prowadzono separacje z wykorzystaniem elucji gradientowej. Przeprowa-
dzono réwniez walidacje metody i zastosowano ja do oznaczania aminokwaséw
tiolowych w probkach pochodzacych od kilku dawcow. Metoda pozwala, w ciggu
10 min., oznaczy¢ obok siebie cztery biologicznie wazne zwigzki tiolowe wystepu-
jace w §linie.

CMQT zostal zastosowany do oznaczania niskoczasteczkowych zwiazkdow tio-
lowych w korzeniach pszenicy podczas badania wptywu na ich rozw6j metali, takich
jak miedz, kadm i nikiel [39]. Korzenie pszenicy zostaly zhomogenizowane w bufo-
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rze fosforanowym. Do otrzymanego po odwirowaniu supernatantu dodano TCEP
w celu redukcji wigzan disiarczkowych, a nastepnie CMQT w celu derywatyzacji
wolnych tioli. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze poszczegdlne
metale wywierajg znaczny wplyw na zawarto$¢ oznaczanych zwigzkéw tiolowych
w tej czedci rosliny. Wyzej wspomniana metoda zostala takze wykorzystana do
oznaczenia GSH i Cys-Gly w lisciach przypotudnika krysztatkowego (fac. Mesem-
bryanthemum Crystallinum) [49]. Na podstawie wyznaczonej zawartosci zreduko-
wanej formy GSH i GSH zwigzanego z biatkami stwierdzono, ze stres oksydacyjny
wywolany infekcja powoduje zwiekszenie S-glutationylacji biatek. Podobny efekt
zaobserwowano w przypadku Cys-Gly.

Zwigzki tiolowe sg obecne nie tylko w lisciach czy korzeniach roélin ale row-
niez w owocach i wytworzonych z nich produktach. Wykorzystujac techniki separa-
cyjne oraz derywatyzacj¢ z uzyciem CMQT opracowano procedury umozliwiajace
oznaczanie niektorych aminotioli w sokach owocowych. Do oznaczania Cys i GSH
w soku pomaranczowym wykorzystano techniki elektroforezy kapilarnej i chroma-
tografii cieczowej z detekcja UV [50, 62]. W przypadku metody elektroforetycznej
probke soku rozcienczono w pierwszym etapie buforem Tris i poddano redukcji
z uzyciem TCEP. Nastepnie przeprowadzono reakcje derywatyzacji odczynnikiem
CMQT, deproteinizacje 3 M PCA i dodano acetonitryl w stosunku 1:2. Do kapilary
hydrodynamicznie wprowadzono 60 nL prébki. Zakres liniowosci metody okreslono
w przedziale 2,5-30 uM. Przygotowanie probki w metodzie chromatograficznej
wygladato w sposdb analogiczny do opisanych wczesniej dla probek osocza i moczu
(22, 36, 46, 52, 58]. Uzyskano podobne zakresy liniowo$ci i granice oznaczalnosci.

CMPI wykorzystano podczas oznaczania siarkowodoru w probkach wodnych,
uzyskanych po sedymentacji osadéw dennych [63]. Przygotowanie prébki obejmo-
walo sgczenie i derywatyzacje w lekko alkalicznym $rodowisku. Powstaly po reakcji
jonow siarczkowych z CMPI tiopirydon byl rozdzielany od innych sktadnikéw mie-
szaniny na kolumnie C18, w warunkach elucji izokratycznej, z dodatkiem oktylo-
sulfonianu sodu jako odczynnika par jonowych. Zakres liniowosci metody miescit
sie w przedziale 5-600 pM.

PODSUMOWANIE

Zastosowanie derywatyzacji chemicznej wykorzystujacej sole oniowe, w przy-
padku oznaczania biologicznie waznych tioli, siarkowodoru oraz tiosiarczandw,
pozwala na uzyskanie granic oznaczalnosci na poziomie nmol na ml prébki, pod-
czas gdy ich zawarto$ci w materiale biologicznym wynosza srednio kilka lub kilka-
dziesigt nmol na ml probki. Korzystne wlasciwosci fizykochemiczne wspomnianych
soli, jak i uzyskanych pochodnych umozliwily opracowanie wielu prostych, tanich
i szybkich metod analitycznych, pozwalajacych na efektywne oznaczanie endo-
gennych aminokwaséw tiolowych takich jak Hcy, Cys, GSH, Cys-Gly, y-Glu-Cys
i niektorych lekéw tiolowych w ptynach fizjologicznych oraz tkankach roslinnych
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i zwierzecych. Stosujac wspomniane metody mozna oznacza¢ w/w zwiazki z dobra
czuloscig i precyzja, w szerokim zakresie stezen, charakterystycznych zaréwno dla
stanow patologicznych jak i normalnych. Metody te sg konkurencyjne w stosunku
do innych, wykorzystujacych np. derywatyzacje dajacg pochodne fluoryzujace, czy
tez pochodne aktywne elektrochemicznie.
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