Glutation: metody przygotowania probek
dla analiz z wykorzystaniem technik
chromatograficznych i elektroforezy kapilarnej
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Wykaz skrétéw: GSH- glutation zredukowany, GSSG- disulfid
glutationu, SH- grupa tiolowa, K,EDTA- wersenian dwupotasowy ,
K,EDTA-wersenian tréjpotasowy, NMR- magnetyczny rezonans j3-
drowy, SDS-PAGE- elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w obec-
nosci siarczanu (VI) sodowego dodecylu, MALDI-ToF- spektrome-
tria mas z jonizacja przez desorpcje laserowa z udzialem matrycy
w pofaczeniu z analizatorem czasu przelotu, TCA- kwas trichloro-
octowy, NADHP- zredukowany fosforan dinukleotydu nikotynami-
doadeninowego, NEM- N-etylomaleimid, IAA- kwas jodooctowy,
DTT- ditiotreitol, ME- -merkaptoetanol, MBB- monobromobiman,
OPA- orto-ftalaldehyd, BH- borohdrat, TBP- tributylofosfina, TPP-
trifenylofosfina, TCEP- tris-2-karboksyetylofosfina, DTNB- kwas
5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoesowym, |A- jodoacetamid, VP- 2-winy-
lopirydyna, DTPD- 4,4-ditiopirydyna, CMQT- tetrafluoroboran
2-chloro-I-metylochinliny, SBD-F- 4-sulfonylo-7-fluoro-2,1,3-ben-
zoksadiazol, ABD-F- 4-aminosulfonylo-7-fluoro-2,1,3-benzoksadia-
zol, DBD-F- 4-(N,N-dimetyloaminosulfonylo)-7-fluoro-2,1,3-ben-
zoksadiazol.

Wstep

Glutation (y-glutamylocysteinyloglicyna) petni w organizmie czto-
wieka wiele pozytecznych funkgji, w zwiazku z czym oznaczanie ste-
Zenia tej substancji ma duze znaczenie we wspéfczesnej medycynie
i farmagji.

Synteza glutationu odbywa sie w kazdej komérce prokariotycznej
i eukariotycznej, gdyz bierze on udziat w procesach antyoksydacyjnych
i detoksykacyjnych, a takze w modulowaniu odpornosci. Dzigki tej sub-
stancji organizm cztowieka moze si¢ broni¢ przed zakazeniami rézne-
go pochodzenia, rozwojem nowotwordw, watroba wykazuje zdolnosé¢
detoksykacji metali cigzkich, toksyn i innych ksenobiotykéw, a komorki
nie ulegaja nieustajacemu niszczeniu.

Charakterystycznym elementem budowy glutationu jest grupa
tiolowa (-SH), z ktéra wigza sie bezposrednio jego biologiczne funk-
cje. Dzieki jej obecnosci glutation moze wystepowa¢ w kilku formach
redoks, z ktérych najwazniejsze sa postaci: zredukowana (GSH) oraz
utleniona (GSSG). Inne wazne formy to: S-nitrozoglutation oraz mie-
szane disiarczki glutationu i biafek.

Gtéwnga role fizjologiczna petni zredukowana forma glutationu,
gdyz bierze ona udziat w obronie organizmu przed tzw. stresem oksy-
dacyjnym. Chroni organizm przed dziataniem substanc;ji utleniajacych,
do ktérych naleza m.in. reaktywne formy tlenu (nadtlenek wodoru,
nadtlenki organiczne), egzo- i endogenne zwiazki elektrofilowe, a tak-
ze utlenione formy innych przeciwutleniaczy, np. witaminy C i E. Cza-
steczka glutationu wchodzi réwniez w skiad specyficznego selenoen-
zymu — peroksydazy glutationowej, petniacej funkcje najwazniejszego
reduktora nadtlenku wodoru i nadtlenkéw lipidéw. Funkcjg glutationu
zwigzang z dziataniem przeciwutleniajagcym jest takze utrzymywanie
grup tiolowych aminokwaséw w stanie zredukowanym, co zapobiega
ich nieodwracalnemu utlenieniu do kwaséw sulfonowych i sulfinowych
i utracie wtasciwosci biologicznych biatka.
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Duza cze$¢ glutationu wystepuje w postaci zwiazanej z réznymi
biatkami [I]. Jest to tzw. zjawisko glutationylacji — procesu, w ktorym
grupy —SH aminokwaséw sa przylaczane do czasteczki glutationu.
Takie potaczenia wptywaja na stabilizacje niektorych biatek, chronia
je przed procesami utleniania, reguluja aktywnos$é enzymow i proces
transkrypcji. Do takich specyficznych biatek naleza nukleofosfiny, ma-
jace wptyw na rybosomy i cyklofiliny, odpowiadajace za proteosomalna
degradacje biatek, a takze biatka cytoszkieletowe [2].

Wiasciwosci przeciwutleniejace GSH s3 szczegdlnie istotne dla
erytrocytéw, gdyz krwinka czerwona jest silnie narazona na dziatanie
wolnych rodnikéw, m.in. ze wzgledu na obecnosé w niej zelaza na réz-
nym stopniu utlenienia [3, 4]. Stosunek stezen postaci zredukowanej
do utlenionej glutationu oznacza sie symbolem R, ktéry obrazuije status
redoks komérki. Przyktadowo w watrobie warto$¢ R wynosi 300-400
w warunkach fizjologicznych, natomiast w stanie glodu warto$¢ ta spa-
da do ok. 2.

Zmiany stezenia glutationu obserwuije sie jednak gtéwnie we wszel-
kiego rodzaju schorzeniach. Jest to wykorzystywane w celu stwier-
dzenia stopnia uszkodzenia danego narzadu. W przebiegu réznych
proceséw chorobowych w organizmie obserwuije sie zaréwno spadek
jak i wzrost stezenia GSH. Zwykle wystepuje jednak niedobér tej sub-
stangji, ktéry moze by¢ wrodzony lub nabyty.

Spadek stezenia zredukowanej formy glutationu GSH czesto wiaze
sie Z wystepowaniem w organizmie standw patologicznych, takich jak:
reumatoidalne zapalenie stawoéw, dystrofia migsniowa, poalkoholowe
uszkodzenie watroby, jaskra, AIDS [2], choroby neurodegradacyjne
(choroba Alzheimera, choroba Parkinsona, stwardnienie rozsiane),
schizofrenia, autyzm, miazdzyca naczyn, cukrzyca, astma oraz prze-
wlekfa obturacyjna choroba ptuc [5+8]. Pomiar stezenia glutatio-
nu we krwi jest istotny w diagnozie schorzen zwigzanych z cyklem
-glutamylowym, ktére charakteryzuja sie deficytem enzyméw: synte-
tazy glutationowej i syntetazy y-glutamylocysteinowej w erytrocytach
lub w catym organizmie [2].

Rodzaje matryc, w ktdorych oznacza sie glutation

Stezenie glutationu u ludzi i zwierzat oznaczane jest gtéwnie w oso-
czu, krwi petnej i erytrocytach, gdyz poziomy stezen formy utlenionej
i zredukowanej w tych elementach sa wskaznikiem stresu oksydacyj-
nego catego organizmu. Probki do analizy pobierano réwniez z innych
tkanek i komorek, takich jak: btona sluzowa zofadka [9], mitochondria
pochodzace z limfocytéw i granulocytéw [10], komorki HL-60-ostrej
w przebiegu biafaczki szpikowej [11], tkanka ptucna [12], nerki, sle-
dziona i mézg [13]. Glutation oznaczano z powodzeniem takze w or-
ganizmach roslinnych, np. w sadzonkach kukurydzy [14] i kapuscie
sarepskiej [15].

Przygotowanie probki do analizy

Przygotowanie probki stanowi jeden z najwazniejszych etapéw
analizy substancji posiadajacych grupy tiolowe, ze wzgledu na fakt, iz
maja one duza aktywnos¢ oksydoredukcyjng i s3 jedng z najbardziej
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reaktywnych grup zwiazkéw chemicznych. Szczegélnie duza uwage
nalezy poswigci¢ odpowiedniemu pobraniu krwi, zamrazaniu prébek,
aw przypadku analizy osocza nalezy niezwtocznie odwirowaé pobrang
krew. Dtugi czas izolacji erytrocytdw z krwi, skomplikowane metody
pobierania prébek tkanek i organelli wewnatrzkomdrkowych powo-
duja, ze analizy GSH i GSSG s3 obarczone licznymi btedami.

GSH ulega w pH 7 nieenzymatycznej autooksydaciji, przy czym zja-
wisko to zostaje odwrdcone podczas reakcji enzymatycznej katalizowa-
nej przez enzym y-glutamylotranspeptydaze, ktory wykazuje optymalna
aktywnos$¢ przy pH neutralnym. GSH wykazuje wiec duze zdolnosci
oksydoredukcjne, co jest uwarunkowane obecnoscia grupy —SH.

Oznaczanie stezenia GSSG, szczegdlnie w osoczu, réwniez
wymaga duzej ostroznosci i specjalnych procedur przygotowania
probki. W ciagu ok. 2 minut od momentu pobrania krwi GSSG jest
degradowany w procesie proteolizy [19]. Proces zamrazania probki
i precypitacja biatek minimalizuja zaréwno proces utleniania GSH jak
i proteolizy GSSG.

Metody przygotowania prébki sa oczywiscie uzaleznione od ro-
dzaju tkanki, oznaczanej formy glutationu, a takze od samej metody
analizy, jednak istnieja pewne wspdlne dla wszystkich metod zasady.
Przygotowanie prébki mozna podzieli¢ na kilka etapéw, jednakze nie
kazda analiza musi obejmowac je wszystkie:

* pobieranie prébki i jej zabezpieczenie

* precypitacja biatek

* blokowanie wolnych grup tiolowych, przy wykorzystaniu odczyn-
nikéw zasadowych badz kwasowych

* redukgcja disulfidéw

* derywatyzacja.

Pobieranie prébki i jej zabezpieczenie

Podczas pobierania probek krwi, najwazniejszym aspektem jest
zabezpieczenie jej przed koagulacja pod wptywem jonéw wapnia,
bedacych kofaktorem enzymoéw bioracych udziat w kaskadzie krzep-
nigcia krwi. To niepozadane zjawisko mozna zminimalizowa¢ poprzez
dodanie do $wiezo pobranej krwi niewielkiej ilosci zwiazkéw chelatu-
jacych, np. K.EDTA, K,EDTA badz heparyny, lub umieszczenie krwi
w specjalnych probéwkach zawierajacych te substancje. Zwiazki te za-
pobiegaja krzepnieciu krwi przez hamowanie aktywnosci jonéw Ca?*
i trombocytéw, a takze unieczynniaja inne jony (np. Fe?*), ktére moga
inicjowac reakcje utleniania tioli.

Najczesciej analizowanym elementem krwi na zawartos¢ glutatio-
nu jest osocze, mimo ze zawiera jedynie ok. 0,5% catkowitej ilosci
tego zwiazku w stosunku np. do erytrocytéw, w ktérych zawartos¢
glutationu wynosi ok. 99,5%. Wynika to z faktu, iz stezenie glutatio-
nu w osoczu najpefniej odzwierciedla stezenie tej substancji w catym
organizmie [1]. Analiza osocza niesie jednak ze soba pewne utrudnie-
nia i nieodpowiednie przygotowanie prébki moze zafatszowac wyniki.
W zwiazku z tym, ze erytrocyty zawieraja do 500 razy wieksza ilos¢
GSH niz osocze, nalezy przede wszystkim zwrdci¢ baczng uwage na za-
bezpieczenie prébki przed hemoliza krwinek czerwonych, poniewaz
uwolnienie do badanego osocza nawet |% glutationu pochodzacego
z krwinek moze drastycznie zmieni¢ wynik analizy.

Druga istotng kwestia zwiazang z przygotowaniem krwi, ale
takze innych tkanek i narzadéw, jest zabezpieczenie probek przed
wysoka temperatura. Podczas przechowywania w temperaturze po-
kojowej, stezenie GSH szybko maleje w wyniku utlenienia do GSSG,
nawet o kilkadziesiat procent po 5 min od czasu pobrania. W zalezno-
$ci od czasu przechowywania, prébki zamraza sie w temperaturach
od -20°C do -80°C.

Precypitacja biatek

Niezbednym etapem przygotowania proébki jest wyeliminowanie
pewnych enzymoéw wystepujacych we krwi, do ktérych nalezy m.in.
-glutamylotranspeptydaza, odpowiadajaca za katabolizm glutationu.
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Aby nie dopusci¢ do catkowitego roziozenia badanego zwiazku nale-
zy niezwlocznie usuna¢ ten enzym, a takze inne substancje biatkowe,
ktore moga przeszkadza¢ w wykonaniu analizy. Tkanki, w ktdrych
wystepuje wysoki poziom y-glutamylotranspeptydazy, takie jak: nerki
i trzustka, nalezy niezwtocznie po pobraniu zhomogenizowac a nastep-
nie zamrozi¢, natomiast tkanki z mata iloscig enzymu, takie jak: watro-
ba, mozg i $ledziona nie musza by¢ homogenizowane, nalezy je tylko
zamrozi¢ po pobraniu i przechowywa¢ w temperaturze: -20°C. Bez-
posrednie dozowanie prébek biologicznych do systemu HPLC lub CE
nie jest wskazane [19]. Obecnos¢ biatek w probce podczas analizy
za pomoca CE moze prowadzi¢ do ich adsorpciji na $ciankach kapilary,
co moze zaburza¢ czasy migracji, ksztatt pikdw i odpowiedz detektora
[20]. Tylko kilka metod analitycznych, stosowanych w analizie amio-
tioli (np. NMR) nie wymaga zastosowania odbiatczania. Zakwaszanie,
dodawanie organicznych rozpuszczalnikéw, takich jak np. acetonitryl,
aceton lub metanol, a takze mikrofiltracja, sa uzywane do eliminacji bia-
tek z probki [2]. Rozpuszczalniki organiczne s3 preferowane podczas
analiz wykonywanych przy uzyciu spektrometru mas [ 1 9]. Ultrafiltracja
jest uzyteczng metoda stosowana w celu usunigcia biatek z probki,
poniewaz nie wymaga stosowania kwaséw lub rozpuszczalnikéw orga-
nicznych, ktére moga wptywaé na procesy derywatyzacji, rozdzielania
i detekgji. Przygotowanie prébek krwi mozna przeprowadzi¢ réwniez
przy uzyciu filtréw membranowych w potaczeniu z zaggszczaniem
probki podczas wirowaniem [20]. Najczestsza metoda stosowana
w celu uzyskania osocza z probek krwi jest jej zakwaszanie bezpo-
$rednio po pobraniu [21]. Zakwaszanie powoduje usunigcie niepoza-
danych biatek, w tym takze enzymdw zaburzajacych procesy analizy.
Zakwaszanie umozliwia takze pomiar stezenia catkowitego glutationu
(GSH+GSSG) w poszczegdlnych tkankach poprzez uwalnianie GSH
z pofaczen biatkowych [I]. Do oznaczania glutationu w pofaczeniach
z biatkami (w biatkach glutationylowanych) stosuije sig gféwnie metody
elektroforezy w zelu poliakrylamidowym w obecnosci siarczanu(VI)
sodowego dodecylu (SDS-PAGE) oraz spektrometrig mas MALDI-ToF
Te metody analizy stosuije sig jednak tylko w niektorych stanach patolo-
gicznych organizmu, gdyz sa specyficzne tyko dla niektdrych pofaczen
biatkowych glutationu [2].

Do wytracania substancji biatkowych stosuije sig rézne kwasy, m.in.
trichlorooctowy (TCA), chlorowy(VIl), 5-sulfosalicylowy, pikryno-
wy i metafosforowy. Kwasy 5-sulfosalicylowy i pikrynowy stosuje sig
zwykle w stezeniu 5% w/v, natomiast metafosforowy, chlorowy(VIl)
i trichlorooctowy w stezeniu 1% wi/v. Precypitacja kwasowa pozwala
na otrzymanie po odwirowaniu przejrzystego, wolnego od biatek su-
pernatantu. Gtéwna wada stosowania tych zwigzkdw przy oznaczaniu
glutationu jest zjawisko utleniania tioli, ktére prowadzi czesto do zawy-
zenia stezenia disulfidow [ | 3]. TCA wydaje sig by¢ najbardziej uzytecz-
nym, poniewaz podczas jego stosowania obserwuie sie tylko ok. 3-4%
GSH w czasie 20 h w temperaturze 0 °C [I I]. Przywrocenie natural-
nego badz zasadowego pH w zakwaszonej probce czesto prowadzi
do gwattownego spadku stezenia tioli, w przypadku gdy uprzednio nie
dodano odczynnika maskujacego tiole.

Redukcja disulfidow

Analiza sumy GSH w postaci niezwigzanej z biatkami i formy zwia-
zanej, a takze oznaczanie innych niskoczasteczkowych tioli wymaga
redukcji wigzan disiarczkowych utworzonych miedzy zredukowanym
glutationem a innymi biatkami [19]. Prekursor GSH — cysteina moze
by¢ oznaczany jedynie po redukcji wszystkich disulfidéw w prébkach
biologicznych. Proces redukcji moze byé¢ przeprowadzony poprzez:
reakcje chemiczne (dodawanie reduktoréw), elektrolize albo re-
akcje enzymatyczne (dodawanie reduktazy glutationu lub NADHP
do probki) [2, 22]. Istnieje wiele grup reduktoréw chemicznych,
a wybér odpowiedniego odczynnika ma bardzo duze znaczenie. Nie-
ktére reduktory moga reagowa¢ z odczynnikami derywatyzujacymi,
co jest zrédtem biedow.
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Zredukowana forma glutationu moze ulega¢ procesowi utlenie-
nia jeszcze przed procesem derywatyzacji, co skutkuje zwigkszeniem
ilosci GSSG i zaburzeniem wynikow. Tego zjawiska mozna uniknaé
przez zastosowanie odczynnikéw maskujacych tiole, takich jak N-ety-
lomaleimid (NEM) [11, 23+27] albo kwas jodooctowy (IAA) [19,28].
Utlenianie jest takze katalizowane przez jony metali (gféwnie jony mie-
dzi), dlatego stosowanie odczynnikdw chelatujacych, takich jak: EDTA,
[,10 fenantroliny [2], albo deferoksaminy [| |] podczas pobierania krwi
jest konieczne. W przypadku niektorych analiz konieczne jest catkowi-
te usunigcie nadmiaru odczynnika redukujacego poprzez dalszg obréb-
ke probki, np. filtracje zelowa lub precypitacje kwasowa. Odczynnik
redukujacy nie powinien takze reagowac z odczynnikami stuzacymi
do derywatyzaciji [29].

llosciowa eliminacja nadmiaru odczynnika redukujacego za pomo-
ca precypitacji kwasowej wiaze sig z pewnymi trudnosciami, natomiast
zastosowanie filtracji zelowej moze doprowadzi¢ do regeneracji di-
sulfidow, gdy pH buforu jest wysokie. Dodatkowym minusem filtracji
zelowej jest fakt, iz nie moze by¢ stosowana w przypadku czesciowo
zagregowanego materiafu [2, 30].

Reduktory zawierajace grupe tiolowa

Do grupy tych zwiazkéw zalicza sig: ditioerytrytol, ditiotreitol
(DTT) i B-merkaptoetanol (ME). Naleza do najczesciej stosowanych,
wysoce specyficznych reduktoréw, jakkolwiek nie sa pozbawione
wad. Niekorzystnym zjawiskiem wystepujacym podczas ich stosowa-
nia s3 reakcje krzyzowe z odczynnikami derywatyzujacymi, takimi jak:
monobromobiman (MBB), albo orto-ftalaldehyd (OPA), co prowadzi
do powstania interferujacych, fluorescencyjnych pofaczen [2,19]. Ko-
lejna niedogodnoscia zwiazana z ich uzywaniem jest koniecznosé sto-
sowania pH powyzej 7, co moze powodowa¢ utlenianie. Odczynniki
Z tej grupy sg rowniez same w sobie wrazliwe na utlenianie, stad ist-
nieje konieczno$¢ przechowywania ich z dala od $wiatta, z dodatkiem
chelatoréw. ME nalezy do stosunkowo stabych reduktoréw i musi by¢
stosowany w duzym stezeniu. Jest stosowany giéwnie w obecnosci
dodecylosiarczanu(VI) sodu [2]. Odczynnik ten byt stosowany w wielu
aplikacjach: UV, fluorymetrycznych, CE i LC/MS. DTT jest silniejszym
reduktorem niz ME i uzywany jest gféwnie w technikach spektrofoto-
metrycznych. Zaleta tego odczynnika jest zdolnos¢ przenikania przez
btony biologiczne, co daje mozliwos¢ zastosowania tego odczynnika
jako reduktora w systemach komérkowych.

Ester etylowy N-acetylocysteiny nalezy do silnych reduktoréw
wiazan disiarczkowych. Byt uzywany m.in. do ilosciowego oznaczania
GSH i GSSG w cytozolu krwinek czerwonych, w reakcji z OPA jako
odczynnikiem derywatyzujacym [31].

Borohydrat (BH) sodu i potasu s3 bardzo silnymi, wysoce reaktyw-
nymi reduktorami i dlatego ich roztwory powinny by¢ przygotowywa-
ne bezposrednio przed uzyciem. Sa réwniez nietrwate w roztworach
wodnych. Zastosowanie borohydratu sodu moze spowodowac¢ proble-
my z procesem derywatyzacji, z powodu trudnosci z kontrolowaniem
pH [28, 29]. Redukcja disulfidéw przy uzyciu wysokiego stezenia tego
odczynnika wysokiego stezenia (1,4 mol/l) jest kompletna po zaledwie
kilku minutach, a przy nizszym stezeniu trwa nawet do 30 minut.

BH jest uzywany do ilosciowej redukgcji disiarczkéw bez albo
w obecnosci odczynnikéw denaturujacych, albo do redukgii disiarcz-
kow biatkowych w ekstraktach catych komérek. Najwiegksza zaleta
BH jest fakt, ze jego nadmiar moze by¢ tatwo usunigty przez dodanie
kwasu lub acetonu. Roztwory BH wykazuja tendencje do tworzenia
aerozoli podczas reakgji, zjawisko to mozna jednak ograniczy¢ przez
dodatek zwiazkéw powierzchniowo-czynnych, takich jak np. oktanol
lub heksanol [2,19].

Trialkilofosfiny

Zwiazkami pozbawionymi wyzej wymienionych dziatan niepozada-
nych sa trialkilofosfiny, np. tributylofosfina (TBP), trifenylofosfina (TPP)
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i tris-2-karboksyetylofosfina (TCEP). S3 to silne reduktory, dziatajace
juz przy niewielkich stezeniach. Fosfiny nie reaguja z innymi grupami
funkcyjnymi protein, a takze z czynnikami alkalizujacymi i derywatyzu-
jacymi. Jednak dos¢ tatwo reaguja z kwasem jodooctowym i jodoace-
tamidem, a takze NEM, nawet w $rodowisku kwasnym, co sprawia,
ze redukcja za pomoca tych zwiazkéw musi by¢ oddzielona od procesu
alkilacii [2, 22].

TCEP jest najpopularniejszym zwiazkiem nalezacym do tej grupy.
Jego stosowanie zapewnia bardziej powtarzalne wyniki niz TBP lub
TPP Jest substancja bardzo dobrze rozpuszczalng w wodzie, nielotna,
najczesciej uzywang do redukcji disulfidow niskoczasteczkowych, a tak-
ze powierzchniowych biatek z grupami disiarczkowymi. Zaleta TCEP
jest wieksza odpornosé na utlenienie katalizowane jonami metali niz
w przypadku reduktoréw zawierajacych grupy tiolowe. Jednak TCEP
moze interferowa¢ z odczynnikami derywatyzujacymi, posiadajacymi
grupy disiarczkowe, m.in. kwasem 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoesowym
(DTNB) [19]. Odczynnik ten byt stosowany w réznych analizach
[9, 29, 32]. Estry mno-, di- i trimetylowe sg bardziej reaktywne w ni-
skim pH i bardziej litofilne niz TCEP Sa réwniez bardziej reaktywne
w stosunku do matych czasteczek [|9]. Estryfikacja zwigksza przepusz-
czalnos¢ przez btony komérkowe, pozwalajac na penetracje estrow
przez dwuwarstwe lipidowa [2].

Derywatyzacja

Wszystkie metody oznaczania zwiazkéw posiadajacych grupy tio-
lowe, z wyjatkiem tych, ktére s3 oparte na detekcji elektrochemicznej
i tandemowej spektrometrii mas, a takze prowadzonych in vivo, wy-
magaja przeprowadzenia procesu derywatyzacji. Proces derywatyzagiji
GSH zazwyczaj zwigksza specyficznos¢ i czutosé metod. Odczynnik
stosowany do derywatyzacji powinien dziata¢ szybko i specyficznie
z oznaczang probka w mozliwie najnizszej temperaturze i lekko kwa-
sowym pH, aby zapobiec utlenieniu analitéw. Chromofory i fluorofory
dodawane do analitu obnizajg granice wykrywalnosci i granice ozna-
czalnosci. Wzrost czutosci pod wplywem derywatyzacji powoduje,
ze do detektoréw stosowanych w chromatografii dociera wiecej ana-
litu, a otrzymane piki sa wezsze. Derywatyzaty s3 zazwyczaj bardziej
lipofilowe niz zwiazki macierzyste, co jest szczegdlnie istotne w przy-
padku niskoczasteczkowych tioli, ktére s3 zawsze hydrofilowe [33].

Odczynniki stosowane w detekcji UV-Vis

Detekcja UV-VIS jest powszechnie stosowana w chromatografii
cieczowej i elektroforezie kapilarnej. Metody wykorzystujace techni-
ki chromatograficzne, w ktérych stosuje sie detektor UV-Vis sa mniej
czute w poréwnaniu do metod, w ktoérych stosuije sig detekcje fluore-
scencyijna albo elektrochemiczng, lecz jednoczesnie s3 mniej skompli-
kowane. Istnieje wiele odczynnikéw stuzacych do derywatyzacji w ana-
lizach z detekcjg UV-Vis powszechnie stosowanych w laboratoriach.
Najpowszechniej stosowanym zwiazkami z tej grupy sa odczynniki
o strukturze maleimidu, do ktérych nalezy m.in.: N-etylomaleimid
(NEM), a takze kwas jodooctowy (IAA) i jodoacetamid (IA) tworza-
ce tioetery [19]. NEM jest uzywany réwniez w reakeji enzymatycz-
nej opartej na reakcji GSH z kwasem 5,5’-ditio-bis-nitrobenzenowym
(DTNB) w obecnosci reduktazy glutationu [34+36], a takze w anali-
zach wykorzystujacych detekcje fluorescencyjna i spektrometrie mas
do oznaczania GSSG, jako zwigzek maskujacy tiole. Metody, w ktorych
stosowany jest NEM, stwarzajg pewne niedogodnosci, gdyz odczyn-
nik ten hamuje enzym — reduktaze glutationowa. Jego nadmiar musi
by¢ wiec usuwany przez ekstrakcje cieczows i ekstrakeje do fazy sta-
tej [19]. NEM stosowany jest w stezeniu | mol/dm?® i pH powyzej 7,
albo przy wartosci pH ponizej 7, jezeli czas inkubacji wynosi powyzej
2 godzin. Sg niestabilne w $rodowisku zasadowym, co jest spowodo-
wane hydrolizg pierscienia maleimidowego, a takze faktem, ze nie-
ktére niskoczasteczkowe tiole tworzace derywatyzaty z NEM moga
ulega¢ wewnatrzczasteczkowej transaminacji do form cyklicznych przy
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wartosci pH powyzej 9 [2]. NEM ma réwniez zdolno$¢ do wigzania
grupy aminowej ponizej pH réwnego 7,5. Zjawisko to zachodzi wolniej
niz wiazanie grupy tiowej i dlatego podczas dfugiej inkubacji w $rodo-
wisku alkalicznym, albo gdy zwiazek derywatyzujacy grupe aminowa
(np. I-fluoro-2,4-dinitrobenzen) jest uzyty w nadmiarze, nalezy usunaé¢
nadmiar NEM przed procesem alkalizacji $Srodowiska [20, 22]. Giusta-
rini i wsp. [37] opisali metode oparta na oznaczaniu koniugatéw GSH
z NEM. Probki krwi z dodatkiem tego odczynnika byty stabilne w tem-
peraturze -20°C w temperaturze -20°C przez 90 dni.

IA i IAA s3 stosowane jako zwiazki maskujace tiole w analizie
GSSG. Odczynniki te reaguja z tiolami w nieodwracalnej reakcji opartej
na substytucji nukleofilowe]j tworzac derywatyzaty S-karboksymety-
lowe i S-karboksyamidoetylowe. Sg rozpuszczalne w wodzie i moga
by¢ przygotowywane w stezeniu | mol/dm?i 0,5 mol/dm?, przy pH 8.
Podczas przechowywania nalezy chroni¢ je przed dostgpem $wiatta.
Ich wada jest fakt, ze w srodowisku obojetnym lub alkalicznym moga
reagowac z innymi grupami funkcyjnymi, np. grupa hydroksylowa ty-
rozyny, aminowa lizyny, lub imidazoowa histydyny. Poza tym przy ni-
skim pH oba odczynniki reaguja z atomem siarki pochodzacym od me-
tioniny. Jednakze grupa —SH reaguje z tymi odczynnikami w sposéb
nieodwracalny znacznie szybciej niz jakakolwiek inna grupa, np. IAA
reaguje z histydyna 1000 razy wolniej niz z cysteina. Z tego wzgledu
reakcje, w ktdrych stosowane sa te odczynniki wydaja sie by¢ specy-
ficzne wzgledem tioli. Wadg IA w stosunku do |AA jest fakt, ze jest
to odczynnik, ktdry nie przenika przez bfony biologiczne i dlatego jest
nieodpowiedni dla analiz przeprowadzanych in vivo. Moze réwniez da-
wac niepozadane produkty [2, 19].

Innym odczynnikiem nalezacy do tej grupy jest 2-winylopirydyna
(VP). W przeciwienstwie do NEM odczynnik ten nie hamuje reduktazy
glutationowe;j i dlatego jest stosowany jako odczynnik alkilujacy w reak-
cji DTNB - reduktaza glutationowa. Optymalne pH dla VP miesci sie
w granicach 5-8, a reakcja wymaga duzego nadmiaru tego odczynnika
i diugiego czasu inkubacji [2]. Pochodnymi tej substancji, stosowanymi
w analizie tioli jako zwiazki maskujace, sa: trimetanosulfonian |-metylo-
2-winylopirydyny i trimetanosulfonian |-metylo-4 winylopirydyny [19].

DTNB (odczynik Ellmana) zostat wynaleziony przez Ellmana
w 1959 r. i od tej pory jest najpopularniejszym odczynnikiem stosowa-
nym przy oznaczaniu tioli w reakcjach z derywatyzacja pokolumnowa
[20]. Reaguije z anionem tiolanowym w reakcji wymiany tiole-disulfidy
dajac zofty derywatyzat. DTNB jest powszechnie stosowany w re-
akcjach derywatyzacji GSH i GSSG w analizie spektrofotometrycznej
i w reakcji enzymatycznej, opracowanej przez Tietze [34]. Jest ona
oparta na redukcji GSSG do GSH za pomoca reduktazy glutationowej
w obecnosci NADHP, prowadzacej do powstania barwnego produktu:
5-tionitrobenzoesanu [19]. DTNB byt stosowany w wielu analizach
[35,40, 41]. Wiele dowodoéw wskazuje na fakt, ze DTNB reaguije z gru-
pami sulfhydrylowymi tioli w sposéb niekompletny, nawet wtedy, gdy
czas reakgji jest wydtuzony. Reiner i wsp. [43] rozwiazali ten problem
poprzez zastosowanie cysteaminy jako ,,posrednika” pomiedzy grupa
sulfhydrylowa aminokwaséw a DTNB.

Kolejnymi przedstawicielami odczynnikéw stosowanych w re-
akcjach w metodach z detekcja UV-Vis sg 4,4 -ditiopirydyna (DTPD)
i 2,2’-ditiopirydyna, ktére reaguja z tiolami w reakcji wymiany. DTPD
jest odczynnikiem bardziej czutym i reaktywnym niz 2,2’-ditiopirydyna
i moze by¢ uzywany przy nizszym pH (= 4,5 zamiast pH 8,0), jednakze
wykazuje mniejsza odporno$¢ na hydrolize [2, 19, 20]. Ze wzgledu
na maly rozmiar czasteczki, amfifilowa nature i brak fadunku DTPD
reaguje szybko z grupami sulfhydrylowymi [43].

Tetrafluoroboran 2-chloro- I -metylochinliny (CMQT) jest uzywa-
ny jako odczynnik derywatyzujacy rézne tiole wystepujace w osoczu:
cysteing, cysteino- glicyne, glutation i homocysteing. Metoda CMQT-
HPLC-UV umozliwia ilosciowe oznaczenie catkowitych, wolnych
i zwiazanych z biatkami tioli po derywatyzacji, ktorej poddawane sa
tiole po redukgji catlego osocza lub jego rozpuszczalnych w kwasie
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frakcji. Substancjami redukujacymi uzywanymi w reakcjach z CMQT
sa: borohydrat sodu albo tris- 2-karboksyetylofosfina [29]. CMQT byt
stosowany jako odczynnik derywatyzujacy tiole wystepujace w mo-
czu [46] i Slinie [47].

Inne, powszechnie stosowane odczynniki z tej grupy to sole 2-ha-
lopirydyny i 2-halochinoliny, ktére szybko reaguja z tiolami w lekko
zasadowych roztworach wodnych tworzac stabilne S-pirydynowe
i S-chinolinowe derywatyzaty. Umozliwiaja jednoczesne oznaczenie
wielu réznych tioli w temperaturze pokojowej w czasie |-15 minut.

Odczynniki dajace derywatyzaty fluoryzujace

Derywatyzacja oparta na uzyciu odczynnikéw fluorescencyjnych
jest powszechnie stosowana w metodach wykorzystujacych techniki
chromatograficzne lub elektroforeze kapilarna z tego wzgledu, ze de-
tektory fluorescencyjne pozwalaja osiagnac nizsze granice wykrywal-
nosci, niz detektory UV. Tworza z GSH fluoryzujace potaczenia, po-
zwalajace na oznaczanie tego tripeptydu w ilosciach pikomolarnych lub
mniejszych. Zwiazki fluorescencyjne reaguja z grupa tiolowa w sposéb
bardzo selektywny, jednak nie pozwalaja na oznaczanie GSSG. Tyl-
ko odczynniki, ktore réwnoczesnie reaguja z grupa aminowa, mimo
mniejszej selektywnosci, pozwalaja na jednoczesne oznaczanie GSH
i GSSG [19].

Przedstawicielami odczynnikéw dajacych derywatyzaty fluoryzu-
jace sa fluorosulfonylobenzofurazany: 4-sulfonylo-7-fluoro-2,1,3-ben-
zoksadiazol (SBD-F), 4-aminosulfonylo-7-fluoro-2,1,3-benzoksadiazol
(ABD-F) i 4-(N,N-dimetyloaminosulfonylo)-7-fluoro-2,1,3-benzok-
sadiazol (DBD-F). Aktywno$¢ odczynnikéw z tej grupy przedstawia
sie nastepujaco: DBD-F>ABD-F>SBD-F, a zaréwno selektywnos¢
wzgledem tioli jak i rozpuszczalnosé¢ w roztworach wodnych male-
je w odwrotnym szeregu: SBD-F>ABD-F>DBD-F [20]. Zaleta tych
odczynnikoéw jest fakt, iz w stanie nieaktywnym, a takze produkty ich
hydrolizy nie wykazuja wtasciwosci fluorescencyjnych. Z tego wzgledu
sa bardzo czute i specyficzne w stosunku do grup sulfhydrylowych,
a same nie daja interferujacych pikow [19]. SBD-F jest najpopularniej-
szym odczynnikiem z tej grupy, uzywanym w réznych analizach. Wady
Zwiazane z jego stosowaniem, to diugi proces derywatyzacji wyma-
gajacy wysokiej temperatury (I h, 60°C), natomiast zaleta jest fakt,
ze derywatyzaty tioli sg stabilne przez przynajmniej 8 h, jezeli sa chro-
nione przed $wiattem [48]. W przeciwienstwie do SBD-F derywatyza-
cja za pomoca ABD-F jest szybka i wymaga tagodniejszych warunkéw,
dlatego jest to odczynnik odpowiedni do analiz za pomoca CE. Ich za-
leta jest rowniez fakt, iz nie daja reakcji krzyzowych z fosfinami, z tego
powodu mozna prowadzi¢ redukcje disiarczkéw i derywatyzacje tioli
w tym samym czasie [2, 49, 50]. Innymi przedstawicielami zwigzkéw
derywatyzujacych o budowie benzofurazanéw sa: 4-(N-acetyloamino-
sulfonylo)-7-fluoro-2,1,3-benzoksadiazol i 7-fluoro-4(N-trichloroace-
tyloaminosulfnylo)- 2,1,3-benzoksadiazol [51].

Kolejna grupa odczynnikdéw dajacych fulorescencyjne derywa-
tyzaty sa bimany. Przedstawicielem tych zwiazkéw jest monobro-
mobiman, ktéry reaguje szybko, ale niespecyficznie z oznaczany-
mi tiolami w temperaturze pokojowej przy pH 8 [48]. Umozliwia
uzyskanie stosunkowo duzej fluorescencji i tym samym pozwala
na detekcje nawet niewielkich ilosci analitu. Wada tego zwiazku jest,
ze odczynnik sam w sobie wykazuje fluorescencje i ulega fotooksy-
dacji. Dodatkowym minusem jest zdolno$¢ tego zwiazku do reak-
cji z reduktorami zawierajacymi w swojej budowie grupe tiolowa,
a takze z innymi nieoznaczanymi tiolami [2, 53]. Odczynnik ten byt
stosowany do oznaczania glutationu w réznych organach i tkan-
kach, takich jak: osocze [29, 37], krew petna i §lina [53], mioblasty
we widknach migsniowych [54], erytrocyty [55], mitochondria [56],
komorki srodbfonka [57] i astrocyty [58].

Ortoftalaldehyd (OPA) jest odczynnikiem, ktéry reaguje zarow-
no z grupa sulfhydrylowa jak i aminowa, tworzac fluorescencyjne
derywatyzaty [2]. OPA nie wykazuje wtasnej fluorescencji, ale pod-
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czas reakcji z tiolami generuje si¢ pochodna izoindolowa z pod-
stawnikiem alkilowym, ktéra jest silnie fluorescencyjna. Istnieja
dwa typy reakcji OPA z tiolami: selektywna i heterobifunkcjonalna.
W reakgcji selektywnej konieczne jest uzycie amin jako dodatko-
wego odczynnika, aby proces derywatyzacji byt selektywny. Do-
datkowymi odczynnikami powszechnie stosowanymi sg np.: glicy-
na, 2-aminoetanol, 2-merkaptoetanol, N-acetylocysteina lub kwas
3-merkaptopropionowy [19]. W reakcji heterobifunkcjonalnej OPA
reaguje bezposrednio ze zwiazkami zawierajacymi zaréwno grupe
tiolowa jak i aminowa, do ktérych naleza m.in.: GSH i gamma-Glu-
Cys. Nie jest konieczne w tym przypadku stosowanie dodatkowych
odczynnikéw, jednak uzyte do oznaczania aminotioli zwigkszaja
selektywnos$¢ OPA wzgledem tych zwiazkéw [59]. GSSG nie daje
fluorescencyjnych derywatyzatéw z OPA,; jest to mozliwe dopiero
po hydrolizie tego zwiazku przy pH 12 [25]. Reakcje prowadzo-
ne przy uzyciu tego odczynnika wymagaja tagodnych warunkéw
i umozliwiaja réwniez oznaczanie niektérych aminokwaséw. Jed-
nak jednoczesne oznaczanie kilku aminotioli w analizach, w ktérych
stosuje sie OPA wymaga alkilacji wolnych tioli. Zaleta OPA, jest
roéwniez krotki czas derywatyzacji, ktérag mozna prowadzi¢ w tem-
peraturze pokojowej [39]. Optymalne pH dla tego odczynnika mie-
$ci sie¢ w zakresie od 9,5-12 [13,60+63]. Gtowne wady OPA to:
wrazliwo$¢ na zmiany pH, niestabilnos$¢ derywatyzatéw w $rodo-
wisku wodnym uwarunkowana ich hydroliza spowodowang przez
nadmiar OPA [59]. Odczynnikiem o budowie zblizonej do OPA jest
naftaleno-2,3-dikarboksyaldehyd, ktéry jest z powodzeniem stoso-
wany przy oznaczaniu GSH [19,27,51].

Halidki sa kolejna grupa odczynnikéw, ktére naleza do pochodnych
IAA. Sa stosowane przy oznaczaniu tioli w probkach rzeczywistych.
Naleza do nich: 5- jodoacetamidofluoresceina [65-68] i 6-jodoacetami-
dofluoresceina [69], stosowane giéwnie przy oznaczaniu tioli metoda
elektroforezy kapilarnej z laserowo wyzwalana fluorescencja [51].

Podsumowanie

Proces przygotowania probki jest najwazniejszym i jednoczesnie
najbardziej skomplikowanym etapem w analizie glutationu i innych
tioli. Stezenie glutationu u ssakéw jest oznaczane gtéwnie w oso-
czu, krwi petnej i erytrocytach. Techniki chromatograficzne i elek-
troforeza kapilarna s3 stosowane przy oznaczaniu aminotioli niemal
w kazdej tkance i narzadzie, co sprawia, ze s3 bardziej uzyteczne
niz powszechnie stosowane w laboratoriach metody enzymatyczne,
oparte na analizie krwi [70].

Etapy przygotowania probek sa podobne dla metod wykorzy-
stujacych techniki chromatograficzne lub elektromigracyjne. Kazdy
organ i tkanka po pobraniu musza by¢ schtodzone i przechowywane
w niskiej temperaturze od -20°C do -80°C, co zalezy od czasu, jaki
uptynat od momentu pobrania prébki do czasu jej dalszej obrobki.
Probki krwi i osocza musza by¢ zabezpieczone przed koagulacja
poprzez dodanie do $wiezo pobranej krwi odczynnikéw chelatu-
jacych, badz umieszczenie krwi w specjalnych probéwkach zawie-
rajacych chelator. Procesy odbialczania, redukcji i derywatyzac;ji
nie sa niezbedne dla wszystkich metod wykorzystujacych techniki
chromatograficzne lub elektromigracyjne. Konieczno$¢ zastosowa-
nia tych procedur zalezy réwniez od rodzaju analizowanych tkanek
badz komorek. Tkanki, w ktérych wystepuje duze stezenie biatek
glutationlowanych albo enzymu y-glutamylotranspeptydazy, wyma-
gaja odbiafczania. Oznaczanie glutationu catkowitego albo analiza
stezenia wiazan disulfidowych wymaga procesu redukgiji disulfidow.
Proces derywatyzacji jest niezbedny w przypadku niemal wszyst-
kich metod analitycznych, z wyjatkiem CE albo tandemowej spek-
trometrii mas, co czyni je mniej praco- i czasochfonnymi. Elimina-
Cja tego etapu przygotowania probki chroni ja przed powstaniem
niepozadanych potaczen z odczynnikami derywatyzujacymi albo
Z innymi aminotiolami.
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VIl Miedzynarodowa Konferencja

,Paliwa z odpadow”

Katedra Technologii i Urzadzen Zagospodarowania Odpa-
déw, Wydziatu Inzynierii Srodowiska i Energetyki w Gliwicach,
w dniach 14 — 16 listopada 2012 r. organizuje w Szklarskiej Po-
rebie VIII Miedzynarodowa Konferencje ,,Paliwa z odpadéw”.

»Paliwa z odpadéw” to miejsce spotkan krajowych i zagra-
nicznych specjalistéw zajmujacych sie gospodarka odpadami
i ich wykorzystaniem. Wzorem ubiegtych lat udziat w Kon-
ferencji wezma specjalisci z dziedziny ochrony $rodowiska i
gospodarki odpadami, reprezentujacy zaréwno krajowe jak i
zagraniczne podmioty gospodarcze, administracje panstwowa
i samorzadowa oraz wywodzacy sie z wiodacych osrodkéw
naukowych. Konferencja ma da¢ uczestnikom przeglad mozli-
wych proceséw zagospodarowania odpadéw ze szczegdinym

uwzglednieniem proceséw termicznych.

Tematyka konferencji obejmuje zaréwno aspekty teore-
tyczne, jak i analize konkretnych rozwiazan technologicznych,
w zakresie:

*  badania wtasciwosci odpadéw i produktéw powstatych na
ich bazie (w tym paliw)

*  termicznego unieszkodliwiania odpadéw niebezpiecznych

¢ technologii mechanicznego i biologicznego przetwarzania
i zagospodarowania odpadéw (m.in. sortowanie, kompo-
stowanie, fermentacja, recykling)

*  energetycznego wykorzystania odpadéw (w tym komu-
nalnych i osadéw sciekowych)

¢ technologii wytwarzania i wtasciwosci paliw

¢ technologii unieszkodliwiania odpadéw niebezpiecznych

*  ekologicznych skutkéw zagospodarowania odpadéw

¢ skojarzonej gospodarki odpadowo-energetycznej

* tworzenia i eksploatacji rozwinietych systeméw gospo-
darki odpadami (w tym ich optymalizacii)

*  wykorzystania odpadéw w procesach produkcyjnych

*  monitoringu $rodowiska w aspekcie gospodarki odpada-
mi, w tym w szczegolnosci proceséw termicznych

¢ prawnych aspektéw gospodarki odpadami.

Szczegdtowe informacje dostepne s3 na stronie interneto-

wej http://waste.polsl.pl.

(http://katalog-konferencyjny.pl)
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