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ANOTACE

Glutathion je nejvyznamnéjsi antioxidant v lidském téle, detoxifikuje toxické elektrofily
amimo jiné se ucastni také eliminace xenobiotik. Ve své diplomové praci popisuji také
metabolismus glutathionu a poukazuji na sniZeni jeho hladin béhem mnoha patologickych
stavil. V této souvislosti vyzdvihuji y-glutamylcystein jako u¢inny prostfedek navyseni hladin
glutathionu oralni suplementaci. Dalsi ¢ast je vénovana analyze glutathionu, zejména pak
metodam HPLC-MS, které porovnavam. V ramci experimentéalni Casti byla optimalizovana
separace glutathionu, glutathiondisulfidu, y-glutamylcysteinu, glycinu, glutamové kyseliny,

cysteinu a cystinu bez nutnosti vyuziti derivatizace.
KLICOVA SLOVA

Glutathion, y-glutamylcystein, kapalinova chromatografie, hmotnostni spektrometrie

TITLE

Analysis of glutathione and y-glutamylcysteine by liquid chromatography coupled with mass

spectrometry
ANNOTATION

Glutathione is the most important antioxidant in the human body, detoxifies toxic electrophiles
and, among other things, also participates in the elimination of xenobiotics. In this diploma
thesis, | also describe the metabolism of glutathione and point out the reduction of its levels
during many pathological conditions. In this context, I highlight y-glutamylcysteine as
an effective means of increasing glutathione levels by oral supplementation. The next part is
devoted to the analysis of glutathione, especially HPLC-MS methods, which | compare. Within
the experimental part, the separation of glutathione, glutathione disulfide, y-glutamylcysteine,
glycine, glutamic acid, cysteine and cystine were optimized without the need for derivatization.

KEYWORDS

Glutathione, y-glutamylcysteine, liquid chromatography, mass spectrometry
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1. UVOD

Glutathion, formalné y-glutamylcysteinylglycin (GSH), je v pfirodé vSudyptitomny tripeptid,
produkuji jej organismy od bakterii, rostlin az po zivocichy. Glutathion je nejvyznamnéjsim
antioxidantem, je syntetizovan v cytosolu bun€k pomoci dvou enzymu v elegantné
regulovaném systému, ktery umoznuje udrzovat razné¢ urovné GSH Vv riznych typech tkani
S nejvetsim zastoupenim v jatrech. GSH v buiice plni mnoho dulezitych funkci, jako jsou
detoxifikace toxickych elektrofili, tézkych kovii, neutralizace volnych radikalt ¢i redukce
reaktivnich sloucenin kysliku, jako je peroxid vodiku, ¢imz také udrzuje redoxni rovnovahu.
GSH se také ucastni metabolismu xenobiotik, regulace buné¢ného cyklu, proliferace, apoptozy

¢i recyklace dalSich antioxidantii [1-4], také slouzi jako zadsobni forma aminokyseliny cysteinu

[5].

Glutathion je kofaktor, koenzym a také substrat pro mnoho enzymi. Uastni se mnoha
redukénich a konjugaénich reakci. Vyskytuje se zejména v thiol-redukované formé (GSH), ale
také jako glutathiondisulfid (GSSG), tedy dvé molekuly GSH spojené disulfidovou vazbou
V postrannim fetézci cysteinu, z celkového glutathionu predstavuje GSSG asi jednu setinu [6].
GSSG je casto nepiesné oznaCovan jako oxidovany GSH, oxidovany vSak muZe byt napf.
i S-nitrosoglutathion [7] ¢i glutathionpersulfid [8]. Pomér mezi GSH a GSSG je udrZovan
glutathionreduktazou (GR), dependentni na kofaktoru NADPH+H" [9]. Tento pomér je
vyznamny indikator buné¢né¢ho oxida¢niho stresu a také biomarker mnoha onemocnéni ¢i
poruch, jako jsou katarakta, rakovina, Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba, diabetes,
selhani ledvin, zapal plic, cysticka fibroza, neurodegenerativni onemocnéni, HIV, infekce jater

¢i otrava tézkymi kovy [10].
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Glutathion

Jak jiz bylo zminéno, GSH je tripeptid skladajici se z aminokyselin glycinu, cysteinu
a glutamatu. Co vsak ¢ini tuto molekulu strukturné unikatni, je spojeni postranni karboxylové
skupiny glutamatu (v gama pozici) s aminoskupinou cysteinu, tuto vazbu vétSina proteaz ¢i
peptidaz nedokaze rozstépit [11]. Hlavni funk¢ni skupinou, ktera umoznuje tvorbu konjugata
¢i disulfidd, je thiolova (SH) skupina cysteinu, jez je pro svou dulezitost zahrnuta i v zavedené

zkratce — GSH. Struktura je uvedena na obrazku 1.

aonl I

HoN

HO O

Obrazek 1: Glutathion

2.1.1 Funkce

Glutathion hraje diilezitou roli pifi odstranovani ¢i neutralizaci mnoha reaktivnich sloucenin,
jako jsou volné radikaly ¢i reaktivni slouceniny kysliku (ROS). Volny radikal je jakykoliv atom
¢1 molekula obsahujici neparovy elektron. Fyziologicky nejvyznamné;jsi reaktivni slouceniny
kysliku (ROS) jsou superoxidovy anion, hydroxylovy radikal, oxid dusnaty ¢i peroxid vodiku
(H202). Kromé piimé interakce s ROS ptisobi GSH antioxida¢né také nepiimo, a to interakci
s dalsimi antioxidanty [9]. Za urcitych okolnosti vSak mtze rychlost produkce ROS piekrocit
rychlost produkce GSH, coz zptisobuje oxidacni stres, chronicky zanét nebo az poskozeni tkani
[12], proto je velmi dilezité udrzet homeostazu GSH, ktery efektivné eliminuje nadprodukci
ROS [13, 14]. Mimo své velmi dulezité¢ antioxidacni funkce plni GSH vyznamnou roli také
v detoxifikaci mnoha toxickych latek endogenniho i exogenniho ptivodu — eobiotik, xenobiotik

¢i tezkych kova [5].
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2.1.1.1 Antioxidacni ochrana

Glutathionova antioxida¢ni ochrana uvnitf bunék je zprostfedkovana enzymy z rodiny
glutathionperoxidaz (GPx) [15] a peroxiredoxinem 6 (Prdx 6) [16]. Tyto enzymy Kkatalyzuji
redukci H202 glutathionem na vodu a GSSG. Existuji také GPx specialné pro fosfolipidové
a lipidové hydroperoxidy [17]. Vznikajici GSSG je potencidln¢ toxicky, avSak uvniti bun¢k se
nachazi GR, ktera ma vysokou aktivitu a udrzuje vétsinu GSH v redukované form¢, tento cyklus

je znazornén na obrazku 2.

Obrazek 2: Cyklus konverze GSH a GSSG

Cast GSSG je z bunék vylou¢ena. GSSG mize reagovat také s thiolovou skupinou proteind
(moznd katalyza proteindisulfidisomerazou, PDI) za vzniku proteinovych disulfidi
s glutathionem (PSSQG), které pak mohou reagovat s dal§im proteinem za vzniku proteinového
disulfidu, reakce jsou znazornény na obrazku 3. Glutathionylace proteind (vznik PSSG) hraje
roli pravdépodobné v pienosu signalu uvniti bunc¢k [9]. Pro hlubsi pochopeni vyznamu

antioxidacni ochrany je v nasledujicich odstavcich shrnuta také geneze oxidanti.

GP
2GSH + H,0, — > GSSG + 21,0

pSH + GSSG —L2L_» psSG + GsH

PS +H,0, -0 o pso+H,0

PSO"+ GSH ——————— PSSG + OH"

Obrazek 3: Glutathionylace proteinii

Pti¢inou vzniku zminénych reaktivnich slou¢enin mohou byt latky schopné redoxni cyklizace,
jako jsou chinony, které jsou také soucasti n€kterych xenobiotik. Pfi redoxni cyklizaci vznika
naptiklad radikal superoxidu ¢i H202 [9]. Reaktivni slouceniny kysliku jsou také produkovany
fagocyty, zde se jedna o hlavni mechanismus usmrceni mikroorganismi. NADPH-oxidaza
(NOX) produkuje superoxid [18], ktery je dale pfeménén na H20. bud’ neenzymaticky, nebo
za katalyzy superoxiddismutdzou (SOD). Nékteré fagocyty také sekretuji myeloperoxidazy, jez

katalyzuji reakci H202 s halogenidy za vzniku kyseliny chlorné ¢i bromné, které efektivné
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usmrcuji mikroorganismy, ale také poskozuji tkan a tim podporuji zanét [19]. Reakce GSH

s kyselinou chlornou jsou znazornény na obrazku 4.

GSH + HOCl —> GSCl + H,0
GSCl+ GSH — GSSG + HCI

GSCl + 2HOCl —» GSO,Cl + 2HCl
GSO,Cl —= GSO,NH + HCl
GSO,Cl+ GSH —GS0,SG + HCl

Obriazek 4: Reakce GSH s kyselinou chlornou
H,02 je nebezpeény zejména v pfitomnosti redukovanych kovi (napi. Fe?"), kdy pii tzv.
Fentonové reakci vznika vysoce reaktivni hydroxylovy radikal [9], ktery vSak miize vznikat
také rozpadem peroxydusitanu [11]. Reakci radikalu oxidu dusnatého a radikalu superoxidu
vznikd peroxydusitan a jeho protonaci vznika peroxydusita kyselina, kterd ma reaktivitu

dusitanového radikalu (soucést cigaretového kouie) a hydroxylového radikalu [9].

V ptipad¢ produkce hydroxylového radikalu blizko membrany jsou oxidovéany lipidy, coz
vyvola fetézovou reakci, ktera poskozuje membranu. Vznikaji lipidové radikaly, které reaguji
s kyslikem za vzniku hydroperoxidovych radikald, jeZ reaguji s dalSim lipidem za tvorby
lipoperoxidu a dal§iho lipidového radikalu [20]. Produktem lipoperoxidace nenasycenych
mastnych kyselin jsou napiiklad 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE) ¢i a, B-nenasycené aldehydy,
které jsou toxické [21], reaguji S proteiny, které pak mohou ztratit svou funkci, naptiklad dojde

k inaktivaci enzymu [9].

vvvvvv

nizkomolekularni antioxidanty, jako jsou vitamin E (a-tokoferol) a vitamin C (kyselina
askorbovd). Vitamin E napftiklad redukuje lipidové hydroxylové radikaly ¢i lipidové peroxidy
vznikajici oxidaci polynenasycenych mastnych kyselin. Oxidovany vitamin E je poté rychlou
neenzymatickou reakci redukovan vitaminem C a oxidovany vitamin C je pak enzymatickou

reakci redukovan glutathionem [9].

2.1.1.2 Detoxifika¢ni funkce

Jak jiz bylo zminéno, GSH hraje vyznamnou roli také v detoxifikaci mnoha toxickych latek
endogenniho piivodu, jako jsou oxidativni produkty metabolismu lipidl, nukleovych kyselin ¢i
katecholaminl, a také v detoxifikaci xenobiotik at’ uz télu ptirozenych ¢i uméle vytvorenych,

jako jsou léky, drogy ¢i kontaminanty. GSH detoxifikuje také t€zké kovy, jako je rtut’, kadmium
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¢i arzen, které jsou velmi toxické. Plisobeni toxinil miize vést k poskozeni tkani ¢i az ke vzniku

rakoviny [5].

Glutathion reaguje s mnoha elektrofily za vzniku glutathion-S-konjugati. Jednou z hlavnich
funkei glutathionu je eliminace xenobiotik, a to pravé konjugaci xenobiotika s GSH a naslednou
sekreci tohoto konjugatu z bunky skrz membranovy transportér MRP (z anlg. multidrug
resistence protein) [22]. Tyto konjuga¢ni reakce (Michaclisova adice) jsou katalyzovany
glutathion-S-transferazou (GST), avSak nékteré latky jako chinon a menadion mohou tvofit
konjugaty s GSH i bez ucasti GST. Podobnou konjugac¢ni reakci a naslednou exkreci konjugatu
z buinky GSH eliminuje také toxické elektrofily, jako je 4-HNE (exkretovany konjugat GSH
s 4-HNE muze mit také formu cyklického hemiacetalu) [23], viz. obrazek 5. Vzniklé konjugaty
jsou obecné¢ mnohem vic rozpustné ve vodé nez plivodni latky, mohou tak byt jednodusSe
exkretovany do moc¢i nebo metabolizovany v jatrech na méné toxické slouceniny [5]. Jelikoz
jsou jatra hlavni detoxifika¢ni organ, hladiny GSH jsou zde vyssi nez v kterékoliv jiné tkani ¢i

organu [24].

O
GSH o )—OH 4-HNE 0
H N L he H
H,N— N— / H
HO @] OH GST OH
Ho  NH HO  NH;
Konjugat wmH . 0 .
vt H : Forma cyklického hemiacetalu
% o
o
/ OH
e
HO” ™SXN
HO™ XN s S
H'“j\_/ OH Hie ©
~
HO~ XN HO N
OH OH
H5C
H,C

Obriazek 5: Tvorba konjugatu GSH s 4-HNE

Léky zptsobené toxikodzy jater jsou v USA hlavni pficinou akutniho selhani jater u dospélych
nad 50 let [25] a vétSina téchto toxikdz byla asociovana s reaktivnimi metabolity, které jsou

detoxifikovany primarné¢ konjugaci s GSH [26]. NaruSeni homeostizy GSH a schopnosti

23



detoxifikace mohou také pfimo ¢i nepiimo vést k progresi onemocnéni jater zptusobenych

pozivanim alkoholu [27].

2.1.2 Metabolismus
2.1.2.1 Vyskyt v téle

Glutathion se nachazi zejména v cytosolu eukaryotickych bun¢k v koncentra¢nim rozmezi
od 1 do 10 mmol/I [6, 28], pti¢emz ve vétsin€ bunék je koncentrace asi 1-2 mmol/l, zatimco
v hepatocytech je koncentrace asi 10 mmol/l, jatra jsou tedy diky své vysoké metabolické
aktivité¢ zasobarnou GSH. V plazmé je koncentrace GSH ptiblizn¢ tisickrat niz$i, tedy v fadu
umol/l [9, 29]. Ackoliv jsou bézné v extracelularnich prostorech hladiny GSH nizké, v tenké
vrstveé tekutiny pokryvajici dychaci cesty nachazeji vysoké koncentrace GSH, nebot’ epitel plic
je konstantné vystaven oxidantim, at' uz z vnitiniho prostiedi (produkty metabolismu
leukocytl, bunék epitelu a endotelu) ¢i vnéjsiho prostiedi (vzduch, ozon, oxid dusicity, oxid
sifi¢ity, vyfukové plyny, cigaretovy kouf a také ultrafialové ¢i ionizujici zafeni) [11]. Z tohoto
diavodu je GSH sekretovan endotelovymi epitelovymi buiikami plic, které chrani pied oxidaci.
Naptiklad u kutdkti je vyssi riziko zanétu v plicich, pficemz dochdzi k uvolnéni kyseliny

chlorné neutrofily, ktera reaguje s GSH a snizuje zde jeho hladinu [30, 31].

2.1.2.2 Syntéza

Syntéza GSH probiha u Zivoc¢ichd a hub v cytosolu, u rostlin probiha ¢astecné i v plastidech
[6]. GSH je syntetizovan ze tfi aminokyselin pomoci dvou po sobé nasledujicich enzymové
katalyzovanych reakci vyzadujicich ATP [32]. Prvni reakci je formace dipeptidu
y-glutamylcysteinu (GGC), kdy za katalyzy glutamatcysteinligazou (GCL) vznika peptidova
vazba mezi aminoskupinou cysteinu a vedlejsi karboxylovou skupinou glutamatu [33]. Druhou
reakci je jiz samotna syntéza tripeptidu y-glutamylcysteinylglycinu, tedy GSH, kdy za katalyzy
glutathionsyntetazou (GS) vznikd peptidovda vazba mezi karboxylovou skupinou

y-glutamylcysteinu a aminoskupinou glycinu [34, 35].

Prvni reakce, katalyzovana ATP dependentni glutamatcysteinligazou (GCL), je kontrolnim
bodem pro homeostdzu celularniho GSH. Regulace homeostazy GSH je velmi komplexni,
probiha na mnoha trovnich — genetické (transkripce, translace) a biochemické (post-translacni).
GCL se sklada z tézké (73 kDa) a lehké (30 kDa) podjednotky, pii¢emz lehka podjednotka je
enzymaticky neaktivni, ale plni regulacni funkci snizovanim Michaelisovy konstanty (Kwm)
pro glutamat a zvySovanim této konstanty pro GSH [33, 36]. Kinetika obou podjednotek GCL

je pravdépodobné regulovana fosforylaci [37]. Pomér zastoupeni téchto podjednotek se lisi,
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vétSinou prevazuje katalyticky aktivni téZzka podjednotka, avSak napt. pacienti s cystickou
fibrézou maji funkéni polymorfismus genu kédujiciho tézkou podjednotku GCL [38], coz bylo
dokazano snizenou hladinou GSH v tekutiné epitelu plic [39]. Syntéza GSH je fyziologicky
zvysena béhem oxidacniho stresu a zanétu (nejprve je zaznamenan pokles a poté nartst hladiny

GSH v duasledku zvysené exprese GCL) [11].

Druhy krok syntézy GSH je katalyzovan ATP dependentni GS, ktera se nachazi intracelularné
vSech bungk, kde rychle liguje substraty GGC a glycin za tvorby GSH [40]. Za pfitomnosti GS
je intracelularni koncentrace GGC velmi nizka (asi 5 pmol/l), rychlost tvorby GSH je tedy
limitovana GCL [41], coz podporuje také fakt, ze zvySena exprese GS u kvasinek nevedla

ke zvyseni hladiny GSH, kdezto zvysena exprese GCL ano [42].

Jelikoz GCL je specificky ke glutamylovému zbytku, mize byt fyziologicky kompetitivné
inhibovan glutathionem [33, 43] nebo také dostupnosti aminokyseliny cysteinu [32].
Intracelularni koncentrace glutamatu je asi desetkrat vyssi nez Kwm, zatimco intracelularni
koncentrace cysteinu je piiblizné stejna jako je Km [44]. To vedlo k domnénce, Ze cystein je
limitnim substratem pro GCL, a faleSnému pifedpokladu, ze deplece GSH pii riznych
chronickych onemocnénich je zplUsobena nedostatkem cysteinu ve stravé, coz je

nepravdépodobné, nebot’ cysteinu piijimame stravou dostatecné mnozstvi [45].

2.1.2.3 Transport

Hladina GSH intracelularné se pohybuje v fadu mmol/l, kdezto hladina GSH extracelularné se
pohybuje v fadu pmol/l. Tento strmy koncentraéni gradient pohani export GSH ven z buiky
a ze stejn¢ho dtvodu je transport GSH z extracelularniho prostoru do bunky termodynamicky
nevyhodny [46, 47]. GSH je za fyziologického pH zaporné nabity a nemize voln¢ difundovat
skrz lipidové membrany. Import ¢i export mezi bunéénymi kompartmenty a cytosolem
zprostfedkovavaji membranové transportéry [6]. GSSG miZe byt z bun¢k rovnéz exkretovan,
ale také muze byt v butice zpétné redukovan za katalyzy GR a spotieby NADPH+H", nicméné
de novo syntéza GSH z jednotlivych aminokyselin je esencidlni pro zvySeni hladiny GSH, je

fyziologickou odpovédi na oxidaéni stres [6].

2.1.2.4 Degradace

Extracelularné nastava degradace GSH, a to pouze na buiikach, které na svém povrchu tvofi
y-glutamyltrasferdzu (GGT). Tento membranovy ektoenzym je jedinym enzymem, ktery
dokéze zlomit gama vazbu v GSH a jeho konjugétech, coz je esencialni pro uvolnéni cysteinu.

GGT Kkatalyzuje pienos vy-glutamylu z glutathionu na jinou aminokyselinu za vzniku
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v-glutamyl-aminokyseliny a cysteinylglycinu, primarné vsak vznikd GGC, ktery je vstieban
do buiiky, kde je ihned pfeménén na GSH [11]. Ostatni y-glutamyl-aminokyseliny mohou byt
transportovany zpét do bunék, kde se stanou substratem pro y-glutamylcyklotransferazu, tento
enzym tvofi 5-oxoprolin a uvolnuje aminokyselinu ¢i peptid navazany na glutamat.
5-Oxoprolin je pfeveden na glutamat ATP-dependentni 5-oxoprolindzou. Dalsi produkt
rozpadu GSH, cysteinylglycin, je transportovan zpét do buiky a rozstépen nespecifickymi
dipeptiddzami na cystein a glycin, které jsou ptipraveny na resysntézu GSH. Popsany proces
umoziuje uvolnéni cysteinu, ktery mize byt vyuzit k proteosyntéze. GSH tedy slouzi také jako
funk¢ni Glozisté cysteinu, ktery je jinak ve své volné formé nestabilni [6, 36, 48]. Cyklus GSH

zahrnujici syntézu i degradaci je zndzornén na obrazku 6.

GSSG
GR| |GPx
GSH
GGT
Glycin
5-oxoprolin Cystemylglycm> GGC
Cystein

GCL
Glutamat

Obrazek 6: Cyklus glutathionu

2.1.2.5 Ovlivnéni koncentrace glutathionu

Snizeni koncentrace GSH pod homeostatickou Uroven se v odborné literatuie oznacuje také
jako deplece GSH. Tato deplece miize nastat za mnoha riznych podminek, jako jsou nadmérné
zvySeni hladiny ROS béhem mikrobidlni infekce €1 zanctu, chronicky zénét ¢i chronicka
onemocnéni [49-51], akutni nebo chronicka otrava xenobiotiky, alkoholem, pfirodnimi toxiny
¢i tézkymi kovy [5]. Pfi vétsiné onemocnéni €i poruch a také pti samotném starnuti dochézi
ke snizeni kapacity produkce GSH na homeostatické tirovné potfebné k boji S onemocnénimi

¢1 oxidacnim stresem. Hladina GSH klesa také v diisledku nezdravého Zivotniho stylu, ptisobeni
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vngjsich stresort ¢i po dlouhotrvajici nebo extrémni fyzické namaze. Hladina GSH tedy mize
byt negativné ovlivnéna mnoha faktory, udrzeni homeostazy GSH je vSak pro lidské zdravi
esencialni [12]. Pokud je tedy homeostaza GSH naruSena a buiiky jej nestihaji produkovat
(v disledku stafi, chronickych onemocnéni, poranéni ¢i toxint), je vhodné navysit GSH

na homeostatickou hladinu um¢le [45].

Jelikoz béhem mnoha chronickych onemocnéni dochazi k depleci GSH, byly v poslednich
letech intenzivné zkoumdany suplementy, které maji potencidl zvysSit hladinu GSH.
Suplementace Cist¢ glutathionem nezvysuje celularni GSH, nebot’ extracelularni koncentrace je
asi tisickrat mensi oproti intracelularni. Tento strmy koncentraéni gradient zabrafuje
glutathionu vstoupit do bunék [24], pravdépodobné z tohoto diivodu selhala vétSina pokusi

0 navySeni hladiny GSH prostou suplementaci glutathionem [46, 47].

Hlavnim kandidatem byl N-acetylcystein (NAC), ktery se pouziva jako antidotum pii akutnim
pfedavkovani paracetamolem, kdy dochézi k akutni depleci GSH. V tomto piipadé je vyCerpan
cystein @ NAC slouzi jako netoxicky zdroj cysteinu [52, 53]. Nicméné zadné klinické studie
nepotvrdily efektivitu zvySeni GSH podanim NAC pacientim s chronicky snizenou hladinou
GSH, nizké hladiny GSH tedy nejsou zplisobeny nedostatkem cysteinu ve stravé, ale
pravdépodobné zhorSenim mnoha kontrolnich mechanismtt GCL [54, 55]. Pro zvySeni hladiny
GSH byla navrZena také mnoha glutathionova analoga jako je N-acystelin, N-isobutyrilcystein,
erdostein ¢i fudostein [56], ktera vSak nedosahuji tak slibnych vysledki jako y-glutamylcystein
[45].

2.2 vy-glutamylcystein

v-glutamylcystein je dipeptid a pfimy prekurzor GSH, od kterého se li$i pouze absenci
aminokyseliny glycinu (viz. obrazek 7). GGC je pro savce esencialni, nebot’ mysi
s knockoutovanou GCL se nevyviji dale nez do faze embrya a umiraji jesté pred narozenim,
GGC je povazovan také za netoxickou formu cysteinu [41]. Na rozdil od NAC, podanim GGC
je mozné zvysit hladinu GSH nad Grovenn homeostazy [57]. ZvySeni hladiny GSH
nad homeostatickou troven je kli¢ové pfi riznych chronickych onemocnénich a GGC se zda
byt prvnim u¢innym suplementem, kterym je toho mozné dosahnout. Navic GGC sam o sobé&
vykazuje antioxidacni vlastnosti [58], odstraiiuje ROS, jako je H20: ¢i superoxid, nezavisle
na GSH, coz by mohlo byt uzitecné u mnoha ptipadfi mitochondridlnich onemocnéni, kdy neni

dostatek ATP pro syntézu GSH [45, 59].
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Obrazek 7: y-glutamylcystein

Intracelularni koncentrace GGC je obecné velmi nizka, nebot’ GGC rychle reaguje s glycinem
za vzniku GSH. Jak jiz bylo zminéno, pfima suplementace GSH nezvySuje intracelularni
hladinu GSH, nebot’ vyrazny koncentra¢ni gradient brani GSH vniknout do bunky [47]. Vstupu
GGC do buiky vyrazny gradient nebrani, nebot’ hladiny GGC se pohybuji extracelularné
v rozmezi 1-5 pmol/l [57] a intracelularné 5-10 pmol/l [60], GGC tedy muze difundovat
do buiiky, kde je rychle pfeménén na GSH. Diky témto vlastnostem je GGC nékterymi

povazovan za transportni formu GSH [24].

Studie na mysich ukézaly, Ze intraperitonealné podany GGC dokaZe obnovit depletovany GSH
v organech [57]. In vitro studie prokazaly U¢inky GGC na zmirnéni oxidacniho stresu
v neuronech a také navysSeni GSH in vivo [61]. Dalsi in vivo studie neuralnich, srde¢nich ¢i
jaternich tkéani ukdzaly, Ze extracelularni poddni GGC-ethylesteru také zvySuje hladiny GSH
[62-64]. In vitro studie na izolovanych mitochondriich navic ukazala, ze GGC muze nahradit
funkci GSH [58]. Byl zkouman také potencial systémové biodostupnosti oralné¢ podaného
GGC. Obecné dipeptidy jako je GGC nejsou vyuzivany jako ordlni terapeutika, nebot’ jsou
Casto hydrolyzovany travicimi €1 sérovymi proteazami, nicméné y-glutamylova vazba GGC je

rezistentni k hydrolyze vétSiny protedz ¢i aminoproteaz [65].

Klinické studie na zdravych nehladovéjicich lidech ukézaly, Ze po ordlnim poddni GGC dochazi
ke zna¢nému zvySeni hladiny GSH v lymfocytech, coz prokazuje systémovou biodostupnost
a terapeuticky potencidl GGC [66]. GGC je postupné vstieban v gastrointestindlnim traktu
a pres vratnicovou zilu a jatra je vaskuldrnim systémem distribuovan do t¢la, kde je absorbovan
lymfocyty a velmi pravdépodobné také ostatnimi buitkami. Jakmile je GGC vstfeban do buriky,
je preménén na GSH. Peroralni podani davek 2 a 4 g vedlo béhem 2-3 hodin ke dvoj- az
trojnasobnému zvyseni bazalni hladiny GSH. Po dalSich 2-3 hodinach klesla hladina GSH zpét
na bazalni uroven pravdépodobné v disledku zpétné inhibice aktivity GCL [45, 67].

28



Produkce celularniho GGC s nartstajicim vékem klesd [68], stejné tak pifi progresi mnoha
chronickych onemocnéni [69], V téchto pfipadech nabizi suplementace GGC zdravotni
benefity, zejména pak v piipadech akutniho snizeni GSH, napftiklad po tézké fyzické zatézi,
béhem trauma Ci pii intoxikacich (napf. paracetamolem). Bylo reportovano také antioxidacni
puasobeni GGC v mozku [61] a moznost vyuziti pti 1écbé sepse [70]. GGC ma Siroky
terapeuticky potencial, jako je zvySeni hladiny GSH u starsich lidi [68], déle pii chronickych
onemocnénich, jako je Alzheimerova choroba [71], a v neposledni fad¢ také ve sportu [58, 59,
72].

Cvicit a sportovat je zdravé, avSak ¢im je intenzita cviceni a fyzickd zat¢z vyssi, tim vzrasta
také respirace a produkce ROS, coz milize vést k oxida¢nimu stresu a poskozeni tkéani. Jak jiz
bylo mnohokrat zminéno, GSH je hlavnim antioxidantem neutralizujicim volné radikaly a ROS.
Béhem dlouhotrvajici a intenzivni fyzické zatéze vsak buiniky nemaji kapacity k produkci tak
velkého mnozstvi GSH, aby udrzelo oxidoredukéni homeostazu, dochazi tedy k depleci GSH,
coz se fyzicky projevuje ztratou energie, navou a vycerpanim. Proto se sportovcim
doporucovalo uzivat antioxidanty, doplnéni hladin GSH v8ak doneddvna nebylo tak jednoduché

[731].

Suplementaci samotnym GSH nebo NAC nelze navysit hladinu GSH nad homeostatickou
uroven, coZ znamend, ze neposkytnou benefit cvicenci, ktery bude vystaven extrémni zatézi.
Suplementace NAC vsak muize poskytnout benefit jedinciim s jiz snizenou hladinou GSH [74].
Efektivniho zvySeni hladiny GSH nad homeostatickou uroven je moZno dosidhnout
suplementaci GGC, ktery je ptimym prekurzorem GSH, béhem nékolika hodin je bunikami
vstfeban a pfeveden na GSH. GGC jako jediny ze zminénych suplementii poskytuje preventivni
ochranu pfed oxidacnim stresem v dusledku intenzivniho cviceni, coz se projevi vyssi energii

a vydrzi cvience a krat§im Casem potiebnym k regeneraci [45, 75].

2.3 Stanoveni koncentrace glutathionu a jeho metaboliti

Pro uréeni a charakterizaci oxida¢niho stresu je dilezité odlisit riizné formy thioll a urcit jejich
hladiny, zejména pak GSH a GSSG, ale také GGC a dalsi [9]. Pro stanoveni hladin GSH bylo
vyvinuto mnoho metod, malo z nich je vSak standardizovano pro méfeni GSH ¢i jinych thiold
Vv krvi, plazmé¢, tkdnich ¢i buiikach. Nejcastéjsi jsou spektroskopické metody vyuzivajici GR,
napf. enzymaticka recykla¢ni metoda vyvinutd Tietzem [76], tyto metody jsou jednoduché

alevné, ale méné citlivé a specifické. Vysokou citlivost poskytuji enzymatické metody

fluorescencni [77] ¢i chemiluminiscencni [78]. Technika nuklearni magnetické resonance
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umoziuje dokonce stanoveni GSH in vivo v mozku ¢i in cyto v zivych bunkach [79]. Dale je
nutné zminit také elektrochemické (EC) metody detekce, kterych je vyuzivano zejména
Vv biosenzorech ¢i po chromatografické separaci [80]. V poslednich letech je ¢im dal vice
vyuzivano separa¢nich metod, zejména vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC), ale
také kapilarni elektroforézy, s detekci nejéastéji fluorescenéni (FL) nebo pomoci hmotnostni
spektrometrie (MS) [81]. Pravé spojeni separa¢nich metod s MS poskytuje tolik postradanou
selektivitu a zaroven specificitu 1 citlivost detekce. Pied vlastni analyzou touto pomérné

nakladnou technikou je vSak vhodné vzorek nalezité zpracovat.

2.3.1 Priprava vzorku

Spravna ptiprava vzorku je nezbytnd nejen pro spravné a selektivni stanoveni, ale také
pro ochranu analytické instrumentace [82]. Stanoveni vSak GSH provazi fada komplikaci,
kterym je tieba ptedejit. Jednou z téchto komplikaci je autooxidace GSH na GSSG pii pH>7 ¢i
metabolizace obou forem glutathionu y-glutamyltransferazou s optimalni aktivitou
pfi neutralnim pH, z téchto duvodu je tfeba vzorky ihned ochladit a zpracovat. Ke vzorku se
nejCastéji  pridava kyselina, ktera nejen lyzuje buiky, ale také precipituje mnoho
kontaminujicich proteinti, zabranuje metabolizaci a autooxidaci. Nicméné pfi upravé vzorku
krve kyselinou dochdzi k lyzi erytrocytl a uvolnéni nadmérného mnozstvi zeleza, které¢ mize

oxidovat GSH i v kyselém prostiedi [83, 84].

Nejvétsim zdrojem chyb pii stanoveni GSH a GSSG v plné krvi ¢i plazmé je hemolyza
cervenych krvinek ¢i skladovani vzorku pfi pokojové teploté. Hemolyza i malého mnoZstvi
erytrocyti muze znaéné zkreslit (nadhodnotit) vysledné hodnoty GSH v plazmé, nebot
koncentrace GSH v burikach je az tisickrat vyssi nez plazmé. Vzorek je téeba ihned ochladit,
nebot’ skladovani pti pokojové teplot¢ muze vést k autooxidaci a proteolyze. Dale se
doporucuje vzorky ihned centrifugovat, zkumavky se vzorky by mély obsahovat EDTA, ktera
slouzi jako antikoagulant a chelata¢ni ¢inidlo vychytavajici Fe?* ionty, které by mohly oxidovat
GSH [83-85]. Jako velmi ucinné chelatacni cinidlo byla navrzena také kyselina
diethylentriaminopentaoctova [86]. Ackoliv Steghens a kol. reportovali, ze GSH je v plné krvi
stabilni po n€kolik hodin [87], recentn&jsi studie Kand’ara a kol. uvadi pokles GSH v plné krvi
az 0 33 % béhem jedné hodiny [88]. Proto by mé&ly byt vzorky ihned zpracovéany a analyzovany,

zpracované vzorky mohou byt uskladnény po dobu az tii mésict pii -80 °C [89].

30



2.3.1.1 Redukce disulfidu

Pro stanoveni volného i vazaného GSH je tieba redukovat disulfidové vazby s jinymi thioly ¢i
thiolovymi skupinami proteini. AvSak redukovany GSH muze byt pred derivatizaci opét
reoxidovan, coZ mize vést k chybnym vysledkiim [90]. Jiz 1 % oxidace GSH muze zplsobit
odchylku pfi stanoveni GSSG az 150 % [91]. Tomuto jevu je mozno piedejit vyuzitim thiol-
maskujicich ¢inidel, jako jsou N-ethylmaleinimid (NEM) ¢i kyselina jodoctova (IAA).
K redukci disulfidii je mozno vyuzit redukénich ¢inidel obsahujicich sulfhydrilovou skupinu,
jako jsou dierythritol, dithiothreitol (DTT) ¢&i 2-merkaptoethanol, ktera vSak kompetitivné
reaguji s monobrombimanem (MBB) a o-ftalaldehydem (OPA), coz muze vést k tvorbé
interferujicich fluorescen¢nich sloucenin [83]. Dale je mozno vyuzit trialkylfosfiny, napiiklad
tributylfosfin ¢i trifenylfosfin, které nereaguji s thiol-specifickymi ¢inidly. Dal§im zastupcem
redukénich ¢inidel je tris-(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP), kterym je mozno dosahnout
reprodukovatelnéjSich  vysledkti, avsak mulze interferovat s derivatizaénimi ¢inidly
obsahujicimi disulfidovou vazbu, napt. 5,5 -dithio-bis(2-nitrobenzoova kyselina) (DTNB).
Lepsi reaktivitu a také schopnost penetrovat fosfolipidové dvojvrstvy nabizi esterova analoga
TCEP, naptiklad trimethyl-TCEP. VSechny fosfiny vSak oproti DTT reaguji méné ochotné
s proteinovymi disulfidy [90, 92, 93].

2.3.1.2 Odstranéni proteini

DalSim dulezitym krokem pfed samotnou analyzou je odstranéni proteint, které se bézné
vyskytuji v komplexnich biologickych vzorcich. Pfitomnost proteinti ve vzorku miize nejen
zhors$it analytickou proceduru, ale také Zivotnost instrumentace. Proteiny je mozno precipitovat
mineralnimi kyselinami, jako jsou kyselina 5-sulfosalicylova [94], trichloroctova (TCA),
trifluoroctova (TFA) ¢i perchloroctova (PCA). 15 % PCA vykazuje nejmensi ztraty GSH a byla
doporucena pro analyzu GSH v plné krvi [95]. Kyselina 5-sulfosalicylova byla pouzita
ke stanoveni GSH s vyuzitim derivatizacniho ¢inidla 6-iodacetamidofluorescein [85].
Nadbytek TCA ¢i derivatizacnich ¢inidel je doporuceno odstranit pouZzitim nemisitelnych
rozpoustédel, jako je ether, ethylacetat ¢i dichlormethan (DCM), ktery je preferovan, nebot’
utvoii separatni spodni organickou fazi a usnadni odebrani supernatantu vrchni vodné faze
obsahujici GSH [76].

Obnoveni neutralniho az alkalického pH vede ke snizeni koncentrace thioldi, pokud nebyly
pouzity thiol-maskujici ¢inidla. Mirné€ alkalické pH je totizZ nutné pro derivatizaci s nékterymi
chromofory ¢i fluorofory [83, 84]. Proteiny je mozno odstranit precipitaci v organickém

rozpoustédle, jako je acetonitril, aceton ¢i methanol, nicméné organické rozpoustédla nebrani
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autooxidaci, jako je tomu u kyselin, pfesto jsou preferovana pti vyuziti MS detekce [83].
Extrakce organickym rozpoustédlem neni z diivodu vysoké polarity GSH vhodna [9], navic
zvysena teplota pii odpafovani organického rozpoustédla zvysSuje riziko ztraty GSH. Dalsi
moznosti je extrakce na pevné fazi (SPE), ktera je vSak pro rutinni analyzu pomérné finan¢né
nakladna [10], proto je preferovana vySe popsand proteinova precipitace. Nicméné byla
vyvinuta metoda SPE vyuzivajici grafenového adsorbentu k citlivému stanoveni GSH

Vv biologickych vzorcich, uvedend vytéznost této extrakéni metody je okolo 100 % [82].

K odstranéni proteinli je mozno vyuzit také ultrafiltrace [96], napt. ve spojeni S odstfedivou
mikrokoncentraci [97], coz nevyzaduje vyuziti kyselin ¢i organickych rozpoustédel, které
mohou zna¢né ovlivilovat analyticky proces. Dale je moZno vyuZzit mikrodialyzu, ktera ma vSak
nizkou vytéznost (recovery) a vyzaduje citlivou detekci [98]. ZlepSeni separace a zvySeni
ucinnosti stanoveni thiolll je mozno dosdhnout adsorpci na holy povrch stiibrnych nanocastic,
S jejichz pozitivné nabitym povrchem piimo reaguji thiolové skupiny [99] Za zminku stoji také
reverzni micelarni mikroextrakce vyuzivajici kationického surfaktantu methyltrioktylamonium
chlorid, touto metodou je mozno extrahovat polarni latky do reverznich micel v organické fazi

[100].

2.3.1.3 Derivatizace

Jelikoz GSH ve své molekule neobsahuje zadny silny chromofor ani fluorofor, nemtze byt
citlivé spektrofotometricky ¢i spektrofluorimetricky detekovén, proto se v ptfipadé detekce
témito metodami provadi derivatizace s vhodnym c¢inidlem, at’ uz za ucelem zvySeni limitu
detekce (LOD) nebo viibec umoznéni detekce. UV detektory s prodlouzenou detekéni vinovou
délkou mohou poskytovat uspokojivé LOD i1 pro nederivatizovany GSH, ne vSak GGC. GSH
a GGC mize byt derivatizovan na tfech mistech — karboxylova, aminova a thiolova funkéni
skupina. Preferovana je derivatizace na thiolové skuping, protoze tim je thiolova skupina
chranéna pted oxidaci. GSSG muze byt derivatizovan pouze na karboxylové a aminové skuping

[101].

Spektrofotometrické metody a UV detekce poskytuje mensi citlivost, ve srovnani
s fluorescenc¢ni ¢i elektrochemickou detekci jsou ale jednodussi [90]. NejpouzivanéjSimi
derivatizacnimi €inidly pro zavedeni chromoforu jsou NEM [102], IAA [103] ¢i jodacetamid
[104], které davaji vznik thioetheriim. Derivatizace ¢inidlem NEM je rychlad a nevyzaduje
zahtati, NEM navic dokaze penetrovat do bunék a nevratn¢€ blokovat GR [91], coz v§ak mize

byt problém pii vyuziti enzymatické recyklacni metody. Jak jiz bylo zminéno, NEM je
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vyuzivan také jako thiol maskujici Cinidlo (¢imz zabrafuje autooxidaci GSH). Za mirné
alkalického pH mtize NEM reagovat také s aminoskupinou, coz mtize byt problém pii pouziti
nékterych jinych derivatizaénich ¢inidel, ktera reaguji s aminoskupinou, naptiklad 1-fluoro-
2,4-dinitrobenzen (FDNB), v obou ptipadech musi byt pfebytek NEM odstranén [84, 88, 104].
Pro zlepseni UV absorbance je mozno vyuzit také analoga NEM [105]. Nevyhodou NEM je
nizsi citlivost pii FL detekei, coz vSak miize byt kompenzovano vyuzitim MS detekce, ktera je
ze své podstaty velmi citliva [91]. Dalsim ¢inidlem vyuzivanym napftiklad pii enzymatické
recyklaéni metodé¢ je DTNB, znama také jako Ellmanovo ¢inidlo, kterou je mozno derivatizovat
GSH i GSSG [76, 102]. V nové¢jsich metodach je k derivatizaci thiold, véetné GSH, vyuzivano
sloucenin, jako jsou 2-chloro-1-methylchinolinium tetrafluorborat (CMQT) [106] nebo
4-chloro-3,5-dinitrobenzotrifluorid (CBNF) [107].

Fluorescencni detekei je mozno dosdhnout mnohem lepsiho LOD oproti spektrofotometrické
detekci. Derivatizac¢ni ¢inidla by méla s GSH reagovat specificky a poskytovat stabilni
fluoreskujici adukty, ¢&inidlo samo o sob& by fluoreskovat nemélo. Cinidla reagujici
s aminoskupinou umoznuji simultanni stanoveni GSH 1 GSSG [83, 90]. Piikladem muze byt
¢inidlo OPA, které tvofi fluoreskujici tricyklicky isoindol derivat, reaguje za mirnych podminek
I s dalSimi thioly ¢i aminokyselinami. S aminothioly, jako jsou GSH ¢i GGC, reaguje OPA
bez ptitomnosti doprovodného ¢inidla, GSSG muize byt stanoven stejnym zpiisobem po redukci
[108, 109]. Dale je mozno zminit napiiklad MBB, ktery za pokojové teploty reaguje s thioly
za tvorby thioetherdl, ale je fluorescencni sam o sob¢, nicméné¢ poskytuje velmi vysokou
citlivost pfi hmotnostni detekci [94]. Fluorobenzofurany, jako je 7-fluorobenzo-2-oxa-1,3-
diazol-4-sulfonat (SBD-F), samostatné nefluoreskuji a tvoii stabilni produkty [83, 90]. Dale
jsou znama cinidla na bazi fluoresceinu nebo také benzoxazolu [110]. Derivaty maleinimida
poskytuji velmi citlivou a specifickou detekci thiola [111]. Existuji také fluorofory pro pouziti
in vivo (tzv. bioimaging), naptiklad dithiol odvozeny od fluoresceinu a rhodaminu nebo dalsi
na bazi anilinu ¢i rhodaminu, kdy pfi rozstépeni funkéné dulezité vazby dojde k uvolnéni
fluoreskujici latky [112, 113]. Dale je mozno zminit také difluoroboradiaza-s-indacen, ktery

efektivné fluoreskuje a je vice stabilni na svétle a v Sirokém rozmezi pH [114].

Derivatizaci GSH mohou diky jeho chiralnim centrim vznikat diastereoizomery, které mohou
byt separovany béznymi kolonami na HPLC a tvoftit tedy dva piky, ¢imz se miiZe snizit citlivost
nebo naopak zvysit selektivita vybérem vhodného piku pro stanoveni [10]. Derivatizace je vsak
vétSinou pomeérné cCasoveé narocna, coz také muze zvySovat variabilitu metody, chrani

pted autooxidaci a degradaci, ale ne pied redukci GSSG, jehoz polocas rozpadu v Krvi je mensi
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nez 2 minuty, ¢emuz nezabrani ani precipitace proteintl, ale pouze velmi nizké pH [115], nebo
také blokace GR derivatizacnim ¢inidlem NEM [91]. V ptipad¢ analyz pomoci HPLC-MS
derivatizace neni nutnd, coz usnadni piipravu vzorku, avSak autooxidace muze vést
ke zkreslenym vysledkiim. Nicméné i v tomto piipadé muze derivatizace podstatné usnadnit

separaci ¢i zlepsit citlivost detekce [101, 103].

2.3.2 Separace pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie

Kapalinova chromatografie (LC) je jiz n¢kolik desetileti Siroce vyuzivana ve farmacii,
biomediciné ¢i metabolomice k analyze 1é¢iv, biomarkerd, xenobiotik ¢i eobiotik. Tato
separa¢ni technika vyuziva k separaci analyti stacionarni a mobilni faze (MF). Stacionarni faze
muze byt pevnd, napiiklad tenkovrstva chromatografie ¢i vysokoucinnd kapalinova
chromatografie (HPLC), nebo kapalna (napf. papirova chromatografie). V zavislosti

na principu separace rozliSujeme n¢kolik chromatografickych metod [116, 117]:

e Prvni je adsorpéni chromatografie, kterd je zaloZena na separaci jednotlivych slozek
Vv zavislosti na afinité ke stacionarni fazi. Slozky s vys$$i afinitou ke stacionarni fazi
budou eluovany déle, naopak slozky s nizsi afinitou budou eluovany diive.

e Rozdé€lovaci chromatografie je zaloZena na principu rozdéleni slozek mezi dvé
rozpoustédla. Stacionarni fazi je kapalina, nemisitelnd s MF, kterd je adsorbovéana
na pevném povrchu.

e lontové-vyménnd chromatografie je zaloZena na nevratné vymeéné iontli mezi ionty MF
a stacionarni faze. Podle naboje iontl se pak oznacuje jako kationt- ¢i aniont-vyménna
chromatografie.

e Gelova permeacni chromatografie vyuZziva poréznich kulicek, pfi¢emz mensi molekuly
pronikaji hloubéji do porti a jsou eluovany pozdé€ji oproti vétsim molekuldm, které se
tak hluboko do porii nedostanou. Tato technika se vyuziva zejména k separaci proteinil
¢i peptidu, nebot’ separuje latky dle jejich velikosti.

e Afinitni chromatografie vyuziva protilatek, proteinti ¢i enzymu z biologickych matric.
Principem jsou velmi specifické vazby enzym-substrat, receptor-ligand ¢i antigen-
protilatka. Na kolon¢ se tedy zadrzi pouze latka specificky se vazajici na staciondrni

fazi, tuto latku je poté mozno eluovat zménou iontové sily ¢i pH.

2.3.2.1 Mody separace
Naprosta vétSina metod je zaloZena na principu adsorpéni chromatografie. Tyto metody

muzeme dale délit dle separacnich méda. Prvnim je chromatografie na normalnich fazich
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(NPLC), pti tomto mddu je stacionarni faze polarni a MF nepolarni, zvySenim podilu polarniho
rozpoustédla v MF je polarni analyt eluovan. Dalsim méddem je chromatografie na reverznich
fazich (RPLC), v tomto médu je vyuzito nepolarni stacionarni faze a polarni MF, piicemz
zvysenim podilu nepolarniho rozpoustédla v MF je nepolarni analyt eluovan. Zvlastnim médem
je hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC), ktera vyuziva hydrofilni polarni faze jako
NPLC, naopak MF jsou vodné roztoky (smés vody ¢i pufru a organického rozpoustédla)
podobné jako u RPLC. Mnoh¢ stacionarni faze maji navic vlastnosti iontoménice, coz miize
znacné¢ zlepsit selektivitu. Retence polarnich analyt klesa s rostouci polaritou MF a také je

zna¢n¢ zavisla na koncentraci soli v MF a jejim pH [116, 117].

Vysoce polarni slou€eniny, jako jsou GSH a GGC, neni vhodné separovat na konvencnich
reverznich fazich (RP), nebot’ se na nich témét nezadrzuji, nicméné po jejich derivatizaci lze
dosadhnout vyborné separace a zaroven velmi citlivé detekce, a pravé na tomto principu je
zalozena vétsina metod. Naproti tomu HILIC ¢i iontové-vyménna chromatografie jsou dobrou
alternativou, nebot’ umoznuji separovat velmi polarni analyty i bez nutnosti jejich derivatizace,
navic vysoky podil organické faze v MF usnadfiuje desolvatacni krok piti MS detekci [10].
Vétsina metod vyuziva pufri o kyselém pH, aby se jednak zmirnila autooxidace thiolti a jednak
aby GSH nedisocioval, coz by mélo zlepSit interakci se stacionarni fazi. Do MF je moZno ptidat
TFA, kterd funguje také jaké iont-parové Cinidlo, ¢imZ potlacuje rozmyvani pikd a zlepSuje

rozliSeni [101].

2.3.2.2 Konkrétni metody

Jak jiz bylo zminéno, vzhledem K polarni povaze analytl je vhodné vyuzit separace na HILIC
kolonach, naptiklad na ZIC-HILIC koloné byly separovany SBD-F derivaty thioll, véetné¢ GSH
a GGC za vyziti pufru 10 mmol/l HCO3NH4 (pH 3,0) a acetonitrilu v MF [118]. V jiné studii
bylo na kolonach ZIC-HILIC a Inertsil Amide separovano pét SBD-F derivatt thiolt, véetné
GSH, MF se skladala ze 40 mmol/l mravenc¢anu amonného v acetonitrilu, pH 3,0 [119]. V dalsi
studii byly na kolon¢ ZIC-HILIC separovany GSH a GSSG bez derivatizace za vyuziti MF
s1% HCOOH ve vodé a acetonitrilu [120], reprezentativni chromatogramy vsak neuvedli.
Nederivatizované thioly, véetné GSH a GGC, byly separovany na koloné TSK-Gel Amide 80
za vyuziti obdobného slozeni MFs rozdilem 0,5 mmol/l mravencanu amonného ve vodné fazi
0 pH 4,5 [121]. V pomérné nové studii uvadi separaci GSH a dalSich metabolitti na koloné
Acquity UPLC BEH HILIC bylo vyuzito k separaci GSH a s nim spojenych metabolitia, MF

byla slozena zroztoki 0,1 % HCOOH ve vod¢ a acetonitrilu [122], krealné separaci
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na zminéné koloné vSak nedoslo, nebot’ v§echny analyty byly eluovany prakticky ve stejny cas,

autofi se opiraji zejména o specifickou MS/MS detekci.

V dalsi studii byla pro separaci GSH a GSSG derivati NEM pouzita Hypercarb kolona a MF
0 slozeni 0,1 % HCOOH ve vod¢ a acetonitrilu [123]. Podobn¢ je mozno této separace
dosahnout na kolon¢ Modulo Cart QS Kromasil 5 C18 [98] nebo opét na Hypercarb koloné
zavyuziti MF o slozeni 0,1 % TFA a 5 mmol/l octan amonny ve vodé¢ a 0,1 % TFA

v acetonitrilu [124].

Vétsina metod vSak vyuziva reverznich fazi, naptiklad na koloné¢ Adsorbosil C18 byly
separovany derivaty thiolti, MF byla sloZzena z vodného roztoku 0,1 % TFA a acetonitrilu [125].
Kolona Phenomenex Synergi Polar-RP byla vyuzita k separaci GSH od neurotransmiter, MF
obsahovala 1 % HCOOH a 0,5 % heptafluormaselné kyseliny [126]. GSH a GSSG byly
separovany také na koloné¢ Synergy Hydro-RP s MF, skladajici se z 1 % acetonitrilu
a fosfatového pufru 20 mmol/l, upravené na pH 2,7 kyselinou fosforeénou, detekce vSak byla
EC, nebot’ fosfaty jsou vysoce iontove aktivni a pfi MS detekci by dochazelo k iontové supresi.
Stejni autofi separovali stejné analyty také na koloné Luna PFP(2) za vyuziti MF, slozené
z methanolu a 0,75 mmol/l mraven¢anu amonného, upravené na pH 3,5 kyselinou mravenci,

zde jiz byla mozna detekce MS [115].

Separace derivati thiold a jejich disulfidi je mozna také na kolon¢ Agilent Zorbax Eclipse
XDB-C8 (RP) za vyuziti MF, skladajici se zpufru 10 mmol/l mraven¢anu amonného
a acetonitrilu, upravené na pH 4,0 kyselinou mravenci [127]. GSH a GSSG je mozno separovat
také na koloné Stability BSC 17 kombinujici anionické a reverzni faze pti vyuziti MF skladajici
se ze smé&si octanu amonného 7,5 mmol/l, vody a methanolu [87]. Separace GSH a dalsich
thiolti bylo dosaZeno také na koloné AQ-C18 s MF skladajici se z pufru mraven¢anu amonného

5 mmol/l a 0,15 % HCOOH ve vodé a 0,15 % HCOOH v acetonitrilu [128].

Separace thiold na RP vyuziva mnoho dalSich metod, naptiklad na kolonach Utisphere C18
[103], Acquity C18 [129], Phenomenex Luna C18 [130], Acquity HSS T3 [131] [132],
Chromolith Performance RP-18 [133], BDS HYPERSIL C18 ODS [94] ¢i Atlantis T3 RP [134]
[135]. Slozeni MF pfi separacich témito kolonami bylo v naprosté vétsiné 0,1 % HCOOH
vevodé a 0,1 % HCOOH v acetonitrilu. Casto se vsak jednalo o separace derivatl se
zamétenim pouze na GSH a GSSG. Podle toho, zda se jedna o derivat, je tfeba zvolit vhodny

typ detekce.
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2.3.2.3 Typy detekce
Detekénimi systémy v HPLC mohou byt UV absorbance, fluorescencni (FL) detekce,
elektrochemicka (EC) ¢i hmotnostni (MS) detekce [10]. Kuriozitou je spojeni HPLC a atomové

fluorescencni spektrometrie studenych par vyuzivajici derivatu GSH se slouceninou rtuti [136].

Metody HPLC s UV detekci vyuzivaji derivatizace, nebot” samotny GSH ¢i dalsi thioly
absorbuji UV jen malo nebo viibec, nékteré¢ metody kombinuji UV detekci pro stanoveni
derivatu GSH a EC detekci pro stanoveni nederivatizovaného GSSG [101, 137, 138]. Nov¢jsimi
metodami HPLC-UV je mozno po derivatizaci slou¢eninami CMQT nebo CBNF, stanovit GSH
¢i dalsi thioly s limitem detekce az v fadu desetin pg/ml [106, 107].

Metod HPLC-FL bylo publikovano mnohem vice, stejné¢ tak je mozno vyuzit mnoho
derivatiza¢nich ¢inidel, z nichz necast&jsi je NEM, ktery zaroven zabranuje autooxidaci blokaci
thiolovych skupin, pro derivatizaci GSSG je vyuzZivan OPA [88] nebo miZe byt stanoven
elektrochemickys, jak jiZ bylo zminéno vySe. Metodami HPLC-FL bylo za vyuZiti derivatizace
simultann¢ stanoveno mnoho thiolt, jako jsou GSH, GSSG, homocystein, cystein ¢i NAC,
s LOD od pumol/1 [139] az po desetiny nmol/l [140]. Isokawa a kol. vyvinuli metodu HPLC-FL
pro stanoveni péti thiold,, véetné GSH a GGC po derivatizaci €inidlem SBD-F. Dosahli
presnosti pod 3 % a LOD v rozmezi 0,2-4 nmol/l. Koncentrace GSH a GGC v séru byly
77.5+29.2a8.2+0.9 uM [119]. Kono a kol. zavedli metodu HPLC-FL pro stanoveni cysteinu,
cysteinylglycinu, GSH a GGC v lidském séru. Tato metoda dosahuje vysoké citlivosti
(v tadu fmol/l), ale zahrnuje casové naro¢nou derivarizaci SBD-F a FL detekci. Stanovené
koncentrace cysteinu, cysteinylglycinu, GSH a GGC byly 226 + 4.7, 23.4 + 1.3, 3.7 £ 0.2
a 3.2+ 0.1 uM, navic bylo zjisténo, ze koncentrace thioli U muzského pohlavi byly statisticky
vyznamn¢ vys$si nez u zenského pohlavi [118]. Huang a kol. stanovili GSH v lidské plazmé,

po derivatizaci a SPE s grafenovymi ¢asticemi, detekce byla FL s limitem az 0,01 nmol/l [82].

Metody HPLC-EC maji vybornou citlivost, a to i bez derivatizace. Amperometrickou detekci
byl naptiklad detekovan GSH v mySim mozku a jatrech [141], dal$i metoda vyuZiva
coulometrické detekce GSH, GSSG a dalSich sloucenin s citlivosti az 15 fmol/l [142].

Pozornost vSak bude vénovana zejména metodam HPLC s hmotnostni detekci (HPLC-MS).

2.3.3 Detekce pomoci hmotnostni spektrometrie
Hmotnostni spektrometrie je velmi u¢innou analytickou technikou, kterd dosahuje vysokého
rozliSeni a citlivosti detekce. Vzorek je nejcastéji separovan na HPLC a nasledné putuje

do iontového zdroje, kde je pifeveden na ionty v plynné fazi, které jsou poté v hmotnostnim
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analyzatoru rozdé€leny dle jejich poméru hmoty a naboje (m/z), nakonec je signal téchto iontl
zesilen a detekovan. Vysledkem je hmotnostni spektrum udavajici molekulovou hmotnost
analytu a informace o chemické struktute ¢i izotopovém slozeni [117, 143]. V nasledujicim
textu budou nejprve stru¢né piedstaveny jednotlivé ¢asti této pomérné slozité instrumentace,

pocinaje iontovymi zdroji.

2.3.3.1 Iontové zdroje

V iontovém zdroji jsou jednotlivé slozky vzorku pievedeny na ionty v plynné fazi. Béznymi
iontovymi zdroji v analyze biologickych molekul jsou ionizace elektrosprejem (ESI) ¢i
chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI). Tyto iontové zdroje jsou nazyvany také
jako mékké, nebot’ jsou relativné Setrné ke struktuie i vétSich molekul. DalSim mékkym
iontovym zdrojem je desorpcni ionizace laserem za ucasti matrice (MALDI), ktery vSak

na rozdil od pfedchozich dvou pracuje ve vakuu [143, 144].

Zdaleka nejvyuzivangj§im iontovym zdrojem ve spojeni s HPLC je ESI, tato technika
produkuje elektrosprej aplikaci silného elektrického pole na konec kapiléary a kapalinu, jez touto
kapilarou protéka. Vzniklé nabité kapicky se odpaiuji, coz vede ke zhusténi naboje, az nakonec
coulombické odpuzovani prekona povrchové napéti a dojde k uvolnéni iont do plynné faze.
Principem APCI je odpafeni a zmlZeni vzorku za ptitomnosti inertniho plynu (nejéastéji dusik)

a vysokych teplot. ZmlZeny vzorek je néasledné elektrickym vybojem ionizovéan [145, 146].

MALDI je velmi Setrna ioniza¢ni technika, proto se vyuziva pro analyzu zejména velkych ¢i
labilnich molekul, jako jsou peptidy, proteiny, polymery a dalsi. Tato technika vyuziva
smichani vzorku s matrici, ktera slouzi jako rozpoustédlo pro analyt a zaroven absorbuje UV
zafeni privedené dusikovym laserem, tato smés je ndsledné vysusSena. Pii ozafeni dochézi
Kk desorpci a ionizaci matrice a jejim prostfednictvim také k desorpci a ionizaci analytu [144,
147].

2.3.3.2 Hmotnostni analyzatory
lonty v plynné fazi z iontového zdroje jsou separovany v hmotnostnim analyzatoru dle jejich

poméru m/z. Béznymi hmotnostnimi analyzatory jsou quadrupdl linearni (Q), iontova past (IT),

vV

v

orbitrap, nejvykonnéjsi a také nejnakladnéjsi je pak ioncyklotronova resonance s Fourierovou
transformaci (FT-ICR). Pomérné Casté jsou slozené hybridni analyzatory, naptiklad trojity
quadrupdl (QqQ) ¢i spojeni Q a TOF, umoziujici tandemovou hmotnostni analyzu (MS/MS)
¢i MS". Nékteré hmotnostni analyzatory, jako je IT ¢i FT-ICR, umoziiuji MS/MS ze své
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podstaty. Tato funkce umoznuje ziskat velmi cenné informace o struktute analytu. Hmotnostni

analyzatory 1 jejich detektory pracuji vzdy za vysokého vakua [117, 143, 148].

Zdaleka nejbéznéjsim hmotnostnim analyzatorem je linearni Q ¢i QqQ, ktery pracuje v rozmezi
molekulové hmotnosti 10-4000 g/mol, poskytuje dobrou linearitu, rozliSeni a piesnost
(0,2-0,2 g/mol). Sklada se ze Ctyt paralelnich kovovych ty¢i, na které je ptivedeno stfidavé
a stejnosmérné napéti. lonty jsou separovany na zakladé jejich stability v elektrickém poli.
Samotny Q muze pracovat v rezimu skenu nebo v rezimu SIM (z angl. single ion monitoring).
Oproti tomu QQQ nabizi Sirs§i moznosti — sken ¢i SIM v prvnim Q, fragmentaci iontu v kolizni

cele (q) a opétovny sken ¢i SIM v druhém Q [143, 148].

Alternativou je IT, tento analyzator se sklada z prstencové elektrody a dvou koncovych
elektrod. Obdobou je quadrupdlova IT, ktera mize pracovat jako IT i jako Q. Mezi témito
elektrodami jsou ionty zachyceny a mohou byt dale selektovany zménou stiidavého
a stejnosmérného napéti. Pfidanim plynu do IT je mozno docilit fragmentace selektovanych
iontd [143, 148]. Zcela odlisnou iontovou pasti, poskytujici velmi vysoké rozliseni, je orbitrap
skladajici se z vnéjsi a stiedové vietenové elektrody, mezi témito elektrodami jsou ionty
zachyceny v kruhovych orbitach a podobné jako u FT-ICR jsou detekovany na zakladé
frekvenci orbit odpovidajicich m/z [117, 149]

Dals$im analyzatorem je TOF, ktery mlZe byt spojen s pfedchozima dvéma analyzatory nebo
s dal§im TOF. Tento analyzator separuje ionty na zékladé¢ rozdilné doby letu, umoziuje analyzu
molekul s velmi vysokou hodnotou m/z a v uspofadani s reflektronem poskytuje velmi dobré
rozliSeni. JelikoZ nepracuje kontinualnég, ale pulzné, je kombinovan zejména s MALDI [144,

147].

V magnetickém sektorovém analyzatoru jsou ionty akcelerovany a pfi priichodu magnetickym
polem je jejich draha zakfivena, pfi¢emz ionty s nizkou hodnotou m/z jsou odklonény vice nez
ionty s vyssi hodnotou m/z. VylepSenou verzi je magneticky sektorovy analyzator s dvojitou
fokusaci, toto uspofadani zahrnuje i1 elektrostaticky sektor, ktery zaktivuje drdhu iontd

Vv zavislosti na jejich kinetické energii [117, 143].

Nejvétsi rozliseni, schopnost analyzovat Siroké rozmezi molekulové hmotnosti a zaroven funkci
MS/MS poskytuje FT-ICR, tato technika zachycuje ionty v kruhovych orbitach pomoci
elektrického a magnetického pole. Aplikaci stfidavého napéti jsou ionty excitovany, nacez
V Casové zavislosti generuji proud, ktery je Fourierovou transformaci preveden na orbitalni

frekvence iont odpovidajici jejich m/z [150, 151].
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Separované a selektované ionty z hmotnostniho analyzatoru jsou detekovany nejcastéji
elektronovymi nasobici, které prevadi signal dopadajicich iontll na elektrony, které¢ jsou dale
zesileny systémem dynod nebo kontinudlni zaktivenou dynodou. Fotondsobicové detektory
prevadi signal dopadajicich iontti na fotony, které jsou pirevedeny na elektrony, které jsou opét
zesileny. DalSim typem detektoru je mikrokanalova deska, kterd ma nejrychlej$i odezvu
a zaroven velmi vysokou citlivost. Ze starSich detektori je mozno zminit Faradaytv pohar,

ktery je malo citlivy, avsak robustni [148].

2.3.4 Metody vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci

Technika HPLC-MS poskytuje vysokou selektivitu, citlivost a specifitu, ktera mize byt jeste
zvySena vyuzitim tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS) méfenim fragmentl iontu
specifickych pfimo pro danou molekulu. Dal§imi vyhodami jsou moznost automatizace
a méfeni vysoce naiedénych vzorki, tedy mald spotfeba vzorku [10]. Navic diky vysoké
citlivosti a specifit¢ MS detekce nevyZzaduje derivatizaci. VétSina metod HPLC-MS vyuziva
modu RP nebo HILIC a ionizaci elektrosprejem (ESI) pti MS ¢i MS/MS detekei [83]. V ptipadé
analyz MS/MS probiha detekce nejcastéji v MRM (z angl. multiple reaction monitoring) modu.
Vkladana napéti na ESI kapilaru jsou nastavena vétSinou na 5,5 kV a teplota nosného plynu
na600 °C [94, 122, 126]. Obecné¢ schéma HPLC-MS instrumentace je znazornéno

na obrazku 8.
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Obrazek 8: Schéma HPLC-MS instrumentace
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2.3.4.1 Stanoveni glutathionu a glutathiondisulfidu

Vétsina metod je zaméfena pouze na stanoveni GSH a GSSG pro monitorovani oxida¢niho
stresu, pficemz velky podil téchto metod zahrnuje derivatizaci. Moore a kol stanovili GSH
a GSSG v plné krvi po extrakci a derivatizaci ¢inidlem NEM za vyuziti techniky HPLC-ESI-
MS/MS (QgQ) a isotopicky znacenych standardii. Dosahli pomérné slusné piesnosti (<5 %)
LOD pro GSH a GSSG 0,4 pmol/l a 0,1 umol/1 [123]. Yu a kol. vyvinuli metodu ESI-MS/MS
(IT) s velmi vysokou citlivosti, umoziujici stanoveni GSH v jedné bunice s LOD az 500 amol/I.
Vyuzili ptitom derivatizace s MBB. Ackoliv je MBB fluorescen¢ni ¢inidlo, MS detekce tohoto
derivatu je nejen mnohonasobné citlivéjsi oproti FL detekcei (1-2 pmol/l), ale také poskytuje
nesrovnatelné lepsi selektivitu a specifitu. Jedna se o nejcitliveéjsi metodu stanoveni GSH s MS
detekci [94], vysSi citlivosti dosahli pouze Zhao a kol. vyuzitim mikroCipové kapilarni
elektroforézy s chemiluminiscenéni detekci (citlivost az 50 zmol/l), nedostatkem této metody
oproti vySe zminéné je vSak nizka selektivita a specifita (interferujici thioly) [152]. Blahova
a kol. vyvinuli HPLC-MS/MS (QgQ) metodu pro stanoveni GSH a GSSG v mozku, plicich
a jatrech s LOD 0,2 nmol/l (0,06 ng/ml) a 10 nmol/l (6 ng/ml). Vyuzili derivatizace DTNB
a GSH znaéeny glycinem (**Cz, ®N) jako IS [135]. Podobné Lee a kol. validovali metodu
pro stanoveni NEM derivatd GSH a GSSG pomoci HPLC-MS/MS (QTOF) [124]. Sun a kol.
vyvinuli metodu pro stanoveni GSH a GSSG kombinujici detekci UV (pro derivat GSH-NEM)
a MS/MS detekci nederivatizovaného GSSG, jako divod uvadéji nedostate¢né linedrni
dynamické rozpéti MS/MS (QTOF) pro simultanni detekci. Uvadéji LOD UV detekce (210 nm)
7,81 pmol/l derivatu GSH-NEM a 0,001 pmol/l GSSG pii MS/MS detekci [134].

Pouze nékolik malo metod derivatizace nevyuziva, napiiklad Haberhauer-Troyer a kol.
po separaci na ZIC-HILIC stanovili pomoci MS/MS (IT) GSH a GSSG v Pichia pastoris
bez vyuziti derivatizace, avsak s pomérn¢ velkou nepiesnosti (az 30 %), nicméné piedstavili
také syntézu isotopicky znacené¢ho GSSG z komer¢né dostupného isotopicky znaceného GSH
a jejich vyuziti k monitorovani oxidace GSH v prubéhu extrakce [120]. Squellerio a kol.
vyvinuli pomérné spolehlivou a ptesnou metodu HPLC-ESI-MS/MS (QqQ) pro stanoveni GSH
a GSSG v plné krvi bez nutnosti derivatizace se spodnim limitem kvantifikace (LLOQ)
0,5 umol/l (GSH) a 0,625 pmol/l (GSSG), tato metoda dosahuje podobnych vysledka jako
HPLC-ECD, nicméné¢ ECD ma oproti ndkladné MS technice krat§i Zivotnost a niz$i specifitu
detekce [115]. Vyborné citlivosti vyuzitim HPLC-ESI-MS/MS (IT) dosahli Robin a kol.
po postkolonové reakci GSH a GSSG s AgNOs (az 5% vyssi citlivost), LLOQ byl pro GSH
0,4 ng/ml a pro GSSG 0,5 ng/ml, pfesnost a spravnost byla mensi nez 10 % [98].
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Techniky ultravysokou¢inné kapalinové chromatografie (UHPLC) s detekci ESI-MS bylo
vyuzito ke kvantitativni metabolomice zahrnujici stanoveni GSH [153] a k metabolickému
profilovani zvifecich ¢i lidskych tkani [154]. Gil a kol. vyvinuli HPLC-MS/MS metodu
pro stanoveni GSH a jeho metabolitl v tkanich srdce, ledvin, jater, plazmé¢ a lidské mo¢i mysi
s infarktem myokardu [132]. N¢které MS metody vV metabolomickych studiich vyuzivaji také
fedéni stabilnim izotopem, napiiklad oralni suplementaci 2H20 je mozno zavést °H do C-H
vazeb GSH [129]. Redéni stabilnim izotopem vyuzili také Roland Schneider v jejich
HPLC-MS/MS (QqQ) metodé pro stanoveni GSH v grepech, mostech a vinech s LOD 45 pg/l,
vyuzili pfitom derivatizace NEM a separace na HPLC ¢ipu [155].

Pomérné zajimavou metodu vyvinuli Shrivas a kol., vyuzili techniky SALDI-MS (z angl.
surface-assisted laster desorption/ionization mass spectrometry) a AP-MALDI-MS (z angl.
atmospheric  pressure-matrix assisted laser desorption/ionization mass spectrometry)
Kk pfesnému stanoveni GSH, cysteinu a homocysteinu v moci po jejich adsorpci na holé stiibrné
nanocastice. LOD této metody bylo v rozmezi 7-22 nmol/l, vyhodami této metody jsou zejména
rychlost, jednoduchost a citlivost, navic stfibrné nanoc¢éastice mohou byt pfimo pouzity jako
matrice v MALDI-MS [99]. Techniku MALDI-MS vyuzili také Agrawal a kol ke stanoveni

GSH a homocysteinu v plazmé a moci po reverzni micelarni mikroextrakci [100].

2.3.4.2 Simultanni stanoveni koncentrace glutathionu a dalSich thioli

Za riznymi ucely bylo vyvinuto také mnoho metod pro simultanni stanoveni GSH, jeho
metaboliti ¢i jinych thiold. Tyto metody opét Casto vyuzivaji derivatizace, naptiklad Huang
a kol. pomoci HPLC-ESI-MS/MS (IT) stanovili derivaty cysteinu, homocysteinu, NAC a GSH
s LOD v tadu jednotek nmol/l, vyuzili pfitom isotopického paru derivatizacnich ¢inidel [156].
Guan a kol. stanovili thioly a jejich disulfidy pomoci HPLC-MS po reakci s Ellmannovym
¢inidlem v mnoha riznych biologickych matricich. LOD jejich metody se pohybuje v rozmezi
jednotek az desitek pmol/l [125]. Seiwert a kol. pomoci LC-MS/MS (IT) a za vyuziti
derivatizace stanovili thioly, jako je cystein, NAC, homocystein, cysteinylglycin a GSH v moci
sLOD o0d30 do 110 nmol/l [127]. Bouligand a kol. pomoci HPLC-MS/MS stanovili
karboxymethyl-derivaty GSH, GSSG, GGC, cysteinyl glycin, cystein, homocystein, cystin
a homocystin s dostate¢nou citlivosti, LLOQ 100 ng/ml [103].

Nékolik malo metod vSak derivatizace z principu nevyuziva. Lafaye a kol. stanovili pomoci
HPLC-ESI-MS/MS cystein, homocystein, methionin, S-adenosylhomocystein, GGC, GSH

a GSSG v Saccharomyces cerevisiae, pricemz vyuzili metabolického znaceni izotopem
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N, LOD byl v rozmezi 5-25 ng/ml [121]. Jiang a kol. zavedli HPLC-ESI-MS/MS (QqQ)
metodu pro pfimé simultanni stanoveni mnoha thiolti, jako jsou cystein, homocystein,
S-adenosylmethionin, S-adenosylhomocystein, cystathionin, methionin, cysteinylglycin a GSH
bez derivatizace, LOD v fadu desetin az jednotek ng/ml [128]. Herzog a kol. vyvinuli UHPLC-
ESI-MS/MS metodu pro stanoveni GSH jako markeru oxida¢niho stresu v kultivovanych
bunkach (primarni fibroblasty a Saccharomyces Cerevisiae) s LOD v fadu desetin nmol/l [131].
Eckstein a kol. zavedli metodu HPLC-ESI-MS/MS pro stanoveni GSH, glutamatu,
pyroglutamatu a gama-aminomaselné kyseliny Vv mozkomiSnim moku za t¢elem monitorovani
neurotransmiterd, uvadeji LOD 7,8 ng/ml pro vSechny analyty [126]. Rellan-Alvaréz a kol.
vyvinuli HPLC-ESI-MS (TOF) metodu pro piimé stanoveni GSH v pletivech rostlin s LOD
60 pmol/l [133]. Zhang a kol. piedstavili metodu UHPLC-MS/MS (QqQ) pro simultanni
stanoveni GSH, GSSG, glycinu, cysteinu, glutaminu, glutamatu, cystinu, GGC a cysteinyl-
glycinu, vyuzili pfi tom izotopicky znacené 2,3,3,4,4-d5 glutamové kyseliny. Uvadéji LLOQ
v rozmezi 0,5-100 ng/ml a LOD 0,14-10,07 ng/ml, ptesnost a spravnost pod 15 % a pomérné
kratky ¢as stanoveni (8 min). Tuto metodu nasledné aplikovali pro monitorovani metabolismu
GSH v nadorovych bunkach plic [122]. Navzdory spojeni s UHPLC vSak jednotlivé analyty

prakticky nebyly separovany, metoda spoléha zejména na vysokou specifitu MS/MS detekce.

2.3.4.3 Trendy v instrumentaci

Analyzou GSH ¢i jeho metabolitli je moZno monitorovat oxidacni stres a patofyziologické
zmény metabolismu GSH ¢i endogennich antioxidantd. HPLC je spolehliva technika, avsak
velikost a hmotnost této instrumentace omezuje portabilitu, jeji vyuziti je tedy limitovano
na prostory laboratofe. Tento problém by mohla vyfeSit miniaturizace zafizeni, coZ by
umoznilo real-time analyzu vzorku, zkratit ¢as analyzy, snizit objem vzorku a také spotiebu
organickych rozpoustédel. Cilem je vyvinout pfenosnou, mikrofluidni ,lab-on-a-chip*
technologii. Ackoliv je znamo jiz né€kolik prototypti takovych zafizeni, vyzkum v této oblasti
stale probiha [157-159].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie a pomiicky

3.11

Chemikalie

demineralizovana voda

methanol LC-MS ¢istoty (Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis, Missouri, USA)

acetonitril LC-MS c¢istoty (Sigma-Aldrich s.r.o. St., Louis, Missouri, USA)

kyselina octova LC-MS C¢istoty (Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis, Missouri, USA)

octan amonny LC-MS ¢istoty (Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis, Missouri, USA)
kyselina mravenci LC-MS ¢istoty (Honeywell, Charlotte, Severni Karolina, USA)
mravenc¢an amonny LC-MS ¢&istoty (Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis, Missouri, USA)
hydrogenuhli¢itan amonny (Honeywell, Charlotte, Severni Karolina, USA)

kyselina trifluoroctova (Supelco Inc., Bellefonte, USA)

kyselina difluoroctova (Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis, Missouri, USA)

thiomocovina, ¢istota > 99 % (Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis, Missouri, USA)
acenaften, cistota 99 % (Sigma-Aldrich s.r.0., St. Louis, Missouri, USA)

L-glutathion redukovany, ¢istota > 98 % (Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis, Missouri,
USA)

L-glutathiondisulfid, ¢istota > 98 % (Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis, Missouri, USA)
y-L-glutamyl-L-cystein, ¢istota > 80 % (Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis, Missouri, USA)
L-cystein, Cistota > 98 % (Sigma-Aldrich s.r.0., St. Louis, Missouri, USA)

L-cystin, Cistota > 98 % (Sigma-Aldrich s.r.o0., St. Louis, Missouri, USA)

glycin, cistota > 99 % (Sigma-Aldrich s.r.0., St. Louis, Missouri, USA)

kyselina L-glutamova, Cistota > 98 % (Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis, Missouri, USA)

Drobné laboratorni pristroje
analytické vahy (Sartorius AG, Gottingen, Némecko)
vortex (BioTech a.s., Praha, Ceska republika)

ultrazvukova lazen (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
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3.2 Priprava roztoki

3.2.1 Priprava zasobnich roztoki standardi
Bylo navazeno 10 mg GSH, GGC, GSSG, cysteinu a glycinu, jednotlivé navazky byly
rozpu$tény v 1 ml demineralizované vody, vysledné roztoky standardi o koncentraci 10 mg/ml

byly fadné promichéany.

Kyselina glutamova a cystin se v takovém mnozstvi ve vodé nerozpousti, u obou latek je
uvadéna dobra rozpustnost v 1M HCI. Pii pouziti HCl by vSak pravdépodobné dochazelo
k iontové supresi v MS, proto piiprava téchto standardl probihala jinak. Bylo navazeno 10 mg
kyseliny glutamové a pfidan 1 ml vodného roztoku 10 mmol/l NHzHCQOg, dale k navazce 10 mg
cysteinu bylo pifidano 0,9 ml demineralizované vody a 0,1 ml TFA. Po fadném promichani a
ultrazvukové lazni byly tyto standardy rozpustény, vysledna koncentrace obou standarda byla

10 mg/ml.

3.2.2 Priprava pracovni smési standardi
Z kazdého zasobniho roztoku GSH, GGC, GSSG, cysteinu, glycinu, cystinu a kyseliny
glutamové bylo odebrano 100 pl, smés byla doplnéna demineralizovanou vodou na 1 ml a fadné

promichéana. Takto byl pfipraven smé&sny standard o koncentraci 1 mg/ml.

Z namichan¢ho pracovniho roztoku bylo déale odebrano 100 pl a doplnéno acetonitrilem

na objem 1 ml. Takto nafedény roztok o vysledné koncentraci 100 pg/ml byl fadné promichan.

3.2.3 Priprava roztoki thiomocoviny a acenaftenu
Navéazka 1 mg thiomocCoviny byla rozpuSténa v 1 ml demineralizované vody, déale navazka

1 mg acenaftenu byla rozpuSténa v 1 ml acetonitrilu, oba roztoky byly fadné promichany.

Z vySe namichanych roztoku bylo dale odebréano 100 pl a doplnéno piislusnym rozpoustédlem

na objem 1 ml. Takto nafedény roztok o vysledné koncentraci 100 pg/ml byl fadné promichan.

3.2.4 Priprava mobilnich fazi
e Piiprava vodného roztoku 0,1% HCOOH
K 0,5 1 demineralizované vody bylo ptidano 0,5 ml HCOOH a promichano.
e Piiprava vodného roztoku 0,2% HCOOH
K 0,5 1 demineralizované vody bylo ptfidano 1 ml HCOOH a promichéno.
e Piiprava vodného roztoku 0,3% HCOOH
K 0,5 I demineralizované vody bylo ptidano 1,5 ml HCOOH a promichano.
e Priprava roztoku 0,1% HCOOH v acetonitrilu

45



K 0,5 1 acetonitrilu bylo ptidano 0,5 ml HCOOH a promichano.

Ptiprava roztoku 0,2% HCOOH v acetonitrilu

K 0,5 1 acetonitrilu bylo pfidano 1 ml HCOOH a promichano.

Ptiprava roztoku 0,3% HCOOH v acetonitrilu

K 0,5 1 acetonitrilu bylo ptidano 1,5 ml HCOOH a promichano.

Pfiprava vodného roztoku 0,1% CH3sCOOH

K 0,5 1 demineralizované vody bylo ptidano 0,5 ml CH3COOH a promichéno.
Ptiprava vodného roztoku 0,2% CH3COOH

K 0,5 | demineralizované vody bylo ptidano 1 ml CH3COOH a promichano.

Ptiprava vodného roztoku 0,3% CH3COOH

K 0,5 I demineralizované vody bylo pfidano 1,5 ml CH3COOH a promichéno.
Piiprava roztoku 0,1% CH3COOH v acetonitrilu

K 0,5 1 acetonitrilu bylo pfidano 0,5 ml CH3COOH a promichano.

Piiprava roztoku 0,2% CH3COOH v acetonitrilu

K 0,5 1 acetonitrilu bylo pfiddno 1 ml CH3COOH a promichéno.

Piiprava roztoku 0,3% CH3COOH v acetonitrilu

K 0,5 I acetonitrilu bylo pfidano 1,5 ml CH3COOH a promichéno.

Ptiprava pufru 0,1% HCOOH a 5 mmol/l HCOONH,4

Navazka asi 157,7 mg byla rozpusténa v 0,1% roztoku HCOOH a vysledny roztok fadné
promichan.

Ptiprava pufru 0,1% HCOOH a 10 mmol/l HCOONH4

Navazka asi 315,3 mg byla rozpusténa v 0,1% roztoku HCOOH a vysledny roztok fadné
promichan.

Ptiprava pufru 0,2% HCOOH a 5 mmol/l HCOONH4

Navazka asi 157,7 mg byla rozpusténa v 0,2% roztoku HCOOH a vysledny roztok fadné
promichan.

Ptiprava pufru 0,1% CH3COOH a 5 mmol/l CH3COONHg4

Navazka asi 192,7 mg byla rozpusténa v 0,1% roztoku CH3COOH a vysledny roztok
fadné promichan.

Ptiprava vodného roztoku 5 mmol/l NHsHCO3

Navazka asi 197,7 mg NH4HCOs3 byla rozpusténa v demineralizované vod¢ a vysledny

roztok fadné promichan.
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Ptiprava vodného roztoku 10 mmol/l NHsHCO3

Navazka asi 395,3 mg NH4sHCO3 byla rozpusténa v demineralizované vod¢ a vysledny
roztok fadné promichan.

Ptiprava vodného roztoku 20 mmol/l NHsHCO3

Navazka asi 790,6 mg NH4HCOs3 byla rozpusténa v demineralizované vod¢ a vysledny
roztok fadné promichan.

Pfiprava vodného roztoku 0,05% TFA

K 0,5 I demineralizované vody bylo ptidano 0,25 ml TFA a fadné promichano.
Piiprava roztoku 0,05% TFA v acetonitrilu

K 0,5 1 acetonitrilu bylo pfidano 0,25 ml TFA a f4dné promichano.

Ptiprava vodného roztoku 0,1% DFA

K 0,5 1 demineralizované vody bylo ptidano 0,5 ml TFA a fddné promichano.

Ptiprava roztoku 0,1% DFA v acetonitrilu

K 0,5 1 acetonitrilu bylo pfidano 0,5 ml DFA a fadn€ promichéno.

Ptiprava roztoku s 60 % vody, 40 % acetonitrilu a 2,5 mmol/l NHsHCOs

Navazka asi 197,7 mg NH4HCO3 byla rozpusténa ve smési 600 ml demineralizované
vody a 400 ml acetonitrilu, vysledny roztok byl fadné promichan.

Ptiprava roztoku s 10 % vody, 90 % acetonitrilu a 2,5 mmol/l NHsHCOs

Navazka asi 197,7 mg NH4HCO3 byla rozpusténa ve smési 100 ml demineralizované
vody a 900 ml acetonitrilu, vysledny roztok byl fadné promichan.

Ptiprava roztoku s 5 % vody, 95 % acetonitrilu a 5 mmol/l NHsHCO3

Navazka asi 197,7 mg NH4HCO3 byla rozpusténa ve smési 25 ml demineralizované

vody a 475 ml acetonitrilu, vysledny roztok byl fadné promichan.

3.3 Sestava HPLC-MS

Vsechny experimenty byly provedeny na vysokouc¢inném kapalinovém chromatografu Agilent

1260 infinity 1l s kvartérni vysokotlakou pumpou, autosamplerem, integrovanym termostatem

kolony a UV detektorem s diodovym polem. Kapalinovy chromatograf byl spojen s iQ/MSD

detektorem operujicim v ESI médu. Ridici software byl OpenLab CDS 2.5 (Agilent

Technologies, Santa Clara, Kalifornie, USA).

3.4 Podminky MS detekce

Detekce pozitivné nabitych iont probihala z 50 % moddu skenu (rozmezi m/z bylo 50-700)

az50% vmodu SIM (z angl. single ion monitoring), akviziéni frekvence byla 5 Hz.
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Monitorovany byly pozitivné nabité ionty o m/z 251 = 1 pro GGC; 308 + 1 pro GSH; 122 + 1
pro cystein; 76 + 1 pro glycin; 148 + 1 pro kyselinu glutamovou; 241 + 1 pro cystin; 613 +1
pro GSSG. Dalsi parametry byly nastaveny automaticky: ¢as cyklu 201 ms; napéti fragmentoru
90-120 V; teplota plynu 325 °C; prutok plynu 11 I/min; tlak v nebulizéru 50 PSI; vkladané
napéti na kapilaru 3,5 kV.

3.5 Optimalizace separace

Za ucelem nalezeni optimalni retence a separace GGC, GSH a nésledné také Cys, Gly, Glu,
cystinu a GSSG bylo otestovano mnoho stacionarnich fazi (kolon) a mnoho smési MF
S riznymi aditivy. Jednalo se zejména 0 separace V modu HILIC. Pro kazdou kolonu ¢i smés
MF byla testovana fada isokratickych separaci, pficemz byl sledovan vliv zmény podilu polarni
slozky MF na retenci a separaci analytu. Méfeno bylo rozmezi vétSinou 2-20 % vodné slozky,
respektive rozsah, ve kterém dochazi k signifikantni zméné retence analytu. Po nalezeni
vhodnych kolon a mobilnich fazi nasledovalo testovani gradientovych analyz za tcelem
zvySeni UCinnosti separace a zaroven citlivosti detekce. Pro zjisténi mrtvého retencniho Casu
byl vyuzit acenaften (pro separace v HILIC modu) ¢i thiomocovina (pro RP). Nasttikovany
objem vzorku byl 5 ul, teplota kolony 30 °C a pritok 0,4 ml/min.

3.5.1 Testované kolony
e Kinetex C18, 150 x 3,0 mm, 2,6 um (Phenomenex, Torrance, Kalifornie, USA)
e Kinetex Polar C18, 150 x 3,0 mm, 2,6 um (Phenomenex, Torrance, USA)
e Ascentis Hilic, 150 % 3,0 mm, 2,7 pum (Supelco, Bellefonte, USA)
e Separon SGX, 150 x 3,0 mm, 5 um (Tessek Ltd., Praha, Ceska republika)
e SUPELCOSIL LC-SI, 150 x 3,0, 5 um (Supelco, Bellefonte, USA)
e Chrommolith Performance Si, 100 x 4,6 mm (Merck, Darmstadt, Némecko)
e Ascentis Express RP-Amide, 150 x 3,0 mm, 2,7 um (Supelco, Bellefonte, USA)
e Waters XBridge HILIC 100 x 3,0 mm, 5 um (Waters, Milford, USA)
e Atlantis HILIC Silica, 100 % 3,0 mm, 5 pum (Waters, Milford, USA)
e Chrommolith Performance Si, 100 x 4,6 mm (Merck, Darmstadt, Némecko)
e ZIC-HILIC, 150 x 2,1 mm, 3 pm (Merck, Darmstadt, Némecko)
3.5.2 Testované smési mobilni faze
e Voda + methanol
e Voda + acetonitril
e 0,1% HCOOH ve vod¢ + methanol
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0,1% HCOOH ve vod¢ + acetonitril

0,1% CH3COOH ve vodé + acetonitril

0,1% HCOOH ve vodé a acetonitrilu

0,2% HCOOH ve vodé a acetonitrilu

0,3% HCOOH ve vodé¢ a acetonitrilu

0,1% CH3COOH ve vodé a acetonitrilu

0,2% CH3COOH ve vodé a acetonitrilu

0,3% CH3COOH ve vodé a acetonitrilu

5 mmol/l CHzCOONHy3 ve vodé + 0,1% CH3COOH ve vodé a acetonitrilu
5 mmol/l HCOONHj4 ve vodé + 0,1% HCOOH ve vodé a acetonitrilu
5 mmol/l HCOONH;4 ve vodé + 0,2% HCOOH ve vodé a acetonitrilu
5 mmol/l NH4HCO3 ve vodé + acetonitril

5 mmol/l NH4HCOs3 ve vodé + 0,1% HCOOH v acetonitrilu

5 mmol/l NH4HCO3 ve vodé + 0,2% HCOOH v acetonitrilu

10 mmol/l NH4HCO3 ve vodé + acetonitril

10 mmol/l NH4HCO3 ve vodé + 0,2% HCOOH v acetonitrilu

10 mmol/l NH4HCO3 ve vodé + roztok s 5 mmol/l NH4sHCO3 a 5 % vody v acetonitrilu

20 mmol/l NH4HCOs ve vodé + acetonitril
0,05% TFA ve vodé a acetonitrilu

0,1% DFA ve vodé a acetonitrilu

Roztok s 60 % vody, 40 % acetonitrilu a 2,5 mmol/l NHsHCO3 + roztok s 10 % vody,

90 % acetonitrilu a 2,5 mmol/l NH4sHCO3

10 mmol/l NH4HCO3 ve vodé + roztok s 5 mmol/l NHsHCO3 95 % acetonitrilu a 5 %

vody

3.6 Zpracovani namérenych dat

Experimentalné ziskana data byla nalezit€ zpracovana. Pro kazdou kolonu a MF byl zméten

mrtvy Cas kolony a reten¢ni ¢as jednotlivych analytd. Z téchto hodnot byly vypocitany retencni

faktory k pro kazdou isokratickou analyzu dle vzorce

tp —t
o= = tn)

tm

kde tm je mrtvy Cas a tr je retencni Cas analytu.
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Vypoctené retenéni faktory a procentudlni koncentrace vodné faze v MF byly dale
zlogaritmovany a z vyslednych hodnot byl sestaven graf zvlast' pro kazdou kolonu a MF.

Z téchto grafii je patrna linedrni zavislost, kterou znazoriiuje obecna rovnice

logk =a—m-log (¢), (2)

kde k je retenc¢ni faktor, ¢ je procentualni koncentrace vodné faze v MF, a je usek a m je

smeérnice.

Dale byly vypocitany retenéni poméry (separacni faktory) rij dle vzorce

kj
T = 3)

i
kde k;j je reten¢ni faktor latky eluujici pozdéji a ki je retenéni faktor latky eluujici dfive.

Vypoctena byla také G¢innost kolony (pocet teoretickych pater) n dle vzorce

n=16- (t—R)Z, (4)

w
kde tr je retencni Cas a W je Sitka piku pii zakladné.

Nasledné bylo vypocteno také rozliSeni jednotlivych isokratickych analyz Rs dle vztahu

RS — ﬂ rl’] ] ) (5)
4 ri,j k] +1

kde n je G¢innost kolony, rij je retenéni pomér (separacni faktor) a k;j je retenéni faktor latky

eluujici pozdéji.

Poté byly sestaveny okénkové diagramy znazoriujici zavislost Rs na ¢.
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4. VYSLEDKY

4.1 Testovani kolon a mobilnich fazi
Jak jiz bylo zminéno, pro optimalni separaci velmi polarnich molekul, jako je GGC a GSH, je
tieba zvolit jednak vhodnou kolonu a jednak vhodnou MF. V nasledujicich odstavcich budou

shrnuty vysledky méfeni na jednotlivych testovanych kolonach v zavislosti na testovanych MF.

Nejprve byla testovana retence na konven¢nich RP. Na koloné Kinetex C18, 150 x 3,0 mm,
2,6 pm (Phenomenex, Torrance, USA) se vS§ak GGC a GSH vzhledem k vysoké polarité témér
nezadrzovaly, MF byla sloZena z vody a Cistého methanolu. Pfidanim 0,1 % HCOOH do vodné
faze doslo ke zlepSeni retence, kterd byla vSak i tak velmi nizkd. Méfena byla isokraticka fada
s obsahem methanolu v MF v rozsahu 50-1 %. V celém testovaném rozmezi isokratickych

analyz retencni faktory GGC ani GSH neptekrocily hodnotu 1.

Na koloné Kinetex Polar C18, 150 x 3,0 mm, 2,6 um (Phenomenex, Torrance, USA) nebyl
pro GGC ani GSH zaznamendn zadny pik. MF byla slozena z vodného roztoku 0,1 % HCOOH
a Cistého acetonitrilu. Méfena byla isokraticka fada s obsahem vodné faze v MF v rozsahu

20-1 %.

Na kolon¢ Ascentis Hilic, 150 x 3,0 mm, 2,7 um (Supelco, Bellefonte, USA) byla retence
pfi stejném slozeni MF (vodny roztok 0,1 % HCOOH a acetonitril) vysoka, ale piky byly velmi

rozmyté. Méfena byla opét isokraticka fada s obsahem vodné faze v MF v rozsahu 20-1 %.

Dale byla testovana monolitova kolona Chrommolith Performance Si, 100 x 4,6 mm (Merck,
Darmstadt, Némecko). Pfi pouZiti stejné MF jako na ptedchozi koloné byla retence vysoka
apiky rozmyté, proto byly testovany dalsi MF (vodné roztoky 0,1-0,3 % HCOOH ¢i
CH3COOH a cisty acetonitril). Uvedené MF nevedly ke zlepSeni retence ani tvaru piki.
Uspokojivé retence a tvaru pikit bylo dosazeno ptfidinim HCOOH do acetonitrilu, tedy
pfi sloZzeni MF 0,1 % HCOOH ve vod¢ i acetonitrilu, k separaci GGC a GSH vsak nedoslo.

Mg¢tena byla isokraticka fada s obsahem vodné faze v MF v rozsahu 20-2 %.

Stejna MF byla testovana také na kolon€ Separon SGX, 150 x 3,0 mm, 5 um (Tessek Ltd.,
Praha, Ceska republika). Na této koloné nebyl zaznamenan zadny pik. Ke zlepseni nevedlo ani
pouziti CH3COOH misto HCOOH. Vysoce polarni latky, jako je GGC ¢i GSH by se mohly
zadrzovat v injektovaném objemu vody, proto bylo otestovano také sniZzeni davkovaného
objemu z 5 pulnala0,1 ul, ¢imz by se mohla zlepsit distribuce analytu v MF, ke zlepSeni vSak

nedoslo. Méfena byla opét isokraticka fada s obsahem vodné faze v MF v rozsahu 20-2 %.
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Mobilni faze slozena z 0,1 % HCOOH ve vod¢ a acetonitrilu byla otestovana také na nékolika
dalsich potencialné vhodnych kolonach: SUPELCOSIL LC-SI, 150 x 3,0, 5 um (Supelco,
Bellefonte, USA), Ascentis Express RP-Amide, 150 x 3,0 mm, 2,7 um (Supelco, Bellefonte,
USA), Waters XBridge HILIC 100 x 3,0 mm, 5 um (Waters, Milford, USA), Atlantis HILIC
Silica, 100 x 3,0 mm, 5 um (Waters, Milford, USA). Mé&fena byla isokraticka fada s obsahem
vodné faze v MF v rozsahu 20-10 % a pro kolonu SUPELCOSIL LC-SI v rozsahu 50-20 %
vodné faze v MF. Na kolonach SUPELCOSIL LC-SI a Atlantis HILIC Silica byla retence GGC
i GSH vysoka, ale bez separace téchto molekul. Na koloné¢ Waters XBridge HILIC byl
zaznamenan nejveétsi rozdil v retenci GGC a GSH, Kk aplné separaci vSak také nedoslo.

Na kolon¢ Ascentis Express RP-Amide nebyl zaznamenan zadny pik.

Na kolonach Ascentis Express RP-Amide, Atlantis HILIC Silica, Waters XBridge HILIC
a Chrommolith Performance Si byly testovany MF skladajici se z 5, 10 a 20 mmol/l NHsHCO3
ve vod¢ a Cistého acetonitrilu. Mé&fena byla opét isokraticka fada s obsahem vodné faze v MF
v rozsahu 20-10 %. Na kolonach Chrommolith Performance Si a Waters XBridge HILIC bylo
dosazeno dobré retence a vyrazné lepsi selektivity GGC a GSH, pficemz retence se zvySuje
s vyssi koncentraci NH4HCO3 ve vodné fazi (viz. obrazek 26 v ptilohach), s rostouci
koncentraci MF vsak také dochazi k iontové supresi pfi niz§im podilu vodné faze. Problémem
vsak byly Siroké rozmyté piky. Na koloné Atlantis HILIC Silica pii koncentraci 5 mmol/I
NH4HCO3 byly pii nékolika analyzach zaznamenany piky témét bez retence, pro dalsi
testované MF nebyl zaznamenan zadny pik. Na kolon¢ Ascentis Express RP-Amide nebyl
zaznamenan zadny pik v celém rozmezi testovanych MF. Na této koloné a také na koloné
SUPELCOSIL LC-SI byla otestovana také MF skladajici se vodného roztoku 5 mmol/l
CH3COONH4 a 0,1 % CH3COOH ve vodé a acetonitrilu, avSak ani pro tuto MF nebyl
zaznamenan zadny pik ani u jedné z testovanych kolon. Testovana byla také MF s 5 mmol/I
HCOONHs4 a 0,1 % HCOOH, pti které byl na koloné Ascentis Express RP-Amide jiz

zaznamenan signdl, ale GGC a GSH se neseparovaly.

Testovana byla také kolona ZIC-HILIC, 150 x 2,1 mm, 3 pm (Merck, Darmstadt, Némecko)
a MF s 0,05 % TFA ve vod¢ i acetonitrilu, méfena byla isokraticka fada s obsahem vodné faze
vrozsahu 20-2 %. Bylo dosazeno velmi dobré retence a selektivity, avSak dochazelo
k rozmyvani pikti nebo az ke tvorbé dvou pikt pro jednu molekulu, coz mohlo byt zptisobeno
¢astecnym zadrzenim GGC ¢i GSH v injektovaném objemu vody, nebot’ oba analyty jsou velmi
polarni a byly rozpuStény ve vod¢, v samotném acetonitrilu nebyly rozpustné. Bylo vSak

otestovano rozpusténi obou analytli ve smési acetonitrilu a vody v pomérech 1:1 a 9:1 (v/v).
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Po rozpusténi standardi v poméru 1:1, acetonitril/voda, (v/v) doslo ke zlepseni, ale piky byly
stale rozmyté, avSak po rozpusténi standardd v poméru 9:1, acetonitril/voda, (v/v) doslo
ke zna¢nému zlepSeni tvaru pikl a tim i separace zminénych polarnich analytd, jako je GGC

a GSH. Dale byly testovany uz jen standardy rozpusténé v poméru 9:1, acetonitril/voda, (V/v).

Zminéna MF s 0,05 % TFA ve vodé¢ i acetonitrilu byla otestovana také na kolonach Ascentis
Express RP-Amide, Atlantis HILIC Silica, Waters XBridge HILIC, Chrommolith Performance
Si a SUPELCOSIL LC-SI, na téchto kolonach vsak zdaleka nebylo dosazeno tak dobrych
vysledku. Retence GGC i GSH byla nizka, na koloné Ascentis Express RP-Amide byly tyto
analyty eluovany s mrtvym retenénim ¢asem. Pouze na koloné¢ Waters XBridge HILIC byla

retence prijatelnd, avSak az pti velmi nizkém podilu vodné faze.

Na kolon¢ Chrommolith Performance Si byla testovana také MF skladajici se z vodného
roztoku 5 mmol/l HCOONH; a 0,1 % HCOOH ve vodé i acetonitrilu, mé&fena byla isokraticka
fada sobsahem vodné faze v MF vrozsahu 20-2 %. Bylo dosazeno dobré retence, ale
bez separace, proto byla otestovana MF skladajici se z vodného roztoku 5 mmol/l HCOONH4
a 0,2 % HCOOH ve vodé i acetonitrilu. Pfi tomto slozeni MF byla retence vyssi a jiz dochdzelo
k separaci GGC a GSH, avsak pfi niz§im podilu vodné faze dochazelo k iontové supresi. Stejna
MF byla otestovana také na kolonach Ascentis Express RP-Amide, Atlantis HILIC Silica,
Waters XBridge HILIC, ZIC-HILIC a SUPELCOSIL LC-SI, pticemz nejlepsich separaci bylo
dosazeno na kolonach Chrommolith Performance Si a ZIC-HILIC. Na kolon¢é Atlantis HILIC
Silica bylo dosazeno nejvyssi retence, na koloné Ascentis Express RP-Amide byly GGC a GSH
eluovany s mrtvym objemem. Na vSech kolonach dochazelo pfiniz§im podilu vodné faze
K iontové supresi. Na koloné Chrommolith Performance Si byla testovana také MF s 10 mmol/I
NH4HCOs3 ve vode a 0,2 % HCOOH v acetonitrilu, pii které byla zaznamenana dobra retence

GGC a GSH a zaroven dochazelo i k jejich separaci.

Na kolonach Ascentis Express RP-Amide, Atlantis HILIC Silica, Waters XBridge HILIC,
Chrommolith Performance Si, SUPELCOSIL LC-SI a ZIC-HILIC byla otestovana jiz diive
testovana MF skladajici se z vodného roztoku 5 mmol/l NHsHCO3 a acetonitrilu. Na vétsiné
kolon bylo dosazeno dobré retence, pfi¢emz nejlepsi retence byla zaznamenéana na koloné ZIC-
HILIC a nejhorsi na Ascentis Express RP-Amide. Tvar pikt byl lepsi nez u analyz standarda
rozpusténych ve vodé, ale horsi nez pfi pouziti MF 0,05 % TFA ve vodé i acetonitrilu.

Na koloné ZIC-HILIC byla otestovana také MF s 10 mmol/l NHsHCO3 ve vod¢ a acetonitril,
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retence byla podobna jako u 5 mmol/l koncentrace, avsak pfi niz§im podilu vodné faze byla

retence znacné vyssi.

Pro kazdou isokratickou analyzu byly vypoéteny reten¢ni faktory k GGC a GSH podle vzorce
(1). Cim vys§i retenéni faktor, tim vy$§i retence. Retenéni faktor analytu by mél byt alespoi
vys$§i nez 1, nebot’ pfi nizSich hodnotach by mohl eluovat spolu se solemi, coz by
pravdépodobné mélo negativni vliv na detekci hmotnostnim spektrometrem. Piehled k
pro standardy rozpusténé ve vodeé je uveden pro jednotlivé kolony a MF v pfilohach v tabulce 1.
Ptehled k pro standardy rozpusténé ve smési acetonitril/voda, 9:1, (v/v) je uveden pro jednotlivé
kolony a MF v ptilohach v tabulce 2, pro kolonu SUPELCOSIL LC-SI je piehled k uveden
v ptilohach v tabulce 3. Dale byly sestaveny grafy zavislosti log k na log ¢ (%) podle obecné
rovnice (2). Tyto zavislosti pro standardy rozpusténé ve vodé jsou uvedeny v piilohach
na obrazcich 24 a 25, pro standardy rozpusténé ve smési acetonitril/voda, 9:1, (v/v) jsou

uvedeny v piilohach na obrazcich 27-29.

4.2 Selekce kolon a mobilnich fazi

Na zaklad¢ predchoziho testovani byly selektovany kolony a MF, pii kterych bylo dosazeno
nejlepsich vysledkt separace GGC a GSH. Jedna se o separace na kolonach Chrommolith
Performance Si a ZIC-HILIC. Na kolon¢ ZIC-HILIC bylo dosazeno nejlepsi separace za vyuziti
MF s 0,05 % TFA ve vodé&/acetonitrilu (obrazek 9). Na kolon¢ Chrommolith Performance Si
bylo dosazeno nejlepsi separace za vyuziti MF s 10 mmol/l NH4HCO3 ve vodé a 0,2 % HCOOH
v acetonitrilu (obrazek 11). Na obou kolonach bylo dosazeno dobré separace za vyuziti MF
s 5 mmol/l HCOONH3 ve vodé¢ a 0,2 % HCOOH ve vodé/acetonitrilu (obrazky 10 a 12). MF
s 0,05 % TFA ve vodé/acetonitrilu netlumi tvorbu iontd ani pfi nizkém podilu vodné faze, coz

je vyhodou oproti dal§im zminénym MF.
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Obrazek 9: Isokraticka separace standardi GGC a GSH na kolon¢ ZIC-HILIC (150 x 2,1 mm, 3 um), 30 °C,
detekce MS v modu SIM, priitok 0,4 ml/min, MF s 0,05 % TFA ve vodé/acetonitrilu, 10 % vodné faze

P GGC+G SH | M51 +SIM(251) ESI Frag=100V Gain=1.0| 2022-03-25 14-03-14+01-00-05.dx

20 )‘\] GGC
|

10
08
06
04
02
Do__h_.nm.h.a.hh—..hm
05 10 15 20 25 30 35 40

00

Response [Counts]

a5

5 50 5. 80 65 70 75 80 85 2.0 95
Retention fime fmin]

PGGBC+GSH | MS1 +SIM(308) ES| Frag=100V Gain=1.0 | 2022-03-25 14-03-14+01-00-06.0x

. [\ GSH

Response [Courts]

0.0 brdrrmiin

05 10 15 20 25 30 35 40 45 £0 g5 80 s 70 75 8.0 25 2.0 95
Retention time [rin]

Obrazek 10: Isokraticka separace standardi GGC a GSH na koloné ZIC-HILIC (150 x 2,1 mm, 3 um), 30 °C,

detekce MS v moédu SIM, pratok 0,4 ml/min, MF s5mmol/l HCOONHs vevodé a 0,2% HCOOH
ve vodé/acetonitrilu, 16 % vodné faze
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Obrazek 11: Isokraticka separace standardit GGC a GSH na kolon¢ Chromolith Performance Si (100 x 4,6 mm),
30 °C, detekce MS v modu SIM, pratok 0,4 ml/min, MF s 10 mmol/l NHsHCO3 ve vodé a 0,2 % HCOOH
v acetonitrilu, 18 % vodné faze
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Obrazek 12: Isokraticka separace standardi GGC a GSH na koloné Chromolith Performance Si (100 x 4,6 mm),
30 °C, detekce MS v médu SIM, pritok 0,4 ml/min, MF s5 mmol/l HCOONH, ve vodé a 0,2 % HCOOH
ve vodé/acetonitrilu, 16 % vodné faze,

56



4.3 Optimalizace separace

Pro dalsi optimalizaci byly selektovany kolony ZIC-HILIC (150 x 2,1 mm, 3 um) a Chromolith
Performance Si (100 x 4,6 mm). Na téchto kolonach byly dale testovany vybrané MF
pro separaci Sirsi smési latek zahrnujici GGC, GSH, GSSG, cystin a aminokyseliny, ze kterych
se skladaji, tedy kyselina glutamova (Glu), cystein (Cys) a glycin (Gly). Uvedené dalsi latky
byly ptfiddny k GGC a GSH, protoze se s vysokou pravdépodobnosti mohou také nachazet
Vv biologickych vzorcich a pro spravnou kvantitativni analyzu by bylo nutné je uspeésné

separovat.

Pro kazdou isokratickou analyzu byly vypo¢teny retenéni faktory K jednotlivych analytt podle
vzorce (1). Cim vy$§i retenéni faktor, tim vy$si retence. Retenéni faktor analytu by mél byt
alespont vyssi nez 1, nebot’ pii niz§ich hodnotach by mohl eluovat spolu se solemi, coz by
pravdépodobné mélo negativni vliv na detekci hmotnostnim spektrometrem. Piehled retencnich
faktori k isokratickych analyz na kolon¢ ZIC-HILIC je uveden v ptilohach v tabulce 5, piehled
k isokratickych analyz na kolon¢ Chromolith Performance Si je uveden v pfilohach v tabulce 6.
Dale byly sestaveny grafy zavislosti log k nalog ¢ (%) podle obecné rovnice (2). Tyto zavislosti
jsou uvedeny pro kolonu ZIC-HILIC v pfilohach na obrazcich 30 a 32, pro kolonu Chromolith
Performance Si jsou uvedeny v piilohach na obrazcich 34, 36, 38, 40, 42. Parametry
jednotlivych regresnich kiivek jsou pro obé kolony uvedeny v ptilohach v tabulce 4.
Z vypoctenych k byly dale podle rovnice (3) vypocitany retencni poméry rij pro vSechny pary
analyt. Podle rovnice (4) byla vypoétena uc¢innost kolony n (teoreticky pocet pater) zvlast
pro kazdou MF. Hodnota rij pfedstavuje selektivitu latek i a j, ¢im je hodnota vyssi nez 1, tim
lepsi selektivita. Z vypoctenych hodnot reten¢nich faktorl, reten¢nich pomérti a ucinnosti
kolony bylo vypocteno rozliSeni Rs pro vSechny péry analytd. Rs rovnajici se hodnoté 1
odpovida 95 % separace latek z hlediska ptekryvu pikti, pti optimalizaci metody je povazovano
za dostatecné. Rs nabyvajici hodnoty vyssi nebo rovno 1,5 odpovida 99,7 % separace latek, tedy
separaci téméf na zakladni linii. Z vypoctenych hodnot Rs pro meétené isokratické rozmezi
¢ (%) byly sestrojeny okénkové diagramy, které umoznuji graficky posoudit Rs pfi raznych
¢ (%) dané MF. V okénkovych diagramech bylo hledano takové ¢ (%) dané MF, pfi kterém
dosahuji vSechny pary analytl hodnoty Rs alesponi 1. Jednotlivé okénkové diagramy budou

popsany nize, zvlast pro kolonu ZIC-HILIC a pro kolonu Chromolith Performance Si.
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Pro separaci vySe zminéné smési analytd na koloné¢ ZIC-HILIC byla testovana MF s 0,05 %
TFA ve vod¢ a acetonitrilu. Métena byla isokraticka fada v rozmezi 20-2 % vodné faze v MF.
Protoze je separace provadéna v HILIC modu, se snizujici se koncentraci vodné faze retence
latek obecné roste. Z okénkového diagramu na obrazku 31 v ptilohach je ziejmé, ze nejlepsiho
rozliseni GGC, GSH a aminokyselin Glu, Cys a Gly je mozno dosahnout pfiblizné pti 12 %
vodné faze v MF. Obtizné rozlisitelné pary byly zejména Cys/Gly a GGC/Glu a Gly/GGC, coz
odpovidé také chromatogramu uvedeném na obrazku 13. Pii 12 % vodné faze byla retence
cystinu a GSSG vysoka, reten¢ni ¢as GSSG byl dokonce vyss$i nez 30 min. Nicméné, jiz
pii 18 % vodné faze v MF byla zaznamenana uspésna separace GGC, GSH, cystinu a GSSG
za pomérn¢ kratky Cas (obrazek 14). Podobné separace bylo dosazeno také za vyuziti MF
s0,1 % DFA ve vodé i acetonitrilu. Z okénkového diagramu na obrazku 33 v ptilohach je
zfejmé, Ze nejlepsiho rozliSeni zminénych latek je moZzno dosdhnout opét asi pii 12 % vodné
faze, coz odpovidd chromatogramu uvedeném na obrazku 15. Obtizné rozliSitelné pary byly
opét zejména Cys/Gly a GGC/Glu a Gly/GGC. Pti pouziti 0,1 % DFA byla vsak retence GSSG
a cystinu velmi vysoka, obé¢ latky mély retencni ¢as vys$$i nez 20 min jiz pti 20 % vodné faze

vV MF. Z obrazka 13 a 15 je patrné, Ze Gly tvoii navic maly pik eluujici spolecné s Cys.

I>SMES| MS1 +SIM(122) ESI Frag=80V Gain=1.0 [>SMES| MS1 +SIM(241) ES| Frag=100V Gain=1.0
SMES | ME1 +5IM(308) E3I Frag=100V Gain=10  DSMES| MS1 +5IM(614) ESI Frag=120v Gain=1.0
x104

GSH
GGC Glu

Obrazek 13: Isokraticka separace standardi GGC, GSH, Gly, Cys a Glu na koloné ZIC-HILIC (150 x 2,1 mm,
3 um), 30 °C, detekce MS v mddu SIM, pritok 0,4 ml/min, MF s 0,05 % TFA ve vodé/acetonitrilu, 12 % vodné
faze
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Obriazek 14: Isokraticka separace standardi GGC, GSH, Gly, Cys, Glu, cystinu a GSSG na koloné ZIC-HILIC
(150 x 2,1 mm, 3um), 30°C, deteckce MS vmoddu SIM, pritok 0,4 ml/min, MF s0,05% TFA
ve vodé/acetonitrilu, 18 % vodné faze
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Obrazek 15: Isokraticka separace standardi GGC, GSH, Gly, Cys a Glu na koloné ZIC-HILIC (150 x 2,1 mm,
3 um), 30 °C, detekce MS v mddu SIM, prutok 0,4 ml/min, MF s 0,1 % DFA ve vodé&/acetonitrilu, 12 % vodné
faze
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Pro separaci smési GGC, GSH, Cys, Gly, Glu, cystinu a GSSG na kolon¢ Chromolith
Performance Si byla testovana MF s 5 mmol/l NHsHCO3 ve vodé a acetonitrilu, nékteré piky
vSak byly pomérné rozmyté nebo se vibec neseparovaly. Z okénkového diagramu
na obrazku 35 je zfejmé, ze optimalnich hodnot rozliSeni nebylo dosazeno, pticemz kritickymi
pary byly zejména Glu/GSH a GGC/Glu, ale také prvni pik Gly v paru s Cys. Prvni pik Gly mél
prakticky stejnou retenci v celém rozmezi ¢ (%), proto pro vétsi prehlednost nebyly s timto
pikem vytvafeny v tomto a ani v nadchazejicich okénkovych diagramech dalsi kiivky rozliseni,

nebot’ by byly shodné s kiivkami paru s cysteinem.

Dale byly testovany MF s 5 mmol/l NH4HCO3 ve vodé a 0,1 % ¢i 0,2 % HCOOH v acetonitrilu,
pfi vyuZiti téchto MF byla retence analytli mnohem vyssi, zejména pak retence cystinu a GSSG,
jejichz retencni Cas byl jiz pii ¢ = 18 % vys8i nez 30 min. Selektivita byla lepsi neZ u MF
bez ptidavku HCOOH v acetonitrilu, nicméné z obrazk 37 a 39 je ziejmé, ze optimalnich
hodnot rozliSeni nebylo dosazeno ani pro jednu ze zminénych MF s piidavkem HCOOH.

Kritickymi pary byly GGC/GSH, Cys/Glu a opét prvni pik Gly v paru s Cys pro obé MF.

Dale byla testovana MF s 2,5 mmol/l NHsHCO3 ve smési 60 % vody a 40 % acetonitrilu jako
vodna slozka a 2,5 mmol/l NHsHCO3 ve smési 90 % acetonitrilu a 10 % vody jako organicka
slozka. Z okénkového diagramu na obrazku 41 je zifejmé, ze optimalniho rozliSeni vSech latek
nebylo dosazeno ani pii tomto slozeni MF, kritickymi pary byly zejména GGC/GSH, Glu/GSH
a opét prvni pik Gly v paru Cys.

Lepsi selektivity a tvaru pik bylo dosazeno pii vyuziti MF s 10 mmol/l NHsHCO3 ve vodé
a5 mmol/l NHsHCO3 s 5 % vody v acetonitrilu (obrazek 16). Z okénkového diagramu
na obrazku 43 je zifejmée, ze optimalniho rozliSeni vSech latek také nebylo dosazeno, kritickymi

pary byly zejména Glu/GSH, Gly/Cystin a opé€t prvni pik Gly v paru s Cys.

U vSech zminénych MF testovanych na kolon¢ Chromolith Performance Si dochazelo k tvorbé
dvou pika pro glycin, pficemz jeden eluoval spole¢né s cysteinem, retencni Casy cysteinu
a prvniho pika glycinu se shodovaly prakticky v celém rozmezi ¢ (%) pro kazdou testovanou
MF. Druhy pik glycinu eluoval spolecné s cystinem, avSak za ur¢itych podminek dochéazelo
k jejich separaci. Separace glycinu byla tedy hlavnim nedostatkem kolony Chromolith
Performance Si oproti kolon¢ ZIC-HILIC. Navzdory nedostatktim Ize na této koloné¢ pomérné
dobie separovat GGC, GSH, Cys, cystin a GSSG pii vyuziti MF s 10 mmol/l NH4HCO3
ve vodé a 5 mmol/l NHsHCO3 s 5 % vody v acetonitrilu (obrazek 16).
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Obriazek 16: Isokraticka separace standarda GGC, GSH, Gly, Cys, Glu, cystinu a GSSG na kolon¢ Chromolith
Performance Si (100 x 4,6 mm), 30 °C, detekce MS v mddu SIM, pritok 0,4 ml/min, MF s 10 mmol/l NH4HCOs
ve vodé a 5 mmol/l NHsHCO3 s 5 % vody v acetonitrilu, 16 % vodné faze

Na zaklad€ porovnani separace GGC, GSH, Cys, Gly, Glu, cystinu a GSSG na kolonach
ZIC-HILIC a Chromolith Performance byla vyhodnocena kolona ZIC-HILIC s MF obsahujici
0,05 % TFA ve vodé a acetonitrilu jako nejlepsi dosazeny vysledek, nebot’ vykazuje dobré
retencni faktory i selektivitu jednotlivych latek, navic je mozno dosédhnout separace pomérné
za kratky ¢as. Na koloné¢ ZIC-HILIC s MF obsahujici 0,05 % TFA ve vod¢ a acetonitrilu byly
nasledné otestovany rizné kombinace linearnich gradientovych analyz s ¢asem separace 10, 15
a 20 minut. Pfehled parametri gradientovych separaci je uveden V pfilohach v tabulce 7.
Ptehled reten¢nich Cast jednotlivych analyth pfi téchto gradientovych separacich je uveden

v piilohach v tabulce 8, sitky pikt jsou uvedeny v tabulce 9.

Ze vsech testovanych kombinaci gradientovych analyz bylo dosaZeno nejleps$i separace
pii 12 % vodné faze na pocatku gradientu a 20 % na konci s celkovym ¢asem separace 15 min
(obrazek 17). ZvySenim koncového obsahu vodné faze pii gradientu na 24 % lze Cas separace
zkratit na 10 minut prakticky bez negativniho vlivu na rozliSeni (obrazek 18). Z téchto
chromatogramil je zfejmé, Ze ani pii vyuziti gradientové analyzy nékteré piky nejsou
separovany zcela, zejména pak pary Cys/Gly a GGC/Glu, nicméné tento nedostatek je

kompenzovan vysokou specifitou MS detekce.
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Obriazek 17: Gradientova separace standardi GGC, GSH, Gly, Cys, Glu, cystinu a GSSG na kolon¢ ZIC-HILIC

(150 x 2,1 mm, 3pum), 30°C, deteckce MS vmoddu SIM, pritok 0,4 ml/min,

MF s0,05% TFA

ve vodé/acetonitrilu, gradient 12-20 % vodné faze, ¢as separace 15 min
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Obrazek 18: Gradientova separace standardi GGC, GSH, Gly, Cys, Glu, cystinu a GSSG na koloné ZIC-HILIC

(150 x 2,1 mm, 3um), 30°C, deteckce MS v mddu SIM, pratok 0,4 ml/min,

MF s0,05% TFA

ve vodé/acetonitrilu, prutok 0,4 ml/min, gradient 12-24 % vodné faze, ¢as separace 10 min

62



5. DISKUSE

Vyvoj této separani metody provazelo n¢kolik komplikaci, jednou z nich bylo rozmyvani pikt
nebo az tvorba dvou pikt pro jednu a tu samou molekulu. Na kolon¢ ZIC-HILIC navic
dochazelo k nekorelované zavislosti reten¢nich faktord isokratické fady. Tyto jevy mohou byt
obecné zpusobeny nedostateCnou kondicionaci kolony, vramci experimenti vSak byla
kondicionace kolony provedena minimdln¢ deseti mrtvymi objemy mobilni faze a Ize ji tak
povazovat za dostate¢nou. Dalsi pficinou mohlo byt zadrzovani molekul analytu
Vv injektovaném objemu vody, nebot’ GGC i GSH jsou velmi polarni. Standardy GGC i GSH
byly rozpustény ve vod¢, v samotném acetonitrilu nebyly rozpustné. Proto bylo otestovano
rozpu$téni téchto standardit ve smési acetonitrilu a vody vpomérech 1:1 a 9:1 (v/v).
Po rozpusténi standardti ve smési acetonitril/voda, 1:1, (v/v) doslo ¢aste¢né ke zlepSeni, ale
piky byly stale pomérné rozmyté. Po rozpusténi standardii ve smési acetonitril/voda, 9:1, (v/v)
doslo ke zna¢nému zlepSeni tvaru piki a tim i1 separace GGC a GSH a na kolon¢ ZIC-HILIC
vedl tento krok také k docileni korelace reten¢nich faktori isokratické fady. Z obrazka 19-21 a
22-23 je patrny vliv slozeni rozpoustédla, ve kterém byly standardy GGC a GSH rozpustény,

na tvar jejich pikt a separaci.

Response [Counts)

Response (Counts)

Obrazek 19: Isokraticka separace standardi GGC a GSH na koloné ZIC-HILIC (150 x 2,1 mm, 3 um), 30 °C,

detekce MS v modu SIM, pritok 0,4 ml/min, MF s 0,05 % TFA ve vodé/acetonitrilu, 14 % vodné faze, standardy
rozpustény ve vodée
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Obriazek 20: Isokratickd separace standardiit GGC a GSH na kolon¢ ZIC-HILIC (150 x 2,1 mm, 3 pm), 30 °C,
detekce MS v médu SIM, pritok 0,4 ml/min, MF s 0,05 % TFA ve vodé/acetonitrilu, 14 % vodné faze, standardy

rozpustény ve vodé/acetonitril, 1:1 (v/v)
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Obrazek 21: Isokraticka separace standardi GGC a GSH na koloné¢ ZIC-HILIC (150 x 2,1 mm, 3 um), 30 °C,
detekce MS v médu SIM, pritok 0,4 ml/min, MF s 0,05 % TFA ve vodé/acetonitrilu, 14 % vodné faze, standardy

rozpustény ve vodé/acetonitril, 1:9 (v/v)
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Obrazek 22: Isokratickd separace standardiit GGC a GSH na kolon¢ ZIC-HILIC (150 x 2,1 mm, 3 pm), 30 °C,

detekce MS v médu SIM, pritok 0,4 ml/min, MF s 0,05 % TFA ve vodé/acetonitrilu, 10 % vodné faze, standardy
rozpustény ve vodé
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Obrazek 23: Isokraticka separace standardi GGC a GSH na koloné ZIC-HILIC (150 x 2,1 mm, 3 um), 30 °C,

detekce MS v modu SIM, priitok 0,4 ml/min, MF s 0,05 % TFA ve vodé/acetonitrilu, 10 % vodné faze, standardy
rozpustény ve vodé/acetonitrilu, 1:9 (v/v)
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Na ostatnich testovanych kolondch, vcetné kolony Chromolith Peformance Si, neposkytovala
MF s 0,05 % TFA ve vodé a acetonitrilu dobrou retenci. Bylo tedy vyuzivano jinych aditiv,
naptfiklad HCOOH. Piidani této kyseliny i1 k organické slozce MF (acetonitrilu) vedlo
ke zlepseni tvaru pikt, nicméné vyuziti samotné HCOOH v MF nevedlo k uspokojivé separaci.
Nektera aditiva umozilujici separaci vSak nebyla rozpustna v acetonitrilu. Byla tedy pfidavana
pouze do vodné faze MF, coz vsak pti vyuziti naptiklad samotného NH4HCO3 ve vodné fazi
bylo pii¢inou horsiho tvaru pikti a tim i niz§iho rozliSeni. Navazku NH4HCO3 pro pfipravu
roztoku o koncentraci 5 mmol/l se v§ak podafilo plné rozpustit ve smési 95 % acetonitrilu a 5 %
vody. Vyuziti této organické faze v MF vedlo ke zna¢nému zlepSeni tvaru pikd na koloné

Chrommolith Peformance Si a tim i k lepsi separaci.

Dalsi komplikaci byla rozpustnost standardd, naptiklad cystin a Glu nebyly rozpustné ani
ve vodé. Sigma-Aldrich uvadi rozpustnost obou molekul v 1 M HCI. Tato kyselina vSak neni
vhodna pro MS detekei, nebot’ tlumi tvorbu iontl. Cystin byl nakonec rozpustén v 10 % TFA
a Glu v 10 mmol/l NHsHCOz. Dalsi problém se tykal iontové suprese a poklesu intenzity
signalu, zejména ve skenovacim modu MS. Toto miZe byt zplisobeno ptitomnosti velkého
mnozstvi aditiv v MF, ale také postupnym zneciSténim rozhrani ESI-MS. Proto je vhodné
vyuzivat mirné koncentrace aditiv v MF a pravidelné¢ Cistit rozhrani ESI-MS alesponi jedenkrat

do mésice, v zavislosti na pracovnim vytizeni této instrumentace ¢i typu analyzovanych vzorkda.

Po vyteSeni vySe zminénych komplikaci byla pro separaci GGC, GSH, GSSG, Gly, Glu, Cys
acystinu s gradientovou eluci (na zakladé porovnani kolon ZIC-HILIC a Chromolith
Performance Si) zvolena kolona ZIC-HILIC a MF s 0,05 % TFA ve vod¢ a acetonitrilu. Hlavni
nevyhodou kolony Chromolith Performance Si byla tvorba dvou pikl pro glycin (se znacné
odliSnymi reten¢nimi faktory), ale také horsi separace ostatnich latek. Dalsi nevyhodou (vyse
popsanou) byla nutnost vyuziti aditiva $patné rozpustného v acetonitrilu, vlivem téchto aditiv
také dochazelo k iontové supresi pfi nizSim podilu vodné faze, k ¢emuz pti vyuziti MF s 0,05 %

TFA ve vodé a acetonitrilu nedochazelo.

Gradientovou eluci 1ze obecné dosahnout uzsich piki a tim 1 vyssi citlivosti detekce. Vyhodou
je také moznost zkraceni doby separace, coz je mozno vidét na obrazcich 17 a 18 ve vysledkové
¢asti. Vyuzitim gradientu s linedrni zménou ¢ (%) v rozmezi 12-24 bylo dosazeno dobré

separace klicovych latek béhem 10 min.
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6. ZAVER

Glutathion je tripeptid skladajici se z aminokyselin glycinu, cysteinu a glutamatu. Zvlastnosti
tohoto tripeptidu je spojeni postranni karboxylové skupiny glutamatu (v gama pozici)
s aminoskupinou cysteinu, tuto vazbu totiz vétSina proteaz ¢i peptidaz nedokaze hydrolyzovat.
GSH se ptirozen¢ vyskytuje u bakterii, rostlin 1 zivoc€ichi, je syntetizovan v cytosolu bunék
béhem dvou enzymaticky katalyzovanych reakci. GSH plni v buiice mnoho dilezitych funkei,
jako jsou detoxifikace toxickych elektrofild, tézkych kovi ¢i neutralizace volnych radikali
a reaktivnich slou¢enin kysliku. GSH je nejvyznamnéjsi nizkomolekularni antioxidant v téle,
mimo jiné se ucastni také metabolismu xenobiotik. VySe zminéné funkce jsou zajiStovany
reduk¢énimi ¢i konjugacnimi reakcemi s GSH, tyto reakce jsou zprostredkovany thiolovou
skupinou cysteinu a enzymaticky katalyzovany. GSH se vyskytuje také ve formé
glutathiondisulfidu (GSSG). Pomér obou forem glutathionu slouzi jako vyznamny indikator
oxidacniho stresu a mize slouzit také jako biomarker mnoha onemocnéni ¢i poruch, jako jsou
rakovina, diabetes, selhani ledvin, zapal plic, cysticka fibroza, neurodegenerativni poruchy,
infekce jater a v neposledni fad¢ také otravy xenobiotiky ¢i tézkymi kovy. Béhem vyse
zminénych patologickych stavii dochazi ke snizeni hladin GSH, moZnost navysit hladiny GSH
ma tedy Siroky terapeuticky potencial. Jedinym dosud provéfenym zplsobem umoZiujicim

navysit hladiny GSH nad homeostatickou uroven je suplementace GGC.

Pro spolehlivé simultanni stanoveni GGC, GSH a dalSich jeho metabolitl, je tfeba vyuZit
citlivych, selektivnich a specifickych metod, jako je HPLC-MS. Pfed samotnou analyzou touto
technikou je vSak nutné vzorek fadné zpracovat. Za ucelem umoznéni FL detekce, separace
na RP ¢i zvySeni citlivosti MS detekce je mozné vyuzit derivatizace. AvSak derivatizace $irsi
smési stanovovanych latek miize byt pomérné komplikovana a také casové naro¢na, z téchto
divodt miize byt preferovano stanoveni bez derivatizace. Separace metaboliti GSH na RP
bez vyuziti derivatizace prakticky neni mozna z divodu vysoké polarity téchto latek, proto je

vhodné vyuzit separace v médu HILIC.

Hlavnim cilem experimentdlni casti této diplomové prace byla separace GSH a GGC
bez vyuziti derivatizace. Za ucelem této separace bylo otestovano nékolik kolon a rtzné
kombinace MF, zejména v médu HILIC. Byla porovnavana retence béhem isokratickych
analyz nakolonach Ascentis Express RP-Amide, Atlantis HILIC Silica, Waters XBridge
HILIC, Chrommolith Performance Si, SUPELCOSIL LC-Sl a ZIC-HILIC. Optimalni separace
GGC a GSH bylo dosazeno na kolonach Chrommolith Performance Si a ZIC-HILIC, které byly
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dale porovnavany z hlediska separace GSH, GSSG, GGC, Gly, Glu, Cys a cystinu. Jednozna¢né
lepsich vysledkil bylo dosazeno na koloné¢ ZIC-HILIC 150 x 2,1 mm, 3 um (Merck, Darmstadt,
Némecko) za vyuziti MF s 0,05 % TFA ve vodé¢/acetonitrilu. Separace GSH, GSSG, GGC, Gly,
Glu, Cys a cystinu na kolon¢ ZIC-HILIC byla dale optimalizovana vyuzitim linearniho
gradientu se zménou ¢ (%) 12-24 vodné faze s Casem separace 10 minut. Tato metoda separace
muze nalézt vyuziti pfi stanoveni $ir$i smési metabolitt GSH technikou HPLC-MS s vys§imi
naroky na selektivitu, nebot’ jiné HPLC-MS metody, které nevyuzivaji derivatizace, jsou
zamétfeny pouze na separaci a stanoveni GSH a GSSG, nebo naopak pfi stanoveni Sirsi smési

postradaji fundamentalni separaci.
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7. PRILOHY
7.1 Tabulky

Tabulka 1: Porovnani kolon a mobilnich fazi dle hodnot retenénich faktora pro standardy GGC a GSH
rozpusténé ve vodé

Mobilni faze Kolona

0,1 % HCOOH ve vodé a

Atlantis HILIC Silica

Ascentis Express RP-

Waters XBridge

Chromolith

acetonitrilu Amide Performance Si

podil vodné faze (%) k GGC k GSH k GGC k GSH k GGC k GSH k GGC k GSH
20 311 3,15 - - 0,92 0,99 0,83 0,87
18 3,25 3,69 - - 0,90 1,14 0,99 1,13
16 5,08 5,32 - - 1,17 1,40 1,35 1,52
14 7,14 7,51 - - 151 2,18 191 2,14
12 10,61 11,21 - - 2,02 3,14 2,87 3,22
10 - - - - 3,05 4,84 - -

5 mmol/l NH;HCO3 Ascentis Express RP- Chromolith

Atlantis HILIC Silica

Waters XBridge

ve vodé a acetonitril Amide Performance Si

podil vodné faze (%) k GGC k GSH k GGC k GSH k GGC k GSH k GGC k GSH
20 0,17 0,28 - - 0,13 0,14 0,47 0,60
18 0,26 0,31 - - 0,13 0,15 0,13 0,18
16 - - - - 0,30 0,44 0,16 0,21
14 0,36 0,39 - - 0,53 0,71 0,68 0,97
12 - - - - 0,76 1,84 0,39 1,20
10 - - - - 2,49 4,72 1,67 3,30

10 mmol/l NH,;HCO; Ascentis Express RP- Chromolith

Atlantis HILIC Silica

Waters XBridge

ve vodé a acetonitril Amide Performance Si

podil vodné faze (%) k GGC k GSH k GGC k GSH k GGC k GSH k GGC k GSH
20 - - - - 0,27 0,42 0,13 0,22
18 - - - - 0,28 0,35 0,08 0,20
16 - - - - 0,48 0,67 0,14 0,28
14 - - - - 0,69 1,26 0,33 0,76
12 - - - - 1,42 2,67 0,89 1,69
10 - - - - 3,42 6,03 2,22 4,06

20 mmol/l NH;HCO3 Ascentis Express RP- Chromolith

Atlantis HILIC Silica

Waters XBridge

ve vodé a acetonitril Amide Performance Si

podil vodné faze (%) k GGC k GSH k GGC k GSH k GGC k GSH k GGC k GSH
20 - - - - 0,57 0,80 0,09 0,18
18 - - - - 0,56 0,76 0,37 0,61
16 - - - - 0,77 1,24 0,70 1,15
14 - - - - 1,36 2,20 1,22 2,01
12 - - - - 2,55 4,04 2,22 3,71
10 - - - - 5,07 8,60 - -
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Tabulka 2: Porovnani kolon a mobilnich fazi dle hodnot retenénich faktora pro standardy GGC a GSH
rozpusténé ve smési acetonitril/voda, 9:1, (v/v)

Mobilni faze Kolona
5 mmol/l HCOONHj, ve vodé . . .
Atlantis Ascentis Express . Chromolith
a0,2 % HCOOH ve vodé a . . Waters XBridge . ZIC-HILIC
L HILIC Silica RP-Amide Performance Si
acetonitrilu
k k k k k k k k k k
podil vodné fize (%)
GGC | GSH GGC GSH GGC GSH GGC GSH GGC GSH
20 2,60 2,85 -0,12 -0,12 1,38 1,51 0,96 1,04 0,87 1,16
18 3,77 | 417 0,07 0,03 1,93 2,12 1,35 151 1,00 1,38
16 5,98 6,79 0,58 0,53 2,90 3,08 2,12 2,41 2,74 4,05
14 10,43 | 12,04 0,97 0,97 4,75 5,10 3,68 4,30 - -
12 - - - - - - - - - -
10 - - - - - - - - - -
5 mmol/l NH;HCO; ve vodé Atlantis Ascentis Express . Chromolith
o N i Waters XBridge ] ZIC-HILIC
a acetonitril HILIC Silica RP-Amide Performance Si
k k k k k k k k k k
podil vodné faze (%)
GGC | GSH GGC GSH GGC GSH GGC GSH GGC GSH
20 -0,11 | 0,11 -0,18 -0,16 0,02 0,05 0,06 0,08 0,99 1,29
18 0,09 0,17 -0,17 -0,10 0,04 0,07 0,13 0,19 0,98 1,27
16 0,17 0,43 -0,18 -0,01 0,07 0,19 0,08 0,16 1,44 2,04
14 0,46 0,98 0,01 0,02 0,22 0,51 0,93 1,24 2,61 3,79
12 1,06 2,10 0,07 0,33 0,62 1,14 0,90 141 5,30 7,99
10 3,00 5,83 1,12 2,13 1,63 2,67 1,93 3,65 12,53 | 19,33
8 - - - - 5,73 9,29 - - - -
0,05 % TFA ve vodé a Atlantis Ascentis Express . Chromolith
L . . Waters XBridge . ZIC-HILIC
acetonitrilu HILIC Silica RP-Amide Performance Si
k k k k k k k k k k
podil vodné faze (%)
GGC | GSH GGC GSH GGC GSH GGC GSH GGC GSH
20 0,10 0,12 -0,09 -0,09 0,30 0,36 0,11 0,14 0,78 1,06
18 0,11 0,17 -0,10 -0,10 0,33 0,38 0,08 0,11 0,61 0,82
16 0,14 | 0,21 -0,11 -0,11 0,34 0,42 0,09 0,13 0,64 0,90
14 0,18 0,27 -0,10 -0,10 0,40 0,47 0,10 0,14 0,71 1,06
12 024 | 0,34 -0,10 -0,10 0,50 0,65 0,11 0,15 0,90 1,46
10 0,33 0,45 -0,11 -0,11 0,58 0,77 0,13 0,17 1,24 2,43
8 - - - - 0,75 0,95 0,15 0,20 3,39 6,11
6 - - - - 1,07 1,45 0,17 0,10 5,06 9,90
4 - - - - 1,82 2,33 0,21 0,32 10,04 -
2 - - - - 2,89 3,92 0,31 0,43 15,33 -

70




Tabulka 3: Reten¢ni faktory pro kolonu SUPELCOSIL, standardy GGC a GSH rozpustény ve smési
acetonitril/voda, 9:1, (v/v)

Supelcosil 5 mmol/l HCOONH;, ve vodé a 0,2 % 5 mmol/l NHHCO; ve vodé 0,05 % TFA ve vodé a
HCOOH ve vodé a acetonitrilu a acetonitril acetonitrilu
podil vodné faze (%) k GGC k GSH k GGC k GSH k GGC k GSH
50 0,06 0,12 -0,14 -0,10 0,67 0,68
40 0,14 0,25 0,06 0,07 0,81 0,84
30 0,48 0,73 0,17 0,34 1,03 1,11
28 0,60 0,87 0,24 0,44 1,07 1,18
26 0,82 1,10 0,37 0,69 - -
24 1,11 1,49 0,64 1,09 - -
22 1,63 2,21 0,95 1,59 - -
20 2,25 3,12 1,64 2,74 - -

Tabulka 4: Parametry regresnich piimek zavislosti logaritmu isokratického reten¢niho faktoru (log ki)
na logaritmu procentualni koncentrace vodné faze v mobilni fazi (log ) na kolonach ZIC-HILIC
a Chromolith Performace Si vypoétené pro GGC, GSH, Cys, Gly, Glu, cystin a GSSG

ZIC-HILIC; MF s 0,05 % TFA ve vodé/acetonitrilu
GGC GSH Cys Gly Glu Cystin GSSG
smérnice -1,5924 -2,1888 -0,8246 -0,8288 -1,3540 -2,6278 -4,1071
asek 1,8927 2,7346 0,8275 0,9361 1,7090 3,9124 5,9060
R? 0,9660 0,9963 0,9618 0,9828 0,9686 0,9941 0,9878
ZIC-HILIC; MF s 0,1 % DFA ve vodé/acetonitrilu
GGC GSH Cys Gly Glu Cystin GSSG
smérnice -1,4413 -2,6568 -1,3134 -2,2321 -2,0054 - -
asek 1,9194 3,5767 1,6952 2,9309 2,7488 - -
R? 0,9759 0,9884 0,9822 0,9853 0,9931 - -
Chromolith Performance Si; MF s 2,5 mmol/l NH,HCOj; ve vodé/acetonitrilu
GGC GSH Cys Gly Glu Cystin GSSG
smérnice -4,8601 -5,0495 -2,0841 -3,0257 -4,1881 -2,3678 -8,4163
asek 5,2451 5,7062 2,3668 4,2491 4,7066 3,3264 10,2754
R? 0,9862 0,9963 0,9750 0,9880 0,9929 0,8857 0,9863
Chromolith Performance Si; MF s 5 mmol/l NH;HCO; ve vodé a 0,2 % HCOOH v acetonitrilu
GGC GSH Cys Gly Glu Cystin GSSG
smérnice -2,6490 -2,8703 -2,2364 -2,6757 -2,4785 - -
asek 3,3633 3,6615 2,8035 3,5624 3,1052 - -
R? 0,9969 0,9919 0,9910 0,9965 0,9909 - -
Chromolith Performance Si; MF s 5 mmol/l NHsHCO; ve vodé a 0,1 % HCOOH v acetonitrilu
GGC GSH Cys Gly Glu Cystin GSSG
smérnice -2,8563 -2,7922 -2,2425 -2,6587 -2,5113 - -
usek 3,6653 3,6191 2,8341 3,5846 3,1836 - -
R? 0,9974 0,9992 0,9939 0,9967 0,9933 - -
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Chromolith Performance Si; MF s 5 mmol/l NH;HCO; ve vodé a acetonitril

GGC GSH Cys Gly Glu Cystin GSSG

smérnice -4,7125 -5,3842 -2,3757 -2,8048 -3,8979 -2,9127 -6,3589
usek 4,8273 5,8087 2,9365 3,9361 4,1965 41172 7,4646
R? 0,9812 0,9730 0,9875 0,9986 0,9841 0,9705 0,9878

Chromolith Performance Si; 10 mmo

I/ NHsHCOj; ve vodé a 5 mmol/l NHAHCO3 s 5 % vody v acetonitrilu

GGC GSH Cys Gly Glu Cystin GSSG
smérnice -4,6540 -4,7856 1,2402 -2,1294 -4,0196 -2,5579 -
usek 4,9558 5,2998 1,4300 3,0043 4,4660 3,5161 -
R? 0,9715 0,9830 0,9938 0,9978 0,9753 0,9980 -

Tabulka 5: Reten¢ni faktory GGC, GSH, Cys, Gly, Glu, cystinu a GSSG pro riizné mobilni faze na koloné

ZIC-HILIC

ZIC-HILIC; MF s 0,05 % TFA ve vodé/acetonitrilu

% vodné faze v MF k GGC k GSH k Cys k Gly k Glu k Cystin k GSSG
20 0,63 0,86 0,57 0,73 0,86 3,39 3,92
18 0,70 0,93 0,62 0,73 0,89 3,88 5,19
16 0,84 1,18 0,62 0,83 1,07 5,39 8,83
14 1,06 1,60 0,71 0,96 1,34 7,77 16,53
12 1,45 2,25 0,84 1,14 1,77 11,93 -
10 2,12 3,58 1,01 1,36 2,43 19,90 -

8 3,32 5,97 1,26 1,62 3,51 - -

6 6,21 11,95 1,75 2,07 5,79 - -

4 11,55 24,27 2,69 2,48 9,85 - -

2 17,11 - 3,05 2,87 14,29 - -
ZIC-HILIC; MF s 0,1 % DFA ve vodé/acetonitrilu

% vodné faze v MF k GGC k GSH k Cys k Gly k Glu k Cystin k GSSG
20 1,10 1,53 1,00 1,29 1,53 - -
18 1,13 1,66 1,04 1,32 1,65 - -
16 151 2,19 1,24 1,62 2,01 - -
14 1,96 3,15 1,60 2,09 2,65 - -
12 2,44 4,86 1,85 2,97 3,73 - -
10 3,57 9,31 2,80 5,56 6,18 - -

8 3,96 15,04 3,24 7,89 8,71 - -
6 573 4,38 16,78 15,12 - -
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Tabulka 6: Reten¢ni faktory GGC, GSH, Cys, Gly, Glu, cystinu a GSSG pro riizné mobilni fize na koloné
Chromolith Performace Si

Chromolith Performance Si; MF s 2,5 mmol/l NH;HCO; ve vodé/acetonitrilu

% vodné faze v MF k GGC k GSH k Cys k Gly k Glu k Cystin k GSSG
20 -0,01 0,13 0,74 1,90 0,21 2,41 0,17
19 0,10 0,19 0,67 2,52 0,22 1,76 0,36
18 0,18 0,21 0,74 2,93 0,28 2,05 0,61
17 0,19 0,29 0,79 341 0,35 2,59 0,86
16 0,21 0,43 0,92 4,06 0,47 2,58 1,39
15 0,30 0,64 1,09 4,88 0,52 3,13 2,33
14 0,43 0,90 1,26 5,89 0,74 3,98 3,97
13 0,66 1,25 1,52 - 1,09 5,15 -
12 1,00 1,87 1,76 - 1,63 6,73 -
11 1,55 2,62 2,07 - 2,30 - -
10 2,69 4,34 2,85 - 3,44 - -

Chromolith Performance Si; MF s 5 mmol/l NH;HCO; ve vodé a 0,2 % HCOOH v acetonitrilu

% vodné faze v MF k GGC k GSH k Cys k Gly k Glu k Cystin k GSSG
20 0,85 0,90 0,83 1,25 0,81 3,62 3,67
18 1,03 1,10 0,96 1,57 0,95 5,30 5,99
16 1,47 1,56 1,24 2,12 1,26 - -
14 2,18 2,26 1,72 3,09 1,82 - -
12 3,16 3,85 2,54 4,86 2,80 - -

Chromolith Performance Si; MF s 5 mmol/l NH;HCO; ve vodé a 0,1 % HCOOH v acetonitrilu

% vodné faze v MF k GGC k GSH k Cys k Gly k Glu k Cystin k GSSG
20 0,90 0,96 0,85 1,37 0,85 3,83 3,97
18 1,22 1,32 1,05 1,79 1,09 5,74 6,73
16 1,60 1,77 1,29 2,30 1,36 - -
14 2,50 2,66 1,80 3,40 1,98 - -
12 3,86 4,01 2,68 5,34 3,09 - -

Chromolith Performance Si; MF s 5 mmol/l NH;HCO3 ve vodé a acetonitril

% vodné faze v MF k GGC k GSH k Cys k Gly k Glu k Cystin k GSSG

20 -0,04 0,04 0,80 1,91 0,15 2,29 0,18
18 0,01 0,18 0,91 2,66 0,22 2,69 0,29
16 0,18 0,21 1,12 3,62 0,33 3,83 0,51
14 0,22 0,49 1,49 5,23 0,39 6,38 1,61
12 0,46 1,05 2,17 - 0,86 - 4,24
10 1,33 2,61 3,63 - 2,07 - -

8 4,10 7,87 6,82 - 5,47 - -

Chromolith Performance Si; MF s 5 mmol/l NH;HCO; ve vodé a acetonitril

% vodné fize v MF k GGC k GSH k Cys k Gly k Glu k Cystin k GSSG
16 -0,04 0,04 0,80 1,91 0,15 2,29 0,18
14 0,01 018 091 2,66 0,22 2,69 0,29
12 0,18 021 112 3,62 033 3,83 051
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Tabulka 7: Prehled testovanych gradientovych analyz na koloné ZIC-HILIC

Gradient | @p (%) vodné faze | @k (%) vodné faze | tg (min) | Vg (ml) B (ml?)
10 4 3,33

1 8 20 15 6 2,22
20 8 1,67

10 4 2,78

2 10 20 15 6 1,85
20 8 1,39

10 4 2,22

3 12 20 15 6 1,48
20 8 1,11

10 4 1,67

4 14 20 15 6 1,11
20 8 0,83

10 4 2,78

5 8 18 15 6 1,85
20 8 1,39

10 4 2,22

6 8 16 15 6 1,48
20 8 1,11

10 4 1,67

7 10 16 15 6 1,11
20 8 0,83

10 4 1,11

8 10 14 15 6 0,74
20 8 0,56

10 4 1,67

9 12 18 15 6 1,11
20 8 0,83

10 4 2,78

10 12 22 15 6 1,85
20 8 1,39

11 11 22 15 6 2,04
12 13 22 15 6 1,67
15 6 2,22

13 12 24

10 4 3,33
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Tabulka 8: Prehled retenénich ¢asi GGC, GSH, Cys, Gly, Glu, cystinu a GSSG u gradientovych analyz

Gradient | ty(min) | trGly | trCys | trGlu tr Cystin tr GGC tr GSH tr GSSG

10 2,35 2,01 3,90 - 3,73 5,17 -

1 15 2,36 2,01 3,95 12,35 3,81 5,37 -
20 2,35 2,02 3,97 13,70 3,81 5,49 18,79
10 2,08 1,78 2,99 9,43 2,69 3,86 -

2 15 2,08 1,78 2,98 10,62 2,69 3,87 14,64
20 2,10 1,79 3,02 11,56 2,72 3,93 17,00
10 1,90 1,64 2,46 8,20 2,17 2,90 -

3 15 1,89 1,65 2,44 8,78 2,15 2,89 12,79
20 1,90 1,64 2,46 9,20 2,17 2,90 14,25
10 1,75 1,53 2,03 6,72 1,83 2,30 9,30

4 15 1,75 1,54 2,09 6,96 1,84 2,30 10,31
20 1,74 1,54 2,09 7,12 1,84 2,30 10,99
10 2,35 2,02 3,91 - 3,73 5,24 -

5 15 2,36 2,09 3,96 13,09 3,81 5,44 12,41
20 2,35 2,01 3,94 14,57 3,80 5,52 -
10 2,34 2,00 3,92 - 3,73 5,32 -

6 15 2,34 1,99 3,92 14,29 3,74 5,47 -
20 2,35 2,01 3,93 15,69 3,76 5,59 16,56
10 2,08 1,77 3,00 - 2,70 3,89 -

7 15 2,08 1,78 2,99 12,08 2,69 3,89 12,63
20 2,08 1,77 3,00 12,84 2,70 3,89 -
10 2,07 1,77 2,97 - 2,67 3,84 -

8 15 2,07 1,77 2,96 13,01 2,67 3,85 -
20 2,07 1,77 2,96 13,68 2,67 3,84 15,56
10 1,89 1,63 2,44 8,55 2,15 2,87 -

9 15 1,89 1,64 2,44 9,22 2,16 2,89 14,14
20 1,89 1,64 2,43 9,51 2,15 2,87 15,62
10 1,88 1,63 2,42 7,68 2,14 2,85 -

10 15 1,88 1,63 2,42 8,31 2,14 2,86 11,61
20 1,89 1,63 2,43 8,77 2,14 2,87 12,96

11 15 1,99 1,70 2,69 9,27 2,41 3,34 12,60

12 15 1,81 1,58 2,24 7,55 1,96 2,55 10,69
15 1,88 1,64 2,43 8,09 2,14 2,86 10,87

13 10 1,89 1,63 2,43 7,41 2,14 2,86 9,30
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Tabulka 9: Prehled Sifek piki GGC, GSH, Cys, Gly, Glu, cystinu a GSSG u gradientovych analyz

Gradient | ty(min) | wGly | wCys | wGlu w Cystin w GGC w GSH w GSSG
10 0,97 0,58 0,76 - 0,73 0,81 -
1 15 1,00 0,61 0,83 0,86 0,87 0,80 -
20 0,95 0,73 0,78 1,26 0,81 0,93 1,08
10 0,83 0,54 0,62 0,70 0,66 0,79 -
2 15 0,83 0,54 0,62 0,70 0,66 0,79 0,78
20 1,14 0,59 0,75 1,01 0,83 1,01 1,21
10 0,74 0,46 0,58 0,94 0,54 0,67 -
3 15 0,71 0,52 0,56 1,00 0,60 0,66 0,91
20 0,78 0,59 0,71 1,17 0,72 0,73 1,31
10 0,61 0,34 0,40 0,71 0,46 0,53 0,79
4 15 0,61 0,40 0,39 0,92 0,45 0,55 1,00
20 0,85 0,37 0,54 1,15 0,47 0,64 1,44
10 0,66 0,47 0,59 - 0,59 0,62 -
5 15 0,78 0,51 0,56 0,78 0,73 0,70 1,79
20 0,81 0,48 0,76 1,26 0,96 0,96 -
10 0,77 0,52 0,74 - 0,69 0,77 -
6 15 0,76 0,60 0,73 1,03 0,76 0,77 -
20 0,91 0,61 0,85 1,20 0,85 0,91 2,04
10 0,68 0,38 0,57 - 0,64 0,54 -
7 15 0,81 0,47 0,66 0,97 0,57 0,59 1,69
20 0,86 0,45 0,70 1,20 0,66 0,76 -
10 0,73 0,41 0,51 - 0,64 0,54 -
8 15 0,72 0,46 0,57 1,10 0,57 0,71 -
20 0,90 0,42 0,61 1,26 0,63 0,76 2,36
10 0,56 0,32 0,47 0,66 0,40 0,48 -
9 15 0,61 0,37 0,50 1,08 0,42 0,50 0,93
20 0,61 0,35 0,53 1,13 0,48 0,55 1,16
10 0,58 0,33 0,49 0,61 0,42 0,52 0,32
10 15 0,61 0,35 0,49 0,72 0,42 0,55 0,78
20 0,69 0,35 0,50 0,76 0,51 0,65 0,96
11 15 0,63 0,41 0,61 0,79 0,61 0,64 0,84
12 15 0,59 0,42 0,43 0,74 0,50 0,59 0,90
13 15 0,69 0,39 0,48 0,76 0,54 0,61 0,84
10 0,61 0,36 0,45 0,62 0,48 0,62 0,64
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Obrazek 24: Zavislost retence (logk;) standardi GGC a GSH na koncentraci vody v MF (log ¢) b&éhem
isokratickych analyz na kolonach Atlantis HILIC Silica (A), Waters XBridge HILIC (B), Chrommolith
Performance Si (C), SUPELCOSIL LC-SI (D); 30 °C, detekce MS v méodu SIM, prutok 0,4 ml/min, MF s 0,1 %
HCOOH ve vodé/acetonitrilu, standardy rozpustény ve vodé
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Obrazek 25: Zavislost retence (log ki) standardd GGC a GSH na koncentraci vody v MF (log ¢) béhem
isokratickych analyz na kolonach Waters XBridge HILIC (A, B, C) a Chrommolith Performance Si (D, E, F);
30 °C, detekce MS v modu SIM, prutok 0,4 ml/min, MF s 5 mmol/l (A, D), 10 mmol/l (B, E) a 20 mmol/l (C, F)

NH4HCOs ve vodé a acetonitril, standardy rozpustény ve vodé
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Obriazek 26: Vliv koncentrace NH4sHCO; ve vodné fazi MF na retenci standardi GGC a GSH na koloné
Chrommolith Performance Si (A) a na koloné Waters XBridge HILIC (B); 30 °C, detekce MS v modu SIM, pritok
0,4 ml/min, MF s 5 mmol/l NHsHCOj3 ve vodé a acetonitril, standardy rozpustény ve vodé
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Obrazek 27: Zavislost retence (logk;) standardi GGC a GSH na koncentraci vody v MF (log ¢) b&hem
isokratickych analyz na kolonach Atlantis HILIC Silica (A), Chromolith Performance Si (B), Waters XBridge
HILIC (C), Chromolith Performance Si (D), SUPELCOSIL LC-SI (E) a ZIC-HILIC (F); 30 °C, detekce MS
v modu SIM, pritok 0,4 ml/min, MF s 5 mmol/l HCOONH, ve vodé a 0,2 % HCOOH ve vodé/acetonitrilu (A, C,
D, E, F), MF s 5 mmol/ HCOONH4 ve vod¢ a 0,1 % HCOOH ve vodé/acetonitrilu (B), standardy rozpustény

ve smési voda/acetonitril, 1:9, (v/v)
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Obriazek 28: Zavislost retence (logk;) standardi GGC a GSH na koncentraci vody v MF (log ¢) béhem
isokratickych analyz na kolonach Atlantis HILIC Silica (A), Ascentis Express RP-Amide (B), Waters XBridge
HILIC (C), Chromolith Performance Si (D), SUPELCOSIL LC-SI (E) a ZIC-HILIC (F); 30 °C, detekce MS
v mddu SIM, prutok 0,4 ml/min, MF s 5 mmol/l NHsHCO3 ve vodé a acetonitril, standardy rozpustény ve smési
voda/acetonitril, 1:9, (v/v)
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Obrazek 29: Zavislost retence (logk;) standardi GGC a GSH na koncentraci vody v MF (log ¢) béhem
isokratickych analyz na kolonach Atlantis HILIC Silica (A), ZIC-HILIC (B), Waters XBridge HILIC (C),
Chromolith Performance Si (D), SUPELCOSIL LC-SI (E) a ZIC-HILIC (F); 30 °C, detekce MS v modu SIM,
prutok 0,4 ml/min, MF s 0,05 % TFA ve vodé/acetonitrilu (A, C, D, E, F), MF s 10 mmol/l NHsHCOs3 ve vodé
a acetonitril (B), standardy rozpu$tény ve smési voda/acetonitril, 1:9, (v/v)
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Obrazek 30: Zavislost retence (log ki) standardd GGC, GSH, Cys, Gly, Glu, cystinu a GSSG na koncentraci vody
v MF (log @) béhem isokratickych analyz na kolon¢ ZIC-HILIC (150 x 2,1 mm, 3 um), 30 °C, detekce MS v mddu
SIM, pritok 0,4 ml/min, MF s 0,05 % TFA ve vodé&/acetonitrilu, standardy rozpustény ve smési voda/acetonitril,
1:9, (VIv)
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Obrazek 31: Okénkovy diagram separace kritickych pardt GGC, GSH, Cys, Gly, Glu, cystinu a GSSG. Zavislost
rozliSeni (Rjj) jednotlivych part na koncentraci vodné faze (¢) v MF béhem isokratickych analyz na koloné ZIC-
HILIC (150 x 2,1 mm, 3 um), 30 °C, detekce MS v modu SIM, pratok 0,4 ml/min, MF s0,05% TFA
ve vodé/acetonitrilu, standardy rozpustény ve smési voda/acetonitril, 1:9, (v/v)
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Obrazek 32: Zavislost retence (log ki) standardd GGC, GSH, Cys, Gly a Glu na koncentraci vody v MF (log ¢)
béhem isokratickych analyz na koloné ZIC-HILIC (150 x 2,1 mm, 3 um), 30 °C, detekce MS v modu SIM, prtitok
0,4 ml/min, MF s 0,1 % DFA ve vodé/acetonitrilu, standardy rozpustény ve smési voda/acetonitril, 1:9, (v/v)
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Obrazek 33: Okénkovy diagram separace kritickych pardt GGC, GSH, Cys, Gly a Glu. Zavislost rozliseni (Rj)
jednotlivych parti na koncentraci vodné faze (¢) v MF béhem isokratickych analyz na koloné ZIC-HILIC (150 x
2,1 mm, 3 um), 30 °C, detekce MS v médu SIM, pratok 0,4 ml/min, MF s0,1 % DFA ve vodé&/acetonitrilu,
standardy rozpustény ve smési voda/acetonitril, 1:9, (v/v)
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Obrazek 34: Zavislost retence (log ki) standardd GGC, GSH, Cys, Gly, Glu, cystinu a GSSG na koncentraci vody
v MF (log @) béhem isokratickych analyz na koloné¢ Chromolith Performance Si (100 x 4,6 mm), 30 °C, detekce
MS v moédu SIM, pritok 0,4 ml/min, MF s5 mmol/l NHsHCO3 ve vodé a acetonitril, standardy rozpustény
ve smési voda/acetonitril, 1:9, (v/v)
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Obriazek 35: Okénkovy diagram separace kritickych pardt GGC, GSH, Cys, Gly, Glu, cystinu a GSSG. Zavislost
rozli$eni (Rj) jednotlivych parti na koncentraci vodné faze (¢) v MF b&hem isokratickych analyz na koloné
Chromolith Performance Si (100 x 4,6 mm), 30 °C, detekce MS v modu SIM, pritok 0,4 ml/min, MF s 5 mmol/l
NH4HCO; ve vodé a acetonitril, standardy rozpustény ve smési voda/acetonitril, 1:9, (v/v)
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Obriazek 36: Zavislost retence (log ki) standarda GGC, GSH, Cys, Gly, Glu, cystinu a GSSG na koncentraci vody
v MF (log @) béhem isokratickych analyz na kolon¢ Chromolith Performance Si (100 x 4,6 mm), 30 °C, detekce
MS v médu SIM, priitok 0,4 ml/min, MF s 5 mmol/l NH4sHCO; ve vodé a 0,1 % HCOOH v acetonitrilu, standardy
rozpu$tény ve smési voda/acetonitril, 1:9, (v/v)
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Obrazek 37: Okénkovy diagram separace kritickych para GGC, GSH, Cys, Gly, Glu, cystinu a GSSG. Zavislost
rozli$eni (Rj) jednotlivych parti na koncentraci vodné faze (¢) v MF b&hem isokratickych analyz na koloné
Chromolith Performance Si (100 x 4,6 mm), 30 °C, detekce MS v modu SIM, pritok 0,4 ml/min, MF s 5 mmol/l
NH4HCO; ve vodé a 0,1 % HCOOH v acetonitrilu, standardy rozpustény ve smési voda/acetonitril, 1:9, (v/v)
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Obrazek 38: Zavislost retence (log ki) standarda GGC, GSH, Cys, Gly, Glu, cystinu a GSSG na koncentraci vody
v MF (log @) béhem isokratickych analyz na kolon¢ Chromolith Performance Si (100 x 4,6 mm), 30 °C, detekce
MS v médu SIM, priitok 0,4 ml/min, MF s 5 mmol/l NH4sHCO3; ve vodé a 0,2 % HCOOH v acetonitrilu, standardy
rozpu$tény ve smési voda/acetonitril, 1:9, (v/v)
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Obriazek 39: Okénkovy diagram separace kritickych pardt GGC, GSH, Cys, Gly, Glu, cystinu a GSSG. Zavislost
rozli$eni (Rj) jednotlivych parti na koncentraci vodné faze (¢) v MF b&hem isokratickych analyz na koloné
Chromolith Performance Si (100 x 4,6 mm), 30 °C, detekce MS v modu SIM, pritok 0,4 ml/min, MF s 5 mmol/l
NH4HCO; ve vodé a 0,2 % HCOOH v acetonitrilu, standardy rozpustény ve smési voda/acetonitril, 1:9, (v/v)

92



L ]
g

— 05 ° . e
-
P o -"._
o ° ..
S _
é ‘
o
2 0 z
g ) 11 13 ., 15
3] b
s} ‘o
= “
v ®
=
® -0,5
il
(o]
v
vy
>
£
=
©
[+T1]
5

1

1,5

19

Logaritmus procentualni koncentrace vodné faze v mobilni fazi, log ¢

® GGC
GSH
Cys
Gly

® Glu

® Cystin

® GSSG

Obrazek 40: Zavislost retence (log ki) standarda GGC, GSH, Cys, Gly, Glu, cystinu a GSSG na koncentraci vody
v MF (log @) béhem isokratickych analyz na koloné¢ Chromolith Performance Si (100 x 4,6 mm), 30 °C, detekce
MS v médu SIM, pratok 0,4 ml/min, MF s 2,5 mmol/l NH4sHCO; ve vodé/acetonitrilu, standardy rozpustény

ve smési voda/acetonitril, 1:9, (v/v)
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Obriazek 41: Okénkovy diagram separace kritickych pardt GGC, GSH, Cys, Gly, Glu, cystinu a GSSG. Zavislost
rozli$eni (Rj) jednotlivych parti na koncentraci vodné faze (¢) v MF b&hem isokratickych analyz na koloné
Chromolith Performance Si (100 x 4,6 mm), 30 °C, detekce MS v modu SIM, prutok 0,4 ml/min, MF s 2,5 mmol/|
NH4HCO; ve vodé/acetonitrilu, standardy rozpustény ve smési voda/acetonitril, 1:9, (v/v)
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Obrazek 42: Zavislost retence (log ki) standardd GGC, GSH, Cys, Gly, Glu, cystinu a GSSG na koncentraci vody
v MF (log @) béhem isokratickych analyz na koloné¢ Chromolith Performance Si (100 x 4,6 mm), 30 °C, detekce
MS v médu SIM, prutok 0,4 ml/min, MF s 10 mmol/l NH4HCO; ve vodé a 5 mmol/l NHsHCO3 s5 % vody
v acetonitrilu, standardy rozpustény ve smési voda/acetonitril, 1:9, (v/v)
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Obrazek 43: Okénkovy diagram separace kritickych pardt GGC, GSH, Cys, Gly, Glu, cystinu a GSSG. Zavislost
rozli$eni (Rj) jednotlivych parti na koncentraci vodné faze (¢) v MF b&hem isokratickych analyz na koloné
Chromolith Performance Si (100 x 4,6 mm), 30 °C, detekce MS v mddu SIM, pratok 0,4 ml/min, MF s 10 mmol/l
NHsHCO; vevodé a 5mmol/l NH/HCO3; s5% vody v acetonitrilu, standardy rozpu$tény ve smési
voda/acetonitril, 1:9, (v/v)
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