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WYKAZ SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY
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STRESZCZENIE

Na rozprawe doktorskg sktada si¢ cykl pigciu prac opublikowanych w prestizowych,
specjalistycznych czasopismach naukowych o zasiegu mig¢dzynarodowym i Krajowym,
poswieconych przygotowaniu ,,narzedzi”, ktére mogg postuzyé monitorowaniu obecnosci,
waznych z punktu widzenia medycyny, liponylolizyny (LLys) i kwasu liponowego (LA)
W probkach biologicznych.

Przedmiotem badan mojej dysertacji bylo opracowanie nowych, nieopisanych
dotychczas procedur oraz metod analitycznych do réwnoczesnego 0znaczania (i) catkowitej
zawartosci LA i1 formy LA zwigzanej z biatkami stabymi wigzaniami wodorowymi (ProtS-LA)
w osoczu, (ii) catkowitej zawartosci LA i LLys w moczu oraz (iii) calkowitej zawartosci LA
i LLys w homogenatach tkanek zwierzecych. Prowadzone prace nad opracowaniem zasad
postepowania analityczego dotyczyly optymalizacji etapéw przygotowania probki,
rozdzielania chromatograficznego i oznaczania. Nastepnie kazda z wyzej wymienionych
procedur analitycznych zostata poddana procesowi walidacji, ktorego celem bylo okreslenie
zakresu jej przydatnosci oraz ocena jej wiarygodnosci. W badaniach wykorzystano technike
wysokosprawnej chromatografii cieczowej w polaczeniu z detektorem z matrycg diodowa
(HPLC-DAD). Wszystkie zoptymalizowane i zwalidowane procedury analityczne
z powodzeniem zostaly zastosowane do terapeutycznego monitorowania ilosci LLys i/lub LA
W moczu i osoczu potencjalnie zdrowych osob, przyjmujacych LA w postaci komercyjnie
dostepnego farmaceutyku, jak rowniez do monitorowania st¢zenia LLys i LA w probkach migsa
réznego pochodzenia. Do badan zostaly wykorzystane tkanki, takie jak: watroba, serce, nerka
I zotadek, pochodzace od krow, cielat, S$win, kurczakow i indykow. Wyniki badan niniejszej
pracy wykazaly, ze opracowane metody pozwalaja na rownoczesne oznaczanie LLys i/lub LA
na niskich poziomach st¢zen, co moze by¢ niezwykle przydatne zaro6wno w badaniach
farmakokinetycznych, jak i biochemicznych czy biomedycznych. Ponadto opracowane metody
sa relatywnie tanie, charakteryzujg si¢ bardzo dobrg powtarzalnoscia wynikow, prostg
procedurg przygotowania probki i sg bezpieczne dla srodowiska (mate zuzycie probki
i odczynnikéw chemicznych). Co réwniez nalezy podkresli¢, zastosowanie techniki HPLC
z wykorzystaniem detektora UV-DAD czyni metody te tatwo dostepne dla wiekszoSci
laboratoriow analitycznych czy klinicznych.

Ponadto, w pracy zbadano wtasciwosci antyoksydacyjne LLys z wykorzystaniem
wodno-alkoholowych roztworéw standardow LA, LLys, kwasu dihydroliponowego (DHLA)
i dihydroliponylolizyny (DHLLys) oraz modelowego rodnika 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu




(DPPH).  Zdolno$¢  neutralizowania  wolnych  rodnikbw  oznaczano  metoda
spektrofotometryczng. Stwierdzono, ze LA 1 LLys nie charakteryzuja si¢ zdolnos$cia
wygaszania rodnika DPPH, podczas gdy zedukowana forma LLys czyli DHLLys wykazuje
aktywno$¢ przeciwrodnikowsg. Wyzszg zdolno$¢ wygaszania rodnika DPPH zaobserwowano
jednak dla DHLA niz DHLLys, ktore swoje antyoksydacyjne wilasciwosci zawdzigczaja
obecnosci dwém wolnym grupom tiolowym w czasteczce.

Przedmiotem realizowanej rozprawy doktorskiej byly takze dwie prace przegladowe,
poswiecone zagadnieniom homogenizacji probek biologicznych i derywatyzacji chemicznej,
ktére stosowane sa na szerokg skale niemal w kazdym laboratorium analitycznym w celu
ulatwienia etapu przygotowania probki. Zdobyta podczas pisania tych prac wiedza pomogta
W planowaniu do$wiadczen niezbednych do opracowania opisanych w rozprawie metod

analitycznych.




ABSTRACT

My doctoral dissertation consists of five papers published in prestigious, specialist
scientific journals of international and national scope, devoted to the preparation of "tools" that
can be used to monitor the presence of important from a medical point of view of lipoyllysine
(LLys) and lipoic acid (LA) in biological samples.

The subject of my dissertation research was the elaboration of new, previously
undescribed procedures and analytical methods for the simultaneous determination of (i) total
LA and weakly protein bound LA by hydrogen bonds (ProtS-LA) in plasma, (ii) total LA and
LLys content in urine, and (iii) total LA and LLys content in animal tissue homogenates. The
elaboration of the analytical procedures consisted of the steps of sample preparation,
chromatographic separation and determination. Each of the above-mentioned analytical
procedures was subjected to a validation process, the purpose of which was to determine the
extent of their usefulness and to assess their credibility. In research the high-performance liquid
chromatography technique with a diode array detector (HPLC-DAD) was used. All optimized
and validated analytical procedures have been successfully applied to the therapeutic
monitoring of the amount of LLys and/or LA in urine and plasma of apparently healthy
volunteers after oral LA supplementation as well as monitoring the concentration of LLys and
LA in the meat samples of various origins. Tissues such as liver, heart, kidney and stomach
from cows, calves, pigs, chickens and turkeys were used for the research. The results of
presented doctoral dissertation showed that the developed methods allow for the simultaneous
determination of LLys and/or LA at low concentration levels, which can be useful in
pharmacokinetic, biochemical and biomedical studies. Moreover, the elaborated methods are
relatively cheap, have a very good repeatability of results, a simple sample preparation
procedure and are eco-friendly (low consumption of the sample and chemical reagents). It
should also be emphasized that the application of the HPLC technique with the use of the UV-
DAD detector makes these methods easily available for most analytical or clinical laboratories.

Additionally, in this research work the antioxidant properties of LA, LLYys,
dihydrolipoic acid (DHLA) and dihydrolipoyllysine (DHLLYys) using the model 1,1-diphenyl-
2-picrylhydrazyl radical (DPPH) were examined. The ability to neutralize free radicals was
determined by the spectrophotometric method. It was found that LA and LLys are not
characterized by the capability to quench the DPPH radical, while the reduced form of LLys
i.e. DHLLys possesses antiradical activity. However, a higher DPPH radical quenching




capacity was observed for DHLA than for DHLLys due to the presence of two free thiol (—SH)
groups in their molecule.

The subject of the doctoral dissertation was also two reviews concerning
homogenization of biological samples and chemical derivatization, which are used on a large
scale in almost every analytical laboratory to facilitate the sample preparation step. The
knowledge obtained during the writing of these papers helped in planning the experiments
necessary to develop the analytical methods being the subject of the doctoral thesis.




WPROWADZENIE

Przeprowadzone w ostatnich latach obserwacje i analizy wykazaty, iz rosngce koszty
opieki lekarskiej wymuszaja nieustanng potrzebe¢ poszukiwania i1 podejmowania dziatan
prewencyjnych, majacych na celu zwigkszenie osobistego oddziatywania na wlasne zdrowie
oraz zapobieganie r6znorodnym chorobom [1]. W spoleczenstwach, gtownie krajow wysoko
rozwini¢tych narastajg problemy zdrowotne zwigzane z coraz cz¢stszym wystepowaniem, tzw.
chorob cywilizacyjnych, ktorych etiologia jest $cis§le powigzana z postepem wspotczesnej
cywilizacji [2].

W organizmie czlowieka utrzymywana jest rownowaga pomigdzy powstawaniem
wolnych rodnikow a ich usuwaniem z organizmu, tzw. homeostaza peroksydacyjno-
antyoksydacyjna [3]. Jej zaburzenie, zwigzane najczesciej z uposledzonym funkcjonowaniem
enzymow antyoksydacyjnych i/lub nadmiernym wytwarzaniem reaktywnych form tlenu (RFT),
powoduje stres oksydacyjny, ktory lezy u podstaw rozwoju i przebiegu chordb
cywilizacyjnych. Zanieczyszczenie srodowiska, obnizona aktywno$¢ fizyczna, siedzacy tryb
zycia, niewlasciwy sposob odzywiania sig, a takze chroniczny stres sg jednym z czynnikow
determinujgcych powstawanie wolnych rodnikow oraz RFT [4,5]. Doniesienia literaturowe
wskazuja, ze wolne rodniki przyczyniaja si¢ do rozwoju wielu choréb m.in. chorob
neurodegeneracyjnych (Parkinsona czy Alzheimera), chorob nowotworowych i oczu, a takze
odpowiadajg za przedwczesne starzenie si¢ organizmu [6,7]. Nadmierne spozywanie zywnosci
konserwowanej, wysoko przetworzonej, bogatej w duze ilosci antybiotykéw i hormonow,
a zbyt niskie zawartosci witamin i sktadnikow mineralnych, dostarczanych w diecie, obnizaja
zdolnosci antyoksydacyjne organizmu [3]. W zwigzku z powyzszym, odpowiednia podaz
produktow bogatych w egzogenne antyoksydanty w codziennej diecie jest niezbedna, by
wspomoc endogenny uktad ochrony antyoksydacyjnej.

Warunkiem odpowiedniego dostarczenia organizmowi niezbgdnych sktadnikow
odzywczych jest prawidtowo zbilansowana i zroznicowana dieta, bogata w produkty zbozowe,
warzywa i owoce. Literatura Swiatowa dostarcza wiele mocnych dowodow potwierdzajacych
tez¢ o pozytywnym wplywie regularnego spozywania warzyw i1 owocOw na uzyskanie
antyoksydacyjnej homeostazy organizmu [8,9]. Naukowcy jednoznacznie informuja, iz dieta
bogata w warzywa i owoce moze zapobiec lub zmniejszy¢ ryzyko wystgpienia wielu chorob
dietozaleznych, w tym nadci$nienia, choroby wiencowej serca i udaru. Co rownie wazne, moze
zapobiec przyrostowi masy ciata, zmniejszajac tym samym ryzyko zachorowania na cukrzyce

typu 2, czy tez wystepowania chorob oczu, demencji i osteoporozy [9,10]. Jako przyktad




pozytywnego  oddzialywania owocow 1 warzyw mozna  wymieni¢  réwniez
prawdopodobienstwo zmniejszenia zachorowalnosci na raka (np. przewodu pokarmowego)
[11]. Interesujace wydaja si¢ by¢ wyniki badan, ktore wykazuja, ze ryzyko przedwczesnego
zgonu wskutek chordb dietozaleznych (udaru, zawatu czy choroby nowotworowej) maleje
wsrdd 0sob spozywajacych wigcej niz siedem porcji warzyw | owocoéw w ciggu dnia [12].

Migso, podobnie jak warzywa i owoce, jest jednym z podstawowych zrodet sktadnikow
odzywczych w diecie cztowieka. Dostarcza wysokiej jakosci biatka, tatwo przyswajalne zelazo,
cynk oraz witaming B12. Wplyw migsa na zdrowie stanowi obecnie przedmiot wielu
kontrowersji, z uwagi na jego wysoka zawarto$¢ cholesterolu, nasyconych kwasow
thuszczowych oraz sodu [13,14]. Tymczasem nalezy podkresli¢, iz migso jest rOwniez cennym
zrodlem antyoksydantow i zwigzkow biologicznie czynnych, a ich biodostepnosc czesto jest
wicksza w poroOwnaniu do alternatywnych produktow spozywczych np. pochodzenia
ro§linnego. Zwigzki bioaktywne wystepujace w miegsie charakteryzuja si¢ wlasciwosciami
przeciwutleniajacymi i wykazuja szerokie spektrum dziatan prozdrowotnych, m.in. dziatanie
przeciwzapalne, przeciwnowotworowe, immunomodulujace, dziatania obnizajace poziom
lipidow we krwi oraz chronigce organizm przed stresem oksydacyjnym [14,15]. Ostatnie
doniesienia literaturowe wykazuja, iz spozycie migsa moze by¢ skorelowane z rozwojem
niektorych chordb cywilizacyjnych, tj. otytosci, chorob krazenia i raka [14]. Jednak nalezy mie¢
na uwadze, ze najczesciej informacje te odnosza si¢ do przetworow migsnych (czesto
konsumowanych w nadmiarze), a nie samego migsa, w ktorym zawarto$¢ thuszczu nie
przekracza zazwyczaj 5%. W $wietle obecnych dowoddéw naukowych migso lepiej zatem
spozywa¢ w racjonalnych ilosciach, ktéore powinno by¢ sktadnikiem urozmaiconej oraz
prawidtowo zbalansowanej diety. Nalezy unika¢ wysoko przetworzonej zywnosci, gdyz moze
zawiera¢ nadmiar sodu, niekorzystne dla zdrowia nasycone kwasy tluszczowe oraz substancje
dodatkowe (konserwanty, emulgatory), zwigkszajace ryzyko zachorowania na miazdzyce¢ czy
nowotwory. Istotne jest rowniez, by zwraca¢ wigksza uwage na sposob obrobki termicznej,
poniewaz smazenie i wedzenie, moze generowac substancje szkodliwe dla zdrowia.

Aspekt zywienia mozna zatem uzna¢ jako jeden z kluczowych elementow stylu zycia,
ktory wptywa na rozwoj i progresje chorob cywilizacyjnych [16-18]. Niestety zdarza sie, ze
nasza dieta czasami odbiega od zalecen zywieniowych. Woéwczas niedobory witamin lub
sktadnikow mineralnych mozna uzupehi¢, stosujac wyspecjalizowane suplementy diety
I mitochondrialne substancje odzywcze, ktore wykazuja wilasciwosci neuroprotekcyjne,

opdzniajac  wystgpienie lub progresj¢ zaburzen funkcji poznawczych 1 chorob
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neurodegeneracyjnych [18]. Te popularne farmaceutyki moga by¢ roéwniez stosowane
w warunkach zwigkszonego zapotrzebowania na sktadniki odzywcze i naturalne antyoksydanty
badz, gdy ich biodostepnos¢ jest zaburzona.

W ciggu ostatnich kilkudziesieciu lat wsréd naturalnych antyoksydantow prym
w $wiecie nauki w zakresie badan chemicznych, biochemicznych i klinicznych, wiedzie kwas
a-liponowy (LA). W ludzkich komorkach moze by¢ syntezowany de novo z kwasoéw
tluszczowych i cysteiny, ale tylko w niewielkich ilo$ciach. Fizjologiczne st¢zenie LA w 0soczu
oscyluje w granicach 1-25 ng/mL [18-20]. Dieta jest drugim, oprocz syntezy de novo zrodtem
LA. Zawarto$¢ tego zwigzku w spozywanych pokarmach nie jest jednak w stanie dostarczy¢
odpowiedniej ilosci LA, aby moéc zaobserwowaé jego korzystne dziatanie terapeutyczne,
dlatego zaleca si¢ jego suplementacj¢ [D1,D2,18,20]. Jak wynika z doniesien literaturowych,
na obnizenie biodostepnosci LA wplywa przyjmowanie suplementéw tego kwasu wraz
Z pozywieniem, podobnie jego szybki metabolizm oraz problemy ze stabilnoscia, gdyz jak
wiadomo, LA moze ulega¢ polimeryzacji [18,21,22]. Zatem ulepszone preparaty
farmaceutyczne, ktore moga zwickszy¢ wchtanianie LA, znacznie poprawia dostepnosé
biologiczng tego zwigzku, ostatecznie prowadzac do lepszej skutecznosci terapeutyczne;j.

LA z uwagi na swoje wlasciwosci antyoksydacyjne jest neutralizatorem RFT i moze
by¢ stosowany jako §rodek zapobiegawczy, badz terapeutyczny wielu patologicznych zmian,
w ktorych posredniczy stres oksydacyjny [20,23]. Nalezg do nich, m.in. otytos$¢ [21,24,25],
cukrzyca [24,26], choroby sercowo-naczyniowe [27,28], stwardnienie rozsiane [21,29] oraz
choroba Alzheimera [21,22,29]. Zaréwno LA, jak i jego zredukowana posta¢ - kwas
dihydroliponowy (DHLA), odpowiadajg za regeneracj¢ innych utlenionych przeciwutleniaczy,
tj. witamin C i E oraz glutationu [30,31]. Dzi¢ki mozliwosci zwigkszania poziomu glutationu,
LA stosuje si¢ takze w leczeniu nadcisnienia t¢tniczego. Jest to bardzo istotne z punktu
widzenia medycyny, poniewaz choroba ta moze by¢ czynnikiem wptywajacym na wystapienie
udaru mozgu, zawaltu serca, tetniaka czy przyczyng przewlektej niewydolno$ci nerek. Ponadto
W polaczeniu z acetylo-L-karnityng, LA wplywa na obnizenie cisnienia skurczowego
U pacjentow z nadci$nieniem oraz U osob cierpigcych na zespot metaboliczny [32]. LA i DHLA
maja zdolno$¢ chelatowania metali, takich jak zelazo, miedz, mangan i cynk, zar6wno
w warunkach in vitro jak i in vivo. Wymienione metale katalizuja reakcje, w wyniku ktorych
generowane sg wysoce reaktywne wolne rodniki, wplywajac jednoczesnie na wystapienie
niepozadanych zmian spowodowanych stresem oksydacyjnym. Jak wykazaty badania in vitro,

LA preferencyjnie wigze sie z jonami Cu?*, Zn?* i Pb?*, ale nie chelatuje jonu Fe*". Podczas,
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gdy DHLA tworzy kompleksy, zaréwno z jonami Cu®*, Zn?*, Pb?*, Hg?* jak i Fe®, a takze
zapobiega utlenianiu askorbinianu katalizowanego przez Cu?*. DHLA posredniczac réwniez
w chelatacji jonow zelaza i miedzi w mdzgu, obniza ilo§¢ wolnych rodnikow pozytywnie
wplywajgc na patofizjologie choroby Alzheimera [19,20,23,32]. Wyniki badan aktywnos$ci
antyproliferacyjnej LA na komorkach rakowych sugeruja, ze moze on hamowac ich rozrost
oraz prowadzi¢ do apoptozy [19,20,33]. Dlatego tez badacze wigza duze nadzieje
z suplementami diety zawierajacymi LA, ktore w przysztosci beda stosowane w profilaktyce
raka.

Zalety terapeutyczne LA sprawiaja, iz wzrasta zainteresowanie jego zawartoscig
w produktach spozywczych, a takze okresleniem ilosci tego kwasu w probkach klinicznych
niezbednych do celow diagnostycznych. LA w ukladach biologicznych wystepuje gtownie
W postaci zwigzanej z biatkami jako liponylolizyna (LLys) [31,34]. Dotychczas jeszcze nie
przeprowadzono badan, ktore wyjasnityby, czy LLys posiada wlasciwosci antyoksydacyjne,
czy jest zrodtem wolnego LA [23]. Stad, opracowanie precyzyjnej metody oznaczania LLys
w tkankach i ptynach biologicznych stanowi istotny problem dla poznania jej fizjologicznej roli
w ochronie przed stresem oksydacyjnym oraz w metabolizmie energetycznym. Z punktu
widzenia profilaktyki wobec rosnacej liczby zachorowan na choroby cywilizacyjne, istotne
réwniez wydaje si¢ by¢, okreslenie wlasciwosci przeciwutleniajacych LLys.

Do oznaczania LLys i/lub LA w probkach biologicznych zostalo opracowanych wiele
metod analitycznych, wsréd ktorych przewazaja metody oparte na wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w odwroconym uktadzie faz (RP-HPLC) z r6znymi sposobami
detekcji:  elektrochemiczng, spektrofotometryczng (UV-Vis), fluorymetryczng i/lub
spektrometrig mas. Mimo, iz metody te wydaja si¢ by¢ odpowiednie do wykrywania LA lub
LLys, konieczne jest udoskonalanie oraz opracowywanie coraz to nowych procedur
analitycznych, zgodnych 2z zasadami zielonej chemii analitycznej, zapewniajacych
jednoczes$nie: zmniejszenie praco- i czasochtonnos$ci etapu przygotowania probki, mozliwos¢
Oznaczania szerszej gamy analitow na niskich poziomach stgzen oraz eliminowanie zuzycia,
w toku procedury analitycznej, drogich i nieoboje¢tnych dla srodowiska rozpuszczalnikow
i odczynnikéw chemicznych. Doniesienia literaturowe wykazaly, iz analiza probek
biologicznych, takich jak mocz, osocze, czy tkanki zwierzece pod katem LA i LLys jest
trudnym zadaniem analitycznym ze wzgledu na zlozono$¢ materiatu probki (matrycy)
zawierajace] Sladowe ilosci analitow przy jednoczesnej obecnosci  substancji

przeszkadzajacych. W zwiazku z powyzszym, istotnym elementem badan jest opracowanie

12



I zoptymalizowanie odpowiedniej procedury przygotowania probki, a takze oznaczen
koncowych z wykorzystaniem chromatografii cieczowej. Opracowanie nowych procedur
postepowania analitycznego, stosujgc technike HPLC wyposazong w uniwersalny detektor UV-
Vis umozliwi prowadzenie szybkich i rutynowych analiz w kazdym laboratorium analitycznym
i klinicznym, co jest istotne z punktu widzenia badan reakcji biochemicznych, badan

zywieniowych i farmakodynamicznych, a takze w profilaktyce i diagnostyce chordob

cywilizacyjnych.

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie i walidacja mozliwie prostych,
selektywnych i tanich procedur analitycznych umozliwiajacych monitorowanie ilo$ci
LLys i/lub LA w probkach moczu, osocza i tkankach zwierzgcych za pomoca techniki HPLC-
UV-Vis oraz zbadanie zdolnos$ci antyoksydacyjnej LLys.

Cel ten zostat podzielony na kilka zadan badawczych, do ktorych nalezato:

e opracowanie procedur przygotowania probek do badan,

e aplikacja opracowanych metod do okre$lenia ilosci wydalanych z moczem LA i LLys
oraz catkowitej zawartosci LA i formy LA zwigzanej z biatkami stabymi wigzaniami
wodorowymi (ProtS-LA) w 0soczu osob, ktore przyjmowaty LA w postaci komercyjnie
dostgpnego farmaceutyku,

e wyznaczenie zdolnos$ci antyoksydacyjnej LLys metoda spektrofotometryczna poprzez
pomiar zdolnosci wygaszania wolnych rodnikow 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu
(DPPH).
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OSIAGNIETE WYNIKI I ZNACZENIE PRACY

Wszechstronne wystepowanie i dzialanie terapeutyczne LA budzi powszechne
zainteresowanie wielu osrodkow badawczych z calego Swiata i sktania do opracowywania
metod jego oznaczania w probkach biologicznych, co jest niezwykle istotne do kontroli jego
zawartos$ci oraz poznania przemian metabolicznych [20,28,35].

Probki biologiczne (mocz, osocze, tkanki zwierzg¢ce) zawierajg Sladowe ilosci analitu
przy jednoczesnie duzej zawartoSci substancji utrudniajgcych analizy, w tym substancji
endogennych i metabolitow. Analiza LLys i/lub LA w skomplikowanych matrycach probek
rzeczywistych przysparza wiele trudnosci ze wzgledu na wieloetapowe przygotowanie probki,
ktére moze by¢ czaso- i pracochtonne, a w konsekwencji charakteryzowa¢ si¢ niskim
odzyskiem i precyzjg. Dla potrzeb oznaczania wyzej wspomnianych zwigzkéw w ztozonej
matrycy, jaka stanowig mocz, osocze i tkanki zwierzece zastosowane musza by¢ metody
analityczne o odpowiedniej czutosci, doktadnosci, powtarzalnosci i selektywnosci. Dlatego tez
podjeto probe opracowania nowych procedur analitycznych, w ktorych dazy si¢ do
zredukowania ilo$ci etapow podczas przygotowania probek, aby ograniczy¢ czasochtonnosé
i pracochtonno$¢ procedury, zminimalizowa¢ zrodta bledow i kosztow oraz zuzycie
toksycznych odczynnikow. Prowadzone badania wykonywane byty z wykorzystaniem techniki
HPLC w potaczeniu z detektorem UV-Vis.

Przygotowanie probek do analizy

Etap przygotowania probki jest kluczowym zadaniem analitycznym, niezwykle
czasochtonnym i zmudnym, ale i jednoczesnie najbardziej klopotliwym aspektem calego
procesu separacji i analizy probek [36]. Wiasciwy i poprawny sposob przygotowania probki
decydujaco wptywa na wynik koncowe;j analizy i miarodajnos¢ uzyskanych wynikow. Niestety
nie ma jednej, odpowiedniej procedury, ktéra bylaby uniwersalna dla kazdego rodzaju
materiatu biologicznego. W przypadku oznaczania LA, podczas pobierania i przetwarzania
probek (hydroliza enzymatyczna, derywatyzacja, deproteinizacja, ekstrakcja i odparowanie
rozpuszczalnika) istnieje  mozliwo§¢ popelnienia  bledow  przypadkowych, jak
I systematycznych, ktore wigza si¢ ze stratg analitu. Wszystkie te etapy zaleza od rodzaju
badanego materiatu biologicznego, techniki analitycznej oraz w znacznym stopniu od stanu
skupienia probki biologicznej [37]. Probki state, takie jak tkanki czy narzady nie sa preferowane
ze wzgledu na konieczno$¢ skomplikowanej, pracochlonnej oraz czasochtonnej obrobki

materiatu oraz skomplikowanych procedur pobierania ich wycinkéw w przypadku zywych
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osobnikow. Dlatego tez najczesciej do badan stosuje sie ptyny ustrojowe (krew, 0socze i mocz),
ktore sa cennym zrédlem informacji na temat kondycji zywych organizmow.
W przeciwienstwie do osocza, pobieranie probek moczu jest nieinwazyjne I niestresogenne, co
decyduje o wyborze tej matrycy podczas badan analitycznych.

Tkanki umownie mozna podzieli¢ na migkkie i twarde. Tkanki migkkie, takie jak
watroba czy nerki, mozna tatwo homogenizowaé, podczas gdy tkanki twarde, takie jak mig$nie,
serce, zotadek sg bardziej widkniste, maja mniej ptynnej zawartosci i wymagaja odpowiedniego
procesu przygotowania [38]. Stad tez, przystepujac do pracy ze stalym materialem
biologicznym, niezbedne jest jego doktadne umycie i osuszenie. Czynnosci te sg bardzo istotne,
gdyz niedoktadne ich wykonanie moze doprowadzi¢ do dodatkowych zanieczyszczen probki
badanej. Tak wstepnie przygotowang probke nastgpnie poddaje si¢ procesowi homogenizacji
w $rodowisku odpowiedniego buforu, aby ewentualnie zahamowaé dziatanie niektérych
enzymow, naturalnie wystepujacych w probcee i utatwi¢ dalsze etapy analizy. Dobierajac pH
buforu nalezy pamigtac, by dostosowa¢ go do rodzaju oznaczanego zwiazku [D3]. Zagadnienie
homogenizacji i ré6zne odmiany technik homogenizacji zostaly, z moim wspotudziatem,
szczegblowo omoOwione w pracy przegladowej [D3]. Nalezy podkresli¢, iz tematyka
przedstawiona w tej pracy jest wcigz aktualna, a technika stosowana na szeroka skale niemal
W kazdym laboratorium i w réznych gateziach przemyshu. Jedna z opracowanych przeze mnie
procedur oznaczania LA i LLys w tkankach zwierzecych wymagala wprowadzenia etapu,
majacego na celu uptynnienie probki. W zwigzku z tym w badaniach tych optymalizowatam
parametry homogenizacji tkanek nerek, serca, watroby i zotadkow kurzych, indyczych,
wieprzowych, cielecych oraz wotowych. Homogenaty wszystkich badanych tkanek
przygotowywatam w 0,1 mol/L buforze boranowym o pH 8 [D4], co zapewnito odpowiednie
srodowisko do dalszych reakcji (hydroliza enzymatyczna, redukcja i derywatyzacja).

LA jest oSmioweglowym nasyconym kwasem ttuszczowym, w ktorym atomy wegla 6,
7 1 8 wraz z dwoma atomami siarki tworzg pierscien ditiolowy, ktory u ssakéw tatwo ulega
redukcji do DHLA [35]. W uktadach biologicznych LA moze wystepowac w trzech formach:
wolnego kwasu, kwasu zwigzanego z biatkami, za pomoca stabych wigzan wodorowych
(ProtS-LA) oraz mocnych wigzan kowalencyjnych (LLys). W obrgbie formy wolnej mozna go
podzieli¢ na zredukowany 1 utleniony. Mozna réwniez wyznaczy¢ catkowita zawarto§¢ LA,
czyli kombinacj¢ form wolnej oraz zwigzanej z biatkami. Zawartos¢ LA mierzy si¢
w odpowiednio przygotowanej probce, do ktorej na samym poczatku dodawany jest odczynnik

redukujacy w celu rozerwania wigzan disiarczkowych. W opracowanych procedurach
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oznaczatam catkowita zawarto$¢ LA, wolng form¢ LA, LLys i ProtS-LA. Podczas
przygotowania probek stosowatam dwa dobrze znane odczynniki redukujgce, tris(2-
karboksyetylo)fosfing (TCEP) do redukcji wigzan disiarczkowych podczas oznaczania
calkowitej zawartosci LA i ProtS-LA w osoczu [D1] oraz catkowitej zawartosci LA i LLys
w moczu [D2], a takze tris(hydroksymetylo)fosfing (THP) w celu redukcji wigzan -S-S-
podczas oznaczania LA i LLys w homogenatach tkanek zwierzecych [D4]. TCEP jest
powszechnie stosowanym odczynnikiem do redukcji wigzania disiarczkowego w czasteczkach
LA. Jego gtownymi zaletami sg wysoka efektywnos¢ reakcji w temperaturze pokojowej, dobra
rozpuszczalno$¢ w wodzie i stabilno§¢ w roztworach wodnych, a takze brak
charakterystycznego dla reduktorow tiolowych przykrego zapachu [37]. Zwiazkiem
0 podobnych wtasciwosciach do TCEP, ktéry stanowi jego doskonalg alternatywe jest THP.
W przypadku homogenatéw tkanek zwierzecych, oznaczanie LA i LLys [D4] prowadzitam
z wykorzystaniem THP jako odczynnika redukujacego, aby unikna¢ niepozadanych strat
analitu. Zaobserwowalam, ze W odréznieniu do TCEP w temperaturze pokojowej reakcja
redukcji przebiegata szybciej i charakteryzowata si¢ wyzszg wydajnoscia.

Jak juz wczesniej wspomniatam, w probkach biologicznych LA wystepuje w formie
wolnej i biatek wigzacych kwas stabymi wigzaniami wodorowymi oraz mocnymi wigzaniami
kowalencyjnymi w LLys. Jego oznaczanie przysparza wiele trudno$ci i wymaga zastosowania
odpowiedniego sposobu przygotowania probki. Opisane w literaturze specjalistycznej metody
uwalniania LA z probek biologicznych i zywnosci wykorzystywaty bezposrednia ekstrakcje
i ekstrakcje rozpuszczalnikiem z hydrolizatu po zastosowaniu silnie kwasowej lub zasadowej
hydrolizy. Jedna z procedur polegata na ekstrakcji stabo zwigzanego LA z biatkiem z maki
i zarodkéw pszenicy, mieszaning chloroformu/metanolu/wody i koncowej analizie technikg
chromatografii cienkowarstwowej [39]. W przypadku innych metod, aby rozszczepi¢ wigzanie
amidowe utworzone pomie¢dzy grupa &-NH2 lizyny lancucha polipeptydowego a grupa
karboksylowa kwasu, probki traktowane byty HCI lub H2SO4 o stezeniu w zakresie od 1 do 12
mol/L i temperaturg 100-125°C [40-45] lub roztworem NaOH o st¢zeniu 3 mol/L i temperatura
110°C z dodatkiem albuminy surowicy wotowej, ktora zapobiegata utlenianiu LA [46].
Powyzsze procedury pozwalaty na okreslenie sumy wolnego i zwigzanego z biatkami LA,
prowadzac jednoczesnie do degradacji kwasu i ostatecznie do strat wolnego LA. Natomiast do
oznaczania LA zwigzanego z biatkiem w formie LLys stosowano lagodng hydrolize
enzymatyczng, poddajac komercyjnie dostepne enzymy [47] lub tkanki zwierzece [34,48]

dziataniu enzymow proteolitycznych. W przypadku probek roslinnych, dodatkowo stosowano
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celulazg, ktorej zadaniem bylo zniszczenie $cian komorkowych zawierajgcych celuloze.
Wspomniane powyzej metody mimo, iz wydaja si¢ by¢ odpowiednie do oznaczania LA
zwigzanego z biatkiem W probkach biologicznych, sg mato doktadne, precyzyjne i selektywne.

Albumina jest niewielkim hydrofilowym biatkiem globularnym, stanowigcym ponad
50-60% wszystkich biatek osocza [49]. Ludzka albumina (ang. human serum albumin, HSA)
jest biatkiem modelowym, stosowanym czesto w badaniach ze wzgledu na jej niski koszt,
dostepnosé, stabilnos¢ i wiasciwosci wiazace. Istnieje zarbwno w postaci zredukowanej, jak
i utlenionej. Zredukowana forma albuminy zawiera wolng grupe sulthydrylowa przy Cys34,
ktora jest zdolna do tworzenia mieszanych disiarczkow z niskoczgsteczkowymi tiolami [49,50].
Poniewaz DHLA posiada grupy tiolowe mozna go réwniez skutecznie zwigza¢ z albuming.
W zwigzku z powyzszym zdecydowano si¢ opracowaé procedur¢ umozliwiajaca okreslenie
catkowitej zawartosci LA i ProtS-LA w osoczu, stosujac albuming jako biatko modelowe [D1].
W tym celu niezbedne byto oprocz redukeji wigzan disiarczkowych, wprowadzenie uprzednio
etapu deproteinizacji, aby wytraci¢ biatko i oznaczy¢ LA z nim zwigzany. Domena Il
w albuminie jest preferowanym miejscem wigzania, poniewaz LA wykazuje strukturalne
podobienstwo do $redniotancuchowych kwasow thuszczowych, np. kwasu oktanowego [50].
Doktadne oddzielenie wolnego LA od biatka ma zatem zasadnicze znaczenie dla oznaczenia
ProtS-LA w probkach osocza, poniewaz jego niecatkowite usunigcie powoduje przeszacowanie
kwasu zwigzanego z biatkiem. Stad, w kolejnym etapie zostata wdrozona technika ekstrakcji
ciecz-ciecz. Zastosowanie ekstrakcji LA z probek osocza za pomoca chloroformu zapewnito
catkowite oddzielenie wolnego LA od biatka, jednoczesnie dobrg stabilno$¢ biatek przez co ich
separacje od faz cieklych. Do dalszych badan, aby umozliwi¢ pdzniejsze wprowadzenie probki
na kolumne chromatograficzng biatko zawieszane bylo w buforze TRIS (stezenie 0,5 mol/L,
pH 9) i poddawane reakcjom redukcji oraz derywatyzacji.

W przypadku oznaczania LA i1 LLys w homogenatach tkanek zwierzgcych [D4],
rozerwanie wigzan disiarczkowych poprzedzone bylo etapem hydrolizy enzymatycznej
majacym na celu uwolnienie LLys z biatek tkanek zwierzecych. Optymalizacje warunkow
hydrolizy enzymatycznej prowadzitam dla dwoch enzymoéw proteolitycznych, takich jak
pronaza E i subtylizyna A. W tym celu sprawdzatam wptyw ilosci stosowanych enzymow oraz
czasu trwania hydrolizy na jej wydajnos¢, przyjmujac jako kryterium oceny wplywu
poszczegolnych czynnikow wysoko$¢ piku powstatych pochodnych. Jak wynika z doniesien
literaturowych [51] najefektywniej enzymy dziatajg w obecno$ci chlorku wapnia w $cisle

okreslonym zakresie pH (pH 5-9). W tych warunkach bowiem szybko$¢ reakcji enzymatycznej
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jest wyzsza, a enzymy charakteryzuja si¢ wysoka aktywnoscig. Wykazatam, ze w temperaturze
37°C 1 w tagodnych warunkach alkalicznych (pH 8) najwyzsza wydajno$¢ w procesie
enzymatycznej hydrolizy osiggnig¢to po 22 godzinach procesu (Rysunek 1). Ze wzgledu na
roznorodno$¢ gatunkowg i tkankowa, dla kazdej z badanych tkanek zwierzgcych do medium
inkubacyjnego wprowadzatam odpowiednig ilo$¢ proteaz (subtylizyny A i pronazy E),

niezbedng do uwolnienia LLys z tkanek, co zostato przedstawione w mojej pracy [D4].
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Rysunek 1. Wplyw hydrolizy enzymatycznej na zawarto$¢ LLys i LA w homogenatach. Zaleznos$ci
wyrazone wysokoscig piku pochodnej od czasu inkubacji A) homogenatu serca indyczego oraz B)
homogenatu serca cielecego.

Nie lada utrudnieniem podczas oznaczania waznych z biologicznego punktu widzenia
zwigzkow siarki sg ograniczenia zwigzane z detekcja. LA i jego forma zwigzana z biatkiem —
LLys nie sa kompatybilne z powszechnie stosowanym w laboratoriach chemicznych
i klinicznych detektorem UV-Vis, poniewaz w swojej strukturze nie zawieraja aktywnego
ugrupowania chromoforowego. W celu wyeliminowania tych trudnosci niezbgdne jest zatem
zastosowanie reakcji derywatyzacji [D5]. W przypadku prezentowanych przeze mnie metod
[D1,D2,D4] wykorzystywatam derywatyzacje przedkolumnowsg wykonywang poza uktadem
pomiarowym w trybie off-line, ktora poprzedzona byla etapem redukcji wigzan
disiarczkowych. Zagadnienie derywatyzacji chemicznej i techniki derywatyzacji, ktore
sprzgzone z technika HPLC przyczynity si¢ do rozwoju chemii analitycznej, szczegdtowo
opisatam w pracy przegladowej [D5]. Chcialabym zaznaczy¢, ze tematyka przedstawiona w tej

pracy jest czgsto stosowana w analizie chemicznej, a nieustanny postep w dziedzinie
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derywatyzacji warunkuje opracowanie nowych, w pelni zautomatyzowanych procedur

0znaczania.
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Rysunek 2. Schemat reakcji derywatyzacji DHLA i DHLLys z uzyciem BCPB.

Anality bedace przedmiotem mojego zainteresowania W SWojej strukturze zawieraja
oprécz grupy sulfhydrylowej, reaktywne grupy: aminow3 i karboksylowa. Swoja uwage zatem
skierowatam na odczynnik derywatyzujacy, bromek 1-benzylo-2-chloropirydyniowy (BCPB),
ktory w srodowisku wodnym selektywnie i specyficznie reaguje tylko z grupa -SH. W wyniku
tej reakcji atom halogenu zostaje podstawiony atomem siarki w pozycji 2 pierScienia i powstaje
trwale wigzanie tioeterowe (Rysunek 2) [52]. Odczynnik BCPB syntezowany jest w naszym
laboratorium zgodnie z wczeéniej opracowang procedura, poprzez czwartorzgdowanie 2-
chloropirydyny bromkiem benzylu [53]. Doniesienia literatury specjalistycznej wykazaty, ze
reakcji BCPB z DHLA towarzyszy korzystne, z analitycznego punktu widzenia, przesunigcie

batochromowe maksimum absorpcji z 274 nm dla samego odczynnika do 321 nm dla
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pochodnej, co umozliwia stosowanie duzych nadmiardw odczynnika derywatyzujacego
wzgledem analitu, niezbedne w przypadku probek biologicznych [54].

W celu oznaczenia calkowitej zawartosci LA i1 ProtS-LA w osoczu [D1], etap
optymalizacji warunkow konwersji chemicznej analitow w pochodne w pierwszej kolejnosci
obejmowat dobdr pH srodowiska reakcji, ilos¢ zastosowanego odczynnika derywatyzujacego
oraz czas prowadzenia reakcji. Jako kryterium oceny wplywu powyzszych czynnikéw na
wydajnos$¢ derywatyzacji przyjmowatam wysoko$¢ piku pochodnej LA-BCPB. Jak zostato
ustalone, reakcja BCPB z DHLA zachodzi z najwi¢ksza wydajnoscia w $rodowisku
alkalicznym, w buforze TRIS o pH 9 w temperaturze pokojowej, w czasie 15 minut, przy uzyciu
10 uL BCPB o stezeniu 0,1 mol/L, tak aby zapewni¢ warunki gwarantujace iloSciowe
przeprowadzenie badanych analitow w 2-S-pirydyniowe pochodne zgodnie ze schematem

reakcji zamieszczonym na rysunku 2 [D1].

Wysokos¢ piku [mAU]J
w

12:0 10:2 8:4 6:6 4:8 2:100:12
Stosunek molowy DHLLys : BCPB

Rysunek 3. Wyznaczenie stechiometrii reakcji DHLLys z BCPB metoda zmian ciagtych [D2].

W pracy podj¢tam rowniez starania zmierzajace do wykazania przydatnosci BCPB jako
odczynnika  derywatyzujacego  dihydroliponylolizyng (DHLLYS) oraz mozliwosci
wykorzystania odczynnika do jednoczesnego oznaczenia LLys i LA w probkach moczu i tkanek
zwierzecych [D2,D4]. W literaturze specjalistycznej nie znalaztam zadnych informacji na temat
stechiometrii reakcji DHLLys z BCPB, w zwiagzku z tym podjetam probg wyjasnienia tego
zagadnienia. Stosujac metode zmian ciagltych wyznaczytam stechiometrig reakcji. Wykazatam,
ze podobnie jak DHLA, DHLLys reaguje z BCPB w stosunku molowym 1:2 (Rysunek 3) [D2].
W wyniku reakcji powstaje stabilna 2-S-pirydyniowa pochodna (LLys-BCPB), ktorej widmo
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UV-Vis wskazywato maksimum absorpcji przy 321 nm (Rysunek 4). Stad, podobnie jak dla
LA-BCPB, sygnal analityczny dla LLys-BCPB byt rejestrowany za pomoca detektora
spektrofotometrycznego wiasnie przy dlugosci fali 321 nm, co umozliwiatlo jednoczesne

oznaczanie obok siebie LA i LLys.
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W toku prowadzonych badan, optymalizowatam zatem warunki oznaczania calkowitej
zawartosci LA i LLys w moczu z wykorzystaniem techniki HPLC-UV-Vis. Rownolegle
sprawdzatam dwie procedury analityczne: redukcje wigzan disiarczkowych z wykorzystaniem
TCEP i nastgpujaca po niej derywatyzacje chemiczng BCPB, a takze jednoczesng reakcje
redukcji i derywatyzacji, stosujac mieszaning TCEP i BCPB. Ostatecznie, wysoce powtarzalne
wyniki 1 najwyzszg wydajnos¢ uzyskatam dla jednoczesnej redukcji wigzan disiarczkowych
I derywatyzacji wyzej wspomnianych analitow, ktore prowadzone byly w temperaturze
pokojowej w ciggu 10 minut, wykorzystujac mieszanine 0,25 mol/L TCEP z 0,1 mol/L BCPB
w stosunku 3:4 (v/v). Optymalnym $rodowiskiem reakcji okazat si¢ bufor fosforanowy o pH
11 i stgzeniu 0,2 mol/L [D2]. Zastosowane warunki zapewnily ilo§ciowe przeprowadzenie LA
i LLys w stabilne 2-S-pirydyniowe pochodne, przy jednoczesnym skroceniu czasu
I uproszczeniu procedury przygotowania probki.

BCPB wykorzystatam roéwniez, jako pierwsza, do oznaczania LA i LLys
w homogenatach tkanek zwierzecych [D4]. W tym celu, prowadzitam optymalizacje warunkow
przeksztalcania analitow w 2-S-pirydyniowe pochodne, sprawdzajac wplyw na jej wydajno$¢
ilosci zastosowanego odczynnika derywatyzujacego oraz czasu prowadzenia reakcji
potrzebnego do iloSciowego oznaczenia badanych zwigzkéw. Jako kryterium oceny wpltywu

poszczegolnych czynnikéw przyjetam wysokos¢ piku powstatych pochodnych. Wykazatam, ze
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LA i LLys ulegaly reakcji derywatyzacji z najwicksza wydajno$cig w temperaturze pokojowej
w czasie 15 minut w 0,1 mol/L buforze boranowym o pH 8, stosujac 10 uL. BCPB 0 stezeniu
0,1 mol/L. Zaletg przedstawionej procedury derywatyzacji LLys w stosunku do opublikowanej
wczesniej metody [34], jest mozliwos¢ stosowania bardzo tagodnych warunkow reakcji,
W znaczgco krotszym czasie. Procedura, ktora oparta byta 0 znakowanie fluorescencyjne 4-
sulfonylo-7-fluoro-2,1,3-benzoksadiazolem, byla czasochtonna i charakteryzowata si¢
skomplikowanym etapem przygotowania probki do analizy. Reakcja pomiedzy odczynnikiem
derywatyzujagcym i analitem wymagata zastosowania wysokiej temperatury 60°C, w ciggu 60
minut, co stanowi istotne ograniczenie podczas analizy duzej liczby probek [34]. Opracowana
przeze mnie metoda posiada znaczacy potencjat aplikacyjny wynikajgcy z wysoce reaktywnego
i selektywnego odczynnika derywatyzujacego BCPB, reagujacego w krotkim czasie,
W temperaturze pokojowej, co sprzyja mozliwosci automatyzacji procedury przygotowania
probki i tym samym ograniczenia jej praco- i czasochtonnosci.

Tkanki zwierzece oraz ptyny biologiczne, takie jak krew czy osocze sg ztozonymi
probkami, ktore moga sktadac si¢ z tysiecy sktadnikow, w tym soli, biatek i innych czasteczek
organicznych [36-38]. Nie moga by¢ zatem bezposrednio wprowadzane na kolumng
chromatograficzna, poniewaz zawarte w nich bialka moga adsorbowa¢ si¢ na $ciankach
kolumny 1 wnika¢ mi¢dzy mate pory kolumn, przez co je zapycha¢, uniemozliwiajac separacje
[37]. Dlatego tez, ze wzglgdu na obecnos¢ tych wielkoczasteczkowych zwigzkow, analiza
probek biologicznych oprocz wprowadzenia etapow redukcji wigzan disiarczkowych
i derywatyzacji chemicznej, niesie za soba konieczno$¢ zastosowania deproteinizacji.
Najczgsciej zabiegu usunigcia protein dokonuje si¢ poprzez wytracenie biatek, dodajac roznych
odczynnikow chemicznych, takich jak kwasy, sole czy rozpuszczalniki organiczne [37,55], co
pozwala na otrzymanie po odwirowaniu klarownego, wolnego od bialek supernatantu, jak
réwniez przedhuza trwato$¢ powstajacych pochodnych. W przypadku metod oznaczania LLys
i/lub LA w homogenatach tkanek zwierzecych i ptynach ustrojowych, takich jak osocze
z wykorzystaniem techniki HPLC, do odbiatczania probek biologicznych powszechnie stosuje
si¢ kwas chlorowy(VII) (PCA) [54], acetonitryl (ACN) [56-60] oraz mieszaning ACN:kwas
metafosforowy [61]. Podobnie w opracowanych przeze mnie procedurach przygotowania
probek osocza [D1] oraz tkanek zwierzecych [D4] niezbedna bylta ich deproteinizacja. W tym
celu stosowatam jako odczynnik odbiatczajacy PCA o stezeniu 3 mol/L w potaczeniu z ACN
I nastgpnie wytrgcone biatka odwirowywatam w temperaturze 4°C, a wolny od bialtek

supernatant poddawatam analizie chromatograficznej. W przypadku procedury oznaczania
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calkowitej zawarto$ci LA i LLys w moczu [D2] mimo, iz nie stwierdza si¢ obecnosci biatek
w moczu zdrowego cztowieka, probki, prewencyjnie przed wprowadzeniem do uktadu HPLC
réwniez zakwaszatam PCA.

Jak juz wczesniej wspomnialam, probki osocza i1 tkanek zwierzecych bogate sg
w proteiny, kwasy tluszczowe, lipoproteiny i wiele innych substancji. Z uwagi na charakter
amfifilowy, czasteczki LA i LLys moga oddzialywaé¢ z powierzchnig biatek [20,28].
Kluczowym etapem zatem podczas przygotowania probek osocza i tkanek zwierzecych do
analizy jest oddzielenie analitow od biatlka. Podczas badan wykazatam, ze zastosowanie
kwasowej deproteinizacji powoduje, ze biatka znacznie adsorbujg badane anality, ktore sa
usuwane wraz z wytrgconymi proteinami, co w konsekwencji prowadzi do zwigkszenia strat
tych analitow. Podczas optymalizowania procedury oznaczania LA w osoczu [D1] wykazatam,
ze ponad 60% pochodnej LA zaadsorbowato si¢ na biatku modelowym — albuminie, podczas
odbialtczania probek, natomiast w przypadku procedury oznaczania LLys i wolnego LA
w tkankach zwierzecych okoto 20% pochodnej LLys i 56% pochodnej LA byto
zaadsorbowanych na powierzchni biatek [D4]. Dowiodtam, ze dodanie ACN do PCA na etapie
deproteinizacji osocza i homogenatow tkanek zwierzecych pozwolito znaczaco zwickszy¢
odzyski wyzej wspomnianych analitow i tym samym zwickszy¢ efektywnos¢ oddzielenia 2-S-

pirydyniowych pochodnych od biatka (Rysunek 5).
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Rysunek 5. Wplyw rodzaju i objgtosci rozpuszczalnika organicznego na efektywnos¢ oddzielenia
analitu od biatka w procesie deproteinizacji. A) Odmycie LA-BCPB od biatek osocza za pomocg ACN
lub MeOH [D1] oraz B) odmycie LA-BCPB i LLys-BCPB od biatek homogenatu tkanek za pomoca
ACN (dane niepublikowane).
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Optymalizacja warunkow rozdzielania chromatograficznego

Podobnie jak etap przygotowania probki do analizy, tak dobor warunkow rozdzielania,
identyfikacja substancji i ich ilo§ciowe oznaczenie stanowig nie matlg trudnos$¢ i sg praco- oraz
czasochtonne. Podczas optymalizacji warunkow rozdzielania chromatograficznego w celu
zwigkszenia selektywnos$ci rozdzielania badanych zwigzkow chemicznych, istothym byt dobor
ilosci modyfikatora organicznego fazy ruchomej, dobor pH eluentu, predkosci przeptywu fazy
ruchomej przez kolumne¢ i warunkéw rozdzielania w elucji gradientowej, a takze innych
warunkow oznaczania (np. temperatury kolumny). Zebrane doswiadczalnie informacje opieraty
si¢ na podobnym schemacie dziatania i stanowity podstawe do opracowania nowych i prostych
procedur analitycznych, stuzacych do identyfikacji sktadnikow rozdzielanej mieszaniny oraz
ich oznaczania iloSciowego.

Analiza dostepnych danych literaturowych prowadzi do wniosku, Ze najpopularniejsza
technikg wykorzystywang w celu rozdzielenia i oznaczania LA i LLys w probkach
biologicznych jest chromatografia gazowa i chromatografia cieczowa. Bioragc pod uwagg
powszechne zainteresowanie LA  podyktowane jego cennymi  wlasciwosciami
terapeutycznymi, bardzo wazne jest opracowanie nowych, szybkich i skutecznych metod
analitycznych pozwalajacych kontrolowa¢ obecnos¢ zardéwno LA, jak i jego formy zwigzanej
w LLys w probkach biologicznych. Technika HPLC sprze¢zona z detektorem UV-Vis z matryca
diodowa (DAD) daje szerokie mozliwosci analityczne i stanowi podstawowe wyposazenie
komercyjnych laboratoriow. Z powyzszych wzgledow opracowatam trzy procedury analityczne
umozliwiajace oznaczanie calkowitej zawartosci LA 1 ProtS-LA w osoczu [D1], catkowitej
zawartosci LA 1 LLys w moczu [D2], a takze LA 1 LLys w homogenatach tkanek zwierzecych
[D4] z wykorzystaniem techniki HPLC-UV-DAD (Tabela 1).

Jak juz wspomniatam wczesniej zarowno LA, jak i LLys po uprzedniej redukcji wigzan
disiarczkowych, w reakcji z BCPB tworza S-pirydyniowe pochodne, ktore oznaczatam technika
HPLC w odwréconym uktadzie faz. LA wykazuje whasciwosci stabego kwasu, a jego moc jest
porownywalna z mocg kwasu octowego (pKaa = 4,7) [62]. Podczas, gdy LLys mozna
zaklasyfikowa¢ do bardziej kwasnych zwigzkéw organicznych i jej pKa wynosi 2,24 [63].
Oznacza to, ze w zaleznosci od pH srodowiska rownowaga dysocjacji tych analitow przesunigta
jest w strone¢ form zjonizowanych. Stad, do rozdzielenia chromatograficznego pochodnych LA-
BCPB i LLys-BCPB wykorzystuje si¢ zakwaszony eluent, ktory powoduje ,,cofnigcie”
dysocjacji elektrolitycznej i zmiange hydrofobowosci wspomnianych pochodnych. Obnizenie

pH eluentu w przypadku zwigzkow nalezacych do stabych kwasow organicznych (np. LA)
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wplywa na zwiekszenie ich hydrofobowosci i wzrost retencji. Natomiast w przypadku
pochodnej LLys-BCPB, obecnos¢ obok grupy karboksylowej, drugiej wzglednie polarne;j,
aminowej grupy funkcyjnej, w warunkach dostatecznie niskich wartosci pH fazy ruchome;j,
wplywa na jej jonizacje, a co za tym idzie zmniejszenie retencji. Z uwagi na to, iz separowane
pochodne LA i LLys roznig si¢ znacznie powinowactwem sorpcyjnym niezbedne jest
stosowanie elucji gradientowej, aby umozliwi¢ wymycie z kolumny bardziej hydrofobowych
analitow tacznie z LA-BCPB i zminimalizowa¢ czas rozdzielania. Na podstawie dostepnych
danych literaturowych, badan wlasnych oraz wczesniej opracowanej procedury [54], podczas
rozwijania metod oznaczania LA i LLys w probkach biologicznych [D1,D2,D4]
zaproponowatam jako faz¢ ruchoma mieszaning ACN i kwasu octowego w wodzie.
Podejmujac ~ problematyke  optymalizacji ~ warunkdéw  chromatograficznych
pozwalajacych na efektywne rozdzielenie analitow od sktadnikéw matrycy i analize technika
HPLC catkowitej zawartosci LA i1 ProtS-LA w osoczu [D1] przebadano pH i skiad fazy
ruchomej (ilos¢ ACN i stezenie kwasu octowego), temperature termostatu kolumny
chromatograficznej i program elucji gradientowej. Dla optymalnych warunkoéw prowadzenia
procesu rozdzielania wyznaczono czas retencji i wspotczynnik retencji LA-BCPB. Zgodnie
z oczekiwaniami wzrost zawartosci ACN w fazie ruchomej z 20 do 30% i st¢zenia wodnego
roztworu kwasu octowego w zakresie 0,5-3% spowodowal spadek warto$ci wspotczynnikoéw
retencji, ktorym towarzyszylo jednoczesnie pogorszenie rozdzielczosci 1 symetrii pikow.
Temperatura kolumny w przedziale 15-40°C nieznacznie wptywala na parametry retencji.
Uzyskane warunki chromatograficzne umozliwity efektywne rozdzielenie sktadnikow ztozone;
matrycy, jaka jest osocze w ciggu 8 minut. LA w formie 2-S-pirydyniowej pochodnej byt
wymywany z kolumny w postaci symetrycznego piku po czasie 5,49 minut bez interferencji

pochodzacych od endogennych sktadnikéw obecnych w probkach osocza (Rysunek 6).
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Rysunek 6. Reprezentatywne chromatogramy
48 - 15 wodnego roztworu standardu i probek osocza.
' 1 A) Roztwor wzorcowy LA o stezeniu 15
umol/L. B) Probka osocza uzyskana od
__ 381 05 ochotnika przed suplementacja LA, stgzenie
?E 0 — catkowite LA 0,0 umol/L (linia czarna), po
E 51 |53 55 doustnym przyjmowaniu LA w ilosci 600 mg,
= 28 1 stezenie catkowite LA 0,53 pmol/L (108,3 ug/L)
% (linia czerwona) oraz w iloéci 1200 mg, stezenie
< 18 catkowite LA 2,08 pmol/L (430,0 pug/L) (linia
§ niebieska). C) Probka osocza (linia czarna)
i probka osocza doszczepionego 3 pumol/L
0.8 1 ProtS-LA  (linia  czerwona).  Warunki
u L chromatograficzne: kolumna Zorbax C-18;
02 profil gradientu 0-5 min, 10-40% B; 5-6 min,
"o 2 4 6 8 40-10% B; 6-8 min, 10% B; rozpuszczalniki:
Czas [min] (A) 2% roztwor kwasu octowego o pH 2,361 (B)
Q) ACN; temperatura kolumny 25 °C, predkosé
przeplywu 1 mL/min, analityczna dtugos¢ fali
321 nm [D1].

W kolejnym etapie badan podjetam dziatania w kierunku opracowania optymalnych
warunkéw chromatograficznych umozliwiajacych selektywne rozdzielenie i identyfikacje LA
oraz LLys w moczu i homogenatach tkanek zwierzecych [D2,D4]. W zwigzku z powyzszym
szczegllng uwage zwrocitam na aspekt doboru odpowiedniej fazy stacjonarnej do rozdzielania
wyzej wspomnianych zwigzkow w odwroconym uktadzie faz. W tym celu przetestowatam trzy
kolumny chromatograficzne firmy Agilent Technologies: Rapid Resolution SB-C18 (75x4,6
mm, 3,5 um), Zorbax SB-C18 (150%4,6 mm, 5 um) oraz Poroshell 120 SB-C18 (75%4,6 mm,
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2,7 um), a takze kolumng¢ chromatograficzng firmy Thermo Scientific: ODS Hypersil (125x%4,6
mm, 5 um). Mato satysfakcjonujace wyniki uzyskatam stosujac kolumny Rapid Resolution
(75%4,6 mm, 3,5 um) i ODS Hypersil (125%4,6 mm, 5 um). Sygnaly analityczne pochodzace
od analitow zarejestrowane podczas stosowania wyzej wymienionych kolumn byty szerokie,
asymetryczne i obserwowatam ich koelucje z innymi sktadnikami matrycy. Ostatecznie
rozdzielanie chromatograficzne pochodnych LA i LLys w probkach moczu i tkanek
zwierzecych przeprowadzitam z wykorzystaniem odpowiednio kolumny Zorbax SB-C18
(150x4,6 mm, 5 pm) [D2] oraz kolumny typu core-shell Poroshell 120 SB-C18 (75x4,6 mm,
2,7 um) [D4]. Dzigki zastosowaniu kolumny otrzymanej w technologii opartej na sorbencie
core-shell do oznaczania badanych analitow w tkankach zwierzecych [D4] mozliwe byto
uzyskanie waskich, dobrze rozdzielonych pikéw oraz wykonanie analizy w krotszym czasie,
przy jednoczesnym ograniczeniu zuzycia drogich 1 szkodliwych rozpuszczalnikéw
organicznych.

Analogicznie do poprzedniej metody [D1], w ramach prowadzonych badan nad
opracowaniem odpowiednich uktadow chromatograficznych zbadatam sktad fazy ruchome;j
(ilo§¢ modyfikatora organicznego i st¢zenie kwasu octowego) oraz rdézne warianty programu
elucji gradientowej, jak rowniez natezenie przeptywu fazy ruchomej w zakresie wartosci 1,0-
1,5 mL/min, az do uzyskania efektywnej separacji badanych zwigzkow, dobrej czutosci oraz
satysfakcjonujgcej powtarzalnosci, zachowujac jednoczes$nie krotki czas analizy. Dla wybranej
kolumny chromatograficznej i optymalnego (pod wzgledem selektywnosci rozdzielania i czasu
analizy) programu elucji gradientowej wyznaczytlam czas retencji, wspotczynnik retencji,
liczbg polek teoretycznych oraz wspoétczynnik asymetrii piku. Satysfakcjonujace rezultaty
uzyskatam z zastosowaniem 2% wodnego roztworu kwasu octowego o pH=2,5 [D2,D4].
Dodatek kwasu do fazy ruchomej wptynat korzystnie na symetri¢ pikow oznaczanych
zwigzkOw oraz ograniczenie ogonowania pikow chromatograficznych. W dalszym
postepowaniu analitycznym stosowana byla elucja gradientowa przy staltym nat¢zeniu
przeptywu strumienia fazy ruchomej rownym 1,1 mL/min [D2] lub 1,0 mL/min [D4]. Takie
rozwigzanie zaowocowalo otrzymaniem ukladéw chromatograficznych o duzej sprawnosci,
liczba potek teoretycznych dla LLys-BCPB i LA-BCPB wynosita odpowiednio 27587 1 47787
[D2] oraz 37829 i 71878 [D4]. Dodatkowym atutem opisanych i opracowanych metod
chromatograficznych [D2,D4] bylo uzyskanie zadowalajacej powtarzalnosci czasow retencji.
Mierzone wartosci wspotczynnikéw zmiennosci dla czaséw retencji badanych analitoéw nie

przekraczaly 1,0%. LLys oraz LA eluowaly w formie pirydyniowych pochodnych po
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odpowiednio 4,42 minuty i 5,38 minuty [D2] oraz 6,45 minuty i 8,79 minuty [D4], a otrzymane
na chromatogramie piki byly waskie i symetryczne (Rysunek 7 i Rysunek 8).

6 1 A) 7 5 - B)

LA

LLys

Absorbancja [mAU]
w
Absorbancja [mAU]

UL L )

Czas [min] Czas [min]

25 1 C)

20

O R, N W b O

15

B R B T T T T L W W

10

Absorbancja [mAU]

(]
' (1}
N
0 f===! M “'“"*"‘—.s.'.a"‘ Neano
T T T 1

0 2 4 6 8 10
Czas [min]

Rysunek 7. Reprezentatywne chromatogramy wodnego roztworu standardow i probek moczu. A)
Roztwor wzorcowy zwiazkow tiolowych o stezeniu 5 umol/L, B) probka moczu (linia ciagta) i probka
moczu doszczepionego 10 umol/L LA i LLys (linia przerywana), C) probka moczu porannego osoby
przed suplementacja LA (linia przerywana) i po 7 tygodniach doustnej suplementacji LA (linia ciagta).
Piki: 1 - cysteinyloglicyna; 2 - cysteina; 3 - homocysteina; 4 - glutation; 5 - N-acetylo-L-cysteina; 6 -
LLys; 7 - LA. Warunki chromatograficzne: kolumna Zorbax C-18; profil gradientu 0-6,5 min, 10—
44% B; 6,5-10 min, 44-10% B, rozpuszczalniki: (A) 2% roztwor kwasu octowego o pH 2,36 i (B)
acetonitryl; temperatura kolumny 25 °C, predkos¢ przeptywu 1,1 mL/min, analityczna dlugos¢ fali 321
nm [D2].
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Rysunek 8. Reprezentatywny chromatogram homogenatu serca indyka (linia niebieska) oraz
homogenatu serca indyka doszczepionego 5 umol/L LLys i LA (linia zielona). Stezenia LA i LLys
w homogenacie serca indyka wynosity odpowiednio 0,12 i 0,88 umol/L. Warunki chromatograficzne:
kolumna Poroshell 120 C18; profil gradientu 0-6 min, 9-21% (B); 6-11 min, 21-30%; (B); 11-13 min,
30-9% (B); 13-16 min, 9% (B); rozpuszczalniki: (A) 2% roztwor kwasu octowego o pH 2,36 i (B)
acetonitryl; temperatura kolumny 25 °C, predkos$¢ przeptywu 1 mL/min, analityczna dtugos¢ fali 321
nm [DA4].

W Tabeli 1 zestawitam warunki rozdzielania chromatograficznego dla trzech
opracowanych metod oznaczania badanych zwigzkow w probkach biologicznych.
Przedstawione warunki analizy chromatograficznej zapewniaja bardzo dobra separacje
calkowitej zawartosci LA i ProtS-LA w osoczu [D1], catkowitej zawartosci LA i LLys w moczu
[D2], a takze LA i LLys w homogenatach tkanek zwierzgcych [D4]. Nalezy podkresli¢, iz
opracowane przeze mnie nowe metody [D1,D2,D4] s3 konkurencyjne w stosunku do
dotychczas stosowanych procedur analitycznych. Charakteryzuja si¢ dobra rozdzielczos$cia
I sprawnoscig, dzigki czemu sktadniki matrycy zostaly dobrze rozdzielone i nie interferowaty
z analitami bedacymi przedmiotem badan. Co réwnie wazne, LA i LLys opisane w pracach

[D2,D4] nigdy wczesniej nie byty oznaczane rownoczesnie.
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Tabela 1. Zestawienie optymalnych warunkow procesu rozdzielania chromatograficznego dla opracowanych metod analitycznych.

Anality

LA
ProtS-LA

LA
LLys

LA
LLys

Matryca

osocze

mocz

tkanki
zZwierzgce

Technika
Sposob elucji
HPLC gradientowy
Sposéb elucji
HPLC gradientowy
Sposéb elucji
HPLC gradientowy

[min]

o o o1 O

[min]

6,5
10

[min]

11

13
16

Faza ruchoma

2%
CHsCOOH
[%0]

90
60
90
90
2%
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Walidacja opracowanych metod analitycznych

Kazda opracowang podczas badan metode analityczg poddatam walidacji zgodnie
z kryteriami zalecanymi w literaturze dla metod analizy probek biologicznych [64,65].
W ramach prac [D1,D2,D4] sprawdzitam takie parametry metody jak selektywno$¢, zakres
liniowosci, precyzje wyrazong wzglednym odchyleniem standardowym (RSD), doktadnos¢
wyrazong odzyskiem, granice oznaczalnosci (LOQ), granice wykrywalnosci (LOD) oraz
stabilno$¢ analitow, a w ramach pracy [D4] dodatkowo efekt matrycowy. Uzyskane parametry
walidacyjne dla poszczegdlnych metod przedstawitam w Tabeli 2.

Tabela 2. Wybrane parametry walidacyjne dla opracowanych metod.

Zakres Precyzja Dokladnosé

Matryca  Anality liniowosci [%%6] [%%6] [ Ir_nool?L] [ Ir_nOOSL] Lit.
[pmol/LL] min max min max " .
LA 01-20 35 189 986 1133 0,05 01
Osocze [D1]
Prots-LA  05-3 22 104 944  106,0 0,2 05
LA 00 94 94 1091 01 0,4
Mocz 04-12 [D2]
LLys 00 82 953 1148 0,2 0,4
ki LA 02 11,3 991 1093
ranx 0,1-10 0,03 01  [D4]
ZWICTZECC | Lys 02 56 879 1012

Liniowos$¢ opracowanych metod [D1,D2,D4] zostata okre§lona w oparciu o metode
krzywej wzorcowej. Rownania krzywych kalibracyjnych wyznaczytam metodg najmniejszych
kwadratow z trzech niezaleznych pomiarow, usrednionych dla co najmniej 6 pozioméw stezen
odpowiadajacych zawartos$ci analitow w probkach rzeczywistych (0soczu, moczu i tkanek
zwierzgcych). Wysokie wartosci liczbowe wspotczynnikow determinacji (wartosci powyzej
0,99) potwierdzity liniowos$¢ wyznaczonych krzywych kalibracyjnych w badanych zakresach
stezen.

Istotnym elementem potwierdzenia wiarygodno$ci metody analitycznej byto rowniez
oszacowanie precyzji i doktadno$ci wewnatrz- i miedzydniowej na drodze trzech niezaleznych
pomiarow dla trzech réznych poziomow stezen analitow z zakresu liniowos$ci metod. Uzyskane
w toku procedury walidacyjnej wyniki dla badanych zwigzkéw w trzech matrycach, ktore

zamie$citam w pracach [D1,D2,D4] wykazatly, Zze precyzja i doktadno$¢ spetniajg kryteria



stawiane metodom bioanalitycznym [66] i mieszcza si¢ w granicach £ 15% wartos$ci
nominalnych, z wyjatkiem LOQ, gdzie nie przekraczaja granicznej wartosci £+ 20%.

W toku prowadzonych badan podj¢tam takze starania zmierzajace do okre$lenia
selektywnos$ci prezentowanych metod. Probki rzeczywiste charakteryzuja si¢ ztozonosScia
matrycy przy jednoczesnie duzej zawartosci substancji przeszkadzajacych, ktére potencjalnie
moga wplywaé na jakos$¢ 1 warto$¢ sygnalu analitycznego generowanego przez analit.
W zwiazku z powyzszym, aby zbada¢ selektywnos¢ opracowanych metod sprawdzitam
mozliwos¢ interferencji wystepujacych podczas oznaczania LA 1 LLys w probkach
rzeczywistych. W tym celu przeprowadzitam analize¢ sze$ciu roznych probek osocza [D1],
moczu [D2], homogenatu watroby wieprzowej oraz serca indyczego [D4] bez i z dodatkiem
LA i LLys. Na podstawie zarejestrowanych chromatograméw stwierdzitam brak
interferujacych sygnatow pochodzacych od badanych matryc z oznaczanymi zwigzkami, co
$wiadczy o selektywnosci opracowanych metod. Dodatkowo wykonatam test ,,czystosci” piku
chromatograficznego, wykorzystujac detektor UV-Vis-DAD, ktory wykazal, ze pikom
pochodzacym od pochodnych LLys i/lub LA mozna przypisaé tylko jeden sygnal
odpowiadajacy badanej substancji.

W probkach biologicznych (osocze, mocz i tkanki zwierzgce) wystepuja endogenne
tiole, ktorych ilos¢ w duzej mierze zalezy od stylu zycia, diety, stanu zdrowia i uwarunkowan
genetycznych, przy czym ich stgzenie (z wyjatkiem cysteiny) w osoczu cztowieka jest bardzo
niskie w poréwnaniu do innych matryc. Zgodnie z danymi literaturowymi zwigzki tiolowe
z odczynnikiem derywatyzujacym BCPB ulegaja przeksztatceniu w odpowiednie pochodne,
ktore wykazujg dobrze wyksztatcone maksimum absorpcji przy dtugosci fali 316 nm [52]. Stad
tez na etapie opracowywania metody oznaczania catkowitej zawartosci LA i LLys w moczu
[D2] koniecznym byto zbadanie selektywnosci uktadu rozdzielajacego w stosunku do
wspomnianych analitbw w obecnosci cysteiny, homocysteiny, glutationu, N-acetylo-L-
cysteiny oraz cysteinyloglicyny. W ustalonych optymalnych warunkach rozdzielania
chromatograficznego, widoczne na chromatogramie piki pochodzace od wymienionych
substancji eluowaty przy innych czasach retencji i tym samym nie utrudnialy oznaczenia LA
i LLys oraz nie powodowaly zafatszowania wynikow (Rysunek 7A).

Na etapie rozwijania metodyki, probki biologiczne, podobnie jak roztwory wzorcowe
moga ulega¢ ré6znym przemianom biochemicznym i fizykochemicznym zaleznie od czasu
i sposobu ich przechowywania. W zwigzku z powyzszym podczas walidacji opracowanych

metod podj¢tam probe okreslenia trwatosci analitow lub ich pochodnych w badanych probkach
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w roznych warunkach przechowywania przed i w trakcie analizy (ocena stabilno$ci
krotkoterminowej,  dlugoterminowej  oraz ~ ocena  stabilno$ci  przechowywanych
w automatycznym podajniku probek) [D1,D2,D4]. Otrzymane wyniki badan stabilno$ci
wykazaly, ze stezenie LA w probkach osocza przechowywanych w temperaturze pokojowej,
w 4, -20 i -78°C nie ulegato istotnym zmianom odpowiednio przez co najmniej 2 dni (Rysunek
9A), 10 dni, 26 tygodni i 6 miesigcy. Gdy natomiast probka po derywatyzacji z BCPB
umieszczona bylta w automatycznym podajniku probek zaobserwowatam, ze 2-S-pirydyniowa
pochodna LA, zakwaszona i zawierajgca ACN jest stabilna przez 4 godziny na poziomie
103,6% (Rysunek 9B). Majac na uwadze powyzszy fakt, probki osocza od chwili
przygotowania nalezy niezwlocznie podda¢ analizie koncowej w celu ilosciowego oznaczenia

LA w badanej matrycy [D1].
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Rysunek 9. Badania trwato$ci LA i jego 2-S-pirydyniowej pochodnej w osoczu. A) Trwato$é LA
W 0soczu przechowywanym przez 48 godzin w temperaturze pokojowej. B) Trwatos¢ 2-S-pirydyniowej
pochodnej LA w osoczu, po zakwaszeniu PCA i dodaniu ACN przechowywanym przez 19 godzin
W temperaturze 25°C.

Inaczej sytuacja rysowata si¢ w przypadku probek homogenatow tkanek zwierzecych.
W warunkach chromatografowania utworzone pochodne 2-S-pirydyniowe byly stabilne
w temperaturze otoczenia przez 24 godziny. Swiadcza o tym wysokie wartosci odzysku dla
LLys-BCPB i LA-BCPB, ktore wynosity odpowiednio 104,5% i 106,4% (Rysunek 10) [DA4].
Uzyskane wyniki pokazaty, ze po derywatyzacji probki homogenatéw tkanek zwierzecych
W odrdznieniu do probek osocza, mogg by¢ przechowywane w automatycznym podajniku

probek przez kilkadziesiagt godzin, co daje mozliwos$¢ analizy wigkszej liczby probek.
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Rysunek 10. Trwato$¢ pochodnych LLys-BCPB oraz LA-BCPB w probce homogenatu serca
indyczego, po jej zakwaszeniu PCA i dodaniu ACN, przechowywanej przez 28 godzin w temperaturze
25°C.

Z uwagi na to, iz LLys nie jest zwigzkiem dostgpnym komercyjnie, konieczne byto
przeprowadzenie jej syntezy, dzigki wspotpracy z Katedra Chemii Bioorganicznej Wydziatu
Farmaceutycznego. W zwiazku z brakiem informacji o wlasciwos$ciach fizykochemicznych, na
poczatkowym etapie prowadzonych badan, sprawdzatam rowniez stabilno$¢ roztworow
wzorcowych LLys na trzech poziomach stezen: 30, 1000 i S000 umol/L. Zaobserwowatam, ze
w badanych roztworach przechowywanych w temperaturach -79 i -20°C po 6 miesigcach
pozostaje odpowiednio 96,1-96,9% oraz 55,5-71,0% wartosci poczatkowej LLys. Dodatkowo,
zauwazytam, ze zwigzek ten ulega szybkiej degradacji W roztworze wzorcowym o najnizszym
stezeniu (30 umol/L) przechowywany w temperaturach 24 i 4°C. Podczas, gdy w roztworach
0 wyzszych stezeniach (1000 1 5000 umol/L) LLys jest trwata w 24°C przez 1 dzien, a w 4°C
przez co najmniej 5 dni. Biorgc pod uwage powyzsze fakty, zalecane jest codzienne
przygotowywanie s$wiezych roztworow LLys, ewentualnie niezwloczne ich zamrozenie
w temperaturze -79°C zaraz po przygotowaniu [D2].

W procedurze analitycznej stosowanej do oznaczania LA i LLys w homogenatach
tkanek zwierzecych [D4] istotnym elementem walidacji bylo réwniez okreslenie efektu
matrycowego. W przedstawionym badaniu efekt matrycowy byt nizszy niz + 20% w zwigzku
z tym nie byt czynnikiem istotnie wptywajacym na uzyskiwane stezenia LA i LLys.

Na podstawie otrzymanych danych [D1,D2,D4] mozna wysnu¢ wniosek, iz opracowane
procedury analityczne charakteryzuja si¢ dobrg doktadnoscig i precyzja, a uzyskane wartosci
LOQ umozliwiaja monitorowanie zawartosci LLys i/lub LA w probkach osocza, moczu

i homogenatow tkanek zwierzecych na niskich poziomach stezen.
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Aplikacja opracowanych procedur analitycznych do badan probek rzeczywistych

Coraz wigksza zachorowalno$§¢ na nowotwory odnotowana w ciggu ostatnich
kilkudziesigciu lat determinuje potrzebe poszukiwania nowych $rodkéw wspomagajacych
leczenie. W zwigzku z tym naukowcy zwrécili uwage na mozliwos¢ wykorzystania LA
w profilaktyce i pomocniczo w leczeniu nowotworu [66-68]. Endogenna synteza LA nie jest
jednak w stanie dostarczy¢ odpowiedniej ilosci tego kwasu, aby moc zaobserwowaé jego
korzystne dziatanie w profilaktyce chorob dietozaleznych [19,20]. W zwiazku z tym wazne jest
wykorzystanie egzogennych zrodel tego zwigzku. LA jest coraz cze$ciej stosowany w postaci
powszechnie dostgpnych suplementow diety oraz dostarczany do organizmu poprzez
odpowiednig diete [31,69].

W celu terapeutycznego monitorowania ilosci LA i LLys opracowane,
zoptymalizowane i zwalidowane nowe procedury analityczne wykorzystatam do wykrywania
i 0znaczenia LLys i/lub LA w ptynach ustrojowych [D1,D2]. Badaniom poddatam probki
osocza [D1] i moczu [D2] uzyskane od potencjalnie zdrowych osob, ktore przyjmowaty LA
W postaci komercyjnie dostgpnego farmaceutyku. W celu okreslenia catkowitej zawarto$ci LA
i ProtS-LA w osoczu [D1], badania przeprowadzitam z udzialem 17 ochotnikow w wieku 28-
63 lat (7 mg¢zczyzn i 10 kobiet), ktorzy otrzymywali pojedyncza porcje leku zawierajacego 600
i 1200 mg LA przez 30 dni. Stezenie kwasu w 0S0Czu znaczgco rdznito si¢ i U pacjentow, ktorzy
jednorazowo przyjeli suplement diety zawierajacy 600 mg LA, zmierzone warto$ci kwasu
oscylowaty od 33,9 do 287,8 pg/L. Podanie podwdjnej dawki farmaceutyku, zawierajacej 1200
mg LA, zgodnie z przewidywaniami, spowodowato wzrost stezenia kwasu w osoczu, ktore
miescito si¢ w zakresie 260,7-430,0 ug/L (Tabela 3). W osoczu zebranym przed doustng
suplementacjg, W 14 probkach, nie wykryto LA. Natomiast w 3 probkach jego ilo$¢ znajdowata
si¢ ponizej granicy oznaczalno$ci. We wszystkich badanych probkach osocza nie zostata

stwierdzona obecnos¢ ProtS-LA.
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Tabela 3. Stezenia catkowitej zawartosci LA w osoczu cztowieka przed i po doustnej suplementacji LA

[D1].
Stezenie LA wyrazone w pmol/L (pg/L)
Pleé Wiek Przed Po suplementacji LA
suplementacjg LA 600 mg 1200 mg®
K 39 n.w. 0,16 (33,9) 1,36 (281,0)
M 41 0,08? 0,66 (135,4) 1,26 (260,7)
K 43 n.w. 0,53 (108,3) 2,08 (430,0)
K 40 n.w. 1,08 (223,5) 1,28 (264,1)
K 28 n.w. 1,35 (277,6) 1,54 (318,3)
K 55 n.w. 1,39 (287,8) 1,87 (386,0)
K 43 n.w. 0,18 (36,9)
M 47 0,015% 0,27 (56,5)
K 39 0,015% 0,26 (54,5)
K 28 n.w. 0,57 (118,5)
K 39 n.w. 0,32 (65,0)
M 63 n.w. 0,39 (81,3)
M 57 n.w. 0,51 (105,0)
M 30 n.w. 0,82 (169,3)
M 53 n.w. 0,82 (169,3)
M 50 n.w. 0,89 (182,8)
K 62 n.w. 1,13 (233,6)
n.w., nie wykryto

2 Szacunkowe stezenie LA ponizej LOQ.

b Probki osocza pacjentdéw po przyjeciu 1200 mg LA, uzyskano po uptywie roku.

W celu okreslenia farmakokinetyki wydalania LA i LLys z moczem [D2], badaniu
poddatam 7 prébek moczu uzyskanych od kobiet (n=4) 1 m¢zczyzn (n=3) w wieku od 25 do 48
lat, ktorzy dwa razy dziennie w ciggu dwoch tygodni, doustnie przyjmowali porcje 200 mg LA.
Dwie kobiety w wieku 27 i 48 lat przedtuzyly okres suplementacji LA do 9 tygodni. W moczu
porannym zebranym przed suplementacja, nie stwierdzitam obecnosci wspomnianych
analitow. Po 1 tygodniu doustnego przyjmowania farmaceutyku, stezenia LA oraz LLys
w moczu oscylowaty odpowiednio od 0,57 do 4,73 pmol/L oraz od 0,41 do 2,88 umol/L.
Natomiast po 2 tygodniach suplementacji, stezenia badanych analitéw nieznacznie wzrosty
u wigkszosci pacjentéw i mieScity si¢ w przedziatach 1,07-5,60 umol/L dla LA oraz 0,59-6,06
umol/L dla LLys. Rozbieznosci pomiedzy stezeniami mogty wynika¢ ze zmiennej diety, badz

metabolizmu. W celu ograniczenia roznicy wynikajacej z objgtosci moczu wydalanego w ciggu
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doby i tym samym uwzgledniajac rézne rozcienczenia probek, otrzymane wyniki
normalizowatam na kreatyning. Rezultaty wydalania LA i LLys z moczem po korelacji na
kreatyning zostaty przedstawione w Tabeli 4 i na Rysunku 11. U dwoch ochotnikow, ktorzy
doustnie przyjmowali LA, wystapily skutki uboczne, takie jak chroniczne zmeczenie czy

rozdraznienie.

Tabela 4. Stezenia LA i LLys w moczu cztowieka przed i po zazyciu suplementu zawierajacego LA
[D2].

Stezenie LA Stezenie LLys
(mmol/mol Crn) (mmol/mol Crn)
Ple¢ Wiek Przed Po suplementacji LA Przed Po suplementacji LA
suplementacja L tvizien 2 tvdzien suplementacja 1 tvigieh 2 tvdzier
LA tydzien tydzien LA ydzien tydzien
K 25 n.w. 0,03 0,08 n.w. 0,02 0,07
K 27 n.w. 0,11 0,23 n.w. 0,16 0,24
K 29 n.w. 0,31 0,18 n.w. 0,06 0,08
K 48 n.w. 0,09 0,34 n.w. 0,13 0,32
M 26 n.w. 0,19 0,20 n.w. 0,03 0,05
M 27 n.w. 0,15 0,12 n.w. 0,03 0,03
M 46 n.w. 0,55 0,29 n.w. 0,24 0,17
Crn: kreatynina; n.w.: nie wykryto.
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Rysunek 11. Wydalanie LLys i LA z moczem. Profil zmian st¢zenia LA i LLys w moczu dwoch
zdrowych ochotniczek: kobieta lat 26 (A) i kobieta lat 48 (B) przedipo 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8 9 tygodniach
suplementacji LA [D2].

Uzyskane wyniki sugerujg, ze LA przyjmowany w postaci suplementu diety jest wydalany

z moczem w postaci LLys. W zwiazku z powyzszym wydaje si¢, ze LA moze wlacza¢ si¢ do
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biatek poprzez tworzenie wigzania z grupg e-aminowg lizyny i w procesie degradacji biatek by¢
uwalniany w postaci LLys. Zaproponowana przeze mnie metoda [D2] jest pierwsza aplikacja
jednoczesnego oznaczania LA i LLys w moczu cztowieka po doustnej suplementacji LA.
Uszkodzenie ludzkich komoérek w warunkach stresu oksydacyjnego zwigksza si¢ wraz
z wiekiem. Stad wzmozone spozywanie egzogennych przeciwutleniaczy pochodzacych
Z owocOw, warzyw 1 migsa moze wspomaga¢ endogenny system obrony antyoksydacyjnej,
atym samym zmniejsza¢ ryzyko wystgpienia chorob przewlektych [7]. Wykorzystujac
opracowang i opisang wczesniej metode oznaczania LA i LLys w homogenatach tkanek
zwierzecych, monitorowatam stezenie LLys i LA w probkach migsa r6znego pochodzenia [DA4].
Do badan uzytam tkanki, takie jak: watroba, serce, nerka i zotadek, pochodzace od krow, cielat,
$win, kurczakow i indykow. Oznaczone zawartosci LA i LLys dla roznych probek migsa

przedstawitam w Tabeli 5.

Tabela 5. Zawartos$¢ LA i LLys w jadalnych produktach pochodzenia zwierzecego [D4].

Indyk Cielak Krowa Swinia Kurczak
Tkanki
pg/g tkanki pg/g tkanki pg/g tkanki pg/g tkanki  pg/g tkanki

LLys

Serce 3,99 +£0,01 3,32+0,01 3,12+ 0,05 3,46 + 0,03 2,11 +£0,00
Watroba n.w. 0,56 + 0,00 0,97 £ 0,01 n.w. 1,17 +£0,01

Nerka n.w. 0,71 +0,01 1,40 £ 0,01 0,94 £ 0,01 0,72 +£0,01
Zotadek n.w. n.w. 1,59 + 0,02 0,54 +0,01 n.w.

LA

Serce 0,36 0,01 0,22 +£0,01 0,28 +0,04 0,55 0,01 0,27 +£0,01
Watroba n.w. 0,38 0,00 n.w. n.w. 0,51+ 0,00

Nerka n.w. 0,14+ 0,03 0,50 +£0,05 0,41 £0,00 0,32 +0,01
Zotadek n.w. n.w. n.w. n.w. 0,41 +0,03

2Stezenie szacunkowe ponizej LOQ

n.w., nie wykryto

Sposréd badanych tkanek migsa najwyzsze wartosci stezen LLys i LA wykrylam w sercu,
watrobie i nerce. Srednie zawartosci LLys miescity sie w przedziatach 2,11-3,99 pg/g dla serca,
0,56-1,17 ug/g dla watroby i 0,71-1,40 pg/g dla nerki. Natomiast stezenia LA oscylowaty od
0,22 do 0,55 pg/g dla serca, od 0,38 do 0,51 pg/g dla watroby oraz od 0,14 do 0,50 nug/g dla
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nerki. Obecno$¢ LLys stwierdzitam rowniez w zotadku krowy i $wini, z kolei LA tylko
w zotadku Kkurczaka. Biorgc pod uwage wyniki przedstawione powyzej i dostgpne dane
literaturowe, mozna wysnu¢ wniosek, iz zawarto$¢ LLys jest wysoka w tkankach aktywnych
metabolicznie, ktore zawierajg duzg liczbe mitochondriéw [69,70]. LA, jesli byl obecny
W badanych probkach migsa, znajdowat si¢ na relatywnie niskim poziomie. Oznacza to, ze
enzymy proteolityczne nie rozszczepiaja skutecznie wigzania amidowego pomigdzy LA
a lizyna | wowczas na skutek trawienia enzymatycznego LA wchtania si¢ w postaci LLys [71].
Analizujgc poziomy zawartosci LA i LLys w badanych probkach migsa mozna réwniez
zauwazy¢, ze ich ilosci zalezne sa od rodzaju migsa. Mianowicie, najnizszg zawarto$¢
wspomnianych analitow zawierato migso kurczaka, podczas gdy najwyzsza zaobserwowatam
w migsie czerwonym. Wydaje si¢, ze wysoki poziom stgzenia LA i LLys w tkankach takich
jak: serce, watroba czy nerka moze stanowi¢ mechanizm obrony antyoksydacyjnej dla tych
narzadow. Wyznaczone na podstawie trzech niezaleznych pomiaréw, srednie stezenia LLys
w badanych probkach réznity si¢ od wartosci deklarowanych przez innych badaczy [48,71].
Zawartosci LLys oznaczone opracowang przeze mnie metoda byly nieco wyzsze w stosunku
do wczesniej opublikowanej metody [48], wedtug ktorej dla proszku acetonowego z nerki, serca
1 watroby wotowej stezenia LLys miescity si¢ w przedziale 0,86-2,64 pg/g, jak rowniez byly
nizsze, od wynikéw 2,14-4,38 pg/g wyznaczonych dla tych samych tkanek metoda
enzymatyczng [71]. Rozbieznosci pomigdzy wynikami moga by¢ uwarunkowane wieloma
czynnikami, takimi jak: rodzaj materiatu uzytego do badan, gatunek zwierzat, sposob zywienia,
wiek ubojowy i pte¢ zwierzat, czy tez roznice migdzy stosowanymi metodami analitycznymi.
Wedlug mojej wiedzy, przedstawiona metoda [D4] jest pierwsza procedurg analityczng
stosowang do oznaczania LLys w homogenatach watroby, serca, nerek i zotagdka pochodzacych
od cielat, swin, kurczakéw oraz indykow. Stanowi ponadto przydatne narzedzie analityczne

stosowane do badan biochemicznych i biomedycznych.

Wyznaczenie aktywnosci antyoksydacyjnej liponylolizyny

Temat szkodliwosci wolnych rodnikéw koncentruje nasza uwage na poszukiwaniu
substancji, ktore wspieraja naturalne mechanizmy obronne komorek cziowieka. W tym celu
opracowuje si¢ szereg metod badawczych, ktéore pozwalaja oznaczy¢ potencjat
przeciwutleniajacy tych substancji. Badania prowadzi si¢ na organizmach zywych in vivo, badz
poza organizmami zywymi in Vvitro. Te ostatnie badania sg stosunkowo tatwe do
przeprowadzenia, mniej kosztowne 1 czasochlonne, a takze eliminujg wiele czynnikow

wplywajacych na powstawanie btedow podczas pomiardow tradycyjnymi metodami in vivo
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[72,73]. W pismiennictwie nie zaobserwowano doniesien literaturowych na temat aktywnosci
antyoksydacyjnej LLys [23]. Stad tez kolejny etap mojej pracy mial na celu zbadanie tych
wlasciwosci z zastosowaniem wodno-alkoholowych roztwordéw standardow (LA, LLys, DHLA
i DHLLys) i modelowego rodnika 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu (DPPH). Pomiary
aktywnos$ci antyoksydacyjnej zwigzkéw wykonywatam na podstawie zaniku absorbancji
roztworu rodnika DPPH, ktora monitorowatam spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 520
nm w czasie 30 min, przy ograniczonym dostgpie do $wiatta. Miarg aktywnosci
przeciwutleniajgcej jest warto§¢ stezenia przeciwutleniacza powodujaca 50% spadek
poczatkowego stezenia rodnika DPPH (ECso). Dla kazdego stezenia (wyrazonego jako liczba
moli przeciwutleniacza/liczba moli DPPH) badanego zwigzku chemicznego, obliczytam
zawarto$¢ pozostatego rodnika zgodnie z rownaniem [74]:

Ao
%DPPH, o, = At‘3° +100%

t=0

gdzie:

%DPPH; em - procentowa zawarto$¢ pozostatego (niezredukowanego) rodnika DPPH,
Ai=0 - wyjsciowa warto$¢ absorbancji roztworu rodnika DPPH,

A=30 - warto$¢ absorbancji po dodaniu przeciwutleniacza po ustalonym czasie reakcji.

Uzyskane wyniki dla DHLA i DHLLys zamiescitam na Rysunku 12.
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Rysunek 12. Zdolno$¢ wygaszania rodnika DPPH przez badane substancje w funkcji stosunku
molowego (a) DHLA/DPPH i (b) DHLLys/DPPH [D4].
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Na podstawie obliczonej procentowej zawartosci pozostatlego w uktadzie reakcyjnym rodnika
DPPH dla kazdego badanego zwigzku chemicznego wyznaczylam parametr ECsg. Nizsza
warto$¢ parametru ECsg wskazuje na wyzszg reaktywno$¢ danego przeciwutleniacza.

W oparciu o doniesienia literaturowe i przeprowadzone badania pilotazowe, zdolno$¢
zmiatania rodnika DPPH badanych zwigzkow chemicznych (LA, LLys, DHLA i DHLLYys)
oznaczatam w zakresie st¢zen 2,5-60 pmol/L. Uzyskane wyniki wskazaly, ze LA i LLys nie
wykazuja zdolno$ci wygaszania rodnika DPPH, nawet przy wyzszych stezeniach (200-2000
umol/L). Tymczasem, jak powszechnie wiadomo LA znany jest jako ,,uniwersalny
przeciwutleniacz” i ,,antyutleniacz antyutleniaczy” [20,75]. Spetnia szereg kryteriow silnego
antyoksydanta, a mianowicie wykazuje zdolno$¢ zmiatania wolnych rodnikow, chelatowania
jondéw metali, regenerowania przeciwutleniaczy wewnatrzkomorkowych, takich jak GSH,
witamina E czy witamina C, a takze koncentruje si¢ w tkankach, komodrkach i ptynach
ustrojowych. [20,31,69,76]. W przypadku LLys trudno jest niestety jednoznacznie stwierdzic,
czy posiada ona wilasciwosci antyoksydacyjne. Niemniej zaobserwowatam, ze zredukowana
forma LLys - DHLLys wykazuje aktywno$¢ przeciwrodnikowa (Rysunek 12). Wyzsza
zdolno$¢ wygaszania rodnika DPPH stwierdzitam jednak dla DHLA niz DHLLYys, ktore swoje
antyoksydacyjne wlasciwosci zawdzigczaja obecnosci dwoém wolnym grupom tiolowym
w czasteczce [77]. Wyznaczone warto$ci ECso dla DHLA i DHLLys wynosity odpowiednio
0,076 umola DHLA/umol DPPH (ECso, 4,56 umol/L) oraz 0,094 umola DHLLys/umol DPPH
(5,64 umol/L). Wyzsza wartos¢ ECs0=0,39 dla zredukowanej formy LA wykazali Madawala
i wsp. [75]. Parametr ECsp jest wlasciwoscig charakterystyczng dla danego antyoksydanta tylko
w okreslonych warunkach. Z tego wzgledu duze rozbieznosci miedzy wartosciami ECsg dla
danego zwigzku opisane w literaturze wynikajg z ro6znych warunkéw prowadzenia reakcji

z rodnikiem DPPH.
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PODSUMOWANIE

Niewatpliwie nieustajacy postep technologiczny jest zrodtem poprawy jakosci zycia
ludzi. Jednakze wraz z negatywnymi skutkami zanieczyszczen srodowiska naturalnego moze
takze wpltywaé na wzrost wystepowania chorob cywilizacyjnych. LA posiada wtasciwosci
antyoksydacyjne i przyczynia si¢ do neutralizowania RFT, chronigc organizm przed stresem
oksydacyjnym 1 spowodowanymi jego wystepowaniem chorobami cywilizacyjnymi.
Antyoksydant ten jest stosowany na szerokg skale w profilaktyce i leczeniu chordb, takich jak
nowotwor, cukrzyca, choroby sercowo-naczyniowe, choroby autoimmunologiczne oraz
choroby neurodegeneracyjne, ktorych patogeneza jest $cisle zwigzana z wystgpowaniem stresu
oksydacyjnego [35].

Od kilku lat naukowcy na catym $wiecie interesuja si¢ wlasciwosciami LA oraz jego
wplywem na organizm cztowieka. Jednak rosngca $wiadomos¢ konsumentéw na temat wptywu
sktadnikéw zywnosci na zdrowie wymusza wdrazanie na rynek farmaceutyczny takze innych
lekoéw i suplementow diety, zawierajacych sktadniki prozdrowotne.

W ramach prezentowanej rozprawy doktorskiej przedstawiono stan najnowszej wiedzy
na temat prozdrowotnych wiasciwosci LA ze szczegdlnym uwzglednieniem jego aktywnosci
antyoksydacyjnej. Opracowano trzy nowe metody analityczne umozliwiajgce oznaczenie:

= catkowitej zawarto$ci LA i ProtS-LA w osoczu [D1],

= calkowitej zawarto$ci LA 1 LLys w moczu [D2],

= calkowitej formy LA i LLys w homogenatach tkanek zwierzgcych [D4].

Opracowane metodyki poddano walidacji. Otrzymane wyniki badan opisane w pracach
[D1,D2,D4] pozwolity wyciagna¢ nastepujace wnioski:

1. Otrzymane granice oznaczalno$ci i wykrywalnosci opracowanych metod umozliwiaja
oznaczenie $ladowych ilosci LLys i/lub LA w badanych probkach biologicznych
(osocze, mocz 1 tkanki zwierzece).

2. Opracowane procedury analityczne odznaczaja si¢ duza czutoscia, precyzja i w pehni
spetniajg kryteria stawiane oznaczeniom ilosciowym.

3. Opracowane metody doskonale wpisuja si¢ w koncepcje zielonej chemii, poprzez
ograniczenie stosowania toksycznych rozpuszczalnikow i generowanie niewielkiej
ilosci odpadow.

4. Inne zalety powyzszych metod to: proste procedury przygotowania probek, stosunkowo
krotkie czasy analizy chromatograficznej, dzigki czemu mozliwe jest monitorowanie

i badanie wigkszej liczby probek, jak rowniez zredukowanie ilosci etapow

42



przygotowania probek do niezbednego minimum (np. jednoczesna redukcja

i derywatyzacja), co w konsekwencji korzystnie wplywa na ograniczenie strat

oznaczanych analitow.

5. Zastosowanie tanszej w eksploatacji aparatury stanowi doskonalg alternatywe dla
bardziej skomplikowanych narz¢dzi badawczych (LC-MS, GC-MS, LC-MS/MS itp.),
ktore sa trudno dostgpne dla wielu laboratoriow analitycznych czy klinicznych.

6. Stwierdzono mozliwo$¢ wykorzystania opracowanych procedur analitycznych do
prowadzenia rutynowych analiz, badan farmakokinetycznych oraz kontroli
stosowanych suplementow LA [D1,D2], jak rowniez do prowadzenia badan reakcji
biochemicznych, badan zywieniowych oraz w diagnostyce niektorych rodzajow choréb
[D4].

Badania skomplikowanych pod wzgledem zlozono$ci matrycy materialow
biologicznych, jakim sg plyny ustrojowe, czy homogenaty tkanek zwierzecych bardzo czgsto
wymuszaja opracowanie i wdrozenie odpowiednich procedur ulatwiajacych ich pozniejsza
analize. Bardzo waznym aspektem staje si¢ zatem zastosowanie odpowiednich warunkoéw
przetwarzania probek biologicznych. W zwigzku z powyzszym, przedmiotem prezentowanej
rozprawy doktorskiej staty si¢ rowniez dwie prace przegladowe dotyczace zagadnien, istotnych
z punktu widzenia chemii analitycznej. Szczegdélowo omoéwione zostaly dwie techniki,
stosowane na szerokg skale niemal w kazdym laboratorium analitycznym w celu utatwienia
etapu przygotowania probki:

= homogenizacja tkanek statych lub potptynnnych [D3],

= derywatyzacja chemiczna [D5].

W dobie dzisiejszej robotyzacji 1 automatyzacji zyskaly one na znaczeniu i1 popularnosci, gdyz
daja mozliwos¢ poprawy jakosci pracy chemika analityka. Homogenizacja, dzigki
wspotczesnie stosowanym homogenizatorom umozliwia rozdrabnianie kilku probek
rownoczesnie, skracajac jednoczesnie czas pracy. Derywatyzacje chemiczng, dzigki
powszechnie dostepnym odczynnikom derywatyzujagcym mozna tatwo zastosowaé, CO
zwigksza potencjal badawczy wielu metod. W przypadku chromatografii cieczowej
derywatyzacja wptywa korzystnie na separacj¢ oznaczanych zwigzkéw poprzez polepszenie
ksztaltu sygnatu chromatograficznego, rozdzielczosci i selektywnos$ci oznaczen.

Na potrzeby niniejszej pracy podjeto takze probe zaadoptowania metody oceny
aktywno$ci antyoksydacyjnej in vitro na podstawie zdolnos$ci wygaszania wolnych rodnikoéw

z wykorzystaniem stabilnego wolnego rodnika DPPH do badania LLys, LA i ich
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zredukowanych form - DHLLys i DHLA [D4]. Zalezno$¢ mig¢dzy strukturg zwigzkoéw
sulfhydrylowych a ich aktywnos$cig przeciwutleniajaca byly przedmiotem wielu badan.
Z opublikowanych dotychczas w literaturze danych wynika, ze antyoksydacyjne dziatanie
zwigzkoéw tiolowych zalezy w duzej mierze od grupy -SH [75,77]. Wyniki badan uzyskane
W niniejszej pracy potwierdzity wplyw grupy tiolowej na aktywno$¢ przeciwutleniajaca
zredukowanych form LA i LLys. Nie mozna jednak jednoznacznie oceni¢ zdolnosci
przeciwutleniajagcej LLys metoda DPPH. Stad wydaje si¢, ze w przysztosci interesujacym
krokiem moze by¢ rozszerzenie badan 0 aktywnos¢ przeciwutleniajgcg LLys in vivo. Wstgpne
badania nad wilasciwos$ciami przeciwutleniajacymi LLys moglyby utorowa¢ droge nowej
generacji farmaceutykéw i profilaktyce chorob cywilizacyjnych. Oczekuje si¢, ze badania te

mogltyby rowniez przynies¢ korzysci naukowcom pracujacym z nowymi przeciwutleniaczami.
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KEYWORDS Abstract This paper describes the development and validation of an HPLC method for the deter-
Derivatization; mination of protein bound and total lipoic acid in human plasma. The essential steps in the total
Determination; lipoic acid assay include reduction of disulfide bridge with tris(2-carboxyethyl)phosphine, derivati-
HPLC; zation via thiol group with 1-benzyl-2-chloropyridinium bromide and HPLC analysis of
Lipoic acid; S-pyridinium derivative. Protein-bound lipoic acid is first separated from free lipoic acid with the
Thiol; use of liquid extraction, converted to its reduced counterpart then processed as total lipoic acid.
Plasma The method is reproducible, precise and accurate. The inter- and intraday related standard devia-

tion varied from 1.5% to 11.5% and from 1.8% to 19.6%, respectively, while recovery is in the
range of 80.0-106.0% and 80.4-110.8%, respectively. The mean concentration of total lipoic acid
in healthy donors after supplementation with 600 mg and 1200 mg was 0.67 + 0.40 pmol L™
(137.6 + 82.1 pg L™ ") and 1.57 + 0.34 pmol L™ (323.34 + 70.07 pg L"), respectively.

© 2016 The Authors. Production and hosting by Elsevier B.V. on behalf of King Saud University. This is
an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. Introduction

1,2-Dithiolane-3-pentanoic acid (CgH[40,S,), commonly known as
lipoic acid (LA), is a direct and an indirect antioxidant used both

* Corresponding author at: University of Lodz, 163 Pomorska Str., in the prevention and treatment of diseases related to oxidative stress.
90-236 Lodz, Poland. Fax: +48 426355832. During the dynamic transformations taking place in living organisms,
E-mail address: gchwatko@uni.lodz.pl (G. Chwatko). LA is metabolized to some catabolites e.g. dihydrolipoic acid
Peer review under responsibility of King Saud University. (DHLA), lipoamide, methyl lipoate and other (Kataoka, 1998).

Moreover, it has been proven that LA forms mixed disulfides not
only with GSH, but also with the cysteinyl sulfthydryl in peptides
g (Ishit et al., 2010). To the best of our knowledge humans are supple-
HISEVIER Production and hosting by Elsevier mented by LA but not by DHLA. LA is administered for the treat-
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ment of various diseases, such as cardiovascular, diabetes, neurode-
generative and liver disorders (alcohol-induced damage, heavy metal
intoxication and mushroom poisoning) (Bilska and Wtodek, 2005;
Bustamante et al., 1998; Goraca et al., 2011; Rochette et al., 2013).
Furthermore, LA is used as a nutritional supplement in many coun-
tries. The use of dietary supplements without proper control raises
controversy as they are not drugs, and so do not apply to the rules
of drug control. To clarify the function of LA in biochemical and
clinical practice, its identification and determination especially in
plasma and urine is essential (Borowczyk et al., 2015). However, bio-
logical samples contain a large number of individual compounds,
what leads to difficulties in determination of the analytes. Therefore,
reliable analysis of these samples is a fundamental challenge for
researchers. In an ideal case, no sample preparation would be neces-
sary for the proper analysis of a sample, as every manipulation can
lead to loss of analyte and hence loss of accuracy. Plasma is recog-
nized as the most commonly analyzed biological fluid. In human
plasma, albumin (HSA) is the most abundant protein, that exhibits
a set of quite diverse bio-functions, such as: regulation of plasma
osmotic pressure, the source of amino acids during starvation time,
acting as an antioxidant, as well as binding and transport of endoge-
nous and exogenous compounds (Kawakami et al., 2006). HSA exists
in both reduced and oxidized forms. Reduced form of HSA contains
free thiol group at Cys**, which is able to form mixed disulfides with
low-molecular-mass thiols. Thiols bounding to HSA via disulfide
bond are reversible; thus, HSA can act as specific reservoir of plasma
thiols (Oettl and Stauber, 2007). Since DHLA possesses thiol groups
it can be also efficiently bounded to HSA. For this reason we decided
to elaborate the procedure enabling determination of both free and
protein bounded LA (ProtS-LA).

High separation capacity of the HPLC makes it the preferred tech-
nique for analysis of biological samples. Several HPLC methods which
exploit fluorescence (Haj-Yehia et al., 2000; Niebch et al., 1997; Satoh
et al., 2007; Witt and Riistow, 1998), electrochemical (Khan et al.,
2011a, 2010; Khan et al., 2011b; Teichert and Preiss, 2002, 1995)
and mass spectrometry (Chen et al., 2005; Chng et al., 2010; Ishii
et al., 2010; Montero et al., 2012; Trivedi et al., 2004) detection are
available for quantification of LA and DHLA in plasma. All men-
tioned above detection modes exhibit some advantages and have some
limitations. Mass spectrometry detector is considered as an universal,
highly sensitive and provides additional information concerning the
structure of analytes. On the other hand, high purchase and mainte-
nance costs as well as the necessity of handling by highly qualified staff
results in low popularity of this kind of detection in clinical laborato-
ries. Moreover, for these reasons renewed interest in the classical
HPLC with fluorescence or UV detection as a tool for biological thiols
quantification is observed. Fluorescence detectors are well known for
their high sensitivity and selectivity. Nevertheless, LA does not exhibit
a natural fluorescence; thus, for signal enhancement a derivatization
reaction is usually employed. Electrochemical detectors enable direct
LA determination but suffer from troublesome service of detection.
UV detector is known for its stability, universality and low demand
in terms of maintenance. Since molar absorptivity coefficient of LA
appears to be low, the derivatization reaction is needed when UV
detection is used. To the best of our knowledge, only one paper offers
HPLC-UV method for LA determination in plasma (Ezhilarasi et al.,
2014). In this report, we describe our efforts aimed at the elaboration
of new procedures for the determination of total and protein bounded
in plasma by HPLC with ultraviolet detection.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals and reagents

1-Benzyl-2-chloropyridinium bromide (BCPB), a derivatiza-
tion reagent, was synthesized in our laboratory as described

earlier (Bald et al., 1996). Chloroform, hydrochloric acid, per-
chloric acid (PCA), sodium hydroxide and tris(hydroxymethyl)
aminomethane (TRIS) were purchased from J.T. Baker
(Deventer, the Netherlands). Acetic acid was purchased from
Chempur (Pickary él@skie, Poland). HPLC-grade acetonitrile

(MeCN) and methanol (MeOH) were obtained from Labscan
(Dublin, Ireland). Lipoic acid (LA), dihydrolipoic acid
(DHLA), human serum albumin (HSA), l-octanol and tris
(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride (TCEP) were pur-
chased from Sigma—Aldrich (St. Louis, USA). Stock standard
solutions were prepared by dissolving an appropriate amount
of LA (final concentration 0.1 mol L™") in 0.2 mol L™! NaOH,
BCPB (0.1 mol L™') and HSA (50 g L) in water, and TCEP
(0.25mol L™") in TRIS buffer (pH 9). Stock solutions of LA
and BCPB were kept at 4 °C for several days without a notice-
able change of content. TCEP solution was prepared daily.
The working solutions were prepared by dilution with water
as needed.

2.2. Sample collection

Blood samples were donated by 17 apparently healthy, ethni-
cally homogenous volunteers dosed with commercially avail-
able LA capsules (600 or 1200 mg of LA) for 30 days.
During the study, no additional medications were allowed
except LA. Blood (2mL) was drawn, with a tourniquet
applied, into a tube containing EDTA in the morning 1 day
before the first LA dose and 1 day after last LA dose. Blood
was centrifuged under standard conditions (10 min, 1000 g,
within <20 min after collection) and plasma was used for
the determination of LA. Informed consent was obtained from
all volunteers, and this study was approved by the Bioethics
Committee of Regional Chamber of Physicians in Krakow
(127/KBL/OIL) and University of Lo6dz (22/KBBN-UL/
11/2015). Plasma samples were stored at —78 °C until analysis.
On the day of analysis, samples were thawed and processed as
described below.

2.3. Preparation of Albumin-Cys**-S-LA

HSA (50 g L") dissolved in 0.1 mol L' phosphate buffer pH
7.4 was converted to albumin-Cys**-S-LA (HSA-LA) by incu-
bation with 2-fold molar excess of DHLA or LA at 36.6 °C for
24 h. Excess LA was removed from HSA-LA by a quintuple
extraction with chloroform as described in Section 2.5.2.

2.4. Separation of protein and LA

Portions of 50 pL of water or 50 g L~! HSA were each placed
in eppendorf tube and spiked with 10 pL of standard solutions
with the increasing amount of LA to provide a concentration
in the range 0.1-20 pmol L™'. Next, the mixtures were acidi-
fied with 7.5 pL. of 3 mol L~! PCA, vortex-mixed and cen-
trifuged at 12,000g for 5min. The supernatant was
transferred to new tubes and alkalized to pH 7 by the use of
2.5mol L™ NaOH, 25 pL of 0.5mol L™" TRIS buffer (pH
9) and 5 pL of 0.25mol L~! TCEP were added and vortex-
mixed. After 15 min, 10 uL of 0.1 mol L™' BCPB was added
and the mixture was vigorously shaken by hand for 10 s. Next,
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the sample was kept at room temperature for 15 min and was
acidified with 15 puL of 3 mol L~' PCA. The mixture was then
transferred to an autosampler vial and injected (5 pL) into the
HPLC system.

A 50 uL of water or 50 g L™! HSA was spiked with stan-
dard solution of LA (final concentration 10 ymol L™"). Next,
25uL of 0.5molL~' TRIS buffer (pH 9) and 5puL of
0.25mol L' TCEP were added, vortex-mixed and allowed
to stand for 15min at room temperature. Next, 10 uL of
0.1mol L™! BCPB was added, vigorously mixed, held on
15min and acidified with 15 uL of 3 mol L~! PCA. At the
end, different volume of MeCN (0-90 uL) or MeOH (0-
80 pL) were added, vortex-mixed and put aside for 15 min, fol-
lowed by centrifugation (5 min, 12,000g). Supernatant was
transferred to an autosampler vial and injected (5 pL) into
the HPLC system.

2.5. Recommended analytical procedure

2.5.1. Determination of total LA

Plasma samples (50 pL) were mixed with 25 pL of 0.5 mol L™!
TRIS buffer (pH 9) and 5 pL of 0.25 mol L~' TCEP. After
15 min of reduction, 10 pL of 0.1 mol L~! BCPB was added,
then sample was vortex-mixed and kept at room temperature
for 15 min (derivatization reaction). Next, to attain a separa-
tion of LA derivative from protein, 15 pL of 3 mol L™' PCA
and 70 pL of MeCN were added, vortex mixed and put aside
for 15 min, followed by centrifugation (5 min, 12,000g). Super-
natant was transferred to an autosampler vial and injected
(5 pL) into the HPLC system.

2.5.2. Determination of protein bound LA

Plasma samples (50 pL) were treated with 5 pL of 3 mol L™
PCA and 100 pL of chloroform and vigorously vortex-mixed
for 10 min. After extraction, the mixture was centrifuged
(5 min, 12,000g) and organic as well as water layers was dec-
anted. The proteins were resuspended with 50 pL of
0.5mol L™! TRIS buffer (pH 9) and processed according to
the procedure described in Section 2.5.1.

2.6. Chromatographic analysis

The analyses were performed using a 1220 Infinity LC Agilent
system consisted of a binary pump integrated with degasser,
autosampler, column oven and diode-array detector. The
whole HPLC system was controlled by OpenLAB CDS
ChemStation Edition software. All separations were achieved
through a Zorbax C-18 (150 x 4.6 mm, 5 um) analytical col-
umn (Agilent Technologies). The mobile phase consisted of
2% acetic acid solution, pH 2.36 (component A) and MeCN
(component B). For the determination of LA in plasma, gradi-
ent elution was used: 0—5 min, 10-40% B; 5-6 min, 40-10% B;
6-8 min, 10% B. Flow rate of mobile phase was 1 mL min~! at
25 °C. The peak of 2-S-pyridinium derivative of LA was mon-
itored at 321 nm. LA-BCPB peak was identified by compar-
ison of its retention time as well as diode-array spectra,
taken at real time of analysis, with that of the authentic
standard.

2.7. Validation study

2.7.1. Selectivity

Six different LA-free plasma samples, obtained from appar-
ently healthy donors were used to evaluate the selectivity of
the method. This was done by investigating the potential inter-
ferences at the chromatographic peak region for LA derivative
using the recommended procedure and chromatographic con-
ditions described in Sections 2.5.1 and 2.6, respectively. More-
over, the test of peak purity by diode-array detector was
performed.

2.7.2. Intra-day and inter-day variation

The intra-day accuracy and precision were estimated by ana-
lyzing five plasma samples spiked with LA at three different
levels 0.1, 1 and 20 pmol L™'. The inter-day precision and
accuracy were evaluated on five consecutive days in a week
at the same LA levels in plasma. The spiked plasma samples
were prepared according to a recommended procedure
described in Section 2.5.1. The results were expressed as the
reproducibility of the recovered amount and determined con-
centration as the mean = SD and the RSD% calculated from
the data obtained.

2.7.3. Calibration

Total LA: To prepare the calibration standards used to deter-
mine LA in human plasma, portions of 50 pL of blank plasma
were each placed in eppendorf tube and spiked with 10 uL of
standard solutions with the increasing amount of LA to pro-
vide a concentration of 0.1, 0.5, 1, 2, 5, 10 and 20 pmol L!
in plasma. The calibration standards were prepared in tripli-
cate according to recommended procedure described in
Section 2.5.1.

Protein bound LA: To prepare the calibration standards
used to determine ProtS-LA in human plasma, portions of
50 uL. of blank plasma were each placed in eppendorf tube
and spiked with the increasing amount of HSA-LA to provide
ProtS-LA concentration of 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 and 3 umol L!
plasma. The calibration standards were prepared in triplicate
according to recommended procedure described in
Section 2.5.2.

The calibration curves were obtained by least-square linear
regression analysis of relationship between peak areas of the
LA derivative and LA concentrations. The slope of the calibra-
tion curve was used to calculate the LA concentrations in
plasma samples.

2.7.4. Limit of detection and quantification

To investigate the lower limits of detection (LOD) and
quantification (LOQ) LA-free blank plasma samples were
spiked with a decreasing concentration of the standard solu-
tion of LA and subsequently subjected to all steps of the
analytical procedure. The study was repeated until the
signal-to-noise ratio reached 3:1 and 6:1 for LOD and
LOQ, respectively.

2.7.5. Stability experiment

Short-term stability of 2-S-pyridinium derivative of LA in the
final analytical solution was tested. Human plasma was spiked
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with LA (final concentration 20 umol L") and immediately
processed according to the procedure described in Sec-
tion 2.5.1. Acidified final analytical solution containing MeCN
was stored in the autosampler at room temperature and
injected into the HPLC system without delay and consecu-
tively after 1.5, 3, 4, 7, 10, 13, 16 and 19 h.

Short- and long-term stability of LA in plasma was also
evaluated. Human plasma was spiked with LA (final concen-
tration 20 pmol L"), split into four portions and kept at 24,
4, =20 and —78 °C. 50 pL of plasma was assayed according
to procedure described in Section 2.5.1 at time zero and in suc-
cessive intervals.

3. Results and discussion

Utility of BCPB has been proven during determination of low
molecular aminothiols in biological samples (Bald et al., 1996;
Chwatko, 2013; Chwatko et al., 2014; KuSmierek and Bald,
2009a, 2009b; Sypniewski and Bald, 1996). It has been also
used as an effective derivatization reagent for LA determina-
tion in human urine (Chwatko et al., 2014). This method is
based on the reduction of LA to DHLA, conversion of DHLA
to UV-absorbing BCPB derivative and quantification by
HPLC. The aim of present work was to extend the above
derivatization scheme for the determination of total and
protein-bound LA (ProtS-LA) in human plasma. Importantly,
dedicated to urine analytical scheme cannot be directly applied
for the determination of LA in plasma samples. The main
problem has concerned physicochemical properties of LA
and the presence of proteins in the sample. Therefore, individ-
ual conditions for each step of the analytical procedure were
optimized.

3.1. Sample preparation

Sample preparation influences nearly all of the later assay steps
and for this reason it is critical for unequivocal identification
and quantification of the analytes. DHLA reacts with BCPB
(Fig. 1) within 15 min in water solution (pH 9) to form a stable
thioether, 2-S-pyridinium derivative (LA-BCPB). This stable
derivative has a well-defined maximum at 321 nm. To measure
the total LA (the sum of DHLA, LA and ProtS-LA) it is nec-
essary to cleave disulfide bonds prior to derivatization. Such
approach makes free sulfhydryl groups accessible to BCPB.
For this reason, we used TCEP in TRIS buffer at pH 9, at
room temperature for 15 min. Our results show that both
reduction and derivatization require longer times for plasma
samples than for urine (Chwatko et al., 2014). A crucial step
in plasma sample preparation is LA and DHLA separation
from protein. LA and DHLA are the amphiphilic molecules
having both hydrophilic and hydrophobic fragments and can
specifically interact with the surface of proteins. Several meth-
ods, such as liquid-liquid extraction (LLE) (Chng et al., 2010;
Ezhilarasi et al., 2014; Haj-Yehia et al., 2000; Khan et al.,
2011a, 2010, 2011b; Montero et al., 2012; Niebch et al.,
1997; Satoh et al.,, 2007; Trivedi et al., 2004; Witt and
Riistow, 1998), solid phase extraction (Khan et al., 2010;
Teichert and Preiss, 2002, 1995) and deproteinization (Chen
et al., 2005; Chng et al., 2010; Khan et al., 2011b) can be uti-
lized for removal of LA from protein. In our study, we tested

deproteinization procedure and LLE for determination of total
LA and ProtS-LA, respectively.

During acidic deproteinization, plasma proteins markedly
adsorb LA; consequently, the concentration of LA in the solu-
tion is lower than expected. In our study, HSA solutions con-
taining LA in the range 0.5-30 pmol L™! were deproteinized
with PCA and assayed for LA content. We observed a lower
LA concentration in final analytical solutions for HSA samples
compared to standard solution (Fig. 2A). Recovery of free LA
was calculated with the use of the following formula:

Recovery (%) = LA amount in HSA sample
/LA amount in standard solution x 100%.

The recovery was found to be between 32.4% and 38.9%,
meaning that more than 60% of free LA adsorbed on HSA.
Similar problem concerned separation of proteins and BCPB
derivative of LA. Our experiments have proven that addition
of MeCN or MeOH to PCA significantly increases LA-
BCPB recovery (Fig. 2B). Moreover, better results were
obtained when the mixture of PCA and MeCN was used. In
this case, the recovery reaches 100% while application of
MeOH and PCA mixture afforded only 76%. Our results are
comparable with those obtained by other investigators for
the mixture of MeCN and metaphosphoric acid (recovery,
98%) (Khan et al., 2011b). Finally, for deproteinization of
plasma samples for determination of total LA the mixture of
PCA and MeCN was used.

Since LA shares structural similarity to the medium chain
fatty acids e.g. octanoic acid it is preferably bounded by sit
II in albumin (Atukeren et al., 2010; Kawakami et al., 20006).
An accurate separation of free LA from proteins is essential
for determination of ProtS-LA in plasma samples because
incomplete removal of free LA causes overestimation of
ProtS-LA. Thus, LLE with chloroform, dichloromethane,
diethyl ether, ethyl acetate or 1-octanol was considered. As
described earlier, dichloromethane, diethyl ether and ethyl
acetate were widely used for LA extraction from plasma.
Unfortunately, one can interpret provided results as inconsis-
tent due to the extraction recoveries in case of dichloro-
methane, diethyl ether and ethyl acetate being in the range
of 87.0-98.4%, 75.0-80.3% and 58.1-90.3%, respectively
(Haj-Yehia et al., 2000; Montero et al., 2012; Khan et al.,
2011b, 2011a, 2010; Trivedi et al., 2004; Witt and Ristow,
1998). Additionally, when chloroform/ethanol mixture was
used for LA extraction from plasma samples better recovery
of the analyte was obtained as compared to the other solvents
used (Montero et al., 2012). Then, we have decided to test
chloroform and 1l-octanol as the extraction solvents. Our
results show that both solvents completely extracted free LA
from acidified HSA and plasma samples. Additionally, after
extraction of HSA containing free LA (10 pmol L™') the LA-
BCBP peak in protein fraction was not observed. Due to the
better stability of proteins as well as better separation from
the liquid phases for further experiments chloroform was used.

3.2. Chromatography

Because of unique separation parameters of HPLC technique,
it has frequently been used in the analysis of biological sam-
ples. In order to provide a good performance of the assay
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Figure 1 Determination strategy for estimation of total and protein-bound LA in plasma.

the chromatographic conditions were optimized in terms of
mobile phase MeCN and acetic acid concentration as well as
column temperature. As expected, an increase in MeCN con-
tent in the mobile phase from 20 to 30% resulted in decrease
of retention factor from 8 to 1 and simultaneous increase in
peak height from 6 to 32 mAU. The effect of acetic acid con-
centration was tested in a range of 0.5-3%. The retention fac-
tor of LA-BCBP slightly decreased (1.4-1) while peak height
increased (16-40 mAU) with increase of acetic acid concentra-

tion. Temperature of the column in the range of 15-40 °C
slightly influenced retention parameters. Based on the results
described above, we have chosen chromatographic conditions
specified in Section 2.6. Chromatographic profiles obtained for
the standard, blank and spiked protein fraction as well as total
LA after supplementation are depicted in Fig. 3. As can be
seen endogenous components do not significantly interfere
with LA-BCBP peak. Under these conditions LA-BCPB is
eluted after 5.49 + 0.01 min (RSD = 0.18%, n = 10).
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Figure 2 Influence of different conditions to separation of LA
and LA-BCPB from protein. (A) Acid deproteinization of HSA
containing LA in the range 0.5-20 pmol L~"; (B) The relationship
between MeCN/MeOH volume and separation of LA-BCPB from
protein.

3.3. Validation study

The method was validated for selectivity, precision, recovery,
linearity, limit of detection and quantitation, and stability
according to the guidelines for analytical methods
(Ravichandran et al., 2010; Wille et al., 2011).

The selectivity of our method was demonstrated by provid-
ing the absence of interfering peaks with a signal obtained for
the analyte. For this purpose, six various blank plasma sam-
ples and plasma spiked with LA were analyzed and the chro-
matograms showed sufficient separation of LA-BCPB from
the matrix components. Furthermore, examination of peak
purity showed that LA-BCBP peak was not attributable to
more than one component.

The accuracy of an analytical method may be defined as the
closeness of the measured value obtained by the method to the
true value, whereas the precision as the degree of agreement
among individual test results obtained by replicate measure-
ments (Ravichandran et al., 2010; Wille et al., 2011). The pre-
cision is expressed as the relative standard deviation (RSD),
while the accuracy as the percentage of analyte recovery and
calculated by expressing the mean measured amount as a per-
centage of the added amount. In our study three concentra-
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Figure 3 Representative chromatograms of water standard
solution and plasma samples. (A) Standard water solution of
LA, concentration 15 yumol L™!. (B) Profile of plasma obtained
from volunteer before (black line) and after oral administration of
600 mg (red line) and 1200 mg (blue line) of LA with total LA
amounting 0.0 pmol L™!,  0.53 ymol L™'  (108.3 pgL™") and
2.08 pmol L™ (430.0 pg L"), respectively. (C) Profile of blank
(black line) and spiked (red line) with 3 pmol L™! ProtS-LA
plasma samples. Chromatographic conditions are as described in
the text.
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tions of LA were tested: one at the LOQ, one near the expected
amount of analyte, and one near the upper boundary of the
standard curve. The intra- and inter-day recovery and preci-
sion values were calculated and are shown in Table 1. The cri-
teria for acceptability of the data included accuracy within
+15% from the nominal values and a precision within
+15% RSD, except for LOQ, where it should not exceed
+20% for accuracy as well as precision (Wille et al., 2011).
Obtained in our study values fulfill these requirements.

The relationship between detector response and LA and
ProtS-LA concentrations was continuous and repeatable,
and was demonstrated using a seven-point and six-point cali-
bration curves, respectively. The calibration curves were linear
in the tested range from 0.1 to 20 pmol L™! and from 0.5 to
3umol L™' for total LA and ProtS-LA, respectively. The
equations for the linear regression line were y = 1.295x
+ 0.0726 for total LA and y = 0.330x — 0.018 for ProtS-
LA; outliers were not excluded. The coefficients of correlation

Table 1
proposed method, n = 5.

for the calibration regression were 0.9998 and 0.9901 for total
LA and ProtS-LA, respectively.

The LOD and LOQ for total LA and ProtS-LA were exper-
imentally established to be 0.05 and 0.1 pmol L™" for total LA
and 0.2 and 0.5 pmol L™! for ProtS-LA, respectively. The ana-
lyte response at LOQ level fulfills the criteria for precision and
accuracy (Wille et al., 2011), i.e. precision of 20% and accu-
racy of 80-120%. The LOQ and/or LOD for total LA determi-
nation by this method compare favorably with others’ recently
reported values which were obtained by the HPLC method
with UV detection (Ezhilarasi et al., 2014) and match with
the HPLC method with fluorescence detection (Niebch et al.,
1997). Other HPLC methods for LA determination in plasma
based on fluorescence (Haj-Yehia et al., 2000; Satoh et al.,
2007; Witt and Riistow, 1998), mass spectrometry (Chen
et al., 2005; Trivedi et al., 2004) and electrochemical (Khan
et al., 2011a, 2010, 2011b; Teichert and Preiss, 2002, 1995)
detection have better LOQ and/or LOD than our method.

Evaluation of the intra-day and inter-day precision and accuracy for total LA and ProtS-LA in plasma obtained by the

LA added (umol L™!) Intra-day

Inter-day

LA found + SD (umol L™') RSD (%) Recovery (%) LA found + SD (umol L™') RSD (%) Recovery (%)
Total LA
0.1 0.11 £ 0.02 19.6 108.9 0.09 £+ 0.01 10.5 91.7
1.0 1.02 + 0.04 34 102.3 0.93 + 0.06 6.7 92.9
20 22.2 + 0.40 1.8 110.8 20.8 + 0.31 1.5 103.9
ProtS-LA
0.5 0.40 £+ 0.05 12.9 80.4 0.40 £+ 0.05 11.5 80.0
1.5 1.58 £ 0.25 15.6 105.3 1.64 + 0.25 15.3 109.4
3.0 3.13 + 0.38 12.1 104.3 3.18 + 0.23 7.4 106.0
Table 2 Concentrations of total LA in human plasma before and after supplementation with LA.
Gender Age (year) LA concentration in pmol L™ (ug L")

Before supplementation After supplementation
600 mg 1200 mg®

F 39 n.d. 0.16 (33.9) 1.36 (281.0)
M 41 0.08" 0.66 (135.4) 1.26 (260.7)
F 43 n.d. 0.53 (108.3) 2.08 (430.0)
F 40 n.d. 1.08 (223.5) 1.28 (264.1)
F 28 n.d. 1.35 (277.6) 1.54 (318.3)
F 55 n.d. 1.39 (287.8) 1.87 (386.0)
F 43 n.d. 0.18 (36.9)
M 47 0.015" 0.27 (56.5)
F 39 0.015* 0.26 (54.5)
F 28 n.d. 0.57 (118.5)
F 39 n.d. 0.32 (65.0)
M 63 n.d. 0.39 (81.3)
M 57 n.d. 0.51 (105.0)
M 30 n.d. 0.82 (169.3)
M 53 n.d. 0.82 (169.3)
M 50 n.d. 0.89 (182.8)
F 62 n.d. 1.13 (233.6)

n.d., not detected.
% Concentration below LOQ.

® Supplementation with 1200 mg of LA processed one year later.
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The stability of LA ex vivo at 24, 4, —20 and —78 °C in
plasma was tested. Under these temperatures LA in plasma
samples was found to be stable for at least 2, 10 days, 26 weeks
and 6 months, respectively. The residual percentages of LA
after mentioned periods of time were 96.5%, 102.5%, 98.7%
and 103.0%, respectively and indicating no stability problems.
Our stability results correspond to those obtained earlier at 24
(Khan et al., 2011b), —20 (Khan et al., 2011a; Chen et al.,
2005) and —80 °C (Trivedi et al., 2004) and are inconsistent
with the study provided by Khan et al. (2010) which demon-
strated that spiked plasma samples were stable for only 1 week
at —80 °C. Other examinations have shown that exogenous LA
in plasma samples is stable at —70 °C for 6 months (Teichert
and Preiss, 1995). LA-BCPB in final analytical solution con-
taining MeCN was found to be stable at room temperature
for 4h as the concentration of analyte was found to be
103.6% of the initial concentration.

3.4. Application to authentic plasma samples

The optimized procedure for the determination of total LA
and ProtS-LA was applied to the analysis of plasma samples
of apparently healthy volunteers, 28—63 years old (7 men and
10 women), before and after supplementation. In 14 of the
17 plasma samples collected before taking the drug the LA
levels were below the LOD and in 3 samples below the
LOQ. After oral administration of 600 and 1200 mg of LA,
its concentration in plasma was in the range 33.9-287.8 and
260.7-430.0 pg L™' plasma, respectively (Table 2). Further-
more, in all plasma samples ProtS-LA was not observed.

4. Conclusion

We reported the new HPLC based methodology for determination of
total LA and ProtS-LA in plasma. Since absorption of UV radiation
by LA is low, it was derivatized with BCPB following the reductive
cleavage of the —S—S— bond with TCEP. Use of BCPB as derivatiza-
tion reagent enhances the detectability because formed S-pyridinium
derivative exhibits relatively high molar absorptivity coefficient
(¢ =1x10*L x mol 'em™"). Analytical figures of merit, demon-
strated during the method validation procedure, justify a conclusion
that present procedure is reliable and robust. It should be emphasized
that established sample preparation procedure allows effective differ-
entiation of ProtS-LA from free LA. Importantly, this solution can
be utilized in other HPLC assays including those coupled with mass
spectrometry or fluorescence detection. Developed method has also
several other advantages over previously published assays. To the best
of our knowledge there is only one other HPLC UV method allowing
LA determination in human plasma (Ezhilarasi et al., 2014) while our
method has better LOQ and LOD. An additional advantage is the
short chromatographic run time and employment of small amount
of reagents (eco-friendly method). In conclusion, the method is suitable
for clinical studies and controlling the use of LA supplements.
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Aim: The first method on urinary excreted amounts of lipoyllysine (LLys) after lipoic acid (LA) supple-
mentation was developed and validated. The suggested procedure allowed simultaneous determination
of LLys and LA. Methodology & results: After the conversion of analytes into their reduced forms with
tris(2-carboxyethyl)phosphine and derivatization via thiol group with 1-benzyl-2-chloropyridinium bro-
mide, separation of analytes derivatives was performed on C18 column using a gradient mobile phase
consisting of acetic acid and acetonitrile. The calibration curves for LA and LLys were linear (R? > 0.999)
in the range of 0.4-12 uM concentration and all validation results were acceptable, according to the US
FDA bioanalytical method guidelines. Conclusion: This method was effectively applied for LA and LLys
quantification in human urine after oral LA supplementation.
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a-Lipoicacid (LA) is synthesized de novo from octanoic acid in mitochondria using lipoyl synthase. This enzyme pos-
sesses an auxiliary center [4Fe-4S]; cluster, which is a direct source of sulfur. In the presence of S-adenosylmethionine
(cosubstrate), lipoyl synthase catalyzes the introduction of sulfur atoms in the positions C6 and C8 of octanoic
acid bound to a protein. It is important that the reaction proceeds in a sequential manner through the formation
of a C6-octanoyl radical, which reacts with the auxiliary [4Fe-4S], cluster. Next, another sulfur atom is introduced
at the C8-position and the remaining FeS cluster is released, resulting in the formation of a lipoylated protein,
for example, E2 subunit of pyruvate dehydrogenase complex [1]. In biological systems, LA is present mainly in
its protein-bound form (lipoyllysine [LLys]). LLys plays an important role in energy metabolism as a part of the
pyruvate and a-ketoglutarate dehydrogenase complexes, which control the Krebs cycle, finally resulting in the
production of adenosine triphosphate [2,3]. LA possesses both hydrophilic and hydrophobic properties and it is
easily absorbed in the body, which may protect the integrity of cells ranging from the brain to the liver [3-5].

LA, in its pharmaceutical formulation, is readily absorbed from an oral dose and converts equally easily to
its reduced form of dihydrolipoic acid (DHLA) in many tissues of the body (5. The absolute bioavailability of
the R(4)-enantiomer was found to be higher than the S(-)-enantiomer. Commercially available supplements
generally contain from 50 to 600 mg of the racemic form of LA, which are the main sources of free LA (1,6]. The
bioavailability of dietary supplements may fluctuate, depending on the mode of administration and the distribution
of LA isomers [5]. Literature reports that bioavailability of orally administered LA at a dose of 200 mg racemic
mixture is in the range of 20-40% [7]. The bioavailability of R-a-LA in the aqueous solution is 38%, while S-o-LA
is only 28%. The galenical form of R-a-LA has 25% bioavailability and the form of S-a-LA only 20% [1]. LA in the
form of a sodium salt can be better absorbed than free LA. When sodium salt of LA enters the acidic environment of
the stomach, it is converted to the rapidly absorbed free LA [7]. It was also observed that a single oral administration

of LA at dose of 50-600 myg is readily absorbed after 30 min up to 1 h, but because LA is rapidly metabolized newlands
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Table 1. Comparison of methodologies for determination of a-lipoic acid, dihydrolipoic acid and lipoyllysine in

biological samples.
Method
HPLC-EC

HPLC-EC

HPLC-FL
HPLC-FL
HPLC-FL

HPLC-UV
HPLC-UV
HPLC-UV
HPLC-UV

LC/MS/MS

MALDI-TOF-MS
Potentiometry
Amperometry

Enzymatic

Kaminska, Gtowacka, Pasternak, Gtowacki & Chwatko

Sample Analyte Linear range LOD LOQ Ref.

Urine, plasma LA, metabolites 0.75-150 umol/l urine  Not given 0.5 pmol/l urine [12]
without LLys 0.05-50 umol/I plasma 0.022 umol/I plasma

Plasma, urine LA, metabolites Not given Not given 0.02 umol/I plasma [13]
without LLys

Spinach, animal tissues  LLys 0.94-60 pumol/I 0.13 pmol 0.44 pmol [2]

Tablets, urine LA 0.75-100 pmol/I 2.9 nmol/I Not given [14]

Urine, plasma LA, DHLA 0-250 ng/ml 0.1 ng/ml DHLA Not given [15]

0.5 ng/ml LA

Urine LA 0.2-50 pmol/I 0.1 umol/I 0.2 umol/I [16]

Enzyme hydrolysate LLys Not given Not given Not given [10]

Tablets LA 2.5-50 pmol/I 0.21 pmol/I 0.65 pmol/I [18]

Plasma LA 0.1-20 pmol/l total LA 0.05 umol/I total LA 0.2 umol/I total LA [19]

0.5-3 umol/I ProtS-LA 0.1 umol/I ProtS-LA 0.5 umol/I ProtS-LA

Plasma, urine, feces LA, DHLA, metabolites Not given Not given Not given [9]
without LLys

Urine LA 0.1-20 pmol/I 0.02 pmol/I Not given [17]

Tablets, urine LA 0.1-10,000 pmol/I <0.09 umol/I Not given [20]

Tablets, synthetic urine LA 10-130 pmol/| 0.0152 pmol/I 0.0507 pmol/I [21]

Animal tissues LLys 1-5 umol/I 0.1 wmol/| Not given [11]

DHLA: Dihydrolipoic acid; LA: a-Lipoic acid; LLys: Lipoyllysine.

and excreted, only a small amount of the free LA can stay in the tissues [8]. The bioavailability of LA also decreases
when it is taken as a pharmacological supplement during a meal. Oral supplements of LA are better absorbed
when they are taken on an empty stomach than with a meal. Thus, it is recommended to administrate LA 30 min
before or 2 h after food ingestion [1,7,8]. However, due to delay of gastric emptying in diabetic patients, they should
ingest fasting the drug, to achieve maximum absorption of this compound (71. Oral supplementation of LA should
not exceed the recommended dose of 400-600 mg/day, although adverse and toxic health effects have not been
observed. Overdose can result fatigue, anxiety and confusion [s].

In tissues, LA is subject to extensive catabolism. It is shown that mitochondrial B-oxidation plays the key role
in the metabolism of LA. For rodents and dogs, a total of 12 metabolites of LA have been observed as a result
of sequential degradation of the carbon backbone and/or mono- and bis-methylation of the sulthydryl groups.
Regardless of the animal species examined, the major metabolite of LA appear to be bisnorlipoic acid, tetranorlipoic
acid, B-hydroxy-bisnorlipoic acid or the bis-methylated mercapto derivatives of these compounds 5,91.

To the best of our knowledge, no paper has been published on urinary-excreted amounts of LLys. Although
several methods for the determination of LLys in biological samples other than urine (2,10,11] have been described.
Among analytical methods for the determination of LA in biological samples, HPLC (2,9,12-19], potentiometry [20]
and amperometry [21] have been reported. All methods are summarized in Table 1. Consequently, the aim of our
study was to develop the fast HPLC method using diode array detection (DAD) for the simultaneous quantitative
determination of LA and LLys in urine after oral supplementation. It is important to highlight that our method
unlike other reports for the determination of LA in urine does not require extraction and preconcentration, uses
only simultaneous reduction of disulfide bonds with tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP) and derivatization with
1-benzyl-2-chloropyridinium bromide (BCPB). Moreover, the advantage of this method is the use of DAD, which
is accessible to most analytical laboratories. It does not require any expensive dedicated instruments nor qualified
staff.

In previous papers [16,19], we have reported sensitive and accurate methods for the determination of LA in
urine and plasma. In this paper, we describe an extension of this method for the estimation of, not only LA
but also LLys concentrations in urine. The novelty of the present procedure consists of: the development of new
chromatographic conditions enabling the separation of LA and LLys from other compounds present in urine
and known to form BCPB derivatives, shortening and simplifying the sample preparation procedure by using the
simultaneous reduction and derivatization, and the determination of LA and its metabolite LLys.
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Experimental

Chemicals, reagents & materials

All chemicals used throughout this study were commercially available and analytical-reagent grade except for the
derivatization reagent BCPB that was synthesized in our laboratory according to the procedure described ear-
lier (221 and LLys. LA, No-(tert-butoxycarbonyl)-L-lysine, TCED, cysteine (Cys), glutathione (GSH), homocysteine
(Hcy), N-acetyl-L-cysteine (NAC), cysteinylglycine (CGSH) and creatinine (Crn) were received from Sigma-
Aldrich (MO, USA). HPLC-grade acetonitrile, sodium hydroxide (NaOH), tri-sodium phosphate dodecahydrate
(NazPO4-12H,0), sodium dihydrogen phosphate dihydrate (NaH,PO4-2H,0) were from JT Baker (Deventer,
The Netherlands), while perchloric acid and hydrochloric acid were obtained from Merck (Darmstadt, Germany).
Acetic acid was purchased from Chempur (Piekary Slaskie, Poland). Deionized water was obtained from a Milli-
pore Milli-QRG system (Millipore, Vienna, Austria). LA dietary supplement tablets, kwas liponowy (A-Z Medica
Sp.zo.0., Gdansk, Poland) was obtained from the pharmacy.

Synthesis of LLys

To a solution of LA (0.100 g, 0.485 mmol) in DMF (1 ml) 2-(7-aza-1H-benzotriazole-1-yl)-1,2,3-
tetramethyluroniumhexafluorophosphate (0.184 g, 0.485 mmol) and N-ethyldiisopropylamine (0.166 ml,
0.969 mmol) were added. The reaction mixture was stirred at room temperature for 10 min and No-(zers-
butoxycarbonyl)-L-lysine (0.119 g, 0.485 mmol) was added. The reaction mixture was stirred at room temperature
for 24 h, then concentrated in vacuo. The residue was diluted in dichloromethane (20 ml) and treated with 0.5 M
KHSO4 (2 x 10 ml), water (2 x 5 ml) and brine (2 x 5 ml). The organic phase was dried over MgSQOy, filtered
and concentrated in vacuo. The residue was chromatographed on a silica gel column with chloroform—methanol
mixtures (50:1, 20:1 v/v) to give pure N-boc LLys (0.142 g, 67% yield) as a yellowish oil.

IR (film): v = 3334, 2931, 2863, 1713, 1650, 1632, 1167 cm’'; '"H NMR (600 MHz, CDCl5): § = 5.91 (brs,
1H, NH), 5.29 (d, / = 5.0 Hz, 1H, NH), 4.31 (brs, IH, CHCOOH), 3.60 (ddd, / = 12.6 Hz, J = 8.5 Hz,
J = 6.6 Hz, 1H, SSCH), 3.28 (q, / = 6.6 Hz, 2H, C(O)NHCH,), 3.20 (ddd, / = 11.1 Hz, / = 7.0 Hz,
J = 5.4 Hz, 1H, SSCHaHb), 3.14 (dt, / = 11.1 Hz, / = 7.0 Hz, 1H, SSCHa#Hb), 2.49 (ddd, / = 19.0 Hz,
J=06.6Hz, J=5.4 Hz, 1H, SSCH,CHaHDb), 2.23 (dt, / = 7.6 Hz, J = 2.8 Hz, 2H, CH,C(O)), 1.96-1.90 (m,
1H, SSCH,CHaHb), 1.78-1.53 (m, 6H, CH,), 1.50-1.40 (m, 6H, CH,), 1.48 (s, 9H, 3 x CH3); ’C NMR
(151 MHz, CDCl3): 8 = 175.15 (COOH), 173.63 (CONH), 155.89 (C = O), 80.15 (C(CH3)), 56.43 (SSCH),
53.14 (CHCOOH), 40.26 (C(O)NHCH,), 39.21 (CH,SS), 38.47 (SSCHCH,), 36.42 (CH,C(O)NH), 34.57
(SSCHCH,;), 32.04 (CH,CHCOOH), 28.85 (C(O)NHCH, CH,), 28.84 (SSCHCH,CH,), 28.37 (3 x CH3),
2543 (CH2CH2C(O)NH), 2241 (C(O)NHCH2CH2 CHz);AIlal. Calcd. fOI‘ C19H34N20582: C, 5251, H, 789,
N, 6.45. Found: C, 52.31; H, 7.65; N, 6.24.

In the next step, N-boc LLys (0.142 g, 0.327 mmol) was dissolved in a 75% aqueous solution of trifluoroacetic
acid (2 ml) and stirred at room temperature for 1 h. The solvent was removed, then the residue was coevaporated
with water and subsequently with ethanol. The crude product was crystallized from ethanol-diethyl ether. LLys
was obtained with purity more than 98%.

IR (KBr): v = 3410, 3311, 3072, 2933, 2863, 1640, 1538 cm™!; 'H NMR (600 MHz, DMSO-dp): § = 8.22 (brs,
2H, NH,;), 7.77 (brs, 1H, NH), 3.86 (brs, 1H, CHCOOH), 3.65-3.58 (m, 1H, SSCH), 3.20 (ddd, /= 10.9 Hz,
J=06.7 Hz, /= 5.7 Hz, 1H, SSCHaHb), 3.14 (dt, /= 10.9 Hz, / = 6.7 Hz, 1H, SSCHaHb), 3.28 (q, / = 6.0 Hz,
2H, C(O)NHCH,), 2.45-2.40 (m, 1H, SSCH,CHaHb), 2.06 (¢, / = 7.4 Hz, 2H, CH,C(0)), 1.90-1.84 (m, 1H,
SSCH,CHa#Hb), 1.82-1.72 (m, 2H, CH,), 1.70-1.64 (m, 2H, CH,), 1.59-1.45 (m, 4H, CH;), 1.59-1.45 (m,
4H, CH,).

Stock solutions

A stock solution of 0.01 M LLys was prepared by dissolving an appropriate amount of the synthesized LLys in 1 M
HCl and diluting with deionized water. A stock solution of 0.1 M LA was prepared in 0.1 M NaOH, while 0.1 M
BCPB was prepared in deionized water. These solutions were kept at 4°C for several days without a noticeable
change of the analyte content. The working solutions were prepared by dilution with deionized water as needed
and processed immediately. A fresh stock solution of 0.25 M TCEP was prepared daily in a phosphate-buffered
saline (PBS; pH 11; 0.2 M).
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Sample collection

Human urine samples were obtained from seven apparently healthy, ethnically homogenous volunteers, who dosed
with commercially available LA capsules. Volunteers received a 200-mg oral dose of LA twice daily for 2 weeks,
30 min before meal or 2 h after food ingestion. In addition, two of the seven volunteers have expressed a desire to
take the dietary supplement over a 9-week period. The excreted amounts of LA and LLys in urine were monitored
weekly during the supplementation period. Blank (drug-free) urine samples were obtained from the same individuals
1 week before the first LA dose. During the study, no additional medications were allowed, except for LA. Urine
samples were processed on the same day or stored at -79°C until analysis.

Assay procedure
In order to carry out a simultaneous reduction and derivatization reaction, 35 ul of 0.25 M TCEP and 0.1 M
BCPB mixture (3:4, v/v) were added to 50 pl of urine and 100 pl of PBS (pH 11; 0.2 M). The resulting mixture
was vortexed, put aside for 10 min and acidified with 20 pl of 3 M perchloric acid, followed by centrifugation
(10 min, 12,000 g). 5 pl of a clear supernatant was injected into the chromatographic system.

For an estimate of the Crn content in urine samples, a previously published method was utilized [23]. For this
purpose, 10 pl of a diluted urine sample with water (1:500, v/v) was injected into the HPLC column.

HPLC analysis
The chromatographic analyses were performed using a 1220 Infinity LC system from Agilent equipped with a
binary pump integrated with a degasser, an autosampler, a column oven and DAD. Data acquisition and analysis
were performed using OpenLAB CDS ChemStation Edition software. All separations were achieved through a
Zorbax C-18 (150 x 4.6 mm, 5 pm) analytical column (Agilent Technologies). The mobile phase was composed
of 2% acetic acid solution, pH 2.5 (A) and acetonitrile (B). The elution profile was as follows: 0-6.5 min, 10-44%
B; 6.5-10 min, 44—10% B. An additional 3 min for re-equilibration with a mobile phase consisting of acetic acid
(pH 2.5; 2%)/acetonitrile (90:10, v/v) were required. The temperature of the column was 25°C and the flow
rate of the mobile phase was 1.1 ml/min. The detection and quantification were completed by absorbance set at
321 nm as the analytical wavelength. Identification of LLys and LA peaks was based on a comparison of retention
times and DAD spectra with a parallel set of data obtained from authentic compounds.

For determination of Crn isocratic elution with a mobile phase consisting of PBS (pH 7.4; 15 mM) /acetonitrile
(98:2, v/v) was used. The flow rate and the column temperature were 1 ml/min and 25°C, respectively. The
absorbance was measured at 234 nm. The separations were accomplished with a Zorbax C-18 column [23].

MS parameters

The spectra ESI-MS were recorded using a Varian 500-MS LC ion-trap mass spectrometer (CA, USA). All the
samples were introduced into the ESI-MS source through continuous infusion by means of the instrument syringe
pump at a rate of 10 pl/min. The ESI source was operated at 5.00 kV and the capillary heater was set to 350°C. The
experiments were performed in positive- and negative-ion modes. All sample solutions were prepared in methanol
from Baker.

Method validation

The analytical method was validated under optimized experimental conditions, according to the criteria for
biological sample analysis [24]. Selectivity, LOD, LOQ, linearity, accuracy and precision as well as the stability of a
standard solution of LLys were evaluated during the validation protocol.

Selectivity

The selectivity of the current method was shown through different aspects. First, analysis of a mixture containing
standard solutions of Cys, Hcy, GSH, NAC, CGSH in the presence of LA and LLys standards was performed.
Second, six different urine samples, obtained from apparently healthy donors were used to estimate the selectivity
of the method. This was done by investigating the potential interferences at the region assigned to chromatographic
peaks of LA and LLys derivatives using the assay procedure and HPLC conditions. Finally, a test of peak purity
using a DAD was performed.
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Detection & quantification limits
The LOD and LOQ values were experimentally evaluated by analysis of blank urine samples enriched with
decreasing concentrations of LA and LLys working solutions until the S/N ratio reached 3/1 and 10/1, respectively.

Calibration curves

To determine the LA and LLys contents in human urine, calibration curves were prepared using a standard addition
method. Urine samples (50 pl) obtained from apparently healthy donors were each placed in an Eppendorf tube and
spiked with increasing amounts of LA and LLys to give final concentrations in the range of 0.4-12 uM urine. The
samples were then processed according to the assay procedure. The calibration solutions were prepared in duplicate.
The peak heights of LA and LLys as 2-S-pyridinium derivatives were plotted versus the analyte concentration and
the equations of the calibration curves were obtained using least-squares linear regression.

Precision & accuracy

The intraday accuracy and precision were evaluated in five blank urine samples spiked with LA and LLys at
three different concentrations: 0.4, 2 and 12 uM. The interday precision and accuracy were evaluated over five
consecutive days at the same LA and LLys levels in urine. The spiked urine samples were processed according to
the assay procedure.

Standard solution stability

Short- and long-term stability of LLys in standard solutions was evaluated. Different concentrations of standard
solutions of LLys (30, 1000 and 5000 uM) were studied. Samples were stored at 24°C for 5 days, at 4°C for 1
month and at -20 and -79°C for 6 months. After completion of the desired storage time, solutions were prepared
according to the following procedure: 100 pl of PBS (pH 11; 0.2 M), 10 pl of standard solution of LLys as well as
30 pl of 0.25 M TCEP and 0.1 M BCPB mixture (1:2, v/v) were added and mixed. After 5 min, 20 pl of 3 M
perchloric acid and 840 pl of deionized water were added. The acidified final analytical solutions of LLys were
chromatographed under developed HPLC conditions.

Results & discussion

Sample preparation

Sample preparation is recognized as the most essential step of each analytical procedure. Biological samples
such as urine, plasma or animal and plant tissues contain a large number of endogenous compounds, which
result in difficulties in the separation of the analytes of interest due to their physicochemical similarity and low
stability. Consequently, appropriate elaboration of the sample preparation procedure becomes the main challenge
for researchers and directly affects the quality of the analysis.

During the method development for the determination of LA and LLys, the following two analytical procedures
were investigated and compared: (procedure A) the reduction of disulfide bonds with TCEP followed by the
derivatization of the free thiol groups by BCPB; (procedure B) the simultaneous reduction and derivatization
reactions using a mixture of TCEP and BCPB. In procedure A, first, the effect of pH and time, as well as the
volume of TCEP on the reduction reaction were studied (Supplementary Figure 1). Due to the fact that BCPB
effectively acts in a basic medium, alkaline buffer in the pH range of 9-11 was tested for the reduction reaction.
We observed that in a PBS at pH 11, in the presence of 15 pl of 0.25 M TCER, the reduction reaction was
completed after 15 min at room temperature. During the reduction step, disulfide bonds in LA and LLys molecules
are cleaved to free sulthydryl groups accessible to BCPB. Schemes of the reduction of disulfide bonds and the
conversion to 2-S-pyridinium derivatives are illustrated in Figure 1 for LLys and in an earlier article [16] for LA.
The second step of procedure A constitutes derivatization, thus the derivatization reaction yield was optimized in
terms of reagent excess (Supplementary Figure 2) and time. Our results indicated complete derivatization within
10 min at room temperature in the presence of 20 pl of 0.1 M BCPB. DihydroLLys and DHLA react rapidly with
BCPB to form the stable thioethers 2-S-pyridinium derivatives in the stoichiometric ratio of 1:2. It was proven by
the continuous variation method shown in Supplementary Figure 3 and in our previously published report [16].
2-S-pyridinium derivatives (LA-BCPB and LLys-BCPB) possess a well-defined absorption maximum at 321 nm,
whereas the absorption maximum of BCPB occurs at 274 nm. This bathochromic shift is analytically advantageous
because, thanks to this phenomenon, we can use an excess of BCPB to ensure completeness of the reaction and to
obtain better reproducibility of the results [16].
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Figure 1. Scheme of reactions carried out during sample preparation step. Reduction reaction of lipoyllysine (A) and
conversion of dihydrolipoyllysine (B) to 2-S-pyridinium derivative (C).

9

Finally, according to procedure B, we studied the time of simultaneous reduction and derivatization reactions in
the presence of a TCEP and BCPB mixture (Supplementary Figure 4). It has been shown that highly reproducible
results and good reaction yield for LA and LLys could be obtained in 10 min. Thus, the simultaneous reduction
and derivatization reactions were carried out at room temperature for 10 min with the addition of 0.25 M TCEP
and 0.1 M BCPB mixture (3:4, v/v). This solution simplifies the sample preparation procedure.

Sample preparation methods used in past studies of LA have included solid-phase extraction [9,12,13], liquid-liquid
extraction [15] and dispersive liquid-liquid microextraction [17]. In our study, sample extraction or concentration
are not required, which significantly simplifies the analytical procedure and eliminates the consumption of large
amounts of solvents.

Chromatographic separation

In this study, the optimization of the chromatographic conditions for the separation of 2-S-pyridinium derivatives
of LA and LLys was performed. For this purpose, several parameters such as the amount of organic modifier and
acetic acid concentration as well as different flow rates were tested. Ultimately, we selected the conditions specified in
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LA: a-Lipoic acid; LLys: Lipoyllysine.

HPLC analysis section. The representative chromatograms of blank urine, urine spiked with LA and LLys as well as
urine samples collected before and after 7 weeks of supplementation with LA are depicted in Figure 2B and C. The
chromatographic run time was established at 10 min. This time is significantly shorter in comparison with other
values recently provided for LA determination in urine by Tsai and Preiss (15 min), Teichert ez 2/. (20 min), Inoue
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Table 2. Validation data.

Analyte LLys LA
Retention time (min) 4.42 5.38

CV of retention time (%) 0.05 0.08
Regression equation y =0.1335 x -0.0243 y =0.2574 x +0.0093
R? 0.9992 0.9997
Linearity range (1M) 0.4-12 0.4-12

LOD (M) 0.2 0.1

LOQ (M) 0.4 0.4
Intraday precision (%) 1.8-7.4 3.0-5.1
Interday precision (%) 2.8-8.1 4.2-6.1
Intraday accuracy (%) 90.7-116.0 100.4-105.0
Interday accuracy (%) 91.4-114.9 103.2-110.5

CV: Coefficient of variation; LA: Lipoic acid; LLys: Lipoyllysine; LOD: Limit of detection; LOQ: Limit of quantitation; R?: Square of correlation coefficient.

Table 3. Concentrations of a-lipoic acid and lipoyllysine in human urine before and after supplementation with «-lipoic

acid.

Gender Age LA concentration (mmol/mol Crn) LLys concentration (mmol/mol Crn)
Before After Before After
1st week 2nd week 1st week 2nd week
F 25 n.d. 0.03 0.08 n.d. 0.02 0.07
F 27 n.d. 0.11 0.23 n.d. 0.16 0.24
F 29 n.d. 0.31 0.18 n.d. 0.06 0.08
F 48 n.d. 0.09 0.34 n.d. 0.13 0.32
M 26 n.d. 0.19 0.20 n.d. 0.03 0.05
M 27 n.d. 0.15 0.12 n.d. 0.03 0.03
M 46 n.d. 0.55 0.29 n.d. 0.24 0.17

Crn: Creatinine; F: Female; LA: Lipoic acid; LLys: Lipoyllysine; M: Male; n.d.: Not detected.

et al. (60 min) and Schupke ez a/. (121 min) [9,12,14,17]. Moreover, the time for one analysis is in good agreement
with a previously published method [15], but is also somewhat longer compared to our earlier study (8 min) [17].
There is no possibility to compare the total analysis time for LLys because there are no chromatographic methods
for LLys determination in urine. The retention factor, the peak asymmetry factor, the number of theoretical plates at
half height and coefficient of variation (CV) of retention times for LA-BCPB and LLys-BCPB were the criteria for
the estimation of system suitability, using optimal conditions. The results showed satisfactory system performance.
Under the established conditions, LA-BCPB and LLys-BCPB were eluted in the optimum range of retention factors
2-10 (2.58 for LLys-BCPB and 3.36 for LA-BCPB). The high number of theoretical plates (27,587 for LLys-BCPB
and 47,787 for LA-BCPB) and correct values of the peak asymmetry factors (0.83 for LLys-BCPB and 0.80 for
LA-BCPB) corresponded to good column efficiency, which generated narrow peaks. Retention times and their CV
for LLys-BCPB and LA-BCPB are shown in Table 2. It should be emphasized that our approach results in effective
separation of the analytes of interest, good reproducibility of retention times, as well as sharp and symmetric peaks
for LA and LLys derivatives in human urine.

Internal standard approach

The addition of an internal standard can be a helpful tool in different chromatographic experiment for improving
the accuracy and precision of the method. The internal standard may be also beneficial for methods that require
multiple sample preparation steps. The present method was validated according to the US FDA guideline [24)
for bioanalytical method validation. Despite the absence of an internal standard, our method is characterized by
very good repeatability, accuracy and precision. The percentage recovery and RSD% values did not deviate by
more than 15% even at the LOQ levels, indicating high accuracy and precision of the developed HPLC method.
The intraday and interday precision (RSD%) values were less than 9% for the determination of LA and LLys in
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Figure 3. MS spectra for lipoyllysine. Spectra obtained by ESI-MS/MS in positive ion mode of: (A) 335.5 and (B) 272.1 and (C) 189.1 and

(D) 161.2 (m/2).

urine (Supplementary Table 1). Furthermore, the developed method does not require the use of extraction nor
preconcentration, so we decided not to use an internal standard.

Identification of LLys structure by LC/ESI-MS

The confirmation of the mass of LLys was achieved by receiving a signal of 335.4 m/z in the positive ion mode
and 333.3 m/z in the negative ion mode. Our further studies focused on the research of MS/MS, which confirm
the structure of the title compound. For pattern ion 335.5 Da subsequent tandem spectra (Figure 3), we recorded
and obtained the fragmentation pathways 335>272>189>161>127 (Supplementary Figure 5). In the negative
ion mode, a substituted molecular ion of 333.3 m/z was detected. The results are presented in Figure 4. We
used tandem analysis and received the fragmentation pathways 333.3>269.5>221.4>145.5, which are shown in
Supplementary Figure 6. All proposed structures of the intermediate ions are in agreement with the literature [25].
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Figure 3. MS spectra for lipoyllysine (cont.). Spectra obtained by ESI-MS/MS in positive ion mode of: (A) 335.5 and (B) 272.1 and (C)
189.1 and (D) 161.2 (m/2).

Method validation

Selectivity

At first, the selectivity of our method was demonstrated by analyzing a standard water solution of LA and LLys
in the presence of other thiol compounds. As can be seen from the chromatogram depicted in Figure 2A, the
BCPB derivatives of Cys, Hey, GSH, NAC and CGSH were separated from the derivatives of LA and LLys in the
standard water sample. Furthermore, in our approach, selectivity was disclosed by the comparison of chromatograms
obtained from the analysis of six blank urine samples and urine spiked with LA and LLys (Figure 2B). No interfering
peaks from endogenous urine compounds were observed at the retention times of LA and LLys in analyzed all
blank urine samples. Moreover, the study of peak purity showed that peaks of LA-BCPB and LLys-BCPB were not
attributable to more than one compound.
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Detection & quantification limits

LOD and LOQ were defined as the lowest concentration giving the S/N ratio of 3 and 10, respectively. The values
of the LOD and LOQ for LA and LLys are presented in Table 2. The LOQ value achieved with this assay for
LA is better than the electrochemical detection method reported by Teichert ez /. (0.5 uM) [12], but inferior in
comparison with our previously reported method [16]. As shown in Table 1, other methods for LA determination
in urine samples [14,15,17,20,21] exhibit better LOQ and/or LOD than our method. Since this is the first paper
concerning the determination of LLys in urine, it is not possible to compare LOQ and LOD values with other
results.

Calibration curves

For the urine samples, eight-point calibration plots were constructed within a narrow range of concentrations of
LA and LLys because analyzed urine samples after supplementation contained small amounts of LA and LLys.
Calibration curves were linear within the tested range of concentrations of LA and LLys. In all cases, correlation
coefficients were close to 1. Obtained data, including regression equations are shown in Table 2, where Y is the
peak height in absorbance units and X’ is the concentration in uM urine.

Precision & accuracy

Precision and accuracy were determined by the addition of known amounts of standard solutions of LA and LLys
to urine samples, as was described in experimental. In our report, three concentrations representing the entire
range of the calibration curves were studied: one near the lower end, one near the center and one near the upper
boundary of the standard curve. The precision was expressed as the CV, while the accuracy as the percentage of
analyte recovery and calculated by expressing the mean measured amount as a percentage of the added amount.
The intraday and interday accuracy and precision for LA and LLys in urine samples (Table 2) fulfill all validation
requirements recommended for biomedical methods [24]. Detailed data is summarized in Supplementary Table 1.
The results obtained in our studies indicate that the proposed method provides good accuracy and eliminates the
shortcomings associated with poor accuracy values for LA, which were previously obtained by the HPLC method
with fluorescence detection reported by Haj-Yehia ez al. (15].

Standard solution stability

The stability of LLys in standard solutions was evaluated for different standard concentrations (30, 1000 and
5000 uM) in order to estimate the period during which samples could be stored at different temperatures before
analysis without appreciable changes in LLys concentrations. LLys in standard solutions was found to be stable at
-79°C for at least 6 months. After 6 months of storage, residual percentages for the three different LLys standards
at -79°C were in the range 96.1-96.9%. However, the stability of the analyte was less when the tested standard
solutions were stored for 6 months at -20°C. Residual percentage values for the three standard concentrations of
LLys were in the range 55.5-71.0%. LLys in the 1000 and 5000 pM standard solutions was also found to be stable
at 24°C for 1 day (96.0 and 96.8%, respectively) and 4°C for at least 5 days (94.2 and 93.3%, respectively). Under
these temperatures in 30 UM, a standard solution of LLys exhibited a significant loss of the analyte.

Application of the method

The validated method was successfully applied for the study of urinary excretion of LA and LLys in healthy
volunteers who received a 200-mg oral dose of LA twice daily for 2 weeks. Urine was obtained from three men
and four women in the age 25-48 years. In the case of two of the seven volunteers (two women, 27 and 48 years
old), oral LA supplementation was monitored for 9 weeks. At the beginning of the study, neither LA nor LLys were
not present in urine samples. After 1 week of orally ingesting LA, its concentration and the LLys concentration
in urine were in the range of 0.57-4.73 uM for LA and 0.41-2.88 uM for LLys, while after 2 weeks LA and
LLys concentrations were within range of 1.07-5.60 and 0.59-6.06 uM, respectively. To facilitate comparison
of different individuals, the analytical results for urinary LA and LLys were normalized against Crn. Crn, an
endogenous metabolite, is excreted by the kidney mostly by filtration and in proportion to total excretion. The
results of LA and LLys urinary excretion are presented in Table 3 and Figure 5. In two volunteers, who took LA
orally, side effects such as fatigue and annoyance have been appeared.
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Figure 5. Urinary extrection of LLys and LA. The amounts of LA and LLys excreted in the urine for two healthy

volunteers: female 26 (A) and female 48 (B) before and after 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 and 9 weeks of supplementation with
LA.

Crn: Creatinine; LA: a-Lipoic acid; LLys: Lipoyllysine.

Conclusion

The presented study is the first to show that externally administrated LA is excreted in urine in the form of LLys.
We believe that LA could be incorporated into proteins and then extracted as LLys. Thus, it is the first report for
the simultaneous determination of LA and LLys in human urine after LA supplementation using an HPLC. This
method is fast, simple and requires small volumes of samples and generates small waste amounts. Furthermore,
our new approach includes a useful analytical protocol, which is characterized by several advantages over previous
methodologies for LA. First, it significantly reduces the number of analytical steps and thus shortens the sample
preparation procedure time. Second, the developed analytical scheme is capable of determining two analytes in
human urine samples with adequate selectivity at the low micromolar level. Third, the analytical data based on
linearity, precision and accuracy presented during the method validation procedure are within the criteria of analysis
for biological samples. Fourth, the validated method can be widely applied in any laboratory, especially in those
which may not be equipped with fluorescence or MS detection.

Future perspective

The presented method can be used to obtain results of a high analytical quality, which may contribute to a study
of the important role of the above-examined compounds in the field of biomedical sciences. Moreover, it can be
used for routine clinical monitoring and in pharmacokinetic studies. It is anticipated that, in the longer term, our
studies can become the motivation for exploring additional properties of LLys. HPLC-DAD belongs to the standard
instrumentation of a majority of analytical laboratories, not requiring particularly expensive maintenance and thus
represents an excellent analytical tool alternative for more complicated chromatographic instruments (LC-MS,

GC-MS, LC-MS/MS, etc.).
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Summary points

Background

e Lipoic acid (LA) is long been known as a potential therapeutic agent for many chronic diseases with great
epidemiological as well economic and social impact. The prophylactic effect of LA in preventing diet-related
diseases cannot be achieved only in consequence of endogenous synthesis, because humans can synthesize LA
only in very small amounts. Hence, it is important to supply exogenous source of LA, which can be used in a form
of commercially available pharmaceuticals.

e The aim of work was the development of a precise determination method for lipoyllysine (LLys) for better
understanding of its properties as well as the study of the possible effect of oral LA supplementation on LA and
LLys content in urine.

Experimental

e The method was based on the conversion of LA and LLys into their reduced forms by employing of a reductive
agent, tris(2-carboxyethyl)phosphine prior to precolumn derivatization with 1-benzyl-2-chloropyridinium
bromide.

e Chromatographic separation of the derivatives of LA and LLys has been achieved using gradient elution on a C18
column for 10 min.

Results & discussion

e The sample extraction or concentration was not required, which significantly simplified the analytical procedure
and eliminated the consumption of large amounts of solvents.

e The calibration curves for LA and LLys showed linearity in the range of 0.4-12 uM with correlation coefficients
greater than 0.999.

e For both analytes, the coefficient of variation of inter- and intraday precision were from 1.8 to 7.4% and 2.8 to
8.1%, respectively.

e The interday recovery varied between 90.7 and 116.0%, whereas intraday recovery varied between 91.4 and
114.9% for both LA and LLys.

Conclusion

e LA and LLys can be determined simultaneously in human urine after oral supplementation of LA.

e The results showed for the first time that externally administered LA is excreted in the urine in the form of LLys.
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Table S1. Evaluation of the intra-day and inter-day precision and accuracy for LLys and LA in

human urine (n = 5).

Concentration Precision (%) Accuracy (%)
Analyte
(LM) Intra-day Inter-day Intra-day Inter-day

LLys 04 1.4 8.1 116.0 114.9
2 1.8 5.6 90.7 91.4

12 5.1 2.8 99.8 97.4

LA 0.4 5.1 6.1 105.0 110.5

2 3.7 5.6 104.0 108.3

12 3.0 4.2 100.4 103.2

LA: lipoic acid; LLys: lipoyllysine

Peak height [mAU]

ote——+——+——+—7———"0
12:0 10:2 8:4 6:6 4:8 2:100:12
Molar ratio of DHLLys : BCPB

Scheme S1. Estimation of stoichiometric molar ratio by continuous variation method for the

reaction of dihydrolipoyllysine with 1-benzyl-2-chloropyridinium bromide.



BCPB: 1-benzyl-2-chloropyridinium bromide; DHLLYys: dihydrolipoyllysine
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of lipoyllysine and a-lipoic acid at room temperature.
BCPB: 1-benzyl-2-chloropyridinium bromide; LA: a-lipoic acid; LLys: lipoyllysine
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W dzisiejszych czasach dazy sie do wykorzystania homogenizacji na szeroka skale, a w warunkach
laboratoryjnych do petnej automatyzacji tej techniki. Umozliwia to zdecydowana poprawe jakosci pracy
chemika analityka.

Homogenizacja tkanek

NIEODZOWNY ETAP PRZYGOTOWANIA PROBKI STALEJ DO ANALIZY

Tabela 1. Rodzaj materialu poddawanego analizie. Zestawienie
wykonane na podstawie losowo wybranych artykutow z 2016
roku dotyczgcych probek pochodzenia roslinnego i zwierzecego

W dzisiejszych czasach coraz czesciej styszy sie
o wplywie zywnosci na nasz stan zdrowia. W zwigz-
ku z tym ciekawym aspektem jest badanie tkanek
roslinnych oraz zwierzecych pod katem zawartych
w nich r6znych zwigzkéw chemicznych. Moga to by¢
zwiazki majace pozytywny wplyw na nasz organizm,
a takze takie substancje, jak pozostatosci stosowanych
srodkéw ochrony rodlin, nawozéw czy antybiotykéw,
ktére sa szkodliwe dla naszego zdrowia. Potwierdze-
niem duzego zainteresowania tg tematyka jest fakt,
ze w ostatnich latach mozna znalez¢é ponad kilka
tysiecy artykutéw naukowych dotyczacych ozna-
czania r6znych zwigzkéw chemicznych w tkankach
roSlinnych i zwierzecych. Przeanalizowanie losowo
wybranych publikacji z 2016 roku (tab. 1) wykaza-
to, ze najczesciej badanym materiatem rolinnym sg
liscie, a najrzadziej cate rosliny. W przypadku tkanek
zwierzecych najczeéciej do badan wykorzystuje sie
tkanke mie$niowa, watrobe, ptuca i mozg.

Kazdy analityk staje przed koniecznoscia ustalenia
odpowiedniego schematu postepowania oraz doko-
nania wyboru, ktéra z dostepnych technik obrobki

Rodzaj materiatu Liczba Rodzaj tkanek Liczba
roslinnego na 100 artykutéw |zwierzecych na 100 artykutéw
liscie 3 tkanka miesniowa 39
nasiona/ziarna 16 watroba 30
owoce 16 ptuca 21
korzenie/kigcza 10 mozg 18
warzywa 10 nerki 15
todygi 8 serce 12
ziota/przyprawy 6 tkanka tluszczowa 2
cate roéliny 4 aorta 1
inne 6 cale organizmy 4
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materiatu wybra¢. Sposéb postepowania w duzej
mierze uzalezniony jest od rodzaju probki oraz wia-
$ciwosci badanego analitu. Bardzo wazne jest, aby
materiat badawczy byt jednorodny i reprezentatywny,
dlatego pracujac ze statymi probkami biologicznymi,
konieczne jest ich rozdrobnienie do takiej postaci,
aby ich dalsza obrébka byta jak najmniej skompli-
kowana. W tym celu w laboratoriach badawczych
powszechnie wykorzystuje si¢ ré6zne odmiany tech-
niki homogenizacji, ktére zostaty zaprezentowane
w niniejszym artykule.

Wybrane sposoby przygotowania statego
materiatu biologicznego do badan
Przygotowanie do analizy biologicznych prébek
stalych jest zadaniem niezwykle czasochtonnym
i zmudnym. Przystepujac do pracy z materiatem
ro§linnym, konieczne jest jego odpowiednie przy-
gotowanie, a wiec dokfadne umycie warzywa lub
owocu, osuszenie oraz obranie ze skorki. W przy-
padku tkanek zwierzecych konieczne jest usunig-
cie takich elementow, jak pidra, skora czy pazury,
oraz wypreparowanie tkanki niezawierajacej duzych
naczyn krwionosnych. Postgpowanie to jest niezwy-
kle istotne, poniewaz niedokfadne wykonanie tych
czynnosci moze doprowadzi¢ do zanieczyszczenia
probki badanej. Tak wstepnie przygotowang tkan-
ke poddaje si¢ dalej rozdrobnieniu czy dziataniu
odczynnikow chemicznych. Na tym etapie, sposrod
manualnego czy mechanicznego rozdrabniania,
obrébki chemicznej, trawienia enzymatycznego czy
ekstrakcji nalezy dokona¢ wyboru odpowiedniego
sposobu przygotowania materiatu badanego. Jak
przedstawiono w tabeli 2 rozcieranie (mechanicz-
ne i manualne) jest czesciej stosowanym sposobem
rozdrabniania niz homogenizacja czy dziatanie
odczynnikami chemicznymi. W zaleznosci od tego,
czy mamy do czynienia ze Swiezq, zamrozona czy



suchg tkankg, musimy dokona¢ wyboru odpowied-
niego schematu pracy. W przypadku tkanek $wie-
zych mozZliwe s dwie drogi postepowania: pierwsza
z nich to mielenie tkanki bez dodatku roztworu lub
homogenizacja w roztworze odpowiednio dobranym
do potrzeb metody analitycznej, drugi sposob poste-
powania polega na tym, ze Swieze tkanki sa najpierw
zamrazane w cieklym azocie, a nastepnie ucierane/
mielone na jednolity proszek, ktéry mozna ponow-
nie zamrozi¢, zliofilizowa¢ lub wysuszy¢. Tkanki
mrozone oraz te, ktore zostaly uprzednio wysuszo-
ne, rbwniez moga by¢ mielone/ucierane w ciektym
azocie lub homogenizowane w odpowiednim roz-
tworze.

Najprostsza i najstarsza metoda rozdrabniania mate-
rialu jest jego ucieranie w mozdzierzu. Cho¢ moze
wydawac sie, ze jest to metoda archaiczna, to nadal
stosowana jest na szeroka skale w laboratoriach
badawczych. Metoda ta jest wykorzystywana do
uwolnienia biatek i DNA z tkanek roélinnych bez
wzgledu na duzg wytrzymatos¢ wtokien celulozo-
wych, a takze innych polisacharydéow wchodzacych
w sktad Sciany komérkowej. W przypadku tkanek
zwierzecych rozcieranie/mielenie wykorzystywane
jest do dezintegracji polaczen miedzykomérkowych
oraz fragmentacji wysokoczasteczkowych biatek.

W nowoczesnych laboratoriach ucieranie w moz-
dzierzu zastepowane jest mechanicznym rozdrabnia-
niem materiatu badawczego. Do tego celu najcze-
iciej stosuje sie mielenie, homogenizacje i sonikacje.
Ta ostatnia polega na lizie komérek bakterii i drobno
pokrojonych tkanek oraz dokfadnym ich wymiesza-
niu, wskutek dziatania pulsacyjnych fal dzwieko-
wych o wysokiej czestotliwosci. Wysokoenerge-
tyczng wiazke ultradzwiekowa generuje urzadzenie
zsonda, ktéra zanurza sie w zawiesinie komoérek. Tak
dostarczana energia mechaniczna inicjuje powsta-
wanie mikroskopijnych pecherzykéw kawitacyjnych,
ktére emitujq fale uderzeniowe przechodzace przez
materiat badany. Niezmiernie wazne jest zatem, aby
zapobiega¢ nadmiernemu nagrzewaniu prébki. Dla-
tego tez powinna by¢ ona zanurzona w fazni lodowej
i dopiero wowczas poddawana kilkukrotnej sonika-
gi w krétkich odstepach czasu. Metoda ta nie zdaje
egzaminu w przypadku obrébki tkanek statych, ktore
nie zostaty wstepnie rozdrobnione. Natomiast homo-
genizacja polega na wytworzeniu jednorodnej mie-
szaniny w wyniku intensywnego mieszania duzych
czastek probki i ich rozdrabniania w urzadzeniach
zwanych homogenizatorami. W literaturze wyré6z-
nia sie rézne typy homogenizacji: ultradzwiekowa,
cisnieniowa i mechaniczng. Jej poczatki siegaja cza-
sow sprzed wybuchu drugiej wojny Swiatowej, kiedy
przygotowanie prébek opierato sie jedynie na ich
krojeniu w kostke oraz siekaniu. W 1940 roku skon-
struowano pierwszy homogenizator nozowy, co byto
wielkim utatwieniem w pracy laboratoryjnej. W latach
piecdziesigtych XX wieku w laboratoriach pojawit sie
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0 ego na etapie p gotowania do koncowe
estawienie onane na podstawie 100 iosowo
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pierwszy homogenizator obrotowy, ktéry znajduje
zastosowanie po dzien dzisiejszy.

Homogenizator Waringa (nozowy)

Pierwszym opracowanym przyrzadem do rozdrabnia-
nia byt homogenizator Waringa, ktéry swoja konstruk-
cja przypominat blender (homogenizator nozowy). To
stosunkowo proste urzadzenie stuzyto do przygotowa-
nia probki do dalszej pracy polegajacej na oczyszcza-
niu biatek oraz izolacji analitow. Probki umieszczane
byty w mikserze z dodatkiem buforu ekstrakcyjnego,
a nastepnie rozcinane na mniejsze fragmenty. Blender
umozliwia homogenizacje duzych prébek w szybkim
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Rys. 1. Wybrane typy homogenizatoréw mechanicznych:

A — homogenizator Waringa (blender), B — homogenizator
Potter-Elvehjema, C — homogenizator obrotowy,

D — homogenizator kulkowy

czasie. Moze by¢ wykorzystywany do pracy z tkanka-
mi $wiezymi, suchymi oraz z materiatem o p6tptynnej
konsystencji. Ten typ homogenizatora uzywany jest do
dnia dzisiejszego w wielu gospodarstwach domowych
(rys. 1A). Blendery sg bowiem fatwe w uzyciu, a stoso-
wane noze ze stali nierdzewnej zapewniaja ich dfuga
zywotnos$¢. W pracy laboratoryjnej sa obecnie rzadko
stosowane z uwagi na tworzace si¢ wiry powodujace
pienienie probki, a takze mozliwg denaturacje bia-
tek. Homogenizatory nozowe sa mniej efektywne niz
obrotowe. Ostrza tnace w tej klasie homogenizatorow
sa napedzane przez silnik i obracaja sie z predkoscia
6 tys. — 50 tys. obrotéw/min, dzieki czemu mogg by¢
z powodzeniem wykorzystywane do rozcinania tka-
nek roslinnych oraz zwierzecych.

Homogenizator Dounce’a

Drugim homogenizatorem, ktéry pojawit sie tuz po
wynalezieniu blendera Waringa, byt homogenizator
Dounce’a. Zasada jego dziatania opiera sie na przeci-
skaniu prébki pomiedzy rurka i ttuczkiem, co prowa-
dzi do rozcierania komoérek. Stuzy on do lizy komérek,
a takze do rozcierania tkanek. Ten typ homogenizatora
jest stosunkowo tanim urzadzeniem, jednak jest bardzo
delikatny i tatwo moze pekna¢. Z uwagi na duze ogra-
niczenia w stosowaniu nie jest odpowiednim homoge-
nizatorem do pracy z tkankami twardymi, a w przypad-
ku jego uzywania do tkanek $wiezych lub p6tptynnych
konieczne jest ich wczesniejsze rozdrobnienie.

Homogenizator Potter-Elvehjema
Homogenizator Potter-Elvehjema stuzy do rozcierania
tkanek za pomoca ttuczka (rys. 1B). Tluczek nape-
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dzany jest silnikiem i moze obraca¢ sie z predkoscia
600—750 obrotéw/min. Urzadzenie to jest stosun-
kowo tanie, a jego zdecydowanie najdrozsza czescia
jest silnik. Dodatkowo homogenizator ten jest fatwy
w obstudze oraz czyszczeniu. Podobnie jak w przy-
padku homogenizatora Dounce’a, rowniez to urza-
dzenie ma wiele ograniczen. Nadaje sie¢ bowiem do
rozcierania komérek i bardzo miekkich tkanek, ale
w przypadku homogenizacji tkanek twardych nie
zdaje egzaminu i konieczne jest uzycie innego rodza-
ju homogenizatora do poczatkowego rozdrobnienia
probki.

Prasa Frencha

Prasa Frencha weszta do uzytku we wczesnych latach
sze$¢dziesigtych XX wieku. Urzadzenie to zostato
opracowane w celu rozrywania mikroorganizméw.
Obecnie prasa Frencha stosowana jest do dezinte-
gracji komérek bakterii, drozdzy oraz komérek roslin-
nych. Zasada dziatania polega na zmuszaniu komé-
rek do przeciskania sie przez waski otw6r pod wply-
wem bardzo wysokiego ci$nienia (ok. 20 tys. psi).
Poniewaz komorki przechodzg z bardzo wysokiego
do bardzo niskiego ci$nienia, nastepuje ich rozerwa-
nie. Prébki stosowane w prasie Frencha musza by¢
plynne (wcze$niej zhomogenizowana tkanka). Roze-
rwane komorki sa nastepnie odwirowywane i zbiera-
ne. Urzadzenie to jest bardzo efektywne, skuteczne
i z powodzeniem moze rywalizowa¢ z homogeni-
zatorami ultradzwigkowymi. Duzym ograniczeniem
prasy Frencha jest wymog stosowania prébek o matej
wielkosci oraz konieczno$¢ wstepnej homogenizacji
w przypadku pracy z tkankami.

Homogenizator obrotowy

Homogenizator obrotowy (wirnikowy) jest najpo-
wszechniej stosowanym tego typu urzadzeniem.
Po raz pierwszy w laboratoriach pojawit si¢ w 1950
roku. Omawiany homogenizator wykorzystywany jest
do badan wymagajacych bardzo doktadnego roz-
drobnienia probki. Dzieki specjalnej konstrukcji noze
ze stali nierdzewnej w tego typu urzadzeniach osig-
gaja bardzo wysokie predkosci. Praca rotora (3 tys.—
60 tys. obrotéw/min) powoduje wciaganie prébek do
$rodka gtowicy majacej odpowiednio uksztattowane
szczeliny (rys. 1C). W jej wnetrzu nastepuje szyb-
kie i doktadne rozdrobnienie. Miazdzenie tkanek,
z wytworzeniem jednorodnego homogenatu, prze-
biega bardzo szybko. Jedyna wada homogenizatoréw
wirnikowych jest fakt, ze generuja ciepto, ktére moze
wplywaé niekorzystnie na prébke badana. Dlatego
w nowszych modelach montuje sie czujniki tempera-
tury, ktére wytaczajq silnik w przypadku zbyt duzego
nagrzania czesci tnacych. Homogenizatory obrotowe
mozna zakupi¢ obecnie w r6znych rozmiarach, réw-
niez w postaci matego sprzetu przeno$nego. Sa to
urzadzenia stosunkowo niedrogie i proste w obstu-
dze. Ten typ homogenizatora ma szeroki wachlarz



zastosowan. Z uwagi na jego konstrukcje umozli-
wia wstepng obrébke najr6zniejszych materiatéw,
przy zastosowaniu odpowiednich warunkéw pracy.
Doskonale nadaje si¢ do rozdrabniania zaréwno
mrozonych, $wiezych czy suchych tkanek roslinnych
oraz zwierzecych, jak i substancji o pétpltynnej kon-
systencji.

Mtyn kulowy wystepujacy rowniez

pod nazwa homogenizator kulkowy
Urzadzenie to sklada sie z pojemnika, w ktérym
umieszczany jest material badawczy oraz odpo-
wiednie kulki (rys. 1D). Pojemnik ten wprawiany jest
w ruch obrotowy, a znajdujace sie¢ wewnatrz kulki
icieraja i rozdrabniajg prébke. Na rynku dostepnych
jest kilka rodzajéw kulek, wykonanych z ré6znych
materiatéw, ktérych dobér uzalezniony jest od rodza-
ju homogenizowanej prébki. Moga by¢ one wyko-
nane z weglikéw (do $cierania mikroorganizmoéw,
gleby), ceramiki (do rozdrabniania tkanek mézgu,
watroby, lisci, gruczotéw, miesni), szkfa (do miaz-
dzenia zarodnikéw, grzybow, drozdzy) oraz stali (do
homogenizacji kosci, nasion, ziaren, zb6z, paznokci,
wlosow, zebow).

Mtyn kriogeniczny

Urzadzenie to zbudowane jest z wewnetrznego
zbiornika z ciektym azotem, w ktérym umieszcza sie
stelaz z prébkami oraz ostony izolacyjnej. Miynek
ten wyposazony jest w programator umozliwiajacy
regulacje szybkosci oraz czasu mielenia. Schiodze-
nie materiatu za pomocg cieklego azotu, a czasem
suchego lodu znacznie zwigksza krucho$¢ rozcie-
ranego materiatu. Urzadzenie to doskonale nadaje
sie do homogenizacji: materiatéw roslinnych (korze-
nie, fodygi, nasiona oleiste itp.), prébek pochodze-
nia zwierzecego (wlosy, zeby, paznokcie, skéra itp.),
produktéw spozywczych, pasz, karm, ttuszczéw czy
odpadéw komunalnych.

Zastosowanie homogenizacji

Homogenizacja ma niewatpliwie wiele zalet. Jest sto-
sunkowo szybka, niedroga i prosta w obstudze tech-
nika przygotowania prébek, ktéra nie wymaga spe-
cjalistycznego przeszkolenia pracownika. Nie narzuca
koniecznosci uzycia skomplikowanego sprzetu oraz
stosowania drogich odczynnikéw. Jest technika wia-
rygodna, dzieki czemu otrzymuje si¢ powtarzalne
wyniki. Powszechnie wykorzystywana jest na etapie
przygotowania prébek biologicznych do dezintegracji
zaréwno tkanek zwierzecych, jak i roélinnych. Moze
by¢ stosowana do rozdrabniania i mieszania prébek
statych oraz ciektych.

Z uwagi na jej liczne zalety, homogenizacja znajduje
zastosowanie nie tylko podczas przygotowania probki
do analizy, ale rowniez w r6znych gateziach przemy-
sfu chemicznego, spozywczego, farmaceutycznego,
kosmetycznego i biotechnologicznego. Wykorzysty-
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wana jest takze w przemysle mleczarskim do homo-
genizacji mleka i innych przetworéw mlecznych oraz
w budownictwie do homogenizacji masy ceramicz-
nej.

Swoje atuty homogenizacja zawdziecza wspotczes-
nie stosowanym homogenizatorom, ktére oprocz
nowoczesnej konstrukcji wyrézniaja sie atrakcyjnym
wygladem, prostotg obstugi i fatwoscia w utrzymaniu
czystosci. Co jest niezwykle istotne, moga tez umozli-
wiac rozdrabnianie kilku prébek jednoczesnie, znacz-
nie skracajac czas pracy. Homogenizatory wplywaja
pozytywnie na stabilno$¢ i jednorodnos¢ materiatu
badawczego.

Problemy napotykane podczas przygotowania
i homogenizacji statego materiatu
badawczego

Niestety, homogenizacja nie jest techniky idealng
i w trakcie pracy z materialem badawczym, wystepuja-
cym w postaci stalej lub pétptynnej, napotykamy liczne
problemy podczas ich obrébki. Jako ze tkanki roélinne
i zwierzece w wiekszosci przypadkéw charakteryzuja
sie r6zng twardoscig, konieczny jest wybor wilasciwe-
go sposobu ich rozdrobnienia. Wyb6r odpowiednie-
go homogenizatora do pracy to jeden z dylematéw,
przed ktérymi stoi chemik analityk. Uzalezniony jest
on od wiasciwoéci fizycznych tkanek poddawanych
homogenizacji. Jesli rozdrabniane beda $wieze tkanki
miekkie lub materiat pétptynny, to wystarczy zastoso-
waé¢ homogenizatory oparte na rozcieraniu materia-
tu, na przyktad homogenizator Dounce’a czy Potter-
-Elvehjema. W przypadku twardych tkanek, takich jak
korzenie, gatazki, chrzastki, paznokcie czy tez tkanki
miekkie wczesniej zamrozone, konieczne jest stoso-
wanie homogenizatoréw nozowych, kulkowych czy
tez mtynéw. W przypadku materiatu rolinnego zanim
przystapi si¢ do homogenizacji, nalezy zastanowic sie,
ktora czes¢ badanej rosliny wybra¢. Najbardziej wia-
rygodne jest prowadzenie eksperymentu z wykorzy-
staniem jednorodnej czesci warzywa/owocu. Do roz-
drobnienia mozna wykorzysta¢ réwniez calg roéling,
a otrzymany homogenat podzieli¢ p6zniej na mniejsze
porcje. Oba te sposoby pozwalaja na uzyskanie duzej
precyzji, jednak w drugim przypadku, ze wzgledu na
wielko$¢ probki, etap homogenizacji trwa zdecydo-
wanie dtuzej.

Przygotowany homogenat nalezy w jak najszybszym
czasie poddac dalszej obrobce. Obecne w prébkach
biologicznych enzymy, bedace katalizatorami wielu
reakcji chemicznych, przy$pieszaja ich przebieg, co
moze niekorzystnie wplywaé na prawidtowos¢ p6z-
niejszych oznaczen. Zachodzace na przyklad zjawi-
sko brazowienia enzymatycznego mozna zaobserwo-
waé w momencie, gdy pozostawimy rosline bez skor-
ki. Jednak jest ono szczeg6lnie widoczne w wyniku
rozdrabniania, poniewaz wtedy duza cze$¢ owocu/
warzywa ma dostep do tlenu, co przyspiesza zacho-
dzace reakcje.
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Dodatkowo podczas homogenizacji nalezy monitoro-
wac temperature. Niestety, czasami, gdy rozdrabnia-
nie trwa zbyt dtugo lub mamy do czynienia z wyjat-
kowo twarda tkanka, czesci tnace homogenizatora
nagrzewaja sie i przenosza ciepto na probke. Taka
sytuacja moze prowadzi¢ do przegrzania materiatu
i termicznej degradacji substancji termolabilnych.
Zbyt wysoka temperatura w konsekwencji rozktada
zwiazki, ktére chcemy oznacza¢. Homogenizacja
powinna by¢ zatem prowadzona w warunkach odpo-
wiednich dla stabilnosci analitu, z jednoczesnym
zwréceniem szczegblnej uwagi na nagrzewanie prob-
ki badane;j.

Istotnym aspektem podczas prowadzenia homoge-
nizacji jest réwniez dobor odpowiedniego buforu,
ktory zapewnia state Srodowisko reakcji i tym samym
gwarantuje prawidiowe dziatanie enzyméw. Z uwag
na fakt, ze wiekszos¢ tych specyficznych biatek cha-
rakteryzuje optymalne pH dziatania, wiele z nich
moze w spos6b nieodwracalny traci¢ aktywnos¢
podczas prowadzenia reakcji w $rodowisku ,agre-
sywnym” chemicznie. Zastosowanie odpowiednie-
go buforu do rozdrobnienia tkanek ufatwia dalsza
optymalizacje metody. Nalezy pamigtac, ze nie-
ktére produkty roslinne czy zwierzece nie sq boga-
te w wode i wowczas w zaleznoéci od stosowanej
procedury analitycznej dodaje sie¢ odpowiedniego
roztworu. Jego pH dostosowywane jest do rodza-
ju oznaczanego zwiazku, poniewaz anality bedace
przedmiotem naszego zainteresowania uwalniaja sie
w Scisle okreslonych warunkach. Czesto uwolnione
anality poddawane sa dalszym reakcjom, w zwigzku
z tym niezwykle istotny jest dobér pH wiasciwego do
prowadzonych na dalszych etapach badan reakdji.
Niekt6re owoce, warzywa oraz migkkie tkanki zwie-
rzece, ktére zawieraja duze ilosci wody, stosunkowo
tatwo daja sie zhomogenizowa¢ bez dodatku buforu
czy innego rozpuszczalnika.

Niektore anality maja tendencje do adsorpcji na
powierzchni czastek statych, znajdujacych sie
w homogenacie, bardzo czesto konieczne jest wpro-
wadzenie dodatkowego kroku ich wymycia tuz po
przeprowadzonej homogenizacji. W tym celu do
homogenatu dodaje si¢ rozpuszczalniki organiczne,
na przyktad acetonitryl, ktére umozliwiaja uwolnie-
nie analitow i ich oznaczenie w kolejnych etapach
prowadzenia badan.

Otrzymany po homogenizacji probek statych homo-
genat powinien charakteryzowac¢ si¢ odpowiednia
gestoscig. Najczesciej ma on pétptynng konsysten-
cje, cho¢ niekiedy w wyniku rozdrobnienia tkanek,
zawierajacych w swojej strukturze mniejsze ilosci
wody, otrzymujemy gesty homogenat. W zaleznosci
od tego, jak wyglada dalsza procedura analityczna,
taka konsystencja produktu moze by¢ wadg lub zale-
ta. Jezeli probka w dalszym etapie bedzie poddawana
ekstrakgji, duza gestos¢ umozliwia bezproblemowe
i dokfadne jej odwazenie. Natomiast w przypadku,



gdy homogenat wykorzystywany jest bezposrednio
do reakcji (z pominieciem etapu ekstrakcji), duza
jego lepkos¢ wptywa niekorzystnie na jako$¢ pracy.
Woéwczas pojawia si¢ problem z doktadnym wymie-
szaniem oraz réwnomiernym zachodzeniem reakgji
w catej objetosci prébki, a tym samym mata powta-
rzalno$cig wynikéw. W zwiazku z tym, stojac przed
wyborem dotyczacym czufosci metody a doktadno-
Scig oznaczen, kazdy chemik analityk wybierze ten
drugi wariant. Patrzac na calg procedure przygotowa-
nia probki, korzystniej jest ja rozcienczy¢ i przepro-
wadzi¢ homogenizacje z uzyciem buforu. W ten spo-
s6b mozna zminimalizowa¢ wystepowanie btedow
oznaczen spowodowanych niedoktadnym pobraniem
prébki, a takze wyeliminowa¢ problem ucigzliwej
homogenizacji.

Bardzo istotne jest, aby przed przystgpieniem do
obrébki kazdej kolejnej tkanki czesci tnace homo-
genizatora byty starannie i doktadnie oczyszczone.
W przypadku niektérych warzyw, na przyktad bro-
kutu, drobne paczki kwiatowe dostaja sie do srodka
glowicy homogenizatora, trudno je stamtad usunac
i w konsekwencji mozna tatwo zanieczysci¢ inne

probki.

Perspektywy

rozwoju homogenizacji

W dzisiejszych czasach dazy sie do wykorzystania
homogenizacji na szeroka skale, a w warunkach
laboratoryjnych do petnej automatyzadji tej techniki.
Umozliwia to zdecydowana poprawe jakosci pracy
chemika analityka. W perspektywie najblizszych lat
mozna sie spodziewac petfnej robotyzacji przygoto-
wania i analizy probek. Rola laboranta ograniczy sie
tylko do wprowadzenia prébki i zaprogramowania
sprzetu. Biorac pod uwage, ze w dzisiejszych cza-
sach dazy sie do miniaturyzacji urzadzen, mozna sie
spodziewac, ze niebawem rozmiar homogenizatoréw
ulegnie zmianie. Pojawia sie homogenizatory ,kie-
szonkowe”, zachowujac jednoczesnie ich szeroki
wachlarz zastosowan.

Podsumowanie

Homogenizacja jest powszechnie stosowang tech-
nika podczas wstepnego przygotowania do badan
probek statych oraz poétptynnych. Charakteryzuje ja
prostota obstugi i stosunkowo niskie koszty eksplo-
atacji. Ma wiele zalet, ale jak kazda technika wyma-
ga doktadnego opracowania procedury. Skrupulatna
optymalizacja wszystkich warunkéw homogenizagji
zapobiegnie problemom, ktére napotyka si¢ podczas
przygotowywania probek, oraz usprawni prace eks-
perymentatora.
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ABSTRACT: During this research a simple, accurate, and environmentally friendly method to determine lipoyllysine and lipoic acid
in meat was developed and validated. The presented approach was based on the hydrolysis of the proteins containing lipoic acid,
reduction of disulfide bonds with tris(hydroxymethyl)phosphine, and precolumn derivatization of free thiol groups with 1-benzyl-2-
chloropyridinium bromide long-term followed by HPLC separation with a diode-array detector. The method has been validated in
accordance with the U.S. FDA guidelines and was linear in the range of 0.1—10 gmol/L in concentration with R* values >0.9997 for
both analytes. For lipoyllysine and lipoic acid, intra- and interday precision values were lower than 10%. The intraday accuracy values
ranged from 91.0% to 99.4% for lipoyllysine and from 99.1% to 107.3% for lipoic acid, whereas the interday accuracy values for
lipoyllysine and lipoic acid were 92.0—95.6% and 93.5—98.8%, respectively. Additionally, in this research the antioxidant activity of
lipoyllysine and reduced lipoyllysine compound using spectrophotometric method with 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl was examined
for the first time. The data showed that dihydrolipoyllysine exhibits stronger antioxidant capacity than lipoyllysine based on a lower

value of concentration required to achieve a 50% antioxidant effect in 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical scavenging test.
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B INTRODUCTION

For the past few years, medical research has shown that healthy
diets and long-term consumption of foods rich in antioxidants
may lower oxidative stress and the occurrence of chronic
diseases, such as cancer and diabetes, as well as neuro-
degenerative and cardiovascular diseases."”

In regular and healthy people, there is an equilibrium
between endogenous antioxidant defenses and the generation
of reactive oxygen species (ROS) or free radicals. However, if
this balance is disturbed, it can lead to oxidative stress and
related damage. Consequently, oxidative stress damages
proteins, lipids, and nucleic acids, thus compromising cell
v1"a.bility.3”4 To minimize the harmful effects of free radicals,
organisms are endued with a very effective antioxidant defense
system. Natural antioxidant enzymes (catalase, superoxide
dismutase, horseradish peroxidase) and nonenzymatic anti-
oxidant compounds, such as vitamins E and C, a-lipoic acid
(LA), and glutathione, inhibit the oxidative mechanisms that
lead to the development of degenerative diseases and aging.””
Because oxidative damage of human cells increases with age,
the intensified ingesting of exogenous antioxidants derived
from fruits, vegetables, and meat may assist the endogenous
antioxidant defense system and thus reduce the risk of chronic
diseases.’

LA belongs to a group of compounds absorbed from food
and it is widely known as the “universal antioxidant” and
“antioxidant of antioxidants”.”~” LA and dihydrolipoic acid
(DHLA), which is a reduced form of LA, meet all of the
criteria for a perfect antioxidant. They can easily scavenge
ROS, chelate metals, and do not present any serious side
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effects. They can also interact with other antioxidants and can
regenerate them.'”'' Tt should be emphasized herein that
despite the large number of naturally occurring antioxidants
the search for new, natural compounds with antioxidant
activities remains a growing research area. Numerous methods
for the antioxidant activity assessment have been described in
the review by Pisoschi and Negulescu.'” In food and biological
samples, LA occurs mainly in a protein-bound form through
the amide linkage to the &-NH, group of lysine and the
carboxylic group of LA.*"* The protein-bound form, lip-
oyllysine (LLys), plays an important role in oxidative
metabolism as a part of the pyruvate dehydrogenase and a-
ketoglutarate dehydrogenase complex, which controls the
Krebs cycle, ultimately leading to the production of adenosine
triphosphate.'”'> Since the measurement of LLys is not an
easy analytical task, only limited information exists about LLys
concentration in tissues. Liberation of LA linked to proteins
required the use of a hydrolysis step of the samples (often
under a strong acid or alkaline conditions) and solvent
extraction procedure. Therefore, this results in low recoveries
because LA can experience considerable decomposition
There are several methods for LA or LLys quantification in
biological tissues (Table 1), which include the colorimetric
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Table 1. Overview of Analytical Methods, Parameters, and the Content of Lipoic Acid (LA), and Lipoyllysine (LLys) in Meat

Products”
method sample analyte linear range recovery LOD LOQ reference
colorimetric assay animal tissues LA 0—100 pmol/L NR NR NR 16
enzymatic assay ~ animal tissues LLys 1-5 pmol/L NR 0.1 pmol/L NR 17
GC-FID chick livers, chicken eggs LA NR 34% NR NR 21
GC-FID bacteria, cow’s milk, rat liver, rat LA 0—97 pmol/L >87% NR NR 22
kidney

GC-MS animal tissues LA 0.05—97 pmol/L 60—70% 0.0S umol/L  NR 20
GC-FDP mouse tissue, bacterial cells LA 20—500 ng 50—94% 50 pg NR 19
HPLC-FLD spinach, animal samples LLys 0.0155—1 pmol/L ~ 99—-107% 0.007 ymol/L  0.022 gmol/L 15
HPLC-ECD plant and animal tissue LLys 0-2.5 ug/g 100% NR NR 25
HPLC-UV enzyme hydrolysates LLys NR 117—-120% NR NR 24
HPLC-DAD liver, heart, kidney and stomach LA LLys 0.1-10 ymol/L 88—101% 0.03 ymol/L 0.1 umol/L proposed method

“NR: not reported.
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and high performance liquid chromatography (HPLC).
However, only three HPLC methods, based on ultraviolet,™*
electrochemical,” and fluorescence detections,'® have been
developed in recent years. Although these methodologies
appear to be appropriate for the detection of LLys, the utility
in biological samples is not sufficient enough in terms of
selectivity and sensitivity. Furthermore, it has not been
determined whether LLys possesses antioxidant properties or
whether it may act as a source of free LA.'>*® Moreover, there
is still a lack of detailed information about LLys level in animal
tissues.'”'” Consequently, the aim of this study was to develop
a new method that would allow for the simultaneous
quantification of LLys and LA in meat samples as well as to
examine LLys antioxidant activity by using a spectrophoto-
metric method with 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH).

B MATERIAL AND METHODS

Chemical, Reagents, and Meat Samples. All chemicals used
during this study were commercially available and analytical reagent
grade except for the derivatization reagent 1-benzyl-2-chloropyridi-
nium bromide (BCPB) and LLys. BBCP and LLys were synthesized
according to the method previously described.'**” LA, tris-
(hydroxymethyl)phosphine (THP), Pronase E from Streptomyces
griseus, protease from Bacillus licheniformis (subtilisin A), DPPH, and
sodium tetraborate decahydrate were received from Sigma-Aldrich
Chemical Co. (St. Louis, MO). HPLC grade acetonitrile (MeCN),
sodium hydroxide, and boric acid were from J.T. Baker (Deventer,
The Netherlands), while perchloric acid (PCA), sodium borohydride,
and hydrochloric acid were obtained from Merck (Darmstadt,
Germany). Acetic acid was achieved from Chempur (Piekary Slaskie,
Poland) and pure anhydrous calcium chloride from POCH (Gliwice,
Poland). Deionized water was obtained from a Millipore Milli-QRG
system (Millipore, Vienna, Austria).

The most commonly consumed samples of liver, heart, kidney, and
stomach from cows, calves, pigs, chicken and turkey were analyzed.
The studied meat samples were purchased from local markets or a
local meat processing company with the exception of a beef heart and
kidney, a pork stomach, and a veal heart, which were obtained from a
local slaughterhouse. Tissues were kept in vacuum bags in a freezer at
—20 °C until processing.

Instrumentation. The HPLC technique was used to separate and
determine LLys and LA in meat samples. Analyses were executed on a
1220 Infinity LC system (Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany) equipped with an autosampler, a binary pump combined
with a degasser, a column oven, and a diode-array detector (DAD).
Baseline separation was achieved on an analytical column Poroshell
120 C18 (75 X 4.6 mm, 2.7 ym) (Agilent Technologies). OpenLAB
CDS ChemStation Edition (Agilent Technologies, Waldbronn,

Germany, Rev. C.01.05) was used for data acquisition and analysis.
Hanna Instrument HI 221 pH-meter (Loveland, U.S.A.) and IKA T25
basic homogenizer (IKA-Werke, Staufen, Germany) were used for pH
sample measure and sample homogenization, respectively. The
absorbance measurements were performed using an Epoll ECO 20
spectrophotometer.

Preparation of Stock Solutions. A stock solution of 0.1 mol/L
LA was prepared in 0.1 mol/L NaOH, 0.01 mol/L LLys was prepared
in 1 mol/L HCI, while 0.1 mol/L BCPB was prepared in deionized
water. No noticeable change in analyte content was reported for these
solutions at 4 °C by HPLC method. The working solutions were
prepared daily through dilution with deionized water. Fresh solutions
of THP (0.25 mol/L) and NaBH, (1 mol/L) were prepared daily in
deionized water. A stock solution of 0.001 mol/L DHLA was
obtained by mixing 100 L of 0.01 mol/L LA and 200 L of 1 mol/L
NaBH,. The mixture was carefully stirred and heated at 40 °C for 20
min. Next, the mixture was cooled down to room temperature. After
the reaction, 20 uL of hydrochloric acid (3 mol/L) was added to the
solution to decompose an excess NaBH,. At last, the mixture was
diluted with deionized water to a final volume of 1 mL. Similarly, a
solution of 0.001 mol/L dihydrolipoyllysine (DHLLys) was obtained.

A fresh standard stock solution of Pronase E (activity of 36 U) was
obtained by mixing 1.8 mg of enzyme with 2 mL of 0.1 mol/L CaCl,
prepared in borane buffer (0.1 mol/L, pH 8). Working standard
solutions of Pronase E were obtained daily by appropriate dilution of
the stock solutions in 0.1 mol/L CaCl, every day and were processed
immediately. Commercially available subtilisin A is present in the
form of aqueous solution and was kept at 4 °C until processing.

Sample Preparation. Homogenization. One gram of animal
tissue was mechanically blended in 10 mL of 0.1 mol/L cold borate
buffer at pH 8 in Falcon tubes for 30 s to 1 min (at an operating speed
of 24 000 rpm) using a high-powered rotor-stator homogenizer.

Enzymatic Hydrolysis of LA and LLys. Two hundred microliters of
each homogenate was suspended in the amount of proteases
(subtilisin A and Pronase E) recommended for the selected animal
tissues (see SI Table S1). The samples were then vortexed and
incubated at 37 °C for 22 h in stoppered Eppendorf tubes.

Determination of LLys. After enzymatic digestion, the tissue
samples were further treated with 15 uL of 0.25 mol/L THP for S min
to reduce —S—S— bonds. In the next step, 10 uL of 0.1 mol/L BCPB
was added to begin the derivatization reaction, during which the
samples were vigorously mixed and put aside at room temperature for
1S5 min. To separate LA and LLys derivatives from the protein, 20 L
of 3 mol/L PCA and 200 uL of MeCN were added. The mixture was
subsequently vortex-mixed and set aside for 5 min and finally
centrifuged for 10 min (14 000Xg, 4 °C). A S uL solution from the
above protein was transferred to the HPLC system.

Chromatographic Analysis. The LA and LLys derivatives were
separated from other compounds by the use of mobile phase
containing 2% acetic acid solution, pH 2.5, and MeCN in the gradient
mode as follows: 0—6 min, 9—21% (MeCN); 6—11 min, 21—30%
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Figure 1. Determination strategy for lipoyllysine. Scheme of hydrolysis of the proteins containing lipoic acid, reduction reaction equation of
lipoyllysine, and conversion of dihydrolipoyllysine to 2-S pyridinium derivative.

(MeCN); 11—13 min, 30—9% (MeCN); 13—16 min, 9% (MeCN).
The flow rate was 1 mL/min and the column temperature set to 25
°C. The detection wavelength was 321 nm. Identification of LLys-
BCPB and LA-BCPB peaks was based on a comparison of retention
times and DAD spectra with a similar set of data obtained from
standard solutions.

Analytical Method Validation. The proposed method was
validated under optimized experimental conditions in accordance with
U.S. FDA guidelines.”® The applied protocol involved an evaluation of
the selectivity, limit of detection (LOD), limit of quantification
(LOQ), linearity, accuracy, precision, matrix effect, and stability of LA
and LLys derivatives.

Selectivity. The method selectivity was evaluated after analysis of
six pork liver and turkey heart homogenate samples obtained from
different sources. Investigation of the potential interferences at the
region assigned to chromatographic peaks of the LA and LLys
derivatives determined selectivity. The procedures for sample
preparation and chromatographic conditions described above were
used. The peak purity test using a DAD was also executed.

Detection and Quantification Limits. The LOD and LOQ were
calculated considering the parameters of the analytical curves
performed for turkey heart homogenates with the use of equations:

LOD =3 S,/band LOQ = 10 S,/b, where S, is the standard deviation
of the y-intercept of the calibration curve and b is the slope of the
regression line.””

Linearity. To prepare the calibration standards for the determi-
nation of LLys and LA in meat homogenates, portions of 200 mL of
turkey heart homogenate were each transferred to tubes. To each
tube, increasing amounts of working standard solution of LLys and
LA was added. The final concentrations of analytes were between 0.1
and 10 gmol/L homogenate. The calibration standards were then
hydrolyzed and processed in triplicate, according to procedures
presented in Sample Preparation.

The peak heights of LLys and LA as 2-S-pyridinium derivatives
were plotted versus the analyte concentration and the equations of the
calibration curves were obtained using least-squares linear regression.

Precision and Accuracy. Accuracy and precision of the analytical
method were determined by the addition of known amounts of LLys
and LA to turkey heart. Three concentrations in the entire range of
the calibration curves were studied: one near the LOQ, one near the
center and one near the upper end of the calibration curves. The
enriched meat samples were handled according to the analytical
procedure presented in Sample Preparation. For an intraday study, the
analyses were performed on five turkey heart samples on the same
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day, and for an interday study the analyses were performed in
triplicate on five consecutive days.

Matrix Effect. The matrix effect was studied with calibration
standards prepared in standard aqueous solutions and in meat
homogenate. The curves of aqueous solutions were prepared as
described for the linearity assessment. Then the slopes of the two
calibration curves were compared for each of the analytes studied.
The matrix effect was evaluated using the following equation®”

The matrix effect = [(é] - 1] X 100

B (1)
where A and B are the slope of calibration curves in matrix and in
aqueous solution, respectively.

Stability of the 2-S-Pyridinium Derivatives. The short-term
stability of 2-S-pyridinium derivatives of LLys and LA in turkey
heart homogenate were tested. Ten nanomoles/milliliter of LLys and
LA in turkey heart homogenate were prepared and processed
according to the procedure described in Sample Preparation. Acidified
solutions from the above protein containing MeCN (n = 2) were
placed in an autosampler at room temperature and analyzed at time
zero and every hour for 28 h.

DPPH Radical Scavenging Activity. The antioxidant activities
for different standard compounds (LA, LLys, DHLA, and DHLLys)
were measured using the DPPH free radical scavenging assay
according to the modified methods reported by Mishra et al. and
Madawala et al.”*' Briefly, 3 mL of the antioxidant solution was mixed
with 3 mL of 60 umol/L methanolic solution of DPPH. The reaction
tubes, in pairs, were shaken vigorously and left in the dark at room
temperature for 30 min. The control sample was a methanolic
solution of DPPH with deionized water. The decrease in absorbance
was measured spectrophotometrically at 520 nm. All measurements
were done under dim light. DPPH radical scavenging capacity was
calculated using the following equation’"

Ay — 4
DPPH radical scavenging activity (%) = [ ——— | X 100
A (2)

Ay and A, are the absorbance at 520 nm of the DPPH radical in the
absence and presence of antioxidant, respectively.

Different sample concentrations (expressed as the number of moles
of antioxidant/mol DPPH) were used to determine the antiradical
curves for calculating the ECs, values defined as the amount of
antioxidant required to decrease the initiall DPPH concentration by
50%. The curves were plotted referring to concentrations on the x-axis
and their percentage of DPPH radical remaining against the sample
concentration on the y-axis. The ECq, value (pmol/L) was calculated
using the linear interpolation method.

B RESULTS AND DISCUSSION

Sample Preparation. Sample preparation has an impact
on nearly all of the subsequent analysis steps and is hence
crucial for the unequivocal identification, confirmation, and
quantification of analytes. This is more critical for analytes
present at trace content in complex matrices.

It was found that LA in food and biological samples occurs
mainly in a protein-bound form. As a result, the measurement
of LLys is not an easy analytical task and proper optimization
of the sample preparation procedure is essential before their
assay. In earlier studies, applying strong acid or alkaline
conditions to liberate LA from the samples, followed by solvent
extraction from the hydrolysate resulted in low recoveries
because LA was considerably decomposed. On the other hand,
GC methods mentioned in the review by Kataoka®® offered the
possibility to determine the sum of the free LA and LLys, but it
was difficult to distinguish the free LA from the protein-bound
LA. To counteract the above difficulties, the application of an
enzymatic hydrolysis is recommended. Several enzymes, such

as Pronase E and subtilisin A, were used to determine the
protein-bound LA and free LA. Different incubation times and
amounts of enzymes were tested to obtain the most favorable
conditions. According to the literature data, enzymatic
cleavage should be carried out in the presence of calcium
chloride in the pH range 5.0 to 9.0. Under these conditions,
enzymes are highly stable, and the rate of hydrolysis is
considerably higher. Our studies show that when the reaction
was carried out at a physiological temperature of 37 °C and
under mild alkaline conditions (pH 8.0), the reaction reached a
plateau after 22 h (data not shown) using the appropriate
amounts of proteases (subtilisin A and Pronase E), which were
recommended for the selected animal tissue (SI Table S1). In
the next step, the disulfide bonds (—S—S—) in free LA and
LLys liberated during the enzymatic digestion were reduced
with THP to their thiol forms (—SH) and derivatized with
BCPB (Figure 1). Investigations on the reduction conditions
showed the best yield was obtained when the reaction
proceeded at room temperature for S min. We observed that
the use of THP as a reducing agent showed many advantages
over another studied tris(2-carboxyethyl)phosphine reagent.'*
In particular, by using THP the reduction reaction was carried
out faster and was characterized by a high efficiency. The
derivatization reaction occurred under mild conditions (room
temperature, pH 8, 15 min). Additionally, the derivatization
conditions of the proposed method were favorable compared
to another previously published study utilizing fluorescence
detection.'” The reduced LLys was fluorescently labeled with
ammonium 4-fluoro-2,1,3-benzoxadiazole-7-sulfonate at 60 °C
for 1 h, whereas the results of the proposed method indicated
total derivatization occurred within 15 min at room temper-
ature.

As with plasma samples,* a crucial step in the preparation of
animal tissues is the separation of analytes from the protein.
Meat tissue is difficult to analyze because of its high content of
unsaturated fatty acids. Moreover, LA and LLys are
amphiphilic molecules which can interact with the surface of
proteins. In the final step of sample preparation, a
deproteinization procedure has been used. However, as
evidenced by recent studies,” acidic deproteinization of
plasma proteins markedly adsorbs LA. As such, the analyte
can be accidentally removed with the precipitated proteins and
the concentration of LA in the solution becomes lower than
expected. In this study, we also observed a lower LLys and LA
concentration in the final analytical solutions for meat
homogenates deproteinized with PCA compared to the
standard solution. The recoveries of LLys and free LA were
calculated using the following formula

analyte amount in homogenate sample

Recovery (%) =
analyte amount in standard solution

X 100 (3)

The recovery values for LLys and free LA were 80.7% and
44.3%, respectively, meaning that approximately 20% of LLys
and 56% of free LA were adsorbed on proteins. Better results
were obtained when a mixture of PCA and MeCN was used;
the recoveries reached 100%. Hence, for deproteinization of
meat homogenates, the additional mixture of PCA and MeCN
is recommended during the determination of LLys and LA.

Chromatographic Analysis. Different chromatographic
conditions were carefully studied and optimized to achieve
good separation of the 2-S-pyridinium derivatives of LLys and

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.0c03778
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LA from each other and from the endogenous matrix
components within a suitable run time. For this purpose,
several parameters, such as the amount of organic modifier, the
acetic acid concentration, and various gradient elution, were
tested. The optimum HPLC conditions were described in
Chromatographic Analysis. Under the chosen chromatographic
conditions, LLys showed a retention time of 6.45 (+0.04; n =
6) min and LA showed a retention time of 8.79 (+0.06; n = 6)
min. The representative chromatogram of LLys and LA in the
turkey heart homogenate is shown in Figure 2. The total time

6 - ' ; LA
51 V ’ |
— . |
3 4 \ LLys
£ X 0
S 3 ‘ \ 78 9 10
=
g \
£ I|
S 2 ‘
2
< ‘,\J\J ‘
o W
0 T T T T T T T T T \-\I
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time [min]

Figure 2. Representative chromatograms of turkey heart homogenate
(blue line) and turkey heart homogenate spiked with S gmol/L of
LLys and LA (green line). Concentrations of LA and LLys in turkey
heart homogenate were 0.12 and 0.88 pmol/L, respectively.

of the analytical run was 16 min. Before analyzing the samples,
six consecutively replicated analyses of the meat were assessed
in order to investigate the suitability parameters including the
retention factor, the asymmetry factor, and the number of
theoretical plates. The results showed a satisfactory system
performance. The retention factors for each analyte under the
established conditions were 5.91 for LLys-BCPB and 8.46 for
LA-BCPB, both of which were in the ideal range of 2 <
retention factor < 10. The efficiency of the chromatographic
column was expressed as the number of theoretical plates. The
high number of theoretical plates (37 829 for LLys-BCPB and
71878 for LA-BCPB) and the correct values of the peak
asymmetry factors (0.81 for LLys-BCPB and 0.83 for LA-
BCPB) corresponded to good column efficiency, which
generated narrow peaks. As can be seen in the chromatogram,
optimization of the separation conditions leads to a good peak
symmetry and excellent resolution for LLys-BCPB and LA-
BCPB. Many peaks were detected on the chromatogram which

seem to be derived from endogenous compounds containing
thiol group(s) but they do not interfere with studied analytes.

Analytical Method Validation. Selectivity. Selectivity is
the ability to accurately measure the analyte of interest in the
presence of the additional components in the sample matrix.
To demonstrate the selectivity of our method, six different
samples of pork liver and turkey heart homogenates with and
without spikes in LLys and LA were compared. HPLC analysis
of the derivatized hydrolysates showed no interfering peaks
with the signals obtained for the analytes. LLys-BCPB and LA-
BCPB peaks were well separated from other peaks of
endogenous and extraneous substances, as depicted in the
representative RP-HPLC chromatograms in Figure 2. More-
over, examination of peak purity showed that peaks assigned to
LLys and LA derivatives were not attributable to more than
one component.

Detection and Quantification Limits. The LODs for LLys
and LA were 0.1 ug/g (0.03 pmol/L) and 0.06 ug/g (0.03
umol/L), respectively, whereas LOQs for LLys and LA were
0.33 ug/g (0.1 umol/L) and 021 pug/g (0.1 umol/L),
respectively. The LOD value achieved with this assay for
LLys was worse than obtained by the HPLC method with
fluorescence detection'® and three times lower than the
previously reported method.'”” The LOD for LA was
comparable with the previously published GC method with
MS detection®® as was presented in Table 1.

Linearity. For studied meat samples, seven-point calibration
plots were built for LLys and LA in triplicate. A linear relation
between peak height and concentration of analyte was
observed in the tested ranges for LLys and LA in all meat
homogenates. As the slopes of the calibration curves were not
statistically and significantly different, the validation method
was performed for only one tissue, turkey heart. For turkey
heart homogenate samples, the linear regression equations
were y = 0.348x + 0.2945 for LLys and y = 0.4842x + 0.0915
for LA. The coefficient of correlation (R*) of the analytical
curves was 0.9997 and 0.9999 for LLys and LA, respectively.

Precision and Accuracy. Three concentrations, that is, 0.1,
1, 10 umol/L, were used to prove the precision and accuracy of
the developed method. The precision was expressed as the
relative standard deviation (RSD), whereas the accuracy was
expressed as the percentage of analyte recovered. Accuracy was
calculated using the equation

Accuracy (%)

measured amount — endogenuous content

X 100

added amount

(4)

Table 2. Estimation of the Intraday and Interday Precision and Accuracy for Lipoyllysine (LLys) and Lipoic Acid (LA) in Meat

Samples (n = §)

founded + SD (umol/L)

precision (%) accuracy (%)

analyte added (umol/L)
intraday interday intraday interday intraday interday
0.1 1.06 + 0.05 1.03 + 0.6 4.7 6.1 91.0 94.8
LLys 1 1.86 + 0.07 1.76 + 0.07 39 4.1 97.7 92.0
10 10.82 + 0.44 10.40 + 0.43 4.1 4.1 99.4 95.6
0.1 0.36 + 0.01 0.34 + 0.03 3.3 9.2 99.1 95.4
LA 1 1.23 + 0.05 1.14 + 0.07 4.2 6.3 107.3 98.8
10 10.19 + 0.43 9.50 £ 0.5§ 4.2 5.8 100.3 93.5
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Results of intra- and interday accuracy and precision are
summarized in Table 2. The values obtained in our study meet
the acceptance criteria since RSD did not exceed 20% for LOQ
and 15% at all concentration levels.”® Moreover, the results
obtained indicate that our method provides very good accuracy
and precision. Therefore, this method can improve upon the
shortcomings associated with poor accuracy and precision
values for LLys in animal tissues, which were formerly obtained
by the HPLC methods with fluorescence and ultraviolet
detections.">**

The Matrix Effect. Sample matrix effect was studied by
comparing the slopes of the calibration curves of the standard
aqueous solutions with the slopes obtained when analyzing the
spiked samples. The matrix effect for LLys and LA was lower
than +20%, which denotes the absence of any matrix effect and
confirms that the meat homogenate matrix does not interfere
with signals of the analytes.

Stability of the 2-S-Pyridinium Derivatives. As we have
previously demonstrated,” LA-BCPB in plasma was stable at
room temperature for 4 h. However, in meat homogenate
samples the 2-S-pyridinium derivatives of both LA and LLys
were found to be stable at ambient temperature for a much
longer time. No significant change in peak height was noted
when the acidified samples containing MeCN were kept in the
autosampler for 24 h (data not shown). The residual
percentages of LLys and LA after this time were 104.5% and
106.4%, respectively.

DPPH Radical Scavenging Activity. DPPH is commonly
used to estimate the free radical scavenging ability of pure
compounds. It is a stable free radical, which possesses an
unpaired valence electron on one atom of the nitrogen
bridge.** By accepting a hydrogen atom from an antioxidant,
DPPH is transformed into DPPH-H and the color of the
solution changes from purple to yellow with an associated
decrease in absorbance at 515—520 nm.”" This color change is
measured spectrophotometrically and used to estimate the
parameters for antioxidant properties.

In the present study, LA, LLys, and their reduced forms, that
is, DHLA and DHLLys, were analyzed to evaluate the free
radical scavenging capacity of these compounds. Each
compound was tested in the range of 2.5—60 pumol/L. The
concentrations were chosen based on their antiradical capacity
toward the DPPH radical based on pilot determinations and
literature data.

Results suggest that LA and LLys did not scavenge the
DPPH radical, even at higher concentrations (200—2000
umol/L), despite LA being used in numerous in vivo studies
with promising results and being known as the “universal
antioxidant”. In the case of LLys, it has not been clearly
identified whether LLys possesses any antioxidant activity or
whether it acts as a source of free LA.">*® Nevertheless, in our
studies we observed that DHLLys can scavenge DPPH radical
(Figure 3), although at a lower scavenging capacity, as
compared to DHLA. DHLA and DHLLys have stronger
antioxidant activity due to their two free thiol (—SH) groups
that can be readily oxidized back to their dithiolanes.” ECj,
values for DHLA and DHLLys were calculated as 0.076
umoles DHLA/umoles DPPH (ECg, 4.56 umol/L) and 0.094
umoles DHLLys/umoles DPPH (5.64 ymol/L), respectively.
Thus, the measured ECy, for DHLA is lower than the earlier
reported value of 0.39.

Application of the Method. The developed method was
applied to monitor LLys and LA concentrations in five
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Figure 3. DPPH radical reduction (%) as a function of molar ratio of
(a) DHLA/DPPH free radical; (b) DHLLys/DPPH free radical.

different cow, calf, pig, chicken, and turkey samples (including
liver, heart, kidney, and stomach). Heart, liver, and kidney
showed the highest levels of LLys and LA among all of the
examined tissues. The mean amounts of LLys were in the
range of 2.11-3.99 ug/g for heart, 0.56—1.17 ug/g for liver,
and 0.71-1.40 pug/g for kidney, whereas the amounts of LA
ranged from 0.22 to 0.55 pg/g for heart, from 0.38 to 0.51 ug/
g for liver, and from 0.14 to 0.50 ug/g for kidney. LLys was
also found in cow and pig stomachs, while LA was only found
in chicken stomachs. Results of LA and LLys concentrations in
all assayed samples are shown in Table 3. Considering our
results described above and the available literature data, it may
be concluded that LLys content is high in metabolically active
tissues, which contain a high population of mitochondria.*®
The tissue level of free LA was relatively low, if present at all.
This indicates that proteolytic enzymes do not effectively
cleave an amide bond between LA and a protein lysine.
Therefore, after digestion, LA is absorbed as LLys.17 The
concentrations of LA and LLys also seem to be animal species
dependent. In chicken meat, the lowest amounts of LA and
LLys were detected, whereas in red meat the concentrations of
LA and LLys were significantly higher. It seems that the high
levels of LA and LLys in tissues such as heart, liver, and kidney
may provide an antioxidant defense system for these organs.

We observed some differences in the LLys concentrations
found in tissue samples examined using the present method
and other previously reported methods.”*® This discrepancy
may be due to the physical state of the sample (e.g., fresh
sample or acetone powder), the animal species (e.g., bovine,
calves, pigs, chicken, and turkey), and differences in nutrition,
age, sex, and, primarily, the methods used (e.g,, enzymatic, GC,
ECD). The LLys contents in bovine tissue acetone powders by
the HPLC-ECD method® were determined for kidney, heart,
and liver tissues and were from 0.86 to 2.64 pg/g. The values
obtained in the present study are somewhat higher compared
to these values as well as lower in comparison to the values
previously published utilizing the enzymatic method (from
2.14 to 4.38 ug/g for the same tissues)."”

The determination of the LLys in the homogenates of calf,
pig, chicken, and turkey samples (liver, heart, kidney, and
stomach) has not yet been reported and seems to be the first
example.

In summary, a new, simple and selective method for the
simultaneous quantification of LLys and LA in meat using the
HPLC technique with DAD detection has been described and
validated. To the best of our knowledge, the present article is
currently the first report in which the examination of LLys
antioxidant activity through a spectrophotometric method with
DPPH was performed. Our new approach includes a handy
analytical protocol for the determination of LLys and LA,
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Table 3. Content of Lipoic Acid (LA) and Lipoyllysine (LLys) in Edible Animal Products®

tissues turkey pug/g tissue calf pug/g tissue caw fig/g tissue pig ug/g tissue chicken ug/g tissue
LLys
heart 3.99 + 0.01 3.32 £ 0.01 3.12 + 0.0 3.46 + 0.03 2.11 + 0.00
liver n.d. 0.56 + 0.00 0.97 + 0.01 n.d. 1.17 £ 0.01
kidney n.d. 0.71 + 0.01 1.40 + 0.01 0.94 + 0.01 0.72 + 0.01
stomach n.d. n.d. 1.59 + 0.02 0.54 + 0.01 n.d.
LA
heart 0.36 + 0.01 0.22 + 0.01 0.28 + 0.04 0.55 + 0.01 0.27 + 0.01
liver n.d. 0.38 + 0.00 n.d. n.d. 0.51 + 0.00
kidney n.d. 0.14" + 0.03 0.50 + 0.05 0.41 + 0.00 0.32 + 0.01
stomach n.d. n.d. n.d. n.d. 0.41 + 0.03
“n.d,, not detected. *Concentration below LOQ.
which is characterized by the following advantages over Author

previous methodologies: (i) it does not require the use of
drastic hydrolysis conditions to release LA from the samples,
which may result in partial LA degradation and low recovery;
(ii) the derivatization reaction takes place at room temperature
as opposed to the higher temperature required in thermally
initiated derivatization; (iii) the short chromatographic run
time reduces the consumption of solvents and generates small
waste amounts; (iv) the developed analytical scheme is able to
determine LLys and LA in meat samples with adequate
selectivity at concentration levels less than 1 ug/g, without
requiring the use of extraction for cleanup and preconcentra-
tion; (v) the validation parameters are within the criteria of
analysis for biological samples; (vi) this method is easily
accessible to a majority of analytical laboratories and does not
require particularly expensive maintenance and thus represents
an excellent analytical tool alternative for more complicated
chromatographic instruments (HPLC-FLD, HPLC-ECD).

The determination of LLys and LA in biological and food
samples is important in the study of biochemical reactions,
nutritional and pharmacodynamic studies, and the diagnosis of
certain types of diseases. Furthermore, there is still a lack of
knowledge of the LLys role in the organism and its
pharmacological benefits. Thus, in our opinion it was
interesting to get more detailed quantitative data about its
content in meat.

We believe that our innovative studies on the antioxidant
properties of LLys may pave the way for the new generation of
pharmaceutical preparations. This study is also expected to
benefit researchers working with new antioxidants.
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Table S1. The recommended amounts of proteases (subtilisin A and pronase E) added to the studied animal
tissues to determine content LA and LLys.

Activity of  Volume of Activity of Volume of

Sample Pronase E  Pronase E subtilisin A subtilisin A

LLys

Turkey heart 9U 10 L 1U 0.7 uL
Calf heart 9U 10 L 1U 0.7 uL
liver 8U 10 pL 2U 1.5 uL
Kidney 4U 10 pL 6U 4.4 uL
Beef heart 8u 10 pL 2U 1.5puL
liver 24U 10 pb 16U 11.7 pL
kidney 36 U 10 pL 4U 2.9 uL
stomach 8u 10 pL 2U 1.5uL
Chicken heart 8u 10 pL 2U 1.5uL
liver 5U 10 L 5U 3.7uL
kidney 4U 10 pL 6U 4.4 L
Pig heart 8U 10 pL 2U 1.5puL
kidney 12U 10 pL 28 U 20.5 UL
stomach 88U 10 pL 2U 1.5 uL
LA

Turkey heart 9U 10 pL 1U 0.7 uL
Calf heart 9U 10 L 1U 0.7 uL
liver 8u 10 L 2U 1.5uL
kidney QU 10 pL 1U 0.7 pL
Beef heart 8u 10 pL 2U 1.5uL
kidney 36U 10 pL 4U 2.9 UL
Chicken heart 8u 10 L 2U 1.5uL
liver 8 U 10 pL 2U 1.5 uL
kidney 4U 10 L 6U 4.4 uL
stomach 10U 10 L 10U 7.3 UL
Pig heart 8U 10 pL 2U 15puL

kidney 3U 10 pL 3U 2.2 L
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ABSTRACT

High performance liquid chromatography (HPLC) is a method used to deter-
mine inorganic and organic substances in biological samples. Nevertheless, many
analytes cannot be detected using HPLC method, because they do not contain
a necessary chromophoric or fluophoric groups. Derivatization is the solution of
this problem. This process can be defined as a conversion of analyte to correspon-
ding derivative which possesses in its structure a moiety compatible with suitable
detector [1, 2]. Reagent responsible for conversion of analyte to a derivative needs
to meet a lot of requirements. It needs to be selective e.g. to react only with analysed
substances and it should not generate by-products. The derivatization reagent sho-
uld react rapidly, quantitatively, at lowest possible temperature and weakly pH, and
the excess of reagent should be easily removable from reaction medium [1, 3, 5]. The
derivatization can be carried out in pre-column, post-column and on-column mode.
In the pre-column derivatization, analytes are derivatized before injection on HPLC
system, and the reaction products are separated and detected. In the post-column
derivatization, the reaction is performed automatically by adding the derivatization
reagent after separation but before detection. The third method is based on reaction,
which simultaneously proceeds with column separation [2, 3, 5, 6].

The derivatization processes in gas and liquid chromatography are subject
matter among researcher from all over the world. The Polish literature has only
few review articles on derivatization process in liquid chromatography [2, 4, 55].
The present article reviews derivatization techniques used in HPLC. Derivatization
techniques used in gas chromatography are classified due to the chemical nature of
derivatization reagent [3, 56]. Our attention is focused on the analyte and deriva-
tization reagent, which can be react with various functional groups such as amino,
sulfhydryl, hydroxyl or carboxyl groups, occurring in the examined molecules. By
chemically modification compounds into derivatives, they obtain necessary proper-
ties for chromatographic separation and accurate analysis.

Keywords: high performance liquid chromatography, derivatization, chromophoric
group

Stowa Kkluczowe: wysokosprawna chromatografia cieczowa, derywatyzacja, grupa
chromoforowa
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2-CA
2-HAP
2-ME
APDS

AQC

BCPB

BCETS

CMQT
DNFB
DPPH
DTNB
EAHC

EDC

ESI

FLC
FLD
FMOC

Hcey
HPLC

LA
LOD
LOQ
MASC

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

2-cyjanoacetamid (ang. 2-cyanoacetamide)
2-hydroksyacetofenon (ang. 2-hydroxyacetophenone)
2-merkaptoetanol (ang. 2-mercaptoethanol)
karbaminian 3-aminopirydylo-N-hydroksysukcyno-
imidylu (ang. 3-amino-pyridyl-N-hydroxysuccinimi-
dyl carbamate)

karbaminian 6-aminochinolinylo-N-hydroksysukcy-
noimidylu (ang. 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccini-
midyl carbamate)

bromek 1-benzylo-2-chloropirydyniowy (ang. 1-ben-
zyl-2-chloropyridinium bromide)
2-(11H-benzo[a]-karbazol-11-ilo)etylo-4-metyloben-
zenosulfonian (ang. 2-(11H-benzo[a]carbazol-11-yl)-
-ethyl-4-methylbenzenesulfonate)

tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylochinoliniowy (ang.
2-chloro-1-methylquinolinium tetrafluoroborate)

2 4-dinitrofluorobenzen (ang. 2,4-dinitrofluoroben-
zene)

2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (ang. 2,2-difenylo-1-pi-
crylhydrazyl)

kwas 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoesowy) (ang. 5,5-dithio-
bis(2-nitrobenzoic acid)

chlorowodorek etoksyaminy (ang. ethoxyamine hydro-
chloride)

chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)
karbodiimidu (ang. I-ethyl-3-(3-dimethylaminopro-
pylcarbodiimide hydrochloride)

jonizacja poprzez elektrorozpylanie (ang. electrospray
ionization)

fluoreskamina (ang. fluorescamine)

detektor fluorescencyjny (ang. fluorescence detector)
chloromrowczan 9-fluorenylometylu (ang. 9-fluore-
nylmethylchloroformate)

homocysteina (ang. homocysteine)

wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high
performance liquid chromatography)

kwas liponowy (ang. lipoic acid)

granica wykrywalnosci (ang. limit of detection)
granica oznaczalnosci (ang. limit of quantification)
chlorek 10-metyloakrydyno-2-sulfonylu (ang. 10-methyl-
acridone-2-sulfonyl chloride)
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MS/MS
NAC
NBD-COCI
NBD-F
NDA

NQS
N-Hcy

OPA
TMBB-EDAN

tHey
UV-Vis

tandemowa spektrometria mas (ang. tandem mass
spectrometry)

N-acetylo-L-cysteina (ang. N-acetyl-L-cysteine)
4-(N-chlorometyloformylo-N-metyloamino-7-nitro-
2,1,3-benzoksadiazol (ang. 4-(N-chloroformylmethyl-
N-methylamino)-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole)
4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoksadiazol (ang. 4-fluoro-
-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole)
naftaleno-2,3-dikarboksyaldehyd (ang. naphthalene-
-2,3-dicarboxaldehyde)

1,2-naftochinono-4-sulfonian sodu (ang. sodium
1,2-naphthoquinone-4-sulfonate)

homocysteina zwigzana z biatkami wigzaniem ami-
dowym (ang. homocysteine bound to protein by an
amide linkage)

o-dialdehyd ftalowy (ang. o-phthaldialdehyde)
1,3,5,7-tetrametylo-8-butyretylenodiaminodifluoro-
boradiaza-s-indacen (ang. 1,3,5,7-tetramethyl-8-butyre-
thylenediaminedifluoroboradiaza-s-indacene)
homocysteina catkowita (ang. total homocysteine)
spektrofotometria UV-Vis (ang. ultra violet visible

spektrophotometry)
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WPROWADZENIE

Wiele substancji bedacych przedmiotem zainteresowania analitykéw wyko-
rzystujacych technike wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) nie jest
kompatybilnych ze stosowanymi detektorami takimi jak spektrofotometryczny czy
spektrofluorymetryczny, poniewaz w swojej strukturze nie zawierajg aktywnych
grup chromo- lub fluoroforowych. Ponadto niektdre zwigzki obecne w probkach
materialu biologicznego wystepuja na poziomie poréwnywalnym lub wyzszym od
poziomu analitow przez co przeszkadzaja i niekiedy uniemozliwiajg przeprowadze-
nie analizy. W rozwigzaniu takich probleméw moze poméc zastosowanie reakeji
derywatyzacji. Jest to proces polegajacy na przeprowadzeniu analitu w pochodna,
ktéra w swojej strukturze posiada ugrupowanie dobrze rozpoznawane przez okre-
$lone detektory. Wprowadzenie odpowiednich grup funkcyjnych do analitu, wsku-
tek procesu derywatyzacji, moze dodatkowo zmienia¢ wlasciwosci fizykochemiczne
zwiazku takie jak polarno$¢ czasteczki i jednoczesnie jej rozpuszczalnosé. Nadanie
nowych wtasciwosci pozwala zatem na odréznienie analitu od innych substancji
obecnych w prébcee i dodatkowo ulatwia a niekiedy wrecz umozliwia rozdzielenie
sktadnikéw w mieszaninie [1, 2].

Odczynnik derywatyzujacy wykorzystywany do przeksztalcania analitu
w pochodng winien spelnia¢ wiele kryteriéw. Przede wszystkim powinien by¢
selektywny, tj. reagowac tylko z oznaczang substancja, a stechiometria reakcji oraz
struktura powstajacego w reakcji produktu powinna by¢ dokladnie znana [3].
Reakcja pomiedzy odczynnikiem a analitem powinna zachodzi¢ szybko, ilo§ciowo,
powtarzalnie i najlepiej przebiega¢ w lagodnych warunkach [1, 3]. Z analitem
odczynnik powinien tworzy¢ tylko jedna pochodna, ktérej maksimum absorpcji
byloby przesunigte w stosunku do maksimum odczynnika w kierunku fal dtuzszych
(w przypadku detekcji UV). Dzigki czemu wystepujace zjawisko przesunigcia bato-
chromowego umozliwitoby stosowanie duzych nadmiaréw odczynnika derywaty-
zujacego w stosunku do analitu, skracajac jednoczesnie czas reakeji derywatyzacji
[4]. Niezwykle istotne jest, aby powstajace w czasie reakcji produkty uboczne, nie
wykazywaly absorpcji promieniowania UV czy fluorescencji, ewentualnie maksima
absorpgji tych zwigzkow znaczaco réznily sie. Nadmiar odczynnika, jesli przeszka-
dza w analizie, powinien by¢ fatwo eliminowany ze srodowiska reakc;ji [1, 3].

Odczynniki derywatyzujace mozna podzieli¢ na cztery grupy [5]: (1) absorbu-
jace $wiatlo w zakresie UV-Vis, ktdre w reakcji z analitem wprowadzajg do czasteczki
grupe chromoforows, np. chlorek benzoilu, tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylo-
chinoliniowy (CMQT); (2) odczynniki fluorogeniczne, ktére same nie fluoryzuja,
ale reagujac z okreslonymi zwigzkami przeksztalcajg sie w emitujace $wiatlo czas-
teczki, np. fluoreskamina; (3) odczynniki fluorescencyjne, ktére posiadaja wysoce
fluorescencyjna grupe aromatyczng (fluorofor) i grupe reaktywna; (4) odczynniki
o wlasciwosciach redoks, wykorzystywane w elektrochemii. Wybdr odpowiedniego
odczynnika derywatyzujacego jest uzalezniony od stosowanego detektora.
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1. TECHNIKI DERYWATYZAC]I

Proces derywatyzacji znany jest od ponad szes¢dziesieciu lat i stosowany nie-
mal w kazdym laboratorium analitycznym. Zarys historyczny i gtéwne kierunki
rozwoju tego procesu wykorzystywanego w polaczeniu z technika HPLC zostaly
przedstawione w Tabeli 1.

Derywatyzacja w polaczeniu z technikg HPLC jest bardzo przydatnym narze-
dziem w nowoczesnym laboratorium analitycznym, poniewaz umozliwia oznacza-
nie zwigzkow, ktore sg trudno wykrywalne nawet przy pomocy zréznicowanych
detektoréw. Zastosowanie derywatyzacji umozliwia znaczne obnizenie warto$ci
granicy wykrywalnos$ci (LOD) oraz oznaczalnosci (LOQ), a takze eliminacje inter-
ferencji pochodzacych od sktadnikéw matrycy. Derywatyzacja w HPLC moze by¢
prowadzona w trybie przedkolumnowym (ang. pre-column), pokolumnowym (ang.
post-column) oraz w kolumnie (ang. on-column). Wyzej wymienione techniki rézni-
cuje si¢ w oparciu o ,,miejsce” prowadzenia reakcji derywatyzacji (Rys. 1). W przy-
padku derywatyzacji przedkolumnowej odczynnik dodawany jest do probki przed
jej wprowadzeniem do ukladu HPLC. W derywatyzacji pokolumnowej odczynnik
dodaje sie do strumienia eluatu pomiedzy kolumne a detektor [6]. Z kolei w przy-
padku derywatyzacji w kolumnie do ukladu HPLC wprowadza si¢ mieszanine
odczynnika derywatyzujacego i probki, a reakcja pomiedzy nimi zachodzi w kolum-
nie chromatograficznej w trakcie rozdzielania [2]. We wszystkich trzech sposobach
prowadzenia derywatyzacji, reakcja moze by¢ zakldcona przez wplyw skladni-
kéw matrycy probki. Na wybor sposobu przeprowadzenia derywatyzacji wptywa
zaréwno posiadana aparatura, jak i parametry w ktorych prowadzona jest reakcja
(pH buforu, czas trwania reakcji czy temperatura) [1, 3].

Tabela 1. Kamienie milowe w rozwoju technik derywatyzacyjnych taczonych z chromatografia cieczows,
ktore znalazty zastosowanie w praktyce analitycznej.
Table 1. Milestones in development of field of application of derivatization supported liquid chromatogra-

phy in analytical practice.

Rok Opis Lit.

1957 | Derywatyzacja matych iloéci zwigzkéw karbonylowych. [7]

Derywatyzacja tioli za pomocg izocyjanianu trichloroacetylu w celu uproszczenia interpre-
tacji widm NMR.

Zastosowanie reakcji benzoilowania do derywatyzacji hydroksysterydow. Oznaczanie po-
wstalych pochodnych za pomocg chromatografii cieczowej w odwréconym uktadzie faz.

1966

1973

Zastosowanie 1-benzylo-3-p-tolilotriazenu do derywatyzacji kwasow ttuszczowych w anali-
1973 | zie HPLC z detekcja UV. Potwierdzenie struktur powstatych pochodnych za pomoca spek- | [10]
trometrii mas.

1976 | Pokolumnowa derywatyzacja nonapeptydow. [11]

1977 | Pierwsza opublikowana ksigzka na temat zastosowania derywatyzacji w chromatografii. [12]




794 A. KAMINSKA, M.J. KRAWCZYK, G. CHWATKO

Rok Opis Lit.
1978 | Automatyzacja procesu derywatyzacji przedkolumnowe;. [13]
1995 | Zastosowanie derywatyzacji w kolumnie do oznaczania amin. [14]
2002 | Derywatyzacja na widknie (SPME) w polaczeniu z uktadem HPLC. [15]
2008 Automatyzacja procesu derywatyzacji chemicznej oraz techniki mikroekstrakeji do fazy sta- [16]

cjonarnej w postaci filmu pokrywajacego wewnetrzng $cianke rurki.
Jednoczesne zastosowanie derywatyzacji in situ oraz mikroekstrakcji poprzez membrane do
2009 fazy cieklei . . . . s [17]
azy cieklej w celu oznaczenia amin w prébkach Zywnosci.
Zastosowanie dyspersyjnej mikroekstrakcji ciecz-ciecz wspomaganej promieniowaniem
2011 | mikrofalowym z wykorzystaniem cieczy jonowych oraz procesu derywatyzacji do oznacza- | [18]
nia sulfonamidéw w wodach rzecznych, miodzie, mleku i osoczu zwierzat.

odczynniki
A) derywatyzacja analiza HPLC
prébka

pompa (faza pompa (odczynnik
ruchoma) derywatyzujacy)

B)

D

derywatyzacja
w petli

pompa (faza ruchoma +
odczynnik derywatyzujacy)

O——— 11} detektor

derywatyzacja w
kolumnie

prébka

Rysunek 1. Schemat ilustrujacy sposoby prowadzenia derywatyzacji: A) przedkolumnowej, B) pokolumno-
wej, C) w kolumnie
Figure 1. The scheme of possible derivatization procedures A) pre-column, B) post-column, C) on-column
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Wiekszo$¢ odczynnikow derywatyzujacych mozna stosowac tylko dla jednego
sposobu prowadzenia derywatyzacji. Jednakze sg i takie, jak na przyklad o-dialde-
hyd ftalowy (OPA), ktéry jest szeroko stosowany zaréwno w derywatyzacji przed-
kolumnowej, jak i w derywatyzacji pokolumnowej i w kolumnie. W tym przypadku
wybdr trybu prowadzonej reakeji uzalezniony jest tylko od dostepnego sprzetu,
badz efektywnosci rozdzielania.

Proces konwersji chemicznej analitow w ich pochodne mozna réwniez pro-
wadzi¢ podczas pobierania probek, w przypadku derywatyzacji in situ. Ten rodzaj
derywatyzacji stosuje sie, aby polepszy¢ wlasciwosci fizykochemiczne analitow,
a takze dezaktywowac¢ ich reaktywne grupy funkcyjne, jak np. grupy tiolowe. Ze
wzgledu na to, iz grupe —SH charakteryzuje duza aktywno$¢ oksydoredukcyjna,
dodanie akrylanu metylu zabezpiecza t¢ grupe w plynach biologicznych. Nalezy
mie¢ jednak na uwadze, ze wydluzenie czasu reakeji derywatyzacji czy tez dodanie
zbyt duzej ilosci odczynnika derywatyzujacego do matrycy, moze spowodowac roz-
cienczenie probki, a niekiedy nawet powstanie produktéw ubocznych [19].

Ciekawym rozwigzaniem przeksztalcania analitu w pochodne jest pofaczenie
techniki mikroekstakcji do fazy stalej (SPME) z procesem derywatyzacji chemicz-
nej. Konwersje chemiczng analitu na wtoknie mikroekstrakcyjnym mozna prowa-
dzi¢ jednoczesnie z procesem ekstrakeji poprzez umieszczenie wtdkna nasyconego
odczynnikiem derywatyzujacym w roztworze analizowanej probki. Przykltadem
takiej derywatyzacji jest przeprowadzenie w pochodng metyloaminy w probkach
wody [20]. W przypadku konwersji chemicznej analitu prowadzonej po procesie
ekstrakeji, anality najpierw sa adsorbowane na wldknie, a nastepnie derywatyzo-
wane przez zanurzenie tych wldkien w roztworze zawierajagcym odczynnik dery-
watyzujacy. Zaletg derywatyzacji chemicznej na widknie mikroekstrakcyjnym jest
wyeliminowanie duzej ilo$ci rozpuszczalnikow stosowanych podczas przygotowa-
nia prébki oraz czasochtonnego i pracochtonnego etapu obrdbki probki. Wadg tej
metody jest jednak niska dokladnos¢ i precyzja.

W mysl koncepgji ,,zielonej chemii analitycznej” coraz wigkszy nacisk ktadzie
sie na automatyzacje i miniaturyzacje technik analitycznych. Procesy te s kluczem
w projektowaniu bardziej ekologicznych procedur derywatyzacyjnych. Konstrukcja
plaskich urzadzen o bardzo malych rozmiarach tzw. chipéw, stanowi alternatywe
dla konwencjonalnych kapilar w elektroforezie, czy tez kolumn w chromatografii.
Gléwna cecha tego typu urzadzen jest wysoki poziom automatyzacji procesow,
ktére moga na nim zachodzi¢. Dzigki czemu na jednym urzadzeniu mozliwe jest
pobieranie probki, derywatyzacja, separacja oraz detekcja. Chipy sg powszechnie
stosowane w elektroforezie kapilarnej, a rzadziej w chromatografii cieczowej [21].

»Zielony” charakter derywatyzacji chemicznej w laboratoriach chemicznych
przedstawiono w Tabeli 2.
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Tabela 2.
Table 2.

Zielona chemia analityczna w derywatyzacji chemiczne;.
Green chemistry in chemical derivatization.

Idea zielonej chemii Rozwiazanie Lit.
redukcja czasu, pracy i energii derywatyzacja w kolumnie [52-54]
automatyzacja czynnosci laboratoryjnych, réwnocze-
sne oznaczanie wielu analitow podczas pojedynczej | derywatyzacja w ukltadzie on-line [23-27]
analizy
jednoczesna derywatyzacja i ekstrakcja derywatyzacja na wtoknie SPME [20]
miniaturyzacja proceséw analitycznych derywatyzacja na chipie [21]

W niniejszej pracy zostang omdéwione tylko te techniki derywatyzacji, ktore w
polaczeniu z technikg HPLC przyczynily sie do rozwoju chemii analitycznej. Nie-
stety, w tak krotkim artykule nie jest mozliwe szczegdtowe omowienie wszystkich
sposobow prowadzenia derywatyzacji, dlatego naszg uwage skupiliémy gltéwnie na
technikach derywatyzacji przedkolumnowej, pokolumnowej i w kolumnie wykorzy-
stywanych w chromatografii cieczowej. Gtéwne wady i zalety tych technik zostaly
zebrane i przedstawione w Tabeli 3.

Tabela 3. Mocne i stabe strony technik derywatyzacji stosowanych w HPLC
Table 3. The advantages and drawbacks of derivatization techniques used in HPLC
Rodzaj .. Zalety Wady Lit.
derywatyzacji
- mozliwo$¢ stosowania wszystkich | - czasochlonno$¢; (1,2,
rodzajow odczynnikéw derywa- | - mozliwo$¢ wystapienia interferen- | 22-40]
tyzujacych, nawet jesli wymagaja ¢ji sygnalu analitycznego pocho-
zastosowania wysokiej tempera- dzacego od zanieczyszczen z pi-
tury lub dlugiego czasu reake;ji; kami analitow;
mozliwos¢ stosowania odczyn- nieprawidfowy dobdr optymalnych
przedkolumnowa nikéw d.erywatyzuja{cych zgako— warunkow de.rywatyzjacji, valywa
wanych izotopowo, jako uniwer- na pogorszenie wydajnoéci reak-
salnego wzorca wewnetrznego, cji, wystapienie produktéow ubocz-
eliminuje bfedy popelniane na nych, badz degradacje powstajacej
etapie przygotowania probki; pochodnej;
automatyzacja procesu pozwala
zmniejszy¢ czasochtonno$¢ i pra-
cochtonnos¢ procedury
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Rodzaj .. Zalety Wady Lit.
derywatyzacji
wyeliminowanie wieloetapowego aparat pomiarowy wyposazony jest |  [6, 40,
procesu derywatyzacji przedko- w duzg petle reakcyjna, co zmniej- | 41-51]
lumnowej, ktéry moze by¢ zro- sza efektywno$¢ separacji;
dlem mniejszej powtarzalnosci koszty zwigzane z koniecznoscig
wynikow; zakupu  dodatkowej aparatury
pokolumnowa moiliwo%c’ stosowania  kilku -~ pompy dozujacej odczynnik
detektorow; derywatyzujacy;
tworzenie si¢ pochodnych tuz duza ilos¢ zuzywanych
przed ich detekcjg -zniwelowa- odczynnikéw;
nie ryzyka rozkladu pochodnej
podczas prowadzonej analizy
chromatograficznej;
mozliwos¢ prowadzenia reakcji nieprawidlowy dobér ilosci od- | [52-54]
derywatyzacji podczas rozdziela- czynnika wplywa znaczaco na po-
nia chromatograficznego; gorszenie czutosci metody;
nie wymaga zastosowania do- niekiedy wymaga zastosowania ko-
w kolumnie datkowej aparatury, tak ja'lf ll%mny, kto'réj wypelnienie jest sta-
w  przypadku  derywatyzacji bilne w skrajnych warunkach pH.
pokolumnowej;
- znaczaco upraszcza procedure
analityczng - skraca caltkowity
czas analizy.

2. DERYWATYZACJA PRZEDKOLUMNOWA

Derywatyzacja przedkolumnowa wymaga dodatkowych operacji podczas
przygotowania probki do analizy, w konsekwencji czego jest procesem bardziej
czasochlonnym. Oznaczany zwigzek przeksztalcany jest w pochodng przed wpro-
wadzeniem go na kolumne chromatograficzna, co moze wiazaé sie z ryzykiem
destabilizacji probki podczas wykonywanej analizy chromatograficznej, badz wrecz
przeciwnie, zwiekszy¢ jej stabilnos¢ [6]. Jednak, mimo ograniczen derywatyzacja
przedkolumnowa znajduje szerokie zastosowanie w przypadku kiedy przebieg
reakcji wymaga dlugiego czasu, mieszania czy uzycia wysokiej temperatury [1, 3].
Reakcje derywatyzacji prowadzone sa poprzez przylaczenie odczynnika derywaty-
zujacego w wyniku jego reakeji z réznymi grupami funkcyjnymi: aminows, sulfhy-
drylowg, hydroksylowa czy karboksylowa, wystepujacymi w badanych czasteczkach.

2.1. DERYWATYZACJA PRZEZ GRUPE AMINOWA

Do derywatyzacji amin biogennych zawartych w winie ryzowym Cai wraz
z grupa badaczy [22] wykorzystali chlorek d -10-metyloakrydono-2-sulfonylu
(d,-MASC) oraz chlorek d,-10-metyloakrydono-2-sulfonylu (d,-MASC). Zasto-
sowanie tej pary odczynnikéw derywatyzujgcych znakowanych izotopowo, ktdra
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pelnila role uniwersalnego wzorca wewnetrznego, pozwolilo zniwelowaé bledy
popelniane na etapie przygotowania probki, a takze pozytywnie wplynelo na skro-
cenie czasu analizy chromatograficznej. Przebieg reakcji derywatyzacji ilustruje
Schemat 1.

e P
N N
+ HN—R H
/G /N—R
I o7 o~
(e} (e} (e} (e}
X=H dO-MASC
X=D d,MASC
Schemat 1
Scheme 1

Do oznaczania aminokwaséw w probkach osocza czlowieka procedure dery-
watyzacji przedkolumnowej poddano automatyzacji, co niewatpliwie pozytywnie
wplynelo na jej precyzje i powtarzalnos¢ oraz zwigkszenie ilo$ci probek, ktére moga
by¢ jednoczesnie analizowane w krotszym czasie [23]. Anality przeprowadzano
w pochodne, stosujac 3-aminopyridylo-N-hydroksysukcynoimid (APDS) jako
odczynnik derywatyzujacy (Schemat 2).

H /O
N 0 H H
| lo + HN—C—COOH — | \||/ Y
N o FL N o] R

APDS

Schemat 2
Scheme 2

Automatyczng procedure derywatyzacji wykorzystano réwniez do oznaczenia
zawarto$ci aminokwasow pierwszo- i drugorzedowych [24]. Do oznaczenia ami-
nokwasow pierwszorzedowych jako odczynnik derywatyzujacy zastosowano OPA
w obecnosci 2-merkaptoetanolu (2-ME). Natomiast do derywatyzacji przedkolum-
nowej aminokwaséw drugorzedowych wykorzystano chloromréwczan 9-fluore-
nylometylu (FMOC). Réwnania reakcji z udzialem powyzszych odczynnikow ilu-
struja odpowiednio Schematy 3 i 4. Automatyzacja procedury derywatyzacji, niskie
zuzycie rozpuszczalnikow oraz krotki czas analizy (< 19 min), skutkowaly znaczaca
liczbg analiz o wysokiej przepustowosci. Ograniczeniem stosowania OPA i FMOC
byla ich niestabilno$¢ w temperaturze pokojowej. W swojej pracy Ezquer-Garin
iin. wykazali, ze OPA w temperaturze otoczenia jest trwaly tylko przez co najmnie;j
4 godziny [25]. OPA i FMOC przechowywane w temperaturze okofo 5°C nadawaty
sie do uzytku tylko przez 7 dni.
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COH
HS—R
@i B ——— ~ N—R
COH =

OPA
Schemat 3
Scheme 3

O RR-NH O’ O’
+ lub — lub
R-NH,
Q 0
% I
FMOC )\ NRR' NHR
cl o o
(0]

Schemat 4
Scheme 4

OPA zastosowano réwniez do oznaczenia amikacyny - antybiotyku nalezacego
do grupy aminoglikozydéw. W odréznieniu od metody opisanej przez Buha i in.
[24] odczynnikiem sprzegajacym w reakcji derywatyzacji z OPA byla N-acetylo-
-L-cysteina (NAC) (Schemat 3) [25]. Wyniki badan wykazaly, Zze wzrost stezenia
NAC zwigkszal stabilno$¢ powstajacej pochodnej fluorescencyjnej, hamujac kine-
tyke reakcji jej rozpadu i jednoczesnie spowalniajac kinetyke reakcji tworzenia.
Konsekwencjg tego bylo wydtuzenie czasu potrzebnego do uzyskania maksymalne;j
wydajnosci reakgji.

CN
COH
—
+ H2N—R + CN- _— N—R
-
COH

NDA

Schemat 5
Scheme 5

W roku 2016, aby oznaczy¢ $ladowe iloéci amin alifatycznych reakcje dery-
watyzacji prowadzono z naftaleno-2,3-dikarboksyaldehydem (NDA) w obecnosci
jonu cyjankowego (Schemat 5) [26]. Podczas opracowania procedury derywatyza-
cji bardzo wazny byt dobdér odpowiedniej ilosci NDA, poniewaz jego zbyt wyso-
kie stezenie sprzyjalo powstawaniu produktéw ubocznych. Stosowany odczynnik
derywatyzujacy charakteryzowal si¢ wysoka trwaloscig. Mogl by¢ przechowywany
w lodéwece przez kilka tygodni w postaci roztworu w brazowej butelce, owinietej
folig aluminiowa. Jedynym ograniczeniem stosowania NDA jest jego cena, ponie-
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waz jest to jeden z drozszych odczynnikéw wykorzystywanych w derywatyzacji
przedkolumnowe;j.

Innym odczynnikiem derywatyzujacym wykorzystywanym do przeksztal-
cenia zwigzkéw, zawierajacych grupy aminowe pierwszorzedowe i drugorzedowe
w pochodng fluoryzujaca byl wysoce reaktywny 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoksa-
diazol (NBD-F) (Schemat 6). NBD-F zostal zastosowany do oznaczenia proliny w
miodzie [27]. W wyniku reakcji derywatyzacji tworzace si¢ pochodne byly stabilne
przez co najmniej 24 godziny w temperaturze pokojowej. Ograniczeniem procesu
derywatyzacji byt dobdr odpowiedniej masy probek miodu. Poniewaz w przypadku
ciezszych nawazek, NBD-F nie mdgl w pelni reagowac z oznaczanym analitem, co
byto prawdopodobnie spowodowane faktem, iz podobnie jak prolina, réwniez inne
zwiazki mogly reagowac¢ z NBD-E.

F )\
\ R HN COOH
— '\
o + H2N+COOH —_— N
~ / — '\
N H (e}
~ /
NO,
NO,
NBD-F
Schemat 6
Scheme 6

Derywatyzacje przedkolumnowsg zastosowano réwniez do oznaczenia lena-
lidomidu (LND), ktérego stezenie monitorowano w osoczu czlowieka [28]. Kon-
wersje analitu (Schemat 7) z utworzeniem wysoce fluorescencyjnej pochodnej pro-
wadzono z fluoreskaming (FLC). FLC po rozpuszczeniu w acetonitrylu mogta by¢
przechowywana w temperaturze —-20°C w ciggu 7 dni bez dostgpu $wiatla.

0 NH,
NH
(6] N
O
LND

Schemat 7
Scheme 7
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Odczynnikiem derywatyzujacym, ktéry zastosowano do oznaczania amino-
kwasow w osoczu krwi pacjentéw bedacych w ostrych stanach chorobowych byl
karbaminian 6-aminochinolinylo-N-hydroksysukcynoimidylu (AQC) (Schemat 8)
[29]. Zaleta tego odczynnika byt fakt, ze tworzace si¢ pochodne mogly by¢ ozna-
czane z wykorzystaniem detektora UV-Vis oraz detektora FLD. Wybér podwoéjne;j
detekcji podyktowany byt ograniczeniami opracowanej metody. Znaczng ilos¢
oznaczen wykonano za pomoca detektora UV-Vis. Poniewaz niektdére zderywaty-
zowane aminokwasy, z uwagi na ich zbyt niskie st¢zenie, byly stabo widoczne na
chromatogramie detektora FLD.

L g !
N 1) N X H
~ =
= | \”/ N RRANH | \n/ .
+ —_—

~ lo) Y lub NS [e]

N o RNH N

AQC

X=N-RR'lub NH-R

i

10

(@)

Schemat 8
Scheme 8

Uniwersalnym i niedrogim odczynnikiem wykorzystywanym w derywatyzacji
przedkolumnowej aminokwasow pierwszo- i drugorzedowych jest takze 2,4-dini-
trofluorobenzen (DNFB) (Schemat 9) [30]. Zaleta tego odczynnika derywatyzuja-
cego byla wysoka stabilno$¢ tworzacych sie pochodnych aminokwaséw w tempe-
raturze pokojowej. Natomiast ograniczeniem procedury derywatyzacji byl dobor
odpowiedniej ilosci DNFB, poniewaz nadmiar tego odczynnika derywatyzujacego
powodowal sygnat analityczny, ktory interferowal z sygnalem analitu.

Fﬁ Ff
F NO, + H_Cl:_NH —> HC—HN NO, + HF
COOH COOH
O,N O,N
DNFB
Schemat 9
Scheme 9

2.2. DERYWATYZAC]JA PRZEZ GRUPE SULFHYDRYLOWA

W 2014 roku do derywatyzacji kwasu 3-merkaptopropionowego zastosowano
monobromobiman (MBBr) (Schemat 10) [31]. Wybor tego odczynnika derywatyzu-
jacego podyktowany byl wysoka wydajnoscia i stabilno$cig tworzacej sie pochodnej
fluorescencyjnej. Dzigki temu probki mogly by¢ przechowywane w temperaturze
4°C, przez co najmniej jeden rok przy zaledwie okoto 3-5% straty analitu.
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CHs CH, CH3
_
NN 0= L N 0
Br S
CHg CH, CH,
MBBr
Schemat 10
Scheme 10

Samara wraz z grupg badaczy derywatyzacje endogennych tioli (Schemat 11)
prowadzili z uzyciem propiolanu metylu (MP) [32]. Jak podkreslajg autorzy dobdr
optymalnych warunkéw do reakcji derywatyzacji zapewnil odpowiednig czulosé
metody oraz wyeliminowal powstanie produktéw ubocznych.

(e}
N |
HC CH H
X" Mo”7 7?4+ HS—R ——> R\S/C\VKO/CH3
MP
Schemat 11
Scheme 11

Proces konwersji chemicznej analitu wykorzystano takze do oznaczenia kwasu
liponowego (LA) w moczu oraz suplementach diety [33]. Reakcje derywatyzacji
poprzedzono etapem redukcji wigzania disiarczkowego, w celu przeksztalcenia LA
do kwasu dihydroliponowego (DHLA). Zredukowana forma LA byta nastepnie
przeprowadzana w pochodng za pomocg bromku 1-benzylo-2-chloropirydynio-
wego (BCPB) (Schemat 12). W odréznieniu do innych odczynnikéw derywatyzuja-
cych, BCPB z DHLA reagowal bardzo szybko w temperaturze pokojowej i z dobra
wydajnoscia.



DERYWATYZACJA CHEMICZNA W WYSOKOSPRAWNE] CHROMATOGRAFII CIECZOWE] 803

OH
O~_ _OH O 0"
= xn
redukcja N |
. + 2 N Cl N+/ B
—_— r
SH Br
S
/
J SH NN
LA DHLA —
Br
Schemat 12
Scheme 12

2.3. DERYWATYZACJA PRZEZ GRUPE HYDROKSYLOWA

Przykfadem analitu zawierajacego w swojej czasteczce grupe -OH jest euge-
nol. Do derywatyzacji tego zwigzku zastosowano dwa odczynniki derywaty-
zujace. Jak wynika z danych literaturowych, metoda analityczna oznaczania
eugenolu z wykorzystaniem 4-(N-chlorometyloformylometylo-N-amino-7-nitro-
2,1,3-benzoksadiazolu (NBD-COCI) (Schemat 13) [34] charakteryzowala sie
6,7-krotnie wyzszg czulo$cia w poréwnaniu do tej, w ktorej derywatyzacje pro-
wadzono z 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoksadiazolu (NBD-F) (Schemat 14) [35].
Reakcja derywatyzacji eugenolu z NBD-COCI zachodzita w bardzo krétkim czasie
w temperaturze pokojowej. Dzigki temu etap przygotowania prébek do analizy nie
byt czasochtonny, a opracowana metoda oznaczania eugenolu w oleju gozdzikowym
moze by¢ z powodzeniem stosowana do rutynowych analiz.

NO, NO,
N srodowisko /N\
- \O + R-OH zasadowe 0o
_—
R N
|
cl o N
N ~
o o)
NBD-COCI
Schemat 13

Scheme 13
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R
F
N srodowisko N
— 1N zasadowe PN
o + ROH ———>
~ 7/ ~ /
N N
NO, NO,
NBD-F
Schemat 14
Scheme 14

2.4. DERYWATYZACJA PRZEZ GRUPE KARBOKSYLOWA

Derywatyzacja przedkolumnowa zastosowana zostala réwniez do oznacza-
nia fitohormonéw - zwigzkow zawierajacych w swojej strukturze grupe karbok-
sylowa [36]. Odczynnikiem, ktéry wykorzystywano do przeksztalcenia analitow
w pochodne fluoryzujace byl 2-(11H-benzo[a]-karbazol-11-ilo)etylo-4-metyloben-
zenosulfonian (BCETS). Reakcje (Schemat 15) prowadzono w obecnosci wspot-
rozpuszczalnika N,N-dimetyloformamidu i katalizatora K,CO,, aby zwigkszy¢ jej
wydajnos¢ i selektywno$¢, poprawi¢ czutos¢ detekeji oraz zapobiec wytrgcaniu sie
produktéw ubocznych.

Schemat 15
Scheme 15

Grupe innych fitohormondw, ktéra stanowilo 8 giberelin oznaczono réwniez
w pomidorach i gruszkach [37]. W tym celu derywatyzacje przedkolumnowa prowa-
dzono z1,3,5,7-tetrametylo-8-butyretylenodiaminodifluoroboradiaza-s-indacenem
(TMBB-EDAN) w obecnosci chlorowodorku 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)
karbodiimidu (EDC) i pirydyny (Schemat 16). Autorzy w swojej pracy podkreslili,
ze TMBB-EDAN reagowal selektywnie z grupa karboksylowa tylko w tagodnych
warunkach, co wplynelo na wydluzenie czasu reakeji derywatyzaciji.
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pirydyna

RCOOH E0C

TMBB-EDAN

Schemat 16
Scheme 16

2.5. DERYWATYZACJA PRZEZ GRUPE ALDEHYDOWA

W roku 2015 opracowano metod¢ oznaczania formaldehydu w prébkach piwa
[38]. Do reakcji derywatyzacji zastosowano chlorowodorek etoksyaminy (EAHC),
ktorego pochodne byly stabilne tylko przez 2 dni. Procedura przeksztalcenia analitu
w pochodna byta relatywnie szybka i przebiegata w fagodnych warunkach.

I o
CH,CH,OH,N -HCI + HCH cle2 +  HCI HCH + HCl + H,0
NHOCH,CH, NOGH,CH,
EAHC
Schemat 17
Scheme 17

2.6. INNE SPOSOBY DERYWATYZAC]JI ANALITU

W celu okre$lenia zawartosci 2-cyjanoacetamidu (2-CA) w probkach farma-
ceutycznych, optymalizacji poddano dwie procedury przeprowadzania analitu
w pochodna fluoryzujaca - derywatyzacje przed- i pokolumnowa [39]. Reakcje
wykonywano stosujac jako odczynnik derywatyzujacy 2-hydroksyacetofenon
(2-HAP) (Schemat 18). Dousa i in. wykazali, ze metoda oznaczania 2-cyjanoaceta-
midu oparta na derywatyzacji przedkolumnowej charakteryzowata si¢ wyzsza czu-
toscig w poréwnaniu do metody z zastosowaniem derywatyzacji pokolumnowej, ale
nieco mniejszg precyzja i doktadnoscia. Autorzy podkreslali, ze ograniczeniem pro-
cedury derywatyzacji przedkolumnowej byta bardzo wysoka temperatura, ktéra nie
mogta by¢ przekroczona, poniewaz dochodzilo wéwczas do degradacji powstajacej
pochodnej. Z kolei duzy nadmiar odczynnika derywatyzujacego powodowal spadek
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intensywnosci fluorescencji, dlatego tez bardzo wazne byto dobranie odpowiedniej
objetosci 2-HAP do reakcji derywatyzacji, w wyniku ktorej tworzace si¢ pochodne
byty stabilne przez okoto 24 godziny.

OH
0
C -
4 _>:o 0
+ > 0) S
H,N
NH

2-HAP

Schemat 18
Scheme 18

W ostatnich latach opracowano metode oznaczania tiosiarczanéw w moczu
czlowieka z wykorzystaniem tetrafluoroboranu 2-chloro-1-metylochinoliniowego
(CMQT). Odczynnik ten byl réwniez szeroko stosowany do oznaczania egzo-
i endogennych tioli w probkach biologicznych [4]. Ze wzgledu na to, iz reakeji
CMQT z tiosiarczanami towarzyszy silne przesunigcie batochromowe, mozliwe byto
zastosowanie duzych nadmiaréw odczynnika derywatyzujacego wzgledem analitu,
co rowniez wplynelo na skrécenie czasu reakeji derywatyzacji [40].

N - =2. N . _ -
+ 8,074 H,0 pH=2-8 + SOZ + oH + O+ BF,
- .
MR s

CH B CH,

Schemat 19
Scheme 19

W Tabeli 4 zebrano informacje dotyczace prezentowanych w pracy zwiazkow,
ktdre oznaczane sg z zastosowaniem derywatyzacji przedkolumnowej.
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3. DERYWATYZACJA POKOLUMNOWA

Derywatyzacja pokolumnowa posiada wiele zalet oraz wad (Tab. 3). Do jej nie-
watpliwych atutéw mozna zaliczy¢ skrdcenie czasu przygotowania probki, ponie-
waz odczynnik derywatyzujacy wprowadzany jest do uktadu. Zostaje zatem wyeli-
minowany wieloetapowy proces derywatyzacji przedkolumnowej, ktéry moze by¢
zrodtem zmniejszonej powtarzalnosci uzyskiwanych wynikow. Kolejna zaletg jest
tworzenie si¢ pochodnych tuz przed ich detekcja, co utatwia prace z analitami, ktdre
tworza malo stabilne pochodne. Mocng strong tej metody jest takze mozliwos¢ sto-
sowania kilku detektoréw, ktore wykorzystywane sg do oznaczania zaréwno powsta-
tych po reakeji pochodnych, jak i zwigzkéw przed derywatyzacja. Niestety, jak kazda
procedura analityczna, réwniez derywatyzacja pokolumnowa posiada swoje wady.
Najwiekszym minusem jest koniecznos¢ czestego stosowania diugich petli reakeyj-
nych, co wplywa niekorzystnie na efektywnos¢ rozdzielania. Dodatkowo ten rodzaj
derywatyzacji wigze si¢ z wigkszymi kosztami zakupu sprzetu, poniewaz konieczne
jest wyposazenie chromatografu w dodatkowa pompe dozujacg odczynnik derywa-
tyzujacy. Zastosowanie derywatyzacji pokolumnowej wiaze si¢ rowniez z zuzyciem
wigkszych ilosci odczynnika derywatyzujacego. Odczynnik ten, z uwagi na szybko$¢
przeptywu analitu z kolumny do detektora, musi charakteryzowac¢ sie wysoka reak-
tywnoscia [6].

3.1. DERYWATYZACJA PRZEZ GRUPE AMINOWA

Do oznaczania amin biogennych technika HPLC najczesciej stosuje si¢ jako
odczynnik derywatyzujacy OPA, ktory reaguje z grupa aminowg analitu w obecnosci
grup sulfhydrylowych (Schemat 3) [41-45]. W $wietle derywatyzacji pokolumno-
wej odczynnik ten charakteryzuje sie szybka kinetyka reakcji w temperaturze poko-
jowej, a takze tworzeniem wysoce fluorescencyjnej pochodnej. Co jest wazne, odpo-
wiedni dobér czynnika nukleofilowego np. 2-ME, jak rowniez ograniczony dostep
swiatla zapobiegaja degradacji odczynnika derywatyzujacego. Natomiast dodanie
srodka powierzchniowo czynnego (np. Brij 35) znacznie poprawia stabilnos¢ two-
rzacych sie pochodnych. Innym odczynnikiem derywatyzujgcym, ktory reaguje ze
zwigzkami zawierajacymi grupe aminowsa jest 1,2-naftochinono-4-sulfonian sodu
(NQS) [46]. W przeciwienstwie do OPA jest jednym z rzadziej stosowanych odczyn-
nikéw, mimo, iz cechuje si¢ niskimi kosztami. NQS reaguje z grupami aminowymi
w roztworze alkalicznym tworzac pochodng fluorescencyjng. Ze wzgledu na ten fakt
odczynnik derywatyzujacy rozpuszczano w fazie ruchomej, a dopiero eluat mieszat
sie z NaOH w petli reakcyjnej. NQS zostat zastosowany do derywatyzacji pokolum-
nowej streptomycyny wystepujacej w ogorku i kapuscie pekinskiej.
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3.2. DERYWATYZACJA Z WYKORZYSTANIEM NANOCZASTEK

Proces derywatyzacji pokolumnowej mozna réwniez prowadzi¢ z zastosowa-
niem nanoczgstek tlenku terbu (Tb,0_NPs) jako odczynnika derywatyzujacego do
oznaczania pozostalo$ci antybiotykow chinolonowych w prébkach mleka [47]. Etap
derywatyzacji opieral si¢ na tworzeniu luminescencyjnych chelatéw chinolonéw
z Tb,O,NPs. Derywatyzacje pokolumnowg prowadzono réwniez z wykorzystaniem
nanoczastek ztota (AuNPs) pokrytych niejonowym surfaktantem - Zonylem. Indu-
kowana przez analit agregacja AuNPs mierzona byla kolorymetrycznie. Zaletg takiej
reakcji jest niezwykle szybka kinetyka agregacji nanoczastek oraz wysoka selektyw-
no$¢ wigzania si¢ z homocysteing [48].

3.3. DERYWATYZACJA PRZEZ GRUPE SULFHYDRYLOWA

Derywatyzacje zwiazkow zawierajacych w swojej czasteczce nukleofilowa
grupe —SH w obecnosci odpowiedniej aminy pierwszorzedowej w srodowisku zasa-
dowym prowadzono z uzyciem OPA [49]. Jony amonowe niezbedne do utworzenia
wysoce fluorescencyjnej pochodnej rozpuszczone byly w fazie ruchomej. Innym
odczynnikiem derywatyzujacym, ktory zastosowano do derywatyzacji zwigzkow
tiolowych byl odczynnik Ellmana (kwas 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoesowy)) (DTNB)
[50]. Reakcje derywatyzacji biotioli z DTNB prowadzono w obecnoséci metylo--
cyklodekstryny. Dodanie tego zwigzku cyklicznego do odczynnika derywatyzuja-
cego ulatwialo jego reakcje z tiolami. Ozyiirek wraz z wspot. zaobserwowali rowniez,
ze DTNB uprzednio rozpuszczony w roztworze metylo-f-cyklodekstryny zwiekszat
stabilnos¢ tworzacych si¢ pochodnych.

3.4. INNE SPOSOBY DERYWATYZAC]I ANALITU

Jak opisano wcze$niej w podrozdziale 2.6, odczynnik derywatyzujacy 2-HAP
moze by¢ stosowany do derywatyzacji 2-cyjanoacetamidu zaréwno w reakcji pro-
wadzonej przedkolumnowo, jak i pokolumnowo (Schemat 18) [40]. Autorzy wyka-
zali, ze w przeciwienstwie do metody opartej na derywatyzacji przedkolumnowej,
metoda wykorzystujaca derywatyzacje pokolumnowg charakteryzowata si¢ wyzsza
precyzja i dokladnoscig. W 2015 r. opublikowano prace, w ktorej derywatyzacje
pokolumnowg z 2,2-difenylo-1-pikrylhydrazylem (DPPH) wykorzystano do ozna-
czania szeregu homologicznego skondensowanych polifenoli w niepalonych ziar-
nach kakaowca [51]. Niewatpliwie zaleta tego odczynnika derywatyzujgcego jest
fakt, iz umozliwia oznaczanie polifenoli, a takze okreslenie zdolnos$ci przeciwutle-
niajacej wydzielonych skondensowanych polifenoli.

Zestawienie omawianych metod oznaczania wybranych zwigzkow z zastosowa-
niem derywatyzacji pokolumnowej przedstawiono w Tabeli 5.
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4. DERYWATYZACJA W KOLUMNIE

Spoéréd trzech rodzajow prowadzenia reakcji derywatyzacji ta w kolumnie
jest najrzadziej stosowana. W polaczeniu z technikg HPLC umozliwia prowadzenie
szybkich i prostych analiz z uzyskaniem waskich i ostrych pikéw w poréwnaniu do
analiz z wykorzystaniem derywatyzacji pokolumnowej [1].

Na przestrzeni lat 2010-2016 zostaly opublikowane 3 artykuly, dotyczace
zastosowania derywatyzacji chemicznej biegnacej w kolumnie chromatograficznej
(Tab. 6).

Tabela 6. Wybrane przyklady metod wykorzystujacych derywatyzacje w kolumnie

Table 6. The selected methods using on-column derivatization
. Odczynnik . AJ A, LOD LOQ .
Analit derywatyzujacy Matryca Detekcja (nm] [umol/l] [umol/l] Lit.
zred. Hey b.d. 0,025
mocz , (52]
tHey b.d. 0,025*
tiolakton bd. 0,02°
Hey mocz
tHey OPA FLD 370/480 bd. 0,25 (53]
tHey b.d. 0,25"
osocze
N-Hcy b.d. 0,25°
tHcy wino 0,05" 0,1° [54]

* Obliczone dla roztworéw standardowych.
b.d. - brak danych.

Opisane analizy prowadzono technikg HPLC z detekcjg FLD [52-54]. Odczyn-
nikiem, ktéry wykorzystywano do przeksztalcania badanych analitéw w pochodna
fluoryzujaca byt OPA (Schemat 20). Opracowane metody pozwolily na oznaczanie:
formy zredukowanej (Hcy) i catkowitej homocysteiny (tHcy) w moczu cztowieka
[52]; tiolaktonu homocysteiny, homocysteiny zwigzanej z proteinami wigzaniem
amidowym (N-Hcy) oraz tHcy w osoczu i moczu czlowieka [53]; jak réwniez tHcy
w winie [54]. Do fazy ruchomej dodawano OPA oraz 0,1 M NaOH, w konsekwen-
cji czego pH fazy bylo silnie zasadowe. Wykonanie analizy o wysokiej wydajnosci
w drastycznych warunkach umozliwilo zastosowanie kolumny PRP-1 Hamilton
C18. Z uwagi na jej stabilnos¢ w zakresie pH 1-13, reakcja derywatyzacji mogta by¢
prowadzona przy wysokich wartoéciach pH (8-13). Dzieki temu nie dochodzito do
degradacji wypelnienia kolumny i utraty jej sprawnosci.
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Derywatyzacja w kolumnie uproscita procedure, umozliwiajac tym samym bez-
posrednie oznaczenie hydrolizatéw bialek osocza [54], co znaczaco przyspieszyto
réwniez oznaczenie formy N-Hcy. Dodatkowo pozwolila ona obnizy¢ wartosci LOD
tHcy w moczu, w poréwnaniu do wczesniej opisanej metody [53]. Przedstawione
powyzej metody oparte na derywatyzacji w kolumnie z OPA, przede wszystkim eli-
minujg ograniczenia derywatyzacji pokolumnowej. Skracaja catkowity czas analizy
oraz pozwalaja uzyskac¢ waskie piki chromatograficzne.

PODSUMOWANIE

Koncepcja zielonej chemii propaguje dzialania zmierzajace do wyeliminowa-
nia, badz ograniczenia stosowania procesu derywatyzacji. Dostepne sa procedury
analityczne stosowane do rozdzielania analitdw bez ich uprzedniego przeprowa-
dzenia w pochodne. Jednakze czgsto sg one bardzo pracochtonne, badz wymagajg
specjalistycznej aparatury. Dlatego tez alternatywa wobec tych ograniczen staje
sie proces derywatyzacji, ktéry przede wszystkim zwigksza selektywnos$¢ i czu-
to$¢ oznaczen. Poprzez wprowadzenie odpowiednich grup funkcyjnych, poprawia
wlasciwosci separacyjne analizowanych zwigzkéw oraz umozliwia ich detekcje.
Przeprowadzenie analitu w pochodng z wykorzystaniem powszechnie dostepnych
odczynnikow derywatyzujacych mozna tatwo zautomatyzowaé, zmniejszajac ilosé
etapOw przygotowania probki i tym samym poprawi¢ powtarzalnos¢ uzyskiwanych
wynikéw. Liczne zalety oraz szeroka gama odczynnikéw derywatyzujacych warun-
kuja nieustanny rozwoj technik derywatyzacji i opracowywanie nowych procedur
oznaczania.
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